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揖摘要铱 目的 探究华蟾素通过支链氨基酸氨基转移酶 1渊branched-chain amino acid transferase-
1, BCAT1冤调控直肠癌细胞增殖的机制遥 方法 SW480细胞分为四组院正常对照组尧低浓度华蟾素组
渊22.5 滋g/L冤尧中浓度华蟾素组渊45 滋g/L冤尧高浓度华蟾素组渊90 滋g/L冤袁分别处理 12 h尧24 h尧48 h遥 Q-
PCR尧蛋白质免疫印迹法渊Western blot冤检测 SW480细胞中 BCAT1表达水平遥采用 siRNA沉默 BCAT1
后袁观察 SW480细胞的生长状态和凋亡率遥各组细胞处理后袁CCK-8 检测华蟾素对细胞的增殖影响曰
Q-PCR检测各组细胞 BCAT1 mRNA表达水平曰Western blot检测各组细胞 BCAT1蛋白表达水平遥 JC-
1 检测各组细胞线粒体膜电位遥 结果 Western blot 和 Q-PCR 结果显示 SW480 细胞中 BCAT1 高表
达遥 不同浓度华蟾素作用直肠癌细胞后袁低浓度华蟾素处理后就可以抑制 SW480细胞的增殖袁且在
不同时间点袁 华蟾素能够以浓度依赖的方式显著抑制 SW480 细胞的活力袁 差异有统计学意义 渊P<
0.05冤遥 分别采用不同浓度华蟾素处理 SW480 细胞 48 h 后袁检测各组细胞线粒体膜电位袁结果显示袁
低浓度的华蟾素处理后袁SW480 细胞的线粒体膜电位降低袁且随着华蟾素浓度的增高袁线粒体膜
电位下降显著袁差异有统计学意义渊P<0.05冤遥 Q-PCR检测各组细胞 BCAT1 mRNA的表达量袁Western
blot检测其蛋白表达量袁 结果显示袁 与正常对照组细胞相比袁 低浓度的华蟾素处理 48 h 后袁BCAT1
mRNA尧蛋白的表达量出现明显下降袁且随着华蟾素浓度的升高袁BCAT1 mRNA遥 蛋白的表达量下降更
为明显袁呈浓度依赖袁差异有统计学意义渊P<0.05冤遥沉默 BCAT1后袁细胞较正常的 SW480细胞增殖率
降低袁且差异有统计学意义渊P<0.05冤遥 结论 华蟾素可以通过抑制 BCAT1的活性来抑制直肠癌细胞
的增殖遥

揖关键词铱 华蟾素曰 支链氨基酸转移酶 1曰 抑制增殖曰 机制研究
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直肠癌是消化系统比较常见的恶性肿瘤袁由
于当代人的生活节奏快以及饮食习惯的改变袁发
病率在逐年提升袁且在中国发病更是趋于年轻化袁
严重威胁了人们的生命健康咱1-3暂遥 而目前临床上对
于直肠癌的治疗主要还是采取手术治疗袁 结合术
后放化疗以及中医药辅助治疗袁 但是效果往往不
能发挥最佳遥 同时临床上也会采用一些小分子靶
向药物来治疗直肠癌袁如瑞戈非尼尧呋喹替尼尧阿
帕替尼等袁这些药物可以靶向血管内皮生长因子
受体 渊vascular endothelial growth factor receptor袁
VEGFR冤袁控制肿瘤形成所必需的血管生成咱4-6暂遥随
着肿瘤基因组学与蛋白质组学的发展袁 研究人员
发现支链氨基酸转移酶 1 渊branched-chain amino
acid transferase-1,BCAT1冤袁又名 ECA39 基因袁是启
动支链氨基酸代谢的一种关键酶袁 是氨基酸代谢
中的重要调节因子遥国内外有研究表明袁BCAT1在
多种恶性肿瘤中呈现高表达袁 并且与肿瘤细胞的
增殖尧侵袭有关袁且与肿瘤患者的预后有这明显的
相关性咱7暂袁如胃癌患者中 BCAT1 上调的患者总体
生存预后较差咱8暂袁这都说明 BCAT1 与肿瘤的发生
发展有着密不可分的关系遥 目前越来越多的临床
证据证明中药在抗肿瘤方面也发挥关键的作用袁

如华蟾素渊cinobufacini冤是从蟾蜍科动物如中华大
蟾蜍或黑眶蟾蜍的皮肤中经过一系列手段提取出

并分离的具有清热解毒和消肿功效的生物活性成

分遥同时有研究表明袁华蟾素因含有蟾毒内脂类活
性成分袁具有广泛的抗肿瘤功效袁对肝癌细胞和肺
腺癌细胞等都有着较明显的抑制增殖作用咱9,10暂遥但
是其在直肠癌细胞中的抑制研究不多且机制不清

楚遥 故本文旨在研究华蟾素对结直肠癌细胞的增
殖的影响以及可能的机制袁 来为临床上治疗直肠
癌提供更多的思考遥
1 材料与方法

1.1 细胞培养及分组 人直肠癌细胞株 SW480
购于上海北诺生物科技有限公司遥 采用 RPMI1640
培养基加 10%胎牛血清培养细胞袁 同时加入双抗
渊100 U/ml青霉素尧100 滋g/ml 链霉素冤袁 置于温度
37 益尧5%CO2的饱和湿度孵育箱内培养遥 当细胞增
殖至细胞培养瓶 80%时袁磷酸盐缓冲液渊phosphate
buffered saline袁PBS冤清洗 2 遍袁0.25%胰酶消化袁放
入培养箱 3 min袁待细胞变圆悬浮袁加入培养基终
止消化遥 吸取细胞悬液袁1000 r/min袁离心 5 min袁加
入含 10%胎牛血清的 DMEM 培养基袁 吹打均匀袁

observed. After cell treatment in each group, CCK -8 was used to detect the effect of sinopadin on cell
proliferation. The expression level of BCAT1 mRNA in each group was detected by Q-PCR. BCAT1 protein
expression was detected by Western blot. The mitochondrial membrane potential was determined by JC -1.
Results Western blot and Q-PCR results showed that BCAT1 was highly expressed in SW480 cells. After
the action of different concentrations of cinobufacini on rectal cancer cells, low concentration of cinobufacini
can inhibit the proliferation of SW480 cells, and at different time points, cinobufacini can significantly inhibit
the activity of SW480 cells in a concentrate-dependent manner, the difference is statistically significant 渊P<0.05冤.
Cinobufacini to deal with different concentrations were used respectively to SW480 cells after 48 h, testing
each cell mitochondrial membrane potential, the results show that the low concentration of cinobufacini after
processing, the mitochondrial membrane potential is reduced, and with higher cinobufacini concentration,
mitochondrial membrane potential decreased more significantly, the difference was statistically significant渊P<
0.05冤. Q -PCR was used to detect the expression level of BCAT1 mRNA in each group, and Western blot
was used to detect the protein expression level. Compared with the normal control group, the expression
levels of BCAT1 mRNA and protein decreased significantly after 48 h of treatment with low concentration
of cinobufacini, and BCAT1 mRNA increased with the concentration of cinobufacini. The decrease of protein
expression was more obvious, which was concentration-dependent, and the difference was statistically signifi鄄
cant 渊P<0.05冤. After the silencing of BCAT1, the cell proliferation rate was reduced compared with that of
normal SW480 cells, and the difference was statistically significant渊P<0.05冤 . Conclusion Cinobufacini
can inhibit the proliferation of rectal cancer cells by inhibiting the activity of branched -chain amino acid
transferase 1.

揖运藻赠 憎燥则凿泽铱 Cinobufacini; Branchedchainaminoacid transferase1; Inhibitproliferation; Mechanism
research
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计数传代遥 于安徽华润金蟾药业股份有限公司购
得华蟾素袁-4 益保存袁实验前稀释致所需浓度遥 根
据实验需求将 SW480 细胞分为院 正常对照组尧低
浓度组渊22.5 滋g/L冤尧中浓度组渊45 滋g/L冤以及高浓
度组渊90 滋g/L冤遥
1.2 实验试剂与仪器 RPMI1640 培养基尧胎牛血
清购于 Gibco 公司 渊货号院A4192302尧26140079冤曰
Western blot相关实验用品购于碧云天生物技术有
限公司曰Q-PCR试剂盒渊D7260,碧云天生物技术有
限公司冤曰CCK-8试剂盒购于碧云天生物技术有限
公司渊货号院C0038冤曰普通倒置显微镜袁OLYMPUS
公司曰Western blot 电泳仪尧 转膜仪袁Bio -Rad 公
司曰 多功能酶标仪袁BioTek 公司遥 荧光显微镜袁
OLYMPUS公司遥
1.3 CCK-8 检测细胞增殖率 取处于生长对数

期细胞袁0.25%胰酶消化袁制备细胞悬液袁取 100滋l
渊含 2000个细胞 冤种于 96孔板袁孵育箱培养 24 h遥
加入不同浓度华蟾素处理袁 每个浓度设置 5 个副
孔袁继续在培养箱中培养 48 h遥之后每孔加入 10 滋l
CCK-8 溶液遥 在培养箱中继续培养 30 min遥 在
450 nm处测定吸光度遥 细胞增殖抑制率=渊1-实验
组平均 OD值/对照组平均 OD值冤伊100%
1.4 JC-1 检测线粒体膜电位改变 取处于生长

对数期细胞袁0.25%胰酶消化袁制备细胞悬液袁种于
六孔板中袁继续培养 24 h遥加入不同浓度华蟾素处
理 48 h遥 吸出培养液袁PBS清洗 1次袁加入 1 ml细
胞培养液以及 1 ml JC-1染色工作液袁 充分混匀遥
细胞培养箱中继续孵育 20 min遥制备 JC-1染色缓
冲液袁冰浴遥 孵育结束后袁JC-1 缓冲液洗涤两次遥
加入 2 ml细胞培养液袁荧光显微镜下观察遥
1.5 Western blot 检测 BCAT1 蛋白表达 各组细

胞处理后袁提取细胞总蛋白袁BCA法测定总蛋白浓
度,调整至等浓度遥 加入上样缓冲液袁煮沸袁保存蛋
白遥制备 SDS-PAGE胶袁进行电泳转模袁5%BSA封
闭袁一抗冰箱 4益孵育过夜遥次日袁TBST清洗 3次袁
每次 10 min袁二抗摇床孵育 2 h袁凝胶扫描成像仪
中显影并计算灰度值遥
1.6 Q-PCR检测 BCAT1 mRNA表达 提取各组细

胞总 RNA袁反转录为 cDNA,以 茁-actin 为内参袁循
环条件院95 益变性 15 min尧65.5 益退火延伸30 s袁
循环 40 次曰 计算 2-吟吟Cq值进行定量分析遥 BCAT1
引物序列 袁BCAT1 FP院AGCCCTGCTCTTTGTACTC
TT尧RP院CCAGGCTCTTACATACTTGGGA曰茁-actin FP院

CTCCATCCTGGCCTCGCTGT尧RP:GCTGTCACCTTCA
CCGTTCC遥
1.7 统计学方法 所得数据采用 SPSS 22.0软件袁
计量资料以 曾依泽 表示袁 多样本之间服从正态分布
和方差齐的比较采用单因素方差分析袁 以 P<0.05
为差异有统计学意义遥
2 结果

2.1 不同浓度华蟾素作用直肠癌细胞后细胞的

增殖抑制率 分别采用 22.5 滋g/L尧45 滋g/L尧90 滋g/L
的华蟾素处理 SW480 细胞 12 h尧24 h尧48 h 后袁检
测细胞增殖抑制率遥结果显示袁低浓度华蟾素处理
后就可以抑制 SW480 细胞的增殖袁华蟾素能够以
浓度依赖的方式显著抑制 SW480 细胞的活力袁且
随着处理时间的延长袁这种抑制作用明显增强袁差
异有统计学意义渊P<0.05冤遥 见表 1袁图 1遥

2.2 不同浓度华蟾素作用直肠癌细胞后线粒体膜

电位的改变 分别采用 22.5 滋g/L尧45 滋g/L尧90 滋g/L
的华蟾素处理 SW480 细胞 48 h 后袁检测各组细胞
线粒体膜电位袁 结果显示袁 低浓度的华蟾素处理
后袁 就可以引起 SW480 细胞的线粒体膜电位降
低袁且随着华蟾素浓度的增高袁线粒体膜电位下降

图 1 不同浓度华蟾素作用直肠癌细胞后细胞的增殖抑制率

对照组

低浓度组

中浓度组

高浓度组

12 h
1.121依0.113
0.781依0.073
0.683依0.084
0.615依0.101

24 h
1.134依0.093
0.688依0.05
0.573依0.114
0.376依0.110

48 h
1.099依0.075
0.497依0.084
0.365依0.082
0.170依0.093

41.44
51.59
65.45

表 1 不同浓度华蟾素作用直肠癌细胞后细胞的

增殖抑制率

组别 平均抑
制率渊%冤

OD值[lg(1/trans)]

注院低浓度组尧中浓度组尧高浓度组华蟾素浓度分别为 22.5 滋g/L尧
45 滋g/L尧90 滋g/L
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显著袁差异有统计学意义渊P<0.05冤遥 见图 2遥
2.3 不同浓度华蟾素作用直肠癌细胞后 BCAT1
mRNA 的表达量 分别采用 22.5 滋g/L尧45 滋g/L尧
90 滋g/L 的华蟾素处理 SW480 细胞 48 h 后袁Q -
PCR 检测各组细胞 BACT1 mRNA 的表达量袁结果
显示袁与正常对照组细胞相比袁低浓度的华蟾素处
理 48 h 后袁BCAT1 mRNA 的表达量出现明显下
降袁且随着华蟾素浓度的升高袁BACT1 mRNA 的表
达量下降更为明显袁呈浓度依赖袁差异有统计学意
义渊P<0.05冤遥 见图 3遥
2.4 不同浓度华蟾素作用直肠癌细胞后 BCAT1蛋
白的表达量 分别采用 22.5 滋g/L尧45 滋g/L尧90 滋g/L

的华蟾素处理 SW480 细胞 48 h 后袁Western blot
检测各组细胞 BCAT1 蛋白的表达量袁 结果显示袁
与正常对照组细胞相比袁低浓度的华蟾素处理 48 h
后袁BCAT1蛋白的表达量出现明显下降袁且随着华
蟾素浓度的升高袁BCAT1 蛋白的表达量下降更为
明显袁呈浓度依赖袁差异有统计学意义渊P<0.05冤遥
见图 4遥
2.5 沉默 BCAT1 后袁 对 SW480 细胞增殖的影响
采用 siRNA 沉默 BCAT1 表达 渊图 5冤袁 观察沉默
BCAT1 组细胞与正常 SW480 细胞的生长抑制情
况袁结果显示袁沉默 BACT1 组细胞 12 h尧24 h尧48 h
的生长较正常组细胞明显受到抑制遥 见表 2遥
3 讨论

直肠癌是消化系统最常见的恶性肿瘤袁 总体
发病率排名第三袁但是死亡率排名第二袁严重危险
人们的健康咱11-13暂遥 随着人们生活环境的该病袁发病
越来越趋于年轻化遥 由于早期的直肠癌患者不会
出现明显的临床症状袁因此早期不易发现袁而当发

图 2 不同浓度华蟾素作用直肠癌细胞后线粒体膜电位

的改变

注院* 指与正常对照组相比袁 差异有统计学意义袁P<0.05曰
**指与正常对照组相比袁差异有统计学意义袁P<0.001

图 3 不同浓度华蟾素作用直肠癌细胞后 BCAT1mRNA 的
表达量

注院* 指与正常对照组相比袁差异有统计学意义袁P<0.05曰
**指与正常对照组相比袁差异有统计学意义袁P<0.001

图 4 不同浓度华蟾素作用直肠癌细胞后 BCAT1 蛋白的
表达量

图 5 siRNA沉默后袁细胞 BCAT1表达量变化

对照组

低浓度组

中浓度组

高浓度组

12 h
1.121依0.113
0.781依0.073
0.683依0.084
0.615依0.101

24 h
1.134依0.093
0.688依0.05
0.573依0.114
0.376依0.110

48 h
1.099依0.075
0.497依0.084
0.365依0.082
0.170依0.093

41.44
51.59
65.45

表 2 沉默 BCAT1后袁对 SW480 细胞增殖的影响
组别 平均抑

制率渊%冤
OD值[lg(1/trans)]

注院低浓度组尧中浓度组尧高浓度组华蟾素浓度分别为 22.5 滋g/L尧
45 滋g/L尧90 滋g/L
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现时袁大多数患者已处于直肠癌的晚期袁给治疗带
来很大的困难遥目前对于直肠癌的治疗袁主要还是
依靠手术切除结合放化疗袁治疗手段单一袁且放化
疗副作用大袁导致患者的生存质量不高遥华蟾素是
从我国传统药材蟾皮中提取的具有多种功能的活

性成分袁具有解毒尧消肿尧止痛遥用于中尧晚期肿瘤袁
慢性乙型肝炎等症咱14-16暂遥 有研究表明华蟾素已经
广泛应用于多种恶性肿瘤的晚期治疗袁如肝癌尧肺
腺癌尧胃癌等遥如王培培等咱17暂观察了华蟾素对 H22
肝癌小鼠的抑瘤作用袁结果显示袁使用华蟾素能够有
效抑制 H22肝癌小鼠的肿瘤生长遥 朱晨宇等咱18暂观
察了华蟾素对直肠癌细胞的抑制作用袁结果显示袁
华蟾素可以有效抑制直肠癌细胞的增殖遥 华蟾素
通过调控 miR-106a-5p/STAT3 信号通路袁 从而达
到抑制肺癌细胞的增殖的效果咱19暂曰华蟾素与放疗
可协同增强抗食管癌细胞增殖的效果袁 通过调控
细胞周期相关蛋白如 RNF2 和 CDK4袁促使食管癌
细胞株 ECA109 处于 G0/G1 期的比例增高咱20暂遥 肿
瘤细胞的增殖需要以氨基酸为原材料来合成自身

所需的蛋白质袁而 BCAT1 是三羧酸循环和氧化磷
酸化的重要调节因子袁 可以提供细胞用于生长所
需的能量袁沉默 BCAT1 降低细胞的氧摄入量并影
响糖酵解途径, 减少细胞能量的产生袁可通过激活
mTOR 信号通路从而促进线粒体和 ATP 的生成袁
同时抑制线粒体中 ROS 生成而参与到多种肿瘤
的发生发展过程中咱21袁22暂遥 故本研究希望在体外观
察华蟾素是否可以抑制直肠癌细胞的增殖以及是

否通过调控了 BCAT1的表达来进行抑制遥 Q-PCR
以及 Western blot 的结果显示袁BCAT1 在直肠癌
细胞 SW480中呈现高表达的状态遥 随后我们利用
siRNA沉默 BCAT1的表达袁结果显示袁SW480细胞
的生长明显受到抑制遥 以上结果表明 BCAT1参与
了 SW480细胞的生长增殖遥 随后采用低中高 3种
不同浓度华蟾素分别处理 12 h尧24 h尧48 h尧结果显
示袁低浓度的华蟾素处理 12 h 时就可以对直肠癌
细胞产生增殖抑制的效果袁 并且抑制的效果呈
浓度依赖以及时间依赖遥 同时检测 BCAT1 的表
达袁结果显示袁低浓度的华蟾素就可以降低 BCAT1
的表达量袁 且细胞的线粒体膜电位也呈现下降的
趋势遥 因此袁华蟾素可以有效抑制 SW480 细胞的
增殖遥

综上袁研究结果表明袁华蟾素可以有效抑制直
肠癌细胞的生长增殖袁可以通过降低 BCAT1 的表

达量袁引起细胞线粒体膜电位的降低袁诱导直肠癌
细胞的凋亡遥 给临床上治疗直肠癌提供了新的参
考以及未来的靶向治疗提供了思路遥
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本刊中容易出现的错别字和错误用法渊破折号后面为正确用法冤
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病源体要要要病原体

侧枝要要要侧支

成份要要要成分

大肠要要要结直肠

发烧要要要发热

返流性食管炎

要要要反流性食管炎

阿酶素要要要多柔比星

阿斯匹林要要要阿司匹林

疤痕要要要瘢痕

细胞浆要要要细胞质

报导要要要报道

分子量要要要相对分子质量

份量要要要分量

服帖要要要服贴

浮肿要要要水肿

幅射要要要辐射

腹泄要要要腹泻

肝昏迷要要要肝性脑病

肛皮线要要要齿状线

枸缘酸钠要要要枸橼酸钠

海棉要要要海绵

合并症要要要并发症

何杰金病要要要霍奇金病

返流要要要反流

雪旺氏细胞要要要雪旺细胞

甘油三脂要要要甘油三酯

基因片断要要要基因片段

记数法要要要计数法

甲氨碟磷/甲氨喋磷/
甲氨喋呤要要要甲氨碟呤

简炼要要要简练

节段性肠炎要要要局限性肠炎

禁忌症要要要禁忌证

抗菌素要要要抗生素

化验检查要要要实验室检查

环胞素要要要环孢素

机理要要要机制

几率/机率要要要概率

机能要要要功能

肌肝要要要肌酐

考马斯亮兰要要要考马斯亮蓝

克隆氏病要要要克罗恩病

离体要要要体外

连结要要要联结

淋巴腺要要要淋巴结

瘘道要要要瘘管

录象要要要录像

毛细血管嵌压

要要要毛细血管楔压

尿生殖隔要要要尿生殖膈
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核分裂像要要要核分裂象

牵联要要要牵连

色采要要要色彩

石腊要要要石蜡

食道要要要食管

适应症要要要适应证

水份要要要水分

排便要要要排粪

盆隔要要要盆膈

剖腹产要要要剖宫产

其它要要要其他

丝裂酶素要要要丝裂霉素

松驰要要要松弛

探察要要要探查

提肛肌要要要肛提肌

体重要要要体质量

同功酶要要要同工酶

同位素要要要核素

图象要要要图像

胃食管返流要要要胃食管反流

无须要要要无需
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愈后要要要预后
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血象要要要血常规

血液动力学要要要血流动力学

炎症性肠病要要要炎性肠病

已往要要要以往

粘膜要要要黏膜

粘液要要要黏液

直肠阴道膈要要要直肠阴道隔

指证要要要指征
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转酞酶要要要转肽酶

姿式要要要姿势

综合症要要要综合征
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H-E染色
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组织胺要要要组胺
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横隔要要要横膈
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