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图 ! 蟾毒它灵的结构式
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蟾毒它灵对人胃癌 ?@A & )#* 细胞的促凋亡作用
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摘要：目的 考察蟾蜍甾烯类化合物的生物转化产物蟾毒它灵 / CDE;F3-4G 0对 ?@A & )#* 细胞的促凋亡作用，初步探讨

其作用机理。方法 H++ 法检测细胞毒作用、I;,:=JF 染色法和 KGG,64G!染色法检测细胞凋亡，免疫印迹杂交法

检测裂解形式的 :3J<3J, & *。结果 蟾毒它灵在 ! "2;- L M 时对 ?@A & )#* 细胞的毒性作用达到 ($ N 以上，形态学

观察和流式细胞仪检测结果显示蟾毒它灵可明显促进 ?@A & )#* 细胞的凋亡，上调 :3J<3J, & * 的表达。结论 蟾毒

它灵对 ?@A & )#* 细胞有明显的促凋亡作用，其作用机理可能通过 :3J<3J, & * 凋亡途径实现。
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蟾酥是传统的名贵药材，它的主要有效成分是

蟾蜍甾烯，在抗肿瘤方面具有高效和抗癌谱广等特

点 e ! & # f。蟾蜍甾烯同时也具有强心活性，属于强心甾

的范畴 e * f。为了得到较为理想的活性化合物，常需要

对一些天然化合物进行结构改造。然而，由于蟾蜍甾

烯类化合物为复杂结构的天然有机化合物，传统的有

机合成方法很难对其进行结构修饰，尤其是在母核上

不活泼位点引入一些基团更是十分困难。生物转化是

利用微生物培养过程中释放一些酶体系对外源化学成

分进行结构改造，具有底物选择性高，无环境污染、

反应条件温和及成本低廉等优点。目前应用此技术已

经获得了大量结构新颖的天然产物衍生物，为新药的

研制与开发提供了极有价值的先导化合物 e 7 & ( f。为

此，我们通过生物转化方法试图改变蟾蜍甾烯的结

构。将蟾蜍甾烯经生物转化后得到一系列的化合物，

其中蟾毒它灵 （图 !）对人胃癌 ?@A & )#* 细胞具有

较强的杀伤作用。进一步研究发现，这种杀伤作用是

通过诱导 ?@A & )#* 细胞凋亡实现的。
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! 材料与方法

!" ! 药 品 与 试 剂 A).4-/( BB:C" D=)+.41+. 6$)E.9
FGHI；H**.J’* > K LM#, 细胞凋亡检测试剂盒 D碧云

天，杭州，中国 I；:N、OP K Q.++ R+%(. D,)/(%$ I；36S
=M !PN; DTMU,VI；喜树碱 D ,6#，G’27%I；四甲基偶

氮 唑 盐 W B K DN9 C K &’7.(-8+ K : K (-’%X)+ I K :9 C K
&’R-.*8+ K :A K (.($%X)+’17 E$)7’&.，=##，G’27%Y；二

甲亚砜 D0’7.(-8+ /1+Z)J’.&.9 0=GV9 分析纯，苏州正

兴化工研究所 I；蛋白定量试剂盒 D 6M[3,[9 FGHI；
过硫酸铵 D宜兴市第二化学试剂厂 I；@9 @9 @ \ 9 @ \ K
#.($%7.(-8+ K .$8+.*.&’%7’*. D#[=[0，和光纯药工业

株氏会社，日本 I；H4(’* 抗体 D UH;N!; I D博士德，武

汉 9 中 国 I；6>0L 膜 D=’++’R)$.9 FGHI； 预 染 7%$].$
D6M[3,[9 FGHI；A36 底物 D^6_I；‘ K 医用感光胶

片 D上海申贝办公机械有限公司感光材料厂 I。
!" # 细胞 UT, K ":B 细胞 D上海细胞所 I。
!" $ 仪器 酶标仪 D G1*$’/.，#[,H@ 公司 I；流式细

胞 仪 D ,%+’E1$，U0I； 装 有 ,,0 的 倒 置 荧 光 显 微 镜

D a.’//，德国 I。
!" % 方法

!" %" ! 对 UT, K ":B 细胞的细胞毒作用 取对数生长

期细胞，制成 " b !;< c _ 的悬液，按每孔 !;; !_，接

种于 OP 孔培养板，培养 !: -，药物组浓度分别为

!; K C，!; K P，!; K < 7)+ c _，空白对照组加 !;; !_ 培养

液，溶剂对照组加等体积的溶剂量，每组设 B 复孔，

B< d ，C e ,V: 培养 :N -。然后轻轻吸取细胞培养

基，加入 ;? C 2 c _ 的 =## :;; !_，于培养箱中孵育

N -，吸取上清，每孔加入 !C; !_ 的 0=GV，充分

震荡，用酶标仪于 CN; *7 检测各孔的光密度吸收

值，以不加药物组作为空白对照组计算抑制率。

!" %" # A).4-/( BB:C" 染色 细胞接种于 OP 孔培养板

D : b !;N c 孔 I，药物处理组加入蟾毒它灵 D浓度分别为

;? ! !7)+ c _9 ! !7)+ c _ 和 !; !7)+ c _ I，空白对照组

加入 !;; !_ 培养液9 B< d ，Ce ,V: 培养 !: - 后，

弃去培养基，用冷 6UG DRA <? : I洗一遍，然后用 ;? C
e 的多聚甲醛固定 B; 7’*，加入 A).4-/( BB:C" 使其

终浓度分别为 C !2 c 7_。C 7’* 后，用装有 ,,0 的倒

置荧光显微镜拍照，每个样本随机选取 C 个视野。

!" %" $ H**.J’* > K LM#, 染色 药物处理组和对照组

细胞用胰酶消化，! ;;; $ c 7’* 离心 C 7’* DN d I，收

集细胞，弃上清，6UG 洗，弃上清，细胞沉淀重悬于

结合缓冲液9 加入 H**.J’* > K LM#, !? :C !_，轻轻混

匀，避光反应 !; 7’*，同时以不加 H**.J’* > K LM#,

的细胞作为阴性对照，用流式细胞仪检测 L_! 通道

荧光。

!" %" % 免疫印迹杂交 取药物处理组和对照组细胞用

!C; !_ 的裂解液 D !; 77)+ c _ A[6[Gf : 77)+ c _ [0S
#H f ;? ! e ,AH6Gf C 77)+ c _ 0## f ! 77)+ c _
6=GLI裂解。冰浴 ;? C -，离心 !: ;;; 2，:7’*，N d，

取上清。用蛋白定量试剂盒测定蛋白含量。制备 !:
e 的 G0G K 6HT[ 胶，以 C; !2 的蛋白量上样，N d低

温下电泳，恒定电流 :; 7H c 枚，时间为 ! -。电泳结

束后，用半干法转至 6>0L。转移完后用膜用丽春红

G D;? C e R)*4.%1/ G ’* ! e %4.(’4 %4’& I染色，直至红

条带出现。根据预染 7%].$ 将膜剪成所需大小，用 ;? !
77)+ c _ 的 @%VA 洗 除 丽 春红 G。 膜 用阻 断 液 D : e
Z$.. Z%( 7’+] ’* !; 77)+ c _ #$’/ K ,+9 C; 77)+ c _ @%,+9
;? ! e #Q..* :;9 RA <? N I阻断，N d过夜。过夜后，

膜用洗涤溶液 D !; 77)+ c _ #$’/ K ,+9 C; 77)+ c _ @%,+9
;? ! e #Q..* :;9 RA <? N I 洗 涤 B 次 ， 第 !、: 次 C
7’*，第 B 次 !; 7’*。膜与适当稀释的一抗共孵，N
d过夜，同法洗涤 B 次，与适当稀释的二抗共孵，室

温 : -，膜同法洗涤 B 次，与底物共孵 : 7’*。膜与

‘ K 感光胶片在暗盒曝光。

!" & 统计方法 数据以 “! " #”表示。先用单因素方

差进行分析，再用 01**.((\ / (./( 来检验组间的差异。

# 结果

#" ! 蟾毒它灵对 ’() * +#$ 细胞的细胞毒作用 由

图 : 可见，蟾毒它灵能剂量依赖地抑制 UT, K ":B 细

胞的存活，在 ! !7)+ c _ 时抑制率达到 P! e。

图 ! 蟾毒它灵对 UT, K ":B 细胞毒作用的考察

,)*($)+ 为空白对照组，!!$ g ;? ;!

#" # 蟾毒它灵诱导 ’() * +#$ 细胞凋亡作用 由图 B
可见，与空白对照组相比，蟾毒它灵在 ;? ! !7)+ c _，

! !7)+ c _ 和 !; !7)+ c _ 呈剂量依赖性地使细胞核呈

致密浓染，或呈碎块状致密浓染。磷脂酰丝氨酸外翻

是细胞发生早期凋亡的特征之一，H**.J’* > 检测暴

露在细胞膜表面的磷脂酰丝氨酸。如图 N 所示，蟾毒
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图 ! 蟾毒它灵诱导 #$% & ’() 凋亡中 *+,-+,. & ) 的变化

它灵在 /0 ! !123 4 5，! !123 4 5 和 !/ !123 4 5 呈剂量

依赖性地促进了 #$% & ’() 细胞的磷脂酰丝氨酸的外

翻。在 ! !123 4 5 浓度时，其促凋亡能力与 !/ !123 4 5
喜树碱 6 %789相当。

!" # 蟾 毒 它 灵 促 $%& ’ (!# 细 胞 凋 亡 过 程 中 )*+,
-*+. ’ # 的变化 活化的 *+,-+,. & ) 仅在凋亡细胞中

发现。因此，检测活化形式的 *+,-+,. & ) 有助于发现

早期的凋亡细胞。从图 : 可以看出，随着蟾毒它灵浓

度的增加，活化形式的 *+,-+,. & ) 明显增加，其中以

!/ !123 4 5 的浓度时最为明显。

# 讨论

在以往对蟾蜍甾烯类化合物药理活性的研究中发

现，该类化合物的抗肿瘤活性 ; < =、选择性诱导肿瘤细

胞凋亡 ; > =以及抗菌活性 ; ’ =等表现出明显的结构与功能

的相关性，化学结构上细微的变化 （某一个取代基的

改变或取代位置的变化）会引起活性很大的变化 ; " =。

我们通过生物转化的方法对蟾蜍甾烯进行结构上的改

变，得到了一系列化合物。以人胃癌细胞 #$% & ’()
为筛选平台，进而得到了抑制肿瘤细胞生长作用明显

的化合物——— 蟾毒它灵。进一步，分别通过 ?2.*@,A
))(:’ 染色和流式细胞仪检测 BCC.DEC F 从定性和定

量 二 个 方 面 证 实 了 该 化 合 物 能 浓 度 依 赖 性 地 促 进

#$% & ’() 细胞的凋亡。然而，在实验中所用最高浓

度对正常脾淋巴细胞却无明显的细胞毒作用 6数据未

列出 9。由此可见，蟾毒它灵可选择性诱导肿瘤细胞

的凋亡而不影响正常淋巴细胞的存活。蟾毒灵和蟾毒

它灵有类似的结构。有报道表明，蟾毒灵是细胞拓扑

异构酶"的抑制剂，对中国仓鼠细胞的 G 射线损伤

修复具有破坏作用，进而促进细胞的凋亡 ; !/ =。在检

测活化的 *+,-+,. & ) 时，我们发现蟾毒它灵能促进

*+,-+,. & ) 活性形式的增加。这表明蟾毒它灵促进

#$% & ’() 细 胞 的 凋 亡 可 能 通 过 *+,-+,. & ) 这 条 通

路。*+,-+,. & ) 作为凋亡通路中的一个枢纽，其上游

可能是内质网、死亡受体如 H+, 或线粒体途径，故其

机理仍需进一步的研究。

本研究从蟾蜍甾烯的生物转化产物中筛选出了选

择性较强的活性化合物蟾毒它灵，并初步探讨了其对

#$% & ’() 细胞的促凋亡作用的机理，为进一步研究

其促凋亡机理打下了基础。
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