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摘　要　为探讨２甲基３羟基蒽醌抗肿瘤作用及其机制，本研究采用锥虫蓝法检测细胞活力，流式细胞仪检测细胞周
期变化、细胞凋亡率、线粒体膜电位及细胞内游离钙的变化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测凋亡相关蛋白 ｃａｓｐａｓｅ４、ｃａｓｐａｓｅ７、
ｃａｓｐａｓｅ９、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ＪＮＫ、细胞色素Ｃ的表达。结果发现：２甲基３羟基蒽醌时间依赖性地抑制乳腺癌细胞的生长，升高细
胞内游离钙含量，降低线粒体膜电位并诱导其凋亡；药物上调 Ｂａｘ并下调 Ｂｃｌ２蛋白的表达；诱导 ｃａｓｐａｓｅ４、ｃａｓｐａｓｅ７、
ｃａｓｐａｓｅ９、ｃａｌｐａｉｎ的活化及细胞色素Ｃ的释放。结果提示２甲基３羟基蒽醌可能通过 Ｃａ２＋／ｃａｌｐａｉｎ／ｃａｓｐａｓｅ４途径诱导人
乳腺癌ＭＣＦ７细胞凋亡。
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　　白花蛇舌草（ＨｅｄｙｏｔｉｓｄｉｆｆｕｓａＷｉｌｌｄ）属茜草科
（Ｒｕｂｉａｃｅａｅ）耳草植物，别名蛇舌草、蛇刺草、羊须
草等［１］。广泛分布于亚热带地区，在我国主要分

布于广东、广西、福建等地。其主要功效是清热解

毒、活血消肿、止痛抗菌等，民间用于治疗肠道疾

病、毒蛇咬伤、肿瘤等疾病。近年来因其抗肿瘤作

用备受关注，是临床常用的抗肿瘤药物之一［２］。

至今从白花蛇舌草中已分离得到３０多种化合物，其
中抗肿瘤活性研究主要集中在黄酮类化合物、甾醇

类化合物、三萜类化合物、多糖等成分［３］。近年研究

表明从白花蛇舌草提取的蒽醌类成分可通过

ｃａｓｐａｓｅ３途径诱导肝癌 ＨｅｐＧ２细胞凋亡，是否
ｃａｓｐａｓｅ３是其抗肿瘤作用的唯一机制目前尚不清
楚［４］。本实验选用乳腺癌ＭＣＦ７细胞（ｃａｓｐａｓｅ３缺
失）为研究对象，以期探讨其蒽醌类成分２甲基３
羟基蒽醌（２ｍｅｔｈｙｌ３ｈｙｄｒｏｘｙａｎｔｈｒａｑｕｉｎｏｎｅ，ＭＨＡ）
的作用机制。
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　材　料

１１　药品与试剂
胰蛋白酶、ＤＭＥＭ、胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ公

司）；ＭＴＴ、钙离子荧光探针 Ｆｌｕｏ３／ＡＭ、罗丹明
（Ｒｈ１２３）、碘化丙啶（ＰＩ）、２甲基３羟基蒽醌（美国
Ｓｉｇｍａ公司）；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ凋亡检测试剂盒（上
海碧云天生物技术有限公司）；一抗如 ｃａｓｐａｓｅ７、
ｃａｓｐａｓｅ９、细胞色素 Ｃ、磷酸化ＪＮＫ、ｃａｌｐａｉｎＩ大片
段（μｔｙｐｅ）（美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）；
ｃａｓｐａｓｅ４（德国 Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ公司）；羊抗小鼠及兔
抗小鼠（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ生物技术公司）；ＭＣＦ７乳
腺癌细胞（中科院上海细胞生物学研究所）。

１２　仪　器
ＮＡＰＣＯ８０００ＤＨ二氧化碳培养箱（美国Ｔｈｅｒｍｏ

公司）；ＦｏｒｍａＣｌａｓｓⅡＡ２二级生物安全柜（美国Ｔｈｅｒ
ｍｏ公司）；ＦＡＣＳ１０１流式细胞仪（美国 ＢＤ公司）；
ＤＭ２５００３ＨＦＦＬ１荧光显微镜（德国Ｌｅｉｃａ公司）。

"

　方　法

２１　细胞培养
ＭＣＦ７乳腺癌细胞，用含体积分数 １０％胎牛

血清的 ＤＭＥＭ培养基培养（含 １０μｇ／ｍＬ胰岛
素），取对数生长期细胞用于实验［４］。

２２　ＭＨＡ对ＭＣＦ７细胞增殖的影响
取对数生长期细胞以每毫升５×１０５个细胞接

种于培养瓶。培养 １２ｈ后，加入不同浓度的
ＭＨＡ。给药后每天定时胰酶消化后用锥虫蓝进行
细胞计数，以观察ＭＨＡ对细胞生长的影响［４］。

２３　细胞内游离钙测定
收集经ＭＨＡ（３０μｍｏｌ／Ｌ）处理１２，２４，４８ｈ的

ＭＣＦ７细胞，调整细胞数为每毫升１×１０６个，分别
用Ｆｌｕｏ３／ＡＭ（２μｍｏｌ／Ｌ）避光染色１ｈ及 ＰＩ（５０
μｇ／ｍＬ）染色１５ｍｉｎ。流式细胞仪检测荧光强度后
用Ｗｉｎｌｉｓｔ４０软件分析实验数据［４］。

２４　ＭＨＡ对ＭＣＦ７细胞凋亡的影响
２４１　流式细胞仪检测细胞凋亡率　收集经
ＭＨＡ作用１２，２４，４８ｈ的ＭＣＦ７细胞，按照Ａｎｎｅｘｉｎ
ＶＦＩＴＣ凋亡检测试剂盒说明书操作后用流式细胞
仪分析细胞凋亡率［４］。

２４２　流式细胞仪检测细胞周期［７］　收集经ＭＨＡ
作用１２，２４及４８ｈ的ＭＣＦ７细胞，４℃７０％乙醇固

定过夜，ＰＢＳ洗３次，ＲＮＡ酶消化，碘化丙锭染色，流
式细胞仪分析ＤＮＡ含量，检测细胞Ｇ０／Ｇ１、Ｓ、Ｇ２／Ｍ
期所占的百分率，亚Ｇ１峰为细胞凋亡峰［４］。

２４３　细胞形态的变化　收集经ＭＨＡ作用１２，２４，
４８ｈ的ＭＣＦ７细胞，用吖啶橙／溴乙啶（ＡＯ／ＥＢ）染
色液（１００μｇ／ｍＬＡＯ和ＥＢ）１μＬ加入到细胞悬液
２５μＬ中，荧光显微镜观察细胞形态并摄影［５］。

２５　线粒体膜电位检测
收集经ＭＨＡ作用１２，２４，４８ｈ的ＭＣＦ７细胞，

用罗丹明１２３（１μｇ／ｍＬ）３７℃避光孵育３０ｍｉｎ，
ＰＢＳ洗２次后应用流式细胞仪检测线粒体膜电位
的变化［５］。

２６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
收集经ＭＨＡ作用１２，２４，４８ｈ的ＭＣＦ７细胞，

ＰＢＳ洗２次（１０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ）后，分别应用细胞裂
解液或线粒体提取试剂盒裂解细胞或提取线粒体。

蛋白定量后分别取蛋白５０μｇ加入上样缓冲液，
９５℃变性１０ｍｉｎ。８％～１２％聚丙烯酰胺ＳＤＳ凝胶
电泳后，电转移至硝酸纤维素膜上，５％脱脂奶粉封
闭后依次加入相应的一抗和二抗，室温孵育２ｈ，
ＴＢＳＴ缓冲液洗涤５次，每次１０ｍｉｎ。加入化学发光
试剂后放入暗盒中压片并依次显影、定影及摄像［５］。

２７　统计分析
所有数据均用珋ｘ±ｓ表示，应用ＳＰＳＳ１２０统计

软件进行单因素方差分析和ｑ检验，以Ｐ＜００５表
示有显著性差异。

#

　结　果

３１　ＭＨＡ对ＭＣＦ７细胞生长的影响
ＭＣＦ７细胞经不同浓度的 ＭＨＡ作用后，细胞

增殖均受到不同程度地抑制，并呈剂量及时间依赖

性，２４和 ４８ｈ的 ＩＣ５０分别为（１８６２±２７１）和
（４２１９±３８４）μｍｏｌ／Ｌ（图１）。
３２　ＭＨＡ对ＭＣＦ７细胞内［Ｃａ２＋］ｉ的影响

Ｆｌｕｏ３／ＡＭ和 ＰＩ双染法评估 ＭＨＡ对细胞内
游离钙及细胞死亡的影响。在图２Ａ中，右上象限
及右下象限表示细胞内游离钙增加的程度，实验结

果表明随着ＭＨＡ作用时间的延长细胞内［Ｃａ２＋］ｉ
逐渐增强。此外，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明，随着细胞
内［Ｃａ２＋］ｉ逐渐增多钙蛋白酶（ｃａｌｐａｉｎ，一类钙依
赖性的高度保守的蛋白水解酶）的表达逐渐增加

（图２，Ｂ）。
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—◆—Ｃｏｎｔｒｏｌ；—□—ＭＨＡ（１０μｍｏｌ／Ｌ）；—▲—ＭＨＡ（２０μｍｏｌ／Ｌ）；
—○—ＭＨＡ（４０μｍｏｌ／Ｌ）；—◇—ＭＨＡ（８０μｍｏｌ／Ｌ）；—●—ＭＨＡ
（１００μｍｏｌ／Ｌ）
Ｆｉｇｕｒｅ１　Ａｎｔｉｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆｍｅｔｈｙｌａｎｔｈｒａｑｕｉｎｏｎｅ（ＭＨＡ）ｏｎ
ＭＣＦ７ｃｅｌｌｓｂｙｔｒｙｐａｎｂｌｕｅｄｙｅｅｘｃｌｕｓｉｏｎａｓｓａｙ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＭＨＡ（３０μｍｏｌ／Ｌ）ｉｎｄｕｃｅｓｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＣａ２＋ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
（［Ｃａ２＋］ｉ）ｉｎｃｒｅａｓｅａｎｄｃａｌｐａｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｉｎＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ
Ａ：［Ｃａ２＋］ｉｉｓｄｅｔｅｃｔｅｄｕｓｉｎｇＦｌｕｏ３／ＡＭａｎｄＰＩｄｏｕｂｌｅｓｔａｉｎｉｎｇＴｈｅ
ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓｏｆｔｏｐｒｉｇｈｔｑｕａｄｒａｎｔｓａｎｄｂｏｔｔｏｍｒｉｇｈｔｑｕａｄｒａｎｔｓｐｒｅｓｅｎｔｅｄ
ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆ［Ｃａ２＋］ｉ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）Ｂ：Ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓ
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ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓＡｃｔｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｓｂｌｏｔｔｅｄａｓｃｏｎｔｒｏｌ

３３　ＭＨＡ对 ＭＣＦ７细胞周期及凋亡的影响
流式细胞仪检测表明，随着 ＭＨＡ作用时间的

延长，ＭＣＦ７细胞的 Ｇ０／Ｇ１期比例明显增多同时
伴随有凋亡率 （ＳｕｂＧ１峰）逐渐升高（图 ３，Ａ）。
应用凋亡特异性 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ检测试剂盒测试
同样表明，ＭＨＡ时间依赖性地诱导 ＭＣＦ７细胞凋
亡 （图３，Ｂ）；ＡＯ／ＥＢ染色同样表明经 ＭＨＡ处理
后，ＭＣＦ７细胞出现明显的凋亡特征，如凋亡小体
（图３，Ｃ）。
３４　ＭＨＡ对 ＭＣＦ７细胞线粒体膜电位、细胞色
素Ｃ影响

ＭＣＦ７细胞经 ＭＨＡ作用后线粒体膜电位随
作用时间的延长逐渐降低（图４，Ａ），同时细胞浆
中细胞色素 Ｃ含量升高，而线粒体中的含量减少
（图４，Ｂ）。
３５　ＭＨＡ对凋亡相关蛋白的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ结果同样表明，与对照组相
比，ＭＨＡ作用 ＭＣＦ７细胞后，ｃａｓｐａｓｅ４、ｃａｓｐａｓｅ７、
ｃａｓｐａｓｅ９的蛋白表达均呈时间依赖性地增加，提
示 ＭＨＡ诱导了这些蛋白的活化 （图 ５）。此外，
ＭＨＡ可诱导ＪＮＫ的磷酸化，下调抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ２
蛋白的表达及上调促凋亡蛋白 Ｂａｘ蛋白的表达
（图５）。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＭＨＡ（３０μｍｏｌ／Ｌ）ｉｎｄｕｃｅｓＭＣＦ７ｃｅｌｌｓａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｒｒｅｓｔ
Ａ：ＣｅｌｌｃｙｃｌｅｉｓｄｅｔｅｃｔｅｄｕｓｉｎｇＰＩｓｔａｉｎｉｎｇ；Ｂ：ＣｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｓｄｅｔｅｃｔｅｄｕｓｉｎｇＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣａｎｄＰＩｄｏｕｂｌｅｓｔａｉｎｉｎｇＢｏｔｔｏｍｒｉｇｈｔｑｕａｄｒａｎｔｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔ
ｅａｒｌｙａｐｏｐｔｏｓｉｓｃｅｌｌｓａｎｄｔｏｐｒｉｇｈｔｑｕａｄｒａｎｔｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｌａｔｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｃｅｌｌｓ；Ｃ：ＣｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｕｓｉｎｇＡＯ／ＥＢ
ｓｔａｉｎｉｎｇ（×２００）
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$

　讨　论

白花蛇舌草已被广泛应用于临床，对消化、呼

吸、血液等系统的恶性肿瘤治疗取得了较好的疗

效。实验结果表明：ＭＨＡ可诱导 ＭＣＦ７细胞凋亡
并使细胞周期阻滞于 Ｇ０／Ｇ１期但无坏死出现（因
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ染色阳性而 ＰＩ染色阴性），提示
ＭＨＡ抗肿瘤作用归因于细胞凋亡，这与从大黄中
提取的蒽醌类成分抗肿瘤作用相似［６］。

蒽醌类药物可通过Ｃａ２＋介导的内质网途径诱
导肿瘤细胞凋亡。ＭＨＡ可时间依赖性地诱导
ＭＣＦ７细胞内［Ｃａ２＋］ｉ升高，同时 Ｃａ

２＋依赖性 ｃａｌ
ｐａｉｎ表达明显增加。此外，ＭＨＡ明显导致线粒体
膜电位下降及细胞色素 Ｃ释放，这进一步证明了
钙超载往往导致线粒体损伤，而线粒体膜电位下降

及细胞色素 Ｃ释放是线粒体损伤的标志性特
征［７］。ｃａｓｐａｓｅ４往往与内质网应激密切相关［８］，

实验结果也表明ＭＨＡ可引起ｃａｓｐａｓｅ４、ｃａｓｐａｓｅ７、
ｃａｓｐａｓｅ９活化，因 ＭＣＦ７细胞不表达 ｃａｓｐａｓｅ３，
ｃａｓｐａｓｅ７可能替代了 ｃａｓｐａｓｅ３的功能［９］。此外，

ＭＨＡ诱导ＪＮＫ磷酸化及调控 Ｂｃｌ２家族蛋白的表
达，从而调控线粒体凋亡途径［１０］。这些结果说明

ＭＨＡ通过Ｃａ２＋／ｃａｌｐａｉｎ／ｃａｓｐａｓｅ４途径诱导ＭＣＦ７
细胞发生凋亡，为白花蛇舌草抗肿瘤作用的研究提

供了理论依据和实验基础。
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