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摘要： 目的　 探讨小白薇提取物 （ＴＹＥ） 抗三阴性乳腺癌的作用。 方法　 采用 ＣＣＫ８ 法和平板克隆实验观察 ＴＹＥ 对

ＢＴ５４９ 细胞和 ４Ｔ１ 细胞活力及增殖的影响； 光学显微镜下观察细胞形态变化； 转录组学分析 ＴＹＥ 对 ＢＴ５４９ 细胞 ｍＲＮＡ
表达的影响； 免疫荧光染色和单细胞凝胶电泳检测细胞 ＤＮＡ 损伤情况； 流式细胞术检测细胞周期变化； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
法检测 ｐ⁃Ｃｈｋ２、 ｐ⁃Ｐ５３ 和 Ｐ２１ 蛋白表达； 应用 ＤＮＡ 损伤保护剂巯基丙酸 （ＭＰＡ） 进行拮抗实验， 观察其对上述指标

的拮抗作用。 构建 ４Ｔ１ 细胞小鼠原位移植瘤模型， 观察 ＴＹＥ 对乳腺癌体积、 质量及主要脏器系数的影响， 免疫组化

法检测 Ｋｉ６７ 和 γ⁃Ｈ２ＡＸ 原位表达情况； 液质联用分析 ＴＹＥ 中的主要成分。 结果　 ＴＹＥ 可抑制 ＢＴ５４９ 细胞和 ４Ｔ１ 细胞

活力、 克隆增殖， 增加细胞质内颗粒物。 ＧＳＥＡ 分析显示， ＴＹＥ 抗肿瘤作用与 ＤＮＡ 损伤修复和细胞周期调控相关通路

ｍＲＮＡ 表达相关。 ＴＹＥ 可升高 γ⁃Ｈ２ＡＸ 荧光强度， 增加彗星拖尾长度， 诱导细胞周期阻滞， 促进 ｐ⁃Ｐ５３、 ｐ⁃Ｃｈｅｋ２ 和

Ｐ２１ 蛋白表达； ＭＰＡ 则拮抗了这些作用， 逆转了细胞活力的抑制和平板克隆的增殖。 动物实验结果显示， ＴＹＥ 可抑制

肿瘤体积和质量， 对脏器系数无影响， 增加 γ⁃Ｈ２ＡＸ 表达， 降低 Ｋｉ６７ 表达。 结论 　 ＴＹＥ 通过诱导 ＤＮＡ 损伤， 激活

Ｃｈｋ２ ／ Ｐ５３ ／ Ｐ２１ 通路， 导致细胞周期阻滞， 引起细胞死亡， 从而抑制乳腺癌生长。
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　 　 乳腺癌是一种源于乳腺上皮组织的恶性肿瘤，
其发病率持续攀升， 已成为女性癌症死亡的首要原

因［１］。 根据分子特征， 乳腺癌可分为管腔型、
ＨＥＲ⁃２ 阳性型和三阴型［２］。 其中， 三阴性乳腺癌

（ＴＮＢＣ） 因 雌 激 素 受 体 （ ＥＲ ）、 孕 激 素 受 体

（ＰＲ） 和人表皮生长因子受体 ２ （ＨＥＲ⁃２） 均不表

达而得名， 约占全部乳腺癌的 １５％ ～ ２０％ ［３⁃５］。 该

亚型具有高度异质性， 临床表现为恶性程度高、 侵

袭性强、 易转移复发及预后不良等特征［３，６］。
小白薇为萝藦科娃儿藤属植物云南娃儿藤

Ｔｙｌｏｐｈｏｒａ ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ Ｓｃｈｌｅｃｈｔｅｒ 的干燥根， 主产于

云南和贵州等地区， 是彝族常用药材， 味苦、 辛，
性微温， 归肝、 脾经。 《云南中草药》 记载小白薇

具有舒筋活血， 调经止痛的功效， 治跌打损伤， 风

湿骨痛， 肝炎， 胃溃疡， 虚痨， 恶性疟疾。 研究发

现， 小白薇可通过降低体质量、 调节脂质水平、 减

轻炎症反应等改善非酒精性脂肪性肝炎 （ＮＡＳＨ）

大鼠症状、 肠道微生物群失调和代谢紊乱［７⁃８］。
小白薇对乳腺癌的治疗作用及其机制均不清

楚。 本研究拟运用细胞活力分析、 平板克隆形成实

验、 细胞周期检测、 小鼠原位荷瘤实验等评价小白

薇的抗乳腺癌活性； 并采用转录组学分析、 免疫荧

光分析、 彗星实验、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析、 巯基丙酸

拮抗和免疫组化检测等探索其作用机制。
１　 材料

１􀆰 １　 小白薇提取物　 小白薇药材购自云南昆明市

官渡区常真堂中药材经营部， 经海军军医大学药学

院生药学教研室辛海量教授鉴定为萝摩科娃儿藤属

植物云南娃儿藤 Ｔｙｌｏｐｈｏｒａ ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ Ｓｃｈｌｅｃｈｔｅｒ 的
根。 取小白薇干燥药材 １００ ｇ， 粉碎后用 １０ 倍量

７５％ 乙醇回流提取 ３ 次， 每次 １􀆰 ５ ｈ， 合并提取液，
真空过滤， 旋转蒸发仪浓缩， －８０ ℃ 真空冷冻干

燥， 获得小白薇乙醇提取物浸膏粉 （ Ｔｙｌｏｐｈｏｒａ
ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ ｅｘｔｒａｃｔ， ＴＹＥ ） 总 计 １９􀆰 ５７ ｇ， 得 率
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１９􀆰 ５７％ 。 使用时， 以 ＤＭＳＯ 溶解 （浓度不超过

０􀆰 １％ ）， 再用细胞培养基配制成相应浓度。
１􀆰 ２　 细胞 　 ４Ｔ１ 鼠源三阴性乳腺癌细胞系购自中

国科学院上海细胞库， ＢＴ５４９ 人三阴性乳腺癌细胞

系由普诺赛武汉细胞库提供。 ＢＴ５４９ 细胞和 ４Ｔ１ 细

胞在含 １０％ 胎牛血清和 １％ 青霉素 ／链霉素的 ＲＰＭＩ⁃
１６４０ 培养基中培养， 培养条件为 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２。
１􀆰 ３　 实验动物 　 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 ２０ 只， 雌

性， ４ 周龄， 购买及饲养于南通大学实验动物中心

［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （苏） ２０２３⁃００２１，
实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （苏） ２０２２⁃００４５］，
小鼠自由饮水及进食， 照明及关灯每 １２ ｈ 交替进

行以维持正常生物行为节律。 本动物实验经南通大

学动物实验伦理委员会批准 （伦理号 Ｓ２０２４０９２５⁃
００３）。
１􀆰 ４　 试剂　 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基 （货号 Ｃ１１８７５５００ＢＴ）
购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司； ＰＢＳ （货号 ＢＬ３０２Ａ） 购自

合 肥 兰 杰 柯 科 技 有 限 公 司； 甲 基 脯 胺

（ｍｅｔｈｙｌｐｒｏａｍｉｎｅ， ＭＰＡ， 货号 ＨＹ⁃１５６２０） 购自美

国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ 公司； ＤＭＳＯ、 ＣＣＫ８ 试剂、 γ⁃
Ｈ２ＡＸ 试剂盒 （货号 ＳＴ０３８⁃１００ｍｌ、 Ｃ００３９⁃１０ｍｌ、
ＡＦ３０１０） 购自上海碧云天生物技术股份有限公司；
ＩＳＥＱ０００１０ ＰＶＤＦ 购自德国默克公司； Ｐ２１、 ｐ⁃
Ｐ５３、 ｐ⁃Ｃｈｅｋ２、 ＧＡＰＤＨ 抗体 （货号 １０３５５⁃１⁃ＡＰ、
２８９６１⁃１⁃ＡＰ、 ２９０１２⁃１⁃ＡＰ、 １０４９４⁃１⁃ＡＰ） 购自武汉

三鹰生物技术有限公司。
１􀆰 ５　 仪器　 酶标仪 （瑞士 Ｔｅｃａｎ 公司）； 倒置荧光

显微镜、 激光共聚焦显微镜 （德国 Ｌｅｉｃａ 公司）；
ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＸＲＳ＋全自动化学发光成像系统 （美国

Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞活力检测　 细胞以每孔 ５ ０００ 个的密度

接种于 ９６ 孔板， 在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养

２４ ｈ 以贴壁， 加入 １、 ３、 ５、 １０、 ２０、 ３０、 ４０、
５０、 １００ μｇ ／ ｍＬ ＴＹＥ 继续孵育 ２４ ｈ 或 ４８ ｈ。 根据

试剂盒说明书， 使用 ＣＣＫ８ 法检测细胞活力， 通过

酶标仪在 ４５０ ｎｍ 波长处测定细胞的吸光度值。 在

拮抗实验中， 培养基中同时添加 ０􀆰 ３ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭＰＡ，
并设置单独的 ＭＰＡ 对照组。 细胞活力公式为， 细胞

活力＝ ［ （ＯＤ给药－ＯＤ空白） ／ （ＯＤ对照－ＯＤ空白） ］ ×
１００％ 。
２􀆰 ２　 平板克隆实验　 细胞以每孔 １×１０３ 个的密度

接种于 １２ 孔板， 于培养箱中培养 ２４ ｈ 使细胞贴

壁。 分别用 ５、 １０、 ２０ μｇ ／ ｍＬ ＴＹＥ 处理 ２４ ｈ， 更

换新鲜培养基后每 ３ ｄ 换液 １ 次。 培养 １４ ｄ 后， 用

ＰＢＳ 洗涤细胞， ４％ 多聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎ， １％ 结晶

紫溶液染色 １５ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗去多余染液， 室温晾干

后拍照记录各组的克隆形成情况。 在拮抗实验中，
培养基中同时添加 ０􀆰 ３ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭＰＡ， 并设置单独

的 ＭＰＡ 对照组。
２􀆰 ３　 转录组学分析 　 将 ＢＴ５４９ 细胞以每皿 １×１０６

个的密度接种在 ６０ ｍｍ 培养皿中， 于培养箱中培

养过夜。 用 １０ μｇ ／ ｍＬ ＴＹＥ 处理 ２４ ｈ 后， 预冷的

ＰＢＳ 清洗 １ 次， 加入 １ ｍＬ Ｔｒｉｚｏｌ 收集细胞并转入

１􀆰 ５ ｍＬ ＲＮａｓｅ⁃ｆｒｅｅ 离心管中， 于－８０ ℃冰箱保存。
实验设对照组和给药组。 样品在干冰冷冻条件下送

至上海欧易生物医学科技有限公司， 委托该公司进

行转录组学检测分析。
２􀆰 ４　 γ⁃Ｈ２ＡＸ 检测 　 细胞以每孔 ４×１０４ 个的密度

接种于 ２４ 孔板， 于培养箱中培养过夜。 分别用 ５、
１０、 ２０ μｇ ／ ｍＬ ＴＹＥ 处理 ２４ ｈ。 参照 γ⁃Ｈ２ＡＸ 试剂

盒说明书， ＰＢＳ 洗涤 １ 次， ４％ 多聚甲醛固定 １０
ｍｉｎ， 免疫染色封闭液封闭 ２０ ｍｉｎ， 加入 γ⁃Ｈ２ＡＸ
兔单抗 ４ ℃ 孵育过夜， 次日洗涤 ３ 次后， 加入

Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ 标记二抗室温孵育， 再次洗涤后用

ＤＡＰＩ 染核 ５ ｍｉｎ， 使用倒置荧光显微镜采集荧光图

像。 在拮抗实验中， 培养基中同时添加 ０􀆰 ３ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＭＰＡ， 并设置单独的 ＭＰＡ 对照组。
２􀆰 ５　 彗星实验　 将细胞以每孔 ４×１０５ 个的密度接

种于 ６ 孔板， 于培养箱中培养过夜。 分别用 ５、
１０、 ２０ μｇ ／ ｍＬ ＴＹＥ 处理 ２４ ｈ， 经胰蛋白酶消化后

用 ＰＢＳ 重悬细胞。 按照试剂盒说明书， 先在载玻

片上制备第一层正常熔点凝胶， 再将细胞悬液与低

熔点琼脂糖混合后滴加形成第二层凝胶。 待凝胶凝

固后进行裂解过夜处理， 依次完成 ＤＮＡ 解旋、 电

泳、 中和及碘化丙啶染色步骤， 最后使用激光共聚

焦显微镜采集图像。
２􀆰 ６　 蛋白免疫印迹实验　 采用不同剂量 ＴＹＥ 处理

ＢＴ５４９ 细胞 ６ ｈ 或 ２４ ｈ 后收集细胞样本， 使用

ＲＩＰＡ 裂解液提取总蛋白， ＢＣＡ 试剂盒测定蛋白浓

度。 将等量蛋白经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳分离后转印至

ＰＶＤＦ 膜， ３％ ＢＳＡ 封闭， 加一抗 ４ ℃ 孵育过夜，
ＴＢＳＴ 洗涤后加二抗室温孵育， 应用超敏 ＥＣＬ 显

影， 在 ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＸＲＳ＋全自动化学发光成像系统上

进行检测分析。
２􀆰 ７　 动物实验　 小鼠适应性饲养 １ 周后， 于右侧

第二乳腺脂肪垫接种 ４Ｔ１ 细胞 （ １ × １０７ 个 ／ ｍＬ，
１００ μＬ ／只）。 待肿瘤体积达到 ６０ ～ ８０ ｍｍ３ 时， 将
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小鼠随机分为对照组、 奥沙利铂组和 ＴＹＥ 低、 高

剂量组， 每组 ５ 只， 分别给予 １％ ＣＭＣ⁃Ｎａ （灌

胃）、 奥沙利铂 ５ ｍｇ ／ ｋｇ （腹腔注射， 隔天 １ 次）
和 ＴＹＥ ２５、 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ （灌胃）。 给药期间每 ２ ｄ 测

量 １ 次肿瘤体积 （长×宽２ ×０􀆰 ５） 和体质量。 给药

２１ ｄ 后处死小鼠， 剥离肿瘤组织， 称定质量； 取

心、 肝、 脾、 肺、 肾等主要脏器， 称定质量， 计算

脏器系数。 肿瘤组织用 ４％ 多聚甲醛固定， 石蜡包

埋， 进行 ＨＥ 染色及 Ｋｉ６７、 γ⁃Ｈ２ＡＸ 免疫组化

分析。
２􀆰 ８　 统计学分析 　 通过 Ｅｘｃｅｌ、 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ
８􀆰 ０、 ＣｙｔＥｘｐｅｒｔ ２􀆰 ４ 和 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行处理， 结果

以均数±标准差 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因

素方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。

３　 结果

３􀆰 １　 ＴＹＥ 对乳腺癌细胞生长的影响　 不同质量浓

度 ＴＹＥ 均可抑制 ＢＴ５４９ 细胞和 ４Ｔ１ 细胞活力 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）； ＴＹＥ 干预 ＢＴ５４９ 细胞和 ４Ｔ１ 细胞 ２４ ｈ 后，
ＩＣ５０值分别为 ５􀆰 ２７、 ３􀆰 １７ μｇ ／ ｍＬ； ４８ ｈ 后， ＩＣ５０值

分别为 ３􀆰 ８４、 ２􀆰 ３８ μｇ ／ ｍＬ， 见图 １Ａ～ １Ｄ。 显微镜

下观察可见乳腺癌细胞体积增大， 边缘不规则， 细

胞质内出现较多褐色颗粒物， 未见明显的凋亡或坏

死形态， 见图 １Ｅ。 平板克隆形成实验显示， 与对

照组比较， 各质量浓度 ＴＹＥ 组克隆面积均减少，
且在 １０ μｇ ／ ｍＬ 质量浓度作用下， ２ 种乳腺癌细胞

的克隆形成几乎完全消失， 见图 １Ｆ ～ １Ｇ。 这些结

果表明， ＴＹＥ 能抑制乳腺癌细胞生长。

注： Ａ～Ｄ 为 ＴＹＥ 处理 ２４、 ４８ ｈ 对 ２ 种乳腺癌细胞活力的影响； Ｅ 为 ＴＹＥ 处理 ２４ ｈ 后对 ２ 种乳腺癌细胞形态的影响； Ｆ～Ｇ 为 ＴＹＥ

对乳腺癌细胞平板克隆形成的影响。 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 ＴＹＥ 对乳腺癌细胞生长的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

３􀆰 ２　 ＴＹＥ 对 ＤＮＡ 损伤修复及细胞周期相关 ｍＲＮＡ
表达的影响　 ＧＥＳＡ 结果显示， ＴＹＥ 影响了复制叉

处理、 剪切体、 ＤＮＡ 解旋酶及细胞周期相关通路

ｍＲＮＡ 的表达， 同时也影响 ＲＮＡ 聚合酶活性、 核

糖体大亚基生物发生及装配过程， 见图 ２。 这些基

因与 ＤＮＡ 双链断裂和损伤修复、 细胞周期调控及

蛋白质合成等密切相关， 提示 ＴＹＥ 可能造成了

ＤＮＡ 损伤和诱导细胞周期阻滞。
３􀆰 ３　 ＴＹＥ 对乳腺癌细胞 ＤＮＡ 损伤的影响　 基于转

录组学 ＧＳＥＡ 结果， 对乳腺癌细胞 ＤＮＡ 损伤进行

检测。 与对照组比较， １０、 ２０ μｇ ／ ｍＬ ＴＹＥ 增加了

ＢＴ５４９ 细胞 ＤＮＡ 损伤标记物 γ⁃Ｈ２ＡＸ 的荧光强度

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ３Ａ ～ ３Ｂ； １０、 ２０ μｇ ／ ｍＬ ＴＹＥ 增

加了 ４Ｔ１ 细胞 ＤＮＡ 损伤标记物 γ⁃Ｈ２ＡＸ 的荧光强

度 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ３Ｃ ～ ３Ｄ。 彗星实验

显示， 对照组 ２ 种乳腺癌细胞 ＤＮＡ 呈现圆形的荧

光团， 边缘光滑， 无拖尾现象产生； 不同质量浓度

ＴＹＥ 处理后， ＤＮＡ 边缘粗糙， 出现拖尾现象， 拖

尾长度呈剂量依赖性增加 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 以 ２０
μｇ ／ ｍＬ最显著， 见图 ３Ｅ ～ ３Ｈ。 这些结果表明，
ＴＹＥ 诱导了乳腺癌细胞 ＤＮＡ 损伤。
３􀆰 ４　 ＴＹＥ 对乳腺癌细胞周期阻滞的影响　 与对照

组比较， ５、 １０、 ２０ μｇ ／ ｍＬ ＴＹＥ 处理 ２４ ｈ 后， ２ 种

乳腺癌细胞 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期细胞比例增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｓ
期和 Ｇ２ ／ Ｍ 期细胞比例降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ４。
３􀆰 ５　 ＭＰＡ 逆转 ＴＹＥ 对乳腺癌细胞增殖的抑制作

用　 与对照组比较， ５～２０ μｇ ／ ｍＬ ＴＹＥ 作用 ２４ ｈ 抑

制了 ２ 种乳腺癌细胞的活力 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； ０􀆰 ３
μｍｏｌ ／ Ｌ ＭＰＡ 单独处理对细胞活力无明显影响

（Ｐ＞０􀆰 ０５）， 但与 ＴＹＥ 联用后逆转了 ＴＹＥ 对细胞活
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注： Ａ 为复制叉处理、 剪切体、 ＤＮＡ 解旋酶和细胞周期通路的 ＧＳＥＡ 统计图； Ｂ～ Ｅ 为复制叉处理、 剪切体、 ＤＮＡ 解旋酶和细

胞周期通路 ｍＲＮＡ 表达热图； Ｆ 为 ＲＮＡ 聚合酶、 核糖体大亚基生物发生和装配 ＧＳＥＡ 统计图； Ｇ～ Ｉ 为 ＲＮＡ 聚合酶、 核糖体大

亚基生物发生和装配通路 ｍＲＮＡ 表达热图。

图 ２　 ＴＹＥ 对 ＤＮＡ 损伤修复及细胞周期相关 ｍＲＮＡ 表达的影响

力的抑制作用 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ５Ａ ～ ５Ｂ。 平板克

隆实验也证实了这点， 与对照组比较， １０ μｇ ／ ｍＬ
ＴＹＥ 抑制了细胞克隆形成能力 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； ０􀆰 ３
μｍｏｌ ／ Ｌ ＭＰＡ 单独处理对细胞克隆形成能力无明显

影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 但与 ＴＹＥ 联用后拮抗了 ＴＹＥ 对

细胞克隆形成能力的抑制作用 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图

５Ｃ～５Ｅ。
３􀆰 ６　 ＭＰＡ 逆转 ＴＹＥ 诱导乳腺癌细胞 ＤＮＡ 损伤的

作用　 与对照组比较， １０ μｇ ／ ｍＬ ＴＹＥ 处理乳腺癌

细胞 ２４ ｈ 后， 增加了 ２ 种乳腺癌细胞中 ＤＮＡ 双链

断裂 标 志 物 γ⁃Ｈ２ＡＸ 的 表 达 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）； ０􀆰 ３
μｍｏｌ ／ Ｌ ＭＰＡ 单独处理对 γ⁃Ｈ２ＡＸ 表达无明显影响

（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）， 但与 ＴＹＥ 联用后逆转了 ＴＹＥ 对 γ⁃
Ｈ２ＡＸ 表达的上调 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ６Ａ ～ ６Ｄ。 彗

星实验进一步证实， 与对照组比较， １０ μｇ ／ ｍＬ
ＴＹＥ 能诱导细胞出现典型的 ＤＮＡ 断裂电泳拖尾现
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注： Ａ～Ｄ 为 ＴＹＥ 处理 ２４ ｈ 后 ２ 种乳腺癌细胞 γ⁃Ｈ２ＡＸ 表达情况； Ｅ～Ｈ 为 ＴＹＥ 处理 ２４ ｈ 后 ２ 种乳腺癌细胞 ＤＮＡ 拖尾情况。 与

对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 ＴＹＥ 对乳腺癌细胞 ＤＮＡ 损伤的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： Ａ～Ｂ 为 ＴＹＥ 对 ＢＴ５４９ 细胞周期的影响； Ｃ～Ｄ 为 ＴＹＥ 对 ４Ｔ１ 细胞周期的影响。 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 ＴＹＥ 对乳腺癌细胞周期的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

象 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 而 ０􀆰 ３ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭＰＡ 单独处理不会

引起 ＤＮＡ 拖尾现象 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 但与 ＴＹＥ 联用后

几乎完全阻断了 ＴＹＥ 诱导的 ＤＮＡ 拖尾产生 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 见图 ６Ｅ～６Ｈ。
３􀆰 ７　 ＭＰＡ 逆转 ＴＹＥ 诱导乳腺癌细胞周期阻滞的

作用　 与对照组比较， １０ μｇ ／ ｍＬ ＴＹＥ 诱导细胞阻

滞于 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； ０􀆰 ３ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭＰＡ 单独

处理对细胞周期无明显影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 但与 ＴＹＥ
联用后减弱了 ＴＹＥ 对细胞 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期的阻滞效应

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ７Ａ ～ ７Ｄ。 进一步 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实
验结果显示， 与对照组比较， １０ μｇ ／ ｍＬ ＴＹＥ 处理

ＢＴ５４９ 细胞 ６ ｈ 后升高了 ｐ⁃Ｃｈｅｋ２ 和 ｐ⁃Ｐ５３ 蛋白表

达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 处理细胞 ２４ ｈ 后则升高了 Ｐ２１ 蛋

白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 而 ０􀆰 ３ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭＰＡ 单独处理

对 ｐ⁃Ｃｈｅｋ２、 ｐ⁃Ｐ５３ 和 Ｐ２１ 蛋白表达无明显影响

（Ｐ＞ ０􀆰 ０５）， 但与 ＴＹＥ 联用后拮抗了 ＴＹＥ 对 ｐ⁃
Ｃｈｅｋ２、 ｐ⁃Ｐ５３ 和 Ｐ２１ 蛋白表达的上调 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
见图 ７Ｅ～７Ｈ。
３􀆰 ８　 ＴＹＥ 对乳腺癌荷瘤小鼠肿瘤生长的影响　 与

对照组比较， ＴＹＥ 各剂量组荷瘤小鼠体质量无明

显变化， 奥沙利铂组荷瘤小鼠体质量降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； ＴＹＥ 各剂量组和奥沙利铂组荷瘤小鼠肿瘤
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注： Ａ～Ｂ 为 ＭＰＡ 对 ＴＹＥ 抑制乳腺癌细胞活力的拮抗作用； Ｃ～ Ｄ 为 ＭＰＡ 对 ＴＹＥ 抑制乳腺癌细胞克

隆形成的拮抗作用。 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＴＹＥ 组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 ＭＰＡ 逆转 ＴＹＥ 对乳腺癌细胞生长的抑制作用 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

注： Ａ～Ｄ 为 ＭＰＡ 对 ＴＹＥ 诱导乳腺癌细胞 γ⁃Ｈ２ＡＸ 增加的拮抗作用； Ｅ～Ｈ 为 ＭＰＡ 对 ＴＹＥ 诱导乳腺癌细胞 ＤＮＡ 拖尾产生的拮

抗作用。 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＴＹＥ 组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 ＭＰＡ 逆转 ＴＹＥ 诱导乳腺癌细胞 ＤＮＡ 损伤的作用 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

体积、 肿瘤质量和肿瘤组织 Ｋｉ６７ 阳性细胞数量均

降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， γ⁃Ｈ２ＡＸ 阳性细胞数量增加

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 除奥沙利铂组荷瘤小鼠脾脏系数降低

外 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 其余各组荷瘤小鼠心、 肝、 脾、
肺、 肾脏系数均无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 ８。
这些结果提示， ＴＹＥ 具有良好的抑制乳腺癌生长

作用， 且无明显毒性。
４　 讨论

小白薇为萝摩科娃儿藤属植物云南娃儿藤

Ｔｙｌｏｐｈｏｒａ ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ Ｓｃｈｌｅｃｈｔｅｒ 的干燥根， 是彝族

常用药材。 本研究发现， ＴＹＥ 明显抑制三阴性乳

腺癌细胞活力， 减少细胞克隆增殖数量， 诱导

ＤＮＡ 损伤， 阻滞细胞周期在 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期。 ＴＹＥ 还能

减轻乳腺癌荷瘤小鼠肿瘤体积和质量， 但对小鼠体

质量和脏器系数无明显影响， 提示其具有良好的抗

乳腺癌临床应用价值。
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注： Ａ～Ｄ 为 ＭＰＡ 对 ＴＹＥ 诱导乳腺癌细胞周期阻滞的拮抗作用； Ｉ～Ｈ 为 ＭＰＡ 对 ＴＹＥ 诱导乳腺癌细胞周期阻滞相关蛋白表达上调的

拮抗作用。 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＴＹＥ 组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 ＭＰＡ 逆转 ＴＹＥ 诱导乳腺癌细胞周期阻滞的作用 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

为了探索作用机制， 本研究进行了转录组学分

析。 ＧＳＥＡ 结果显示， ＴＹＥ 明显影响了与 ＤＮＡ 双

链断裂、 损伤修复和细胞周期阻滞密切相关的通路

基因表达， 提示其可能通过损伤 ＤＮＡ 诱导细胞周

期阻滞。 ＤＮＡ 损伤导致的细胞周期阻滞在越来越

多的抗肿瘤天然药物中被发现［９］。 细胞周期作为

高度调控的生物学过程， 协调着细胞分化、 分裂和

增殖等关键事件［１０⁃１１］。 该过程由一系列有序分子

事件组成， 其中 Ｃｙｃｌｉｎ⁃ＣＤＫ 复合物通过精确调控

细胞周期进程发挥核心作用［１２⁃１３］。 为保障细胞周

期正常运转， 机体进化出多重检查点机制， 通过调

控 Ｃｙｃｌｉｎ⁃ＣＤＫ 复 合 物 活 性 确 保 各 阶 段 有 序 转

换［１４］。 值得注意的是， 检查点功能异常可导致细

胞丧失对 ＤＮＡ 损伤和外界信号的敏感性［１５］。 ＤＮＡ
损伤后， 细胞通过 ２ 种机制防止突变传递： 一是短

暂或永久阻滞细胞周期以促进损伤修复， 或者永久

性地停滞并进入衰老状态； 二是通过凋亡清除严重

受损的细胞［１６］。 本研究结果显示， ＴＹＥ 诱导乳腺

癌细胞阻滞在 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期， 而 ＭＰＡ 几乎完全拮抗了

ＴＹＥ 引起的细胞周期阻滞。
ＤＮＡ 损伤可导致细胞周期停滞在 Ｇ１ 期或 Ｇ２

期， 以修复 ＤＮＡ， Ｃｈｋ２ ／ Ｐ５３ ／ Ｐ２１ 通路在其中起着

重要调控作用。 Ｃｈｋ２ 可以直接磷酸化 Ｐ５３ 的 Ｓｅｒ⁃
２０ 位点， 抑制 Ｐ５３ 与 ＭＤＭ２ 结合， 从而增加 Ｐ５３
的稳定性［１７⁃１９］。 ＤＮＡ 损伤后， 未敲除 Ｃｈｋ２ 的结直

肠癌细胞磷酸化 Ｐ５３ 高表达， 但在敲除 Ｃｈｋ２ 的细

胞中， 磷酸化 Ｐ５３ 表达降低［２０］。 激活后的 Ｐ５３ 诱

导 ＣＤＫ 抑制剂 Ｐ２１ 的表达， 进而介导细胞周期停

滞［２１⁃２２］。 Ｐ２１ 作为关键的 ＣＤＫ 抑制剂， 能够与多

种 Ｃｙｃｌｉｎ⁃ＣＤＫ 复合物结合［２３］， 其水平升高可导致

这些复合物失活或降解， 引发 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期阻滞［２４⁃２６］。
本研究结果显示， ＴＹＥ 升高了乳腺癌细胞 ｐ⁃Ｃｈｋ２、
ｐ⁃Ｐ５３ 和 Ｐ２１ 表达， 而 ＭＰＡ 则拮抗了 ＴＹＥ 的这种

作用， 提示 ＴＹＥ 通过激活 Ｃｈｋ２ ／ Ｐ５３ ／ Ｐ２１ 通路诱

导了细胞周期阻滞在 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期。
综上所述， ＴＹＥ 通过诱导 ＤＮＡ 损伤， 激活

Ｃｈｋ２ ／ Ｐ５３ ／ Ｐ２１ 信号通路， 引起细胞周期阻滞， 造

成细胞死亡， 进而阻止乳腺癌进展。
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注： Ａ～Ｃ 为各组小鼠体质量、 肿瘤体积和肿瘤质量比较； Ｄ～Ｅ 为各组小鼠肿瘤组织 Ｋｉ６７ 和 γ⁃Ｈ２ＡＸ 原位表达比较； Ｆ～ Ｊ 为

各组小鼠心、 肝、 脾、 肺、 肾脏器系数比较； Ｋ 为各组小鼠肿瘤组织 ＨＥ、 Ｋｉ６７ 和 γ⁃Ｈ２ＡＸ 染色典型图像。 与对照组比较，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ８　 ＴＹＥ 对乳腺癌荷瘤小鼠肿瘤生长的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）
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