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!

要!探讨冬凌草甲素"

')2H'*2*

#对人乳腺癌细胞
Y5+

N

6!R

的增殖&凋亡以及引起细胞凋亡机制$以不同浓度

的
P)2

处理
Y5+

N

6!R

细胞!通过
@77

法检测细胞生长抑制率%应用流式细胞分析术检测细胞凋亡%

0̀:;0)*Y,';

检

测细胞发生凋亡的机制$结果是
QB

#

DT

"

U',

(

b

的
P)2

可显著抑制
Y5+

N

6!R

细胞的增殖"

M

,

">"%

#$

QB

"

U',

(

b

的

P)2

作用
#Q/

后!细胞的增值抑制率达到了
Q"S

!而
DT

"

U',

(

b

的
P)2

只需处理
$#/

!增值抑制率竟达到了
%"S

$

DT

"

U',

(

bP)2

处理
#Q/

后!

Y5+

N

6!R

细胞的凋亡率为
#$>TS

$

0̀:;0)*Y,';

检测到了
[+:

的上调!细胞色素
5

的释

放和随后
I+:

N

+:0D

的激活及其下游信号蛋白
I+:

N

+:0!

和它的底物
KJVK

!

WIJX

的剪切$进一步检测到
4()9292*

的下调和
LJXX!Q

的上调$基于这些实验结果!推测冬凌草甲素作为一种潜在的抗乳腺癌制剂!诱导乳腺癌细胞

Y5+

N

!R

发生凋亡的发生可能与
4()9292*

和
LJXX!Q

相关$

关键词!冬凌草甲素%细胞凋亡%乳腺癌%

I+:

N

+:0

%
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%

LJXX!Q

中图分类号!

mRBD
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文献标志码!

J
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引
!

言

在过去的几十年里%无论是在发展中国家还是

在发达国家%女性患乳腺癌的风险均以
$S

#

#S

的

年速度增长&到目前为止%手术是乳腺癌的主要治

疗手段%乳腺癌术后的辅助治疗包括!化疗%放疗和

放化疗相结合的手段(

$

)

&由于手术治疗%放化疗和

化疗治疗手段对正常组织和肿瘤组织都具有非特异

性%从而产生了一些并发症和负面效应%尤其是对器

官的损伤&因此对乳腺癌特异性和有效性治疗急需

得到改善&

冬凌草"

)+\H':2+)(\0:50*:

#

(

#

)是一种中草药%

在中国已经被应用于临床疾病治疗%化学结构式如

图
$

所示&冬凌草甲素是冬凌草的活性成分%有着

不同的病理和生理学效应%诸如抗炎%抗菌和抗肿瘤

等效应&它已被广泛地应用于治疗食道癌'肺癌'肝

癌'结肠癌'胃癌'鼻癌'组织细胞肉瘤和白血病的研

究(

!

)

&在中国已将冬凌草甲素应用于肿瘤治疗%它

与化学药物相比较%具有副作用小%减少了并发症的

发生和潜在的毒性&这样可有效提高患者的生存期

和生活质量&最近%实验和临床研究资料表明冬凌

草甲素在各种恶性肿瘤治疗中%已经成为一种有效

的抗肿瘤制剂(

Q

)

%在治疗肿瘤方面%已经得到了广泛

的应用&然而很少有人深入研究它在人类乳腺癌方

面的药理作用&并且%冬凌草甲素在治疗乳腺癌方

面的机制还没有被完全阐明&

图
$

!

冬凌草甲素的化学结构式

因此%本文研究冬凌草甲素在乳腺癌
Y5+

N

6!R

细胞中的抗瘤效果%并且探索在体外的相关机制&

实验结果表明了冬凌草甲素能有效地抑制细胞生

长%这是通过内源和外源途径共同引起凋亡效应&



并且%冬凌草甲素与凋亡和
:()9292*

及
LJXX!Q

蛋

白表达的改变密切相关&

!

!

实验材料和方法

$>$

!

材料

冬凌草甲素购于
:2

3

U+

公司%将其溶解在
X@4P

中%储存液浓度为
$d$"

%

"

U',

*

b

%储藏温度为
A#"̂

&

在使用之前%要将其溶解在
X@M@

进行稀释&

[Y4

购于
Y2'5/)'U

公司$

O'05/:;!!!Q#

购买于
42

3

U+

公司$多克隆抗体
I+:

N

+:06!

%

I+:

N

+:06D

%

WIJX

%

KJVK

%

:()9292*

和辣根过氧化物酶标记的二抗"羊

抗兔和羊抗鼠#均购于
4+*;+I)(G

公司%多克隆抗

体
[+:

%

5

<

;'5/)'U065

和
*

6+5;2*

购买于
0

N

2;'U25:

公司&

$>#

!

方法

$>#>$

!

细胞培养

人类的乳腺癌细胞
Y5+

N

!R

购买于上海中科院&

细胞被培养在含有
$"S[Y4

%

QU@

*

b

的谷氨酸盐%

青霉素"

$""8

*

Ub

#%链霉素"

$""8

*

Ub

#的
X@M@

"

LWYIPYVb

%

L)+*HW:,+*H

%

?C

#中&放置在培养

条件是
!R̂

%

%SIP

#

的培养箱中培养&指数期生

长期的细胞用于做实验&

$>#>#

!

细胞活性分析

用不同浓度的冬凌草甲素处理完细胞后%通过

@77

来检测细胞活力&按
Bd$"

!个*孔密度植入
DT

孔板中%

#Q/

之后%用
"

'

$#

'

#Q

'

!T

'

QB

'

DT

"

U',

*

b

不

同浓度的冬凌草甲素且同一浓度按照
$#

'

#Q

'

QB

'

R#

/

不同时间点来处理细胞%其中每个处理均设
T

个

复孔&加
#"

"

b@77

"

%>"U

3

*

Ub

#到每一个孔里

面%继续培养
Q/

后%小心吸干净孔内培液%每孔加

入
$%"

"

b

二甲基亚砜%置摇床上低速振荡
$"U2*

%

使结晶物充分溶解&在酶联免疫检测仪
J%R"*U

处测量各孔的吸光值&同时设置调零孔'对照孔%将

测得的
PX

值代入公式进而计算细胞生存率&细胞

生存率
h

"

J

药物处理孔
AJ

调零孔#*"

J

对照孔
A

J

调零孔#

d$""S

&每个实验至少做
!

次重复&

$>#>!

!

冬凌草甲素对
Y5+

N

6!R

集落形成的影响

按
#%"

个细胞*
Ub

密度种植于
$#

孔板中&用

不同浓度的冬凌草甲素"

!

#

!T

"

@

*

b

#来处理细胞%

以不加冬凌草甲素的作为对照&

$QH

以后%在室

温%用
">$S

结晶紫染细胞
$!U2*

%然后用蒸馏水洗

干净%拍照&为了检测细胞是否具有耐药性%把细胞

用冬凌草甲素处理
!H

之后%完全洗掉冬凌草甲素%

继续孵育
$$H

&这个实验重复做
!

次&

$>#>Q

!

观察形态变化

通过
O'05/:;!!!Q#

染细胞来研究细胞凋亡&

把
Y5+

N

!R

细胞种植在
$#

孔板中%用不同浓度的冬

凌草甲素"

"

#

DT

"

@

*

b

#来处理细胞&

#Q/

以后%用

KY4

洗细胞一遍%加固定液%固定
#"U2*

%最后用
$

"

3

*

Ub

的
O'05/:;!!!Q#

染色
$%U2*

&之后%用

KY4

洗
Y5+

N

6!R

细胞%在倒置荧光显微镜镜下观察

Y5+

N

6!R

细胞的形态变化&

$>#>%

!

细胞流式分析

种植密度为
!d$"

%细胞*孔于
T

孔板中%孵育

在
!R̂

%

%SIP

#

培养箱中&

#Q/

之后%用待测浓度

的冬凌草甲素处理细胞&药物处理
#"/

以后%用胰

酶消化并收集细胞&按照
J**0F2*=6[W7I

凋亡检

测试剂盒%将细胞重悬在
\2*H2*

3

缓冲液中%然后%

用荧光标记的
[W7I

相耦联的
+**0F2*=

和
KW

染

色&之后%通过流式细胞分选仪检测凋亡细胞&

$>#>T

!

0̀:;0)*\,';

分析

将
%d$"

%的
Y5+

N

!R

细胞铺于
T

孔板中%培养

#Q/

%然后用指定浓度的冬凌草甲素处理细胞%以不

加冬凌草甲素的孔作为对照%处理
#Q/

%贴壁和悬

浮的细胞一齐用裂解液"

T#>%U@ 7)2:6OI,

N

O

T>B

%

#S4X4

%

$"U@

*

b

丙三醇和
$>%%S

的二硫苏

糖醇#裂解并收集细胞&蛋白浓度通过
YIJ

蛋白分

析试剂盒"

7/0)U':520*;2-25

%

V'5a-')H

%

8>4>J

#测

定&上样量相同的蛋白通过
$#S

的分离胶分离%转

移到
?I

膜上&膜用
%S

的脱脂奶粉封闭%然后用

一抗和适当稀释好的荧光二抗孵育膜&通过红外扫

描系统检测进行免疫检测&抗体包括!抗人细胞色

素
I

的兔单克隆抗体%抗人
[+:

的兔单抗%抗人

WIJX

的兔单抗%抗人
KJVK

的兔单抗%抗人

I+:

N

+:0!

的兔单抗%抗人
I+:

N

+:0D

的兔单抗%抗

人
LJXX!Q

的兔单抗%抗人
*

6+5;2*

的鼠单抗&

'

!

结
!

果

#>$

!

冬凌草甲素对
Y5+

N

!R

细胞增殖的影响

#>$>$

!

冬凌草甲素对
Y5+

N

!R

细胞的毒性

为了检测冬凌草甲素对
Y5+

N

!R

细胞的毒性%把

细胞用每种不同浓度的冬凌草甲素"

"

#

DT

"

U',

*

b

#

处理不同的时间"

$#

#

R#/

#&通过
@77

分析

Y5+

N

!R

细胞的活性&结果表明%随着浓度和时间的

递增%冬凌草甲素对细胞产生的毒性效应越来越明

显&如图
#

所示%用冬凌草甲素"

QB

"

U',

*

b

#处理

#Q/

后%细胞的死亡率达到了
Q"S

左右%然而用
$#

"

U',

*

b

处理%细胞死亡率仅仅达到了
$#S

&在
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Y5+

N

!R

细胞中%用适当低浓度范围内的冬凌草甲素

处理细胞%随着时间的递增%对细胞有明显的抑制

性&但是当细胞用冬凌草甲素"

DT

"

U',

*

b

#处理

$#/

%大约有
%"S

的细胞死亡%然而在
#Q/

到
R#/

以后%观察到细胞毒性变化不是很明显&

图
#

!

冬凌草甲素对
Y5+

N

!R

细胞增殖的影响

注!通过
@77

分析细胞存活%数据出现以平均值
c

标准差"

M

,

">"%

#

#>$>#

!

冬凌草甲素影响
Y5+

N

6!R

细胞克隆形成

效应

!!

实验检测了细胞增值和形成病灶的能力%集落

形成间接地预测了细胞增值死亡的能力&通过铺一

定数目的
Y5+

N

6!R

细胞到
T

孔板中%每孔加入不同

!

浓度的冬凌草甲素"

!

#

!T

"

@

*

b

#%以不加冬凌草甲

素的孔作为对照&实验结果说明随着冬凌草甲素浓

度的递增%

Y5+

N

6!R

集落形成率极大地减少%在冬凌

草甲素浓度
/

T

"

@

*

b

时%最为明显&通过用冬凌

草甲素处理细胞
!H

之后除去它与连续用其处理

$QH

的这两种方式相比较%产生了同样的实验结果%

表明了冬凌草甲素的效应一旦产生将不可逆转&

#>#

!

冬凌草甲素对
Y5+

N

!R

细胞凋亡的影响

#>#>$

!

在
Y5+

N

!R

中的凋亡分析

为了确定冬凌草甲素引起
Y5+

N

!R

细胞的死亡

是否是通过凋亡途径%通过
O'05/:;!!!Q#

染色来

检测处理后的肿瘤细胞形态变化%如图
!

"

J

#所示!

当
Y5+

N

!R

用不同浓度的冬凌草甲素处理
#Q/

后%

发现细胞质和细胞核形态有极大的不同%最为明显

的是染色质的浓缩和细胞核的片段化%这些都说明

了凋亡的发生&当用冬凌草甲素处理细胞时%随着

浓度的递增%可以观察发生凋亡细胞的数目也在逐

渐增加&并且通过流式分析凋亡细胞&如图
!

"

Y

#

所示%当细胞发生早期凋亡时
+**0F2*=

把细胞染

为阳性%而
KW

染为阴性"右侧象限下方#%比对照组

早期凋亡细胞多&对照组用
+**0F2*=

染为阳性细

胞比率为
!>#QS

%而冬凌草甲素处理的早期凋亡细

胞为
D>DBS

#

#$>TS

&随着冬凌草甲素浓度的增

加%凋亡细胞的数目在上升&

图
!

!

在
Y5+

N

!R

中的凋亡分析

DR!

第
!

期 余越美等!冬凌草甲素诱导乳腺癌
Y5+

N

!R

细胞凋亡的探索



#>#>#

!

冬凌草甲素通过内源和外源两条途径引起

Y5+

N

!R

细胞凋亡与
4()92*2*

和
LJXX!Q

表达的改变

!!

为了研究
I+:

N

+:0

一类蛋白是否参与了凋亡途

径%做了
0̀:;0)*\,';

分析&冬凌草甲素促进了细

胞色素
5

的释放%进而激活
I+:

N

+:06D

和
I+:

N

+:06!

%

笔者发现了
#"6aX

亚单位的
I+:

N

+:06!

剪切体形

式%如图
Q

"

J

#所示%此时可以很明显地观察到

I+:

N

+:06!

的剪切底物
WIJX

和
KJVK

&剪切诱导

了
X?J

的片段化%引起了酶的失活%因此阻止了

X?J

周期性的无效修复&同时
[+:

蛋白的表达水

平出现了急速上升&

为了检测别的凋亡相关蛋白是否也参与了冬凌

草甲素引起
Y5+

N

!R

细胞的凋亡%通过
0̀:;0)*\,';

分析发现%用冬凌草甲素处理细胞
#Q/

后%观察

4()92*2*

和
LJXX!Q

的表达情况&如图
Q

"

Y

#所示%

随着浓度的递增%

LJXX!Q

的表达量急剧上升然而

4()92*2*

的表达量下调了&

图
Q

!

0̀:;0)*\,';

分析

注!分析了通过不同浓度的冬凌草甲素处理过的
Y5+

N

!R

细胞%

凋亡蛋白在细胞中的表达情况&第一列!对照$第
#

#

Q

列分别

为!

$#

'

#Q

和
QB

"

@

的冬凌草甲素&

$

!

讨
!

论

凋亡过程具有广泛的生物学意义%它在细胞的

发育'分化'增殖之间起一种动态平衡%并且在免疫

系统的调控以及除去缺陷和有害细胞等方面具有重

要的作用(

Q6%

)

&凋亡调控一旦破坏%就很有可能导致

癌症的发生&人们认为凋亡检测是一种评估许多抗

肿瘤药物临床效价的重要且基本的检测手段&在很

大程度上%

I+:

N

+:0:

"

I+:

N

+:0:#

%

B

%

D

#被认为是凋亡

的发起者%而
I+:

N

+:0:

"

I+:

N

+:0:#

%

T

%

R

#

(

%6T

)被认为

是凋亡的执行者&

I+:

N

+:0:

的发起者被招募%从而

激活信号复合物&要么引发细胞表面死亡受体

"

7?[

%

[+:b

%

7JVWb

(

R

)

#相耦联配体的外源凋亡途

径%要么引发来自于细胞内部信号"内源凋亡途径!

内质网压力和
X?J

损伤#引起的凋亡途径(

B

)

&随

后%通过来自于细胞内外的凋亡刺激物来激活

I+:

N

+:0:

的级联反应&最后促进了凋亡底物%诸如

N

)'65+:

N

+:0:

%

WIJX

(

#

)%

KJVK

的剪切%来执行凋亡&

高表达量的
WJK

蛋白抑制各种转化和人类肿

瘤细胞的凋亡(

D

)

&

4()9292*

是抗凋亡蛋白
WJK

家族

成员的一员%它在调节细胞凋亡和分化中起着重要

的作用(

$"

)

&

4()9292*

在人类大多数的肿瘤"肺癌%

乳腺癌%结肠癌%胃癌#中过表达%但是在正常的细胞

和组织中表达量却很低&研究报道认为%

4()9292*

让细胞逃避凋亡是通过前体形式的
I+:

N

+:06!

和

I+:

N

+:06R

过表达来实现的%并且抑制了这些酶原成

为活化形式的
I+:

N

+:0:

&人们认为
4()9292*

是一

种有效的抗癌靶点&

同时
LJXX!Q

"

@

<

X$$T

#被认为是一种生长抑

制
X?J

损伤诱导表达基因(

$$

)

&此后%人们发现随

着
LJXX!Q

的过表达与各种信号引起的凋亡有

关(

$#

)

%蛋白水平上
LJXX!Q

的过表达导致了凋

亡(

$"6$!

)

&它是原癌基因
56U

<

5

的重要靶点&

@

<

5

在乳腺癌中被广范地提到%具有潜在的抑制

LJXX!Q

表达的功能&在很多细胞系中%据报道

7?[

%神经酰胺的类似物
I6#

(

$Q

)

%二甲基鞘氨醇%抗

[+:

的抗体和电离辐射射线等因子导致了细胞内部

神经酰胺水平的升高%从而引起了
LJXX!Q

转录水

平的提高&在这项研究中%我们发现随着冬凌草甲

素浓度的递增%引起
LJXX!Q

表达量的上调&结果

表明
LJXX!Q

的激活可能有助于凋亡的发生&

在最近几年里%人们普遍接受用中草药来抑制

癌症的形成和复发%这是一种经济的选择&冬凌草

甲素从唇形科香茶菜属植物冬凌草中提纯出来%它

是一种非常有效的中草药&最近报道%冬凌草甲素

在治疗大多数的恶性肿瘤"前列腺癌%非小细胞肺

癌#上%是一种非常有效的抗肿瘤药物%具有某种现

实意义(

$%

)

&对于乳腺癌的治疗来说%自
#""B

以来%

在世界范围内冬凌草甲素得到了应用&由于冬凌草

甲素治疗乳腺癌的报道比较少见%尤其是在原发性

的乳腺癌上&

Y5+

N

6!R

细胞是一种重要的来源于中

国妇女的原发性乳腺癌细胞系%它对于研究中国妇

女乳腺癌非常重要&在我们的研究中%表明了冬凌

草甲素极大地抑制了
Y5+

N

6!R

细胞的生长%并且在

体外%随着时间和浓度的不同%引起了细胞不同程度

的凋亡&同时
0̀:;0)*\,';

表明!冬凌草甲素通过

"B!

!!!!!!!!!!!!!!

浙
!

江
!

理
!

工
!

大
!

学
!

学
!

报
#"$!

年
!

第
!"

卷



降解
I+:

N

+:06!

的底物"

WIJX

和
KJVK

#来激活

I+:

N

+:06!

%与不同时间具有相关性&冬凌草甲素也

促进了细胞色素
5

从线粒体内膜间隙释放到细胞

质%并且上调了
[+:

&随着凋亡的发生%观察到

4()9292*

的表达下调了%而
LJXX!Q

的表达上调了&

因此可以推论!冬凌草甲素通过线粒体内源途径和

死亡受体诱导的外源途径共同起作用%来引起细胞

凋亡%从而抑制细胞生长&并且%冬凌草甲素引起的

凋亡与
4()9292*

的下调和
LJXX!Q

的上调有关&

这些结果表明!冬凌草甲素是一种有效的治疗乳腺

癌的制剂&

总之%结果表明%在体外冬凌草甲素通过线粒体

途径和死亡受体途径%激活
I+:

N

+:06!

%下调
4()9292*

%

上调
LJXX!Q

和
[+:

的表达从而引起细胞的凋亡&

从而进一步证明冬凌草甲素具有潜在的有效的抗乳

腺癌的作用&
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