
 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2014年5月18日; 22(14): 1921-1927
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

  基础研究 BASIC RESEARCH

蟾毒灵对人肝癌细胞增殖与侵袭的影响

盖吉钦, 秦建民, 范跃祖

®

■背景资料
原发性肝癌是较
常见的消化系肿
瘤, 其发病率及死
亡率均较高, 严重
威胁人类健康, 现
有的治疗方法存
在一定的限制性. 
蟾毒灵 (bufa l in , 
Bu)是传统抗肿瘤
中药蟾酥中主要
的活性成分之一, 
具有明确的抗肿
瘤效果. 为了进一
步明确Bu抗肝癌
的机制, 本研究对
Bu对肝癌细胞增
殖侵袭作用的影
响进行了观察. 
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Abstract
AIM: To assess the effect of bufalin on cell prolif-
eration, migration and invasion in human hepa-
tocellular carcinoma cell line BEL-7402. 

METHODS: BEL-7402 cells were cultured in vi-
tro. The effect of bufalin on cell proliferation and 
cell cycle was measured by CCK-8 colorimetric 
method and flow cytometry. Cell migration and 
invasion were assessed by Transwell assay.

RESULTS: Bufalin significantly inhibited the 
growth and proliferation of BEL-7402 cells in 
a dose- and time-dependent manner. Bufalin 
at a dose of 0.085 μg/mL blocked the cell cycle 
of BEL-7402 cells in G2/S phase [48 h (G2: t = 
-6.618, P < 0.01; S: t = -5.339, P < 0.01), 72 h (G2: t 
= -14.273, P < 0.01; S: t = -4.812, P < 0.01)]. Treat-

ment with bufalin at a dose of 0.085 μg/mL for 
72 h significantly inhibited the migration (t = 
11.717, P < 0.01) and invasion (t = 5.437, P < 0.01) 
of BEL-7402 cells. 

CONCLUSION: Bufalin inhibits the migration 
and invasion of human liver cancer cells. Be-
sides, bufalin can inhibit the proliferation of hu-
man liver cancer cells by blocking the cell cycle 
in G2/S phase. The anti-proliferative effect of 
bufalin is dose- and time-dependent. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 研究蟾毒灵(bufalin, Bu)对肝癌BEL-7402
细胞生长、迁移侵袭的作用. 

方法: 体外培养人肝癌BEL-7402细胞, 应用
CCK-8比色法、流式细胞仪、Transwell小室
迁移侵袭实验观测不同浓度和作用时间Bu对
肝癌细胞增殖、迁移、侵袭的影响. 

结果: Bu明显抑制肝癌BEL-7402细胞生长和
增殖, 呈浓度-时间效应关系; 0.085 μg/mL Bu
分别作用于肝癌BEL-7402细胞48、72 h, 肝
癌细胞周期阻滞于G2/S期[48 h(G2: t  = -6.618, 
P <0.01; S: t  = -5.339, P <0.01), 72 h(G2: t  = 
-14.273, P <0.01; S: t  = -4.812, P <0.01)]; 0.085 
μg/mL Bu作用肝癌BEL-7402细胞72 h, 显著
抑制肝癌细胞迁移(t  = 11.717, P <0.01)和侵袭
(t  = 5.437, P <0.01). 

结论: Bu能抑制肝癌细胞迁移、侵袭, 并且通
过阻滞肝癌细胞周期于G2/S期, 抑制肝癌细胞
增殖, 其生长抑制作用呈时间和剂量依赖效应. 

■同行评议者
姚登福, 教授, 南
通大学附属医院
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■研发前沿
Bu的抗肝癌作用
机制比较复杂, 目
前尚未完全阐明, 
尤其是Bu抑制肝
癌BEL-7402细胞
的迁移和侵袭的
机制目前尚不明
确, 需要进一步深
入研究.

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 蟾毒灵影响肝癌Bel-7402细胞凋亡及

迁移、侵袭转移的机制可能与影响肝癌细胞中

P53、survivin、Bcl-xL、基质金属蛋白酶(matrix 
metalloproteinases)、E-钙黏蛋白(E-cadherin)等因

子表达有关. 
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0  引言

原发性肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是
较常见的消化系肿瘤, 其发病率在我国占第3
位, 世界范围占第5位, 每年全球约有100万例以

上的新增肝癌患者, 同时有60万例死于该肿瘤, 
严重威胁人类健康[1,2]. 蟾毒灵(bufalin, Bu)为抗

肿瘤传统中药蟾酥中抗肿瘤作用最强的毒性配

基[3], 除了具有强心、升压、平喘、镇咳、兴

奋呼吸中枢、利尿、抗炎、增强机体免疫力、

抗辐射、抗血小板凝聚等药理作用, 还具有很

强的抗肿瘤作用[4]. 本研究在观察Bu对肝癌细

胞增殖及周期的作用的同时, 进一步观察了Bu
对肝癌BEL-7402细胞迁移侵袭能力的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌BEL-7402细胞株(中国科学院上

海细胞生物学研究所提供), Bu(上海博谷生物科

技有限公司), 细胞培养基RPMI 1640(美国Gibco
公司), 胎牛血清(杭州四季青生物公司), CCK-8
试剂(上海博谷生物科技有限公司), 细胞周期

即时检测试剂盒(南京凯基生物公司), 胰蛋白

酶(美国Sigma公司), Matrigel胶(美国BD公司), 
0.1%结晶紫染色液(江苏碧云天生物公司).  
1.2 方法

1.2.1 细胞系培养: 在37 ℃, 5%CO2和饱和湿度

的培养箱中用10%胎牛血清的RPMI 1640培养

基常规培养. 取单层贴壁、对数期生长的细胞

进行试验.  
1.2.2 CCK-8比色实验测定细胞生长抑制率: 消
化收集细胞后用含10%胎牛血清的RPMI 1640培
养液稀释细胞浓度, 调整细胞浓度至8×104/mL, 
以每孔100 μL接种于96孔培养板中, 饱和湿度、

5%CO2孵箱37 ℃常规培养12 h使其贴壁生长后

加药, 实验设10%胎牛血清RPMI 1640培养液阴

性对照组和Bu实验组. 根据预实验的结果, Bu
实验组选择低于各作用时间100%抑制率的浓

度, 最终浓度设定如下: 24 h Bu: 0.7、0.8、0.9、
1.0、1.1、1.2 μg/mL; 48 h Bu: 0.05、0.1、0.2、
0.3、0.4 μg/mL; 72 h Bu: 0.05、0.1、0.15、0.2、
0.25 μg/mL. 每个浓度组分别设置5个复孔, 置于

饱和湿度、5%CO2孵箱37 ℃常规培养24、48和
72 h后吸去上清液, 每孔加无血清培养液100 μL
及CCK-8 10 μL, 继续培养1.5 h后, 在自动酶标

仪上检测各孔吸光度450 nm, 以空白组平均值

调零. 按以下公式计算生长抑制率. 抑制率(%) = 
(1-实验组平均A值/对照组平均A值)×100%.  
1.2.3 流式细胞仪技术检测细胞周期改变: 消化

收集细胞后用含10%胎牛血清的RPMI 1640培
养液稀释细胞浓度, 调整细胞浓度至5×104/mL, 
以每孔2 mL接种于6孔培养板中, 饱和湿度、

5%CO2孵箱37 ℃常规培养12 h使其贴壁生长, 
然后吸弃培养液后再加入无血清的RPMI 1640
培养液2 mL于6孔培养板中, 饱和湿度、5%CO2

孵箱37 ℃常规培养12 h后加药. 实验设10%胎牛

血清RPMI 1640培养液阴性对照组和Bu实验组, 
Bu实验组的最终浓度选取CCK-8比色实验所得

到的IC50浓度. 各组置于饱和湿度、5%CO2孵箱

37 ℃常规培养24、48和72 h后收集细胞, PBS
清洗细胞碎片后用细胞周期即时检测试剂盒中

Solution A、B、C处理细胞并染色, 1 h内行流式

细胞仪检测荧光标记检测凋亡率和细胞周期分

布, ModiFit软件分析细胞周期. 
1.2.4 细胞迁移实验: 消化收集细胞后用含10%
胎牛血清的RPMI 1640培养液稀释细胞浓度, 将
细胞接种于10 cm培养皿中, 每个培养皿接种8
×105个细胞, 饱和湿度、5%CO2孵箱37 ℃常规

培养12 h使其贴壁生长后加药. 实验设10%胎

牛血清RPMI 1640培养液阴性对照组和Bu实验

组, Bu实验组的最终浓度选取CCK-8比色实验

所得到的IC50浓度. 各组置于饱和湿度, 5%CO2

孵箱37 ℃常规培养72 h后吸弃含药培养液, 用
PBS洗涤培养皿, 去除残余药物后再加入无血清

的RPMI 1640培养液置于饱和湿度、5%CO2孵

箱37 ℃常规培养12 h后收集细胞, 用无血清的

RPMI 1640培养液制备成1×106/mL的细胞悬液, 
每个Transwell小室上室接种100 μL细胞悬液, 下
室加入600 μL含10%胎牛血清的RPMI 1640, 每
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■相关报道
已有报道Bu对多
种肿瘤细胞的增
殖、侵袭具有抑
制作用, 其机制可
能是Bu促进了细
胞的凋亡, 同时能
够抑制与侵袭转
移有关的细胞通
路和通路中相关
因子.

组各设置3个复孔. 5%CO2孵箱37 ℃常规培养24 h
后将上室培养液吸弃清洗结晶紫染色后倒置相

光学显微镜下选取上、中、下三个视野进行观

察, 并拍照计数计算迁移细胞. 
1.2.5 细胞侵袭实验: 消化收集细胞后用含10%
胎牛血清的RPMI 1640培养液稀释细胞浓度, 将
细胞接种于10 cm培养皿中, 每个培养皿接种8
×105个细胞, 饱和湿度、5%CO2孵箱37 ℃常规

培养12 h使其贴壁生长后加药. 实验设10%胎

牛血清RPMI 1640培养液阴性对照组和Bu实验

组, Bu实验组的最终浓度选取CCK-8比色实验

所得到的IC50浓度. 各组置于饱和湿度、5%CO2

孵箱37 ℃常规培养72 h后吸弃含药培养液, 用
PBS洗涤培养皿, 去除残余药物后再加入无血

清的RPMI 1640培养液置于饱和湿度、5%CO2

孵箱37 ℃常规培养12 h后收集细胞, 用无血清

的RPMI 1640培养液制备成1×106/mL的细胞

悬液, Transwell小室上室铺设Matrigel胶后每个

Transwell小室上室接种100 μL细胞悬液, 下室加

入600 μL含10%胎牛血清的RPMI 1640, 每组各

设置3个复孔. 5%CO2孵箱37 ℃常规培养48 h后
将上室培养液吸弃清洗, 结晶紫染色后倒置相

光学显微镜下选取上、中、下3个视野进行观

察, 并拍照计数计算侵袭细胞.  
统计学处理 实验数据均以mean±SD表示, 

并用SPSS19.0统计软件进行统计学处理, 首先进

行方差齐性检验, 方差齐的两组间比较采用t检
验, 多组间比较采用单因素方差分析数据, 组间

两两比较采用LSD法; 方差不齐者两组间比较采

用矫正t检验, 多组间比较将数据转换后得到齐

方差数据后再采用单因素方差分析检验数据. 

2  结果

2.1 Bu对肝癌BEL-7402细胞的增殖抑制 肝癌

BEL-7402细胞经不同浓度Bu处理24、48、72 h, 
随药物浓度逐渐提高, Bu对肝癌BEL-7402细胞

抑制率逐渐提高(P <0.05), (表1). 24、48、72 h的
IC50分别为0.87 μg/mL±0.07 μg/mL, 0.16 μg/mL
±0.02 μg/mL, 0.085 μg/mL±0.01 μg/mL, 提示

其随药物作用时间延长逐渐降低(F  = 429.881, 
24 h vs  48 h, 48 h vs  72 h, 均P <0.01).
2.2 Bu对肝癌BEL-7402细胞周期的影响 Bu处
理BEL-7402肝癌细胞24、48、72 h, 24 h后G2

和S期细胞比例与阴性对照组无差异(P >0.05); 
48、72 h后, G2期和S期细胞比例与阴性对照组

相比增加, 表现出G2期和S期阻滞(P <0.01, 表2, 
图1); 但48 h与72 h的G2期(1.17±0.28 vs  1.25±
0.35)、S期(0.37±0.18 vs  1.12±0.67)增幅比较

无差异(P >0.05). 表明, 同一药物浓度下Bu对肝

癌BEL-7402细胞的增殖周期影响, 具有一定时

间依赖性, 但超过48 h未表现时间依赖性.  
2.3 Bu对肝癌BEL-7402细胞迁移的影响 Bu作
用BEL-7402细胞72 h, 与阴性对照相比, 显著

抑制肝癌BEL-7402细胞迁移能力(t  = 11.717, 
P <0.01), (图2, 3).
2.4 Bu对肝癌BEL-7402细胞侵袭的影响 Bu作用
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表  1  不同浓度和作用时间蟾毒灵对肝癌BEL-7402细胞增殖的抑制率 (n  = 3, mean±SD)

浓度(μg/mL) 24 h 48 h 72 h

0.05  22.09±3.63d  35.52±4.16f

0.10 33.94±3.34 53.17±8.65

0.15 59.21±8.11

0.20 47.72±2.24 78.88±3.93

0.25  86.86±1.54f

0.30 68.84±1.98

0.40  82.57±1.09d

0.70  31.34±6.73b

0.80 48.05±8.52

0.90 51.62±5.79

1.00 60.38±5.69

1.10 70.97±5.19

1.20  72.98±4.15b

bF  = 40.624, bP<0.01 vs  0.90 μg/mL; dF  = 427.344, dP<0.01 vs  0.20 μg/mL; fF  = 69.585, fP<0.01 

vs  0.15 μg/mL.



■创新盘点
我们通过观察Bu
对肝癌BEL-7402
细胞增殖、细胞
周期、迁移、侵
袭的影响, 为进一
步探索其影响机
制奠定了基础.
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图  1  同一浓度不同作用时间蟾毒灵对肝癌BEL-7402细胞增殖周期影响. A: 24 h阴性对照; B: 24 h 0.085 μg/mL蟾毒灵; C: 

48 h阴性对照; D: 48 h 0.085 μg/mL蟾毒灵; E: 72 h阴性对照; F: 72 h 0.085 μg/mL蟾毒灵.

图  2  0.085 μg/mL蟾毒灵作用肝癌BEL-7402细胞72 h后对细胞迁移能力的影响(结晶紫染色×200). A: 阴性对照; B: 0.085 

μg/mL蟾毒灵. 箭头处为迁移细胞.
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BEL-7402细胞72 h, 与阴性对照相比, 显著抑制

肝癌BEL-7402细胞侵袭能力(t  = 5.437, P <0.01), 
(图4, 5).  

3  讨论

Bu是一种多羟基的甾体化合物, 其抗肿瘤作用

效果, 已受到越来越多的关注[5-8]. 苏永华等[9]

通过将经Bu作用48 h的人肝癌SMMC-7721和
BEL-7402细胞进行锥虫蓝染色, 发现Bu对肝癌

细胞膜具有明显破坏作用, 提示Bu对肝癌细胞

的毒性作用与破坏癌细胞膜、导致细胞直接死

亡有关. 王旭等[10]应用Bu作用于大肠癌HCT116
细胞, 结果发现Bu可使大肠癌细胞阻滞在S期, 
且电镜见到细胞浆疏松、染色质边集、凋亡小

体等典型细胞凋亡特征, 推断Bu可以通过使肠

癌细胞周期阻滞而诱导细胞凋亡. 多项研究均

证明细胞周期阻滞与细胞凋亡密切相关[11-13]. 王
艳丽等 [14]认为细胞周期的阻滞最终将导致细

胞的凋亡. 细胞周期受到细胞周期依赖性蛋白

激酶(cyclin-dependent kinases)、细胞周期蛋白

(Cyclin)、Polo样聚合酶、Aurora激酶和周期抑

制蛋白(cyclin-dependent-kinase inhibitor)等因素

调控[15-17]. 其中Cyclin A和Cyclin B与细胞周期中

的G1/S期和G2/M期的转换调控有关, Cyclin A参

与细胞从G1期到S期的转换过程, 而细胞由G2期

进入M期需要Cyclin B与周期依赖性蛋白激酶

结合物的调控[18,19]. 研究发现, 恶性肿瘤中Cyclin 
A和Cyclin B较正常细胞高[20,21], Bu可降低肝癌

■应用要点
由于Bu对多种实
体及血液恶性肿
瘤均表现出良好
的抗肿瘤效果, 因
此在中药现代化
研究的背景下, 将
其应用于临床治
疗将为无法手术
的恶性肿瘤患者
治疗提供了一个
新的手段.
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表  2  同一浓度不同作用时间蟾毒灵对肝癌BEL-7402细胞增殖周期的影响 (n  = 3, mean±SD, %)

     
周期

24 h 48 h 72 h

阴性对照 蟾毒灵 阴性对照 蟾毒灵 阴性对照 蟾毒灵

G1期 48.26±5.09 48.34±2.72 62.20±3.48  41.2±1.27 68.49±2.48 31.98±1.52

G2期 28.98±3.67 29.78±2.14   9.28±2.06 19.78±1.82b 14.27±1.49  31.75±1.51b

S期 22.76±3.68 21.88±0.60 28.53±1.49 39.02±3.06b 17.24±3.66  34.94±5.22b

bP<0.01 vs 阴性对照[48 h(G2: t  = -6.618; S: t  = -5.339), 72 h(G2: t  = -14.273; S: t  = -4.812)].

图  3  0.085 μg/mL蟾毒灵作用肝癌BEL-7402细胞72 h后迁
移细胞数.
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图  4  0.085 μg/mL蟾毒灵作用肝癌BEL-7402细胞72 h后
对细胞侵袭能力的影响(结晶紫染色×200). A: 阴性对照; B: 

0.085 μg/mL蟾毒灵. 箭头处为侵袭细胞.
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图  5  0.085 μg/mL蟾毒灵作用肝癌BEL-7402细胞72 h后侵
袭细胞数. 



HepG2细胞中Cyclin B的表达[22], 而含有Bu成分

的抗肿瘤药物华蟾素具有下调肿瘤细胞Cyclin 
A表达能力[23]. Bu还可能通过下调P53蛋白[3]、

降低survivin蛋白表达使促凋亡蛋白Smac/DIA-
BLO从线粒体释放入胞浆[24], 抑制Bcl-xL基因表

达和促进Bax基因表达[25]等途径引起癌细胞凋

亡. 本实验结果发现Bu对肝癌BEL-7402细胞具

有细胞毒性、增殖抑制作用, 呈时间和剂量依

赖性, 肝癌BEL-7402细胞被阻滞在G2期和S期, 
表明Bu抑制肝癌Bel-7402细胞的增殖与细胞周

期被阻滞在S期和G2期密切相关. 其机制可能与

Bu降低肝癌Bel-7402细胞Cyclin A和Cyclin B表
达, 影响凋亡相关因子P53、survivin、Bcl-xL等
表达, 从而使细胞周期发生阻断后导致了肝癌

细胞的凋亡. 
转移是恶性肿瘤的特征性表现, HCC极易

发生转移, 术后5年复发率可达70%, 是导致肝癌

患者死亡的一个主要原因[26]. 癌细胞降解基底膜

和细胞外基质及迁移运动是恶性肿瘤转移的关

键步骤, 其过程与E-钙黏蛋白(E-cadherin)表达

降低, 基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinases, 
MMPs)与金属蛋白酶组织抑制因子(tissue inhib-
itor of metalloproteinase, TIMP)之间平衡被打破

等多种因素有关[27-29]. Hong等[30]研究发现Bu能
加强细胞间紧密连接, 并通过增加细胞外信号

调节激酶(extracellular regulated protein kinases)
通路磷酸化从基因和蛋白层面减少MMP-7和-9, 
增加TIMP-1和-2, 从而降低膀胱癌T24细胞侵袭. 
Chueh等[31]发现Bu可通过阻止MAPK信号抑制

MMP-2生成, 降低骨肉瘤U-2细胞侵袭转移. 本
实验研究结果表明Bu明显抑制肝癌细胞迁移侵

袭能力, 其抑制迁移与侵袭转移可能与影响肝

癌细胞MMPs和E-cadherin表达有关, 但其确切

的机制尚需进一步深入研究.  
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■同行评价
Bu能够抑制多种
恶性肿瘤细胞增
殖、侵袭, 但在肝
癌细胞研究报道
较少, 本研究通过
体外培养人肝癌
细胞, 详细观察了
Bu对肝癌细胞生
长、迁移和侵袭
具有显著抑制作
用, 结果可靠, 为
进一步深入研究
Bu抗肝细胞癌作
用和机制奠定了
理论基础.
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