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摘 要!%目的& 探究防己诺林碱对三阴性乳腺癌抗肿瘤机制' %方法&
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法检测防己诺林
碱对三阴性乳腺癌细胞的抑制率"计算
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#细胞流式实验观察防己诺林碱对三阴性乳腺癌
细胞的凋亡影响#

6(78(9: ;<,8

法探究防己诺林碱对
=>,

及
?<@#

蛋白表达的影响' %结果&

防己诺林碱对三阴性乳腺癌细胞
A2&0B

的活力有影响"

34

&5

值为
C-BB!>,<DE

' 随着防己诺林
碱浓度升高细胞凋亡率增加" 三阴性乳腺癌细胞

A2&0B

通路
'()*(+,*

中的
=>,

(

?<@F

蛋白
表达水平明显降低)

GH5-5&
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IJK

可以抑制肿瘤的生长' %结论& 防己诺林碱可通过下调细胞凋
亡相关信号通路

'()*(+,*

来影响三阴性乳腺癌细胞凋亡"同时影响三阴性乳腺癌肿瘤的生长'
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因子受体)
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*低表达的乳腺癌"占乳腺癌的
F&cd!5c

"并

且
2KA4

类型发病年龄较其他类型更年轻" 一般低

于
&5

岁"目前治疗手段相对匮乏"且总生存率较低(

复发率较高%

F
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' 由于
2KA4

细胞具有高增殖特性"因

而抑制增殖信号通路可能会对这类乳腺癌有效 '

'()*(+,*

)
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*信号通路在多种肿瘤组织与细胞系

中异常激活"并与肿瘤的增殖分化(细胞凋亡(血管

新生(侵袭转移等密切相关"阻断肿瘤细胞中
'+

信

号传导通路将为人类肿瘤的治疗提供一个新的有效

手段' 防己诺林碱)

SR:*Q+@:,<@:(

"

IJK

*是从中药防

己中提取的一种单体" 近年来研究显示主要有抗肿

瘤(抗肿瘤细胞多药耐药(抗病原微生物(抗神经毒

性等作用%

!
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"但其作用机制尚不十分清楚' 本实验旨
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在基于
=2>620(6

信号通路在细胞中的作用!进一步

阐明
?@<

对
A<B/

的治疗作用及其机制"

9

材料与方法

!"!

细胞!动物与试剂

人乳腺癌细胞株
BA&CD

购自中科院上海细胞

库#

EFGH!9ICJ

培养基$胎牛血清$

";!&K

胰酶购自美

国
L1M5(

公司#

?@<

$ 盐酸表柔比星购自阿拉丁#兔

抗
NO(

$

L-19

一抗购自
@M5,O

公司#兔二抗$

L@FP=

购于博士德生物工程有限公司# 二甲基亚砜购于

N16O,

公司# 磷酸盐缓冲液购于吉诺生物医药技术

有限公司"

NF?

级裸鼠
+)+)

购于北京维通利华实验

动物技术有限公司%

N/QR

%京&

!"9!SJJJ#

&!裸鼠周

龄
CTI

周!体重
#UT!J6

!

%J

只$饲料%经
/(IJ

照射&$

垫料购于北京维通利华实验动物技术有限公司"

!"#

细胞培养

人乳腺癌细胞
BA&CD

培养于
#JKEFGH #ICJ

%

EFGH #ICJV#JK?BNVJ;&KW+*(.-(X,51+

&!

&K/4

!

$

%$"

无菌培养箱"

细胞生长至培养皿底约
UJKTDJK

时进行细胞

传代# 吸弃培养基!

J;!&K

胰酶消化
!O1+

后! 加含

#JK EFGH #ICJ

终止消化# 吹打细胞吸至
#&O-

离

心管!离心
#&JJ*YO#%O1+

#吸弃上清!加
#JK EFGH

#ICJ

重悬后转移至培养皿培养!传至
%

代后!进行

实验"

!"$

细胞活力检测

GAA

法检测
?@<

对细胞活力的影响"取对数生

长期
BA&CD

细胞! 细胞浓度
#J

I

ZO-

! 按
!JJ!-Z

孔$

CJJJ

个
Z

孔接种于
DI

孔平底培养板!边缘设为调零

孔%加
!JJ!-FBN

&!置无菌培养箱培养
!C0

后!加不

同浓度%

J

$

&

$

9J

$

!J

$

CJ

$

UJ!O(-Z[

&的
?@<!!-

!每组

设
&

个复孔" 继续培养
9!0

后! 加
!J!-GAA

溶液

%

&O6ZO-

!

&KGAA

&" 继续培养
!C0

! 酶 标 仪 检 测

CDJ+O

荧光度值!计算
H/

&J

值"

!"%

细胞凋亡检测

取对数生长期
BA&CD

细胞! 培养于
9J5O

培养

皿中! 处理细胞前
9!0

加不同浓度
?@<

%

J

$

&

$

9J

$

!J!O(-Z[

&

9JJ!-

! 分别设空白组 %不加
?HA/

$

FH

抗

体&$单阳性对照组%分别加入
?HA/

$

FH

抗体&$实验

组%同时加入
?HA/

和
FH

抗体&"消化离心%

9!JJ*YO#

9JO1+

&$吸弃培养基!

&JJ!-9#FBN

冲洗细胞移至
WF

管 !

C"

离心 %

9!JJJ*YO#9JO1+

&"

9JJ!-9#B1+>1+6

B)..2*

重 悬细胞 ! 加
?HA/

抗 体
&!-

! 避 光 孵 育

9&O1+

"

C"

离心%

9!JJJ*YO#9JO1+

&!弃上清" 再用

!JJ!-9#B1+>1+6 B)..2*

重悬细胞! 加
FH

抗体
&!-

抗

体!避光孵育
9JO1+

"

C"

离心%

9!JJJ*YO#9JO1+

&!弃

上清"

&JJ!-9#B1+>1+6 B)..2*

重悬上机检测"

!"&

蛋白表达检测

取对数生长期
BA&CD

细胞!胰酶消化!制成单

细胞悬液!在
9J5O

培养皿中继续培养!待细胞铺皿

低
DJK

时!加
J

$

&

$

9J

$

!J!O(-Z[

浓度的
?@<9JJ!-

!

继续培养
9!0

!吸弃培养基!用预冷
FBN

冲洗
%

次!

加细胞裂解液
&JJ!-

%

EHF@$FGN?\9JJ$9

&!

C"

孵育

%JO1+

!用胞刮均匀涂刮细胞!吸至
WF

管"

C"

离心

%

9!JJJ*YO%9JO1+

&!吸取上清移至另一
WF

管中" 然

后!加
[(,>1+6 M)..2*

!

9JJ"

水浴
9JO1+

"

S!J"

冰箱

保存备用"

取蛋白样品
9J!-

! 经
NPN!F@LW

电泳 %

BH4!

E@P G1+1!FE4AW@G A2]*, 373]2O

!

UJ:

!

!JO1+

#

9!J:

!

IJO1+

&分离后!干转转移至
F:P?

膜上%

'1O!

Q3512+]1.15 H+3]*)O2+]3

!转膜
90

&!加
&K

脱脂奶粉的

ABNA

室温封闭
!0

#分别加兔抗
NO(

%

9 &9JJJ

&$

L-19

%

9 &9JJJ

& 抗体 !

C"

孵育过夜 #

ABNA

洗涤
9JO1+%%

次"加
=EF

标记的山羊抗兔
H6L

%

9&&JJJ

&!室温下孵

育
!0

#

ABNA

洗涤
9JO1+%%

次"

W/[

底物化学发光显

色后曝光显影%

?QA

!

:H[BWE [4^EG@A

!

?*,+52

&!显

影后洗去一抗二抗!孵育
L@FP=

%

#&&JJJ

&抗体!显

影" 通过
HO,62 F*(

软件进行灰度值分析" 以目的蛋

白灰度值与
L@FP=

灰度值比值作为蛋白表达强度"

!"'

动物实验

BA&CD

细胞培养收集!细胞浓度为
#J

U 个
ZO-

!裸

鼠
+)+)

在
NF?

级动物房饲养!适应环境
&>

!第
I>

在裸鼠左前腋下进行细胞移植
!JJ!-Z

只!

%T&>

裸鼠

左前腋下成瘤!开始给予药物干预"

分组'对照组%

PGN4

!

IJO6Z_6 !JJ!-

腹腔注射

隔天一次 %

1+]*,Y2*1](+2,-

!

1Y;`(>

&&$ 实验组%

?@<

!

DJO6Z_6

!

!JJ!-

!

1Y;`(>

&$ 阳性对照组 %

@PE

!

#JO6Z

_6

!

!JJ!-

!

1Y;`(>

&!每组
U

只"裸鼠成瘤后每
C>

用游

标卡尺测量肿瘤大小!并开始给予药物干预!连续干

预
$

次!计算肿瘤体积(

%

)

%

:\#Z!%,%M

!

!

,

为长径!

M

为

短径&"

!#>

后处死裸鼠"

CJ!
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统计学处理

应用
GHGG=$F"

统计软件数据分析% 定量数据组

间比较采用单因素方差分析%

H!"F"&

为差异有统计

学意义%

!

结 果

$"! IJJ

检测防己诺林碱对细胞活力的影响

经过不同浓度防己诺林碱处理
!KC

后测荧光度

值!计算出
L)

&"

为
MFNN!?,5@A

&

62E4-3 =

'%

$"$

防己诺林碱对细胞凋亡的影响

'993O29 P"6LJ)@HL

双染后经流式细胞仪检测

结果显示#随防己诺林碱浓度提高(细胞凋亡率逐渐

升高%防己诺林碱为
<

)

&

)

=<

)

!<!?,5@A

时凋亡率分别

为
KF%&$Q#"F!KQ

)

="F%%Q#"F&=Q

)

=$F%%Q#"F%NQ

和

!=F!RQ#=F"!Q

&

6S!NKF"

(

HT"F""=

'&

62E4-3 !

'%

$"%

蛋白表达检测

U3103-9 V5,0

结果示
W62E4-3 %X

$

(J&KN

细胞经防

己诺林碱处理后
YC

通路中
G?,

)

Z52#

蛋白表达量

&'()*+ ! ,-+ '.-'/'0'1. *20+ 3)*4+ 15 52.(3-'.16'.+
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#<<
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2
0
2
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Q
X

&'()*+ % ;

!
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!

>6'! ?*10+'. 2.@ >;ABC (*+D 426)+ *20'1

!

E 51* 0-+ <=1

!
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!

>;ABC /2.@F 15 ?*10+'. +G?*+FF'1.
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#F&

#F<

<F&

<

#F&

#F<

<F&

<

< & #< !<

G?,

Z525
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K![*.
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#&
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1
W
Q
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0
,
1
2
1
W
Q
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#<

!

#<

%

#<

K

#<

#

#<

<

#<

<

#<

#

#<

!

#<

%

#<

K

6
A
!
"
Y

\#

#%F&Q

\!

#F#RQ

\K

M!F!Q

\%

%F#NQ

#<

!

#<

%

#<

K

#<

#

#<

<

#<

<

#<

#

#<

!

#<

%

#<

K

6
A
!
"
Y

\#

!RF%Q
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KF!MQ

\K

R%F!Q
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RF!%Q
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!

#<

%

#<

K

#<

#

#<

<

#<

<

#<

#

#<

!

#<

%

#<

K

\#

#%F!Q
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MF#!Q

\K

$<F<Q
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MFR$Q

6
A
!
"
Y
]
H
L

#<

!

#<

%

#<

K

#<

#

#<

<

#<

<

#<

#

#<

!

#<

%

#<

K

\#

##F<Q
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MF!%Q

\K

RRFNQ
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#%FNQ

6
A
!
"
Y
]
H
L

6A#"Y 6A#"Y
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$
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$
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随浓度升高而降低#经灰度值分析后#各浓度组之间

结果差异有统计学意义$

!"#

动物成瘤实验

实验组裸鼠肿瘤体积小于对照组裸鼠肿瘤#但是

仍比阳性对照组肿瘤大!

L,M-2 9
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%

讨 论

研究表明
N2O620(6

通路与乳腺癌的发生有关%

%

&

#

黄少良等%

E

&的研究显示#

N0

信号通路对肿瘤的生长

起全面支持作用' 此外#

N0

信号通路与许多影响肿

瘤关键的信号通路存在相互作用#在此作用下#肿瘤

实现多种效应蛋白高表达#提升了对药物的耐受力$

王琪琳等%

&

&发现#

N0

信号通路在动物正常胚胎发育

与器官形成过程中起着重要作用# 其通路中成员突

变或错误表达会激活该通路#最终导致癌症发生(发

展$ 在
N0

通路中
=-19

蛋白是转录因子#可将
N0

信

号传导至核内后对靶基因起转录激活作用 %

J

&

$ 而

PA(

蛋白是
N2O620(6

信号通路中的信息转换器#它

能够把细胞外的
N2O620(6

信号转换成细胞内的

=-19

信号%

$

&

$

防己诺林碱是中药粉防己的提取物# 可以调控

前列腺癌细胞周期#抑制细胞周期蛋白表达#抑制肿

瘤的生长' 作为一种新型抗肿瘤药# 可以抑制肺癌

Q&EG

细胞增殖(抑制肿瘤生长%

FR9K

&

$本实验通过防己

诺林碱对人
L<?/ ?L&EG

细胞的诱导凋亡( 调控相

关蛋白表达(抑制肿瘤生长的作用进行了分析#采用

SLL

法检测细胞活力( 流式细胞技术检测细胞凋

亡(

T23D2*+ M-(D

实验检测相关蛋白表达( 裸鼠成瘤

实验检测对肿瘤生长的抑制$结果表明#防己诺林碱

可以通过调控
N2O620(6

通路来抑制乳腺癌
?L&EG

细胞的生长(增殖#从而抑制肿瘤的生长$

综上#防己诺林碱作为天然中药提取物#通过调

节凋亡相关蛋白来抑制肿瘤细胞的生长和增殖#从

而达到抑制肿瘤的作用$
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