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【摘 要】 目的 探讨三七皂苷 Ft1( NFt1) 调控 Nrf2 / HO-1/ GPX4通路诱导铁死亡抑制肝细胞癌( HCC) 进展
的可能机制。方法 2024年 8月—2025年 8月于延安大学咸阳医院进行实验，以人 HCC细胞系 HepG2为研究对象，

用不同浓度的 NFt1( 0、0．5、1、2、4、6、8、10、20 μmol /L) 处理，CCK-8法测定细胞活性。将 HepG2细胞分为空白对照组、
NFt1低、中和高剂量( 2、4、6 μmol /L) 组，Erastin ( 10 μmol /L) 组和 NFt1 ( 6 μmol /L) +核因子 E2 相关因子 2 ( Fer-1)
( 1 μmol /L) 组，共 6组。采用集落形成实验、划痕实验和 Transwell 实验检测细胞增殖、迁移和侵袭能力; FerroOrange

荧光探针检测 Fe2+含量; DCFH-DA荧光探针检测氧化应激;试剂盒检测 MDA和 GSH水平;Western-blot检测铁死亡和
Nrf2 /HO-1/GPX4通路相关蛋白表达;免疫荧光检测 Nrf2亚细胞定位和表达情况; JC-1荧光探针评估线粒体膜电位;

透射电子显微镜检测线粒体超微结构。结果 NFt1 可显著抑制 HepG2 细胞的存活率，具有时间和浓度依赖性 ( P＜
0．05) 。与空白对照组比较，NFt1低、中和高剂量组 HepG2细胞集落形成数、迁移率和侵袭率均降低，相对 FerroOrange

荧光强度、平均 ＲOS荧光强度和 MDA水平逐渐升高，GSH水平、Nrf2、HO-1、GPX4和 xCT蛋白表达、核 Nrf2平均荧光
强度逐渐降低，均呈浓度依赖性( P＜0．05) ; NFt1高剂量组和 Erastin组 HepG2细胞中多聚体 JC-1/单体 JC-1荧光比值
降低，表现出线粒体体积减小、双层膜密度增加、线粒体嵴减少及线粒体外膜破裂( P＜0．05) 。与 NFt1高剂量组比较，
NFt1+Fer-1组 HepG2细胞中多聚体 JC-1/单体 JC-1荧光比值升高，线粒体损伤特征得到逆转( P＜0．05) 。而 NFt1 高
剂量组与 Erastin组 HepG2细胞之间以上指标比较，差异均无统计学意义( P＞0．05) 。结论 NFt1可能通过抑制 Nrf2 /
HO-1/GPX4通路激活，诱导 HCC细胞发生铁死亡，这一过程可能与线粒体结构和功能的损伤密切相关。
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【Abstract】 Objective To explore the possible mechanism by which notoginsenoside Ft1 (NFt1) regulates the Nrf2/

HO-1/GPX4 pathway to induce ferroptosis and inhibit the progression of hepatocellular carcinoma (HCC). Methods Human
HCC cell line HepG2 was treated with different concentrations of NFt1 (0, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 10, and 20 μmol/L), and cell via-

bility was determined by CCK-8 assay. HepG2 cells were divided into six groups: control group; low-, medium-, and high-

dose NFt1 groups (2, 4, and 6 μmol/L); Erastin group (10 μmol/L); and NFt1 (6 μmol/L) + Fer-1 (1 μmol/L) group. Colony
formation assay, scratch assay, and Transwell assay were used to detect cell proliferation, migration, and invasion. A FerroOr-

ange fluorescent probe was used to detect Fe2+ content. The dCFH-DA fluorescent probe was used to detect oxidative stress.
MDA and GSH levels were detected by commercial kits. Western blot was used to detect ferroptosis-related proteins and Nrf2/
HO-1/GPX4 pathway-related protein expression. Subcellular localization and expression of Nrf2 were detected by immunoflu-

orescence. JC-1 fluorescent probe was used to evaluate mitochondrial membrane potential. Mitochondrial ultrastructure was de-

tected by transmission electron microscopy. Ｒesults NFt1 significantly inhibited the viability of HepG2 cells in a time- and
concentration-dependent manner (all P <0.05). Compared with the control group, the number of colonies formed, migration

·727·疑难病杂志 2026年 6月第 25卷第 6期 Chin J Diffic and Compl Cas，June 2026，Vol．25，No．6



rate, and invasion rate of HepG2 cells in the NFt1 low-, medium-, and high-dose groups were decreased. Relative FerroOrange
fluorescence intensity, average ROS fluorescence intensity, and MDA levels gradually increased, while GSH levels, Nrf2, HO-
1, GPX4, and xCT protein expression, and nuclear Nrf2 average fluorescence intensity gradually decreased in a concentration-
dependent manner (allP <0.05). The fluorescence ratio of JC-1 polymer/monomer in HepG2 cells in the high-dose NFt1 group
and Erastin group decreased, showing decreased mitochondrial volume, increased double-layer membrane density, decreased mi-
tochondrial cristae, and mitochondrial outer membrane rupture (allP <0.05). Compared with the high-dose NFt1 group, the JC-1
polymer/monomer fluorescence ratio in HepG2 cells in the NFt1 + Fer-1 group increased, and the mitochondrial damage charac-
teristics were reversed (P <0.05). There was no significant difference in the above indicators between the high-dose NFt1 group
and the Erastin group (P >0.05). Conclusion NFt1 may induce ferroptosis in HCC cells by inhibiting the activation of the Nrf2/
HO-1/GPX4 pathway, which may be closely related to the damage of mitochondrial structure and function.
【Key words 】 Hepatocellular carcinoma; Notoginsenoside Ft1; Nrf2/HO-1/GPX4 pathway; Ferroptosis;

Mitochondria; Mechanism

肝细胞癌( hepatocellular carcinoma，HCC) 是全球
癌症相关死亡的主要原因之一，晚期患者治疗选择有

限且预后较差［1］。尽管近年来 HCC 治疗策略取得一
定进展，但仍亟需开发更有效且具有靶向性的治疗方

案［2］。天然产物，尤其是传统中草药提取物，因其多
样化的药理作用及潜在的抗癌活性而受到广泛关

注［3］。三七作为传统中药，其主要活性成分之一———
三七皂苷 Ft1( notoginsenoside Ft1，NFt1) 在多种癌症模
型中已显示出显著的抗肿瘤活性，但其在 HCC 中的作
用尚少有研究报道［4-6］。铁死亡是一种新近发现的铁
依赖性程序性细胞死亡方式，诱导铁死亡为肿瘤治疗

提供了新思路［7］。核因子 E2 相关因子 2 ( nuclear
factor erythroid 2-related factor 2，Nrf2) 是抗氧化防御系
统的核心调控因子，通过激活下游谷胱甘肽过氧化物

酶 4( glutathione peroxidase 4，GPX4) 、血红素氧合酶 1
( heme oxygenase-1，HO-1) 等基因，参与调控铁稳态、
脂质代谢及谷胱甘肽合成，从而在铁死亡过程中发挥

重要调节作用［8］。已有研究提示，三七可通过激活
Nrf2抑制铁死亡［9］。然而 NFt1 是否通过调控 Nrf2 /
HO-1 /GPX4通路介导铁死亡从而抑制 HCC 进展，目
前尚未明确。本研究旨在探讨 NFt1对 HCC 细胞铁死
亡的影响及其潜在机制，报道如下。
1 材料与方法
1．1 材料 ( 1) 实验细胞: HepG2 人肝癌细胞购于武
汉赛尔生物医疗科技有限公司。 ( 2 ) 试药与试剂:
NFt1、铁 抑 素-1 ( ferrostatin-1，Fer-1 ) 、爱 拉 斯 汀
( Erastin) 和 Nrf2 抑制剂 ML-385 ( 美国 MCE 公司，货
号: HY-N10594、HY-100579、HY-15762、HY-100523 ) ;
GPX4多克隆抗体、溶质载体家族 7 成员 11 /胱氨酸 /
谷氨酸反向转运蛋白多克隆抗体( solute carrier family
7 member 11 /cystine-glutamate antiporter polyclonal anti-
body，SLC7A11 /xCT ) 多克隆抗体、Nrf2 重组抗体、

HO-1单克隆抗体( 武汉三鹰生物技术有限公司，货号:
17754-1-AP、26864-1-AP、66535-1-Ig、66741-1-Ig ) 。
( 3) 试剂盒:细胞计数试剂盒-8 ( CCK-8) 、丙二醛( ma-
londialdehyde，MDA) 检测试剂盒、活性氧检测试剂盒、
JC-1线粒体膜电位检测试剂盒、BCA 蛋白浓度检测试
剂盒( 上海碧云天生物技术有限公司，货号: C0037、
S0131、S0033、C2006、P0010 ) ; 还 原 型 谷 胱 甘 肽
( reduced glutathione，GSH) 含量检测试剂盒( 北京索莱
宝科技有限公司，货号: BC1175) ; FerroOrange ( Fe2+荧
光探针 ) ( 上海懋康生物科技有限公司，货号:

MKB0089) 。( 4) 仪器设备: CO2 培养箱 ( 型号: CLM-
170B-8-CN，新加坡 Esco 公司) ; 倒置荧光显微镜 ( 型
号: MHIF3000，广州明慧科技有限公司) ; 酶标仪 ( 型
号: GEN5 IPＲIME，美国 Agilent 公司) ; 高速冷冻离心
机( 型号: iCEN-24Ｒ，杭州奥盛仪器有限公司) 。
1．2 实验方法 于 2024年 8月—2025年 8月在延安
大学咸阳医院进行实验。取对数生长期的 HepG2 细
胞均匀接种至细胞培养皿，细胞复苏后，接种至添加

10%胎牛血清 ( FBS) 及 1%双抗 ( 青霉素 /链霉素) 的
ＲPMI-1640培养基中，于 37℃、5% CO2 培养箱进行常

规培养。待细胞扩增至对数生长期后分组: 空白对照
组，NFt1低、中和高剂量( 2、4 和 6 μmol /L) 组，Erastin
( 10 μmol /L) 组和 NFt1( 6 μmol /L) +Fer-1( 1 μmol /L)
组，共 6组。分别给予相应剂量药物和试剂处理 24 h
后进行后续实验。
1．2．1 CCK-8法测定细胞活性: HepG2 细胞经 0．25%
胰蛋白酶消化后，收集对数期细胞悬液，按每孔 5×103

个细胞的密度铺板至 96孔板。细胞完全贴壁后，分别
施加梯度浓度 NFt1( 0、0．5、1、2、4、6、8、10、20 μmol /L)
干预，于 37℃、5% CO2 条件下分别培养 24 h、48 h。弃
去原培养基，每孔添加 CCK-8试剂 10 μl，维持 37℃孵
育 30 min。使用酶标仪测定 450 nm 波长吸光度值
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( OD) ，按公式计算: 细胞存活率 ( %) = ( 实验组 OD
值 /空白对照组 OD 值) ×100%。通过 GraphPad Prism
9．0软件分析获得药物半数抑制浓度( IC50 ) ，其值越低

表明抑制效力越强。
1．2．2 集落形成实验检测细胞增殖: 将对数生长期的
HepG2细胞均匀接种于 6 孔板 ( 1×103 个 /孔) ，培养
12 h后，用含 10% FBS 的培养基替换上清液，在 37℃
细胞培养箱中孵育 1 周。弃去培养基，PBS 清洗，4%
多聚甲醛固定 30 min，0．2%结晶紫染色 30 min，清洗
后光学显微镜下拍照并统计各组集落数。
1．2．3 细胞迁移划痕实验检测细胞迁移:将处理后的
HepG2细胞接种至 6 孔板，待细胞融合率达 90%时，
使用无菌枪头垂直于孔板轻划直线伤口。继续培养
48 h后，于 0、24、48 h 时间点采用显微成像系统采集
划痕区域图像。通过 Image J软件量化划痕闭合率:迁
移率( %) =［( 初始划痕面积－终止划痕面积) / 初始划
痕面积］×100%。
1．2．4 Transwell 实验检测细胞侵袭: 采用 Matrigel 基
底基质包被的 Transwell 小室评估侵袭能力。将 1．5×
104 个 HepG2 细胞( 各组) 重悬于无血清培养基，接种
至预铺 Matrigel 基质胶 ( 4℃预凝) 的上室; 下室加入
600 μl含 10% FBS的完全培养基;培养 48 h后取出上
室，PBS 清洗去除未侵袭细胞，4%多聚甲醛固定
15 min，结晶紫染色 10 min;光学显微镜下随机选取视
野计数穿过基底膜的细胞。
1．2．5 FerroOrange 荧光探针检测 Fe2+含量:将处于对
数生长期的各组 HepG2细胞以 1×105 /ml个细胞的密
度接种于 12孔板中，培养至约 60%融合度。随后，处
理细胞 24 h。去除原培养基后，用无血清培养基冲洗
细胞 2次。将 1 μmol /L的 FerroOrange 荧光探针工作
液( 在无血清培养基中配制) 加入细胞。置于 37℃黑
暗环境中孵育 30 min。观察细胞并使用荧光显微镜获
取图像。使用 Image J软件对 FerroOrange的荧光强度
进行定量。
1．2． 6 DCFH-DA 荧光探针检测氧化应激: 将各组
HepG2细胞按 5×104 个 /孔密度铺板于 6 孔板。细胞
贴壁后分别加入对应浓度的干预药物处理 24 h，PBS
漂洗 3 次，避光条件下与 10 μmol /L DCFH-DA 探针
( 37℃ ) 共孵育 20 min。终止染色后，通过荧光显微镜
采集细胞内 ＲOS 荧光信号，采用 Image J 软件定量分
析活性氧水平。
1．2．7 MDA和 GSH 水平测定: 将各组 HepG2 细胞以
每孔 5×104 个细胞的密度接种于 6 孔板中，细胞贴壁
后，处理 24 h。根据相应检测试剂盒说明书进行 MDA

和 GSH含量检测。
1．2．8 Western-blot 检测铁死亡和 Nrf2 /HO-1 /GPX4
通路相关蛋白表达:收集各组 HepG2细胞，利用含 1%
PMSF的 ＲIPA裂解液提取总蛋白。使用 BCA 蛋白定
量试剂盒测定蛋白浓度。将样本在 100℃的沸水浴中
加热 10 min，然后冷却备用。制备 10%分离胶和 5%
浓缩胶，进行 SDS-PAGE电泳，采用湿转法将蛋白转至
PVDF膜上。在室温下用 5%脱脂奶粉封闭 1 h，然后
在 4℃下与一抗［抗 xCT ( 1 ∶ 5 000 ) 、抗 GPX4 ( 1 ∶
5 000) 、抗 Nrf2( 1 ∶1 000) 、抗 HO-1( 1 ∶1 000) 和抗 β-
actin( 1 ∶ 5 000) ］孵育过夜。次日，膜用 TBST 洗涤 3
次( 每次 10 min) ，然后与 HＲP 标记的二抗( 1 ∶5 000)
孵育 1 h。之后再用 TBST洗涤 3次，并利用 ECL检测
系统通过化学发光进行显色。最后，使用 Image J软件
定量分析相对蛋白表达水平。
1．2．9 免疫荧光检测 Nrf2 亚细胞定位和表达情况:将
HepG2细胞以每孔 1×104 个的密度接种于 24 孔板，细
胞贴壁后，各组处理 24 h。将含细胞的盖片用 PBS冲洗
3次，然后用 4%多聚甲醛固定 15 min，随后用0．25%
TritonX-100通透细胞 3 min，再用 PBS 冲洗，室温下用
1% BSA封闭 30 min ，随后在 4℃下与抗Nrf2( 1 ∶200) 一
抗共孵育过夜。用 PBST 缓冲液冲洗后，次日，在室温
下与二抗共孵育 1 h。PBS冲洗 3次，加入 DAPI染色细
胞核。在室温下避光孵育 3～5 min 后，取出盖片，用荧
光淬灭封片剂封片，使用荧光显微镜拍摄图像。
1．2．10 JC-1荧光探针评估线粒体膜电位: 取对数期
HepG2细胞经 24 h 处理后，收集培养上清，PBS 清洗
细胞 2次。加入 1 mg JC-1染色工作液重悬细胞，37℃
避光孵育 20 min。JC-1缓冲液洗涤 2 次，新鲜培养基
重悬细胞，荧光显微镜下进行线粒体膜电位成像分析。
1．2．11 透射电子显微镜检测线粒体超微结构: 将各
组 HepG2细胞用 0．25%胰蛋白酶消化，并在 2．5%戊二
醛溶液中固定 12 h。固定后，样本用 1%水溶性四氧
化锇后固定，依次用 30%～100%的乙醇溶液和丙酮脱
水，环氧树脂包埋，在 60℃下孵育 48 h，以形成树脂
块。使用超薄切片机进行 60～80 nm切片，安装在 150
目铜网格上，使用透射电子显微镜观察和捕获图像。
1．3 统计学方法 采用 SPSS 26．0统计学软件对数据
进行分析。符合正态分布的计量资料以 �x± s 表示，2
组间比较采用独立样本 t 检验; 多组间比较采用单因
素方差分析( one-way，ANOVA) 。P＜0．05 为差异有统
计学意义。
2 结 果
2．1 NFt1对 HepG2细胞活性的影响 以 0、0．5、1、2、
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4、6、8、10和 20 μmol /L的 NFt1分别处理 HepG2 细胞
24或 48 h后，细胞存活率均明显被抑制，呈时间和浓
度依赖性，差异有统计学意义( F /P = 136．825 /＜0．001，
168． 357 /＜ 0． 001 ) ，半 数 抑 制 率 IC50 值 分 别 为

6．22 μmol /L和 2．91 μmol /L。因此，使用浓度为 2、4
和 6 μmol /L的 NFt1进行后续研究，见表 1。
2．2 NFt1 对 HepG2 细胞增殖、迁移和侵袭的影响
与空白对照组比较，NFt1 低、中和高剂量组 HepG2 细
胞集落形成数、迁移率和侵袭率均降低，呈浓度依赖性

( t /P集落形成数 = 8． 144 /0． 001，17． 439 /＜ 0． 001，29． 863 /＜
0．001; t /P24 h迁移率 =8．097 /0．001，10．516 /＜0．001，21．367 /＜
0．001; t /P48 h迁移率 =7．399 /0．002，10．917 /＜0．001，14．697 /＜
0．001; t /P侵袭率 =23．205 /＜0．001，30．302 /＜0．001，32．402 /＜
0．001) 。而 NFt1高剂量组与 Erastin 组 HepG2 细胞之
间集落形成数、迁移率和侵袭率比较，差异无统计学意
义 ( t /P集落形成数 = 1． 201 /0． 296; t /P24 h迁移率 = 2． 237 /
0．089; t /P48 h迁移率 = 1． 551 /0． 196; t /P侵袭率 = 0． 585 /
0．590) ，见图 1、表 2。

表 1 不同浓度和时间的 NFt1处理后 HepG2细胞存活率 ( �x±s，%)
Tab．1 Survival rate of HepG2 cells treated with different concentrations of NFt1 for different times

时间
NFt1浓度( μmol /L)

0 0．5 1 2 4 6 8 10 20
F值 P值

24 h 99．28±1．62 88．36±1．11 75．33±1．17 62．18±1．33 44．65±1．48 35．47±1．48 31．44±0．97 30．23±0．78 17．83±0．98 136．825 ＜0．001
48 h 100．37±1．52 77．35±1．78a 66．87±1．94a 48．74±1．21a 38．76±1．45a 31．29±1．23a 27．36±0．94a 18．36±1．11a 14．35±0．67a 168．357 ＜0．001
t值 1．262 9．531 6．667 12．922 6．083 4．831 5．893 9．793 6．037
P值 0．366 0．008 0．011 0．005 0．033 0．042 0．020 0．008 0．019

注:与 24 h比较，aP＜0．05。

图 1 集落形成实验( A，×10) 、划痕实验( B，×200) 和 Transwell实验( C，×200) 检测各组细胞增殖、迁移和侵袭
Fig．1 Colony formation assay ( A，×10) ，scratch assay ( B，×200) ，and Transwell assay ( C，×200) were used to detect the proliferation，

migration and invasion of cells in each group
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表 2 各组 HepG2细胞增殖、迁移和侵袭水平比较 ( �x±s)
Tab．2 Comparison of proliferation，migration and invasion levels

of HepG2 cells in each group

组 别
集落形成数
( 个)

迁移率( %)
24 h 48 h

侵袭率
( %)

空白对照组 513．26±27．36 100．06±3．17 100．35±2．53 100．36±3．42
NFt1低剂量组 372．35±12．23a 81．36±2．44a 88．12±1．34a 46．38±2．13a

NFt1中剂量组 192．35±16．35a 68．45±4．13a 83．36±0．93a 33．62±1．69a

NFt1高剂量组 38．26±3．23a 48．93±2．67a 78．12±0．68a 21．44±2．47a

Erastin组 35．26±2．88a 44．37±2．31a 77．38±0．47a 20．37±1．98a

F值 296．352 178．453 126．385 215．647
P值 ＜0．001 ＜0．001 ＜0．001 ＜0．001

注:与空白对照组比较，aP＜0．05。

2．3 NFt1对 HepG2细胞 Fe2+含量的影响 与空白对
照组比较，NFt1 低、中和高剂量组 HepG2 细胞的相对
FerroOrange荧光强度逐渐升高，呈浓度依赖性( t /P =
5．587 /0．005，7．941 /0． 001，14．411 /＜ 0．001 ) 。而 NFt1
高剂 量 组 与 Erastin 组 HepG2 细 胞 之 间 相 对
FerroOrange荧光强度比较，差异无统计学意义( t /P =
1．659 /0．172) ，见图 2、表 3。
2．4 NFt1对 HepG2 细胞氧化应激的影响 与空白对
照组比较，NFt1 低、中和高剂量组 HepG2 细胞的平均
ＲOS荧光强度和 MDA 水平逐渐升高，GSH 水平逐渐
降低，呈浓度依赖性 ( t /P平均ＲOS荧光强度 = 9． 007 /0． 001，
21．804 /＜0．001，32．666 /＜0．001，t /PMDA = 7．730 /0．002，
16． 268 /＜ 0． 001，21． 424 /＜ 0． 001; t /PGSH = 11． 824 /＜

0．001，13．506 /＜0．001，18．001 /＜0．001) 。而 NFt1 高剂
量组与 Erastin 组 HepG2 细胞之间平均 ＲOS 荧光强
度、MDA 和 GSH 水平比较，差异无统计学意义 ( t /
P平均ＲOS荧光强度 = 0． 173 /0． 871; t /PMDA = 2．204 /0．092; t /
PGSH = 0．792 /0．473) ，见图 3、表 3。

表 3 各组 HepG2细胞 Fe2+含量和 ＲOS、MDA、GSH 水平比较
( �x±s)

Tab．3 Comparison of Fe2+ content，ＲOS，MDA and GSH levels
of HepG2 cells in each group

组 别
相对 FerroOrange
荧光强度

平均 ＲOS
荧光强度

MDA
( μmol /mg)

GSH
( μmol /g)

空白对照组 1．02±0．13 0．73±0．04 2．13±0．32 148．73±5．33
NFt1低剂量组 1．53±0．09a 0．99±0．03a 3．97±0．26a 111．34±1．26a

NFt1中剂量组 1．93±0．15a 1．61±0．05a 7．24±0．44a 100．05±3．25a

NFt1高剂量组 2．29±0．08a 2．09±0．06a 8．37±0．39a 77．36±4．33a

Erastin组 2．11±0．17a 2．08±0．08a 9．09±0．41a 74．29±5．13a

F值 189．643 203．576 246．832 198．745
P值 ＜0．001 ＜0．001 ＜0．001 ＜0．001

注:与空白对照组比较，aP＜0．05。

2．5 NFt1 对 HepG2 细胞铁死亡和 Nrf2 /HO-1 /GPX4
通路相关蛋白的影响 与空白对照组比较，NFt1 低、
中和高剂量组 HepG2细胞的 Nrf2、HO-1、GPX4和 xCT
蛋白表达逐渐降低，呈浓度依赖性 ( t /PNrf2 = 3． 146 /
0．035，7．709 /＜0．002，16．267 /＜ 0．001; t /PHO-1 = 3．674 /
0．021，5．628 /0．005，12．031 /＜0．001; t /PGPX4 = 13．880 /＜

图 2 FerroOrange荧光染色检测各组细胞 Fe2+含量( ×200)

Fig．2 Detection of Fe2+ content in cells of each group by FerroOrange fluorescence staining

图 3 DCFH-DA染色检测各组细胞 ＲOS水平( ×200)
Fig．3 Detection of ＲOS levels in cells of each group by DCFH-DA staining( ×200)
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0．001，19．053 /＜0．001，40．352 /＜0．001; t /PxCT = 9．738 /
0．001，13．166 /＜0．001，12．031 /＜0．001) 。而 NFt1 高剂
量组与 Erastin 组 HepG2 细胞之间 Nrf2、HO-1、GPX4
和 xCT蛋白表达水平比较，差异无统计学意义( t /PNrf2 =
1．331 /0． 254; t /PHO-1 = 0． 188 /0． 860; t /PGPX4 = 1． 608 /
0．183; t /PxCT = 1．504 /0．207) ，见图 4、表 4。

图 4 Western-blot检测各组 HepG2 细胞铁死亡和 Nrf2 /HO-1/
GPX4通路相关蛋白

Fig．4 Western-blot detection of ferroptosis and Nrf2 /HO-1/GPX4
pathway-related proteins in HepG2 cells of each group

表 4 各组 HepG2细胞铁死亡和 Nrf2 /HO-1/GPX4通路相关蛋
白表达水平比较 ( �x±s)

Tab．4 Comparison of ferroptosis and Nrf2 /HO-1/GPX4 pathway-
related protein expression levels of HepG2 cells in
each group

组 别 Nrf2 HO-1 GPX4 xCT

空白对照组 1．62±0．10 0．79±0．04 1．16±0．03 1．14±0．04

NFt1低剂量组 1．35±0．11a 0．67±0．04a 0．82±0．03a 0．78±0．05a

NFt1中剂量组 0．89±0．13a 0．47±0．09a 0．61±0．04a 0．71±0．04a

NFt1高剂量组 0．57±0．05a 0．23±0．07a 0．32±0．02a 0．58±0．07a

Erastin组 0．51±0．06a 0．24±0．06a 0．27±0．05a 0．51±0．04a

F值 176．352 158．473 196．582 142．635

P值 ＜0．001 ＜0．001 ＜0．001 ＜0．001

注:与空白对照组比较，aP＜0．05。

2．6 NFt1对 HepG2细胞 Nrf2核转位的影响 与空白
对照组［( 71．35±1．72) AU］比较，NFt1 低、中和高剂量
组 HepG2细胞 Nrf2平均荧光强度［( 65．17±1．25) AU、
( 58．16±1．31) AU、( 48．57±2．35) AU］逐渐降低，呈浓度
依赖性 ( t /P = 5．034 /0．007，10．567 /＜0．001，13．549 /＜
0．001) 。而 NFt1高剂量组与 Erastin 组［( 45．37±2．53)
AU］HepG2细胞之间 Nrf2平均荧光强度比较，差异无
统计学意义( t /P= 1．605 /0．184) ，见图 5。

图 5 免疫荧光染色检测各组 HepG2细胞 Nrf2核转位情况( ×100)
Fig．5 Detection of Nrf2 nuclear translocation in HepG2 cells of each group by immunofluorescence staining( ×100)
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2．7 NFt1对 HepG2 细胞线粒体膜电位的影响 与空
白对照组 ( 1． 02 ± 0． 07 ) 比较，NFt1 高剂量组 ( 0． 42 ±
0．08) 和 Erastin组 HepG2 细胞( 0．45±0．04) 中多聚体
JC-1 /单体 JC-1 荧光比值降低 ( t /P = 9． 776 /0． 001，
12．246 /＜0．001) 。与 NFt1 高剂量组比较，NFt1 +Fer-1
组( 0．79±0．04) HepG2 细胞中多聚体 JC-1 /单体 JC-1
荧光比值升高( t /P= 7．165 /0．002) 。NFt1 高剂量组和
Erastin组 HepG2 细胞之间多聚体 JC-1 /单体 JC-1 荧
光比值比较差异无统计学意义( t /P= 0．581 /0．592) ，见
图 6。
2．8 NFt1对 HepG2 细胞线粒体超微结构的影响 空
白对照组 HepG2 细胞线粒体形态正常。与空白对照
组比较，NFt1 高剂量组和 Erastin 组 HepG2 细胞均表
现出线粒体体积减小、双层膜密度增加、线粒体嵴减少
及线粒体外膜破裂。与 NFt1 高剂量组比较，NFt1 +
Fer-1组 HepG2 细胞上述线粒体损伤特征得到逆转，
见图 7。
3 讨 论
作为最常见的原发性肝癌，HCC 以其高发病率、

高病死率以及仅约 18%的 5 年生存率，持续严重威胁
全球健康［1］。手术是 HCC根治性治疗的主要手段，然
而多数患者在确诊时已处于中晚期，从而失去手术机

图 7 各组 HepG2细胞线粒体超微结构( ×10 000)
Fig．7 Ultrastructure of mitochondria in HepG2 cells of each group
( ×10 000)

图 6 JC-1荧光探针检测各组 HepG2细胞线粒体膜电位( Ｒ．红色; G．绿色; ×100)
Fig．6 Detection of mitochondrial membrane potential in HepG2 cells of each group by JC-1 fluorescence probe( ×100)
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会，且术后 2年内复发率高达 50%;对于晚期患者，尽
管可采用 FDA批准的一线药物索拉非尼以延长生存
期，但耐药性问题严重限制了其疗效［10］。因此，寻找
新的治疗药物与策略以提高 HCC的药物敏感性，仍是
当前亟待解决的关键临床问题。
传统中药凭借其低毒性和多靶点的药理特征，已

成为 HCC药物研发的重要方向［3］。NFt1 作为中药三
七的核心活性成分，逐渐受到关注，并已在多种癌症模

型中展现出明确的抗肿瘤作用［4］。陈思颖等［5］研究
发现，NFt1可通过调控 Bax /Bcl-2 /Caspase3信号通路，
抑制宫颈癌细胞迁移与侵袭并促进其凋亡。Feng
等［6］的研究则表明，NFt1 能够通过调控 USP9X 信号
通路，增加荷瘤小鼠体内 CD8+ T 细胞比例，从而抑制
结直肠癌生长。然而，NFt1 在 HCC 中的作用及其机
制尚未明确。本研究发现，NFt1 能够有效抑制 HepG2
细胞的增殖、侵袭和迁移，且该抑制作用呈现显著的时
间－浓度依赖性。其 24 h 和 48 h 的 IC50值分别为

6．22 μmol /L和 2．91 μmol /L，该浓度远低于多数中药
活性成分的有效作用浓度，提示 NFt1 对 HCC 细胞可
能具有更强的靶向抑制潜力［4-5］。这为应对 HCC 治疗
中药物敏感性不足的挑战，提供了一个新的候选研究

方向。
铁死亡是一种以脂质过氧化和铁积累为核心生物

学特征的程序性细胞死亡形式，其机制不同于凋

亡［7］。近年来研究发现，HCC的发生发展与铁死亡密
切相关，该过程的关键调控节点包括系统 XC－亚基

xCT和 GPX4，其中脂质过氧化发挥着关键作用: ＲOS
与铁积累相互促进，加剧氧化应激并最终破坏细胞膜

结构［11］。目前常用的铁死亡诱导剂( 如厄拉司汀、索
拉非尼) 主要通过靶向 xCT或 GPX4发挥作用，而使用
DCFH-DA荧光探针结合 MDA检测可全面评估细胞内
的脂质过氧化水平［12-13］。以往关于 NFt1 抗肿瘤作用
的研究多集中于其促进凋亡或抗化疗特性，但 NFt1 是
否通过诱导铁死亡来抑制 HCC细胞的增殖、侵袭和迁
移，目前尚缺乏证据，其相关机制亦不明确［5-6］。本研
究显示，NFt1引起的 Fe2+水平升高、GSH耗竭及 ＲOS /
MDA积累，本质上是对该调控轴系的靶向破坏; xCT
作为胱氨酸 /谷氨酸反向转运蛋白，其表达下调直接导
致胱氨酸摄取减少，从而引起 GSH 合成原料不足; 而
GPX4作为清除脂质过氧化物的关键酶，其表达降低
进一步阻断了脂质过氧化物的代谢通路，最终形成

“铁积累－氧化应激”恶性循环，引发铁死亡。
铁死亡受多种转录因子和信号通路调控，是一个

复杂的生物学过程，进一步的机制研究表明，NFt1 对

铁死亡的诱导作用依赖于对 Nrf2 /HO-1 /GPX4 信号通
路的抑制［14］。Nrf2作为抗氧化应激的核心转录因子，
其核转位能力下降直接导致下游 HO-1、GPX4 等靶基
因的转录受阻: HO-1表达下调削弱了其分解血红素、
减少游离铁释放的功能，从而加剧细胞内铁超载; 而

GPX4的转录抑制则直接切断了脂质过氧化物的清除
途径，二者协同作用，显著增强了氧化损伤［15-18］。在
NCC 肿瘤组织中，Nrf2 /HO-1 /GPX4 信号通路呈现异
常激活状态，且与铁死亡水平呈负相关，抑制该通路活

性可显著升高肿瘤细胞的铁死亡水平，说明 Nrf2 /
HO-1 /GPX4信号通路是促进 NSCLC 铁死亡的关键调
控靶点［19-20］。此外，线粒体作为铁死亡的关键效应器
官，其膜电位下降、结构损伤( 体积缩小、嵴减少、外膜
破裂) 并非单纯的伴随现象，而是 NFt1 抑制 Nrf2 通路
后引发的下游关键事件———Nrf2 通路受损导致线粒
体抗氧化能力下降，进而诱发线粒体膜脂质过氧化，最

终破坏线粒体结构与功能，形成“通路抑制－线粒体损
伤－铁死亡”的级联反应［21］。铁死亡抑制剂 Fer-1 能
够逆转上述过程，进一步证实线粒体损伤是 NFt1 诱导
铁死亡的核心环节，而不是非特异性的细胞毒性作用。
与经典铁死亡诱导剂 Erastin相比，NFt1表现出以

下显著特征: ( 1) 作用多效性: Erastin 主要通过抑制
xCT功能诱发铁死亡，而 NFt1可同时靶向 xCT表达与
Nrf2通路，形成“直接抑制转运蛋白功能+间接阻断转
录调控”的双重作用模式，其调控更为全面［11］; ( 2) 机
制特异性: NFt1所诱导的铁死亡可被 Fer-1完全逆转，
提示铁死亡是其抗 HCC作用的核心机制，而非次要或
伴随途径; ( 3) 潜在安全性优势: NFt1作为中药活性成
分，其有效浓度范围( 2～6 μmol /L) 远低于已知毒性阈
值，且三七提取物在临床应用中已表现出良好的低毒

特性，这为后续体内试验及临床转化提供了重要

基础［4，6，16］。
本研究的局限性在于仅基于 HepG2 细胞系验证

了 NFt1的作用，尚未在其他 HCC 细胞系及体内动物
模型中进行验证，后续需补充相关实验以进一步明确

NFt1作用的普遍性;此外，本研究未考察 NFt1 与索拉
非尼等临床常用药物的协同效应，未来可进一步探索

NFt1在逆转 HCC耐药方面的潜在价值。
4 结 论
本研究证实，NFt1 对人肝癌 HepG2 细胞的增殖、

迁移及侵袭具有显著抑制作用，且该效应呈现明确的

时间－浓度依赖性。其核心作用机制为 NFt1 通过靶
向抑制 Nrf2 /HO-1 /GPX4 通路激活，下调 xCT、GPX4
等关键蛋白表达，破坏 xCT /GSH /GPX4 轴的稳态平
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衡，进而引发细胞内 Fe2+超载、ＲOS 与 MDA 积累及
GSH耗竭，最终诱导 HepG2 细胞发生铁死亡。同时，
NFt1可导致线粒体膜电位下降、结构损伤( 体积缩小、
嵴减少、外膜破裂) ，而铁死亡抑制剂 Fer-1 能逆转上
述线粒体损伤及铁死亡过程，证实线粒体功能障碍是

其关键介导环节。与经典铁死亡诱导剂 Erastin 相比，
NFt1作用更全面且具有潜在低毒优势。本研究为
HCC治疗提供了新的候选药物与特异性作用靶点，丰
富了中药活性成分抗 HCC的分子机制研究，为后续体
内试验及临床转化奠定了重要基础。
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