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基于 SLC7A11/GPX4 轴探讨西黄丸含药血清对肝癌细胞铁死亡的影响  

王  艳，任超云，董文凯，王文慧，申笑语，王颖莉* 

山西中医药大学  中药与食品工程学院，山西 晋中  030619 

摘  要：目的  探讨西黄丸调控铁死亡途径抑制肝癌的作用机制。方法  选用 HepG2细胞采用 CCK-8法研究西黄丸低、

中、高剂量（0.65、1.30、2.60 g·kg−1）制备的 10%含药血清干预给药 24、48 h对细胞增殖的抑制作用，以获得最佳给药浓

度及时间，并采用透射电镜观察西黄丸各剂量含药血清对细胞线粒体形态的影响。HepG2细胞分为对照组、西黄丸组、质粒

空载组（NC）、溶质载体家族 7成员 11（SLC7A11）过表达质粒转染组（OE-SLC7A11）、西黄丸＋OE-SLC7A11组。采用实

时荧光定量 PCR（qRT-PCR）和 Western blotting 法检测 SLC7A11 转染效率；采用 Edu 法检测细胞增殖率；采用二氢乙锭

（DHE）荧光探针染色法及试剂盒法检测细胞活性氧（ROS）含量及活力水平；比色法检测丙二醛（MDA）水平和谷胱甘肽

（GSH）水平；分别采用普鲁士蓝染色法观察铁沉积及比色法测定细胞内亚铁离子（Fe2+）水平；采用 Western blotting 法及

qRT-PCR法检测各组细胞 SLC7A11、GPX4蛋白及 mRNA水平。结果  CCK-8实验研究结果表明，与对照组相比，西黄丸

含药血清干预给药 24、48 h可显著抑制细胞增殖（P＜0.05、0.01），其中高剂量组作用效果最显著，干预给药 24 h抑制增殖

效果最佳；透射电镜观察结果显示，西黄丸含药血清干预可引起 HepG2 线粒体肿胀、线粒体嵴模糊甚至消失等细胞铁死亡

的表现，高剂量组线粒体损伤最显著。SLC7A11 质粒转染引起的铁死亡抑制细胞实验中，与对照组比较，OE-SLC7A11 组

SLC7A11蛋白及 mRNA水平均显著提高（P＜0.05、0.01），说明转染成功。与对照组比较，西黄丸组 Edu阳性细胞率、GSH

水平下降，MDA、ROS、Fe2+水平显著上升（P＜0.01），SLC7A11、GPX4蛋白及 mRNA表达水平显著下降（P＜0.05、0.01）；

与对照组比较，OE-SLC7A11 组 Edu 阳性细胞率、GSH 水平显著升高（P＜0.05、0.01），MDA、ROS 水平显著下降（P＜

0.01），Fe2+水平无明显差异，SLC7A11、GPX4蛋白及 mRNA表达水平显著升高（P＜0.01）。与 OE-SLC7A11组比较，西黄

丸＋OE-SLC7A11组MDA、ROS、Fe2+水平显著上升（P＜0.05、0.01），Edu阳性细胞率、GSH水平下降（P＜0.01）；SLC7A11、

GPX4蛋白及 mRNA表达水平显著上升（P＜0.01）。结论  西黄丸可通过下调 SLC7A11/GPX4轴，诱导肝癌细胞铁死亡，

从而发挥治疗肝癌作用。 
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Effect of Xihuang Pill drug-containing serum on hepatocellular carcinoma cells 

ferroptosis based on SLC7A11/GPX4 signaling pathway 

WANG Yan, REN Chaoyun, DONG Wenkai, WANG Wenhui, SHEN Xiaoyu, WANG Yingli 

College of Chinese Medicine and Food Engineering, Shanxi University of Chinese Medicine, Jinzhong 030619, China 

Abstract: Objective  To investigate the mechanism by which Xihuang Pill inhibits hepatocellular carcinoma through modulation of 

the ferroptosis pathway. Methods  HepG2 cells were treated with low-, medium-, and high-dose (0.65, 1.30, and 2.60 g·kg−1) Xihuang 

Pill-medicated serum. The CCK-8 assay was employed to evaluate the inhibition of cell proliferation at 24 h and 48 h, thereby 

identifying the optimal concentration and treatment duration. Subsequently, transmission electron microscopy was utilized to observe 

changes in mitochondrial morphology induced by each dose of the medicated serum. A ferroptosis-inhibited model was established by 

transfecting cells with an SLC7A11 overexpression plasmid. HepG2 cells were divided into the following groups: control group, 

Xihuang Pill high-dose-medicated serum group, empty plasmid group, SLC7A11 overexpression plasmid transfection group (OE-

SLC7A11), and SLC7A11 overexpression plasmid transfection combined with Xihuang Pill-medicated serum intervention group (OE-
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SLC7A11+Xihuang Pill). Western blotting and qRT-PCR were used to detect transfection efficiency; the EdU assay was adopted to 

determine cell proliferation rate. The levels of reactive oxygen species (ROS) were measured using the dihydroethidium(DHE) 

fluorescent probe staining method; Malondialdehyde (MDA) and glutathione (GSH) levels were measured using colorimetric assays; 

Iron deposition was observed using Perls Prussian blue staining, and intracellular Fe2+ levels were determined by colorimetric assay; 

Western blotting and qRT-PCR were used to detect the protein and mRNA levels of solute carrier family 7 member 11 (SLC7A11) 

and glutathione peroxidase 4 (GPX4) in each group. Results  The results of the CCK-8 assay demonstrated that, compared with the 

control group, Xihuang Pill-medicated serum significantly inhibited HepG2 cell proliferation at 24 and 48 h (P < 0.05, 0.01). The 

high-dose group exhibited the most pronounced inhibitory effect, with optimal inhibition observed at 24 h. Transmission electron 

microscopy (TEM) revealed that Xihuang Pill-medicated serum treatment induced mitochondrial swelling, cristae blurring, and even 

cristae loss in HepG2 cells, which are characteristic morphological features of ferroptosis. These mitochondrial alterations were most 

prominent in the high-dose group. In the ferroptosis inhibition experiment induced by SLC7A11 plasmid transfection, the following 

results were observed. Compared with the NC group, both SLC7A11 protein and mRNA levels were significantly elevated in the OE-

SLC7A11 group (P < 0.05, 0.01), indicating successful transfection. Compared with the control group, the Xihuang Pill group exhibited 

a significant decrease in GSH levels and Edu-positive cell rate, along with marked increases in MDA, ROS, and Fe2+ levels (P < 

0.01). The protein and mRNA expression levels of SLC7A11 and GPX4 were also significantly downregulated in the Xihuang Pill 

group (P < 0.05, 0.01). Compared with the NC group, the OE-SLC7A11 group showed significantly elevated GSH levels and Edu-

positive cell rate (P < 0.01), reduced MDA and ROS levels (P < 0.01) and significantly upregulated protein and mRNA expression of 

SLC7A11 and GPX4 (P < 0.05, 0.01), and there was no significant difference in intracellular Fe2+ levels of the OE-SLC7A11 group. 

Compared with the OE-SLC7A11 group, the OE-SLC7A11 + Xihuang Pill group displayed significantly increased MDA, ROS, and 

Fe2+ levels (P < 0.05, 0.01), decreased GSH levels and Edu-positive cell rate (P < 0.01), and significantly downregulated protein and 

mRNA expression of SLC7A11 and GPX4 (P < 0.05, 0.01). Conclusion  Xihuang Pill exerts its therapeutic effect on hepatocellular 

carcinoma by down-regulating the SLC7A11/GPX4 axis to induce ferroptosis in hepatocellular carcinoma cells. 

Key words: Xihuang Pill; hepatocellular carcinoma; ferroptosis; SLC7A11/GPX4 axis; drug containing serum 

 

肝癌在全世界范围内的致死率在癌症中居第 2

位，且其发病率逐年上升[1]，我国是肝癌的高发国，

每年新发病例占全球新发病例的 45%～50%。肝细

胞癌占原发性肝癌的 75%～85%，具有恶性程度高、

进展快、预后差等特点。由于其发病隐匿，仅有不

到 30%的患者适合接受根治治疗，临床上对于不可

手术的肝癌患者药物治疗以多酶抑制剂、免疫检查

点抑制剂等为主[2]，但仅有少数患者获益。近年来

铁死亡在抗肿瘤研究中展现出巨大的潜力，通过药

物诱导肿瘤细胞铁死亡，可以有效地抑制肿瘤的生

长和发展[3]，因此获得对铁死亡具有显著促进效应

的治疗药物对延缓肿瘤的进程具有积极治疗效应。 

中医学将肝癌纳入“ 肝积” 黄疸”等范畴，并

认为其病因为脾胃受损、肝气郁结等，导致气滞、

血瘀、毒结，因此治疗需注重应用活血祛瘀、清热

解毒、补气健脾等功效的药物。西黄丸出自“ 外科

证治全生集》，在肿瘤的治疗中具有悠久的应用历

史。临床研究证实，西黄丸对癌症患者生活质量的

提高、临床症状的改善等方面疗效确切[4-5]。多项实

验研究表明，西黄丸可通过调节肿瘤免疫微环境、

抑制肿瘤血管生成等多途径起到抗肿瘤作用[6-7]。

课题组前期研究表明，西黄丸可提高 H22 荷瘤小

鼠的生存率，显著抑制肿瘤体积及质量[8]，体外实

验结果表明西黄丸可显著抑制 HepG2 细胞增殖，

诱导细胞凋亡，并证实其对肝癌细胞增殖的抑制与

调控信号传导及转录激活因子 3（STAT3）有关[9]。

已有研究表明 STAT3 的磷酸化可下调肿瘤蛋白

p53（p53）的表达[10]，p53可结合 SLC7A11启动子

区域并抑制其转录，这对于诱导肿瘤细胞铁死亡至

关重要[11]。而西黄丸对肝癌的抑制作用是否与诱

导肝癌细胞铁死亡相关，尚未开展相关研究。因此

本研究从铁死亡角度出发，采用 HepG2 细胞构建

溶质载体家族 7成员 11（SLC7A11）过表达质粒诱

导的铁死亡抑制细胞模型，评价西黄丸含药血清对

肝癌细胞铁死亡的诱导效应，为经典名方西黄丸抗

肿瘤作用机制的阐明及其临床应用奠定实验基础。 

1  材料 

1.1  动物与细胞 

SPF 级 SD 大鼠，6～7 周龄，雄性，体质量

230～250 g，生产许可证号 SCXK“（京）2023-0001，

购自斯贝福“（北京）生物科技有限公司，批号 2023-

06-13，实验动物伦理号 2022DW263。人肝癌细胞
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HepG2，购自上海泛柯实业有限公司。 

1.2  药品与试剂 

西黄丸（批号 20230501010）购自山西振东安

欣生物制药有限公司；DMEM 高糖培养基（货号

G4511-500ML）、青霉素 -链霉素溶液（货号

GA2312026）、蛋白酶抑制剂 PMSF（货号

CR2303056）、磷酸化蛋白酶抑制剂（货号

CR2307130）、CCK-8 细胞增殖检测试剂盒（货号

G1613）、电转缓冲液“（货号 G2154-1L）购自武汉赛

维尔生物科技有限公司；RPMI 1640培养基（货号

JC15FC0268）购自生工生物工程“（上海）股份有限

公司；胎牛血清“（货号 SA211.02）购自赛澳美细胞

技术有限公司；胰蛋白酶消化液（货号 MA0232）

美仑生物技术有限公司；二甲基亚砜（DMSO，货

号 D8371）、TBS缓冲液“（货号 G0001）、HRP-羊抗

兔“（货号 GB23303）、蛋白上样缓冲液“（货号 P1041）、

BCA蛋白浓度测定试剂盒“（批号 20230629），北京

索莱宝科技有限公司；SDS-PAGE彩色凝胶制备试

剂盒（货号 PMK1013B）购自武汉普美克生物技术

有限公司；Quick Block TM Western封闭液（货号

P0252）购自碧云天生物技术有限公司；超敏化学

发光底物检测试剂盒（货号 PC001-2）购自陕西中

晖赫彩生物医药科技有限公司；细胞/组织总 RNA

快速提取试剂盒（货号M5105）购自苏州新赛美生

物科技有限公司；All-in-one RT EasyMix for qPCR

试剂盒（货号 23N01601）购自吐露港生物科技有

限公司。亚铁离子（Fe2+）测试盒（货号 A039-2-

1）、活性氧（ROS）测试盒（货号 E004-1-1）、丙

二醛（MDA）测试盒（货号 A003-1-2）、谷胱甘肽

（GSH）测试盒（货号 A500-1-2）购自南京建成生

物科技有限公司；谷胱甘肽过氧化物酶 4（GPX4）

（货号 CY6959）一抗购自 Abways 公司；

SLC7A11/xCT polyclonal antibody（货号 00138060）

购自武汉三鹰生物技术有限公司。 

1.3  仪器 

酶标仪“ 赛默飞世尔“（上海）仪器有限公司］；

Axioscope 5荧光显微镜“ 蔡司科技“（苏州）有限公

司］；Amersham ImageQuant 800 Western印迹成像

分析仪“（Cytiva公司）；HC-2518高速离心机“（安徽

中科中佳科学仪器有限公司）；YD-12P 组织脱水

机、YD-6L石蜡切片机生物组织包埋机、YD-AB生

物组织摊烤片机“（金华市益迪医疗设备有限公司）；

电泳仪、转膜仪“（Bio-Rad公司）；Archime X4荧光

定量 PCR仪（鲲鹏基因科学仪器有限公司）。 

2  方法 

2.1  含药血清的制备 

含药血清制备按照文献报道方法[12]，按体表面

积折算法计算 SD 大鼠等效量，西黄丸组低、中、

高剂量组分别 ig 西黄丸 0.65、1.30、2.60 g·kg−1，

连续给药 7 d，末次给药，分别于给药 1 h后，用小

动物呼吸麻醉机麻醉，腹主动脉取血，血液样本

在室温条件下静置 2 h后，4 ℃、3 000 r·min−1离

心 10 min，取血清并于 56 ℃水浴灭活，经 0.22 μm

微孔滤膜滤过除菌，无菌冻存管分装并置于−80 ℃

保存。 

2.2  细胞分组 

2.2.1  含药血清浓度筛选   将 HepG2细胞分为对

照组和西黄丸含药血清低、中、高剂量“（0.65、1.30、

2.60 g·kg−1）组，以明确含药血清最佳干预剂量，

HepG2细胞贴壁后，对照组中加入培养基，其余各

组分别加入 10%的含药血清，分别干预 24、48 h。 

2.2.2  铁死亡研究  HepG2细胞分为对照组、西黄

丸组、SLC7A11空载质粒（NC）组、SLC7A11过

表达质粒组“（OE-SLC7A11）、西黄丸＋OE-SLC7A11

组；对照组：HepG2细胞加入完全培养基，不做处

理；西黄丸组：HepG2细胞加入 10%西黄丸高剂量

含药血清；NC组：HepG2细胞转染空载质粒；OE-

SLC7A11组：HepG2细胞转染 SLC7A11过表达质

粒；西黄丸＋OE-SLC7A11 组：HepG2 细胞转染

SLC7A11 过表达质粒后加入 10%西黄丸高剂量含

药血清，干预给药时间为 24 h。 

2.3  CCK-8 法检测不同浓度西黄丸含药血清对细

胞增殖的影响 

将对数生长期的HepG2细胞以 3×104个·mL−1

接种于 96孔板中，每组设 3个复孔，每孔 100 μL，

放入培养箱培养 24 h，按照 2.2.1”项方法分组及

给药处理细胞 24、48 h后，每孔加入 10 μL CCK-8

溶液，于 37 ℃孵育 4 h，用酶标仪测量 450 nm处

的吸光度（A）值，计算细胞增殖率。 

细胞增殖率＝(A 给药－A 空白)/(A 对照－A 空白) 

2.4  透射电镜观察检测不同质量浓度西黄丸含药

血清对细胞线粒体形态的影响 

取处于对数生长期的 HepG2细胞，以每皿 4×

105个接种于 6 cm培养皿中，置于 37 ℃、5% CO2

培养箱中 24 h后，按照 2.2.1”项方法处理细胞 24 h

后，加入胰酶消化并分散细胞，1 100 r·min−1离心 5 min
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后收集细胞，弃上清添加电镜固定液后将细胞团吹

散，重新悬浮，2.5%戊二酸进行前固定，1%锇酸溶

液后固定，梯度酒精脱水后进行包埋切片，以二氧

化铀醋酸盐为原料染色，用蒸馏水冲洗，柠檬酸铅染

色，烘干后用电子显微镜对其超微结构进行观察。 

2.5  肝癌细胞过表达质粒转染 

将对数生长期的 HepG2 细胞以每孔 1×105个

接种于含 500 μL无抗生素培养基的 24孔板中，设

置 NC组、OE-SLC7A11组，每组设 5个复孔，置

于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养至细胞融合度达

70%～90%。取 0.8～1.0 μg 质粒 DNA 及 2～3 μL 

LipoHigh转染试剂，分别用 50 μL培养基稀释，室

温静置 5 min后等体积混合，再孵育 20 min形成转

染复合物。将复合物逐滴加入孔中，轻摇混匀，4 h

后更换为新鲜完全培养基，转染 24 h后收集细胞。 

2.6  Western blotting 检测转染效率 

按照 2.5”项方法进行分组及处理，收集细胞，

提取总蛋白，并采用 BCA 法进行蛋白定量。蛋白样

品采用 10%的分离胶与 5%的浓缩胶对其进行十二烷

基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，凝胶电压为 80 V，

分离胶电压为 120 V，PVDF膜的湿转时间为 1.5 h，

封闭 15 min后加入 SLC7A11“（1∶1 000）抗体 4 ℃

孵育过夜，用 TBST快速洗涤 3次，每次 10 min，

加入二抗，室温孵育 1 h，TBST洗涤，加入 ECL化

学发光试剂显影，并采用凝胶成像仪成像，通过

Image J软件对目的带条分析。 

2.7  实时荧光定量PCR（qRT-PCR）检测SLC7A11

转染效率 

按照“ 2.5”项方法进行分组及处理，收集细胞，

按照 TRIzol 提取试剂盒说明书提取细胞总 RNA，

测定浓度和纯度后，逆转录合成 cDNA并进行扩增。

反应体系为 20 μL，首先 95 ℃ 3 min，然后 95 ℃

变性 15 s，60 ℃退火 1 min，循环 40次。以 GAPDH

为内参基因，采用 2−ΔΔCt法计算 SLC7A11相对表达

量，引物序列见表 1。 

2.8  西黄丸含药血清对 OE-SLC7A11 转染细胞增

殖的影响 

将对数生长期的 HepG2 细胞以每孔 1×105个

接种于放置有无菌细胞爬片的 24 孔板中，按照

“ 2.5”项方案进行转染，转染 24 h后按照 2.2.1”

项分组及给药处理方案培养 24 h后加入 Edu溶液，

培养 2 h后，加入多聚甲醛（浓度 4%）进行固定，

30 min后，加入 Azide 488染色液，并于避光条件 

表 1  基因引物序列 

Table 1  Sequences of primers for genes 

引物名称 引物序列（5'→3'） 

β-actin F-GTGCTATGTTGCTCTAGACTTCG 

R-ATGCCACAGGATTCCATACC 

GPX4 F-ATAAGAACGGCTGCGTGGTGAAG 

R-TAGAGATAGCACGGCAGGTCCTTC 

SLC7A11 F-ACCACCATCAGTGCGGAGGAG 

R-ATGGAGCCGAAGCAGGAGAGG 

GAPDH F-CTGGAGAAACCTGCCAAGTATG 

 R-GGTGGAAGAATGGGAGTTGCT 

 

下进行孵育 30 min，接着Hoechst33342复染 10 min，

并置于荧光显微镜下观察，通过 Image J 定量计算

EdU 阳性数及总细胞数，以 EdU 阳性细胞数占总

细胞数的百分比表示增殖率。 

2.9  西黄丸含药血清对 OE-SLC7A11 转染细胞

GSH、MDA 水平的影响 

取处于对数生长期的 HepG2 细胞，调整细胞

浓度为 1×105个·mL−1接种于 6孔板，每孔加细胞

悬液 4 mL，放入培养箱中培养 24 h。按照 2.2.2”

项分组及给药方法处理细胞 24 h后，PBS冰上洗涤

3 次后收集细胞，并按照试剂盒说明书检测各组细

胞中MDA、GSH含量。 

2.10  西黄丸含药血清对 SLC7A11 过表达质粒转

染细胞 ROS 荧光水平的影响 

将细胞以每孔 1×105 个接种于放置有无菌细

胞爬片的 24孔板中，每组设 3个复孔，按照“ 2.2.2”

项分组及给药方法处理细胞 24 h后，每孔加入无血

清培养基稀释的 DCFH-DA（终浓度 10 μmol·L−1），

于 37 ℃孵育 20 min，弃培养基，PBS洗涤 3次，

置于荧光显微镜下进行观察并进行图像采集。 

采用比色法对细胞内 ROS 含量进行测定，按

照“ 2.2.2”项分组及给药方法处理细胞 24 h后，收

集细胞，采用 BCA法测定各组蛋白浓度，按照试剂

盒说明书定量检测各组细胞中 ROS含量。 

2.11  西黄丸含药血清对OE-SLC7A11转染细胞铁

沉积及 Fe2+水平的影响 

采用 Perls 染色定性测定细胞内铁沉积，将细

胞以每孔 1×105 个接种于放置有无菌细胞爬片的

24孔板中，每组设 3个复孔，按照“ 2.2.2”项分组

及给药方法处理细胞 24 h后，用 4%多聚甲醛固定，

加入 Perls染色工作液 37 ℃孵育 30 min，水洗后核

固红复染，脱水后封片置于显微镜下观察。 
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采用比色法对细胞内 Fe2+浓度进行测定，按照

“ 2.2.2”项分组及给药方法处理细胞 24 h后，弃培

养基，PBS洗涤 3次后收集细胞，按照试剂盒明书

检测 Fe2+水平。 

2.12  西黄丸含药血清对 SLC7A11 过表达质粒转

染细胞 SLC7A11、GPX4 蛋白表达水平的影响 

按照“ 2.2.2”分组及给药处理细胞 24 h后，按

照“ 2.6”项下方法检测 SLC7A11、GPX4、GAPDH

蛋白表达。 

2.13  西黄丸含药血清对 SLC7A11 过表达质粒转

染细胞 SLC7A11、GPX4 mRNA 水平的影响 

按照“ 2.2.2”分组及给药处理细胞 24 h后，按

照“ 2.7”项下方法检测 SLC7A11、GPX4、GAPDH 

mRNA水平。 

2.14  统计分析 

采用 GraphPad Prism 9软件对样本数据进行数

据处理，实验结果以 x s 表示，多组间比较采用单

因素方差分析“（ANOVA），如数据不符合正态分布，

则使用非参数检验。 

3  结果 

3.1  西黄丸含药血清对 HepG2 细胞增殖的影响 

如图 1所示，与对照组比较，西黄丸含药血清

低、中、高剂量组干预 24 h后，对细胞增殖具有显

著的抑制作用“（P＜0.05、0.01），高剂量组作用效果

最显著；西黄丸含药血清中、高剂量组干预 48 h后，

对细胞增殖具有显著的抑制作用“（P＜0.05、0.01），

高剂量组作用效果最佳。含药血清干预 24 h与干预

48 h比较，干预 24 h即展现出显著的抑制效果，因

此后续对细胞线粒体形态的影响研究采用西黄丸

含药血清低、中、高剂量组干预 24 h。 

3.2  西黄丸对 HepG2 细胞线粒体形态的影响 

如图 2所示，对照组细胞线粒体体积正常，线 

 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group. 

图 1  西黄丸含药血清对 HepG2 细胞增殖的影响 ( x±s，n＝3) 

Fig. 1  Inhibitory effect of Xihuang Pill-containing serum on HepG2 cells ( x±s，n＝3) 

 

图 2  西黄丸含药血清对 HepG2 细胞的线粒体结构的影响 

Fig. 2  Impact of Xihuang Pill-containing serum on mitochondrial morphology and structure of HepG2 cells 

粒体嵴形态结构完整，与对照组相比，西黄丸各剂

量组细胞线粒体结构均发生变化，存在线粒体肿胀

变形，嵴结构发生断裂或消失的情况，高剂量组影

响最为显著，结合“ 3.1”项研究结果，后续研究采

用西黄丸含药血清高剂量进行研究。 

3.3  SLC7A11 质粒转染效率检测 

为明确 SLC7A11 质粒转染 HepG2 细胞效

率，本研究分别采用 Western blotting 及 qRT-

PCR法检测转染细胞的 SLC7A11蛋白及 mRNA

表达水平。如图 3 所示，与 NC 组相比，OE-
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SLC7A11 组 SLC7A11 蛋白及 mRNA 表达显著

升高（P＜0.05、0.01），说明过表达 SLC7A11 质

粒转染成功。  

3.4  西黄丸对 SLC7A11 过表达质粒转染 HepG2

细胞增殖的影响 

本研究采用Hoechst/EdU染色以明确西黄丸对

SLC7A11 过表达质粒转染 HepG2 细胞增殖的影响

作用，如图 4所示，与对照组相比，西黄丸组 Edu

阳性细胞率显著下降（P＜0.01）；与 NC 组相比，

OE-SLC7A11 组阳性细胞率显著上升（P＜0.05）；

与 OE-SLC7A11组比较，西黄丸＋OE-SLC7A11组

阳性细胞率显著下降（P＜0.01）。 

 

与 NC组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs NC group. 

图 3  SLC7A11 质粒转染效率检测 ( x±s，n＝5) 

Fig. 3  Assay for SLC7A11 plasmid transfection efficiency ( x±s，n＝5) 

 

与对照组比较：**P＜0.01；与 NC组比较：
△

P＜0.05；与 OE-SLC7A11组比较：$$P＜0.01。 

**P < 0.01 vs control group; 
△

P < 0.05 vs NC group; $$P < 0.01 vs OE-SLC7A11 group. 

图 4  西黄丸含药血清对 SLC7A11 过表达质粒转染细胞增殖的影响 ( x±s，n＝3) 

Fig. 4  Effect of Xihuang Pill containing serum on proliferation of SLC7A11 overexpression plasmid transfected cells ( x±

s，n＝3) 

3.5  西黄丸对OE-SLC7A11转染HepG2细胞ROS

水平的影响 

如图 5所示，与对照组相比，西黄丸组 ROS荧

光强度增强，定量分析细胞内 ROS 活力水平显著

上升（P＜0.01）；与 NC 组相比，OE-SLC7A11 组

ROS 荧光强度降低，定量分析细胞内 ROS 活力水

平显著下降（P＜0.01）；与 OE-SLC7A11组比较，

西黄丸＋OE-SLC7A11组 ROS荧光强度增强，定量
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分析细胞内 ROS活力水平显著升高“（P＜0.05）。结

果说明西黄丸含药血清干预 HepG2 24 h 后可引起

ROS积累。 

3.6  西黄丸对OE-SLC7A11转染HepG2细胞铁沉

积及 Fe2+水平的影响 

铁死亡涉及多种分子机制，包括 SLC7A11/ 

GPX4 通路引起的抗氧化防御失活及转铁蛋白受体

等引起的铁代谢调控，而 SLC7A11 不直接调节细

胞内铁的含量。本研究通过测定细胞内 Fe2+浓度以

探讨西黄丸是否可同时影响了细胞内铁代谢。如图

5 所示，与对照组相比，西黄丸含药血清组铁沉积

明显增加，Fe2+含量显著增加（P＜0.01）；与 NC组

相比，OE-SLC7A11 组铁沉积及 Fe2+积累程度无显

著变化。与 OE-SLC7A11 组相比，西黄丸＋OE- 

 
与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与 NC组比较：

△△
P＜0.01；与 OE-SLC7A11组比较：$P＜0.05  $$P＜0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group; 
△△

P < 0.01 vs NC group; $P < 0.05  $$P < 0.01 vs OE-SLC7A11 group. 

图 5  西黄丸通过 SLC7A11/GPX4 轴诱导 HepG2 细胞铁死亡 (×200， x±s) 

Fig. 5  Xihuang Pill induces ferroptosis in HepG2 cells via SLC7A11/GPX4 axis (×200, x±s) 

SLC7A11组表现出铁聚集程度增加，且 Fe2+水平显

著增加（P＜0.05），说明西黄丸可能存在调控铁转

运的相关机制而促进了铁的积累。 

3.7  西黄丸对 OE-SLC7A11 转染 HepG2 细胞

GSH、MDA 水平的影响 

SLC7A11升高，可致 GSH合成增多，导致脂
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质过氧化被抑制。如图 5所示，与对照组相比，西

黄丸组 MDA 水平显著上升、GSH 水平下降（P＜

0.01）；与 NC组相比，OE-SLC7A11组MDA水平

显著下降、GSH水平显著上升“（P＜0.01）。与 OE-

SLC7A11组比较，西黄丸＋OE-SLC7A11组，MDA

水平显著上升、GSH水平下降“（P＜0.01），说明可

逆转 SLC7A11升高而引起的脂质过氧化抑制效应。 

3.8  西黄丸对 OE-SLC7A11 转染 HepG2 细胞

SLC7A11、GPX4 蛋白及 mRNA 水平的影响 

为进一步明确西黄丸对 HepG2 细胞铁死亡的

诱导效应与 SLC7A11/GPX4轴有关，本研究检测了

SLC7A11、GPX4的蛋白及 mRNA表达水平。如图

5所示，与对照组相比，西黄丸组 SLC7A11、GPX4

蛋白及 mRNA表达水平显著下降“（P＜0.05、0.01）；

与 NC 组相比，OE-SLC7A11 组 SLC7A11、GPX4

蛋白及mRNA表达水平显著上升“（P＜0.01）；与OE-

SLC7A11组相比，西黄丸＋OE-SLC7A11组铁死亡

通路相关 SLC7A11、GPX4 蛋白及 mRNA 的表达

显著下降（ P＜ 0.01），说明西黄丸可调控

SLC7A11/GPX4通路。 

4  讨论 

中医药在肿瘤的治疗方面具有独特的优势，中

西医联用以控制症状、预防复发转移及延长生存的

作用已成为肝癌治疗的重要手段，国家卫生健康委

发布的“ 原发性肝癌诊疗指南“（2024年版）》，已将

中西药联合应用作为肝癌晚期联合用药的推荐方

案之一[13]。西黄丸应用历史悠久，临床已证实其在

多种癌症的治疗中具有显著疗效，可单独使用或与

常规化疗联合使用，可以增强抗肿瘤作用、降低放

疗化疗毒性、缓解肿瘤引起的各种症状，提高患者

的生活质量[14]。晚期原发性肝癌患者应用西黄丸治

疗者，与治疗前相比，患者生活质量评分提高，发

热、纳差症状改善、疼痛明显缓解[15]。介入化疗联

合西黄丸治疗可改善肝功能指标，抑瘤效果优于单

纯使用介入化疗者[16]。本课题组前期研究结果表

明，西黄丸对肝癌具有显著的疗效，高、中、低剂

量组对 H22 移植瘤小鼠的肿瘤抑制率达 59.44%、

56.55%和 44.74%[8]，并结合细胞实验证实西黄丸具

有抑制肿瘤增殖、诱导肿瘤细胞凋亡的作用，其作用

机制与抑制 STAT3通路有关[9]。近年来已有多项研究

结果表明 STAT3 的激活可引起铁死亡的抑制[17]，因

此本研究基于前期研究结果，聚焦铁死亡途径，探

讨西黄丸对肝癌抑制作用的相关机制。 

铁死亡是一种细胞死亡级联反应，对抑制肿瘤

进展至关重要，其核心机制为抗氧化的失衡、脂质

过氧化的产物的堆积及铁超载[18-19]。脂质过氧化产

物堆积还可引起线粒体损伤，表现为线粒体嵴减少

或消失，线粒体肿胀或线粒体外膜的皱缩、破裂，

最终引起细胞死亡[20]。HepG2为铁死亡抑制与诱导

效应研究的常用细胞株，已有研究表明其本身对铁

死亡不敏感，但可因内源性或外源性因素诱导而调

控铁死亡发生，其对铁死亡的响应依赖于 GPX4的

活性或过表达，且 P53/SLC7A11/GPX4信号通路是

HepG2发生铁死亡的核心机制之一[21]。因此本研究

选用人肝癌 HepG2 细胞株，从铁死亡相关指标

ROS、MDA、GSH、Fe2+水平、细胞线粒体损伤及

铁死亡核心蛋白 SLC7A11、GPX4的表达等方面系

统评价其对细胞铁死亡的诱导机制。研究结果表

明，西黄丸含药血清对 HepG2增殖具有显著抑制效

应，且对 HepG2增殖的抑制作用具有剂量相关性。

线粒体形态不可逆改变及功能障碍是细胞铁死亡

的特点之一，通过透射电镜观察细胞形态发现西黄

丸含药血清干预 24 h可引起 HepG2细胞线粒体肿

胀、线粒体嵴结构发生断裂、消失等结构改变，符

合铁死亡的线粒体形态学特征。 

SLC7A11/GPX4 通路是细胞铁死亡的经典通

路，SLC7A11 作为质膜上胱氨酸/谷氨酸反向转运

系统 Xc 的关键特异性亚基，发挥着抑制铁死亡的

重要作用。SLC7A11将细胞外胱氨酸导入细胞中以

合成 GSH[22]，SLC7A11的耗竭会触发 GSH消耗，

进而下调 GPX4。GPX4 是特异性还原细胞膜磷脂

脂质氢过氧化物的关键酶，GPX4 下调可引起细胞

膜脂质过氧化物无法清除、大量堆积，并导致 Fe2+

依赖性脂质过氧化物沉积，从而损害细胞和亚细胞

膜[23]。本研究通过 SLC7A11质粒转染HepG2细胞，

构建了铁死亡通路抑制细胞模型，研究结果证实西

黄丸含药血清可显著降低 SLC7A11 质粒转染引起

的细胞增殖效应，逆转由于 SLC7A11 过表达而导

致的 GSH合成增多，及 ROS、MDA水平的降低，

同时逆转下游靶基因 GPX4 的蛋白和 mRNA 表达

水平。以上结果初步证实西黄丸可通过降低

SLC7A11 表达，降低胞内 GSH 的合成，进而促进

GPX4的失活和胞内脂质过氧化物堆积，诱导了肝癌

细胞铁死亡。研究中发现 SLC7A11 过表达转染后并

未降低 HepG2 中 Fe2+的浓度，与文献报道一致[24]，

但西黄丸干预后仍上调了 SLC7A11 过表达后
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HepG2中 Fe2+的水平，说明西黄丸对铁死亡的诱导

效应不是 SLC7A11/GPX4的单独效应，可能还影响

了细胞内铁的转运与代谢等环节。 

西黄丸对 HepG2 细胞增殖的抑制作用机制，

与其下调 SLC7A11/GPX4信号轴，诱发肿瘤细胞铁

死亡有关，然而其具体的分子调控机制及相关药效

物质尚待开展相关实验进一步研究，本课题组后续

将深入探讨其相关调控机制，以期阐明西黄丸抗肝

癌的现代科学内涵。 
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