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摘  要：目的  研究雪胆素片联合阿霉素协同抗肝癌的作用，以及对细胞免疫原性死亡相关蛋白表达的调控。方法  采用高

效液相色谱法对雪胆素片主要成分进行分析；采用 MTT 法考察雪胆素片与阿霉素联合使用对人肝癌 HepG2 细胞存活率的

影响；采用平板克隆观察雪胆素片与阿霉素联合使用对 HepG2 细胞集落形成的影响；采用流式细胞仪分析雪胆素片与阿霉

素联合使用对 HepG2 细胞凋亡率和细胞周期的影响；采用免疫荧光检测免疫原性细胞死亡关键指标钙网蛋白（calreticulin，

CRT）和高迁移率蛋白 1（high mobility group protein B1，HMGB1）表达；采用 ELISA 法检测细胞内外三磷酸腺苷（adenosine 

triphosphate，ATP）浓度。建立小鼠肝癌 H22 细胞皮下移植瘤模型观察雪胆素片与阿霉素联合使用的体内抗肿瘤效果；采用

免疫组化法检测小鼠肿瘤组织 CRT 和 HMGB1 表达；采用苏木素-伊红（HE）染色法观察雪胆素片与阿霉素联合使用对小鼠

心肌毒性的影响。结果  雪胆素片联合阿霉素对 HepG2 细胞具有浓度相关性的细胞毒性和促凋亡作用，可促进 CRT 膜外暴

露，HMGB1 向胞外分泌，ATP 胞外浓度增加；雪胆素片联合阿霉素可抑制 H22 细胞小鼠皮下移植瘤的生长，提高免疫能力，

延长其生存期，增加小鼠皮下肿瘤组织内 CRT 和 HMGB1 蛋白阳性表达的细胞数量。结论  雪胆素片联合阿霉素的抗肝癌

作用可能与调节免疫原性死亡相关蛋白表达有关。 

关键词：雪胆素片；阿霉素；免疫原性死亡；钙网蛋白；高迁移率蛋白 1；三磷酸腺苷 

中图分类号：R285.5      文献标志码：A      文章编号：0253 - 2670(2022)11 - 3367 - 09 

DOI: 10.7501/j.issn.0253-2670.2022.11.012 

Anti-hepatocellular carcinoma effect of combination of Xuedansu Tablets with 

doxorubicin on enhancing immunogenic cell death 

WANG Sen1, 2, DAI Ting-ting3, ZHONG Rong-ling2, XIA Zhi2, LUO Li-xia1, 2, NING Qing2, SONG Jie1, 2, 

XIE Lin1, 4 

1. The Third Clinical Medical College, Affiliated Hospital of Integrated Traditional Chinese and Western Medicine, Nanjing 

University of Chinese Medicine, Nanjing 210028, China 

2. Key Laboratory of Traditional Chinese Medicine Drug Release System, State Administration of Traditional Chinese Medicine, 

Jiangsu Province Academy of Traditional Chinese Medicine, Nanjing 210028, China 

3. Department of oncology, General Hospital of Easter Theater Command, Nanjing 210002, China 

4. Department of Orthopedics, Affiliated Hospital of Integrated Traditional Chinese and Western Medicine, Nanjing University of 

Chinese Medicine, Nanjing 210028, China 

Abstract: Objective  To study the synergistic effect of Xuedansu Tablets (雪胆素片) combined with doxorubicin against liver cancer, 

and the regulation of cell immunogenic death-related proteins expressions. Methods  The main components of Xuedansu Tablets 

were analyzed by high performance liquid chromatography; Effect of Xuedansu Tablets combined with doxorubicin on survival rate 

of human hepatocellular carcinoma HepG2 cells was investigated by MTT method; Effect of Xuedansu Tablets combined with 
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doxorubicin on colony formation of HepG2 cells was detected by plate cloning; Flow cytometry was used to analyze the effect of 

Xuedansu Tablets combined with doxorubicin on apoptosis rate and cell cycle of HepG2 cells; Immunofluorescence was used to detect 

expressions of calreticulin (CRT) and high mobility protein 1 (HMGB1) which are key indicators of immunogenic cell death; 

Intracellular and extracellular adenosine triphosphate (ATP) concentrations were detected by ELISA. H22 tumor-bearing mice model 

was established to observe in vivo antitumor effect of Xuedansu Tablets combined with doxorubicin; CRT and HMGB1 expressions of 

tumor tissue in mice were detected by immunohistochemistry; Hematoxylin-eosin (HE) staining method was used to observe the effect 

of Xuedansu Tablets combined with doxorubicin on myocardial toxicity in mice. Results  Xuedansu Tablets combined with 

doxorubicin had concentration-dependent cytotoxic and pro-apoptotic effects on HepG2 cells, which could promote the extracellular 

exposure of CRT, secretion of HMGB1 into extracellular, and increase in extracellular concentration of ATP; Xuedansu Tablets 

combined with doxorubicin inhibited the growth of subcutaneous transplanted tumors in H22-cell mice, improved immunity, prolonged 

their survival, increased the number of cells expressing CRT and HMGB1 proteins in subcutaneous tumor tissues of mice. Conclusion  

Anti-hepatocellular carcinoma effect of Xuedansu Tablets combined with doxorubicin may be related to the regulation of immunogenic 

death-related proteins expressions. 

Key words: Xuedansu Tablets; doxorubicin; immunogenic cell death; calreticulin; high mobility protein 1; adenosine triphosphate 

肝细胞癌是一种常见的致命恶性肿瘤，也是全

球第 5 大癌症死亡原因，具有复发率高、预后较差

的特点[1]。目前在肝癌的治疗方式中，化疗占据重

要位置[2]。研究发现，蒽环类等[3-8]传统化疗药物在

诱导细胞凋亡的同时，还能够促进钙网蛋白

（calreticulin，CRT）、高迁移率蛋白 B1（high mobility 

group protein B1，HMGB1）、三磷酸腺苷（adenosine 

triphosphate，ATP）等损伤相关分子（damage-

associated molecule patterns，DAMPs）的释放，促

进抗原提呈到树突状细胞（dendritic cell，DC），激

活细胞毒性 T 细胞（cytotoxic T cells，CTL），从而

诱导细胞免疫原性死亡（immunogenic cell death，

ICD）[9-10]，ICD 可将濒死或死亡的癌细胞转化为免

疫“疫苗”，增强抗肿瘤免疫的能力[11]，通过上调

CD8+、CD4+ T 细胞的表达，以及下调免疫抑制细胞

的表达，最终改善免疫微环境[12]。因此，ICD 的合

理运用有望在肿瘤治疗领域发挥巨大作用。 

阿霉素是一种能够诱导 ICD的代表性蒽环类化

疗药物。研究发现，阿霉素与淫羊藿素、紫草素等

药物联合使用可增强细胞免疫原性，从而发挥更有

效的抗肿瘤作用[12-14]。雪胆素片是一类具有清热解

毒作用的中成药，由葫芦科雪胆属植物提取的雪胆

素制成。雪胆素的主要成分雪胆甲素和雪胆乙素对

多种恶性肿瘤均有明显的抑制作用[15]。本课题组前

期研究发现，雪胆素片能够增强阿霉素的抗肿瘤作

用，同时伴随细胞膜外 CRT 表达的上调，但其作用

机制尚不明确。因此本研究探究雪胆素片联合阿霉

素对肝癌细胞增殖、集落形成、凋亡和 ICD 相关蛋

白表达的影响以及潜在的作用机制，以期提供一种

有效的肝癌治疗策略。 

1  材料 

1.1  动物 

SPF 级雄性 ICR 小鼠，体质量 18～22 g，4 周

龄，购自蚌埠依诺佳生物科技有限公司，动物许可

证号 SCXK（苏）2021-0025。动物饲养于江苏省中

医药研究院动物实验室，独立通风屏障系统，自由

进食饮水。动物实验经江苏省中西医结合医院伦理

委员会批准（批准号 AEWC-20210426-139）。 

1.2  细胞 

人肝癌 HepG2 细胞购自中国科学院上海生命

科学研究院细胞资源中心；小鼠肝癌 H22 细胞购自

上海拜力生物技术有限公司。 

1.3  药品与试剂 

二甲基亚砜（dimethyl sulfoxide，DMSO，批号

C11078099）购自上海麦克林生化科技有限公司；

MTT（批号 H25N11B130393）购自上海源叶生物科

技有限公司；雪胆素片（批号 20042201，10 mg/片）

购自云南一枝蒿制药有限公司；盐酸阿霉素（批号

25316-40-9）购自南京康满林化工实业有限公司；

DMEM 不完全高糖培养液、胰蛋白酶、细胞周期检

测试剂盒（批号 20190505）、DAPI 凋亡试剂盒（批

号 KGA215）购自江苏凯基生物技术股份有限公司；

PBS 购自武汉塞维尔生物科技有限公司；胎牛血清

（批号 21051001）购自 Cell Biologics 公司；色谱级

甲醇（批号 21010355）购自 Tedia 公司；结晶紫染

料（批号 20170525）购自凯基生物技术股份有限公

司；Annexin V-FITC/碘化丙啶（PI）凋亡试剂盒（批

号 A91231）购自杭州联科生物技术股份有限公司；
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乙醇（批号 20210908）购自国药集团化学试剂有限

公司；雪胆甲素对照品（批号 HAO62805198，质量

分数≥98%）购自 Herbest 公司；雪胆素乙对照品

（批号 RFS-X03502002012，质量分数≥98%）购自

成都瑞芬思德丹生物科技有限公司；4%多聚甲醛

（批号 71033600）购自 Biosharp 公司；牛血清白蛋

白（bovine serum albumin，BSA，批号 EZ4567D106）

购自 BioFroxx 公司；CRT 兔单克隆抗体（批号

ab92516）、HMGB1 兔单克隆抗体（批号 ab79823）

购自英国 Abcam 公司；羊抗兔 IgG 抗体（批号

AA44181）购自 Bioworlde 公司；增强型 ATP 试剂

检测盒（批号 052421210390）购自碧云天生物技术

公司。 

1.4  仪器 

培养板、细胞培养瓶（美国 Corning 公司）；

SPECTRA MAX 190 型酶标仪（Molecular Devices

公司）；普通光学显微镜、倒置荧光显微镜（日本

Olympus 公司）；HH-4 型水浴锅（上海维诚仪器公

司）；台式离心机（德国 Heraeus 公司）；Agilent 1260

型高效液相色谱仪；KQ5200 型超声清洗器（昆山

市超声仪器有限公司）；Fresco 21 型冷冻离心机（美

国 Thermo Fisher Scientific 公司）；Synergy H1 型酶

标仪（美国 BioTek 公司）。 

2  方法 

2.1  雪胆素片和阿霉素溶液的制备 

称取 5 mg 阿霉素粉末溶于 1 mL DMSO 中，配

制成质量浓度为 5 mg/mL 的母液，于 4 ℃保存，临

用时将母液用培养基稀释 1000 倍配制成质量浓度

为 5 mg/L 的溶液，随后使用培养基逐级稀释到所需

浓度。雪胆素片研磨粉碎后，称取 40 mg 溶于 1 mL 

DMSO-完全培养基（1∶9）的溶液中，随后逐级稀

释到所需浓度，给药体系中 DMSO 的终质量分数不

超过 0.1%。 

2.2  高效液相色谱定性分析雪胆素片主要成分 

2.2.1  色谱条件   Agilent Zorbax SB-C18 色谱柱

（250 mm×4.6 mm，5 μm），流动相为水（A）-甲醇

（B），梯度洗脱：0～23 min，25%～45% B；23～35 

min，45% B；体积流量为 1 mL/min；检测波长为

210 nm；进样量为 10 μL；柱温为 20 ℃。通过与已

知对照品相匹配的保留时间（tR）和光谱来识别成分。 

2.2.2  混合对照品的制备  取雪胆甲素、雪胆乙素

置于 5 mL 量瓶中，加甲醇定容至 5 mL，分别制备

雪胆甲素对照品溶液、雪胆乙素对照品溶液、混合

对照品溶液，临用时用 0.45 μm 微孔滤膜滤过，于

4 ℃保存。另以甲醇配制阴性对照 1 瓶。 

2.2.3  供试品溶液的制备  取雪胆素片，研细，精

密称定 0.14 g，精密加入甲醇 5 mL，超声处理 10 

min，放冷，用甲醇补足减失质量，摇匀，用 0.45 μm

微孔滤膜滤过，于 4 ℃保存。 

2.3  MTT法检测雪胆素片联合阿霉素对HepG2细

胞存活率的影响 

HepG2 细胞用含 10%胎牛血清的 DMEM 不完

全高糖培养基，于 5% CO2、37 ℃的恒温培养箱中

培养。取处于对数生长期的 HepG2 细胞，接种于 96

孔板，每孔 8000 个。培养 24 h 后分别给予不同质

量浓度雪胆素片（20、40、80、120、160、200 mg/L）、

阿霉素（0.05、0.10、0.50、1.00、2.50、5.00 mg/L）

及雪胆素片（20～200 mg/L）＋阿霉素（0.05 mg/L）

处理细胞，以不含药液的培养基作为对照，以不含

细胞的培养基作为调零孔，培养 24 h 后，每孔加入

10 μL MTT 溶液（5 mg/L），37 ℃孵育 4 h 后，每

孔加入 100 μL DMSO 溶液，振荡 10 min 后置于酶

标仪中测定 490 nm 处的吸光度（A）值，计算细胞

存活率。 

 细胞存活率＝(A 给药－A 调零)/(A 对照－A 调零) 

2.4  平板克隆检测雪胆素片联合阿霉素对 HepG2

细胞增殖的影响 

取处于对数生长期的 HepG2 细胞，接种于 6 孔

板中，每孔 1000 个。在培养箱中培养 6 d 后换液，

分别给予雪胆素片（80 mg/L）、阿霉素（0.05 mg/L）

及雪胆素片（80 mg/L）＋阿霉素（0.05 mg/L）处理

细胞，以不含药液的培养基作为对照，在培养箱中

培养 3 d 后吸弃旧培养液，用 PBS 洗 2 遍，甲醇固

定 20 min 后，按照结晶紫染色试剂盒说明书操作，

干燥后观察增殖情况并拍照记录。 

2.5  流式细胞术检测 HepG2 细胞凋亡和细胞周期 

取处于对数生长期的 HepG2 细胞，接种于 6 孔

板上，每孔 1×106个，培养 24 h 后分别给予雪胆素

片（80 mg/L）、阿霉素（0.05 mg/L）及雪胆素片（80 

mg/L）＋阿霉素（0.05 mg/L），进行细胞周期实验

给药时增加雪胆素片（40 mg/L）组及雪胆素片（40 

mg/L）与阿霉素（0.05 mg/L）联合给药组，以不含

药液的培养基作为对照，孵育 24 h 后收集细胞，用

冷的 PBS 洗涤细胞 2 遍，根据 Annexin V-FITC/PI

凋亡试剂盒和细胞周期试剂盒说明书操作，利用流

式细胞仪检测细胞凋亡和周期。 
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2.6  免疫荧光检测 HepG2 细胞 ICD 相关蛋白表达 

取处于对数生长期的 HepG2 细胞，接种于 24

孔板中，每孔 5×104 个，培养 24 h 后分别给予雪胆

素片（80 mg/L）、阿霉素（0.05 mg/L）及雪胆素片

（80 mg/L）＋阿霉素（0.05 mg/L），以不含药液的培

养基作为对照，继续孵育 24 h 后吸弃培养基，PBS

漂洗 3 次，4%多聚甲醛固定 20 min；1% BSA 封闭

30 min，分别滴加 CRT 和 HMGB1 单克隆抗体稀释

液 50 µL，4 ℃避光孵育过夜；第 2 天滴加二抗，

避光孵育 60 min；按照 DAPI 凋亡试剂盒说明书进

行核染。染色完毕后滴加封片液 50 µL 于 24 孔板

中，于激光共聚焦显微镜上进行荧光检测并拍照。 

2.7  ELISA 检测 HepG2 细胞 ATP 分泌 

取处于对数生长期的 HepG2 细胞，接种于 6 孔

板上，每孔 5×105个，置于 5% CO2培养箱中过夜

培养，分别给予雪胆素片（80 mg/L）、阿霉素（0.05 

mg/L）及雪胆素片（80 mg/L）＋阿霉素（0.05 mg/L），

以不含药液的培养基作为对照，孵育 24 h 后根据

ATP 检测试剂盒说明书操作，利用多功能酶标仪的

化学发光功能进行检测。 

2.8  H22 肝癌细胞小鼠皮下移植瘤模型的建立 

收集处于对数生长期的 H22 细胞，用高糖培养

基调整细胞浓度至 2×107 个/mL。用一次性注射器

注射到小鼠右侧腋下，每只注射 0.1 mL，注射 24 h

后将小鼠随机分为 4 组，分别为模型组、雪胆素片

（500 mg/kg）组、阿霉素（3 mg/kg）组和联合给药

组，给药剂量同单用组保持一致，常规饲养，每天

记录小鼠生存状况。雪胆素片溶于 0.9%氯化钠溶液

中，小鼠 ig 给药，1 次/d；阿霉素溶于 0.9%氯化钠

溶液中，尾 iv 给药，每 3 天 1 次；联合组给药方式

与周期均同单用组保持一致。小鼠共分为 2 批，第

1 批每组 5 只，12 d 后脱颈椎法处死，剥离移植瘤

组织、脾脏、心脏，称取瘤体与脾脏质量。另一批

每组 7 只，每 3 天使用游标卡尺测量 1 次肿瘤体积，

共测量 5 次，记录小鼠 60 d 内的生存情况 

 肿瘤体积＝长×宽 2/2 

 脾脏指数＝脾脏质量/体质量 

2.9  免疫组化检测小鼠皮下移植瘤模型肿瘤组织

ICD 相关蛋白表达 

将各组小鼠瘤组织保存于福尔马林中，组织用

石蜡包埋，切片脱蜡，0.3% H2O2孵育 30 min。使用

PBS 冲洗切片 3 次，转移至柠檬酸盐抗原修复液中

高压加热，室温冷却，加入 CRT 和 HMGB1 单克隆

抗体后 4 ℃孵育过夜。第 2 天，切片用 PBS 洗涤，

加入经生物素标记的二抗，室温孵育 1 h[16]。切片用

DAB 显色后苏木素复染，脱水后用中性树脂封片，

于显微镜下观察 CRT 和 HMGB1 表达情况。 

2.10  小鼠皮下移植瘤模型心脏病理 HE 染色 

取各组小鼠心脏组织，用 10%中性缓冲福尔马

林固定，石蜡包埋，连续切成 4 μm 切片，65 ℃烘

箱中烘烤 3 h 后用二甲苯洗 3 次，梯度乙醇冲洗 2

次，苏木素染色，流水冲洗后用盐酸-乙醇溶液分化，

氨水返蓝，流水洗后用伊红复染，浸入梯度乙醇中，

二甲苯透明，中性树脂封片[17]，风干后拍照观察小

鼠心肌毒性。 

2.11  统计学分析 

所有数据均采用 x s 表示，统计学分析使用

GraphPad Prism 9.0 软件，组间比较采用配对 t 检验。 

3  结果 

3.1  雪胆素片主要有效成分的定性分析 

本研究选择 210 nm 为检测波长，利用高效液

相色谱对雪胆素片主要成分进行定性分析。如图 1

所示，雪胆素片的主要成分为雪胆甲素和雪胆乙素。 

3.2  雪胆素片联合阿霉素对HepG2细胞存活率的影响 

如图 2 所示，阿霉素和雪胆素片抑制 HepG2 细

胞增殖，呈剂量相关性。单独给药时，雪胆素片（80  

 

1-雪胆甲素  2-雪胆乙素 

1-cucurbitacin Ⅱa  2-cucurbitacin Ⅱb 

图 1  空白溶剂 (A)、雪胆甲素对照品 (B)、雪胆乙素对照

品 (C)、混合对照品 (D) 和雪胆素片 (E) 的 HPLC 图 

Fig. 1  HPLC of blank solvent (A), cucurbitacin Ⅱa 

reference (B), cucurbitacin Ⅱb reference (C), mixed 

reference (D) and Xuedansu Tablets (E) 
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与对照组比较：**P＜0.01 

**P < 0.01 vs control group 

图 2  雪胆素片联合阿霉素对 HepG2 细胞存活率的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 2  Effect of Xuedansu Tablets combined with doxorubicin on survival rate of HepG2 cells ( x s , n = 6)

mg/L）抑制率为 21.37%，阿霉素（0.05 mg/L）抑制

率为 0.52%，而雪胆素片（80 mg/L）联合阿霉素（0.05 

mg/L）抑制率则达到 51.15%，呈现较强的协同抗肝癌

作用，差异具有统计学意义（P＜0.01）。因此后续体

外实验选择 80 mg/L雪胆素片联合 0.05 mg/L阿霉素。 

3.3  雪胆素片联合阿霉素对 HepG2 细胞集落形成

的影响 

如图 3-A 所示，与对照组相比，阿霉素（0.05 

mg/L）组、雪胆素片（80 mg/L）组和联合给药组细胞

集落形成数量均有减少，其中联合组的抑制作用最明

显，表明雪胆素片联合阿霉素抑制肿瘤能力最强。 

3.4  雪胆素片联合阿霉素对 HepG2 细胞凋亡和周

期的影响 

如图 3-B 所示，不同组别药物处理 HepG2 细胞

24 h 后，对照组、阿霉素（0.05 mg/L）组、雪胆素

片（80 mg/L）组和联合给药组细胞凋亡率分别为

17.31%、19.86%、48.8%、61.6%，说明雪胆素片与

阿霉素联用后诱导 HepG2 细胞凋亡的能力增强。 

如图 3-C 所示，不同组别药物处理 HepG2 细胞

24 h 后，各组 G2/M 期细胞数量均高于对照组；与

阿霉素组相比，雪胆素片（40 mg/L）联合阿霉素

（0.05 mg/L）组 G2/M 期的细胞数量明显增多，雪胆

素片（80 mg/L）联合阿霉素（0.05 mg/L）组 G2/M

期细胞数虽然没有增加，但出现凋亡亚峰。上述结

果提示低质量浓度（40 mg/L）的雪胆素片与阿霉素

联用可诱导 HepG2 细胞有丝分裂停滞在 G2/M 期，

高质量浓度（80 mg/L）的雪胆素片与阿霉素联用诱

导 HepG2 细胞凋亡。

 

图 3  雪胆素片联合阿霉素对 HepG2 细胞集落形成 (A)、细胞凋亡 (B) 和细胞周期 (C) 的影响 

Fig. 3  Effect of Xuedansu Tablets combined with doxorubicin on colony formation (A), apoptosis (B) and cell cycle of HepG2 

cells
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3.5  雪胆素片联合阿霉素对 HepG2 细胞 CRT 和

HMGB1 蛋白表达的影响 

CRT 在 ICD 早期转位到细胞膜上，同时细胞释

放 HMGB1。免疫荧光检测结果（图 4）显示，雪胆

素片（80 mg/L）与阿霉素（0.05 mg/L）联合处理后

HepG2 细胞 CRT 明显暴露于细胞膜；同样，联合组

处理过的 HepG2 细胞中 HMGB1 向外分泌。说明雪

胆素片（80 mg/L）与阿霉素（0.05 mg/L）联合处理

后促使 CRT 暴露于细胞膜，并促进 HMGB1 向胞外

分泌。 

3.6  雪胆素片联合阿霉素对 HepG2细胞 ATP 释放

的影响 

如图 5 所示，阿霉素（0.05 mg/L）组、雪胆素

片（80 mg/L）组和联合组胞内 ATP 浓度均低于对

照组，其中雪胆素片组和联合组有统计学意义（P＜

0.01）。与对照组相比，联合组胞外 ATP 浓度显著升

高（P＜0.01），提示雪胆素片（80 mg/L）与阿霉素

（0.05 mg/L）联合使用促进 ATP 由胞内向胞外分泌。

      

图 4  雪胆素片联合阿霉素对 HepG2 细胞 CRT (A) 和 HMGB1 (B) 蛋白表达的影响 

Fig. 4  Effect of Xuedansu Tablets combined with doxorubicin on CRT and HMGB1 protein expressions of HepG2 cells

  

与对照组比较：**P＜0.01 

**P < 0.01 vs control group 

图 5  雪胆素片联合阿霉素对 HepG2 细胞 ATP 释放的影响 ( x s , n = 4) 

Fig. 5  Effect of Xuedansu Tablets combined with doxorubicin on ATP release of HepG2 cells ( x s , n = 4)

3.7  雪胆素片联合阿霉素对小鼠皮下移植瘤模型

移植瘤生长及生存周期的影响 

小鼠 sc H22细胞建立异位移植瘤模型，模型组

小鼠肿瘤体积持续增大，小鼠逐渐出现运动迟缓、

食欲不佳、立毛等症状。在给药 12 d 后取小鼠肿瘤

组织并拍照（图 6-A），雪胆素片（500 mg/kg）、阿

霉素（3 mg/kg）以及联合给药组小鼠移植瘤体积生

长速度比模型组明显减缓，联合组肿瘤体积抑制程

度最大，抗肿瘤作用显著增强（图 6-B，P＜0.01），

并且在一定程度上改善阿霉素单用所致的小鼠脾脏

指数降低现象（表 1）。60 d 生存期观察结果（图 6-

C）显示，联合组小鼠生存质量最高，死亡率最低。 

3.8  雪胆素片联合阿霉素对小鼠皮下移植瘤模型

肿瘤组织 CRT 和 HMGB1 蛋白表达的影响 

如图 7 所示，与模型组相比，雪胆素片（500 

mg/kg）与阿霉素（3 mg/kg）联合给药组 CRT 和

HMGB1 蛋白阳性表达的细胞数量明显增多，与体

外实验中对 HepG2 细胞调控作用一致。 
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与模型组比较：**P＜0.01 

**P < 0.01 vs model group 

图 6  雪胆素片联合阿霉素对小鼠皮下移植瘤模型肿瘤体积 (A) 和生存期 (B) 的影响 (n = 7) 

Fig. 6  Effect of Xuedansu Tablets combined with doxorubicin on tumor volume (A) and survival time of subcutaneous tumor 

mice model (n = 7)

表 1  雪胆素片联合阿霉素对小鼠皮下移植瘤模型瘤质量和

脾脏指数的影响 ( x s , n = 5) 

Table 1  Effect of Xuedansu Tablets combined with 

doxorubicin on tumor weight and spleen index of 

subcutaneous tumor mice model ( x s , n = 5) 

组别 剂量/(mg·kg−1) 瘤质量/g 脾脏指数 

模型 — 1.959±0.496 7.832±0.180 

雪胆素片 500 1.569±0.314 6.596±0.169 

阿霉素 3 0.965±0.354* 4.321±0.039* 

雪胆素片＋阿霉素 500＋3 0.366±0.249** 5.429±0.049 

与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs model group 

3.9  雪胆素片联合阿霉素对小鼠皮下移植瘤模型

心肌毒性的影响 

如图 8 所示，模型组和雪胆素片（500 mg/kg）

组小鼠心肌细胞未见明显病理变化；阿霉素（3 

mg/kg）组小鼠心肌细胞坏死及空泡样变化明显；阿

霉素与雪胆素片联合使用后，小鼠心肌细胞坏死及

空泡样变化有显著改善，表明雪胆素片与阿霉素联

合使用后能够减轻阿霉素的心肌毒性。 

4  讨论 

雪胆素片是由葫芦科雪胆属植物提取的“雪胆 

 

图 7  雪胆素片联合阿霉素对小鼠皮下移植瘤模型肿瘤组织 CRT 和 HMGB1 蛋白表达的影响 

Fig. 7  Effect of Xuedansu Tablets combined with doxorubicin on CRT and HMGB1 protein expressions in tumor tissues of 

subcutaneous tumor mice model

 

图 8  雪胆素片联合阿霉素对小鼠皮下移植瘤模型心肌毒性的影响 

Fig. 8  Effect of Xuedansu Tablets combined with doxorubicin on myocardial toxicity of subcutaneous tumor mice model
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素”制成的口服片剂，雪胆素主要成分为雪胆甲素

和雪胆乙素，以雪胆甲素为主[18]，是葫芦素类化合

物的一种。雪胆素对胃癌、肺癌、乳腺癌等恶性肿

瘤均有抑制作用[19-28]。目前文献报道的关于雪胆素

抗肿瘤作用机制主要有：抑制细胞增殖和侵袭能力；

阻滞细胞周期在 G2/M 期；诱导细胞凋亡；干扰表

皮生长因子受体（epidermal growth factor receptor，

EGFR）/丝裂原活化蛋白激酶（mitogen-activated 

protein kinase，MAPK）信号通路[19,26]；破坏肌动蛋

白细胞骨架等[20,27]。此外，研究发现，雪胆甲素还

可以通过保护免疫系统和调节免疫功能抑制二甲基

苯蒽诱导的小鼠乳腺肿瘤[21]；通过抑制 Aurora A、

信号转导与转录激活因子 3（signal transducers and 

activators of transcription 3，STAT3）以及 Cofilin 等

信号通路多靶点协同抑制人肺癌细胞系 NCI-H460

和 A549 增殖并促进细胞凋亡[22]；通过抑制 Wnt/β-

连环蛋白（β-catenin）通路激活，从而抑制胃癌细胞

SGC-7901 的增殖及其迁移能力[23]。同时，研究发现

葫芦素类化合物不仅在单独用药时表现出良好的抗

肿瘤活性[24]，而且在药物联用方面也表现出一定优

势，如葫芦素 B 与吉西他滨等联用治疗胰腺癌等肿

瘤，低剂量的葫芦素 E 加强顺铂对乳腺癌细胞的抑

制作用等[29]。尽管雪胆素在肿瘤治疗中表现出一定

的潜力，但是对于雪胆素及雪胆素片对肿瘤的治疗

缺乏系统的体内外研究，对于其是否能作为化疗辅

助药物从而减少化疗药物的使用剂量和不良反应尚

未有报道。本研究发现雪胆素片可以抑制 HepG2 细

胞活力，与阿霉素联用有效抑制细胞集落的形成；

细胞凋亡和周期结果显示，联用时低质量浓度雪胆

素片阻滞细胞周期，高质量浓度时导致凋亡，提示

雪胆素片联合阿霉素能够提高抗肿瘤效果。 

在阿霉素等化疗药物诱导 ICD激发机体免疫系

统抗肿瘤的过程中，DAMPs 的表达起到了至关重要

的作用，DAMPs 通过与免疫细胞上的模式识别受体

（pattern recognition receptors，PRRs）结合增强机体

抗肿瘤免疫反应[30]。CRT、HMGB1、ATP 是细胞免

疫原性死亡的 3 种关键 DAMPs。肿瘤细胞免疫原

性死亡释放的 CRT，能够被抗原呈递细胞识别[31]，

可作为一种“eat me”信号被 DC 细胞吞噬[32]。

HMGB1 能够与 DC 细胞表面的 Toll 样受体 4（Toll-

like receptor 4，TLR4）结合，激活促炎细胞因子的

产生，阻止 DC 吞噬的肿瘤抗原降解[33]。细胞外 ATP

被视为凋亡细胞释放的一种“find me”的信号，既

可以作为归巢信号，也可以作为 NOD 样受体热蛋

白结构域 3（NOD-like receptors family pyrin domain 

containing 3，NLRP3）炎症体的激活剂，快速募集

DC 细胞到肿瘤组织[34]。通过药物联用增强化疗药

物的 ICD 已成为未来肿瘤研究的重要课题之一，然

而雪胆素是否能够通过与阿霉素联用增强免疫原性

死亡提高抗肿瘤活性尚未有报道。本研究中雪胆素

片与阿霉素联合处理后 CRT 在细胞膜表面的暴露

程度与 HMGB1 向外分泌的程度远高于阿霉素单用

组，胞外 ATP 浓度也显著增加。免疫组化结果显示

小鼠肿瘤组织内 CRT 与 HMGB1 蛋白表达上调，提

示雪胆素片与阿霉素联合使用增强细胞 ICD。 

综上所述，本研究发现雪胆素片与阿霉素联用

能够促进细胞凋亡，阻滞细胞周期，以及诱导 CRT

与 HMGB1 的表达；同时增强抗肿瘤活性，提高小

鼠皮下移植瘤模型脾脏指数，延长小鼠生存时间，

减弱阿霉素对小鼠的心肌毒性，上调肿瘤组织内

CRT 与 HMGB1 蛋白表达，其机制可能与促进细胞

ICD 有关。后续研究将聚焦于雪胆素片与阿霉素联

合使用诱导 HepG2 细胞的 ICD 过程，及其对 DC 细

胞吞噬作用和 T 淋巴细胞活化程度的影响。 
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