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　　［摘要］　背景与目的：宫颈癌仍然是妇科肿瘤致死病因的第二位，部分原因为化疗耐药。蟾蜍灵是传统

中药蟾酥的成分之一，目前在国内广泛应用于肿瘤的治疗中。该研究旨在探讨蟾蜍灵对宫颈癌细胞ME180和

C33A的增殖抑制作用及相关机制。方法：采用CCK8(cell counting kit-8)法检测蟾蜍灵对宫颈癌细胞增殖的抑制

作用，采用葡萄糖检测分析试剂盒(glucose assay kit)进行细胞内糖代谢检测分析，采用实时荧光定量聚合酶链

反应(quantitative real-time polymerase chain reaction，qRT-PCR)检测细胞内葡萄糖转运蛋白1(glucose transporter 
1，GLUT1)和己糖激酶2(hexokinase 2，HK2)的mRNA的表达水平，采用蛋白［质］印迹法(Western blot)检测

原癌基因C-MYC和缺氧诱导因子1α(Hif-1α)表达的变化。结果：CCK8法结果显示，蟾蜍灵能明显抑制宫颈癌

细胞ME180和C33A细胞增殖(P=0.027，P=0.018)。糖代谢检测结果显示，蟾蜍灵处理组葡萄糖代谢水平显著降

低(P=0.034，P=0.036)。qRT-PCR检测结果显示，蟾蜍灵处理组糖代谢相关指标GLUT1(P=0.019，P=0.016)和
HK2(P=0.039，P=0.041)的表达水平明显下调。Western blot检测结果显示，蟾蜍灵处理后宫颈癌细胞内C-MYC
和Hif-1α蛋白表达水平显著下调。结论：蟾蜍灵可以通过降低宫颈癌细胞ME180和C33A糖代谢水平，从而抑制

细胞增殖。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Cervical cancer remains the second leading cause of death in 
gynecologic malignancies partially because of resistance to chemotherapy. Bufalin, a component of the traditional 
Chinese medicine Chansu, has been widely used in cancer treatment in China. This study aimed to investigate the 
effects of bufalin on inhibiting the proliferation of ME180 and C33A and explore its possible mechanism. Methods: 
The cytostatic effects of bufalin on ME180 and C33A cells were evaluated by CCK8 assay (cell counting kit-8). 
Glucose levels in ME180 and C33A cells were measured using glucose assay kit. Then the alterations of GLUT1 
(glucose transporter 1) and HK2 (hexokinase 2) gene expression were detected by quantitative real-time polymerase 
chain reaction (qRT-PCR). The expressions of proto-oncogene C-MYC and HIF1α (hypoxia-inducible factor 1α) 
were determined by Western blot. Results: According to the results of CCK-8, bufalin can significantly inhibit the 
proliferation of carcinoma cells ME180 and C33A (P=0.027, P=0.018). Test on glycometabolism indicated that 
glucose uptake in cells treated with bufalin decreased (P=0.034, P=0.036). Results from real-time PCR showed that 
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　　2008年全球有28.7万例患者死于宫颈癌，

据估计，2030年死于宫颈癌的患者将升至41 
万［1］。临床上复发或远处转移的宫颈癌患者，

难以进行再次手术或放疗，常规的治疗方法为

化疗，而化疗耐药和化疗药物不良反应不能耐

受仍然是比较严峻的问题［2］。因此，寻找新

的治疗药物迫在眉睫。不同于正常细胞，肿瘤

细胞主要通过有氧糖酵解获得能量［3-4］。糖酵

解途径(glycolytic pathway)能够快速产生ATP，

有效地为细胞增殖、侵袭转移提供能量［5］。

Hanahan等［3］认为，这种特殊的糖代谢方式能

够使肿瘤细胞与正常细胞在竞争能量时占据优

势地位。近年来，不少研究表明抑制肿瘤细胞

糖代谢，不仅能导致肿瘤细胞能量耗竭，而且

阻碍其合成快速增殖所需的物质，最终达到抑

制肿瘤细胞增殖的目的［6］。Knouzy等［7］研究

发现，异环磷酰胺的代谢产物氯乙醛可以体外

抑制乳腺癌细胞MCF-7的糖代谢，进而抑制其

增殖。蟾蜍灵是传统中药蟾酥的主要活性成分

之一，具有良好的抗肿瘤作用［8-10］，并且，

相对于传统的化疗药物，蟾蜍灵的不良反应较 

小［11］。目前研究发现，蟾蜍灵对肿瘤具有抑制

细胞Na+-K+-ATP酶、阻滞细胞周期、促进细胞

凋亡、诱导细胞分化等功能，而这些功能与细胞

的代谢密切相关，而蟾蜍灵对肿瘤细胞糖代谢的

影响鲜见报道。因此本研究从代谢的角度，应用

蟾蜍灵作用于宫颈癌细胞ME180和C33A，分析

蟾蜍灵对宫颈癌细胞糖代谢的影响，探讨蟾蜍灵

抑制宫颈癌细胞增殖的可能机制。

1　材料和方法

1.1　主要试剂

　　人宫颈癌细胞系ME180和C33A购自美国

ATCC(American type culture collection)公司。

the expression of glycometabolism related indicators GLUT1 (P=0.019) and HK2 (P=0.016) levels were significantly 
down-regulated in bufalin treated group. Western blot showed that the expression of C-MYC and HIF1αin cells with 
bufalin treatment was down-regulated markedly. Conclusion: Bufalin can inhibit the proliferation of the cervical 
carcinoma cells ME180 and C33A through inhibition of their glucose metabolism.
  　［Key words］ Bufalin; Cervical neoplasm; Cellular proliferation; Glucose metabolism

高糖DMEM培 养 基 、0.25% Trypsin-EDTA、

1×PBS购自美国Hyclone公司。胎牛血清(fetal 
bovine serum，FBS)购自美国Gibco公司。蟾

蜍灵购自美国Sigma-Aldrich公司。CCK8(cell 
counting kit-8 )购自日本Dojindo Molecular 
Technologies公司。葡萄糖检测分析试剂盒

(glucose assay kit)购自美国Biovision公司。内参

引物GAPDH及引物GLUT1、HK2由上海生物工

程技术有限公司合成，引物序列见表1。Real-
time PCR所用试剂均购自日本TaKaRa公司。蛋

白［质］印迹法(Western blot)所用抗体均购自中

国Protein Tech生物公司。
表 1　目的基因的引物序列

Tab. 1    Primers sequence of target genes

Target gene Primers sequence

GAPDH
F:5’-GGCCTCCAAGGAGTAAGACC-3’

R:5’-CAAGGGGTCTACATGGCAAC-3’

GLUT1
F:5’-CTTTGTGGCCTTCTTTGAAGT-3’

R:5’-CCACACAGTTGCTCCACAT-3’

HK2
F:5’-GTTGTCCGTAACATTCTCATCGA-3’

R:5’-CTGTCTTGAGCCGCTCTGAGAT-3’

1.2　细胞培养

　　各种细胞均按照ATCC提供的标准方案进行

培养，具体为用含有10% FBS，1%青-链霉素的

DMEM培养基进行培养，各细胞均在37 ℃、CO2

体积分数为5%的培养箱中培养，应用0.25%胰

蛋白酶消化传代。实验所用细胞均为处于对数

生长期细胞。 

1.3　CCK8细胞增殖实验

　　采用0.025、0.05、0.1和0.2 μmol/L的蟾蜍

灵处理宫颈癌细胞ME180和C33A 48 h后检测其

增殖抑制情况，结果发现，低于0.1 μmol/L的

蟾蜍灵对宫颈癌细胞抑制作用不明显，而高于

0.1 μmol/L的蟾蜍灵对宫颈癌细胞毒性过大，均
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不利于后续实验检测。因此选用0.1 μmol/L的蟾

蜍灵进行后续实验。0.1 μmol/L的蟾蜍灵处理

宫颈癌细胞ME180和C33A 48 h后，计数稀释至 

104个/mL，接种于96孔板中，每孔加入100 μL细

胞悬液即1 000个活细胞，同时接种相同数量未

处理的宫颈癌细胞作为对照组。设3个复孔，并

设置空白对照。置于培养箱中培养，每隔24 h在

450 nm测定吸光度(D)值。以上实验重复3次。绘

制细胞增殖曲线。 

1.4　葡萄糖代谢检测

　　采用特制葡萄糖代谢检测专用96孔板，每

孔70 μL培养基，每孔种细胞数3×104个，置于

37 ℃、CO2体积分数为5%的细胞培养箱过夜，

按照glucose assay kit说明书检测葡萄糖含量，计

算分析细胞的糖摄取水平。

1.5　实时荧光定量聚合酶链反应(quantitative 

real-time polymerase chain reaction，qRT-

PCR)检测

　　反应液配制按照日本TaKaRa公司SYBR 

Premix Ex TaqTM Ⅱ说明书进行操作(GAPDH作为

内参)。反应条件：95 ℃预变性30 s；95 ℃变性

5 s，58 ℃退火30 s，40个循环。数据分析采用

2-△△Ct法，所有qRT-PCR实验重复3次，每次设

置3个复孔。 

1.6　Western blot检测

　　同时收集0.1 μmol/L蟾蜍灵处理48 h以及对

照组细胞沉淀，加入裂解液及蛋白酶抑制剂裂

解细胞，抽提蛋白定量3 μg/μL后上样于SDS-

PAGE中电泳，电泳结束后将蛋白恒压湿转至 

0.2 μm PVDF膜上，8%的脱脂牛奶封闭1h，一抗

4 ℃温育过夜，TBST洗膜3次，加入二抗室温温

育2 h，TBST洗膜3次后化学发光法进行目的蛋

白条带显色。

1.7　统计学处理

　　所有实验均重复3次以上。采用SPSS 19.0

统计软件进行统计学分析，所有数据均以x±s
表示。计量资料的比较采用方差分析和t检验。

P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　蟾蜍灵对宫颈癌细胞增殖的影响

　　CCK8检测结果显示，蟾蜍灵处理组宫颈癌

细胞ME180和C33A的增殖明显受到抑制，差异

有统计学意义(图1，P<0.05)。以上结果表明，

0.1 μmol/L的蟾蜍灵能够明显抑制宫颈癌细胞

ME180和C33A的增殖。

2.2　蟾蜍灵对宫颈癌细胞糖代谢水平的影响

　　检测蟾蜍灵处理前后宫颈癌细胞ME180和

C33A葡萄糖摄取的情况。结果显示，与对照组

相比，处理组的宫颈癌细胞葡萄糖摄取水平明

显降低，差异具有统计学意义(图2，P<0.05)。

上述结果表明，蟾蜍灵可能通过降低宫颈癌细

胞ME180和C33A的糖代谢水平，从而抑制宫

颈癌细胞的增殖。为进一步研究蟾蜍灵调节宫

图 1　蟾蜍灵可抑制宫颈癌细胞ME180(A)和C33A(B)增殖

Fig. 1    Bufalin can inhibit the proliferation of cervical carcinoma cells ME180(A) and C33A(B)
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颈癌细胞糖代谢的机制，采用qRT-PCR法对葡

萄糖转运体GLUT1和己糖激酶HK2进行检测。

结果显示，与对照组相比，蟾蜍灵处理组的

GLUT1和HK2表达水平明显下调，差异具有统

计学意义(图3，P<0.05)。

图 2　蟾蜍灵可降低宫颈癌细胞葡萄糖摄取水平

Fig. 2    Bufalin can decrease glucose uptake in cervical

 carcinoma cells

图 4　蟾蜍灵可抑制C-MYC和HIF1α蛋白表达

Fig. 4    Expression of C - MYC and HIF1α was down-regulated with bufalin treatment

2.3　C-MYC和HIF1α可能是蟾蜍灵潜在的作

用靶点

　　采用Western blot检测对照组和蟾蜍灵处理

组细胞的C-MYC和HIF1α蛋白表达水平，结果

表明，与对照组相比，蟾蜍灵处理组细胞内

C-MYC和HIF1α蛋白表达水平明显降低(图4)。

图 3　糖代谢相关基因GLUT1和HK2的表达

Fig. 3    Expression of glucose metabolism-related genes GLUT1 

and HK2

3　讨　　论

　　蟾蜍灵对肿瘤细胞的增殖抑制作用在肝

癌、肺癌、乳腺癌、胃癌、卵巢癌及白血病等

多种肿瘤中均有报道，主要通过阻滞细胞周 

期 ［ 1 5 - 1 6 ］、 干 扰 或 激 活 M R P K s 家 族 主 要 通 

路［17］、下调TS蛋白、降低拓扑异构酶Ⅱ水平

及活性等机制抑制肿瘤细胞增殖［18］。本研究

中首次发现蟾蜍灵可以通过抑制宫颈癌细胞糖

代谢从而抑制细胞增殖。

　　肿瘤细胞中异常高表达的C-MYC和HIF1α
在糖酵解中起到至关重要的作用［19］。目前研

究发现，C-MYC和HIF1α是主要的促进糖酵解

的转录因子［12-14］。C-MYC能够通过上调GLUT1

等葡萄糖转运体的表达，促进肿瘤细胞主动

摄取葡萄糖［20］。Liu等［21］研究发现，应用

GLUT1的抑制剂WZB117在体内外均可以明显

抑制肺癌和乳腺癌细胞增殖。既往一些临床前

期研究表明，抑制HIF1α活性对肿瘤的生长抑

制有显著效果［22］。HIF1α可调控一系列靶基因

如葡萄糖转运因子GLUT1、GLUT3，糖酵解酶

LDHA、HK等的转录，与肿瘤糖代谢及增殖密

切相关［23］。C-MYC和HIF1α两者可协同激活

HK2，而HK2可通过磷酸化将细胞内的葡萄糖

转化为葡萄糖-6-磷酸，后者不是葡萄糖转运体

的底物，因而使葡萄糖在肿瘤细胞内的保留增

加，进而促进Warburg效应［20, 24］。

　　在本研究中，CCK8法结果显示，蟾蜍灵能

够明显抑制宫颈癌细胞ME180和C33A增殖；糖
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代谢检测发现，经蟾蜍灵处理后，宫颈癌细胞

的葡萄糖摄取水平明显降低；而qRT-PCR结果

显示，分别与细胞主动摄取葡萄糖以及增加葡

萄糖保留直接相关的GLUT1和HK2表达水平，

蟾蜍灵处理组明显低于对照组；Western blot结

果表明，蟾蜍灵能够降低细胞内糖酵解的主要

转录因子C-MYC和HIF1α的表达水平，进而影

响下游与糖酵解相关的葡萄糖转运蛋白以及关

键酶的表达或激活。糖酵解的抑制使得细胞快

速增殖所需的能量不足和物质合成受阻，最终

达到抑制宫颈癌细胞增殖的目的。

　　综上所述，本研究发现蟾蜍灵能够抑制宫

颈癌细胞ME180和C33A增殖，其机制可能是通

过下调转录因子C-MYC和HIF1α的表达，降低

葡萄糖转运体GLUT1表达和己糖激酶HK2的激

活，进而降低了细胞的糖酵解水平，最终达到

抑制其增殖的目的，蟾蜍灵是否在体内研究中

也有类似的作用，还需进一步研究探索。 
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