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摘  要：目的  基于细胞药动学探究斑蝥素与黄芩苷配伍在亚细胞水平的分布规律，阐明其抗肝癌的增效机制。方法  以人

肝癌 HepG2 细胞为模型，采用超高效液相色谱-串联质谱（ultra-high performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry，UPLC-MS/MS）定量分析单药（斑蝥素 6 μg/mL、黄芩苷 30 μg/mL）及配伍组（斑蝥素 6 μg/mL＋黄芩苷 30 

μg/mL）给药后 12 h 内，整体细胞及细胞核、线粒体、内质网和溶酶体各细胞器中药物浓度的动态变化，并应用 Phoenix 

WinNonlin 软件非房室模型计算药动学参数。结果  在整体细胞水平，配伍使斑蝥素的胞内药时曲线下面积（area under the 

curve，AUC0～t）增加 48.9%，清除率降低（P＜0.05），但未显著影响黄芩苷的药动学行为。在亚细胞层面，配伍使斑蝥素与

黄芩苷在细胞核、溶酶体、线粒体、内质网内的 AUC0～t 分别增加了 93.5%、46.4%、38.3%、52.3%和 68.4%、40.0%、41.0%、

46.7%（P＜0.05、0.01）。此外，配伍后 2 种药物在线粒体内达峰时间（tmax）提前，且斑蝥素在内质网中的平均驻留时间（mean 

residence time，MRT0～t）显著延长（P＜0.01），表明两者配伍实现了时空协同的药物递送。结论  斑蝥素/黄芩苷配伍可通过

协同优化药物在细胞核、线粒体、内质网及溶酶体等关键亚细胞结构的分布，进而可能通过诱导 DNA 损伤、加速线粒体介

导细胞凋亡及促进内质网应激等途径，增强抗肝癌效果，为基于细胞器靶向的中药配伍设计提供了理论依据。 
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Abstract: Objective  To investigate the subcellular distribution patterns of the combination of cantharidin (CTD) and baicalin (BA) 

based on cell pharmacokinetics and elucidate the synergistic mechanism against hepatocellular carcinoma. Methods  Using human 

hepatoma HepG2 cells as the model, the dynamic concentrations of the drugs in whole cells and organelles (nucleus, mitochondria, 

endoplasmic reticulum, and lysosomes) over 12 h after administration of single drugs (CTD 6 μg/mL, BA 30 μg/mL) and their 

combination (CTD 6 μg/mL + BA 30 μg/mL) were quantitatively analyzed by ultra-high performance liquid chromatography-tandem 
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mass spectrometry (UPLC-MS/MS). Pharmacokinetic parameters were calculated using a non-compartmental model with Phoenix 

WinNonlin software. Results  At the whole-cell level, the combination increased the intracellular area under the curve (AUC0—t) of 

CTD by 48.9% and decreased its clearance (P < 0.05), but did not significantly affect the pharmacokinetics of BA. At the subcellular 

level, the combination significantly increased the AUC0—t of CTD and BA in nucleus, lysosome, mitochondria and endoplasmic 

reticulum by 93.5%, 46.4%, 38.3%, 52.3%, and 68.4%, 40.0%, 41.0%, and 46.7%, respectively (P < 0.05, 0.01). Furthermore, the time 

to reach peak concentration (tmax) for both drugs in mitochondria was earlier in the combination group, and the mean residence time 

(MRT0—t) of CTD in the endoplasmic reticulum was significantly prolonged (P < 0.01), indicating a spatiotemporally synergistic drug 

delivery optimization. Conclusions  The combination of CTD and BA could synergistically optimize the distribution of drugs in key 

subcellular structures such as nucleus, mitochondria, endoplasmic reticulum and lysosomes, and may enhance the anti-hepatocellular 

carcinoma effect by inducing DNA damage, accelerating mitochondria-mediated apoptosis and promoting endoplasmic reticulum 

stress, which provides a theoretical basis for the design of traditional Chinese medicine combinations based on organelle targeting. 

Key words: cantharidin; baicalin; traditional Chinese medicine combination; anti-hepatocellular carcinoma; cellular pharmacokinetics; 

subcellular distribution 

肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）

作为一种全球发病率与致死率均高的恶性肿瘤，

其临床治疗长期面临化疗耐药性强和系统毒性难

以耐受等关键瓶颈[1]。在此背景下，具备多靶点协

同作用和低耐药性潜力的传统中药活性成分逐渐

成为肿瘤治疗研究的前沿方向[2-3]。斑蝥素是斑蝥

属中药的代表性活性成分，研究已证实斑蝥素能

通过诱导细胞周期阻滞和线粒体依赖性凋亡来抑

制 HCC 进展，但其严重的肾毒性和狭窄的治疗窗

口极大地限制了其临床转化[4]。黄芩苷作为黄芩的

主要药效物质，不仅具有抗炎、抗氧化活性，还可

通过调控肿瘤微环境增强化疗敏感性[5-6]。在中医

理论中，斑蝥性猛有毒，功擅破血逐瘀、攻毒蚀疮；

而黄芩性寒，长于清热燥湿、泻火解毒；二者配伍，

正合相使为用之法，以黄芩之寒性制约斑蝥之峻

烈毒性，并协同增强其清热攻癌之效。这一配伍思

想的现代应用可见于临床实践，如斑蝥酸钠维生

素 B6注射液常与以黄芩为君药的痰热清注射液联

用，对治疗肺癌、肝癌等引起的癌性发热有良好疗

效，为斑蝥素与黄芩苷的现代配伍研究提供了重

要参考[7]。课题组前期通过体内外研究初步证实，

黄芩苷与斑蝥素配伍不仅能显著降低斑蝥素单药

毒性，还能改变其体内药动学行为，从而协同增强

抗肿瘤效应[8-9]。 

为了更深层次揭示斑蝥素与黄芩苷配伍的增

效减毒机制，有必要在细胞乃至亚细胞水平上探究

药物的作用规律。细胞药动学是将细胞看作一个微

观有机体，定量研究药物在细胞内吸收、转运、分

布、代谢和外排的动力学过程，并通过建立数学模

型阐明药物在细胞内的处置规律，预测、评价药物

在细胞水平药效的一门学科[10]。研究表明，药物在细

胞内的时空分布特征及其与特定细胞器的相互作用

模式，是决定药效强度与毒性谱的关键因素[11]。值得

关注的是，斑蝥素与黄芩苷能分别通过抑制线粒体

膜电位和激活内质网应激，从而触发凋亡级联反应

与增强肿瘤细胞对凋亡信号的敏感性[12-13]。此外，

溶酶体作为药物胞内蓄积的重要场所，其膜稳定性

可能通过调控药物释放动力学影响药效持续时间；

细胞核内药物浓度的动态变化则直接关联 DNA 损

伤修复通路的激活效率[14]。 

尽管现有研究已初步证实斑蝥素/黄芩苷配伍

对肿瘤细胞整体增殖与凋亡的调控作用，但两者抗

肿瘤增效机制是否与通过优化药物在亚细胞结构

“（如溶酶体、细胞核、线粒体及内质网）中的动态分

布有关，目前尚不明确。本研究以人肝癌 HepG2 细

胞为模型，采用超高效液相色谱-串联质谱（ultra-

high performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry，UPLC-MS/MS）定量分析方法，系统

解析斑蝥素与黄芩苷单用及联用后，在细胞整体及

细胞核、溶酶体、线粒体和内质网中的含量动态变

化，以期从亚细胞药动学视角揭示斑蝥素/黄芩苷配

伍的增效机制，为基于细胞器靶向递送的中药联合

用药方案设计提供创新性理论依据。 

1  材料 

1.1  细胞 

HepG2 细胞购自武汉普诺赛生命科技有限

公司。 

1.2  药品与试剂 

斑蝥素原料药（批号 TZ180408，质量分数

99.4%）购自西安通泽生物科技有限公司；黄芩苷原
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料药（批号 B20570，质量分数≥98.0%）、卡马西平

对照品（批号 J25GB152056，质量分数≥98.0%）均

购自上海源叶生物科技有限公司；斑蝥素对照品

（批号 110783-202206，质量分数 96.4%）、黄芩苷对

照品（批号 110715-202122，质量分数 94.2%）均购

自中国食品药品检定研究院；质谱级甲酸、甲醇、

乙腈，均购自德国默克医药生物科技公司；色谱用

超纯水由 Pureload Classic UVF 超纯水仪制备；其

余试剂为分析纯，均购自国药集团化学试剂有限公

司；特级胎牛血清（fetal bovine serum，FBS，批号

SA230818）、DMEM 培养基（批号 WHB825N071）、

PBS 缓冲液（批号 WHB824N031）均购自武汉普诺

赛生命科技有限公司；0.25 %胰蛋白酶-EDTA 消化

液（批号 01100017）、无血清细胞冻存液（批号

01100194）均购自北京兰杰柯科技有限公司；青霉

素-链霉素混合液“（批号 P1400）购自北京索莱宝科

技有限公司；BCA 蛋白浓度测定试剂盒（批号

P0012）、细胞线粒体分离试剂盒“（批号 C3601）均

购自碧云天生物技术有限公司；细胞核分离试剂盒

“（批号 52009-10）购自上海伯豪生物技术有限公司；

内质网分离试剂盒“（批号 ER0100）购自美国 Sigma-

Aldrich 公司；溶酶体分离试剂盒“（批号 LY-034）购

自英文特生物技术“（北京）有限公司；二甲基亚砜

“（dimethyl sulfoxide，DMSO，批号 P24000013804）

购自赛国生物科技有限公司；其余耗材均购自美国

Corning 公司。 

1.3  仪器 

Pureload Classic UVF 型超纯水仪制备（法国威

立雅公司）；W-CJ-2FD 型超净工作台（苏州净化设

备有限公司）；Galaxy170R 型二氧化碳培养箱（德

国 Eppendorf 公司）；DW-86L388J 型超低温冰箱（海

尔集团）；SCIENTZ-Ⅱ D 型超声波细胞粉碎机、

SCIENTA-10N 型真空冷冻干燥机（宁波新芝生物科

技股份有限公司）；Z32HK 型高速冷冻离心机（德

国贺默仪器科技有限公司）；LC-DCY-24GP 型 48 孔

干式氮吹仪（力辰科技有限公司）；SynergyH1 型多

功能酶标仪（美国 Biotek 公司）；Allegra X-22R 型

多功能台式冷冻离心机（美国 Beckman Coulter 公

司）；MIKRO20 型台式微量离心机（德国 Hettich 公

司）；SR205DU/A 型十万分之一分析天平（梅特勒- 

托利多仪器上海有限公司）；Agilent 1290 Infinity 型

超高效液相色谱、Agilent 6470A 型三重四级杆串联

质谱仪（美国安捷伦科技公司）。 

2  方法 

2.1  溶液制备 

2.1.1  斑蝥素溶液的制备  精密称取斑蝥素 3.0 mg

溶于 0.5 mL DMSO 中，超声使其完全溶解，得质量

浓度为 6 mg/mL 的斑蝥素母液，置于−20 ℃保存，

备用。 

2.1.2  黄芩苷溶液的制备  精密称取黄芩苷 15.0 

mg 溶于 0.5 mL DMSO 中，超声使其完全溶解，得

质量浓度为 30 mg/mL 的黄芩苷母液，置于−20 ℃

保存，备用。 

2.1.3  混合溶液的制备  精密量取斑蝥素母液、黄

芩苷母液各 10 μL，共同溶于 80 μL DMSO 中，涡

旋振荡 3 min 使其充分混匀，得斑蝥素质量浓度为

600 μg/mL、黄芩苷质量浓度为 3 mg/mL 的混合溶

液，使用时以完全培养基稀释得斑蝥素质量浓度为

6 μg/mL、黄芩苷质量浓度为 30 μg/mL 的混合给药

溶液，现配现用。 

2.2  细胞给药与样品处理 

2.2.1  细胞给药与收集  将对数期 HepG2 细胞接

种于 T25 细胞培养瓶中，待细胞生长至 90%时，吸

除培养基，给药前收集空白组细胞，其余组分别加

入用完全培养基配制的 6 μg/mL 斑蝥素、30 μg/mL

黄芩苷与含 6 μg/mL 斑蝥素和 30 μg/mL 黄芩苷的

混合溶液 4 mL，37 ℃孵育，分别于 0.5、1、2、4、

6、8、10、12 h 吸除药液，并用 PBS 缓冲液洗涤细

胞 3 次，将细胞刮出后超声裂解细胞，−80 ℃保存。

每个时间点设置 3 组重复。 

2.2.2  样品处理  取“2.2.1”项下细胞样品于冰浴

解冻，4 ℃、12 000 r/min 离心 30 min。按 BCA 蛋

白浓度测定试剂盒说明测定蛋白含量。取 400 μL 细

胞裂解液，加入内标卡马西平（0.22 μg/mL）10 μL，

混匀后加入 500 μL 甲醇，涡旋振荡 5 min，4 ℃、

12 000 r/min 离心 30 min，取上清液 N2吹干，残渣

加入 100 μL 0.1%甲酸-甲醇溶液复溶，涡旋振荡 5 

min，4 ℃、12 000 r/min 离心 30 min，吸取上清液

过 0.22 μm 滤膜，进行 UPLC-MS/MS 分析。 

2.2.3  细胞器提取与处理  取“2.2.1”项下细胞样

品于冰浴解冻，分别按照细胞核、溶酶体、线粒体

及内质网分离试剂盒操作说明，分离细胞核、溶酶

体、线粒体及内质网，−80 ℃保存。样品处理方法

同“2.2.2”项。 

2.3  UPLC-MS/MS 测定斑蝥素与黄芩苷含量 

2.3.1  色谱条件  ZORBAX Eclipse Plus C18色谱柱
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（50 mm×2.1 mm，1.8 μm）；流动相为 0.1%甲酸水

溶液（A）-乙腈（B），梯度洗脱：0～0.3 min，10% 

B；0.3～3 min，10%～20% B；3～4 min，20%～40% 

B；4～5.5 min，40%～98% B。柱温为 30 ℃；体积

流量为 0.4 mL/min；进样量为 2 μL。每次进样前预

平衡 5 min，进样 2 min 后进行数据采集。 

2.3.2  质谱条件  用电喷雾 AJS ESI 离子源，采用

动 态 多 反 应 监 测 （ dynamic multiple reaction 

monitoring，dMRM）模式进行正离子扫描，干燥气

温度为 325 ℃；干燥气体积流量为 6 L/min；喷嘴

电压为 40 psi（1 psi＝6.895 kPa）；鞘气温度为

350 ℃；鞘气体积流量为 11 L/min；毛细管电压为

3 500 V，喷嘴电压为 500 V。斑蝥素、黄芩苷和卡

马西平的质谱参数见表 1，其相应色谱图见图 1。经

方法学考察，细胞内源性物质不会干扰斑蝥素、黄

芩苷和卡马西平的测定，且线性关系、定量下限、

准确度、提取回收率等均符合生物样品药物浓度测

定方法学要求。 

2.4  数据处理与统计分析 

结果以 x s “表示，采用 Phoenix WinNonlin 

8.1.0 药动学软件和非房室模型计算得出药动学参

数。用 GraphPad Prism 9 软件进行统计分析与作图，

当数据正态分布并且方差齐时，两组间比较采用 t

检验，多组间比较应用单因素方差分析。 

表 1  各成分离子对及质谱参数 

Table 1  Ion pairs and main mass spectrum parameters of each components 

成分 t/min 相对分子质量 (m/z) 母离子 (m/z) 子离子“(m/z) 碎裂电压/V 碰撞能/V 

斑蝥素 2.939 196.20 197.10 123.1*, 151.0 149 13 

黄芩苷 4.440 446.37 447.10 271.1*, 123.0 122 24 

卡马西平 5.039 236.27 237.10 194.1*, 193.1 146 13 

*为定量离子。 

* is quantitative ion. 

 

1-斑蝥素；2-黄芩苷；3-卡马西平。 

1-cantharidin; 2-baicalin; 3-carbamazepine. 

图 1  各成分对照品 (A) 和细胞样品 (B) 色谱图 

Fig. 1  Representative MRM chromatograms of reference substances (A) and cell sample (B) 

3  结果 

3.1  配伍对斑蝥素、黄芩苷在 HepG2 细胞内药动

学的影响 

斑蝥素与黄芩苷在 HepG2 细胞中药时曲线变

化见图 2-A，药动学参数见表 2。结果显示，给药 30 

min 后，HepG2 细胞内均能检测到斑蝥素与黄芩苷，

表明 2 种药物均能较快地进入 HepG2 细胞内发挥

作用；且斑蝥素在 HepG2 细胞内的浓度变化呈典型

的单峰特征，于给药 1 h 后逐渐降低，而黄芩苷则

呈独特的双峰现象，分别在 2、8 h 出现浓度峰值，

该特征提示黄芩苷在细胞内的分布、代谢或转运过

程存在阶段性变化，可能与细胞内的再循环过程或

外排泵的周期性抑制有关，且与体内趋势一致[15]。

药动学参数对比显示，与斑蝥素单药组相比，配伍

组中斑蝥素在 HepG2 细胞内的达峰浓度“（Cmax）和

药时曲线下面积“（area under the curve，AUC0～t）均

显著升高“（P＜0.01），AUC0～t较单药组升高 48.9%，

平均驻留时间“（mean residence time，MRT0～t）有所

延长（P＜0.05），清除率（CL）降低 38.1%（P＜

0.05），表明配伍给药能够增加斑蝥素在 HepG2 细 
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A-细胞内；B-细胞核；C-溶酶体；D-线粒体；E-内质网。 

A-intracellular; B-nuclei; C-lysosome; D-mitochondria; E-endoplasmic reticulum. 

图 2  斑蝥素与黄芩苷在 HepG2 细胞及不同细胞器内的药-时曲线图 ( x s , n = 3) 

Fig. 2  Concentration-time curves of cantharidin and baicalin in HepG2 cells and different organelles ( x s , n = 3) 

表 2  斑蝥素与黄芩苷在 HepG2 细胞内的药动学参数 ( x s , n = 3) 

Table 2  Pharmacokinetic parameters of cantharidin and baicalin in HepG2 cells ( x s , n = 3) 

参数 单位 
斑蝥素 黄芩苷 

单药组 配伍组 单药组 配伍组 

t1/2 h 4.71±0.67 5.56±0.55 9.50±6.70 12.39±2.90 

Cmax ng·mg−1 1 471.30±138.93 1 964.62±99.79** 118 922.07±20 584.00 132 689.89±9 162.44 

AUC0～t h·ng·mg−1 8 516.65±868.80 12 680.49±794.50** 1 046 196.32±167 028.15 1 197 810.95±38 114.74 

MRT0～t h 4.56±0.15 4.91±0.06* 6.10±0.03 6.10±0.11 

CL mg·h−1 2.39±0.40 1.48±0.04* 0.07±0.03 0.04±0.01 

Vd mg 16.01±0.32 11.83±0.85** 0.74±0.09 0.76±0.05 

与单药组比较：*P＜0.05  **P＜0.01，下表同。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs single-drug group, same as below tables. 

胞内的暴露量，延长其驻留时间，并减慢其清除速

率，从而可能增强其药理作用，这种变化可能与黄

芩苷抑制了斑蝥素的外排或减慢其代谢速度有关。

然而配伍给药对黄芩苷的药动学参数（Cmax、AUC0～t

及 MRT0～t等）均无显著影响，提示黄芩苷从细胞

整体层面而言，其处置过程未因配伍而发生明显

改变。 

3.2  配伍对斑蝥素、黄芩苷 HepG2 细胞器内药动

学的影响 

3.2.1  细胞核的药动学研究  斑蝥素与黄芩苷在

HepG2 细胞核中药时曲线变化见图 2-B，药动学参

数见表 3。结果显示，给药 30 min 时，配伍组中斑

蝥素在 HepG2 细胞核内的浓度迅速升高，斑蝥素在

单药组与配伍组中均于 1 h 时达到浓度峰值；配伍

组的黄芩苷浓度达峰时间较单药组提前 2 h，且仍

保留双峰特征。从药动学参数可知，与单药组相比，

配伍组显著提高斑蝥素在细胞核内的 Cmax 和

AUC0～t（P＜0.01），并显著降低其 CL（P＜0.01），

表明配伍给药主要通过增加斑蝥素在细胞核内的

蓄积和降低其清除速度而增强其药理作用；此外，

配伍也显著提高黄芩苷的Cmax和AUC0～t（P＜0.01），

但对斑蝥素与黄芩苷的半衰期（t/2）、MRT0～t等其他参

数均无显著影响。斑蝥素与黄芩苷两者配伍后的细

胞核内代谢差异，在 HepG2 细胞核内的药动学差别

可能与药物理化性质差异及配伍对其核转运的影

响有关。 
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表 3  斑蝥素与黄芩苷在 HepG2 细胞核内的药动学参数 ( x s , n = 3) 

Table 3  Pharmacokinetic parameters of cantharidin and baicalin in nuclei of HepG2 cells ( x s , n = 3) 

参数 单位 
斑蝥素 黄芩苷 

单药组 配伍组 单药组 配伍组 

t1/2 h 3.76±1.40 6.10±1.73 9.68±8.95 15.75±19.78 

Cmax ng·mg−1 479.34±51.33 724.20±65.79** 26 476.72±2 988.40 44 723.66±4 349.10** 

AUC0～t h·ng·mg−1 2 628.67±68.21 5 094.20±662.94** 234 962.29±20 391.88 395 562.52±33 604.34** 

MRT0～t h 4.50±0.42 4.95±0.08 6.11±0.11 6.02±0.25 

CL mg·h−1 7.93±0.69 3.44±0.77** 0.31±0.15 0.18±0.11 

Vd mg 42.10±11.69 29.05±3.24 3.14±1.23 1.90±0.71 

3.2.2  溶酶体药动学研究   斑蝥素与黄芩苷在

HepG2 细胞溶酶体中药时曲线变化见图 2-C，药动

学参数见表 4。结果显示，配伍组斑蝥素在溶酶体

内的浓度达峰时间（6 h）较单药组（4 h）延迟 2 h，

给药 8 h 后两组斑蝥素浓度均呈下降趋势，且配伍

组浓度始终维持在较高水平，提示 8 h 后溶酶体内

的消除过程受配伍影响较小；而配伍组黄芩苷在溶

酶体内的达峰时间较单药组提前 2 h，且双峰效应

消失，表明配伍可能加速溶酶体对黄芩苷的转运效

应。从药动学参数可知，与单药组相比，配伍组显

著提高了斑蝥素和黄芩苷在溶酶体内的 Cmax 和

AUC0～t（P＜0.05、0.01），两药的 CL 也相应降低，

但无显著影响，这是导致两药溶酶体内蓄积量增加

的主要原因。配伍组斑蝥素的 Vd较单药组显著降低

（P＜0.05），提示配伍可能改变了斑蝥素在 HepG2

细胞溶酶体内的分布特性，而配伍对黄芩苷的 Vd 无

显著影响。配伍对斑蝥素与黄芩苷的 t1/2、MRT0～t等

其他参数的无显著影响，则表明两药的溶酶体内终

末消除相动力学未受配伍的显著影响。 

3.2.3  线粒体药动学研究   斑蝥素与黄芩苷在

HepG2 细胞线粒体中药时曲线变化见图 2-D，药动

学参数见表 5。结果显示，配伍组斑蝥素与黄芩苷

浓度在 HepG2 细胞线粒体内的达峰时间分别由单

药组的 2、4 h 提前至 1、2 h，表明两药配伍后能快

速地在 HepG2 细胞线粒体内达到浓度峰值，与斑蝥

素改变线粒体膜通透性，加速药物在线粒体内聚集

有关[16]；而配伍组黄芩苷在 8～10 h 时出现浓度平

台期，使其在 HepG2 细胞线粒体内的滞留时间延

长，为其持续发挥药理作用提供了有利条件，与课

题组前期关于两者配伍主要通过作用于线粒体介

导凋亡途径抗肝癌机制的研究结论相一致[8]。从药

动学参数可知，配伍组显著提高了斑蝥素与黄芩苷

的 Cmax和 AUC0～t（P＜0.05、0.01），两药的清除率

CL 均有所降低，其中对斑蝥素的 CL 影响更为显著

（P＜0.05），而配伍对斑蝥素与黄芩苷的 t1/2、MRT0～t等

其他参数无显著性影响。 

表 4  斑蝥素与黄芩苷在 HepG2 细胞溶酶体内的药动学参数 ( x s , n = 3) 

Table 4  Pharmacokinetic parameters of cantharidin and baicalin in lysosome of HepG2 cells ( x s , n = 3) 

参数 单位 
斑蝥素 黄芩苷 

单药组 配伍组 单药组 配伍组 

t1/2 h 5.65±1.63 4.37±2.18 5.97±3.06 7.80±4.34 

Cmax ng·mg−1 71.76±7.09 103.46±10.52* 8 234.27±546.25 12 111.06±1 594.12* 

AUC0～t h·ng·mg−1 542.10±70.87 793.83±55.67** 67 572.26±2537.97 91 196.96±4 570.57** 

MRT0～t h 5.00±0.22 5.12±0.25 5.90±0.12 5.86±0.09 

CL mg·h−1 35.35±7.84 25.07±5.20 1.23±0.28 0.85±0.27 

Vd mg 275.96±26.99 147.41±53.14* 9.76±3.69 8.48±2.87 

表 5  斑蝥素与黄芩苷在 HepG2 细胞线粒体内的药动学参数 ( x s , n = 3) 

Table 5  Pharmacokinetic parameters of cantharidin and baicalin in mitochondria of HepG2 cells ( x s , n = 3) 

参数 单位 
斑蝥素 黄芩苷 

单药组 配伍组 单药组 配伍组 

t1/2 h 2.77±0.59 6.49±2.27 6.52±2.42 8.85±4.91 

Cmax ng·mg−1 184.17±15.52 248.14±17.54** 6 235.22±325.30 8 188.93±515.22** 

AUC0～t h·ng·mg−1 1 062.83±155.34 1 470.14±83.24* 49 677.73±1 452.42 70 023.44±5 557.76** 

MRT0～t h 4.26±0.38 4.88±0.27 5.74±0.20 6.06±0.03 

CL mg·h−1 21.08±3.33 12.07±2.34* 1.68±0.42 1.02±0.30 

Vd mg 83.55±19.89 108.46±19.61 14.89±1.59 11.69±2.71 
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3.2.4  内质网药动学研究   斑蝥素与黄芩苷在

HepG2 细胞内质网中药时曲线变化见图 2-E，药动

学参数见表 6。结果显示，配伍组与单药组斑蝥素

浓度在 HepG2 细胞内质网中的达峰时间分别为 6、

4 h；而配伍组与单药组黄芩苷浓度在内质网中的达

峰时间分别为 2、4 h。从药动学参数可知，配伍组

斑蝥素与黄芩苷的 Cmax 和 AUC0～t 较单药组均显著

升高（P＜0.05、0.01），两药的 AUC0～t 分别增加

52.3%、46.7%，除配伍组斑蝥素的 MRT0～t 具显著

差异外（P＜0.01），配伍对斑蝥素与黄芩苷的 t1/2、

CL 等其他参数均无显著性影响，提示配伍给药能

延长斑蝥素在细胞内质网中的停留时间。 

表 6  斑蝥素与黄芩苷在 HepG2 细胞内质网中药动学参数 ( x s , n = 3) 

Table 6  Pharmacokinetic parameters of cantharidin and baicalin in endoplasmic reticulum of HepG2 cells ( x s , n = 3) 

参数 单位 
斑蝥素 黄芩苷 

单药组 配伍组 单药组 配伍组 

t1/2 h 4.40±2.15 3.84±0.97 6.70±3.14 8.33±7.10 

Cmax ng·mg−1 151.20±14.87 216.62±19.38** 6 740.87±362.90 9 174.00±300.81** 

AUC0～t h·ng·mg−1 927.08±108.79 1 411.77±119.45** 52 912.53±1 665.76 77 605.88±9 242.80* 

MRT0～t h 4.78±0.28 5.50±0.04** 5.84±0.29 5.99±0.33 

CL mg·h−1 21.96±4.94 14.04±2.00 1.53±0.38 0.97±0.38 

Vd mg 131.41±42.43 76.37±14.39 13.66±3.60 9.25±3.73 

4  讨论 

前期实验通过 CCK-8 法筛选出斑蝥素与黄芩

苷的安全给药质量浓度分别为 6、30 μg/mL，给药

时间为 12 h，在此条件下 HepG2 细胞存活率在 85%

以上，为后续的细胞药动学研究提供了可靠的实验

条件。本研究采用 UPLC-MS/MS 技术系统考察了

斑蝥素与黄芩苷在 HepG2 细胞不同亚细胞结构中

的动态分布规律及两者配伍对其药动学行为的相

互作用。 

单药组中，斑蝥素与黄芩苷在不同细胞器中的

分布差异，为揭示两者固有的作用靶点倾向性提供

了直接证据。斑蝥素在各细胞器的暴露水平（以

AUC0～t计）依次为细胞核＞线粒体＞内质网＞溶酶

体。其显著的核靶向性，一方面源于其较强的脂溶

性，使其易于穿透核膜的脂质双分子层，并在核内

亲脂性环境中滞留；另一方面，与其作为蛋白磷酸

酶 2A“（protein phosphatase 2A，PP2A）抑制剂，阻

碍 DNA 损伤修复并导致 DNA 双链断裂积累，最终

引发细胞周期阻滞的机制密切相关[17]。其次，斑蝥

素在线粒体中的高暴露水平，与其诱导线粒体膜电

位崩溃、开启线粒体通透性转换孔（mitochondrial 

permeability transition pore，mPTP）以启动凋亡的已

知作用直接关联[18]。与斑蝥素不同，黄芩苷在各细

胞器的暴露水平“（以 AUC0～t计）呈现如下分布：细

胞核＞溶酶体＞内质网＞线粒体。黄芩苷在细胞核

的高积累，可能源于其作为黄酮类化合物可直接嵌

入 DNA 双链，或通过抑制拓扑异构酶而引起 DNA

损伤；而黄芩苷在溶酶体中表现出仅次于细胞核的

高暴露量，可能由于黄芩苷作为弱酸性化合物，在

溶酶体的酸性环境（pH 4.5～5.5）中发生离子捕获

效应，从而促进了其蓄积，这是其发挥抗癌效应的

另一个关键靶点。此外，黄芩苷分子含多个羟基极

性基团，水溶性较强，难以快速穿透线粒体膜，导

致其在线粒体内蓄积最低。 

斑蝥素与黄芩苷配伍，显著改变了两者在

HepG2 细胞亚细胞结构中的药动学特征。在细胞核

中，配伍使斑蝥素与黄芩苷的核内 AUC0～t 分别显

著提高 93.8%和 68.4%，同时降低清除率，导致药

物核内高浓度蓄积。这一发现与文献报道相符，即

两药单用均可通过诱导周期阻滞、增强 DNA 损伤

及抑制修复等机制抑制肝癌细胞增殖[19-20]。配伍后

的药动学改变协同增强了诱导 HepG2 细胞核 DNA

双链断裂和扩大 DNA 损伤范围的能力，有效阻断

细胞增殖周期，与前期发现的斑蝥素/黄芩苷配伍诱

导 G2/M 期阻滞结论相符[8]。溶酶体是启动凋亡的

关键细胞器，其膜稳定性的破坏可触发凋亡级联反

应[21]。研究表明，黄芩苷可通过增加肝癌细胞内活

性氧水平干预溶酶体稳定性，增加膜通透性而发挥

抗肝癌效应[22]。本研究发现配伍给药后，HepG2 细

胞溶酶体内斑蝥素浓度的达峰时间虽被延缓，但蓄

积量却增加，这一动力学变化可能与黄芩苷调控溶

酶体稳定性，进而调节凋亡启动节奏的机制密切相

关。线粒体与内质网是调控细胞凋亡的核心靶点，

配伍后，斑蝥素与黄芩苷在线粒体和内质网的
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AUC0～t同步增加。值得注意的是，线粒体内两药的

达峰时间分别由单药时的 2、4 h 提前至 1、2 h，这

反映了斑蝥素破坏线粒体膜通透性与黄芩苷增强

线粒体凋亡敏感性的协同作用，这种协同效应可能

通过改变线粒体膜的物理特性或能量状态，加速了

药物向线粒体内的转运或富集，从而更早地启动凋

亡过程，提高抗肝癌的效率[13,23-24]。此外，斑蝥素

在内质网中 MRT0～t 延长，表明黄芩苷可能通过调

控内质网应激通路，延长斑蝥素的作用时间，从而

增强其抗肿瘤活性。 

本研究揭示的斑蝥素/黄芩苷配伍在亚细胞分

布上的协同优势，在与其他已报道的抗肝癌中药配

伍的比较中尤为突出。人参皂苷 Rg3 与五味子乙素

联用被证实在整体细胞水平显示出良好的 HepG2

细胞促凋亡效应；黄芪甲苷-姜黄素可通过调节血管

生成和血栓形成相关因子及微小核糖核酸

“（microRNA，miRNA）的表达而协同抑制 HepG2 裸

鼠肿瘤微血管形成和肿瘤生长；肉桂醛与姜黄素可

能通过调节磷脂酰肌醇 3-激酶“（phosphatidylinositol 

3-kinase，PI3K）/蛋白激酶 B“（protein kinase B，Akt）

信号通路而有效抑制人肝癌 SMMC-7721 细胞活

性，诱导其凋亡[25-27]。然而，这些研究大多侧重于

整体细胞水平的药效叠加或特定信号通路的交互

作用，对其在亚细胞器层面的动态分布规律与时空

协同递送行为则鲜有报道。本研究清晰地展示了斑

蝥素/黄芩苷配伍能同步、显著地提升在细胞核、线

粒体、内质网、溶酶体这 4 个关键细胞器中的药物

暴露量，并优化其达峰时间与滞留时间，实现了多

靶点、多环节的协同。 

综上，本研究通过细胞药动学方法揭示了斑蝥

素与黄芩苷配伍在 HepG2 细胞亚细胞水平（细胞

核、溶酶体、线粒体、内质网）的动态分布与药动

学特征变化，阐明了配伍如何通过影响药物在关键

细胞器的暴露量、清除速率、达峰时间及滞留时间，

协同增强诱导 DNA 损伤、破坏溶酶体稳定性、促

进线粒体/内质网凋亡通路激活等效应，最终实现抗

肝癌增效。不仅为深入理解斑蝥素/黄芩苷配伍协同

增效抗肝癌的作用本质提供了关键的药动学支撑，

也为基于亚细胞靶向的药物组合设计提供了新的

思路和实验依据。然而，本研究主要揭示了药动学

的宏观变化，介导药物跨细胞器膜转运的关键蛋白

“（如转运体、离子通道）是否在配伍后发生了表达或

功能的改变，以及这些改变如何与细胞药动学行为

相关联，将是未来研究的重点。 
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