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· 论著 ·

蟾毒灵对肝细胞癌小鼠肿瘤微环境中乳酸脱氢酶A和

调节性T细胞的影响

于芳婧1，2，3，付欣雨1，2，3，张斌1，董岩1，李俣君1，崔晓楠1，3

（大连医科大学  1. 附属第一医院肿瘤科； 2. 第一临床学院； 3. 附属第一医院中西医结合实验室，辽宁  大连  116011）  

摘要  目的 检测乳酸脱氢酶A （LDHA）、FoxP3、CD4在肝细胞癌 （HCC）中的表达，分析蟾毒灵对HCC小鼠肿瘤微环境中LDHA

和调节性T细胞 （Treg） 分化及功能的影响。方法  采用免疫组织化学染色检测91例HCC患者癌组织和癌旁组织中LDHA和人

Treg细胞特异分子标识FoxP3、CD4的表达差异及各指标间的相关性。应用C57BL/6小鼠构建Hep1-6皮下荷瘤模型。将小鼠随机

分为对照组、蟾毒灵联合丙酮酸组、草氨酸盐组、蟾毒灵组，每组5只，比较皮下肿瘤的质量和体积。采用免疫组织化学染色检测

各组小鼠肿瘤中LDHA和FoxP3、CD4的表达； 采用ELISA检测各组小鼠血清中转化生长因子β （TGF-β） 和白细胞介素-10 （IL-10） 

水平，评估Treg细胞免疫功能。结果  与癌旁组织相比，人肝癌组织中LDHA和FoxP3高表达，CD4低表达 （P < 0.001）； 相关分析

结果显示，LDHA与FoxP3表达呈正相关，与CD4表达呈负相关 （P < 0.05）。Hep1-6皮下荷瘤小鼠实验结果显示，蟾毒灵组、草氨

酸盐组肿瘤体积明显小于对照组，蟾毒灵联合丙酮酸组肿瘤体积明显大于蟾毒灵组 （P < 0.001）。免疫组织化学染色结果显示，

蟾毒灵组和草氨酸盐组LDHA表达水平和FoxP3+细胞百分比明显低于对照组； 蟾毒灵组CD4+细胞百分比明显高于对照组 （P < 

0.001）； 蟾毒灵联合丙酮酸组LDHA表达水平和FoxP3+细胞百分比明显高于蟾毒灵组，CD4+细胞百分比明显低于蟾毒灵组 （P < 

0.001）。ELISA结果显示，蟾毒灵组、草氨酸盐组TGF-β和IL-10水平明显低于对照组 （P < 0.001）。结论  蟾毒灵可以抑制HCC小

鼠肝癌细胞生长和增殖，下调LDHA表达，抑制Treg细胞分化和增殖。
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Abstract  Objective To detect the expression of lactate dehydrogenase A （LDHA），FoxP3，and CD4 in hepatocellular carcinoma 

（HCC） and to analyze the effect of bufalin on LDHA as well as on the differentiation and function of regulatory T （Treg） cells in the tumor 

microenvironment of HCC mice. Methods  Immunohistochemical staining was performed to detect the difference in the expression of 

LDHA，FoxP3 （Treg cell marker），and CD4 between the tumor and adjacent tissues from 91 HCC patients. Hep1-6 subcutaneous tumor-
bearing mouse model was established. The mice were randomly divided into control，bufalin+pyruvic acid，oxalate，and bufalin groups

（n = 5 each group）. The mass and volume of subcutaneous tumors were compared. Immunohistochemical staining was performed to 

detect the expression of LDHA，FoxP3，and CD4 in tumors of mice in each group. ELISA was used to detect the levels of transforming 

growth factor β （TGF-β） and interleukin-10 （IL-10） in the serum of mice in each group to evaluate the immune function of Treg cells. 

Results  Compared with adjacent tissues，HCC tissues exhibited significantly higher LDHA and FoxP3 expression and lower CD4 

expression （P < 0.001）. The results of the correlation analysis showed that LDHA was positively correlated with FoxP3 expression and 

negatively correlated with CD4 expression （P < 0.05）. The experimental results of Hep1-6 subcutaneous tumor-bearing mice showed that 

the tumor volume was significantly smaller in the bufalin and oxalate groups than in the control group and was significantly larger in the 

bufalin+pyruvic acid group than in the bufalin group （P < 0.001）. The results of immunohistochemical staining showed that the expression 
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levels of LDHA and the percentage of FoxP3+ cells in the bufalin and oxalate groups were significantly lower than those in the control 

group，and the percentage of CD4+ cells in the bufalin group was significantly higher than that in the control group （P < 0.001）. The expres-
sion level of LDHA and the percentage of FoxP3+ cells in the bufalin+pyruvic acid group were significantly higher than those in the bufalin 

group，while the percentage of CD4+ cells was significantly lower than that in the bufalin group （P < 0.001）. The results of ELISA showed 

that the levels of TGF-β and IL-10 in the bufalin and oxalate groups were significantly lower than those in the control group （P < 0.001）. 

Conclusion  Bufalin inhibits cell growth，downregulates LDHA expression，and suppresses the differentiation and proliferation of Treg 

cells in HCC mice.

Keywords  hepatocellular carcinoma； bufalin； regulatory T cell； lactate dehydrogenase A

肝细胞癌 （hepatocellular carcinoma，HCC）在全

球癌症相关死亡原因中居第3位［1］，其发生、发展与

肿瘤微环境密不可分［2］。研究［3］显示，HCC肿瘤微环

境中存在大量调节性T细胞 （regulatory T cell，Treg），

FoxP3+ CD4+ Treg细胞是一个功能成熟且独特的CD4+ 

T细胞亚群，具有很强的免疫抑制功能，能够促进肿

瘤细胞免疫逃逸。FoxP3是Treg细胞关键转录因子，

对Treg细胞的发育和功能起重要作用。Treg细胞缺

失的荷瘤动物可以出现强烈的抗肿瘤免疫反应［4］。

研究［5］发现，Treg细胞可以通过摄取乳酸，增强自身

功能。肿瘤微环境中的乳酸主要由肿瘤细胞通过有

氧糖酵解产生，乳酸脱氢酶A （lactate dehydrogenase 

A，LDHA） 是这一过程的关键酶。因此，靶向调控

LDHA的活性和功能，能够调控乳酸代谢途径，改善

肿瘤微环境，可以作为一种抑制肿瘤发生和发展的

方法。

目前，华蟾素在临床上表现出良好的抗肿瘤

效果，蟾毒灵是华蟾素中主要的抗肿瘤活性成分。

研究［6-7］发现，蟾毒灵不仅可以抑制肿瘤细胞增殖，

还可以改善肿瘤微环境。本研究通过检测LDHA、

FoxP3、CD4在HCC中的表达，探讨蟾毒灵对HCC小

鼠肿瘤微环境中LDHA和Treg细胞分化及功能的影

响，从而为华蟾素的临床应用提供更多的理论依

据，为HCC免疫治疗提供新的方向。

1 材料与方法

1.1 材料  

1.1.1 细胞株：鼠源肝癌细胞系Hep1-6，购自武汉

尚恩生物技术有限公司。

1.1.2 主要试剂：蟾毒灵，购自美国APExBIO公司。

丙酮酸，购自美国Selleck公司。草氨酸盐，购自美

国Glpbio公司。CD4山羊抗兔单克隆抗体、CD4山

羊抗鼠单克隆抗体、FoxP3山羊抗兔单克隆抗体、

FoxP3山羊抗鼠单克隆抗体，购自英国abcam公司。

LDHA抗体，购自美国ABclonal公司。胎牛血清，购

自澳大利亚AusGeneX公司。DMEM培养基、0.25% 

EDTA-胰蛋白酶，购自美国Gibco公司。0.9%氯化

钠溶液，购自四川科伦药业股份有限公司。转化生长

因子β （transforming growth factor β，TGF-β）、白细胞介

素-10 （interleukin-10，IL-10） 酶联免疫吸附试验 （en-

zyme-linked immunosorbent assay，ELISA） 试剂盒，购

自上海爱萌优宁生物技术有限公司。

1.1.3 临床标本：收集2019年1月1日至2020年12月

30日间在大连医科大学附属第一医院行肝癌切除

术、术后病理诊断为HCC的91例患者的癌组织和癌

旁组织样本。

1.1.4 实验动物：SPF级C57BL/6小鼠20只，4周龄，体

重18~20 g，购自辽宁长生生物技术股份有限公司。

1.2 细胞培养

鼠源Hep1-6细胞在37 ℃、5% CO2、饱和湿度条

件下，在含10%胎牛血清的DMEM培养基中常规培

养。当细胞生长融合度达到90%以上时，用0.25% ED-

TA-胰蛋白酶消化后传代，取对数生长期的细胞用

于后续实验。

1.3 Hep1-6皮下荷瘤小鼠模型的建立和分组

收集对数生长期的Hep1-6细胞，制成4×106/mL

单细胞悬液。所有小鼠右腋皮下注射100 μL单细胞悬

液，建立肝癌模型。计算肿瘤体积，体积 （cm3） =长×

宽2/2。

将建立的小鼠模型随机分为对照组、蟾毒灵

联合丙酮酸组、草氨酸盐组、蟾毒灵组，每组5只。

成 瘤 后 第1天，对 照 组 小 鼠 给 予0.9%氯 化 钠 溶 液 

（0.1 mL/20 g）；蟾毒灵联合丙酮酸组小鼠给予蟾毒

灵 （1 mg/kg） +丙酮酸 （4 mmol/L）；草氨酸盐组小鼠

给予草氨酸盐 （400 mg/kg）；蟾毒灵组小鼠给予蟾

毒灵 （1 mg/kg）。均腹腔注射给药，1次/d。其中，丙
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酮 酸 具 有 刺 激 乳 酸 脱 氢 酶 （lactate dehydrogenase，

LDH） 表达的作用［8］，草氨酸盐具有抑制LDHA表达

的作用。研究终点为给药后第15天。本研究经大连

医科大学附属第一医院医学伦理委员会审批通过 

（AEE24007）。

1.4 免疫组织化学染色

采用免疫组织化学方法检测HCC患者临床标

本和各组小鼠肿瘤中LDHA和Treg细胞特异性分子

标识FoxP3、CD4的表达。给药15 d后，眼框后静脉丛

采血后，处死小鼠，取瘤。石蜡标本切片、烤片。切片

放入二甲苯Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ溶液中脱蜡，依次置于不同浓

度 （100%、85%和75%） 乙醇中脱水。切片浸泡于抗

原修复液中，微波炉加热后冷却至室温。3%过氧化

氢溶液滴于切片上，灭活内源酶活性。切片滴加封

闭血清后，依次孵育一抗、二抗溶液。DAB显色为黄

色时，终止染色。苏木素复染细胞核。应用75%、85%

和100%乙醇使切片脱水，二甲苯Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ溶液使切

片透明，中性树胶封片，凝固后显微镜下观察和拍

照。

1.5 ELISA检测  

采用ELISA检测各组小鼠血清中IL-10和TGF-β

水平，评估Treg细胞的免疫功能。按照ELISA试剂盒

说明书进行操作。采用分光光度仪测量450 nm波长

下的吸光度。依据标准曲线，计算TGF-β和IL-10浓

度。

1.6 统计学分析  

应用SPSS 27.0软件进行统计分析。计量资料用

x-±s表示，人肝癌组织和癌旁组织中各指标的比较

采用Wilcoxon秩和检验；小鼠实验中组间比较采用

Mann-Whitney U检验。采用Spearman秩相关分析人

肝癌组织和癌旁组织中LDHA与FoxP3、CD4表达的

相关性。P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 LDHA、FoxP3、CD4在人肝癌组织和癌旁组织

中的表达及其相关性

CD4分布于Treg细胞的细胞膜表面，阳性细胞

呈不规则小灶性分布；FoxP3表达于Treg细胞的细胞

核内，阳性细胞呈弥散分布；LDHA表达于所有细胞

的细胞质，阳性细胞呈弥散分布。见图1。

免疫组织化学染色结果显示，肝癌组织和癌旁

组织中LDHA表达水平分别为0.235±0.056和0.142±

0.055，肝癌组织中LDHA呈高表达，LDHA表达水平

明显高于癌旁组织 （P < 0.001）；肝癌组织和癌旁组

织中FoxP3+细胞百分比分别为 （3.108±2.635） %和 

（0.825±0.665） %，CD4+细胞百分比分别为 （11.800±

9.389） %和 （18.900±8.962） %，肝癌组织中FoxP3+细

胞百分比明显高于癌旁组织 （P < 0.001），CD4+细胞

百分比明显低于癌旁组织 （P < 0.001）。FoxP3+与

CD4+细胞百分比反映Treg细胞占CD4+ T细胞比值，

肝癌组织和癌旁组织分别为 （0.330 2±0.244 5） %和 

（0.050 31±0.043 96） %，提示癌组织中Treg细胞明显

多于癌旁组织 （P < 0.001）。

相关性分析结果显示，LDHA与FoxP3表达呈正

相关 （r = 0.242 1，P < 0.05，图2A）；LDHA与CD4表达

呈负相关 （r = -0.240 8，P < 0.05，图2B）。

2.2 4组小鼠生长情况以及肿瘤质量和体积的比较  

Hep1-6皮下荷瘤小鼠模型和皮下肿瘤见图3。

4组小鼠体重稳定增长，给药第1、9、15天时4组小鼠

比较，体重均无统计学差异 （P > 0.05），提示药物安

全性较好。所有小鼠于给药后第15天处死，测量和

比较第15天时的肿瘤质量以及第1、9、15天时的肿

图1  人HCC组织免疫组织化学染色  ×40

Fig.1  Immunohistochemical staining of human HCC tissues ×40

HCC tissues Adjacent tissues

LDHA

FoxP3

CD4
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瘤体积。结果显示，第15天时，蟾毒灵组和草氨酸盐

组小鼠肿瘤质量和体积明显小于蟾毒灵联合丙酮

酸组 （P < 0.001）；蟾毒灵组小鼠肿瘤体积明显小于

草氨酸盐组 （P < 0.05）。说明草氨酸盐和蟾毒灵均

可阻止肿瘤的发生和发展，且蟾毒灵效果更好。见

表1。

表1  4组小鼠体重、肿瘤质量和体积的比较

Tab.1  Comparison of mice body weight，tumor mass，and tumor volume between the four groups 

Group
Body weight （mg） 

Tumor mass （g） 
Tumor volume （mm3） 

Day 1 Day 9 Day 15 Day 1 Day 9 Day 15

Control 18.31±0.71 20.18±0.80 21.20±0.52 0.60±0.05 109.62±9.82 323.44±11.95 589.91±36.41

Bufalin+pyruvic acid 18.27±0.65 20.06±0.89 21.15±0.74 0.43±0.051） 100.56±7.17 224.32±19.541） 398.73±23.441） 

Oxalate 17.73±0.46 19.54±0.51 20.59±0.55 0.24±0.021），2） 105.64±8.33 174.67±7.631），2） 221.16±14.491），2） 

Bufalin 18.49±0.90 20.30±0.77 21.37±0.79 0.17±0.011），2） 101.30±3.85 127.58±7.131），2），3） 176.41±9.901），2），3） 

1） P < 0.05 vs. control group；2） P < 0.05 vs. bufalin+pyruvic acid group；3） P < 0.05 vs. oxalate group.

A，correlation between LDHA and FoxP3 expression；B，correlation between LDHA and CD4 expression.

图2  人HCC组织中 LDHA与FoxP3、LDHA表达的相关性

Fig.2  Correlation of LDHA expression with FoxP3 and LDHA expression in human HCC tissues 

A，subcutaneous tumor-bearing mice；B，subcutaneous tumor.

图3  Hep1-6皮下荷瘤小鼠模型和皮下肿瘤 

Fig.3  Hep1-6 subcutaneous tumor-bearing mice model and subcutaneous tumor

2.3 4组小鼠血清TGF-β和IL-10水平的比较

ELISA结果显示，草氨酸盐组和蟾毒灵组TGF-β

和IL-10水 平 明 显 低 于 蟾 毒 灵 联 合 丙 酮 酸 组 （P < 

0.05）；蟾毒灵组TGF-β和IL-10水平明显低于草氨酸

盐组 （P < 0.01）。结果提示，蟾毒灵能抑制Treg细胞

分泌TGF-β和IL-10。见表2。

2.4 4组小鼠LDHA、FoxP3、CD4表达水平的比较及

其相关性

免疫组织化学染色结果 （表3、图4） 显示，蟾毒

灵组和草氨酸盐组LDHA表达水平、FoxP3+细胞百分

比均明显低于对照组 （P < 0.001）、蟾毒灵联合丙酮

酸组 （P < 0.01）；蟾毒灵组与草氨酸盐组比较，LDHA

表达水平、FoxP3+细胞百分比的差异均无统计学意

义 （P > 0.05）。结果提示，蟾毒灵能够抑制肿瘤组织

LDHA表达，其效果与草氨酸盐相似，且蟾毒灵或草

氨酸盐均可有效减少肿瘤组织中Treg细胞数量。蟾
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毒灵组CD4+细胞百分比明显高于对照组、蟾毒灵联

合丙酮酸组 （P < 0.05）；草氨酸盐组CD4+细胞百分

比略高于对照组，但差异无统计学意义 （P > 0.05）。

FoxP3+细胞占CD4+细胞百分比反映Treg细胞占CD4+ 

T细胞的比值。蟾毒灵组FoxP3+细胞占CD4+细胞百

分比明显低于对照组、蟾毒灵联合丙酮酸组 （P < 

0.001）。结果提示，蟾毒灵不仅可以减少肿瘤组织

中Treg细胞数量，还可以增加CD4+ T细胞数量，从而

使Treg细胞占CD4+T细胞比值降低。

相关性分析结果 （图5） 显示，LDHA与FoxP3表达

呈正相关 （P < 0.001），与CD4表达呈负相关 （P < 0.01），

与人肝癌组织检测结果相同。肿瘤体积与肿瘤组

织中LDHA水平和FoxP3+细胞百分比呈正相关 （P < 

0.001），与CD4+细胞百分比呈负相关 （P < 0.001）。结

果提示，蟾毒灵可以减少肿瘤组织中Treg细胞数量，

从而达到抑制肿瘤发生和发展的作用。

表3  4组小鼠LDHA、FoxP3和CD4表达水平的比较

Tab.3  Comparison of the expressions of LDHA，FoxP3，and CD4 between the four groups 

Group
Average optical density

value of LDHA
FoxP3+ cell percentage （%） CD4+ cell percentage （%） 

Ratio of FoxP3+ cells to
CD4+ cells

Control 0.301±0.058 6.483±1.209 15.860±9.439 50.24±19.86

Bufalin+pyruvic acid 0.222±0.030 4.700±0.101 18.030±5.530 28.39±10.01

Oxalate 0.138±0.0121），2） 2.090±0.3051），2） 21.040±4.796 10.42±2.811），2） 

Bufalin 0.148±0.0101），2） 0.705±0.3241），2） 32.680±10.8601），2）   2.37±1.591），2） 

1） P < 0.05 vs. control group；2） P < 0.05 vs. bufalin+pyruvic acid group.

图4  小鼠肿瘤组织免疫组织化学染色结果  ×40  

Fig.4  Immunohistochemical staining of the tumor tissues of mice  ×40 

表2  4组小鼠血清IL-10和TGF-β水平的比较 （pg/mL）

Tab.2  Comparison of serum IL-10 and TGF-β levels in mice between the four groups （pg/mL）

Group TGF-β IL-10

Control 36 975.87±108.67 88.53±1.73

Bufalin+pyruvic acid 36 331.89±114.441） 85.19±2.681） 

Oxalate 34 600.96±76.991），2） 80.01±1.531），2） 

Bufalin 33 048.56±78.551），2），3） 77.26±2.271），2），3） 

1） P < 0.05 vs. control group；2） P < 0.05 vs. bufalin+pyruvic acid group；3） P < 0.05 vs. oxalate group.

Control Bufalin+pyruvic acid Oxalate Bufalin

LDHA

FoxP3

CD4
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A，correlation between LDHA expression and FoxP3+ cell percentage；B，correlation between LDHA expression and CD4+ cell percentage；C，correlation 

between LDHA expression and tumor volume；D，correlation between FoxP3+ cell percentage and tumor volume；E，correlation between CD4+ cell percen-

tage and tumor volume.

图5  肿瘤组织中LDHA、FoxP3、CD4表达与肿瘤体积的相关性

Fig.5  Correlation between the expression of LDHA，FoxP3，and CD4 in tumor tissues and tumor volume

3 讨论

本研究通过对HCC患者手术标本进行分析，证

实了肝癌组织中LDHA表达水平显著升高，这与Treg

细胞富集呈显著正相关。本研究结果与肿瘤微环境

有氧糖酵解特征相吻合，并支持“酸性肿瘤微环境

是Treg细胞分化、增殖和功能维持的理想场所”这

一理论［9］。本研究结果进一步提示，LDHA表达及其

产生乳酸不仅影响Treg细胞数量，还可能通过改变

局部代谢环境，影响CD4+ T细胞亚群的整体平衡，促

使免疫反应向抑制状态倾斜。

基于上述发现，本研究采用皮下荷瘤小鼠模型

进一步探究传统中药活性成分蟾毒灵的抗肿瘤机

制。结果显示，蟾毒灵和草氨酸盐能显著下调肿瘤

组织中LDHA表达，而应用丙酮酸重新激活LDHA表

达则部分逆转了蟾毒灵的抑瘤效果。结果证明，抑

制LDHA介导的糖酵解途径是蟾毒灵发挥抗肿瘤作

用机制之一。

鉴于乳酸已被广泛证实是促进Treg细胞生成和

功能的关键因子［10］，本研究发现，蟾毒灵可抑制LDHA

表达，从而减少乳酸生成。本研究进一步评估了蟾毒

灵对Treg细胞的影响，结果显示，蟾毒灵组和草氨酸

盐组小鼠肿瘤内Treg细胞数量显著减少，且Treg细胞

占比与LDHA表达呈显著正相关。证明了蟾毒灵通

过靶向抑制LDHA，有效削弱肿瘤微环境中Treg细胞

数量。这一机制在血清学层面也得到了印证：蟾毒灵

显著降低了Treg细胞功能活化相关的免疫抑制因子

IL-10和TGF-β表达。进一步证实了蟾毒灵不仅减少了

Treg细胞数量，也抑制了其免疫抑制功能。

本研究将蟾毒灵的作用机制与HCC肿瘤微环

境的关键调控轴LDHA-乳酸-Treg细胞紧密联系起

来。近期研究［9］揭示，当Treg细胞环境乳酸水平降低

时，其免疫抑制能力被削弱，为免疫治疗创造有利

条件。本研究表明，蟾毒灵作为中药复方华蟾素的

核心活性成分之一，能够有效干预LDHA-乳酸-Treg

细胞轴，不仅直接抑制肿瘤生长，更能重塑免疫微环

境，削弱Treg细胞介导的免疫逃逸。这为华蟾素在肝

癌治疗中的临床应用，尤其是作为免疫治疗的潜在

增敏剂，提供了坚实的理论基础和实验依据。
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不饱和脂肪酸，引发脂质过氧化反应，生成MDA等

毒性产物，破坏线粒体功能，抑制脂肪酸β氧化，导

致NEFA和TG在体内异常堆积。本研究结果表明，

模型组MDA和COX-2水平明显升高，抗氧化酶SOD

和CAT水平明显降低，丹蒌片干预后抗氧化酶呈高

表 达，而MDA和COX-2表 达 水 平 降 低。本 研 究 中，

DCFH-DA荧光探针法检测结果表明，模型组ROS呈

高表达，丹蒌片组ROS含量明显降低，证实丹蒌片可

能通过影响氧化应激反应调控脂质代谢。

综上所述，丹蒌片通过抑制氧化应激反应，促

进脂质代谢，从而改善油酸诱导的HepG2高脂细胞

模型脂质沉积情况。
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