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石见穿外泌体通过诱导肝癌细胞铁死亡及凋亡抑制肿瘤生长  

王智槟 1，杨仁义 1，张婧婷 1，陈红瑶 1，吴  玲 1，卢芳国 1*，曾普华 2* 
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2. 湖南省中西医结合医院（湖南省中医药研究院附属医院），湖南 长沙  410125 

摘  要：目的  探究石见穿来源外泌体（Salvia chinensis-derived nanoparticles，SDNPs）诱导 SK-Hep-1 肝癌细胞及其皮下移

植瘤铁死亡和凋亡的作用机制。 方法  分别采用超高速离心法和聚乙二醇（polyethylene glycol，PEG）沉淀法提取 SDNPs，

利用纳米颗粒跟踪分析技术和透射电子显微镜对 SDNPs 进行表征检测，BCA 法测定 SDNPs 蛋白浓度；以 SK-Hep-1 肝癌细

胞系为研究对象，将细胞分为对照组和 SDNPs 低、高剂量（15、30 μg/mL）组以及索拉非尼（100 nmol/L）组，采用 CCK-

8 法、EdU 法和集落实验检测肝癌细胞增殖情况，通过划痕实验、Transwell 小室实验检测细胞迁移、侵袭能力，流式细胞术

检测细胞凋亡情况，透射电镜检测肝癌细胞超微结构变化，荧光法检测胞内活性氧（reactive oxygen species，ROS）水平，

比色法检测细胞中亚铁离子（Fe2+）、谷胱甘肽（glutathione，GSH）和丙二醛（malondialdehyde，MDA）水平，Western blotting

法检测胱氨酸转运蛋白系统（system xc−，xCT）、谷胱甘肽过氧化酶 4（glutathione peroxidase 4，GPX4）和酰基辅酶 A 合成

酶长链家族成员 4（acyl-CoA synthetase 4，ACSL4）蛋白表达；通过 SK-Hep-1 肝癌细胞系皮下移植构建裸鼠成瘤模型，将

裸鼠随机分为对照组、石见穿（0.147 g/g）组和 SDNPs ig 给药组（SDNPs-ig，50 μg/g）、ip 给药组（SDNPs-ip，50 μg/g）、

尾 iv 给药组（SDNPs-tiv，50 μg/g）以及索拉非尼（30 μg/g）组，每组 5 只，观察 SDNPs 对 SK-Hep-1 肝癌细胞系皮下移植

瘤的影响，苏木素-伊红（hematoxylin-eosin，HE）染色观察肿瘤以及心、肝、肺和肾组织病理变化，免疫组织化学染色

（immunohistochemistry，IHC）检测 SK-Hep-1 肝癌细胞系皮下移植瘤细胞增殖情况。 结果  超高速离心法和 PEG 沉淀法均

能提取 SDNPs，但得到的 SDNPs 粒径峰度不统一，超高速离心法粒径集中在（144.8±79.7）nm，PEG 沉淀法粒径集中在 88、

157 和 202 nm；SDNPs 能够被肝癌细胞摄取，与对照组比较，SDNPs 能显著抑制肝癌细胞的增殖（P＜0.01）、迁移（P＜0.01）

和侵袭（P＜0.001），诱导肝癌细胞线粒体结构变化，导致细胞内 ROS 及 Fe2+、MDA 水平显著上升（P＜0.05、0.001），GSH

水平下降（P＜0.01、0.001），并下调铁死亡相关蛋白 xCT、GPX4（P＜0.05、0.01、0.001）表达，上调 ACSL4 蛋白的表达

（P＜0.001），诱导肝癌细胞铁死亡；与对照组比较，石见穿组、索拉非尼组以及 SDNPs-ip、SDNPs-tiv 组的移植瘤体积明显

减小（P＜0.05、0.01），而 SDNPs-ig 组的移植瘤体积则无明显差异；IHC 结果表明，与对照组比较，SDNPs-ig 组 Ki-67 和

xCT 蛋白表达无明显变化，其他组以上蛋白表达均显著下降（P＜0.01、0.001）；各组小鼠心、肝、肺和肾组织无明显病理改

变。 结论  SDNPs 能被肝癌细胞摄取，并抑制肝癌细胞的增殖、迁移和侵袭，限制肝癌细胞皮下移植瘤的生长，其机制可能

与改变肝癌细胞线粒体功能、导致胞内过氧化物积累、诱发细胞铁死亡和凋亡有关。 
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Abstract: Objective  To investigate the mechanism of SK-Hep-1 hepatoma cells and their subcutaneous transplanted tumor 

ferroptosis and apoptosis induced by Salvia chinensis - derived nanoparticles (SDNPs). Methods  SDNPs were extracted by ultra-

high speed centrifugation and polyethylene glycol (PEG) precipitation, respectively. SDNPs were characterized and detected by 

nanoparticle tracking analysis technology and transmission electron microscopy, and SDNPs protein concentration was determined by 

BCA method. SK-Hep-1 hepatocellular carcinoma cells were divided into control group, SDNPs low-, high-dose (15, 30 μg/mL) groups 

and sorafenib (100 nmol/L) group. The proliferation of hepatocellular carcinoma cells was detected by CCK-8 assay, EdU method and 

colony experiment. Cell migration and invasion capacity were detected by scratch assay and Transwell assay. Cell apoptosis was 

detected by flow cytometry. Ultrastructural changes in hepatocellular carcinoma cells were detected by transmission electron 

microscopy. Intracellular reactive oxygen species were detected by fluorescence. Ferrous ion (Fe2+), glutathione (GSH) and 

malondialdehyde (MDA) levels were detected by colorimetric assays, and the cystine transporter system (system xc−, xCT), glutathione 

peroxidase 4 (GPX4) and acyl-CoA synthetase family member 4 (ACSL4) were detected by Western blotting. Nude mice were 

randomly divided into control group, S. chinensis group (0.147 g/g), SDNPs intragastric administration group (SDNPs-ig, 50 μg/g), 

intraperitoneal administration group (SDNPs-ip, 50 μg/g), tail intravenous administration group (SDNPs-tiv, 50 μg/g) and sorafenib 

(30 μg/g) group, five mice in each group, to observe the effect of SDNPs on subcutaneous transplantation of SK-Hep-1 hepatocellular 

carcinoma cell line, hematoxylin and eosin staining (HE) staining to detect tumors and pathological changes in heart, liver, lung and 

kidney tissues, and immunohistochemistry (IHC) to detect the proliferation of subcutaneous transplantation of SK-Hep-1 hepatocellular 

carcinoma cell line. Results  Both ultracentrifugation and PEG precipitation methods can extract SDNPs, but the particle size kurtosis 

of SDNPs obtained is not uniform. The kurtosis of ultracentrifugation method is concentrated at (144.8 ± 79.7) nm, and the kurtosis of 

PEG precipitation method is concentrated at 88, 157 and 202 nm. SDNPs can be absorbed by hepatoma cells. Compared with the 

control group, SDNPs can significantly inhibit the proliferation (P < 0.01, 0.001), migration (P < 0.01) and invasion (P < 0.001) of 

hepatoma cells, induce mitochondrial structural changes in hepatoma cells, resulting in significant increase in intracellular ROS, Fe2+ 

and MDA levels (P < 0.05, 0.001), decrease in GSH levels (P < 0.01, 0.001), down-regulate ferroptosis-related proteins xCT and GPX4 

(P < 0.05, 0.01, 0.001), up-regulate the expression of ACSL4 (P < 0.001), and induce ferroptosis in hepatoma cells. Compared with 

the control group, the transplanted tumors volume in the S. chinensis, sorafenib, SDNPs-ip and tiv group were significantly reduced (P 

< 0.05, 0.01), while the transplanted tumor volume in the SDNPs-ig group was not significantly different; IHC results showed that 

compared with the control group, the expression of Ki-67 and xCT proteins in the SDNPs-ig group did not change significantly, and 

the expression of proteins in the other groups and above decreased significantly (P < 0.05, 0.01). There were no obvious pathological 

changes in the heart, liver, lung and kidney tissues of mice in each group. Conclusion  SDNPs can be internalized by hepatoma cells, 

inhibit the proliferation, migration and invasion of hepatoma cells, and limit the growth of subcutaneous transplanted tumors of 

hepatoma cells. The mechanism may be related to changes in mitochondrial function of hepatoma cells, accumulation of intracellular 

peroxides, and induction of cell iron death and apoptosis. 
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原发性肝癌（以下简称“肝癌”）是世界范围内

最常见且恶性程度最高的肿瘤之一，据统计，2022

年我国新增肝癌病例 36.8 万例，死亡病例 31.7 万

例[1]，对人类健康产生了极大威胁。目前临床肝癌

患者以中晚期为主，进行根治性手术的机会较小，

尽管靶向、免疫治疗以及其他治疗方式已取得了一

定的疗效[2]，但其伴随的不良反应，难以有效控制

肿瘤扩散，以及患者长期生存率和复发率等问题仍

然存在困扰[3-4]。 

外泌体是一种由细胞内细胞膜形成的小囊泡，

其大小通常为 30～150 nm，具有磷脂双分子层结构

和类似茶托状的形态。外泌体内部富含多种生物活

性成分[5]，包括核酸、蛋白质和脂质等。外泌体在细

胞间分子传递过程中发挥着重要作用，能够将细胞

内的 DNA、RNA、蛋白质等物质转移到受体细胞，

从而影响受体细胞的细胞行为和生理病理等[6]。植物

外泌体是从新鲜植物中提取的纳米颗粒，含有植物

细胞中的多种脂质、蛋白质、mRNA 以及活性成分。

植物外泌体提取过程简单，易于大规模生产，纯度

高，能够充分保留植物本身的药用活性。植物外泌

体中的脂质结构不仅能够有效促进肠道吸收，还能

够装载植物中不溶于水的小分子物质。此外，植物

外泌体在超低温保存条件下基本不会破坏其结构，

且使用量较少，方便患者携带[7-8]。 

铁死亡是一种非凋亡的细胞程序性死亡方式，

其在细胞死亡过程中未展现出细胞核形态的变化、
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DNA 断裂以及半胱天冬酶激活等现象[9]。铁死亡的

主要特征在于细胞的死亡需要铁离子的参与，且细

胞内会出现活性氧（reactive oxygen species，ROS）

和脂质过氧化物的积累。铁离子引发的氧化应激会

破坏细胞的氧化还原能力，从而导致细胞死亡，其

形态学表现为细胞膜完整性丧失，线粒体皱缩、密

度增大以及外膜破裂[10]。 

石 见 穿 为 唇 形 科 植 物 华 鼠 尾 草 Salvia 

chinensis Benth.的全草，又名月下红、石打穿，具

有清热解毒、活血化瘀、镇痛祛湿、散结消肿等功

效和抗肿瘤作用[11]。石见穿为常用抗癌中药，在

临床肝癌治疗中已取得了较好的疗效[12]，此外，

石见穿多糖也被证实具有抑制肿瘤生长的作用[13]。

本研究通过一种高效提取的方法获得石见穿来源

的外泌体（Salvia chinensis-derived nanoparticles，

SDNPs），并研究其对 SK-Hep-1 细胞凋亡和铁死

亡的作用，同时评估 SDNPs 的生物安全性，旨在

为 SDNPs作为抗肿瘤潜在药物的药理学研究和临

床应用提供参考。 

1  材料 

1.1  细胞株与动物 

人肝癌细胞株 SK-Hep-1（批号 CL-0212）由武

汉普诺赛生命科技有限公司提供。 

SPF 级雄性 BALB/c 裸鼠，6～8 周龄，体质量

18～22 g，由湖南斯莱克景达生物科技有限公司提

供，动物许可证号 SCXK（湘）2021-0002。动物饲

养于温度 24～25 ℃、相对湿度 50%～60%、明暗

循环 12 h 的环境中，饲养期间正常饮水进食。动物

实验方案经湖南中医药大学实验动物伦理委员会审

核批准（批准号 LL2022101909）。 

1.2  药品与试剂 

石见穿购自广水市云台观运营管理有限公司，

经湖南省中医药研究院附属医院中药师马荣丽鉴

定为唇形科植物华鼠尾草 S. chinensis Benth.的全

草。 

高糖 DMEM 基础培养基（批号 PM150210）、

胎牛血清（批号 164210）、青霉素-链霉素混合液（批

号 PB180120 ）、 0.25% 胰蛋白消化酶（批号

PB180226）和 PBS 缓冲液（批号 PB180327）均购

自武汉普诺赛生物科技有限公司；聚乙二醇

（polyethylene glycol，PEG）6000（批号 P8250）购

自北京索莱宝科技有限公司；蔗糖（批号 15700101）

购自西陇科学股份有限公司；凋亡抑制剂（Z-VAD-

FMK，ZVF，批号 HY-16658B）、铁死亡抑制剂

（Ferrostain-1，Fer-1，批号 HY-100579）和自噬抑制

剂（双硫仑，批号 HY-B0240）均购自美国 Med 

Chemexpress 公司；BCA 试剂盒（批号 E-BC-K318-

M）购自武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司；细

胞丙二醛（malondialdehyde，MDA）测定试剂盒（批

号 A003-4-1）、微量还原型谷胱甘肽（glutathione，

GSH）测定试剂盒（批号 A006-2-1）购自南京建成

生物工程研究所；亚铁离子（Fe2+）含量测定试剂盒

（批号 BL1147B）购自合肥白鲨生物科技有限公司；

胱氨酸转运蛋白系统（system xc−，xCT）、谷胱甘肽

过氧化酶 4（glutathione peroxidase 4，GPX4）和 β-

actin 抗体（批号 ab175186、ab125066、ab8226）购

自美国 Abcam 公司；HRP 标记的山羊抗兔二抗、

HRP 标记的山羊抗小鼠二抗（批号 SA00001-2、

SA00001-1）购自武汉三鹰生物技术有限公司；酰基

辅酶 A 合成酶长链家族成员 4（acyl-CoA synthetase 

4，ACSL4）抗体（批号 DF12141）购自江苏亲科生

物研究中心有限公司。 

1.3  仪器 

ZetaView PMX 110 型纳米颗粒跟踪分析仪（德

国 Particle Metrix 公司）；Enspire 型多功能酶标仪

（美国 Perkin Elmer 公司）；Mini-PROTEAN Tetra 型

小型垂直电泳槽、Cheemi Doc XRS＋Imager 型化学

发光系统（美国 Bio-Rad 公司）；HT7700 型透射电

子显微镜（日本 Hitachi 公司）。 

2  方法 

2.1  超速离心法和 PEG 沉淀法提取 SDNPs 及表

征检测 

2.1.1  SDNPs 的制备  石见穿剪碎，加入适量 4 ℃

预冷的 PBS，破碎取汁，4 ℃、1 000×g 离心 30 min，

取上清；10 000×g 离心 60 min，取上清，采用 0.45 μm

无菌滤嘴滤过，取上清液。采用超速离心法，将上清

液于 4 ℃、100 000×g 离心 90 min，收集沉淀。采用

PEG 沉淀法，将上清与 4 ℃预冷的 20% PEG 6000 溶

液充分混合，4 ℃沉淀 24 h，10 000×g 离心 30 min

收集沉淀。采用蔗糖梯度离心法分别对超高速离心法

和 PEG 沉淀法所获得的 SDNPs 进行纯化[14]。 

2.1.2  透射电镜（transmission electron microscope，

TEM）观察外泌体形态  将 SDNPs 以 1∶10 的比

例与电镜固定液混合，取 10 μL 样本滴加于铜网，

静置 10 min，滴加 3%磷钨酸溶液，染色 5 min，待

液体晾干后，透射电镜下观察并采集图像。 
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2.1.3  粒径及粒子浓度（ nanoparticle tracking 

analysis，NTA）检测  取 PBS 稀释后的 SDNPs 悬

液，于室温下进行 SDNPs 粒径分析。 

2.1.4  蛋白浓度检测  按说明书提前配制标准品，

并配制 BCA 工作液，96 孔板中每孔加入 BCA 工作

液 200 μL，随后加入 20 μL 的蛋白标准品或外泌体

样本，避光、37 ℃孵育 30 min，利用酶标仪检测蛋

白浓度。 

2.2  细胞培养 

SK-Hep-1 细胞复苏后接种于含 10%胎牛血清

的高糖 DMEM 培养基中，置于 5% CO2、37 ℃恒

温培养箱中培养，取对数生长期的细胞进行实验。 

2.3  SDNPs 摄取检测 

SK-Hep-1 细胞以 5×104 个/孔接种于 6 孔板，

10 μmol/L Dil 工作液与 SDNPs 充分混匀，避光孵育

30 min，10 000×g 离心 30 min，取上清，去除多余染

料，100 000×g 离心 30 min，取沉淀，使用 PBS 重悬

后，获得外泌体组检测液；以 PBS 替代 SDNPs 进行

以上操作制备对照组检测液。将 2 种检测液分别加入

到已贴壁生长的 SK-Hep-1 细胞 6 孔板中，孵育 24 h，

PBS 清洗后，于荧光显微镜下进行观察。 

2.4  SDNPs 干预浓度筛选 

SK-Hep-1 细胞以 4×103 个/孔接种于 96 孔板

中，不含细胞仅含 100 μL 细胞培养液的孔设为空白

组，仅含 100 μL 细胞培养液的孔设为对照组，

SDNPs 组加入含 100 μL 不同质量浓度含 SDNPs

（1.875、3.750、7.500、15.000、30.000 和 60.000 

μg/mL）的细胞培养液，每组 6 个复孔。 

各组分别孵育 24、48、72 h，孵育结束后，每

孔加入 10 μL CCK-8 工作液，在 37 ℃培养箱中继

续孵育 1 h。采用酶标仪检测 450 nm 处吸光度（A）

值，计算各组细胞存活率。 

细胞存活率＝(A 给药－A 空白)/(A 对照－A 空白) 

2.5  细胞增殖检测 

2.5.1  EdU 法  SK-Hep-1 细胞以 5×104个/孔接种于

6 孔板中，待细胞贴壁后，分为对照组和 SDNPs 低、

高剂量（15、30 μg/mL）组以及索拉非尼（100 nmol/L）

组。染色前 2 h 加入 EdU 标记细胞，多聚甲醛固定，

使用 Triton 100 破除细胞膜，牛血清蛋白封闭 30 

min，按照说明书配制 click reaction buffer，加入细

胞培养皿中，室温避光孵育 30 min 后，Hoechest 染

核，采用荧光显微镜进行拍照。 

2.5.2  细胞集落实验  SK-Hep-1 细胞以 500 个/孔

接种于 6 孔板中，每孔加入 2 mL 细胞悬液，培养

48 h。细胞分组同“2.5.1”项下，各组药物干预结束

后，弃细胞培养液，更换细胞培养液继续培养 10～

12 d，甲醛固定，染色。 

2.5.3  CCK-8 法  SK-Hep-1 细胞以 4×103 个/孔接

种于 96 孔板中，细胞分组同“2.5.1”项下，各组药物

干预结束后，弃除细胞培养液，加入 100 μL 含药细胞

培养液，分组干预结束后加入 10 μL 的 CCK-8 工作

液，在 37 ℃培养箱中继续孵育 1 h，采用酶标仪检

测 450 nm 处 A 值，计算各组细胞存活率。 

2.6  细胞迁移和侵袭检测 

2.6.1  划痕实验  细胞分组同“2.5.1”项下，在 6 孔

板底面使用马克笔画 3 条平行的横线，将 SK-Hep-1

细胞以 5×105个/孔接种于 6 孔板中，待细胞密度接

近 90%，使用 200 μL 枪头垂直于孔板，画与标记线

垂直的 3 条平行线，使划痕与标记下交叉，交叉点

作为固定的监测点，随后进行药物干预，于显微镜

下观察并拍照，利用 Image J 软件处理数据，计算

相对划痕面积。 

相对划痕面积＝最终划痕面积/初始划痕面积 

2.6.2  Transwell 小室实验  细胞分组同“2.5.1”项

下，将基质胶与无血清培养基以 1∶8 的比例混合，

涂布在 Transwell 上室；无血清培养基重悬 SK-Hep-

1 细胞，并以 1×104 个/孔的密度接种于上室，下室

加入 600 μL 含 10%胎牛血清的细胞培养液。随后

使用不同药物处理上室中的细胞，并在 37 ℃、5% 

CO2 环境中孵育 24 h，去除未侵袭的细胞后，固定

侵袭细胞，染色，在显微镜下观察、计数，并拍照。 

2.7  流式细胞术检测 SK-Hep-1 细胞凋亡 

细胞分组同“2.5.1”项下，药物干预 24 h 后，

使用不含 EDTA 的胰酶消化细胞，PBS 清洗后收集

细胞，使用 1∶100 稀释的 Annexin V-FITC/PI 染色

液重悬细胞，37 ℃孵育 20 min，采用流式细胞仪检

测肝癌细胞凋亡情况。 

2.8  SDNPs 诱导 SK-Hep-1 细胞死亡表型筛选 

SK-Hep-1 细胞以 4×103 个/孔接种于 96 孔板

中，待细胞贴壁，对照组加入细胞培养液，SDNPs 组

加入含 30 μg/mL SDNPs 的细胞培养液，SDNPs＋

ZVF 组、SDNPs＋Fer-1 组和 SDNPs＋双硫仑组加

入含 30 μg/mL SDNPs 的细胞培养液，同时分别加

入 ZVF（40 μmol/L）、Fer-1（1 μmol/L）、双硫仑（1 

mmol/L），继续孵育 24 h 后，弃除细胞培养液，加

入含 10%CCK-8 的细胞培养液，在 37 ℃培养箱中
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继续孵育 1 h，采用酶标仪检测 450 nm 处 A 值，计

算各组细胞存活率。 

2.9  铁死亡相关检测  

2.9.1  细胞内 ROS 水平检测  细胞分组同“2.5.1”

项下。按 1∶1 000 的比例使用无血清细胞培养基稀

释 DCFH-DA，获得 DCFH-DA 工作液，PBS 洗涤 3

次后，加入工作液，37 ℃孵育 30 min，PBS 洗涤 3

次后，加入无血清细胞培养基，于荧光显微镜下采

集图像。 

2.9.2  细胞内 GSH、MDA 及 Fe2+水平检测  细胞

分组同“2.5.1”项下，收集细胞，根据试剂盒说明

书进行操作，选择相应波长检测 A 值。 

2.9.3  Western blotting 检测 xCT、GPX4 和 ACSL4

蛋白表达  RIPA 裂解液裂解细胞 30 min，4 ℃、

12 000 r/min 离心 10 min，取上清，采用 BCA 法进

行蛋白浓度检测，与 Loading buffer 按比例混匀后，

100 ℃金属浴使蛋白变性，取 25 μg 蛋白样品经十

二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转至 PVDF

膜，5%脱脂牛奶封闭 1 h，加入一抗（xCT、GPX4

以 1∶5 000 比例稀释，ACSL4 以 1∶1 000 比例稀

释），4 ℃孵育过夜，TBST 洗涤 3 次，加入二抗

37 ℃孵育 1 h，TBST 洗涤 3 次，ECL 化学发光底

物进行显影，Image J 软件进行灰度值分析。 

2.10  动物分组、造模及给药  

BALB/c裸鼠随机分为对照组、石见穿（0.147 g/g）

组、索拉非尼（30 μg/g）组以及 SDNPs ig 给药组

（SDNPs-ig，50 μg/g）、ip 给药组（SDNPs-ip，50 

μg/g）、尾 iv 给药组（SDNPs-tiv，50 μg/g），每组 5

只。SDNPs 相当于石见穿临床等效剂量（以生药量

计）的 100 倍所获得的外泌体，石见穿组选择相同

剂量制备浓缩液[15]。将 SK-Hep-1 细胞用无血清细

胞培养液配制成 5×107 个/mL 的细胞悬液，于裸

鼠右侧 sc 100 μL 细胞悬液，待皮下瘤形成后给

药。期间各组裸鼠正常饮食饮水，每间隔 1 d 测量

各组裸鼠皮下瘤大小、体质量，计算肿瘤相对体

积；给药后第 15 天结束实验，取出皮下瘤、计算

皮下瘤肿瘤体积、拍照，并收集各组裸鼠心、肝、

肺和肾组织。 

肿瘤体积＝1/2×长径×宽径 2 

肿瘤相对体积＝当天肿瘤体积/第 1 天肿瘤体积 

2.11  苏木素-伊红（hematoxylin - eosin staining，HE）

染色 

心、肝、肺、肾和肿瘤组织样本固定在 4%多聚

甲醛中，通过梯度乙醇脱水，二甲苯透明，石蜡包

埋、切片，脱蜡、脱苯、PBS 清洗、随后按照 HE 染

色试剂盒说明书进行染色，再次脱水、透明、中性

树胶封片后，于显微镜下观察并拍照。 

2.12  免疫组化染色（immunohistochemistry，IHC） 

制备肿瘤组织石蜡切片、烘烤、脱蜡、梯度乙

醇脱苯、PBS 洗涤，一抗 Ki67（1∶2 000）、xCT

（1∶200）和 GPX4（1∶200）4 ℃孵育过夜，二抗

继续孵育，DAB 显色和苏木素复染后，脱水、透明、

中性树胶封片后显微镜下观察，拍照，Image J 软件

进行结果分析。 

2.13  统计学分析 

采用 SPSS 25.0 软件进行统计学分析，以 x s

表示。对于符合正态分布且方差齐性的数据，使用

单因素方差分析 LSD 法进行两两比较，对于仅符合

正态分布但不满足方差齐性的数据，采用 Welch 单

因素方差分析。若数据不符合正态分布，则采用

Kruskal-Wallis 非参数检验。 

3  结果 

3.1  SDNPs 表征检测 

NTA 检测结果显示，超高速离心法提取的

SDNPs 的粒径均值为（144.8±79.7）nm，粒径占

比为 100%（图 1-A）；PEG 沉淀法提取的 SDNPs

粒径均值分别为 88.1、157.9 和 202.0 nm，粒径占

比分别为 49.8%、13.6%和 18.1%（图 1-B）。TEM

结果显示，与超高速离心法比较，PEG 沉淀法获得

的 SDNPs 粒径差异较大，且杂质较多（图 1-C、

D）。BCA 蛋白定量 2 种提取方法纯化后的 SDNPs，

如图 1-E 所示，通过超高速离心法获得的 SDNPs

蛋白质量为 339.60 mg，而 PEG 沉淀法获得的

SDNPs 蛋白质量为 36.58 mg，2 种提取方法 SDNPs

获得量具有显著差异（P＜0.001），且 PEG 沉淀法

提取的 SDNPs 杂质显著多于超高速离心法。综上

所述，超高速离心法提取特异性优于 PEG 沉淀法，

因此后续实验均通过超高速离心法提取 SDNPs。 

3.2  SDNPs 可被 SK-Hep-1 细胞摄取 

SDNPs 的活性成分主要有脂质、蛋白和核酸，

通过细胞胞吞在细胞内发生生物学作用，因此，癌细

胞是否摄取 SDNPs 十分重要。Dil 染料是一种亲脂

性染料，能够对拥有脂质膜结构的囊泡进行染色[16]。

如图 2 所示，外泌体组的 SK-Hep-1 细胞中发现明

显的颗粒状红色荧光，而对照组则未发现类似荧光

信号，表明 SK-Hep-1 细胞能够摄取 SDNPs。 
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A-超高速离心法 SDNPs 粒径；B-PEG 沉淀法 SDNPs 粒径；C-超高速离心法 SDNPs 形态；D-PEG 沉淀法 SDNPs 形态；E-2 种提取方法获得的

SDNPs 蛋白质量，与超高速离心法比较：***P＜0.001。 

A-particle size of SDNPs by ultracentrifugation; B-particle size of SDNPs by PEG precipitation; C-morphology of SDNPs by ultracentrifugation; D-

morphology of SDNPs by PEG precipitation; E-protein content of SDNPs from both extraction methods, ***P < 0.001 vs ultracentrifugation. 

图 1  SDNPs 提取及表征鉴定 ( x s , n = 3) 

Fig. 1  Extraction and characterization of SDNPs ( x s , n = 3) 

 

图 2  SK-Hep-1 细胞摄取 SDNPs (×400) 

Fig. 2  Uptake of SDNPs by SK-Hep-1 cells (× 400) 

3.3  不同质量浓度 SDNPs 对 SK-Hep-1 细胞存活

率的影响 

如图 3 所示，与对照组比较，用含 1.875、

3.750、7.500 μg/mL SDNPs 的细胞培养液分别

干预 SK-Hep-1 细胞 24、48 和 72 h 均未对细胞

存活率产生显著影响。当 SDNPs 质量浓度达到

15 μg/mL 时，3 种干预时间下细胞存活率均出

现显著下降（P＜0.05、0.001），且细胞存活率

随 SDNPs 质量浓度增加而显著下降（P＜0.05、

0.001）。  
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与对照组比较：*P＜0.05  ***P＜0.001。 

*P < 0.05  ***P < 0.001 vs control group. 

图 3  不同质量浓度 SDNPs 干预 24、48、72 h 后 SK-Hep-1 细胞存活率 ( x s , n = 6) 

Fig. 3  Viability of SK-Hep-1 cells after 24, 48, and 72 h intervention with different concentrations of SDNPs ( x s , n = 6) 

3.4  SDNPs 抑制 SK-Hep-1 肝癌细胞增殖 

如图 4-A 所示，与对照组比较，SDNPs 低、

高剂量组和索拉非尼组的增殖细胞数量减少。如

图 4-B、C 所示，与对照组比较，SDNPs 低、高剂

量组和索拉非尼组细胞集落数显著减少（P＜

0.01、0.001）。 

3.5  SDNPs 抑制肝癌细胞 SK-Hep-1 迁移和侵袭 

如图 5-A 所示，与对照组比较，48 h 后 SDNPs

低、高剂量组和索拉非尼组 SK-Hep-1 细胞的划痕

面积明显增加（P＜0.05、0.01）。如图 5-B、C 所示，

与对照组比较，SDNPs 低、高剂量和索拉非尼均能显

著减少通过基质胶的SK-Hep-1细胞数量（P＜0.001）， 
 

 

A-EdU 法检测细胞增殖（×200），EdU 标记增殖细胞（红色），DAPI 标记活细胞（蓝色）；B、C-平板克隆实验检测细胞增殖，与对照组比较：

**P＜0.01  ***P＜0.001。 

A-EdU assay for cell proliferation (× 200), EdU labels proliferating cells (red), while DAPI marks living cells (blue); B, C-colony formation assay for cell 

proliferation evaluation, **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group. 

图 4  SDNPs 对 SK-Hep-1 细胞增殖的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 4  Effect of SDNPs on SK-Hep-1 proliferation ( x s , n = 3) 
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表明 SDNPs 能够抑制肝癌细胞 SK-Hep-1 迁移和

侵袭。 

3.6  SDNPs 诱导 SK-Hep-1 细胞死亡的类型 

如图 6-A 所示，与对照组比较，SDNPs 低、高剂

量组和索拉非尼组 SK-Hep-1 凋亡细胞比例增加，表

明 SDNPs 能够诱导 SK-Hep-1 细胞发生凋亡。如图 6-

B 所示，3 种抑制剂均能部分抑制 SDNPs 对 SK-Hep-

1 的细胞毒性，其中 SDNPs＋ZVF 和 SDNPs＋Fer-1

组的细胞毒性抑制作用明显（P＜0.05、0.01），且

SDNPs＋Fer-1组的细胞存活率高于SDNPs＋ZVF组，

结果表明，铁死亡可能是 SDNPs 诱导 SK-Hep-1 细胞

死亡的主要方式之一。 

 

A-各组划痕实验结果（×50）；B、C-各组侵袭实验结果（×100），与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

A-scratch assay results in each group (× 50); B, C-invasion assay results in each group (× 100); *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group. 

图 5  SDNPs 对 SK-Hep-1 细胞迁移和侵袭的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 5  Effects of SDNPs on cell migration and invasion of SK-Hep-1 cells ( x s , n = 3) 

 
A-SDNPs 对肝癌细胞凋亡的影响；B-SDNPs 诱导 SK-Hep-1 细胞死亡的类型，与对照组比较：***P＜0.001；与 SDNPs 组比较：#P＜0.05  

##P＜0.01。 

A-effect of SDNPs on apoptosis of hepatocellular carcinoma cells; B-types of SK-Hep-1 cells death induced by SDNPs, ***P < 0.001 vs control group; 

#P < 0.05  ##P < 0.01 vs SDNPs group. 

图 6  不同浓度 SDNPs 对 SK-Hep-1 细胞死亡的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 6  Effect of different concentrations of SDNPs on SK-Hep-1 cell death ( x s , n = 6) 

3.7  SDNPs 诱导肝癌细胞铁死亡  

如图 7-A 所示，对照组线粒体结构正常，形态

大小正常，线粒体膜饱满，线粒体密度适中；SDNPs

低、高剂量组和索拉非尼组的线粒体出现形态皱缩，

密度增加，嵴减少等表现，提示 SDNPs 能够促进

SK-Hep-1 细胞线粒体功能破坏，可能与细胞铁死亡

的发生有关。如图 7-B、C 所示，与对照组比较，
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A-各组细胞线粒体形态；B-ROS 荧光（×200）；C-Fe2+、GSH、MDA 水平；与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

A-mitochondrial morphology in each group; B-fluorescence of ROS (× 200); C-levels of Fe2+, GSH and MDA; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group. 

图 7  SDNPs 对 SK-Hep-1 细胞铁死亡的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 7  Effect of SDNPs on ferroptosis of SK-Hep-1 cells ( x s , n = 3)  

MDA 水平均显著升高（P＜0.05、0.001），GSH 水

平显著降低（P＜0.01、0.001）。结果表明，SDNPs

可能通过增加细胞内亚铁离子和 ROS 的含量，并抑

制过氧化物酶的活性，导致细胞内过氧化物的积累，

从而诱导 SK-Hep-1 细胞发生铁死亡。 

如图 8 所示，与对照组比较，SDNPs 低、高

剂量组和索拉非尼组细胞中 xCT 和 GPX4 蛋白的

表达下调，其中，SDNPs 高剂量组和索拉非尼组

细胞的 xCT 蛋白表达显著下调（P＜0.01、0.001），

索拉非尼组的 GPX4 蛋白表达显著下调（P＜

0.05）；此外，与对照组比较，SDNPs 低、高剂量

组和索拉非尼组细胞铁死亡阳性蛋白 ACSL4 表

达显著上调（P＜0.001）。综上，SDNPs 能够通过

下调 xCT 和 GPX4 蛋白，上调 ACSL4 蛋白表达，

导致脂质过氧化物积累，从而诱导肝癌细胞发生

铁死亡。 

3.8  SDNPs 对肝癌裸鼠皮下移植瘤的影响 

如图 9-A 所示，与对照组比较，除 SDNPs-ig

组外，其他各组裸鼠皮下肿瘤的生长情况均有减缓

（P＜0.001），推测 SDNPs 直接入血对 SK-Hep-1 皮

下移植瘤的抑制作用阈浓度更低。如图 9-B 所示，

索拉非尼组裸鼠体质量下降较为明显（P＜0.05），

而 SDNPs 各组和石见穿组裸鼠体质量下降幅度较

为缓慢。如图 9-C 所示，与对照组比较，其他各组

移植瘤大小均减小，石见穿组、SDNPs-ip、tiv 组和

索拉非尼组移植瘤体积显著减小（P＜0.05、0.01）。 
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与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group. 

图 8  SDNPs 对 SK-Hep-1 细胞中铁死亡相关蛋白表达的影响 ( x s , n = 3)

Fig. 8  Effect of SDNPs on ferroptosis-related protein expressions in SK-Hep-1 cells ( x s , n = 3) 

 

A-给药 1～15 d 皮下肿瘤相对体积比较；B-裸鼠体质量；C-给药结束后各组肿瘤体积，与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；D-皮下瘤 HE 染

色结果（×200）。 

A- comparison of relative volume of subcutaneous tumors from 1—15 d after administration; B-body weight of nude mice; C-t umor volume in each group 

after administration, *P < 0.05  **P < 0.01 vs control group; D-HE staining results of subcutaneous tumors (× 200). 

图 9  SDNPs 对裸鼠肝癌皮下移植瘤的影响 ( x s , n = 4) 

Fig. 9  Effect of SDNPs on subcutaneous hepatocellular carcinoma tumors in nude mice ( x s , n = 4) 

HE 染色结果发现，对照组肿瘤细胞核染色深，

细胞肥大，胞质丰富，偶见多核细胞，增殖旺盛，

排列紧密，细胞间边界清晰，而石见穿组和 SDNPs-

ip、-tiv 组以及索拉非尼组中，癌细胞分散，密度降

低，细胞破裂，细胞质渗漏，大量空泡结构，细胞

核明显凝聚、碎裂和溶解（图 9-D）。 

Ki67 是经典的增殖相关蛋白，能维持细胞分裂

时染色体分散，在病理研究中被广泛用作肿瘤标志
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物，对多种癌症有预后与诊断价值，与肿瘤密切相

关[17]。Ki67 在部分正常组织中几乎不表达[18]，而在

肿瘤组织中更易检测到 Ki67。如图 10 所示，与对

照组比较，SDNPs-ig 组 Ki67 阳性细胞数无显著变

化，其他组 Ki67 阳性细胞数均显著减少（P＜

0.001）；与对照组比较，SDNPs-ig 组 xCT 蛋白表达

差异无统计学意义，而其他组肿瘤组织中 xCT、

GPX4 的表达均显著下降（P＜0.05、0.01、0.001）。 

 
A-IHC 检测肿瘤组织 Ki-67 阳性细胞数及 xCT、GPX4 蛋白表达（×200）；B-各组肿瘤组织中 Ki-67 阳性细胞数及 xCT、GPX4 蛋白表达，与

对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

A-number of Ki-67 positive cells and expressions of xCT and GPX4 were detected by IHC (× 200), B-number of Ki-67 positive cells and expressions of 

xCT and GPX4 in each group, *P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001 vs control group. 

图 10  SDNPs 抑制肝癌皮下移植瘤增殖 ( x s , n = 3) 

Fig. 10  Inhibitory proliferation of subcutaneous hepatocellular carcinoma implantation tumors by SDNPs ( x s , n = 3) 

3.9  SDNPs 具有一定的生物安全性 

为证明 SDNPs 是否具有生物安全性，对裸鼠

心、肝、肺和肾组织进行了 HE 染色。如图 11 所示，

对照组和 SDNPs 组裸鼠各器官组织结构均正常，细

胞形态良好，未发现有肿瘤转移现象，表明 SDNPs

具有一定的生物安全性。 

4  讨论 

肝癌是发源于人体肝细胞或肝内胆管上皮细胞

的恶性肿瘤。肝癌在中医经典中没有准确的病名，

古代医家将肝癌归结为“脾积”“肝积”“鼓胀”“积

聚”“黄疸”等病证范畴[19]。肝癌的核心病机为“癌

毒、瘀血、脾虚”，治疗应以“清热解毒、化瘀软坚、

健脾理气”为治则，辅以清热利湿、清肝利胆、消

食健脾、通利二便、补肝强肾等治法[12]。 

研究表明，石见穿及其提取物具有十分显著的抗

肿瘤作用，对乳腺癌、肝癌等诸多恶性肿瘤具有显著

疗效[20-22]。林鑫荣等[23]发现，石见穿能够显著抑制食

管癌小鼠病情进展，使原位癌小鼠食管变细，结节减

少，并诱导肿瘤组织铁死亡。杨健等[24]，对石见穿多

糖进行研究发现，石见穿多糖能够抑制小鼠骨肉瘤的

生长，并通过调节小鼠外周血淋巴细胞分群，增强小

鼠抗肿瘤免疫。黄雯洁等[25]，对石见穿进行了质谱分 
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图 11  SDNPs 生物安全性 (×100) 

Fig. 11  Biosafety of SDNPs (× 100)

析，共分析得到 48 种化学成分，其中包括丹参素、

迷迭香酸、山柰酚等具有抗肿瘤作用的单体。 

细胞外囊泡是由细胞分泌的各种类型囊泡的总

称，具有磷脂膜结构，能够作为载体，参与细胞间

通讯[26]。国际细胞外囊泡协会将直径为 30～150 nm

的含有脂质、蛋白质、核酸的细胞外囊泡定义为外

泌体[27]。植物外泌体近年来，越发受到研究者的关

注，植物外泌体的直径一般在 30～300 nm[6]。研究

发现，生姜外泌体能降低小鼠结肠癌模型中细胞周

期蛋白 D1 mRNA 水平，发挥抗肿瘤作用[28]；柠檬

外泌体能激活 TNF 相关凋亡配体介导的细胞凋亡，

抑制慢性粒细胞白血病的恶化[29]。 

目前植物外泌体的提取方法主要有超速离心

法、PEG 沉淀法、尺寸排阻色谱法等，其中超速离心

法为最常用的方法，该方法主要包括差速离心和密

度梯度离心，差速离心可以去除植物中的纤维、泥土

以及其他非细胞外囊泡的杂质，密度梯度离心则可

以根据外泌体与其他囊泡以及杂质的密度差异，实现

外泌体的纯化。目前人参、西兰花、葡萄柚、生姜

等多种植物的外泌体均使用超速离心法提取[30-33]，

该方法具有操作简单、纯度高的优点，但其步骤繁

琐，耗时长，仪器价格昂贵，需要考虑对仪器的损

耗，不适合频繁使用，且实验重现率低，同样转速

和离心时间在不同转子及参数进行离心均可导致外

泌体产量和纯度出现误差。另外，长时间多次离心也

会导致外泌体囊泡的破裂，影响外泌体的产量[34-35]。

PEG 沉淀法主要以 PEG 为介质，PEG 能与疏水性脂

质和蛋白结合，形成大分子聚合物沉降，由于外泌体

是拥有类似细胞膜的膜性囊泡，能够被 PEG 吸附，导

致溶解度降低，形成 PEG-外泌体聚合物沉淀[36]。PEG

沉淀法具有提取成本低，提取效率高的优点，适合大

体积样本的外泌体提取[37]。但提取的外泌体纯度差、

PEG 清除难是有待解决的问题[38]。 

本研究首先比较了超速离心法和 PEG 沉淀法 2

种外泌体提取方法的 SDNPs 纯度和得率，发现 2 种

方法均可以成功提取 SDNPs，但超高速离心法能够

获得更高纯度和浓度的 SDNPs。通过摄取实验发

现，肝癌细胞能够直接摄取 SDNPs，并且 SDNPs 能

明显抑制 SK-Hep-1 细胞增殖、迁移和侵袭能力，同

时诱导细胞凋亡和铁死亡。 

铁死亡是与细胞坏死、凋亡和自噬不同的新型

细胞程序性死亡方式。铁离子在铁死亡过程中发挥

关键作用，铁离子进入细胞后会被还原为 Fe2+，与

其他胞内物质形成铁离子复合物，参与细胞各种生

化反应，而过多的铁摄入会导致 Fe2+在胞内积累，不

稳定的铁离子会增强细胞芬顿反应，增加 ROS 的产

生和脂质过氧化物积累，进而导致细胞死亡[10]。xCT

蛋白是由底物特异性轻链 xCT 和重链 SLC3 家族Ⅱ

型跨膜糖蛋白组成的一种氨基酸反转运蛋白，能以

1∶1 的比例交换细胞外的胱氨酸和细胞内的谷氨

酸[39-40]，xCT 可将胞外胱氨酸还原为半胱氨酸，用

于合成 GSH。GSH 是 GPX4 的主要供体[41]，GPX4

是细胞内脂质过氧化物代谢的关键酶，GPX4 的耗

竭会导致细胞氧化应激和铁死亡的发生。SDNPs 干
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预后的 SK-Hep-1 细胞线粒体出现形态皱缩、密度

增加和嵴减少，与对照组比较，SDNPs 干预后的肝

癌细胞内 ROS 及 Fe2+、MDA 的水平显著升高，GSH

水平减少，提示 SDNPs 干预后的肝癌细胞内不稳定

铁离子增多，过氧化物增加，细胞抗氧化能力减弱。

SDNPs 和索拉非尼干预后的肝癌细胞与对照组比

较，xCT、GPX4 表达显著下调，ACSL4 表达显著

上调。ACSL4 是一种将脂肪酸转化为脂肪酰辅酶 A

酯的酶，可调节细胞内脂质合成，而铁死亡的关键

特征就是铁依赖性过氧化脂质积累，因此 ACSL4 与

铁死亡密切相关[42]。索拉非尼可以诱导多种癌细胞

的铁死亡[43-44]，因此，本研究以索拉非尼作为铁死

亡阳性对照药。 

与对照组比较，石见穿组、索拉非尼组和

SDNPs-ip、tiv 组肝癌皮下移植瘤平均体积均有降

低，而 SDNPs-ig 组肿瘤体积无显著差异，可能与生

物首过效应和药物阈浓度有关。研究发现，放置温

度越高、时间越长对外泌体保存越不利[45]，SDNPs

提取制备过程中的高温可能大量损耗外泌体，但其

仍然具有明显的抗肿瘤作用，表明石见穿中所含的

某些活性成分具有抗肿瘤功效。SDNPs-ip、tiv 组和

索拉非尼组小鼠肿瘤组织出现坏死，并伴有核减少、

破碎和空泡样变化，而小鼠心、肝、肺、肾等器官

并未发现显著病理变化，表明 SDNPs 具有靶向治疗

肿瘤的作用，且具有一定的生物安全性。 

综上，SDNPs 能够被肝癌细胞 SK-Hep-1 摄取

并抑制其增殖、迁移和侵袭；能诱导肝癌皮下移植

瘤发生铁死亡，抑制肿瘤生长，并且具有一定的生

物安全性。本研究考察了 SDNPs 的抗肿瘤作用和生

物安全性，后续还应深入探究 SDNPs 抗肿瘤作用的

其他相关机制，以期为 SDNPs 作为抗肿瘤潜在药物

的药理学研究和临床应用提供参考。 
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