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新鱼腥草素钠通过 USP22 介导 SIRT1 去泛素化调控自噬抑制肝细胞癌进展 
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摘  要：目的  探究新鱼腥草素钠（sodium new houttuyfonate，SNH）通过泛素特异性肽酶 22（ubiquitin-specific peptidase 

22，USP22）介导的沉默调节蛋白 1（silent mating type information regulation 2 homolog 1，SIRT1）去泛素化调控自噬抑制肝

细胞癌进展的作用机制。方法  人肝癌 HepG2细胞给予 SNH或索拉非尼处理 24 h后，采用 CCK-8法检测细胞活力，流式

细胞术检测细胞凋亡，Transwell实验检测细胞侵袭能力。质粒转染诱导 USP22过表达，免疫共沉淀（co-immunoprecipitation，

Co-IP）验证 USP22 和 SIRT1 之间的相互作用，Western blotting 检测 USP22、SIRT1 蛋白表达和 SIRT1 泛素化水平。使用

SIRT1激活剂处理后，通过mRFP-GFP-LC3双荧光标记、三磷酸腺苷（adenosine triphosphate，ATP）水平测定、乳酸生成测定

以及USP22、SIRT1、微管相关蛋白轻链 3（microtubule-associated protein light chain 3，LC3）-Ⅱ/Ⅰ、p62的蛋白表达分析评估自

噬活性。在体内实验中，40只 BALB/c-nu裸鼠异位移植 HepG2细胞，给予 SNH或索拉非尼干预 12 d，每 3天监测肿瘤体

积和质量。对肿瘤组织进行苏木素-伊红（hematoxylin-eosin，HE）染色、TUNEL染色，采用免疫组化法检测核增殖抗原 Ki67、

USP22 和 SIRT1 的蛋白表达。结果  SNH 呈剂量相关性地抑制 HepG2 细胞活力和侵袭（P＜0.01、0.001），诱导细胞凋亡

（P＜0.001），其中高剂量 SNH 的作用与索拉非尼相当。Co-IP 证实了 USP22-SIRT1 蛋白相互作用，高剂量 SNH 显著降低

USP22-SIRT1蛋白相互作用（P＜0.01）。高剂量 SNH显著下调 USP22和 SIRT1蛋白表达（P＜0.01、0.001），增加 SIRT1的

泛素化（P＜0.001），以上作用被 USP22过表达逆转（P＜0.05、0.001）。SNH抑制 HepG2 细胞自噬，表现为 GFP/mRFP荧

光信号增强（P＜0.01），ATP水平降低（P＜0.001），乳酸水平升高（P＜0.001），p62表达增加以及 USP22、SIRT1、LC3-II/I

蛋白表达水平降低（P＜0.05、0.001）。SIRT1激活部分抵消了 SNH的自噬抑制作用（P＜0.05、0.01、0.001）。在体内，

高剂量 SNH显著降低肿瘤体积、质量和恶性程度（P＜0.001），诱导肿瘤细胞凋亡以及 Ki67、USP22和 SIRT1表达降低

（P＜0.001）。结论  SNH调控 USP22表达介导 SIRT1去泛素化来抑制自噬，从而抑制肝细胞癌的进展，为肝细胞癌的治

疗提供了潜在策略。 
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Sodium new houttuyfonate inhibits hepatocellular carcinoma progression 

through USP22-mediated SIRT1 deubiquitination regulating autophagy 
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Abstract: Objective  To investigate the mechanism by which sodium new houttuyfonate (SNH) inhibits hepatocellular carcinoma 

(HCC) progression through autophagy regulation via ubiquitin-specific peptidase 22 (USP22)-mediated silent mating type information 

regulation 2 homolog 1 (SIRT1) deubiquitination. Methods  Human liver cancer HepG2 cells were treated with SNH or sorafenib for 

24 h, cell viability was detected by CCK-8 assay, cell apoptosis was detected by flow cytometry, and cell invasion ability was detected 

by Transwell assay. After plasmid transfection induced overexpression of USP22, the USP22-SIRT1 interaction was verified by co-

immunoprecipitation (Co-IP). USP22 and SIRT1 protein expressions, as well as SIRT1 ubiquitination were detected by Western 
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blotting. After treatment with SIRT1 activator, autophagy activity was evaluated through mRFP-GFP-LC3 dual fluorescence labeling, 

adenosine triphosphate (ATP) level measurement, lactate production assay, and analysis of USP22, SIRT1, microtubule-associated 

protein light chain 3 (LC3)-II/I and p62 protein expressions. For in vivo experiments, 40 BALB/c-nu nude mice were eutectopically 

transplanted with HepG2 cells and intervened with SNH or sorafenib for 12 d. Tumor volume and weight were monitored every 3 d. 

Hematoxylin-eosin (HE) staining and TUNEL staining were performed on tumor tissues, and immunohistochemistry was used to detect 

the protein expressions of nuclear proliferation antigens Ki67, USP22 and SIRT1. Results  SNH dose-dependently suppressed HepG2 

cell viability and invasion (P < 0.01, 0.001), induced cell apoptosis (P < 0.001). The effect of high-dose SNH was comparable to 

sorafenib. Co-IP confirmed USP22-SIRT1 protein interaction, which was significantly reduced by high-dose SNH (P < 0.01). High-

dose SNH significantly down-regulated USP22 and SIRT1 protein expressions (P < 0.01, 0.001), increased SIRT1 ubiquitination (P < 

0.001). These effects were reversed by USP22 overexpression (P < 0.05, 0.001). SNH inhibited autophagy in HepG2 cells, manifested 

by enhanced GFP/mRFP fluorescence signal (P < 0.01), decreased ATP level (P < 0.001), increased lactate level (P < 0.001), increased 

p62 expression and decreased expression levels of USP22, SIRT1 and LC3-II/I proteins (P < 0.05, 0.001). SIRT1 activation partially 

counteracted the autophagic inhibition of SNH (P < 0.05, 0.01, 0.001). In vivo, high-dose SNH significantly reduced tumor volume, 

weight and malignancy degree (P < 0.001), induced tumor cell apoptosis and decreased Ki67, USP22, and SIRT1 expressions (P < 

0.001). Conclusion  SNH inhibits HCC progression by suppressing autophagy through USP22-mediated regulation of SIRT1 

deubiquitination, providing a potential therapeutic strategy for HCC. 

Key words: sodium new houttuyfonate; hepatocellular carcinoma; autophagy; USP22; SIRT1 

肝细胞癌是原发性肝恶性肿瘤最常见的形式，

已被列为全球第 6大常见恶性肿瘤和第 3大癌症相

关死亡原因，每年造成约 90万例新发病例和 83万

例死亡[1]。尽管近年来在肝癌诊断和治疗方面取得

了一定进展，但由于其高度异质性、复杂发病机制

以及化疗耐药性等问题，晚期肝细胞癌患者的平均

5年生存率仍不足 20%[2-3]。目前临床应用的靶向药

物如索拉非尼和仑伐替尼虽然能延长患者生存期，

但普遍存在疗效有限、不良反应显著且易产生耐药

性等局限性[4]。因此，深入探索肝细胞癌发生发展

的分子机制，并开发新型高效低毒的抗肝细胞癌药

物具有重要的临床意义和科学价值。传统中药因其

多靶点、低毒性和整体调节的特点，在肿瘤治疗领

域展现出独特优势[5]。鱼腥草 Houttuynia cordata 

Thunb.作为我国传统药用植物，具有清热解毒、消

痈排脓等功效[6]，其活性成分新鱼腥草素钠（（sodium 

new houttuyfonate，SNH）已被证实具有广谱抗菌、

抗炎、免疫调节和抗肿瘤等多种药理活性[7]。前期

研究表明，SNH 可通过抑制磷酸肌醇 3-激酶

（（phosphoinositide 3-kinase，PI3K） /蛋白激酶 B

（（protein kinase B，Akt）信号通路、调节细胞周期和

诱导凋亡等途径发挥抗肿瘤作用[8]。然而，其在肝

细胞癌治疗中的作用机制，特别是与肿瘤细胞自噬

调控的关系仍不清楚。 

自噬是细胞内重要的代谢和稳态维持过程，过

度自噬可能促进肿瘤细胞在营养缺乏和化疗压力

下的存活[9]。泛素特异性肽酶 22（（ubiquitin-specific 

peptidase 22，USP22）作为去泛素化酶家族的重要

成员，能够通过去除蛋白质上的泛素化修饰，稳定

靶蛋白的表达，从而参与多种生物学过程的调控[10]。

已有研究发现，USP22在多种肿瘤中高表达，且与

肿瘤的恶性表型及不良预后密切相关[11]。USP22可

以调控沉默调节蛋白 1（ silent mating type 

information regulation 2 homolog 1，SIRT1）及其下

游通路[12]。SIRT1作为去乙酰化酶，不仅能调节能

量代谢和氧化应激反应，还是自噬过程的关键调控

因子[13]。USP22/SIRT1轴在多种癌症中已被证实与

肿瘤细胞的增殖、凋亡及多药耐药密切相关[14]，但

其在自噬调控中的具体分子机制仍有待阐明。本研

究旨在揭示 SNH靶向 USP22介导的 SIRT1去泛素

化通路来调控自噬过程，进而抑制肝细胞癌进展的

分子机制。 

1  材料 

1.1  动物 

 40只 SPF级 6周龄雄性 BALB/c-nu裸鼠购自

北京维通利华动物技术有限公司，实验动物生产许

可证号 SCXK（（京）2021-0006，实验动物使用许可

证号 SYXK（（鲁）2023-0003。所有裸鼠均饲养于 SPF

级动物房，温度（（22±2）℃，相对湿度（（50±5）%，

12 h/12 h光暗循环，自由进食饮水。动物实验经临

沂市人民医院医学伦理委员会批准（批准号

L20250121）。 
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1.2  细胞 

人肝癌 HepG2细胞（货号 SCSP-510）购自中

国科学院典型培养物保藏委员会细胞库。 

1.3  药品与试剂 

SNH（（质量分数≥98%，批号 B26386）购自上

海源叶生物科技有限公司；索拉非尼（批号 43-

9006）购自北京索莱宝科技有限公司；蛋白酶体抑

制 剂 MG132 （ 批 号 HY-13259 ） 购 自 美 国

MedChemExpress 公司；USP22 过表达质粒、阴性

对照质粒、自噬双标腺病毒 mRFP-GFP-LC3 质粒

（（批号 HB-LP210 0001）购自上海汉恒生物科技有限

公司；SIRT1激活剂 SRT1720（（批号 SC0267）、BCA

蛋白浓度测定试剂盒（（批号 P0398S）、RIPA裂解液

（（批号 P0013B）、蛋白酶抑制剂（批号 P1005）、一

抗二抗去除液（批号 P0025）、极超敏 ECL 化学发

光试剂盒（批号 P0018FS）、TUNEL细胞凋亡检测

试剂盒（（批号 C1176M）、苏木素-伊红（（hematoxylin-

eosin，HE）染色试剂盒（批号 C0105S）购自上海

碧云天生物科技有限公司；磷酸盐缓冲盐水

（（phosphate buffered saline，PBS，批号 10010）、胎

牛血清（（fetal bovine serum，FBS，批号 A5256501）、

DMEM培养基（（批号 11965092）、青霉素/链霉素溶

液（（批号 15140122）、0.25%胰蛋白酶消化液（（批号

25200056）、Lipofectamine 3000（批号 L3000001）、

PierceTM蛋白A/G磁珠（（批号 88802）购自美国Gibco 

Life Sciences公司；CCK-8细胞活力检测试剂盒（（批

号 CK04）购自日本 DOJINDO化学科技有限公司；

流感病毒血凝素标签泛素（hemagglutinin-tagged 

ubiquitin，HA-Ub）质粒（（批号 BNCC356352）购自

河南北纳创联生物科技有限公司；Annexin V-

FITC/PI凋亡检测试剂盒（批号 560931）购自美国

BD公司；三磷酸腺苷（（adenosine triphosphate，ATP）

含量检测试剂盒（批号 ZC-S0474）、乳酸含量检测

试剂盒（（批号 ZC-S0488）购自上海茁彩生物科技有

限公司；USP22 抗体（批号 ab195289）、SIRT1 抗

体（批号 ab189494）、微管相关蛋白轻链 3

（（microtubule-associated protein light chain 3，LC3）

抗体（（批号 ab62721）、p62抗体（（批号 ab207305）、

核增殖抗原 Ki67抗体（批号 ab15580）、甘油醛-3-

磷 酸 脱 氢 酶 （ glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase，GAPDH）抗体（（批号 ab8245）、HA

抗体（批号 ab9110）、HRP标记的山羊抗兔 IgG二

抗（批号 ab150077）购自英国 Abcam 公司；

PrimeScriptTM RT-PCR 试剂盒（批号 RR014A）、

PrimeScriptTM RT reagent Kit with gDNA Eraser试剂

盒（（批号 RR047Q）购自日本 TakaraBio生物技术有

限公司；异丙醇（批号 80109218）、无水乙醇（批

号 10009218）、甲醇（批号 10014118）、4%多聚甲

醛（批号 LJ199431L）购自上海国药集团化学试剂

有限公司。 

1.4  仪器 

DW-86L288型−80 ℃超低温冰箱（（青岛海尔股

份有限公司）；51032874 型二氧化碳细胞恒温培养

箱、A28140型 QuantStudioTM 5实时荧光定量 PCR

仪（（美国 Thermo公司）；SW-CJ-2F.D型超净工作台

（（上海新苗医疗器械制造有限公司）；Epoch 酶标仪

（（美国 BioTek公司）；JY92-2D型超声波细胞破碎仪

（（宁波新芝生物科技股份有限公司）；CytoFLEX 型

流式细胞仪（（美国 Beckman Coulter公司）；ECLIPSE 

TI-SR型倒置荧光显微镜（（日本 Nikon公司）；HC-

3018型台式离心机（（安徽中科中佳科学仪器有限公

司）；AUY120 型分析天平（日本 SHIMADZU 公

司）；1658033型Mini-PROTEAN Tetra蛋白电泳系

统（（美国 Bio-Rad公司）；UC6型超薄切片机（（德国

Leica 公司）；HT7800 型透射电子显微镜（日本

Hitachi公司）。 

2  方法 

2.1  细胞培养与分组处理 

HepG2细胞用含 10% FBS、100 U/mL青霉素、

100 μg/mL链霉素的 DMEM培养基，于 37 ℃、5% 

CO2培养箱中培养。使用 4～7代的 HepG2细胞，

当细胞密度达到 70%～80%时，在 37 ℃下用 0.25%

胰蛋白酶消化液处理 1 min，细胞悬液用含 10% FBS

的 DMEM培养基稀释至 2×105个/mL，接种于 12

孔板，在 37 ℃、5% CO2培养箱内培养 24 h。 

设置对照组及 SNH 低、高剂量（50、100 

μmol/L）[8]组和索拉非尼（10 μmol/L）[15-16]组，各

给药组加入相应药物处理细胞 24 h，对照组加入不

含药物的培养基。设置对照组、SNH（（100 μmol/L）

组、USP22过表达组和 USP22过表达＋SNH（100 

μmol/L）组，转染 USP22质粒后加入药物处理细胞

24 h，对照组加入不含药物的培养基。设置对照组、

SNH（100 μmol/L）组、SIRT1激活组和 SIRT1激

活＋SNH（（100 μmol/L）组，先加入 1 μmol/L SIRT1

激活剂 SRT1720预处理细胞 1 h，再加入药物处理

细胞 24 h，对照组加入不含药物的培养基。 
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2.2  过表达质粒转染 

将细胞以 3×105个/mL（1 mL/孔）接种于 12

孔板中孵育 24 h，待细胞密度达到 80%时，用 PBS

和无血清 DMEM分别洗涤，每孔加入 0.4 mL无血

清 DMEM 培养基。根据试剂盒说明书，使用

Lipofectamine 3000转染试剂进行瞬时转染。 

2.3  细胞活力检测 

HepG2细胞以 5×103个/孔接种于 96孔板，加

入 SNH（（50、100 μmol/L）或索拉非尼（（10 μmol/L）

处理 24 h后，每孔加入 10 μL CCK-8溶液，于 37 ℃、

5% CO2培养箱中继续孵育 2 h。采用酶标仪测定 450 

nm处的吸光度（A）值，计算细胞活力。 

2.4  细胞凋亡检测 

细胞按（“2.1”项下方法进行处理后，胰酶消化，

用预冷的 PBS 洗涤 2 次，加入 100 μL Annexin V-

FITC 结合缓冲液重悬细胞，随后加入 Annexin V-

FITC和 PI染液各 5 μL，室温避光孵育 15 min，采

用流式细胞仪检测细胞凋亡情况，采用 FlowJo 软

件进行数据分析。 

2.5  细胞侵袭检测 

采用 8 μm 孔径 Transwell 小室评估细胞侵袭能

力，上室基底预先涂覆基质胶模拟细胞外基质。细胞

按“2.1”项下方法进行处理后，以无血清培养基调整

胰酶消化后的细胞密度至 1×105个/mL，取 200 μL细

胞悬液加入上室，下室加入 600 μL含 10% FBS的完

全培养基作为趋化因子。37 ℃培养 24 h后，棉签擦

去上室未侵袭细胞，4%多聚甲醛固定穿透细胞 10 

min，0.1%结晶紫染色 20 min。于倒置显微镜下随机

选取 5个视野计数穿透细胞，取平均值评价侵袭能力。 

2.6  Western blotting 检测相关蛋白表达 

细胞按（“2.1”项下方法进行处理后，收集细胞，

加入含蛋白酶抑制剂的 RIPA 裂解液提取总蛋白，

BCA法测定蛋白浓度。取 30 μg蛋白样品与 5×上

样缓冲液混合，95 ℃加热 5 min使蛋白变性。蛋白

样品经 10%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，

转至 PVDF膜，于 5%脱脂牛奶中室温封闭 1 h，分

别加入 USP22、SIRT1、LC3和 p62一抗，4 ℃孵

育过夜。TBST 洗涤 3 次后，加入 HRP 标记的二

抗，室温孵育 1 h，加入 ECL化学发光试剂显影，

采用 Image Lab软件分析条带灰度值。 

2.7  免疫共沉淀（co-immunoprecipitation，Co-IP）

实验 

细胞按（“2.1”项下方法进行处理后，收集细胞，

加入含蛋白酶抑制剂的 RIPA 裂解液提取总蛋白，

BCA 法测定蛋白浓度。取 500 μg 总蛋白与 2 μg 

USP22抗体于 4 ℃孵育过夜，加入 Protein A/G磁

珠继续孵育 4 h。磁珠经裂解缓冲液洗涤后，加入

2×上样缓冲液煮沸 10 min以解离复合物。后续通

过Western blotting检测 SIRT1蛋白表达水平，验证

USP22与 SIRT1的相互作用。设置 IgG同型抗体作

为阴性对照，排除非特异性结合干扰。 

2.8  泛素化水平检测 

细胞按（“2.1”项下方法进行处理，转染 HA-Ub

质粒 24 h 后，使用蛋白酶体抑制剂 MG132 处理

6 h以阻断泛素化蛋白降解。细胞裂解后采用 SIRT1

特异性抗体进行免疫沉淀，所得复合物通过 SDS-

PAGE电泳分离并转膜。使用 HA抗体进行Western 

blotting 检测，分析 SIRT1 条带对应的泛素化修饰

水平。 

2.9  细胞自噬检测 

将细胞接种于共聚焦专用培养皿，转染自噬双

标腺病毒 mRFP-GFP-LC3 质粒 48 h使荧光蛋白稳

定表达。细胞按（“2.1”项下方法进行处理，于激光

共聚焦显微镜下观察，中性 pH环境下 LC3与双荧

光标签结合形成黄色斑点代表自噬体，当自噬体与

溶酶体融合形成自噬溶酶体时，绿色荧光 GFP 淬

灭，仅保留红色荧光 mRFP信号。GFP/mRFP值升

高反映细胞自噬受阻。 

2.10  ATP 水平测定 

细胞按（“2.1”项下方法进行处理后，收集细胞，

按照试剂盒说明书测定 ATP水平。 

2.11  乳酸水平测定 

细胞按（“2.1”项下方法进行处理后，收集细胞

上清液，按照试剂盒说明书测定乳酸水平。 

2.12  动物分组与给药 

取 40只 SPF级 6周龄雄性 BALB/c-nu裸鼠，

sc HepG2细胞（1.0×107个/只），待肿瘤体积达到

100 mm3 时，随机分为对照组及 SNH 低、高剂量

（（37.5、75.0 mg/kg）[17]组和索拉非尼（（30 mg/kg）[18]

组，每组 10只。各给药组 ig相应药物，对照组 ig

等体积的生理盐水，1次/d，连续给药 12 d。每 3天

用游标卡尺测量 1次肿瘤大小，末次给药 24 h后，

全身麻醉下处死小鼠，测量肿瘤体积和质量，一部

分肿瘤组织固定于 4%多聚甲醛中，另一部分置于

液氮中速冻，在−80 ℃冰箱中保存。 

肿瘤体积＝长×宽 2×0.5 
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2.13  HE 染色观察肿瘤组织病理变化 

新鲜肿瘤组织经 4%多聚甲醛固定 24 h后，梯度

乙醇脱水处理。脱水后的组织经二甲苯透明后浸蜡包

埋，使用切片机连续切片，厚度设置为 5 μm。切片

经脱蜡水化后，依次浸入苏木素染液染色 5 min，盐

酸乙醇分化 30 s，流水返蓝 1 h，伊红染液复染 2 min。

染色完成后经梯度乙醇脱水，二甲苯透明，中性树胶

封片，于光学显微镜下观察肿瘤组织的病理变化。 

2.14  TUNEL 染色检测肿瘤组织细胞凋亡 

肿瘤组织石蜡切片经二甲苯脱蜡后，梯度乙醇

水化，蛋白酶 K工作液 37 ℃消化 15 min。PBS洗

涤后加入 TUNEL反应混合液，37 ℃避光孵育 1 h。

反应终止后滴加转换工作液，室温孵育 30 min。在

凋亡细胞断裂的 DNA 3’-羟基末端催化掺入荧光

素-12-脱氧三磷酸尿苷，通过检测其标记的 DNA片

段来判断细胞凋亡。显色液处理 3 min，苏木素复染

细胞核 1 min，封片后在荧光显微镜下观察。红色荧

光强度升高代表细胞凋亡增加。 

2.15  免疫组化检测肿瘤组织 Ki67、USP22 和

SIRT1 表达 

肿瘤组织石蜡切片经柠檬酸盐缓冲液修复抗

原后，加入 3%过氧化氢甲醇溶液于室温封闭 15 

min。分别加入 Ki67、USP22和 SIRT1一抗，4 ℃

孵育过夜。次日，滴加 HRP标记的二抗，37 ℃孵

育 30 min。DAB显色液显色后，苏木素复染，中性

树胶封片，于显微镜下观察阳性信号分布。 

2.16  统计学分析 

计量资料以 x s 表示，采用 SPSS 26.0软件进

行统计分析，Image J软件进行定量分析。多组间比

较采用单因素方差分析（（ANOVA），两组间比较采

用最小显著性差异法（ least significant difference 

test，LSD-t）检验。 

3  结果 

3.1  SNH 对 HepG2 细胞增殖和侵袭的抑制作用 

如图 1 所示，与对照组比较，SNH 显著抑制

HepG2细胞活力（（P＜0.01、0.001），促进 HepG2细 

 

A-CCK-8检测细胞活力；B、C-流式细胞术检测细胞凋亡；D、E-Transwell检测细胞侵袭（×100）；*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001，图

2、3同。 

A-cell viability detected by CCK-8; B, C-cell apoptosis detected by flow cytometry; D, E-cell invasion detected by Transwell (× 100); *P < 0.05  **P < 

0.01  ***P < 0.001, same as Figs. 2, 3. 

图 1  SNH 对 HepG2 细胞增殖和侵袭的抑制作用 ( x s , n = 3) 

Fig. 1  SNH inhibits proliferation and invasion of HepG2 cells ( x s , n = 3)
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胞凋亡（（P＜0.001），并抑制其侵袭能力（（P＜0.001），

呈剂量相关性，其中 SNH 高剂量组效果与阳性对

照组相近。 

3.2  SNH 抑制 USP22 介导的 SIRT1 去泛素化 

Western blotting结果（（图 2-A、B）表明成功过

表达 HepG2细胞中的 USP22。如图 2-C、D所示，

与对照组比较，SNH组 USP22和 SIRT1蛋白表达

水平显著降低（P＜0.01、0.001）。如图 2-E～H 所

示，SNH能够显著降低HepG2细胞USP22与 SIRT1

的蛋白-蛋白相互作用（（P＜0.01），同时 SIRT1泛素

化水平显著升高（P＜0.001）。而 USP22 过表达后

SNH的以上作用均被显著逆转（P＜0.05、0.001），

证实 USP22介导的 SIRT1去泛素化是 SNH发挥作

用的关键机制。 

 

A、B-Western blotting验证 USP22蛋白过表达；C、D-Western blotting检测 USP22、SIRT1蛋白表达水平；E、F-Co-IP检测 USP22和 SIRT1结

合；G、H-转染 HA-Ub质粒后，Western blotting检测 SIRT1泛素化水平。 

A, B-USP22 overexpression validated by Western blotting; C, D-USP22 and SIRT1 protein expression levels detected by Western blotting; E, F-Co-IP 

analysis of USP22-SIRT1 interaction; G, H-SIRT1 ubiquitination levels following HA-ubiquitin plasmid transfection detected by Western blotting. 

图 2  SNH 抑制 USP22 介导的 SIRT1 去泛素化 ( x s , n = 3) 

Fig. 2  SNH inhibits USP22 mediated deubiquitination of SIRT1 ( x s , n = 3) 

3.3  SNH 通过 USP22-SIRT1 轴调控自噬 

采用 mRFP-GFP-LC3 双荧光标记检测细胞自

噬流，GFP/mRFP值升高反映细胞自噬受阻。结果

显示，与对照组比较，SNH组 GFP/mRFP值显著升

高（（P＜0.01，图 3-A、B），表明细胞自噬活性显著

降低，伴随 ATP水平下降及培养上清液中乳酸水平

升高（（P＜0.001，图 3-C、D）。Co-IP检测结果表明，

SNH显著抑制 HepG2细胞 USP22与 SIRT1的蛋

白-蛋白相互作用（（图 3-E、F，P＜0.001）。Western 

blotting检测结果（图 3-G、H）显示，与对照组比

较，SNH 处理后 HepG2 细胞 USP22、SIRT1 蛋白

表达水平及 LC3-II/Ⅰ值显著降低（（P＜0.001），p62蛋

白表达水平显著升高（（P＜0.05），提示自噬受到抑

制。而激活 SIRT1 可部分阻断 SNH 的以上效应

（（P＜0.05、0.01、0.001）。 

3.4  SNH 在裸鼠异位荷瘤模型中的抗肿瘤效果 

如图 4-A～C所示，与对照组比较，SNH各剂

量组肿瘤体积和质量显著减小（P＜0.01、0.001），

呈剂量相关性，且高剂量 SNH 的干预效果和阳性

对照组无显著差异。HE染色结果（图 4-D）显示，

与对照组比较，SNH干预后裸鼠肿瘤恶性程度有一

定的减轻。TUNEL染色结果（（图 4-E、F）表明 SNH

干预促进肝癌细胞凋亡（（P＜0.05、0.001）。免疫组

化结果（（图 4-G～J）显示，与对照组比较，SNH处

理组 USP22、SIRT1 和 Ki67 表达显著降低（P＜

0.001），与细胞实验结果一致。 
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A、B-mRFP-GFP-LC3双荧光标记检测细胞自噬（×200）；C-细胞 ATP水平；D-细胞上清液中乳酸水平；E、F-Co-IP检测 USP22和 SIRT1结

合；G、H-Western blotting检测 USP22、SIRT1、p62、LC3-Ⅱ/Ⅰ蛋白表达水平。 

A, B-cell autophagy detected mRFP-GFP-LC3 dual fluorescence labeling (× 200); C-cellular ATP level; D-lactate level in cell supernatant; E, F-Co-IP 

analysis of USP22-SIRT1 interaction; G, H-USP22, SIRT1, p62 and LC3-III protein expression levels detected by Western blotting. 

图 3  SNH 通过 USP22-SIRT1 轴调控自噬 ( x s , n = 3) 

Fig. 3  SNH regulates autophagy through USP22-SIRT1 axis ( x s , n = 3) 
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A-代表性小鼠肿瘤图；B-肿瘤体积；C-肿瘤质量；D-HE染色观察肿瘤恶性程度（×200）；E、F-TUNEL染色观察细胞凋亡（×200）；G～J-免

疫组化检测 USP22、SIRT1和 Ki67蛋白表达（×200）；与对照组比较：*P＜0.05  ***P＜0.01  ***P＜0.001，与 SNH低剂量组比较：##P＜0.01  
###P＜0.001，与 SNH高剂量组比较：&P＜0.05  &&P＜0.01  &&&P＜0.001。 

A-representative image of mouse tumors; B-tumor volume; C-tumor weight; D-assessment of tumor malignancy by HE staining (× 200); E, F-TUNEL 

staining of cell apoptosis; G—J-immunohistochemistry detection of USP22, SIRT1 and Ki67 protein expressions (× 200); *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 

0.001 vs control group, ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs SNH low-dose group, &P < 0.05  &&P < 0.01  &&&P < 0.001 vs SNH high-dose group. 

图 4  SNH 在裸鼠异位荷瘤模型中的抗肿瘤效果 ( x s , n = 10) 

Fig. 4  Anti-tumor effect of SNH in a nude mouse ectopic tumor model ( x s , n = 10) 
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4  讨论 

肝细胞癌作为全球高发的恶性肿瘤，约占原发

性肝癌的 75%～85%，并且发病率持续增长，预计

未来 10 年全球肝细胞癌负担将进一步加重[19]。目

前，肝细胞癌的临床治疗面临手术切除后 5年复发

率高、靶向药物的客观缓解率不足以及免疫治疗应

答率低等重大挑战，促使研究者将目光转向传统中

药[20]。相关研究证实，中药复方及其有效成分能够

有效延缓肝细胞癌进展[21]。鱼腥草作为我国传统药

用植物，其活性成分 SNH不仅具有明确的抗炎和

免疫调节作用[7]，近年研究还发现其对乳腺癌[8]、宫

颈癌[22]等多种恶性肿瘤具有抑制作用，但其在肝细

胞癌中的作用机制，尤其是与表观遗传调控和自噬

的关系尚未阐明。本研究通过系统探讨 SNH 对肝

癌细胞增殖、侵袭及自噬调控的影响，揭示了其靶

向 USP22-SIRT1轴抑制肝细胞癌进展的分子机制。 

本研究结果显示，SNH以剂量相关性的方式显

著抑制细胞活力并促进凋亡，与叶晓荣等[23]发现

SNH抑制胰腺癌细胞增殖的研究结论一致。在细胞

侵袭能力方面，SNH 显著抑制了肝癌细胞的

Transwell穿透能力。贺丽欣[24]研究中 SNH抑制乳

腺癌细胞系MCF-7和 CMT-1211迁移和侵袭的发现

同样证实了这一点。这些结果共同表明，SNH 不仅

能够抑制肝癌细胞增殖，还能有效阻断其侵袭转移

过程。USP22 作为去泛素化酶家族成员，通过稳定

靶蛋白参与肿瘤发生发展，在多种肿瘤中高表达且

与不良预后相关[11]。而 SIRT1是自噬关键调控因子，

USP22/SIRT1 轴激活导致的保护性自噬已被证实能

促进骨肉瘤细胞的生物学功能[25]。Huang 等[26]的研

究指出，视网膜母细胞瘤中 USP22直接与 SIRT1相

互作用，积极调控 SIRT1蛋白表达，促进肿瘤生长，

沉默 USP22 或 SIRT1 的表达可以抑制肿瘤细胞的

增殖、迁移和侵袭。本研究通过Western blotting和

CO-IP实验证实，USP22和 SIRT1蛋白在肝癌细胞

中存在相互作用，和前人的研究一致。本研究还发

现，SNH 处理能够显著抑制 USP22和 SIRT1蛋白

表达和相互作用，同时升高 SIRT1的泛素化水平。

Sun 等 [27]的研究也显示，USP22 脱泛素并稳定

SIRT1，靶向 USP22能够限制黑色素瘤转移，和本

研究 SNH处理的结果相符。 

本研究结果还表明，SNH处理导致肝癌细胞自

噬活性显著降低，伴随 ATP含量下降和乳酸积累，

这一现象与自噬抑制后线粒体代谢和糖酵解紊乱

的研究结果相吻合[28-29]。龚裕伟等[30]的研究也指

出，自噬抑制可导致活性氧积累，引发 DNA损伤，

破坏代谢稳态，阻断肿瘤细胞的存活机制。这可能

为本研究中 SNH 干预诱导细胞凋亡率升高的现象

提供合理解释，同时提示其可能通过代谢重编程增

强抗肿瘤效果。同时，LC3-Ⅱ/Ⅰ值降低和 p62表达升

高进一步佐证了自噬流受阻。LC3是细胞自噬过程

的核心标志物，在自噬进程中发生翻译后修饰，由

LC3-Ⅰ转化为 LC3-Ⅱ，其动态转化过程直接反映自噬

活性。p62 则是一种关键的泛素结合蛋白，通过调

控自噬维持细胞稳态[31]。研究表明，SIRT1可以调

节 LC3-Ⅱ/Ⅰ值及 p62 表达，影响肿瘤细胞的自噬与

线粒体功能[32]。SNH 已在非小细胞肺癌中被证明

具有调控上皮-间质转化进展，促进细胞焦亡的作

用[33]。而本研究中 SNH 诱导肝癌细胞凋亡升高，

同时降低细胞自噬。以上结果提示本研究肝癌细胞

中 USP22-SIRT1 轴驱动的自噬可能属于保护性自

噬，SNH 通过影响 USP22和 SIRT1表达，抑制细

胞自噬，同时促进如凋亡、焦亡等其他类型的细胞

死亡，可能是其抑制肝细胞癌进展的重要机制。

SNH 的抗肿瘤作用在 USP22过表达和 SIRT1 激活

剂处理后被部分逆转，进一步证实了 USP22-SIRT1

轴在 SNH 调控自噬，最终抑制肿瘤进展中的关键

作用，提示 USP22可能是 SNH作用的直接靶点。

本研究中 SNH 在裸鼠异位荷瘤模型中的抗肿瘤效

果同样验证了其体内活性。经 SNH 处理后的肿瘤

体积和质量显著减小，USP22、SIRT1 和细胞增殖

标志物 Ki67表达降低，细胞凋亡率升高，以上证据

均表明 SNH 在体内具有与体外实验相似的抗肿瘤

效应。本研究结果与 SNH 在动物模型中发挥抗肿

瘤作用的其他研究结果一致[8,24]。 

尽管本研究取得重要进展，但仍存在一定的局

限性，如未系统探讨 SNH对 USP22-SIRT1轴以外

信号通路的影响，可能遗漏潜在调控机制，未深入

探讨 SNH 抑制自噬是否在肝细胞癌不同时期进展

中具有双重调控作用，同时体内实验仅采用皮下移

植瘤模型，尚需使用原位荷瘤模型进一步验证。未

来的研究可进一步构建原位荷瘤模型，在不同时间

点检测，并结合临床样本验证，以完善 SNH抗肝癌

的理论体系。综上，本研究揭示了 SNH通过 USP22

介导的 SIRT1去泛素化调控自噬，最终抑制肝癌细

胞增殖、侵袭并促进凋亡的机制，在体内外均表现

出显著抗肝细胞癌效果，为肝细胞癌治疗提供了新
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的理论依据和药物靶点。 
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