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酯蟾毒配基抑制人肝癌细胞体外增殖和迁移侵袭研究
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摘要: 本文旨在探讨酯蟾毒配基对人肝癌细胞增殖和迁移侵袭的影响及其相关机制。采用MTT比色法测定酯

蟾毒配基对 4种肝癌细胞的体外生长抑制作用, 划痕实验和Transwell实验用来评估酯蟾毒配基对MHCC-97H细胞

的迁移和侵袭能力, 采用Western blot实验检测经不同浓度酯蟾毒配基处理后, MHCC-97H细胞内迁移侵袭相关蛋

白的表达。结果表明, 酯蟾毒配基能明显抑制肝癌细胞的体外增殖能力, 其对MHCC-97H、HepG2、SK-Hep-1、Huh-7

细胞的半数抑制浓度 (half maximal inhibitory concentration, IC50) 值分别为 0.55 ± 0.06、2.83 ± 0.24、5.25 ± 0.49、

14.89 ± 2.28 μmol·L-1; 酯蟾毒配基还能显著抑制MHCC-97H细胞的迁移和侵袭能力, 且具有显著的浓度依赖性。

MHCC-97H 细胞中的整合素 α2 (integrin α2)、整合素 α6 (integrin α6)、整合素 β1 (integrin β1)、N- 钙黏蛋白

(N-cadherin)、基质金属蛋白酶2 (matrix metalloproteinase 2, MMP2)、转录因子Twist的蛋白表达随着酯蟾毒配基的浓

度增加而明显降低, 而E-钙黏蛋白 (E-cadherin) 蛋白表达升高。此外, 研究发现酯蟾毒配基作用细胞后p-PI3K/PI3K

和 p-AKT/AKT比值显著降低。综上所述, 酯蟾毒配基明显抑制肝癌MHCC-97H细胞的体外增殖和迁移侵袭能力,

与调控细胞内迁移侵袭蛋白表达及PI3K/AKT信号通路相关。
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Abstract: This manuscript aims to investigate the effects of resibufogenin on the proliferation, migration and

invasion of human hepatocellular carcinoma cells and its related mechanisms. MTT assay was used to determine the

inhibitory effect of resibufogenin on the growth of four hepatocellular carcinoma cells in vitro. Wound-healing assay and

Transwell assay were used to evaluate the migration and invasion ability of resibufogenin on MHCC-97H cells.

Western blot assay was used to detect the expression of migration and invasion related proteins in MHCC-97H

cells treated with different concentrations of resibufogenin. The results showed that resibufogenin significantly

收稿日期: 2022-01-25; 修回日期: 2022-03-23.

基金项目: 国家自然科学基金资助项目 (U1903126); 2021年省级大学生创新创业训练计划 (2020A071); 广州医科大学大学生科技创新项目 (2021A079,

2021A080).

*通讯作者Tel: 86-20-37103631, E-mail: jianyez@163.com

DOI: 10.16438/j.0513-4870.2022-0119

·· 2101



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2022, 57(7): 2101 −2107

inhibited the proliferation of hepatocellular carcinoma cells in vitro. The half maximal inhibitory concentration

(IC50) values on MHCC-97H, HepG2, SK-Hep-1 and Huh-7 cells were 0.55 ± 0.06, 2.83 ± 0.24, 5.25 ± 0.49,

14.89 ± 2.28 μmol·L-1, respectively. Resibufogenin also suppressed the migration and invasion of MHCC-97H cells

in a concentration-dependent manner. The protein expression of integrin α2, integrin α6, integrin β1, N-cadherin,

matrix metalloproteinase 2 (MMP2) and transcription factor Twist in MHCC-97H cells were decreased

significantly with the increase of the concentration of resibufogenin, while the protein expression of E-cadherin

increased. In addition, we found that p-PI3K/PI3K and p-AKT/AKT ratios were significantly reduced after

treatment with resibufogenin. In conclusion, resibufogenin can inhibit the proliferation, migration and invasion of

hepatocellular carcinoma MHCC-97H cells in vitro, which is related to the regulation of intracellular migration and

invasion protein expression and PI3K/AKT signaling pathway.
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肝癌是常见的恶性肿瘤之一, 严重危及人类的生

命安全。根据 2020全球癌症数据报告, 在全球所有恶

性肿瘤中 , 每年约有 90 万肝癌新增病例 , 其发病率

(4.7%) 排名第 6, 每年约有 83万肝癌死亡病例, 其病死

率 (8.3%) 排名第 3[1]。乙型肝炎病毒与丙型肝炎病毒

是原发性肝癌发生的重要原因之一。肝癌的治疗方法

主要包括手术切除、介入治疗、微波消融治疗、肝细胞

移植治疗、放射治疗、化学治疗和免疫治疗等[2-4]。由

于大多数患者就诊时间较晚, 肝功能受损严重, 且合并

癌细胞转移, 错过了手术治疗的最佳时机[5]。因此, 迫

切需要对肝癌发生和发展机制深入研究, 以便寻找和

开发新的诊疗方法和治疗药物。

天然产物为抗肿瘤药物的发现提供了独特的来源

和分子支架[6]。蟾酥是从蟾蜍科动物中华大蟾蜍或黑

眶蟾蜍的耳后腺和皮肤腺的分泌物经干燥而成的中

药, 具有包括镇痛、消炎、麻醉、强心、抗癌等多种生物

活性[7]。酯蟾毒配基 (resibufogenin) 是蟾酥的主要活

性成分, 属于蟾蜍二烯内酯类化合物[8], 其化学结构如

图 1所示。研究表明, 酯蟾毒配基呈现出显著的抗肿

瘤活性, 可能通过不同的机制抑制肿瘤生长, 包括诱导

细胞凋亡和自噬、阻滞细胞周期、抑制细胞迁移、逆转

肿瘤耐药等[9]。Xie等[10]发现华蟾素提取液中的蟾蜍

硫堇对肝癌细胞 SMMC-7721 和 BEL-7402 的增殖有

明显的抑制作用, 可能与诱导G2/M期细胞周期阻滞有

关。然而, 目前关于酯蟾毒配基的抗肝癌细胞活性和机

制研究较少。因此, 本研究通过MTT、划痕、Transwell、

Western blot实验探索了酯蟾毒配基在体外的抗肿瘤

活性和相关分子机制, 为开发肝癌化疗药物提供重要

的科学依据。

材料与方法

细胞与主要试剂 人肝癌细胞系 MHCC-97H、

HepG2、SK-Hep-1、Huh-7均购自赛百慷 (上海) 生物技

术股份有限公司; 酯蟾毒配基标准品购自四川省维克

奇生物科技有限公司; 索拉非尼 (sorafenib) 标准品购

自上海迈瑞尔化学技术有限公司; 胎牛血清、DMEM

高糖培养基购自美国 Gibco 公司; 0.25% 胰酶和青霉

素-链霉素 (双抗) 溶液购自吉诺生物医药技术有限

公司 ; 四甲基偶氮唑盐 (MTT) 粉末、二甲基亚砜

(dimethyl sulfoxide, DMSO) 溶液购自美国 MP Bio‐

medicals公司; Transwell小室、Matrigel基质胶购自美

国 Corning 公司 ; BCA 蛋白定量试剂盒购自 Thermo

Fisher Technology公司; 内参抗体 β-肌动蛋白 (β-actin,

AF7018)、内参基因 GAPDH (AF7021)、目的抗体整合

素 α2 (integrin α2, DF2540)、磷酸肌醇 3-激酶 (phos‐

phoinositide 3-kinase, PI3K, AF6242)、磷酸化磷酸肌醇

3- 激 酶 (phospho-phosphoinositide 3-kinase, p-PI3K,

AF3242) 购自Affinity公司; 目的抗体整合素α6 (integrin

α6, 3750S)、整合素 β1 (integrin β1, 9699S)、N-钙黏蛋

白 (N-cadherin, 13116S)、E- 钙 黏 蛋 白 (E-cadherin,

3195S)、基质金属蛋白酶 2 (matrix metalloproteinase 2,

MMP2, 40994S)、转录因子Twist (69366S)、蛋白激酶B

(protein kinase B, AKT, 4685S)、磷酸化蛋白激酶 B

(phospho-protein kinase B, p-AKT, 4060S) 购 自 Cell

Signaling Technology公司。

细胞培养 人肝癌细胞系 MHCC-97H、HepG2、

SK-Hep-1、Huh-7复苏后重悬至含10%胎牛血清和1%双

抗的DMEM高糖培养基, 于37 ℃、5%恒温培养箱培养。Figure 1 Chemical structure of resibufogenin
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MTT比色法 取对数生长期的MHCC-97H细胞

用胰酶消化计数, 按每孔 4 000个细胞接种于 96孔板

内 , 待细胞贴壁后加入不同浓度的酯蟾毒配基或肝

癌治疗阳性药物索拉非尼 , 作用 72 h 后每孔中添加

5 mg·mL-1 MTT 溶液 20 μL, 继续培养 4 h, 弃去上清

液, 每孔中加入DMSO溶液 100 μL, 37 ℃振荡 10 min,

用酶标仪检测波长540和650 nm处的吸光度值[11]。

划痕实验 在 6孔板后面用黑色马克笔沿直尺均

匀地画 5条黑线, 取对数生长期的MHCC-97H细胞用

胰酶消化计数, 按每孔 4×105个细胞接种于 6孔板内,

待细胞生长至约 90%的融合率时, 用 200 μL枪头垂直

于黑线划 3道划痕, 用PBS洗去漂浮的细胞, 于显微镜

下选取视野观察并拍照作为0 h的取样点, 随后加入不

同浓度的酯蟾毒配基, 作用12、24 h后拍照, 使用 Image

J软件对空白区域愈合速度进行评估[12]。

Transwell 实验 对于 Transwell 侵袭实验 , 将

Matrigel基质胶置于 4 ℃冰箱中使其融化, 基质胶和无

血清培养基按 l∶8比例稀释并取 45 μL铺到 Transwell

小室, 将对数生长期的MHCC-97H细胞用胰酶消化计

数, 取 5×104细胞接种至小室, 并加入不同浓度的酯蟾

毒配基, 下室中加入 600 μL含 10%胎牛血清的DMEM

高糖培养基。培养 24 h后, 甲醇固定 30 min, 0.1%结

晶紫染色 1 h, 洗涤, 用棉签轻轻擦去小室上层未迁移

的细胞, 晾干后于显微镜下随机选取视野观察并拍照,

使用 Image J软件对穿过基底膜的细胞进行计数。对

于 Transwell 迁移实验 , Transwell 小室内不铺基质胶 ,

其余操作及计数方法同上[13]。

Western blot实验 取不同浓度酯蟾毒配基作用

24 或 48 h 后的 MHCC-97H 细胞 , 用 RIPA 裂解液和

PMSF蛋白酶抑制剂处理细胞, 冰上裂解 30 min后高

速离心 20 min, 取上清用BCA定量试剂盒测定总蛋白

浓度。采用 SDS-PAGE电泳法分离细胞蛋白, 用湿转

移法将蛋白条带转移到PVDF膜上。用5%脱脂牛奶室

温封闭1 h, 用一抗溶液4 ℃孵育过夜。TBST溶液洗涤

3次, 每次5 min, 用二抗溶液室温孵育1 h, TBST溶液洗

涤3次, 每次5 min。采用ECL发光液对膜进行显影, 使

用 Image J软件分析蛋白条带灰度值。蛋白相对表达

量 = 目的蛋白条带灰度值/内参蛋白条带灰度值[14]。

统计学处理 采用 SPSS 20.0统计软件进行分析,

计量资料以 x̄ ± s表示。多组数据比较采用单因素方

差分析, 各组间两两比较采用LSD-t检验。P < 0.05为

差异有统计学意义。

结果

1 酯蟾毒配基对人肝癌细胞的生长抑制作用

MTT比色法结果表明, 不同浓度的酯蟾毒配基作

用于 4 种肝癌细胞 (MHCC-97H、HepG2、SK-Hep-1、

Huh-7) 72 h后, 发现该化合物对上述肝癌细胞均具有

明显的生长抑制作用, 其半数抑制浓度 (half maximal

inhibitory concentration, IC50) 分别为 0.55 ± 0.06、2.83 ±

0.24、5.25 ± 0.49、14.89 ± 2.28 μmol·L-1 (图 2), 因此本

研究选择 MHCC-97H细胞完成后续的抗肿瘤活性实

验研究, 且将浓度分组设置为0、0.25、0.50、1.00 μmol·L-1。

此外, 本研究采用肝癌治疗阳性药物索拉非尼作为对

Figure 2 Effects of different concentrations of resibufogenin and sorafenib on in vitro proliferation of human hepatocellular carcinoma cell
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照, 对上述 4种肝癌细胞检测作用 72 h后的细胞存活

率 , 其 IC50 值分别为 6.43 ± 0.74、2.30 ± 0.28、5.61 ±

0.20、6.80 ± 0.76 μmol·L-1。

2 酯蟾毒配基对肝癌 MHCC-97H 细胞平面迁移的

影响

划痕实验结果显示, 0、0.25、0.50、1.00 μmol·L-1酯

蟾毒配基作用于MHCC-97H细胞 12 h后, 其迁移愈合

率分别为 30.03% ± 2.43%、26.35% ± 2.11%、21.97% ±

1.71%、18.51% ± 2.96%; 当药物作用 24 h后, 迁移愈合

率分别为 36.19% ± 2.56%、30.01% ± 3.35%、23.99% ±

3.57%、21.95% ± 1.77% (图 3)。MHCC-97H 细胞的迁

移愈合率随着酯蟾毒配基浓度的增加而显著降低, 这

表明酯蟾毒配基能够以剂量依赖性的方式显著抑制

MHCC-97H细胞的平面迁移能力。

3 酯蟾毒配基对肝癌MHCC-97H细胞空间迁移和侵

袭的影响

Transwell实验结果显示 , 小室未铺基质胶时 , 0、

0.25、0.50、1.00 μmol·L-1酯蟾毒配基组穿过基底膜的

侵袭细胞数分别为 608 ± 53、416 ± 48、312 ± 43、125 ±

12个; 小室铺上基质胶时 , 0、0.25、0.50、1.00 μmol·L-1

酯蟾毒配基给药组穿过基底膜的侵袭细胞数分别为

330 ± 13、225 ± 24、129 ± 17、67 ± 13个 (图 4)。与对照

组相比, 不同浓度酯蟾毒配基组穿过基底膜的侵袭细

胞数均显著减少, 且呈现浓度依赖效应, 这表明酯蟾毒

配基能够随着浓度增加而显著抑制 MHCC-97H细胞

的空间迁移能力和侵袭能力。

4 酯蟾毒配基调控肝癌MHCC-97H细胞内迁移侵袭

相关蛋白的表达

Western blot实验结果表明, 与对照组相比, 不同

浓度 (0.25、0.50、1.00 μmol·L-1) 酯蟾毒配基组的 integrin

α2、integrin α6、integrin β1、N-cadherin、MMP2、Twist的

蛋白表达水平下调, 而E-cadherin的蛋白表达水平上调

(图5), 这说明酯蟾毒配基可能通过调控MHCC-97H细

胞内迁移侵袭相关蛋白的表达, 进而抑制肝癌的发生

和发展。

5 酯蟾毒配基可能通过调控PI3K/AKT信号通路进

而影响肝癌MHCC-97H细胞的体外增殖、迁移和侵袭

能力

结果表明 , 与对照组相比 , 不同浓度 (0.25、0.50、

1.00 μmol·L-1) 酯蟾毒配基组的 p-PI3K/PI3K和 p-AKT/

AKT比值显著降低 (图 6), 说明酯蟾毒配基可能通过

调控PI3K/AKT信号通路进而影响肝癌MHCC-97H细

胞的体外增殖、迁移和侵袭能力。

讨论

近年来, 从中国传统中药中寻找天然产物已经成

Figure 3 Effects of different concentrations of resibufogenin on horizontal migration of MHCC-97H cells. A: The result of wound healing

assay revealed that resibufogenin inhibited the horizontal migration of MHCC-97H cells in a concentration-dependent manner. Scale bar:

50 μm; B: The statistical results of A. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. ns: No significance

Figure 4 Effects of different concentrations of resibufogenin on spatial migration and invasion of MHCC-97H cells. A: The result of

Transwell assay revealed that resibufogenin inhibited the spatial migration and invasion of MHCC-97H cells in a concentration-dependent

manner. Scale bar: 50 μm; B: The statistical results of A. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001
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为一种很有前景的新药开发途径。在中国, 蟾酥及其

二烯内酯化合物在临床上经常被用作强心剂、止痛

剂、麻醉剂、中枢神经系统兴奋剂等。作为蟾酥的活

性成分之一 , 酯蟾毒配基可以抑制心肌细胞膜上的

Na+-K+-ATP 酶 , 使心肌细胞内 Na+浓度和 Ca2+浓度升

高, 心肌收缩力增强, 但仍需注意高剂量的酯蟾毒配基

可能表现出心脏毒性[15]。研究表明, 酯蟾毒配基是从

蟾酥中分离出来的抗癌有效单体, 在体内和体外均显

示出显著的抗肿瘤活性。Han 等[16]报道了酯蟾毒配

基通过上调受体相互作用蛋白 3 (receptor-interacting

protein 3, RIP3) 和磷酸化混合谱系激酶结构域样蛋白

Ser358诱导体内坏死, 诱导活性氧的积累发挥细胞毒

性作用, 进而抑制结直肠癌的生长和转移。Zhou等[17]

对 172种中草药进行筛选, 发现酯蟾毒配基可以显著

抑制卵巢透明细胞癌细胞的体外增殖、迁移和侵袭, 并

诱导其凋亡, 这可能与 PI3K/AKT和肌动蛋白细胞骨

架信号通路的调控有关。Yang等[18]发现酯蟾毒配基

可通过与腺苷三磷酸 (adenosine triphosphate, ATP) 竞

争性结合血管内皮细胞生长因子受体2 (vascular endo‐

thelial growth factor receptor 2, VEGFR2) 激酶结构域,

影响VEGFR2的磷酸化, 进而阻断VEGFR2介导的信

号通路, 抑制三阴性乳腺癌的血管生成。然而, 关于酯

蟾毒配基在抑制肝癌迁移侵袭的研究鲜少报道。

本研究表明, 酯蟾毒配基在体外对肝癌细胞有显

著的抗肿瘤活性; 采用MHCC-97H细胞探讨酯蟾毒配

基对肝癌迁移侵袭的影响, 结果表明酯蟾毒配基可以显

著抑制MHCC-97H细胞的迁移和侵袭能力。此外, 本

研 究 发 现 integrin α2、integrin α6、integrin β1、N-

cadherin、MMP2、Twist的蛋白表达下调, E-cadherin的

蛋白表达上调。因此, 推测酯蟾毒配基在体外抑制肝癌

细胞的增殖、迁移和侵袭可能与调控上皮间充质转化

(epithelial-mesenchymal transition, EMT) 相 关 通 路

有关。

EMT是指上皮细胞向间充质表型转化的生物学

过程, 在肿瘤进展、转移和耐药中发挥重要作用。首先

上皮细胞逐渐丧失顶端-基底端极性, 形态由鹅卵石样

形态逐渐成为纺锤体样, 伴随着黏附连接蛋白的溶解

和紧密连接的破坏 , 从而导致上皮细胞的分离[19]。

EMT可通过影响转录因子 (如Twist、Snail、ZEB等) 的调

控, 进而下调上皮标志物 (如E-cadherin、cytokeratin等)

的表达, 诱导间充质标记蛋白 (如N-cadherin、vimentin、

fibronectin等) 的表达, 并促进上皮细胞附着到细胞外

基质 (extracellular matrix, ECM), 最终使细胞获得通过

基底膜和血液/淋巴管壁迁移和侵袭的能力[20]。接着,

发生 EMT 的细胞以循环肿瘤细胞 (circulating tumor

cell, CTC) 的形式在血液中存活, 并最终迁移到远处的

器官, 形成继发性肿瘤。除了表现出更强的侵袭性表

型, 肿瘤细胞发生EMT后还可获得肿瘤干细胞 (cancer

Figure 5 Effects of different concentrations of resibufogenin on the expression of proteins related to migration and invasion in

MHCC-97H cells. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs control group. MMP2: Matrix metalloproteinase 2

Figure 6 Effects of different concentrations of resibufogenin on the expression of PI3K/AKT signaling pathway proteins in MHCC-97H

cells. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs control group. PI3K: Phosphoinositide 3-kinase; AKT: Protein kinase B
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stem cell, CSC) 样特征、免疫逃避、化疗耐药、代谢改

变等功能[21]。然而, 大多数肿瘤细胞并没有完全丧失

上皮形态和完全获得间充质形态 , 在获得部分 EMT

(partial EMT, pEMT) 后, 肿瘤细胞可以通过保留一定

程度的上皮表型维持细胞间的附着, 也可通过转化成

间充质表型赋予细胞迁移的潜能, 更可能实现成群肿

瘤细胞的侵袭[22]。MMPs是一个Zn2+依赖性的金属内

切蛋白酶家族, 不仅能够降解ECM成分, 还可通过蛋

白水解参与调节细胞内和细胞间信号通路。基底膜和

细胞外基质的降解对肿瘤的侵袭和转移至关重要 ,

MMPs为恶性肿瘤细胞提供侵袭和转移特征, 有利于

其在EMT过程中浸润[23]。整合素 (integrins) 是由 α和

β两种亚单位形成的异源二聚体, 用于介导细胞间的

黏附作用和 ECM相互作用, 在诱导肿瘤细胞 EMT过

程中涉及到多种信号通路[24,25]。在肿瘤微环境中, 整

合素连接激酶 (integrin-linked kinase, ILK) 与整合素

β1和 β3胞质结构域相互作用连接整合素和肌动蛋白

细胞骨架, 可以通过介导 E-cadherin的下调导致 EMT

发生[26]。此外 , 整合素参与了 Src激酶和局灶黏附激

酶 (focal adhesion kinase, FAK) 的激活, 促进细胞膜上

的动态肌动蛋白的变化, 进而影响下游通路包括黏附、

迁移、增殖和存活等关键功能[27]。因此, 针对 EMT过

程中关键的调控机制寻找对应的靶标分子和治疗肿瘤

转移策略显得尤为重要。

在 PI3K/AKT信号通路中, 酶家族通过将多种生

长因子和细胞因子与受体结合而被激活 , 接着 PI3K

将 磷脂酰肌醇 4, 5- 二磷酸 (phosphatidylinositol 4,

5-biphosphate, PIP2) 磷酸化为磷脂酰肌醇 3,4,5-三磷

酸 (phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate, PIP3), PIP3

作为第二信使促进AKT的激活。AKT是PI3K信号通

路的一个重要下游效应, 活化的AKT可以通过抑制凋

亡、调节细胞生长和代谢等多种途径影响肿瘤的生长

与发展[28,29]。本研究表明, 酯蟾毒配基作用后 p-PI3K/

PI3K和 p-AKT/AKT比值显著降低, 推测PI3K/AKT信

号通路和肝癌发展之间存在一定的关联, 抑制该通路

可能成为一种有效的肝癌治疗策略。

综上所述, 活性化合物酯蟾毒配基通过调控细胞

内迁移侵袭相关蛋白表达 , 通过影响 EMT 和 PI3K/

AKT信号通路显著抑制肝癌MHCC-97H细胞的增殖、

迁移和侵袭过程, 且呈现浓度依赖效应。以上研究提

示, 酯蟾毒配基在抗肝癌转移治疗中具有良好的应用

前景, 但关于其对迁移侵袭涉及的信号靶点和具体分

子机制还有待于进一步研究。
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