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　　摘　要：目的　探讨荜茇明碱（ＰＬ）对人乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞增殖、凋亡的影响及作用机制。方法　体外培养人乳腺癌

ＭＤＡＭＢ２３１细胞；采用活细胞计数试剂盒（ＣＣＫ８）法检测不同浓度的ＰＬ对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞增殖的影响；流式细胞术检测

ＰＬ对细胞凋亡的影响；蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）法检测ＰＬ对ＭＤＡＭＢ２３１细胞Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋白表达水平的影响。结果　

ＰＬ抑制 ＭＤＡＭＢ２３１细胞增殖，并呈现出浓度、时间依赖性。ＰＬ诱导 ＭＤＡＭＢ２３１细胞凋亡，而乙酰Ｌ半胱氨酸则抑制了

ＰＬ诱导的细胞凋亡。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果提示随着ＰＬ浓度的增加，Ｂａｘ的表达逐渐增加，而Ｂｃｌ２的表达逐渐减少。结论　ＰＬ对

人乳腺癌ＭＤＡＭＢ２３１细胞有明显的生长抑制和诱导凋亡作用，其机制可能与Ｂｃｌ２蛋白表达的减少和Ｂａｘ蛋白表达增加有关。
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　　荜茇明碱（ｐｉｐｌａｒｔｉｎｅ，ＰＬ）是从胡椒科植物荜茇根中分离

得到的生物碱类化合物，具有诸如镇痛、镇静、抗血小板凝集、

抗真菌、抗血吸虫、抗焦虑以及抗抑郁等多种生理及药理活

性［１４］。近年来研究发现，ＰＬ对多种肿瘤细胞具有特异性的细

胞毒作用，可显著抑制多种人类肿瘤细胞的生长增殖，诱导肿

瘤细胞凋亡，而对正常细胞没有明显毒性作用［５８］。然而，目前

有关ＰＬ抗乳腺癌的具体作用机制仍不太清楚。本研究旨在

研究ＰＬ对乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞增殖、凋亡的影响及可

能机制，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　人乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１购自中科院上海细

胞库。采用含１０％胎牛血清（ＦＢＳ）的高糖ＤＭＥＭ完全培养液

（内含青链霉素１００Ｕ／ｍＬ），置于含５％ ＣＯ２、３７℃恒温培养

箱中培养，为单层贴壁生长。每２～３天传代１次，取对数生长

期细胞进行实验。

１．２　试剂与仪器　ＰＬ：分子式Ｃ１７Ｈ１９ＮＯ５，相对分子质量３１７．

３４，由华东师范大学化学化工学院合成（纯度大于９９％）。用二

甲亚砜（ＤＭＳＯ）配成浓度为５ｍｍｏｌ／Ｌ的储备液，过滤除菌，置

于－２０℃冰箱保存。使用时用无血清培养基逐级稀释至设定

实验浓度（ＤＭＳＯ 浓度小于０．１％）。高糖 ＤＭＥＭ 培养基、

０．２５％胰酶、磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）、青链霉素溶液为ＧＩＢＣＯ公

司产品；ＦＢＳ购于杭州四季青生物工程材料有限公司；活细胞计

数试剂盒（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８，ＣＣＫ８）购自日本株式会社同仁化

学研究所；ＤＭＳＯ、ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡检测试剂盒为南京

凯基公司产品；乙酰Ｌ半胱氨酸（ＮＡｃｅｔｙｌＬｃｙｓｔｅｉｎｅ，ＮＡＣ）、

Ｂｒａｄｆｏｒｄ蛋白浓度测定试剂盒为碧云天生物工程公司产品。

Ｂｃｌ２／Ｂａｘ鼠抗人单克隆抗体、βａｃｔｉｎ羊抗鼠单克隆抗体、辣根

过氧化酶（ＨＲＰ）标记羊抗鼠单克隆抗体均购于ＳａｎｔａＣｒｕｚ公

司。其余为国产分析纯试剂。主要仪器有酶标仪（Ｔｈｅｒｍｏ公

司），流式细胞仪（ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ，美国库尔特公司）。

１．３　方法

１．３．１　ＣＣＫ８法检测ＰＬ对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的增殖抑制

率　将 ＭＤＡＭＢ２３１细胞用０．２５％的胰酶消化，制备成单细

胞悬液，以５×１０４ 个／ｍＬ的密度接种到９６孔培养板，每孔

１００μＬ，培养２４ｈ后，更换培养液，加入１．０、２．５、５．０和１０．０

μｍｏｌ／Ｌ的ＰＬ细胞培养液２５０μＬ。每一浓度设５个复孔，

４０３４ 重庆医学２０１４年１１月第４３卷第３２期
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表１　　不同浓度的ＰＬ对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的增殖抑制率（狓±狊，狀＝３）

组别
２４ｈ

犃值 增殖抑制率（％）

４８ｈ

犃值 增殖抑制率（％）

７２ｈ

犃值 增殖抑制率（％）

空白对照组 － ０．０６３±０．０１０ － ０．０７６±０．０１５ － ０．０９２±０．０２１ －

溶剂对照组 ０．１％ ＤＭＳＯ １．３６５±０．４４２ － １．６０５±０．０２３ － １．９３２±０．０１３ －

ＰＬ组 １．０μｍｏｌ／Ｌ １．２５４±０．０１７ ８．５２ １．３６６±０．０９４ １５．６２ １．４２５±０．０３７ ２７．５６

２．５μｍｏｌ／Ｌ １．０８４±０．０５２ ２１．５８ １．１５６±０．０３３ ２９．３５ １．０３７±０．２３０ ４８．６４

５．０μｍｏｌ／Ｌ ０．９２０±０．０２３ ３４．１８ ０．９９２±０．０５６ ４０．１２ ０．８０３±０．０９１ ６１．３４

１０．０μｍｏｌ／Ｌ ０．４７５±０．０４６ ６８．３６ ０．４６５±０．０２８ ７４．５５ ０．４５７±０．０３６ ８０．１６

　　－：表示此项无数据。

加药后的细胞继续培养２４、４８或７２ｈ。于实验终止前４ｈ，每

个孔内加入１０μＬ的ＣＣＫ８试剂，将９６孔板置培养箱内培养４

ｈ，在４５０ｎｍ波长处用酶联免疫检测仪测定各孔吸光度（犃）

值。溶剂对照组：加入相同体积含终浓度为０．１％ ＤＭＳＯ 的

完全培养基；空白对照组：不加细胞只加培养基。比色时以空

白孔调零。各药物浓度重复３次，细胞相对增殖抑制率＝［１－

（ＰＬ组犃值－空白对照组犃值）］／（溶剂对照组犃值－空白对

照组犃值）×１００％。

１．３．２　流式细胞术检测细胞凋亡　取对数生长期细胞，用

０．２５％的胰酶消化细胞，调整细胞密度，约５×１０５ 个／ｍＬ，接

种于６孔培养板中，贴壁培养２４ｈ后，每孔１ｍＬ，实验分为３

组：（１）对照组（仅含ＤＭＳＯ和细胞的培养液）；（２）ＰＬ组，药物

浓度为５μｍｏｌ／Ｌ；（３）ＰＬ＋ＮＡＣ组，用抗氧化剂ＮＡＣ３ｍｍｏｌ／

Ｌ预孵育１ｈ后加入５μｍｏｌ／ＬＰＬ孵育细胞４８ｈ。每组设３个

复孔。０．２５％胰酶消化，离心，重悬，ＰＢＳ液洗涤２遍，收集各

组细胞，经ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和ＰＩ双染色，流式细胞仪检测细

胞凋亡率。以上实验重复３次。

１．３．３　蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）法检测Ｂａｘ和Ｂｃｌ２蛋白

的表达　不同浓度ＰＬ分别作用细胞４８ｈ后，收集细胞，预冷

的ＰＢＳ洗２遍，离心。加适量预冷的细胞裂解液，置于冰上裂

解３０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ于４℃离心２０ｍｉｎ，取上清液备用。

按照Ｂｒａｄｆｏｒｄ蛋白浓度测定试剂盒测定蛋白，并调整各组蛋

白质量浓度一致。蛋白提取物经定量后，各组取等量蛋白加入

等量１０％十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）

上样缓冲液，并置９５～１００℃沸水中变性５ｍｉｎ，行ＳＤＳＰＡＧＥ

垂直电泳。电转聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜，丽春红染色观察转

膜情况。加５％的脱脂奶粉于４℃冷库封闭过夜，ＴＢＳＴ缓冲

液洗膜１．５ｈ后加一抗Ｂｃｌ２，Ｂａｘ鼠抗人单克隆抗体，内参照

βａｃｔｉｎ羊抗鼠单克隆抗体（均为１∶１０００稀释），过夜孵育，

ＴＢＳＴ洗膜１．５ｈ后加 ＨＲＰ标记羊抗鼠ＩｇＧ二抗，３７℃孵育

１ｈ，ＴＢＳＴ 洗膜 ４０ｍｉｎ后 ＥＣＬ试剂显色、曝光，并翻拍成

照片。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，采用狋检验，检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＰＬ对人乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞增殖的影响　不同浓

度的ＰＬ处理 ＭＤＡＭＢ２３１细胞２４、４８、７２ｈ，各浓度组在不

同时间点的增殖抑制率与溶剂对照组相比较，差异均有统计学

意义（犘＜０．０５），见表１、图１。

２．２　ＰＬ对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞凋亡的影响　ＰＬ作用４８ｈ后

可检测到明显的细胞凋亡，凋亡率（２４．７０±１．６２）％，与对照组

凋亡率（２．２０±０．３５）％相比较，两者差异有统计学意义（犘＜

０．０５）；ＰＬ＋ＮＡＣ组的凋亡率为（９．５０±０．９８）％，明显低于ＰＬ

组的凋亡率，两者差异有统计学意义（犘＜０．０５），见图２、３。

　　ＩＲ：增殖抑制率。

图１　　增殖抑制率随浓度和时间的变化

　　Ａ：对照组；Ｂ：ＰＬ组；Ｃ：ＰＬ＋ＮＡＣ组。

图２　　各组细胞凋亡情况 （狓±狊，狀＝３）

　　ＡＲ：细胞凋亡率。

图３　　各组细胞凋亡情况

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔ检测Ｂａｘ及Ｂｃｌ２蛋白的表达水平　随着

ＰＬ浓度的增加，Ｂｃｌ２蛋白表达减弱，Ｂａｘ蛋白表达增强，各浓

度组细胞的Ｂｃｌ２与Ｂａｘ的灰度比值之间差异有统计学意义

（犘＜０．０５），见图４、表２。

　　Ａ：ＰＬ０μｍｏｌ／Ｌ组；Ｂ：ＰＬ２．５μｍｏｌ／Ｌ组；Ｃ：ＰＬ５．０μｍｏｌ／Ｌ组；

Ｄ：ＰＬ１０．０μｍｏｌ／Ｌ组。

图４　　ＰＬ对Ｂａｘ和Ｂｃｌ２蛋白表达情况的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔ

检测结果
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表２　　ＰＬ对Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白表达的影响（狓±狊，狀＝３）

组别 Ｂｃｌ２ Ｂａｘ Ｂｃｌ２／Ｂａｘ

ＰＬ０μｍｏｌ／Ｌ组 １．９８±０．０５ ０．３６±０．０３ ５．５０±０．３２

ＰＬ２．５μｍｏｌ／Ｌ组 １．２２±０．０２ａ ０．７５±０．０１ａ １．６３±０．０５ａ

ＰＬ５．０μｍｏｌ／Ｌ组 ０．８２±０．０８ａｂ １．０６±０．０４ａｂ ０．７７±０．０２ａｂ

ＰＬ１０．０μｍｏｌ／Ｌ组 ０．７８±０．０１ａｂｃ １．３２±０．１５ａｂｃ ０．５９±０．０３ａｂｃ

　　ａ：犘＜０．０５，与ＰＬ０μｍｏｌ／Ｌ组比较；
ｂ：犘＜０．０５，与ＰＬ２．５μｍｏｌ／Ｌ组比较；

ｃ：犘＜０．０５，与ＰＬ５．０μｍｏｌ／Ｌ组比较。

３　讨　　论

三阴性乳腺癌（ｔｒｉｐｌｅｎｅｇａｔｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ，ＴＮＢＣ）是指

雌激素受体（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＲ）、孕激素受体（ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ

ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＲ）和人表皮生长因子受体 ２（ｈｕｍａｎｅｐｉｄｅｒｍａｌ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＨＥＲ２）均为阴性的一种特殊类型乳

腺癌，内分泌治疗和分子靶向药物注射用曲妥珠单抗均无效，

而且ＴＮＢＣ更易局部复发和远处转移，是各种乳腺癌亚型中

恶性程度最高、预后最差的一类［９］。相当一部分抗肿瘤药物的

开发基于天然化合物。ＰＬ作为一种从胡椒科植物荜茇的根中

分离得到的生物碱类化合物，对诸如白血病细胞、膀胱癌细胞、

肺癌细胞以及结肠癌等多种人肿瘤细胞有增殖抑制作用，而不

影响正常细胞的生长［６７，１０１３］。

本研究对ＰＬ对人乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的凋亡诱导

作用及其潜在机制进行探讨。首先使用ＣＣＫ８法观察ＰＬ对

肿瘤细胞增殖的抑制作用，结果显示，１．０、２．５、５．０和１０．０

μｍｏｌ／ＬＰＬ作用人乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞２４、４８、７２ｈ，均

能抑制细胞的增殖，且呈浓度、时间依赖关系，ＰＬ组与对照组

比较，差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。本结果与 Ｂｅｚｅｒｒａ

等［１４］的研究类似，他们发现 ＰＬ能显著抑制 ＨＬ６０、Ｋ５６２、

Ｊｕｋａｒｔ、Ｍｏｌｔ４等白血病细胞的增殖，并且认为两个α、β不饱

和羰基部分是其发挥细胞毒性的结构基础［１５１６］。本研究证实

了ＰＬ对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞同样产生细胞毒作用，然而其抗

肿瘤作用却不十分清楚，为此笔者从诱导 ＴＮＢＣ细胞凋亡的

角度阐述其作用机制。本实验使用ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染法检测

了 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的凋亡情况，结果发现５．０μｍｏｌ／Ｌ的

ＰＬ即引起了 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的明显凋亡。Ｋｏｎｇ等
［１７］研

究发现，用ＰＬ处理的前列腺癌ＰＣ３细胞在光镜和荧光显微

镜下出现空泡化、染色体浓集现象以及凋亡细胞的增加等典型

表现，从形态学方面证实了ＰＬ能促进前列腺癌细胞的凋亡。

Ｒａｊ等
［６］研究发现，ＰＬ诱导肿瘤细胞凋亡的重要机制之一是

通过活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）应激反应途径靶向

杀伤肿瘤细胞，他们发现ＰＬ能升高肿瘤细胞内ＲＯＳ水平，对

应的细胞凋亡率也会增加，而对正常细胞无明显影响。有研究

指出，与正常细胞相比，肿瘤细胞对ＲＯＳ更敏感，提出可以通

过ＰＬ介导肿瘤细胞 ＲＯＳ的动态平衡达到靶向杀伤肿瘤细

胞，而不对正常组织细胞造成损伤的抗癌新策略［１８］。ＮＡＣ作

为一种抗氧化剂，理论上可有效抑制肿瘤细胞内ＲＯＳ水平升

高，故本研究使用ＮＡＣ的目的就在于观察ＰＬ所诱导的ＲＯＳ

水平降低对肿瘤细胞凋亡有无影响。结果发现ＰＬ＋ＮＡＣ组

的细胞凋亡率明显低于ＰＬ组，进一步证实了ＲＯＳ在ＰＬ诱导

细胞凋亡过程中所起的重要作用，为ＲＯＳ应激反应途径的凋

亡机制提供了直接佐证。

在细胞凋亡的调控基因中，Ｂｃｌ２家族是目前发现的与凋

亡关系密切的原癌基因之一［１９］。Ｂｃｌ２与Ｂａｘ作为Ｂｃｌ２家族

中的代表，当细胞内Ｂｃｌ２较多时，Ｂｃｌ２和Ｂａｘ的异源二聚体

增多，凋亡趋势减弱；当细胞内Ｂａｘ较多时，则Ｂａｘ本身形成的

同源二聚体占主导，则易于发生凋亡。因此Ｂｃｌ２／Ｂａｘ异源二

聚体形成的调节是一个重要细胞凋亡调控方式，Ｂｃｌ２／Ｂａｘ蛋

白比例的变化作为细胞凋亡的最下游机制，对决定细胞是否进

入凋亡状态有重要意义。ＰＬ是否通过调节Ｂｃｌ２家族蛋白的

表达诱导 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的凋亡。因此，本研究观察了ＰＬ

对凋亡相关蛋白Ｂａｘ和Ｂｃｌ２相对表达的影响，结果表明，随

着ＰＬ浓度的增加，Ｂｃｌ２的表达逐渐减少。这与 Ｋｏｎｇ等
［１７］

的研究发现，ＰＬ对前列腺癌ＰＣ３细胞作用的结果类似，所不

同的是他们发现ＰＬ作用于ＰＣ３细胞后，Ｂａｘ蛋白的表达未见

明显改变。本研究则发现，Ｂａｘ的表达随ＰＬ浓度的增加而逐

渐增加，而Ｂｃｌ２／Ｂａｘ均降低。这可能由于所选用细胞株或者

实验方法的不同使得ＰＬ引起Ｂａｘ表达出现不同情况。因此，

笔者推测ＰＬ很可能通过改变Ｂｃｌ２／Ｂａｘ异源二聚体的调控平

衡来诱导 ＭＤＡＭＢ２３１细胞凋亡的。有研究指出，Ｂｃｌ２家族

促凋亡蛋白Ｂａｘ表达上调以及凋亡抑制蛋白Ｂｃｌ２表达下调，

从而使ｃａｓｐａｓｅ３的活化，并最终导致细胞凋亡很可能是通过

ＲＯＳ途径介导的
［２０］。Ｂｃｌ２抗凋亡机制之一是其作为抗氧化

剂，调节细胞氧化还原状态，阻断氧化作用对细胞组成成分的

破坏，这与本研究中的ＮＡＣ抑制肿瘤细胞凋亡似乎有某种相

似之处。

综上所述，本研究认为ＰＬ对乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞

具有增殖抑制、诱导凋亡的作用，并且认为凋亡诱导效应可能

与Ｂｃｌ２蛋白表达的减少和Ｂａｘ蛋白表达增加有关。ＰＬ在微

摩尔浓度即表现出对肿瘤细胞明显的促进凋亡和增殖抑制作

用，对于ＰＬ的其他可能抗肿瘤机制仍待深入研究，故开展ＰＬ

动物模型的研究将有助于进一步明确其抗肿瘤的作用机制。
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