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摘要# 目的!研究贵州罗甸地区南方大斑蝥 "8/%+D,36B*+%&,+7+ G5225N# 和黄黑小斑蝥 "8/%+D,36.3.*$,33J68851UN# 体
内的结合斑蝥素 ";<89UR5Y1@ ;58YW5X6@68# 对人肝癌D1QS# 细胞增殖和凋亡的影响& 方法!采用两种斑蝥三氯甲烷提
取物的水浸液获取结合斑蝥素& 运用磺酰罗丹明染色法 ">KF# 检测结合斑蝥素对D1QS#细胞增殖的作用& 利用E8*
81\68 a*HI.-MGI双染法检测结合斑蝥素对D1QS#细胞凋亡的影响& 应用倒置相差显微镜’ 透射电子显微镜观察凋亡细
胞的形态学变化& 结果!两种结合斑蝥素对D1QS# 细胞的增殖均有显著的抑制作用% 呈剂量依赖性% 其半数抑制浓
度 "I-)&# 分别为 &L/&’ &L0) 4RMJ& 流式细胞术结果显示% 以 &L/& 4RMJ的南方大斑蝥结合斑蝥素和 &L0) 4RMJ黄黑
小斑蝥结合斑蝥素作用D1QS#细胞 #’ W后% 细胞呈典型的凋亡形态特征% 凋亡率分别为 ""&L) b"L’)#!和 ""#L0 b
"L)+#!( 结论!两种来源斑蝥体内结合斑蝥素均可抑制肝癌D1QS#细胞的增殖并促进其凋亡&

关键词! 结合斑蝥素( 南方大斑蝥( 黄黑小斑蝥( 肝癌D1QS#细胞( 增殖( 凋亡
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YX5NY46;X<N;<Q 5̂8@ YX58N46NN6<8 121;YX<8 46;X<N;<Q $̂:<8@A98!.7<]68@N<Z;<89UR5Y1@ ;58YW5X6@68 5221\1X*
Y1@ <[_6<UN68W6[6Y<X̂1ZZ1;YN<8 YW1QX<26Z1X5Y6<8 <ZD1QS# ;122N68 5@<N1*@1Q18@18Y45881X( YW1I-)& _52U175N
&L/& 4RMJ58@ &L0) 4RMJ% X1Q1;Y6_12̂$.W1X1NU2YN<ZZ2<7;̂Y<41YX̂NW<71@ YW5YX1QX1N18Y1@ ""&L) b"L’)#!
58@ ""#L0 b"L)+#! 5Q<QY<N6NX5Y1N% X1NQ1;Y6_12̂% 7W18 &L/& 4RMJ;<89UR5Y1@ ;58YW5X6@68 <X6R685Y1@ ZX<48"
B*+%&,+7+ 58@ &L0) 4RMJ;<89UR5Y1@ ;58YW5X6@68 <X6R685Y1@ ZX<48".3.*$,3371X168;U[5Y1@ 76YW D1QS# ;122NZ<X
#’ W$‘<XQW<2<R6;52<[N1X_5Y6<8 68@6;5Y1@ YW5Y;122N5QQ15X1@ ŶQ6;52;W5X5;Y1X6NY6;N<Z5Q<QY<Y6;4<XQW<2<R̂$
2>B2A@8$>B!.W1;<89UR5Y1@ ;58YW5X6@68 ZX<4Y7<]68@N<Z8+%/D,3N;58 68W6[6YYW1QX<26Z1X5Y6<8 58@ 68@U;1
YW15Q<QY<N6N<ZD1QS# ;122N$
C<DE>:?8! ;<89UR5Y1@ ;58YW5X6@68( 8/%+D,36B*+%&,+7+ G5225N( 8/%+D,36.3.*$,33J68851UN( WU458 W1Q5Y<45
D1QS# ;122N( QX<26Z1X5Y6<8( 5Q<QY<N6N

!!斑蝥 " >Q586NW Z2̂# 是芫菁科南方大斑蝥
"8/%+D,36B*+%&,+7+ G5225N# 或黄黑小斑蝥 "8/%+D,36
.3.*$,33J68851UN# 的干燥虫体)"* & 斑蝥素 ";58*
YW5X6@68% -E# 已被证实对肝癌’ 胰腺癌’ 结直肠
癌’ 膀胱癌以及白血病等恶性肿瘤具有抑制作
用)#*(* % 但斑蝥素可引起较严重的胃肠道或泌尿道
不良反应)%* % 临床应用受到限制& 芫菁体内除了
游离型斑蝥素外% 还有另一种形式$结合型斑蝥
素% 是以斑蝥素酸镁’ 斑蝥素酸钾和斑蝥素酸钙等
盐类衍生物的形式共存% 是芫菁体内斑蝥素的重要
组成部分)0*/* & 斑蝥作为一种用于抗癌的传统中药
材% 其抗癌成分是否仅局限于游离斑蝥素1 为了考
察斑蝥体中另一重要成分结合斑蝥素是否对肿瘤也
有抑制作用% 课题组通过水提法提取了两种来源斑
蝥 "即南方大斑蝥和黄黑小斑蝥# 的结合斑蝥素%
探讨结合斑蝥素对人肝癌细胞D1QS# 细胞的作用%
为斑蝥抗癌活性物质的筛选和研究提供理论依据&
FG材料与方法
"L"!材料与仪器!两种来源斑蝥虫体收集自贵州
省罗甸县境内% 经遵义医学院李晓飞教授分别鉴定
为南方大斑蝥和黄黑小斑蝥& 人肝癌细胞 D1QS#
细胞由遵义医学院医学与生物学研究中心提供( 斑
蝥酸钠自制 "纯度$/0!#% 其制备方法是! 将斑
蝥素加入氢氧化钠水溶液% 加热溶解后% 再加活性
炭回流脱色 &L) i" W% 热滤% 水洗% 减压浓缩% 加
入乙醇% 冷却至室温析出固体烘干即可)"&* ( KG‘I*
"(’& 培 养 基 " 美 国 D̂;2<81 公 司% 批 号
CTD&/)+#( 胎牛血清 "美国 D̂;2<81公司% 批号
E.,(((%0#( 磺酰罗丹明 ">KF# "美国 >6R45公
司% 批号 +’"%+0*)S#( E881\68 a*HI.-MGI试剂盒
"美国1F6<N;618;1公司% 批号3&/()(*"()##( 胰蛋
白酶 "北京 ><25X[6<公司% 批号 #&"+&/#(#( 其余
试剂均为国产分析纯&

+"+" 型 -A# 培养箱’ ‘U2Y6N]58 NQ1;YXU4全波
长酶标仪 "美国.W1X4<公司#( HE-> -526[UX流式
细胞仪 "美国F?公司#( D*%()& 型透射电子显微
镜 "日本 D6Y5;W6公司#( 超净工作台 "苏州净化
公司% 型号PP*-P*IH?#( .6*>倒置相差显微镜 "日
本C6]<8 公司#( 超纯水制备系统 "美国 ‘622Q<X1
公司% 型号‘6226*k#&
"L#!实验方法
"L#L"!结合斑蝥素提取纯化)""*!南方大斑蝥和黄
黑小斑蝥虫体烘干% 粉碎% 干燥% 加足量三氯甲
烷% 摇匀% 静止 #’ W% 过滤% 残渣用三氯甲烷冲洗
+ 次% 干燥% 获去除游离斑蝥素的斑蝥粉末% 加蒸
馏水% 按料液比 "& d#& 浸泡 #’ W% 过滤% 分别得
南方大斑蝥结合斑蝥素 "以下简称F-‘G# 和黄黑
小斑蝥结合斑蝥素 "以下简称F-‘J#% 抽滤除菌%
备用&
"L#L#!人肝癌细胞 D1QS# 细胞培养!采用 KG‘I*
"(’& 培养基 "含 "&!的胎牛血清#% +% c’ )!
-A# 培养& 待细胞长至对数生长期% 弃培养液%
GF>冲洗% &L#)!胰蛋白酶消化% 加培养液吹打均
匀成单细胞悬液% 取 "&& #J细胞悬液 "含 0 &&& i
"& &&& 个细胞# 接种 /( 孔培养板% 于 -A# 培养箱
中培养&
"L#L+!磺酰罗丹明 "NU2Z<XW<@54681F% >KF# 染
色法)"#*!于 /( 孔板接种细胞 + 块% 一块为对照板
".&#% 另两块为实验板 ".#& -A# 培养箱中培养
#& W后% 将对照板取出% 用预冷的 )&!三氯乙酸
".-E# 固定% 待测& 实验板中分别加入不同剂量
的F-‘G和F-‘J% 同时设空白对照组 "加与实验
组等量的培养基# 及阳性对照组 "斑蝥酸钠
#L%" 4RMJ#% 每组设 ) 个复孔% 继续培养 ’0 W 后
取出培养板% 以预冷 )&! .-E固定 "终剂量为
"&!#% " W "’ c# 后以去离子水冲洗% 自然晾

’0("

#&"( 年 0 月
第 +0 卷!第 0 期

中 成 药
-W681N1.X5@6Y6<852G5Y18Y‘1@6;681

EURUNY#&"(
a<2$+0!C<$0



干% 用 "&& #J&L’!的 >KF染色% "& 468 后用
&L"!醋酸冲洗’ 晾干% 最后用 #&& #J"&44<2MJ
的缓冲.X6N碱液 "QD"&L)# 溶解% 在酶标仪上选
择 )+& 84处测吸光度值 "E值#% 按照下列公式
计算生长抑制率 "68W6[6Y6<8 X5Y6<% IK#&

肿 瘤 细 胞 生 长 抑 制 率 m ) " e
E".# eE".&#
E"-# ^E".&#

* f"&&!

"L#L’!两种来源斑蝥体内结合斑蝥素对人肝癌细
胞D1QS# 形态的影响!将不同剂量的F-‘G和F-*
‘J分别作用于D1QS# 肝癌细胞% 设对照组% 培养
’0 W后% 置于倒置显微镜下观察细胞的生长情况
及形态变化&
"L#L)!E881\68 a*HI.-MGI双染法检测细胞凋亡率
!细胞接种于 ( 孔板% 每孔加 # 4J培养基% -A#
培养箱中培养 #’ W后% 弃上清% 分别加入含F-‘G
和F-‘J的培养基% 使其终质量浓度分别为各自的
半数抑制浓度 "I-)&#% 并设空白对照组% 每组设 +
个复孔% 继续培养 #’ W& 分别消化收集各组细胞%
GF>洗涤 " 次% " f[68@68R[UZZ1X洗涤 " 次% 调整
细胞密度为 " i) f"&( M4J% 加入 ) #JE881\68a*
HI.-于细胞悬液中% 室温孵育 "& 468% " f[68@68R
[UZZ1X洗涤% 离心% 弃上清% 于 #&& #J" f[68@68R
[UZZ1X中重悬% 加入 ) #JGI于细胞悬液中% 避光’
混匀% 进行流式细胞仪检测&
"L#L(!透射电子显微镜观察细胞超微结构的变化
!将细胞 "按每孔 ) f"&) 个# 接种于 ( 孔板上%
每孔加 # 4J"&!胎牛血清培养基% 于 )! -A# 培
养箱中培养 #’ W% 弃培养液% 分别加入含F-‘G和
F-‘J的培养基% 使其终质量浓度分别为各自的
I-)&% 并设空白对照组% 每组设 + 个复孔% 继续培
养 #’ W& 分别消化收集各组细胞% GF> 漂洗%
#L)!戊二醛固定液固定细胞 # W% "!四氧化锇后
固定 +& 468% 梯度乙醇*丙酮脱水% 半浸透’ 浸透%
3Q<80"# 树脂包埋% 聚合% 超薄切片% 醋酸双氧
铀’ 枸橼酸铅双重染色% 于透射电镜下观察并
拍照&
"L#L%!统计方法!数据用均数 b标准差 "2b6#
表示% 并用 >G>> "(L& 软件包处理% 单因素方差分
析进行组件比较% )g&L&) 表示有显著性差异&
HG结果
#L"!两种来源斑蝥体内结合斑蝥素对人肝癌
D1QS# 细胞增殖的影响!经气相色谱*质谱联用技
术 "S-*‘># 检测% 按 ,"L#L"- 项方法制备的提

取的南方大斑蝥与黄黑小斑蝥体内所含结合斑蝥素
含有量分别为 +%) 4RMJ和 #/& 4RMJ)"+* & 由表 " 所
示% F-‘G在 &L+0 i"L00 4RMJ范围内呈剂量依赖
性% 随着剂量的增加% 对癌细胞的抑制效果愈显
著( 以 F-‘G质量浓度为横坐标抑制率为纵坐标%
作对数曲线得回归方程为 _m’’L0&’28 ":# p
)’L/’+ ",# m&L/0" &#% 经计算 F-‘G的 I-)&为
&L/& 4RMJ( F-‘J在 &L#/ i"L’) 4RMJ质量浓度
范围内也能抑制癌细胞的生长% 并呈剂量依赖性%
其回归方程为 _m+/L+%#28 ":# p)(L#+/ ",# m
&L//" /#% I-)&为 &L0) 4RMJ& 同质量浓度下% F-*
‘J对D1QS# 细胞抑制作用要强于F-‘G&
表 FG两种来源斑蝥体内结合斑蝥素对人肝癌 =)3̂ H 细胞

增殖的影响 %!L"’ #\Y&

9+1MFG<&&)*.4"&*"%P(V+.)!*+%.,+/#!#%&/"N.5" 4"(/*)4

"&*+,-./0""%.,)3/"’#&)/+.#"%"&,(N+%,)3+."N+

*+/*#%"N+ =)3̂ H *)’’4%!L"’ #\Y&

组别 剂量M"4R+Je"# 吸光度值 生长抑制率M!
F-‘G组 "L00 &L)" b&L&(! 0(L/
F-‘G组 "L)& &L() b&L&)! %#L+
F-‘G组 "L"+ &L0/ b&L&’! (&L(
F-‘G组 &L%) "L"’ b&L&)! )+L+
F-‘G组 &L+0 "L’) b&L&%! +"L’
F-‘J组 "L’) &L(/ b&L&+! %#L’
F-‘J组 "L"( &L0" b&L&)! (+L+
F-‘J组 &L0% "L&" b&L&)! ’0L0
F-‘J组 &L)0 "L#’ b&L&%! +"L/
F-‘J组 &L#/ "L)) b&L&0! /L(
阴性对照组 e "L(0 b&L&’ ! e
对照板.& e &L+" b&L&+ ! e
阳性对照组 #L%" &L%0 b&L&)! ()L%

!!注! 与阴性对照组比较%!)g&L&)

#L#!两种来源斑蝥体内结合斑蝥素对人肝癌
D1QS# 细胞形态的影响!图 " 所示% 当F-‘G剂量
为 &L+0 4RMJ时% 细胞数目略减少% 形态少许变
圆( 剂量增加到 &L%) 4RMJ和 "L"+ 4RMJ时% 细胞
数目明显减少% 形态不规则’ 变圆% 细胞有浮起或
贴壁差( 质量浓度达到 "L)& 4RMJ和 "L00 4RMJ
时% 细胞存留很少% 大部分细胞已坏死或凋亡% 形
态变化更加明显& 如图 # 所示% F-‘J以低
"&L#/ 4RMJ#’ 中 "&L)0 4RMJ和 &L0% 4RMJ#’ 高
剂量 ""L"( 4RMJ和 "L’) 4RMJ# 作用细胞后% 其
细胞形态变化和F-‘G组相似&
#L+!E881\68 a*HI.-MGI双染法对D1QS# 细胞凋亡
率的检测!与空白对照组比较% &L/& 4RMJ的 F-*
‘G和 &L0) 4RMJ的F-‘J分别作用于D1QS# 细胞
#’ W% 其凋亡率分别是 " "&L) b"L’) #! 和
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图 FG南方大斑蝥结合斑蝥素对人肝癌细胞=)3̂ H形态的影响 % TFSS&
U#VMFG<&&)*.4"&*"%P(V+.)!*+%.,+/#!#%&/"N*+,-./0"12-,3/-4- W+’’+4"%.,)*)’’(’+/N"/3,"’"VR "&,(N+%,)3+."N+

*+/*#%"N+ =)3̂ H *)’’4% TFSS&

图 HG黄黑小斑蝥结合斑蝥素对人肝癌细胞=)3̂ H形态的影响 % TFSS&
U#VMHG<&&)*.4"&*"%P(V+.)!*+%.,+/#!#%&/"N*+,-./0"5052(/00A#%%+)(4"%.,)*)’’(’+/N"/3,"’"VR "&,(N+%,)3+."N+

*+/*#%"N+ =)3̂ H *)’’4% TFSS&

""#L0 b"L)+#! ")g&L&)% 1m+#& 如图 + 所示%
肝癌细胞皆出现不同程度的早期凋亡和晚期凋亡&
#L’!透射电镜观察两种来源斑蝥体内结合斑蝥素
作用于肝癌细胞 D1QS# 后超微结构的变化!空白
对照组显示% 细胞整体结构完好% 胞膜表面可见绒
毛状突起% 胞质均匀( 核大% 不规则圆形% 核膜核
仁清晰可见% 染色质均匀分布( 胞质内线粒体’ 内
质网等细胞器结构清晰可见 "如图 ’ 空白对照

组#& &L/& 4RMJ的 F-‘G作用 D1QS# 细胞 #’ W
后% 癌细胞表面的绒毛状突起消失% 内质网肿胀较
明显’ 空泡样变( 同时细胞核固缩% 体积变小% 核
仁溶解 "如图 ’ F-‘G&L/& 4RMJ组#( &L0) 4RMJ
的F-‘J作用D1QS# 细胞 #’ W 后% 细胞表面突起
消失% 线粒体肿胀( 并可见内质网肿胀% 核异性%
皱缩明显% 少量染色质聚集于核膜下 "如图 ’ F-*
‘J&L0) 4RMJ组#&
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图 IG流式细胞术检测南方大斑蝥和黄黑小斑蝥结合斑蝥素诱导=)3̂ H细胞凋亡
U#VMIG63"3."4#4"&.,)=)3̂ H *)’’4#%!(*)!1R *"%P(V+.)!*+%.,+/#!#%&/"N*+,-./0"12-,3/-4- W+’’+4+%!*+,-./0"5052(/00

A#%%+)(4!).)*.)!1R &’"5*R."N)./R

注! 实线箭头示肿胀内质网% 虚线箭头示肿胀线粒体% 实线双箭头示固缩细胞核

图 XG南方大斑蝥和黄黑小斑蝥结合斑蝥素作用=)3̂ H细胞后超微结构变化 % THS SSS&
U#VMXG2,+%V)4"&(’./+K4./(*.(/+’1"(%!"%,)3+."N+ *+/*#%"N+ =)3̂ H *)’’4+&.)/#%!(*)!1R *"%P(V+.)!*+%.,+/#!#%

&/"N*+,-./0"12-,3/-4- W+’’+4+%!*+,-./0"5052(/00A#%%+)(4’ /)43)*.#Q)’R % THS SSS&

IG讨论
本研究通过水提法从贵州罗甸的南方大斑蝥和

黄黑小斑蝥体内提取出结合斑蝥素% 体外考察了两
种结合斑蝥素对人肝癌 D1QS# 细胞的作用& >KF
实验结果表明% 以斑蝥酸钠为阳性对照% 两种来源
斑蝥体内结合斑蝥素在一定质量浓度范围内对
D1QS# 细胞增殖均有抑制作用% 呈剂量依赖关系%
且对D1QS# 细胞发挥抑制作用的有效剂量明显低
于斑蝥酸钠& 当作用质量浓度达到较高质量浓度
时% 细胞均出现大片坏死的现象% 与研究报道相
符)"’* & 流式实验结果显示% 两种来源斑蝥体内结
合斑蝥素均能诱导 D1QS# 细胞的凋亡% 提示其对
癌细胞的抑制作用可能是通过促细胞凋亡实现的%

与斑蝥素可促进肿瘤细胞凋亡的文献报道一
致)")*"%* % 但其凋亡机制还需深入探讨& 本实验通
过电镜观察了两种斑蝥体内结合斑蝥素对 D1QS#
细胞的超微结构的影响% 发现其均可导致细胞内质
网和线粒体的肿胀% 细胞核的异性’ 固缩等现象%
从形态学上进一步证实了两种来源结合斑蝥素能引
起D1QS# 细胞的凋亡&

斑蝥素作为一种抗癌中药% 广泛存在于芫菁科
昆虫体内% 但毒性较大% 且不溶于水& 课题组前期
研究发现芫菁体内的结合斑蝥素可能比斑蝥素有更
好的抗肿瘤活性% 且水溶性较好)"0* & 本实验初步
证明了从两种来源斑蝥体内提取的水溶性结合斑蝥
素能有效抑制肝癌 D1QS# 细胞的增殖并促进其凋
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亡% 但还需进一步明确结合斑蝥素的种类% 为结合
斑蝥素的进一步应用提供依据&
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YUX525;Y6_6ŶX125Y6<8NW6Q)P*$O17H8$%8&9% #&&(% "0"(#!

"#"%*"##"$

) % * !TU --% ,<HT% TU ->% &7+%$C<X;58YW5X6@68 YX6RR1XN;122

@15YW 58@ ?CE@545R1YWX<URW >*QW5N15XX1NY58@ KA>*4<@U*

25Y1@ 5Q<QY<Y6;Q5YW75̂N68 .>SD0+&" WU458 UX685X̂ [25@@1X

;5X;68<45;122N) P*$O17HG1.$%$’/% #&"#% ’" " + #!

"&)&*"&(&$

) 0 * !李晓飞% 陈祥胜% 王雪梅% 等$芫菁体内结合斑蝥素的含

量及存在形式)P*$昆虫学报% #&&%% )&"%#! %)&*%)’$

) / * !李晓飞$芫菁体内结合斑蝥素与金属元素含量的比较)P*$

湖北农业科学% #&""% )&""+#! #%(#*#%(’$

)"&* !张芝 庭% 张 涛 涛$斑 蝥 酸 钠 的 制 备 方 法! 中 国%

VJ#&"""&"(%/(+%#&"+&’"%)G*$#&"’*"&*&0$

)""* !李晓飞% 曹!嵩% 娄方明% 等$芫菁体内结合斑蝥素对胃

癌 >S-*%/&" 细胞增殖的抑制作用)P*$天然产物研究与开

发% #&"+% #)"%#! /(+*/(($

)"#* !a586;W5a% ,58 5̂768 ,$>U2Z<XW<@54681F;<2<X641YX6;5NN5̂
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