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Abstract
AIM: To explore the effects of Disodium 
Cantharidinate and Vitamin B6 Injection 
(Aiyishu) in combination with radiotherapy on 
cell proliferation and apoptosis in hepatocellular 
carcinoma cell line HepG2.

METHODS: After HepG2 cells were incubated 
with different concentrations of Aiyishu injec-
tion, cell proliferation was measured by methyl 
thiazolyl tetrazolium (MTT) assay. Twenty-four 
hours after incubation, cell radiosensitivity was 
evaluated by clonogenic assay. Early apoptosis 
was detected by annexin-V-FITC/propidium io-
dide double staining assay. Apoptotic cells were 
observed under a fluorescence microscope.

RESULTS: After 72 hours of incubation, Aiyi-
shu injection (5.0 mg/L) significantly inhibited 
the growth of HepG2 cells, and the reduced rate 
of cell growth was 68%. Aiyishu injection in 
combination with radiotherapy showed stronger 
inhibitory effects on HepG2 cell growth than 
either Aiyishu injection or radiotherapy alone, 
suggesting that Aiyishu injection and radio-
therapy have a synergistic effect on HepG2 cell 
proliferation. Flow cytometry analysis demon-
strated that the apoptosis rates of  HepG2 cells 
incubated with Aiyishu injection (2.5 mg/L) for 
24 h or irradiated with X-ray (4 Gy) for 24 h were 
11.15% and 10.10%, respectively. In contrast, 
HepG2 cells treated with Aiyishu injection (2.5 
mg/L) for 24 h and then irradiated with X-ray (4 
Gy) for 24 hours had an apoptosis rate of 23.75%. 
Clonogenic assay showed that Aiyishu injection 
could enhance the sensitivity of HepG2 cells to 
radiotherapy.

CONCLUSION: Aiyishu injection can signifi-
cantly inhibit proliferation, induce apoptosis, 
and increase radiosensitivity of human hepato-
cellular carcinoma cells.
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X-ray

Zhao HY, Liang J. Disodium Cantharidinate and Vitamin 
B6 Injection in combination with radiotherapy induces 
apoptosis and inhibits proliferation in hepatocellular 
carcinoma cell line HepG2. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2009; 17(32): 3332-3336

摘要
目的: 探讨斑蝥酸钠维生素B6(艾易舒)注射液
联合放射疗法对人肝癌细胞HepG2的抑制作用.

方法: 采用MTT法观察不同浓度的斑蝥酸钠
维生素B6注射液, 对HepG2生长的影响; 斑蝥
酸钠维生素B6作用于HepG2细胞24 h后接受
不同剂量的X射线照射, 克隆形成法检测放射
增敏比, Annexin-V FITC/PI双染法检测HepG2
的早期凋亡. 倒置荧光显微镜观察肝癌细胞凋
亡的形态学变化. 

®

■背景资料
斑蝥酸钠维生素
B6是中药斑蝥的
有效成分之一, 近
年研究发现, 斑蝥
酸钠维生素B6对
肝癌等多种肿瘤
细胞具有显著的
杀伤作用, 已成为
肿瘤治疗的一个
新 靶 点 .  本 研 究
组在体外实验研
究中发现斑蝥酸
钠维生素B6与X
射线联合能够显
著抑制肝癌细胞
HepG2生长, 其抗
癌主要机制是诱
导细胞凋亡.

■同行评议者
王学美 ,  研究员 , 
北京大学第一医
院中西医结合研
究室
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结果: 斑蝥酸钠维生素B6组、放疗处理组及
斑蝥酸钠维生素B6联合放疗组均对HepG2增
殖产生抑制作用, 与空白对照相比, 斑蝥酸钠
维生素B6对HepG2有明显抑制作用, 并呈现
浓度依赖性特点, 斑蝥酸钠维生素B6浓度为
5.0 mg/L、作用时间为72 h, 斑蝥酸钠维生素
B6对HepG2细胞的抑制率最大. 斑蝥酸钠维
生素B6与放疗联合处理组对HepG2的抑制率
明显高于单纯斑蝥酸钠维生素B6组和单纯
放疗组. 提示斑蝥酸钠维生素B6与X射线对
HepG2的抑制效果具有协同作用. 流式细胞
分析显示: 2.5 mg/L斑蝥酸钠维生素B6作用于
HepG2细胞24 h后, 11.15%的肝癌细胞发生凋
亡. 4 Gy的X射线作用HepG2细胞24 h, 10.10%
的肝癌细胞发生凋亡. 5.0 mg/L斑蝥酸钠维生
素B6作用于HepG2细胞24 h后对其行X射线照
射, 23.75%的细胞发生凋亡. 克隆形成实验结
果显示, 斑蝥酸钠维生素B6可以增强肝癌细
胞的放射敏感性.

结 论 :  斑 蝥 酸 钠 维 生 素 B 6 能 够 显 著 抑 制
HepG2增殖, 诱导HepG2凋亡, 增强HepG2对X
射线照射的敏感性, 具有临床意义.

关键词: 斑蝥素; 肝细胞癌; 斑蝥酸钠; 维生素B6; 

凋亡; X射线
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0  引言

肝癌是严重威胁人类健康的恶性肿瘤之一, 全
世界每年约有55万新增肝癌患者, 其中54%发

生在我国[1]. 外科手术治疗目前仍是肝癌治疗

的首选措施和最有效的手段. 由于肝癌早期缺

乏特异的症状, 大多数患者就诊时已属中晚期, 
通常只有10%-30%的患者能接受根治性切除手

术, 导致肝癌患者的整体预后很差, 平均存活时

间3 mo左右[2]. 目前普遍认为, 只有通过综合性

治疗才能真正提高肝癌患者生存期. 近年的研

究发现, 放射治疗对肝癌有效, 但是其遇到棘手

的问题, 如果采用正常肝组织能够耐受的照射

剂量进行放疗, 肿瘤治愈率很低, 否则将严重

损伤正常肝组织. 中医药在肝癌的治疗中发挥

着不可替代的作用, 中西医结合治疗已成为肝

癌治疗的一种重要手段[3]. 斑蝥素(cantharidin, 
CTD)为我国传统中药斑蝥的活性成分, 临床上

对多种肿瘤治疗有一定疗效, 并且具有升高白

细胞而无骨髓抑制等优点[4-5]. 斑蝥素的抗肿瘤

作用机制目前尚不十分清楚, 有研究提示可能

与其抑制蛋白磷酸酶有关[6]. 斑蝥酸钠(sod ium 
cantharidate, SCA)系斑蝥素的半合成药物, 具有

提高机体的免疫力, 升高白细胞等疗效, 多用于

中晚期恶性肿瘤的治疗[7]. 斑蝥酸钠维生素B6注
射液(商品名: 艾易舒)是由斑蝥酸钠和维生素B6
配制的注射液, 临床上应用于多种肿瘤的治疗. 
本研究旨在通过动态观察不同剂量的斑蝥酸钠

维生素B6对肝癌细胞HepG2生长的影响, 探讨斑

蝥酸钠维生素B6与放疗结合治疗肝癌是否具有

协同性, 为临床肝癌的综合治疗提供实验依据.

1  材料和方法

1.1 材料 人肝细胞癌细胞株HepG2(下称HepG2)
由中国医科大学细胞学教研室惠赠 .  斑蝥酸

钠维生素B6注射液(贵州柏强制药有限公司). 
DMEM培养基(美国Gibco公司), 胎牛血清(天津

瀚洋生物制品有限公司), Annexin-V FITC/PI双
染试剂盒(江苏碧云天生物技术研究所).
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: HepG2培养于100 mL/L胎牛血

清的DMEM培养基内, 置于37℃、饱和湿度, 50 
mL/L CO2孵育箱中常规培养. 取指数生长期细

胞进行细胞实验.
1.2.2 X线照射条件: 6 mV的德国西门子PRIMUS
医用电子直线加速器, 剂量率200 cGy/min, 靶距

50 cm, 照射时上下分别覆盖1.5 cm厚的补偿胶. 
1.2.3 细胞增殖实验(MTT): 取指数生长期的

HepG2, 制成1×107/L单细胞悬液, 接种于96孔
板中, 每孔200 μL, 弃上清(培养液). 根据斑蝥酸

钠维生素B6的浓度分为: 对照组、5.0 mg/L组、

2.5 mg/L组、1.0 mg/L组, 每组3孔, 在细胞孵育

3、6、12、24、48、72 h后每孔分别加入5 g/L
浓度的MTT 20 μL, 孵育4 h, 弃上清, 加200 μL二
甲基亚砜(DMSO), 置于微量振荡器振荡5 min混
匀, 用酶联免疫检测仪测波长570 nm的吸光度

值. 每组实验重复3次取均值. 抑制率 = [(对照组

A值-空白组A值)-(给药组A值-空白组A值)]/(对
照组A值-空白组A值)×100%.
1.2.4 Annexin-V FITC/PI法检测凋亡: 取指数生

长期的HepG2, 制成1×108/L单细胞悬液, 当细

胞生长至80%汇合时, 各组分别给予以下处理因

素, 实验分4组: (1)对照组; (2)X射线照射组; 2、
4、8 Gy单剂量X射线照射, 分别于照射后24、
48和72 h收集HepG2细胞; (3)斑蝥酸钠维生素

B6处理组: 以5.0 mg/L, 2.5 mg/L, 1.0 mg/L浓度

的斑蝥酸钠维生素B6处理HepG2细胞, 处理后

■研发前沿
近来研究认为肝
癌是放疗敏感肿
瘤, 肝癌的放射治
疗越来越受到人
么的重视, 如何减
少放射剂量, 达到
相同的治疗效果, 
减少放疗造成的
全身免疫反应是
目前研究的热点, 
如果能从细胞凋
亡及细胞周期角
度进一步研究二
者联合作用的机
制, 将会为肝癌治
疗提供新的途径.
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24、48和72 h收集HepG2细胞; (4)X线照射+斑
蝥酸钠维生素B6组: 在4 Gy的X射线照射前24 h
加入2.5 mg/L的斑蝥酸钠维生素B6, 处理后24、
48和72 h收集HepG2细胞. 采用1000 g离心5 min, 
弃上清, 收集细胞, 用PBS重悬细胞并计数. 取
5-10(万)重悬的细胞, 1000 g离心5 min, 弃上清, 
加入195 µL Annexin-V FITC结合液重悬细胞, 加
入5 µL Annexin-V FITC, 轻摇混匀. 20℃-25℃避

光孵育10 min, 加入10 µL碘化吡啶染色液, 轻摇

混匀, 冰浴避光保存. 随即进行流式细胞仪检测, 
每组实验重复3次取平均值. 
1.2.5 荧光显微镜检测: 按照Annexin-V FITC试
剂盒说明, 对24孔板中HepG2进行Annexin-V 
FITC/PI染色, 在Olympus IX-70型倒置荧光显微

镜下观察细胞形态学变化. 
1.2.6 克隆形成实验: 当HepG2细胞生长至80%
汇合时, 用2.5 g/L胰蛋白酶消化, 制备单细胞悬

液, 分为实验组、阴性对照组和空白对照组, 将
每组细胞再分为3个小组, 接种于6孔板, 每小组

3个复孔, 10 000个细胞/孔. 培养48 h后分别进行

0、2、4 Gy剂量的X射照射, 照射处理后细胞再

培养2 wk, 计数大于50个细胞的集落数.
统计学处理 采用SPSS12.0统计软件, 数据

以mean±SD表示, 进行各组间t检验, P <0.05具
有统计学意义.

2  结果

2.1 MTT法检测斑蝥酸钠维生素B6对HepG2生

长的抑制率 统计比较了不同浓度的斑蝥酸钠维

生素B6、在不同作用时间点对HepG2的抑制率. 
实验结果发现, 与对照组相比, 斑蝥酸钠维生素

B6对HepG2生长有明显抑制作用, 随着斑蝥酸

钠维生素B6浓度的增加, 以及作用时间的延长, 
斑蝥酸钠维生素B6对HepG2细胞的抑制作用逐

渐增强. 当斑蝥酸钠维生素B6浓度为5.0 mg/L, 
作用时间为72 h, 对HepG2细胞的抑制率最大. 
实验结果提示斑蝥酸钠维生素B6对HepG2生长

具有明显的抑制效应, 且呈浓度依赖性. 不同浓

度之间有显著性差异, 3个不同浓度组与对照组

之间比较差异均有显著性差异(P <0.05, 表1).
2 . 2  斑蝥酸钠维生素 B 6 与放疗联合作用对

HepG2细胞集落形成的影响 经2 Gy或4 Gy剂量

X射线照射后, 经2.5 mg/L斑蝥酸钠维生素B6处
理的各组HepG2细胞集落形成数量明显低于无

艾易舒处理的各组, 具有统计学差异(P <0.01), 
提示斑蝥酸钠维生素B 6具有提高放射线对

HepG2细胞生长的抑制作用(表2).
2.3 斑蝥酸钠维生素B6及X射线处理HepG2细胞

(24 h)各组的凋亡率(%) 实验结果提示, 右上象

限为坏死率, 右下象限为凋亡率, 左下象限为正

常细胞所占比例. 左上象限为可以允许的细胞

机械损伤率(图1).图1).).
2.4 倒置荧光显微镜观察细胞凋亡的形态学改

变 通过倒置荧光显微镜观察Annexin-V FITC/PI
染色的HepG2细胞形态学变化. 未破坏的细胞不

被Annexin-V FITC/PI染色, 凋亡细胞被染成绿

色, 坏死细胞核被染成红色. 实验结果发现: 除
对照组外, 各组HepG2细胞以不同程度的凋亡改

变为主(细胞被染成绿色), 凋亡率高的HepG2细
胞间常可见核被染成红色的坏死细胞(图2).的坏死细胞(图2).坏死细胞(图2).

3  讨论

放射治疗是恶性肿瘤综合治疗的主要方法之一, 
肝脏曾一度被看做是放射抗拒器官, 认为肝癌

■相关报道
国内外有关报道
提示斑蝥酸钠维
生素B6对多种肿
瘤细胞有显著抑
制作用, 诱导肿瘤
细胞凋亡. 但对于
斑蝥酸钠维生素
B6的放射增敏作
用尚鲜有报道.

表  1  MTT法检测不同浓度的斑蝥酸钠维生素B6作用不同时间对HepG2的抑制率 (%)

     
	             3 h      	          6 h       	     12 h                          24 h                         48 h                         72 h

斑蝥酸钠维生素B6浓度(mg/L)

    5.0  	    0.11±0.02a           0.18±0.03a           0.23±0.01a           0.35±0.03a           0.58±0.03a           0.65±0.04a

    2.5  	    0.08±0.02a           0.12±0.01a           0.17±0.01a           0.25±0.02a           0.46±0.01a           0.55±0.02a

    1.0  	    0.06±0.01a           0.06±0.02a           0.13±0.02a           0.20±0.03a           0.28±0.01a           0.35±0.02a

对照组	    0.04±0.01            0.06±0.01            0.06±0.02            0.08±0.01            0.11±0.04            0.12±0.03

aP<0.05 vs  对照组.

表  2  不同处理因素作用HepG2后2 wk的集落形成数 
(mean±SD)

     
斑蝥酸钠维生素B6      0 Gy                 2 Gy               4 Gy

无	            101.7±6.7      81.0±4.6     30.6±4.5

有	              59.0±4.6b     31.0±3.0b      6.0±1.0b

bP<0.01 vs  无斑蝥酸钠维生素B6组.
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不适用于放射治疗. 20世纪90年代以来, 随着放

疗设备的发展、肿瘤综合治疗理念的增强, 以
及放射生物学研究证实肝细胞癌属于放射敏感

肿瘤, 肝癌的放疗效果重新得到肯定[8]. 辐射作

为一种基因毒剂(genotoxic agents), 可诱导正常

组织细胞和肿瘤细胞凋亡[9]. 放射治疗是治疗恶

性肿瘤的重要手段之一, 诱发细胞凋亡是导致

肿瘤细胞死亡的主要形式. 有研究表明, 斑蝥酸

钠可以诱导肝癌细胞凋亡[10], 斑蝥酸钠维生素

B6注射液是斑蝥酸钠和维生素B6的螯合物, 其
诱导肝癌细胞凋亡的研究目前少有报道. 

斑蝥酸钠维生素B6与放射治疗作为肝癌综

合治疗的手段, 两者之间是否有协同作用, 主要

作用机制如何, 目前未见报道. 我们的前期研究

表明, 斑蝥酸钠维生素B6对肝癌细胞HepG2具
有抑制作用, 通过诱导肿瘤细胞凋亡, 达到治疗

肝癌的效果. 本研究采用MTT法及流式细胞分

析结果提示: 斑蝥酸钠维生素B6处理肝癌细胞

■应用要点
本文研究了斑蝥
酸钠维生素B6联
合放疗治疗人肝
癌细胞凋亡的有
效浓度和剂量关
系, 初步探讨了其
治疗作用的机制,
为斑蝥酸钠维生
素B6联合放疗治
疗肝癌提供了理
论依据, 为进一步
研究分子机制奠
定基础.

图  1  各组均为处理后24 h, HepG2细胞凋亡率. A-C: 2 Gy, 4 Gy, 8 Gy的X射线处理组; D: 对照组; E-F: 2.5 mg/L, 5.0 mg/L

浓度斑蝥酸钠维生素B6处理组; G: 2.5 mg/L浓度斑蝥酸钠维生素B6加4 Gy的X射线作用组.
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图  2  倒置荧光显微镜观察的Annexin-V FITC/PI染色的HepG2细胞形态学变化. A: 未破坏的HepG2细胞(×400); B: 凋亡及坏

死HepG2细胞(×400); C: 凋亡及坏死HepG2细胞(×200).
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HepG2后, 对细胞生长产生了明显的抑制作用, 
克隆形成实验结果显示斑蝥酸钠维生素B6联合

放疗组的细胞集落明显少于单纯放疗组, 有统

计学差异. 
随着X射线剂量的增大, 对于肝癌细胞的抑

制作用也愈大, 但是对正常肝细胞的损伤也愈

大, 同时也增加了放疗造成的全身免疫抑制作

用, 我们选用中等剂量(2.5 mg/L)的斑蝥酸钠维

生素B6联合X射线, 共同作用于肝癌细胞, 这样

就减少了放疗剂量, 在使用较小X射线照射剂量

的前提下提高了对肝癌细胞的抑制率, 如流式

细胞仪分析所示: 2.5 mg/L的斑蝥酸钠维生素B6
联合4 Gy的X射线作用于肝癌细胞24 h, 凋亡率

为28.95%, 明显高于4 Gy的X射线作用于肝癌细

胞24 h的凋亡率(10.10%), 在降低放射线剂量的

同时, 既达到了放疗效果, 同时也减轻了对正常

肝细胞的损伤. 
桂尤胜 et al [11]报道斑蝥酸钠在体外作用于

人肝癌细胞系Bel-7402可诱导肝癌细胞的凋亡, 
抑制肝癌细胞的生长增殖. 其作用机制可能是

诱导肝癌细胞发生了G2期阻滞. 房德芳 et al [12]

的研究表明: 斑蝥酸钠对于肝癌细胞HepG2有较

强的抑制作用. 陈昱明 et al [13]报道, 斑蝥酸钠注

射液配合放疗治疗中晚期恶性肿瘤(肺癌、鼻咽

癌、乳腺癌、食管癌等), 能提高治疗效果, 降低

放疗不良反应, 改善患者生活质量, 具有抗肿瘤

和免疫调节双重作用. 
本实验的结果表明, 斑蝥酸钠维生素B6与X

射线联合作用的效果明显优于斑蝥酸钠维生素

B6或X射线单独应用对于肝细胞癌细胞HepG2

效果, 其机制可能与二者之间具有协同作用, 进
一步上调了诱导肝癌细胞凋亡的程度, 协同作

用的分子生物学和细胞生物学机制还有待于进

一步的研究.
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■同行评价
本研究为肝癌的
斑蝥酸钠维生素
B6联合放疗方案
提供了一定的实
验依据, 有一定的
临床价值, 希望今
后在研究的深度
上进一步完善.


