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[摘要] 目的 探讨不同浓度蟾蜍他灵(BT)对人结直肠癌细胞 HCT116增殖、迁移、侵袭和上皮间质转化的

影响。方法 采用CCK-8实验检测不同浓度(0、10、20、40、80、160、320nmol/L)的BT处理24和48h后的细胞活

力,并计算半抑制浓度(IC50);平板克隆实验验证0、12.5、25.0nmol/LBT(设为A、B、C组)处理14d后对HCT116
细胞集落形成能力的影响;使用划痕和Transwell实验验证0、25、50nmol/LBT(设为 A、C、D组)处理24h后对

HCT116细胞迁移和侵袭能力的影响;应用 Westernblot实验检测A、C、D组处理24h后 HCT116细胞中E-cad-
herin和N-cadherin蛋白表达水平。结果 CCK-8实验结果显示,BT处理 HCT116细胞24或48h后,随着BT的

浓度增加,其抑制 HCT116细胞增殖的作用显著增强(F=2106.00、3725.00,P<0.05),处理24和48h的IC50分
别为49.59、24.10nmol/L;平板克隆实验结果显示,B、C组细胞的集落数量显著少于 A组(F=159.30,t=12.40、

17.32,P<0.05);划痕和Transwell实验结果显示,C、D组细胞迁移率和侵袭细胞数量显著低于 A组(F=120.30、

296.80,t=12.71~21.27,P<0.05);Westernblot实验结果显示,BT显著上调 HCT116细胞内E-cadherin蛋白表

达(F=2736.00,P<0.05),其中C、D组显著高于A组(t=50.27、72.13,P<0.05);而BT显著下调 N-cadherin蛋

白表达(F=626.80,P<0.05),其中C、D组显著低于A组(t=26.54、33.57,P<0.05)。结论 BT可明显抑制人结

直肠癌细胞 HCT116的增殖、迁移、侵袭和上皮间质转化过程,有望成为结直肠癌治疗的潜在候选药物。
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Effectofbufotalinontheproliferation,migration,invasion,andepithelial-mesenchymaltransition
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[ABSTRACT] Objective Toinvestigatetheeffectofdifferentconcentrationsofbufotalin(BT)ontheproliferation,migra-

tion,invasion,andepithelial-mesenchymaltransitionofhumancolorectalcancerHCT116cells. Methods CCK-8assaywas

usedtomeasurecellviabilityafter24and48hofBTtreatmentatdifferentconcentrations(0,10,20,40,80,160,and320nmol/

L),andthehalf-maximalinhibitoryconcentration(IC50)wascalculated.Theplatecolonyformationassaywasusedtoverifythe

effectofBTtreatmentattheconcentrationsof0,12.5,and25.0nmol/Lfor14daysonthecolonyformationabilityofHCT116

cells(establishedasgroupsA,B,andC).ThewoundhealingassayandtheTranswellassaywereusedtoverifytheeffectofBT

treatmentattheconcentrationsof0,25,and50nmol/Lfor24honthemigrationandinvasionabilitiesofHCT116cells(estab-

lishedasgroupsA,C,andD).WesternblotwasusedtomeasuretheproteinexpressionlevelsofE-cadherinandN-cadherinin

HCT116cellsafter24hoftreatmentingroupsA,CandD. Results CCK-8assayshowedthatafterHCT116cellsweretreated

byBTfor24or48h,theinhibitoryeffectofBTontheproliferationofHCT116cellsincreasedsignificantlywiththeincreaseinthe

concentrationofBT(F=2106.00,3725.00,P<0.05),withanIC50valueof49.59nmol/Lfor24-hourtreatmentand24.10nmol/

Lfor48-hourtreatment.TheplatecolonyformationassayshowedthatgroupsBandChadasignificantlylowernumberofcolonies

ofcellsthangroupA(F=159.30,t=12.40,17.32,P<0.05).ThewoundhealingassayandtheTranswellassayshowedthatcom-

paredwithgroupA,groupsCandDhadsignificantlylowercellmigrationrateandnumberofinvadingcells(F=120.30,296.80,

t=12.71-21.27,P<0.05).WesternblotshowedthatBTsignificantlyupregulatedtheproteinexpressionlevelofE-cadherinin

HCT116cells(F=2736.00,P<0.05),andgroupsCandDhadasignificantlyhigherexpressionlevelthangroupA(t=50.27,

72.13,P<0.05);BTsignificantlydownregulatedtheproteinexpressionlevelofN-cadherin(F=626.80,P<0.05),andgroupsC

andDhadasignificantlylowerexpressionlevelthangroupA(t=26.54,33.57,P<0.05). Conclusion BTcansignificantlyin-

hibittheproliferation,migration,invasion,andepithelial-mesenchymaltransitionofhumancolorectalcancerHCT116cellsandis

expectedtobecomeapotentialcandidateforthetreatmentofcolorectalcancer.
[KEYWORDS] Colorectalneoplasm;HCT116cells;Bufanolides;Cellproliferation;Cellmovement;Neoplasminvasive-

ness;Epithelial-mesenchymaltransition

  结直肠癌在全球发病率居第三位,死亡率仅次
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于肺癌[1]。近年来,尽管手术和药物治疗有了重大

进展,但晚期结直肠癌患者预后仍然很差。据统计,

Ⅰ期结直肠癌患者的5年生存率为90%,而Ⅳ期患

者的5年生存率下降至10%左右[2]。因此,迫切需

要寻找新的治疗药物,使结直肠癌患者获益。
蟾蜍他灵(BT)是一种从中药蟾酥中分离出来

的蟾蜍二烯内酯[3]。其已被证明具有强心、镇痛、抗
病毒、抗炎、抗肿瘤等多种药理活性[4-6]。近年来,

BT因其显著的抗肿瘤活性而受到广泛的关注。研

究发现,BT可诱导人恶性黑色素瘤A375细胞发生

细胞周期停滞和凋亡,从而抑制其增殖[7];BT还可

以通过抑制STAT3/上皮间质转化(EMT)轴来抑

制三阴性乳腺癌 MDA-MB-231细胞和 HCC1937
细胞的增殖、迁移和侵袭[8]。另外,在非小细胞肺癌

细胞A549异种移植模型中,5、10mg/kg的BT可

显著抑制肿瘤生长[9]。然而,BT是否具有抑制结

直肠癌细胞的作用尚不明确。本研究通过使用不同

浓度BT处理人结直肠癌HCT116细胞后,检测BT
对HCT116细胞增殖、集落形成、迁移和侵袭能力

的影响,并探究BT对 HCT116细胞EMT的影响,
旨在为结直肠癌新药研发提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 细胞和试剂

人正常肠上皮细胞系NCM460、人结直肠癌细

胞系HCT116由武汉普诺赛生命科技有限公司提

供,CCK-8试剂盒及BT购自上海陶术生物科技有

限公司,BCA蛋白浓度测定试剂盒、蛋白酶抑制剂

购自武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司,E-cad-
herin和N-cadherin单克隆抗体购于美国CellSig-
nalingTechnology(CST),GAPDH 多克隆抗体和

羊抗兔二抗购于上海爱必信生物科技有限公司。

1.2 细胞培养

将NCM460和HCT116细胞置于含10%胎牛

血清和1%青霉素/链霉素溶液的 DMEM 培养基

中,于37℃、潮湿、含体积分数0.05CO2的细胞培

养箱中培养,传2~3代且待细胞处于对数生长期时

用于后续实验。

1.3 CCK-8实验检测细胞活力

将处于对数生长期的 NCM460和 HCT116细

胞以10000个/孔接种至96孔板,在细胞培养箱中

孵育24h以后,分别使用浓度为0、10、20、40、80、

160、320nmol/L的BT处理细胞,第24、48小时时

分别向各孔细胞中加入10μL的CCK-8检测试剂

孵育1h,使用酶标仪检测波长450nm处各孔的吸

光度(A)值。使用GraphpadPrism8.0软件计算半

抑制浓度(IC50)。以BT处理 HCT116细胞第24、48
小时的IC50为依据,选择合适的浓度用于后续实验。

1.4 平板克隆实验检测细胞集落形成能力

取处于对数生长期的 HCT116细胞以800个/
孔接种至6孔板,在37℃培养箱中孵育24h后,每
孔中分别加入2mL浓度为0、12.5、25nmol/L的

BT培养液处理细胞(设为A、B、C组),继续在细胞

培养箱中培养14d,每3d换液一次。当肉眼观察

到有细胞集落形成时,取出6孔板,去除原培养液,
每孔加入4%多聚甲醛固定30min,以0.1%结晶紫

溶液染色20min,拍照并使用ImageJ软件计算各

组集落数量。

1.5 划痕实验检测细胞迁移能力

准备6孔板,用马克笔在其背后画横线,横线相

隔0.5cm。取处于对数生长期的 HCT116细胞接

种在6孔板上,待细胞生长密度达到约90%时,用

100μL无菌移液器吸头垂直于6孔板背后横线在

孔板内进行划痕,用PBS冲洗3次,然后在每孔中

分别加入2mL浓度为0、25、50nmol/L的BT培

养液处理细胞(设为A、C、D组),用显微镜在第0、

24小时时拍摄划痕愈合情况,并计算细胞迁移率。

1.6 Transwell实验检测细胞侵袭能力

准备含有 Matrigel胶的 Transwell小室。在

24孔板中加入含10%血清的培养基,然后用镊子将

小室置于24孔板内,取在6孔板中处理24h的A、

C、D 组 HCT116细胞分别以50000个/孔 混 合

200μL无血清培养基加入小室,最后放入培养箱中

培养。待24h后,去除原培养液,使用4%多聚甲醛

固定30min,以0.1%结晶紫溶液染色20min。于

倒置显微镜下观察,并随机选取3个视野拍照,使用

ImageJ软件进行计数。

1.7 Westernblot实验检测细胞中E-cadherin和

N-cadherin蛋白表达水平

取接种于培养皿处理24h的A组、C组、D组

HCT116细胞,将含有蛋白酶抑制剂的RIPA裂解

液加入细胞内进行充分裂解后,提取细胞总蛋白,使
用BCA蛋白检测试剂盒检测蛋白浓度,根据蛋白浓

度配置等量等体积的蛋白样本,随后100℃煮沸

5min,放入-20℃冰箱保存备用。用10% SDS-
PAGE凝胶分离蛋白样本,然后转移到PVDF膜

上。用5%脱脂奶粉常温封闭2h,然后加入一抗于

4℃冰箱孵育过夜。第2天用二抗常温孵育1h,使
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用显影仪显影获取蛋白条带。以 GAPDH 作为内

部参照,计算目的蛋白相对表达量。

1.8 统计学分析

采用GraphpadPrism8.0软件进行统计学分

析,采用ImageJ软件处理图像。所有实验均独立

重复3次,计量资料以x±s表示,多组之间比较采

用单因素方差分析,多重比较采用Dunnett方法,两
组之间比较采用t检验。以P<0.05为差异有统计

学意义。

2 结  果

2.1 BT对HCT116细胞活力的影响

CCK-8实验结果显示,经不同浓度(0、10、20、

40、80、160、320nmol/L)的BT处理24或48h,随
着浓度的升高,BT对 NCM460细胞活力的抑制能

力逐渐增强(F=478.70、659.90,P<0.05)。经不同

浓度(0、10、20、40、80、160、320nmol/L)的BT处理

24或48h,随着浓度的升高,BT对 HCT116细胞

活力的抑制能力逐渐增强(F=2106.00、3725.00,

P<0.05)。详见图1。BT处理 NCM460细胞24
和48h后的IC50分别为261.40、141.10nmol/L,BT
处理HCT116细胞24和48h的IC50分别为49.59、

24.10nmol/L。根据BT处理 HCT116细胞24和

48h的IC50值,后续选择浓度0、12.5、25nmol/L的

BT用于平板克隆实验,浓度0、25、50nmol/L的

BT用于其他实验。

ns:P>0.05,*:P<0.05,**:P<0.01
图1 不同浓度BT处理NCM460和HCT116细胞24、48h的细胞活力

2.2 BT对HCT116细胞集落形成能力的影响

平板克隆实验结果显示,A~C组 HCT116细

胞的集落数量分别为(453.00±17.00)、(301.00±
8.89)、(240.70±17.56)个,各组间比较差异有显著

性(F=159.30,P<0.05),其中B、C组显著少于A
组(t=12.40、17.32,P<0.05),C组显著少于B组

(t=4.92,P<0.05)。见图2。

图2 A~C组HCT116细胞集落形成情况比较

2.3 BT对HCT116细胞迁移能力的影响

划痕实验结果显示,A、C、D组 HCT116细胞

的迁移率分别为(28.84±3.00)%、(4.22±2.38)%、
(1.63±1.49)%,各组间比较差异有显著意义(F=
120.30,P<0.05),其中C、D组显著低于A组(t=
12.71、14.05,P<0.05),D组与C组比较无显著差

异(P>0.05)。见图3。

图3 A、C、D组HCT116细胞迁移情况比较(40倍)

2.4 BT对HCT116细胞侵袭能力的影响

Transwell实验结果显示,A、C、D组 HCT116
细胞的侵袭数量分别为(781.00±77.00)、(21.33±
1.53)、(8.67±0.58)个,各组间比较差异具有显著性

(F=296.80,P<0.05),其中C、D组显著少于A组

(t=20.92、21.27,P<0.05),D组与C组比较无显

著差异(P>0.05)。见图4。

图4 A、C、D组HCT116细胞侵袭情况比较(100倍)
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2.5 BT对HCT116细胞EMT的影响

Westernblot实验结果显示,A组、C组、D组

HCT116细胞中E-cadherin的蛋白相对表达量分

别为1.00±0.00、2.02±0.03、2.47±0.04,N-cadhe-
rin的蛋白相对表达量分别为1.00±0.00、0.48±
0.02、0.34±0.04。随着BT的浓度增加,E-cadherin
蛋白表达显著上调(F=2736.00,P<0.05),其中

C、D组显著高于A组(t=50.27、72.13,P<0.05),

D组显著高于C组(t=21.86,P<0.05);而N-cad-
herin蛋白表达则显著下调(F=626.80,P<0.05),
其中C、D组显著性低于A组(t=26.54、33.57,P<
0.05),D组显著低于C组(t=7.03,P<0.05)。见

图5。

图5 A、C、D组 HCT116细胞中E-cadherin和 N-cadherin蛋白

表达水平比较

3 讨  论

结直肠癌是一种始于结肠和直肠的癌症。国际

癌症研究机构估计,到2040年,全球结直肠癌新发

病例数将明显增加,死亡率将明显增高[10]。目前结

直肠癌的临床治疗主要包括手术和化疗,然而耐药

性的发生和化疗相关的毒副作用是结直肠癌患者化

疗失败或停药的主要原因[11-12]。中药因其在缓解症

状、降低放化疗引起的不良反应、延长生存期等方面

的独特优势,成为肿瘤治疗的一个研究热点[13]。

BT是一种从中药蟾酥中提取的类固醇内酯类化合

物[14]。蟾酥是中华大蟾蜍或黑眶蟾蜍有毒分泌物

中的干燥产物,其在中国用于疾病的治疗已有数百

年的历史[15]。其中蟾蜍二烯内酯被认为是蟾酥最

主要的活性成分之一,其对多种肿瘤具有显著的抑

制作用[16]。
既往研究表明,BT对食管鳞状细胞癌细胞系

Eca-109、EC9706、TE5、Hec2、TE11均有明显的抑

制作用[17]。成骨细胞瘤细胞 U2OS异种移植模型

小鼠经0.5~1mg/kg的BT处理后,小鼠体内肿瘤

生长受到了显著抑制[18]。然而,BT在结直肠癌中

的抗肿瘤作用知之甚少。无限复制是癌细胞生长所

获得的一种表型,癌细胞通过修复端粒来获得无限

倍增的能力[19]。因此,本研究首先探究了不同浓度

(0、10、20、40、80、160、320nmol/L)BT对人结直肠

癌细胞 HCT116增殖活力的影响,结果显示,随着

浓度的升高,BT对 HCT116细胞增殖的抑制能力

逐渐增强,并呈剂量依赖性,24和48h的IC50分别

为49.59、24.10nmol/L。此外,本研究还设置了人

正常肠上皮细胞 NCM460作为对照,结果发现BT
对于NCM460细胞有一定的抑制作用,24和48h
的IC50分别为261.40、141.10nmol/L。与HCT116
细胞比较,BT处理NCM460细胞24和48h的IC50
更高,这表明NCM460细胞比HCT116细胞更能耐

受BT的毒副作用。另有研究表明BT可抑制成骨

细胞瘤细胞 MG63和非小细胞肺癌细胞A549的集

落形成能力[9,18]。因此,本研究也进一步观察了BT
对HCT116细胞集落形成能力的影响,本研究以

BT处理HCT116细胞24h后的IC50为依据,设置

0、12.5、25.0nmol/L的浓度梯度处理 HCT116细

胞,结果显示随着BT浓度增加,HCT116细胞存活

的集落数量显著减少。以上这些结果表明,BT对

结直肠癌细胞具有明显的细胞毒作用。
近几年研究发现,BT可以抑制三阴性乳腺癌

MDA-MB-231细胞、HCC1937细胞的迁移和侵袭

能力[8]。转移是肿瘤患者死亡的主要原因。在转移

过程中,肿瘤细胞离开原发部位并扩散到全身,形成

继发肿瘤并最终致器官衰竭[20]。转移级联反应的

第一步是侵袭,肿瘤细胞穿透其周围的基底膜并通

过细胞外基质迁移到周围组织[21]。因此,本研究探

究了BT是否会影响结直肠癌细胞的迁移和侵袭,
以BT处理HCT116细胞24和48h后的IC50为依

据,设置0、25、50nmol/L的浓度梯度处理HCT116
细胞。划痕和Transwell实验的结果显示,随着BT
浓度增加,HCT116的细胞迁移率和细胞侵袭数量

显著减少,表明其能够抑制结直肠癌细胞的迁移和

侵袭。

EMT被认为是癌细胞一种关键的表型改变,
其将上皮细胞转化为间充质细胞,因此对肿瘤的发

生、侵袭和转移至关重要[22]。一些分子标志物的表

达水平可以揭示EMT的程度,如癌组织或癌细胞

内E-cadherin表达降低和 N-cadherin表达增加可

显著性诱导EMT过程[23-24]。有研究证实,BT可以

通过增加三阴性乳腺癌细胞中E-cadherin蛋白表

达和降低 N-cadherin、Vimentin蛋白表达,来抑制

EMT过程[8]。在本研究中,BT处理可以显著上调

HCT116细胞中E-cadherin蛋白表达,同时下调N-
cadherin蛋白表达,这表明BT可以抑制结直肠癌
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细胞的EMT过程,进而抑制结直肠癌细胞的迁移

和侵袭。
综上所述,BT是一种有前途的天然抗癌药物,

能明显抑制人结直肠癌细胞的增殖、集落形成、迁
移、侵袭和EMT过程,可为结直肠癌抗肿瘤治疗药

物的开发提供新的思路。但是本研究仍然存在诸多

不足之处,仅局限于细胞水平的实验研究,后续应考

虑构建结直肠癌和转移瘤动物模型,进一步深入研

究BT在动物体内的抗癌作用及其分子机制。
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