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斗米虫蛋白体外抗肿瘤活性及其对小鼠巨噬细胞

免疫调节作用
孙   侯沛颖  王毅  徐华潮* 

(浙江农林大学, 杭州 311300)

摘要      该文主要为了研究斗米虫蛋白的体外抗肿瘤活性及其免疫调节作用。提取斗米虫总

蛋白, 逐级盐析分为3个部分, 透析除盐后得到不同蛋白部位, 并采用SDS-PAGE检测斗米虫不同蛋

白部位的分子量; 利用MTT法、流式细胞术等方法研究斗米虫蛋白对人胃癌细胞MFC和小鼠乳

腺癌细胞4T1增殖、迁移和凋亡的作用。MTT法研究斗米虫蛋白对小鼠单核巨噬细胞RAW264.7
和人脐静脉内皮细胞HUEVC增殖的影响; 荧光微球吞噬实验检测斗米虫蛋白对RAW264.7细胞吞

噬能力的影响; Griess法检测对RAW264.7细胞释放NO能力的影响; ELISA法检测对RAW264.7细
胞的IL-6、TNF-α和IL-1β分泌量; RT-PCR法检测不同浓度的斗米虫蛋白作用后RAW264.7细胞中

TNF-α、IL-1、TLR4、MIR-7、IFN-γ、TRL-4、IL-6以及4T1细胞中MMP2、MMP9、STAT3、c-Myc
和Sdf1 mRNA水平变化。结果显示, 斗米虫蛋白主要分子量集中于63 kDa, 斗米虫蛋白对人胃癌细

胞MFC及小鼠乳腺癌细胞4T1的增殖表现出较好抑制作用, 并呈现出一定剂量依赖关系(P<0.05), 
对HUEVC细胞没有细胞毒性, 对RAW264.7细胞表现出较好的促进增殖的作用(P<0.05)。斗米

虫蛋白实验组与正常组细胞相比可以抑制4T1细胞的迁移(P<0.01), 可诱导MFC和4T1细胞凋亡

(P<0.05); 斗米虫蛋白能够提高RAW264.7细胞的吞噬活性、NO释放量、TNF-α、1L-1β和IL-6分泌

量及TNF-α、IL-1、TLR4、MIR-7、IFN-γ和IL-6细胞因子的mRNA水平以及能显著下调4T1细胞中

MMP2、MMP9、STAT3、c-Myc和Sdf1 mRNA水平(P<0.05, P<0.01)。由此推论, 斗米虫蛋白具有

较好的体外抗肿瘤活性并且具有潜在的免疫调节作用。
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Anti-Tumor Activity of the Protein of Apriona swainsoni Larvae In Vitro and 
Its Immunoregulatory Effect on Mouse Macrophages

SUN Xu, HOU Peiying, WANG Yi, XU Huachao*
(Zhengjiang A&F University, Hangzhou 311300, China)

Abstract       Here, we studied the anti-tumor activity and immunomodulatory effects of the protein of Apriona 
swainsoni larvae in vitro. The total protein of Aprionas wainsoni larvae was extracted and divided into three parts. 
The different protein sites were obtained after dialysis and salt removal. The molecular weights of different proteins 
of Apriona swainsoni larvae were detected by SDS-PAGE. The MTT method was used to study the human gastric 
cancer MFC, the mouse breast cancer 4T1 cells, macrophage RAW264.7 cells and the human umbilical endothelial 
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vein HUEVC cells proliferation. Migration assay was used to detect the effects of the protein of Apriona swainsoni 
larvae on the migration ability of 4T1 cells. Flow cytometry was used to study the effect of the protein of Apriona 
swainsoni larvae on apoptosis of MFC, 4T1 cells. Fluorescence microspheres assay for the effect of the the protein 
of Apriona swainsoni larvae on phagocytic ability of RAW264.7 cells.The production of NO (nitric oxide) produc-
tion wasevaluated by Griess. The production of TNF-α (tumor necrosis factor-α), IL-6 (interleukin-6), and IL-1 
(interleukin-1) were determined by ELISA (immunosorbent assay). The mRNA levels of TNF-α (tumor necrosis 
factor-α), IL-1 (interleukin-1), TLR4 (toll-like receptors 4), MIR-7 (mirn-7), IFN-γ (interferon-γ), IL-6 (interleu-
kin-6) associated with cellphagocytic ability in RAW264.7 cells were detected by RT-PCR. The mRNA levels of 
MMP2 (matrix metalloprotein 2), MMP9 (matrix metalloprotein 9), signal transducer and STAT3 (signal transducer 
and activators of transcription 3), c-Myc and Sdf1 (stromal cell-derived factor 1) associated with cell proliferation 
and migration in 4T1 cells were detected by RT-PCR. Compared with the normal group, the protein of Apriona 
swainsoni larvae showed a good inhibitory effect on the proliferation of MFC and 4T1 cells, and had no effect on 
the proliferation of RAW264.7 cells (P<0.05). The cell migration rates of test groups were reduced (P<0.01) when 
compared with the normal group, suggesting that the protein of Apriona swainsoni larvae inhibited the migration 
of 4T1 cells. The protein of Apriona swainsoni larvae could induce apoptosis in MFC and 4T1 cells (P<0.05), and 
have no cytotoxic effect on HUEVC cells. The protein of Apriona swainsoni larvae significantly increased phago-
cytic ability and production of NO, TNF-α, IL-6 and IL-1β. The mRNA levels of TNF-α, IL-1, TLR4, MIR-7, IFN-γ 
and IL-6 in RAW264.7 cells of the test groups were significantly upregulated (P<0.05, P<0.01). The mRNA levels 
of MMP2, MMP9, STAT3, c-Myc and Sdf1 in 4T1 cells of the test groups were significantly upregulated (P<0.05, 
P<0.01). The protein of Apriona swainsoni larvae has good in vitro antitumor activity and potential immunomodu-
latory effects.

Keywords        Apriona swainsoni larvae; apotposis; mouse macrophages; tumor cells; proliferation inhibition

斗米虫为天牛科 (Cerambycidae)锈色粒肩天牛

(Apriona swainsoni Hope)、桑天牛(Aprionagermari 
Hopehu)或其他近缘昆虫的全虫幼虫, 主要寄生在云

实属的白乌不停树或五加科楤木等树心内, 形如小

蚕[1]。早在《中华本草》中就记载了斗米虫有治疗

劳伤、透疹和增强筋骨的药用价值, 明朝李时珍所

著《本草纲目》一书内记载食用此虫可治疗小儿疳

积、麻毒内陷、筋骨疼痛、肝硬化等疾病。江西上

饶及浙江某些地区不少癌症病人长期食用斗米虫, 
病情都有显著好转。鉴于其临床应用前景及广阔的

市场前景, 课题组前期对人工养殖斗米虫开展了研

究, 在人工培育环境中用不同配方的匀实木屑饲料

喂养该虫, 测定虫体的蛋白质和微量元素的变化, 观
察其在人工饲养环境中生理状态, 为人工大规模养

殖该虫提供理论依据[2]。但目前为止, 国内外还未有

针对斗米虫蛋白抗肿瘤作用方面的研究报道。本实

验以斗米虫蛋白为对象, 从细胞水平上研究其体外

抗肿瘤作用以及免疫调节作用, 为斗米虫蛋白的活

性研究提供新的理论依据。

1   材料和方法
1.1   主要材料及试剂  

斗米虫(经浙江省农林大学徐华潮教授鉴定为

锈色粒肩天牛幼虫)100条, 体质量为5~10 g, 虫龄在

6~7龄, 属于老熟幼虫, 主要寄生于云实树干中, 购自

江西省上饶市斗米虫养殖场。凋亡试剂盒购自BD
公司; DMEM培养基和胰蛋白酶购自杭州吉诺生物

医药技术有限公司; 无支原体胎牛血清(未灭活)和
噻唑蓝(methyl thiazolyltetrazolium, MTT)购自美国

Gemini公司; 二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide,  DMSO)、
GM-CSF和脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)购自美国

Sigma公司; CytoFLEX每日质控荧光微球购自美国

Beckman公司; 石油醚、乙酸乙酯、乙酸购自杭州

化学试剂有限公司; 甲醛溶液购自上海凌峰化学试

剂有限公司; 一氧化氮检测试剂盒购自碧云天生物

科技研究所; 小鼠肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis 
factor-α, TNF-α)酶联免疫检测试剂盒、小鼠白介

素-6(interleukin-6, IL-6)酶联免疫检测试剂盒、小

鼠IL-1β酶联免疫检测试剂盒均购自上海联硕生物
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科技有限公司; 实验用水为超纯水。

1.2   细胞株

人胃癌细胞株MFC、小鼠乳腺癌细胞株4T1、
小鼠单核巨噬细胞RAW264.7均购自中国科学院上

海细胞库(1:3~1:6传代。2~3天换液1次。用胰蛋白

酶消化MFC、4T1进行传代; 胰酶对RAW264.7没有

作用, 需要用细胞刮刀将细胞刮成单细胞后进行传

代)。
1.3   方法

1.3.1   斗米虫总蛋白的提取      取100条新鲜斗米

虫, 放入‒80 °C冰箱冷冻处死, 随后置于冷冻干燥机

中, 脱水干燥5天后, 取出斗米虫, 置于研钵中加入液

氮磨成粉状, 虫体粉末称质量约100 g。将虫体粉末

置于烧杯中, 加入500 mL预冷的PBS缓冲液, 冰浴超

声提取30 min, 4 °C冰箱提取过夜。12 000 r/min、4 °C
离心15 min, 取上清夜, 弃沉淀, 合并上清液, 即为斗

米虫总蛋白提取液。核酸蛋白仪检测蛋白浓度, 为
41.62 mg/mL。
1.3.2   斗米虫总蛋白的盐析及透析除盐      取上述

斗米虫总蛋白提取液200 mL加入60 g的(NH4)2SO4

固体 , 30%盐析10 min后 , 以8 000 r/min、4 °C离心

5 min, 收集沉淀并称重; 取上清液再加入40 g的
(NH4)2SO4固体, 盐析10 min后, 以8 000 r/min、4 °C离
心15 min, 收集沉淀并测量其质量; 再取上清液再加

入40 g的(NH4)2SO4固体, 盐析10 min后, 以8 000 r/min、
4 °C离心15 min, 收集沉淀并测量其质量, 得到了分

别为30%、50%、70%盐析的斗米虫蛋白盐析部位。

4 °C下蒸馏水透析4 h, 透析除盐直至用氯化钡检测

透析液, 未出现白色硫酸钡沉淀为止[3], 除盐后的不

同蛋白部位和总蛋白一起, 冷冻干燥直至得到干燥

的斗米虫蛋白。计算不同盐析蛋白和总蛋白的得率。

1.3.3   斗米虫蛋白分子量的检测      配制8%的聚

丙酰胺分离胶, 样品上样, 120 V垂直电泳1 h; 经染

色液(0.5%考马斯亮兰R250、30%甲醇、1%冰乙酸)
染色, 放置4 °C过夜, 脱色液(30%甲醇、10%冰乙酸)
脱色至无条带部位的胶体透明, 直到能看到清晰的

蛋白条带。然后扫描并拍照。

1.3.4   MTT法检测斗米虫蛋白对MFC、RAW264.74、
T1和HUEVC细胞增殖      取对数生长期细胞, 以
DMEM培养液稀释至浓度约为2×103个/mL制备成单

细胞悬浮液, 均匀接种于96孔板, 待过夜后分别加入

0.01、0.1、1、10、25、50、100 μg/mL浓度的斗米

虫蛋白, 同时设置正常对照组(对于RAW264.7细胞

取0.01、0.1、1、10 μg/mL浓度的斗米虫蛋白且设

置模型组LPS(1 μg/mL)和GM-CSF(20 ng/mL), 每组3
个复孔, 于37 °C、5% CO2及饱和湿度培养箱中继续

培养48 h后, 在避光的条件下, 每孔加入20 μL MTT
溶液(5 mg/mL), 继续孵育4 h后取出吸弃培养基, 每
孔加入150 μL DMSO, 摇床振荡15 min, 用酶标仪于

570 nm波长处测其吸光度(D)值, 计算MFC和4T1细
胞增殖抑制率以及RAW264.7和HUEVC细胞的存活

率。实验重复3次。

1.3.5   显微镜下观察细胞形态学变化      取对数生长

期细胞, 胰蛋白酶消化后, 调整细胞浓度为2×104个/mL, 
以每孔2 mL细胞悬液均匀接种于6孔板, 置于37 °C、
5% CO2的培养箱中。待细胞进入对数生长期后, 弃
去原培养液, 各孔加入含0、1、10、100 μg/mL斗米

虫总蛋白2 mL, 置于37 °C、5% CO2的培养箱中, 于
48 h后倒置显微镜下观察细胞形态变化。

1.3.6   细胞划痕实验      将4T1细胞按5×104个/孔细

胞均匀接种于24孔培养板内, 待24 h细胞贴壁后, 用
100 μL规格的枪头在板底划“一”字形划痕。每孔分

别加入0.1、1和10 μg/mL浓度的斗米虫蛋白, 培养

24 h。弃培养液, 显微镜下随机选取6个视野拍照, 
实验重复3次。计算细胞迁移距离率。

 
 
1.3.7   细胞凋亡的检测      将对数生长期的MFC和4T1
细胞铺于6孔板中, 密度为3×104个/mL。置于37 °C、5% 
CO2的培养箱中培养24 h。待细胞贴壁后, 加入低中

高三种浓度(MFC浓度: 25、50、100 μg/mL; 4T1浓
度: 1、10、100 μg/mL)的斗米虫蛋白以及等体积的

DMEM培养液的正常对照组, 继续放入培养箱中培

养48 h。收集各浓度的上清液, PBS洗涤2~3次, 用胰

酶消化并收集细胞, 3 000 r/min离心3 min, 弃上清液。

4 °C预冷PBS洗涤2次, 加入结合缓冲液(1× binding buf-
fer)悬重细胞, 调整细胞浓度为2×104个/mL; 将100 μL
悬重液移至5 mL培养皿中, 加入4 μL Annexin-V; 加入
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6 μL PI, 重悬细胞后避光37 °C孵育15 min, 流式细胞

仪检测细胞的凋亡率。实验重复3次。

1.3.8   荧光微球吞噬实验      将对数生长期的

RAW264.7细胞铺于6孔板中, 密度为4×104个/mL。
置于37 °C、5% CO2的培养箱中培养过夜。待细胞

贴壁后, 加入低中高三种浓度(0.1、1、10 μg/mL)的
斗米虫蛋白、设置对照组、LPS(1 μg/mL)诱导组、

GM-CSF(20 ng/mL)诱导组, 继续放入培养箱中培养

2 h。将荧光微球与1% BCA溶液以1:100体积比混匀, 
37 °C孵育30 min, 超声处理5 min。向培养2 h后的细

胞中加入已经处理过的荧光小球(1×107/孔), 37 °C孵
育3 h。孵育结束后弃上清液, 1 mL PBS缓冲溶液轻

轻洗涤2~3次, 去上清, 加入冰PBS缓冲溶液0.3 mL, 
用细胞刮下贴壁细胞, 轻轻吹打均匀。上流式细胞

仪检测细胞吞噬。实验重复3次。

1.3.9   Griess法检测对RAW264.7释放NO的含量       
取对数生长期的巨噬细胞RAW264.7, 按5×105个/孔
浓度接种于6孔细胞培养板, 每孔加2 mL细胞悬液,
置于细胞培养箱, 细胞贴壁后, 加入浓度为0.1、1、
10 μg/mL的斗米虫蛋白、等体积的DMEM培养液的

作为空白对照组, 以及LPS(1 μg/mL)作为阳性对照

组, 继续放入培养箱中培养, 每组设3个复孔; 分别于

24 h后收集上清液, 按照NO试剂盒说明书测定NO的

含量。实验重复3次。

1.3.10   ELISA法检测巨噬细胞RAW264.7的IL-6、
TNF-α和IL-1β分泌量       取对数生长期的巨噬细

胞RAW264.7, 按5×105个/孔浓度接种于6孔细胞培

养板, 每孔加2 mL细胞悬液, 按“1.3.9”中方法分组

给药, 24 h后无菌收集上清液, 参照IL-6、TNF-α和
IL-1β的ELISA检测试剂盒说明书的方法, 检测培养

上清中各细胞因子的含量。实验重复3次。

1.3.11   RT-PCR检测RAW264.7和4T1细胞mRNA
水平      RT-PCR检测RAW264.7细胞TNF-α、IL-1、
TLR4(toll-like receptors 4)、MIR-7(mirn-7)、 干扰素-γ 
(interferon-γ, IFN-γ)和 IL-6 mRNA水平 , 以及检测

4T1细胞中基质金属蛋白酶2(matrix metalloprotein 2, 
MMP2)、MMP9、STAT3(signal transducer and activa-
tors of transcription 3)、c-Myc和基质细胞衍生因子

1(stromal cell-derived factor 1, Sdf1) mRNA水平。取

对数生长期细胞给予不同浓度的斗米虫蛋白处理, 
培养24 h后收集各组细胞, 根据说明书用Trizol试剂

分离提取总RNA, 逆转录得到cDNA。按说明书(2× 
SGFast PCR Master Mix)配制反应体系, 每个样本设

置3个孔, PCR仪进行扩增, 扩增条件为: 94 °C 15 s, 
53 °C 20 s, 72°C 41 s, 共41个循环。基因相对表达用

2‒ΔΔCt计算, 以GAPDH作为内参基因, 引物序列见表

1。
1.4   统计学方法  

采用SPSS 18.0统计软件中的t test分析处理, 实
验数据用x

_
±s(n=3)表示, 以*P<0.05, **P<0.01为差

异有统计学意义。

2   结果
2.1   斗米虫总蛋白及不同盐析蛋白的得率

斗米虫总蛋白及不同盐析蛋白的得率见表2。
提取的斗米虫总蛋白含量为588.672 mg, 蛋白得率较

高, 不同盐析得到的蛋白含量较少, 可能是因为斗米

虫蛋白多数为复杂的膜蛋白结构。这为进一步分离

提取提供了基础。

2.2   斗米虫蛋白的分子量分布

SDS-PAGE检测斗米虫不同蛋白的分子量(图
1)。在斗米虫总蛋白中, 主要分子量位于63 kDa处, 
并在20、25、32、40 kDa等多个位置有清晰条带。

30%、50%和70%部分的蛋白分子量也集中在kDa处。

2.3   斗米虫蛋白对MFC、4T1和RAW264.7细胞

增殖影响

不同浓度的斗米虫蛋白对MFC细胞及4T1细胞

都具有生长抑制作用, 且浓度越高, 抑制作用越强, 
呈现出一定浓度依赖关系(rMFC=0.928 7; r4T1=0.741 
4, P<0.05)。斗米虫蛋白的浓度较低时, 细胞生长抑

制率没有明显变化; 当斗米虫蛋白浓度逐渐增加时, 
细胞生长抑制率呈现出上升趋势; 中高浓度的斗米

虫蛋白实验组的细胞生长抑制率均大于低浓度的斗

米虫蛋白实验组。斗米虫蛋白作用于人正常原代细

胞HUVEC 48 h后, 高浓度组的细胞存活率可以达到

77.90%左右, 几乎对正常细胞的无细胞毒作用, 该结

果说明, 人正常细胞对该剂量下的斗米虫蛋白具有

较好的耐药性[4](表3)。
浓度为10、1、0.1、0.01 μg/mL斗米虫蛋白作用

后的RAW264.7细胞存活率分别上升至(109.14±6.71)%、 
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表1    RT-PCR引物序列

Table 1    RT-PCR primers
基因

Genes
引物序列

Sequences

GAPDH

TNF-α

IL-1
 
TLR4

MIR-7

IFN-γ

IL-6

MMP2

MMP9

STAT3

c-Myc

Sdf1

F: 5′-GGC TGC CCA GAA CAT CAT-3′
R: 5′-CGG ACA CAT TGG GGG TAG-3′
F: 5′-TAC AGC GAC ACT TGA CAC CC-3′
R: 5′-TGC GGA CCA TAG AGA GTG GA-3′
F: 5′-GAG CAC CTT CTT TTC CTT CAT CTT-3′
R: 5′-TCA CAC ACC AGC AGG TTA TCA TC-3′
F: 5′-GAG CCG TTG GTG TAT CTT TGA-3′
R: 5′-CTC CCA TTC CAG GTA GGT GTT-3′
F: 5′-CGG CGG TGG AAG ACT AGT GAT T-3′
R: 5′-ATC CAG TGC AGG GTC CGA GG-3′
F: 5′-TGC TAC AGC TCG AGA CTT CAA GCT C-3′
R: 5′-CGG GAA GGC GTA CCA TGC TTT GAC A-3′
F: 5′-TGA ACT CCT TCT CCA CAA GCG-3′
R: 5′-GCC TCT TTG CTG CTT TCA CA-3′
F: 5′-ACA ACA GCT GTA CCA CCG AG-3′
R: 5′-TCA GTA TCA GCA TCG GGG GA-3′
F: 5′-AGT CCG GCA GAC AAT CCT TG-3′
R: 5′-AGT CGA ATC TCC AGA CAC GC-3′
F: 5′-TAT CTT GGC CCT TTG GAA TG-3′
R: 5′-GTC CTT TTC CAC CCA AGT GA-3′
F: 5′-ACG ACA AGA GGC GGA CAC-3′
R: 5′-TAC CTT GGG GGC CTT TTC-3′
F: 5′-AGC CTG AGC TAC CGA TGC-3′
R: 5′-TCT TCA GCC GTG CAA CAA-3′

表2   斗米虫总蛋白和不同盐析蛋白得率

Table 2   Yield of the protein of Apriona swainsoni larvae and different salting proteins
百分比

Pecentage
体积/mL
Volume /mL

蛋白含量/mg
Total protein /mg

得率/mg·g‒1

Yield /mg·g‒1

Total protein 657.000 588.672 4.296
30%   22.654   13.046 0.095
50%   14.453   10.447 0.076
70%   18.493   13.812 0.100

图1    不同盐析蛋白的SDS-PAGE图
Fig.1   SDS-PAGE map of different salting proteins 
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kDa
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(128.86±9.99)%、(183.73±15.26)%和 (212.36±7.26)% 
(P<0.01)。由此可见, 该蛋白浓度越低越可以促进

RAW264.7细胞增长。结果表明, RAW264.7细胞对

低浓度的斗米虫蛋白非常敏感(表4)。
2.4   倒置显微镜下观察细胞形态学变化

正常对照组的4T1细胞培养48 h后, 在显微镜下

见其贴壁生长旺盛、邻近细胞生长融合成片、胞质

饱满、细胞轮廓清晰、细胞外型呈梭形或多角形、

铺展良好; 加入斗米虫提取物后的4T1细胞, 48 h后观

察可见细胞扁圆突起、细胞间连接松弛、增殖速度

变慢逐渐由贴壁脱落, 且随浓度的增加而脱落更明

显, 脱落细胞悬浮于培养液中, 细胞形态变圆或形态

不规则。

正常对照组的MFC细胞贴壁生长良好, 呈现出

梭形或者多边形, 可群集生长、核大、核质比高。

而实验组经不同浓度下的斗米虫提取物的作用48 h
后的MFC细胞悬浮增多, 出现胞体缩小、变圆、核

固缩、核裂变的现象。

从结果中可得出: 从形态学上直接观察细胞生

长状态, 斗米虫蛋白可破坏4T1及MFC细胞的正常

形态, 部分可见细胞膜皱缩、细胞核固缩、细胞胞

质内有空泡变性、核碎裂, 即出现凋亡细胞; 并且凋

亡细胞随着斗米虫蛋白浓度升高而增多(图2)。
2.5   不同浓度的斗米虫蛋白对4T1细胞迁移能力

的影响

划痕实验结果显示, 不同浓度的斗米虫蛋白作用

表3   MFC和4T1生长细胞抑制率

Table 3   Inhibition rate of MFC and 4T1 cells

浓度/μg·mL‒1

Concentration
/μg·mL‒1

                   MFC                      4T1                        HUVEC

D570

细胞生长抑制率/%
Inhibition rate of cell 
proliferation /%

D570

细胞生长抑制率/%
Inhibition rate of cell 
proliferation /%

D570

细胞存活率/%
Cell viability /%

   0 1.21±0.21   0 1.73±0.37   0 1.48±0.12 100

   0.01 1.05±0.19 10.98±20.33 1.83±0.25   8.02±9.39* 1.74±0.13** 117.92±1.21**

   0.1 1.04±0.14 13.29±11.84 1.48±0.30 14.31±2.40** 1.68±0.13* 114.02±1.89**

   1 1.02±0.13* 15.33±8.37** 1.28±0.30* 26.89±5.63** 1.60±0.15 108.13±2.29**

  10 0.85±0.11** 30.55±5.32** 1.13±0.23** 35.19±3.23** 1.52±0.14 102.64±1.41**

  25 0.67±0.02** 44.61±10.31** 1.02±0.21** 42.30±2.01** 1.40±0.15   94.43±3.70**

  50 0.30±0.03** 78.32±1.59** 0.88±0.09** 49.63±6.19** 1.32±0.18*   88.09±5.48**

100 0.24±0.01** 83.18±4.11** 0.81±0.07** 53.37±7.34** 1.18±0.21**   77.90±7.76**

用0(正常对照组)、0.01、0.1、1、10、25、50和100 μg/mL浓度的斗米虫蛋白处理MFC、4T1和HUVEC细胞48 h, x
_
±s, n=3。 *P<0.05, **P<0.01, 与

正常组比较。

MFC, 4T1 and HUVEC cells were treated with the protein of Aprionaswainsoni larvae 0 (normal group), 0.01, 0.1, 1, 10, 25, 50 and 100 μg/mL for 48 h. 
x
_
±s, n=3. *P<0.05, **P<0.01 vs the normal group.

表4   RAW264.7细胞存活率

Table 4   Survival rate of RAW264.7 cells
分组

Group
D570

细胞存活率/%
Cell viability /%

Normal 0.75±0.02 100

LSP 1.30±0.04** 187.45±4.23**

GM-CSF 1.13±0.05** 160.26±11.99**

0.01 μg/mL 1.45±0.08** 212.36±7.26**

0.1 μg/mL 1.29±0.08** 183.73±15.26**

1 μg/mL 0.93±0.04** 128.86±9.99**

10 μg/mL 0.80±0.06* 109.14±6.71**

正常对照组、模型组LSP、GM-CSF组、斗米虫蛋白浓度(0.01、0.1、1和10 μg/mL)实验组处理 RAW264.7细胞48 h, x
_
±s, n=3。 *P<0.05, **P<0.01, 

与正常组比较。

RAW264.7 cells were treated with the protein of Aprionaswainsoni larvae (0.01, 0.1, 1 and 10 μg/mL), normal group, LSP group, GM-CSF group for 48 h. 
x
_
±s, n=3. *P<0.05, **P<0.01 vs the normal group.
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4T1细胞48 h后, 正常组细胞迁移率为(42.57±1.16)%, 
0.1、1和10 μg/mL组细胞迁移率分别为(68.59±1.89)%、

(65.98±0.85)%和(76.33±1.16)%(P<0.05, 图3), 表明斗

米虫蛋白明显抑制了4T1细胞的迁移。

2.6   不同浓度斗米虫蛋白对MFC和4T1细胞凋亡

的影响

流式细胞检测结果(图4)显示, 与正常组比较, 
细胞凋亡率随着斗米虫蛋白浓度的升高而升高, 斗

图2   不同浓度斗米虫蛋白处理4T1和MFC细胞形态的变化

Fig.2    Cell morphology changes of 4T1 and MFC treated with different concentrations of  the protein of Apriona swainsoni larvae
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A: 不同浓度的斗米虫蛋白对4T1细胞作用48 h的细胞迁移结果图; B: 4T1细胞在48 h的细胞迁移率。x
_
±s, n=3。 *P<0.05, **P<0.01, 与正常组比较。

A: cell migration result graph of 4T1 treated by different concentrations of the protein of Apriona swainsoni larvae for 48 h; B: cell migration rate of 
4T1 cells treated by different concentrations of the protein of Apriona swainsoni larvae for 48 h. x

_
±s, n=3. *P<0.05,**P<0.01 vs the normal group.

图3   不同浓度的斗米虫蛋白对4T1细胞迁移能力的影响

Fig.3   Effects of different concentrations of the protein of Apriona swainsoni larvae on migration of 4T1 cells
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米虫蛋白浓度为25、50和100 μg/mL组MFC细胞凋

亡率分别升高为 (22.52±1.37)%、(34.45±6.89)%和

(48.98±7.76)%, 有明显的浓度依赖性 (rMFC=0.991 1, 
P<0.01); 斗米虫蛋白浓度为1、10和100 μg/mL组4T1

细胞凋亡率分别升高为(2.77±108.3)%、(7.26±257.13)%
和(46.65±577.54)%, 其中10和100 μg/mL组4T1细胞

差异具有统计学意义(P<0.01), 可见斗米虫蛋白可以

诱导MFC和4T1细胞凋亡。
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A、C: 不同浓度的斗米虫蛋白对MFC和4T1细胞分别作用48 h的流式结果图; B、D: MFC细胞、4T1细胞在48 h的细胞凋亡率; x
_
±s, n=3。 

*P<0.05, **P<0.01, 与正常对照组比较。

A,C:  flow cytometry results of MFC and 4T1 treated by different concentrations of the protein of Aprionaswainsoni larvae for 48 h; B,D: the apoptotic 
rates of MFC and 4T1 cells treated by different concentrations of the protein of Aprionaswainsoni larvae for 48 h;  *P<0.05,**P<0.01 vs the normal group.

图4   流式细胞仪检测MFC和4T1细胞的凋亡率

Fig.4    Flow cytometry detection of apoptosis rate of MFC and 4T1 cells
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2.7   不同浓度的斗米虫蛋白对RAW264.7细胞吞

噬活性的影响

流式细胞仪分析和数据获取结果(图5): 与正常组

相比较, 锈色粒肩天牛幼虫蛋白3个剂量组对RAW264.7
细胞在吞噬一个荧光微球无明显差异, 但其吞噬2及2
个以上荧光微球能力有明显提高, 特别是1 μg/mL剂量

组在吞噬5~6个荧光微球能力与阳性对照组相当, 差
异有统计学意义(P<0.01)。该蛋白在中低浓度的条件

下吞噬能力要强于高浓度, 与之前结果一致, 中低浓

度反而更加刺激RAW264.7细胞的吞噬荧光微球。

2.8   不同浓度的斗米虫蛋白对RAW264.7细胞分

泌NO量的影响

根据Griess法绘制标准曲线并计算NO的量, 结
果显示: 各个浓度斗米虫蛋白对巨噬细胞分泌NO的

量与正常对照组相比有明显差异(P<0.05, 图6)。由

此可知, 斗米虫蛋白在不同浓度能够激活巨噬细胞 
RAW264.7中NO的释放量, 也能提高分泌NO的能

力。

A: RAW264.7细胞吞噬荧光微球流式结果图; B: RAW264.7细胞吞噬荧光微球的吞噬率和吞噬指数。x
_
±s, n=3。*P<0.05, **P<0.01, 与正常对

照组比较。

A: flow cytometry results of phagocytosing fluorescent microspheres in RAW264.7 cells; B: dot-plot of FSC-SSC and FL1-SSC of RAW264.7 treated 
with fluorescent microspheres. x

_
±s, n=3. *P<0.05,**P<0.01.

图5   RAW264.7细胞吞噬荧光微球的吞噬率和吞噬指数

Fig.5   Dot-plot of FSC-SSC and FL1-SSC of RAW264.7 treated with fluorescent microspheres
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2.9   不同浓度斗米虫蛋白对RAW264.7细胞分泌

IL-6、TNF-α和IL-1β的影响

斗米虫蛋白作用24 h后, 该蛋白浓度范围在

0.01~10 μg/mL时, 能促进巨噬细胞分泌IL-6、TNF-α 

图6   不同浓度的斗米虫蛋白对RAW264.7细胞分泌NO量

Fig.6   The effect of on the production of the protein of Aprionaswainsoni larvae nitric oxide (NO) in RAW 264.7 cells
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和IL-1β的量, 与正常对照组和LPS相比, 具有极显著

性差异(P<0.05, 图7)。由此可知, 斗米虫蛋白在不同

浓度能够激活巨噬细胞RAW264.7分泌IL-6、TNF-α
和IL-1β的量, 也能提高分泌IL-6、TNF-α和IL-1β的

x
_
±s, n=3。**P<0.01, 与正常对照组比较。

x
_
±s, n=3. **P<0.01 vs the normal group.
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图7   不同浓度斗米虫蛋白对RAW264.7细胞分泌IL-6、TNF-α和IL-1β的影响

Fig.7   The effect of the protein of Apriona swainsoni larvae on secretion of IL-6, TNF-α and IL-1β in RAW 264.7
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能力。

2.10   不同浓度斗米虫蛋白对RAW264.7和4T1细
胞mRNA水平的影响

RT-PCR结果(图8和图9)显示, 不同浓度斗米虫

蛋白作用RAW264.7细胞24 h后, 与正常组相比, 阳
性对照组(GM-CSF)和实验组RAW264.7细胞TNF-α、
IL-1、TLR4、MIR-7、IFN-γ和 IL-6 mRNA水平显

著上调(P<0.05, P<0.01)。不同浓度斗米虫蛋白作

用4T1细胞24 h后, 与正常组相比, 实验组4T1细胞

MMP2、MMP9、STAT3、c-Myc和Sdf1 mRNA水平

显著降低(P<0.05, P<0.01)。

3   讨论
当前治疗肿瘤的主要手段是化疗, 但经过化疗

人体会产生许多毒副作用如损伤免疫功能、损害胃

肠道、破坏肝功能和骨髓抑制, 这些毒副作用限制

了化疗药物疗效的进一步提高和发展, 因此利用药

用昆虫治疗肿瘤或者辅助治疗肿瘤达到增效减毒的

目的具有极其重要的意义。目前药用昆虫在治疗肿

瘤的研究中已发现有增效减毒作用, 而且能增加肿

瘤对化疗药物的敏感性, 使用较低剂量的化疗药物

也能产生同样的效果, 并且能使原对化疗不敏感的

肿瘤在应用中药后有效, 从而进一步提高了化疗的

x
_
±s, n=3。 *P<0.05, **P<0.01, 与正常对照组比较。

x
_
±s, n=3. *P<0.05, **P<0.01 vs the normal group.

图8   不同浓度斗米虫蛋白对RAW264.7细胞mRNA水平的影响

Fig.8   Effects of different concentrations of the protein of Apriona swainsoni larvae in RAW264.7 cells
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图9   不同浓度斗米虫蛋白对4T1细胞mRNA水平的影响

Fig.9    Effects of different concentrations of the protein of Apriona swainsoni larvae in 4T1 cells
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疗效。

从本研究实验结果发现, 斗米虫蛋白能抑制

MFC、4T1细胞的增殖, 并能显著促进4T1细胞的

迁移 , 诱导MFC、4T1细胞凋亡。尤其在斗米虫

蛋白在高剂量100 mg/mL时, 抑制的效率可以到

70%~80%。由此推论, 该蛋白能抑制癌细胞的可

能机制是通过提高机体免疫能力而间接影响癌细

胞,而不是直接作用于癌细胞将其杀死,只是抑制

了细胞的增殖[4]。而后我们选择让斗米虫蛋白作

用于巨噬细胞看其是否具有效果。巨噬细胞为机

体免疫细胞中最重要类型之一[5]。当机体受到病原

体的侵害时, 活化的巨噬细胞不仅能够吞噬病原体, 
还分泌调节免疫反应的细胞信使, 如炎性介质NO、

PEG2和细胞因子TNF-α、IL-6和IL-1β6]。有研究报道, 
虫草可以诱导巨噬细胞中TNF-α、IL-6和IL-1β等细

胞因子的分泌[7], 增强巨噬细胞的吞噬活性[8]。实验

结果表明, 斗米虫蛋白可以提高RAW264.7细胞的存

活率。该蛋白还能够增强细胞吞噬能力, 巨噬细胞

吞噬功能的提高有利于机体的非特异性免疫作用。

该结果进一步说明了斗米虫蛋白激活了RAW264.7
巨噬细胞, 从而提高了NO的产生及免疫刺激因子

TNF-α、IL-6和IL-1β的释放, 从而发挥了免疫调节

作用[9]。

TNF-α是一个经典的炎症指标, 能够诱导多种

炎症因子产生, 最终导致细胞凋亡, 处于炎症反应

的中心环节, 其表达量的多少可以直接反应炎症的

严重程度[10]。IL-1能刺激集落刺激因子、血小板

生长因子等细胞因子的产生, 在免疫应答和组织修

复中起作用[11]。TLR4在识别病原体和激活先天免

疫中起着重要的作用[12], 并且它可促进机体的抗感

染、抗肿瘤活性[13]。TLR4一旦被激活, 能够促进细

胞内信号通路传导从而激活免疫相关蛋白作用[13]。

MIR-7和IFN-γ是巨噬细胞活化因子, 具有免疫调

节的特性[14]。IL-6是一种重要的炎性因子, 为肿瘤

及间质炎性微环境的重要成员, 在某些肿瘤中IL-6/
STAT3通路是肿瘤细胞增殖、肿瘤耐药、血管生成

及上皮‒间质转换(epithelial-mesenchymal transition, 
EMT)的关键因子之一, IL-6能增强淋巴因子激活的

杀伤细胞(lymphokine activated killer cell, LAK)、自

然杀伤细胞(natural killer cell, NK)和T淋巴细胞的活

性, 从而增强抗肿瘤活性[15]。实验结果显示, 斗米虫

蛋白能够上调RAW264.7细胞TNF-α、IL-1、TLR4、

MIR-7、IFN-γ和 IL-6 mRNA的水平, 从而激活了

RAW264.7细胞的免疫调节作用。MMP2和MMP9是
细胞外基质重塑和肿瘤转移过程中的明胶酶, 与多

种肿瘤的转移密切相关[16]。二者的高表达可促进乳

腺癌细胞的转移[17]。本实验中发现, 斗米虫蛋白高

剂量组能够降低MMP-2和MMP-9的表达, 提示斗米

虫蛋白对4T1乳腺癌肺转移的抑制作用可能与抑制 
MMP-2和MMP-9的表达有关。STAT3可通过抑制肿

瘤细胞产生的促炎症反应细胞因子从而促进肿瘤迁

移[18]。Sdf1能够在细胞中过表达, 敲除它可以抑制

肿瘤细胞的生长和转移[19]。该实验中斗米虫蛋白能

够显著下调4T1细胞STAT3、c-Myc和Sdf1 mRNA的

水平, 来抑制肿瘤细胞生长和转移。

有研究表明, 食源性蛋白可增强机体吞噬细胞

能力, 增强自然杀伤细胞的活性, 提高机体吞噬细胞

的能力[20], 也可以抵御病原体侵入和抑制宿主细胞

的促炎反应发挥免疫调节作用[21], 这与本文研究结

果一致。食源性蛋白不会直接与病原体发生相互作

用, 但可以促进宿主细胞的防御能力, 从而起到免疫

调节能力来抵御肿瘤细胞[22]。斗米虫作为一种药用

昆虫物质, 具有广泛的药理活性, 是良好的抗肿瘤和

免疫调节活性物, 具有潜在应用价值, 值得进一步深

入研究。
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