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[摘  要]  目的：探究落新妇苷（AST）调节低氧诱导因子-1α（HIF-1α）/血管内皮生长因子（VEGF）轴对乳腺癌细胞增殖、迁移和

血管生成拟态（VM）的影响。方法：用不同浓度的AST（0、5、25、50、100、150、200、300 μmol/L）处理乳腺癌细胞MCF-7、MDA-MB-231，

采用CKK-8法检测细胞活力。将MCF-7、MDA-MB-231细胞分为对照组、AST低剂量（AST-L）组、AST中剂量（AST-M）、AST高

剂量（AST-H）组、AST-H+DMOG（HIF-1α/VEGF通路激活剂）组，EdU法检测AST处理对乳腺癌细胞增殖的影响，流式细胞术检

测其对细胞凋亡的影响，Transwell小室实验检测其对细胞迁移、侵袭能力的影响，Matrigel管型形成实验检测其对细胞VM形成

的影响，WB法检测对细胞中HIF-1α、VEGF、VE-cadherin、E-cadherin、N-cadherin、MMP-2表达的影响。结果：与0 μmol/L AST相

比，5、25、50、100、150、200、300 μmol/L AST处理的细胞活力显著下降，呈剂量依赖性（P<0.05）。与对照组相比，AST-L、AST-M、

AST-H组细胞EdU阳性率、细胞迁移数、细胞侵袭数、VM管腔数目、HIF-1α、VEGF、VE-cadherin、N-cadherin、MMP-2 表达均显

著下降，而细胞凋亡率、E-cadherin蛋白表达显著升高（均P<0.05）；与 AST-H 组相比，AST-H+DMOG 组细胞 EdU阳性率、细胞

迁移数、细胞侵袭数、VM管腔数目、HIF-1α、VEGF、VE-cadherin、N-cadherin、MMP-2 表达均显著升高，而细胞凋亡率、E-cadherin

蛋白表达均显著下降（均P<0.05）。结论：AST能抑制乳腺癌细胞增殖、迁移、侵袭和VM形成，促进凋亡，其作用机制可能与抑

制HIF-1α/VEGF信号通路有关。
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Astilbin inhibits proliferation, migration and vasculogenic mimicry formation of 
breast cancer cells by regulating HIF-1α/VEGF axis

WANG Yuanyuana, GU Yua, LIU Qiuxiaa, MA Shenghuib, GONG Zhipinga (a. Clinical Laboratory; b. Breast Surgery, Chengde Central 

Hospital, Chengde 067000, Hebei, China)

[Abstract]  Objective: To explore the effects of astilbin (AST) on the proliferation, migration and vasculogenic mimicry (VM) 

formation in breast cancer cells by regulating the hypoxia-inducible factor-1α (HIF-1α)/vascular endothelial growth factor (VEGF) axis. 

Methods: Breast cancer cells (MCF-7 and MDA-MB-231) were treated with AST at different concentrations (0, 5, 25, 50, 100, 150, 

200, 300 μmol/L), and the cell viability was detected using the CKK-8 assay. The MCF-7 and MDA-MB-231 cells were divided into 

control group, low-dose AST (AST-L), medium-dose AST (AST-M), high-dose AST (AST-H), and AST-H+DMOG (HIF-1α/VEGF 

pathway activator) groups. The effect of AST on cell proliferation was detected by EdU assay, the influence on apoptosis was detected 

using flow cytometry, the migration and invasion abilities of cells were examined using Transwell chamber assay, and the VM 

formation was analyzed using Matrigel tube formation assay. The expression of HIF-1α, VEGF, VE-cadherin, E-cadherin, N-cadherin 

and MMP-2 was detected by WB assay. Results: Compared with 0 μmol/L AST, the viability of cells treated with 5, 25, 50, 100, 150, 

200, and 300 μmol/L AST decreased obviously, which was in a dose-dependent manner (P<0.05). Compared with the control group, the 

AST-L, AST-M, and AST-H groups showed a significant decrease in EdU positive rate, cell migration number, cell invasion number, 

VM lumen number, and the protein expression of HIF-1α, VEGF, VE-cadherin, N-cadherin, and MMP-2, while the apoptosis rate and 

E-cadherin protein expression obviously increased (all P<0.05). Compared with the AST-H group, the AST-H+DMOG group 

demonstrated a significant increase in EdU positive rate, cell migration number, cell invasion number, VM lumen number, and the 

protein expression of HIF-1α, VEGF, VE-cadherin, N-cadherin, and MMP-2, while the apoptosis rate and E-cadherin protein expression 

significantly decreased (all P<0.05). Conclusion: AST can inhibit the proliferation, migration, invasion, and VM formation of breast 
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cancer cells and promote apoptosis, which may be related to the inhibition of the HIF-1α/VEGF signaling pathway.

[Key words]  breast cancer; astilbin; proliferation; migration; vasculogenic mimicry (VM); hypoxia-inducible factor-1α/vascular 

endothelial growth factor (HIF-1α/VEGF)
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乳腺癌作为全球第三大恶性肿瘤，每年在全球

造成数百万人患病和数十万人死亡。尽管目前乳腺

癌的诊断和治疗取得了很大的进步，但一些高转移

型的患者仍然表现出较差的预后和总生存率[1]。因

此，为晚期乳腺癌患者开发更有效的药物具有重要

意义。恶性肿瘤的增殖、侵袭和转移都需要通过新

生血管从宿主环境中获取营养[2]。血管生成拟态

（vasculogenic mimicry，VM）被认为是一种由非内皮

细胞形成的微血管通道样结构，与多种侵袭性恶性

肿瘤的发生、侵袭、转移、耐药和不良预后密切相

关[3]。研究[4]发现，抑制乳腺癌细胞中VM形成具有

显著的抗肿瘤作用。因此，抑制VM可能是癌症治疗

的关键策略。据报道，低氧诱导因子 -1α（hypoxia 

inducible factor-1α，HIF-1α）介导组织对低氧的适应

性反应，调节炎症、代谢、氧转移和细胞存活等应激

反应，HIF-1α还可通过调节下游基因如血管内皮生

长因子（vascular endothelial growth factor，VEGF），参

与肿瘤的增殖、转移、VM形成以及能量代谢[5]。研

究[6]发现，通过阻断HIF-1α/VEGF信号通路可抑制乳

腺癌的生长和血管生成。落新妇苷（astilbin，AST）是

一种黄酮类化合物，通常存在于各种草药和食品中，

具有抗炎、抗氧化和抗肿瘤作用[7]。AST能通过调节

含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶（cysteinyl 

aspartate specific proteinase，caspase）依赖的途径，进

而促进乳腺癌细胞凋亡[8]。但AST对乳腺癌细胞VM

形成的影响尚不清楚。因此，本研究探究AST对乳

腺癌细胞增殖、迁移和VM的影响及其可能的作用机

制，为乳腺癌的治疗提供潜在的药物治疗靶点。

1  材料与方法

1.1  主要材料与仪器

人乳腺癌细胞系 MCF-7、MDA-MB-231 购自美

国ATCC，培养于含FBS的DMEM培养液中，培养条

件为37 ℃，5%过滤CO2循环饱和湿度。根据细胞生

长情况，2～3 d后定期进行传代培养。

AST粉末（HPLC≥98%）购自成都瑞芬思德丹生

物科技有限公司，HIF-1α/VEGF通路激活剂二甲基乙

二酰甘氨酸（dimethyloxallyl glycine, DMOG）购自美

国 MedChemExpress 公司，胎牛血清（foetal bovine 

serum，FBS）、DMEM培养液购自上海中乔新舟生物

科技有限公司，CCK-8试剂盒购自北京沃凯生物科

技有限公司，Annexin Ⅴ-APC/PI试剂盒购自上海钦

诚生物科技有限公司，Transwell小室购自美国康宁

公司，Matrigel基质胶购自上海研卉生物科技有限公

司，兔抗HIF-1α（1∶1 000）、VEGF（1∶1 000）、血管内

皮钙黏蛋白（vascular endothelial cadherin，VE-cadherin，

1∶1 000）、上皮 型 钙 黏 蛋 白（ epithelial cadherin ，

E-cadherin ，1∶1 000）、N- 钙黏蛋白（N-cadherin，

1∶1 000）、基质金属蛋白酶 2（matrix metalloproteinase 

2，MMP-2，1∶1 000）、磷酸甘油醛脱氢酶（reduced 

glyceraldehyde-phosphate dehydrogenase ，GAPDH，

1∶2 000）及辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 IgG二抗

（1∶5 000）均购自英国Abcam公司，光学显微镜购自

日本尼康公司，流式细胞仪购自美国BD公司，酶标

仪购自美国MD公司。

1.2  CCK-8法检测AST对乳腺癌细胞增殖活力的影响

实验开始前用 DMSO 溶解 AST，配置成不同浓

度的工作液。将 MCF-7 、MDA-MB-231 细胞接种在

96孔板（1×104个/孔），37 ℃温育24 h，取出培养液，用不

同浓度的AST（0、5、25、50、100、150、200、300 μmol/L）

温育24 h，后加入10 μL CCK-8溶液，37 ℃温育4 h，以

0.1% DMSO处理的细胞作为对照（control）组。用酶标

仪在450 nm波长处测定每孔光密度（D）值，计算细胞

活力。细胞活力=[D 加药-D 空白]/[D0加药-D 空白]×100%。

1.3  细胞分组处理

将MCF-7、MDA-MB-231细胞分为对照组、AST

低剂量（AST-L）组、AST中剂量（AST-M）、AST高剂

量（AST-H）组、AST-H+DMOG组，其中对照组常规培

养细胞，不做处理；AST-L、AST-M、AST-H组分别以

100、150、200 μmol/L AST 处理细胞 24 h；AST-H+

DMOG组以200 μmol/L AST和10 μmol/L DMOG[9]处

理细胞24 h。各组细胞继续培养，用于后续实验。

1.4  EdU法检测细胞增殖

将各组MCF-7、MDA-MB-231细胞（1×104个/孔）

接种在96孔板，按照试剂盒说明书以50 μmol/L EdU

处理细胞2 h，在4%多聚甲醛中固定30 min，在0.5% 

Triton X-100中透化10 min，用DAPI染色细胞核。在

荧光显微镜下观察并计数EdU阳性细胞数。

1.5  流式细胞术检测细胞凋亡

将各组 MCF-7、MDA-MB-231 细胞用冷 PBS 洗

涤，在 4 ℃下 112×g 离心 5 min，弃上清液，加入含

5 μL PI和 5 μL Annexin Ⅴ-FITC的 50 μL Annexin Ⅴ

溶液，室温下处理 15 min。使用流式细胞仪和 Flow 

Jo软件进行数据采集和分析。
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1.6  Transwell小室检测细胞迁移、侵袭

将各组MCF-7、MDA-MB-231细胞（1×104个/孔）

接种于预先涂有或不涂Matrigel的Transwell上室，下

室加入无血清培养液500 μL，在37 ℃下温育8~10 h。

温育结束后，用棉签擦拭膜表面的未迁移或侵袭细

胞，位于底膜上的侵袭细胞用冷的4%多聚甲醛固定

30 min，用结晶紫溶液染色，计数穿膜细胞。

1.7  Matrigel管型形成实验检测细胞VM形成

96孔板上涂有40 μL/孔的Matrigel基质胶，在37 ℃

下凝胶30 min。将悬浮在无血清DMEM培养液中的各

组 MCF-7、MDA-MB-231 细胞（1×104 个/孔）接种到

Matrigel胶上。培养24 h后，使用显微镜对形成的管进

行拍照，并随机选择6个独立视野通过 Image J软件计

算管状结构的数量来量化VM的形成。

1.8  WB法检测蛋白表达

将各组 MCF-7、MDA-MB-231 细胞提取总蛋白

后定量蛋白，取蛋白样品经SDS-PAGE分离并转移到

聚偏氟乙烯膜上，5% 脱脂奶粉封闭后，将膜与抗

HIF-1α、VEGF、VE-cadherin、E-cadherin、N-cadherin、

MMP-2的一抗在 4 °C下反应 12 h，然后在室温下与

二抗反应2 h。使用增强型化学发光试剂盒检测蛋白

质条带并定量。GAPDH用作内参照。

1.9  统计学处理

数据采用SPSS 22.0软件进行统计分析，符合正

态分布的计量资料用 x̄±s 表示，组间比较采用单因

素方差分析，进一步两两比较采用 SNK-q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  不同浓度AST对乳腺癌细胞活力的影响

CCK-8法检测结果（图1）显示，与0 μmol/L AST组

相比，5、25、50、100、150、200、300 μmol/L AST处理的

细胞活力均显著下降（均 P<0.05）。MDA-MB-231、

MCF-7 细胞处理 24 h 后 IC50 值分别约为 165.29、

171.64 μmol/L，选择 100、150、200 μmol/L AST 作为

后续实验浓度。

与对照组相比，*P<0.05。

图1  不同浓度AST对乳腺癌细胞活力的影响（x̄±s，n=6）

2.2  AST对乳腺癌细胞增殖的影响

EdU染色结果（图 2、图 3）显示，与对照组相比，

AST-L、AST-M、AST-H组细胞EdU阳性率显著下降

（均 P<0.05）；与AST-H组相比，AST-H+DMOG组细

胞EdU阳性率显著升高（P<0.05）。

A：MCF-7细胞；B：MDA-MB-231细胞。与对照组比较，*P<0.05；与AST-H组比较，△P<0.05。

图2    EdU染色观察各组细胞增殖（×200）
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2.3  AST促进乳腺癌细胞的凋亡

流式细胞术检测结果（图 3）显示，与对照组相

比，AST-L、AST-M、AST-H组细胞凋亡率均显著升高

（均 P<0.05）；与AST-H组相比，AST-H+DMOG组细

胞凋亡率显著下降（P<0.05）。

与对照组比较，*P<0.05。与AST-H组比较，△P<0.05。

图3    流式细胞术检测AST处理对乳腺癌细胞凋亡的影响

2.4  AST抑制乳腺癌细胞的迁移、侵袭

Transwell实验检测结果（图4）显示，与对照组相

比，AST-L、AST-M、AST-H组细胞迁移数、侵袭数均

显著下降（均 P<0.05）；与 AST-H 组相比，AST-H+

DMOG组细胞迁移数、侵袭数显著升高（P<0.05）。

2.5  AST抑制乳腺癌细胞VM形成

Matrigel管型形成实验检测结果（图 5）显示，与

对照组相比，AST-L、AST-M、AST-H 组细胞VM管

腔数目均显著下降（均P<0.05）；与AST-H组相比，AST-

H+DMOG组细胞 VM 管腔数目显著升高（P<0.05）。

A：MCF-7细胞；B：MDA-MB-231细胞。与对照组比较，*P<0.05；与AST-H组比较，△P<0.05。

图4    Transwell实验检测AST对乳腺癌细胞迁移、侵袭的影响（×200）

2.6  AST对乳腺癌细胞中蛋白表达的影响

WB 检测结果（图 6、图 7）显示，与对照组相

比，AST-L、AST-M、AST-H 组细胞 HIF-1α、VEGF、

VE-cadherin、N-cadherin、MMP-2蛋白表达均显著下

降，E-cadherin显著升高（均 P<0.05）；与AST-H组相

比，AST-H+DMOG组细胞HIF-1α、VEGF、VE-cadherin、

N-cadherin、MMP-2蛋白表达显著升高，E-cadherin均

显著下降（均P<0.05）。

3  讨  论

乳腺癌具有较高的发病率和病死率，是妇女癌

症相关死亡的主要原因[1]。乳腺癌是一种高度异质

性的肿瘤，尽管手术、化疗和放疗大大提高了乳腺癌

患者的总体生存率，但增殖和转移仍然是导致复发、

耐药和预后不良的主要问题。VM与肿瘤的生长和

不良肿瘤预后相关，其能够促进侵袭性癌细胞形成

血管样网络的能力，为肿瘤生长提供足够的血液供

应，乳腺癌的发生发展中起重要作用[10]。故抑制VM 

形成是治疗乳腺癌的可行措施之一。

AST可从光菝葜根茎、贯叶连翘和各种藤蔓植

物中提取，其抗炎、抗氧化、免疫抑制等作用已被广

泛研究，但在抗肿瘤方面的研究较少[7]。研究[11]发现，

AST能够促进人肺癌细胞凋亡，且与顺铂联合作用

能够进一步增强促凋亡作用。AST还能抑制MCF-7

和MDA-MB-231细胞的活力和迁移能力、增加细胞

凋亡率[8]。本研究发现，AST能够显著抑制MCF-7、
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与对照组比较，*P<0.05；与AST-H组比较，△P<0.05。

图5    各组细胞VM管腔形成（×100）

A：对照组；B：AST-L组；C：AST-M组；D：AST-H组；

E：AST-H+DMOG组。

图6    WB检测细胞中HIF-1α、VEGF、VE-cadherin、

E-cadherin、N-cadherin、MMP-2蛋白表达

MDA-MB-231细胞活力，抑制细胞增殖能力，增加其

凋亡率，与上述研究结果类似，表明AST能够抑制乳

腺癌细胞的发生、发展。研究[12]发现，EMT在VM形

成中起着至关重要的作用，EMT 表型及间质蛋白

N-cadherin表达的增加，上皮蛋白E-cadherin的减少

是乳腺癌VM形成和转移的重要因素。MMP-2是肿

瘤迁移和侵袭的重要蛋白，通过整合素调节各种肿

瘤细胞在细胞外基质中的迁移，增强纤维连接蛋白

介导的肿瘤细胞黏附[13]。本研究发现，AST能够抑制

乳腺癌迁移数、细胞侵袭数、VM 管腔数目，降低

MMP-2及N-cadherin表达，促进上皮蛋白E-cadherin

表达，表明AST可能通过抑制乳腺癌细胞迁移、侵袭

和EMT，进而抑制VM形成。因此，抑制乳腺癌细胞

的EMT是AST抑制乳腺癌细胞VM形成和转移的机

制之一。

与对照组比较，*P<0.05；与AST-H组比较，△P<0.05。

图7    各组细胞HIF-1α、VEGF、VE-cadherin、E-cadherin、N-cadherin、MMP-2蛋白表达比较（x̄±s，n=6）
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HIF-1α是依赖于低氧的关键转录因子，与肿瘤

细胞的多种生物活性密切相关。VEGF是影响血管

形成最重要的生长因子，受 HIF-1α 转录调控，具

有预防组织低氧、防止细胞凋亡、促进巨噬细胞

迁移和炎症发展的关键作用[5]。此外，VEGF还可

能直接作用于肿瘤细胞，介导 VM 形成，加速肿瘤

细胞的增殖和迁移[14]。HIF-1α可通过调控VEGF和

VE-cadherin 的表达，在 VM 形成中发挥重要作用。

其中 VE-cadherin 是维持血管结构稳定的蛋白，与

VM形成关系密切[15]。研究[16]发现，长链非编码RNA 

PAARH通过上调HOTTIP和激活HIF-1α/VEGF信号

通路促进肝细胞癌的进展和VM形成；藏红花醛通过

抑制HIF-1α/VEGF机制，表现出对肝细胞癌VM形成

的抑制作用[17]。HIF-1α/VEGF信号通路与乳腺癌的

进展关系密切，如松果菊苷通过抑制 HIF-1α/VEGF

信号通路，抑制乳腺癌细胞增殖和肿瘤生长 [18]；

奎纳克林通过下调乳腺癌干细胞中 HIF-1α 的表

达，降低促血管生成因子 VEGF-A的分泌，减少乳

腺癌血管生成[19]。此外，AT-533 通过阻断 HIF-1α/

VEGF/VEGFR-2信号通路也能抑制乳腺癌的生长和

血管生成[20]。因此，抑制HIF-1α/VEGF信号能够抑制

乳腺癌 VM 形成。本研究发现，AST 能够抑制

HIF-1α、VEGF 蛋白表达，表明 AST 可能通过抑制

HIF-1α/VEGF信号参与抑制乳腺癌细胞增殖、迁移侵

袭和VM形成。进一步使用HIF-1α/VEGF通路激活

剂 DMOG 发现，DMOG 逆转 AST 对乳腺癌细胞增

殖、迁移侵袭和VM形成的抑制作用，减少细胞凋亡。

因此，AST可通过抑制HIF-1α/VEGF通路抑制乳腺

癌细胞增殖、迁移侵袭和VM形成。

综上所述，AST能抑制乳腺癌细胞增殖、迁移、

侵袭和VM形成，促进凋亡，其作用机制可能与抑制

HIF-1α/VEGF信号通路有关。本研究只探讨常氧条

件下AST对乳腺癌细胞VM形成的抑制作用，未对

低氧条件进行探讨，后续将继续研究。
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