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华蟾素通过下调 PIM3的表达抑制高转移胃癌细胞的实验研究 *
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摘要 目的：胃癌（GC）是全球第四大常见癌症。丁硫磷是华蟾酥的主要活性成分，从蟾蜍的皮肤和腮腺毒腺中提取，在体外具有抗

癌活性。然而，丁硫磷是否对胃癌有抗癌作用尚不清楚。本研究旨在评价丁硫磷对 GC的抑制作用。方法：以高转移性MKN28 GC

细胞为细胞模型，研究华蟾素的抗癌作用。使用 CCK-8测定细胞活力，LDH检测丁硫磷对细胞膜完整性的影响。Hoechst/PI双染

色和 Annexin V-FITC/PI染色检测细胞凋亡，随后使用流式细胞仪进行分析。western blotting检测相关蛋白的表达水平。通过 i-

TRAQ分析，确定丁硫磷处理后 GC细胞的差异表达基因。结果：丁硫磷能抑制高转移性 GC MKN28细胞的生长，破坏细胞膜，促

进 GC细胞凋亡。iTRAQ分析表明 PIM3是丁硫磷素抗癌作用的分子靶点。研究还发现，PIM3基因敲除显著增强了丁硫磷对 GC

细胞的抗生长和促凋亡作用。相反，异位 PIM3的表达明显抑制了丁硫磷的抗肿瘤活性。结论：华蟾素对高转移性的 GC具有抗癌

活性是通过下调 PIM3表达而实现的。
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Experimental Study of Bufothionine Inhibits Highly Metastatic Gastric
Cancer Cells by Down Regulating PIM3 Expression*

Gastric cancer (GC) is the fourth most common cancer globally. Bufothionine is a major active constituent

of Cinobufacini, which is extracted from the skin and parotid venom gland of the toad Bufo bufogargarizans Cantor. It exhibits anti-can-

cer activities in vitro. However, whether bufothionine exerts anti-cancer activities against GC is unknown. To evaluate the inhibitory

effect of bufothionine on GC. MKN28 GC cells were chosen as cell models to study the anti-cancer effect of bufothionine. Cell

viability was determined by CCK-8 assay, while the effect of bufothionine on cell membrane integrity was examined by LDH assay. Cell

apoptosis was detected by Hoechst/PI staining and Annexin V-FITC/PI staining followed by flow cytometry analysis. The expression lev-

els of proteins involved were examined using western blotting. iTRAQ analysis was conducted to identify the differentially expressed

genes in AGS cells following bufothionine treatment. The results revealed that bufothionine prevented the growth, destroyed cell

membrane, and promoted apoptotic cell death of GC cells. iTRAQ analysis revealed that PIM3 might be a molecular target responsible

for the anti-cancer effects of bufothionine. PIM3 knockdown significantly augmented the anti-growth and pro-apoptotic effects of bufoth-

ionine in GC cells. In contrast, ectopic PIM3 expression markedly dampened the anti-neoplastic activities of bufothionine.

Bufothionine exhibits anti-cancer activities in vitro GC cells via downregulating PIM3.
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前言

作为消化系统最常见的恶性肿瘤之一，胃癌（GC）是全球

第四大最常见癌肿、第三大引起死亡的恶性肿瘤[1,2]。在我国，

GC发病率很高，严重威胁着人们的身体健康。不同时期的 GC

治疗方式不同，早期 GC的治疗方法主要是内镜下切除和外科

手术，尽管目前治疗技术日新月异、有了长足的发展，但 GC的

根治性切除术术后五年生存率也只有 43.4%。晚期 GC全身扩

散时则只有药物疗法，化疗虽然能够提高患者的生存率，但经

济成本高、对患者的身心也造成极大的伤害，因此寻找新的疗

效高、副作用小的药物则具有极其重要的意义。华蟾素是中华

大蟾蜍表皮提取的重要复方制剂，具有清热解毒、利水消肿、化

瘀溃坚以及抗肿瘤作用，目前在肿瘤的治疗方面有很多临床应

用和研究[3-7]。丁硫磷（bufothionine）是丁二烯内酯、是华蟾素的

生物活性成分，具有抗癌活性[2,8,9]，但其对 GC的抗癌作用及其

作用机制尚无深入研究。PIM是一个 Ca2+/钙调蛋白依赖性蛋
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白激酶家族，具有丝氨酸 /苏氨酸激酶活性，有三种形式，具有

抗凋亡、调节细胞生长、促进细胞增生进展、促进癌症进展的作

用[10]。作为 PIM家族的一个成员，PIM3具有抗凋亡、促进细胞

存活的作用。PIM3在一些内皮源性肿瘤如肝细胞癌、腺癌和胰

腺癌中高表达，但在正常器官中几乎没有检测到[2,10]。据报道，

PIM3的高表达与肿瘤的过度生长或过度存活有关，而 PIM3

的敲除或抑制可预防或抑制肿瘤的发生[11]，在 GC的侵袭和转

移中也发现了异常增高的 PIM3表达[12]。本研究拟使用华蟾素

的活性成分丁硫磷研究其对人 GC高转移细胞株 MKN28 的

抑制作用并探讨其通过下调 PIM3表达的分子作用机制。

1 材料方法

1.1 实验材料和细胞培养

高转移性人MKN28 GC细胞购自 GeneChem公司（中国

上海），胎牛血清购自美国 Hyclone公司。将购买的高转移性人

GCMKN28细胞加入到含有 10%胎牛血清的 PRPMI116640培

养液细胞液中，在 37℃、5%二氧化碳、饱和湿度的培养箱中培养。

1.2 细胞活性检测与 LDH活性检测

（1）细胞活性检测：将 100 滋L的细胞以每毫升 1.2× 105的

密度种植在 96孔板上，使用不同浓度的（20 滋g/mL、50 滋g/mL
和 100 滋g/mL）丁硫磷处理细胞后，使用美国 Promega公司的

非放射性细胞增殖检测试剂盒按照说明书的操作方法检测细

胞活力，并在 570 nm处用微板阅读器测定吸光度。（2）LDH活

性检测：使用乳酸脱氢酶活性测定试剂盒（中国建城生物科技）

测定乳酸脱氢酶活性。将MKN28细胞以每孔 2× 105的密度种

植在 6孔板上，使用不同浓度的丁硫磷处理细胞后，在培养基

中加入 NADH和丙酮酸盐，在 37℃下培育 15分钟，然后加入

0.4M的 NaOH终止反应，再使用微板阅读器测定 450 nm处的

吸光度。

1.3 Hoechst 33342/PI双染色

使用丁硫磷处理细胞后，用冷的 PBS冲洗细胞两次，并用

Hoechst/PI染色液在 25℃的黑暗中培养 15分钟。然后观察凋

亡细胞的死亡水平。

1.4 流式细胞仪分析

使用美国 BD公司的 Annexin V-FITC/PI凋亡检测盒来检

测细胞的凋亡情况。将细胞以 2× 105的密度接种于培养皿内，

与 Annexin VFITC和 PI染色液一起培养 15分钟，之后使用流

式细胞仪检测凋亡细胞数。

1.5 Western blotting免疫印迹法

收集不同浓度丁硫磷处理后的MKN28细胞，用 RIPA裂

解液提取总蛋白，用十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳分

离细胞裂解液中的蛋白质，然后转移到聚偏氟乙烯膜上。随后

在 4℃下将膜与一级抗体孵育过夜。山羊抗兔 IgG-HRP（中国

上海贝奥蒂姆）作为第二抗体，GAPDH作为内部对照，使蛋白

质水平正常化。然后用化学发光基底（英国吉尔福德 KPL）观察

分析信号。

1.6 iTRAQ分析

将裂解后的MKN28细胞的蛋白提取后，使用美国 ABI公

司开发的同位素标记相对和绝对定量技术（iTRAQ），按照 i-

TRAQ说明书，标记蛋白质样品，并分别采用液相色谱法和串

联质谱法分析蛋白质样本。使用 Oebiotech技术（中国上海）进

行蛋白质鉴定和相对 iTRAQ定量。不同表达蛋白的截断值为

P<0.05，折叠变化 >2.0或 <0.5。

1.7 RNA提取与 qRT-PCR定量

收集不同浓度丁硫磷处理后的MKN28细胞，用 Trizol（美

国）提取总 RNA，使用 Prime ScriptTM RT试剂盒把总 RNA反转

成 cDNA。以 GAPDH 为对照，用 Power-SYBR-Green-PCR-

Master-Mix（美国）对靶基因进行 qRT-PCR检测。从 Sangon（中

国上海）购买的引物如下：正向，5'-aaggacgaaaaatctgcttgtgg-3'；反

向，5'-cgaagtcggtgtagactgtgg-3'[13]。靶基因的表达用 2-△ △ Ct法定量。

1.8 小发夹 RNA（shRNA）压制与异位 PIM3表达

（1）小发夹 RNA（shRNA）压制：根据以前描述的序列和方

法合成 shRNA 靶向的 PIM3[14]。用 shRNA（30nM）沉默压制

PIM3，以无意义序列为对照。用 lipofectamine3000转染 48 h

后，取细胞进行进一步分析。用 shRNA（30nM）沉默 PIM3，以无

意义序列为对照。使用 lipofectamine3000转染 48 h后，取细胞

进行进一步分析。（2）异位 PIM3 表达：将全长野生型人

Pim-3cDNA亚克隆到 pMEI-5新逆转录病毒表达载体中，根据

以前的报道进行逆转录病毒的制作和转导[15]。转染 48 h后，用

western blot检测 PIM3水平。

1.9 统计学处理

本研究的所有资料均使用 SPSS19.0（IBM,美国芝加哥）统

计学分析软件进行处理分析。通过单因素方差分析和 Dunnett

t检验对各组进行比较，P<0.05被认为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 丁硫磷降低了MKN28高转移性 GC细胞的活性

使用不同浓度的丁硫磷 （20 滋g/mL、50 滋g/m L和

100 滋g/mL）处理MKN28细胞。在使用丁硫磷处理细胞 24小

时后，50 滋g/mL和 100 滋g/mL浓度的丁硫磷能够显著降低

MKN28GC 细胞的活性（P<0 .01），而在处理 48 小时后，

20 滋g/mL、50 滋g/mL和 100 滋g/mL的丁硫磷均能显著降低

MKN28细胞的活性（P<0.05或 P<0.01），并呈现一种剂量依赖
的抑制方式（图 1A）。对正常胃上皮细胞的抑制试验显示，100

滋g/mL丁硫磷在 48小时后能够显著抑制上皮细胞的活性（P<0.
05）(图 1B)。因此，本实验选择 20 滋g/mL和 50 滋g/mL的丁硫磷

处理 GC细胞 24小时以观察丁硫磷的生物作用。细胞膜完整

性受损是细胞死亡的一个特征，使用乳酸脱氢酶（LDH）渗漏法

检测丁硫磷对细胞膜的破坏作用。如图 1C所示，丁硫磷以浓度

依赖的方式促进MKN28细胞的 LDH渗漏。这些发现支持了

丁硫磷促进 GC细胞死亡的假说。

2.2 丁硫磷促进MKN28高转移性 GC细胞的凋亡

使用 Hoechst/PI染色检测丁硫磷在诱导细胞凋亡中的作

用。如图 2A所示，使用丁硫磷处理 48 h后，在MKN28细胞中

观察到核碎裂和染色质浓缩。如图 2B所示，使用流式细胞仪检

测凋亡细胞百分率，20 滋g/mL和 50 滋g/mL的丁硫磷处理显著
增加了MKN28细胞的凋亡率，分别达到了 10%和 20%。因此，

使用凋亡相关蛋白进一步验证了丁硫磷对 MKN28细胞的促

凋亡活性。丁硫磷处理后，细胞中 caspase-3、caspase-8和 cas-

pase-9的裂解率显著升高。此外，丁硫磷处理导致浓度依赖性
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图 1 丁硫磷降低 GCMKN28细胞的活性、破坏细胞膜的完整性

Fig.1 Bufothionine reduces cell viability and disrupts cell membrane integrity in MKN28 cells

Note: FigA.Treatment with bufothionine at 20,50 and 100 滋g/mL for 24 or 48 h followed by cell viability assessment by CCK-8 assay; FigB. GES-1 cells

were treated with bufothionine at 20, 50 and 100 滋g/mL for 24 or 48 h. Cell viability was assessed by CCK-8 assay; FigC. MKN28 cells were treated with

bufothionine at 20 and 50 滋g/mL for 48 h. The effect of bufothionine on cell membrane integrity was assessed by LDH assay. *P<0.05, **P<0.01.

的 Bcl-2上调和 Bax下调，这进一步揭示了丁硫磷的促凋亡活

性（图 2C）。用 10 滋M 特异性半胱氨酸蛋白酶抑制剂
z-VAD-FMK预处理MKN28细胞 2小时，然后用 50 滋g/mL丁
硫磷孵育 48 h。如图 2D所示，z-VAD-FMK对凋亡细胞的数量

没有任何显著的改变。然而，z-VAD-FMK预处理显著阻断了丁

硫磷在MKN28细胞中的促凋亡活性，这表明丁硫磷以 caspase

依赖的方式促进细胞的凋亡。

2.3 丁硫磷下调了MKN28细胞的 PIM3的表达

用 50 滋g/mL丁硫磷孵育 48h后，MKN28细胞中 PIM3的

表达受到了显著抑制。因此，用 qRT-PCR方法检测MKN28细

胞中 PIM3的 mRNA水平，在丁硫磷处理后，MKN28细胞中

PIM3的 mRNA水平以浓度依赖的方式下调（图 3A），相应地，

PIM3蛋白表达水平也受到了丁硫磷的抑制（图 3B）。

2.4 PIM3下调加剧了丁硫磷的抗肿瘤作用

随后，检测 PIM3下调对MKN28细胞的抗肿瘤作用，靶向

siRNA的处理下调了 PIM3的表达（图 4A），而在 PIM3敲除

后，丁硫磷能够显著地降低 MKN28 细胞的活性（P<0.01）（图
4B）。LDH渗漏试验也证实了在 PIM3敲除后，细胞膜的渗漏作

用增强，说明丁硫磷对 MKN28细胞的细胞毒性更为显著（图

4C）；流式细胞仪检测证实 PIM3敲除能够显著增强丁硫磷对

MKN28细胞的凋亡作用（图 4D）。而且，PIM3基因敲除加剧了

丁硫磷诱导的 caspase-3裂解表达（图 4E）。随后将MKN28细

胞转染了 PIM3过表达载体，从而将 PIM3的表达比亲代细胞

提高了 >150%（图 5A）。CCK-8法检测显示，异位 PIM3表达能

够显著缓解丁硫磷诱导的 MNK28细胞的死亡（图 5B）、降低

其引起的细胞膜破坏和渗漏作用（图 5C）。异位 PIM3表达显著

抑制了丁硫磷对 MKN28细胞的凋亡诱导作用（图 5 D），通过

western blotting 蛋白印迹分析裂解的 caspase-3、Bcl-2 和 Bax

的表达也证实了这一点（图 5E）。上述实验表明 PIM3下调能够

加剧丁硫磷对MKN28细胞的抗癌作用。

3 讨论

华蟾素是一种动物源性药物，用于治疗人类恶性肿瘤，并

具有抑制 GC细胞增殖、促进凋亡的作用[16,17]。华蟾蜍素还被尝

试作为 GC患者常规化疗的辅助治疗，这表明华蟾素可以提高

晚期 GC患者治疗的有效率和疾病的化疗控制率[18]。尽管二烯

内酯是华蟾蜍素的主要生物活性成分，目前尚不清楚哪种化合

物在 GC治疗中起主要的抑制作用。本研究结果显示，华蟾蜍

素中的二烯内酯类化合物丁硫磷能促进 GC细胞凋亡和细胞

死亡，而 PIM3是华蟾素丁硫磷抗癌活性的主要靶点，华蟾素

丁硫磷是通过下调 PIM3水平来影响 GC的进展。

细胞凋亡是一种程序性细胞死亡，可由外部或内部刺激引

起，而大多数化疗药物是通过诱导细胞凋亡来消灭恶性肿瘤细

胞、从而起到治疗作用的。本研究发现丁硫磷增加了核染色质

的密度，这反映了核染色质的凝聚、凝固和碎裂，这是细胞凋

亡。流式细胞仪检测证实丁硫磷能显著促进 GC细胞的凋亡。

caspase级联的激活是凋亡细胞死亡的标志[19]。在 caspases中，

casapse-8 和 casapse-9 的激活分别导致外源性和内源性的凋

亡[20]。实验显示丁硫磷可显著提高细胞内 caspase-3、caspase-8

和 caspase9的裂解水平，提示细胞内存在内源性和外源性凋亡

途径。此外，caspase抑制剂阻断了丁硫磷诱导的细胞凋亡，提

示丁硫磷能诱导 caspase依赖性凋亡。凋亡过程也受到一系列

促凋亡和抗凋亡蛋白的严格调控，包括 Bax、Bak、Bid、Bcl-2和

Bcl-xL。尤其是 Bax和 Bcl-2之间的相互作用触发线粒体膜破

裂，随后线粒体细胞色素 c释放到细胞质中，从而导致 caspase

级联的激活[21]。本文观察到丁硫磷能上调促凋亡蛋白 Bax和下

调抗凋亡蛋白 Bcl-2，提示线粒体功能障碍参与了华蟾素丁硫

磷诱导的细胞凋亡。这些发现与 Xie R F的研究结果一致，该报

告显示丁硫磷通过激活线粒体凋亡信号来促进小鼠肝肿瘤细

胞的凋亡[22]。

PIM家族成员具有丝氨酸 /苏氨酸激酶活性，目前发现该

家族有三种激酶 PIM1、PIM2和 PIM3。PIM1作为Moloney小

鼠白血病病毒 T细胞淋巴瘤的前体插入位点，对淋巴瘤的发生

有积极作用。PIM2最初被认定为前病毒整合位点，而 PIM3最

初被认定为致癌基因；后来发现 PIM3在正常脑和心脏组织中

也有表达[2]。有趣的是，PIM3在癌组织中是不受调控的，尤其是

内胚层来源的肿瘤，包括结肠、肝脏、胰腺和胃肿瘤[2]。之后，开

发了小分子 PIM激酶抑制剂并对其抗癌活性加以研究；而一

项早期的研究表明，阿司他胺合成中间体 T18 是通过作为
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图 2 丁硫磷促进MKN28GC细胞凋亡

Fig.2 Bufothionine promotes caspase-dependent apoptosis in MKN28 cells

Note: MKN28 cells were treated with bufothionine at 20 and 50 滋g/mL for 48 h. FigA. Apoptotic cell population was assessed by Hoechst33342/PI double

staining; FigB. Cell apoptosis was detected using Annexin V-FITC/PI apoptosis kit; FigC. The cleavage of caspase-3, caspase-8 and caspase-9 as well as

expression of Bcl-2 and Bax was determined by western blotting; FigD. Pretreatment with specific caspase inhibitor z-VAD-FMK (10 滋M, 4 h) blocked

bufothionine-promoted cell apoptosis. **P<0.01.
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图 3丁硫磷下调MKN28GC细胞中 PIM3的表达

Fig.3 Bufothionine downregulates PIM3 in GC cells

Note: MKN28 cells were treated with bufothionine at 20 and 50 滋g/mL for 48h.FigA.the expression levels of PIM3 mRNA ;FigB.the expression levels of

PIM3 protein. **P<0.01.

图 4 丁硫磷对 PIM3 siRNA转染MKN28GC细胞的影响

Fig.4 Effect of bufothionine on MKN28 cells after transfection with PIM3 siRNA

Note: MKN28 cells were transfected with PIM3 siRNA, and bufothionine treatment was started 48 h after transfection. FigA. 48 h post transfection, the

protein expression of PIM3 was assessed by western blotting; FigB. Effect of the combination of bufothionine and PIM3 knockdown on cell viability was

assessed by CCK-8 assay; FigC. Cytotoxicity of the combination of bufothionine and PIM3 knockdown on cell viability was examined by LDH assay;

FigD. Pro-apoptotic activities of the combination of bufothionine and PIM3 knockdown were examined using Annexin V-FITC/PI apoptosis kit;

FigE. Effect of the combination of bufothionine and PIM3 knockdown on the protein levels of cleaved caspase-3, Bax and Bcl-2.**P<0.01.
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图 5 丁硫磷对 PIM3高表达载体转染MKN28GC细胞的影响

Fig.5 Effect of bufothionine on MKN28 and AGS cells after transfection with PIM3 overexpressing vector

Note: GC cells were transfected with PIM3 overexpressing vector and bufothionine treatment was started 48h after transfection. FigA.48 h post

transfection, the protein level of PIM3 was assessed by western blotting; FigB. Effect of the combination of bufothionine and ectopic PIM3 expression on

cell viability was assessed by CCK-8 assay; FigC.Cytotoxicity of the combination of bufothionine and ectopic PIM3 expression was assessed by LDH

assay of cell viability; FigD. Pro-apoptotic activity of the combination of bufothionine and ectopic PIM3 expression was examined using Annexin

V-FITC/PI apoptosis kit; FigE. Effect of the combination of bufothionine and ectopic PIM3 expression on the protein levels of cleaved caspase-3, Bax and

Bcl-2 was examined by western blotting. **P<0.01.

PIM3抑制剂而发挥抗癌活性的[23-25]。我们的研究表明 PIM3是

GC治疗的一个潜在靶点，而华蟾素丁硫磷的抗生长和促凋亡

活性归因于 PIM3的下调。此外，我们的研究结果提供了令人

信服的证据，PIM3是丁硫磷诱导 GC细胞凋亡的关键介质，这

与结直肠癌、胶质瘤和胰腺癌的有关研究结果一致[10,24,26]。一些

研究表明 PIM3对肿瘤转移[10]、化疗耐药[27,28]和放射耐药[29,30]都

有积极作用。因此，我们有理由相信，丁硫磷可能通过下调

PIM3而发挥抗转移活性或提高对化疗和放疗的敏感性。

综上所述，本研究的发现表明，丁硫磷在体外能够抑制高

转移性 GC细胞株的生长，而 PIM3可能是介导丁硫磷对 GC

抗癌活性的主要分子靶点。这些发现为丁硫磷在 GC治疗中的

化疗潜力提供了新的见解。
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