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MitoCur-1 通过靶向抑制泛素特异性
蛋白酶 14 对肝细胞癌的影响
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摘要：目的 探究 MitoCur-1 通过抑制泛素特异性蛋白酶 14（USP14）对肝细胞癌增殖、迁移的影响，为 MitoCur-1 的
抗肿瘤作用提供理论依据。 方法 首先，体外培养 HepG2 细胞，应用 CCK-8 实验和克隆形成实验检测 MitoCur-1 对
细胞增殖能力的影响；应用划痕实验检测 MitoCur-1 对细胞迁移能力的影响；应用实时荧光定量 PCR、蛋白质印迹
法检测 MitoCur-1 作用于 HepG2 后细胞内 USP14 的 mRNA 和蛋白表达水平的变化； 放线菌酮（CHX） 实验检测
MitoCur-1 对蛋白半衰期的影响；其次，构建动物模型，应用苏木精-伊红染色（HE）和免疫组织化学（IHC）法，
检测MitoCur-1 在体内的抗肿瘤效应。 结果 HepG2 的细胞活力随 MitoCur-1 浓度的升高而降低， 细胞的 IC50 为
3.62 μmol/L。 与对照组相比，0.2、0.4、0.8 μmol/L MitoCur-1 处理后，HepG2 细胞的克隆形成能力均有下降（均 P <
0.05）。 1 、2 、4 μmol/L 的 MitoCur-1 处理 48 h，HepG2 细胞迁移能力均下降（均 P < 0.05）。 与对照组相比，1、2、4 μmol/L
MitoCur-1 处理 HepG2 细胞 24 h，USP14 的 mRNA 和蛋白表达水平均下降 （均 P < 0.05）。 CHX 实验结果提示，
MitoCur-1 缩短了 USP14 的蛋白半衰期（P < 0.05）。 体内实验显示，15 mg/kg（以体重计）MitoCur-1 给药组小鼠肿瘤
体积增长速度减缓，肿瘤体积明显低于对照组（P < 0.05），但小鼠体重总体上增长，与对照组差异无统计学意义（P >
0.05）。 结论 MitoCur-1 能抑制 USP14 的表达，降低 HepG2 细胞的增殖、迁移能力，诱导肿瘤细胞发生凋亡，促进自
噬，抑制肝细胞癌的发展。
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Effect of MitoCur -1 on development of hepatocellular carcinoma by targeting
inhibition of ubiquitin -specific protease 14 LI Yi1, LI Guoyan1, CHENG Li1, LI Gege1, LI Aiming1,
YANG Ziyan2, CUI Hongmei1 (1. School of Public Health, Lanzhou University, Lanzhou, Gansu 730000, China; 2. School
of Nursing, Lanzhou University, Lanzhou, Gansu 730000, China)
Abstract：Objective To investigate the effects of MitoCur-1 on the proliferation and migration of hepatocellular carcinoma
through the inhibition of ubiquitin-specific protease 14 (USP14), providing a theoretical basis for the antitumor activity of
MitoCur-1. Methods HepG2 cells were cultured in vitro, and CCK-8 assays and colony formation assays were used to
assess the effects of MitoCur-1 on cell proliferation. The scratch assay was employed to evaluate the impact of MitoCur-1
on cell migration. real -time quantitative PCR (RT -qPCR) and Western blot were performed to detect changes in both
USP14 mRNA and protein expression levels in HepG2 cells after treatment with MitoCur-1. The CHX assay was conducted
to examine the effect of MitoCur -1 on protein half -life. An animal model was established, and hematoxylin and eosin
(HE) staining along with immunohistochemistry (IHC) were used to analyze the in vivo antitumor effects of MitoCur -1.
Results The cell viability of HepG2 cells decreased with increasing concentrations of MitoCur-1, with an IC50 of 3.62 μmol/L.
Compared to the control group, MitoCur-1 at concentrations of 0.2, 0.4, and 0.8 μmol/L significantly reduced the colony
formation ability of HepG2 cells (all P < 0.05). After 48 hours of treatment with 1, 2, and 4 μmol/L MitoCur-1, the migratory
ability of HepG2 cells was diminished (all P < 0.05). Additionally, treatment with 1, 2, and 4 μmol/L MitoCur-1 for 24
hours led to decreased mRNA and protein expression levels of USP14 in HepG2 cells compared to the control group (all
P < 0.05). CHX assay results indicated that MitoCur-1 reduced the protein half-life of USP14 (P < 0.05). The experiments in
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据 2020 年全球癌症统计数据，原发性肝癌是全
球第六大常见癌症以及癌症死亡的第三大原因，其
最常见的组织学类型（约占 75% ~ 85%）是肝细胞
癌（hepatocellular carcinoma，HCC），具有侵袭性强、
转移性强、易产生耐药性、预后差的特点，严重威胁
人类健康，是迫切需要解决的公共卫生问题［1-2］。 HCC
的危险因素除乙型肝炎病毒、丙型肝炎病毒、黄曲
霉毒素、饮酒、吸烟［3］外，还包括职业危险因素。 工
人在职业活动中可能接触到各种肝毒性化学制剂，
如无机污染物砷、镉以及有机溶剂等［4］。大多数化学
物质在肝脏中代谢，而代谢过程中产生的有毒代谢
物可通过细胞增殖和凋亡改变、过氧化物酶体增殖
和表观遗传改变等机制诱发肝细胞癌。

HCC 常用的生物标志物有甲胎蛋白、甲胎蛋白
异质体、异常凝血酶原，其他标志物还包括磷脂酰
肌醇蛋白聚糖 3、骨桥蛋白、高尔基体蛋白 73 等［5-6］。
生物标志物众多，但在可靠性、准确性方面仍然不
能满足诊断需求。 泛素特异性蛋白酶 14（ubiquitin-
specific protease 14，USP14） 属于泛素特异性蛋白酶
家族（ubiquitin-specific proteases，USPs），其失调会导
致疾病的发生，如癌症、神经退行性疾病、免疫反应
和病毒感染等［7］。 USP14 在 HCC 患者肿瘤组织中的
表达明显高于癌旁组织及正常肝组织，且患者预后
与 USP14 表达水平呈负相关［8］，是 HCC 干预治疗的
生物标志物。 目前，针对 USP14 的特异性抑制剂主
要包括 b-AP15、IU1 及其类似物以及金属化合物。
大多 USP14 相关抑制剂在多种抗性肿瘤研究中展
现出效果，但具备高活性、高选择性和临床有效性
的抑制剂仍有待进一步发掘［9］。

姜黄素是一种从姜科植物中提取的酚类化合
物， 是具有抗炎和抗肿瘤作用的天然化合物［10］，但
因其水溶性低，口服生物利用度低、吸收差、代谢迅
速等特点，临床推广应用困难。 兰州大学化学化工
学院郑亚龙博士设计合成了 MitoCur-1， 其是在姜
黄素的芳香环上嫁接了线粒体靶向基团三苯基膦
正离子，并在姜黄素亚甲基活性位点引入偕二甲基
以 改 善 母 体 分 子 的 稳 定 性 ， 其 分 子 式 为
C65H64Cl2O6P2，可被肿瘤线粒体特异性摄取。 研究［11］

表明，MitoCur-1 可以抑制硫氧还蛋白还原酶而选
择性产生活性氧（reactive oxygen species，ROS）杀死
肿瘤，而本课题组在前期研究中发现，MitoCur-1 是
新型 USP14 抑制剂，可以通过抑制 USP14 的表达而
促进细胞凋亡、 周期停滞以及诱导细胞铁死亡，从
而逆转黑色素瘤细胞的维莫非尼耐药性［12］。

本研究拟以 HepG2 细胞作为体外 HCC 研究的
细胞模型并构建 HepG2 荷瘤小鼠模型， 以 MitoCur-1
作为 USP14 的靶向抑制剂，探究 USP14 对肿瘤细胞
生长和迁移的影响， 为进一步深入探讨 USP14 在
HCC 中的调控作用提供重要研究依据。

1 材料与方法
1.1 实验材料
1.1.1 实验动物及细胞

HepG2 细胞为兰州大学公共卫生学院提供；
5 ~ 6 周龄 BALB/c 雄性裸鼠，购于湖南 SJA 实验动
物有限公司。 动物实验经兰州大学伦理委员会批准。
国家动物实验许可证号：SYXK（Gan）2018—0002。
1.1.2 实验试剂

胎牛血清、 青-链霉素、 胰酶消化液（以色列
Biological Industries 公司）；MitoCur-1（由兰州大学化
学系提供）；cell counting kit-8（CCK-8）试剂（美国
APE-BIO 公司）；逆转录试剂盒、实时荧光定量 PCR
试剂盒（日本 Takara 公司）；BCA 蛋白定量试剂盒
（武汉博士德生物工程有限公司）；结晶紫染色液以
及甘氨酸、Tris-HCl 缓冲液、 质量分数为 30%的丙
烯酰胺等蛋白质印迹法（Western blot）试剂（北京索
莱宝科技有限公司）；Matrigel 基质胶（美国 Corning
公司）；USP14 抗体（美国 Sigma 公司）； 放线菌酮
（cycloheximide，CHX）、 原 位 末 端 转 移 酶 标 记 法
（TUNEL）细胞凋亡检测试剂盒（上海碧云天生物技
术有限公司）；TRIzol（美国 Invitrogen 公司）裂解液；
二甲苯、无水乙醇（天津市大茂化学试剂工厂）；苏
木精返蓝液、苏木精分化液、伊红染色液（武汉塞维
尔生物科技有限公司）。
1.1.3 实验仪器

电泳和转膜装置 Mini-PROTEAN Tetra System

vivo showed that the growth rate of tumor volume was slowed in the 15 mg/kg (in body weight) MitoCur -1 group of mice,
resulting in a significantly lower tumor volume than that of the control group (P < 0.05). However, there was no statistically
significant difference in the overall weight gain of mice between the treated and control groups (P > 0.05). Conclusions
MitoCur-1 treatments inhibited the expression of USP14, reduced the proliferation and migratory capabilities of HepG2 cells,
induced apoptosis, promoted autophagy, and suppressed the development of hepatocellular carcinoma.
Keywords：ubiquitin-specific protease 14 (USP14); hepatocellular carcinoma; MitoCur-1; targeting; antitumor; HepG2 cells
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（美国 Bio-Rad 公司）、凝胶成像系统 Universal Hood
Ⅱ （美国 Bio-Rad 公司）、 全功能多波段酶标仪
Infinite M Nano（瑞士 TECAN 公司）、LC96 实时荧光
定量 PCR 仪（瑞士罗氏 Roche 公司）。
1.2 方法
1.2.1 CCK-8 实验

将生长状态良好的 HepG2 细胞接种于 96 孔板
中，约 5 000 个细胞/孔，设置 4 个复孔，于第 2 天弃
去孔内培养基， 将含有 0、0.001、0.003、0.01、0.03、
0.1、0.3、1、3、10、30 μmol/L MitoCur-1 的培养基依
次加入 96 孔板中。 72 h 后， 每孔中加入 CCK-8 试剂
10 μL 并置于培养箱中继续培养 4 h， 后测定 450 nm
处的吸光度。 使用 GraphPad Prism 软件计算半抑制
浓度 IC50。
1.2.2 克隆实验

将对数生长期的 HepG2 细胞接种于 12 孔板
中，约 2 500 个细胞/孔，设置 3 个复孔。 于第 2 天弃
去 孔 内 培 养 基 ， 将 含 有 0、0.2、0.4、0.8 μmol/L
MitoCur-1 的培养基依次加入孔中。 置于培养箱中
培养 1 周后，除去培养基，磷酸缓冲盐溶液（PBS）洗
涤 2 次，用甲醇固定 10 min，再用结晶紫染色 15 min，
去除结晶紫后用 PBS 清洗 2 次，自然晾干并采集图
像。加入裂解液 150 μL，裂解完全后，吸取 10 μL 到
96 孔板中， 再在 96 孔板中加入 190 μL 新的裂解液，
590 nm 测吸光度并进行定量分析。
1.2.3 划痕实验

将细胞接种于 12 孔板中， 细胞数以 24 h 后细
胞能铺满底部为宜，3 个复孔。次日，用 200 μL 枪头
画 1 条 竖 线 ， 拍 照 后 将 含 有 0、1、2、4 μmol/L
MitoCur-1 的培养基加入孔内，继续培养 48 h 后，再
次拍照。测定 48 h 细胞迁移率。迁移率 =（0 h 划痕
宽度-培养后划痕宽度）/0 h 划痕宽度 × 100%。
1.2.4 蛋白质印迹法

收集用 0、1、2、4 μmol/L MitoCur -1 处理 24 h
后的 HepG2 细胞，用 PBS 润洗 2 次，再加入含有蛋
白酶和磷酸酶抑制剂的 RIPA 裂解液裂解细胞，离
心后取含有蛋白质的上清液，并用 BCA 试剂进行蛋
白定量。 蛋白质变性后，通过电泳分离蛋白样本，转
膜至硝酸纤维素膜上，脱脂牛奶室温封闭，再加入
一抗 4 ℃温育过夜。 次日，回收一抗，再加入辣根过
氧化物酶（horseradish peroxidase，HRP）标记的二抗，
室温温育，化学发光试剂曝光显影后采集图像，使用
Image J 软件进行灰度值分析。
1.2.5 实时荧光定量 PCR （quatitative real -bime
PCR，RT-qPCR）

用 TRIzol 试剂裂解 HepG2 细胞，加入适量的氯
仿。 静置 3 min 后，4 ℃离心，取上清液至新的 EP 管
中，再加等体积的异丙醇。 离心弃上清，加入 75%
（体积分数）的乙醇，弃上清，静置晾干后加入焦碳
酸二乙酯（DEPC）得到总 RNA。 取 1 μg 总 RNA 并
用反转录试剂盒转录成 cDNA，再用 SYBR Green 试
剂进行 RT-qPCR。 USP14 的引物序列为 5’-TGT
GCCTGAACTCAAAGATGC-3’和 5’-ATATACTGCGC
TGAAGCCATTT-3’。 用 2-ΔΔCT 法对阈值循环数进行
计算。
1.2.6 蛋白质稳定性实验

将细胞接种在培养皿中，次日实验组加入
4 μmol/L 的 MitoCur-1 处理 4 h 后， 在对照组和实
验组的细胞培养基中都加入 CHX， 使其终浓度为
100 μg/mL。 分别在 0、4、8、24 h 的时间点收取加了
MitoCur-1 的细胞样品和不含 MitoCur-1 的对照样
品。 提取蛋白质，并使用 Western blot 检测蛋白质的
表达水平从而计算降解速度。 通过比较不同时间点
的蛋白质水平，以及与对照组的差异来分析蛋白质
的稳定性。
1.2.7 体内异种移植模型

将 HepG2 细胞悬浮于 PBS 中， 与 matrigel 基质
胶按 2∶1 的比例混合。 取含 2 × 106 个细胞的混悬液
注射于每只小鼠右侧背侧皮下。 当肿瘤体积达到
100 mm3 时，将 HepG2 荷瘤小鼠随机分为 3 组（每组
3 只）：对照组和 2 个治疗组（5 mg/kg MitoCur-1 和
15 mg/kg MitoCur-1）。 治疗组和对照组分别腹腔注
射相应药物和培养液［体积分数：5%二甲基亚砜
（DMSO）、5%聚乙二醇（PEG）、90%PBS］， 每隔 1 d
注射 1 次，连续 4 周。 实验结束时，将小鼠安乐死，
并收集肿瘤组织。
1.2.8 苏木精-伊红染色（hematoxylin-eosin staining，
HE）

将小鼠肿瘤组织用质量分数 4%的多聚甲醛溶
液固定，石蜡包埋，然后制作 4 μm 厚的切片。 用苏
木精染液进行染色，随后乙醇分化，流水冲洗；伊红
液进行染色，染色后使用梯度乙醇完成脱水，二甲
苯透明，滴加中性树脂后封固，晾干后用显微镜进
行观察拍照。
1.2.9 免疫组织化学（immunohistochemastry，IHC）法

石蜡切片脱蜡后， 用柠檬酸进行抗原高温修
复。 血清封闭后，再用一抗（稀释比例 1∶100）4 ℃温
育过夜，次日用辣根过氧化物酶标记的二抗在室温
下温育，并用二氨基联苯胺染色。 最后，将切片用苏
木精复染、乙醇脱水、树脂封固，并用显微镜观察蛋
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白阳性表达情况，利用 Image J 8.0 软件分析。
1.2.10 显色法 TUNEL 细胞凋亡检测

将切片放入二甲苯中脱蜡 10 min，再放入无水
乙醇 5 min， 质量分数 90%的乙醇 2 min，70%的乙
醇 2 min，蒸馏水 2 min。 滴加 20 μg/mL 不含脱氧核
糖核酸酶（DNase）的蛋白酶 K，20 ~ 37 ℃作用 15 ~
30 min，PBS 洗涤 3 次。 用质量分数 3%的过氧化氢
溶液室温温育 20 min，以灭活切片内源的过氧化物
酶。 用 PBS 洗涤后，在切片上加 50 μL 生物素标记
液，37 ℃避光温育 60 min， 用 PBS 洗涤 1 次， 滴加
0.1 mL 标记反应终止液，再室温温育 10 min。 在切
片上加 50 μL Streptavidin-HRP 工作液， 室温温育
30 min 后，用 PBS 洗涤。 滴加 0.2 mL 二氨基联苯胺
显色液，室温温育 20 min 后，用 PBS 洗涤。 随后用
苏木精染色液进行细胞核染色， 再用乙醇脱水，二
甲苯透明处理，随后封固观察。 最后，在显微镜下观
察并拍照。
1.2.11 统计学分析

使用 Image J 8.0 软件进行图片处理，计量资料
以均数 ± 标准差 （x ± s） 表示， 数据分析采用
GraphPad Prism 软件， 多组间均数比较采用单因素
方差分析， 进一步两两比较采用 Dunnett-t 法进行
比较。 检验水准为 α = 0.05。

2 结果
2.1 USP14 在黑色素瘤中表达谱的生物信息学分析

为了解 USP14 在肝细胞癌治疗中的重要性，本
研究通过基因表达谱交互分析 （GEPIA） 数据库
（http://gepia.cancer-pku.cn）分析了 USP14 的表达与
肝癌患者生存期的关系。 如图 1 所示，蓝色曲线代
表高表达 USP14 的患者， 红色曲线代表低表达
USP14 的患者。 结果显示，相对于低表达组，高表达
USP14 的肝细胞癌患者总生存期缩短（P < 0.05），
提示 USP14 可能与 HCC 的预后相关， 寻找靶向
USP14 的化合物具有重要意义。

低表达 USP14 TPM
高表达 USP14 TPM
Logrank p=0 . 0075
HR（高表达）=1 . 6
p（HR）=0 . 0079
n（高表达）=182
n（低表达）=182

注：TPM 代表每百万转录本中的转录本数（transcripts per million）。

图 1 基于 TCGA 数据库的 USP14 表达与
患者预后之间的关系

2.2 MitoCur-1 的分子对接模拟
本研究在蛋白质结构数据库（ProteinData Bank，

PDB）（https://www.rcsb.org/）中获得了蛋白质 USP14
的结构 （PDB：6Ⅱk）， 并使用 Discovery Studio 和
PyMOL 软件模拟 USP14 和 MitoCur-1 的对接构象，
如图 2A 所示。 MitoCur-1 可进入 USP14 的活性空腔
内， 与 USP14 上 Gln-185、Tyr333 残基形成氢键，与
Phe331、Phe278、Ser276、Val329、Tyr333 残 基 形 成
π-π 键，这些键使 MitoCur-1 与 USP14 结合，发挥
抑制作用（图 2B）。

范德华力
传统氢键
碳氢键

π-π 堆积
π-π T 形
π-烷基

注：（A）MitoCur-1（紫色）结合在 USP14（PDB：6ⅡK）的活性空
腔内；（B）MitoCur-1 与 USP14 的分子对接结合模式预测。

图 2 MitoCur-1 的分子对接模拟

2.3 MitoCur-1 对 HepG2 细胞活性的影响
利用 CCK-8 实验检测细胞在药物处理 72 h 后

450 nm 处的光密度值（optical density，OD），并绘制
了生长曲线。 如图 3 所示，HepG2 细胞的活力随
MitoCur-1 浓度的升高而降低，呈剂量依赖性，细胞
的 IC50 为 3.62 μmol/L， 提 示 MitoCur -1 能 抑 制
HepG2 细胞的活性。

lg 药物浓度/（μmol/L）

细
胞

活
力

/%

IC50 =（3.62 ± 0.3） μmol/L

图 3 CCK-8 实验检测 MitoCur-1 对 HepG2 细胞活力的影响

2.4 MitoCur-1 对 HepG2 细胞增殖能力的影响
克隆实验结果显示， 不同浓度给药组的克隆

形成能力差异有统计 学意义 （F = 29.97，P <
0.05）。与对照组相比，0.2、0.4 和 0.8 μmol/L 组克
隆形成能力均有下调（P < 0.05），表明 MitoCur-1
对 HepG2 细胞的增殖能力有明显的抑制作用。 见
图 4。

242· ·



职业卫生与应急救援 2025 年 4 月 第 43 卷第 2 期 Occup Health & Emerg Rescue， Apr. 2025 Vol.43 No.2

www.oher.com.cn

2.7 MitoCur-1 对 USP14 蛋白表达的影响
采用蛋白质印迹法检测了不同浓度（0、1、2、

4 μmol/L）MitoCur-1 处理 HepG2 细胞 24 h，USP14
蛋白的表达变化情况。 结果如图 7，随着MitoCur-1
浓度升高，USP14 蛋白表达水平下降， 不同剂量组
USP14 的蛋白相对表达量不同， 差异有统计学意义
（F = 90.1，P < 0.05）。与对照组相比，1、2、4 μmol/L 组
USP14 蛋白的相对表达量下调 （均 P < 0.05），且
4 μmol/L 组下降 60%左右。

2.8 MitoCur-1 对 USP14 蛋白降解半衰期的影响
为了进一步阐明 MitoCur-1 下调 HepG2 细胞中

USP14 的作用机制，本研究应用 CHX 处理不同时间
点的 HepG2 细胞。 结果如图 8 所示，MitoCur-1 干预
后，HepG2 中的 USP14 蛋白降解半衰期缩短， 与对

2.5 MitoCur-1 对 HepG2 细胞迁移能力的影响
细胞划痕实验结果显示，在 24 h 和 48 h 时，各

组细胞迁移能力之间差异有统计学意义 （F =

9.842、15.063，均 P < 0.01）。 与对照组相比，处理
24 h 时 4 μmol/L MitoCur-1 组细胞迁移能力下降，
差异有统计学意义（P < 0.05）；而处理 48 h 时，1、
2、4 μmol/L 组的细胞迁移能力均下降 （均 P <
0.05），说明 MitoCur-1 有良好的抑制细胞迁移的能
力。 见图 5。
2.6 MitoCur-1 对 USP14 mRNA 表达水平的影响

本研究采用 RT-qPCR 技术检测 MitoCur-1 处
理 HepG2 细胞 24 h，USP14 mRNA 的表达变化情
况。 结果显示，各组之间 USP14 mRNA 表达水平不
同，差异有统计学意义（F = 3155，P < 0.05）；与对照
组 相 比 ，1、2 和 4 μmol/L 的 MitoCur -1 处 理 后
HepG2 细胞中 USP14 mRNA 表达水平均有下调，
差异均有统计学意义（P < 0 . 05），且在低剂量
1 μmol/L 时 mRNA 的表达水平已下降了 80%左右。
见图 6。

MitoCur-1
OD

值

HepG2

MitoCur-1 处理组

注：与对照组相比，*P < 0.05，n = 3。

图 4 MitoCur-1 对 HepG2 细胞克隆形成能力的影响

0 μmol/L 0.2 μmol/L 0.4 μmol/L 0.8 μmol/L

24 h 48 h
MitoCur-1 处理组

迁
移

率
/%

HepG2

注：与对照组相比，*P < 0.05，n = 3。

图 5 细胞划痕实验检测 MitoCur-1 对 HepG2 细胞迁移能力的影响

0 h

24 h

48 h

MitoCur-1
0 μmol/L 1 μmol/L 2 μmol/L 4 μmol/L

HepG2/（μmol/L）

US
P1

4
蛋

白
相

对
表

达
水

平

MitoCur-1 处理组

注：与对照组相比，*P < 0.05，n = 3。

图 7 MitoCur-1 对 HepG2 细胞中 USP14 蛋白表达的影响

MitoCur-1 处理组

m
RN

A
相

对
表

达
水

平

（
US

P1
4/
GA

PD
H
）

注：与对照组相比，*P < 0.05，n = 3。

图 6 MitoCur-1对HepG2细胞中 USP14mRNA表达水平的影响
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组别 初始体重
给药后体重

第 1 周 第 2 周 第 3 周 第 4 周

对照组 20.92 ± 0.47 20.72 ± 0.54 23.43 ± 0.15 23.04 ± 0.39 24.68 ± 0.79

MitoCur-1（给药剂量 5 mg/kg） 20.71 ± 0.59 20.52 ± 0.41 23.90 ± 1.73 23.67 ± 0.61 24.26 ± 1.13

MitoCur-1（给药剂量 15 mg/kg） 20.96 ± 0.29 19.01 ± 2.10 22.22 ± 0.10 23.83 ± 1.26 23.72 ± 0.17

F 值 0.254 1.617 2.210 0.144 1.076

P 值 0.784 0.274 0.191 0.869 0.399

表 1 动物实验各组小鼠体重 （n = 3， g）

注：①与对照组比较，P < 0.05。

表 2 动物实验各组肿瘤体积 （n = 3， mm3）

组别 初始肿瘤体积
给药后肿瘤体积

第 1 周 第 2 周 第 3 周 第 4 周

对照组 112.20 ± 14.29 172.94 ± 16.31 201.07 ± 87.03 685.93 ± 177.91 1 034.55 ± 248.88

MitoCur-1（给药剂量 5 mg/kg） 115.45 ± 16.17 145.60 ± 14.01 135.92 ± 37.19 308.55 ± 155.36 525.33 ± 221.37

MitoCur-1（给药剂量 15 mg/kg） 109.01 ± 7.99 113.00 ± 10.28① 109.65 ± 3.25 172.19 ± 92.76① 240.45 ± 235.69①

F 值 0.177 14.27 2.223 9.899 8.748

P 值 0.842 0.005 0.189 0.013 0.017

照组相比，差异均有统计学意义（P < 0.05），提示
MitoCur -1 通过减少蛋白质降解半衰期而降低
USP14 的蛋白水平。
2.9 MitoCur-1 的体内抗肿瘤疗效

实验期间，各组小鼠的皮毛光滑，大小便无异
常，眼、鼻和口腔均无分泌物，呼吸、饮食和饮水均
正常。 结果如表 1 所示，各组小鼠体重总体上增长，
给药后组间差异均无统计学意义（P > 0.05），提示
MitoCur-1 对小鼠无明显的毒作用。 MitoCur-1 给药
组肿瘤体积增长速度减缓，特别是 15 mg/kg（以小

鼠体重计）MitoCur-1 给药组呈现良好的抗肿瘤作
用，在第 1 周、第 3 周、第 4 周时肿瘤体积明显低于
对照组，差异有统计学意义（P < 0.05）。 见表 2。

将肿瘤组织包埋切片，进行 HE 染色、IHC 染色
和 TUNEL 染色。 结果如图 9 所示，HE 染色病理切
片显示，MitoCur-1 给药组出现明显的肿瘤细胞坏
死现象，且呈现剂量依赖性。 IHC 切片显示，USP14
蛋白表达水平在实验组中明显下降。 MitoCur-1 以
剂量依赖的方式， 抑制肿瘤增殖相关蛋白 Ki67 的
表达。 凋亡蛋白 Cleaved Caspase-3 和显色法TUNEL

图 9 不同实验组肿瘤组织的染色结果（20 ×）

细胞凋亡检测病理切片显示，MitoCur-1 能够明显
地诱导肿瘤细胞发生凋亡。 随 MitoCur-1 的剂量升
高，自噬分子标志蛋白 LC3 A/B 的表达增高，自噬
反应增强。 以上结果表明，MitoCur-1 具有良好的抗
肿瘤活性。

图 8 MitoCur-1 干预后的 HepG2 细胞中 USP14 蛋白水平变化

时间/h

US
P1

4蛋
白

相
对

表
达

水
平

Chx/（100μmol/L）
MitoCur-1/（4μmol/L）

0 h 4 h 8 h 24 h 0 h 4 h 8 h 24 h
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3 讨论
目前国内外针对肝癌的临床治疗手段主要包

括手术切除、肝脏移植、局部治疗、免疫治疗等，传
统的治疗手段往往疗效较差且容易复发［13］。 因此，
寻找新的 HCC 治疗药物具有重要的意义。

USP14 是潜在的反映 HCC 预后的生物标志物。
研究发现，抑制 USP14 能诱导肝癌、黑色素瘤、乳腺
癌、肺癌等细胞发生自噬［14］、凋亡［15］、铁死亡［12］等，
进而达到抗肿瘤效果。 本研究通过 GEPIA 数据库，
发现 HCC 中 USP14 的上调是 HCC 患者生存的不良
预测因子，因此可以通过 USP14 抑制剂来实现抗肿
瘤效应。

MitoCur-1 是姜黄素的类似物， 是在姜黄素的
芳香环上引入烷基化的三苯基膦并在亚甲基活性
位点引入偕二甲基而设计合成的，稳定性优于姜黄
素。 研究［16］显示，MitoCur-1 对人正常肝细胞 L02 的
细胞毒性低于常见的化疗药物吉西他滨、 阿霉素，
而对人肝癌细胞 HepG2 的细胞毒性则高于吉西他
滨和 5-氟尿嘧啶。 它能高效且选择性地促进癌细
胞中 ROS 生成， 以 ROS 依赖的模式抑制氧化磷酸
化和糖酵解，进而选择性抑制癌细胞三磷酸腺苷的
合成，诱导癌细胞能量危机和死亡；此外，MitoCur-1
能够通过下调细胞周期蛋白依赖性激酶 CDK2、
CDK4 以 及 细 胞 周 期 蛋 白 Cyclin E1、Cyclin D1、
Cyclin A2，在 G0/G1 期选择性诱导 HepG2 细胞周期
阻滞，并能通过线粒体膜电位的丧失、抗凋亡蛋白
Bcl-2 的下调、凋亡蛋白 Caspase-9 和 Caspase-3 的
激活，介导 HepG2 细胞线粒体凋亡。

研究发现，沉默 USP14［17］或使用 USP14 特异性
抑制剂 b-AP15［18］或 IU1［19］都会降低 HCC 的细胞增
殖、迁移能力，在本研究中使用 USP14 的新型抑制
剂 MitoCur-1 作用于 HepG2 细胞后有着同样的效
果。 敲低 USP14， 流式细胞术检测细胞凋亡明显增
加［17］，凋亡蛋白 Caspase-3 增加和抗凋亡蛋白 Bcl-2
降低［20］；使用 b-AP15 处理 HepG2 细胞后，也会促
使凋亡蛋白如 Cleaved Caspase -3、Cleaved PARP、
Bax 和 Bak 的表达明显升高， 而抗凋亡蛋白 Bcl-xL
的表达明显降低［18］。 在本研究中肿瘤组织病理切片
显示凋亡蛋白 Cleaved Caspase-3 增加、TUNEL 显色
加深，说明 MitoCur-1 能够诱导肿瘤细胞发生凋亡。研
究［21］显示，敲低 USP14 可以使自噬蛋白 LC3-Ⅱ表
达上升和 p62 下降，从而导致自噬增加。 在本研究
的病理切片中自噬标志物 LC3 A/B 的表达增加，提
示 MitoCur-1 能诱导肿瘤细胞自噬死亡。此外，体内
实验 USP14 稳定敲除构建的动物模型中小鼠肿瘤

组织的重量和体积明显降低［19］，在本研究中也可见
MitoCur-1 给药组的肿瘤体积小于对照组。 综上所
述，MitoCur-1 可以通过抑制 USP14 控制肝细胞癌
的增殖、迁移、凋亡和自噬，为治疗肝细胞癌提供新
的可能性。

在后续研究中，本课题组将继续探讨 MitoCur-
1 在多种肝细胞癌细胞中对 USP14 表达的调节作用
以及 USP14 在 HCC 中的调控机制，为 MitoCur-1 的
应用以及 USP14 在 HCC 的诊断、 治疗及预后过程
中的作用提供科学依据。
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