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摘 要:目的 探讨斑蝥素(Cantharidin)对结直肠癌SW480细胞增殖、侵袭及凋亡的影响,并初步阐明其潜在分子机

制。方法 采用体外培养的SW480细胞,通过 MTS法和克隆形成实验检测细胞活力与长期增殖能力;利用Transwell
实验评估细胞侵袭能力;运用流式细胞术分析细胞凋亡与周期分布;并采用 WesternBlot技术检测PI3K/AKT信号通

路关键蛋白的表达及其磷酸化水平。结果 与对照组相比,斑蝥素能够剂量依赖性地显著抑制SW480细胞的增殖(48
hIC50为11.63μM)、克隆形成及侵袭能力。此外,斑蝥素可诱导细胞周期阻滞于G2/M期,并显著促进细胞凋亡。研究

表明,斑蝥素处理能显著抑制PI3K与 AKT的磷酸化,下调总PI3K、总 AKT、CDK4、MMP9及抗凋亡蛋白Bcl-2的表

达,同时上调促凋亡蛋白Bax的表达。结论 斑蝥素可通过抑制PI3K/AKT信号通路,进而抑制结直肠癌SW480细胞

的增殖与侵袭,并诱导其凋亡。
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Cantharidininhibitsproliferationandinvasionofcolorectalcancer
SW480cellsviathePI3K/AKTsignalingpathway
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  Abstract: Objective Toinvestigatetheeffectsofcantharidinontheproliferation,invasion,andapopto-
sisofcolorectalcancerSW480cellsandtopreliminarilyelucidateitsunderlyingmolecularmechanisms. Meth-
ods SW480cellsculturedinvitrowereused.Cellviabilityandlong-termproliferativecapacitywereassessed
usingtheMTSassayandcolonyformationassay,respectively.Theinvasiveabilityofthecellswasevaluated
bytheTranswellassay.Flowcytometrywasemployedtoanalyzecellapoptosisandcellcycledistribution.
WesternBlotwasutilizedtodetecttheexpressionandphosphorylationlevelsofkeyproteinsinthePI3K/AKT
signalingpathway. Results Comparedwiththecontrolgroup,cantharidinsignificantlyinhibitedtheprolifer-
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ation(48hIC50=11.63μM),colonyformation,andinvasiveabilityofSW480cellsinadose-dependentman-
ner.Additionally,cantharidininducedcellcyclearrestattheG2/Mphaseandsignificantlypromotedcellapop-
tosis.Mechanisticstudiesrevealedthatcantharidintreatmentsignificantlysuppressedthephosphorylationof
PI3KandAKT,downregulatedtheexpressionoftotalPI3K,totalAKT,CDK4,MMP9,andtheanti-apop-
toticproteinBcl-2,whileupregulatedtheexpressionofthepro-apoptoticproteinBax. Conclusion Canthari-
dincaninhibittheproliferationandinvasionofcolorectalcancerSW480cellsandinducetheirapoptosisbysup-
pressingthePI3K/AKTsignalingpathway.
  Keywords: Cantharidin;SW480cell;colorectalneoplasms;apoptosis;PI3K/AKTsignalingpathway

  结直肠癌是全球范围内最常见的消化系统恶性肿

瘤之一,其持续高发的发病率与死亡率构成了全球公

共卫生的重大挑战[1]。由于缺乏有效的早期诊断标志

物,多数患者在确诊时已处于中晚期,部分甚至已发生

远处转移,这是导致其预后不佳的主要原因[2-3]。尽管

综合治疗手段在一定程度上改善了患者的生存期,然
而,化疗药物的全身毒副作用以及耐药性的出现,是限

制其长期疗效并导致治疗失败的主要瓶颈[4-5]。因此,
从天然产物中发掘兼具高效低毒与新颖机制的抗肿瘤

候选药物,已成为该领域的研究焦点。
斑蝥素(Cantharidin)是从传统中药斑蝥中提取的

一种萜类活性单体[6]。已有研究证实[7-9],斑蝥素对胃

癌、肝癌和肺癌等多种肿瘤细胞表现出显著的抑制活

性,其作用机制与其诱导细胞周期阻滞和细胞凋亡密

切相关。尽管已有研究提示斑蝥素对结直肠癌细胞具

有抑制效应[10],然而,这些研究多集中于其对细胞增

殖的初步观察,对于斑蝥素是否影响结直肠癌细胞的

侵袭能力,以及其背后的关键信号通路调控机制,特别

是PI3K/AKT信号通路是否参与其中,仍缺乏系统性

的研 究 和 直 接 证 据。因 此,本 研 究 以 人 结 直 肠 癌

SW480细胞为模型,系统性地考察了斑蝥素对细胞增

殖、侵袭及凋亡等关键恶性行为的影响,并重点探究了

PI3K/AKT信号通路在其中的作用机制,旨在为评估

斑蝥素作为结直肠癌候选治疗药物提供新的实验证据

和理论支持。

1 材料与方法

1.1 细胞和药物 结直肠癌SW480细胞购自上海富

恒生物科技有限公司;斑蝥素(纯度:99.54%,CAS:

56-25-7)购自 MedChemExpress公司(MCE,中国,上
海);DMSO作为溶剂(DMSO<0.1%)溶解制成母液

备用。

1.2 试剂 RPMI1640完全培养基购自南昌奥火生

物公司(HyClone,美国);胎牛血清(FBS)购自以色列

BiologicalIndustries公司(BI,Israel);二甲亚砜(DM-
SO)购自北京索莱宝科技有限公司(货号:D8371)。

RIPA蛋白裂解液、MTS试剂盒、细胞周期与凋亡试

剂盒、BCA蛋白定量试剂盒均购自上海碧云天生物技

术有限公司。CDK4(11026-1-AP,1∶1000)、MMP9
(60600-1-Ig,1∶2000)、BAX(50599-2-Ig,1∶20000)、

BCL2(12789-1-AP,1∶2000)、PI3K(67071-1-Ig,1∶
1000)、AKT(60203-2-Ig,1∶5000)和 GAPDH
(60004-1-Ig,1∶50000)等一抗以及抗兔(SA00001-2,

1∶2000)和抗鼠(SA00001-1,1∶2000)二抗均购自武

汉三鹰生物技术有限公司。

1.3 仪器设备 通风橱、生物安全柜(ESCO,新加

坡);全波长酶标仪(SpectraMaxM190,MolecularDe-
vices,美国);电泳仪、转膜仪和化学发光成像系统

(Bio-Rad,美国);流式细胞分析仪(BeckmanCoulter,
美国)。

1.4 细胞培养 人结直肠癌细胞系SW480常规培养

于添加了10%胎牛血清的RPMI1640培养液中,并
维持在37℃、饱和湿度及5% CO2 的培养环境中。
当细胞生长汇合率达到90%以上时,采用胰蛋白酶消

化法进行消化,并按照1∶3的比例进行传代。本研究

所有相关实验均选用处于对数生长期的细胞,以确保

实验结果的稳定性和一致性。

1.5 细胞活力检测 首先,将处于对数生长期的

SW480细胞进行消化、计数,并以每孔3×104 个细胞

的密度铺于96孔板中。进行24h的贴壁培养后,弃
去旧培养基,换用含有梯度浓度(0μM、5μM、10μM、

20μM、40μM、80μM,以0μM为对照组)斑蝥素的新

鲜培养基,继续处理48h。处理结束后,向每孔加入

100μL按照1∶9比例新鲜配制的 MTS工作液,并在

培养箱中继续孵育30min。最后,利用酶标仪在490
nm波长下测量各孔的吸光度(OD值),并据此计算细

胞的相对存活率。采用GraphPadPrism的非线性回

归分析功能拟合剂量-效应曲线,计算半数抑制浓度

(IC50)[11]。

1.6 克隆形成实验 将SW480细胞以1000个/孔

的密度接种在6孔板内,待其贴壁后,使其暴露于含不

同浓度(0μM、5μM、10μM、20μM)斑蝥素的培养基

中处理48h。此后,移除含药培养基并换用新鲜培养

液继续培养14d。培养结束后,对形成的细胞集落依

次进行4%多聚甲醛固定(30min)和0.1%结晶紫染
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色(20min)。经水洗并干燥后,拍照并使用ImageJ
1.8.0软件统计克隆数量,克隆形成的判定标准为集落

内细胞数多于50个。所有操作均独立重复3次。

1.7 细胞周期实验 采用无血清饥饿法处理SW480
细胞24h,以实现周期同步化,随后施加含不同浓度

斑蝥素的完全培养基,干预48h。药物处理结束后,
收集各组细胞,将其重悬于预冷的70%乙醇中,在4
℃下过夜固定。次日,用PBS洗涤细胞以去除固定

剂,随后加入RNaseA(100μg/mL),于37℃孵育30
min,以降解细胞内的RNA,消除其对DNA染色的干

扰。最后,加入PropidiumIodide(PI,50μg/mL)染
料,在4℃条件下避光反应30min,以完成对细胞核

DNA的特异性染色。所有样品最终通过流式细胞仪

进行上机检测与数据分析。

1.8 Transwell侵袭实验 本实验使用孔径为8.0

μM的24孔Transwell小室(康宁,美国)评估细胞侵

袭能力。首先,将经不同浓度斑蝥素处理后的各组细

胞消化收集,并用无血清的RPMI1640培养基重悬,
制备成细胞悬液。随后,取2×105 个细胞的悬液加入

Transwell上室,同时在下室中加入含20%FBS的完

全培养基作为趋化因子。在37℃、5%CO2 的培养箱

中进行24h的趋化培养后,小心地用湿润棉签移除上

室腔内未穿透基质胶的细胞。对于成功穿透滤膜并迁

移至下室表面的细胞,依次采用4%多聚甲醛固定,并
用0.1%结晶紫溶液染色(各30min)。染色完成后,
在倒置显微镜下随机选取5个非重叠视野进行拍照,
并利用ImageJ1.8.0软件对侵袭细胞数进行统计分

析。为确保实验结果的重现性,所有实验组均设置了

3个独立的生物学重复。

1.9 细胞凋亡实验 经不同浓度斑蝥素处理48h的

细胞被收集,并用PBS洗涤2次。将细胞沉淀重悬于

195μL结合缓冲液中,依次加入5μLAnnexinV-
FITC和5μLPI染料,室温避光孵育10~20min。孵

育结束后,采用流式细胞仪检测细胞凋亡率。所有实

验均进行3次重复。

1.10 WesternBlot实验 将SW480细胞以每孔5
×105 的密度接种于6孔板中,于指定浓度的斑蝥素

中处理48h后收集。采用含蛋白酶抑制剂的RIPA
缓冲液裂解细胞,并通过BCA法测定总蛋白浓度。取

等量总蛋白上样,进行SDS-PAGE凝胶电泳分离,随
后将分离的蛋白电转印至PVDF膜上。该膜在5%脱

脂奶粉溶液中室温封闭1h,随后与一抗在4℃下孵育

过夜。次日,用TBST洗涤膜后,再与辣根过氧化物

酶(HRP)标记的二抗在室温孵育1h。最后,使用

ECL化学发光试剂盒进行信号检测,并通过ImageJ
1.8.0软件对蛋白条带的光密度值进行分析,以计算

各目的蛋白的相对表达水平。所有操作均独立重复3
次。

1.11 统计学分析 所有实验数据均使用SPSS24.0
软件进行处理,正态分布计量资料表示为(췍x±s),组间

差异的比较采用单因素方差分析(One-wayANO-
VA),并以P<0.05作为差异具有统计学意义的判断

标准。

1.12 研究技术路线 本研究总体技术路线如图1所

示。

图1 本研究技术路线图

2 结果

2.1 斑蝥素抑制SW480细胞的活性 如图2A所

示,斑蝥素的化学结构已明确。经不同浓度斑蝥素处

理48h后,SW480细胞的增殖受到显著的剂量依赖

性抑制。根据剂量-效应曲线(见图2B),计算得出斑

蝥素对SW480细胞的半数抑制浓度(IC50)为11.63

μM。与对照组相比,在5μM、10μM 和20μM 浓度

下,细胞存活率同样被显著抑制(见图2C)。

2.2 斑蝥素抑制SW480细胞的克隆形成能力 如图

3A所示,与对照组相比,经5μM、10μM和20μM斑

蝥素处理48h后,SW480细胞形成的集落数量显著

减少,体积也明显变小。定量分析显示(见图3B),该
抑制作用呈剂量依赖性,差异具有统计学意义(P <
0.05,P<0.001)。

2.3 斑蝥素阻滞SW480细胞的G2/M期 如图4所

示,与对照组相比,经斑蝥素处理48h后,G0/G1期细

胞比例呈剂量依赖性下降,而G2/M 期细胞比例则相

应显著上升(P<0.001)。各组S期细胞比例未见明

显变化(P>0.05)。
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注:A为斑蝥素的化学结构式;B为采用 MTS法检测不同浓度斑蝥素作用于SW480细胞48h后的剂

量-效应曲线,并据此计算IC50;C为SW480细胞经IC50值附近的关键浓度(5μM、10μM、20μM)

斑蝥素处理48h后的细胞活力验证。与对照组比较,**P<0.01,***P<0.001;n=3。

图2 斑蝥素对SW480细胞活力的影响

注:A为各处理组细胞集落的代表性图片;B为克隆数量的定量统计图。采用克隆形成实验检测不同

浓度(0μM、5μM、10μM、20μM)斑蝥素处理后SW480细胞的长期增殖能力。

与对照组(0μM)比较,*P<0.05,***P<0.001;n=3。

图3 斑蝥素对SW480细胞克隆形成能力的影响

注:A为各处理组细胞周期分布的代表性直方图。P4代表G0/G1期,P5代表S期,P6代表G2期;B为G0/G1,S和G2期

细胞所占比例的定量统计图。SW480细胞经不同浓度(0μM、5μM、10μM、20μM)的斑蝥素处理48h后,经碘化

丙啶(PI)染色后通过流式细胞术检测细胞周期分布。与对照组比较,ns表示无差异,***P<0.001;n=3。

图4 斑蝥素对SW480细胞周期的影响
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2.4 斑蝥素抑制SW480细胞的侵袭 如图5所示,
与未作处理的对照组相比,经斑蝥素(5μM、10μM、20

μM)处理后,迁移至膜下层的SW480细胞数量显著减

少,这种抑制效果随药物浓度的升高而增强(P <
0.01,P<0.001)。

注:A为各处理组穿膜细胞的代表性显微镜图片;B为侵袭细胞数量的定量统计图。采用Transwell小室实验检测不同浓度

(0μM、5μM、10μM、20μM)斑蝥素处理后SW480细胞的侵袭能力。与对照组比较,**P<0.01,***P<0.001;n=3。

图5 斑蝥素对SW480细胞侵袭能力的影响

2.5 斑蝥素促进SW480细胞凋亡 流式散点图(见
图6A)显示,随药物浓度(5μM、10μM、20μM)升高,
活细胞(Q3象限)比例下降,而早凋亡(Q4象限)和晚

期凋亡(Q2象限)细胞比例相应增加。对照组的细胞

总凋亡率为(4.20±0.33)%。经5μM、10μM 和20

μM斑蝥素处理后,总凋亡率分别显著升高至(15.06
±0.82)%、(22.28±2.38)%和(29.99±2.38)%(见
图6B,P<0.01,P<0.001)。

注:A为各处理组代表性流式散点图,Q4为早期凋亡细胞,Q2为晚期凋亡/坏死细胞;B为总凋亡率(Q2+Q4)的定量分析。

SW480细胞经不同浓度(0μM、5μM、10μM、20μM)的斑蝥素处理48h后,经AnnexinV-FITC/PI
双染流式细胞术检测凋亡。与对照组(0μM)比较,**P<0.01,***P<0.001;n=3。

图6 斑蝥素对SW480细胞凋亡的影响

2.6 斑蝥素通过抑制PI3K/AKT信号通路调控下游

蛋白 如图7A所示,经斑蝥素处理后,SW480细胞中

PI3K和AKT的磷酸化水平均受到显著抑制。定量

分析(见图7B)表明,p-PI3K/PI3K 和p-AKT/AKT
的比值均呈剂量依赖性下降(P<0.05,P<0.01,P

<0.001)。同时,总PI3K和总AKT的蛋白表达水平

有一定程度的下调。与该通路活化被抑制的结果一

致,其下游的抗凋亡蛋白Bcl-2以及细胞周期和侵袭相

关蛋白CDK4、MMP9的表达均被抑制,而促凋亡蛋白

Bax的表达则被上调。
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注:A为各蛋白表达的代表性蛋白免疫印迹条带图,左侧已标注蛋白分子量;B为各蛋白表达水平的定量分析。采用 Western
Blot法检测经不同浓度(0μM、5μM、10μM、20μM)的斑蝥素处理48h后,SW480细胞中p-PI3K、PI3K、p-AKT、AKT、

CDK4、MMP9、Bax及Bcl-2蛋白的表达水平,其中p-PI3K和p-AKT的表达通过与各自总蛋白的比值进行标准化。

其余以GAPDH为内参。与对照组比较,ns表示无差异,*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001,n=3。

图7 斑蝥素通过抑制PI3K/AKT信号通路调控下游蛋白的表达

3 讨论

斑蝥素是一种具有广泛抗肿瘤活性的天然产物,
但其在结直肠癌中的作用机制尚未完全阐明。本研究

通过一系列体外实验证实,斑蝥素可显著抑制人结直

肠癌SW480细胞的增殖、克隆形成和侵袭能力,该结

果与先前报道的斑蝥素对其他类型肿瘤细胞的抑制作

用相一致[7-9],进一步证实了其广谱抗肿瘤潜力。为探

索其内在机制,本研究发现经斑蝥素处理后,SW480
细胞被阻滞于G2/M期,并发生了显著的细胞凋亡,这
促使进一步探究其分子层面的调控机制。

PI3K/AKT信号通路是细胞中至关重要的信号

转导网络,在调控细胞生长、增殖和存活中扮演核心角

色,因此已成为肿瘤学研究的焦点之一[12-13]。在结直

肠癌中,约有25%的患者携带PI3K突变,且这些突变

在部分病例中与较短的生存期相关[14]。因此,靶向抑

制PI3K/AKT通路已成为该领域极具潜力的治疗策

略[15]。基于该通路在结直肠癌中的关键地位,以及斑

蝥素在其他肿瘤(如胃癌[7]、肝癌[16]、乳腺癌[17])中已

被报道能够调控该通路,本研究选择对其进行深入探

究,以阐明斑蝥素在结直肠癌细胞中的作用机制。
本研究的分子机制探索结果显示,经斑蝥素处理

后,PI3K/AKT通路关键蛋白总PI3K和总AKT的表

达水平呈剂量依赖性下调。与此一致,其下游的抗凋

亡蛋白Bcl-2以及侵袭相关蛋白 MMP9的表达均被抑

制,而促凋亡蛋白Bax的表达则被上调。本研究还观

察到主要调控G1期的蛋白CDK4表达下调,而细胞

周期则表现为G2/M期阻滞。这两种现象恰恰揭示了

斑蝥素复杂的多靶点作用机制。其对PI3K/AKT这

一上游核心通路的抑制,会引发广泛的抗增殖级联反

应,CDK4作为G1期关键蛋白的下调即是这种广谱效

应的体现。与此同时,斑蝥素对G2/M 期检查点施加

了更为强效和直接的干预,这一点也得到了既有文献

的支持,该文献指出斑蝥素正是通过抑制CDK1的活

性来诱导结直肠癌细胞阻滞于G2/M 期[10],这成为决
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定细胞周期最终停滞点的主导因素。更重要的是,这
两条路径并非完全独立,PI3K/AKT通路本身也被证

实能够通过调控G2/M 期的关键分子,在细胞周期进

程中扮演重要角色[18],从而间接影响CDK1的活化状

态。因此,CDK4的下调与G2/M 期的阻滞可能是同

一药物干预下,由一个广谱抑制信号和一个主导靶点

信号共同作用的结果。该现象深刻提示了斑蝥素抗肿

瘤机制的多靶点、多环节特性,其完整的调控网络有待

进一步研究。
综上所述,本研究证实斑蝥素可通过抑制PI3K/

AKT信号通路的磷酸化活化,从而有效抑制结直肠癌

SW480细胞的增殖与侵袭。然而,本研究作为一项体

外基础研究,其结论仍需谨慎解读,并存在一些局限

性。首先,本研究仅在单一的体外细胞系中进行,其结

论的普适性及体内实际药效,尚需要在更多结直肠癌

细胞 系 和 动 物 模 型 中 进 行 验 证。其 次,斑 蝥 素 与

PI3K/AKT通路的精确相互作用模式,例如其上游是

否存在其他直接的调控靶点,也需要未来更深入的研

究来阐明。此外,还应正视斑蝥素在临床应用中的潜

在挑战。作为一个强效的生物活性分子,斑蝥素具有

一定的细胞毒性,尤其对肾脏和消化系统存在潜在的

毒副作用。因此,未来的研究方向应包括开发新型的

给药系统(如纳米载体、靶向制剂)以提高其肿瘤靶向

性、降低全身毒性,或探索其衍生物及联合用药方案,
旨在实现“增效减毒”,这对于推动斑蝥素从基础研究

走向临床应用至关重要。
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