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汉防己碱衍生物诱导人乳腺癌ＭＤＡＭＢ２３１细胞凋亡

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［摘　要］目的：探讨汉防己碱衍生物ＹＺ１８对人三阴性乳腺癌ＭＤＡＭＢ２３１细胞生长、集落形成能力以及凋
亡的影响，并分析可能的药物干预机制。方法：采用不同浓度汉防己碱衍生物 ＹＺ１８干预人三阴性乳腺癌
ＭＤＡＭＢ２３１细胞后，通过ＭＴＴ法检测细胞的增殖抑制率，集落形成实验检测细胞克隆形成能力，ＦＣＭ法检测
细胞凋亡率，蛋白印迹法检测细胞中ＢＬＭ及乳腺癌易感基因１（ＢＲＣＡ１）蛋白表达水平。结果：不同浓度的汉防
己碱衍生物ＹＺ１８处理细胞后，细胞增殖生长明显受到抑制（Ｐ＜００５），细胞克隆能力明显减弱（Ｐ＜０００１），细
胞凋亡率明显增加（Ｐ＜００１），ＢＬＭ蛋白表达上调，ＢＲＣＡ１蛋白表达下调，且具有浓度依赖性。结论：汉防己碱
衍生物ＹＺ１８可抑制人三阴性乳腺癌ＭＤＡＭＢ２３１细胞增殖，促进细胞凋亡，其作用机制可能与ＢＬＭ蛋白表达
上调，ＢＲＣＡ１蛋白表达下调有关。
［关键词］汉防己碱；乳腺肿瘤；细胞增殖；细胞凋亡；ＢＬＭ蛋白质；ＢＲＣＡ１蛋白质
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　　乳腺癌是女性常见恶性肿瘤，占女性恶性肿瘤
发病率的２９％，其中三阴性乳腺癌是不表达雌激
素受体、人表皮生长因子受体２（ＨＥＲ２）和孕激素
受体的恶性肿瘤，该类乳腺癌治疗预后差、复发转

移率高、死亡率较高，已成为近年来科研学者研究

的焦点。由于三阴性乳腺癌患者缺少相应受体的

表达，因此患者无法从针对乳腺癌的靶向治疗中获

益。化疗是目前较常用的治疗方法，许多新型的化

疗药物也正在研究之中［１－２］。汉防己碱又名汉防

己甲素，属于双苄基易喹啉类生物碱，是一种由粉

防己的根部提取的中药成分，早期的研究表明汉防

己碱具有抗感染，镇痛等多种临床功效，临床用于

治疗心血管疾病、矽肺和免疫性疾病等［３］。除此

之外，汉防己碱衍生物的功效也在研发探索过程

中，部分衍生物在抑制肿瘤细胞生长方面有良好的

效果。ＢＬＭ解旋酶参与了ＤＮＡ复制、重组、损伤修
复等一系列过程［４］。乳腺癌易感基因１（ＢＲＣＡ１）主
要参与了ＤＮＡ损伤修复信号通路的调节［５］。课题

组前期研究发现汉防己碱衍生物能够调节ＤＮＡ损
伤修复信号通路，抑制乳腺癌细胞的生长，如汉防

己碱衍生物 Ｐ４２、汉防己碱衍生物 ＨＬ４２和汉防
己碱衍生物 ＨＬ４９均能诱导人乳腺癌细胞凋亡，
其机制可能与 ＤＮＡ损伤修复相关蛋白表达有
关［６－７］。本文将探讨汉防己碱衍生物ＹＺ１８对ＭＤＡ
ＭＢ２３１细胞增殖和诱导的影响，并探讨其诱导凋
亡的机制，以寻找药物治疗三阴性乳腺癌的新途

径，为新型抗肿瘤药物的研制提供理论依据。

１　材料与方法

１１　试剂及仪器
汉防己碱衍生物 ＹＺ１８由贵州省中国科学院

天然产物化学重点实验室提供。ＤＭＥＭ高糖培养
液购自ＨｙＣｌｏｎｅ公司，细胞培养用的胎牛血清购自
天杭生物科技公司，ＭＴＴ试剂购自索莱宝科技公
司，细胞凋亡检测试剂盒（ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双
染）购自天根生化科技公司，一抗（兔抗人 βａｃｔｉｎ
单克隆抗体、ＢＬＭ多克隆抗体、ＢＲＣＡ１多克隆抗
体）以及二抗（辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔抗

体）购自博奥森生物技术公司。

１２　方法
１２１　细胞培养　ＴＮＢＣＭＤＡＭＢ２３１细胞保存
在贵州医科大学组织工程与干细胞研究中心，使用

含有１０％胎牛血清、１％双抗（１００Ｕ／ｍＬ青霉素和

１００ｍｇ／Ｌ链霉素）的高糖ＤＭＥＭ培养液，在３７℃、
５％ＣＯ２的恒温培养箱中进行培养。
１２２　ＭＤＡＭＢ２３１细胞增殖检测　采用 ＭＴＴ
法检测 ＭＤＡＭＢ２３１细胞增殖情况。取对数生长
期的ＭＤＡＭＢ２３１细胞接种于９６孔板（按照每孔
２５×１０４个细胞），待细胞贴壁生长后，分别加入
不同浓度的汉防己碱衍生物ＹＺ１８作用细胞（药物
终浓度为０、０５、１、２、４、８、１６μｍｏｌ／Ｌ）。分别培养１、
２和３ｄ后，每孔加入ＭＴＴ溶液（５ｇ／Ｌ）２０μＬ，于培
养箱中孵育 ４ｈ，弃上清液后，每孔加入 ＤＭＳＯ
１５０μＬ溶解结晶，采用酶标仪测定各药物处理组吸
光度（ＯＤ值），每组设３个复孔，实验独立重复３
次，并计算各药物处理组细胞的增殖抑制率［细胞

增殖抑制率 ＝（对照组 ＯＤ－实验组 ＯＤ）／对照组
ＯＤ）×１００％］，并计算不同浓度汉防己碱衍生物
ＹＺ１８作用不同时间的半数抑制浓度（ＩＣ５０）值。
１２３　ＭＤＡＭＢ２３１细胞克隆形成能力检测　集
落形成实验检测 ＭＤＡＭＢ２３１细胞克隆形成能
力。取对数生长期的ＭＤＡＭＢ２３１细胞接种于２４
孔板（按照每孔３×１０２个细胞），待细胞贴壁生长
后，分别加入不同浓度的汉防己碱衍生物ＹＺ１８作
用细胞（终浓度为０、０２５、０５、１、２５、５μｍｏｌ／Ｌ）。
药物作用２ｄ后换为正常培养液继续培养。７ｄ后
终止培养，弃上清液后，甲醇溶液固定细胞，行 Ｇｉ
ｅｍｓａ染色，倒置显微镜下观察集落生长情况，每组
设３个复孔，实验独立重复３次，并计算各药物处
理组细胞集落形成数目。

１２４　ＭＤＡＭＢ２３１细胞的凋亡检测　流式细胞
术检测 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的凋亡情况。取对数生
长期的ＭＤＡＭＢ２３１细胞接种于 ６孔板（按照每
孔２×１０５个细胞），待细胞贴壁生长后，分别加入
不同浓度的汉防己碱衍生物 ＹＺ１８作用细胞（终
浓度为０、１、８μｍｏｌ／Ｌ）。药物作用２ｄ后，收集各
药物处理组细胞，先加入 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ染色液
避光染色后，再加入ＰＩ染色液避光染色，染色后立
即用流式细胞仪检测各组的凋亡率，每组设３个复
孔，实验独立重复３次。
１２５　ＭＤＡＭＢ２３１细胞中 ＢＬＭ、ＢＲＣＡ１蛋白表
达水平检测　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＭＤＡＭＢ２３１细
胞ＢＬＭ、ＢＲＣＡ１蛋白表达水平。汉防己碱衍生物
ＹＺ１８作用后取对数生长期的 ＭＤＡＭＢ２３１细胞
接种于６孔板（按照每孔２×１０５个细胞），待细胞
贴壁生长后，分别加入不同浓度的汉防己碱衍生物

ＹＺ１８作用细胞（终浓度为０、１、８μｍｏｌ／Ｌ）。作用
６２１
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２ｄ后，收集各药物处理组细胞，裂解液冰上裂解
细胞，提取总蛋白，并测定蛋白浓度。经 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳后湿法转膜，与兔抗人 βａｃｔｉｎ、ＢＬＭ、
ＢＲＣＡ１抗体４℃孵育过夜，与二抗（辣根过氧化物
酶标记的山羊抗兔抗体）３７℃孵育２ｈ，加入 ＥＣＬ
化学发光试剂后立即使用化学发光仪检测蛋白条

带，每组设３个复孔，实验独立重复３次。
１３　统计学方法

以上实验均独立重复 ３次。应用 ＳＰＳＳ１７０
统计软件对实验数据进行统计分析，计量资料多组

间比较采用方差分析，组内比较采用 ＬＳＤｔ检验。
Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２１　汉防己碱衍生物ＹＺ１８可抑制 ＭＤＡＭＢ２３１
细胞的增殖活性

分别用不同浓度的汉防己碱衍生物 ＹＺ１８作
用ＭＤＡＭＢ２３１细胞１、２和３ｄ后，通过 ＭＴＴ法
检测细胞的增殖活性。结果显示，与对照组相比，

用不同浓度的汉防己碱衍生物ＹＺ１８（药物终浓度
为０５、１、２、４、８、１６μｍｏｌ／Ｌ）作用 ＭＤＡＭＢ２３１细
胞１、２和３ｄ后均能抑制细胞的增殖（Ｐ＜００５），
且呈现药物浓度和处理时间依赖性，见图１。ＹＺ１８
作用ＭＤＡＭＢ２３１细胞２４、４８、７２ｈ的ＩＣ５０值分别为

（３８９±０２７）、（２９７±０３４）、（１５９±０１３）μｍｏｌ／Ｌ。

（１）与０μｍｏｌ／Ｌ组比较，Ｐ＜００５

图１　ＹＺ１８对ＭＤＡＭＢ２３１
细胞增殖的影响

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＹＺ１８ｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ｏｆＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓｂｙＭＴＴａｓｓａｙ

２２　汉防己碱衍生物ＹＺ１８可抑制 ＭＤＡＭＢ２３１
细胞的克隆形成能力

分别用不同浓度的汉防己碱衍生物 ＹＺ１８作
用细胞２ｄ，继续培养１周后，通过平板集落形成实
验检测各药物浓度组 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的集落形
成数量。结果显示，与对照组相比，不同浓度的汉

防己碱衍生物 ＹＺ１８（药物终浓度为０２５、０５、１、
２５μｍｏｌ／Ｌ）干预 ＭＤＡＭＢ２３１细胞后，各药物作
用组集落数量均明显减少（Ｐ＜０００１），且呈现出
药物浓度依赖性。见图２。

注：Ａ～Ｅ分别为０、０．２５、０．５、１、２．５μｍｏｌ／Ｌ组；（１）与０μｍｏｌ／Ｌ组比较，Ｐ＜００５

图２　ＹＺ１８对ＭＤＡＭＢ２３１细胞克隆形成能力的影响（Ｇｉｅｍｓａ，×４００）
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＹＺ１８ｏｎｃｌｏｎｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｐｌａｔｅｃｌｏｎｅｆｏｒｍａｔｉｏｎａｓｓａｙ

７２１

　２期 黄晏军等　汉防己碱衍生物诱导人乳腺癌ＭＤＡＭＢ２３１细胞凋亡



２３　汉防己碱衍生物ＹＺ１８可促进 ＭＤＡＭＢ２３１
细胞的凋亡

分别用不同浓度的汉防己碱衍生物 ＹＺ１８作
用ＭＤＡＭＢ２３１细胞２ｄ后，采用流式细胞仪观察
各药物浓度组细胞的凋亡情况。结果显示，与对照

组相比，不同浓度的汉防己碱衍生物 ＹＺ１８（药物
终浓度为１和８μｍｏｌ／Ｌ）干预 ＭＤＡＭＢ２３１细胞
后，各药物浓度处理组 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的凋亡
率均明显高于对照组（Ｐ＜００１）。且呈现药物浓
度依赖性。见图３。

与０μｍｏｌ／Ｌ组比较，（１）Ｐ＜００５，（２）Ｐ＜００１

图３　ＹＺ１８对ＭＤＡＭＢ２３１细胞凋亡的影响
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＹＺ１８ｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓ

２４　汉防己碱衍生物ＹＺ１８对ＭＤＡＭＢ２３１细胞
中ＢＬＭ、ＢＲＣＡ１蛋白表达水平的影响

分别用不同浓度的汉防己碱衍生物 ＹＺ１８作
用ＭＤＡＭＢ２３１细胞２ｄ后，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法
检测各药物浓度组 ＭＤＡＭＢ２３１细胞中 ＢＬＭ、
ＢＲＣＡ１蛋白表达情况。结果显示，与对照组相比，
不同浓度的汉防己碱衍生物ＹＺ１８（药物终浓度为
１和８μｍｏｌ／Ｌ）干预 ＭＤＡＭＢ２３１细胞后，细胞中
ＢＬＭ蛋白表达上调，ＢＲＣＡ１蛋白表达下调，且呈现
药物浓度依赖性。见图４。

图４　ＹＺ１８对ＭＤＡＭＢ２３１细胞中ＢＬＭ、
ＢＲＣＡ１蛋白表达水平的影响

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＹＺ１８ｏｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆＢＬＭ，ＢＲＣＡ１ｉｎＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓ

３　讨论

汉防己碱作为传统的中药成分，目前临床上主

要用于抗感染、镇痛、控制血压等［３］，大量研究表

明，汉防己碱可以作为肿瘤化学疗法的一个潜在药

物，汉防己碱能够抑制胃癌、结直肠癌、等多种恶性

肿瘤细胞的生长，也陆续报道了在诱导细胞凋亡方

面的部分作用机制。有探索发现，汉防己碱能够抑

制结肠癌细胞异种移植后的生长［８］，通过激活胞

内线粒体中 Ｃａｓｐａｓｅ相关蛋白途径来诱导胃癌细
胞的凋亡［９］，发现汉防己碱可以作为细胞膜 Ｃａ２＋

通道阻断剂和 Ｃａ２＋通道拮抗剂来抑制肿瘤生
长［１０］。汉防己碱可诱导成纤维细胞的凋亡，与此

同时，在 ＴＧＦβ引导心脏成纤维细胞激活的过程
中，它还可以阻断其激活途径［１１］。Ｔｉａｎ等［１２］在研

究汉防己碱干预人骨肉瘤细胞的增殖时发现汉防

己碱主要是通过上调 ＰＴＥＮ通路起作用。在研究
汉防己碱诱导结肠癌细胞的凋亡时，Ｈｅ等［１３］发现

其机制可能与其调节 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路有
关，Ｃｈｅｎ等［１４］发现可能与其调节 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号
通路转导进而诱导结肠癌细胞凋亡。Ｚｈａｎｇ等［１５］

发现它在肝细胞癌体内转移方面起着关键的作用，

可以干预细胞的转移。

本实验通过ＭＴＴ实验检测发现，用１、２、４、８、
１６μｍｏｌ／Ｌ汉防己碱衍生物 ＹＺ１８干预 ＭＤＡＭＢ
２３１细胞１、２和３ｄ后均能抑制细胞的增殖（Ｐ＜
００５）。呈现药物浓度和处理时间依赖性。集落
形成实验结果表明，汉防己碱衍生物 ＹＺ１８干预
ＭＤＡＭＢ２３１细胞２ｄ后，继续常规培养时细胞克
隆形成能力明显减弱，且抑制效应呈现处理浓度依

赖性。通过流式细胞术检测发现，汉防己碱衍生物

ＹＺ１８干预细胞后，可促进细胞的凋亡，且凋亡效
应依赖药物浓度。以上实验结果表明，ＹＺ１８能够
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有效抑制人三阴性乳腺癌细胞的生长，并诱导其凋

亡。为了深入探讨 ＹＺ１８干预抑制 ＭＤＡＭＢ２３１
细胞增殖的可能机制，本实验继续检测了 ＢＬＭ蛋
白和ＢＲＣＡ１蛋白的表达。

ＤＮＡ损伤普遍存在于真核细胞中，紫外线照
射、电离辐射以及化学制剂等各种因素均能导致

ＤＮＡ损伤，其中最严重的是 ＤＮＡ双链断裂（ＤＳＢ）。
发生ＤＳＢ后可引起细胞凋亡、细胞周期阻滞，此时
胞内ＤＮＡ损伤修复应答开始发挥作用［１６］。人类

ＲｅｃＱＤＮＡ解旋酶家族中有 ＲＥＣＱ１、ＢＬＭ、ＷＲＮ、
ＲＥＣＱ４和ＲＥＣＱ５等５种 ＲｅｃＱ解旋酶，主要是维
持细胞基因组的稳定［４］。ＢＬＭ蛋白作为细胞内重
要的ＤＮＡ损伤修复酶，当基因因外力因素导致
ＤＮＡ双链发生损伤时，可以通过代偿性表达 ＢＬＭ
解旋酶来发挥 ＤＮＡ损伤修复功能［１７］。ＢＲＣＡ１作
为ＤＮＡ损伤修复信号通路的重要调节蛋白，能够
维持基因组的稳定，主要是通过激活 ＤＮＡ损伤修
复的调控点起作用［１８］。比如在同源重组修复过程

中，主要是通过以 ＢＲＣＡ１为中心的复合物感知
ＤＮＡ损伤，继而引导同源重组修复的关键酶
（Ｒａｄ５１）启动同源重组途径，对损伤的 ＤＮＡ进行
修复［１９］。除此之外，ＢＬＭ解旋酶、拓扑异构酶
ＩＩＩα、ＲｅｃＱ介导的基因组不稳定蛋白１（ＲＭＩ１）和
ＲｅｃＱ介导的基因组不稳定蛋白２（ＲＭＩ２）可以形
成ＢＴＲ复合物，该复合物与Ｒａｄ５１、ＢＲＣＡ１相互作
用进而在同源重组修复过程中分解ｄＨＪ，修复ＤＮＡ
双链断裂［２０］。总之，ＢＬＭ蛋白和ＢＲＣＡ１蛋白均与
ＤＮＡ损伤修复有关。本实验发现，ＹＺ１８干预乳腺
癌ＭＤＡＭＢ２３１细胞后，细胞中 ＢＬＭ蛋白表达量
明显高于对照组，ＢＲＣＡ１蛋白明显低于对照组，表
达水平明显依赖药物浓度。据以上实验数据推测，

可能是由于汉防己碱衍生物 ＹＺ１８处理细胞后导
致了胞内ＤＮＡ的损伤，进而诱导ＤＮＡ损伤修复应
答，ＢＬＭ蛋白通过表达上调，ＢＲＣＡ１蛋白通过表达
下调，参与ＤＮＡ损伤修复应答，同时引导相关凋亡
信号的激活，引起细胞凋亡，抑制细胞增殖。

综上，本次实验发现汉防己碱衍生物ＹＺ１８干
预后，乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的增殖和集落形
成能力均受到抑制，凋亡率增加。推测可能的机制

是，汉防己碱衍生物 ＹＺ１８可以通过调节 ＤＮＡ损
伤修复通路途径进而调控胞内凋亡信号通路的传

导。因此本实验为汉防己碱衍生物 ＹＺ１８作为抗
肿瘤新药的研发应用提供了可靠的研究证据。
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