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毛钩藤碱通过线粒体途径诱导乳腺癌MDA-MB-231细胞凋亡
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摘  要：本研究旨在观察毛钩藤碱对人乳腺癌细胞的抑制作用，并探讨其分子机制。选取人正常乳腺上皮MCF-10A细胞、乳

腺癌MCF-7细胞和MDA-MB-231细胞作为研究对象，采用CCK-8法检测细胞活性，采用流式细胞术检测细胞凋亡和线粒体

膜电位(mitochondrial membrane potential, MMP)，采用Western blot检测Bcl-2、Bax、cleaved-caspase 9、cleaved-caspase 3以及

胞浆中细胞色素C (cytochrome C, Cyt C)的蛋白水平。结果显示，毛钩藤碱可显著降低MCF-7细胞和MDA-MB-231细胞存活

率，且该作用呈时间和剂量依赖性(P < 0.05)；毛钩藤碱作用MCF-7细胞和MDA-MB-231细胞48 h的IC50分别为447.79和179.06 
μmol/L；毛钩藤碱可诱导MDA-MB-231细胞发生凋亡和MMP去极化(P < 0.05)，促进线粒体释放Cyt C (P < 0.05)，激活

caspase 9和caspase 3 (P < 0.05)，这些作用均可被线粒体通透性转换孔(mitochondrial permeability transition pore, MPTP)特异性

阻断剂环孢素A (cyclosporin A, CsA)显著抑制(P < 0.05)；此外，毛钩藤碱显著下调MDA-MB-231细胞Bcl-2蛋白水平并上调

Bax蛋白水平(P < 0.05)。以上结果提示，毛钩藤碱可诱导MDA-MB-231细胞发生凋亡，这可能与其调低Bcl-2/Bax蛋白比值，

从而引起MPTP持续开放和Cyt C释放，最终导致caspase 9和caspase 3活化有关。 
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Abstract: The aim of this study was to investigate the effects of hirsutine on apoptosis of breast cancer cells and its possible mecha-
nism. The MCF-10A, MCF-7 and MDA-MB-231 cells were treated with hirsutine at different concentrations for 48 h or incubated 
with 160 μmol/L hirsutine for 24, 48, and 72 h. The MCF-10A cell line is a non-tumorigenic epithelial cell line, and the MCF-7 and 
MDA-MB-231 are human breast adenocarcinoma cell lines. CCK-8 assay was employed to detect the cell viability. Flow cytometry 
was used to assay the apoptosis and mitochondrial membrane potential (MMP). The protein expressions of Bcl-2, Bax, cleaved-
caspase 9, cleaved-caspase 3 and cytochrome C (Cyt C) in the MDA-MB-231 cells were detected by Western blotting. The results 
showed that hirsutine remarkably reduced the viability of MCF-7 and MDA-MB-231 cells in a time- and dose-dependent manner (P < 
0.05) with IC50 values of 447.79 and 179.06 μmol/L, respectively. In the MDA-MB-231 cells, hirsutine induced apoptosis and 
depolarization of MMP (P < 0.05), released Cyt C from mitochondria (P < 0.05), and activated caspase 9 and caspase 3 (P < 0.05). 
However, these effects induced by hirsutine were all inhibited by cyclosporin A (CsA) (P < 0.05), a specific inhibitor of mitochondrial 
permeability transition pore (MPTP). In addition, hirsutine down-regulated the protein level of Bcl-2 and up-regulated the protein level of 
Bax (P < 0.05). These results suggest that hirsutine may induce apoptosis of human breast cancer MDA-MB-231 cells through 
decreasing the ratio of Bcl-2 to Bax, opening MPTP, releasing Cyt C from mitochondria, and activating caspase 9 and caspase 3.
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乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤。在欧盟和美

国，2017 年女性乳腺癌预计死亡人数在所有女性癌

症中分别位居第一位和第二位，将分别达到 92 600
例和 40 610 例 [1,2]。按照目前乳腺癌的发病趋势，

预计到 2030 年全世界每年乳腺癌的发病人数和死

亡人数将分别达到 264 万和 170 万 [3]。钩藤是茜草

科植物，为常用中药。吲哚类生物碱是钩藤植物中

的主要化学成分，包括钩藤碱、异钩藤碱、去氢钩

藤碱、异去氢钩藤碱、毛钩藤碱和去氢毛钩藤碱等，

这些吲哚类生物碱具有广泛的药理学作用 [4]。Lou
等在对 56 种植物化学成分筛选后发现，毛钩藤碱

对小鼠乳腺癌 4T1 细胞核因子 κB (nuclear factor-κB, 
NF-κB) 具有显著的抑制作用，并在体内抑制小鼠

乳腺癌 4T1 细胞向肺转移 [5]。最近的一项研究显示，

这些吲哚类生物碱均能有效逆转 MCF-7/ADR 细胞

对长春新碱、阿霉素和紫杉醇的耐药性 [7]。目前，

毛钩藤碱对人乳腺癌细胞是否有抑制作用尚不明

确。本研究选取乳腺癌 MDA-MB-231 细胞为研究

对象，用 CCK-8 法检测细胞活性，采用流式细胞

术检测细胞凋亡和线粒体膜电位 (mitochondrial 
membrane potential, MMP)，并用 Western blot 检测

细胞凋亡线粒体途径的相关蛋白表达水平，以观察

毛钩藤碱对人乳腺癌细胞的作用，并揭示其可能

机制。

1  材料与方法

1.1  材料　　人正常乳腺上皮细胞株 MCF-10A 购

自中国科学院昆明细胞库；人乳腺癌 MCF-7 细胞

和 MDA-MB-231 细胞购自中国科学院上海生命

科学研究院细胞资源中心；DMEM/F12 培养基、

RPMI-1640 培养基、马血清、胎牛血清、氢化可的松、

表皮生长因子、胰岛素和霍乱毒素购自 Hyclone 公

司；CCK-8 试剂盒购自武汉博士德生物公司；毛钩

藤碱 ( 批号 16122307、5 mg/ 支、纯度 ≥ 98%) 购自

成都普菲德生物技术有限公司；环孢素 A (cyclo-
sporin A, CsA)购自Santa Cruz Biotechnology公司 (纯
度 ≥ 99%) ；罗丹明 123 购自 Sigma 公司；Annexin 
V-FITC 凋亡检测试剂盒、ECL 化学发光试剂盒、

RIPA 裂解液和 BCA 蛋白浓度测定试剂盒购自碧

云天生物技术有限公司 ；胞浆蛋白提取试剂盒购

自 Millipore 公司；兔抗人 Bcl-2、Bax、细胞色素 C 
(cytochrome C, Cyt C)、cleaved-caspase 9、cleaved-
caspase 3 和 β-actin 抗体，辣根过氧化物酶标记山

羊抗兔 IgG 均购自 Cell Signaling Technology 公司。

1.2  细胞培养　　正常人乳腺上皮细胞 MCF-10A
采用含 5% 马血清、10 μg/mL 胰岛素、20 ng/mL 表

皮生长因子、500 ng/mL 氢化可的松、100 ng/mL
霍乱毒素的 DMEM/F12 培养基，人乳腺癌 MCF-7
细胞和 MDA-MB-231 细胞采用含 10% 胎牛血清的

RPMI-1640 培养基，在 37 °C、5% CO2 条件下进行

培养，待细胞覆盖率达 90% 时进行传代。

1.3  工作液配制　　将毛钩藤碱和 CsA 分别溶于

DMSO 制成储备液，分装后于 −20 °C 储存。使用

时用无血清培养基将储备液稀释成所需浓度的工作

液，其中 DMSO 终浓度为 0.1%，无药对照组使用

含有 0.1% DMSO 的无血清培养基。

1.4  CCK-8 法检测细胞活性　　将细胞以每孔

5 000 个接种于 96 孔板，于 37 °C、5% CO2 细胞培

养箱中培养 24 h。经不同浓度毛钩藤碱 (10、20、
40、80、160 和 320 μmol/L) 处理 48 h 或经 160 μmol/L
毛钩藤碱处理 24、48 和 72 h 后，每孔加入 10 μL 
CCK-8 溶液，37 °C 培养 1 h，用酶标仪检测各孔

450 nm 波长吸光度 A 值。每组设 5 个复孔，同时

设调零孔和对照孔。细胞存活率 = 加药孔 A 值 / 对
照孔 A 值 × 100%。

1.5  流式细胞术检测细胞凋亡　　取对数生长期的

MDA-MB-231 细胞，制成细胞密度为 1 × 106 /mL
的细胞悬液，以每孔 2 mL 接种于 6 孔板，置于

37 °C、5% CO2 培养箱中培养 24 h。实验分成 3
组 ：对照组 (control 组 ) ：细胞在含 0.1% DMSO 的

RPMI1640 培养液中 48 h；毛钩藤碱处理组 (hirsutine
组 ) ：经毛钩藤碱 (180 μmol/L) 作用 48 h ；CsA+ 毛

钩藤碱处理组 (CsA+hirsutine 组 )：经 CsA (5 μmol/L)
和毛钩藤碱 (180 μmol/L) 共同作用 48 h ；每组设 3
个复孔。收集各组细胞，用预冷的 PBS 洗涤细胞 1
次，用预冷的结合缓冲液重悬细胞，加入 Annexin 
V-FITC 轻轻混匀后于室温避光孵育 15 min。1 000 
r/min 离心 5 min，弃上清，重悬细胞于预冷的结合

缓冲液中，加入 PI 染色液轻轻混匀后于 4 °C 避光

保存，立即用流式细胞仪 ( 美国 BD 公司 ) 分析检测。

1.6  流式细胞术检测 MMP　　细胞分组同 1.5 节，

制备各组细胞悬液，用 PBS 缓冲液漂洗两次， 将
罗丹明 123 加入到细胞悬液 ( 终浓度为 5 μg/mL)，
37 °C 孵育箱中放置 30 min，再用 PBS 缓冲液漂洗

两次 , 送流式细胞仪检测各组样本的荧光强度，用

平均荧光强度值 (mean fluorescence intensity, MFI)
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代表 MMP 水平。

1.7  Western blot 检测蛋白水平　　细胞分组同 1.5
节，裂解各组细胞分别提取细胞总蛋白和胞浆蛋白，

提取方法参照 RIPA 裂解液和胞浆蛋白提取试剂盒

操作说明书进行。取 25 μg 蛋白样品，经 10% SDS-
PAGE 电泳分离后转移至 PVDF 膜，用封闭液 (5% 
BSA/TBST) 封闭 1 h，加入一抗 ( 抗 Bcl-2、Bax、
Cyt C、cleaved-caspase 9 和 cleaved-caspase 3 抗 体

均以 1:1 000 稀释，抗 β-actin 抗体以 1:2 000 稀释 )，
4 °C 孵育过夜，TBST 洗膜 3 次，加入二抗 (1:2 000
稀释 ) 室温下孵育 1 h，TBST 洗膜 3 次，加入 ECL
进行发光反应，暗室 X 胶片显影，拍照，使用 ImageJ 
1.45s 软件进行灰度分析，用 β-actin 蛋白条带作为

内参。

1.8  统计分析方法　　实验数据用 mean ± SD 表示，

采用 SPSS 16.0 分析数据，多组间比较采用单因素

方差分析 (one-way ANOVA)，两两比较采用 Bon-
ferroni 校正的 t 检验，P < 0.05 时认为差异具有统

计学意义。

2  结果

2.1  毛钩藤碱对细胞活力的影响

CCK-8 法检测结果显示，与对照组相比，160
和 320 μmol/L毛钩藤碱作用MCF-10A 细胞 48 h后，

细胞活力明显降低 (P < 0.05) ；而 20 和 40 μmol/L
毛钩藤碱即可分别使 MDA-MB-231 细胞和 MCF-7
细胞活力显著下降 (P < 0.05)，且随着剂量加大，细

胞活力进一步明显下降 ( 图 1A) ；毛钩藤碱作用

MCF-7 细胞和 MDA-MB-231 细胞 48 h 的 IC50 分别

为 447.79和 179.06 μmol/L。随着毛钩藤碱 (160 μmol/L)
作用时间的增加，MCF-10A 细胞、MCF-7 细胞和

MDA-MB-231 细胞活力也逐渐下降 (P < 0.05)( 图
1B)。以上结果表明，毛钩藤碱对人正常乳腺上皮

细胞的毒性作用较弱，而对乳腺癌 MCF-7 细胞和

MDA-MB-231 细胞具有显著的毒性作用，且作用呈

剂量和时间依赖性 ( 图 1)。
2.2  毛钩藤碱对MDA-MB-231细胞凋亡的影响

流式细胞术检测结果显示，毛钩藤碱 (180 
μmol/L)可显著诱导MDA-MB-231细胞凋亡 (P < 0.05)，
但该效应可被线粒体通透性转换孔 (mitochondrial 
permeability transition pore, MPTP) 特异性阻断剂

CsA 显著抑制 (P < 0.05)。这表明毛钩藤碱可能通

过开放 mPTP 诱导 MDA-MB-231 细胞凋亡 ( 图 2)。

2.3  毛钩藤碱对MMP的影响

流式细胞术检测结果显示，与对照组相比，毛

钩藤碱处理组的 MFI 水平显著升高 (P < 0.05)，这

表明毛钩藤碱可导致 MMP 下降，即 MMP 去极化；

与毛钩藤碱处理组相比，CsA+ 毛钩藤碱处理组的

MFI 水平明显下降 (P < 0.05)，这表明 CsA 抑制了

毛钩藤碱诱导的 MMP 去极化，发挥了稳定 MMP
的作用 ( 图 3)。
2.4  毛钩藤碱对胞浆中Cyt C蛋白水平的影响

Western blot 结果显示，与对照组相比，毛钩藤

碱处理组 MDA-MB-231 细胞浆中的 Cyt C 蛋白水

平显著升高 (P < 0.05) ；与毛钩藤碱处理组相比，

CsA+ 毛钩藤碱处理组胞浆中的 Cyt C 蛋白水平明

显下降 (P < 0.05)。这表明毛钩藤碱可促进线粒体

中的 Cyt C 蛋白向胞浆释放，但该作用可被 CsA 抑

制 ( 图 4)。

图   1. 毛钩藤碱对细胞活力的影响

Fig. 1. Effect of hirsutine on cell viability of breast cancer cells 
detected by MTT method. Mean ± SD, n = 5. A: The cells were 
treated with different concentrations of hirsutine for 48 h. *P < 
0.05 vs control (0 μmol/L) group; #P < 0.05 vs 20 μmol/L group; 
△P < 0.05 vs 80 μmol/L group. B: The cells were treated with 
160 μmol/L hirsutine for different time. *P < 0.05 vs 24 h group; 
#P < 0.05 vs 48 h group.
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图   2. 毛钩藤碱诱导乳腺癌MDA-MB-231细胞凋亡

Fig. 2. Hirsutine induced apoptosis of breast cancer MDA-MB-231 cells detected by Annexin V-FITC/PI double staining. Mean ± SD, 
n = 3. *P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs hirsutine group.

图   3. 毛钩藤碱对MDA-MB-231细胞线粒体膜电位的影响

Fig. 3. Effects of hirsutine on mitochondrial membrane potential (MMP) in MDA-MB-231 cells detected by flow cytometry. Mean ± 
SD, n = 3. *P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs hirsutine group. MFI, mean fluorescence intensity.
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2.5  毛钩藤碱对cleaved-caspase 9和cleaved-caspase 3
蛋白水平的影响

Western blot 结果显示，与对照组相比，毛钩藤

碱处理组 MDA-MB-231 细胞中的 cleaved-caspase 9
和 cleaved-caspase 3 蛋白水平显著升高 (P < 0.05) ；
与毛钩藤碱处理组相比，CsA+ 毛钩藤碱处理组的

cleaved-caspase 9 和 cleaved-caspase 3 蛋白水平明

显下降 (P < 0.05)。这表明毛钩藤碱可通过激活

caspase 9 和 caspase 3 诱导 MDA-MB-231 细胞凋亡，

该作用可被 CsA 抑制 ( 图 5)。
2.6  毛钩藤碱对Bcl-2和Bax蛋白水平的影响

Western blot 结果显示，与对照组相比，毛钩藤

碱处理组 MDA-MB-231 细胞中的 Bcl-2 蛋白水平显

著降低 (P < 0.05)，Bax蛋白水平显著升高 (P < 0.05)；
与毛钩藤碱处理组相比，CsA+ 毛钩藤碱处理组的

Bcl-2 和 Bax 蛋白水平无统计学差异 (P > 0.05)。由

此可见，毛钩藤碱可下调 MDA-MB-231 细胞中

Bcl-2/Bax 比率，该作用不受 CsA 影响 ( 图 6)。

3  讨论

本研究结果显示，毛钩藤碱可显著抑制乳腺癌

MCF-7 和 MDA-MB-231 细胞活性，且该作用具有

时间和剂量依赖性。流式细胞术分析结果表明，毛

钩藤碱可诱导 MDA-MB-231 细胞凋亡并引起 MMP
发生显著的去极化。在哺乳动物中，线粒体是调控

细胞凋亡的重要细胞器。线粒体是由双层膜围成的

图   4. 毛钩藤碱对胞浆中Cyt C蛋白水平的影响

Fig. 4. Effect of hirsutine on protein level of Cyt C in cytoplasm 
detected by Western blot. Mean ± SD, n = 3. *P < 0.05 vs control 
group; #P < 0.05 vs hirsutine group.

图  5. 毛钩藤碱对cleaved-caspase 9和cleaved-caspase 3蛋白水

平的影响

Fig. 5. Effect of hirsutine on protein levels of cleaved-caspase 9 
and cleaved-caspase 3 detected by Western blot. Mean ± SD, n = 
3. *P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs hirsutine group.

图   6. 毛钩藤碱对MDA-MB-231 细胞中Bcl-2和Bax蛋白水平

的影响

Fig. 6. Effect of hirsutine on protein levels of Bcl-2 and Bax in 
MDA-MB-231 cells detected by Western blot. Mean ± SD, n = 3. 
*P < 0.05 vs control group.
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囊状结构，内外膜之间为膜间腔，内膜以内是基质。

线粒体内膜上的质子泵将线粒体基质中的质子泵入

膜间腔，从而形成跨线粒体内膜的 MMP。MMP 去

极化是线粒体凋亡途径中的一个重要事件 [7]。MMP
主要受 MPTP 的调控 [8]。MPTP 是由基质的亲环蛋

白 D (cyclophilin D, CyP-D)、内膜的腺嘌呤核苷酸

转位酶 (adenine nucleotide translocase, ANT) 以及外

膜的电压依赖性离子通道 (voltage-dependent anion 
channel, VDAC) 等共同组成的一种非选择性的复合

孔道 [9]。正常生理条件下，MPTP 周期性开放可使

质子或正离子回流至基质，起到稳定 MMP 和基质

渗透压的作用 [10]。但持续开放的 MPTP 会引起

MMP 发生去极化和基质肿胀，并使线粒体外膜透

化 (mitochondrial outer membrane permeabilization, 
MOMP)，释放出包括 Cyt C 在内的多种促凋亡蛋白，

最终导致细胞凋亡 [11]。

为探明线粒体途径是否在毛钩藤碱诱导 MDA-
MB-231 细胞凋亡过程中发挥着重要作用，本研究

使用了 MPTP 特异性阻断剂 CsA，结果显示 CsA
可显著抑制毛钩藤碱诱导的细胞凋亡和 MMP 去极

化。这表明毛钩藤碱可能是通过开放 MPTP 诱导

MDA-MB-231 细胞发生凋亡。

Cyt C 从线粒体释放至胞浆是线粒体凋亡途径

的关键步骤 [12]。Cyt C 是线粒体呼吸链的重要组成

部分，位于线粒体膜间腔 [13]。当发生 MOMP 时，

Cyt C 可释放至胞浆。胞浆中的 Cyt C 与凋亡蛋白

酶活化因子 1 (apoptosis protease activating factor 1, 
Apaf-1) 结合形成凋亡小体，募集并激活 caspase 9，
活化的 caspase 9 进一步激活 caspase 3，引发 caspase
级联反应，导致细胞凋亡 [14]。

为进一步验证线粒体途径是毛钩藤碱诱导

MDA-MB-231 细胞凋亡的重要机制，我们观察了毛

钩藤碱对胞浆 Cyt C 水平以及 caspase 9 和 caspase 3
活化的影响。结果显示，在毛钩藤碱的作用下，胞

浆中 Cyt C 的水平以及 cleaved-caspase 9 和 cleaved-
caspase 3 的蛋白水平均显著升高，且上述作用均可

被 CsA 显著抑制。这些结果表明，毛钩藤碱可能通

过触发 MOMP 释放出 Cyt C，继而激活 caspase 9
和 caspase 3，最终导致 MDA-MB-231 细胞凋亡。

Bcl-2 家族在 MOMP 过程中发挥着至关重要的

作用 [15]。Bcl-2 家族根据结构和功能可以分为两

大类：一类是抗凋亡的，主要有 Bcl-2、Bcl-xl、
Bcl-w 和 Mcl-1 等，另一类是促凋亡的，主要包括

Bax、Bak、Bad 和 Bid 等。Bax 既可插入线粒体外

膜并聚合成孔道，也可与 VDAC 结合使 MPTP 持

续开放，触发 MOMP。定位在线粒体外膜上的

Bcl-2 可与 Bax 形成异源二聚体，从而阻止 Bax 引

起的 MOMP[15]。本研究结果显示，毛钩藤碱可下调

MDA-MB-231 细胞中 Bcl-2 蛋白水平，同时上调

Bax 蛋白水平，这初步揭示了毛钩藤碱引发 MOMP
的机制。

综上所述，毛钩藤碱可诱导 MDA-MB-231 细

胞发生凋亡，这可能与调低 Bcl-2/Bax 蛋白比值，

从而引起 MPTP 持续开放和 Cyt C 释放，最终导致

caspase 9 和 caspase 3 活化有关。本研究为毛钩藤

碱治疗乳腺癌提供了支持证据，但还需临床实验来

检验其有效性和安全性。
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