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　 　 【摘　 要】 　 目的　 探索华蟾素在结肠癌侵袭和转移中的作用及其机制。 方法　 于 ２０２２ 年 ９ 月—２０２３ 年 ３ 月在

空军军医大学第二附属医院实验室进行实验。 使用不同浓度的华蟾素（０、２． ５、５、１０、２０、４０、８０、１６０ ｍｇ ／ Ｌ）对人结肠癌

细胞系 ＨＣＴ １１６ 和人正常结肠上皮细胞系 ＮＣＭ ４６０ 进行处理，ＣＣＫ⁃８ 法检测华蟾素对结肠癌细胞和正常结肠上皮细

胞增殖的影响。 将 ＨＣＴ １１６ 细胞随机分为对照组和华蟾素（８０ ｍｇ ／ Ｌ）组，干预 ２４ ｈ 后光学显微镜下观察细胞形态变

化；Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 双染检测细胞凋亡；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测细胞迁移和侵袭；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测癌细胞转移、上皮—
间充质转化（ＥＭＴ）和 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 相关蛋白水平。 结果　 ＣＣＫ⁃８ 检测结果显示，不同浓度的华蟾素处理后，华蟾素

对 ＨＣＴ １１６ 细胞的增殖抑制率以剂量和时间依赖的方式逐渐升高（Ｐ ＜ ０． ００１），２４ ｈ 半抑制浓度（ ＩＣ５０）为 ８０ ｍｇ ／ Ｌ，
而对正常结肠上皮细胞 ＮＣＭ ４６０ 的增殖能力无影响。 对照组 ＨＣＴ １１６ 细胞状态良好，而华蟾素组细胞贴壁能力下

降，分泌物增多，形态皱缩呈圆形上皮细胞样表型，伴随不同程度细胞膜破裂；流式细胞术结果显示，华蟾素处理 ２４、
４８ 和 ７２ ｈ 后，ＨＣＴ １１６ 细胞凋亡率分别较处理 ０ ｈ 时显著增加（ ｔ ／ Ｐ ＝ １７． ２２２ ／ ＜ ０． ００１、１７． ０４１ ／ ＜ ０． ００１、２３． ６５１ ／ ＜
０． ００１）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验结果显示，华蟾素组 ＨＣＴ １１６ 细胞的迁移和侵袭细胞数较对照组明显降低（ ｔ ／ Ｐ ＝ ５２． ７５４ ／ ＜
０． ００１、７． ５８４ ／ ０． ００２）；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，与对照组比较，华蟾素组细胞中 ＭＭＰ⁃２ 和 ＭＭＰ⁃９ 表达降低，上皮标志物

Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达增加，而间充质标志物 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｓｎａｉｌ 表达减少，Ｗｎｔ３ａ、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、ｃ⁃ｍｙｃ、ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 和 ＭＭＰ⁃７ 蛋白

水平均下调，而 ＡＰＣ 蛋白水平上调（ ｔ ／ Ｐ ＝ ８． ９０８ ／ ０． ００１、２９． ３９４ ／ ０． ００１、３６． ４０６ ／ ０． ００１、１２． ８６０ ／ ０． ００１、１４． ２０３ ／ ０． ００１、
２７． ８６２ ／ ０． ００１、２０． １７６ ／ ０． ００１、２４． ０１２ ／ ０． ００１、３７． ２４５ ／ ０． ００１、３３． ６２７ ／ ０． ００１、６． ９７１ ／ ０． ００２）。 结论　 华蟾素能够抑制结

肠癌细胞侵袭和转移，其机制可能与抑制 ＥＭＴ 和阻断 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路有关。
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 To explore the role of cinobufacini in colon cancer invasion and metastasis and its mecha⁃
nism.Ｍｅｔｈｏｄｓ　 The experiment was conducted in the laboratory of the Second Affiliated Hospital of the Air Force Military
Medical University from September 2022 to March 2023. Human colon cancer cell line HCT 116 and human normal colon epi⁃
thelial cell line NCM 460 were treated with different concentrations of cinobufacini (0, 2.5, 5, 10, 20, 40, 80, 160 mg/L) for treat⁃
ment, and the effects of cinobufacini on the proliferation of colon cancer cells and normal cells were detected by CCK⁃8
method. HCT 116 cells were randomly divided into the control group and the cinobufacini (80 mg/L) group, and the morpho⁃
logical changes of the cells were observed under the light microscope; apoptosis was detected by Annexin V⁃FITC/ PI
double staining; cell migration and invasion were detected by Transwell assay; and metastasis of the cancer cells, EMT, and
Wnt/β⁃catenin related protein expression.Ｒｅｓｕｌｔｓ　 CCK⁃8 results showed that the proliferation inhibition rate of HCT 116
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cells was gradually increased in a dose and time dependent manner (P < 0.001) after treatment with different concentrations
� of cinobufacini, and the 24 h semi⁃inhibitory concentration (IC50) was about 80 mg/L, whereas it did not affect the prolifera⁃

tive ability of normal colonic epithelial cells NCM460. The HCT 116 cells in the control group were in good condition, while
the cells in the cinobufacini group showed decreased wall adhesion ability, increased secretion, and wrinkled morphology
with a round epithelial cell like phenotype, accompanied by cell membrane rupture of varying degrees; the results of flow cy⁃
tometry showed that the apoptosis rate of the HCT 116 cells was significantly increased compared with that of the treatment
at 0 h after cinobufacini treatment for 24, 48, and 72 h, respectively（ t = 17.222，17.041，23.651，P < 0.001） ; and the results of

� the Transwell experiments showed that the apoptotic rate of HCT 116 cells increased significantly compared with that of the
control group. Transwell assay showed that the number of migrating and invading cells of HCT 116 cells in the cinobufacini
group was significantly lower compared with the control group（ t/P = 52.754/ < 0.001，7.584/0.002） ; Western blot results

� showed that the expression of MMP⁃2 and MMP⁃9 in the cells of the cinobufacini group was reduced compared with the
control group, the expression of epithelial markers E cadherin was increased, whereas the expression of mesenchymal mark⁃
ers N cadherin and Snail was reduced, and the expression of β⁃catenin, Wnt3a, c⁃myc, cyclin D1 and MMP⁃7 proteins were
down regulated, while APC protein expression was up⁃regulated(t/P = 8.908/0.001，29.394/0.001，36.406/0.001，12.860/0.001，

� 14.203/0.001，27.862/0.001，20.176/0.001，24.012/0.001，37.245/0.001，33.627/0.001，6.971/0.002).Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Cinobufacini can in⁃
hibit colon cancer cell invasion and metastasis, and its mechanism may be related to the inhibition of EMT and blocking of
Wnt/β⁃catenin signaling pathway.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Colorectal carcinoma; Cinobufacini; Endothelial⁃mesenchymal transition; Wnt/β⁃catenin signaling path⁃
way; Invasion; Metastasis

　 　 结肠癌是我国乃至全世界最常见的恶性肿瘤之

一［１］。 目前结肠癌患者仍以手术治疗为主，辅以放化

疗或生物治疗等，但总体预后仍较差，复发和转移是影

响预后的重要因素。 上皮—间充质转化 （ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）在恶性肿瘤的转移中起

关键作用，在此过程中癌细胞迁移和侵袭能力增

强［２］。 先前的研究已经证实，ＥＭＴ 与结肠癌的转移有

关［３］。 此外，Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路是启动癌细胞

ＥＭＴ 的经典信号通路，在结肠癌细胞侵袭和转移中发

挥重要作用［４］。 因此寻找抑制 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路和

ＥＭＴ 的新型药物或其他措施对结肠癌治疗至关重要。
华蟾素是从蟾酥中提取的中药提取物，在我国已应用

于多种癌症的临床治疗，其抗癌机制涉及诱导癌细胞

凋亡，抑制癌细胞增殖和迁移等［５⁃７］。 近期研究显示，
华蟾素对 ＥＭＴ 具有一定的抑制作用［８］，但其在结肠癌

侵袭转移中的作用机制尚不清楚。 本研究拟通过华蟾

素干预人结肠癌细胞系 ＨＣＴ １１６，观察其对结肠癌转

移和侵袭的影响，并探讨其可能的机制，报道如下。
１　 材料与方法

１． １　 材料　 （１）细胞株：人结肠癌细胞系 ＨＣＴ １１６ 和

人正常结肠上皮细胞系 ＮＣＭ ４６０ 均由上海生物科学

研究所提供。 （２）实验试剂：华蟾素购自安徽金蟾生

物化学有限公司 （批号： Ｚ３４０２０２７３），Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ （ ａｂ
７６０５５）、ＭＭＰ⁃２（ａｂ ８０７３７）、ＭＭＰ⁃９（ａｂ ７６００３）、Ｎ⁃ｃａｄ⁃
ｈｅｒｉｎ （ ａｂ ７６０５７ ）、 Ｗｎｔ３ａ （ ａｂ ２１９４１２ ）、 ｃ⁃ｍｙｃ （ ａｂ
３２０７２）、 ＡＰＣ （ ａｂ ４０７７８ ）、 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ （ ａｂ １６６６３ ） 和

ＭＭＰ⁃７（ａｂ １８１６０２）抗体购自美国 Ａｂｃａｍ 公司；β⁃ｃａｔｅ⁃
ｎｉｎ（８４８０）、Ｓｎａｉｌ（３８９５）和 ＧＡＰＤＨ（５１７４）抗体购自美

国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司；胎牛血清 （ＦＢＳ，货
号 １６１４０⁃ ０７１）、１６４０ 培养液（货号 ７２４０００４７）、杜尔

伯科改良伊格尔（ＤＭＥＭ，货号 Ｃ１１９９５５００ＢＴ）培养基

均购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司；细胞增殖毒性检测试剂盒

（ＣＣＫ８，货号： １４Ｉ０７Ａ６０）、ＨＲＰ⁃羊抗小鼠 ＩｇＧ（货号：
ＢＳＴ１４Ｊ０Ａ５０）、ＨＲＰ⁃羊抗兔 ＩｇＧ（货号：ＢＳＴ１４ＫＢＬ５４）
购自 武 汉 博 士 德 生 物 工 程 有 限 公 司； Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 细胞凋亡检测试剂盒（货号：２０２００６２４）购
自江苏凯基生物技术股份有限公司。
１． ２　 实验方法　 实验于 ２０２２ 年 ９ 月—２０２３ 年 ３ 月在

空军军医大学第二附属医院实验室进行。
１． ２． １ 　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞活性：将 ５ × １０３ 个 ＨＣＴ
１１６ 和 ＮＣＭ ４６０ 细胞接种于 ９６ 孔板和维持培养基中

２４ ｈ，待细胞贴壁 ８０％ ～９０％后，用不同浓度的华蟾素

（０、２． ５、５、１０、２０、４０、８０、１６０ ｍｇ ／ Ｌ）处理 ２ 种细胞 ２４
和 ４８ ｈ。 根据细胞计数试剂盒⁃８（ＣＣＫ⁃８）实验操作说

明书，每孔替换新鲜培养基 １００ μｌ，再加入 １０ μｌ 的
ＣＣＫ８ 溶液，３７ ℃避光孵育 １ ｈ，酶标仪检测 ４５０ ｎｍ 波

长处各孔吸光度值（ＯＤ）。 根据公式计算细胞增殖抑

制率 ＝ １ － （Ｄ实验 － Ｄ空白） ／ （Ｄ对照 － Ｄ空白） × １００％ 。
１． ２． ２　 细胞分组及处理：将 ＨＣＴ １１６ 细胞以 ５ × １０６

接种于 ６ 孔板，随机分为对照组和华蟾素组。 待细胞

融合度达到 ８０％ ～９０％时，华蟾素组加入 ８０ ｍｇ ／ Ｌ 华

蟾素处理，对照组仅给予等量磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ），
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２４ ｈ后在光学显微镜下观察细胞形态变化。 细胞株均

放置在含 １０％ ＦＢＳ、１００ Ｕ ／ ｍｌ 青霉素和 １００ ｍｇ ／ ｍｌ 链
霉素的 ＤＭＥＭ 培养基中，在含有 ５％ ＣＯ２ 的 ３７℃培养

箱中培养。
１． ２． ３　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 双染检测细胞凋亡：细胞

在生长至对数生长期时收集，制备成 ５ × １０６ 浓度的细

胞悬液。 以每孔 ２００ μｌ 接种于 ６ 孔板，在 ５％ ＣＯ２ 和

３７ ℃饱和湿度的培养箱中培养 ０、２４ 和 ４８ ｈ，用预冷

的 ＰＢＳ 消化和洗涤各孔细胞，然后将上述细胞悬液转

移至 ＥＰ 管中。 每管加入 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃异硫氰酸荧光素

（ＦＩＴＣ）和 ＰＩ，轻轻旋转 ＥＰ 管，室温孵育 １５ ｍｉｎ，流式

细胞仪检测细胞凋亡率。
１． ２． ４　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测细胞迁移和侵袭：在用相关

药物或干预处理细胞 ２４ ｈ 后，使用含有或不含有基质

胶的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 测定观察细胞迁移和侵袭能力。 首先，
将约 １． ５ × １０４ 个细胞加入到上室中，并将 ６００ μｌ 含有

１０％ ＦＢＳ 的完全培养基加入到基质室中。 将细胞培养

４８ ｈ，然后取出并用 ＰＢＳ 洗涤。 将该室用 ３． ７％ 甲醛

固定 １５ ｍｉｎ 并用结晶紫染色。 去除未从膜顶部迁移 ／
侵入的细胞。 在光学显微镜下观察细胞并拍照。
１． ２． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测癌细胞转移、ＥＭＴ 和 Ｗｎｔ ／ β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 相关蛋白表达：２ 组细胞处理 ２４ ｈ 后，用蛋白

提取试剂盒提取总蛋白，并用浓度测定试剂盒测定浓

度。 用 １０％的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶分离总蛋白，然后湿转

到 ＰＶＤＦ 膜上。 ５％ 脱脂奶粉封闭 １ ｈ 后，用抗 ＭＭＰ⁃
２、ＭＭＰ⁃９、Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｓｎａｉｌ、Ｗｎｔ３ａ、β⁃ｃａｔｅ⁃
ｎｉｎ、ＡＰＣ、ｃ⁃ｍｙｃ、ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、ＭＭＰ⁃７ 抗体孵育过夜。 次

日，洗涤膜 ３ 次，室温下与二抗孵育 １ ｈ。 然后，滴加

ＥＣＬ 发光液用凝胶成像系统进行发光。 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ
对结果进行定量，以 ＧＡＰＤＨ 作为内参。
１． ３　 统计学方法 　 采用 ＳＰＳＳ ２６． ０ 统计学软件对数

据进行分析。 正态分布计量资料采用 �ｘ ± ｓ 表示，２ 组

间比较采用独立样本 ｔ 检验；多组间比较采用单因素

方差分析。 Ｐ ＜ ０． ０５ 为差异有统计学意义。
２　 结　 果

２． １　 华蟾素对结肠癌细胞增殖能力的影响 　 ＣＣＫ⁃８
法检测结果显示，不同浓度的华蟾素处理后，华蟾素对

ＨＣＴ １１６ 细胞的增殖抑制率以剂量依赖的方式逐渐升

高（Ｆ ＝ ３７６． ９８２，Ｐ ＜ ０． ００１），２４ ｈ 半抑制浓度（ ＩＣ５０）
约为 ８０ ｍｇ ／ Ｌ。 而 华 蟾 素 对 正 常 结 肠 上 皮 细 胞

ＮＣＭ４６０ 的增殖能力无影响（Ｆ ＝ １． ５４８，Ｐ ＝ ０． １１７）。
因此，选择 ８０ ｍｇ ／ Ｌ 浓度华蟾素进行后续实验，见
表 １。
２． ２　 华蟾素对结肠癌细胞形态的影响　 对照组 ＨＣＴ
１１６ 细胞状态良好，紧密贴壁，形态呈菱形较饱满，细
胞膜完整。 而华蟾素组干预 ２４ ｈ 后 ＨＣＴ １１６ 细胞贴

壁能力下降，分泌物增多，形态皱缩呈圆形上皮细胞样

表型，伴随不同程度细胞膜破裂，见图 １。

图 １　 光学显微镜下 ２ 组 ＨＣＴ １１６ 细胞的细胞形态比较

Ｆｉｇ． １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｃｅｌｌ Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｔｗｏ Ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ＨＣＴ １１６
Ｃｅｌｌｓ ｕｎｄｅｒ ａｎ Ｏｐｔｉｃａｌ Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

２． ３　 华蟾素对结肠癌细胞凋亡的影响　 流式细胞术

结果显示，８０ ｍｇ ／ Ｌ 华蟾素处理 ２４、４８ 和 ７２ ｈ 后，ＨＣＴ
１１６ 细胞凋亡率分别为（１９． ３６ ± １． ２７）％ ，（２８． １６ ±
２． １９）％和（５１． ３９ ± ３． ２８）％ ，较处理 ０ ｈ 时［（６． ４５ ±
０． ２７）％ ］显著增加，差异有统计学意义（ ｔ ＝ １７． ２２２，
１７． ０４１，２３． ６５１，均 Ｐ ＜ ０． ００１），见图 ２。
２． ４　 华蟾素对结肠癌细胞迁移和侵袭能力的影响　
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验结果显示，对照组和华蟾素组 ＨＣＴ １１６
细胞的迁移细胞数分别为 （ ３２７． ８１ ± ９． ９２ ） 个和

（２１． ６２ ± １． ６３）个，跨膜侵袭细胞数分别为（１２５． ８２ ±
７． ９２）个和（６１． ７３ ± １２． ３１）个。 华蟾素组 ＨＣＴ １１６ 细

胞的迁移和侵袭细胞数较对照组明显减少 （ ｔ ／ Ｐ ＝
５２． ７５４ ／ ＜ ０． ００１，７． ５８４ ／ ０． ００２），见图 ３。

表 １　 不同浓度华蟾素处理对 ＨＣＴ １１６ 和 ＮＣＭ ４６０ 细胞的增殖抑制率比较　 （�ｘ ± ｓ，％ ）

Ｔａｂ． １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｏｆ ＨＣＴ １１６ ａｎｄ ＮＣＭ ４６０ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｈｕｐｅｒｚｉｎｅ

细胞系
华蟾素浓度（ｍｇ ／ Ｌ）

０ ２． ５ ５ １０ ２０ ４０ ８０ １６０
Ｆ 值 Ｐ 值

ＨＣＴ １１６ ０． １４ ± ０． ０１ １８． ９４ ± １． ８３ ３４． ６７ ± ２． ３１ ４２． １１ ± ２． ８３ ４９． ９３ ± ３． ３４ ５５． ８３ ± ２． ９３ ５８． ７３ ± ３． １７ ６４． ２７ ± ４． ４７ ３７６． ９８２ ＜ ０． ００１
ＮＣＭ ４６０ ０． ２７ ± ０． ０１ ０． ２６ ± ０． ０３ ０． ２５ ± ０． ０６ ０． ２８ ± ０． ０２ ０． ２９ ± ０． ０１ ０． ３１ ± ０． ０３ ０． ２４ ± ０． ０６ ０． ２７ ± ０． ０４ １． ５４８ ０． １１７

·９０５１·疑难病杂志 ２０２４ 年 １２ 月第 ２３ 卷第 １２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｄｉｆｆｉｃ ａｎｄ Ｃｏｍｐｌ Ｃａｓ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ２３，Ｎｏ． １２



图 ２　 华蟾素处理后不同时点 ＨＣＴ １１６ 细胞凋亡比较

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＨＣＴ １１６ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｈｕｐｅｒｚｉｎｅ

图 ３　 ２ 组 ＨＣＴ １１６ 细胞迁移和侵袭比较（结晶紫染色， × ２００）
Ｆｉｇ． ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ＨＣＴ １１６ ｃｅｌｌｓ ｉｎ

ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ （ｃｒｙｓｔａｌ ｖｉｏｌｅｔ ｓｔａｉｎｉｎｇ， × ２００）

２． ５　 华蟾素对结肠癌细胞转移和 ＥＭＴ 相关蛋白表达

的影响　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，华蟾素组 ＨＣＴ １１６ 细

胞中 ＭＭＰ⁃２ 和 ＭＭＰ⁃９ 表达较对照组降低，上皮标志

物 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达增加，而间充质标志物 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ
和 Ｓｎａｉｌ 表达减少，差异有统计学意义（均 Ｐ ＜ ０． ０１），
见图 ４、表 ２。
２． ６　 华蟾素对结肠癌细胞 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 相关蛋白表

达的影响　 华蟾素组 ＨＣＴ １１６ 细胞中 Ｗｎｔ３ａ、β⁃ｃａｔｅ⁃
ｎｉｎ、ｃ⁃ｍｙｃ、ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 和 ＭＭＰ⁃７ 蛋白水平较对照组均

下调，而 ＡＰＣ 蛋白水平上调，差异有统计学意义（Ｐ ＜
０． ０１），见图 ５、表 ２。
３　 讨　 论

　 　 结肠癌具有高度转移和侵袭性，使其成为最致命

的癌症之一。 目前，针对结肠癌的主要治疗方案是手

术辅以放化疗，然而患者在药物作用下会出现一系列

并发症，严重降低了临床治疗效果。 因此，急需开发出

图 ４　 ２ 组 ＨＣＴ １１６ 细胞中转移和 ＥＭＴ 相关蛋白表达比较

Ｆｉｇ． ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ａｎｄ ＥＭＴ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎ ｉｎ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ＨＣＴ １１６ ｃｅｌｌｓ

图 ５　 ２ 组 ＨＣＴ １１６ 细胞中 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 相关蛋白表达比较

Ｆｉｇ． ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｗｎｔ ／ β ⁃ ｃａｔｅｎｉｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｉｎ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ＨＣＴ １１６ ｃｅｌｌｓ
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表 ２　 ２ 组 ＨＣＴ １１６ 细胞中转移、ＥＭＴ 和 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 相关蛋

白相对表达量比较　 （�ｘ ± ｓ）

Ｔａｂ． ２ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ，
ＥＭＴ， ａｎｄ Ｗｎｔ ／ β ⁃ ｃａｔｅｎｉｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ
ｏｆ ＨＣＴ １１６ ｃｅｌｌｓ

项　 目
对照组
（ｎ ＝ ３）

华蟾素组
（ｎ ＝ ３） ｔ ／ Ｐ 值

ＭＭＰ⁃２ ０． ５７ ± ０． ０４ ０． ３４ ± ０． ０２ ８． ９０８ ／ ０． ００１
ＭＭＰ⁃９ ０． ３３ ± ０． ０１ ０． ０９ ± ０． ０１ ２９． ３９４ ／ ０． ００１
Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ０． ４６ ± ０． ０２ ０． ２５ ± ０． ０２ １２． ８６０ ／ ０． ００１
Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ０． １１ ± ０． ０１ ０． ５８ ± ０． ０２ ３６． ４０６ ／ ０． ００１
Ｓｎａｉｌ ０． ８８ ± ０． ０４ ０． ４７ ± ０． ０３ １４． ２０３ ／ ０． ００１
Ｗｎｔ３ａ ０． ７６ ± ０． ０３ ０． １８ ± ０． ０２ ２７． ８６２ ／ ０． ００１
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ０． ５８ ± ０． ０２ ０． １６ ± ０． ０３ ２０． １７６ ／ ０． ００１
ｃ⁃ｍｙｃ ０． ５２ ± ０． ０２ ０． ２１ ± ０． ０１ ２４． ０１２ ／ ０． ００１
ＡＰＣ ０． １１ ± ０． ０１ ０． ２０ ± ０． ０２ ６． ９７１ ／ ０． ００２
ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ０． ８６ ± ０． ０３ ０． １８ ± ０． ０１ ３７． ２４５ ／ ０． ００１
ＭＭＰ⁃７ １． ２３ ± ０． ０２ ０． ５３ ± ０． ０３ ３３． ６２７ ／ ０． ００１

新的、有效的、不良反应少的治疗药物。
　 　 中医药是世界民族医药的重要领域，在保护人民

健康方面具有重要作用和贡献。 中药的抗癌功能受到

了全世界的关注，据报道，许多中草药和提取物具有抗

癌功能［９］。 华蟾素是从蟾酥中提取的化合物，在我国

已广泛应用于多种癌症临床治疗。 以往研究发现，华
蟾素可以抑制胃癌细胞、肝癌细胞和鼻咽癌细胞的增

殖并诱导癌细胞凋亡［６⁃８］。 因此，本研究中首先观察

了华蟾素对结肠癌细胞可能的抑制作用，发现它能

够以剂量依赖性的方式抑制体外结肠癌细胞的增殖

和活性，而对正常结肠上皮细胞 ＮＣＭ ４６０ 的增殖无

影响。 提示华蟾素对结肠癌细胞具有靶向抑制作

用，对正常组织无毒性，可能是临床治疗结肠癌的有

效药物。
　 　 转移仍然是结直肠癌相关死亡的最大临床挑战之

一，肝转移占结肠癌患者所有转移的约 ７０％ ，并且这

些患者对化疗不敏感且具有较差的临床预后［１０］。 因

此，探索新的抑制结肠癌转移的措施具有重要意义。
Ｑｉ 等［１１］ 研究发现，华蟾素可以通过 ｃ⁃Ｍｅｔ ／ ＥＲＫ 信号

通路抑制人肝癌细胞上皮—间充质转化和转移。 Ｓｕｎ
等［１２］发现，华蟾素通过调控 ＮＦ⁃κＢ 通路抑制子宫内膜

癌的恶性行为和转移。 王国俊等［１３］ 研究发现，华蟾素

能够通过下调 ＰＩＭ３ 的表达对高转移胃癌细胞产生抑

制作用。 但是华蟾素对结肠癌的作用尚不清楚。 研究

发现，基质金属蛋白酶（ＭＭＰ）家族蛋白在癌症转移中

起重要作用，因为 ＭＭＰ 具有降解细胞外基质（ＥＣＭ）
并促进癌细胞渗透到基底膜中的能力，而且恶性肿瘤

中 ＭＭＰ 的表达比相关正常组织高得多［１４］。 本研究发

现，在用华蟾素处理后， 结肠癌细胞中 ＭＭＰ⁃２ 和

ＭＭＰ⁃９的表达均降低。 这些结果提示华蟾素对结肠癌

细胞转移具有显著抑制作用。
　 　 ＥＭＴ 在癌症转移中发挥关键作用，在此过程中，
细胞相互黏附的能力丧失，癌细胞获得更强的侵袭能

力，并且更容易转移到邻近或远端器官［１５］。 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ
是 ＥＭＴ 过程中通常降低的上皮细胞标志物之一，而间

充质相关基因，如 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 和 Ｓｎａｉｌ 通常

上调。 Ｓｎａｉｌ 是 ＥＭＴ 的中心调节因子，它可以在癌细

胞中诱导 ＥＭＴ［１６］。 虽然 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 是 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
细胞信号传导途径的重要基因，但是阻断该信号传导

可以逆转 ＥＭＴ［１７］。 本研究发现，在用华蟾素处理后，
结肠癌细胞上皮间质转化被逆转，并且获得更多的上

皮表型。 此外，在华蟾素处理后基因 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表

达明显增加，而 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｓｎａｉｌ 的表达

降低。 因此，华蟾素能够抑制结肠癌侵袭转移的作用

可能与抑制 ＥＭＴ 有关。
　 　 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路是一种细胞间通讯系统，
在胚胎发生和成体组织稳态期间，它对干细胞更新、细
胞增殖和细胞分化都很重要［１８⁃２０］。 研究表明，Ｗｎｔ ／ β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 信号传导参与结直肠癌进展，并且 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅ⁃
ｎｉｎ 信号传导的激活促进结直肠癌细胞生长和转

移［２１⁃２３］。 胞浆 ＡＰＣ ／ Ａｘｉｎ 破坏复合物（ＤＣ）对 β⁃ｃａｔｅ⁃
ｎｉｎ 的稳定性起重要作用。 ＡＰＣ 蛋白含有 ３ 个 Ａｘｉｎ 结

合基序，分散在一系列结合 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的 １５⁃和 ２０⁃氨基

酸重复序列之间。 在结直肠癌中，ＡＰＣ 是 ＤＣ 发挥功

能所必需的，ＡＰＣ 缺陷可促进 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 在细胞质聚集

并向细胞核转移，激活靶基因 ｃ⁃ｍｙｃ、 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 和

ＭＭＰ⁃７ 等。 这些基因与肿瘤细胞周期、增殖、ＥＭＴ 和

转移相关［２４］。 因此，本研究检测了 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信

号通路相关基因的表达，结果显示华蟾素处理后 ＡＰＣ
的表达上调，而 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、Ｗｎｔ３ａ、ｃ⁃ｍｙｃ、ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 和

ＭＭＰ⁃７ 的表达均下调。 基于此，本研究推测华蟾素抑

制结直肠癌 ＥＭＴ 和转移与阻断 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通

路有关，但具体机制和作用靶点还需进一步探索。
　 　 综上所述，华蟾素能够有效地抑制结肠癌细胞的

增殖、迁移和侵袭，这些功能可能与抑制 ＥＭＴ 和阻断

Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路有关。 华蟾素可能成为临床

治疗结肠癌的有效药物。
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控结直肠癌干细胞增殖、细胞周期、迁移、侵袭和凋亡［ Ｊ］ ． 中国

老年学杂志，２０２３，４３ （２４ ）：６０８７⁃６０９１． ＤＯＩ：１０． ３９７９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ．
１００５⁃９２０２． ２０２３． ２４． ０５０．

［２３］ 　 王璐，孙小虎，白静慧，等． ｍｉＲ⁃５８４ 下调 ＣＣＮ２ 对结直肠癌

ＳＷ１１１６ 细胞增殖、侵袭的影响及机制研究［ Ｊ］ ． 疑难病杂志，
２０２２，２１ （ １ ）： １７⁃２３． ＤＯＩ： １０． ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １６７１⁃６４５０． ２０２２．
０１． ００４．

［２４］ 　 Ｇｈｏｓｈ Ｎ，Ｈｏｓｓａｉｎ Ｕ，Ｍａｎｄａｌ Ａ，ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ Ｗｎｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ：Ａ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔ ａｇａｉｎｓｔ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ］ ． Ａｎｎ Ｎ Ｙ Ａｃａｄ Ｓｃｉ，
２０１９，１４４３（１）：５４⁃７４． ＤＯＩ：１０． １１１ ／ ｎｙａｓ． １４０２７．

（收稿日期：２０２４ － ０３ － ０３）

·２１５１· 疑难病杂志 ２０２４ 年 １２ 月第 ２３ 卷第 １２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｄｉｆｆｉｃ ａｎｄ Ｃｏｍｐｌ Ｃａｓ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ２３，Ｎｏ． １２


