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华蟾素对乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞
增殖迁移凋亡的影响

△

郑迪，代国，张政佩，陶春杰，余铃，郭卫春

（武汉大学 人民医院 骨科，湖北　武汉　４３００６０）

［摘要］　目的：研究华蟾素对ＭＤＡＭＢ２３１细胞增殖、迁移和凋亡的影响，并探讨其可能的作用机制。方法：
体外培养三阴性乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１，用倒置显微镜观察不同浓度华蟾素对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞形态的影响；
ＣＣＫ８实验检测华蟾素对ＭＤＡＭＢ２３１细胞增殖的抑制作用；划痕实验检测华蟾素对ＭＤＡＭＢ２３１细胞迁移能力的
抑制作用；ＦＩＴＣ／ＰＩ双染流式细胞术检测不同浓度华蟾素对ＭＤＡＭＢ２３１细胞凋亡率的影响；ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测凋亡
相关蛋白Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、Ｃｌｅａｖｅｄｃａｐｓａｓｅ３、Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９和 ＰＴＨｒＰ的表达。结果：ＣＣＫ８结果显示华蟾素可以时
间、浓度依赖性地抑制ＭＤＡＭＢ２３１细胞增殖；划痕实验结果表明华蟾素可抑制ＭＤＡＭＢ２３１细胞迁移；流式细胞
术结果表明华蟾素可浓度依赖性地诱导ＭＤＡＭＢ２３１细胞凋亡；ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ结果表明，华蟾素可上调ＭＤＡＭＢ２３１
细胞中促凋亡蛋白Ｂａｘ、Ｃｌｅａｖｅｄｃａｐｓａｓｅ３、Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９，下调抑凋亡蛋白Ｂｃｌ２。此外，华蟾素还可抑制ＭＤＡ
ＭＢ２３１细胞中ＰＴＨｒＰ的表达。结论：华蟾素通过线粒体途径诱导 ＭＤＡＭＢ２３１细胞凋亡可能是其抗三阴性乳腺癌
的机制；华蟾素通过下调乳腺癌ＭＤＡＭＢ２３１细胞中ＰＴＨｒＰ进而抑制溶骨性骨转移的发生，有待于后续的动物实验
来进行验证。

［关键词］　华蟾素；ＭＤＡＭＢ２３１细胞；凋亡；ＰＴＨｒＰ
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乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤，全球范围

内平均每年新增乳腺癌患者约 １７０万例，并且其
发病率还在不断提升［１］。远处转移是乳腺癌致死

的主要原因，而骨组织则是乳腺癌常见的转移位

·９０４·
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点［２３］。乳腺癌骨转移造成溶骨性破坏，进而导

致高钙血症、病理性骨折、疼痛、神经功能损害

等一系列骨相关事件［４５］，对患者的生活造成严

重影响。研究表明，转移到骨组织的肿瘤细胞能

分泌甲状旁腺激素相关蛋白（ＰＴＨｒＰ），通过促进
核因子 κβ受体活化因子配体（ＲＡＮＫＬ）分泌并减
少骨保护素（ＯＰＧ）合成，造成 ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧ的比
例失调，进而促进破骨细胞分化和成熟，造成骨

质破坏，骨基质中储存的 ＴＧＦβ大量释放又反过
来促进乳腺癌细胞分泌 ＰＴＨｒＰ，由此完成乳腺癌
骨转移中的 “恶性循环”［６］。因此，通过抑制肿

瘤细胞分泌 ＰＴＨｒＰ有望成为抑制乳腺癌溶骨性骨
转移进程的有效手段。

华蟾素（Ｃｉｎｏｂｕｆａｃｉｎｉ）是蟾蜍科动物中华大蟾蜍
或黑眶蟾蜍的全皮经提取加工制成的水溶性制剂，

具有消肿止痛、活血化瘀和清热解毒等功效，目前

临床上主要用于肝癌、肺癌、食管癌等肿瘤的综合

治疗［７８］。本研究基于华蟾素的抗肿瘤特性，研究其

对ＭＤＡＭＢ２３１细胞增殖、迁移及凋亡的影响，探
索其抗乳腺癌的相关分子机制，并初步探索华蟾素

对ＭＤＡＭＢ２３１细胞 ＰＴＨｒＰ表达的影响，为后续进
一步研究提供基础。

１　材料与仪器

１１材料

人 ＴＮＢＣ细胞株 ＭＤＡＭＢ２３１购自中国科学
院细胞库上海保藏中心；华蟾素（安徽金蟾生化

股份有限公司，每支 １０ｍＬ，批号：１６０９０４）；
ＤＭＥＭ高糖培养基（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；新生胎
牛血清 ［Ｇｉｂｃｏ公司（澳洲）］；１％双抗 ［青霉素

１００Ｕ·ｍＬ－１，链霉素 １００μｇ·ｍＬ－１，吉诺公司
（杭州）］；胰酶（武汉谷歌生物科技有限公司）；

ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ细胞凋亡检测试剂盒（南京凯
基生物科技发展有限公司）；ＣＣＫ８试剂盒（南京
碧 云 天 公 司）；兔 抗 人 Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ＰＴＨｒＰ、
ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、βａｃｔｉｎ抗体
（美国 ＣＳＴ公司）；ＨＲＰ标记抗兔 ＩｇＧ二抗（武汉
博士德生物工程有限公司）。

１２仪器

倒置显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ，Ｊａｐａｎ）；自动酶标仪
（ＴｅｃａｎＳｕｎｒｉｓｅ，Ａｕｓｔｒｉａ）；流式细胞仪 ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ
（ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ，ＳａｎＪｏｓｅ，ＣＡ，ＵＳＡ）。

２　方法

２１细胞培养

ＭＤＡＭＢ２３１乳腺癌细胞培养在含有１０％新生
胎牛血清、１％双抗（青霉素 １００Ｕ·ｍＬ－１，链霉素
１００μｇ·ｍＬ－１）的 ＤＭＥＭ高糖培养基中，于 ３７℃、
５％二氧化碳细胞培养箱中培养，取对数生长期细胞
进行后续实验。

２２形态学观察

将 ＭＤＡＭＢ２３１细胞以每孔 ２×１０５个接种于
６孔板中，２４ｈ后分别加入 ０、１０、２０、４０、６０、
８０μｇ·ｍＬ－１华蟾素，置于３７℃、５％二氧化碳培养
箱中培养４８ｈ后，在倒置显微镜下观察各组细胞的
形态变化并拍照。

２３细胞增殖能力检测

将 ＭＤＡＭＢ２３１细胞以每孔 ５×１０３个接种于
９６孔板中，每孔１００μＬ，每组设３个复孔，孵育
２４ｈ待细胞贴壁后加入不同质量浓度的华蟾素
（０、１０、２０、４０、６０、８０、１００μｇ·ｍＬ－１），分
别培养２４、４８ｈ，然后每孔加入 １０μＬＣＣＫ８试
剂和９０μＬ培养基，继续孵育 １５ｈ，用自动酶标
仪（ＴｅｃａｎＳｕｎｒｉｓｅ，Ａｕｓｔｒｉａ）测 量 每 孔 细 胞 在
４５０ｎｍ波长下的吸光度（Ａ），所有实验均进行
３次，按公式（１）计算细胞活力。

细胞活力＝
Ａ空白组 －Ａ处理组
Ａ空白组

×１００％ （１）

２４划痕实验

取对数生长期的 ＭＤＡＭＢ２３１细胞，以每孔
５×１０４个接种于 １２孔板中，待细胞长到完全融合
后，用无菌１００μＬ枪头在每个孔底划出一条直线，
ＰＢＳ洗２次，用倒置显微镜拍照后，分别加入无血
清ＤＭＥＭ高糖培养基，并调整华蟾素质量浓度为０、
２０、４０、８０μｇ·ｍＬ－１，继续培养４８ｈ后用倒置显微
镜观察划痕愈合度，拍照记录，每组实验重复３次，
按公式（２）计算细胞迁移率。

细胞迁移率（１００％）＝１－药物组细胞迁移面积
对照组细胞迁移面积

×１００％ （２）

２５细胞凋亡分析

取对数生长期的 ＭＤＡＭＢ２３１细胞接种于６孔
板中，每孔５×１０５个，培养２４ｈ待细胞贴壁后，加入

·０１４·
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不同质量浓度的华蟾素（０、２０、４０、８０μｇ·ｍＬ－１）处
理２４ｈ，用０２５％胰酶消化，收集细胞，离心弃上
清液后用冷ＰＢＳ洗涤２次，加入５００μＬｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ
重悬细胞，再加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和５μＬＰＩ，
室温避光孵育１５ｍｉｎ后，用流式细胞仪进行细胞凋
亡率的检测。

２６ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ
用华蟾素（４０μｇ·ｍＬ－１）处理 ＭＤＡＭＢ２３１细胞

２４ｈ后，去除培养基，冷 ＰＢＳ洗涤２次，加入裂解
液提取胞质蛋白，行聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ
ＰＡＧＥ），转膜后用５％封闭液于４℃封闭１５ｈ，加
入相应一抗孵育过夜，滤膜经 ＴＢＳ缓冲液漂洗３次
后，加入相应二抗室温孵育２ｈ，增强化学发光显色
系统显色，使用 ＩｍａｇｅＪ软件进行灰度分析，βａｃｔｉｎ
蛋白条带作为内参照。

２７统计学分析

应用ＳＰＳＳ１３０统计软件对实验数据进行分析，
实验结果以（珋ｘ±ｓ）表示，均数间多重比较使用单因
素方差分析，Ｐ＜００５表示差异有统计学意义。

３　结果

３１华蟾素对ＭＤＡＭＢ２３１细胞形态的影响

用不同质量浓度（０、１０、２０、４０、６０、８０μｇ·ｍＬ－１）
的华蟾素处理ＭＤＡＭＢ２３１细胞４８ｈ后，用倒置显
微镜观察细胞形态的变化。发现经过４８ｈ处理后，
对照组细胞生长贴壁良好，细胞间间隙小，细胞密

集、密度大（见图１Ａ）；而华蟾素处理组中，细胞皱
缩变圆，贴壁能力降低，并且随着华蟾素质量浓度

的增加，细胞数量及密度明显减少（见图１Ｂ～Ｆ）。

３２华蟾素对ＭＤＡＭＢ２３１细胞增殖的抑制作用

为了研究华蟾素对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞增殖的影
响，我们用不同质量浓度（０、１０、２０、４０、６０、８０、
１００μｇ·ｍＬ－１）的华蟾素处理 ＭＤＡＭＢ２３１细胞２４ｈ
和４８ｈ。图 ２ＣＣＫ８结果显示，华蟾素可以抑制
ＭＤＡＭＢ２３１细胞增殖，降低其活力，并且随着华
蟾素质量浓度的增加和作用时间的延长，其细胞活

力不断下降，说明华蟾素可以时间、浓度依赖性地

抑制ＭＤＡＭＢ２３１细胞的增殖，体现出对 ＭＤＡＭＢ
２３１细胞的毒性作用。

３３华蟾素对ＭＤＡＭＢ２３１细胞迁移的影响

华蟾素对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞迁移能力的影响如

注：Ａ对照组；Ｂ～Ｆ分别为１０、２０、４０、６０、８０μｇ·ｍＬ－１华

蟾素处理组。

图１　华蟾素对ＭＤＡＭＢ２３１细胞形态的影响（×１００）

注：与对照组相比，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；下同。

图２　华蟾素体外细胞抑制作用

图３所示。对照组细胞经过４８ｈ处理后，与０ｈ相
比生长明显，划痕愈合明显（见图３Ａ～Ｂ），而华蟾
素处理组随着华蟾素浓度（２０、４０、８０μｇ·ｍＬ－１）的
增加，经过４８ｈ处理后，划痕愈合趋势不明显；当
用８０μｇ·ｍＬ－１华蟾素处理 ＭＤＡＭＢ２３１细胞 ４８ｈ
后，细胞生长稀疏，未见划痕愈合趋势（见图３Ｅ）。
图４表明，华蟾素可以抑制 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的迁
移；并且随着华蟾素浓度的增加，ＭＤＡＭＢ２３１细
胞迁移率逐渐降低。

３４华蟾素对ＭＤＡＭＢ２３１细胞凋亡的影响

使用不同质量浓度（２０、４０、８０μｇ·ｍＬ－１）华
·１１４·
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蟾素处理 ＭＤＡＭＢ２３１细胞２４ｈ后，采用ＦＩＴＣ／ＰＩ
双染流式细胞术检测 ＭＤＡＭＢ２３１细胞凋亡率（细
胞凋亡率 ＝早期细胞凋亡率 ＋晚期细胞凋亡率）。
图５结果表明，细胞凋亡率随着华蟾素浓度的增加
而显著提高，与空白对照组相比，差别具有统计学

意义。

３５华蟾素对凋亡相关蛋白及ＰＴＨｒＰ表达的影响
为了进一步探究华蟾素抑制 ＭＤＡＭＢ２３１细胞

增殖，诱导其凋亡的分子机制，我们检测了 Ｂａｘ、
Ｂｃｌ２、Ｃｌｅａｖｅｄｃａｐｓａｓｅ３和 Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９等凋亡
相关蛋白的表达。ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ结果表明（见图６），
与对照组相比，华蟾素处理组中，Ｂａｘ、Ｃｌｅａｖｅｄｃａｐ
ｓａｓｅ３和Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９表达水平均明显上调，而
Ｂｃｌ２的表达则明显减少。此外，我们还研究了华蟾
素对 ＰＴＨｒＰ表达的影响，结果表明华蟾素可以抑制
ＭＤＡＭＢ２３１细胞中ＰＴＨｒＰ的表达。

注：Ａ～Ｂ分别为对照组０ｈ和４８ｈ；Ｃ～Ｅ分别

为２０、４０和８０μｇ·ｍＬ－１华蟾素处理组４８ｈ

图３　华蟾素对ＭＤＡＭＢ２３１细胞划痕修复
实验结果（×１００）

图４　华蟾素对ＭＤＡＭＢ２３１细胞迁移率结果

４　讨论

乳腺癌是恶性肿瘤中导致女性死亡的首要因

素［９］，据统计占女性新增癌症病例的四分之一以

上［１０］。目前，对于乳腺癌患者的治疗，主要包括外

科手术、放疗和化疗。尽管目前治疗取得了明显进

步，但仍无法令人满意。三阴性乳腺癌（ＴＮＢＣ）是乳
腺癌中的一种亚型，其雌激素受体、孕激素受体和

人表皮生长因子受体２均为阴性，具有恶性程度高、
侵袭能力强、容易转移和复发等特点，对内分泌治

疗及抗ＨＥＲ２靶向治疗不敏感［１１１２］，目前对于此类

患者，仍缺乏有效治疗手段。晚期乳腺癌患者中有

７０％左右出现骨转移［１３］，远远高于其他器官，而

ＴＮＢＣ相对于其他亚型更容易出现骨转移，因此，寻
找新的药物以改善乳腺癌，特别是 ＴＮＢＣ患者的预
后，是目前临床上亟待解决的难题。

注：Ａ对照组；Ｂ～Ｄ分别为２０、４０和８０μｇ·ｍＬ－１华蟾素

处理组；Ｇ１～Ｇ４分别为坏死细胞、晚期凋亡细胞、正常细

胞、早期凋亡细胞所占百分比；Ｅ各组调亡率比较。

图５　华蟾素对ＭＤＡＭＢ２３１细胞凋亡率的影响

·２１４·
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注：Ａ蛋白表达条带；Ｂ表达水平比较。

图６　华蟾素对Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ＰＴＨｒＰ、Ｃｌｅａｖｅｄｃａｐｓａｓｅ３和
Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９表达的影响

研究证明，华蟾素对多种肿瘤如肝癌、胃癌、

骨肉瘤、乳腺癌等有抑制作用。孙宇等［１４］研究证

明，华蟾素能显著抑制人肝癌细胞ＨｅｐＧ２增殖，诱
导其凋亡，可能与华蟾素下调肿瘤细胞 ＴｏｐｏⅠ、
ＴｏｐｏⅡ表达有关。殷文谨等［１５］研究表明，华蟾素能

抑制乳腺癌细胞增殖，降低其侵袭能力，并通过下

调ＣｙｃｌｉｎＡ１、Ｄ１等细胞周期中的正向调节因子及促
进Ｐ２１等负向调节因子的表达进而抑制细胞周期进
程。本研究基于华蟾素的抗肿瘤作用，研究其对三

阴性乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞增殖、迁移、凋亡的
影响及其机制，并初步探讨华蟾素对 ＰＴＨｒＰ表达的
影响，为后续进一步研究提供基础。

本研究应用不同质量浓度的华蟾素（０、１０、２０、
４０、６０、８０μｇ·ｍＬ－１）处理 ＭＤＡＭＢ２３１细胞４８ｈ，
用倒置显微镜观察细胞形态及密度变化，结果表明

华蟾素处理组中，细胞皱缩变圆，贴壁能力降低，

并且随着华蟾素质量浓度的增加，细胞数量及密度

明显减少，说明华蟾素能抑制 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的
增殖。为进一步验证华蟾素对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的
毒性作用，我们进行了 ＣＣＫ８实验，结果表明华蟾
素可以时间、浓度依赖性抑制 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的
增殖。随后，我们研究了华蟾素对 ＭＤＡＭＢ２３１细
胞迁移能力的影响，划痕结果表明，对照组中细胞

生长明显，划痕接近愈合，而华蟾素处理组中随着

华蟾素浓度的增加，划痕愈合趋势越来越不明显，

说明华蟾素对乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞迁移能力有
较为明显的抑制作用。

由于细胞增殖受限与细胞凋亡密切相关，我们

随后检测了华蟾素对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞凋亡率的影
响。ＦＩＴＣ／ＰＩ双染流式细胞术结果表明 ＭＤＡＭＢ２３１
细胞凋亡率随着华蟾素质量浓度的增加而显著提高，

说明华蟾素能显著诱导 ＭＤＡＭＢ２３１细胞凋亡。细
胞凋亡又称为细胞程序性死亡，经典的细胞凋亡途

径主要包括：线粒体凋亡途径和死亡受体凋亡途

径［１６］，均依赖于 Ｃｓａｐａｓｅ级联反应来诱导。在线粒
体凋亡途径中，当细胞受到凋亡信号刺激后，线粒

体外膜通透性增加，线粒体内的凋亡因子，如细胞

色素Ｃ（Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ，Ｃｙｔｃ）等释放到细胞质，与凋亡
蛋白酶活化因子 Ａｐａｆ１（Ａｐｏｐｔｏｔｉｃｐｒｏｔｅａｓｅａｃｔｉｖａｔｉｎｇ
ｆａｃｔｅｒ１）结合，进而活化 Ｃａｓｐａｓｅ９，进一步激活
Ｃａｓｐａｓｅ３，从而导致Ｃｓａｐａｓｅ级联反应的发生以诱导
细胞凋亡，而定位于线粒体膜上的Ｂｃｌ２家族蛋白如
促凋亡蛋白Ｂａｘ和抑凋亡蛋白Ｂｃｌ２可通过调控Ｃｙｔｃ
的释放从而调控细胞凋亡［１７］。为了探究华蟾素诱导

ＭＤＡＭＢ２３１细胞凋亡的分子机制，我们检测了华
蟾素对凋亡相关蛋白表达的影响。结果表明，华蟾

素处理组中促凋亡蛋白 Ｂａｘ表达水平上调，而抑凋
亡蛋白 Ｂｃｌ２表达水平则显著下降。Ｂａｘ与 Ｂｃｌ２蛋
白表达水平失衡，引起线粒体膜通透性改变，从而

引起线粒体凋亡通路级联反应的发生。华蟾素处理

组中Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３和Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９的高表达
也验证了这一通路的激活。表明华蟾素通过线粒体

凋亡途径诱导ＭＤＡＭＢ２３１细胞凋亡。
此外，ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ结果表明华蟾素可以抑制

ＭＤＡＭＢ２３１细胞中 ＰＴＨｒＰ的表达。正常生理情况
下，ＲＡＮＫ／ＲＡＮＫＬＯＰＧ系统能调节成骨细胞和破
骨细胞的活性平衡，使成骨细胞介导的骨形成和破

骨细胞介导的骨吸收处于平衡状态，而在乳腺癌骨

转移发生发展过程中，肿瘤细胞通过分泌 ＰＴＨｒＰ、
ＩＬ１等活性因子导致溶骨性骨转移的发生［１８２０］。本

·３１４·
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研究证实，华蟾素可以抑制 ＭＤＡＭＢ２３１细胞中
ＰＴＨｒＰ的表达，由此，我们假设华蟾素可通过下调
乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞中 ＰＴＨｒＰ进而抑制溶骨性
骨转移的发生，这有待于后续的动物实验来进行

验证。

综上所述，华蟾素能抑制 ＭＤＡＭＢ２３１细胞增
殖，降低其迁移能力，并通过线粒体凋亡途径诱导

ＭＤＡＭＢ２３１细胞凋亡。总之，我们的研究表明，
华蟾素能在一定程度上对三阴性乳腺癌产生抑制作

用，至于能否抑制乳腺癌溶骨性骨转移的发生，有

待后续进一步验证。
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［４］　ＳａｔｈｉａｋｕｍａｒＮ，ＤｅｌｚｅｌｌＥ，ＭｏｒｒｉｓｅｙＭＡ，ｅｔａｌ．Ｍｏｒｔａｌｉｔｙｆｏｌ
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［１９］ＹａｎＸ，ＫｅＸＸ，ＺｈａｏＨ，ｅｔａｌ．Ｔｒｉｐｔｏｌｉｄｅｉｎｈｉｂｉｔｓｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆ
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