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摘 要!$目的% 探讨莪术醇对乳腺癌细胞增殖凋亡及
%:;!<=>:>?

信号通路的影响& $方
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法检测
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)信使核糖核酸相对表达量"蛋白印迹法检测细胞磷酸化
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(磷
酸化
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蛋白相对表达量* $结果% 莪术醇对
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细胞增殖具有明显抑制作
用"且抑制率随药物作用时间及作用浓度的增加而上升* 随着莪术醇作用浓度的增加"细胞
凋亡率也有所上升 $!
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%, 细胞周期结果显示"莪术醇可将细胞周期阻滞在
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期"从而抑制细胞增殖,
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磷酸化的表达"而
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结果显示"莪术醇作用细胞后"
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表达受到明显抑制, $结论% 莪
术醇作用于乳腺癌
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细胞
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期"从而抑制细胞增殖"诱导细胞凋亡"其机制可能是通
过
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信号通路来实现,
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莪术醇是从中药材莪术中分离出的一种倍萜类 化合物"已有研究表明"莪术醇对多种肿瘤均具有一
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重要途径! 而
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作为
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通路中

的一个重要信号轴! 其在机体生长发育中发挥着重

要作用"
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信号通路在许多实体肿瘤

的发展中起到关键作用$ 本研究通过探讨莪术醇对

乳腺癌细胞
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信号通路的影响! 旨在为

临床治疗乳腺癌提供参考依据$
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材料与方法
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细胞株!主要试剂与仪器

细胞株!人乳腺癌细胞株
./0!$

购于中国科学

院上海生命科学研究$

主要试剂! 莪术醇 %上海泽瑞制药有限公司&'
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两步法
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)*&*+

%

O!)*&*+

&(

CNO

标记的山羊抗兔
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(兔抗
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型
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实验方法

细胞培养!于六孔板中培养
./0!$

细胞!培养

基为含
-"]

胎牛血清完全培养基%每
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培养基

含
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胎牛血清(
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链霉素(
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青霉素&! 培养

条件为
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!

E]/@

!

!细胞单层贴壁培养!待细胞长

满至
F"]

时进行传代培养$

.**

法细胞增殖实验!取对数生长期
./0!$

细

胞 ! 以
!^E'-"

E

(5:

浓度接种于
_#

孔板中 ! 每孔

-__":

!共
#

组$ 培养
!Y8

后!

Y

组加入不同浓度的莪

术醇药物! 药物作用浓度为
-!^E

(

!E

(

E"

(

-"""A(5:

!

同时设置正常对照组%不加入莪术醇&和溶剂对照组

%加入
-": 1.)@

&$ 处理
!Y

(

YF

(

$!8

后进行
.**

实

验!于酶联免疫检测仪
Y_"G5

处检测各孔的吸光度

[@1\

值$ 细胞增殖抑制率
`-,[

加药组
@1

值
(

调零孔

@1

值
\([

对照
@1

值
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调零孔
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值
\'-""]
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染色法!取对数生长期
./0!$

细

胞!以
-'-"

#

(5:

浓度接种于
#

孔板!组别设置同上$

处理
!Y8

后!胰酶消化收集细胞!

OQ)

洗涤后涂片于

载玻片上!

C>6D8;7++!EF

染色
E54G

!

OQ)

洗涤!封片!

于共聚焦显微镜下观察%激发波长
+E"G5

!发射波长

Y#"G5

&$

细胞凋亡实验!细胞分组同上$ 处理
!Y8

后!胰

酶消化收集细胞!

OQ)

洗涤后!用
&GG6?4G H!0I*/(OI

试剂盒染色!流式细胞仪检测荧光强度$

细胞周期实验!细胞分组同上$ 处理
!Y8

后!胰

酶消化收集细胞!

OQ)

洗涤后加入
Y]

多聚甲醛!于

Y&

下固定过夜!次日离心!去上清液!根据周期试剂

盒说明书进行操作并上机检测$

a6;76JG W:>7

实验!细胞分组同上$ 处理
!Y8

后!

胰酶消化收集细胞! 提取总蛋白并测定浓度$ 根据
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试剂盒说明书进行电泳(转膜(封闭!采

用
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(

O!)*&*+

和
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&孵育过夜$次日
*Q)*

洗涤后!加入
CNO

标

记的山羊抗兔二抗! 孵育
!8

后进行成像! 并采用

I5BA6 %

软件进行灰度值分析$根据内参标准计算目

标条带相对值!判断蛋白相对表达量$

N*!O/N

实验!细胞分组同上$ 处理
!Y8

后!胰

酶消化收集细胞$ 采用
NU&

提取试剂盒提取
NU&

!

并根据反转录试剂盒进行反转录反应! 根据
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试剂盒说明书进行
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实验$ 反应体

系为)
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预变性
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! 循环
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和
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基因相对表达量!内参
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!每个样本重

复
+

次!取平均值$
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统计学处理

采用
>L>> !!8"

进行数据分析" 计量数据用平

均值
!

标准差#

#!1

$表示"组间各指标的比较采用单

因素方差分析"组间两两比较"若方差齐采用
O>G#A

检验"若方差不齐采用
G'))0AA#AD

检验%

LM"8"B

为

差异有统计学意义%

!

结 果

&87

莪术醇对
?-N#$

细胞增殖的影响

同一时间点"正常对照组与
G?>2

溶剂对照组

细胞增殖抑制率比较无统计学差异#

L$"8"B

&% 随着

莪术醇浓度增加"

?-N#$

细胞增殖抑制率也有所上

升'

P*Q+0 =

&%

&8&

莪术醇对
?-N#$

细胞形态的影响

正常对照组和
G?>2

溶剂对照组细胞核呈淡

蓝色且荧光亮度均匀%莪术醇处理组中"随着处理浓

度增加"细胞数量明显减少"并出现凋亡细胞形态"

如荧光色深"呈亮蓝色"细胞间界模糊等
RN/4'(0 =S

%

&8:

莪术醇对
123!4

细胞凋亡的影响

正 常 对 照 组 和
G?>2

组 凋 亡 率 为
RC8!$T !

"8E!TS

"

RC8BCT!=8!=TS

"差异无统计学意义#

L$"8"B

&"

而莪术醇
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!B

(
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处理组凋亡率分别为

R=F8D!T !=8E$T S

"

R!F8BET !

!8F!TS

"

RDD8$CT!D8F=TS

"

RC!8FCT

! !8E=TS

" 随着药物浓度的增

加"细胞凋亡率也有所增加#
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=!=8DEE

"
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)
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莪术醇对
?-N#$

细胞

周期的影响

G?>2

溶剂对照组与正

常对照组比较"各个周期比

例无统计学差异 '

L$"8"B

$"

而莪术醇处理组
:

"

<:

=

期比

例增加"而
>

期及
:

!

<?

期比

例有所下降" 并表现出一定

的浓度依赖性
RP*Q+0 !S

*

&8=

莪术醇对
?-N#$

细胞

L#%VW!

$

L#>PVPD

蛋白表达

的影响

G?>2

溶剂对照组与正

常对照组比较"

?-N#$

细胞
L#%VW!

+

L#>PVPD

蛋白

相对表达量无统计学差异,

L$"8"B

&-而莪术醇处理

组
?-N#$

细胞
L#%VW!

(

L#>PVPD

蛋白相对表达量有

所下降" 且药物浓度越高" 蛋白相对表达量越低
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!"#$%& ' ()*%&++",- ,. /!0123 4-5 /!6718' *%,9:"-

"- ;<=!> ?:@@ AB C:+9:%- A@,9

3DE

莪术醇对
%&'!$

细胞
()*!

!

+,),- ./0)

表

达的影响

1%+2

溶剂对照组与正常对照组比较!

%&'!$

细胞
()*!

"

+,),- ./0)

相对表达量无统计学差异

#

3""4"5

$% 莪术醇处理组
%&'!$

细胞
()*!

&

+,),-

./0)

相对表达量有所下降!且药物浓度越高!

./0)

相对表达量越低
6,789: ;<

'

-

讨 论

近年来已有大量文献

报道一些中草药的活性成

分可通过抑制肿瘤细胞增

殖!促进凋亡来达到治疗肿

瘤的目的(

;=5

)

*莪术醇是一类

从中药植物莪术中提取的

活性成分!临床研究发现!其

对多种实体肿瘤均具有抑制

增殖的作用!如肺癌+胃癌"

卵巢癌等(

#=$

)

, 研究表明!莪

术醇可直接杀伤肿瘤细胞!

同时其还可通过提高机体

免疫功能&抑制新血管生成

以及核酸代谢! 并诱导细胞

凋亡从而达到抗肿瘤作用(

>

)

,

本研究结果发现莪术醇可

呈药物依赖性抑制
%&'!$

细胞的增殖!并促进其凋

亡, 研究进一步通过细胞周期实验检测!结果显示!

莪术醇可能是通过将
%&'!$

细胞阻滞在
?"@?A

期!

从而发挥其抑制作用,

()*

家族是一类非受体酪氨酸激酶家族! 主要

包括
;

个成员-

()*A

&

()*!

&

()*-

以及
,B*;

,

+,),

是
()*

的下游信号!具有信号转导功能和转录活化

功能(

C

)

,

()*@+,),

信号通路正常活化途径为-由细

胞因子组成的配体通过与靶细胞上的受体相结合从
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%&'()*+ &, -./)010 2)3&+&456!"!"67&+8!#69&8$

!"

而形成多聚体! 并在胞浆内形成
%:;1

结合位点!

%:;1

通过与其相结合进而磷酸化并活化!进而促进

带有酪氨酸的蛋白磷酸化! 并产生激酶活化的级联

反应!将活化的信号传导给
<=:=1

!诱导
<=:=1

磷酸

化!并进一步将活化信号转移到细胞核内!从而与目

的
>9:

启动子上的特异性反应元件相结合!诱导目

的基因的表达及转录!最终促进蛋白质合成!启动细

胞内的信号转导"

?"@??

#

$ 研究表明!

%:;A<=:=

信号通路

持续活化可能是肿瘤细胞异常增殖的机制之一"

??

#

!而

%:;!A<=:=B

作为
%:;!<=:=

通路中的一个重要信

号轴!已有研究证实!

%:;!A<=:=

通路参与多种肿瘤

细胞的增殖与凋亡"

?!

#

$ 研究发现!

%:;!A<=:=B

参与

乳腺癌的发生发展!而
<=:=B

活化与非受体酪氨酸

的活化存在密切联系!

%:;!

参与调节
<=:=B

的活

化"

?B

#

$ 本研究通过
C01D0() E+&D

法及
F=GH-F

探讨

了莪术醇对
I-J!$

细胞
%:;!A<=:=B

通路的影响!

莪术醇作用于乳腺癌
I-J!$

细胞后!可抑制
<=:=B

表达及磷酸化 ! 最终抑制
I-J!$

细胞的
%:;!A

<=:=B

信号轴!从而达到抗肿瘤的作用$

综上所述! 莪术醇作用于乳腺癌
I-J!$

细胞

K"AK?

期!从而抑制细胞增殖!诱导细胞凋亡!其机

制可能是通过
%:;!A<=:=!

信号通路来实现$但关于

莪术醇是否通过其他通路或多通路结合来达到抑制

乳腺癌细胞的增殖!以及这些通路与
%:;!A<=:=B

通

路的相关性目前尚不清楚!仍需后续研究加以探讨$
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