
论著·基础研究　　ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１４．２１．０２２

紫苏油诱导人乳腺癌细胞系 ＭＣＦ７凋亡的研究


杜雨柔１，赵菊梅２，张生军１，李　建
１，刘敏丽３

（１．延安大学附属医院普外科，陕西延安７１６０００；２．延安大学医学院药理学教研室，陕西延安７１６０００；

３．延安大学医学院病理学教研室，陕西延安７１６０００）

　　摘　要：目的　探讨紫苏油对人乳腺癌系 ＭＣＦ７细胞的生长抑制和凋亡诱导作用，为开发紫苏油进行抗肿瘤提供理论基础。

方法　用不同稀释度的紫苏油处理人乳腺癌细胞系 ＭＣＦ７，做肿瘤细胞生长抑制的噻唑蓝（ＭＴＴ）实验，Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８与碘化丙

啶（ＰＩ）染色荧光显微镜观察凋亡细胞的核形态改变，流式细胞术检测细胞凋亡率和凋亡峰。结果　紫苏油对人乳腺癌细胞系

ＭＣＦ７的增殖有抑制作用，并有时间和浓度依赖性，而同类的大豆油没有此作用。用Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８和ＰＩ染色观察到典型的凋亡

细胞的核形态学改变。流式细胞术检测到细胞凋亡率随时间和紫苏油浓度的增加而增加。结论　紫苏油具有抑制人乳腺癌

ＭＣＦ７细胞增殖和诱导细胞凋亡的作用，提示其有可能作为一种抗肿瘤药物应用于临床。
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　　紫苏油是从唇形科药用植物紫苏（Ｐｅｒｉｌｌａｆｒｕｔｅｓｃｃｎｓ）的种

籽中提取得到的一种天然油脂，含α亚麻酸、棕榈酸、亚油酸、

油酸、硬脂酸、维生素Ｅ，１８种氨基酸及多种微量元素，具有多

种生物活性［１２］。研究发现，紫苏油能明显抑制实验大鼠乳腺

癌的发生，延缓大鼠乳腺癌的发生时间，降低乳腺癌的发生

率［３］。本文研究了紫苏油诱导人乳腺癌细胞系 ＭＣＦ７凋亡和

抑制 ＭＣＦ７细胞增殖的作用。

１　材料与方法

１．１　材料　人乳腺癌细胞系 ＭＣＦ７购自中国科学院上海生

命科学研究院细胞资源中心，ＭＥＭ 细胞培养基购自Ｇｉｂｃｏ公

司（用前添加 ＮａＨＣＯ３１．５ｇ／Ｌ，丙酮酸钠０．１１ｇ／Ｌ和０．０１

ｍｇ／ｍＬ胰岛素），优质胎牛血清购自杭州四季青生物工程材料

有限公司（用前在水浴箱中５６℃，３０ｍｉｎ灭活），二甲基亚砜

（ＤＭＳＯ）、噻唑蓝（ＭＴＴ）、碘化丙啶（ＰＩ）和 Ｈｏｃｈｅｓｔ３３５２８试

剂购自Ｓｉｇｍａ公司，紫苏油由延安市农业科学研究所育种的高

产紫苏的种子经榨取而得，经农业部油料及制品质量监督检验

测试中心分析鉴定，流式细胞仪为美国ＢＤ公司产品，荧光倒

置显微镜及复合倒置显微镜均为奥林帕斯产品。酶标检测仪

为美国Ｂｉｏ公司产品。

１．２　细胞复苏与培养　从液氮中取出冻存的人乳腺癌细胞系

ＭＣＦ７，迅速置于３７℃水浴融化，用 ＭＥＭ 培养基洗涤１次。

细胞在含１０％胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素及１００μｇ／ｍＬ链

霉素的 ＭＥＭ培养基中，在５％ＣＯ２、饱和湿度和３７℃条件下

常规培养，每２～３天传代１次，细胞生长至对数生长期时加药

后做细胞增殖抑制与凋亡诱导试验。

１．３　紫苏油处理人乳腺癌细胞系 ＭＣＦ７　对数生长期的人乳

腺癌细胞系ＭＣＦ７，以１×１０５／ｍＬ的密度接种于９６孔板，每孔

０．１ｍＬ细胞悬液。５％ＣＯ２ 培养箱３７℃培养２４ｈ，弃去培养

液。用 ＭＥＭ 培 养 基 稀 释 紫 苏 油 （５、１０、２０、４０、８０、１６０

μｇ／ｍＬ），将含有不同稀释度的紫苏油分别加入培养孔，每个浓
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表１　　紫苏油对人乳腺癌 ＭＣＦ７细胞增殖与活力的抑制作用的 ＭＴＴ试验测定结果

种类 浓度（μｇ／ｍＬ）
犗犇４９０值（狓±狊）

２４ｈ ４８ｈ

抑制率（％）

２４ｈ ４８ｈ

紫苏油 ０ ０．８７６±０．０３１ ０．８６８±０．０３３ ０．００ ０．００

５ ０．６７０±０．０２２ａ ０．６８３±０．０２５ａ ０．２３ ０．２１

１０ ０．６６５±０．０２３ａ ０．６０５±０．０２０ａｂ ０．２４ ０．３０

２０ ０．５３２±０．０１８ａｂ ０．５１１±０．０１９ａｂ ０．３９ ０．４１

４０ ０．４０３±０．０１８ａｂ ０．３５９±０．０１７ａｂ ０．５４ ０．５９

８０ ０．２９６±０．０１６ａｂ ０．２８６±０．０１８ａｂ ０．６６ ０．６７

１６０ ０．２５３±０．０１７ａｂ ０．２４５±０．０１９ａｂ ０．７１ ０．７２

大豆油 ８０ ０．８２９±０．０２７ ０．８１２±０．０２４ ０．０５ ０．０６

　　ａ：犘＜０．０５，与紫苏油浓度０μｇ／ｍＬ比较；
ｂ：犘＜０．０５，与前一浓度组比较。

度设５个复孔，以不加紫苏油的细胞孔做正常对照，以只含

ＭＥＭ细胞培养基的孔作为空白对照，在３７℃、５％ ＣＯ２、饱和

湿度的无菌条件下培养。用以上同样方法以８０μｇ／ｍＬ的大

豆油处理 ＭＣＦ７细胞作对比研究（亦设５个复孔）。

１．４　人乳腺癌细胞系 ＭＣＦ７生长抑制的 ＭＴＴ试验　按以上

方法处理２４ｈ后的人乳腺癌细胞系 ＭＣＦ７用ＰＢＳ洗３遍，加

入５％ ＭＴＴ溶液，２０μＬ／孔，置３７℃、５％ＣＯ２ 饱和湿度的培

养箱培养４ｈ后，吸去含 ＭＴＴ的上清液，每孔加入１５０μＬ

ＤＭＳＯ，水平振荡器缓慢振荡１０ｍｉｎ，使结晶充分溶解（实验

孔），用酶标仪在５７０ｎｍ波长处读取犗犇值。以无菌蒸馏水做

调零孔，以没有用紫苏油处理（只有 ＭＥＭ细胞培养基）的人乳

腺癌细胞系 ＭＣＦ７和人肺癌细胞株Ａ５４９孔的犗犇值为１００％

对照，取５个复孔的算术平均值绘制曲线。用以下公式计算细

胞增殖抑制率：细胞增殖抑制率＝（正常对照孔平均犗犇 值－

试验孔平均犗犇值）／正常细胞对照孔平均犗犇值。

１．５　用 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８与ＰＩ染色　将对数生长期的人乳腺

癌细胞系 ＭＣＦ７用０．２５％胰蛋白酶消化，以１×１０５／ｍＬ的密

度接种于６孔培养板中，２ｍＬ／孔，置３７℃５％ＣＯ２ 饱和湿度

培养箱培养２４ｈ至细胞单层铺满孔底８０％左右，弃去培养液，

把用 ＭＥＭ培养基稀释的紫苏油加入培养孔（终浓度为３０

μｇ／ｍＬ），以不加紫苏油的细胞孔做正常对照，５％ ＣＯ２ 培养箱

培养２４ｈ后收集细胞，按照试剂盒说明书进行 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８

的染色。用激发紫外光的荧光显微镜观察细胞核的形态改变。

将对数生长期的人乳腺癌细胞系 ＭＣＦ７以１×１０５／ｍＬ的

密度接种于６孔培养板中，２ｍＬ／孔，置５％ ＣＯ２ 培养箱培养

２４ｈ，弃去培养液，把用 ＭＥＭ 细胞培养基稀释的紫苏油加入

培养孔（终浓度３０μｇ／ｍＬ），以不加紫苏油的细胞孔做正常对

照，３７℃５％ＣＯ２ 饱和湿度培养箱培养４８ｈ后收集细胞，以

５００～１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃去上清液，用２ｍＬＰＢＳ洗１

次，加入５００μＬ冰预冷的７０％乙醇，４℃固定１ｈ，离心弃固定

液，ＰＢＳ３ｍＬ重悬细胞，加入５０ｍｇ／ｍＬ的ＰＩ染料１ｍＬ，充

分混匀，室温避光染色３０ｍｉｎ。用激发氩离子激光的荧光显微

镜观察细胞核的形态改变。

１．６　流式细胞术检测紫苏油处理后人乳腺癌 ＭＣＦ７细胞凋

亡率　对数生长期的人乳腺癌细胞系 ＭＣＦ７以１×１０
５／ｍＬ的

密度接种于６孔培养板中，２ｍＬ／孔，待细胞贴壁良好后，弃去

原培养液，加入用 ＭＥＭ细胞培养基稀释的不同浓度的紫苏油

（１０、２０、４０ｇ／ｍＬ），并设立空白对照组，继续培养２４、４８ｈ后，

每个时间点收集１×１０６ 个细胞，５００～１０００ｒ／ｍｉｎ离心５

ｍｉｎ，弃去上清液，用ＰＢＳ洗２次。加入５００μＬ冰预冷的７０％

乙醇，４℃固定１ｈ，离心弃固定液，ＰＢＳ３ｍＬ重悬细胞，分别

加入ＰＩ溶液１ｍＬ，充分混匀，室温避光孵育３０ｍｉｎ，用流式细

胞仪检测细胞凋亡率，测３次取平均值。用未加紫苏油的

ＭＣＦ７细胞作正常对照。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件对数据进行统计学处

理，数据以狓±狊表示，组间比较用狋检验，以犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　紫苏油对人乳腺癌细胞 ＭＣＦ７的增殖抑制作用　ＭＴＴ

检测结果显示，用紫苏油处理人乳腺癌 ＭＣＦ７细胞２４、４８ｈ

后，明显地抑制了其增殖活性，而且，随着药物浓度的增加，细

胞生长的抑制现象表现出显著增强的趋势，见表１，而同类的

大豆油没有出现抑制 ＭＣＦ７细胞增殖的作用。

２．２　紫苏油处理后的 ＭＣＦ７细胞用 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８和ＰＩ染

色的细胞形态学改变　ＭＣＦ７细胞用紫苏油处理２４ｈ后，经

Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色，在荧光显微镜下观察，不同浓度药物组均

可见细胞核固缩、染色不均匀、边缘化和核碎片、蓝色荧光增强

等细胞凋亡的形态学改变，对照组细胞核未出现核固缩或核碎

片，呈均匀的亮蓝色，二者比较有明显的不同，见图１。处理４８

ｈ后，在倒置显微镜下观察，即可发现细胞发生了明显的形态

改变，随即用ＰＩ染色，在荧光显微镜下观察细胞核形态学改

变，发现处理后的细胞胞体皱缩，胞核浓染，染色体凝聚、碎裂，

与对照组比较有明显的不同，见图２。

　　Ａ：未加药；Ｂ：加药后。

图１　　人乳腺癌 ＭＣＦ７细胞用紫苏油处理２４ｈ后

Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色的荧光显微镜形态

２．３　紫苏油处理后的 ＭＣＦ７细胞用流式细胞术检测的凋亡
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率　人乳腺癌细胞系 ＭＣＦ７被不同浓度的紫苏油（１０、２０、４０

μｇ／ｍＬ）处理，在２４、４８ｈ后作流式细胞仪检测，各浓度药物组

人乳腺癌 ＭＣＦ７细胞的凋亡率与对照组比较，差异有统计学

意义（犘＜０．０５），凋亡率随浓度的增加和时间的延长而升高，

见表２。

　　Ａ：未加药；Ｂ：加药后。

图２　　紫苏油处理人乳腺癌 ＭＣＦ７细胞４８ｈ后

ＰＩ染色的荧光显微镜形态

表２　　紫苏油处理人乳腺癌 ＭＣＦ７细胞后流式细胞检测的

　　　　　细胞凋亡率（狓±狊，％）

紫苏油（μｇ／ｍＬ） ２４ｈ ４８ｈ

４０ ５４．３２±２．７４ａ ６３．１６±２．６８ａ

２０ ４３．７６±２．９０ａ ５７．４２±２．６５ａ

１０ ２０．７７±２．５９ａ ３２．７０±２．４６ａ

０ ４．３８±１．９３ ５．６３±２．０７

　　：犘＜０．０５，与紫苏油浓度０μｇ／ｍＬ比较。

３　讨　　论

紫苏为唇形科一年生草本植物，又名香苏、苏麻、苏草、桂

箆等，在我国各地均有分布。紫苏的成熟种子叫紫苏子，亦称

苏子、黑苏子、野麻子、铁苏子等。中医学认为，紫苏具有降气

消痰、平喘、润肺的功效［４］。根据现有资料，紫苏子的成分中含

４５．３％的脂肪油、４２．６％的亚油酸、２２．４％的α亚麻酸，还含有

维生素Ｂ１ 和多种氨基酸类化合物
［５］。

研究发现，紫苏油能明显地抑制化学致癌剂二甲基苯蒽

（ＤＭＢＡ）所致乳腺癌的发病率，抑制皮下移植瘤所致的乳腺癌

的发生，减少肿瘤的质量与体积，推迟肿瘤出现的时间［６７］。紫

苏油还对肾癌、结肠癌有较明显的抑制作用［８１２］，并能抑制腹

水瘤在肺中的转移［１３］。

紫苏油的抗癌机制尚不明了，但有文献指出，可能为紫苏

油中的某种成分或多种成分协同作用增强了机体免疫系统的

功能，清除了血中氧化应激产生的氧自由基，抑制了肿瘤细胞

的增殖。紫苏油对结肠癌抑制作用的机制可能是降低了结肠

黏膜鸟氨酸脱羧酶的活性，降低了结肠肌对肿瘤促进剂结肠上

皮细胞磷脂膜中脂肪酸的敏感性［８］。诱导肿瘤细胞凋亡也可

能是紫苏油抗癌的一种机制，已有研究发现，紫苏油纳米乳能

诱导小鼠乳腺癌ＥＭＴ６细胞凋亡
［１４］。

延安市有几个县盛产野生白紫苏，本实验采用的是由延安

市农业科学研究所从该所育种的高产紫苏的种子榨取而得的

紫苏油，该紫苏油样品经农业部油料及制品质量监督检验测试

中心做过分析鉴定，检测结果显示 α亚麻酸 ５６．１４％ ～

６４．８２％、酸值（ＫＯＨ）１．６ｍｇ／ｋｇ、过氧化值３．０ｍｍｏｌ／ｋｇ。本

实验探讨了该紫苏油样品诱导人乳腺癌细胞系 ＭＣＦ７凋亡和

抑制增殖的作用。研究结果显示，紫苏油对人乳腺癌细胞系

ＭＣＦ７有抑制增殖和诱导凋亡的作用。

在前期研究中探讨了紫苏油对ＤＭＢＡ诱发的大鼠乳腺癌

的作用。结果发现紫苏油能明显地推迟大鼠乳腺癌的发生时

间，抑制大鼠乳腺癌的发生，降低肿瘤发生率。其作用机制可

能为：紫苏油中的有效成分α亚麻酸等能清除大鼠体内氧化应

激产生的氧自由基，增强荷瘤鼠免疫系统的功能，抑制肿瘤细

胞的增殖［３］。本实验发现紫苏油能抑制人乳腺癌细胞系

ＭＣＦ７增殖并诱导其凋亡，而同类的大豆油没有这一作用。这

一发现深化和补充了前期进行的工作，增加了对紫苏油抗癌作

用进行深入研究的必要性，提升了紫苏油的开发价值。本研究

发现，ＭＣＦ７细胞经紫苏油处理２４ｈ后用 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染

色，即可看到凋亡的形态学改变；处理４８ｈ后用ＰＩ染色，可显

示 ＭＣＦ７细胞发生凋亡的较晚期表现。ＭＣＦ７细胞被不同浓

度的紫苏油处理后在不同时间段作流式细胞仪检测，发现细胞

凋亡率随浓度的增加和时间的延长而升高，表明紫苏油诱导

ＭＣＦ７凋亡的作用具有剂量与时间依赖性。

今后的工作，一方面是研究紫苏油诱导细胞凋亡的作用机

制，另一方面是要提取分离和鉴定紫苏油中抑制肿瘤细胞增殖

和诱导肿瘤细胞凋亡的有效成分。提取分离鉴定有效成分的

工作量虽然很大，但是如果最终能够在紫苏油中得到一种或几

种能诱导人乳腺癌细胞凋亡并抑制肿瘤细胞增殖的有效成分，

这对预防和治疗乳腺癌将是一个很大的贡献。
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进一步对茶黄素在急性炎症中体内、外研究，茶黄素有可能作

为一种有价值、有潜力的抗感染药物。
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