
J South Med Univ, 2026, 46(1): 113-121 doi 10.12122/j.issn.1673-4254.2026.01.12

皖南蝮蛇抑瘤组分皖南蝮蛇抑瘤组分-Ι通过调控通过调控RAI14抑制顺铂耐药胃癌细胞的抑制顺铂耐药胃癌细胞的
增殖与侵袭增殖与侵袭
李艳宇，李 晨，戴传君，郭润之，韩浩宇，卢林明，周芳芳，支 慧
皖南医学院病理解剖教研室，安徽 芜湖 241002

摘要：目的  探讨皖南蝮蛇抑瘤组分-Ι（AHVAC-I）对顺铂耐药胃癌细胞增殖、侵袭能力的影响及其可能的作用机制。方法  药物

浓度递增法构建顺铂耐药胃癌细胞（MKN-28/DDP），细胞克隆实验和CCK-8实验观察AHVAC-I对MKN-28/DDP增殖能力的

影响；将细胞分为对照组（用不含药物的培养基处理）和AHVAC-I处理组（含2、4、8 μg/mL AHVAC-I的培养基）。细胞划痕实验

和Transwell实验检测AHVAC-I对MKN-28/DDP侵袭能力的影响；Western blot检测AHVAC-I对MKN-28/DDP上皮-间充质转

化的影响；定量PCR与Western blotting实验检测视黄酸诱导蛋白14（RAI14）的表达水平。结果  相较于对照组，2、4、8 μg/mL 

AHVAC-I可显著抑制MKN-28/DDP细胞的增殖能力与侵袭能力，差异有统计学意义（P<0.05）；与MKN-28细胞相比，MKN-

28/DDP细胞RAI14的表达水平增加了2.15倍（P<0.01）；与对照组相比，1 μg/mL AHVAC-I处理后RAI14在MKN-28/DDP细胞

的表达即降低了 25%（P<0.01）；提高 RAI14 的表达可恢复因 AHVAC-I 而抑制的 MKN-28/DDP 细胞的增殖与侵袭。结论  

AHVAC-I可通过下调RAI14的表达抑制胃癌顺铂耐药细胞的增殖与侵袭。
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Antitumor component-Ι in Agkistrodon halys venom inhibits proliferation and migration 
of cisplatin-resistant gastric cancer cells by downregulating RAI14
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Abstract: Objective  To evaluate the inhibitory effect of antitumor component- Ι in Agkistrodon halys venom (AHVAC-I) on 
proliferation and migration of cisplatin-resistant gastric cancer cells and explore the underlying mechanism. Methods 
Cisplatin-resistant MKN-28 (MKN-28/DDP) cells were obtained by continuous exposure of MKN-28 cells to stepwise-
increasing concentrations of cisplatin. MKN-28/DDP cells were treated with different concentrations of AHVAC-I, and the 
changes in proliferation, migration and invasion of the cells were examined with colony-forming assay, CCK-8 assay wound-
healing assay, and Transwell assay. Western blotting was performed to examine the effect of AHVAC-I on expressions of 
epithelial-mesenchymal transition (EMT) markers of MKN-28/DDP cells; the changes in protein and mRNA expression of 
retinoic acid induced 14 (RAI14) was detected with Western blotting and qRT-PCR. Results Treatment with 2, 4, and 8 μg/mL 
AHVAC-I significantly inhibited proliferative, migratory and invasion abilities and reduced the expressions of EMT markers in 
MKN-28/DDP cells. Compared with MKN-28 cells, MKN-28/DP cells showed an increased expression of RAI14, which was 
significantly lowered after treatment with AHVAC-I. Supplementation with exogenous RAI14 obviously attenuated the 
inhibitory effect of AHVAC-I on proliferation and migration of MKN-28/DDP cells. Conclusion AHVAC-I decreases 
proliferation and invasion of MKN-28/DDP cells by downregulating RAI14 expression.
Keywords: Agkistrodon halys venom; gastric cancer; cisplatin resistance; invasion; proliferation; retinoic acid induced 14

胃癌作为高发生率和高致死率的重大疾病之一，严

重威胁着人类健康［1］。因早期症状不明显，多数胃癌患

者在确诊时已经进入进展期［2］。术后化疗是治疗进展期胃

癌患者的重要方式，顺铂（DDP）是胃癌术后常用的化疗

药物。然而，临床研究发现伴随着疗程的持续，部分胃癌

患者出现DDP耐药，且DDP耐药的胃癌患者对二线化

疗药物的敏感性也会降低，预后差［3， 4］。因此，深入系统

筛选并研发出能够逆转DDP耐药或增强化疗敏感性

的新药，成为当前临床研究亟待突破的重要科学问题。

顺铂耐药机制多样，如药物外排增加、药物摄取减

少、药物失活、肿瘤细胞DNA 突变、肿瘤细胞上皮-间充

质转化（EMT）增强［5］。研究证实EMT是逆转肿瘤细胞

DDP耐药的重要靶点［6］。新近研究发现影响肿瘤细胞

EMT的视黄酸诱导蛋白14（RAI14）［7］不仅在胃癌组织

中有高表达，且它的高表达与肿瘤细胞的化疗耐药有

关［8］。我们推测RAI14可以通过影响胃癌细胞的EMT，

促进胃癌细胞产生顺铂耐药。

蛇毒是一种复杂的天然毒性的化合物，主要由多

肽、酶类、蛋白质和其他具有生物活性的小分子物质构
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成 ［9］。研究证实蛇毒具有直接杀死肿瘤细胞、阻止肿瘤

细胞转移［10］、阻碍肿瘤细胞核酸代谢［11］、抑制肿瘤内部

血管形成［12］等抗肿瘤效应。皖南蝮蛇毒抑瘤组分-I

（AHVAC-I）是皖南医学院蛇毒研究所自皖南蝮蛇蛇毒

的粗毒中分离提纯得到的组分［13］。既往研究发现， 

AHVAC-I不仅可以促使胃癌细胞MKN-28发生凋亡，

还可显著降低 MKN-28 细胞的迁移能力［14］。但是

AHVAC-I是否对于胃癌顺铂耐药细胞依然有抑制作

用尚不清楚。本研究旨在研究AHVAC-I对顺铂耐药胃

癌细胞MKN-28/DDP增殖、侵袭的影响及其作用机制，

为AHVAC-I在胃癌治疗中的应用提供实验依据。

1  材料和方法

1.1  化学试剂与实验材料

AHVAC-I为皖南医学院蛇毒研究所提纯制备的冻

干粉，胃癌细胞株 MKN-28（中科院细胞库），DDP

（Sigma），RPMI 1640与0.25%胰酶（HyClone），胎牛血

清（Lonsera），CCK8 检测试剂（碧云天），基质胶

（ABW），E-cad抗体、N-cad抗体、Vimentin抗体和Snail

抗体（碧云天）、Trizol（天根）、cDNA反转录试剂盒及定

量 PCR 检测试剂盒（诺唯赞），RAI14 抗体（Abcam），

AKT 抗体（CST），磷酸化 AKT（AKT-p）抗体（CST），

RAI14重组蛋白（Biogradetech）

1.2  MKN-28/DDP细胞构建

取对数生长期的胃癌细胞MKN-28，胰酶消化后制

备成单细胞悬液并接种于培养瓶中。采用DDP持续性

接触、浓度渐增诱导法建立胃癌耐药细胞株MKN-28/

DDP。经过6个月药物诱导，胃癌细胞MKN-28能在含

有 1 μg/mL DDP 的 1640培养液中稳定生长、传代，且

耐药指数（RI=耐药细胞系 IC50/亲本细胞系 IC50）>5确定

其为耐药细胞MKN-28/DDP。

1.3  CCK8检测

收集对数生长期MKN-28/DDP细胞，重悬于PBS，

制备成浓度为5×10 4 /mL的细胞悬液。将细胞悬液加

入96孔培养板中（100 μL/孔），37 ℃、5% CO 2 条件下培

养24 h后加入不同浓度AHVAC-I，72 h后加CCK-8试

剂（10 μL/孔），于培养箱内培育1 h，酶标仪于450 nm波

长处检测溶液光密度A450 nm 。

1.4  集落克隆实验

将MKN-28/DDP细胞以1000/孔接种于六孔板，待

细胞紧贴壁，用不含药培养液培养3周后，弃去原有培

养基，用PBS溶液洗去脱落的细胞和残留的培养基。在

孔内加入4%的多聚甲醛固定液，固定20 min后，弃掉

固定液，用PBS清洗2遍，再加入0.1%的结晶紫溶液，

染色30 min。用PBS溶液洗去残留的结晶紫溶液后晾

干板孔。显微镜下观察并拍照，采用软件 Image J对图

片进行集落克隆数量统计。

1.5  划痕实验

在六孔板内置划痕插件，将 2×10 5 细胞铺种于板

孔，待细胞生长至 80% 融合度后，取出划痕插件，加

入 1 mL含2% FBS的RPMI 1640，在培养箱中培养24、

48、72 h。将每个时间段的六孔板分别置于倒置显微镜

下进行拍照，并采用 Image J软件分析处理各个时间段

的划痕图片，计算划痕愈合率。

1.6  Transwell侵袭实验

将基质胶以1∶10的比例用不含血清的基础培养基

进行稀释。稀释后的基质胶以60 μL/孔的量均匀地加

到每个小室内，将小室置于24孔板板孔内，37 ℃恒温箱

中放置30 min。待胶凝固后，将悬于培养液中的2×105

细胞加入小室。在放置小室的24孔板板孔中加入500 μL

含20% FBS的完全培养基，置于37 ℃、5% CO2的细胞

培养箱中培养。48 h上后清洗小室并将其转移至含有

4%多聚甲醛的24孔板中进行细胞固定。20 min后将

小室放入含有0.1%结晶紫染液的24孔板中进行染色。

30 min后拍照记录并分析实验结果。

1.7  基因表达水平检测

Trizol提取各组细胞总RNA，反转录后，进行定量

PCR检测。反应条件为：90 ℃预变性30 s、90 ℃变性10 s、

60 ℃退火 30 s，进行 40 个循环。mRNA 表达水平以

GAPDH为内参，RIA14、GAPDH引物由通用生物工程

公司合成。引物序列：RAI14上游引物：5'-GTGGATG 

TGACAGCCCAAGA-3'，下游 5'-TTTCCCAGAGCTG 

TCGACAC-3'；GAPDH 上游引物：5'-AACGGGAAG 

CTCACTGGCATG-3'，下 游 5'-TCCACCACCCTGTT 

GCTGTAG-3'。定量PCR的结果用2-△△CT法分析，每个

样品进行6次重复。。

将MKN-28/DDP细胞接种于 6孔板，对细胞进行

AHVAC-I处理，72 h后收集细胞，裂解细胞提取蛋白。

BCA试剂盒定量测定蛋白浓度后将等浓度蛋白转至

PVDF膜。5%脱脂奶粉封闭PVDF膜1 h后，按1∶1000

比例加入 GAPDH、RAI14 抗体、E-cad 抗体、N-cad 抗

体、Vimentin抗体、Snail抗体、AKT抗体与AKT-p抗体，

4 ℃孵育过夜。冲洗后，加入以1∶5000比例稀释的HPR

标记二抗，室温下孵育1 h，洗膜后用ECL化学发光试剂

盒显色，显影。实验均重复3次。

1.8  统计学方法

采用SPSS 17.0软件进行分析并绘图，符合正态分

布的实验计量资料以均数±标准差表示。采用 t检验进

行两组间比较，P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  AHVAC-I抑制MKN-28/DDP细胞活力

使用 CCK-8 检测不同浓度 AHVAC-I （1、2、4、8、
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16、32 μg/mL）处理72 h后的MKN-28/DDP细胞，结果

显示 4 μg/mL 的 AHVAC-I 即可显著降低 MKN-28/

DDP细胞的活力，IC50值为13.55 μg/mL（表1，图1）。前

期AHVAC-I的急性毒性实验结果表明最大安全浓度为

10.34 μg/mL，因此，后续实验中AHVAC-I的最高工作

浓度定为8 μg/mL。

采用不同浓度的AHVAC-I（1、2、4、8 μg/mL）处理

MKN-28/DDP细胞72 h后进行细胞集落克隆实验，实

验结果显示，与对照组相比，2 μg/mL 的AHVAC-I即可

显著抑制MKN-28/DDP细胞形成集落的能力，P<0.05

（图1B、C）。

2.2  AHVAC-I抑制MKN-28/DDP细胞迁移与侵袭能力

不同浓度AHVAC-Ⅰ（1、2、4、8 μg/mL）处理MKN-

28/DDP细胞72 h，细胞划痕结果表明，与对照组相比，

2 μg/mL AHVAC-I处理后细胞的迁移能力即受到了显

著抑制（P<0.05，图 2A、B）。

将被不同浓度AHVAC-Ⅰ（1、2、4、8 μg/mL）处理

72 h 后的 MKN-28/DDP 细胞放入铺有基质胶的

Transwell小室内，48 h后取出小室进行染色观察。结果

显示，与对照组相比，1 μg/mL AHVAC-I即可有效减少

MKN-28/DDP细胞的穿膜细胞数（P<0.01，图2C、D）。

2.3  AHVAC-I抑制 MKN-28/DDP细胞的上皮-间充质

转化

不同浓度AHVAC-I（1、2、4、8 μg/mL）处理MKN-

28/DDP细胞72 h，取细胞做Western blotting检测，结果

表明上皮细胞标志物E-cad的表达水平明显增高，而间

质细胞标志物N-cad、Vimentin、Snail的表达水平显著

降低（P<0.01，图3）。

2.4  AHVAC-I抑制RAI14在MKN-28/DDP细胞的表达

定量PCR实验结果显示，与对照组相比，RAI14在

MKN-28/DDP细胞的表达显著增加（P=0.0024，图4A）。

定量 PCR 和 Western blotting 实验结果表明，72 h后，

1 μg/mL AHVAC-I 即可显著抑制 RAI14 在 MKN-28/

DDP 细 胞 的 表 达（P=0.0049，P=0.0006，P<0.05，图

4B~D）。

表1　AHVAC-I对MKN-28/DDP细胞的毒性作用
Tab.1　Toxic effects of AHVAC-I on MKN-28/DDP cells (Mean±SD, %)

Group

Cell viability

t

P

AHVAC-I (μg/mL)

1

104.37±2.68

3.09

>0.05

2

100.8±5.45

0.28

>0.05
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85.65±4.67

5.82

<0.05

8

85.65±4.67

8.26

<0.01
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23.07

<0.001
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89.64

<0.0001

A

Control      1           2           4           8          16        32

                   AHVAC-1 (μg/mL)

150

100

50

0

C
el

l v
ia

bi
li

ty
 (

%
)

***

****

**
*

C

Control            1                 2                 4                 8

                        AHVAC-1 (μg/mL)

N
um

be
r 

of
 c

el
l c

lo
ne

s

300

200

100

0

**
**

*

B

Control                     1                         2                           4                       8

                               AHVAC-1 (μg/mL)

图 1　CCK8检测不同浓度AHVAC-I作用MKN-28/DDP细胞 72 h
后细胞增殖率变化
Fig.1　Cytotoxicity of AHVAC-I in MKN-28/DDP cells after treatment 
for 72 h. A: Cells viability assessed by CCK8 assay. B: Colony 
formation assay of MKN-28/DDP cells at 3 weeks after AHVAC-I 
treatment. C: Quantitative analysis of colonys in each group. Con: 
Blank control. n=5, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001 vs 
Control.
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图2　AHVAC-I抑制MKN-28/DDP细胞迁移与侵袭
Fig. 2　Inhibitory effects of AHVAC-I on migration and invasion of MKN-28/DDP cells. A: Wounding-healing assay for 
assessing migration ability of MKN-28/DDP cells (Original magnification: ×40). B: Quantitative analysis of migration 
ability of MKN-28/DDP cells in each group. C: Transwell assay for assessing invasion ability of MKN-28/DDP cells (×100). 
D: Quantitative analysis of invading cells in each group, n=5, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001 vs Control.
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2.5  提高RAI14水平可有效削减AHVAC-Ⅰ抑制MKN-

28/DDP细胞增殖的能力

蛋白印迹实验结果表明RAI14加入后，因AHVAC-I

加入而受到抑制的 AKT 磷酸化显著增加（P<0.01，

图5A）。同时，细胞集落克隆实验结果显示，与AHVAC-I

处理组（MKN-20/DDPAHVAC-I）相比，加入RAI14 可显著

提高 MKN-20/DDPAHVAC-I细胞的克隆形成能力显著提

升（P<0.01，图5B、C）。

2.6  提高 RAI14 可有效削减 AHVAC-I 抑制 MKN-28/

DDP细胞迁移与侵袭的能力

细胞划痕实验与基质胶小室实验结果显示，与对照

组相比，RAI14可有效增加MKN-20/DDPAHVAC-I细胞的

迁移与侵袭能力（ P<0.01，图6A~D）。

3  讨论

胃癌是一种由胃黏膜上皮细胞恶变而引发的恶性

疾病。由于胃癌早期的症状不明显，许多患者在确诊病

情时已经发展至进展期［15］。化疗是进展期胃癌的主要

治疗手段。作为进展期胃癌常用化疗药物，顺铂可通过

干扰癌细胞DNA的复制与修复达到杀灭癌细胞，抑制

胃癌细胞转移的效果［16］。然而伴随着顺铂的持续使用，

部分胃癌患者出现了顺铂耐药的现象［17］。研发出能够

逆转铂类化疗药物耐药或增强化疗敏感性的新药，是当

前临床研究亟待突破的重要科学问题。

源于动物、植物和矿物的天然小分子化合物，被发

现具有克服顺铂耐药的效果。如从大蒜中提取的硫代

亚磺酸酯可诱导顺铂耐药肿瘤细胞的凋亡，抑制顺铂耐

药细胞的恶性发展［18］。 蛇毒是由毒蛇的毒腺所分泌的

一种毒性液体，作为天然化合物，蛇毒组分被发现在抗

胃癌方面有良好的效应［19-21］。但是蛇毒是否具有逆转铂

类化疗药物耐药的能力，目前尚未见报道。AHVAC-I

是由皖南医学院蛇毒研究所通过阴离子层析技术从皖
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图3　AHVAC-I抑制MKN-28/DDP细胞上皮间质化
Fig. 3　AHVAC-I inhibits epithelial-mesenchymal transition (EMT) of MKN-28/DDP cells. A: Immunoblots of E-
cad, N-cad, vimentin and snail in MKN-28/DDP cells treated with different concentrations of AHVAC-I. B-E: 
Protein expression levels of E-cad, N-cad, vimentin and snail, n=3, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001 vs Control.
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图4　AHVAC-I抑制MKN-28/DDP细胞RAI14表达
Fig. 4　AHVAC-I down-regulates RAI14 expression in MKN-28/DDP cells. A: qRT-PCR for detecting 
RAI14 mRNA expression in MKN-28 cells and MKN-28/DDP cells (n=6, **P<0.01 vs MKN-28 cells). B: 
qRT-PCR of RAI14 expression in MKN-28/DDP cells treated with different concentrations of AHVAC-I 
(n=6, **P<0.01, ***P<0.001 vs blank Control). C: Immunoblots of RAI14, AKT and AKT-p in MKN-28/
DDP cells treated with different concentrations of AHVAC-I. D: Protein expression levels of RAI14 in 
different groups (n=3). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001 vs Control.
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图5　增加RAI14可有效抑制AHVAC-I对 MKN-28/DDP细胞增殖能力的抑制效果
Fig. 5　RAI14 supplementation promotes proliferation of AHVAC-I-treated MKN-20/DDP (MKN-20/DDPAHVAC-I) cells. 
A: Immunoblots of AKT and AKT-p in MKN-20/DDPAHVAC-I cells treated with RAI14 (n=3). B, C: Colony-forming assay 
showing restored proliferation ability of MKN-20/DDPAHVAC-I cells after RAI14 treatment (n=5). **P<0.01 vs AHVAC-1.
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图6　增加RAI14可有效抑制AHVAC-I对 MKN-28/DDP细胞
迁移、侵袭能力的抑制效果
Fig. 6　RAI14 supplementation promotes migration and invasion 
ability of MKN-20/DDPAHVAC-I cells. A: Migration ability of 
MKN-28/DDP cells analyzed by wounding-healing assay (×40). B: 
Quantitative analysis of migration ability of MKN-28/DDP cells. C: 
Invasion ability of MKN-28/DDP cells was analyzed by Transwell 
assay (×100). D: Quantitative analysis of number of invaded cells.
n=5, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs AHVAC-I.
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南蝮蛇蛇毒的粗毒中分离提纯得到的抗肿瘤成分。既

往研究已经发现AHVAC-I可以抑制胃癌细胞MKN-28

的迁移能力［13］。但是AHVAC-I对顺铂耐药的胃癌细胞

是否依然具有抑制效应，尚不清楚。本研究实验结果表

明，与对照组相比，AHVAC-I 处理 72 h 后，MNK-28/

DDP细胞无论是增殖能力，还是侵袭能力均受到显著

抑制，且呈现剂量依赖效应，提示AHVAC-I具有抑制顺

铂耐药胃癌细胞恶性发展的效应，有望改善顺铂耐药的

胃癌患者的生存。

EMT的增强与胃癌顺铂耐药呈正相关［22］。肿瘤细

胞的EMT受多种基因的调控，其中RAI14被发现可通

过Akt/Cyclin D1增强肿瘤细胞的EMT，促进肿瘤细胞

的侵袭［8］。RAI14 是驱动蛋白家族的成员，有六个锚蛋

白重复序列和两个螺旋结构［23］，在多种恶性肿瘤组织中

异常表达［24-27］。高表达的 RAI14 不仅可以通过激活

STAT3，减少caspase3的活化，抑制肿瘤细胞的凋亡，提

高肿瘤细胞的增殖能力［28］，还可通过上调 c-MYC表达

促进肿瘤细胞的迁移［29］。新近研究发现RAI14在顺铂

耐药的胃癌患者的肿瘤组织中高表达［30］，且可通过激活

AKT通路诱导肿瘤细胞发生耐药［31-33］。由此，RAI14已

被认为是可以克服化疗耐药治疗恶性肿瘤的有效药物

靶标［34］。本研究结果显示，RAI14在顺铂耐药胃癌细胞

MKN-28/DDP中的表达显著高于非顺铂耐药的MKN-

28胃癌细胞，而AHVAC-I的处理可以显著降低RAI14

在MKN-28/DDP细胞的表达及AKT的磷酸化。为进

一步证实RAI14在AHVAC-I抑制MKN-28/DDP恶性

发展中的重要作用，我们将RAI14补入。实验结果表明

增加 RAI14 可显著增加了 AKT 磷酸化，并有效削弱

AHVAC-I抑制MKN-28/DDP增殖与侵袭的效应。这

一结果提示，AHVAC-I可以通过下调RAI14的表达来

抑制胃癌顺铂耐药细胞的恶性进展。

综上所述，本研究通过探究AHVAC-I抑制RAI14

在顺铂耐药胃癌细胞的表达，有效减弱顺铂耐药胃癌细

胞MKN-28/DDP细胞的增殖、迁移与侵袭能力。这一

结果揭示了AHVAC-I具有改善顺铂耐药的能力，为深

入研究天然药物AHVAC-I在肿瘤临床治疗中的潜在应

用奠定了坚实的实验基础。
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