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摘要: 目的: 探讨斑蝥酸钠注射液对人肺腺癌细胞 A549 侵袭与转移的影响及其作用机制。方法: 分别用 0． 312 5 mg·L －1、
0． 625 mg·L －1、1． 25 mg·L －1、2． 5 mg·L －1、5 mg·L －1的斑蝥酸钠注射液处理 A549 细胞，MTT 法检测斑蝥酸钠注射液

对 A549 细胞增殖的影响，并计算半数抑制浓度( half maximal inhibitory concentration，IC50) ; 根据 MTT 结果，在后续实验

中，将细胞分为对照组( control)、斑蝥酸钠注射液低剂量组、斑蝥酸钠注射液高剂量组及顺铂组( DDP) ，通过细胞划痕实

验检测斑蝥酸钠注射液对 A549 细胞侵袭与转移能力的影响; Western Blot 检测斑蝥酸钠注射液对 A549 细胞磷脂酰肌醇

3 激酶 /蛋白激酶 B /哺乳动物雷帕霉素靶蛋白( phosphatidylinositol 3 kinases /protein kinase B /mammalian target of rapamy-
cin，PI3K /AKT /mTOＲ) 通路相关蛋白表达的影响。结果: 斑蝥酸钠注射液显著提高 A549 细胞的增殖抑制率( P ＜ 0． 05) ，

且呈浓度及时间依赖性; 与 control 组比较，不同剂量的斑蝥酸钠注射液能显著降低 A549 细胞的迁移率及 PI3K、AKT、
mTOＲ、P70 S6 和 VEGF － C 的蛋白表达水平，且呈浓度依赖性。结论: 斑蝥酸钠注射液能显著抑制肺癌 A549 细胞的增殖

和迁移，作用机制可能与其抑制 PI3K /AKT /mTOＲ 通路及血管生成有关。
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Abstract: Objective: To investigate the effect of sodium cantharidate injection on the invasion and metastasis of human adenocarci-
noma cancer cell A549 and its mechanism． Methods: Lung cancer A549 cells were treated with sodium cantharidate injection of
0. 312 5 mg·L －1，0． 625 mg·L －1，1． 25 mg·L －1，2． 5 mg·L －1 and 5 mg·L －1 respectively． The effect of sodium cantharidate
injection on the proliferation of lung cancer A549 cells was detected by MTT method，and the half maximal inhibitory concentration
( IC50) was calculated; according to the MTT results，in the follow-up experiment，the cells were divided into control group，low-
dose group，high-dose group and cisplatin ( DDP) group． The effect of sodium cantharidate injection on the invasion and metastasis
of lung cancer A549 cells was detected by cell scratch test; the effect of sodium cantharidate injection on the expression of phos-
phatidylinositol 3 kinases /protein kinase B /mammalian target of rapamycin PI3K /AKT /mTOＲ) pathway related proteins in lung
cancer A549 cells was detected by Western Blot． Ｒesults: Sodium cantharidate injection significantly increased the cell proliferation
inhibition rate of A549 cells ( P ＜ 0． 05) in a concentration and time-dependent manner; compared with the control group，different
doses of sodium cantharidate injection could significantly reduce the migration rate of A549 cells and the protein expression of
PI3K，AKT，mTOＲ，P70S6 and VEGF-C in a concentration dependent manner． Conclusion: Sodium cantharidate injection can sig-
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nificantly inhibit the proliferation and migration of lung adenocarcinoma A549 cells，and its mechanism may be related to its inhibi-
tion of the activation of PI3K /AKT /mTOＲ pathway and angiogenesis．
Key words: sodium cantharidate; lung adenocarcinoma; cell migration; PI3K /AKT /mTOＲ pathway; angiogenesis

肺癌是临床常见的恶性肿瘤，在我国发病率与

死亡率均居所有癌症首位［1］。早期肺癌多采用手

术治疗的方式，但肺癌的高转移性与高侵袭性使得

多数患者发现时已是中晚期［2 － 3］。因此，肺癌的治

疗多采用手术为主，化疗联合中医药治疗的综合治

疗方案［4］。
中医认为，肺癌为本虚标实之证，临床治疗肺癌

在扶正的基础上，多与“清热解毒”“化痰散结”以及

“活血化瘀”等祛邪法相结合［4］。斑蝥味辛，性热，

具有破血逐瘀、散结消瘸、攻毒蚀疮的功效，斑蝥素

是其主要成分，具有很强的抗癌作用，但同时具有较

强的毒副反应。运用现代工艺提取得到的斑蝥酸钠

既保留了斑蝥素的抗癌作用，也使其毒性大大降

低［5］。以斑蝥酸钠为主要成分的斑蝥酸钠注射液

作为肺癌的辅助化疗药物，较广泛应用于临床［6］，

但对于肺癌的具体作用机制尚未明确。
磷脂酰肌醇 3 激酶 /蛋白激酶 B /哺乳动物雷帕

霉素靶蛋白( phosphatidylinositol 3 kinases /protein ki-
nase B /mammalian target of rapamycin，PI3K /AKT /
mTOＲ) 信号通路在肿瘤的发生发展中起重要作用，

能够调节肿瘤细胞的生长、增殖，影响肿瘤细胞的血

管生成及侵袭与转移能力［7］。本研究探究了斑蝥

酸钠注射液干预下肺腺癌 A549 细胞增殖、侵袭与

转移能力的变化，并初步探讨对 PI3K /AKT /m TOＲ
信号通路蛋白表达的影响，为斑蝥酸钠对肺癌相关

疾病的作用机制研究提供参考。

1 材料

1． 1 细胞株 人肺腺癌 A549 细胞，由中国科学院

上海细胞库提供，于 37 ℃、5% CO2 的条件下，采用

1640 完全培养基培养。
1． 2 药物与试剂 顺铂( cisplatin，DDP) 注射液( 江

苏豪森制药有限公司，国药准字: H20040813) ; 斑蝥

酸钠注射液 ( 贵州金桥药业有限公司，国药准字:

H52020601) 。MTT 粉末、胰蛋白酶 ( 美国 Sigma 公

司，批号: M2003、J170013 ) ; 1640 培养基 ( 美国 Hy-
clone 公司，批号: SH30809． 01 ) ; 胎牛血清( fetal bo-
vine serum，FBS，美国 Gibco 公司，批号: 10437028) ;

细胞裂解缓冲液、BCA 蛋白浓度测定试剂盒 ( 中国

碧云 天 公 司，批 号: P0013、P0010 ) ; PI3K、AKT、

mTOＲ、P70 S6、GAPDH 抗体( 美国 Cell Signaling Te-
chology 公司，批号: 4249、4691、2983、2708、5174 ) ;

VEGF － C 抗 体 ( 美 国 Abcam 公 司，批 号:

ab191274) ; HＲP 标记的羊抗兔免疫球蛋白 ( Ig) G
( 华安生物公司，批号: G170628 ) ; ECL 化学发光试

剂盒( 美国 Bio － Ｒad 公司，批号: 1705062) 。
1． 3 仪 器 Heracell 150i 型 恒 温 培 养 箱 ( 美 国

Thermo Fisher Scientific 公司) ; 1X71 型倒置荧光显

微 镜 ( 日 本 Olympus 公 司 ) ; Universal HoodⅡ型

SDS － PAGE 凝胶成像分析仪、721BＲ08904 型蛋白

电泳槽 ( 美国 Bio － Ｒad 公司) ; Enspire 型多功能酶

标仪( 美国 Perkinelmer 公司) 。

2 方法

2． 1 MTT 实验 取对数生长期的 A549 细胞，用

胰蛋 白 酶 消 化 后，将 细 胞 悬 液 浓 度 调 整 为 5 ×
104 mL －1。96 孔板中每孔加入 100 μL 细胞悬液，并

分 别 加 入 含 0 mg · L －1、0． 312 5 mg · L －1、
0． 625 mg·L －1、1． 25 mg· L －1、2． 5 mg · L －1、
5 mg·L －1 蝥 酸 钠 注 射 液 的 10% FBS 培 养 基

100 μL，设 5 个平行孔，处理 24 h、48 h、72 h 后，弃

去上清，每孔加入 20 μL MTT 溶液，4 h 后吸除上清

液，加入 150 μL DMSO，低速震荡 10 min，酶标仪检

测 490 nm 波长处的吸光度值，计算肿瘤细胞增殖抑

制率。
肿瘤细胞增殖抑制率 = ( 1 － 药物组 OD 值 /对

照组 OD 值) × 100%
2． 2 细胞划痕实验 取对数生长期 A549 细胞接

种于 6 孔板，每孔约 5 × 104 个细胞，待细胞铺满后

沿中线划出 2 mm 左右划痕，PBS 清洗 3 次，加入无

血清培养基，设空白对照组( control) 、斑蝥酸钠注射

液低剂量组( 0． 4 mg·L －1 ) 、斑蝥酸钠注射液高剂

量组( 1 mg·L －1 ) 、顺铂组( DDP，2 mg·L －1 ) ，置入

培养箱，24 h 后记录各孔划痕的距离。
2． 3 Western blot 实验 A549 细胞分组同 2． 2，孵

育 24 小 时 后，用 细 胞 裂 解 缓 冲 液 在 冰 上 提 取

30 min，用 BCA 蛋白定量试剂盒进行蛋白定量。取

25 ng 待测样品进行 10% SDS － PAGE 电泳分离，

然后转移到 PVDF 膜。用 5% 脱脂奶粉封闭 2 h，一

抗( 1∶1 000) 孵育过夜，二抗( 1∶2 000 ) 孵育 2 h，
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应用凝胶成像系统扫描各蛋白条带灰度值，以待测

蛋白和内参蛋白的灰度值比值作为待测蛋白的相对

表达量。
2． 4 统计学分析 采用 SPSS 19． 0 统计软件分析，

计量数据以均数 ± 标准差( 珋x ± s) 表示，组间比较用

单因素方差分析，P ＜ 0． 05 表示差异有统计学意义。

3 结果

3． 1 斑蝥酸钠注射液对 A549 细胞增殖的影响

MTT 法检测不同浓度斑蝥酸钠注射液对 A549 细胞

增殖能力的影响。药物干预 24 h、48 h、72 h 后，斑

蝥酸钠注射液能够明显抑制 A549 细胞的增殖( P ＜
0． 05，P ＜ 0． 01 ) ，且具有浓度与时间依赖性。见图

1。后续实验选取 24 h 为药物干预时间，计算斑蝥

酸钠注射液干预 A549 细胞 24 h 后，其半数抑制浓

度 ( half maximal inhibition concentration，IC50 ) 为

1. 58 mg·L －1。

注: 与 0 mg·L －1组比较，* P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01

图 1 斑蝥酸钠注射液对 A549 细胞增殖的影响

3． 2 斑蝥酸钠注射液对 A549 细胞迁移能力的影

响 细胞划痕实验检测斑蝥酸钠注射液对 A549 细

胞迁移能力的影响。与对照组比较，经不同浓度斑

蝥酸钠注射液处理后，各孔细胞迁移率显著降低

( P ＜ 0． 05) ，提示斑蝥酸钠注射液能够抑制细胞迁

移，并呈浓度依赖性。见图 2。

注: 与对照组比较，* P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01

图 2 斑蝥酸钠注射液对 A549 细胞迁移能力的影响( ×200)

3． 3 斑蝥酸钠注射液对 A549 细胞 PI3K /AKT /
mTOＲ 通路蛋白表达的影响 为探讨斑蝥酸钠注

射液抑制 A549 细 胞 侵 袭 与 转 移 的 作 用 机 制，用

Western blot 检测 PI3K /AKT /mTOＲ 通路相关蛋白

的表达水平。与对照组比较，斑蝥酸钠注射液处理

后，PI3K、AKT、mTOＲ、P70 S6 及 VEGF － C 的蛋白

表达量显著降低( P ＜ 0． 05) 。表明斑蝥酸钠注射液

可能通过抑制 PI3K /AKT /mTOＲ 通路激活而抑制

A549 细胞的侵袭与转移。见图 3。

注: 与对照组比较，* P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01，＊＊＊P ＜ 0． 001

图 3 斑蝥酸钠注射液对 A549 细胞中 PI3K /AKT /mTOＲ 通路相关蛋白表达水平的影响
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4 讨论

恶性增殖和转移是恶性肿瘤的重要特点，在肿

瘤的发生发展中起到重要的作用，因此，抑制细胞增

殖与转移是治疗恶性肿瘤的重要策略之一［8］。斑

蝥是常用的抗肿瘤虫类中药，斑蝥酸钠是其主要成

分斑蝥素的小分子衍生物［9］。斑蝥酸钠注射液在

多种肿瘤治疗中均有良好效果［10 － 12］，在肺癌的治疗

中亦有应用。研究表明，斑蝥酸钠注射液联合化疗

治疗非小细胞肺癌，能够提高治疗的总有效率，且联

合组患者治疗后血清中 VEGF 水平明显低于常规化

疗组患者，而肿瘤坏死因子 － α( tumor necrosis factor －

α，TNF － α ) 和白细胞介素 － 12 ( interleukin － 12，

IL － 12) 水平明显高于常规化疗组患者［13］。

本研究 采 用 不 同 浓 度 斑 蝥 酸 钠 注 射 液 干 预

A549 细胞后，细胞增殖受到抑制，且与浓度和时间

呈现明显依赖性。划痕实验显示，细胞向中心迁移

的能力受抑制。这些结果均表明斑蝥酸钠注射液可

抑制 A549 细胞的增殖和迁移，具有明显的抗肿瘤

活性。

为进一步探讨斑蝥酸钠注射液抑制 A549 细胞

增殖与转移的分子机制，本文研究了斑蝥酸钠注射

液对 A549 细 胞 PI3K /AKT /mTOＲ 信 号 通 路 的 影

响。PI3K /AKT /mTOＲ 信号通路在肿瘤研究中起重

要作用［14］，该通路的异常激活能够抑制肿瘤的凋亡

与自噬［15 － 16］，促进肿瘤的增殖与转移［17］，影响肿瘤

微环境［18］ 等。而大约 90% 的非小细胞肺癌细胞

株，包括 A549 细胞，均存在 PI3K /AKT /mTOＲ 通路

的激活［19］，其中，PI3K 的亚单位 p85a 和 p115a 均呈

现过表达的现象，而 PI3K 下游的信号因子 AKT 也

因此呈现活化状态，活化的 AKT 能够促进糖原合成

酶 激 酶 － 3β ( glycogen synthase kinase － 3β，

GSK －3β) 、叉头框蛋白 O ( forkhead box protein O，

FOXO) 转录因子、核转录因子 － κB( nuclear factor －

κB，NF － κB) 等多个基因的表达，从而促进细胞增

殖［20］。mTOＲ 作为 PI3K /AKT 的下游信号因子，因

PI3K /AKT 的激活而呈活化状态。研究表明，mTOＲ

能够参与调控上皮 － 间质转化( epithelial － mesen-
chymal transformation，EMT) ，调控血管内皮生长因

子，影响肿瘤免疫微环境等多种细胞进程，从而影响

肺癌细胞的增殖与迁移［21 － 23］。Western Blot 实验表

明，斑蝥 酸 钠 注 射 液 能 够 明 显 下 调 A549 细 胞 中

PI3K /AKT /mTOＲ 通路相关蛋白的表达。因此，斑

蝥酸钠注射液抑制 A549 细胞增殖与转移的作用机

制可能与抑制 PI3K /AKT /mTOＲ 通路激活有关。

同时，PI3K /AKT 可在基因水平上促进 VEGF

的合成［24］，VEGF － C 作为 VEGF 家族中的一员，能

够促进淋巴管内皮细胞的增殖及迁移，是诱导淋巴

管生成的重要指标［25］，且在肺癌中高表达，与肺癌

的增殖与转移密切相关［26］。已有研究表明，斑蝥酸

钠能够有效抑制胃癌、肝癌等恶性肿瘤中 VEGF － C

的表达［27 － 28］，但对于肺癌中 VEGF － C 表达的影响

鲜有报道。本研究表明，斑蝥酸钠注射液干预 A549

细胞后，VEGF － C 的表达亦被抑制，表明斑蝥酸钠

注射液抑制 A549 细胞增殖与转移可能的作用机制

还可能与抑制血管生成有关，但具体机制仍需进一

步探讨。

综上所述，斑蝥酸钠注射液能够抑制 A549 细

胞的侵袭与转移，其机制可能与抑制 PI3K /AKT /
mTOＲ 信号通路激活及血管生成有关。
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