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摘要： 目的　 探究木犀草苷对 ＭＣＦ⁃７ 细胞增殖、迁移、侵袭的影响及其机制。 方法　 不同浓度（１２ ５、２５、５０ μｍｏｌ ／ Ｌ）木
犀草苷处理细胞后， 采用 ＣＣＫ⁃８、 克隆形成、 流式细胞术检测该成分对 ＭＣＦ⁃７ 细胞增殖、 克隆形成、 凋亡的影响。 采

用划痕和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验， 检测 ＭＣＦ⁃７ 细胞的迁移和侵袭能力。 利用分子对接技术， 预测木犀草苷与钙蛋白酶⁃２
（Ｃａｌｐａｉｎ⁃２） 蛋白的结合能力。 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验， 检测木犀草苷对 ＭＣＦ⁃７ 细胞中 Ｃａｌｐａｉｎ⁃２、 Ｅ⁃钙黏蛋白 （Ｅ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ）、 Ｎ⁃钙黏蛋白 （Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ）、 波形蛋白 （Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）、 细胞核增殖抗原蛋白 （ＰＣＮＡ）、 髓样细胞白血病蛋白⁃
１ （Ｍｃｌ⁃１）、 Ｂ 淋巴细胞瘤蛋白⁃２ （Ｂｃｌ⁃２） 和 Ｂ 淋巴细胞瘤⁃２ 相关 Ｘ 蛋白 （Ｂａｘ） 表达的影响。 结果　 木犀草苷能抑

制 ＭＣＦ⁃７ 细胞的增殖、 克隆形成、 迁移、 侵袭， 诱导细胞凋亡 （Ｐ＜０ ０５）， 与 Ｃａｌｐａｉｎ⁃２ 的活性口袋稳定结合， 减少

乳腺癌 ＭＣＦ⁃７ 细胞中 Ｃａｌｐａｉｎ⁃２ 蛋白、 间充质标记蛋白 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、 细胞增殖相关蛋白 ＰＣＮＡ 及抗凋亡蛋白

Ｍｃｌ⁃１ 和 Ｂｃｌ⁃２ 表达 （Ｐ＜０ ０５）， 增加上皮标记蛋白 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和促凋亡蛋白 Ｂａｘ 表达 （Ｐ＜０ ０５）。 结论　 木犀草苷具

有抑制乳腺癌 ＭＣＦ⁃７ 细胞生存能力、 迁移、 侵袭的作用， 可能与其靶向抑制 Ｃａｌｐａｉｎ⁃２ 的蛋白表达有关。
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　 　 乳腺癌 （ｂｒｅａｓｔ ｃａｒｃｉｎｏｍａ） 是全世界女性面临的最普

遍的恶性肿瘤［１］ 。 目前， 诊断和治疗乳腺癌的技术手段有

了很大的改善， 使得早期乳腺癌患者的生存率大大提高，
但是转移性乳腺癌患者的生存率仍然很低， 导致其死亡率

高的主要原因是肿瘤的转移和复发［２］ 。 因此， 研发出抑制

乳腺癌转移的药物对乳腺癌患者具有重要意义。 近年来，
中药及其活性提取物在抗乳腺癌中发挥着重要作用， 其具

有多途径、 多靶点和毒副作用低等优点， 有研究表明， 多

种中药成分对乳腺癌的生长、 转移、 复发和耐药性具有很

好的抑制作用［３］ 。
木犀草苷 （ ｃｙｎａｒｏｓｉｄｅ） 又名木犀草素⁃７⁃Ｏ⁃葡萄糖苷

（ｌｕｔｅｏｌｉｎ⁃７⁃Ｏ⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ）， 是一种广泛存在于忍冬科药用植

物中的黄酮类化合物， 具有抗炎、 抗病毒、 抗肿瘤以及心

血管系统和神经系统保护等多种生物活性［４］ 。 研究发现，
木犀草苷能显著抑制人白血病细胞系 Ｋ５２６ 的增殖， 且具有

浓度依赖性［５］ 。 王婷婷等［６］发现木犀草苷通过影响凋亡相

关基因 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、 ｓｕｒｖｉｖｉｎ、 ｃ⁃ｍｙｃ 和 ｐ５３ 基因的表达， 诱导

细胞凋亡， 改变人食管癌细胞 Ｅｃｏｌ１０９ 的细胞周期， 从而

抑制 Ｅｃａｌ１０９ 细胞的生长。 木犀草苷通过调控 ＭＡＰＫ 和

ｍＴＯＲ 信号通路抑制人宫颈癌细胞的增殖并促进其细胞凋

亡［７］ 。 此外， 木犀草苷还会影响肿瘤新生血管的形成， 最

终使肿瘤细胞凋亡［８］ 。 因此， 木犀草苷是一种具有抗肿瘤

潜能的天然化合物。 有研究表明， 从决明子叶［９］ ， 鼠尾

草［１０］和栝楼［１１］等多种植物中提取的木犀草苷成分对乳腺

癌细胞的增殖有一定抑制作用， 然而， 木犀草苷对乳腺癌

细胞的具体作用及其机制尚不明确， 故本研究探索该成分

对乳腺癌细胞增殖、 迁移和侵袭能力及其机制的影响， 以

期为乳腺癌新药研发提供新思路。
１　 材料

１ １　 细胞株 　 人乳腺癌 ＭＣＦ⁃７ 细胞株， 购自中国科学院

生物细胞库。
１ ２　 药物 　 木犀草苷对照品 （纯度 ９８ ６７％ ， 批号 ＨＹ⁃
Ｎ０５４０）， 购 自 美 国 ＭＣＥ 公 司， 使 用 ＤＭＳＯ 配 制 成

１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ母液， 在－２０ ℃下保存。 使用时， 用含 １０％ 胎牛

血清的 ＤＭＥＭ 培养基将其稀释至不同浓度的工作液。
１ ３　 试剂　 ＤＭＥＭ 细胞培养基 （货号 Ｃ１１９９５５００ＢＴ）， 购

自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司； 胎牛血清 （ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ， ＦＢＳ， 货

号 ＢＩ５００）， 购自以色列 Ｂｉｏｉｎｄ 公司； ０ ２５％ 胰酶 （货号

３２５⁃０４３⁃ＥＬ）， 购自维森特生物技术 （南京） 有限公司； 二

甲基亚砜 （ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ， ＤＭＳＯ， 货号 Ｄ２６５０）， 购自

美国 Ｓｉｇｍａ 公司； 细胞增殖与毒性检测试剂 （ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｉｎｇ
ｋｉｔ⁃８， ＣＣＫ８， 货号 ＭＡ０２１８）， 购自大连美伦生物技术有限
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公司； 一次性细胞嵌入皿 ２４ 孔 ８ μｍ （货号 ＴＣＳ００３０２４），
购自广州洁特生物过滤股份有限公司； 无 ＥＤＴＡ 胰蛋白酶

消化液 （货号 Ｔ１３５０）、 高效蛋白裂解液 （货号 Ｐ００１３Ｂ）、
蛋白酶抑制剂 ＰＭＳＦ （货号 ＳＴ５０５）、 ＢＣＡ 定量试剂盒 （货
号 ＰＣ００２０）、 制胶试剂丙烯酰胺 （２９ ∶ １， ３０％ 溶液） （货
号 ＢＬ５１３Ｂ）、 １０％ ＳＤＳ 溶液 （货号 Ｓ１０１０）、 ＡＰＳ、 １ ｍｏｌ ／ Ｌ
Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ （ｐＨ ６ ８， 货号 Ｔ１０２０）， 均购自北京索莱宝科技

有 限 公 司； ＰＶＤＦ 膜 （ 批 号 ＩＳＥＱ０００１０ ）， 购 自 美 国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司； 单克隆抗体 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ （货号 ６６２１９⁃１⁃Ｉｇ）、
Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ （货号 ６０３３５⁃１⁃Ｉｇ）、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ （货号 ６０３３０⁃１⁃Ｉｇ）
和 Ｂｃｌ⁃２ （货号 ６０１７８⁃１⁃Ｉｇ）， 均购自武汉三鹰生物技术有限

公司； 单克隆抗体 ＰＣＮＡ （货号 ＧＢ１１０１０）， 购自武汉塞维

尔生物科技有限公司； 多克隆抗体 Ｂａｘ （货号 ＹＴ０４５９）、
单克隆抗体 β⁃ａｃｔｉｎ （货号 ＡＰ００６０）， 购自安诺伦 （北京）
生物科技有限公司； 山羊抗兔 （货号 ＡＳ０１４）、 山羊抗鼠

二抗 （货号 ＡＳ００３） ， 购自武汉爱博泰克生物科技有限

公司； ＥＣＬ 超敏曝光液 （货号 ３６２２２ＥＳ６０） ， 购自武汉

聚能慧达生物有限公司； ＡｎｎｅｘｉｎＶ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 细胞凋亡检

测试剂盒 （货号 ４０３０２ＥＳ５０） ， 购自上海翊圣生物科技

有限公司。
２　 方法

２ １　 细胞培养 　 ＭＣＦ⁃７ 细胞培养于含 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ
培养基中 （３７ ℃、 ５％ ＣＯ２）， 待细胞汇合至 ９０％ 以上时胰

酶消化传代， 取生长状态良好的细胞用于后续实验。
２ ２　 ＣＣＫ⁃８ 实验检测细胞活力　 胰酶消化 ＭＣＦ⁃７ 细胞后离

心， 用含 １０％ ＦＢＳ 的培养基重悬制成细胞悬液， 按照每孔

３×１０３ 个细胞的密度进行计数， 铺于 ９６ 孔板上， 每个浓度

重复 ６ 次， 继续培养 ２４ ｈ， 分别用 １２ ５、 ２５、 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 木

犀草苷溶液处理， 以加入等体积 ＤＭＳＯ 的 ＤＭＥＭ 培养液

（即 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ）为对照组，加药后培养 ４８ ｈ，每孔加入 １００ μＬ
含 １０％ ＣＣＫ⁃８ 的 ＤＭＥＭ 培养基，放入培养箱中反应２ ｈ，采
用酶标仪检测在 ４５０ ｎｍ 波长处各孔光密度（ＯＤ）值。 以

０ μｍｏｌ ／ Ｌ为对照孔，只含 ＣＣＫ⁃８ 的 ＤＭＥＭ 培养基孔为调零

孔，计算存活率，存活率＝［（给药组 ＯＤ 值－调零孔 ＯＤ 值） ／
（对照组 ＯＤ 值－调零孔 ＯＤ 值）］×１００％ 。
２ ３　 克隆形成实验检测细胞存活情况 　 胰酶消化 ＭＣＦ⁃７
细胞后离心， 加入含血清培养基制成细胞悬液， 血球计数

板计数后按照每皿 ５００ 个细胞的密度接种于 ６ ｃｍ 的小皿

中。 继续培养 ５ ｄ 后， 分别用 １２ ５、 ２５、 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度的

木犀草苷溶液处理细胞， 以加入等体积 ＤＭＳＯ 的 ＤＭＥＭ 培

养液 （即 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 为对照组， 加药处理后继续培养。 在

第 １０ 天时吸出培养基， ４％ 多聚甲醛溶液固定 ３０ ｍｉｎ， 吸

出固定液后， ０ １％ 结晶紫溶液染色 １ ｈ （均在室温下进

行）， 双蒸水将多余结晶紫洗净， 将小皿放入烘箱内烘干，
拍照后计算克隆形成数。
２ ４　 流式细胞术检测 ＭＣＦ⁃７ 细胞凋亡率 　 取生长状态良

好的 ＭＣＦ⁃７ 细胞， 以每孔 ４×１０４ 个的密度接种于 ６ 孔板中，
培养 ２４ ｈ 后分别加入 １２ ５、 ２５、 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 木犀草苷溶液

处理细胞， 以加入等体积的 ＤＭＳＯ （即 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 为对照

组， 设置 ３ 组复孔， 在培养箱中继续培养 ４８ ｈ， 不含 ＥＤＴＡ
的胰酶消化细胞， 收集所有液体于离心管中， １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
（离心半径 ８ ｃｍ） 离心 ５ ｍｉｎ， 弃上清， ＰＢＳ 洗涤， 再离心

５ ｍｉｎ， 将细胞沉淀转入流式管中， 每管加入 １００ μＬ ｂｉｎｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ 重悬细胞， 再加入 ５ μＬ ＦＩＴＣ 染液、 １０ μＬ ＰＩ 染液，
轻轻混匀， 室温下染色 １５ ｍｉｎ， 将流式管放在冰上保存，
上流式细胞仪前再加入 ４００ μＬ ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 液混匀， 用流

式细胞仪检测各组细胞的凋亡情况， 计算总凋亡率， 总凋

亡率 ＝ 晚期凋亡率 （右上象限） ＋早期凋亡率 （右下

象限）。
２ ５　 划痕实验检测细胞迁移能力　 ＭＣＦ⁃７ 细胞按照每孔２×
１０５ 个细胞的密度接种于 ６ 孔板中， 放入培养箱培养， 待

细胞密度达 ９５％ 以上时， 在单层细胞上用 ２００ μＬ 移液器枪

头平行划 ３ 道痕， ＰＢＳ 振荡漂洗 ３ 次， 加入含不同浓度

（１２ ５、 ２５、 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 木犀草苷的无血清 ＤＭＥＭ 培养

液， 对照组加入含等体积 ＤＭＳＯ 的无血清 ＤＭＥＭ 培养液

（即 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ）。 分别在划痕 ０、 ４８ ｈ 后， 给药组在倒置显

微镜下随机选取 ５ 个视野进行拍照， 划痕宽度在 Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ
Ｐｌｕｓ 软件中测量， 计算相对迁移率， 相对迁移率＝ ［ （给药

组 ０ ｈ 划痕宽度－给药组 ４８ ｈ 划痕宽度） ／ （对照组 ０ ｈ 划

痕宽度－对照组 ４８ ｈ 划痕宽度） ］ ×１００％ 。
２ ６　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室法检测细胞侵袭能力　 按照 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶
和无血清 ＤＭＥＭ 培养基为 １ ∶ ８ 比例混匀后， 每个小室加

２００ μＬ 稀释液， 在 ３７ ℃培养箱中烘干 １ ｈ， 吸掉多余培养

基， 将 ＭＣＦ⁃７ 细胞重悬， 计数后按每室 ４×１０４ 个细胞的密

度取 ２００ μＬ 悬液滴于上室中， 对应的 ２４ 孔板下室每孔分

别加入含 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养基， 配制不同浓度

（１２ ５、 ２５ 和 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 木犀草苷溶液各 ８００ μＬ， 对照组

在有血清培养基中加入等体积 ＤＭＳＯ， ３６ ｈ 后用 ４％ 多聚甲

醛固定 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室 ３０ ｍｉｎ， 将固定液吸出， 加入 ０ １％
结晶紫溶液染色 １ ｈ， 清洗干净后放入烘箱烘干， 在显微镜

下拍照， 发现细胞染色较浅， 故又用结晶紫复染 ３０ ｍｉｎ，
重复以上操作。 每个浓度随机选取 ５ 个视野拍照计数。
２ ７　 计算机分子对接 　 从 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｄａｔａ Ｂａｎｋ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｗｗｗ． ｒｃｓｂ． ｏｒｇ ／ ） 数据库中下载 Ｃａｌｐａｉｎ⁃２ 蛋白晶体结构

（ＩＤ３ＢＯＷ）， 从 ＰｕｂＣｈｅｍ Ｃｏｍｐｏｕｎｄ 数据库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｐｃｃｏｍｐｏｕｎｄ ／ ） 下载木犀草苷三级结构，
将两者导进 ＳＹＢＹＬ 软件， 对蛋白晶体结构进行清除原结合

分子、 修复粘性末端、 加氢处理后， 以自动识别模式识别

蛋白活性口袋， 运用 ＤＯＣＫＩＮＧ 功能对接木犀草苷与

Ｃａｌｐａｉｎ⁃２ 的活性口袋， 根据结合打分判断分子与蛋白稳定

结合的可能性， 若在 ４～５ 分范围则可认为分子与蛋白能稳

定结合［１２］ 。
２ ８ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检 测 Ｃａｌｐａｉｎ⁃２、 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、
Ｍｃｌ⁃１、 ＰＣＮＡ、 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ 蛋白表达 　 用不同

浓度 （１２ ５、 ２５、 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 木犀草苷溶液处理 ＭＣＦ⁃７
细胞 ４８ ｈ 后， 吸出培养基， ＰＢＳ 洗 ２ 次， 加入预冷的含
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２％ ＰＭＳＦ 蛋白酶抑制剂的强效裂解液， 在冰上裂解细胞

１５ ｍｉｎ， １３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎ， 吸取蛋白上清液， 采用

ＢＣＡ 法， 以上样量 ３０ μｇ ／ １０ μＬ 进行定量， ３０ μｇ 蛋白用

１２％ 分离胶在 ８０ Ｖ 恒定电压下电泳 ３０ ｍｉｎ 后， 转为 １２０ Ｖ
继续电泳 １ ５ ｈ， ３００ ｍＡ 恒流 ２ ｈ， 将蛋白转至 ＰＶＤＦ 膜

上， ＴＢＳＴ 溶液新鲜配制 ５％ 牛奶室温封闭 ２ ｈ， 将 ＰＶＤＦ 膜

按照实验目的条带进行切膜并标记， 加入稀释倍数为 １ ∶
１ ０００ 的 一 抗 Ｃａｌｐａｉｎ⁃２、 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、 Ｍｃｌ⁃１、
ＰＣＮＡ、 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ、 β⁃ａｃｔｉｎ， 在 ４ ℃冰箱中孵

育过夜， 第 ２ 天用 ＴＢＳＴ 溶液洗涤 ３ 次， 每次 ２０ ｍｉｎ， 加入

稀释倍数为 １ ∶ ５ ０００ 的二抗， 在室温摇床中孵育 ２ ｈ，
ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次， 每次 １５ ｍｉｎ， 使用超敏 ＥＣＬ 曝光液于多功

能成像仪中进行曝光， 通过成像仪自带的软件测量条带的

灰度值后， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 灰度值为内参， 计算对应蛋白的相对

表达。
２ ９　 统计学分析 　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６ ０１ 软件进行处

理， 数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用多因素方差分析联

合 ＬＳＤ⁃ｔ 检验。 Ｐ＜０ ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３ １　 不同浓度木犀草苷对 ＭＣＦ⁃７ 细胞增殖的影响　 如图 １
所示， 与对照组 （０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 比较， 给药组 ＭＣＦ⁃７ 细胞增

殖率均降低 （Ｐ＜０ ０５）， 提示木犀草苷能抑制细胞增殖。
３ ２　 木犀草苷对 ＭＣＦ⁃７ 细胞克隆形成的影响 　 如图 ２ 所

示， 与对照组 （０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 比较， 给药组 ＭＣＦ⁃７ 细胞克隆

形成数目均降低 （Ｐ＜０ ０５）， 提示木犀草苷能抑制细胞克

隆形成能力。
３ ３　 木犀草苷对 ＭＣＦ⁃７ 细胞凋亡的影响 　 如图 ３ 所示，
１２ ５、 ２５、 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 木犀草苷溶液处理 ４８ ｈ 后， ＭＣＦ⁃７
细胞凋亡率分别为 （ ３ ３６ ± ０ ５８）％ 、 （ ８ ３５ ± ０ ２９）％ 、
　 　 　 　 　

注： 与对照组 （０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 比较，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 １ 　 不同浓度木犀草苷对乳腺癌细胞

ＭＣＦ⁃７增殖的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与对照组 （０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 比较，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ２　 木犀草苷对 ＭＣＦ⁃７克隆形成的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

（１１ ９１±０ ２１）％ 、 （１９ １８±１ ４９）％ ； 与对照组 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 比

较， 木犀草苷能使细胞凋亡率增加 （Ｐ＜０ ０５）； 木犀草苷

可上调 Ｂａｘ 蛋白表达， 下调 Ｍｃｌ⁃１、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达， 提示

木犀草苷可诱导细胞的凋亡。

注： 与对照组 （０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 比较，∗Ｐ＜０ ０５， ∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ３　 木犀草苷对 ＭＣＦ⁃７凋亡的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
９８５
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３ ４　 木犀草苷对 ＭＣＦ⁃７ 细胞迁移的影响　 如图 ４ 所示， 与

对照组 （０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 比较， 给药组 ＭＣＦ⁃７ 细胞相对迁移率

均降低 （Ｐ＜０ ０５）， 提示木犀草苷能抑制细胞迁移。

注： 与对照组 （０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 比较，∗Ｐ＜０ ０５， ∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ４　 木犀草苷对 ＭＣＦ⁃７ 细胞迁移的影响 （ ×４０， ｘ±ｓ，
ｎ＝３）

３ ５　 木犀草苷对 ＭＣＦ⁃７ 细胞侵袭的影响　 如图 ５ 所示， 与

对照组 （０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 比较， 给药组 ＭＣＦ⁃７ 细胞相对侵袭能

力均减弱 （Ｐ＜０ ０５）， 提示木犀草苷能抑制细胞侵袭。

注： 与对照组 （０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 比较，∗Ｐ＜０ ０５， ∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ５　 木犀草苷对 ＭＣＦ⁃７细胞侵袭的影响 （×１００， ｘ±
ｓ， ｎ＝３）

３ ６　 木犀草苷与 Ｃａｌｐａｉｎ⁃２ 蛋白的分子对接　 如图 ６ 所示，
木犀草苷能与 Ｃａｌｐａｉｎ⁃２ 活性口袋结合， 并被后者紧密包裹

在内， 对接打分 （Ｃ⁃ｓｃｏｒｅ） 为 ５ 分， 显示木犀草苷能稳定

结合 Ｃａｌｐａｉｎ⁃２ 蛋白。
３ ７ 　 木 犀 草 苷 对 Ｃａｌｐａｉｎ⁃２、 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、 Ｅ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ、 ＰＣＮＡ 蛋白表达的影响 　 如图 ７ 所示， 与对照组

（ ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ） 比 较， 给 药 组 Ｃａｌｐａｉｎ⁃２、 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、 ＰＣＮＡ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０ ０５）， Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白

表达升高 （Ｐ＜０ ０５）， 提示， 木犀草苷可能是通过靶向抑

制 Ｃａｌｐａｉｎ⁃２ 表达来抑制 ＭＣＦ⁃７ 细胞增殖、 迁移、 侵袭。
４　 讨论

乳腺癌是一类发病机制复杂且尚不明确的恶性肿瘤，

图 ６　 木犀草苷与 Ｃａｌｐａｉｎ⁃２蛋白的分子对接

注： 与对照组 （０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 比较，∗Ｐ＜０ ０５， ∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ７　 木犀草苷对 Ｃａｌｐａｉｎ⁃２、 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、
Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 ＰＣＮＡ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝
３）

由于其转移性高， 病死率呈逐年上升趋势， 并且越来越年

轻化［１３］ 。 目前， 乳腺癌的治疗主要采取手术、 放化疗、 内

分泌药物及分子靶向药物等系统治疗方法， 这些方法虽然

能够延长患者的生存期， 但因其毒副作用大以及预后较差，
患者复发转移率仍有 ３０％ ～ ４０％ ［１４］ 。 因此， 深入探索乳腺

癌的发病机制， 进一步寻找高效低毒抗乳腺癌的药物仍然

是目前研究的热点。
近年来， 中药以其多途径、 多靶点和毒副作用小等独

特的优势受到了国内外众多研究者的重视， 目前已有大量

关于中药及其有效成分抗乳腺癌的相关研究［３］ 。 黄恺飞

等［１５］ 研究发现黄酮类化合物汉黄芩素通过降低 ＩＣＡＭ⁃１、
ＭＭＰ⁃２ 和 ＭＭＰ⁃９ 的蛋白表达， 从而抑制乳腺癌细胞 ＭＤＡ⁃
ＭＢ⁃２３１ 的增殖、 迁移和侵袭。 多酚类化合物姜黄素通过下

调 ＭＭＰ⁃９ 的表达［１６］以及白藜芦醇通过逆转转化生长因子⁃
β１ （ＴＧＦ⁃β１） 诱导上皮细胞发生间质转化从而抑制 ＭＤＡ⁃
ＭＢ⁃２３１ 细胞的迁移［１７］ 。 高欢等［１８］ 研究发现萜类化合物雷

０９５
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公藤甲素通过激活 ＥＲＫ１ ／ ２ 而诱导 ＭＣＦ⁃７ 细胞发生自噬，
最终抑制其生长和增殖。 生物碱类辣椒素以及其它类总丹

参酮等中药有效成分均能影响 ＭＣＦ⁃７ 细胞的活力， 抑制其

迁移和侵袭， 诱导细胞凋亡［１９⁃２０］ 。
木犀草苷是一种存在于多种药用植物中的黄酮类化合

物， 已有研究证明其具有显著的抗肿瘤作用。 有研究表明，
从枯茗乙酸乙酯中提取出的木犀草苷成分， 具有很好的抗

肿瘤活性， 能有效抑制乳腺癌 ＭＣＦ⁃７、 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞

增殖［２１］ 。 Ｗｉｔｋｏｗｓｋａ⁃Ｂａｎａｓｚｃｚａｋ 等［２２］ 从菊科植物当中分离

出的木犀草苷单体化合物， 可通过抑制炎症因子 ＮＦ⁃κＢ 在

细胞核内的表达水平和 α⁃淀粉酶活性， 从而降低肝癌

ＨｅｐＧ⁃２ 细胞的存活率， 发挥抗癌作用。 Ｖｅｌｍｕｒｕｇａｎ 等［２３］ 研

究证明木犀草苷通过调节 ＭＭＰ⁃２ 的表达， 并抑制与细胞外

信号传导相关的激酶的表达和活性， 从而抑制口腔癌细胞

ＦａＤｕ 和 ＨＳＣ⁃３ 的迁移和侵袭。 还有研究表明木犀草苷能引

起非小细胞肺癌发生 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期周期阻滞以及自噬的发生，
从而发挥抗癌作用［２４］ 。

Ｃａｌｐａｉｎ⁃２ 是 Ｃａｌｐａｉｎｓ 家族的重要成员， 能促进肿瘤的

发生和发展， 包括肿瘤细胞的存活、 恶化和转移， 以及新

生血 管 的 形 成［２５］ 。 同 时， Ｃａｌｐａｉｎ⁃２ 的 水 解 底 物， 如

ｐａｘｉｌｌｉｎ、 ＦＡＫ、 催乳素和 ｓｐｅｃｔｒｉｎ 等， 能促进细胞骨架重

塑， 降低细胞粘附力， 增加 Ｃａｌｐａｉｎ⁃２ 的表达和活性， 最终

增强肿瘤细胞的迁移和侵袭能力［２６⁃２７］ 。 本研究通过计算机

分子对接技术发现木犀草苷可以稳定结合 Ｃａｌｐａｉｎ⁃２ 蛋白的

活性口袋； 蛋白质免疫印迹结果进一步说明不同浓度的木

犀草苷能够抑制 Ｃａｌｐａｉｎ⁃２ 的表达。
Ｂｃｌ⁃２ 蛋白家族包括促凋亡因子和抗凋亡因子， Ｐａｒｔｏｎ

等［２８］研究发现抑制促凋亡蛋白 Ｂａｘ 的表达， 增加抗凋亡蛋

白 Ｂｃｌ⁃２ 和细胞增殖蛋白 ＰＣＮＡ 的表达， 能促进乳腺癌的发

生和发展。 邱晓晓等［２９］运用血管紧张素转化酶抑制剂抑制

Ｃａｌｐａｉｎ⁃２ 的激活和蛋白表达， 从而降低 Ｂａｘ 蛋白表达量，
增加 Ｂｃｌ⁃２ 的蛋白表达， 最终抑制糖尿病老鼠心肌细胞的凋

亡。 此外， Ｍｃｌ⁃１ 也是 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白家族中重要的抗凋亡蛋白，
参与调控肿瘤细胞和正常组织细胞的存活［３０⁃３１］ 。 Ｙｏｕｎｇ
等［３２］研究发现， 使用Ｍｃｌ⁃１ 抑制剂能诱导乳腺癌细胞ＭＤＡ⁃
ＭＢ⁃４６８⁃２Ａ 凋亡， 并抑制 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１⁃２Ａ 的侵袭和肺转

移， 从而抑制乳腺癌的远处转移， 增强对抗肿瘤药物达沙

替尼的敏感性。 Ｓａｐｉｌｉ 等［３３］ 研究发现， Ｃａｌｐａｉｎ⁃２ 的激活和

蛋白表达上调能显著增加线粒体膜通透性， 诱导 Ｍｃｌ⁃１ 的

表达上调， 使肿瘤细胞对抗癌药物的耐药性增加。 本研究

发现木犀草苷可能通过靶向抑制 Ｃａｌｐａｉｎ⁃２， 使 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｍｃｌ⁃
１ 的蛋白表达下调， Ｂａｘ 蛋白的表达上调， 从而诱导乳腺癌

细胞 ＭＣＦ⁃７ 发生凋亡。
上皮间质转化 （ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ， ＥＭＴ）

是肿瘤细胞发生转移的重要过程， 其中 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 属于上

皮生物标记物， Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 属于间充质生物标记

物。 Ｃｈｅｎ 等［３４］研究发现， 使用 Ｃａｌｐａｉｎ⁃２ 的抑制剂或沉默

了 ＣＡＰＮ２ 基因后， 能使 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达上调， 同时降低

Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 的蛋白表达， 抑制肿瘤细胞的上皮间

质转化过程， 从而抑制乳腺细胞 ＭＣＦ⁃１０Ａ 的侵袭和迁移。
本研究发现木犀草苷能降低 Ｃａｌｐａｉｎ⁃２ 的蛋白表达， 同时促

进 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达， 并下调 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 和 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的蛋白

表达， 从而抑制乳腺癌细胞 ＭＣＦ⁃７ 的迁移和侵袭。 该结果

预示， 木犀草苷可能成为一种有效的抑制乳腺癌转移的中

药成分。
综上所述， 木犀草苷可能通过靶向调控 Ｃａｌｐａｉｎ⁃２ 从而

抑制乳腺癌细胞的增殖、 迁移和侵袭， 并促进乳腺癌细胞

的凋亡， 有望成为一种治疗乳腺癌的有效活性成分。
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