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三叶青黄酮调控 AMPK/mTOR 信号通路介导的线粒体自噬抑制肝癌细胞
增殖与侵袭的分子机制研究  
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摘  要：目的  探讨三叶青 Tetrastigma Hemsleyani Radix 黄酮（THRF）对肝癌细胞增殖、侵袭和细胞焦亡的影响，以及其

对腺苷酸活化蛋白激酶（AMPK）/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）信号介导的线粒体自噬的调控机制。方法  以低、高

质量浓度（50、100 μg∙mL−1）的 THRF 处理 SK-HEP-1 细胞；同时以 AMPK 信号抑制剂化合物 C（CC）进行功能挽救实验，

即设置 THRF（100 μg∙mL−1）＋CC（50 μmol∙L−1）组；以自噬抑制剂 3-甲基腺嘌呤（3-MA）进行功能回复实验，即设置

THRF（100 μg∙mL−1）＋CC（50 μmol∙L−1）＋3-MA（5 μmol∙L−1）组；对照组不加药，THRF、CC、3-MA 同时加药，加药

后培养 24 h。5-乙炔基-2'-脱氧尿苷（EdU）试剂盒检测细胞的增殖；Transwell 小室检测细胞的侵袭；JC-1 检测线粒体的膜

电位；DCFH-DA 染色实验检测活性氧（ROS）的含量；MitoTracker Red-Lysotracker green 双染色检测线粒体自噬；实时荧

光定量 PCR（qRT-PCR）检测线粒体自噬、细胞焦亡相关的 mRNA 的表达；Western blotting 检测细胞中 AMPK、mTOR、磷

酸化-mTOR（p-mTOR）、酵母自噬相关基因 6 同源物（Beclin1）、自噬相关基因 5（Atg5）、核苷酸结合寡聚化结构域样受体

家族含热蛋白结构域蛋白 3（NLRP3）和消皮素 D（GSDMD）的表达水平。结果  与对照组比较，THRF 明显降低 SK-HEP-

1 细胞的增殖、侵袭以及线粒体膜电位（P＜0.05），明显升高细胞中 ROS 含量（P＜0.05），明显升高自噬体的表达；明显升

高 BECN1、Atg5、NLRP3 和 GSDMD mRNA 相对表达量（P＜0.05）；升高细胞中 AMPK、BECN1、Atg5、NLRP3 和 GSDMD

的蛋白表达（P＜0.05），降低 p-mTOR 的蛋白表达（P＜0.05）。CC 可部分逆转 THRF 的上述效应，而 3-MA 可部分恢复 THRF

的抑癌效用，差异均具有统计意义（P＜0.05）。结论  THRF 能明显下调细胞的线粒体膜电位，促进细胞的线粒体自噬过度

激活，抑制肝癌细胞的增殖与侵袭活性，上调细胞焦亡相关基因的表达，这可能与 THRF 对 APMK/mTOR 信号介导的线粒

体自噬的调控有关。 
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Abstract: Objective  To investigate the effcts of Tetrastigma Hemsleyani Radix flavone (THRF) on the proliferation, invasion, and 

the pyroptosis of hepatocellular carcinoma cells, as well as its regulatory mechanism on AMP-activated protein kinase(AMPK)/ 

mammalian target of rapamycin (mTOR) signaling-mediated mitochondrial autophagy. Methods  SK-HEP-1 cells were treated with 

low and high concentrations (50, 100 μg∙mL−1) of THRF. Meanwhile, a functional rescue experiment was conducted using the AMPK 
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signaling inhibitor compound C (CC), setting up a THRF (100 μg∙mL−1) + CC (50 μmol∙L−1) group. A functional recovery experiment 

was also performed using the autophagy inhibitor 3-methyladenine (3-MA), setting up a THRF (100 μg∙mL−1) + CC (50 μmol∙L−1) + 

3-MA (5 μmol∙L−1) group. The control group was not treated with any drugs. All groups were treated for 24 hours. Cell proliferation 

was detected using the 5-ethynyl-2'-deoxyuridine (EdU) kit; cell invasion was detected using Transwell chambers; mitochondrial 

membrane potential was detected using JC-1; reactive oxygen species (ROS) content was detected using DCFH-DA staining; 

mitochondrial autophagy was detected using MitoTracker Red-Lysotracker green double staining; the expression of mRNAs related to 

mitochondrial autophagy and pyroptosis was detected using real-time fluorescence quantitative PCR (qRT-PCR); and the expression 

levels of AMPK, mTOR, phosphorylated-mTOR (p-mTOR), Beclin1, Atg5, NLRP3, and GSDMD in cells were detected using Western 

blotting. Results  Compared with the control group, THRF significantly reduced the proliferation, invasion, and mitochondrial 

membrane potential of SK-HEP-1 cells (P < 0.05), significantly increased the ROS content in cells (P < 0.05), significantly increased 

the expression of autophagosomes; significantly increased the relative expression levels of BECN1, Atg5, NLRP3, and GSDMD 

mRNAs (P < 0.05); increased the protein expression of AMPK, BECN1, Atg5, NLRP3, and GSDMD in cells (P < 0.05), and decreased 

the protein expression of p-mTOR (P < 0.05). CC could partially reverse the above effects of THRF, while 3-MA could partially restore 

the anti-cancer effect of THRF, and the differences were statistically significant (P < 0.05). Conclusion  THRF could significantly 

down-regulate the mitochondrial membrane potential, promote the excessive activation of mitochondrial autophagy, inhibit the 

proliferation and invasive activity of hepatocellular carcinoma cells, and up-regulate the expression of cell pyrogenesis-related genes, 

which may be related to the regulation of APMK/mTOR signal-mediated mitochondrial autophagy. 

Key words: Tetrastigma Hemsleyani Radix flavone; hepatocellular carcinoma cell; proliferation; invasion; pyroptosis; AMP-activated 

protein kinase/mammalian target of rapamycin signaling pathway; mitochondrial autophagy 

 

肝癌是一种常见的消化道恶性肿瘤之一，严重

影响患者的日常生活。临床医师主要通过外科手术

辅以放化疗来帮助患者缓解痛苦，但是伴随难以避

免的骨髓抑制以及胃肠道反应等不良反应，使得肝

癌的临床治疗难度加大[1]。而肝作为机体的主要的

免疫与解毒器官，临床上可调控药物摄入量以及药

物活性影响肿瘤细胞的耐药性。 

正常生理状态下，线粒体自噬是细胞选择性清

除异常线粒体的重要过程，是细胞进行线粒体质量

控制的重要手段[2]。Deng 等[3]研究显示，过度激活

的线粒体自噬在肝癌细胞生长、增殖、免疫浸润、

侵袭以及化疗耐药性等病理进展中发挥重要作用。

研究显示[4]腺苷酸活化蛋白激酶（AMPK）/哺乳动

物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）信号是一条重要的能

量相关的分子转导通路，其表达的异常与线粒体的

物质代谢、融合与裂变、氧化应激以及质量控制等

关系密切。Sun 等[5]研究显示，在肝癌中，激活

AMPK/mTOR 信号，升高 AMPK 的表达，降低磷

酸化-mTOR（（p-mTOR）的表达，能明显升高细胞中

自噬标志因子酵母自噬相关基因 6同源物（Beclin1）

和自噬相关基因 5（Atg5）的表达，降低细胞线粒

体的膜电位，降低肿瘤细胞中活性氧（ROS）的水

平，降低肝癌细胞的增殖与侵袭性能。 

中医药干预措施，尤其是具有抗肿瘤效应的单

体成为肝癌治疗中具有前景的潜在药物[6-8]。三叶青

黄酮（THRF）是三叶青的主要的活性成分之一。现

代药理学研究显示[6]，THRF 具有良好的抗炎、抗氧

化、免疫调节以及抗肿瘤等作用。Peng 等[10]研究显

示在皮肤鳞状细胞癌中，THRF 能明显升高核苷酸

结合寡聚化结构域样受体家族含热蛋白结构域蛋

白 3（（NLRP3）和消皮素 D（（GSDMD）的表达，诱

导肿瘤细胞的焦亡，下调细胞的血管生成能力，但

是有关 THRF 在肝癌中的应用的报道较少。本研究

以 AMPK 信号抑制剂化合物 C（CC）进行功能挽

救实验，以自噬抑制剂 3-甲基腺嘌呤（3-MA）进行

功能回复实验，探讨 THRF 对肝癌细胞 SK-HEP-1

细胞焦亡的影响。 

1  材料 

1.1  实验细胞 

肝癌细胞系 SK-HEP-1 购自中国科学院上海细

胞库。 

1.2  主要试剂 

THRF，质量分数＞99%，规格每袋 10 mg，批

号 202311-04-DNFT-001，购自成都曼斯特生物有限

公司；3-MA、CC 均购自上海碧云天生物技术有限

公司；鼠抗甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）、

AMPK、p-mTOR、Beclin1、Atg5 单克隆抗体（美

国 Jackson 公司）；5-乙炔基-2'-脱氧尿苷（EdU）细

胞增殖试剂盒、细胞免疫组化、Western blotting 试

剂盒（美国 Invitrogen 公司）；2，7-二氯双氢荧光素
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二乙酸酯（DCFH-DA）染色试剂盒、Transwell 小室

（美国的 Sigma-Aldrich 公司）；线粒体膜电位检测

试剂盒（JC-1，天津百浩鑫生物技术有限公司）。 

1.3  主要仪器 

1658033 型垂直蛋白质电泳仪、GelDoc Go Z2X

型凝胶成像分析仪、Trans-Blot Turbo 全能型转膜仪

（美国 Bio-Rad 公司）；BM1000 显微镜（深圳市博

视达光学仪器有限公司）；MGC-450Q/MGC-300Q

智能细胞培养箱（江苏迅迪仪器科技有限公司）。 

2  方法 

2.1  细胞复苏以及分组处理 

将肝癌细胞 SK-HEP-1在 37 ℃水浴锅中复苏，

接种在含有青霉素-链霉素的 10%胎牛血清的高糖

DMEM 培养基中，37 ℃、5% CO2 下贴壁生长，待

细胞汇合度达 85%～95%后，含 0.25%的胰酶消化，

取对数生长期的细胞进行实验。 

细胞分组如下[11]：对照组，THRF 低、高质量浓

度组（50、100 μg∙mL−1），THRF（100 μg∙mL−1）＋

CC（（50 μmol∙L−1）组，THRF（（100 μg∙mL−1）＋CC

（50 μmol∙L−1）＋3-MA（（5 μmol∙L−1）组，对照组不

加药，THRF、CC、3-MA 同时加药。 

2.2  EdU染色检测各组SK-HEP-1细胞的增殖活性 

将每孔 1×105 个的 SK-HEP-1 细胞接种在 96

孔板中，细胞分组给药同“2.1”项，给药后继续培

养 24 h，设定条件 37 ℃、5% CO2；每孔加入适量

EdU 工作液，避光孵育，核染之后再次避光孵育，

镜下观察并拍照，计数 EdU 阳性细胞率。 

2.3  Transwell 小室检测各组 SK-HEP-1 细胞侵袭 

将每孔 6×104个的 SK-HEP-1 细胞接种在预铺

Matrigel 基质胶的 Transwell 小室上室，细胞分组给

药同“2.1”项，将细胞下室加入细胞完全培养基，

继续培养 24 h，加入适量多聚甲醛固定液 10 min

后，漂洗 3 次，加入结晶紫[12]，避光孵育后，显微

镜下观察，统计穿过细胞的数量。 

2.4  JC-1 染色检测各组 SK-HEP-1 细胞中线粒体

膜电位的变化 

将每孔 1×106个的 SK-HEP-1 细胞接种在 24

孔板，分组给药同“2.1”项，给药后培养 24 h，

弃掉培养基，无菌操作台上，PBS 冲洗 3 次，每

次 5 min，加入适量的 JC-1 染色液，室温下孵育

90 min，PBS 再次冲洗，荧光显微镜下观察并拍

照，细胞的线粒体膜电位为红色荧光强度与绿色

荧光强度的比值[13]。 

2.5  DCFH-DA染色检测各组 SK-HEP-1细胞中的

ROS 含量 

将每孔 1×106 个的 SK-HEP-1 细胞接种在 24

孔板，分组给药同“2.1”项，给药后培养 24 h，弃

掉培养基，在 DCFH-DA 试剂盒说明书的指导下进

行染色，再经清洗、透明、封片，显微镜下观察，细

胞中 ROS 的水平为细胞中绿色荧光强度的均值[14]。 

2.6  MitoTracker Red-Lysotracker green 双染色检

测线粒体自噬 

将每孔 1×106 个的 SK-HEP-1 细胞接种在 24

孔板，分组给药同（“2.1”项，给药后培养 24 h，收

集各组细胞后，加入适量 MitoTracker Red 染色液，

37 ℃避光孵育 20 min，漂洗 3 次后，加入

Lysotracker green 染色液，37 ℃避光孵育 20 min，

拍照分析，线粒体的自噬情况为绿色荧光强度的均

值[15]。 

2.7  实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）检测线粒体

自噬、细胞焦亡相关的 mRNA 的表达 

将每孔 1×106 个的 SK-HEP-1 细胞接种在 24

孔板，分组给药同（“2.1”项，给药后培养 24 h，收

集各组细胞，Trizol 法提取总的 RNA，Nano Drop 

2000 分光光度计测定其浓度后，Prime Scrip TM 试

剂盒合成 cDNA，进行 qRT-PCR 扩增，条件如下：

预变性：95 ℃，5 s；变性：95 ℃，5 s；退火：60 ℃，

60 s，40 个循环，通过 2−△△Ct 法来表示各目的基因

的相对表达量[16]。 

2.8  Western blotting 检测细胞中 AMPK、mTOR、

p-mTOR、Beclin1、Atg5、NLRP3 和 GSDMD 的

蛋白表达 

将每孔 1×106 个的 SK-HEP-1 细胞接种在 24 

表 1  各基因的引物序列 

Table 1  Primer sequence of each gene 

基因 序列（5’→3’） 

BECN1 正义链 GGACGAGCTACCCTTCGGT 

反义链 CTGTCTCACCCCCAGCATAG 

Atg5 正义链 TTTCCCACAGCAGTCCACCTC 

反义链 AGCATCCTAGCCTTCTCACCC 

NLRP3 正义链 GCCTACAGGTGGAGTTGGAG 

反义链 CGGATCTTTTTGCGGTAGAC 

GSDMD 正义链 TCTACAGACCTTCCGCGAC 

反义链 GCTCTACCAGCACCTCACT 

GAPDH 正义链 CTGGTCTTCTGGAGTTCCGT 

反义链 TGGTCCTTAGCCACTCCTTCT 
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孔板，分组给药同（“2.1”项，给药后培养 24 h，收

集细胞，在细胞中添加适量的细胞裂解液，提取样

本中的总蛋白。以 50 μg 进行电泳分离，转膜，封

闭；加入一抗（（1∶500）孵育过夜，加入二抗（1∶

1 000）孵育 30 min，二氨基联苯胺（DAB）显色，

以 GAPDH 作为内参，Image J 图像分析软件统计分

析各条带的灰度值[17]。 

2.9  统计学分析 

数据采用 SPSS 16.0 软件进行统计分析，采用

Graphpad 8.0 作图，对于各组样本中的细胞增殖率

以及样本中蛋白的表达含量等符合正态分布的数

据采用 x s 表示，多组间比较采用单因素分析，两

两比较采用 t 检验。 

3  结果 

3.1  各组 SK-HEP-1 细胞的增殖活性 

EdU 染色检测结果（图 1）显示，与对照组相比，

THRF 50 和 100 μg∙mL−1组、THRF＋CC 组、THRF＋

CC＋3-MA组EdU阳性细胞率明显降低（P＜0.05），

SK-HEP-1 细胞的增殖活性明显降低；与 THRF 低

质量浓度组相比，THRF 高质量浓度组细胞中 EdU

阳性细胞率明显降低（P＜0.05）；与 THRF 高质量浓

度组相比，THRF＋CC 组、THRF＋CC＋3-MA 组细 

 

与对照组比较：*P＜0.05；与 THRF 低质量浓度组比较：#P＜

0.05；与 THRF 高质量浓度组比较：
△

P＜0.05；与 THRF＋

CC 组比较：
☆

P＜0.05。 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs THRF low quality 

concentration group; 
△

P < 0.05 vs THRF high quality concentration 

group; 
☆

P < 0.05 vs THRF + CC group. 

图 1  各组细胞的增殖活性 (×400， ±s，n＝8) 

Fig. 1  Proliferation activity of cells in each group (×400，

±s，n＝8) 

胞中 EdU 阳性细胞率明显升高（P＜0.05），与

THRF＋CC 组相比，THRF＋CC＋3-MA 组细胞中

EdU 阳性细胞率明显降低（P＜0.05）。 

3.2  各组 SK-HEP-1 细胞的侵袭性能 

Transwell 小室染色检测结果显示，与对照组

相比，THRF 50 和 100 μg∙mL−1 组、THRF＋CC

组、THRF＋CC＋3-MA 组侵袭细胞的数量明显降

低（P＜0.05），SK-HEP-1 细胞的侵袭性能明显降低；

与 THRF 低质量浓度组相比，THRF 高质量浓度组

侵袭细胞的数量明显降低（P＜0.05）；与 THRF 高

质量浓度组相比，THRF＋CC 组、THRF＋CC＋3-

MA 组细胞的侵袭细胞的数量明显升高（P＜0.05），

与 THRF＋CC 组相比，THRF＋CC＋3-MA 组细胞

的侵袭细胞的数量明显降低（P＜0.05）。结果见图 2。 

 

与对照组比较：*P＜0.05；与 THRF 低质量浓度组比较：#P＜

0.05；与 THRF 高质量浓度组比较：
△

P＜0.05；与 THRF＋

CC 组比较：
☆

P＜0.05。 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs THRF low quality 

concentration group; 
△

P < 0.05 vs THRF high quality concentration 

group; 
☆

P < 0.05 vs THRF + CC group. 

图 2  各组细胞的侵袭能力 (×400， ±s，n＝8) 

Fig. 2  Invasive ability of each group of cells(×400， ±

s，n＝8) 

3.3  各组细胞的线粒体膜电位 

如图 3 所示，与对照组相比，50 和 100 μg∙mL−1 

THRF 组、THRF＋CC 组、THRF＋CC＋3-MA 组细

胞中红绿荧光强度的比值明显降低（P＜0.05），线

粒体的膜电位明显降低；与 THRF 低质量浓度组细

胞相比，THRF 高质量浓度组细胞中红绿荧光强度

的比值明显降低（P＜0.05）；与 THRF 高质量浓度

组相比，THRF＋CC 组、THRF＋CC＋3-MA 组细 
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与对照组比较：*P＜0.05；与 THRF 低质量浓度组比较：#P＜0.05；与 THRF 高质量浓度组比较：
△

P＜0.05；与 THRF＋CC 组比

较：
☆

P＜0.05。 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs THRF low quality concentration group; 
△

P < 0.05 vs THRF high quality concentration group; 
☆

P < 0.05 vs 

THRF + CC group. 

图 3  各组细胞的线粒体膜电位 (×400， ±s，n＝8) 

Fig. 3  Mitochondrial membrane potential of each group of cells (×400, ±s, n＝8)

胞红绿荧光强度的比值明显升高（P＜0.05）；与

THRF＋CC 组相比，THRF＋CC＋3-MA 组细胞中

红绿荧光强度的比值明显降低（P＜0.05）。 

3.4  各组 SK-HEP-1 细胞中 ROS 含量 

DCFH-DA 染色结果显示，与对照组相比，

THRF 50 和 100 μg∙mL−1组、THRF＋CC 组、THRF＋

CC＋3-MA 组细胞中绿色荧光强度明显升高（P＜

0.05），细胞中的 ROS 的含量明显升高；与 THRF

低质量浓度组细胞相比，THRF 高质量浓度组细胞

中绿色荧光强度明显升高（P＜0.05）；与 THRF 高

质量浓度组相比，THRF＋CC 组、THRF＋CC＋3-

MA 组细胞绿色荧光强度明显降低（P＜0.05）；与

THRF＋CC 组相比，THRF＋CC＋3-MA 组细胞中

绿色荧光强度明显升高（P＜0.05）。结果见图 4。 

 

与对照组比较：*P＜0.05；与 THRF 低质量浓度组比较：#P＜0.05；与 THRF 高质量浓度组比较：
△

P＜0.05；与 THRF＋CC 组比

较：
☆

P＜0.05。 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs THRF low quality concentration group; 
△

P < 0.05 vs THRF high quality concentration group; 
☆

P < 0.05 vs 

THRF + CC group. 

图 4  各组细胞中 ROS 的含量 (×400， ±s，n＝8) 

Fig. 4  Content of ROS in each group of cells (×400， ±s，n＝8) 

3.5  各组 SK-HEP-1 细胞中的线粒体自噬 

MitoTracker Red 为一种红色线粒体荧光染料，

Lysotracker green 为一种绿色标记自噬体的荧光染

料，2 者荧光共定位可检测胞内自噬体的进展。本

研究中 MitoTracker Red-Lysotracker green 双染色结果

显示（图 5），对照组中自噬体未见明显染色，呈现明
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显的红色，与对照组相比，THRF 50 和 100 μg∙mL−1

组、THRF＋CC 组、THRF＋CC＋3-MA 组细胞中绿

色荧光明显增强，自噬体的表达明显升高；与 THRF

低质量浓度组相比，THRF 高质量浓度组细胞中绿

色荧光明显增强，自噬体的表达明显升高；与 THRF

高质量浓度组相比，THRF＋CC 组、THRF＋CC＋3- 

 

图 5  各组细胞中线粒体自噬的进展 (×200) 

Fig. 5  Progress in mitochondrial autophagy each group 

of cells (×200) 

MA 组细胞中的绿色荧光强度明显降低，自噬体

的表达明显下降；与 THRF＋CC 组相比，THRF＋

CC＋3-MA 组细胞中绿色荧光明显增强，自噬体的

表达明显升高。 

3.6  各组 SK-HEP-1 细胞中相关基因的 mRNA 的

表达 

与对照组相比，THRF 50 和 100 μg∙mL−1 组、

THRF＋CC 组、THRF＋CC＋3-MA 组细胞中

BECN1、Atg5、NLRP3 和 GSDMD 的 mRNA 的表

达明显升高（P＜0.05）；与 THRF 低质量浓度组相

比，THRF 高质量浓度组细胞中 BECN1、Atg5、

NLRP3 和 GSDMD 的 mRNA 的表达明显升高（P＜

0.05）；与 THRF 高质量浓度组相比，THRF＋CC 组、

THRF＋CC＋3-MA 组细胞中 BECN1、Atg5、NLRP3

和 GSDMD 的 mRNA 的表达明显降低（P＜0.05）；

与 THRF＋CC 组相比，THRF＋CC＋3-MA 组细胞

中 BECN1、Atg5、NLRP3 和 GSDMD 的 mRNA 的

表达明显升高（P＜0.05）。结果见图 6。 

 

与对照组比较：*P＜0.05；与 THRF 低质量浓度组比较：#P＜0.05；与 THRF 高质量浓度组比较：
△

P＜0.05；与 THRF＋CC 组比

较：
☆

P＜0.05。 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs THRF low quality concentration group; 
△

P < 0.05 vs THRF high quality concentration group; 
☆

P < 0.05 vs 

THRF + CC group. 

图 6  各组细胞中相关基因的 mRNA 的表达 ( ±s，n＝8) 

Fig. 6  Expression of related genes mRNA in each group of cells ( ±s，n＝8) 

3.7  Western blotting 检测细胞中 AMPK、mTOR、

p-mTOR、Beclin1、Atg5、NLRP3 和 GSDMD 的

表达 

如图 7 所示，与对照组相比，50 和 100 μg∙mL−1 

THRF 组、THRF＋CC 组、THRF＋CC＋3-MA 组

细胞中 p-mTOR 的表达明显降低（P＜0.05），

AMPK、Beclin1、Atg5、NLRP3 和 GSDMD 的表

达明显升高（P＜0.05）；与 THRF 低质量浓度组细

胞相比，THRF 高质量浓度组细胞中 p-mTOR 的表

达明显降低（P＜0.05），AMPK、Beclin1、Atg5、

NLRP3 和 GSDMD 的表达明显升高（P＜0.05）；与

THRF 高质量浓度组相比，THRF＋CC 组、THRF＋ 
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与对照组比较：*P＜0.05；与 THRF 低质量浓度组比较：#P＜0.05；与 THRF 高质量浓度组比较：
△

P＜0.05；与 THRF＋CC 组比

较：
☆

P＜0.05。 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs THRF low quality concentration group; 
△

P < 0.05 vs THRF high quality concentration group; 
☆

P < 0.05 vs 

THRF + CC group. 

图 7  各组细胞中 AMPK、mTOR、p-mTOR、Beclin1、Atg5、NLRP3 和 GSDMD 的表达 ( ±s，n＝8) 

Fig. 7  Expression of AMPK, mTOR, p-mTOR, Beclin1, Atg5, NLRP3 and GSDMD in cells in each group ( ±s，n＝8) 

CC＋3-MA 组细胞中 p-mTOR 的表达明显升高（P＜

0.05），AMPK、Beclin1、Atg5、NLRP3 和 GSDMD

的表达明显降低（P＜0.05）；与 THRF＋CC 组相比，

THRF＋CC＋3-MA 组细胞中 p-mTOR 的表达明显

降低（P＜0.05），AMPK、BECN1、Atg5、NLRP3

和 GSDMD 的表达明显升高（P＜0.05）。 

4  讨论 

肝癌具有隐匿性高，致死率高以及术后预后不

良等特征，尽管相关研究取得了一定的进展，但是

疾病的 5 年生存率并未出现明显的提升。因此积极

的探索肝癌的发生、发展的分子机制，探寻有效、

安全而不良反应低的干预药物或措施，一方面有利

于有针对性的基因靶向干预的开展，另一方面为疾

病的诊断与预后提供可靠的靶标信息[18]，还能推动

针对疾病的有效的新型药物的开发与应用，有利于

提高肝癌晚期患者的生命质量。 

在传统医学中，肝癌隶属于“积证、积聚”“膨

胀、肥气”“癥瘕、痃癖”范畴，《中藏经》指出“积

聚癥瘕杂虫者，皆五脏六腑真气失而邪气并，遂乃

生焉，久之不除也，或积，或聚，或癥，或瘕”，因

此临床中医师在“清热解毒，化瘀消肿、软坚散结”

等指导下，减轻患者的临床痛苦，提高其生命生存
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质量，延长其生存期[19]。而作为一种应用广泛的

“植物抗生素”，葡萄科崖爬藤属中的三叶青是一

味具有清热解毒、化痰消结、祛风止痛的中草药，

而 TFHR 作为其主要活性组分，在临床应用上显

示了良好的抗肿瘤、免疫调节以及消炎、抗氧化等

效用[20]。殷金成等[21]研究显示以 TFHR 干预人膀胱

癌 BIU-87 细胞后，肿瘤细胞中血管内皮生长因子

的表达明显降低，癌细胞的新生血管能力明显降

低，其增殖性能以及对靶器官的侵袭性能明显下

降。李天平等[22]研究显示经 TFHR 干预肺癌荷瘤小

鼠后，小鼠肿瘤组织中 BECN1、Atg5、NLRP3 和

GSDMD 的表达明显升高，肿瘤组织的质量明显降

低，癌细胞的体内生长增殖受限，线粒体功能紊乱，

显示了良好的体内抑瘤效应。本研究以 SK-HEP-1

细胞为研究对象，通过低、高剂量的 TFHR 干预后，

SK-HEP-1 细胞的增殖、侵袭性能明显降低；肿瘤细

胞的线粒体膜电位下降，线粒体出现明显的功能紊

乱，细胞中 ROS 的含量明显下降，这些结果均可证

实 TFHR 对 SK-HEP-1 细胞生长的抑制作用。 

在正常状态下，线粒体自噬是胞内进行线粒体

质量控制的重要途径之一，而在疾病如肿瘤等因素

的影响下，线粒体的自噬呈现出过度激活的状态，

而过度线粒体自噬会导致线粒体出现明显的功能

紊乱，进而影响癌细胞的增殖以及运动等生物学行

为，损害肿瘤细胞的生长。而诱导癌细胞趋于过度

激活的线粒体自噬过程，成为干预肿瘤生长的新策

略之一[23]。作为“能量工厂”——线粒体中最重要

的监测器，APMK/mTOR 不仅可在细胞水平作为能

量的感受器，还可以通过调控相关介质或细胞因子

的表达（比如 ROS 等）调控肿瘤细胞的能量的消耗

与摄入[24]。Peng 等[25]研究显示在肺癌细胞中，激活

AMPK 信号，提高细胞中 AMPK 的表达，能明显

降低细胞的线粒体膜电位，升高细胞中 ROS 的含

量，细胞中氧化应激加剧，肺癌细胞中的物质代谢

紊乱，细胞的增殖率下降，凋亡升高。Su 等[26]研究

显示在胰腺癌细胞中，升高 APMK 的表达降低，p-

mTOR 的表达，能明显增加细胞焦亡相关基因

NLRP3 和 GSDMD 的表达，降低细胞增殖和侵袭性

能。在肝癌细胞 SK-HEP-1 中，APMK/mTOR 信号

处于表达受限的状态，细胞中 APMK 的表达降低，

p-mTOR 的表达升高，细胞中的线粒体自噬能够维

系细胞线粒体的正常功能；细胞中的 ROS 处于较

高的状态，细胞中的 NLRP3 和 GSDMD 的表达处

于较低的水平，细胞焦亡受限；当以 THRF 干预后，

APMK/mTOR 被激活，APMK 的表达升高，p-mTOR

的表达降低，线粒体自噬呈现过度激活的状态，线

粒体的自噬程度较高，线粒体膜电位降低，细胞中

ROS 的水平降低，NLRP3 和 GSDMD 的表达升高，

促进细胞的焦亡；当以 AMPK 信号抑制剂 CC 进行

功能挽救实验，以自噬抑制剂 3-MA 进行功能回复

实验，结果显示，CC 可部分逆转 THRF 的抑癌效

应，而 3-MA 可部分恢复 THRF 的抑癌效用，THRF

通过 APMK/mTOR 信号介导的线粒体自噬对肝癌

细胞的影响机制见图 8。 

综上所述，THRF 能明显下调细胞的线粒体膜

电位，升高细胞中 ROS 的含量，促进细胞的线粒体

自噬过度激活，抑制肝癌细胞的增殖与侵袭活性，

上调细胞焦亡相关基因的表达，这可能与 THRF 对 

 

图 8  THRF 通过 APMK/mTOR 信号介导的线粒体自噬对肝癌细胞的影响机制 

Fig. 8  Mechanism of THRF mediated mitochondrial autophagy in liver cancer cells through APMK/mTOR signaling 
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APMK/mTOR 信号介导的线粒体自噬的调控有关。 
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