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摘要： 目的　 探讨斑蝥素酸镁对 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 肝癌细胞 Ｗａｒｂｕｒｇ 效应的影响及其机制。 方法 　 体外培养人肝癌细胞

ＳＭＭＣ⁃７７２１， 并将其分为空白对照组、 冈田酸组、 斑蝥素酸镁 （１ ／ ２ＩＣ５０） 组、 斑蝥素酸镁 （ ＩＣ５０） 组、 斑蝥素酸镁

（２ＩＣ５０） 组， 分别干预 ２４ ｈ 后， 收集细胞。 葡萄糖摄取率、 乳酸水平检测试剂盒检测葡萄糖摄取率和乳酸生成量，
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测葡萄糖转运蛋白 １ （ＧＬＵＴ１）、 乳酸脱氢酶 （ＬＤＨＡ） 蛋白表达及 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ｍＴＯＲ 蛋白磷酸化表

达。 结果　 与空白对照组比较， 斑蝥素酸镁组葡萄糖摄取率和乳酸生成量降低， 具有浓度依赖性 （Ｐ＜０ ０１）， 而冈田

酸组葡萄糖摄取率和乳酸生成量升高 （Ｐ＜０ ０１）。 斑蝥素酸镁组 ＧＬＵＴ１、 ＬＤＨＡ 蛋白表达低于空白对照组 （Ｐ＜０ ０１），
并具有浓度依赖性， 而冈田酸组两者蛋白表达高于空白对照组 （Ｐ＜０ ０１）。 与空白对照组比较， 斑蝥素酸镁组的

ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ｍＴＯＲ 蛋白磷酸化表达下调 （Ｐ＜０ ０１）， 并具有浓度依赖性， 而冈田酸组 ３ 种蛋白磷酸化表达上调 （Ｐ＜
０ ０１）。 结论　 斑蝥素酸镁可能通过抑制 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号转导通路， 下调 ＧＬＵＴ１ 和 ＬＤＨＡ， 减少葡萄糖的摄取和

糖酵解代谢产物乳酸生成量， 使 Ｗａｒｂｕｒｇ 效应减弱， 最终抑制 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 肝癌细胞增殖。
关键词： 斑蝥素酸镁； ＳＭＭＣ⁃７７２１ 肝癌细胞； Ｗａｒｂｕｒｇ 效应； ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号通路
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　 　 斑蝥是一类重要的抗癌昆虫药物， 隶属于芫菁科斑芫

菁属 Ｍｅｌｏｉｄａｅ， Ｍｙｌａｂｒｉｓ， 常被用于治疗多种癌症， 特别是

对原发性肝癌有特效。 我们的前期研究已证实抗癌中药斑

蝥体内除了含有斑蝥素以外， 还存在大量的斑蝥素盐类物

质 （如斑蝥素酸镁、 斑蝥素酸钙等） ［１⁃２］ ， 且体内外实验证

实斑蝥素酸镁抑制肝癌细胞增殖的效果明显优于斑蝥素和

其它斑蝥素盐类衍生物［３⁃５］ 。 在此基础上， 课题组利用

ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 技术检测斑蝥素酸镁干预肝癌细胞 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 后

的转录组变化， 结果发现斑蝥素酸镁可下调 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细

胞 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ 的 ｍＲＮＡ 表达［６］ 。 提示斑蝥素酸镁对肝癌细

胞的增殖抑制作用可能与其抑制 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号通路

有关。
研究表明， 过度增殖是肿瘤细胞重要的恶性行为之一，

其多数肿瘤细胞增殖过程中需要摄取的大量能量主要来源

于有氧糖酵解 （Ｗａｒｂｕｒｇ 效应）。 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号转导

通路作为恶性肿瘤细胞 Ｗａｒｂｕｒｇ 效应最重要的调控通路之

一， 能够介导肿瘤细胞糖酵解的发生［７⁃１０］ 。 那么抗癌中药

斑蝥素酸镁抑制肝癌细胞增殖是否也与 Ｗａｒｂｕｒｇ 效应有关，
其初步的调控机制如何？ 基于此， 本实验以促进肝癌细胞

增殖的冈田酸为对照， 探讨斑蝥素酸镁是否可以通过抑制

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号通路影响肝癌细胞的 Ｗａｒｂｕｒｇ 效应，
进而抑制肿瘤细胞增殖， 发挥抗肝癌作用。
１　 材料

１ １　 试剂与药物　 斑蝥素酸镁是将斑蝥素与氢氧化镁反应

制备而来， 干燥后得到白色结晶粉末， 纯度在 ９０％ 以上；
斑蝥素酸镁由课题组自主合成， 制备方法已授权国家发明

专利 （ＺＬ２０１１１０１４９２８８ ５） ［１１］ 。 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 人肝癌细胞株

由本实验室保存， 并由上海吉凯基因化学技术有限公司进

行短串联重复序列 （ｓｈｏｒｔ ｔａｎｄｅｍ ｒｅｐｅａｔ， ＳＴＲ） 种源鉴定。
冈田酸购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司， 批号 ＳＬＢＶ０４９３； 胎牛血清购
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自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司； ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公

司； 葡萄糖摄取率检测试剂盒购自美国 Ａｂｎｏｖａ 公司； 乳酸

水平检测试剂盒购自南京建成生物工程研究所； ＢＣＡ 蛋白

浓度测定试剂盒 （增强型）、 ０ ２５％ 胰蛋白酶、 Ｇｏａｔ ａｎｔｉ⁃
Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ、 Ａｋｔ、 ｐ⁃Ａｋｔ 购自武汉贝茵莱生物科技有限公

司； ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ＧＬＵＴ１、 ＬＤＨＡ 购自英国 Ａｂｃａｍ 公司；
ｍＴＯＲ、 ｐ⁃ｍＴＯＲ 购自美国 ＣＳＴ 公司。
１ ２　 仪器　 ３１１ 型 ＣＯ２ 培养箱、 Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ ｓｐｅｃｔｒｕｍ 全波长

酶标仪购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司； 超净工作台购自苏州智净净

化设备有限公司； ｍｉｎｉ ｐｒｏｔｅａｎ ３ ｃｅｌｌ 电泳仪购自美国 Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ 公司； ＳＰ⁃９ 型电转仪购自大连竞迈生物科技有限公司。
２　 方法

２ １　 细胞培养 　 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞复苏后， 加入含 １０％ 胎

牛血清、 １％ 双抗的完全培养基 （ＲＰＭＩ⁃１６４０）， 置于３７ ℃、
５％ ＣＯ２ 培养箱中， 待细胞在培养瓶长成致密单层时用于后

续实验。
２ ２　 分组　 将细胞随机分为空白对照组、 冈田酸组、 斑蝥

素酸镁 （１ ／ ２ＩＣ５０） 组、 斑蝥素酸镁 （ ＩＣ５０） 组、 斑蝥素酸

镁 （２ＩＣ５０） 组， 其中冈田酸浓度为 ０ ０５９ ｎｍｏｌ ／ Ｌ， 斑蝥素

酸镁 ＩＣ５０为 ２ ２６ μｍｏｌ ／ Ｌ［５］ 。
２ ３　 葡萄糖摄取率检测　 取对数生长期细胞， ０ ２５％ 胰蛋

白酶消化， 制成单细胞悬液， 调整细胞密度为 ５×１０４ ／ ｍＬ，
按照每孔 １００ μＬ 将细胞均匀接种于 ９６ 孔板， 置于 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２ 培养箱中培养。 次日待细胞贴壁后， 加入不同浓度

（４ ５２、 ２ ２６、 １ １３ μｍｏｌ ／ Ｌ ） 斑 蝥 素 酸 镁 及 冈 田 酸

（０ ０５９ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）， 空白对照组加入等体积 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 细胞

培养基， 每组设置 ３ 个复孔， 在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 下培养

２４ ｈ， 收集细胞培养液， ２ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上清，
按照试剂一 （Ｒ１） ⁃试剂二 （Ｒ２） （１ ∶ １） 的比例进行配

制， 参照葡萄糖摄取率检测试剂盒进行操作， 混匀后， 在

３７ ℃下保温 ５ ｍｉｎ， 酶标仪在 ５７０、 ６１０ ｎｍ 波长处测定各孔

光密度 （ＯＤ）， 计算培养基中葡萄糖摄取率， 公式为摄取

率＝ （ＯＤ５７０ ｎｍ ／ ＯＤ６１０ ｎｍ） ×１００％ 。
２ ４　 乳酸生成量检测 　 细胞分组、 加药处理同 “ ２ ３”
项， 培养 ２４ ｈ 后收集细胞培养液， ２ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心１０ ｍｉｎ，
取上清， 按照乳酸测定试剂盒说明书进行操作， 混匀后，
双蒸馏水调零， 于 ５３０ ｎｍ 波长处测定各管光密度 （ＯＤ），
计算培养基中乳酸浓度， 公式为乳酸浓度 ＝ ［ （测定 ＯＤ－
空白 ＯＤ ） ／ （ 标 准 ＯＤ － 空 白 ＯＤ ） ］ × 标 准 品 浓 度

（３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ×样本测试前稀释浓度。
２ ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测　 取对数生长期细胞， ０ ２５％ 胰蛋白

酶消化， 制备单细胞悬液， 调整细胞密度为 １×１０５ ／ ｍＬ， 按

照每孔 ２ ｍＬ 将细胞均匀种于 ６ 孔板， 置于培养箱中培养

２４ ｈ， 待细胞贴壁后， 加入不同浓度斑蝥素酸镁 （４ ５２、
２ ２６、 １ １３ μｍｏｌ ／ Ｌ） 及冈田酸 （０ ０５９ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）， 空白对

照组加入等体积的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 细胞培养基， 每组设置 ３ 个

复孔， 在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 下培养 ２４ ｈ， 弃上清， 收集细胞，
ＲＩＰＡ 裂解， 提取蛋白， ＢＣＡ 定量， 样品蛋白终质量浓度为

５ μｇ ／ μＬ， 进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳， 半干式电转至硝酸纤

维素膜后室温封闭 ２ ｈ， 一抗兔抗 ＧＡＰＤＨ （１ ∶ １ ０００）、
ＧＬＵＴ１ （１ ∶ １００ ０００）、 ＬＤＨＡ （１ ∶ ５ ０００）、 ＰＩ３Ｋ （ １ ∶
１ ０００）、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ （ １ ∶ １ ０００）、 Ａｋｔ （ １ ∶ １ ０００）、 ｐ⁃Ａｋｔ
（１ ∶ １ ０００）、 ｍＴＯＲ （１ ∶ １ ０００）、 ｐ⁃ｍＴＯＲ （１ ∶ １ ０００） 在

４ ℃下孵育过夜， ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次， 每次 ５ ｍｉｎ， ＨＲＰ 标记

羊抗兔二抗 （１ ∶ １０ ０００） 在 ３７ ℃下孵育 １ ｈ， ＴＢＳＴ 再漂

洗 ３ 次， 每次 ５ ｍｉｎ， 将其浸于发光液中 ２ ｍｉｎ， 并拍照成

像， Ｔａｎｏｎ ＧＩＳ 软件进行灰度分析。
２ ６　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ １８ ０ 软件进行处理， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 多重比较采用邓肯氏新复极差法。 Ｐ＜０ ０５ 表

示差异具有统计学意义。
３　 结果

３ １　 葡萄糖摄取率、 乳酸生成量 　 如图 １ ～ ２ 所示， 与空

白对照组比较， 斑蝥素酸镁组葡萄糖摄取率、 乳酸生成量

降低 （Ｐ＜０ ０１）， 并呈浓度依赖性， 而冈田酸组两者升高

（Ｐ＜０ ０１）。

注： 与空白对照组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 １　 各组葡萄糖摄取率 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与空白对照组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ２　 各组乳酸生成量 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３ ２　 ＧＬＵＴ１、 ＬＤＨＡ 蛋白表达　 如图 ３ 所示， 斑蝥素酸镁

组 ＧＬＵＴ１、 ＬＤＨＡ 蛋白表达低于空白对照组 （Ｐ＜ ０ ０１），
并呈浓度依赖性， 而冈田酸组两者表达高于空白对照组

（Ｐ＜０ ０１）。
３ ３　 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ｍＴＯＲ 蛋白磷酸化表达检测 　 如图 ４ 所

７３１３

２０２１ 年 １１ 月

第 ４３ 卷　 第 １１ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０２１

Ｖｏｌ． ４３　 Ｎｏ． １１



注： Ａ 为 ＧＬＵＴ１ 和 ＬＤＨＡ 蛋白条带图， Ｂ 为各组 ＧＬＵＴ１ 蛋白表达， Ｃ 为各组 ＬＤＨＡ 蛋白表达。 与空白对照组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ３　 各组 ＧＬＵＴ１ 和 ＬＤＨＡ 蛋白表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： Ａ 为 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ｍＴＯＲ 蛋白及其磷酸化蛋白条带图， Ｂ 为各组 ＰＩ３Ｋ 蛋白磷酸化表达， Ｃ 为各组 Ａｋｔ 蛋白磷酸

化表达， Ｄ 为各组 ｍＴＯＲ 蛋白磷酸化表达。 与空白对照组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ４　 各组 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ｍＴＯＲ 蛋白及其磷酸化蛋白表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

示， 与空白对照组比较， 斑蝥素酸镁组 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ｍＴＯＲ
蛋白磷酸化表达降低 （Ｐ＜０ ０１）， 并呈浓度依赖性， 而冈

田酸组三者磷酸化表达升高 （Ｐ＜０ ０１）。
４　 讨论

肿瘤是对人类健康危害最大的疾病之一， 其同时也是

造成全球范围内疾病负担的重要原因［１２］ 。 过度增殖是肿瘤

细胞重要的恶性行为之一， 肿瘤细胞增殖过程中需要摄取

大量能量， 其主要来源于有氧糖酵解， 即肿瘤细胞即使在

氧气充足的情况下， 仍依赖于糖酵解生成乳酸的方式进行

无氧供能， 又称 Ｗａｒｂｕｒｇ 效应［１３⁃１４］ 。 Ｗａｒｂｕｒｇ 效应在肿瘤的

发生发展中发挥重要作用［１５⁃１７］ 。 例如肝癌细胞可充分利用

糖酵解过程中产生的 ＡＴＰ 和中间代谢产物， 以供其快速生

长［１８］ 。 本实验发现， 与冈田酸组不同的是， 斑蝥素酸镁组

的葡萄糖摄取率和乳酸生成量降低， 提示斑蝥素酸镁能减

弱肝癌细胞的 Ｗａｒｂｕｒｇ 效应， 进而抑制肿瘤细胞的增殖。
课题组通过前期的 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 分析， 并结合本实验的

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测， 结果发现斑蝥素酸镁抑制肝癌细胞增殖

与 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号通路失活有关。 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ
信号通路作为恶性肿瘤细胞 Ｗａｒｂｕｒｇ 效应最重要的调控通

路之一， 能够介导肿瘤细胞糖酵解的发生［７⁃１０］ 。 其机制一

方面是 ＰＩ３Ｋ 磷酸化活化 Ａｋｔ， 活化的 Ａｋｔ 引起 ＧＬＵＴ１ 向细

胞膜转移并激活 ＧＬＵＴ１， 增加葡萄糖的摄取； 另一方面随

着 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 被激活， ｍＴＯＲ 的 Ｓｅｒ２ ４４８ 位点被磷酸化， 活

化的 ｍＴＯＲ 使肿瘤细胞中缺氧诱导因子 ＨＩＦ⁃１α 激活， 从而

促进 ＬＤＨＡ 等多个编码糖酵解酶的基因转录， 提高了糖酵

解水平， 进而使葡萄糖消耗增加， 并转化为乳酸［１９⁃２２］ 。 而

抑制 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号转导通路则可降低糖酵解水平，
例如文献 ［７］ 报道， ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号通路失活后结
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肠癌细胞中 ＨＩＦ⁃１α 下调， 导致糖酵解相关蛋白 ＧＬＵＴ１、
ＬＤＨＡ 的表达降低， 糖酵解代谢产物乳酸浓度降低。 本研

究结果与之相符， 即斑蝥素酸镁组的 ＧＬＵＴ１ 和 ＬＤＨＡ 蛋白

表达与空白对照组比较降低。 其中 ＧＬＵＴ１ 作为最常见的葡

萄糖转运蛋白， 在细胞转运葡萄糖跨膜进入胞质的过程中

起到了重要作用， 影响葡萄糖的摄取； ＬＤＨＡ 作为重要的

糖酵解酶， 则参与了糖酵解过程中乳酸的形成。 本实验中

葡萄糖摄取率和乳酸生成量的变化分别与 ＧＬＵＴ１ 和 ＬＤＨＡ
蛋白表达变化一致。

综上所述， 与促进肝癌细胞增殖的冈田酸不同的是，
斑蝥素酸镁可能通过抑制 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号转导通路，
下调 ＧＬＵＴ１ 和 ＬＤＨＡ 表达， 减少葡萄糖的摄取和糖酵解代

谢产物乳酸生成量， 使 Ｗａｒｂｕｒｇ 效应减弱， 最终抑制

ＳＭＭＣ⁃７７２１ 肝癌细胞增殖。 但对于斑蝥素酸镁是否靶向抑

制 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号转导通路继而调控 Ｗａｒｂｕｒｇ 效应还

有待深入研究。 下一步本课题组将利用 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 激

动剂， 观察斑蝥素酸镁对 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号转导通路及

Ｗａｒｂｕｒｇ 效应的影响， 明确其具体调控机制， 为斑蝥素酸

镁抗肝癌机制的深入研究提供理论依据。
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