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Abstract
AIM: To explore the mechanisms by which bufa-
lin induces cell apoptosis in human gastric can-
cer cell line MGC803.

METHODS: After MGC803 cells were treated 
with 10, 20, 40, 80, 160 nmol/L of bufalin for 
different durations, cell growth was measured 
by MTT assay; cell morphological changes were 
evaluated by Wright-Giemsa staining and ob-
served under a light microscope; apoptosis was 
evaluated by flow cytometry; and the expression 
of livin and caspase-3 was detected by Western 
blot.

RESULTS: Treatment with bufalin inhibited cell 
growth, and the 50% inhibitory concentrations 
(IC50) at 24, 48 and 72 h were 105.25, 47.92 and 
16.52 nmol/L, respectively. Treatment with dif-
ferent concentrations of bufalin could efficiently 
induce apoptosis (80 nmol/L, percentage of cells 
in the sub-G1 peak: 1.67% ± 0.46% vs 20.83% ± 
2.72%, P = 0.006) and cell cycle arrest (20 nmol/L, 
percentage of cells arrested in the G2/M phase: 
20.66% ± 3.09% vs 37.81% ± 3.28%, P = 0.003) of 
MGC803 cells. The expression of livin protein 
was down-regulated (73.29% ± 6.23%, 60.10% ± 
7.84%, 34.70% ± 5.76% vs 100%, all P < 0.05) and 
caspase-3 protein was activated in MGC803 cells 
treated with 10, 20 and 80 nmol/L bufalin.

CONCLUSION: Bufalin induces MGC803 cell 
apoptosis via mechanisms associated with ac-
tivation of caspase-3 and inhibition of livin ex-
pression.
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摘要
目的: 研究蟾蜍毒素诱导人胃癌细胞MGC803
凋亡及对凋亡因子Livin、caspase-3的影响.

方法: 应用MTT法检测10、20、40、80、160 
nmol/L蟾蜍毒素对胃癌细胞MGC803增殖抑制
作用; 瑞氏-吉姆萨染色法观察细胞形态学的
变化; 流式细胞术分析周期阻滞和细胞凋亡; 
Western blot法检测Livin、caspase-3蛋白的表达.

结果: (1)蟾蜍毒素抑制MGC803细胞增殖, 
24、48及72 h的IC50分别为105.25 nmol/L、
47.92 nmol/L、16.52 nmol/L; (2)10-80 nmol/L蟾
蜍毒素能诱导胃癌细胞周期阻滞及凋亡, 形态
学表现为出现凋亡小体; (3)流式细胞仪检测到
80 nmol/L组亚二倍体凋亡峰(20.83%±2.72% 
vs  1.67%±0.46%, P  = 0.006)及20 nmol/L组细胞

®

■背景资料
蟾蜍毒素 (Bufa-
lin)研究较多的是
诱导白血病细胞
分化, 近年发现其
对实体瘤细胞凋
亡也有重要作用; 
凋亡蛋白抑制因
子(IAP)家族是近
年发现的肿瘤治
疗的一个新靶点.

■同行评议者
刘云鹏, 教授, 中
国医科大学附属
第一医院肿瘤内
科
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周期G2/M期阻滞(37.81%±3.28% vs  20.66%
±3.09%, P  = 0.003); (4)Western blot显示蟾蜍
毒素诱导细胞凋亡过程中, Livin蛋白表达分
别下调到对照组的73.29%±6.23%, 60.10%±

7.84%和34.70%±5.76%, 同时活化caspase-3.

结论: 蟾蜍毒素诱导胃癌细胞MGC803细胞凋
亡可能与下调Livin蛋白、活化caspase-3蛋白
有关.

关键词: 蟾蜍毒素; 胃癌; 凋亡; Livin; caspase-3
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0  引言

胃癌是世界发病率第4位, 死亡率仅次于肺癌的

恶性肿瘤[1,2], 早期胃癌治疗以手术为主, 然而多

数患者确诊时已达晚期, 以化疗为主的综合治

疗是胃癌的主要治疗手段, 但胃癌的化疗方案

至今没有金标准, 且化疗并未改善晚期胃癌患

者生存率及化疗带来的不良反应一直是临床难

题[3-5]. 蟾蜍毒素是中药蟾酥的毒性配基之一, 研
究发现蟾蜍毒素具有抗肿瘤的作用[6-8]. 目前国

内外关于蟾蜍毒素治疗胃癌的基础研究较少, 
本实验采用蟾蜍毒素作用于胃癌MGC803细胞, 
观察对胃癌细胞体外生长抑制及诱导凋亡作用, 
探讨其作用机制, 旨在为临床化疗方案的选择

提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 胃癌MGC803细胞株由中国医科大学

肿瘤实验室惠赠; 蟾蜍毒素购于Sigma公司, 用
无水乙醇配成0.01 mol/L贮存液, -20 ℃冻存,
实验时用P B S稀释成所需浓度 ,  乙醇终浓度

<0.01%, 预实验表明, 该浓度乙醇对细胞增殖

无影响; RPMI 1640培养基购于Gibco公司; PI、
RNase、MTT购于Sigma公司; caspase-3和Livin
单克隆抗体购于Santa Cruz公司.
1.2 方法 
1.2.1 MTT法检测细胞增殖抑制率: 取处于对数

生长期的细胞, 常规消化制成单细胞悬液, 调
整密度为3×104/mL, 接种于96孔培养板中, 每
孔180 μL, 实验组加用10、20、40、80、160 
nmol/L的蟾蜍毒素, 对照组加入RPMI 1640培养

基, 继续培养24、48、72 h, 终止培养前4 h每孔

加入MTT液20 μL, 到预定时间后加DMSO液200 
μL, 振荡后酶联免疫检测仪570 nm处测定各孔

吸光度值. 按细胞增殖抑制率计算公式计算细

胞增殖抑制率, 计算药物抑制细胞增殖50%的浓

度(IC50), 每组实验重复3次. 细胞增殖抑制率(%) 
= 1-(实验组平均A值/对照组平均A值)×100%.
1.2.2 瑞氏-吉姆萨染色: 用10-80 nmol/L蟾蜍毒

素处理细胞24 h, 收集处理组及对照组细胞, 使
用离心甩片机, 离心频率2 500 r/min离心3 min制
成细胞涂片, 用瑞氏-吉姆萨染液染色, 光学显微

镜下观察细胞形态变化. 
1.2.3 流式细胞术分析细胞周期及凋亡百分率: 
分别收集对照组及处理组细胞, 离心频率1 000 
r/min离心5 min, 冷PBS洗涤, 加入1 mL 70%的

冷乙醇4 ℃过夜, P B S再次离心、洗涤, 加入

RNase(10 mg/L)37 ℃孵育30 min后, 加入终浓度

为10 g/L的PI, 避光反应30 min后进行流式细胞

仪测定, 采用Cell Quest进行细胞各期的百分比

分析, 判定凋亡细胞百分率. 
1.2.4 Western blot法检测蛋白的表达: 将对照

组和处理组的细胞加RIPA裂解液在冰上裂解

30 min, 12 000 r/min离心30 min, 取上清, 采用

L o w r y法进行蛋白定量. 与3×样品缓冲液混

合后, 煮沸5 min. 取50 μg蛋白样品在15%的

SDS-聚丙烯凝胶中电泳约3 h, 然后转印至硝

酸纤维素膜上2 h. 用5%脱脂奶粉封闭1 h, 按预

染Marker标记的分子量剪裁转印膜, 分别加入

Livin抗体(1∶200)、caspase-3(1∶1 000)抗体

及β-actin抗体(1∶1 000), 过夜. TTBS洗4次后

加入辣根过氧化物酶标记的二抗(1∶800)作用

30 min, ECL法显色后GIS凝胶图像分析系统拍

照并分析处理.
统计学处理 所有数据均为3次独立实验结

果, 以mean±SD表示, 应用SPSS16.0软件进行t
检验, 以P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 不同浓度蟾蜍毒素对胃癌MGC803细胞的抑

制作用 蟾蜍毒素对MGC803增殖有抑制作用, 
抑制作用随着药物浓度和作用时间增加而增强, 
呈时间-剂量依赖方式, 24、48、72 h的IC50分别

为105.25、47.92、16.52 nmol/L, 不同浓度、不

同时间点之间抑制率比较, 差异有统计学意义

(P <0.01, 表1, 图1). 
2.2 蟾蜍毒素作用MGC803细胞后的形态学变化 
用20 nmol/L蟾蜍毒素作用细胞24 h后, 瑞氏-吉姆

■创新盘点
通过应用不同浓
度蟾蜍毒素作用
胃癌MGC803细
胞 ,  发 现 蟾 蜍 毒
素 以 时 间 剂 量
依 赖 方 式 抑 制
MGC803细胞增
殖, 20 nmol/L时引
起细胞周期阻滞, 
>20 nmol/L时诱
导细胞凋亡, 同时
检测到caspase-3
蛋白激活及Livin
蛋白下调.
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萨染色, 光镜下观察到有明显的M期阻滞, 表现

为细胞出现双核及停滞于分裂中期; 40 nmol/L蟾
蜍毒素作用细胞24 h, 观察到染色质固缩、胞核

碎裂及凋亡小体等典型的凋亡形态(图2). 
2.3 蟾蜍毒素诱导MGC803细胞周期阻滞及凋亡 
10-80 nmol/L蟾蜍毒素分别作用细胞24 h后, 流
式细胞术检测显示20 nmol/L组G2/M期细胞百分

比为37.81%±3.28%, 无明显凋亡; 80 nmol/L组
形成凋亡峰, 亚二倍体细胞百分比为20.83%±

2.72%, 无明显G2/M周期阻滞(图3, 表2). 
2.4 蟾蜍毒素对凋亡蛋白caspase-3、Livin蛋白

的影响 20、40、80 nmol/L蟾蜍毒素作用24 h
后, Western blot显示Livin蛋白表达分别下调到

对照组的73.29±6.23%, 60.10±7.84%和34.70±
5.76%(图4), 20 nmol/L及40 nmol/L组可检测到

非活化caspase-3蛋白表达, 而80 nmol/L组可检

测到剪切型caspase-3蛋白表达(图5).

3  讨论

蟾蜍毒素是从传统中药蟾酥中提取的蟾毒配

基之一 ,  国内外研究证明蟾蜍毒素可以抑制

K562、U937和HL-60等白血病细胞[9-12]以及肝

癌、卵巢癌、肺癌等实体瘤细胞[13-15]增殖并诱

导其周期阻滞和凋亡, 但尚无蟾蜍毒素诱导胃

癌细胞凋亡中与Livin-caspase-3凋亡途径相关的

基础研究[16,17]. 本研究采用蟾蜍毒素作用于胃癌

MGC803细胞, 发现蟾蜍毒素可抑制细胞增殖, 
呈时间剂量依赖效应. 20 nmol/L蟾蜍毒素作用

表  1  蟾蜍毒素对MGC803细胞增殖的抑制作用 (A 570, mean±SD, n  = 3)

     
分组        24 h         48 h 72 h

对照组 1.022±0.043 1.033±0.029 1.116±0.034

蟾蜍毒素组(nmol/L)

    10 0.721±0.036b 0.722±0.019b 0.633±0.031b

    20 0.662±0.020b 0.670±0.015b 0.501±0.027b

    40 0.606±0.045b 0.564±0.026b 0.452±0.036b

    80 0.561±0.025b 0.440±0.084b 0.297±0.025b

    160 0.452±0.049b 0.321±0.036b 0.175±0.053b

bP<0.01 vs  对照组.
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图  1  细胞增殖抑制曲线.
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图  2  蟾蜍毒素作用MGC803细胞形态学的影响(瑞氏-吉
姆萨染色×200). A: 对照组; B: 20 nmol/L蟾蜍毒素组; C: 40 

nmol/L蟾蜍毒素组.

■应用要点
蟾蜍毒素发挥效
用的浓度低于其
他抗癌药物如顺
铂、维甲酸, 具有
潜在的临床应用
价值, 有望开发为
新的抗肿瘤药物.
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细胞24 h, 可见G2/M细胞比例上升, 提示细胞周

期阻滞, 当浓度>20 nmol/L时, 可直接诱导细胞

凋亡, 形态学表现为染色质固缩、胞核碎裂及

凋亡小体等典型的凋亡形态. 
目前认为细胞凋亡发生机制最关键之一

是c a s p a s e家族蛋白酶的激活 [18,19], 而活化的

caspase-8, 9, 12均可激活caspase-3. caspase-3和
caspase-7通过破坏细胞核纤层, 直接导致细胞结

构的破坏最终导致细胞凋亡, caspase-3在细胞凋

亡过程中起着非常关键的作用, 被认为是凋亡

的执行者[20,21]. 多项研究显示, 胃癌患者组织中

caspase-3表达较正常人明显下降, 提示胃癌的发

病与caspase-3的表达异常有关[22-24]. 本实验结果

显示, 80 nmol/L蟾蜍毒素作用MGC803细胞24 h 
可检测到caspase-3 17 000 Da活化亚基, 证实蟾

蜍毒素在诱导MGC803细胞凋亡过程中, 裂解活

化caspase-3, 提示蟾蜍毒素可通过caspase-3依赖

的方式诱导细胞凋亡. 
Livin是新发现的凋亡蛋白抑制因子家族的

新成员之一[25], Livin BIR结构域为一个新型的锌

指结构, 他是与caspase蛋白的结合部位, 可阻止

caspase蛋白在细胞凋亡时执行蛋白切除功能, 从
而抑制下游caspase-3的活性, 具有拮抗凋亡的作

用[26,27], 且Livin已作为判断胃癌恶性程度与预后

的标志, 可能成为胃癌治疗的新靶点[28,29]. 在本

实验中, 蟾蜍毒素作用细胞24 h后, 随着药物浓

度的增加, Livin蛋白的表达分别下调至作用前的

73.29%、60.10%及34.70%, 结合检测到caspase-3
蛋白的逐渐活化推定蟾蜍毒素通过下调凋亡抑

制蛋白Livin的表达, 解除了凋亡抑制因子对cas-
pase-3的抑制, 使caspase-3蛋白裂解活化, 凋亡率

随之增加, 这与学者Liu等[30]的研究结果是类似

的. 以上实验结果表明, 一定浓度的蟾蜍毒素在

体外对MGC803细胞有显著的生长抑制作用, 下
调凋亡抑制蛋白Livin及活化caspase-3是其诱导

细胞凋亡机制之一, 上述结果为蟾蜍毒素进一步

的实验研究提供了一定的理论依据, 但本实验没

有对蟾蜍毒素诱导细胞凋亡的更深层次机制以

及体内实验是否有类似结论等进行研究, 这有待

今后进一步的研究来不断完善. 
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表  2  不同浓度蟾蜍毒素作用MGC803细胞24 h后细胞
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细胞

对照组
              蟾蜍毒素(nmol/L)

周期     10    20    80
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G0/G1 58.14 42.92 13.32 23.22

S   7.87 19.32 15.43 16.67

G2/M 20.66 20.83 37.81b 24.52
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图  3  流式细胞术检测蟾蜍毒素对MGC803细胞周期分布的影响. A: 对照组; B: 10 nmol/L蟾蜍毒素组; C: 20 nmol/L蟾蜍毒

素组; D: 80 nmol/L蟾蜍毒素组.

图  4  不同浓度蟾蜍毒素对Livin表达影响. 1: 对照组; 2: 20 

nmol/L蟾蜍毒素组; 3: 40 nmol/L蟾蜍毒素组; 4: 80 nmol/L

蟾蜍毒素组.
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图  5  不同浓度蟾蜍毒素对caspase-3表达影响. 1: 对照

组; 2: 20 nmol/L蟾蜍毒素组; 3: 40 nmol/L蟾蜍毒素组; 4: 80 

nmol/L蟾蜍毒素组.
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