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前言

癌症是威胁人类生命的恶性疾病之一，防癌治癌是医药工

作者的重要任务。化疗是治疗肿瘤的常规方法，但化疗药物常

表现出毒副作用大的特点。寻找高效低毒的抗肿瘤化合物已成

为研究热点。斑蝥是南方大斑蝥（大斑芫菁，
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摘要目的：探讨去甲基斑蝥素酸钠、去甲基斑蝥素酸钾、去甲基斑蝥素酸钙体外对人肝癌 HepG-2细胞增殖的影响。方法：采用磺

酰罗丹明（SRB法）、细胞集落形成实验、流式细胞技术检测三种去甲基斑蝥素衍生物对 HepG-2细胞增殖和凋亡的影响。

qRT-PCR技术考察三种去甲基斑蝥素衍生物对 HepG-2细胞 Bcl-2、Bax mRNA表达的影响。结果：三种去甲基斑蝥素衍生物能明

显抑制 HepG-2细胞的增殖，其抑制率呈剂量时效依赖性；与空白对照组相比，三种去甲基斑蝥素衍生物能显著性减少 HepG-2细

胞集落形成数量，并且可诱导 HepG-2细胞的凋亡，凋亡率分别为 8± 0.56%、6.93± 0.91%、6.16± 0.37%；qRT-PCR显示，三种去甲

基斑蝥素衍生物能抑制 HepG-2细胞 Bcl-2mRNA的表达，增强 Bax mRNA的表达。结论：三种去甲基斑蝥素衍生物可通过下调

Bcl-2 mRNA表达，上调 Bax mRNA表达，诱导 HepG-2细胞的凋亡，从而抑制 HepG-2细胞的增殖；三种衍生物中，去甲基斑蝥素

酸钠对 HepG-2细胞的增殖的抑制作用最强。
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Inhibitory Effect of Three Norcantharidin Derivativeson HepG-2 Cells
in Vitro*

To explore the inhibitory effect of three norcantharidin derivatives which were named sodium

norcantharidate, potassium norcantharidate and calcium norcantharidate on human hepatocellular carcinoma HepG-2 cells. The

effect of three norcantharidate derivatives on HepG-2 cells proliferation was assessed with SRB assay. The cell colony forming

experiment test was adopted to observe the impact of derivatives on colony formation ability of HepG-2 cells. The flow cytometry was

used to examine the effect on HepG-2 cellsapoptosis, and mRNA levels of Bcl-2 and Bax were measured with RT-qPCR. Three

norcantharidate derivatives inhibited the proliferation of HepG-2 cells with a time and dose dependent relation. Compared with the blank

control group, derivatives were able to obviously inhibit cell colony formation and induce apoptosis of HepG-2 cells. The apoptosis rate

were 8± 0.56%, 6.93± 0.91%, 6.16± 0.37%, respectively. Base on the results of RT-qPCR, three norcantharidate derivatives had the

ability to reduce the mRNA levels of Bcl-2 and improve the mRNA levels of Bax. The three kinds of norcantharidate

derivatives could inhibit the proliferation and induce apoptosis of HepG-2 cells which involve in down-regulating the mRNA levels of

Bcl-2 and up-regulating the mRNA levels of Bax. Among three derivatives, sodium cantharidinate shows the strongest inhibitory activity

on HepG-2 cells.
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）或黄黑小斑蝥（眼斑芫菁， 的

干燥虫体[1]，从芫菁科昆虫斑蝥体内提取的斑蝥素(Cantharidin，

CA）对喉癌、胃癌、肾癌、肺癌、皮肤癌等多种恶性肿瘤的生长

均表现出抑制作用[2-5]。去甲基斑蝥素（norcantraridin，NCTD）去

除了斑蝥素结构上的两个甲基，是一种结构类似于斑蝥素的我

国自主研发的抗癌化合物，但毒性较斑蝥素小，且对泌尿系统

的刺激基本消失，目前已作为临床用药[6]。目前临床使用的斑蝥

素衍生物除了去甲基斑蝥素外，还有斑蝥素酸钠，大量研究报

道了斑蝥素酸钠具有抗癌效果[7-10]。鉴于此，本课题以毒性弱于

斑蝥素的去甲基斑蝥素为主体，除了合成去甲基斑蝥素酸钠

外，还自主合成了去甲基斑蝥素酸钾和去甲基斑蝥素酸钙，并

初步探讨三种去甲基斑蝥素衍生物抑制人肝癌 HepG-2细胞

生长的作用。本文旨在以肝癌 HepG-2细胞为实验对象，探讨

去甲基斑蝥素酸钠、去甲基斑蝥素酸钾和去甲基斑蝥素酸钙对

其抑制效果，为今后去甲基斑蝥素衍生物作用于临床癌症治疗

奠定基础。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1肝癌细胞株 人肝癌细胞 HepG-2细胞由遵义医学院医

学与生物学研究中心提供。

1.1.2 三种去甲斑蝥素衍生物 去甲基斑蝥素酸钠，去甲基斑

蝥素酸钾，去甲基斑蝥酸钙由课题组合成，并申请了国家发明

专利。

1.1.3 试剂 RPMI-1640培养基 Gibco公司(美国)、胎牛血清

Hyclone公司(美国)、磺酰罗丹明 Sigma公司(美国)、胰蛋白酶、

SRB染液、吉姆萨染液、细胞凋亡检测试剂盒碧云天公司、

RNAisoplusTakaRa公司(日本)、PCR引物上海生工生物工程公

司、反转录试剂盒 TakaRa公司(日本)。

1.1.4 仪器 3131型 CO2培养箱、酶标仪、全波长酶标仪、台

式离心机美国热电公司，超净工作台、苏州安泰空气技术有限

公司，显微镜 OLYMPUS 公司(日本)，DU800 分光光度计(德

国)，CFX96Real-Time System BIO-RAD公司(美国)。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养 人肝癌 HepG-2细胞接种于培养瓶，加入

RPMI-1640培养基（含 10%胎牛血清），37℃ 5% CO2，静置培

养。待长至瓶底面积 70-80%时，弃去培养液，PBS冲洗 2遍，

0.25%胰酶消化后，加培养液于 CO2培养箱中继续传代培养。

1.2.2 磺酰罗丹明(sulforhodamine B，SRB)染色法 参考文献

方法[11]略有改动；取对数生长期人肝癌 HepG-2细胞，胰酶消化

后平行接种于两块 96孔板。分别为实验板(T)、对照板(T0)，培

养 20 h，取对照板(T0)加 TCA固定液固定，4℃保存，待测；实验

板(T)中分别加入 100 滋L含去甲基斑蝥素酸钠、去甲基斑蝥素
酸钾、去甲基斑蝥素酸钙的培养液(终浓度分别为 5、2.5、1.25、

0.625、0.325 滋g·mL-1)；阴性对照孔加入培养液 100 滋L。每个组
设 5个重复。分别静置 24、48 h后，加入预冷的 TCA固定，于

4℃冰箱固定 1 h。去离子水洗板，室温晾干。加入 0.4% SRB染

料 100 滋L，静置 10 min。0.1%醋酸洗板，室温晾干。加入 10

mmol·L-1缓冲 Tris液(pH 10.5)，每孔 200 滋L，使其充分溶解。
调整波长 530 nm，酶标仪测 OD值，按照下列公式计算抑制

率：

肿瘤细胞生长抑制率 = [1-
OD(T) - OD(T0 )
OD(C) - OD(T0 )

]× 100% (T：

实验组，T0：对照组，C：阴性对照组)

1.2.3 细胞集落形成实验 取对数生长期的人肝癌细胞

HepG-2，胰酶消化接种于 6孔板，每孔接种 1 mL（约含 300个

/mL细胞悬液）。37℃、5% CO2培养 24 h。弃掉培养液，每孔加

入含去甲基斑蝥素酸钠、去甲基斑蝥素酸钾、去甲基斑蝥素酸

钙（终浓度分别为 2.5、1.25 滋g·mL-1）。实验组与对照组均设 3

个平行，培养 10天，定时观察集落形成情况。待集落形成取出

培养板，PBS小心冲洗，室温晾干。甲醇固定细胞 15 min。吸出

甲醇，室温晾干。配制 Giemsa染液，染色约 10 min。小心洗去染

液，室温晾干[12]。按公式计算克隆形成率（%）。

克隆形成率(%)= (克隆数 /接种细胞数) × 100%

1.2.4 流式细胞技术 将人肝癌 HepG-2细胞接种于 6孔板，

24 h后分别加入 2.5 滋g·mL-1的去甲基斑蝥素酸钠、去甲基斑

蝥素酸钾、去甲基斑蝥素酸钙，处理 24 h后，PBS冲洗，胰酶消

化，收集细胞于离心管离心(1000 rpm、5 min)，弃上清，取 1×

105个细胞加入 PBS，再次离心，按说明书加入 PI及 FITC以及

FITC结合液。

1.2.5 RT-qPCR检测 Bcl-2、Bax mRNA的表达 取对数生长

期的人肝癌细胞 HepG-2，胰酶消化接种于 6孔板。37℃、5%

CO2培养 24 h。弃掉培养液，每孔加入含去甲基斑蝥素酸钠、去

甲基斑蝥素酸钾、去甲基斑蝥素酸钙的培养基（终浓度为 2.5

滋g·mL-1）。放入培养箱分别培养 24 h。按照 RNAiso plus说明书

提取总 RNA，并反转成 cDNA。引物序列：Bcl-2 上游引物:

5'-ATGTGTGTGGAGAGCGTCAA-3'， 下 游 引 物 :

5'-GAGACAGCCAGGAGAAATCAA-3'。Bax上游引物:5'-CC-

GATTCATCTACCCTGCTG-3', 下 游 引 物 :5'-TGAG-

CAATTCCAGAGGCAGT-3'，。茁-actin上游引物: 5'-AGCGAG-

CATCCCCCAAAGTT -3'，下游引物: 5'-GGGCACGAAGGCT-

CATCATT。上下游引物共 1.6 滋L，模板 DNA 2 滋L，共 20 滋L。
PCR反应条件:预变性 95℃ 2 min，变性 95℃ 5 s、退火 60℃30

s、延伸 65℃ 30 s（40个循环），终延伸 95℃ 5 min。根据各组样

品的 Ct值（公式 2-(△ △ Ct)），计算 Bcl-2 mRNA、Bax mRNA相对表

达量。

1.3 统计方法

分析采用 SPSS16.0分析软件，实验结果以 x依s 表示，采用
方差分析做统计学检验，P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 三种去甲基斑蝥素衍生物对人肝癌 HepG-2细胞增殖的影

响

当 0.3125~5 滋g·mL-1的去甲基斑蝥素酸钠、去甲基斑蝥素

酸钾、去甲基斑蝥素酸钙作用于肝癌 HepG-2细胞 24 h(图 1所

示)，以浓度为横坐标，抑制率为纵坐标生成回归曲线；分别得

到回归方程：y=14.759ln(x)+47.579（R2=0.9412）；y=15.671ln(x)

+44.394 ( R2=0.9673)；y=15.671ln(x) + 44.394（R2=0.9673）。经计

算得去甲基斑蝥素酸钠、去甲基斑蝥素酸钾、去甲基斑蝥素酸

钙半数抑制浓度(IC50)分别为 1.17 滋g·mL-1、1.43 滋g·mL-1、2.36
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图 1三种去甲基斑蝥素衍生物对人肝癌 HepG-2细胞增殖的影响

Fig.1 Effect of three norcantharidin derivatives on proliferation of HepG-2 cells

图 2三种去甲基斑蝥素衍生物对人肝癌 HepG-2细胞集落形成的影响

Fig.2 The influence of three norcantharidin derivatives on colony formation of HepG-2

Note: A: Sodium Norcantharidin B: Potassium Norcantharidin C: Calcium Norcantharidin D: Control

Compared with control group **P<0.01 n=3

滋g·mL-1。同理，当作用细胞时间为 48 h后，去甲基斑蝥素酸钠、

去甲基斑蝥素酸钾、去甲基斑蝥素酸钙的 IC50分别为 0.39 滋g·
mL-1、0.44 滋g·mL-1、0.5 滋g·mL-1。结果显示，三种去甲基斑蝥素

衍生物均能抑制 HepG-2细胞的增殖，且与浓度和时间呈正相

关，其中去甲基斑蝥素酸钠对 HepG-2细胞的抑制效果最好。

2.2 三种去甲基斑蝥素衍生物对人肝癌 HepG-2细胞集落形成

的影响

如图 2所示，与空白对照组相比，三组处理组的细胞集落

数量均有减少的现象。当浓度为 1.25 滋g·mL-1的去甲基斑蝥素

酸钠、去甲基斑蝥素酸钾和去甲基斑蝥素酸钙分别作用于肝癌

HepG-2细胞 24 h后，细胞集落形成率分别为 14.69± 0.27%、

17.3± 0.27%、22.28± 0.75%。当作用浓度增加为 2.5 滋g·mL-1

时，集落形成率分别减小至 3.15± 0.17%、6.85± 0.12%、7.43±

0.22%。去甲基斑蝥素酸钠对人肝癌 HepG-2细胞集落形成抑

制作用最强，与 "2.1"表现的结果一致。
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图 3三种去甲基斑蝥素衍生物对人肝癌 HepG-2细胞凋亡的影响

Fig.3 Apoptotic effect of three norcantharidin derivatives on HepG-2 cells

Note: A: Sodium Norcantharidin B: Potassium Norcantharidin C: Calcium Norcantharidin D: Control

Compared with control group **P<0.01 n=3

图 4三种去甲基斑蝥素衍生物对人肝癌 HepG-2细胞 Bcl-2、Bax

mRNA表达的影响

Fig.4 Changes of mRNA expressions of Bcl-2 and Bax in HepG-2 cells

following three norcantharidin derivatives treatment

Note: Compared with control group *P<0.05 n=3

Note: A: Sodium Norcantharidin B: Potassium Norcantharidin

C: Calcium Norcantharidin D: Control

Compared with control group *P<0.01 n=3

2.3 三种去甲基斑蝥素衍生物对人肝癌 HepG-2细胞凋亡的影

响

2.5 滋g·mL-1的去甲基斑素酸钠、去甲基斑蝥素酸钾、去甲

基斑蝥素酸钙作于用人肝癌细胞作用于肝癌 HepG-2细胞 24

h后（如图 3示），均出现凋亡现象，凋亡率分别为 8± 0.56%、

6.93± 0.91%、6.16± 0.37%，与空白对照组相比，具有显著性差

异（P＜0.01）。去甲基斑蝥素酸钠诱导人肝癌 HepG-2细胞凋亡

作用强于去甲基斑蝥素酸钾和去甲基斑蝥素酸钙。

2.4 三种去甲基斑蝥素衍生物对人肝癌 HepG-2 细胞 Bcl2、

Bax mRNA表达的影响

如图 4所示，去甲基斑蝥素酸钠、去甲基斑蝥素酸钾、去甲

基斑蝥素酸钙分别作用于人肝癌 HepG-2细胞 24 h后，当浓度

为 1.25 滋g·mL-1时 Bcl-2 mRNA的表达量分别为 0.78± 0.03、

0.91± 0.06、0.97± 0.03。Bax mRNA 的表达量分别为 1.4±

0.09、1.27± 0.05、1.11± 0.06。当浓度为 2.5 滋g·mL-1Bcl-2 mR-

NA的表达量分别为 0.65± 0.06、0.73± 0.0、0.86± 0.06。Bax

mRNA的表达量分别为 1.43± 0.11、1.38± 0.39、1.28± 0.04。三

组实验组的 Bcl-2 mRNA均表达下调，Bax mRNA表达上调。

3 讨论

斑蝥是我国民间用于抗癌的昆虫类传统中药，用药不当易

使食用者中毒甚至死亡。其抗癌有效成分 --斑蝥素的化学全合

成困难，难以大量投入生产。而斑蝥素类衍生物 --去甲基斑蝥

素已能通过化学全合成的方法大量制备，并且同样表现出抗肿

瘤活性，而毒性较斑蝥素小，已经用于临床。因此，围绕斑蝥素

和去甲基斑蝥素的结构改造及合成工作已成为抗肿瘤药物研

究的一个重要方向。课题组在前期的工作中已合成了斑蝥素类

衍生物，并报道了抗肿瘤活性[13,14]。在此经验上，课题组对去甲

基斑蝥素进行了结构修饰，合成了去甲基斑蝥素酸钠、去甲基

斑蝥素酸钾和去甲基斑蝥素酸钙，并考察了三种去甲基斑蝥素

衍生物对人肝癌 HpeG-2细胞的抑制作用。

SRB法检测结果显示，随着三种去甲基斑蝥素衍生物作用

于 HpeG-2细胞的浓度增加和作用时间的延长，细胞抑制率出

现增高趋势，表现出剂量时间依赖性。三种去甲基斑蝥素衍生

物中，去甲基斑蝥素酸钠对 HpeG-2细胞的抑制作用最强。研

究发现，肿瘤的恶性程度与软琼脂形成集落的多少呈正相关
[15]。癌细胞侵袭能力越强，会表现出集落数目越多且集落体积

越大的现象[16]。本研究通过集落形成实验同样证明，三种去甲

基斑蝥素衍生物中去甲基斑蝥素酸钠对人肝癌 HepG-2细胞

的抑制作用最为显著。

目前，大多数的抗肿瘤药物抑制肿瘤细胞的增殖是通过促

进肿瘤细胞凋亡达到的，细胞凋亡是细胞在生理或病理状态下

发生的一种自发性、程序性死亡的过程。细胞发生凋亡和众多

基因调控有密切关系[17,18]。调控机制中，线粒体通路扮演着重要

角色，而 Bcl-2基因家族对细胞凋亡的调控是线粒体通路中很

重要的组成部分。Bcl-2基因家族中 Bcl-2基因是主要的抗凋亡

基因，Bax基因是促凋亡的代表成员。Bcl-2/Bax比例是影响细

胞凋亡的重要 "分子开关 "[19]。本研究中，利用 2.5滋g·mL-1的三

种去甲基斑蝥素酸衍生物分别作用于 HepG-2细胞 24 h后，细

胞均出现凋亡现象。通过 RT-qPCR检测发现，三组实验组细胞
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的 Bcl-2 mRNA 均表达下调，而 Bax mRNA 表达上调，

Bcl-2/Bax比例明显下降。实验结果提示，合成的三种去甲基斑

蝥素可能是通过抑制 Bcl-2 mRNA的表达，上调 Bax mRNA表

达诱导人肝癌 HepG-2细胞的凋亡，从而抑制肿瘤细胞的增

殖。史兆章等[20]报道了去甲基斑蝥酸钠可阻滞人肝癌 HepG-2

细胞于 G0 /G 1期，抑制 HepG-2细胞增殖。此外，去甲基斑蝥

素酸钠在体外可抑制人胃癌 SGC-7901细胞的增殖[21]，还可用

于治疗非小细胞肺癌[22]。综合本实验结果可以初步说明去甲基

斑蝥素酸钠在抑制肿瘤的增殖方面表现出良好的活性，是一种

重要的斑蝥素类抗癌衍生物。而本次研究首次报道了自主合成

的去甲基斑蝥素酸钾、去甲基斑蝥素酸钙对人肝癌 HepG-2细

胞的抑制作用，其抑制作用不及去甲基斑蝥素酸钠。但课题组

前期工作发现斑蝥素酸钾对胃癌 SGC-7901细胞的抑制作用

好于斑蝥素酸钠[23]，该研究结果提示：去甲基斑蝥素酸钾或去

甲基斑蝥素酸钙是否也会类似于斑蝥素酸钾，能抑制其他肿瘤

细胞的增殖，并且抑制作用优于去甲基斑蝥素酸钠？课题组将

在后期工作中陆续筛查三种去甲基斑蝥素衍生物对不同肿瘤

细胞的抑制作用，以期为去甲基斑蝥素衍生物的开发和利用提

供理论依据。
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