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·基础研究·

柴胡皂苷
A

对乳腺癌
,AD


,E


!&#

细胞增殖、

周期及周期相关调控因子表达的影响

罗　燕#　蒋益兰#　李勇敏!　谭小宁!　吕　元!　罗　吉!

摘要　目的　观察柴胡皂苷
A

（
F-<G-H-I0J<J A

，
FFA

）对乳腺癌
,AD


,E


!&#

细胞增殖、周期及周

期相关因子细胞周期蛋白
D#

（
@.@1<J D#

）、细胞周期蛋白
D!

（
@.@1<J D!

）、细胞周期蛋白
E#

（
@.@1<J E#

）、

细胞周期蛋白
E!

（
@.@1<J E!

）表达的影响，探讨
FFA

抑制乳腺癌细胞增殖的可能作用机制。方法　采用
''K


5

法检测不同浓度
FFA

对
,AD


,E


!&#

细胞
#!

、
!7

、
75 L

的生长抑制作用，流式细胞术检测不同浓

度的
FFA

对
,AD


,E


!&#

细胞周期的影响，分别用
+9HM9NJ E10M

、
O*


6'O

法检测周期相关因子
@.@1<J

D#

、
@.@1<J D!

、
@.@1<J E#

、
@.@1<J E!

蛋白及
;O3D

的表达。结果　
FFA

对
,AD


,E


!&#

细胞的增殖抑

制率随着
FFA

的浓度增加而升高，呈剂量依赖性，同一
FFA

浓度时，抑制率随着时间的延长而升高，呈时间

依赖性；与空白组比较，低浓度
FFA

（
8


!% μ;01CP

）及高浓度
FFA

（
#!


%" μ;01CP

）
Q

#

期细胞数减少（
6 R

"


"%

），
Q

!

期细胞数增加（
6 R"


"%

），低、高浓度
FFA

组
@.@1<J D#

、
@.@1<J D!

、
@.@1<J E#

、
@.@1<J E!

蛋白

及
;O3D

相对表达量降低（
6 R"


"%

，
6 R"


"#

）。结论　
FFA

可抑制
,AD


,E


!&#

细胞生长，将
,AD


,E


!&#

细胞阻滞在
Q

!

期，且其阻滞细胞周期的机制可能与其降低细胞周期相关因子
@.@1<J D#

、
@.@1<J

D!

、
@.@1<J E#

、
@.@1<J E!

蛋白及
;O3D

的表达相关。

关键词　柴胡皂苷
A

；乳腺癌；增殖；周期
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，
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#，
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!，
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''K
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N91-M9T S-@M0NH H=@L

-H @.@1<J D#

，
@.@1<J D!

，
@.@1<J E#

，
-JT @.@1<J E!2

K:W+BOAF

　
F-<G-H-I0J<J A

；
[N9-HM @-J@9N

；
IN01<S9N-M<0J

；
@911 @.@19

　　乳腺癌是临床常见恶性肿瘤之一，其发病率在我
国居女性恶性肿瘤的第

#

位，病死率排名第
%

位；其

中，在
&" _77

岁的女性恶性肿瘤患者中，乳腺癌病死

率居第
#

位［
#

］。据最新全球肿瘤数据统计，在全球已

确诊的女性癌症病例中，乳腺癌约占
#C7

，成为了女性

发病率与病死率最高的恶性肿瘤［
!

］。目前，乳腺癌的

治疗主要以手术切除为主，但术后易复发转移，预后较

差；其他治疗手段如放疗、化疗、靶向治疗和内分泌治

疗等，虽有一定疗效，但长期使用毒副作用较大，费用

较高，对患者造成了一定的经济、心理负担［
&

，
7

］。中医

药在防治乳腺癌方面有其独特的优势，其可抑制乳腺

癌的增殖和转移，阻滞乳腺癌细胞周期及诱导凋亡，防

治术后并发症，逆转耐药，提高生活质量等［
%

］。柴胡

皂苷（
F-<G-H-I0J<J

，
FFH

）是从柴胡（
E=I19=N=;

S-1@-M=; P2

）根茎中分离出的三萜皂苷，具有多重药

理作用，根据其化学结构可分为柴胡皂苷
-

、
[

、
@

、
T

、

;

、
J

、
I

、
M

，其中柴胡皂苷
T

是柴胡皂苷中药理活性最

强的，其可抑制肿瘤细胞增殖和分裂，诱导细胞凋亡，

逆转肿瘤细胞多药耐药等［
8

，
4

］。据报道，
FFA

可通过

抑制细胞生长，阻断细胞周期或促进细胞凋亡在肾癌、

甲状腺癌、胶质瘤、肝癌等恶性肿瘤中发挥抗癌活

性［
5

－
##

］。但其对乳腺癌细胞增殖、周期的影响及其作

用机制尚未见报道，本实验拟研究其对乳腺癌
,AD


,E


!&#

细胞周期的影响并浅析其作用机制。

材料与方法

#

　材料
#


#

　细胞株　人乳腺癌细胞株
,AD


,E


!&#

细胞购自中国科学院典型培养物保藏委员会细胞库

（目录编号为：
*'Z=!!4

）。

#


!

　药物　柴胡皂苷
A

购自四川省维克奇生物

科技有限公司，批号：
]G`#4#"!%"%

。

#


&

　试剂　
A=1[9@@0aH ;0T<S<9T :-X19 ,9T<-

（
A,:,

）培养基、胎牛血清（美国
P<S9 *9@LJ010X.

公

司，批号分别为
"%#$4

、
#87"$%5

）；
@A3D

逆转录试剂

盒、实时荧光定量
6'O

（
N9-1


M<;9 6'O

）试剂盒（日本

*-G-N-

公司，批号分别为
OO"74b

、
OO7&"D

）；
@.@


1<J D#

、
@.@1<J D!

、
@.@1<J E#

、
@.@1<J E!

单克隆抗体

（美 国
D[@-;

公 司，批 号 分 别 为：
-[&!"%&

、

-[#5%8!!

、
-[%&8$$

、
-[#5%8!!

）；β肌动蛋白（β-@
M<J

）单克隆抗体（美国
F<X;-

公司，批号
D%&#8

）；二

抗抗兔抗体（北京中杉金桥公司，批号
*#7$54

）。

#


7

　仪器　
Z:OD@911!7"#

型二氧化碳细胞培

养箱（美国
*L9N;0

公司），
:)Y5"5V

型全自动酶标仪

（美国
E<0*9G

公司），
F:&""

型蛋白质电泳仪（美国

Z09S9N

公司），
*:!!

型蛋白质转膜仪（美国
Z09S9N

公

司），
QEBY

型凝胶成像系统（美国
F.JX9J9

公司），

^D'F'-1<[=N

型流式细胞分析仪（美国
EA

公司）。

!

　方法
!


#

　细胞培养　
,AD


,E


!&#

细胞常规复苏后，

培养于含
#"c

胎牛血清、
#"" VC;P

青霉素和链霉素的

A,:,

（高糖）培养液中，置于
&4

℃、
%c 'B

!

饱和湿度

的细胞培养箱内进行培养，细胞汇合率达
5"c

左右，胰

酶消化细胞成单个细胞悬液，
#

∶
&

进行传代培养。

!


!

　细胞增殖　采用
''K


5

法检测。将对数

生长期的
,AD


,E


!&#

细胞接种于无菌
$8

孔板中

（
#

×
#"

%个
C

孔），置于
&4

℃、
%c 'B

!

培养箱中培养

!7 L

后，吸去
A,:,

培养基，依次加入不同浓度
FFA

溶液（
"

、
!"

、
7"

、
8"

、
5"

、
#"" μ;01CP

），每孔
#"" μP，

设置
8

个平行孔。继续培养细胞
#!

、
!7

、
75 L

，同时

每孔加入
''K5

溶液
!" μP，混匀，设置空白对照孔

（空白对照孔为加入相应量细胞培养液、药物和
''K5

溶液，无加入细胞的孔），在
&4

℃、
%c 'B

!

饱和湿度

的细胞培养箱内反应
# L

，用酶联免疫检测仪检测

7%" J;

波长处隔空的测定吸光度，计算各组细胞活

力。细胞活力（
c

）
d

各组吸光度
C

溶剂空白对照组吸

光度×
#""c

。实验独立重复
&

次。

!


&

　细胞周期　采用流式细胞术检测。取处于
对数生长期的

,AD


,E


!&#

细胞接种于
#"" ;;

培

养皿中，培养
!7 L

贴壁后，吸去
A,:,

培养基，分别加

入高 浓 度
FFA

（
#!


% μ;01CP

）和 低 浓 度
FFA

（
8


!% μ;01CP

）的培养液于培养皿上，每孔
#" ;P

，每

组设置
&

个平行孔，处理
!7 L

。吸去培养液，用
"


!%c

的胰蛋白酶消化收集后，用预冷的
6EF

洗涤
!

次，
#

""" NC;<J

离心，加入预冷的质量浓度为
4"" XCP

的乙

醇，
7

℃低温条件下固定
!7 L

，离心、
6EF

洗涤后，加入

6)

避光染色
&" ;<J

后，上流式细胞仪检测各组细胞的

周期分布情况。实验独立重复
&

次。
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　细胞周期相关因子蛋白的表达　采用
+9HM9NJ E10M

检测。取处于对数生长期的
,AD


,E


!&#

细胞接种于
#"" ;;

培养皿中，培养
!7 L

贴

壁后，吸去
A,:,

培养基，分别加入高浓度
FFA

（
#!


% μ;01CP

）和低浓度
FFA

（
8


!% μ;01CP

），每皿

#" ;P

，每组
&

个重复，同时设置空白对照组（加入相

应量不含药物的细胞培养液），药物处理
!7 L

。蛋白

裂解液（强）提总蛋白，二喹啉甲酸（
E'D

）法测定所

提取的蛋白质浓度。按
7" μXC孔蛋白进行 #"cFAF


6DQ:

分离，湿转法将蛋白转移到聚偏二氟乙烯膜

（
6/A^

）膜上，
%cEFD

室温封闭
! L

，分别加入适量

稀释后抗体
@.@1<J E#

（
#

∶
% """

）、
@.@1<J E!

（
#

∶
! """

）、
@.@1<J D#

（
#

∶
& %""

）、
@.@1<J D!

（
#

∶
% """

），

β-@M<J（内参，#∶#" """

），
7

℃摇床孵育过夜；
*EF*

洗涤
#% ;<J

×
&

次，分别加入相应二抗，山羊抗兔

（
#

∶
% """

，应用于
@.@1<J E#

、
@.@1<J E!

、
@.@1<J D#

、

@.@1<J D!

）、山羊抗小鼠（
#

∶
% """

，应用于 β-@M<J），
室温摇床孵育

# L

，
*EF*

洗涤
#% ;<J

×
!

次，
*EF

洗

涤
#% ;<J

，加入适量增强化学发光法（
I1=H


:'P

）发

光试剂，暗室内曝显影，图像分析。

!


%

　细胞周期相关因子
;O3D

的表达　采用
O*


6'O

检测。酚－氯仿法提取各组细胞总
O3D

，按

6N<;9F@N<IM O* N9-X9JM K<M ]<ML XA3D :N-H9N

试

剂盒说明书进行总
O3D

逆转录实验，逆转录条件：

&4

℃，
&" ;<J

；
$5

℃，
% ;<J

；－
!"

℃保存。以
@A3D

以模板，与基因特异性引物，通过
6'O

扩增
@.@1<J D#

、

@.@1<J D!

、
@.@1<J E#

、
@.@1<J E!

，扩增条件为：
$7

℃、
&" H

，
#

个循环；
$7

℃、
% H

，
%$

℃、
&" H

，
7"

个循环；

$%

℃、
! H

，
8"

℃、
#% H

，
$%

℃、
! H

，
#

个循环；
%"

℃，保
存。

O*


6'O

反应结束后首先对解离曲线进行分析，确

保只有单一产物被扩增；之后对被扩增基因进行相对定

量分析，实验重复
&

次。引物序列见表
#

。

表
#

　
O*


6'O

引物序列

基因 引物序列（
%

′
e &

′）
扩增片段

长度（
[I

）

@.@1<J D# '*''*Q*'*QQ*QQQDQQD !&%

*'DQQ*Q**D**'*QQD*'DQ

@.@1<J D! DQ*DDD'DQ''*Q'Q**'D'' !8#

QDQQQD''DD*QQ****'*QQ

@.@1<J E# D*QD'D*QQ*Q'D'***''*'' !4#

Q''DQQ*Q'*Q'D*DD'*QQ

@.@1<J E! QD*DD'QDDQD**QQQDQDD''' !77

''D'*DQQD*QQ'D'Q'D*Q

QD6AZ 'QQQDDQ'**Q*'D*'DD*QQ !#8

QQ'DQ*QD*QQ'D*QQD'*Q

!


8

　统计学方法　采用
QN-IL6-T 6N<H; 8

软

件进行统计分析，计量数据采用
U

±
H

表示，数据进行

正态分布检验及组间方差齐性检验，符合正态分布及

方差齐性，采用单因素方差分析，并采用
PFA

法进行

两两比较，不符合正态分布、方差分析，采用
KN=HG-


+-11<H Z

进行统计处理。
6 R "


"%

为差异有统计学

意义。

结　　果

#

　不同浓度
FFA

对
,AD


,E


!&#

细胞存活率

的影响（表
!

）　
FFA

对
,AD


,E


!&#

细胞的增殖抑

制率随着
FFA

的浓度增加而升高，呈剂量依赖性；在

FFA

浓度相同时，
,AD


,E


!&#

细胞的增殖抑制率

随着时间的延长而升高。

!

　低、高浓度
FFA

对
,AD


,E


!&#

细胞周期

的影响（表
&

）　与空白组比较，低、高浓度
FFA

组
Q

#

期细胞数减少（
6 R"


"%

，
6 R"


"#

），
F

期细胞数无明

显改变（
6 f"


"%

），
Q

!

期细胞数增加（
6 R"


"%

，
6 R

"


"#

）。与低浓度
FFA

组比较，高浓度
FFA

组
Q

#

期

细胞数减少（
6 R "


"%

），
Q

!

期细胞数增加（
6 R

"


"%

）。

&

　低、高浓度
FFA

对
,AD


,E


!&#

细胞周期

相关因子
@.@1<J D#

、
@.@1<J D!

、
@.@1<J E#

、
@.@1<J

E!

蛋白表达的影响（图
#

，表
7

）　与空白组比较，低、
高浓度

FFA

组的
@.@1<J D#

、
@.@1<J D!

、
@.@1<J E#

、

@.@1<J E!

蛋白相对表达量降低（
6 R "


"%

，
6 R

"


"#

）；与低浓度
FFA

组比较，高浓度
FFA

组的
@.@


1<J E#

、
@.@1<J E!

，
@.@1<J D#

、
@.@1<J D!

蛋白相对表

达量均降低（
6 R"


"%

，
6 R"


"#

）。

　　注：
#

为空白组；
!

为低浓度
FFA

组；
&

为高浓度
FFA

组

图
#

　低、高浓度
FFA

对
,AD


,E


!&#

细胞周期

相关因子蛋白表达的凝胶电泳图

7

　低、高浓度
FFA

对
,AD


,E


!&#

细胞周期相

关因子
@.@1<J D#

、
@.@1<J D!

、
@.@1<J E#

、
@.@1<J E!

;O3D

表达的影响（表
%

）　与空白组比较，高、低浓度
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表
!

　不同浓度
FFA

对
,AD


,E


!&#

细胞存活率的影响　（
U

±
H

）

组别
J

浓度

（μ;01CP

）

存活率（
c

）

#! L !7 L 75 L

空白
&

—
"

．
$%5

±
"

．
"!# "

．
$5"

±
"

．
"#" "

．
$8!

±
"

．
"&%

FFA & #

．
%8

"

．
$#"

±
"

．
""$


"

．
4&"

±
"

．
"!&


"

．
8&#

±
"

．
"!!



& &

．
#&

"

．
5&!

±
"

．
"!5


"

．
%$%

±
"

．
"!8


"

．
7!4

±
"

．
"&5



& 8

．
!%

"

．
8&8

±
"

．
"#"


"

．
&77

±
"

．
"!8


"

．
#57

±
"

．
"&4



& #!

．
%"

"

．
&74

±
"

．
"#7


"

．
!!"

±
"

．
"#$


"

．
"%"

±
"

．
"#"



& !%

．
""

"

．
"%7

±
"

．
""7


"

．
"%"

±
"

．
""$


"

．
"7"

±
"

．
"#&



& %"

．
""

"

．
"%7

±
"

．
""&


"

．
"!&

±
"

．
""8


"

．
"&5

±
"

．
""$



& #""

．
""

"

．
"##

±
"

．
""#


"

．
"!!

±
"

．
""4


"

．
"!$

±
"

．
"#7



　　注：与空白组比较，g
6 R"


"%

，g g

6 R"


"#

表
&

　低、高浓度
FFA

对
,AD


,E


!&#

细胞周期的影响　（
U

±
H

）

组别
J

浓度（μ;01CP

） Q

#

期
F

期 Q

!

期

空白
&

—
8%

．
$#&

±
#

．
%84 !7

．
!$4

±
#

．
&$" 4

．
!!4

±
"

．
#8%

FFA & 8

．
!%

%7

．
7!&

±
#

．
8%&


!8

．
##"

±
#

．
7%&

#8

．
8"4

±
"

．
5$#



& #!

．
%"

77

．
"%4

±
#

．
7&&

△
!5

．
78"

±
"

．
4#8

!%

．
#54

±
"

．
%7"

△

　　注：与空白组比较，g
6 R"


"%

，g g

6 R"


"#

；与低浓度
FFA

组比较，△
6 R"


"%

，△△
6 R"


"#

；表
7

、
%

同

表
7

　低、高浓度
FFA

对
,AD


,E


!&#

细胞周期相关因子蛋白表达的影响　（
U

±
H

）

组别
J

浓度（μ;01CP

）
@.@1<J D# @.@1<J D! @.@1<J E# @.@1<J E!

空白
&

—
#

．
"%"

±
"

．
"&8 #

．
"74

±
"

．
"!7 #

．
"5"

±
"

．
"78 #

．
"8"

±
"

．
"78

FFA & 8

．
!%

"

．
854

±
"

．
"#4


"

．
$&$

±
"

．
"!8


"

．
455

±
"

．
"%4


"

．
4#4

±
"

．
"%&



& #!

．
%"

"

．
!#8

±
"

．
"%"

△△
"

．
&!&

±
"

．
"&#

△△
"

．
%$"

±
"

．
"!8

△
"

．
774

±
"

．
"!8

△

表
%

　低、高浓度
FFA

对
,AD


,E


!&#

细胞周期相关因子
;O3D

表达的影响　（
U

±
H

）

组别
J

浓度（μ;01CP

）
@.@1<J D# ;O3D @.@1<J D! ;O3D @.@1<J E# ;O3D @.@1<J E! ;O3D

空白
&

—
#

．
"!&

±
"

．
"#% #

．
"&&

±
"

．
"!7 #

．
"%"

±
"

．
"!% #

．
"!4

±
"

．
"#5

FFA & 8

．
!%

"

．
4%4

±
"

．
"!"


"

．
55&

±
"

．
"!"


"

．
8%4

±
"

．
"!"


"

．
8#"

±
"

．
"#%



& #!

．
%"

"

．
#5&

±
"

．
"#%

△△
"

．
854

±
"

．
"77

△
"

．
%8&

±
"

．
&$"


"

．
&&$

±
"

．
"!"

△△

FFA

组 的
@.@1<J D#

、
@.@1<J D!

、
@.@1<J E#

、
@.@1<J

E! ;O3D

相对表达量降低（
6 R "


"#

）；与低浓度

FFA

比较，高浓度
FFA

的
@.@1<J D!

、
@.@1<J D#

、
@.


@1<J E! ;O3D

相对表达量降低（
6 R "


"%

，
6 R

"


"#

）。

讨　　论

细胞周期包括
A3D

合成的
F

期、有丝分裂的
,

期、
Q

"

CQ

#

期和
Q

!

期，这些阶段是维持多细胞生物体

内稳态的中心环节。细胞增殖是通过细胞周期进程介

导的，细胞周期调控的缺失可能导致细胞增殖和细胞

死亡的失衡，从而促进肿瘤的形成。因此，调控细胞周

期已成为消除癌细胞的有效策略［
#!

，
#&

］。

'.@1<JH

包括
@.@1<J D

、
E

、
A

和
:

，是真核细胞周

期的关键调控因子，在细胞周期从
Q

!

期向
,

期的转

变中起着重要的作用，在肺癌、乳腺癌、卵巢癌中高表

达，与临床预后不良相关［
#7

，
#%

］。
@.@1<J D

和
@.@1<J E

均为细胞周期家族的重要成员，
@.@1<J D

位于细胞核，

出现于
A3D

合成之前，与
@.@1<J E

协同调控细胞周

期从
Q

!

期进入
,

期；
@.@1<J E

位于细胞之中，在
Q

!


,

过渡时表达最高［
#8

］。
@.@1<J D#

、
@.@1<J D!

具有组

织特异性，可与
@.@1<J

依赖性蛋白激酶
!

形成复合

物，调节有丝分裂，调节细胞周期［
#4

，
#5

］。
@.@1<J E#

、

@.@1<J E!

细胞周期中
Q

!

C,

进展的关键调节因子，可

作为调节亚基与
'AK#

结合为有丝分裂促进因子，驱

动
Q

!

到
,

期的转换［
#%

，
#8

］。

FFA

是从柴胡皂苷中鉴定的活跃成分之一，

FFA

药理作用广泛，包括抗炎、抗氧化和抗癌［
#$

］。

其抗癌机制主要为诱导肿瘤细胞分化和凋亡，抑制

肿瘤血管生长，逆转肿瘤细胞多药耐药，调节免疫，

调控肿瘤细胞自噬等［
!"

］。本研究表明
FFA

可通过

抑制
,AD


,E


!&#

细胞增殖，降低细胞周期相关因

子
@.@1<J E#

、
@.@1<J E!

、
@.@1<J D#

、
@.@1<J D!

蛋白

及
;O3D

的表达，引起
Q

!

C,

期细胞周期阻滞，达到

治疗乳腺癌的目的。

利益冲突：无。
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