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摘要 目的：探讨自主研发产物 --斑蝥素酸镁对人喉癌上皮细胞的增殖抑制活性是否好于临床抗癌药物斑蝥酸钠。方法：采用磺

酰罗丹明染色法（SRB法）、细胞集落形成实验分别考察斑蝥素酸镁和斑蝥酸钠对人喉癌上皮细胞 Hep-2的影响。结果：与斑蝥酸

钠相比，斑蝥素酸镁作用喉癌 Hep-2细胞的效果更加显著。其 IC50仅为 2.19 滋mol·L-1，远低于斑蝥酸钠的 IC50（15.75 滋mol·L-1）。

细胞集落形成实验显示，与斑蝥酸钠相比，斑蝥素酸镁明显阻止细胞集落的形成，最低有效浓度为 1.75 滋mol·L-1，远低于斑蝥酸钠

的最低有效浓度（3.50 滋mol·L-1）。结论：与斑蝥酸钠相比，斑蝥素酸镁对喉癌 Hep-2细胞具有更加显著的抑制效果，可进行更加深

入的研究。
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A Tentative Comparative of the Inhibitory Effects of Magnesium
Cantharidate and Sodium Cantharidate on Hep-2 Cells*

To discuss whether the self-developed magnesium cantharidate possesses better anti-proliferation activity in
Hep-2 cells linethan Sodium Cantharidate. The sulforhodamie B (SRB) assay and cell colony forming tests were employed to

detect the influence of Magnesium Cantharidate and Sodium Cantharidateon Hep-2 cells. Compared with Sodium Cantharidate,

Magnesium Cantharidate has higher inhibitory effects on the proliferation of Hep-2 cells. The IC50 of Magnesium Cantharidate and the

Sodium Cantharidate was 2.19, 15.75 滋mol·L-1, respectively. Cell clone forming experiments suggested that the cell colony was difficult

to form when the concentration of Magnesium Cantharidate and the Sodium Cantharidate were 1.75 and 3.50 滋mol·L-1.

Magnesium Cantharidate may have higher inhibitory effects on proliferation of Hep-2 cell than Sodium Cantharidate and has the

development potential in suppressing cancer.
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前言

斑蝥（Spanish fly），又名斑蚝、芫菁等，昆虫纲鞘翅目芫菁

科，主产于河南、江苏、安徽、广西、贵州、湖南等省区[1]。据相关

文献记载，芫菁科等昆虫体内存在一种活性物质，即斑蝥素

（Canthardin），可有效抑制原发性肝癌、喉癌等肿瘤细胞[2]。有相

关研究证实，结合斑蝥素与游离斑蝥素均存在于芫菁科等昆虫

体内，且结合斑蝥素作用效果更好[3-5]。本课题组的前期研究已

经自主研发出斑蝥素酸镁活性化合物，并证明其可有效抑制肝

癌细胞以及肺癌细胞的增殖[6-8]，但对喉癌细胞 Hep-2细胞的作

用效果未做考察。本文旨在以喉癌细胞 Hep-2 细胞为实验对

象，临床类药物斑蝥酸钠为实验对照，探讨其对喉癌细胞

Hep-2细胞的抑制效果。并完善其抗癌谱。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器
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人喉癌细胞 Hep-2细胞，遵义医学院医学与生物学研究中

心。斑蝥素酸镁、斑蝥酸钠由自制斑蝥素合成，其中斑蝥素酸镁

的制备方法课题组已获国家发明专利授权[8]。磺酰罗丹明，美国

Sigma公司；胎牛血清，RPMI-1640培养基，美国 Gibco公司；吉

姆萨染液，北京诺博莱德科技有限公司；其余试剂均为国产分

析纯。

全波长酶标仪、3131型 CO2培养箱、台式离心机，美国

Thermo公司；超净工作台，苏州安泰空气技术有限公司；显微

镜，日本 OLYMPUS公司。
1.2 实验方法
1.2.1 细胞培养 取适量培养液（含 10%血清）加入培养瓶，
37℃、5% CO2，静置培养。待长至瓶底面积 70-80%时，吸出培养

液，PBS轻轻冲洗三次。胰酶消化，传代继续培养。
1.2.2 磺酰罗丹明（sulforhodamine B，SRB)染色法 参照文献
[9]方法略有改动，取人喉癌细胞 Hep-2细胞（对数生长期），经胰

酶消化后稀释至 8× 103个 /mL的细胞悬液。平行接种于两块

板。分别作为实验板（T）以及对照板（T0）。静置 20 h，固定对照

板（T0），并 4℃保存；实验板（T）中加入含斑蝥素酸镁的培养液
100 滋L（终浓度分别为 4.37、3.50、2.62、1.75、0.87 滋mol·L-1）；以

及含斑蝥酸钠的培养液 100 滋L（终浓度分别为 17.5、14.0、
10.5、7.0、3.50 滋mol·L-1）；阴性对照孔加入培养液 100 滋L。每个

组设 5个重复。静置 48 h后，预冷的 TCA固定，4℃静置 1 h。

去离子水洗板，自然晾干。加入 0.4% SRB染料 100 滋L，室温静

置 10 min。0.1%醋酸洗板，自然晾干。加入 10 mmol·L-1缓冲

Tris液（pH 10.5），每孔 200 滋L，使其充分溶解。酶标仪检测 OD

值，调整波长为 530 nm，按照下列公式计算抑制率。

肿瘤细胞生长抑制率 =[1 - OD(T)-OD(T0)
OD(C)-OD(T0 ) ]× 100%

（T为实验组，T0为对照组，C为阴性对照组）

1.2.3 细胞集落形成实验[7] 对数细胞生长期细胞，胰蛋白酶消

化。制成约 150个 /mL的细胞悬液，接种于 6孔板。每孔为 2

mL细胞悬液。37℃、5% CO2静置 20 h。弃去培养液，加入含斑

蝥素酸镁培养液（终浓度分别为 4.37、3.50、2.62、1.75、0.87

滋mol·L-1）和含斑蝥酸钠培养液（终浓度分别为 17.5、14.0、
10.5、7.0、3.50 滋mol·L-1）。设阴性对照。实验组与对照组均设 3

个平行。培养 10天，期间定时观察集落形成情况。待集落形成，

取出培养板。PBS小心浸洗，室温晾干。甲醇固定细胞 15分钟。

吸出甲醇，室温晾干。配制 Giemsa染液，染色约 10分钟。小心

洗去染液，室温晾干。计算克隆形成率（%），如下公式。

克隆形成率（%）=（克隆数 /接种细胞数）× 100%
1.2.4 统计方法 分析采用 SPSS16.0分析软件，实验结果以 表

示，单因素方差分析进行组间比较，P＜ 0.05表示差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 斑蝥酸钠、斑蝥素酸镁对人喉癌 Hep-2细胞增殖的影响

实验结果显示斑蝥素酸镁对 Hep-2细胞的抑制效果比斑

蝥酸钠更显著，半数抑制浓度（IC50）分别为 2.19 滋mol·L-1和

15.7 滋mol·L-1（表 1）。进一步通过形态学观察发现，相同浓度的

斑蝥素酸镁的抑制活性明显强于斑蝥酸钠（图 1）。

图 1斑蝥酸钠、斑蝥素酸镁对人喉癌 Hep-2细胞的形态影响

Fig.1 The influence of Magnesium Cantharidate and Sodium Cantharidate on Hep-2 cellsCell morphology

Note: A: Negative Control(no medicine), B: Sodium Cantharidate(3.5 滋mol·L-1), C:Magnesium Cantharidate(3.5 滋mol·L-1)

表 1斑蝥酸钠、斑蝥素酸镁对人喉癌 Hep-2细胞增殖的影响(x± s，n=5)

Table 1 The influence of Magnesium Cantharidate and Sodium Cantharidate on Hep-2 cells (x± s，n=5)

Group
Concentration

(滋mol·L-1)

Sodium Cantharidate Concentration

(滋mol·L-1)

Magnesium Cantharidate

OD value IR(%) IC50 OD value IR(%) IC50

Test1 17.5 0.39± 0.06* 59.6 4.4 0.32± 0.05* 69.7

Test2 14.0 0.64± 0.03* 32.6 3.5 0.34± 0.07* 68.0

Test3 10.5 0.80± 0.04* 16.5 15.7 2.6 0.42± 0.06* 60.4 2.19

Test4 7.0 0.89± 0.06* 6.9 1.8 0.58± 0.05* 44.8

Test5 3.5 0.92± 0.05* 3.4 0.90 0.77± 0.06* 26.7

NC - 0.95± 0.03 - - 1.05± 0.05 -

CT0 - 0.36± 0.00 - - 0.36± 0.00 -

Note: NC (Negative Control group), CT0(Control group). Compared with Negative Control group, *P<0.05, n=5.
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2.2 斑蝥素酸镁和斑蝥酸钠对人喉癌 Hep-2 细胞集落形成的

影响

如表 2所示，经过不同浓度药物处理，集落形成情况也不

同，浓度越高，细胞集落数越少。当斑蝥酸钠浓度为 3.50 滋mol·

L-1，斑蝥素酸镁浓度为 1.75 滋mol·L-1时，已没有细胞集落的形

成(表 2)。对相同浓度的斑蝥素酸镁和斑蝥酸钠进行比较实验，

如图 2中显示斑蝥素酸镁在抑制肿瘤细胞克隆形成方面，明显

好于斑蝥酸钠。

3 讨论

斑蝥，为我国珍贵的传统药用昆虫之一，是极其宝贵的抗

癌中药资源[10]。斑蝥素及其衍生物也成为人们关注与研究的热

门课题。现如今，斑蝥素的药用价值如治疗肿瘤及调节免疫等

亦早已被证实[11]。人们发现，斑蝥类药物尽管已用于临床，但仍

存在着自身的一些局限[12]。因此，其新的衍生物的研发与新的

复方制剂的合成以及相关材料结合的新剂型等开始引起广泛

关注[13]。

斑蝥酸钠属斑蝥素的盐类衍生物，为已经应用于临床的抗

肿瘤药物，具有升高白细胞、提高免疫力，减少泌尿系统毒性，

为广谱抗癌药[14，15]。其可作为斑蝥酸钠维生素 B6注射液使用，

或作为联合用药使用[16]。目前，斑蝥酸钠对于肝癌、胃癌、肺癌、

胰腺癌、宫颈癌、老年膀胱癌等多种癌症患者均起到一定疗效
[17-22]。已经有文献报道，不同肿瘤细胞系对斑蝥酸钠的敏感性不

同，如对于卵巢癌、肝癌、肾癌、胃癌等细胞系的敏感性较高，

IC50依次为 6.45，5.19，4.28，5.03 滋mol·L-1，而对胰腺癌，乳腺

癌 ， 前 列 腺 癌 ， 肺 癌 的 敏 感 性 较 低 ，IC50 表 现 为

19.67，43.25，23.06，25.73 滋mol·L-1[23]。由此可提供分析参考，斑

蝥酸钠对于不同种类的肿瘤细胞或同一肿瘤细胞的不同类型

的敏感性都是不尽相同的。对肺癌细胞 A549而言，斑蝥素酸

镁对 A549的 IC50为 5.76 滋mol·L-1 [7]，而斑蝥酸钠的 IC50为
25.73 滋mol·L-1，可见肺癌细胞 A549对斑蝥素酸镁的敏感性更
强。此外，课题组前期的研究工作中也已证实斑蝥素酸镁和斑

蝥酸钠均能抑制肝癌细胞 QGY-7703的增殖，二者的 IC50分

别为 9.48 滋mol·L-1，33.80 滋mol·L-1。说明斑蝥素酸镁对肝癌细

胞 QGY-7703增殖的抑制活性强于斑蝥酸钠 [6]。对胃癌细胞

SGC-7901来说，斑蝥素酸镁的 IC50 为 8.65 滋mol·L-1，而斑蝥

酸钠的 IC50为 27.83 滋mol·L-1，可见，胃癌细胞 SGC-7901对斑

蝥素酸镁更具敏感性[24]。综上所述，有些肿瘤细胞对斑蝥酸钠

的敏感性不佳，但是对斑蝥素酸镁却表现出很好的敏感性。

斑蝥素酸镁是本课题组自主开发的一种斑蝥素的盐类衍

生物，具有比斑蝥素更好的水溶性，在开发针剂方面具有一定

的优势。目前，关于斑蝥素酸镁的合成及相关活性的研究，国内

外未见其他相关合成工艺的报道。并且，本课题组已经证实，斑

蝥素酸镁的体外抗肿瘤活性要比斑蝥酸钠更强。但是，其抗癌

谱尚未涉及到全部肿瘤细胞。本实验在上述研究工作的基础

上，进一步拓宽斑蝥素酸镁的抗肿瘤谱，并得到了惊喜的发现。

表 2斑蝥酸钠、斑蝥素酸镁对人喉癌细胞 Hep-2细胞集落形成的影响

Table 2 The influence of Magnesium Cantharidate and Sodium Cantharidate on Hep-2 cellsclone formatio

Group
Sodium Cantharidate Magnesium Cantharidate

Concentration(滋mol·L-1) Number Rate(%) Concentration(滋mol·L-1) Number Rate(%)

Test1 4.38 0 0 4.37 0 0

Test2 3.50 0 0 3.50 0 0

Test3 2.63 28± 3.6 18.7± 2.4 2.62 0 0

Test4 1.75 42± 5.6 28.0± 3.7 1.75 0 0

Test5 0.87 66± 7.9 44.0± 5.3 0.87 31.± 2.6. 20.7± 1.8

NC 0 116 ± 4.1 77.8± 2.8 0 116± 4.1 77.8± 2.8

Note: NC (Negative Control group), CT0(Control group), Compared with Negative Control group, *P<0.05, n=3.

图 2斑蝥酸钠、斑蝥素酸镁对人喉癌 Hep-2细胞的集落形成的影响

Fig.2 The influence of Magnesium Cantharidate and Sodium Cantharidate on Hep-2 cells clone formation

Note: A.Negative Control (no medicine), B. Sodium Cantharidate(0.87滋mol·mL-1), C. Magnesium Cantharidate(0.87 滋mol·mL-1)
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课题组以临床使用的斑蝥酸钠为对照药物，分别做了斑蝥素酸

镁对喉癌 Hep-2细胞增殖实验和集落形成实验。细胞增殖的实

验结果显示，斑蝥素酸镁对喉癌 Hep-2细胞的抑制作用更加明

显，其 IC50为 2.19 滋mol·L-1，明显低于斑蝥酸钠的 15.7 滋mol·
L-1。提示：在抑制喉癌方面，斑蝥素酸镁同样具有良好的活性。

并且，斑蝥素酸镁对喉癌的敏感程度要强于对肝癌细胞的敏感

程度，表现为对喉癌细胞的 IC50明显小于对肝癌细胞的 IC50。

集落形成实验，目的是要检测单个细胞的克隆形成能力，评估

细胞的增殖状况[7]。对恶性肿瘤而言，克隆形成的能力直接反应

其恶性程度大小，能力越强则恶性程度越大。本次实验结果显

示，在抑制单个细胞克隆的形成方面，与斑蝥酸钠相比，斑蝥素

酸镁具有更低的有效浓度，说明斑蝥素酸镁可抑制喉癌细胞的

恶化。结合前期的实验结果[6，7]，课题组认为斑蝥素酸镁具有比

斑蝥酸钠更好的抗肿瘤活性，极具开发潜力。
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