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[摘 要] 目的：探讨大荨麻提取物对乳腺癌细胞增殖、凋亡和细胞周期的影响，并初步探讨其可能的作用机制。方法：用不

同质量浓度的大荨麻提取物（0、1、2、4、8、16、32、64 mg/ml）处理乳腺癌细胞MCF-7和MDA-MB-231 24 h，MTT法检测细胞增殖

活力，选择中位抑制浓度附近的浓度（5和10 mg/ml）作为给药浓度分别处理MCF-7和MDA-MB-231细胞24 h后，平板克隆形成

实验和流式细胞术分别检测大荨麻提取物对乳腺癌细胞增殖、周期和凋亡的影响，WB法检测对细胞周期和凋亡相关蛋白以

及PI3K/AKT信号通路相关蛋白表达的影响。在MCF-7细胞用 5 mg/ml大荨麻提取物处理的同时转染过表达AKT质粒（大荨

麻+AKT组），转染空载质粒为对照组（大荨麻+vec组），WB法检测过表达效率，比较过表达AKT对细胞增殖、周期和凋亡的影

响。结果：各大荨麻提取物处理组 MCF-7 和 MDA-MB-231细胞增殖活力均显著低于对照组（P<0.05或P<0.01）；与对照组

比较，5或10 mg/ml大荨麻处理组乳腺癌细胞的克隆形成数显著减少，G0/G1期细胞占比和凋亡率显著增加（P<0.05或P<0.01），

P21、BAX蛋白表达显著升高而Cyclin D1、CDK4、Bcl2蛋白以及p-PI3K、p-AKT蛋白表达显著降低（P<0.05或P<0.01）。大荨麻+

AKT组 p-AKT和AKT蛋白表达显著高于大荨麻+vec组，克隆数、S期和G2/M期细胞占比均高于大荨麻+vec组（P<0.05或P<

0.01），G0/G1期细胞占比和凋亡率低于大荨麻+vec组（P<0.05或P<0.01）。结论：大荨麻提取物可以抑制乳腺癌细胞增殖、促进

凋亡且阻滞细胞在G0/G1期，其作用机制可能与抑制PI3K/AKT信号通路相关。
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cells and its possible mechanism
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[Abstract] Objective: To investigate the effect of Urtica dioica extract on the proliferation, apoptosis, and cell cycle of breast cancer

cells, and to primarily explore the possible mechanism. Methods: Breast cancer MCF-7 and MDA-MB-231 cells were treated with

different concentrations of Urtica dioica extract (0,1,2,4,8,16,32,64 mg/ml) for 24 h, and the cell viability was detected by MTT. The

concentrations around the median inhibitory concentration, which were 5 and 10 mg/ml, were selected to treat MCF-7 and MDA-MB-231

cells for 24 h, respectively. Plate clone formation assay was applied to detect cell proliferation, Flow cytometry was used to detect cell

cycle and apoptosis, and WB was used to determine the expression of cell cycle and apoptosis-related proteins as well as PI3K/AKT

signaling pathway-related proteins. AKT was simultaneously overexpressed in MCF-7 cells that were treated with 5 mg/ml Urtica

dioica extract (Urtica+AKT group), and the cells transfected with empty vectors was used as control group (Urtica+vec group). The

overexpression efficiency was detected by WB, and the effects of AKT overexpression on cell proliferation, cell cycle, and apoptosis

were explored. Results: The viability of MCF-7 and MDA-MB-231 cells in each Urtica treated group was significantly lower than that

in the control group (P<0.05, P<0.01). Compared with the control group, the number of clone formation of breast cancer cells was

significantly reduced, while the proportion of cells in the G0/G1 phase and the apoptosis rate were significantly increased in the 5 or
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10 mg/ml Urtica treatment groups (P<0.05, P<0.01); in addition, the protein expression of P21 and Bax was significantly increased,

while the protein expression of Cyclin D1, CDK4, Bcl2, p-PI3K and p-AKT was significantly decreased (P<0.05, P<0.01) in Urtica

treatment groups. The protein expression of p-AKT and AKT in the Urtica+AKT group was significantly higher than that in the Urtica+

vec group, and the number of clone formation and proportion of cells in the S phase and G2/M phase were higher than that in the

Urtica+vec group, and the proportion of cells in the G0/G1 phase and the apoptosis rate were lower than that in the Urtica+vec group

(P<0.05, P<0.01). Conclusion: The Urtica dioica extract can inhibit the proliferation and promote the apoptosis of breast cancer cells,

and block the cells at G0/G1 phase, the mechanism of which may be related to the inhibition of PI3K/AKT signaling pathway.

[Key words] Urtica dioica extract; breast cancer; MCF-7 cell; MDA-MB-231 cell; proliferation; apoptosis; PI3K/AKT signaling pathway

[Chin J Cancer Biother, 2021, 28(8): 803-809. DOI：10.3872/j.issn.1007-385x.2021.08.006]

乳腺癌是发生在乳腺腺上皮组织的恶性肿瘤，

据报道[1-2]，中国女性恶性肿瘤中，乳腺癌的发病率、

病死率均高居首位。乳腺癌的发病机制尚不清楚，

临床上多选择放疗、化疗等肿瘤通用疗法进行治疗，

虽然可有效延长患者的生存期，但存在较多不良反

应且对于复发及转移患者治疗效果不佳[3-4]。大荨麻

（Urtica dioica）自古以来一直被用作药用植物，具有

止血、消炎、治疗糖尿病以及提高免疫力等作用[5]。

近年来的报道显示，大荨麻提取物具有多种生物学

作用，如抑制病毒糖代谢[6]、抑制NF-κB的活性[7]以及

治疗某些消化系统疾病[8]，但是中国关于大荨麻对于

肿瘤的作用却鲜有研究和报道。曾有研究[9]发现，大

荨麻提取物可能通过影响脂质过氧化及某些抗氧化

酶的活性而延缓乳腺肿瘤形成，基于此，本研究以乳

腺癌细胞MCF-7和MDA-MB-231为研究对象，通过

MTT试验、流式细胞术以及WB等实验技术研究大

荨麻提取物对乳腺癌细胞增殖和凋亡的影响并探究

其可能的作用机制。

1 材料与方法

1.1 主要试剂和仪器

大荨麻提取物（粉剂，货号S17-09），主要成分包

括多糖、酚类、凝集素等，纯度为 98%，由陕西昂盛生

物医药科技有限公司提供，其用DMSO溶解和稀释。

人乳腺癌 MCF-7 和 MDA-MB-231 细胞购自上海泽

叶生物科技有限公司，均用含有 10%FBS的DMEM

培养基于 37 ℃、5%CO2的细胞培养箱中常规培养。

DMEM 培养基、FBS 及双抗等细胞培养试剂购自

Gibco公司，MTT试剂盒购自奥淇洛谱生物科技有限

公司，Annexin Ⅴ-FITC试剂盒、二甲基亚砜（DMSO）

均购自Sigma公司，HRP标记羊抗鼠二抗、RIPA裂解

液均购自碧云天生物科技有限公司，转染试剂盒

Lip3000购自TaKaRa公司，鼠源P21、Bax、Cyclin D1、

CDK4 、Bcl2 、PI3K 、p-PI3K、p-AKT、AKT 及内参

β-actin一抗购自Abcam公司，AKT蛋白重组质粒及

空载质粒由北京擎科生物科技有限公司设计合成。

低温台式离心机Centrifuge 5810R购自Eppendorf公

司，Attune NxT 流式细胞仪购自美国 Thermo Fisher

公司，垂直电泳仪和转膜仪购自美国BIO-RAD公司，

Tanon 5200全自动化学发光图像分析系统购自上海

天能科技有限公司。

1.2 MTT法检测大荨麻提取物对乳腺癌细胞增殖的

影响

收集生长至对数期的 MCF-7 和 MDA-MB-231

细胞，制成密度为2×104和2×105/ml的细胞悬液，将两

种细胞悬液均随机分为8组，接种于96孔板中，参考

FATTAHI 等[10]的实验分别给予 0、1、2、4、8、16、

32、64 mmol/L的大荨麻提取物处理，每组均设置3个

重复。给药处理后，置于培养箱中培养 24 h，吸弃培

养液，加入 10 μl MTT工作液后置于 37 ℃培养箱中

孵育 3 h，加入 150 μ l DMSO，于震荡摇床上低速

震荡 15 min，后在酶标仪上测定各孔在 490 nm波长

处的光密度（D）值，根据公式“（1-D给药组/D对照组）×

100%”计算细胞增殖抑制率。利用 Graphpad Prism

5.0软件分析结果和计算大荨麻提取物对MCF-7和

MDA-MB-231细胞的中位抑制浓度。

1.3 平板克隆形成实验检测大荨麻提取物对乳腺癌

细胞克隆形成的影响

根据1.2节中的实验结果，分别选择5和10 mg/ml

大荨麻提取物处理 MCF-7 和 MDA-MB-231 细胞，

进行平板克隆形成试验。制备细胞悬液方法同

1.2。将两种细胞悬液均随机分为两组，MCF-7

细胞给予5 mg/ml大荨麻提取物处理，MDA-MB-231

细胞给予 10 mg/ml大荨麻提取物处理，对照组均给

予等量PBS缓冲液处理。24 h后用胰蛋白酶消化、制

成单细胞悬液，用含有 10%FBS的DMEM培养基悬

浮细胞，每组细胞以 50个/孔细胞的密度接种于含

2 ml培养液的6孔板中，轻轻转动，使细胞分散均匀，

置于 37 ℃、5% CO2 的细胞培养箱中培养 2~3周，

待6孔板中出现肉眼可见的克隆时，终止培养。取上

清液，PBS小心清洗2次，加入4%多聚甲醛固定细胞

15 min，弃固定液，加入吉姆萨染液染色 10~30 min，

流水冲洗染液，空气干燥，观察并记录克隆形成

数量。
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1.4 流式细胞术检测大荨麻提取物对乳腺癌细胞周

期和凋亡的影响

制备细胞悬液方法同 1.3，将两种细胞悬液均随

机分为两组，以 2×105/ml的密度接种于 6孔板中，待

细胞长满孔底约 80%时，MCF-7和MDA-MB-231细

胞分别给予 5、10 mg/ml大荨麻提取物处理，对照组

均给予等量PBS缓冲液处理，置于培养箱内孵育48 h

后，分别进行后续实验。

1.4.1 细胞周期检测 收集给药处理 48 h后细胞，

PBS洗涤2次，200×g离心5 min，收集1×105~5×105个

细胞，加入 1 ml 预冷的 70% 乙醇，4 ℃过夜固定。

200×g离心5 min，加入1 ml预冷的PBS重悬细胞，再

次离心，弃上清，轻弹管底使细胞分散。每管样品中

加入0.5 ml PI染色液，37 ℃避光孵育30 min，上流式

细胞仪检测细胞周期。

1.4.2 细胞凋亡检测 给药处理48 h后细胞经胰蛋白

酶消化、PBS 洗涤 2 次、离心之后弃上清，加入500 μl

Annexin结合缓冲液重悬细胞，再加入3 μl Annexin Ⅴ-

FITC 和 3 μ l PI 染色液，避光孵育10~15 min，经300

目滤网滤入流式管中，上流式细胞仪检测细胞凋亡。

1.5 WB法检测大荨麻提取物对乳腺癌细胞中增殖、

周期和凋亡相关蛋白表达的影响

分别收集大荨麻组和对照组 MCF-7 细胞和

MDA-MB-231细胞，加入RIPA裂解液，冰浴 30 min，

超声破碎后 4 ℃下 128×g离心 10 min，收集上清，测

定蛋白浓度后进行SDS-PAGE。电泳条件为 65 V恒

压电泳 30 min，120 V电泳 2 h。电泳结束后 250 mA

恒流转印2 h，将蛋白转印至PVDF膜上，脱脂乳4℃过夜

封闭。加入 1∶1 000 稀释的 P21、BAX、Cyclin D1、

CDK4、Bcl-2、PI3K、p-PI3K、p-AKT、AKT蛋白以及内

参β-actin的一抗，室温孵育2 h，PBST洗膜3次，每次

10 min。加入 1∶5 000稀释的HRP标记的羊抗鼠二

抗孵育 2 h，PBST洗膜 3次，每次 10 min。显色液显

色，置于蛋白凝胶成像仪下分析目的蛋白含量。

1.6 WB、流式细胞术检测大荨麻提取物对过表达

AKT的MCF-7细胞增殖、周期和凋亡的影响

收集生长至对数期的大荨麻组MCF-7细胞，接

种于6孔板中，细胞汇合度达70%~80%时进行转染。

按照Lip3000转染试剂说明书将重组AKT蛋白质粒

及空载质粒分别转染至细胞中，转染6 h后更换为含

有 10%FBS 的正常细胞培养基继续培养，WB 检测

AKT过表达效率。

转染成功后利用平板克隆形成实验及流式细胞

术分别检测大荨麻+AKT质粒组及大荨麻+vec组细

胞的克隆数、各组细胞周期细胞占比以及细胞凋亡

率，具体实验方法参见1.4和1.5小节。

1.7 统计学处理

本研究中所有实验数据利用SPSS 20.0统计学软

件及Graphpad Prism 5.0软件进行统计学分析，所有

实验均独立重复3次。呈正态分布的计量数据用 x̄±s

表示，组间比较采用 t检验，以P<0.05或P<0.01表示

差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 大荨麻提取物抑制乳腺癌细胞的增殖活力

乳腺癌 MCF-7 和 MDA-MB-231 细胞用不同

质量浓度梯度的大荨麻提取物（1、2、4、8、16、32、

64 mg/ml）处理 24 h，MTT检测结果（图 1A）显示，各

大荨麻提取物处理组 MCF-7 和 MDA-MB-231 细胞

的增殖活力均显著低于对照组（P<0.05或P<0.01）。

取中位抑制浓度附近的浓度作为给药浓度，乳腺癌

细胞MCF-7和MDA-MB-231分别用5和10 mg/ml大

荨麻提取物处理 24 h，平板克隆形成实验检测结果

（图 1B）发现，与对照组比较，大荨麻提取物处理

组克隆数显著减少 [MCF-7 细胞：（32±5）vs（98±12）

个，P<0.01；MDA-MB-231 细胞：（11±3）vs（96±10）

个，P<0.01]。

2.2 大荨麻提取物处理对乳腺癌细胞周期和凋亡的

影响

流式细胞术检测结果发现，与对照组比较，大荨

麻提取物处理组 MCF-7 和 MDA-MB-231 细胞周期

G0/G1期细胞占比升高，而S期和G2/M期占比降低

（P<0.05或P<0.01，图2A），同时细胞凋亡率显著高于

对照组（P<0.05或P<0.01，图2B）。

2.3 大荨麻提取物对增殖和凋亡相关蛋白表达的影响

WB检测乳腺癌细胞MCF-7和MDA-MB-231加

药和不加药处理的两组细胞增殖和凋亡相关蛋白表

达，结果发现，与对照组比较，大荨麻组P21、BAX蛋

白表达显著升高，而Cyclin D1、CDK4、Bcl2蛋白表达

显著降低（P<0.05或P<0.01，图3）。

2.4 大荨麻提取物对PI3K/AKT信号通路的影响

WB检测结果（图 4）显示，与对照组比较，大

荨麻提取物处理组 MCF-7 和 MDA-MB-231 细胞

中 p-PI3K、p-AKT 蛋白表达显著降低（P<0.05 或

P<0.01）。

2.5 过表达AKT联合大荨麻提取物对乳腺癌增殖

和凋亡的影响

在乳腺癌细胞MCF-7用 5 mg/ml大荨麻提取物

处理的同时转染过表达AKT质粒，WB检测过表达

效率，结果发现，大荨麻+AKT组p-AKT和AKT蛋白表达

显著高于大荨麻+vec组（P<0.05或P<0.01，图 5A），大

荨麻+AKT组细胞克隆数、S 期和 G2/M 期细胞占
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比均高于大荨麻+vec 组（P<0.05 或 P<0.01，图 5B、

5C），G0/G1 期细胞占比和凋亡率低于大荨麻+

vec组（P<0.05或P<0.01，图5C、5D）。

*P<0.05, **P<0.01 vs 0 mg/ml group

A: MTT was used to detect the cell proliferation of MCF-7 and MDA-MB-231 cells treated with different concentrations of Urtica

dioica extract for 24 h; B: The clone counts of MCF-7 and MDA-MB-231 cells in Urtica dioica extract group and control group was

detected by plate clone formation assay

图1 大荨麻提取物对乳腺癌细胞增殖的抑制作用

Fig.1 Inhibitory effect of Urtica dioica extract on proliferation of breast cancer cells

A: The cell cycle of MCF-7 and MDA-MB-231 cells was detected by Flow cytometry, compared with the control group;

B: The apoptosis of MCF-7 and MDA-MB-231 cells was detected by Flow cytometry

图2 大荨麻提取物对乳腺癌细胞周期和凋亡的影响

Fig.2 Effect of Urtica dioica extract on cell cycle and apoptosis of breast cancer cells

*P<0.05, **P<0.01 vs 0 mg/ml or Control group

图3 大荨麻提取物对乳腺癌细胞中增殖和凋亡相关蛋白表达的影响

Fig.3 Effect of Urtica dioica extract on expression of proliferation and apoptosis related proteins in breast cancer cells
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*P<0.05，**P<0.01 vs 0 mg/ml or Control group

图4 大荨麻提取物对乳腺癌细胞中PI3K/AKT信号通路相关蛋白表达的影响

Fig.4 Effect of Urtica dioica extract on expression of PI3K/AKT signaling pathway related proteins in breast cancer cells

*P<0.05, **P<0.01 vs Urtica dioica+vec group

A: WB was used to detect protein expression of p-AKT and AKT; B: Plate clone formation assay was used to detect cell clone number;

C: Flow cytometry was used to detect cell cycle; D: Flow cytometry was used to detect cell apoptosis rate

图5 过表达AKT联合大荨麻提取物对乳腺癌细胞增殖和凋亡的影响

Fig.5 Effect of overexpression of AKT combin with Urtica dioica extract on proliferation and apoptosis of breast cancer cells

3 讨 论

肿瘤的发生是由细胞的正常增殖和凋亡失衡所

引起，因此针对肿瘤细胞的增殖与凋亡通路选择相

应药物进行治疗，以抑制肿瘤细胞的增殖或诱导其

凋亡是治疗肿瘤的有效方法[11]。研究[12-13]发现，大荨

麻提取物对肝癌、结肠癌、乳腺癌等多种恶性肿瘤具

有一定疗效，提示大荨麻提取物可能是一种具有广

阔应用前景的抗肿瘤药物。本研究通过体外实验对

其进行研究，发现大荨麻提取物对人乳腺癌细胞

MCF-7和MDA-MB-231的增殖具有抑制作用，并能

够诱导肿瘤细胞凋亡。

机体细胞增殖依赖于细胞周期严格有序的交替

和变更，肿瘤细胞之所以出现恶性增殖是因为其细

胞周期调控机制被破坏，细胞周期紊乱导致肿瘤细

胞无限增殖[14-15]。临床上治疗肿瘤的药物大多可阻

止肿瘤细胞进入S期和G2/M期，使其停滞在G0/G1

期，从而发挥抑制肿瘤的作用[16]。本研究发现，当

MCF-7和MDA-MB-231细胞分别给予 5和 10 mg/ml

大荨麻提取物处理后，S期和G2/M期细胞占比显著

减少，而G0/G1期细胞占比明显增多，即大荨麻提取

物可将肿瘤细胞阻滞于G0/G1期而抑制其增殖；与对

照组相比，大荨麻组细胞克隆形成数量减少且凋亡

率亦显著增加，表明大荨麻提取物能有效抑制乳腺

癌细胞增殖并促进其凋亡，将肿瘤细胞阻滞在 G0/

G1期。

Cyclin D1蛋白的主要功能是促进细胞增殖，在

细胞进入S期后Cyclin D1蛋白会迅速分解，但当其

被激活且过表达时会缩短G1期并提前进入S期，导

致增殖失调进而形成肿瘤[17-18]。CD4K是细胞G1期

特有的周期依赖性激酶，Cyclin D1可在G1中后期与

CD4K结合并稳定其活性，进而完善细胞周期，促进
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增殖[19]。本研究 WB 实验结果显示，Cyclin D1 和

CD4K在大荨麻提取物的作用下表达量明显下调，从

而能够抑制细胞周期进入S期。P21蛋白是一种细胞

周期依赖性激酶抑制因子，能够协调细胞周期发挥

抑制肿瘤的作用[20]。Bcl2家族蛋白在调控细胞凋亡

过程中具有关键作用，而BAX蛋白能够和Bcl2蛋白

结合从而抑制其发挥抗凋亡作用[21-22]。本研究发现，

在给予大荨麻提取物处理后乳腺癌细胞中P21、BAX

蛋白表达量明显上调，而Bcl2蛋白表达量降低，表明

大荨麻提取物能够通过促进乳腺癌细胞凋亡、促进

促凋亡蛋白的表达、抑制抑凋亡蛋白的表达，从而发

挥抗肿瘤作用。

此外，本研究进一步检测PI3K/AKT信号通路的

相关分子。该通路具有促进肿瘤细胞增殖、抑制肿

瘤细胞凋亡的作用[23-24]。结果发现，大荨麻组细胞中

p-PI3K和 p-AKT表达量明显降低，结合前述大荨麻

组BAX蛋白表达量明显上调，进一步阐明大荨麻对

乳腺癌细胞的促凋亡作用。此外，在MCF-7细胞中

过表达AKT蛋白后再次进行平板克隆实验、流式细

胞术及WB检测，表明大荨麻提取物抑制乳腺癌细胞

增殖、促进凋亡的作用机制可能与PI3K/AKT信号通

路相关。

综上所述，本研究发现大荨麻提取物能够抑制

乳腺癌细胞增殖并促进其凋亡，将细胞周期阻滞在

G0/G1期，并调节相关蛋白的表达，其作用机制可能

与抑制PI3K/AKT信号通路有关，但具体的调控机制

仍有待进一步深入研究。
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