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基于单细胞转录组和类器官模型探讨

沙蟾毒精通过 Notch 通路干预结直肠癌增殖的研究

商志浩1，钱景阳1，赖岳阳1，2，程海波1，2

（1 .南京中医药大学第一临床医学院，江苏 南京 21 0023；2.江苏省中医药防治肿瘤协同创新中心，江苏 南京 21 0023）

　　摘要：目的 基于单细胞转录组测序和类器官模型探讨沙蟾毒精（Are）抑制结直肠癌的效果和机制。方法 通过对

沙蟾毒精和 PBS 干预的结直肠癌移植瘤进行单细胞测序，基于测序结果分析占比减少的肿瘤细胞亚群及其生物学功
能；5 -Ethynyl -2＇-deoxyuridine（EDU）实验用于观察沙蟾毒精对于 HCT 1 1 6 细胞增殖的抑制能力；蛋白免疫印迹
（Western Blotting）实验用于验证凋亡相关蛋白和 Notch通路中相关蛋白在沙蟾毒精干预后的表达改变；最后对类器官进
行了苏木精-伊红染色（HE）及免疫组织化学染色（IHC）来评估沙蟾毒精对于类器官的抑制效果。结果 单细胞转录组

测序结果显示第二群肿瘤细胞亚群在干预后比例显著降低，PBS 组中占比 21 .57%，Are 组中占比 1 4.1 6%，富集分析显
示这群肿瘤细胞与蛋白质运输、由 RNA聚合酶Ⅱ调控的转录、囊泡介导的运输、基于 DNA模板的转录负向调控、从内质
网到高尔基体的囊泡介导运输、细胞凋亡过程、肿瘤坏死因子（TNF）信号通路、癌症中的蛋白多糖、泛素介导的蛋白质降
解、癌症途径、Notch信号通路、Wnt信号通路等生物学进程相关，EDU 实验显示，与 PBS 组相比，沙蟾毒精在 1 00 ~300
nmol/L间浓度依赖性地抑制 HCT 1 1 6 细胞增殖；Western blot 结果显示，与 PBS 组相比，沙蟾毒精显著提高了 BAX的表
达，并抑制 BCL -2 的蛋白表达。与 Notch通路相关的 Notch1、Jagged1、HES1、Cyclin D1 和 DLL4 蛋白都出现了不同程度
的表达抑制。结论 沙蟾毒精能够抑制结直肠癌增殖，其机制可能与抑制 Notch通路激活有关。
　　关键词：单细胞转录组；肠癌类器官；NOTCH通路；沙蟾毒精
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Exploring Arenobufagin Intervention in Colorectal Cancer Proliferation through
Notch Pathway Based on Single -cell Transcriptome and Organoid Model

SHANG Zhihao1，QIAN Jingyang1，LAI Yueyang1，2，CHENG Haibo1，2

（1 .The First College of Clinical Medicine Nanjing University of Chinese Medicine，Nanjing 21 0023，Jiangsu，China；

2.Jiangsu Collaborative Innovation Center of Traditional Chinese Medicine in Prevention and Treatment of Tumor，Nanjing 21 0023，Jiangsu，China）

Abstract：Objective To explore the effects and mechanisms of Arenobufagin on colorectal cancer using single -cell transcrip-
tomics and organoid models.Methods Single -cell sequencing on colorectal cancer xenografts treated with Arenobufagin and
phosphate buffered saline（PBS）was performed.The study analyzed the reduction in specific tumor cell subpopulations and their
biological functions.EDU experiments assessed the impact of Arenobufagin on HCT 1 1 6 cell proliferation，and Western Blotting
verified changes in protein expressions related to the Notch pathway.Organoid models were evaluated using Hematoxylin -Eosin
and Immunohistochemistry staining.Results The single -cell RNA sequencing results revealed that the proportion of the second
tumor cell subpopulation significantly decreased following intervention.The subpopulation accounted for 21 .57% in the PBS
group and 1 4.1 6% in the Are group.Gene enrichment analysis indicated that these tumor cells were associated with biological
processes such as protein transport，transcription regulated by RNA polymerase II，vesicle -mediated transport，negative regula-
tion of transcription from DNA templates，vesicle -mediated transport from the endoplasmic reticulum to the Golgi apparatus，ap-
optosis，tumor necrosis factor （TNF）signaling pathway，proteoglycans in cancer，ubiquitin -mediated protein degradation，

211



第 43 卷　第 2 期
2 0 2 5 年 2 月

中　华　中　医　药　学　刊
CHINESE　ARCHIVES　OF　TRAD ITIONAL　CHINESE　MEDICINE

Vol.43 No.2
Feb.2 0 2 5

cancer pathways，Notch signaling pathway，and Wnt signaling pathway.The EDU assay demonstrated that arenobufagin （Are）
dose -dependently inhibited the proliferation of HCT1 1 6 cells within the concentration range of 1 00 nm to 300 nm compared to
the PBS group.Western blot analysis showed that，compared to the PBS group，arenobufagin significantly increased the expres-
sion of BAX while downregulating the expression of BCL -2.Additionally，proteins associated with the Notch pathway，including
Notch1，Jagged1，HES1，Cyclin D1，and DLL4，exhibited varying degrees of expression inhibition.Conclusion Arenobufagin ef-
fectively inhibits the proliferation and migration of colorectal cancer cells，likely through the suppression of the Notch signaling
pathway.

Keywords：single -cell transcriptomics；colorectal cancer organoids；NOTCH pathway；arenobufagin

　　结直肠癌（colorectal cancer，CRC）是全球造成癌症死亡的
主要癌种之一，位列肺癌和乳腺癌之后［1］。根据世界卫生组

织的数据，CRC在所有癌症类型中具有较高的年发病率和病
死率［2］。近年来，全球人口结构变化和生活方式的转变导致

了 CRC发病率的显著上升。虽然早期 CRC 的治疗因筛查和
手术技术的进步而见效，但晚期 CRC 患者的治疗效果依旧不
佳，5 年生存率低于 1 0%［3］。CRC 的发生受到多种因素的影
响，包括饮食习惯、体重管理、运动频率以及遗传因素［4］。研

究表明，高脂肪和低纤维的饮食与 CRC发病率的增加有关，同
时肠道微生物的变化也可能是一个影响因素［5］。鉴于当前的

治疗挑战和流行病学特征，对结直肠癌的发病机制和治疗策略

进行创新和加强显得尤为重要。

在结直肠癌中，Notch 信号的激活通常与肿瘤的进展、恶
化以及化疗抗性的增加有关。首先，Notch 通路的异常激活可
促进结直肠癌细胞的增殖和存活，这通常与调节下游基因有

关，如促进细胞周期蛋白和抑制细胞凋亡相关基因的表达来实

现［6 -7］。其次，Notch通路在维持肿瘤干细胞的特性方面起着
重要作用［8］。肿瘤干细胞被认为是导致肿瘤复发和转移的关

键因素，Notch通路的活化可增强这些细胞的自我更新和多能
性。此外，Notch 信号通路还与肿瘤微环境中的其他细胞有
关，如促进血管生成和调节免疫细胞的功能，从而为肿瘤的生

长和扩散创造有利条件［7，1 0 -1 2］。因此，Notch 通路不仅在结直
肠癌的生长和存活中起作用，还能够通过调节肿瘤微环境来促

进癌症的进展。

基于中医药数千年的历史和临床经验，许多中药天然产物

的抗肿瘤作用已得到证实，为现代科学研究提供了宝贵线索。

与传统的单一靶点药物不同，中药天然产物通常通过作用于多

个生物途径来展现其抗肿瘤效果，从而有助于提高疗效和减少

药物抗性。沙蟾毒精（Arenobufagin，Are）作为从中华蟾蜍或黑
眶蟾蜍后耳腺体及皮肤分泌的毒液中提取的主要活性成分之

一，具备多重生物学效应［1 2 -1 3］。作为一种高效的 Na + -K+-
ATP酶抑制剂，沙蟾毒精在心脏中的正性肌力作用与洋地黄类
药物相似，对心脏功能调节具有重要影响［1 3］。此外，沙蟾毒精

还显示出抑制多种癌细胞的增殖和转移的能力，尤其是在结直

肠癌的干预中展现出了潜在的应用价值［1 4］。然而，沙蟾毒精

在结直肠癌中干预的具体分子作用机制尚未被完全揭示。

本研究旨在深入探索沙蟾毒精诱导结直肠癌细胞凋亡的

分子机制，基于单细胞转录组测序与类器官技术，我们期望揭

示沙蟾毒精在调控结直肠癌生物学行为中的关键信号通路，为

未来的临床新药研发和癌症治疗提供新的选择与策略。

1 　材料与方法
1 .1 　实验材料
1 .1 .1　细胞株与培养方法　本研究所使用的 HCT1 1 6 人类结
肠癌细胞系从中国科学院上海生命科学研究院细胞库购得。

细胞均在含 1 0%胎牛血清及青霉素（1 00 U/mL）、链霉素（1 00
g/mL）的 McCoy＇s 5A 培养基中进行培养，维持于 37 ℃、5%
CO2 的恒温恒湿条件下。
1 .1 .2　类器官及培养方法　通过手术获取的患者组织样本被
无菌剪刀细致切割成极小片段。这些组织片段随后与Matrigel
（康宁，产品编号 356231）按大约 1 ∶4 的比例在冰上均匀混合。
接下来的步骤根据已发布的协议进行（3292921 0）。简要来
说，组织碎片和Matrigel 的混合物被迅速地分布在多孔板上，
形成半球状滴珠，并在 37 ℃下孵化 1 5 ~20 min 以促使滴珠凝
固。每个孔中加入适量的培养基（KingcultureTM类器官生长
培养基，产品编号 KCW-2），每 2 ~4 d更换 1 次培养基。
1 .1 .3　实验药品　沙蟾毒精（PubChem CID：20481 0；CAS 号：
464 -74 -4；分子式：C24H32 O6；分子量：41 6.50 g/mol；HPLC≥
97%）购自上海源叶生物科技有限公司（中国上海）。
1 .2　实验方法
1 .2.1　质控与降维聚类分析　在高通量测序中，原始 fastq 格
式数据通过 1 0 ×Genomics 的 CellRanger -v5.0.0 软件进行质
量统计和基因组比对。软件识别细胞标签和唯一分子识别标

签（UMI），量化单细胞转录组，提供细胞数量、基因中位值、测
序饱和度等质控信息。进一步使用 Seurat v3.1.1 软件包对
Cellranger结果进行质控和处理，利用广义线性模型筛选异常
细胞，并根据 UMI数、基因数和线粒体基因比例过滤低质量细
胞，如双细胞或凋亡细胞。

采用 Seurat软件的典型相关分析（CCA）整合工具对单细
胞数据进行融合处理［1 5］。运用“FindClusters”功能，在 0.8 的
分辨率下实施细胞群聚分析，并依据前 20 个主成分（PC）来确
定细胞类型。通过基因表达水平进行主成分分析（PCA），实现
线性降维，并借均匀流形近似和投影分析（UMAP）方法，将
PCA结果在二维空间中展现，以便进行直观的可视化。
1 .2.2　拷贝数变异分析　首先使用 inferCNV R包来评估初步
的拷贝数变异（CNVs）［1 6］。随后，通过分析每个单独细胞的基
因表达数据，并设置 0.1 的阈值。对所有细胞类型的 CNVs 进
行了计算。这些基因按照它们在染色体上的位置进行排列，然

后计算了跨越 1 01 个基因的基因表达的移动平均值。接下来，
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将基因表达量标准化到零均值。在这个过程中，将上皮细胞分

类为恶性，其他细胞则被认为是正常的。最后，进行了去噪处

理，以获得最终的 CNV分析结果。
1 .2.3　GO、KEGG、Wiki Pathways富集分析　对第二群肿瘤细
胞的前 50 个高变基因进行功能富集分析。为获取最新的
KEGG通路基因注释，使用了 KEGG rest API（https：//www.
kegg.jp/kegg/rest/keggapi.html）进行辅助分析。从 Molecular
Signatures Database（http：//www.gsea -msigdb.org/gsea/down-
loads.jsp）下载 c2.cp.pid.v7.4.symbols.gmt、c2.cp.wikipath-
ways.v7.4.symbols.gmt 和 c2.cp.reactome.v7.4.symbols.gmt
文件，分别用于Wiki 通路的富集分析。对于基因本体（GO）的
富集分析，下载 c5.go.bp.v7.4.symbols.gmt 文件。以上数据
集均用作分析的背景集，将目标基因映射至这些背景集，并采

用 R软件包 clusterProfiler进行富集分析，以确定基因集的富集
结果。所有的富集分析均设置了基因集大小限制：最小 5 个基
因，最大 5000 个基因，且将 P值小于 0.05 作为富集显著性的
标准。

1 .2.4　EDU 细胞增殖检测试剂盒检测细胞增殖情况　取对
数生长期的 HCT -1 1 6 细胞（大约含有 2.5 ×1 04 个细胞）1
mL，均匀接种于 24 孔板中。实验设置包括空白对照组、阳性
药 5 -FU 组（浓度为 50 nmol/L）和不同浓度的沙蟾毒精处理
组（浓度分别为 1 00、200、300 nmol/L），每个处理组设 3 个重复
孔。处理 24 h后，按照 EDU 细胞增殖检测试剂盒的说明书操
作，然后通过显微镜拍照记录结果，并计算 EDU 染色阳性细胞
的比率。

1 .2.5　HE 染色与免疫组化　将类器官清洗后固定，用琼脂糖
包埋。切片经过二甲苯Ⅰ和Ⅱ各 1 0 min 进行脱蜡，接着依次
在无水乙醇Ⅰ和Ⅱ中各处理 5 min，然后经过 95%、90%、
80%、70%的酒精序列，每步骤 5 min，最后用蒸馏水清洗。其
次，切片在 Harris苏木素染液中染色 3 ~8 min，用自来水冲洗，
接着在伊红染液中染色 1 ~3 min 并再次用水清洗。最后，切
片先后放入 95%酒精 I和Ⅱ、无水乙醇Ⅰ和Ⅱ、二甲苯Ⅰ和Ⅱ
中，每种溶液中各 5 min，进行脱水和透明化处理，最后从二甲
苯中取出，晾干后用中性树胶封片。

首先，使用 3%的 H2O2 溶液处理切片 1 0 min，去除内源性
过氧化物酶，接着用清水洗净后在柠檬酸缓冲液中微波加热，

用以暴露抗原位点。之后，切片在 PBS 中洗涤并用血清封闭
非特异性位点，然后在 37 ℃温箱中孵育 0.5 h。接着，加入初
级抗体并在 4 ℃下过夜。次日，用 PBS 清洗切片后加入二级
抗体，并再次在 37 ℃孵育 0.5 h。随后，切片经 PBS 清洗后加
入链霉亲和素-生物素 -过氧化物酶复合物（streptavidin bio-
tin peroxidase complex，SABC）溶液，并在温箱中孵育 0.5 h。接
着进行显色处理，然后用苏木精进行复染。复染后的切片依次

经过不同浓度的酒精和二甲苯进行脱水，最后在通风柜中用中

性树胶封片并晾干。

1 .2.6　蛋白免疫印迹实验　采用对数生长期的细胞，经
0.25%胰蛋白酶处理后制备成单细胞悬液，并调节细胞浓度至
1 ×1 05 个/mL。将细胞以每孔 2 mL的体积均匀分配至 6 孔板

中，在培养箱内培养 24 h。细胞贴壁后，向各孔中加入不同浓
度的沙蟾毒精处理液（浓度分别为 1 00、200、300 nmol/L），并设
立 3 个重复孔，于 37 ℃、5% CO2 条件下培养 48 h。弃去上清
液，收集细胞后使用 RIPA裂解液提取蛋白。蛋白经 BCA法定
量后，进行变性处理，并在 1 2% SDS -PAGE 凝胶中进行电泳。
湿转法用于蛋白转移到膜上，随后室温下封闭 2 h，使用兔抗
GAPDH（稀释比 1 ∶1 0 000）及 BAX、BCL -2、Notch1、Jagged1、
HES1、Cyclin D1 和 DLL4（稀释比 1 ∶2000）进行一抗孵育，过夜
于 4 ℃。用 PBST洗涤膜 3 次，每次 1 0 min。加入二抗（稀释比
1 ∶1 0 000），在 37 ℃孵育 1 h 后，用 PBST再次漂洗 3 次，每次
1 0 min。将膜浸入 ECL发光液中 2 min，并进行拍照成像。
1 .3　统计学方法

采用 SPSS 23.0 软件进行数据处理。计量资料以■x±s表
示，组间比较采用单因素方差分析，两两比较采用 LSD -t 检
验，P<0.05 表示差异具有统计学意义。
2　结果与分析
2.1　沙蟾毒精抑制第二群肿瘤细胞亚群

单细胞转录组测序将肿瘤组织降维聚类成 1 2 类细胞亚
群，包括 7 类肿瘤细胞亚群、巨噬细胞、TNK细胞、平滑肌细胞、
成纤维细胞以及内皮细胞。CNV 分析显示 7 群肿瘤细胞具有
较高的拷贝数变异符合肿瘤细胞的特征，细胞聚类的密度图显

示 PBS 组与沙蟾毒精干预组的细胞聚类分布模式存在差异。
沙蟾毒精干预后肿瘤细胞较 PBS 组减少，具体占比减少的细
胞亚群为 2、6、7 三群肿瘤细胞，其中第二群肿瘤细胞减少显
著，PBS 组中占比 21 .57%，Are组中占比 1 4.1 6%，见表 1、插页
ⅩⅤ图 1。

表 1 　各亚群细胞数量及占比

细胞类型
细胞数量

（Are）

细胞数量

（Control）

占比/（%）

（Are）

占比/（%）

（Control）
Cancer_cell_01 2538 2554 24.25 22.79
Cancer_cell_02 1 482 241 7 1 4.1 6 21 .57
Cancer_cell_03 1 968 1 723 1 8.80 1 5.37
Cancer_cell_04 1 054 999 1 0.07 8.91
Cancer_cell_05 973 907 9.30 8.09
Cancer_cell_06 586 900 5.60 8.03
Cancer_cell_07 230 493 2.20 4.40
Endothelial_cell 48 1 0 0.46 0.09
Fibroblast 1 69 2 1 .61 0.02
Macrophages 1 039 897 9.93 8.00
Smooth_muscle_cell 1 25 67 1 .1 9 0.60
T_NK_cell 254 238 2.43 2.1 2

2.2　第二群肿瘤细胞的主要生物学功能
针对第二群肿瘤细胞前 50 个高变基因进行了富集分析，

以研究这群细胞显著富集的生物学功能。GO 富集显示，这群
细胞的前 50 个高变基因主要富集在蛋白质运输、由 RNA 聚合
酶Ⅱ调控的转录、囊泡介导的运输、基于 DNA模板的转录负向
调控、从内质网到高尔基体的囊泡介导运输、细胞凋亡过程、高

尔基体到内质网的逆行囊泡运输、细胞内蛋白质运输、细胞凋

亡过程的负向调控等功能。KEGG富集显示，这些基因主要富
集在胞吞作用、内质网中的蛋白质加工、焦点黏附、肿瘤坏死因
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子（TNF）信号通路、癌症中的蛋白多糖、泛素介导的蛋白质降
解、癌症途径、Notch信号通路、Wnt信号通路等。WikiPathways
富集的主要结果包括 EGFR1 信号通路、焦点黏附、白色脂肪细
胞分化、TGF -β信号通路、Notch 信号通路、Delta -Notch 信号
通路、Wnt信号通路等。富集分析提示了其中一些与肿瘤发生
的关键生物学功能可能发挥着重要作用，Notch 通路在 KEGG
富集与WikiPathways富集中都被提及，这提示 Notch 通路可能
在沙蟾毒精的干预中发挥着重要作用。见插页ⅩⅥ图 2。
2.3　沙蟾毒精抑制结直肠癌细胞增殖

PBS 组 HCT 1 1 6 细胞生长状态良好。Are（1 00 nmol/L）组
与 Are（200 nmol/L）组细胞密度降低，细胞状态变差。Are（300
nmol/L）组与 5 -FU 组细胞连接疏松，细胞增殖减少且形态发
生变化，出现轻微的细胞变圆皱缩等现象，见插页ⅩⅦ图 3。

EDU 细胞增殖实验结果表明，与空白组比较，沙蟾毒精在
1 00 ~300 nmol/L 浓度区间内可以浓度依赖性地抑制细胞
DNA合成率，其中 5 -FU 组的抑制率略高于 300 nmol/L 浓度
的沙蟾毒精组的抑制率，见表 2、插页ⅩⅧ图 4。
表 2　沙蟾毒精对 HCT1 1 6 细胞 DNA合成率的影响（n=3，■x±s）

组别 浓度/（nmol/L） DNA合成率/（%）

PBS 组 70.41 ±2.64
Are 1 00 60.54 ±3.30
Are 200 45.1 4 ±1 .74
Are 300 24.64 ±6.29
5 -FU 50 21 .66 ±3.01

2.4　沙蟾毒精促使 HCT1 1 6 细胞凋亡并抑制 NOTCH通路
与 PBS 组相比，沙蟾毒精各组和 5 -氟尿嘧啶处理的细胞

BAX 蛋白表达显著上调，而 BCL -2 蛋白表达下调，提示沙蟾
毒精能通过调控 Bcl -2 与 Bax 蛋白表达，诱导 HCT1 1 6 细胞
发生凋亡，见图 5。

　　注：A.PBS 组；B.Are（1 00 nmol/L）组；C.Are

（200 nmol/L）组；D.Are（300 nmol/L）组；E.5 -FU

（50 nmol/L）组。

图 5　沙蟾毒精对凋亡相关蛋白表达的影响

与 PBS 组相比，沙蟾毒精各组明显下调 Notch1、Jagged1、
HES1、DLL4 蛋白表达，沙蟾毒精 200、300 nmol/L 组中 Notch1
蛋白表达明显下调。沙蟾毒精（300 nmol/L）与 5 -FU 对 Jag-
ged1 抑制效果显著，见图 6。
2.5　沙蟾毒精杀伤并抑制类器官的增殖

在 HE 染色的肠癌类器官切片中，PBS 对照组展示了良好
的组织结构保持。随着沙蟾毒精剂量的增加（1 00、200、300
nmol/L），组织结构破坏程度逐渐加剧，300 nmol/L浓度下的组
织损伤尤为明显。而在 5 -氟尿嘧啶（5 -FU）50 nmol/L 处理

　　注：A.PBS 组；B.Are（1 00 nmol/L）组；C.Are

（200 nmol/L）组；D.Are（300 nmol/L）组；E.5 -FU

（50 nmol/L）组。

图 6　沙蟾毒精对 HCT1 1 6 细胞 Notch信号

通路相关蛋白表达的影响

组中，组织结构损伤尤为显著。这表明沙蟾毒精对肠癌类器官

的细胞具有剂量依赖性的细胞毒性作用，且 5 -FU 的效力特
别强。见插页ⅩⅨ图 7。

PBS 处理组的切片中 Ki -67 阳性细胞数量较多，表明有
活跃的细胞增殖。而在用不同浓度的沙蟾毒精（Are）处理的
组别中，随着浓度的增加（1 00 nmol/L，200 nmol/L，300 nmol/
L），Ki -67 阳性细胞数量逐渐减少，显示出细胞增殖率的降
低。在 5 -氟尿嘧啶（5 -FU）50 nmol/L处理的切片中，几乎观
察不到 Ki -67 阳性细胞，表明该条件下类器官受到了显著抑
制。见插页ⅩⅨ图 8。
3　讨论

结直肠癌（CRC）是一种常见的恶性肿瘤，影响全球数百
万患者。它通常与生活方式、遗传因素和环境因素有关。目

前，CRC的治疗主要包括手术、化疗、放疗和靶向治疗。5 -氟
尿嘧啶（5 -FU）是治疗 CRC 的主要化疗药物之一，已被广泛
应用多年。它通过干扰细胞的核苷酸代谢来抑制肿瘤生长。

然而，5 -FU 的使用受到耐药性的限制，许多患者对 5 -FU 产
生耐药，导致治疗效果下降。此外，5 -FU 的不良反应，如骨髓
抑制和消化道不良反应，也限制了其使用。寻找并开发疗效

优、不良反应低的新抗肿瘤药物有利于更好地防治结直肠癌的

发生与发展。

沙蟾毒精主要来源于蟾蜍科动物如中华大蟾蜍或黑眶蟾

蜍干燥分泌物，是中药蟾酥中的有效成分之一。其具有广谱的

抗肿瘤作用，能够通过促进肿瘤细胞凋亡、抑制肿瘤细胞侵袭

和转移、抑制肿瘤血管生成等途径发挥抗肿瘤作用［1 7 -1 8］。在

肺癌、肝癌、乳腺癌、前列腺癌等多种恶性肿瘤中均具有很好的

抗肿瘤活性［1 9］。深入了解沙蟾毒精的抗肿瘤机制能够为临床

转化应用提供潜在的药物选择，开发更优的治疗方案。

对肿瘤增殖的抑制研究具有重大意义，这一表型直接影响

肿瘤的生长和扩散。减缓或停止肿瘤细胞的增殖是治疗癌症

的核心策略之一。我们的研究发现沙蟾毒精能够浓度依赖性

地影响 HCT 1 1 6 细胞的形态与细胞间的连接，EDU 实验发现
其能够显著影响 HCT 1 1 6 细胞的增殖，不仅如此，我们在更接
近人体实际的类器官模型上进行了验证，发现沙蟾毒精对类器

511



第 43 卷　第 2 期
2 0 2 5 年 2 月

中　华　中　医　药　学　刊
CHINESE　ARCHIVES　OF　TRAD ITIONAL　CHINESE　MEDICINE

Vol.43 No.2
Feb.2 0 2 5

官形态和 Ki -67 都有显著的抑制效应。
单细胞测序结果表明，沙蟾毒精能够显著抑制第二群肿瘤

细胞在组织中的丰度，通过对这群细胞前 50 个高变基因进行
富集分析发现 Notch 通路是这群细胞中的高度活跃的通路之
一，这可能是沙蟾毒精抑制这群细胞的主要途径之一。在

CRC中，Notch通路的异常激活与肿瘤的发生、进展和恶化有
关。Notch通路的激活可以促进肿瘤细胞的增殖和生存，抑制
细胞凋亡，并有可能与癌症干细胞的维持有关［20 -21］。研究发

现沙蟾毒精能够抑制 Notch1、Jagged1、HES1、Cyclin D1 和 DLL4
的蛋白表达，这对于结直肠癌的治疗具有重要意义。Notch1 是
Notch信号通路的关键受体，而 Jagged1 是与 Notch1 结合的配
体，它们的相互作用促进了信号传递［22］。HES1 是 Notch 通路
的下游靶基因，参与调控细胞分化和增殖［23］。Cyclin D1 是细
胞周期中的重要调节蛋白，其过度表达与癌症相关［24］。DLL4
则与血管生成相关［25］。沙蟾毒精通过抑制这些关键蛋白的表

达或功能，可能会阻断 Notch 通路的激活，从而抑制肿瘤生长
和转移。

综上所述，本研究基于单细胞转录组测序以及在更为接近

人体实际的类器官模型上进行了研究，证实了沙蟾毒精能通过

下调 Notch 信号通路中关键因子 Notch1、Jagged1、Hes1 等蛋白
的表达，并抑制 HCT 1 1 6 细胞生长、增殖并诱导其发生凋亡从
而对结直肠癌产生治疗作用。本研究挖掘、探明了沙蟾毒精抑

制结直肠癌的机制与药效，有望为今后更深入的药理和机制研

究提供一定的研究基础。
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ⅩⅤ

基于单细胞转录组和类器官模型探讨

沙蟾毒精通过 Notch通路干预结直肠癌增殖的研究
（正文见 1 12 -116 页）

注：A.细胞亚群降维聚类；B.拷贝数变异分析；C.细胞聚类密度图；D.细胞大类含量比例图；E.细胞亚群含量比例图。
图 1　PBS 与沙蟾毒精（9 mg/kg）分别干预 C57/16J小鼠皮下移植瘤单细胞转录组测序结果
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ⅩⅥ

注：A.GO富集圈图；B.KEGG富集圈图；C.KEGG富集气泡图；WikiPathways富集气泡图。
图 2　第二群肿瘤细胞亚群前 50 个高变基因的富集分析结果
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ⅩⅦ

图 3　沙蟾毒精对 HCT1 16 细胞形态的影响（倒置显微镜，×100）
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ⅩⅧ

图 4　沙蟾毒精对 HCT1 16 细胞 DNA合成率的影响
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ⅩⅨ

图 7　HE 染色检测各组类器官形态改变

图 8　免疫组化染色检测各组 Ki -67 表达情况


