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　 　 ［摘要］ 　目的 　研究泽漆对三阴乳腺癌 MDA唱MB唱２３１细胞的作用及其作用机制 。方法 　用 MTT 法检测细胞活力 ；用

荧光显微镜法测定 MDA唱MB唱２３１细胞的活性氧（ROS）生成量 ；用流式细胞仪检测细胞的凋亡率 ；用 TUNEL检测法检测细胞
凋亡 DNA碎片 ；用Western blot检测 caspase唱９ 、caspase唱３ 、PARP等凋亡相关因子的水平变化 。结果 　 MTT 试验显示泽漆提
取物对 MDA唱MB唱２３１细胞具有显著的抑制作用 ，但作用可被 ROS抑制剂 NAC及 caspase抑制剂 Z唱VAD唱FMK 所消除 ；荧光

显微镜检测显示泽漆提取物能显著提高 ROS的生成 ；流式细胞仪检测显示泽漆提取物处理后 ，PI染色阳性细胞明显增加 ，但

被 NAC减弱 。 Caspase唱９ 、caspase唱３在提取物处理后均转为激活形式 ，PARP被剪切 。 TUNEL 法显示 ，提取物处理后细胞凋

亡碎片明显增多 ，而提前加入 ROS 抑制剂 NAC和 caspase抑制剂 Z唱VAD唱FMK 能使泽漆提取物诱导凋亡的 DNA 碎片明显
减少 。结论 　泽漆乙酸乙酯提取物可以有效抑制 MDA唱MB唱２３１细胞的生长 ，诱导其凋亡 ，其作用机制可能与 ROS 过量生成
所致的线粒体损伤途径有关 。

　 　 ［关键词］ 　泽漆 ；MDA唱MB唱２３１细胞 ；三阴乳腺癌 ；ROS ；线粒体途径 ；细胞凋亡
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Inhibitory effect of Euphorbia helioscopia on human triple唱negative breast cancer
MDA唱MB唱231 cells and its possible mechanism of apoptosis
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［Abstract］ 　 Objective 　 To investigate the effect of Euphorbia helioscop ia on MDA唱MB唱２３１ cells and its mechanism ．

Methods 　 The cell viability was detected by MTT assay ．The production of ROS in MDA唱MB唱２３１ cells was measured by fluo唱
rescence microscopy ．The apoptotic rate was detected by flow cytometry ．Apoptosis DNA fragments were detected by TUNEL
assay ．Western blot was used to assess the expression of caspase唱９ ，caspase唱３ and PARP ．Results 　 MTT assay showed that
the extract significantly inhibited the viability of MDA唱MB唱２３１ cells ，which can be diminished by the ROS inhibitor NAC and
the caspase inhibitor Z唱VAD唱FMK ．The marked increase in the production of ROS induced by the extract was observed with
fluorescence microscopy ．Flow cytometry showed that the PI positive staining cells increased significantly af ter the treatment of
the extract ，but was diminished by NAC ．Caspase唱９ and caspase唱３ were activated after the treatment of the extract while the
PARP was cleaved ．TUNEL showed that a significant increase in apoptotic DNA fragmentation induced by the extract ，which
can be diminished by NAC and Z唱VAD唱FMK ．Conclusion 　 Ethyl acetate extract inhibited the MDA唱MB唱２３１ cells and induced
apoptosis ．The mechanism may involve with the mitochondrial damage due to the excessive ROS ．

　 　 ［Key words］ 　 Euphorbia helioscop ia ；MDA唱MB唱２３１ cells ；triple唱negative breast cancer ；ROS ；mitochondrial pathway ；
apoptosis

　 　在癌症治疗中 ，严重不良反应及耐药性的产生

是当今医学界关注的焦点［１］
。 越来越多的研究表

明 ，传统中草药及其活性成分对癌症的治疗具有良

好效果 。目前已有许多中药提取物或活性单体化合

物的抗癌活性被证实［２］
。发掘粗提物的生物活性是

进一步进行单体研究的基础 。乳腺癌是女性最常发
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的肿瘤 ，也是女性主要的致死原因之一 。其中 ，三阴

乳腺癌（triple唱negative breast cancers ）发病率占所
有乳腺癌的 １６％ ，因缺乏雌激素受体 、孕酮受体和

ERBB２／HER２基因扩增而得名［３］
。 该病恶性程度

高 ，对目前的靶向治疗易产生耐药［４］
，因此寻找一种

行之有效的替代疗法非常重要 。

　 　细胞凋亡在清除肿瘤细胞中起重要作用 ，促凋

亡物质可以有效抑制肿瘤生长［５］
。细胞凋亡是一种

程序化的细胞死亡 ，通过线粒体和死亡受体途径产

生［６］
。半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶（caspases）的激活

对上述两种途径至关重要 ，后续可以裂解许多蛋白 ，

包括一些关键底物 。细胞色素 c（cytochrome唱c）被
释放到细胞质 ，与凋亡酶激活因子（Apaf唱１）相结合 ，

然后激活 procaspase唱９ ，caspase唱９ 再募集和激活执
行蛋白 procaspase唱３ ，从而引起细胞凋亡［７］

。

　 　 中药泽漆是大戟属植物泽漆 Euphorbia he唱
lioscop ia L ．的干燥全草 ，分布于除新疆 、西藏以外

的我国各地 。据枟本草纲目枠记载 ，泽漆有利水消肿 、

消痰退热 、散结杀虫等功效 。临床用于治疗腹水 、水

肿 、肺结核 、颈淋巴结核 、痰多喘咳 、癣疮以及癌症

等 。现代药理研究表明泽漆具有止咳平喘 、抗菌及

抗肿瘤作用［８］
，但关于其在乳腺细胞凋亡方面的研

究尚未见报道 。基于细胞凋亡在肿瘤治疗中的重要

性 ，本研究拟通过三阴乳腺癌细胞 MDA唱MB唱２３１
的细胞凋亡及相关信号途径来研究泽漆的抗肿瘤

作用 。

1 　材料与方法

1 ．1 　主要试剂 　 Dulbecco′s Modified Eagle′s培养
基（DMEM ） ，胎牛血清（FBS） ，谷氨酰胺和青霉素／

链霉素 （美国 GIBCO 公司） ；β唱actin （德国 Santa
Cruz Biotechnology 公司） ；caspases唱３ ，PARP （美国
Cell Signaling Technology 公司） ；抗 caspase唱９ （美
国 Thermo Fisher Scientific 公司） ；所有第二抗体

（美国 Santa Cruz Biotechnology 公司 ） ；Z唱VAD唱
FMK（美国 Calbiochem 公司） ；噻唑蓝 （MTT ） 、碘
化丙啶（PI） 、N唱乙酰半胱氨酸（NAC） 、２ ，７′唱二氢荧

光素（DCFH２唱DA ）均购自美国 Sigma 公司 。本研

究中使用的所有其他化学品均购自德国 Merck 公
司及美国 Sigma公司 。

1 ．2 　泽漆提取物的制备 　 泽漆药材购自安徽亳州

药材市场 ，根据预实验 ，提取过程为 ：加 ８倍水浸泡

４５ min后 ，煎煮 ，２ 次 × ２ h ，合并提取液 ，浓缩为浸

膏 ，醇沉 ７２ h ，醇沉浓度为 ７０％ ，浓缩后依次以石油

醚 、乙酸乙酯萃取 ，取乙酸乙酯部分浓缩为浸膏 ，冷

藏备用 。

1 ．3 　 细胞培养 　 三阴乳腺癌细胞株 MDA唱MB唱
２３１ ，雌激素受体阳性细胞株 MCF唱７和正常乳房上
皮细胞株 MCF唱１０A 购自 ATCC 。 MDA唱MB唱２３１
和 MCF唱１０A 细胞在 DMEM ／F１２（含有 １０％ FBS ，

２ mmol／L谷氨酰胺 ，１％ 青链霉素）中培养 ，培养环

境 ：３７ ℃ ，５％ CO２ 。 MCF唱７ 于 DMEM （含有 １０％

FBS ，２ mmol／L 谷氨酰胺 ，０ ．５ mg／ml 氢化可的
松 ，１０ mg／ml 胰岛素 ，２０ ng／ml 人表皮生长因子 ，

１％ 青链霉素）中培养 ，培养环境 ：３７ ℃ ，５％ CO２ 。

细胞种在 ２４孔板上 。

1 ．4 　 MTT 法检测细胞活力 　将培养好的细胞 ，调

整细胞浓度为 ５ × １０
４个／孔 ，加入不同浓度的泽漆

提取物（０ ～ ４００ μg／ml） ，放入培养箱培养 ２４ h ，结束
前 ２ h加入 ４００ ml ０ ．５ mg／ml MTT 的二甲基亚砜
（DMSO）溶液 。取出后加入异丙醇和 ０ ．５％ 十二烷

基硫酸钠（SDS）混合液溶解 MTT 结晶 。用酶标仪

在 ５７０ nm 处测吸光度 。 计算细胞活力 ，细胞相对

活力 ＝药物组吸光度／对照组吸光度 × １００％ 。

1 ．5 　活性氧（ROS）生成检测 　 用荧光显微镜法测

定 ROS生成量 ，主要操作 ：细胞与 ２００ μg／ml 的泽
漆提取物共培养 ，分别于 １５ 、３０ 、４５ 、６０ min 时间点
取 上 清 液 ， 加 入 荧 光 探 针 DCFH２唱DA
（１０ mmol／L） ，３７ ℃ 孵育 ３０ min 。 通过检测由
DCFH２唱DA 氧化而生成的二氯荧光黄（DCF）来考
察细胞内 ROS的生成 。用荧光显微镜检测 DCF 染
色的细胞数 。用 LS ５ ．０软件分析定量 。计算相对

荧光强度 ，即相对 ROS生成量 。

1 ．6 　凋亡细胞的测定 　用碘化丙啶（PI）染色法测
定 MDA唱MB唱２３１ 凋亡细胞率 。 主要操作为 ：提前

１ h加入或不加入 N唱乙酰半胱氨酸 （NAC ，

１ mmol／L）的 MDA唱MB唱２３１ 细胞与泽漆提取物
（２００ mg／ml）共培养 ，分别于 ６ 、１２ 、２４ h时间点取细
胞 ，胰蛋白酶消化 ，PBS 洗 ２ 遍 ，离心 （８００ r／min）
５ min 。然后 ，制成细胞悬液 ，约 １ × １０

７ 个／ml ，取
１００ μl ，加入 PI 溶液（３０ μg／ml 碘化丙啶 ，１ ．０ g／L
T ritonx唱１００ ，３７ mg／ml EDTA ，１ ．０ g／L RNaseA ） ，

于室温进行染色 ，１５ min ，流式细胞仪检测 ，用

CELLquest 软件进行分析 ，统计 MDA唱MB唱２３１ 细
胞的凋亡率 。

1 ．7 　细胞凋亡 DNA 碎片检测 　 用 TUNEL 检测
法检测细胞凋亡 DNA 碎片 ，主要过程为 ：用抑制剂

（提前 １ h）和泽漆提取物（２００ mg／ml ，２４ h）处理细
胞 ，收集凋亡细胞（２ × １０

４个／孔 ，于 ８孔板） ，用 ４％

甲醛固定 ，包埋在载玻片上 。用 biotin唱dNTP 标记
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DNA 碎片 ３′唱OH末端 ，３７ ℃ ，１ ．５ h ，然后载玻片与
辣根过氧化物酶标记的抗生蛋白链菌素共孵育 ，随

后与 ３ ，３′唱二氨基联苯胺 （DAB）和 H２ O２共孵育 。

荧光显微镜检测 DNA 碎片核荧光 。取一方形区

域 ，LS ５ ．０分析定量荧光强度 。相对荧光强度与凋

亡细胞数成正比 ，对照组细胞强度值设为 １００％ 。

1 ．8 　 Western blot 法检测蛋白含量 　 MDA唱MB唱
２３１细胞 １ × １０

６个／孔 ，加入或不加入泽漆提取物

（０ ～ ２００ μg／ml）共孵育 ，收集细胞 ，用 PBS 洗 ２遍 ，

用 １００μl 裂解液 （１０ mmol／L Tris唱HCl ，pH ＝ ８ ，

３２０ mmol／L 蔗糖 ，１％ Triton X唱１００ ，５ mmol／L
EDTA ，２ mmol／L DTT ，１ mmol／L PMSF）混悬 。

细胞裂解液放置冰上 ２０ min ，离心（１５ ０００ r／min） ，

３０ min ，４ ℃ 。 蛋白抽提物加入样品缓冲液

（６２ mmol／L T ris唱HCl ，２％ SDS ，１０％ 甘油 ，５％ β唱

巯基乙醇） ，９７ ℃煮沸 ５ min 。取等量蛋白（５０ mg）
上样 ，聚丙烯酰胺凝胶电泳 ，转膜 ，过夜 ，用含 ５％ 脱

脂乳粉和 １％ 吐温唱２０ 的 PBS 封闭 １ h ，加一抗过

夜 ，然后加辣根过氧化物酶标记的抗兔或抗鼠抗体

孵育 ２ h ，化学发光法检测蛋白含量 ，用 AlphaEase
软件做定量分析 。

1 ．9 　统计学分析 　用方差分析法做统计分析 ，多重

比较用 Dunnett 法 。以 P ＜ ０ ．０５ 为差异具有统计

学意义 。 所有数据统计用 SPSS１８ ．０ 统计软件

完成 。

2 　结果

2 ．1 　泽漆提取物对人乳腺肿瘤细胞的抑制 　 对三

阴乳腺癌肿瘤细胞 MDA唱MB唱２３１ 、雌激素受体乳腺
癌肿瘤细胞株 MCF唱７ 和正常乳房上皮细胞 MCF唱
１０A 分别用不同浓度的泽漆提取物（５０ 、１００ 、１５０ 、

２００ 、４００ μg ／ml）处理 ２４ h 。结果显示 ，泽漆提取物

能抑制 ３种细胞的活力 ，尤其对 MDA唱MB唱２３１细胞
的抑制作用最为明显 ，且呈剂量依赖性（图 １） 。

2 ．2 　泽漆提取物诱导 ROS 产生 　过量 ROS 的产
生会损伤线粒体 ，从而导致 MDA唱MB唱２３１ 细胞凋
亡 。实验结果表明 ，MDA唱MB唱２３１细胞与泽漆提取
物共孵育 ，ROS 生成从 １５ ～ ４５ min 显著提高 。而

提前１ h加入 ROS 抑制剂 NAC ，ROS生成变化不大
（图 ２A ） 。 而 MTT 试验结果显示 ，ROS 抑制剂
NAC能显著消除泽漆提取物对 MDA唱MB唱２３１的细
胞毒作用（图 ２B） 。

图 1 　不同浓度泽漆提取物对 3种细胞活力的影响
A ．MDA唱MB唱２３１ ；B ．MCF唱７ ；C ．MCF唱１０A

倡 P ＜ ０ ．０５ ；倡 倡 P ＜ ０ ．０１ ，与阴性对照组比较

图 2 　不同时间点泽漆提取物单独处理与加入 NAC对
MDA唱MB唱231细胞 ROS生成及对细胞活力的影响

A ．ROS 相对水平 ；B ．细胞相对活力 ；倡 倡 P ＜ ０ ．０１ ，与泽漆单独处理组比较

2 ．3 　 泽漆提取物诱导乳腺肿瘤 MDA唱MB唱２３１ 细 胞凋亡 　 为确认泽漆提取物是否导致后续细胞凋
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亡 ，本实验采用碘化丙啶 （PI）染色法测定 MDA唱
MB唱２３１凋亡细胞率 。 实验结果显示 ，泽漆提取物

与 MDA唱MB唱２３１ 细胞株共培养 ，PI 染色阳性细胞
数从 ６ ～ ２４ h 逐渐增加 ，提示后续细胞凋亡逐渐增

加 。在 ６ 、１２ 、２４ h 的细胞凋亡率分别为 ３３ ．５％ 、

７８畅２％ 和 ９３畅１％ 。 而提前用 ROS 抑制剂 NAC
（１ mmol／L）处理显著抑制了泽漆提取物诱导的细
胞凋亡 ：在 １２ 和 ２４ h 凋亡率分别为 １８ ．６％ 和

２０畅８％ 。以上结果进一步证明 ，泽漆提取物诱导的

ROS生成 ，导致了后续的细胞凋亡（图 ３） 。

图 3 　不同时间点泽漆提取物单独处理与
加入 NAC对细胞凋亡率的影响

2 ．4 　泽漆提取物通过线粒体途径诱导细胞凋亡 　

Western blot 试验结果显示 ，用泽漆提取物处理前 ，

procaspase唱９ 和 procaspase唱３大部分表达为非激活
形式 。而经过泽漆提取物处理后开始裂解为活性形

式 ，且呈剂量依赖性（２００ mg／ml ，２４ h） 。泽漆提取
物处理后的细胞 caspase唱３ 水平明显 提高 。

Caspase唱３能剪切 DNA 修复酶 PARP ，而 PARP剪
切是细胞凋亡的一个重要指标 。 试验结果发现

caspase唱３将分子量 １１６ ０００的 PARP剪切为８９ ０００

的碎片（图 ４） 。 MTT 试验结果显示 ，caspase 抑制
剂 Z唱VAD唱FMK 能显著消除泽漆提取物对 MDA唱
MB唱２３１的细胞毒作用（图 ５） 。

2 ．5 　 泽漆提取物诱导 MDA唱MB唱２３１ 细胞凋亡后
的 DNA 碎片 　采用 TUNEL 法检测泽漆提取物诱
导 MDA唱MB唱２３１ 细胞凋亡后的 DNA 碎片 。 结果

显示 ，经泽漆提取物处理后 ，DNA 碎片明显增多 ，而

提前加入 ROS 抑制剂 NAC 和 caspase 抑制剂 Z唱
VAD唱FMK 能够使泽漆提取物诱导凋亡的 DNA 碎
片明显减少（图 ６） 。

3 　讨论

　 　三阴乳腺癌因其耐药性强 、恶性高和预后差 ，给

临床治疗带来很大难度 。诱导肿瘤细胞凋亡 ，抑制

图 4 　不同浓度泽漆提取物处理前后
线粒体凋亡途径相关蛋白表达变化

图 5 　 Caspase抑制剂 Z唱VAD唱FMK对
泽漆对MDA唱MB唱231细胞毒作用的影响

倡 倡 P ＜ ０ ．０１ ，与泽漆单独处理组比较

图 6 　泽漆提取物单独处理与加入 NAC或
Z唱VAD唱FMK对细胞凋亡率的影响

倡 倡 P ＜ ０ ．０１ ，与阴性对照组比较 ；

＃ ＃ P ＜ ０ ．０１ ，与泽漆单独处理组比较

其生长或保持其静止状态能有效控制癌症的发

展［５］
。本研究发现泽漆提取物能显著抑制 MDA唱

MB唱２３１细胞的生长 。大量研究发现 ROS 的过量
生成能损伤线粒体 ，从而引起细胞凋亡［９］

。 Elum唱
alai等［１０］研究发现印楝内酯诱导的线粒体膜电位去

（下转第 ３５８页）
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　 　益视明目颗粒对改善视疲劳具有良好的临床基

础 ，使用人群广泛 。作为院内制剂 ，其质量控制方法

已落后于市场同类产品 ，应及时更新其检测标准 。

本实验进一步完善了益视明目颗粒的质量控制方

法 ，以便其更安全 、有效地为患者使用 。
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极化能引起细胞凋亡因子的释放 ，最终导致细胞死

亡 。 Hseu等［１１］研究发现 ，线粒体损伤与初期 ROS
的水平升高有关 ，随之引起细胞色素 c释放进入细
胞质和 caspases激活 ，从而导致细胞凋亡 。

　 　本研究结果发现 ，用泽漆提取物处理 MDA唱
MB唱２３１细胞 ，可引起 ROS的大量释放 。 PI染色法
试验表明 ，泽漆提取物最终导致 MDA唱MB唱２３１ 细
胞的凋亡 。而提前加入 ROS 抑制剂 NAC ，显著抑

制了细胞凋亡 ，进一步证明泽漆提取物诱导的细胞

凋亡是由其引起的 ROS 大量释放导致的 。线粒体

途径的细胞凋亡可由细胞支架破裂 、DNA 损伤和
ROS蓄积引起［１２］

。 Caspase唱９是线粒体途径的启动
因子 ，可由细胞色素 c的释放或与 Apaf唱１结合而激
活 。激活后的 caspase唱９ 随之募集和激活执行
caspase ，主 要 为 caspase唱３ 。 Caspase唱３ 由 pro唱
caspase唱３裂解为激活形式 ，可剪切 PARP ，从而导

致细胞最终死亡［７］
。研究发现 ，PARP是一种 DNA

修复酶 ，其碎片可作为线粒体途径细胞凋亡的标志

性产物［１０］
。细胞凋亡过程中 ，发现 procaspase唱９发

生裂解 ，而 caspase唱３ 则是引起细胞凋亡的执行因
子［１２］

。 Western blot 试验结果显示 ，泽漆提取物处

理后的细胞 procaspase唱９ 、procaspase唱３和 PARP水
平明显降低 ，caspase唱３ 及 PARP 水平明显升高 ，且

呈剂量依赖性 ，表明泽漆提取物很可能通过线粒体

途径引起 MDA唱MB唱２３１ 细胞凋亡 。 而提前加入

ROS抑制剂 NAC 和 caspase抑制剂 Z唱VAD唱FMK
能使泽漆提取物诱导凋亡的 DNA 碎片明显减少 ，

进一步证明了上述推断 。综上所述 ，泽漆提取物可

有效抑制 MDA唱MB唱２３１细胞的生长 ，诱导其凋亡 ，

其作用机制可能与 ROS 生成过量所致的线粒体损
伤途径有关 。
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