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摘要： 目的　 研究华蟾毒精对肝癌细胞系 ＳＫ⁃Ｈｅｐ１ 和 ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡、 ＤＮＡ 损伤的影响及作用机制。 方法　 取对数

生长期肝癌细胞， 采用不同浓度 （ ５、 １０、 ２５、 ５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ） 华蟾毒精， 或干扰 ｐ３８ＭＡＰＫ ／ ＡＭＰＫ ＋ 华蟾毒精

（５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ） 处理肝癌细胞， 乳酸脱氢酶 （ＬＤＨ） 法检测细胞毒性， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测凋亡标志蛋白 ＰＡＲＰ、 ＤＮＡ 损

伤标志蛋白 γ⁃Ｈ２ＡＸ 以及 ｐ⁃ｐ３８ＭＡＰＫ、 ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋白表达。 结果 　 与对照组比较， 华蟾毒精处理后肝癌细胞 ＰＡＲＰ、
γ⁃Ｈ２ＡＸ、 ｐ⁃ｐ３８ＭＡＰＫ 及 ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋白表达均呈现剂量和时间依赖性增加 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， 可引起肝癌细胞死亡 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）； 下调 ｐ３８ＭＡＰＫ 基因表达后， 华蟾毒精诱导的肝癌细胞 ＰＡＲＰ、 γ⁃Ｈ２ＡＸ 蛋白表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 但 ｐ⁃
ＡＭＰＫ 蛋白表达升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； 下调 ＡＭＰＫ 基因表达后， 华蟾毒精诱导的肝癌细胞 ＰＡＲＰ、 γ⁃Ｈ２ＡＸ 以及 ｐ⁃
ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 肝癌细胞死亡率增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论 　 华蟾毒精可同时激活肝癌细胞中

ｐ３８ＭＡＰＫ 和 ＡＭＰＫ 表达； 激活的 ｐ３８ＭＡＰＫ 可促进华蟾毒精诱导的肝癌细胞凋亡和 ＤＮＡ 损伤； 而激活的 ＡＭＰＫ 可抑

制华蟾毒精诱导的肝癌细胞凋亡和 ＤＮＡ 损伤； 人肝癌细胞中华蟾毒精激活 ｐ３８ＭＡＰＫ 的力度大于 ＡＭＰＫ， 最终达到杀

伤肿瘤的作用。
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　 　 原发性肝癌主要为肝细胞癌 （占 ７５％ ～ ８５％ ）， 是全球

第 ６ 大最常见的恶性肿瘤， 致死率居第 ４ 顺位， 每年新发

病例超过 ８４ 万， 其中 ５０％ 发生在中国［１］ 。 肝癌目前主要的

治疗手段有切除移植、 放化疗和外科手术综合治疗。 多数

患者因发病隐匿， 通常在晚期确诊且合并肝硬化， 治疗选

择受到限制， 预后较差［２⁃３］ 。 近年来， 中药以其来源广泛、
价格低廉、 毒副作用较低等优点， 被普遍用于实验研究和

临床。 华蟾毒精是中药蟾酥的主要活性成分之一， 具有抑

制肿瘤增殖和血管形成， 诱导肿瘤细胞凋亡的作用［４］ 。 大

量研究发现， 华蟾毒精对肝癌［５⁃６］ 、 前列腺癌［７］ 、 结直肠

癌［８］等都具有杀伤作用， 但其具体的抗肿瘤机制还缺乏深

入的认识。 已有研究表明， 华蟾毒精可通过激活 ｐ３８ 丝裂

原活化蛋白激酶 （ｐ３８ＭＡＰＫ） 信号通路诱导胃癌［９］ 、 骨肉

瘤细胞凋亡［１０］ ， 而 ｐ３８ＭＡＰＫ 又可作为腺苷酸活化蛋白激

酶 （ＡＭＰＫ） 信号通路的下游分子诱导骨肉瘤细胞凋

亡［１１］ 。 因此， 本实验采用华蟾毒精处理肝癌细胞系 ＳＫ⁃
Ｈｅｐ１ 和 ＨｅｐＧ２， 通过检测凋亡标志蛋白聚腺苷酸二磷酸核

糖转移酶 ［ ｐｏｌｙ （ ＡＤＰ⁃ｒｉｂｏｓｅ） ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ， ＰＡＲＰ］、 ＤＮＡ
损伤标志蛋白 磷 酸 化 的 组 蛋 白 Ｈ２ＡＸ （ γ⁃Ｈ２ＡＸ）、 ｐ⁃
ｐ３８ＭＡＰＫ 及 ｐ⁃ＡＭＰＫ 等表达， 以研究华蟾毒精对肝癌细胞

的杀伤作用机制， 为华蟾毒精治疗肝癌提供新的实验依据。

１　 材料

１􀆰 １　 药物与试剂　 华蟾毒精 （纯度 ９８􀆰 ９０％ ， ＣＡＳ 号 ４７０⁃
３７⁃１） 购自美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ 公司。 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００
转染试剂购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司； １×ＯｐｔｉＭＥＭ 无血清培养

液购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司； 乳酸脱氢酶细胞 （ＬＤＨ） 毒性检

测试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司； ＰＡＲＰ、 γ⁃
Ｈ２ＡＸ、 Ｈ２ＡＸ、 ｐ⁃ｐ３８、 ｐ３８、 ｐ⁃ＡＭＰＫ、 ＡＭＰＫ 一抗均购自

美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司； 甘油醛⁃３⁃磷酸脱氢酶

（ＧＡＰＤＨ） 一 抗 购 自 美 国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公 司； 阴 性 对 照

（ＮＣ） ⁃ｓｉＲＮＡ、 ＡＭＰＫα１⁃ｓｉＲＮＡ、 ｐ３８ＭＡＰＫ⁃ｓｉＲＮＡ 购自上海

吉玛制药技术有限公司， 引物序列见表 １。
表 １　 引物序列

名称 序列（５′→３′）
ＮＣ⁃ｓｉＲＮＡ 正向 ５′⁃ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ⁃３′

反向 ５′⁃ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ⁃３′
ｐ３８ＭＡＰＫ⁃ｓｉＲＮＡ 正向 ５′⁃ＡＡＵＣＡＣＡＵＵＵＵＣＡＵＧＵＵＵＣＡＵ⁃３′

反向 ５′⁃ＧＡＡＡＣＡＵＧＡＡＡＡＵＧＵＧＡＵＵ⁃３′

ＡＭＰＫα１⁃ｓｉＲＮＡ
正向 ５′⁃ＧＧＡＵＣＣＡＵＣＡＵＡＵＡＧＵＵＣＡＴＴ⁃３′
反向 ５′⁃ＵＧＡＡＣＵＡＵＡＵＧＡＵＧＧＡＵＣＣＴＣ⁃３′

１􀆰 ２　 仪器　 二氧化碳恒温培养箱 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）； 倒

置相差显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； 低温离心机 （美国
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Ｔｈｅｒｍｏ 公司）； 酶标仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｔｅｋ 公司）； 红外发光成像

系统 （美国 ＬＩ⁃ＣＯＲ 公司）； 电泳系统 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞培养　 人肝癌细胞 ＳＫ⁃Ｈｅｐ１ 和 ＨｅｐＧ２ 购自中国

科学院上海细胞库， 用含 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养基， 于

５％ ＣＯ２、 ３７ ℃加湿孵箱中培养， 细胞单层贴壁生长， 视具

体状态更换培养基。
２􀆰 ２　 乳酸脱氢酶 （ＬＤＨ） 法检测细胞毒性　 取对数期肝癌

细胞接种到 ９６ 孔板中， 细胞培养箱中培养 ２４ ｈ， 每孔加入

不同浓度华蟾毒精 （５、 １０、 ２５、 ５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）， 以 ＤＭＳＯ 为

空白对照， 不做任何处理为最大酶活性对照孔， 每个浓度

设置 ３ 个复孔， 继续培养 １２ ｈ， 检测前 １ ｈ， 在最大酶活性

对照孔中加入 ＬＤＨ 释放液后继续放入培养箱中培养， １ ｈ
后将 ９６ 孔板在 ４００×ｇ 条件下离心 ５ ｍｉｎ， 各孔取 ８０ μＬ 上

清液加入到新的 ９６ 孔板中， 再向每孔中加入 ３０ μＬ ＬＤＨ 工

作液， 混匀后室温避光孵育 ３０ ｍｉｎ， 用酶标仪在 ４９０ ｎｍ 波

长处检测吸光度值。
２􀆰 ３　 ｓｉＲＮＡ 转染 　 将细胞接种在 ６ 孔板中， 待融合度达

７０％ ～ ８０％ 时， ＰＢＳ 洗 ２ 次， 每孔加入 ８００ μＬ Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ。
将 ２􀆰 ５ μＬ ＮＣ ／ ＡＭＰＫα１ ／ ｐ３８ＭＡＰＫ⁃ｓｉＲＮＡ 与 １００ μＬ 无血清

培养液的 １ × Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 混合， 同时将 ４ μＬ Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
３０００ 转染试剂与 １００ μＬ Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 混合， 静置 ５ ｍｉｎ， 将 ２
种溶液混合静置 １５ ｍｉｎ 后， 加入到对应的孔内， 放入培养

箱中培养 ６～８ ｈ， 更换正常培养基培养 １８ ｈ 后， 用 ＤＭＳＯ
或 ５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 华蟾毒精处理 １２ ｈ， 收集细胞用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测。

２􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ＰＡＲＰ、 γ⁃Ｈ２ＡＸ、 ｐ⁃ｐ３８ＭＡＰＫ、
ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋白表达　 取对照组 （ＤＭＳＯ）、 华蟾毒精组 （５、
１０、 ２５、 ５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ） 及干扰 ＡＭＰＫ ／ ｐ３８ＭＡＰＫ ＋华蟾毒精

（５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ） 组的肝癌细胞， 用 ＩＰ 裂解液于冰上提取细胞

总蛋白， 超声破碎， ４ ℃离心后， 采用 ＢＣＡ 法进行蛋白定

量， 具体操作按照试剂盒说明书进行， 将蛋白样品与上样

缓冲液充分混匀， 通过 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳、 湿转、 封闭、
切膜， 加入一抗于 ４ ℃冰箱孵育过夜， ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次， 加

入二抗室温避光孵育 １ ｈ， ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次， Ｏｄｅｓｓｅｙ⁃ＣＬＸ 扫

描显影， 即得到目的蛋白的免疫印迹图。
２􀆰 ５　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ３􀆰 ０ 软件进行处

理， 计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分

析， 两两比较采用 ｔ 检验。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异有统计学

意义。
３　 结果

３􀆰 １　 华蟾毒精对肝癌细胞的影响

３􀆰 １􀆰 １　 华蟾毒精对肝癌细胞毒性的影响 　 与 ０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 华

蟾毒精组比较， ５、 １０、 ２５、 ５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 华蟾毒精处理 １２ ｈ
后， ＳＫ⁃Ｈｅｐ１ 和 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＬＤＨ 释放量均增加， 细胞毒

性增强， 并呈浓度依赖性， 见图 １Ａ ～ １Ｂ。 随后选用效果

最为显著的 ５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 华蟾毒精处理肝癌细胞 ６、 １２ ｈ，
与对照组 （ ＤＭＳＯ） 比较， ５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 华蟾毒精组 ＳＫ⁃
Ｈｅｐ１ 和 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＬＤＨ 释放量均增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５） ， 细

胞毒性增强， 并呈时间依赖性， 见图 １Ｃ ～ １Ｄ。 结果表

明， 华蟾毒精对肝癌 ＳＫ⁃Ｈｅｐ１ 和 ＨｅｐＧ２ 细胞具有明显的

毒性作用。

注： 与对照组 （ＤＭＳＯ） 比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １　 华蟾毒精对肝癌细胞毒性的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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３􀆰 １􀆰 ２　 华蟾毒精对肝癌细胞凋亡和 ＤＮＡ 损伤的影响 　 与

对照组 （ＤＭＳＯ） 比较， ５、 １０、 ２５、 ５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 华蟾毒精处

理肝癌细胞 １２ ｈ 后， 凋亡相关蛋白 ＰＡＲＰ 以及 ＤＮＡ 损伤标

志蛋白 γ⁃Ｈ２ＡＸ 均呈剂量依赖性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图２Ａ～

２Ｄ； ５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 华蟾毒精处理肝癌细胞 ６、 １２ ｈ 后， ＰＡＲＰ
及 γ⁃Ｈ２ＡＸ 蛋白表达均呈时间依赖性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图

２Ｅ～２Ｈ。 结果表明， 华蟾毒精可以诱导肝癌细胞凋亡和

ＤＮＡ 损伤。

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 华蟾毒精对人肝癌细胞凋亡和 ＤＮＡ 损伤的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 １􀆰 ３　 华蟾毒精对肝癌细胞 ｐ⁃ｐ３８ＭＡＰＫ、 ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋白表

达的影响 　 与对照组 （ ＤＭＳＯ） 比 较， ５、 １０、 ２５、 ５０
ｎｍｏｌ ／ Ｌ 华蟾毒精处理肝癌细胞 １２ ｈ 后， 细胞 ｐ⁃３８ＭＡＰＫ、
ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋白表达升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， 见图 ３Ａ ～ ３Ｄ； 此外，
５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 华蟾毒精处理肝癌细胞 ６、 １２ ｈ 后， ｐ⁃３８ＭＡＰＫ、
ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋白表达均呈时间依赖性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图

３Ｅ～３Ｈ。 结果表明， 华蟾毒精可激活肝癌细胞 ｐ３８ＭＡＰＫ 和

ＡＭＰＫ 表达。
３􀆰 ２　 干扰 ｐ３８ＭＡＰＫ 表达后华蟾毒精对肝癌细胞的影响

３􀆰 ２􀆰 １　 华蟾毒精通过 ｐ３８ＭＡＰＫ 诱导肝癌细胞凋亡和 ＤＮＡ

损伤　 与 ｓｉＮＣ＋华蟾毒精组比较， ｓｉｐ３８＋华蟾毒精组细胞

ＰＡＲＰ 和 γ⁃Ｈ２ＡＸ 蛋白表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ４。 结

果表明， 华蟾毒精通过激活 ｐ３８ＭＡＰＫ 诱导肝癌细胞凋亡和

ＤＮＡ 损伤。
３􀆰 ２􀆰 ２　 干扰 ｐ３８ＭＡＰＫ 表达后对肝癌细胞中 ｐ⁃ＡＭＰＫ 表达

的影响　 抑制 ｐ３８ＭＡＰＫ 基因表达后， ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋白表达升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与 ｓｉＮＣ＋华蟾毒精组比较， ｓｉｐ３８＋华蟾毒精

组 ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋白表达进一步升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ５。 结果

表明， 下调 ｐ３８ＭＡＰＫ 基因的表达可激活肝癌细胞中 ＡＭＰＫ
表达。
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注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 华蟾毒精对肝癌细胞 ｐ⁃ｐ３８ＭＡＰＫ、 ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ３　 干扰 ＡＭＰＫ 表达后对华蟾毒精诱导肝癌细胞凋亡和

ＤＮＡ 损伤的影响 　 与 ｓｉＮＣ＋华蟾毒精组比较， ｓｉＡＭＰＫα１＋
华蟾毒精组肝癌细胞 ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋白表达降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５），
ＰＡＲＰ、 γ⁃Ｈ２ＡＸ、 ｐ⁃ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白表达升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
见图 ６Ａ～６Ｄ； 乳酸脱氢酶检测结果显示 ｓｉＡＭＰＫα１＋华蟾毒

精组 ＬＤＨ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图６Ｅ～ ６Ｆ。 结果表明，
敲低 ＡＭＰＫ 能够促进华蟾毒精诱导的肝癌细胞凋亡和 ＤＮＡ
损伤。
４　 讨论

原发性肝癌是全球癌症相关发病率和死亡率高的主要

原因之一， 临床上常用的治疗方法均不能有效控制肿瘤的

扩散和转移。 广谱化疗药物在杀伤肿瘤细胞的同时， 也会

损伤机体的免疫系统， 但与中医药结合可提高其治疗效

果［１２⁃１３］ 。 最新肝癌治疗指南也推荐了若干种现代中药制剂

用于手术切除后的辅助治疗， 可显著缓解化疗药物的副作

用， 改善晚期肝癌的生存率［１４］ 。 华蟾毒精是从中华大蟾酥

中提取分离出的主要活性成分， 对包括肝癌、 结直肠癌、
多发性骨髓瘤［１５］等肿瘤细胞具有明显的杀伤作用。 本研究

探索了华蟾毒精对人肝癌细胞系 ＳＫ⁃Ｈｅｐ１ 和 ＨｅｐＧ２ 的影响

及其分子机制。
细胞凋亡又称程序性细胞死亡， 主要包括线粒体途径、

死亡受体途径及其上游信号转导， 例如 ＭＡＰＫ 途径、 ＰＩ３Ｋ ／
Ａｋｔ 途径、 ＮＦ⁃κＢ 途径等［１６］ 。 多项研究指出， 无论是放化

疗药物、 细胞毒性药物还是靶向药， 激活肿瘤促凋亡通路
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注： 与 ｓｉＮＣ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 ｓｉＮＣ＋华蟾毒精组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 华蟾毒精通过 ｐ３８ＭＡＰＫ 诱导肝癌细胞凋亡和 ＤＮＡ 损伤 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与 ｓｉＮＣ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 ｓｉＮＣ＋华蟾毒精组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 干扰 ｐ３８ＭＡＰＫ 后对肝癌细胞中 ｐ⁃ＡＭＰＫ 和 ｐ３８ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

是治疗肝癌细胞的一条有效途径［１７⁃１８］ 。 本实验发现， 华蟾

毒精可诱导肝癌细胞发生凋亡。 ｐ３８ＭＡＰＫ 属于 ＭＡＰＫｓ 家

族， 参与细胞增殖、 分化、 凋亡等众多生物学进程， 活化

的 ｐ３８ＭＡＰＫ 可以通过降低 Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 比值， 诱导线粒体功

能障碍， 进而引起细胞凋亡［１９］ 。 本研究结果显示， 华蟾毒

精上调了肝癌细胞中 ｐ⁃ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白表达， 提示华蟾毒精

杀伤肝癌细胞可能与 ｐ３８ＭＡＰＫ 通路的激活有关。 近年来，
ｐ３８ＭＡＰＫ 作为一种肿瘤抑制因子引起广泛的关注， 如在

ＨｅＬａ 细胞中 ｐ３８ＭＡＰＫ 的激活可特异性抑制肿瘤的形

成［２０］ ； 在化疗过程中顺铂可以激活 ｐ３８ＭＡＰＫ 通路， 达到

杀伤肿瘤的作用， 因此可作为顺铂的特异性治疗靶点， 具

有重要临床意义［２１］ 。 本实验也发现， 华蟾毒精可激活

ｐ３８ＭＡＰＫ， 而敲低 ｐ３８ＭＡＰＫ 表达后， 华蟾毒精诱导的肝癌

细胞凋亡和 ＤＮＡ 损伤效率降低， 且 ｐ⁃ＡＭＰＫ 表达呈现上升

趋势， 说明在肝癌细胞中华蟾毒精可通过激活 ｐ３８ＭＡＰＫ 发

挥杀伤肿瘤的作用， 且提示 ＡＭＰＫ 也参与其中。
ＡＭＰＫ 作为真核细胞的能量感受器， 能够协调包括自

噬、 凋亡、 细胞周期和蛋白质合成在内的一系列细胞过程，
与人类疾病的发生发展密切相关， 已成为许多代谢综合征

和肿瘤治疗的重要靶点［２２］ 。 近年来的诸多研究发现，
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注： 与 ｓｉＮＣ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 ｓｉＮＣ＋华蟾毒精组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ６　 干扰 ＡＭＰＫ 表达后对华蟾毒精诱导肝癌细胞凋亡和 ＤＮＡ 损伤的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

ＡＭＰＫ 在肿瘤的发生发展过程中发挥双重功能［２３］ ， 如

ＡＭＰＫ 可作为一个肿瘤抑癌因子， 负性调节癌细胞 Ｗａｒｂｕｒｇ
效应从而抑制肿瘤的生长［２４］ ； 又可作为肿瘤的保护因子，
通过直接磷酸化 ＣＲＥＢ１ 促进下游 ＨＩＦ１α 的转录激活， 从而

促进葡萄糖代谢， 达到加速胶质母细胞瘤生长的作用［２５］ ；
也可通过调控不同的信号通路促进结肠癌［２６］ 、 乳腺癌［２７］

的生长。 本实验结果显示， 华蟾毒精可上调肝癌细胞中

ｐ⁃ＡＭＰＫ蛋白表达， 进一步研究发现敲低 ＡＭＰＫα１ 后华蟾

毒精诱导的肝癌细胞 凋 亡 和 ＤＮＡ 损 伤 程 度 增 加， ｐ⁃
ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白表达也升高， 表明 ＡＭＰＫ 可以保护肿瘤抵

抗华蟾毒精的杀伤作用。 值得注意的是本研究 发 现

ｐ３８ＭＡＰＫ 与 ＡＭＰＫ 之间似乎存在相互调控的关系， 有待

进一步的实验验证。
综上所述， 在华蟾毒精杀伤人肝癌细胞 ＳＫ⁃Ｈｅｐ１ 和

ＨｅｐＧ２ 的过程中， ｐ３８ＭＡＰＫ 的激活可促进肝癌细胞的凋亡

和 ＤＮＡ 损伤， 而 ＡＭＰＫ 的激活可抑制肝癌细胞的凋亡和

ＤＮＡ 损伤， 推测在人肝癌细胞中华蟾毒精激活 ｐ３８ＭＡＰＫ
的力度大于 ＡＭＰＫ， 最终达到杀伤肿瘤的作用。 本研究不

仅为华蟾毒精治疗肝癌的临床应用提供新的理论基础， 也

有望为华蟾毒精治疗肝癌提供新的思路。
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