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葫芦素 Ｂ对人 ＭＣＦ７细胞生物学行为的影响

黄擎擎１　王丹凤１　马　毅１　田力平２△
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　　摘　要　目的　探讨葫芦素Ｂ对激素受体阳性的人ＭＣＦ７乳腺癌细胞生物学行为的影响及其机制。方法
　培养人ＭＣＦ７细胞，随机分为对照组和２０μＭ、５０μＭ、１００μＭ葫芦素 Ｂ组。ＳＲＢ法观测葫芦素 Ｂ对人 ＭＣＦ７
细胞增殖活性的影响，Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８凋亡实验观察葫芦素Ｂ对人 ＭＣＦ７细胞凋亡的影响，ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ检测
自噬相关蛋白。结果　与对照组相比，葫芦素Ｂ各浓度组能显著抑制人 ＭＣＦ７细胞增殖，增强其细胞凋亡，差
异具有统计学意义（均Ｐ＜０．０５）；葫芦素Ｂ各浓度组ＬＣ３Ⅱ表达水平显著升高，ＬＣ３Ⅰ、Ｐ６２表达水平显著下降
（均Ｐ＜０．０５）。结论　葫芦素Ｂ可诱导人ＭＣＦ７细胞自噬和凋亡，抑制细胞增殖。
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ｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＭＣＦ７ｃｅｌｌｓａｎｄｉｎｄｕｃｅａｕｔｏｐｈａｇｙａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ．
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　　葫芦素Ｂ（ＣｕｃｕｒｂｉｔａｃｉｎＢ）是从葫芦科植物中
提取的四环三萜类化合物，是葫芦素家族中含量最

丰富的成员，具有广泛的药理活性，如抗炎、保肝、

提高机体免疫力等作用［１２］。葫芦素 Ｂ在体内外
实验均被证实可发挥有效抗肿瘤活性，且无明显毒

副作用。本文将探讨葫芦素 Ｂ对激素受体阳性的
人ＭＣＦ７乳腺癌细胞生物学行为的影响及其机
制。

１　材料与方法

１．１　材料
人ＭＣＦ７细胞购自中国科学院上海细胞库。

纯化葫芦素 Ｂ购自中国舜博生物工程科技公司，
溶剂为二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），本实验所有抗体购自
ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　ＤＭＥＭ培养基（美国纽约格兰
德岛 Ｇｉｂｃｏ公司，其中含链霉素 １００Ｕ／ｍｌ、青霉素
１００μ／ｍｌ以抑制杂菌生长，外加 １０％胎牛血清适
量）培养细胞，保持温度 ３７℃，ＣＯ２体积分数 ５％。
当细胞处于对数生长期时胰酶消化、备用。
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１．２．２　ＳＲＢ实验　备用细胞制成单细胞悬液。９６
孔培养板上各滴加１００μｌ细胞悬液，３７℃，５％ＣＯ２，
培养 ２４ｈ。去上清液，实验组分别加入 ２０μＭ、
５０μＭ、１００μＭ葫芦素Ｂ，对照组加入等体积的ＤＭ
ＳＯ。每个药物浓度组做 ５个平行孔，经 ４８ｈ充分
反应后三氯醋酸（中国舜博生物工程科技公司）固

定。去离子水洗涤，干燥后加入 ０．４％ ＳＲＢ（中国
舜博生物工程科技公司）充分反应。１０ｍｍｏｌ／Ｌ的
Ｔｒｉｓ溶液（中国舜博生物工程科技公司）加入经醋
酸洗涤的溶液中，以获取结合型ＳＲＢ。空白孔吸光
度（ＯＤ）值设为零，利用酶标仪（Ａｍｅｒｓｈａｍ公司）
在４９０ｎｍ波长下测量各组标本 ＯＤ值并计算抑制
率。抑制率（％）＝１－［（药物组 ＯＤ值－空白组 ＯＤ
值）／（对照组ＯＤ值－空白组ＯＤ值）×１００％］
１．２．３　 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８凋亡实验　取备用细胞以
４×１０４个／孔的密度接种于覆灭菌盖玻片的６孔培
养板内过夜。设对照组和２０μＭ、５０μＭ、１００μＭ葫
芦素Ｂ组，４８ｈ后去培养液，固定，漂洗。移液枪移
取０．５ｍｌ稀释的 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８溶液（上海碧云天
生物科技有限公司）加入上标本，反应后洗涤、封

片，在倒置光学显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）下详
细观察记录细胞核染色情况。

凋亡率（％）＝凋亡小体个数／整张片子细胞数
量×１００％
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ　收集培养１２、２４ｈ的实验
组和对照组细胞于 ＥＰ管中，２５００ｒｐｍ离心 ５ｍｉｎ，
弃上清，收集细胞，ＰＢＳ洗涤。加入含 ＰＭＳＦ的细
胞裂解液（上海碧云天生物科技有限公司），轻轻

吹打充分反应后置于冰浴中３０ｍｉｎ。再次离心，上
清液－２０℃保存。ＢＣＡ试剂盒（上海碧云天生物科
技有限公司）检测总蛋白浓度，调节所用标本至相

同浓度。加上样缓冲液，按照ＳＤＳＰＡＧＥ电泳操作
流程逐步进行电泳、分离蛋白、转膜、封闭。稀释

ＬＣ３Ⅰ、ＬＣ３Ⅱ、Ｐ６２等一抗，４℃在摇床上孵育过
夜，之后ＴＢＳＴ洗膜。同样方法孵育已做好标记的
二抗，充分反应１ｈ，洗膜，借助 Ｃｌｉｎｘｓｃｉｅｎｃｅｉｎｓｔｒｕ
ｍｅｎｔｓｃｏ进行发光显影，利用ＩｍａｇｅＪＰｒｏｇｒａｍ软件
进行图像分析。ＧＡＰＤＨ为内参。
１．３　统计学方法

所有实验均重复３次。实验结果以 珋ｘ±ｓ表示。
ＳＲＢ实验及凋亡实验资料为多组重复测量资料，通
过ＳＰＳＳ２３．０软件进行多因素重复测量方差分析，
两两比较用 ｔ检验。自噬相关蛋白表达分析采用

单因素方差分析，两两比较采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ检验。
Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　葫芦素Ｂ对ＭＣＦ７细胞增殖活性的影响
与对照组相比，葫芦素 Ｂ各浓度组能显著抑

制人ＭＣＦ７细胞增殖，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５），且随着药物浓度的增加及作用时间的延
长，对人ＭＣＦ７细胞增殖抑制作用增强。见图 １、
表１。

图１　葫芦素Ｂ抑制ＭＣＦ７增殖活性

表１　各组葫芦素Ｂ不同时间点
对ＭＣＦ７抑制率比较（％，珋ｘ±ｓ）

组别
抑制率

６ｈ １２ｈ ２４ｈ
对照组 １．３３１±０．５８２ ３．６７２±０．５８６ ６．３３２±０．５８８

２０μＭ葫芦素Ｂ组 ２．００３±１．００２ ９．００５±１．００４ １３．００４±１．００３

５０μＭ葫芦素Ｂ组 １．６７８±０．５８１ １３．３３７±０．５８１ ２１．００１±２．００２

１００μＭ葫芦素Ｂ组 １．６７３±１．１５６ ２０．３３４±１．５３８ ２４．００５±１．００４

Ｆ组别 １３９．５８６
Ｐ ＜０．００１
Ｆ时间 ７５８．１５７
Ｐ ＜０．００１
Ｆ交互 ６７．１８９
Ｐ ＜０．００１

　　注：与对照组相比，Ｐ＜０．０５；６ｈ时，葫芦素Ｂ各浓度组Ｆ＝０．

３０１，Ｐ＝０．８３３。

２．２　葫芦素Ｂ对ＭＣＦ７细胞凋亡的影响
因６ｈ时各浓度组增殖抑制率均无明显变化，

Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色实验仅进行 １２ｈ、２４ｈ时的检
测。与对照组相比，葫芦素 Ｂ各浓度组能显著增
强人ＭＣＦ７细胞凋亡，差异具有统计学意义（均 Ｐ
＜０．０５），且随着药物浓度的增加，作用时间的延
长，凋亡小体明显增多。见图２、表２。
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注：白色箭头为凋亡小体。

图２　葫芦素Ｂ对人ＭＣＦ７细胞凋亡的影响

表２　各组不同时间细胞凋亡率比较（％，珋ｘ±ｓ）

组别
细胞凋亡率

１２ｈ ２４ｈ

对照组 ０．３３１±０．１８１ ０．６７１±０．５８２

２０μＭ葫芦素Ｂ组 ３．３３２±０．５８５ ６．００４±１．００８

５０μＭ葫芦素Ｂ组 ７．００３±１．００２ １１．００３±２．００２

１００μＭ葫芦素Ｂ组 １３．００５±１．００７ １３．００４±２．６５１

Ｆ组别 ５７．５４７

Ｐ ＜０．００１

Ｆ时间 ２５．９３６

Ｐ ＜０．００１

Ｆ交互 ７．７４６

Ｐ ＜０．００１

　　注：与对照组相比，Ｐ＜０．０５。

２．３　葫芦素Ｂ对ＭＣＦ７细胞自噬的影响
与对照组相比，葫芦素 Ｂ各浓度组 ＬＣ３Ⅱ表

达水平显著升高，ＬＣ３Ⅰ、Ｐ６２表达水平显著下降
（均Ｐ＜００５）。见图３。

　　注：ａ，ｃ为葫芦素Ｂ作用１２ｈ，２４ｈ自噬相关蛋白的表
达，ｂ为 ａ中 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ对应柱状图，ｄ为 ｃ中 ＬＣ３
Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ对应柱状图。表示２０μＭ组与对照组相比Ｐ
＜０．０５，＃表示 ５０μＭ组与 ２０μＭ组相比 Ｐ＜０．０５、＃＃表示
１００μＭ组与５０μＭ组比较Ｐ＜０．０５。

图３　葫芦素Ｂ可激活ＭＣＦ７细胞自噬

３　讨论

乳腺癌是严重威胁女性生命健康的疾病，目前

发病率已居女性恶性肿瘤第一位［３４］。化疗、内分

泌治疗、放疗以及靶向治疗可改善部分患者预后。

其中Ｌｕｍｉｎａｌ亚型的乳腺癌约占乳腺癌患者７０％，
因激素受体表达阳性，此分子分型的患者可通过内

分泌治疗药物如三苯氧胺获益［５］。但同其他治疗

方法一样，原发性或继发性耐药对部分患者而言不

可避免。中药提取物葫芦素 Ｂ可逆转乳腺癌细胞
对多柔比星的耐药，还可抑制乳腺癌细胞的迁移和

侵袭、诱导三阴性乳腺癌细胞的凋亡［６７］。

乳腺癌 Ｌｕｍｉｎａｌ亚型常用的细胞株为 ＭＣＦ７
细胞株，此类细胞虽因表达雌激素受体和／或孕激
素受体而预后稍好，但同样具有癌细胞的特点：通

过一系列分子机制改变细胞生物学行为，增强增殖

活性，抑制凋亡、自噬。葫芦素 Ｂ是从葫芦科植物
中提取的四环三萜类化合物，Ｓｉｎｈａ等报道葫芦素
Ｂ可通过调控 ＶＥＧＦ参与的 ＦＡＫ／ＭＭＰ９信号轴
抑制血管的生成，从而抑制癌细胞增殖和转移［８］。

本实验中，我们发现升高葫芦素 Ｂ的浓度或延长
作用时间，可明显抑制 ＭＣＦ７细胞的增殖活性。
结肠癌中研究显示葫芦素Ｂ１０μＭ作用２４ｈ可使细
胞增殖活性下降 ３０％［９］，本结果显示葫芦素 Ｂ
１００μＭ作用 ２４ｈ对肿瘤细胞增殖活性抑制率仅
２４％左右，可能与细胞株分化程度、对药物的敏感
性、所用药物纯度不同有关。本实验观察到葫芦素

Ｂ抗癌效果具有时间和浓度依赖性，该特征在乳腺
癌ＭＤＡＭＢ２３１细胞株中也得到证实［１０］。另有文

献报道，葫芦素 Ｂ可通过调控 ＡＫＴ和 ＣＤＫ２抑制

·２１·
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乳腺癌细胞生长，诱导其凋亡，并使细胞周期阻滞

于 Ｇ２／Ｍ期［１１］。本研究中，凋亡小体的形成也证

实葫芦素 Ｂ具有诱导 ＭＣＦ７细胞凋亡的作用，
１００μＭ组在 １２ｈ和 ２４ｈ时凋亡率基本稳定在
１３％。此外，数据表明葫芦素 Ｂ可促进 ＭＣＦ７细
胞中氧自由基的生成，诱导 ＤＮＡ损伤，增强自噬。
自噬是细胞自我降解以再次利用细胞内成分的过

程，参与癌症的发生和进展。ＬＣ３是一种微管蛋
白，自噬信号使其活化成为 ＬＣ３Ⅰ，后者再通过
Ａｔｇ５Ａｔｇ１２Ａｔｇ１６Ｌ复合物的催化反应形成 ＬＣ３
Ⅱ，ＬＣ３Ⅰ与ＬＣ３Ⅱ对自噬活性的参考价值已被
普遍接受。Ｐ６２是自噬过程中经典的底物蛋白，其
通过与ＬＣ３相互作用使自噬溶酶体降解，Ｐ６２水平
随ＬＣ３Ⅱ表达的增高而降低。研究显示葫芦素 Ｂ
可通过调控 ＣＩＰ２Ａ／ＰＰ２Ａ／ｍＴＯＲＣ１信号轴升高自
噬相关蛋白 ＬＣ３Ⅱ的表达水平［１２］。本文结果显

示随药物浓度及作用时间增加，ＬＣ３Ⅱ表达水平升
高，Ｐ６２表达水平下降，１００μＭ组作用 １２ｈ时自噬
活性基本稳定。

葫芦素Ｂ对乳腺癌小鼠肿瘤生长的抑制作用
已经体内实验验证，仅有部分病例出现血糖水平降

低，对动物组织、器官的相关分析未见明显毒副作

用［３］。相比化疗药物及放疗的毒副反应、靶向治

疗费用昂贵等缺点，中药提取物葫芦素 Ｂ抑制人
ＭＣＦ７细胞增殖、诱导凋亡和自噬作用效果温和、
费用低廉，将来有望成为乳腺癌的辅助治疗药物。
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