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芫菁斑蝥素对几种动物蛋白磷酸酶 2A的抑制作用*

李晓飞1＊＊ 侯晓晖1 陈祥盛2 娄方明1 刘 云1

(1． 遵义医学院基础医学院 遵义 563003; 2．贵州大学昆虫研究所 贵阳 550025)

摘 要 研究斑蝥素对马、兔、猪、鸡、眼斑芫菁 Mylabris cichorii( L． )等几种动物体内 PP2A 的抑制作用。将斑蝥

素作用于马、兔、猪、鸡、眼斑芫菁等几种动物体内的 PP2A，采用蛋白磷酸酶抑制法 － 比色法测定斑蝥素对 PP2A

的抑制率。斑蝥素对马、兔、猪等哺乳动物体内的 PP2A 有明显的抑制作用，IC50分别为 0. 07、0. 12、0. 23 g /L;斑蝥

素对鸡体内的 PP2A 有一定的抑制作用，而对于眼斑芫菁体内 PP2A 抑制作用不明显。马、兔、猪体内的 PP2A 对

斑蝥素很敏感，而鸡和眼斑芫菁体内的 PP2A 对斑蝥素较不敏感。
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Inhibitory effect of cantharidin on PP2A in several kinds of animals
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Abstract We used the colorimetric protein phosphatases inhibition assay to study the inhibitory effect of cantharadin

extracted from meloids on PP2A in horses，rabbits，pigs，chickens and Mylabris cichorii ( L． ) ． Cantharidin had an

inhibitory effect on horse，pig and rabbit PP2A with IC50 values of 0. 07 g /L，0. 12 g /L and 0. 23 g /L，respectively． The

results suggest that although horses，pigs and rabbits are sensitive to cantharidin，chickens and M． cichorii are not．
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斑蝥素( cantharidin)是芫菁科昆虫分泌的萜
类防御物质，在多种芫菁体内可检测到斑蝥素的
存在(李晓飞等，2007)。因其具有明显的抗癌活
性，为人们所关注，并对其进行了大量的研究(李
晓飞等，2004)。同时斑蝥素具有剧毒，可以杀死
多数生物，国外报道马等大型动物被斑蝥素毒死
的多起实例(Helman and Edwards，1997)，而相应
的，作者却发现作为芫菁的天敌———鸡等禽类却
可以取食芫菁而不会被毒死，这些现象颇为有趣，
为了搞清楚这些现象的原因，以及为了研究斑蝥
素的毒性作用机理，设计了本次实验。Honkanen
(1993)报道，斑蝥素的作用靶标物质是生物体内
的蛋白磷酸酶，特别是蛋白磷酸酶 1 ( protein
phosphatases 1，简称 PP 1 ) 和蛋白 磷酸 酶 2A
(protein phosphatases 2A，简称 PP2A )，其中以

PP2A 对斑蝥素最为敏感。

1 材料与方法
1. 1 蛋白磷酸酶的来源材料

成年公鸡(贵州花溪)，马(贵州惠水)，猪(贵
州花溪)，兔(贵州花溪)，在这些动物被杀死后迅
速取出肝脏，放入 － 20℃冰箱中，备用。眼斑芫菁
(贵州榕江)活体放入 － 20℃冰箱中，备用。

1. 2 主要试剂
自制斑蝥素，由贵阳产的眼斑芫菁 Mylabris

cichorii (L． )体内获得，纯度≥98% ;DEAE － 纤维
素 DE52，Tris 购自上海蓝季科技发展有限公司
(进 口 分 装 ); BSA，PNPP，DTT，PMSF 购 自
Genebase 公司;二甲基甲酰胺(DMF)，巯基乙醇，
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考马斯亮兰 G-250 购自 Amresco 公司;乙二醇双
(2-氨基乙基)四乙酸(EGTA)购自国药集团化学
试剂有限公司;乙二胺四乙酸(EDTA)购自湘中地
质实验研究所。

1. 3 主要仪器设备
电子天平(精度:0. 0001)，Sartorius 公司;微量

移液器，Eppendorf 公司;酶标仪，天美科技有限公
司;3K30 型台式低温高速离心机，Sigma 公司;层析
柱(16 mm × 200 mm)，上海高欣玻璃厂;光度计，
BIO-RAD 公司;带超滤膜的离心管，Millipore 公司。

1. 4 蛋白磷酸酶抑制法 － 比色法测定斑蝥素对
PP2A 抑制作用实验

参考文献王晓峰等 ( 2003 ) 和 Heresztyn 和
Nicholson(2001)的方法，有改动。
1. 4. 1 蛋白磷酸酶液的获得 加含 0. 25 mol /L
蔗糖的缓冲溶液 A ( 500 mmol /L Tris，pH7. 4，2
mmol /L EDTA，2 mmol /L EGTA， 0. 2 mmol /L
PMSF，2 mmol /L 巯基乙醇和 10%甘油)，匀浆，经
离心(6 000 × g，30 min)和高速离心(50 000 × g，
60 min)，取上清液，即蛋白磷酸酶混合液，上清液
过 DEAE 纤维素(DE-52)柱，用前先用缓冲液 A
平衡，用同样的缓冲液洗脱，至紫外检测无吸收，
用含 0. 1 mmol /L NaCl 的缓冲液 A 洗下 PP1，经超
滤脱去小分子蛋白并浓缩，分装，贮存于 － 20℃
中，备用，继续洗脱，至紫外检测无吸收，用含 0. 2
mmol /L NaCl 的缓冲液 A 洗下 PP2A，用带超滤膜
的离心管 2 000 r /min 离心脱去小分子蛋白并浓
缩，分装，贮存于 － 20℃ 中，备用，长期保存在
－ 80℃中。以上操作均在 4℃下进行。
1. 4. 2 蛋白磷酸酶的反应体系 反应系统由
0. 25 mol /L Tris HCl ( pH8. 1)，10 mmol /L MnCl2，
0. 2 mol /L MgCl2和 5 mg /mL BSA 以体积比 50∶ 4 ∶
26∶ 20 于测定当日混合;底物溶液，由反应系统、60
mmol /L pNPP(当日配制)和 20 mmol /L DTT 以体
积比 5∶ 4∶ 1混合。将 10 μL PP2A(每组 PP2A 的蛋
白量相当)和 10 μL 不同浓度的标准斑蝥素丙酮
溶液(斑蝥素浓度范围 0. 01 ～ 2 g /L，丙酮含量为
20% )混合于 96 孔板，每组根据情况设 6 ～ 7 个不
同的浓度，放入 4℃中进行抑制反应，反应时间设
定为 2 h，后加入 100 μL 底物溶液，开始显色反
应，37℃，反应时间设定为 1 h，反应完成后用酶标
仪测定 405 nm 处的光密度(OD 值)，选用 600 nm

作参比光，每组设 6 次重复;分别设对照组(含 10
μL PP2A、10 μL 20% 的丙酮溶液和 100 μL 底物
溶液)和空白对照组(由缓冲溶液 A 代替 PP2A 和
斑蝥素液)
1. 4. 3 50%酶活性抑制率 IC50的获得 斑蝥素
对 PP2A 的抑制率计算公式:

抑制率(% ) =［1 !(斑蝥素组 OD405 !空白对
照 OD405) /(对照 OD405!空白对照 OD405)］× 100，

用回归曲线求 50%酶活性抑制率时的药物浓
度( IC50)。

1. 5 所用软件
采用 SPSS11. 5 统计分析软件和 Excel 软件处

理数据。采用邓肯氏新复极差法进行多重比较。

2 结果与分析
2. 1 斑蝥素对马体内 PP2A 的抑制作用

斑蝥素对马体内 PP2A 的抑制率结果见表 1。
表 1 显示:斑蝥素对马 PP2A 有明显的抑制效

果，并随斑蝥素浓度的增加其抑制率逐渐增加。
斑蝥素浓度在 0. 5 g /L 时，对马 PP2A 的抑制率最
高，为 78. 9%。斑蝥素浓度在 0. 05 g /L 和 0. 1 g /
L 时，对马 PP2A 的抑制率分别为 43. 26% 和
58. 99%，斑蝥素对马 PP2A 的抑制中浓度应在
0. 05 g /L 和 0. 1 g /L 之间。

斑蝥素浓度在 0. 04 ～ 0. 5 g /L 时与马 PP2A
相对活性成对数关系，相关系数为 R2 = 0. 975，具
有很好的相关性，对数曲线为 y = 14. 76Ln( x) +
89. 294，经计算此时的斑蝥素 IC50的浓度为 0. 07
g /L，在 0. 05 g /L 和 0. 1 g /L 之间。

2. 2 斑蝥素对猪 PP2A 的抑制作用
斑蝥素对猪体内 PP2A 的相对活性的结果见

表 2。
表 2 显示:斑蝥素对猪 PP2A 有明显的抑制效

果，并随斑蝥素浓度的增加抑制效果增强。斑蝥
素浓度在 0. 5 g /L 时，对猪 PP2A 的抑制率最高，
为 62. 02%。斑蝥素浓度在 0. 2 和 0. 3 g /L 时，对
猪 PP2A 的抑制率分别为 47. 29% 和 52. 71%，斑
蝥素对猪 PP2A 的抑制中浓度应在 0. 2 g /L 和 0. 3
g /L 之间。

斑蝥素浓度在 0. 05 ～ 0. 5 g /L 时与猪 PP2A
相对活性成对数关系，相关系数为 R2 = 0. 9882，具
有很好的相关性，对数曲线为 y = 12. 898Ln( x) +
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68. 831，经计算斑蝥素对猪的 PP2A 的半抑制浓度 为 0. 23 g /L，在 0. 2 g /L 和 0. 3 g /L 之间。

表 1 斑蝥素对马体内 PP2A 的抑制率
Table 1 Relative activities of cantharidin to PP2A of horse

处理组
Treatment group

斑蝥素浓度( g /L)

Cantharidin concentrations
OD405 (珋x ± SD)

抑制率(% )

Inhibition rate

空白对照
Blank control

0 0. 35 ± 0. 028e

对照
CK

0 2. 13 ± 0. 258a 0

T1 0. 04 1. 41 ± 0. 076b 40. 23
T2 0. 05 1. 36 ± 0. 109b 43. 26
T3 0. 1 1. 08 ± 0. 027c 58. 99
T4 0. 2 0. 91 ± 0. 045cd 68. 54
T5 0. 3 0. 86 ± 0. 012cd 71. 35
T6 0. 4 0. 82 ± 0. 031d 73. 60
T7 0. 5 0. 74 ± 0. 020d 78. 90

注:空白对照 blank control:仅含缓冲液 only buffer solution A; 对照 CK:无斑蝥素处理组 without treatment by cantharidin; T1

!T7:斑蝥素处理的不同浓度组 treatments by cantharidin at different concentrations。数据后标有不同小写字母表示差异显著
(P ＜ 0. 05，邓肯氏新复极差测验);下表同。Data followed by different small letters indicate significantly different at 0. 05 level

by Duncan’s multiple range test． The same below．

表 2 斑蝥素对猪体内 PP2A 的抑制率
Table 2 Relative activities of cantharidin to PP2A of pig

处理组
Treatment group

斑蝥素浓度( g /L)

Cantharidin concentrations
OD405 (珋x ± SD)

抑制率(% )

Inhibition rate

空白对照
Blank control

0 0. 28 ± 0. 014e

对照
CK

0 1. 57 ± 0. 413a 0

T1 0. 05 1. 17 ± 0. 040b 31. 01
T2 0. 1 1. 07 ± 0. 037b 38. 76
T3 0. 2 0. 96 ± 0. 040bc 47. 29
T4 0. 3 0. 89 ± 0. 036c 52. 71
T5 0. 4 0. 85 ± 0. 028c 55. 81
T6 0. 5 0. 77 ± 0. 019d 62. 02

2. 3 斑蝥素对鸡 PP2A 的抑制作用
斑蝥素对鸡体内 PP2A 的相对活性的结果见

表 3。
表 3 显示:斑蝥素对鸡 PP2A 的抑制作用较

小，抑制率随斑蝥素浓度的增大而缓慢增加，对照
组与斑蝥素浓度在 0. 05 ～ 0. 1 g /L 时 OD 值差异
不显著，对鸡 PP2A 的抑制情况不明显;斑蝥素浓
度在 0. 2 g /L 时 OD 值差异显著，对鸡的 PP2A 有

显著抑制作用，当浓度 0. 4 ～ 1 g /L 时，斑蝥素对鸡
PP2A 的 抑 制 率 差 异 不 显 著，最 大 抑 制 率 为
29. 26%。抑制率没有超过 50%，无法获得斑蝥素
对鸡 PP2A 的抑制中浓度。

2. 4 斑蝥素对兔 PP2A 的抑制作用
斑蝥素对兔体内 PP2A 的相对活性的结果见

表 4。
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表 3 斑蝥素对鸡体内 PP2A 的抑制率
Table 3 Relative activities of cantharidin to PP2A of chook

处理组
Treatment group

斑蝥素浓度( g /L)

Cantharidin concentrations
OD405 (珋x ± SD)

抑制率(% )

Inhibition rate

空白对照
Blank control

0 0. 32 ± 0. 046e

对照
CK

0 4. 08 ± 0. 110a 0

T1 0. 05 3. 98 ± 0. 031a 2. 66

T2 0. 1 4. 01 ± 0. 070a 1. 86

T3 0. 2 3. 71 ± 0. 070b 9. 84

T4 0. 3 3. 39 ± 0. 124c 18. 35

T5 0. 4 3. 21 ± 0. 218cd 23. 14

T6 0. 5 2. 99 ± 0. 246d 28. 99

T7 1 2. 98 ± 0. 098d 29. 26

表 4 斑蝥素对兔体内 PP2A 的抑制率
Table 4 Relative activities of cantharidin to PP2A of rabbit

处理组
Treatment group

斑蝥素浓度( g /L)

Cantharidin concentrations
OD405 (珋x ± SD)

抑制率(% )

Inhibition rate

空白对照
Blank control

0 0． 30 ± 0． 010f 0

对照
CK

0 3． 598 ± 0． 201a

T1 0． 05 2． 33 ± 0． 084b 38． 49

T2 0． 1 1． 91 ± 0． 093c 51． 21

T3 0． 2 1． 77 ± 0． 159cd 55． 45

T4 0． 3 1． 60 ± 0． 147de 60． 61

T5 0． 4 1． 51 ± 0． 133e 63． 33

T6 0． 5 1． 47 ± 0． 141e 64． 55

表 4 显示:斑蝥素对兔 PP2A 有明显的抑制效
果，随斑蝥素浓度的增加抑制率有所增高。斑蝥
素在 0. 5 g /L 浓度时，对兔 PP2A 的抑制率有最高
值，为 64. 55%。斑蝥素浓度在 0. 1 g /L 时，对兔
PP2A 的抑制率为 51. 21%，斑蝥素对兔 PP2A 的
抑制中浓度应在 0. 1 g /L 附近。

斑蝥素浓度在 0. 05 ～ 0. 5 g /L 时与兔 PP2A
相对活性成对数关系，相关系数为 R2 = 0. 9677，具
有很好的相关性，对数曲线为 y = 10. 899Ln( x)
+ 73. 265，经计算斑蝥素对兔的 PP2A 的 IC50为
0. 12 g /L，与 0. 1 g /L 接近。

2. 5 斑蝥素对眼斑芫菁 PP2A 的抑制作用
斑蝥素对眼斑芫菁体内 PP2A 的相对活性的

结果见表 5。
表 5 显示:斑蝥素对眼斑芫菁 PP2A 的抑制率

随斑蝥素浓度的增大而略有增加，对照组与斑蝥
素浓度在 0. 05 ～ 1 g /L 时的 OD 值差异不显著，对
眼斑芫菁 PP2A 的抑制作用不明显，斑蝥素在 0. 5
g /L 浓度时对眼斑芫菁 PP2A 的抑制率出现最大
值，为 2. 72%，在斑蝥素浓度为 1 g /L 时的抑制率
下降为 2. 04%，斑蝥素对眼斑芫菁 PP2A 几乎没
有抑制作用。
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表 5 斑蝥素对眼斑芫菁体内 PP2A 的抑制率
Table 5 Relative activities of cantharidin to PP2A of Mylabris cichorii

处理组
Treatment group

斑蝥素浓度( g /L)

Cantharidin concentrations
OD405 (珋x ± SD)

抑制率(% )

Inhibition rate

空白对照
Blank control

0 0. 37 ± 0. 074b

对照
CK

0 1. 84 ± 0. 026a 0

T1 0. 05 1. 85 ± 0. 109a 0
T2 0. 1 1. 84 ± 0. 046a 0
T3 0. 2 1. 83 ± 0. 049a 0. 68
T4 0. 3 1. 82 ± 0. 163a 1. 37
T5 0. 4 1. 82 ± 0. 085a 1. 37
T6 0. 5 1. 80 ± 0. 061a 2. 72
T7 1. 0 1. 81 ± 0. 067a 2. 04

3 讨论

斑蝥素对马、兔、猪等哺乳动物体内的 PP2A

有明显的抑制作用，对它们的 IC50分别为 0. 07、
0. 12、0. 23 g /L，其中马、兔等草食动物体内的
PP2A 对斑蝥素最敏感，而猪等杂食动物体内的
PP2A 对斑蝥素较不敏感，而斑蝥素对鸡等禽类体
内的 PP2A 机乎没有抑制作用。

在国外的报道中，有很多关于牲畜中斑蝥素
毒的 现 象，其 中 以 马 最 为 突 出 ( Helman and
Edwards，1997)，身体庞大的马竟然对小小的芫菁
非常敏感，然而有些动物确较少被斑蝥素毒害，如
此前观察到鸡等有取食芫菁而不会死亡的现象。

马 PP2A 对斑蝥素最为敏感，IC50为 0. 07 g /L，而
可以取食芫菁的鸡体内 PP2A 对斑蝥素不敏感，在
斑蝥 素 浓 度 为 1 g /L 时，相 对 活 性 还 高 达
70. 74%，与斑蝥素浓度为 0. 5 g /L 时差异不显著，

以此认为鸡体内 PP2A 对斑蝥素相对不敏感，这一
点可以为鸡取食了芫菁后不会死亡的现象提供初
步的线索。马、兔、猪等哺乳动物对斑蝥素都比较
敏感，而对于鸡却毒性不大，在此就揭示了自然界
中一个有趣的问题:斑蝥素是芫菁体内的防御性
剧毒物质，其作用显然是为了防御天敌的，现证实
芫菁的天敌———鸡等动物对斑蝥素有较高的耐受
性，而与芫菁关系较远的动物如草食动物———马
和兔等对斑蝥素非常敏感，经常发生因误食草料
中混合的芫菁而中毒死亡的现象。这些实验结果

为进一步证实自然界中相生相克的原理提供了新
的材料。

芫菁本身可以产生斑蝥素，这些产生的斑蝥
素随着体内的血淋巴到达身体的各处，在这种情
况下芫菁本身却不会中毒，这是一个有趣的现象。
本次实验的结果显示:眼斑芫菁体内的 PP2A 对斑
蝥素很不敏感，斑蝥素浓度为 1 g /L 时，对其没有
显著的抑制作用，这可为解释这一奇特的现象提
供初步的线索。
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