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·基础论著· 

去甲斑蝥素对胆管癌 RBE 细胞 α-Tubulin 
骨架蛋白及细胞周期的影响 

王天阳  王文斌  边伟  张小艳  刘建华  王凤安 

【摘要】  目的  观察去甲斑蝥素对人胆管癌 RBE 细胞周期的影响及对微管蛋白（α-Tubulin）的作用。

方法  体外培养胆管癌 RBE 细胞，分别用不同剂量去甲斑蝥素处理，流式细胞学检测细胞周期的影响，

免疫组化染色法观察 α-Tubulin 结构变化，Real-time PCR 检测 α-Tubulin mRNA 转录水平变化。结果  流
式细胞学检测显示胆管癌 RBE 细胞随着药物浓度的增加，G2/M 期阻滞作用增强，10、20、40 μg/ml 组与

对照组相比具有统计学意义（P＝0.000，P＜0.01）。免疫组化染色法观察到去甲斑蝥素作用下，胆管癌 RBE
细胞 α-Tubulin 骨架结构被破坏，Real-time PCR 证实去甲斑蝥素使胆管癌 RBE 细胞 α-Tubulin 转录水平减

少，差异具有统计学差异（P＝0.002，P＝0.000，P＜0.01）。结论  去甲斑蝥素可以通过破坏胆管癌 RBE
细胞 Tubulin 骨架、抑制 α-Tubulin mRNA 的表达，阻止纺锤体的形成，将细胞周期阻滞在 G2/M 期，导致

生长抑制，是其抗肿瘤机制之一。 
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【Abstract】  Objective  To explore the mechanisms of Norcantharidin's anti-tumor effect by investigating cell 
cycle and α-Tubulin cytoskeleton changes in cholangiocarcinoma cell line RBE after treated by Norcantharidin. 
Methods  The RBE cells were cultured in vitro, followed by treating with various concentration of norcantharidin 
for 24 h. Cell cycle changes were detected by flow cytometric analysis. We used immunohistochemical (IHC) to 
observe α-Tubulin cytoskeleton changes, and real-time PCR was used to detect α-Tubulin mRNA transcript levels. 
Results  The result of flow cytometric analysis shown the cell cycle arrested at G2/M. The damages of α-Tubulin 
cytoskeleton under the treatment of Norcantharidin were observed by IHC, and real-time PCR determined that 
α-Tubulin was decreased at mRNA level. Conclusions  Norcantharidin can prevent the formation of spindle to 
arrest the cell cycle in G2/M phase, by disrupting Tubulin cytoskeleton, inhibiting α-Tubulin mRNA expression, 
which is one of the mechanisms of Norcantharidin's anti-tumor effect. 

【Key words】  Bile duct neoplasms;  Cytoskeleton;  Cell cycle;  Tubulin;  Norcantharidin 
 
斑蝥素提取自传统中药斑蝥， 具有攻毒蚀疮，逐

淤散结等功效，在多种恶性肿瘤治疗中取得了一定的

疗效。在斑蝥素基础上，去甲斑蝥素（norcantharidin，
NCTD）缺少 1，2 位 2 个甲基，保留了抗肿瘤活性同

时，明显降低了毒性及不良反应[1]。作为一种可升高白

细胞的抗肿瘤药物，去甲斑蝥素受到越来越多的关注。
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在前期研究中，去甲斑蝥素可以明显抑制胆管癌RBE
细胞的增殖，并通过线粒体途径诱导细胞凋亡。本研

究通过观察去甲斑蝥素引起胆管癌RBE细胞株细胞周

期变化，细胞骨架的改变及其相关mRNA水平变化，

讨论去甲斑蝥素对胆管癌细胞诱导凋亡作用机制。 

材料与方法 

一、细胞系 
胆管癌细胞系 RBE-TCHU179 购自中科院上海生

命科学研究所，使用含有 10%胎牛血清（杭州四季青

公司）、100 U/ml 青霉素、0.1 mg/ml 链霉素（Solarbio
公司）的 RPMI-1640（美国 Gibco 公司）培养基，在
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37 ℃、5% CO2、饱和湿度环境下培养。 
二、材料与试剂 
注射用去甲斑蝥素购自 Sigma 公司，使用前用不

含血清的 RPMI-1640 稀释至目的浓度，微管蛋白

（α-Tubulin）小鼠多抗购自天津三箭生物公司，即用型

非生物素免疫组化 EliVision plus 检测试剂盒、DAB 显

色试剂盒均购自福州迈新公司，TRIzol、M-MLV 反转

录试剂盒、SYBR Green qPCR SuperMix 试剂盒购自

Invitrogen 公司。 
三、方法 
1．流式细胞仪分析细胞周期分布：对数期生长的

RBE 细胞应用 0、5、10、20、40 μg/ml 的去甲斑蝥素

干预 RBE 细胞 24 h，胰酶消化后收集 1×106 个细胞，

用 4 ℃预冷的 PBS 溶液洗涤细胞，1000 r/min 离心

5 min，重复 3 遍，固定于 4 ℃预冷的 70%乙醇中，4 ℃
过夜。800 r/min 离心去除乙醇，PBS 洗涤 2 遍，方法同

前，加入碘化丙啶至终浓度为 50 μg/ml，在 4 ℃避光

染色 30 min，488 nm 激发波长测定样品，620 nm 带通

滤片检测 PI 荧光，每个样本收集 10 000 个荧光信号，

采用 modfit DNA 拟合软件分析细胞周期分布。 
2．α-Tubulin 免疫组化染色：同上分组及去甲斑

蝥素处理，PBS 润洗 2 遍后，滴加丙酮覆盖玻片固

定 10 min，滴加一抗：α-Tubulin 小鼠多抗（1∶100），

空白对照用 PBS 代替，37 ℃湿盒内孵育 1 h。滴加二

抗：PBS 冲洗后滴加 EliVision plus 试剂盒 A 液一滴，

室温孵育 30 min，PBS 冲洗后滴加 B 液一滴，室温

孵育 30 min，PBS 冲洗。DAB 显色：滴加一滴新鲜配

制的 DAB 溶液，染色严格控制在 45 s，立即在蒸馏水

中终止反应，梯度乙醇脱水干燥，中性树胶封固。 
3．Real-time PCR 检测 α-Tubulin mRNA 表达水

平：收集 10、40 μg/ml 浓度去甲斑蝥素作用 24 h 后的

细胞，按 TRIzol 使用说明提取总 RNA，紫外分光光度

计测定其浓度和纯度，按照反转录试剂盒说明书合成

cDNA，α-Tubulin 及内参 β-actin 均由北京赛百盛基因

技术公司设计并合成。 α-Tubulin 上游引物： 5'- 
TTCTGGGTTCACCTCGCTGC-3'；下游引物：5'-GG 
TGAGGATGGAGTTGTAGGGC-3'；β-actin 上游引物：

5'-GAGCTACGAGCTGCCTGACG-3' ；下游引 物：

5'-GGTAGTTTCGTGGATGCCACAG-3' ； Real-time 
PCR 反应体系：1 μl cDNA 反转录产物，上下游引物

各 0.4 μl，10 μl masterMIX，无菌水补齐到 20 μl，设 2
个复孔。反应条件：95 ℃预变性 10 min，循环为 95 ℃ 
20 s，60 ℃ 30 s，循环 40 次，每个循环末检测荧光，

循环结束后测量溶解曲线。数据由 QIAGEN Rotor 
Gene Qene Q 软件分析，实验重复 3 次。 

四、统计学分析 
数据应用均数±标准差（ sx ± ）表示。应用 SPSS 

13.0 进行数据统计分析，t 检验及单因素方差分析用

于数据均数的比较，P＜0.05 时为差异具有统计学意

义。 

结    果 

1．去甲斑蝥素影响 RBE 细胞细胞周期分布：去

甲斑蝥素作用 24 h 使 RBE 细胞周期发生改变（图 1，
表 1），其中 G2/M 期细胞增加（图 2），10、20、40 μg/ml
组与对照组相比具有统计学意义（P＝0.000，P＝0.000，
P＝0.000，P＜0.01）。随着药物浓度的增加，阻滞作

用增强。 

表 1 去甲斑蝥素对 RBE 细胞细胞周期分布的影响（%，x s± ） 

周期 
浓度 

0 μg/ml 5 μg/ml 10 μg/ml 20 μg/ml 40 μg/ml 

G2/M  9.8±1.7  7.6±1.2 31.7±4.2 32.7±2.9 32.4±0.1 

S 23.8±3.4 24.9±5.5 15.0±0.7 15.7±2.1 28.1±2.9 

G0/G1 66.3±4.9 67.6±5.3 53.3±3.5 51.6±1.1 39.5±2.9 
 

2. α-Tubulin免疫组化染色观察去甲斑蝥素对RBE
细胞微管的改变：对照组胆管癌 RBE 细胞胞质内可见

清晰的微管网络结构（图 3A），从胞核周围到细胞膜

呈辐射状，交织成网状，其中，分裂期的细胞（图 3B）
可见明显的纺锤体形成。5～10 μg/ml 去甲斑蝥素干预

后（图 3C，3D），细胞变圆，细胞胞质减少，纤维开

始在核周围聚集，染色加深。20～40 μg/ml 组（图 3E，
3F）细胞呈圆形，胞质进一步减少，Tubulin 蛋白聚集

在核周围，呈现无结构均一的环状。其中图 3E 为一处

于分裂中期的细胞，可见微管均匀存在于胞质中，无

纺锤体出现。 
3．Real-time PCR 检测（图 4）：与对照组相比，

无论低浓度或者是高浓度去甲斑蝥素作用胆管癌细胞

后，α-Tubulin mRNA 表达水平均明显降低，差异具有

统计学差异（P＝0.002，P＝0.000，P＜0.01）。 

讨    论 

前期试验已经证实去甲斑蝥素对胆管癌RBE细胞

具有很强的抑制增殖和诱导凋亡的作用，并通过线粒

体途径激活 Caspase-3 级联反应，诱导细胞凋亡。实验

中发现，细胞在凋亡前，处于有丝分裂中期的细胞数

目明显增多。为证实这个现象，本次实验通过流式细

胞学检测证实了胆管癌细胞被阻滞在 G2/M 期，且随

着剂量的升高，G2/M 期所占比例随之升高。这提示去

甲斑蝥素可以通过诱导细胞周期阻滞的途径诱导胆管

癌 RBE 细胞的凋亡。 
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研究显示去甲斑蝥素可通过诱导凋亡、抑制转移、

阻滞细胞周期，抑制肿瘤血管生成等多个方面发挥抗

癌作用[2-3]。关于甲斑蝥素对细胞周期的影响，有研究

表明其可通过促进 p21、Cdc25C磷酸化；抑制 cyclin-D1
的表达发挥细胞周期阻滞作用[4-5]。去甲斑蝥素也可以

抑制 PP2A 的活性，影响细胞周期[6]。此外，阻止染

色质与 Cdc6，MCM2 和 MCM6 等复制复合物结合也

是去甲斑蝥素对周期影响机制之一[7]。研究表明，去甲

斑蝥素可以在体外抑制 Tubulin 的聚合，并且干扰微管

的组装和纺锤体的形成，诱导 SK-OV-3 细胞凋亡[8-9]。 
为探究甲斑蝥素是否通过破坏胆管癌RBE细胞微

管结构，从而影响细胞周期，本实验应用免疫组织化

学染色技术对 Tubulin 染色。染色可以清晰观察到细胞

的微管系统，对照组可以清晰地看到 α-Tubulin 所组装

成的骨架网络，处于分裂期的细胞可见明显的纺锤体

形成。而实验组随着去甲斑蝥素剂量的升高，可观察

到网状 Tubulin 的部分解聚，在核周弥漫性累及，形成

深染的环。处于分裂期的细胞未见纺锤体的形成。由

此推测去甲斑蝥素可能通过解聚 α-Tubulin 骨架，阻止

纺锤体的形成，阻滞细胞周期。 
此外，本实验通过 Real-time PCR ，检测到

α-Tubulin 在 RBE 细胞中的表达水平降低。推测去甲斑 
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蝥素可能通过干扰 α-Tubulin mRNA 的表达，进一步破

坏 Tubulin 骨架。 
有丝分裂灾难为化疗药抗肿瘤作用的重要机制

之一[10]，细胞长期停滞在细胞周期某一期是其产生

因素[11]。紫杉醇或多西他赛能抑制微管的解聚，这类

微管特异性药物可以导致微管功能的破坏，使肿瘤细

胞在 G2/M 期阻滞，发生有丝分裂灾难，导致细胞进

入凋亡程序[12-13]。本实验结果表明，去甲斑蝥素对

Tubulin 骨架的直接抑制作用，阻止分裂期细胞纺锤体

形成，导致分裂中期染色体不能正常分离。而这种细

胞周期阻滞可以通过一系列通路诱导细胞凋亡。 
综上所述，去甲斑蝥素可以通过诱导胆管癌 RBE

细胞 Tubulin 骨架解聚，抑制 α-Tubulin mRNA 的表达，

阻止纺锤体的形成，将细胞周期阻滞在 G2/M 期，导

致细胞凋亡和生长抑制。本实验探索了去甲斑蝥素促

使肿瘤细胞凋亡的机制，为临床的联合用药提供了可

靠的理论依据和实验基础。 
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