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摘要： 目的　 探究去甲泽拉木醛对人乳腺癌 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４３５ 细胞增殖和凋亡的影响。 方法　 ２、 ４、 ８ μｍｏｌ ／ Ｌ 去甲泽拉木

醛作用 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４３５ 细胞 ２４ ｈ 后， 在倒置显微镜下观察形态， ＭＴＴ 法检测细胞增殖情况， Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 双染法

检测细胞凋亡率， 通过 Ｈｏｅｃｈｓｔ 单染于荧光显微镜观察细胞凋亡形态， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂｃｌ⁃ｘＬ、 Ｂａｘ 蛋白表

达。 结果　 ２、 ４、 ８、 １２ μｍｏｌ ／ Ｌ 去甲泽拉木醛处理 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４３５ 细胞 ２４、 ４８ ｈ 后， 可呈浓度依赖性地抑制乳腺癌细

胞增殖 （Ｐ＜０ ０５）。 ２、 ４、 ８ μｍｏｌ ／ Ｌ 去甲泽拉木醛作用乳腺癌细胞 ２４ ｈ 后， 细胞凋亡率升高 （Ｐ＜０ ０５）， Ｂｃｌ⁃２、 Ｂｃｌ⁃
ｘＬ 蛋白表达下调 （Ｐ＜０ ０５）， Ｂａｘ 蛋白表达上调 （Ｐ＜０ ０５）。 结论　 去甲泽拉木醛可能通过下调 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂｃｌ⁃ｘＬ 蛋白表

达， 上调 Ｂａｘ 蛋白表达来诱导 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４３５ 细胞凋亡并抑制增殖。
关键词： 去甲泽拉木醛； 人乳腺癌 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４３５ 细胞； 增殖； 凋亡
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　 　 去甲泽拉木醛是从雷公藤根皮中分离出的酚性去甲基

三萜单体， 具有强烈的免疫抑制作用， 可通过抑制 Ｔ 细胞

转化和白介素 （ＩＬ） ⁃２ 活性等减轻肾移植动物模型的免疫

排斥反应［１］ 。 近年来体外研究发现， 去甲泽拉木醛具有抗

肿瘤活性， 对膀胱癌、 结直肠癌、 胰腺癌、 黑色素瘤、 胶

质瘤等肿瘤均有杀伤作用， 其作用机制涉及阻滞细胞周期、
诱导细胞凋亡和自噬等［２⁃９］ ， 但目前对该成分抑制乳腺癌的

研究较少。 本实验旨在研究去甲泽拉木醛对人乳腺癌

ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４３５ 细胞增殖的影响， 并初步探讨其诱导乳腺癌

细胞凋亡的作用机制。
１　 材料

１ １　 试剂与药物 　 去甲泽拉木醛 （黄色粉末， ９９ ９０％ 分

析纯， 批 号 ＨＹ⁃Ｎ０５８７， 美 国 ＭＣＥ 公 司 ）； 胎 牛 血 清

（ＦＢＳ， 批号 １６００００４４， 美国 Ｇｉｂｃｏ 公司）； 改良易格培养

基 （ＤＭＥＭ， 批号 Ｅ４０４０１）、 青霉素⁃链霉素双抗 （批号

Ｌ１１０ＫＪ）、 胰蛋白酶溶液 （批号 Ｓ３３０ＪＶ） （上海源培生物

科技股份有限公司）； 噻唑蓝 （ＭＴＴ， 批号 ＳＰ１０８０）、 二甲

基亚砜 （ＤＭＳＯ， 批号 ＳＨＢＨ２４４６Ｖ） （美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；
细胞裂解液 （批号 ６５０３５９５， 北京兰杰柯科技有限公司）；
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８ 染色液 （批号 Ｃ１０１８）、 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 细胞

凋亡检测试剂盒 （批号 Ｃ１０６２Ｍ） （上海碧云天生物技术有

限 公 司 ）； Ｂｃｌ⁃２ （ 批 号 ａｂ１８２８５８ ）、 Ｂｃｌ⁃ｘＬ （ 批 号

ａｂ３２３７０）、 Ｂａｘ （ 批 号 ａｂ３２５０３ ）、 ＧＡＰＤＨ 抗 体 （ 批 号

ａｂ８２４５） （英国 Ａｂｃａｍ 公司）。
１ ２　 细胞株　 人乳腺癌细胞株 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４３５ 购于中国科学

院上海生命科学研究院细胞库。
２　 方法

２ １　 细胞培养 　 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４３５ 细胞采用 ＤＭＥＭ 培养基

（含 １０％ ＦＢＳ、 １００ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素⁃链霉素双抗）， 置于

３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 饱和湿度恒温培养箱中培养， 细胞贴壁生长

至融合度 ８０％ ～ ９０％ 时胰蛋白酶消化传代， 取对数生长期

者用于实验。
２ ２　 药液制备　 准确称取去甲泽拉木醛粉末适量， ＤＭＳＯ
稀释至 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 在 ４ ℃下避光保存备用。 后续根据实

验要求加入含 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养基， 稀释成终浓度为

２、 ４、 ８ μｍｏｌ ／ Ｌ。
２ ３　 细胞形态学观察 　 取对数生长期 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４３５ 细胞，
制成单细胞悬液， 按 １ ０×１０６ ／ ｍＬ 的密度接种于 ６ 孔板中

培养 ２４ ｈ， 吸弃上清， 加入含 ２、 ４、 ８ μｍｏｌ ／ Ｌ 去甲泽拉木

醛的 １０％ ＦＢＳ 培养基干预， 设 １０％ ＦＢＳ 培养基为对照组，
孵育 ２４ ｈ， 在倒置显微镜下观察细胞形态变化。
２ ４　 ＭＴＴ 法检测细胞增殖 　 取对数生长期 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４３５
细胞， 制成密度为 １ ０×１０４ ／ ｍＬ 的单细胞悬液， 接种于 ９６
孔板， 每孔 １００ μＬ， 培养 ２４ ｈ， 细胞贴壁后分别加入 １、
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２、 ４、 ８、 １２ μｍｏｌ ／ Ｌ 去甲泽拉木醛， 设空白组、 阳性对照

组 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 顺铂）， 每组 ５ 个复孔， 孵育 ２４、 ４８ ｈ 后，
每孔加入 ５ ｍｇ ／ ｍＬ ＭＴＴ 液 ２０ μＬ， 孵育 ４ ｈ 后吸弃上清，
每孔加入 １５０ μＬ ＤＭＳＯ， 轻微振荡 １０ ｍｉｎ 使沉淀完全溶

解， 在 ４９０ ｎｍ 波长处检测光密度 （ ＯＤ） 值， 计算增

殖率。
２ ５　 流式细胞仪检测细胞凋亡　 将 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４３５ 细胞接种

于 ６ 孔板， ２、 ４、 ８ μｍｏｌ ／ Ｌ 去甲泽拉木醛处理 ２４ ｈ， 依次

加入 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ、 １０ μＬ ＰＩ， 混匀后室温避光孵

育 １５ ｍｉｎ， 上机检测细胞凋亡率。
２ ６　 Ｈｏｅｃｈｓｔ 染色法观察细胞凋亡　 按 “２ ４” 项下方法分

组给药， 干预 ２４ ｈ 后吸弃培养基， 洗涤， 加入固定液，
２０ ｍｉｎ后磷酸缓冲盐溶液 （ ＰＢＳ） 洗涤 ２ 次， 每孔加入

Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染色液， 避光孵育 ３０ ｍｉｎ， 吸弃染色液，
ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 在荧光倒置显微镜下观察拍照。
２ ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂｃｌ⁃ｘＬ、 Ｂａｘ 蛋白表达　 刮

取经 ２、 ４、 ８ μｍｏｌ ／ Ｌ 去甲泽拉木醛处理 ２４ ｈ 后的 ＭＤＡ⁃
ＭＢ⁃４３５ 细胞， 裂解， 离心收集上清， 测定蛋白浓度， 变性

后取等量总蛋白进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳

（ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）， 转膜封闭后， 加入相应一抗， 在 ４ ℃ 下孵

育过夜， 洗膜 ３ 次后在室温下孵育二抗 １ ｈ， 洗膜后凝胶成

像系统化学发光成像。 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件检测条带灰度值，
以 ＧＡＰＤＨ 为内参， 计算目的蛋白相对表达量。
２ ８　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ １９ ０ 软件进行处理， 数据以

（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　 去甲泽拉木醛对 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４３５ 细胞形态的影响　 对照

组 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４３５ 细胞贴壁生长， 细胞形态饱满， 呈多角形

细条状， 分布均匀， 细胞间连接紧密； 随着去甲泽拉木醛

浓度增加， 存活细胞数量明显下降， 细胞体积变小、 皱缩，
细胞间距增大， 失去贴壁特性， 悬浮死亡细胞数量逐渐增

多， 见图 １。

图 １　 各组 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４３５ 细胞形态 （×４０）

３ ２　 去甲泽拉木醛对 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４３５ 细胞增殖的影响 　 １、
２、 ４、 ８、 １２ μｍｏｌ ／ Ｌ 去甲泽拉木醛处理 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４３５ 细胞

２４、 ４８ ｈ 后均能抑制细胞增殖， 并呈浓度依赖性； 与空白

组比较， ２ μｍｏｌ ／ Ｌ 去甲泽拉木醛处理 ４８ ｈ 后及 ４、 ８、
１２ μｍｏｌ ／ Ｌ去甲泽拉木醛处理 ２４ ｈ 后细胞增殖率均降低 （Ｐ＜
０ ０５）， 并且高浓度效果优于顺铂组 （Ｐ＜０ ０５）， 见图 ２。

注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０ ０５； 与顺铂组比较，＃Ｐ＜０ ０５。

图 ２　 各组 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４３５ 细胞增殖率 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

３ ３　 去甲泽拉木醛对 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４３５ 细胞凋亡的影响　 对照

组 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４３５ 细胞染色均匀， 细胞核普遍淡染； 随着去

甲泽拉木醛浓度的增加， 细胞核固缩， 致密浓染的亮蓝色

细胞增多， 呈典型的凋亡形态学表现， 见图 ３。

图 ３　 各组 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４３５ 细胞凋亡情况 （×４０）

不同浓度去甲泽拉木醛作用于乳腺癌细胞 ２４ ｈ 后， 细

胞发生凋亡， 并且凋亡率呈剂量依赖性； 与对照组比较，
２、 ４、 ８ μｍｏｌ ／ Ｌ 去甲泽拉木醛细胞凋亡率升高 （Ｐ＜０ ０５），
见图 ４。
３ ４ 　 去甲泽拉木醛对 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４３５ 细胞 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂｃｌ⁃ｘＬ、
Ｂａｘ 蛋白表达的影响　 与对照组比较， ４、 ８ μｍｏｌ ／ Ｌ 去甲泽

拉木醛处理后 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４３５ 细胞 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂｃｌ⁃ｘＬ 蛋白表达下

调 （Ｐ＜０ ０５）， Ｂａｘ 蛋白表达上调 （Ｐ＜０ ０５）， 并呈剂量依

赖性， 见图 ５。

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０ ０５。

图 ４　 各组 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４３５ 细胞凋亡率 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０ ０５。

图 ５　 各组 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂｃｌ⁃ｘＬ、 Ｂａｘ 蛋白表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

４　 讨论

乳腺癌已成为我国女性中最常见的恶性肿瘤［１０⁃１１］ ， 手

术、 化疗、 放疗、 靶向治疗是目前乳腺癌的主要治疗手段。
中医药在乳腺癌治疗的增效减毒、 减轻相关症状方面具有

一定疗效［１２］ 。 中医学对乳腺癌的认识属于 “乳岩” “乳石

痈” “石奶” “奶岩” 等范畴， 国医大师周仲瑛教授认为

“癌毒” 是乳腺癌发生发展的关键因素， 肝郁气滞、 癌毒内

聚为基本病机， 治疗上多采用疏肝理气、 解毒化瘀散结为

主［１３⁃１４］ 。 中药雷公藤， 又名莽草、 断肠草、 南蛇根， 始载

于 《神农本草经》， 苦辛凉， 有大毒， 祛风除湿， 利水消

肿， 杀虫解毒， 主治头风、 痈肿、 乳肿、 疝瘕。 雷公藤提

取物雷公藤内脂醇、 雷公藤红素、 雷公藤甲素、 去甲泽拉

木醛均具有抗肿瘤作用［１５⁃１８］ 。 去甲泽拉木醛是 ２０ 世纪 ９０
年代从雷公藤根皮中分离的有效成分， 其毒性小于其他雷

公藤中的单体， 作用靶点亦有别于其他雷公藤提取物。 去

甲泽拉木醛能够强烈抑制脾细胞母细胞化， 抑制移植肾脏

的排斥作用， 并且效果优于雷公藤多苷［１９］ ； 其抗肿瘤效应

逐渐被国内外研究关注， 现有文献报道去甲泽拉木醛可通

过诱导细胞凋亡、 自噬等途径抑制胰腺癌、 结肠癌增殖并

增强化疗疗效［６⁃７］ 。
本研究 ＭＴＴ 结果表明去甲泽拉木醛能抑制乳腺癌细胞

增殖， 通过形态学观察发现肿瘤细胞呈细胞间接触消失、
细胞核固缩、 细胞膜仍完整等早期凋亡表现。 流式细胞仪

检测证实去甲泽拉木醛能诱导乳腺癌细胞凋亡， Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 实验发现去甲泽拉木醛能抑制 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂｃｌ⁃ｘＬ 蛋白表达，
促进 Ｂａｘ 蛋白表达， 并且该效应呈剂量依赖性。 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂｃｌ⁃
ｘＬ、 Ｂａｘ 均属于 Ｂ 细胞淋巴瘤 ／白血病⁃２ 蛋白家族， 其中

Ｂｃｌ⁃２、 Ｂｃｌ⁃ｘＬ 属于抗凋亡蛋白， Ｂａｘ 属于促凋亡蛋白。 Ｂｃｌ⁃
２ 被证实是最重要的抗凋亡蛋白， 其作用于线粒体、 内质

网、 核膜， 能阻滞线粒体细胞色素 Ｃ 释放发挥抗凋亡作用；
Ｂｃｌ⁃ｘＬ 结构域与 Ｂｃｌ⁃２ 类似， 是线粒体凋亡途径的关键抗凋

亡调节剂之一， 并与肿瘤细胞耐药相关； Ｂａｘ 是 Ｂｃｌ⁃２ 家族

的前凋亡蛋白， 在细胞死亡信号传递时， Ｂａｘ 快速转移到线

粒体， 构成跨线粒体外膜的孔， 引起膜电位降低和细胞色

素 Ｃ、 凋亡诱导因子的外流， 导致凋亡［２０⁃２１］ 。 据此， 综合

本研究结果， 推测去甲泽拉木醛可能通过上调促凋亡蛋白

Ｂａｘ 表达， 抑制抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂｃｌ⁃ｘＬ 表达来诱导人乳

腺癌 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４３５ 细胞凋亡。
综上所述， 去甲泽拉木醛是雷公藤根皮中含量较高的

三萜单体， 具有抑制免疫、 抗肿瘤效应， 存在一定的药物

开发利用价值。 本研究证实去甲泽拉木醛能通过影响 Ｂｃｌ⁃２
家族抗凋亡、 促凋亡蛋白表达的变化来诱导乳腺癌细胞凋

亡， 但其具体作用机制仍未明确， 需进一步深入研究揭示

其确切作用靶点。
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山楂黄酮通过抑制 ＲＯＳ ／ ＮＬＲＰ３ 信号通路对辐射损伤小鼠睾丸的保护
作用

郭　 娜１， 　 孙云朝２∗， 　 孙春霞１， 　 韩长辉１

［１． 河北省中医院肿瘤二科， 河北 石家庄 ０５００１１； ２． 河北省中医院外二科 （周围血管科）， 河北 石家庄

０５００１１］

收稿日期： ２０２１⁃０５⁃１８
基金项目： 河北省中医药管理局课题项目 （２０１６１６９）
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摘要： 目的　 探索山楂黄酮对辐射损伤小鼠睾丸细胞的保护作用。 方法　 ６０ 只小鼠随机分为正常组、 模型组、 阳性

药组 （２０ ｍｇ ／ ｋｇ 绒毛膜促性腺激素） 及山楂黄酮低、 中、 高剂量 （０ ２５、 ０ ５、 １ ｇ ／ ｋｇ） 组， 每组 １０ 只， 灌胃给予相

应药物， 连续 ２ 周。 实验第 １５ 天， 除正常组外， 其余组小鼠均采取一次性 Ｘ 射线全身均匀照射处理， 照射剂量为 ４ ０
Ｇｙ 致死剂量， 照射 ２４ ｈ 后脱颈处死小鼠并取睾丸组织。 小鼠精母细胞 （ＧＣ⁃２ ｓｐｄ） 分别给予低、 中、 高剂量 （１２ ５、
２５、 ５０ μｇ ／ ｍＬ） 山楂黄酮和阳性药物干预 ７２ ｈ 后， 再给予 １００ ｎｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ 和 ２ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＡＴＰ 处理 ４ ｈ。 ＥＬＩＳＡ 法检测组

织和细胞 ＲＯＳ、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１０、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１８ 水平， ＨＥ 染色观察睾丸组织病理变化， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测组织和

细胞 ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 蛋白表达。 结果　 山楂黄酮能降低睾丸组织和 ＧＣ⁃２ ｓｐｄ 细胞 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１８、 ＩＬ⁃１β 水平

和 ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 蛋白表达 （Ｐ＜０ ０１）， 升高 ＩＬ⁃１０ 水平 （Ｐ＜０ ０１）。 山楂黄酮能降低 ＧＣ⁃２ ｓｐｄ 细胞 ＲＯＳ 水平， 抑

制细胞凋亡。 结论　 山楂黄酮对辐射损伤小鼠睾丸具有一定的修复能力， 其作用机理可能与抑制 ＲＯＳ ／ ＮＬＲＰ３ 信号通

路调控睾丸细胞中促炎症细胞因子水平有关。
关键词： 山楂黄酮； 辐射损伤； ＮＬＲＰ３； ＲＯＳ； 炎症因子
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　 　 电离辐射可致机体生成自由基， 并诱导 ＤＮＡ 损伤， 由

此引发突变与致癌［１］ 。 有研究表明， 睾丸组织是电离辐射

最敏感的器官之一， 长期电离辐射会导致生殖系统损伤和精

子生成障碍等［２］。 电离辐射通过中性粒细胞浸润、 活性氧

（ＲＯＳ） 积聚、 细胞离子稳态的解除、 细胞死亡以及随后的

炎症反应对组织造成进一步的损伤［３］。 研究表明睾丸损伤的

早期和晚期， 由于腺苷酸环化酶活性和细胞内 ｃＡＭＰ 水平降

低， 而产生自由基， 并可能触发细胞死亡的机制［３⁃４］。
ＮＬＲｓ 是一个细胞内传感器的大蛋白家族， 其中 ＮＯＤ

样受体 ３ （ＮＬＲＰ３） 炎症小体最具有特征［５］ 。 体外实验表
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