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华蟾素的主要活性成分通过激活巨噬细胞
cGAS⁃STING信号通路抑制肝癌进展
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【摘要】 目的　通过体内外模型阐明华蟾素主要活性成分——蟾毒灵、华蟾毒精、蟾毒它灵、华蟾毒它灵和脂蟾蜍配

基的抗肝癌效应及其免疫调控机制。方法　①体外实验：使用人Huh7和小鼠Hepa1-6肝癌细胞株，采用细胞计数试

剂盒（CCK-8）法检测药物对细胞活力的影响，DNA损伤及γ-组蛋白H2A变体X（γ-H2AX）表达运用DNA定量试剂盒、

彗星实验、免疫荧光及Western blot进行检测。通过建立肿瘤细胞（Huh7、Hepa1-6）上清液-巨噬细胞（人 THP-1、小鼠

RAW264.7）共培养体系，采用Western blot、酶联免疫吸附分析（ELISA）试剂盒检测环磷酸鸟苷-腺苷合成酶（cGAS）-干

扰素基因刺激蛋白（STING）信号通路蛋白表达及下游细胞因子的水平。②体内实验：构建Hepa1-6原位肝癌模型，用

单个组分（n=5）处理小鼠，验证华蟾素的主要活性成分通过激活 cGAS-STING信号通路抑制肿瘤生长。结果　①体外

实验证实蟾毒灵、华蟾毒精、蟾毒它灵和华蟾毒它灵能够显著诱导肝癌细胞DNA损伤，促进γ-H2AX的表达，激活巨噬

细胞内 cGAS-STING信号通路，增强β干扰素（IFN-β）分泌。②体内实验证实这些成分能激活 cGAS-STING信号通路，

分泌 IFN-β，显著抑制肿瘤生长。结论　蟾毒灵、华蟾毒精、蟾毒它灵和华蟾毒它灵通过激活 cGAS-STING信号通路抑

制肿瘤生长的免疫调节机制，为肝癌的免疫治疗提供了一种有效的治疗策略。

【关键词】 肝癌；华蟾素；腺苷合成酶-干扰素基因刺激蛋白；作用机制；肿瘤免疫治疗；中药研究

Main active components of Cinobufacini inhibit progression of hepatocellular carcinoma by 
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Abstract： Objective　To elucidate the anti-hepatocellular carcinoma （HCC） effect and immunoregulatory mechanism of the main active 
components of Cinobufacini （Huachansu）， including bufalin， cinobufagin， bufotalin， cinobufotalin and resibufogenin， using in vitro and in 

vivo models. Methods　① In vitro： Human Huh7 and mouse 
Hepa1-6 HCC cells were treated with individual components. 
Cell viability was assessed using the Cell Counting Kit-8
（CCK-8） assay. DNA damage and γ-histone H2A variant X （γ- 
H2AX） expression were analyzed using DNA quantification 
kits， comet assays， immunofluorescence， and Western blot. 
A co-culture system of tumor cell （Huh7， Hepa1-6） 
supernatant and macrophages （human THP-1， mouse 
RAW264.7） was established. Western blot and enzyme-linked 
immunosorbent assay （ELISA） were used to measure protein 
expression of the cyclic GMP-AMP synthase （cGAS） - 
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stimulator of interferon genes （STING） signaling pathway and the levels of downstream cytokines. ② In vivo： An orthotopic Hepa1-6 HCC 
model was established in C57BL/6 mice. Mice were treated with individual components （n=5） to verify validate tumor suppression via the 
cGAS-STING pathway. Results　 ① In vitro： Bufalin， cinobufagin， bufotalin and cinobufotalin significantly induced DNA damage， 
promoted γ -H2AX expression， activated the cGAS-STING pathway in macrophages and enhanced interferon- β （IFN- β） secretion. ② In 

vivo： These components activated the cGAS-STING pathway， secreted IFN‑β， and significantly inhibited tumor growth. Conclusion　
Bufalin， cinobufagin， bufotalin， and cinobufotalin inhibit HCC growth by activating the cGAS-STING signaling pathway through 
immunoregulation， supporting their potential as immunotherapeutic strategies.
Keywords： hepatocellular carcinoma； Cinobufacini； cGAS-STING； mechanism of action； tumor immunotherapy； Chinese materia medica 
research

肝细胞癌是全球范围内第六大常见恶性肿瘤，

在肿瘤相关死亡病因中位列第三［1］。因肝癌晚期诊

断、化学疗法（以下简称“化疗”）耐药，以及高复发

率和转移率，导致患者预后不良，5 年生存率仅为

30%［2］。因此，开发新的治疗策略迫在眉睫。近年

来，通过调控肿瘤微环境增强抗肿瘤免疫反应的治

疗策略受到了广泛关注，为肝癌治疗提供了新

思路［3］。

损伤相关分子模式（DAMPs）是指在细胞损伤

或应激时产生的内源性分子，能够激活免疫系统，

引起抗病原微生物、抗肿瘤等先天性或适应性免疫

反应［4］。其中，细胞损伤引起的自身断裂的双链

DNA（dsDNA）分子就是一种重要的DAMP。断裂的

dsDNA从受损的细胞中释放到细胞外，被邻近巨噬

细胞等抗原呈递免疫细胞摄取，进入细胞后能够与

细胞内的环磷酸鸟苷 -腺苷合成酶（cyclic GMP-

AMP synthase，cGAS）结合。cGAS 是细胞内特异性

DNA感受器，能够识别并结合细胞内源性和外源性

dsDNA，激活巨噬细胞 cGAS-干扰素基因刺激蛋白

（stimulator of interferon genes，STING）信号通路，引

起抗病原微生物，抗肿瘤等免疫反应。

cGAS-STING 通路是由 cGAS、STING 以及下游

信号分子组成的信号通路，在先天性和适应性免疫

反应中发挥关键作用，尤其在肿瘤免疫监视中具有

重要意义［5］。cGAS识别DNA后，催化生成第二信使

环鸟苷酸腺苷酸（cyclic GMP-AMP，cGAMP）。随

后，cGAMP 与 STING 结合并激活该蛋白，形成磷酸

化 STING（p-STING）。p-STING结合和激活TANK结

合激酶 1（TBK1），触发干扰素调节因子 3（IRF-3）的

转录。这些分子事件最终促进Ⅰ型干扰素的表达，

启动高效的抗肿瘤免疫应答，发挥免疫防御功能。

鉴于此，筛选和鉴定调控该信号通路的生物活性物

质，靶向干预 cGAS-STING信号通路活性，被认为具

有潜在的抗肝癌治疗价值［6-7］。

中药华蟾素（Cinobufacini/Huachansu）是从蟾蜍

科动物中华大蟾蜍（Bufo bufo gargarizans Cantor）或

黑眶蟾蜍（Bufo melanostictus Schneider）中提取的干

燥分泌物，具有抗肿瘤、免疫调节及镇痛等功效，已

在晚期肝癌、胃癌、肺癌等实体瘤的辅助治疗中广

泛应用［8-10］。华蟾素的主要活性成分是以蟾毒灵

（bufalin，BUF）、华蟾毒精（cinobufagin，CBG）、蟾毒

它灵（bufotalin，BFTL）、华蟾毒它灵（cinobufotalin，
CBFL）和脂蟾蜍配基（resibufogenin，RBFG）为代表

的蟾毒内酯类化合物［11-12］。已有报道指出，华蟾素

对肿瘤细胞有细胞毒作用［13-14］，可以直接诱导肿瘤

细胞DNA损伤［15］，但其参与肿瘤微环境的调控机制

还不完全清楚，需要进一步阐明。本研究通过体内

体外实验探讨华蟾素主要活性成分的抗肝癌作用

以及其潜在的分子机制，旨在为肝癌的免疫治疗提

供实验依据。

1　材料与方法

1.1　材料　

1.1.1　细胞　人肝癌细胞株Huh7、小鼠肝癌细胞株

Hepa1-6、人单核细胞株 THP-1 和小鼠巨噬细胞株

RAW264.7均由本实验室提供。

1.1.2　实验动物　25只 4周龄 SPF 级雄性 C57BL/6
小鼠，购自北京维通利华实验动物技术有限公司。

动物生产许可证号：SYXK（京）2022-0052。动物使

用许可证号：SYXK（沪）2025-0008。实验前 7 d，置
于温度 22 ℃、湿度55%、12 h明暗循环条件下适应性

饲养，其间自由摄取标准化饲料及饮用水。本动物实

验方案获得上海中医药大学伦理委员会批准（伦理批

准号：PZSHUTCM220725011）。
1.1.3　药物与试剂　达尔贝科改良鹰氏高糖培养

基（DMEM）、罗斯韦尔·帕克纪念研究所 1640培养
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基（RPMI-1640）、青霉素/链霉素溶液、β-巯基乙醇、

磷酸盐缓冲液（PBS）、胰酶/乙二胺四乙酸（EDTA）消

化液、4% 多聚甲醛溶液（批号分别为 CSP006、
GP211004、DD2403028、CSP005、ZQ-1300、0103、
CSP194），上海中乔新舟生物科技有限公司；胎牛血

清（批号：FBS500-S），澳大利亚 AusGeneX 公司；

BUF、CBG、BFTL、CBFL、RBFG（批号分别为 HY-

N0877、HY-N0421、HY-N0878、HY-N0880、HY-

N0815），美国 MedChemExpress 公司；细胞计数试剂

盒（CCK-8，批号：A311-01），南京诺唯赞生物科技股

份有限公司 ；荧光 dsDNA 定量试剂盒（批号 ：

17650），美国AAT Bioquest公司；DNA损伤检测试剂

盒（免疫荧光法）（批号：C2037S），上海碧云天生物

技术股份有限公司；二辛可酸（BCA）蛋白定量试剂

盒、蛋白分子量标准（Marker）、放射免疫沉淀试验

（RIPA）裂解液、蛋白酶抑制剂（批号分别为 ZJ102、
WJ103、PC101、GRF101），上海雅酶生物医药科技有

限公司；磷酸酶抑制剂（批号：4906837001），德国

Merck 公 司 ；聚 偏 二 氟 乙 烯（PVDF）膜（批 号 ：

IPVH00005），美国 Millipore 公司；极超敏增强化学

发光（ECL）发光底物（批号：U10012），苏州科尤博生

物科技有限公司；彗星实验试剂盒、Western blot 
γ -组蛋白 H2A 变体 X（γ-H2AX）抗体、甘油醛-3-磷

酸脱氢酶（GAPDH）抗体（批号分别为 ab238544、
ab81299、ab8245），英国 Abcam 公司；Western blot 人
源 cGAS 抗体、鼠源 cGAS 抗体、STING 抗体、人源

p-STING抗体、鼠源p-STING抗体、TBK1抗体、p-TBK1
抗体、IRF-3抗体、p-IRF-3抗体（批号分别为 66546、
31659、13647、50907、72971、38066、5483、4302、
29047），美国Cell Signaling Technology公司；辣根过氧

化物酶（HRP）标记山羊抗兔二抗（批号：SA00001-2），
武汉三鹰生物技术有限公司；酶联免疫吸附分析

（ELISA）试剂盒人源 cGAMP、鼠源 cGAMP（批号分

别为 J11293-B、J31034-B），江苏晶美生物科技有限

公司；ELISA 试剂盒人源 β 干扰素（IFN-β）、鼠源

IFN-β（批号分别为 SU-B10026、SU-B20334），泉州市

科诺迪生物科技有限公司；免疫组化 cGAS 抗体、

p-STING抗体（批号分别为TA7416、PQA3430），上海

艾比玛特医药科技有限公司；异氟烷麻醉剂（批号：

R510-22-10），深圳瑞沃德生命科技股份有限公司。

1.1.4　 主 要 仪 器　 -80 ℃ 超 低 温 冰 箱（型 号 ：

TSX40086FA），美国Thermo Fisher Scientific公司；超

净工作台、二氧化碳培养箱（型号分别为 AC2-4S1-

TC、CLM-170B-8-CN），新加坡 ESCO 公司；酶标仪

（型号：Synergy H1），美国 BioTek 公司；荧光显微镜

（型号：Axioscope 5），德国 ZEISS 公司；NanoDrop 微

量分光光度计（型号：840-317500），美国 Thermo 
Fisher Scientific公司；电泳/转膜仪、ChemiDoc MP成

像系统（型号分别为 1658033、12003154），美国 Bio-

Rad公司；超声破碎仪（型号：WM-1000T），上海微弥

科技有限公司。

1.2　细胞实验　

1.2.1　细胞培养　制备细胞完全培养基：Huh7细胞

和 Hepa1-6细胞用含有 10% 胎牛血清和 1% 青霉素

和链霉素的 DMEM 完全培养基培养；THP-1细胞用

含有 10% 胎牛血清和 1%β-巯基乙醇的 RPMI-1640
完全培养基培养；RAW264.7细胞用含有 10% 胎牛

血清的RPMI-1640完全培养基培养。将冻存的细胞

株放于 37 ℃的水浴中复苏后，离心并去除冻存液，

将细胞接种于完全培养基中，置于 37 ℃、体积分数

5% CO2条件的细胞培养箱培养。当细胞在培养瓶

中的覆盖率达 80% 时，用预冷 PBS 缓冲液润洗，用

胰酶消化，终止消化后按 1∶2比例传代。将生长状

态良好的细胞转移至培养板中，用于后续的实验

研究。

1.2.2　细胞分组　①华蟾素的主要活性成分对肝

癌细胞活力检测实验：Huh7细胞和 Hepa1-6细胞各

分为 31组，分别为对照组、BUF（10-2 nmol/L）组、BUF
（10-1 nmol/L）组、BUF（100 nmol/L）组、BUF（101 nmol/L）
组、BUF（102 nmol/L）组、BUF（103 nmol/L）组；CBG
（10-2 nmol/L）组、CBG（10-1 nmol/L）组、CBG（100 nmol/L）
组、CBG（101 nmol/L）组、CBG（102 nmol/L）组、CBG
（103 nmol/L）组 ；BFTL （10-2 nmol/L）组 、BFTL
（10-1 nmol/L）组 、BFTL （100 nmol/L）组 、BFTL
（101 nmol/L）组、BFTL（102 nmol/L）组、BFTL（103 nmol/L）
组 ；CBFL（10-2 nmol/L）组 、CBFL（10-1 nmol/L）组 、

CBFL（100 nmol/L）组 、CBFL（101 nmol/L）组 、CBFL
（102 nmol/L） 组 、CBFL （103 nmol/L） 组 ；RBFG
（10-2 nmol/L）组 、RBFG（10-1 nmol/L）组 、RBFG
（100 nmol/L）组 、RBFG （101 nmol/L）组 、RBFG
（102nmol/L）组、RBFG（103 nmol/L）组。②华蟾素的

主要活性成分对肝癌细胞 DNA 断裂检测实验：

Huh7细胞和 Hepa1-6细胞各分为 6组，分别为对照

组、BUF（10-1 nmol/L）组、CBG（10-1 nmol/L）组、BFTL
（10-1 nmol/L）组 、CBFL（10-1 nmol/L）组 、RBFG
（10-1 nmol/L）组。③华蟾素的主要活性成分对巨噬
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细胞内 cGAS-STING 信号通路检测实验：Huh7细胞

和 Hepa1-6 细胞各分为 5 组，分别为对照组、BUF
（10-1 nmol/L）组 、CBG（10-1 nmol/L）组 、BFTL
（10-1 nmol/L）组、CBFL（10-1 nmol/L）组。

1.2.3　检测指标与方法　

1.2.3.1　 CCK-8 法检测细胞活力　 Huh7 细胞和

Hepa1-6细胞以 3 000 个/孔接种于 96孔板，用不同

浓度（0、10-2、10-1、100、101、102、103 nmol/L）的 BUF、
CBG、BFTL、CBFL、RBFG 完全培养基培养 24 h，每
组 3个复孔。加入 10% CCK-8溶液，避光孵育 4 h，
使用酶标仪测定 450 nm光下的光密度（OD）值。使

用 GraphPad Prism 软件计算半抑制浓度（IC50）并进

行统计学分析。

1.2.3.2　彗星实验检测 DNA 断裂　熔融状态的琼

脂糖均匀铺到载玻片上，制备琼脂糖基层。吸取

10 μL对照组、BUF（10-1 nmol/L）组、CBG（10-1 nmol/L）
组、BFTL（10-1 nmol/L）组、CBFL（10-1 nmol/L）组、

RBFG（10-1 nmol/L）组的肿瘤细胞悬液（105 个/mL）
滴加至琼脂糖基层表面。4 ℃，碱性条件下细胞裂

解 30 min，电泳分离 30 min。干燥玻片，加入 DNA
染色剂，室温孵育 15 min。使用荧光显微镜观察

DNA拖尾状况，并用PS软件统计分析。

1.2.3.3　免疫荧光（IF）实验检测 γ -H2AX 蛋白表

达　按照 DNA 损伤检测试剂盒（免疫荧光法）的说

明书步骤，Huh7细胞和 Hepa1-6细胞用 4% 多聚甲

醛固定 30 min，0.3% 曲拉通 X（Triton X）-100 透化

15 min，5%牛血清白蛋白（BSA）封闭 1 h，γ-H2AX抗

体（1∶200）4 ℃孵育过夜，二抗（1∶500）避光孵育 1 h，
4'，6-二脒基-2-苯基吲哚（DAPI）复染核 15 min。荧

光显微镜下观察。

1.2.3.4　Western blot 实验检测相关蛋白表达水平　

　6孔板中的 Huh7细胞、Hepa1-6细胞、THP-1细胞

和 RAW264.7细胞弃上清，用 PBS 洗 2遍，放置于冰

上，加入 RIPA 细胞裂解液裂解 15 min，用细胞刮刀

刮下细胞，离心收集蛋白，用BCA法定量。取 10 μL
蛋白在 10% 的十二烷基硫酸钠（SDS）-聚丙烯酰胺

凝胶电泳（PAGE）30 min，电压为 220 V；转膜至聚偏

氟乙烯（PVDF）膜 50 min，电流为 400 mA。山羊血

清作为封闭液，在摇床上室温封闭 2 h。分别使用

γ -H2AX 抗体、cGAS 抗体、STING 抗体、p-STING 抗

体、TBK1抗体、p-TBK1抗体、IRF-3抗体、p-IRF-3抗

体（1∶1 000）4 ℃孵育过夜，含 Tween 20的 Tris 缓冲

盐水（TBST）洗膜后二抗（1∶5 000）室温孵育 1 h。

ECL化学发光法显影，化学发光成像系统检测目标

条带灰度值。

1.2.3.5　ELISA实验检测 cGAMP、IFN-β蛋白分泌水

平　按照 ELISA 试剂盒的说明书步骤，将 BUF、
CBG、BFTL、CBFL 处 理 后 的 THP-1 细 胞 和

RAW264.7细胞冰浴，使用超声破碎仪（功率 200 W，

超声 3 s，间隔 10 s，重复 30 次）裂解细胞以检测

cGAMP 蛋白分泌水平；收集 BUF、CBG、BFTL 和

CBFL 处理后 THP-1 细胞和 RAW264.7 细胞的上清

液以检测 IFN-β 蛋白分泌水平。收集上述样本后，

加入包被抗原的 96孔板中，37 ℃孵育 1 h。润洗 3次
后，加入底物，37 ℃孵育 15 min。终止反应后，使用

酶标仪测 450 nm光下的OD值，得出标准曲线，计算

出样本中 cGAMP、IFN-β的含量，进行统计学分析。

1.3　动物实验　

1.3.1　分组与造模　采用 Hepa1-6细胞系，制备浓

度为 5×107个/mL的单细胞悬液，实验动物经异氟烷

麻醉后，正中开腹暴露肝叶，使用微量注射器将

1×106个肿瘤细胞精准注入肝包膜下。建模后第 4
天，随机将动物分为 5 组（n=5）：BUF 组、CBG 组、

BFTL组、CBFL组和对照组（0.9%氯化钠溶液）。

1.3.2　干预　各组动物每日腹腔注射BUF（1 mg/kg）、
CBG（1 mg/kg）、BFTL（1 mg/kg）、CBFL（1 mg/kg）或

0.9% 氯化钠溶液，连续干预 14 d，其间系统记录生

存状态。实验终点时，所有动物眼眶采血后安乐

死，完整取出肝脏及肿瘤组织，拍摄照片，记录参

数，随机选取部分肿瘤组织经 4% 多聚甲醛溶液固

定，剩余组织液氮速冻后转移至-80 ℃超低温冷冻

保存。

1.3.3　检测指标与方法　

1.3.3.1　一般情况　记录小鼠肝脏及肿瘤组织的质

量，采用卡尺记录肿瘤组织的长径（L）和横径（W），

依据公式计算肿瘤体积（V=0.5×L×W²）。

1.3.3.2　免疫组织化学（IHC）实验检测 cGAS、

p-STING 蛋白表达水平　样本用 4% 多聚甲醛溶液

固定组织，经过石蜡包埋、切片、脱蜡、脱水处理，抗

原表位修复后，5%BSA封闭，cGAS抗体、p-STING抗

体（1∶200）4 ℃孵育过夜后，HRP 标记二抗（1∶500）
室温孵育；加入二氨基联苯胺显色剂显色，中性树

胶封片。显微镜下观察。

1.4　 统 计 学 方 法　 本 研 究 运 用 SPSS 25.0 与

GraphPad Prism 9软件开展数据分析。对于满足正

态性要求的连续性变量，采用 x̄±s 进行数据表征。
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在组间比较中，双样本数据经正态检验后选用 t 检
验进行差异验证；针对多组别数据在满足正态性及

方差齐性条件时，则通过单因素 ANOVA 模型实施

多重比较。所有假设检验均采用双侧验证模式，当

P<0.05时，判定差异具有统计学意义。

2　结果

2.1　细胞实验结果　

2.1.1　华蟾素的主要活性成分抑制肝癌细胞活力　

通过 CCK-8实验评估华蟾素的主要活性成分对人

肝癌细胞 Huh7、小鼠肝癌细胞 Hepa1-6 的活力影

响。结果表明，BUF、CBG、BFTL、CBFL、RBFG 能够

以剂量依赖的方式抑制肝癌细胞活力，IC50分别是

0.567 3 nmol/L、0.639 5 nmol/L、10.68 nmol/L、12.19 
nmol/L、94.05 nmol/L（Huh7）；0.489 3 nmol/L、0.587 
nmol/L、5.858 nmol/L、11.14 nmol/L、77.26 nmol/L
（Hepa1-6），见图 1。

2.1.2　华蟾素的主要活性成分促进肝癌细胞 DNA
断裂　为评价华蟾素的主要活性成分对肿瘤细胞

内DNA的损伤作用，选取低于 IC50剂量（10-1 nmol/L）
的BUF、CBG、BFTL、CBFL、RBFG，分别作用于Huh7
和 Hepa1-6细胞。24 h 后，应用荧光试剂盒检测细

胞上清液中 dsDNA的水平。结果发现，与对照组相

比，BUF、CBG、BFTL、CBFL、RBFG 能够促进肿瘤细

胞释放 dsDNA，差异有统计学意义（P<0.05，P<
0.001），见图 2。同样彗星实验结果也显示，对照组

没有出现“彗尾”，而各用药组中细胞则显著出现

“彗尾”，表明华蟾素的主要活性成分能够引起细胞

内DNA断裂，且BUF、CBG、BFTL、CBFL具有显著性

差异（P<0.001），见图 3A、B。

2.1.3　华蟾素的主要活性成分促进 γ-H2AX 的表

达　免疫荧光检测发现，10-1 nmol/L 的 BUF、CBG、

BFTL、CBFL 能够显著促进 γ -H2AX 的表达（P<
0.001），且BUF的作用下，γ-H2AX的表达最强，见图

4A、B。 Western blot 也 显 示 ，BUF、CBG、BFTL、
CBFL、RBFG 能够显著增加肿瘤细胞内 γ-H2AX 表

达水平（P<0.05，P<0.001），见图 5A、B。这些结果表

明，华蟾素的主要成分，特别是 BUF、CBG、BFTL、
CBFL能够有效促进γ-H2AX的表达。

2.1.4　华蟾素的主要活性成分通过损伤 DNA 激活

巨噬细胞内 cGAS-STING 信号通路　检测华蟾素的

主要活性成分引起肿瘤细胞释放损伤的 DNA 对巨

噬细胞内 cGAS-STING信号通路的调控作用。将上

述各处理组中的肿瘤培养上清液分别与巨噬细胞

THP-1和 RAW264.7共培养，应用 Western blot 方法

检测细胞内 cGAS-STING信号通路中各个蛋白分子

的表达水平。结果显示，与对照组相比，BUF、CBG、

BFTL、CBFL 处理的细胞上清液能够显著上调巨噬

细胞 cGAS-STING通路的蛋白表达（P<0.05，P<0.01，
P<0.001），见图 6A、B。

使用 ELISA 检测巨噬细胞内 cGAMP 和上清液

中 IFN-β的表达水平。如图 7所示，与对照组相比，

　注：Huh7为人肝癌细胞株，Hepa1-6为小鼠肝癌细胞株，IC50为半抑制浓度，BUF为蟾毒灵，CBG为华蟾毒精，BFTL为蟾毒它灵，CBFL为华蟾

毒它灵，RBFG为脂蟾蜍配基。n=3，x̄±s。

图 1　不同浓度的BUF、CBG、BFTL、CBFL、RBFG对Huh7和Hepa1-6细胞增殖活力的影响

　注：Huh7为人肝癌细胞株，Hepa1-6为小鼠肝癌细胞株。CTRL为

对照，BUF 为蟾毒灵，CBG 为华蟾毒精，BFTL 为蟾毒它灵，CBFL 为

华蟾毒它灵，RBFG 为脂蟾蜍配基。与 CTRL 比较，*P<0.05，***P<
0.001；n=3，x̄±s。

图 2　BUF、CBG、BFTL、CBFL、RBFG处理Huh7和

Hepa1-6细胞上清液的dsDNA含量
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BUF、CBG、BFTL、CBFL 处理后的 cGAMP 和 IFN-β
的水平显著增加（P<0.001），说明 BUF、CBG、BFTL、
CBFL 能够诱导巨噬细胞中 cGAS-STING 信号通路

活化，释放 IFN-β，发挥抗肿瘤作用。以上数据表

明，BUF、CBG、BFTL、CBFL 诱导的肿瘤细胞释放的

损伤DNA能够显著激活巨噬细胞内 cGAS-STING信

号通路，引起生物学效应。

2.2　动物实验结果　

2.2.1　华蟾素的主要活性成分抑制小鼠肝癌生长　为

了验证华蟾素的主要活性成分的抗肝癌免疫调控

　注：Huh7为人肝癌细胞株，Hepa1-6为小鼠肝癌细胞株，CTRL为对照，BUF为蟾毒灵，CBG为华蟾毒精，BFTL为蟾毒它灵，CBFL为华蟾毒它

灵，RBFG为脂蟾蜍配基。A为彗星实验的代表性图像（标尺：20 μm），B为尾矩定量。与CTRL比较，***P<0.001；n=3，x̄±s。

图 3　BUF、CBG、BFTL、CBFL、RBFG对Huh7和Hepa1-6细胞的彗星实验

　注：Huh7为人肝癌细胞株，Hepa1-6为小鼠肝癌细胞株，DAPI为细胞核荧光染料染色细胞核的图像，γ-H2AX为磷酸化的组蛋白H2AX荧光

染色的图像，MERGE为 γ-H2AX和 DAPI合并后的图像，CTRL为对照，BUF为蟾毒灵，CBG为华蟾毒精，BFTL为蟾毒它灵，CBFL为华蟾毒它

灵，RBFG为脂蟾蜍配基。A为免疫荧光染色图（×200），B为荧光强度比较。与CTRL比较，***P<0.001；n=3，x̄±s。

图 4　BUF、CBG、BFTL、CBFL、RBFG对Huh7和Hepa1-6细胞γ-H2AX表达的影响

　注：Huh7为人肝癌细胞株，Hepa1-6为小鼠肝癌细胞株。γ-H2AX为磷酸化的组蛋白H2A，GAPDH为甘油醛-3-磷酸脱氢酶。CTRL为对照，BUF
为蟾毒灵，CBG为华蟾毒精，BFTL为蟾毒它灵，CBFL为华蟾毒它灵，RBFG为脂蟾蜍配基。A为各组细胞的蛋白条带，B为各组细胞的蛋白相对表

达量。与CTRL比较，*P<0.05，***P<0.001；n=3，x̄±s。

图 5　BUF、CBG、BFTL、CBFL、RBFG对Huh7和Hepa1-6细胞γ-H2AX蛋白表达的影响
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机制，在图 8A小鼠原位肝癌模型中，分别腹腔给予

BUF、CBG、BFTL、CBFL 或 0.9% 氯化钠溶液治疗，

14 d后收集肝脏标本，检测肿瘤生长情况，见图 8B。

结果发现，BUF、CBG、BFTL、CBFL 均能够显著降低

肿瘤的质量和体积（P<0.05，P<0.01，P<0.001），见图

8C、D，表明BUF、CBG、BFTL、CBFL能够有效抑制肿

瘤生长。

2.2.2　华蟾素的主要活性成分激活 cGAS-STING 信

号通路　收集各处理组的肿瘤组织，应用 IHC法检

测 cGAS-STING 信号通路的活性。如图所示，BUF、
CBG、BFTL、CBFL 治疗能上调小鼠肿瘤组织中的

cGAS和 p-STING的表达，见图 9。同时，ELISA检测

显示BUF、CBG、BFTL、CBFL组 IFN-β表达水平显著

增加（P<0.001），见图 10。由此表明，华蟾素的主要

活性成分能够激活 cGAS-STING 信号通路，值得注

意的是，BUF 对 cGAS-STING 信号通路的激活最强

烈。综上所述，BUF、CBG、BFTL、CBFL 通过诱导肿

瘤细胞损伤释放 dsDNA，激活 cGAS-STING 信号通

路，从而介导抗肿瘤免疫效应，抑制肿瘤生长。

3　讨论

肝癌是常见的恶性肿瘤，可供选择的治疗方法

有限。常用的化疗药物由于毒副作用以及容易产

生耐药性而治疗效果不佳［16］。新出现的靶向药物

虽然可以延长部分患者的生存时间，但是长期使用

引起的边际效应降低了药物的治疗效果［17］。免疫

检查点抑制剂的应用开创了肿瘤免疫治疗的模式，

但是肝癌特有的免疫抑制微环境使得绝大多数患

者对此类药物的应答较低，从而限制了治疗效果。

因此，改善肿瘤微环境的免疫特性成为治疗肝癌的

策略之一。

中药华蟾素具有细胞毒性，能够直接杀伤肿瘤

细胞而用于临床肝癌治疗［18］，但具体机制还不清

　注：THP-1为人单核细胞株，RAW264.7为小鼠巨噬细胞株。CTRL为对照，BUF为蟾毒灵，CBG为华蟾毒精，BFTL为蟾毒它灵，CBFL为华蟾

毒它灵。cGAS 为环磷酸鸟苷-腺苷合成酶，p-STING 为磷酸化的干扰素基因刺激蛋白，STING 为干扰素基因刺激蛋白，p-TBK1为磷酸化的

TANK结合激酶 1，TBK1为TANK结合激酶 1，p-IRF-3为磷酸化的触发干扰素调节因子 3，IRF-3为触发干扰素调节因子 3，GADPH为甘油醛-3-

磷酸脱氢酶。A为各细胞株的蛋白条带，B为各细胞株的蛋白相对表达量。与CTRL比较，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001；n=3，x̄±s。

图 6　巨噬细胞THP-1和RAW264.7中 cGAS-STING信号通路相关蛋白表达

　注：THP-1为人单核细胞株，RAW264.7为小鼠巨噬细胞株。cGAMP为环鸟苷酸-腺苷酸，IFN-β为β干扰素。CTRL为对照，BUF为蟾毒灵，

CBG为华蟾毒精，BFTL为蟾毒它灵，CBFL为华蟾毒它灵。与CTRL比较，***P<0.001；n=3，x̄±s。

图 7　巨噬细胞中 cGAMP和 IFN-β水平
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楚。cGAS 作为 DNA 感受器，能够接收内源性和外

源性 dsDNA，刺激第二信使 cGAMP，激活下游的

STING 信号通路，触发 STING-TBK1-IRF-3 轴，诱导

IFN-β 和促炎性细胞因子分泌，激活抗肿瘤免疫应

答［19］。而其他DNA损伤介导的抗癌策略，如放射治

疗、化疗直接引起 DNA 断裂，通过细胞毒性杀伤肿

瘤；PARP抑制剂（如奥拉帕尼），通过抑制碱基切除

修复诱导合成致死效应，依赖肿瘤细胞的同源重组

缺陷［20］。相比之下，cGAS-STING 通路能更好地整

合DNA损伤应答与免疫激活，通过重塑肿瘤免疫微

环境发挥抗肿瘤作用［21］。尽管已经证明 cGAS-

STING 信号通路参与肿瘤免疫反应，但是其具体的

调控作用还不清楚。

本研究证实，华蟾素的主要活性成分——BUF、
CBG、BFTL、CBFL 通过诱导肝癌细胞内 DNA 损伤，

使维持细胞 DNA 稳定的重要分子组蛋白 H2AX 磷

酸化［22-23］，释放断裂的 dsDNA，识别和结合巨噬细胞

内 cGAS 分子，激活 cGAS-STING 信号通路，促进

IFN-β 的分泌，从而发挥抗肝癌免疫治疗作用。结

　注：C57BL/6为小鼠类型。A为小鼠原位肝华蟾素的主要活性成分癌模型的造模方式，B为不同治疗方法后小鼠肿瘤大小的直观图，C为荷

瘤小鼠的肝肿瘤体积统计学比较，D为荷瘤小鼠的肿瘤质量统计学比较。CTRL为对照，BUF为蟾毒灵，CBG为华蟾毒精，BFTL为蟾毒它灵，

CBFL为华蟾毒它灵。与CTRL比较，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001。n=5，x̄±s。

图 8　小鼠原位肝华蟾素的主要活性成分癌模型造模及成瘤情况

　注：CTRL为对照，BUF为蟾毒灵，CBG为华蟾毒精，BFTL为蟾毒它灵，CBFL为华蟾毒它灵，cGAS为环磷酸鸟苷-腺苷合成酶，p-STING为磷

酸化干扰素基因刺激蛋白。

图 9　各组小鼠肝肿瘤组织中 cGAS、p-STING的表达（免疫组织化学染色，×40）

　注：IFN-β 为 β 干扰素，CTRL 为对照，BUF 为蟾毒灵，CBG 为华蟾

毒精，BFTL为蟾毒它灵，CBFL为华蟾毒它灵。与CTRL比较，***P<
0.001；n=5，x̄±s。

图 10　各组小鼠肝肿瘤组织中 IFN-β的水平
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果发现，RBFG 对肝癌细胞活力的抑制作用显著弱

于其他活性成分，可能是由于 RBFG 分子结构的特

异性，RBFG C14-C15位有环氧基结构，环氧基的存

在使其分子构象更紧凑，与 DNA 结合的亲和力较

弱［12］。本研究结果表明，华蟾素的主要活性成分在

低浓度时，通过调节免疫反应激发抗肿瘤作用；而

其他研究［24］显示，华蟾素高剂量或长期使用时，反

而可能因毒性代谢物累积加重肝肾负担、增加心律

失常风险、引发消化道出血等不良反应。因此，低

剂量使用华蟾素，通过激活免疫系统抑制肿瘤，有

望突破传统治疗的瓶颈，实现更持久的抗肿瘤

效果。

另外，其他实验研究［25］证实，放射治疗会激活

cGAS-STING 信号通路，促进人和小鼠肝癌细胞程

序性死亡配体-1（PD-L1）的表达，增加肿瘤细胞对免

疫检查点抑制剂的敏感性。本研究证实华蟾素的

各主要活性成分能够通过促进损伤的肿瘤细胞释

放 dsDNA，激活 cGAS-STING 信号通路，具有调控

PD-L1表达的潜能，预示华蟾素与抗 PD-L1抗体联

合应用，能够提高抗PD-L1的治疗效果，减少耐受性

的增加，延长治疗效果。相关的假设后续会做进一

步的研究证实。

总之，本研究探索了蟾毒灵抗肝癌的免疫调控

机制，揭示了 BUF、CBG、BFTL、CBFL 通过激活

cGAS-STING 信号通路发挥抗肝癌免疫应答的调控

过程，为肝癌的免疫治疗提供了新的策略。
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