
网络出版时间：２０２２ － ０５ － ２８ １５：０５　 网络出版地址：ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｋｎｓ． ｃｎｋｉ． ｎｅｔ ／ ｋｃｍｓ ／ ｄｅｔａｉｌ ／ ３４． １０６５． Ｒ． ２０２２０５２６． １０１６． ００９． ｈｔｍｌ

圣草酚通过调控 ｃ⁃Ｍｙｃ ／ ＡＲ 轴对三阴性乳腺癌
ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞增殖和凋亡的影响

刘汉成１，李慧明１，张　 杰１，孟庆来１，丁　 实２，马立辉１

２０２２ － ０４ － １７ 接收

基金项目：河北省卫生健康委医学科学研究课题计划 （ 编号：
２０２１１３３１）

作者单位：１ 承德医学院附属医院乳腺外科，承德　 ０６７０２０
２ 承德医学院药理学教研室，承德　 ０６７０００

作者简介：刘汉成，男，主治医师；
马立辉，男，教授，硕士生导师，责任作者，Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｗｌｊｙｌ００８
＠ １６３． ｃｏｍ

摘要　 目的　 探究圣草酚（Ｅｒｉ）对三阴性乳腺癌 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃
２３１ 细胞增殖和凋亡的影响及其可能作用机制。 方法 　 采

用不同浓度 Ｅｒｉ 干预 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞后，ＭＴＴ 法检测细胞

增殖水平；平板克隆实验检测细胞克隆形成能力；流式细胞

术检测细胞凋亡水平；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞中活性半胱天

冬酶⁃３（Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３）、Ｂ 淋巴细胞瘤⁃２ 相关 Ｘ（Ｂａｘ）、Ｂ
淋巴细胞瘤⁃２（Ｂｃｌ⁃２）、细胞髓细胞瘤（ ｃ⁃Ｍｙｃ）、雄激素受体

（ＡＲ）蛋白表达水平；ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞转染 ｓｉ⁃ｃ⁃Ｍｙｃ，再联

合 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅｒｉ 处理，ＭＴＴ 法检测细胞增殖水平；流式细胞

术检测细胞凋亡水平；ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测细胞中 ｃ⁃Ｍｙｃ ｍＲＮＡ 表

达水平；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞中 ｃ⁃Ｍｙｃ 和 ＡＲ 蛋白表达水

平。 结果　 Ｅｒｉ 可抑制 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞增殖活性，并呈现

浓度和时间依赖性。 不同浓度 Ｅｒｉ 处理可降低 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１
细胞克隆形成能力，促进细胞凋亡，上调 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３、
Ｂａｘ 蛋白表达水平，下调 Ｂｃｌ⁃２、ｃ⁃Ｍｙｃ、ＡＲ 蛋白表达水平。 ｃ⁃
Ｍｙｃ 基因沉默可抑制 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞增殖活性，促进细胞

凋亡，下调 ｃ⁃Ｍｙｃ 和 ＡＲ 蛋白表达水平。 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅｒｉ 联合

处理不能增强 ｃ⁃Ｍｙｃ 基因沉默对 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞增殖的

抑制作用和凋亡的促进作用。 结论　 Ｅｒｉ 可抑制三阴性乳腺

癌 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞增殖，并诱导其凋亡，其作用机制可能

与调控 ｃ⁃Ｍｙｃ ／ ＡＲ 轴有关。
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　 　 乳腺癌是世界范围内女性癌症死亡的主要原

因［１］。 三阴性乳腺癌（ ｔｒｉｐｌｅ⁃ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ，
ＴＮＢＣ）作为乳腺癌的亚型之一，具有高转移、高侵

袭、高复发等特点，并且是所有乳腺癌类型中预后最

差的一种［２］。 ＴＮＢＣ 由于雌激素受体（ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅ⁃

ｃｅｐｔｏｒ，ＥＲ）、孕激素受体（ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＲ）
及人类上皮细胞生长因子受体 ２（ ｈｕｍａｎ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２，Ｈｅｒ２）表达均为阴性，导致患

者无法从内分泌治疗及 Ｈｅｒ２ 靶向治疗中获益。 目

前，放化疗仍是治疗 ＴＮＢＣ 的主要手段，但耐药性、
并发症以及毒副作用的产生会导致患者预后不佳，
并不能有效延长患者的生存期。 因此，寻找新型、安
全、有效的抗肿瘤药物，提高治疗效果，是当今 ＴＮ⁃
ＢＣ 研究的热点。 圣草酚（ｅｒｉｏｄｉｄｏｙｏｌ，Ｅｒｉ）是一种天

然化合物，不仅对部分肿瘤细胞有明显的抗肿瘤活

性［３ － ５］，而且还对人体毒副作用小。 此外，原癌基因

ｃ⁃Ｍｙｃ 作为一种关键的转录因子，参与肿瘤的发生

发展［６］。 雄激素受体（ ａｎｄｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＡＲ）是核

受体家族的一员，在 １０％ ～ ４３％ 的 ＴＮＢＣ 患者中均

有表达［７］。 已有研究［８］ 表明，激活 ｃ⁃Ｍｙｃ ／ ＡＲ 轴可

促进 ＥＲ（ － ） ／ Ｈｅｒ２（ ＋ ）乳腺癌的恶性发展，但其对

ＴＮＢＣ 的影响还尚未见报道。 该研究基于 ｃ⁃Ｍｙｃ ／
ＡＲ 轴，探究 Ｅｒｉ 对三阴性乳腺癌 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞

增殖和凋亡的影响，以期为临床 ＴＮＢＣ 的治疗开拓

更多的可能性。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 细胞 　 三阴性乳腺癌细胞系 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１
细胞购自中国医学科学院基础医学研究所细胞资源

中心。
１． １． ２ 　 主 要 试 剂 　 Ｅｒｉ （ 纯 度 ≥ ９８％ ， 批 号：
Ｙ１２Ｏ８Ｈ４５５３）购自上海源叶生物科技有限公司；
４％多聚甲醛固定液购自上海碧云天生物技术有限

公司；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、ＭＴＴ 试剂盒、姬姆萨染

色原液（ × １０）、ＡｎｎｅｘｉｎＶ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 细胞凋亡检测试

剂盒、ＢＣＡ 蛋白质检测试剂盒均购自北京索莱宝科

技有限公司；Ｌ１５ 培养基、胎牛血清、胰蛋白酶购自

上海赛百慷生物技术股份有限公司；引物序列购自

武汉天一辉远生物科技有限公司；ｓｉＲＮＡ 购自上海

吉玛基因科技有限公司； ＴＲＩｚｏｌ、 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ®
ＲＮＡｉＭＡＸ、逆转录试剂盒、ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 试剂盒均购自
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美国 Ｉｎｔｒｏｖｉｇｅｎ 公司；Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 抗体、Ｂａｘ 抗

体、Ｂｃｌ⁃２ 抗体、ｃ⁃Ｍｙｃ 抗体、ＡＲ 抗体、ＧＡＰＤＨ 抗体

均购自英国 Ａｂｃａｍ 公司；辣根过氧化物酶（ＨＰＲ）标
记的山羊抗兔 ／鼠二抗购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司。
１． １． ３　 主要仪器　 ＣＯ２ 培养箱（型号：ＭＣＯ⁃１８ＡＣ）
购自日本松下公司；全自动酶标仪（型号：ＭＲ⁃９６Ａ）
购自深圳迈瑞生物医疗电子股份有限公司；流式细

胞仪（型号：ＮｏｖｏＣｙｔｅ ２０４０Ｒ）购自美国 ＡＣＥＡ 公司；
荧光定量 ＰＣＲ 仪（型号：ＡＢＩ ７３００）购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ
公司；化学发光成像仪（型号：Ｔａｎｏｎ⁃５２００）购自上海

天能科技有限公司。
１． ２　 方法

１． ２． １　 细胞培养　 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞用含有 １０％
胎牛血清的 Ｌ１５ 培养基进行培养，置于 ３７ ℃、５％
ＣＯ２、饱和湿度的培养箱中，细胞密度达 ９０％ 以上

时，用胰蛋白酶消化传代。
１． ２． ２　 细胞转染　 取对数期 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞消

化接种于 ６ 孔板中，待细胞密度生长至 ７０％ ～
８０％ ，使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ® ＲＮＡｉＭＡＸ 将含有 ｃ⁃Ｍｙｃ
干扰 ＲＮＡ 序列（ ｓｉ⁃ｃ⁃Ｍｙｃ）的质粒载体及其阴性对

照质粒载体（ ｓｉ⁃ＮＣ）转染至 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞中，
将细胞依次分为 ｓｉ⁃ｃ⁃Ｍｙｃ 组和 ｓｉ⁃ＮＣ 组，另设置对

照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ 组）。 置于培养箱 ６ ｈ 后更换新鲜的

完全培养基，继续培养 ４８ ｈ，然后采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测转染效率。
１． ２． ３　 细胞分组及处理　 将 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞分

为空白组（ｂｌａｎｋ 组）：ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞未经任何处

理；Ｅｒｉ 组：ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞经 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅｒｉ 处理

４８ ｈ；ｓｉ⁃ｃ⁃Ｍｙｃ 组：ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞转染 ｓｉ⁃ｃ⁃Ｍｙｃ
质粒载体；ｓｉ⁃ｃ⁃Ｍｙｃ ＋ Ｅｒｉ 组：ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞转染

ｓｉ⁃ｃ⁃Ｍｙｃ 质粒载体后再经 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅｒｉ 处理 ４８ ｈ。
１． ２． ４　 ＭＴＴ 法检测细胞增殖　 以 ２ ０００ 个 ／孔的细

胞密度将对数期 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞接种于 ９６ 孔板，
培养过夜。 加入终浓度为 ０、１ư ０、７ư ５、１５ư ０、３０ư ０、
６０ư ０ 和 １２０ư ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｅｒｉ 分别培养 １２、２４、４８ ｈ
或按照上述分组处理；提前 ４ ｈ 向每孔中加入 ２０ μｌ
ＭＴＴ 溶液，避光孵育 ４ ｈ，吸掉上清液，每孔中加入

１５０ μｌ ＤＭＳＯ，暗处振荡 １０ ｍｉｎ，用酶标仪测 ５７０ ｎｍ
处的吸光度值，计算 ＩＣ５０值。
１． ２． ５　 平板克隆形成实验检测细胞增殖克隆能力

　 取对数期 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞以 １ ０００ 个 ／孔的细

胞密度接种于 ６ 孔板，待细胞完全贴壁后分别加入

０、１２ư ５、２５ 和 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅｒｉ 处理细胞 ４８ ｈ，更换新

鲜的完全培养基继续培养。 每 ４ ｄ 换液 １ 次，并于

显微镜下观察细胞群落形成情况。 待孔板中细胞群

落形成足够明显，弃培养基，加入 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，加
入 ４％多聚甲醛固定液固定 ２０ ｍｉｎ，弃固定液，避光

条件下加入姬姆萨染色工作液（ × １），室温染色 ２０
ｍｉｎ，弃染色液，用蒸馏水洗涤残留染色液，充分晾

干，在显微镜下观察后用高清相机拍照，并计算每组

细胞的克隆数量。
１． ２． ６ 　 流式细胞仪检测细胞凋亡 　 取对数期

ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞以 ２ư ０ × １０４ 个 ／孔的细胞密度接

种于 ６ 孔板，待细胞完全贴壁后分别加入 ０、１２ư ５、
２５ 和 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅｒｉ 处理细胞 ４８ ｈ 或按照上述分组

处理。 收集各组细胞，加入 ＰＢＳ 清洗 １ 次后，按照

ＡｎｎｅｘｉｎＶ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 凋亡检测试剂盒说明书进行实验

操作，使用 ４００ μｌ 缓冲液制备细胞悬液，依次加入

ＡｎｎｅｘｉｎＶ⁃ＦＩＴＣ、ＰＩ 染色液各 ５ μｌ，混悬细胞后避光

孵育 １５ ｍｉｎ，使用流式细胞仪检测细胞凋亡率。
１． ２． ７　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ｃ⁃Ｍｙｃ 表达　 收集转染后的

各组细胞，使用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取细胞中总 ＲＮＡ。 使

用逆转录试剂盒将 ＲＮＡ 逆转录成 ｃＤＮＡ，并使用

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 试剂盒进行 ＰＣＲ 扩增。 将 １０ μｌ ｑＰＣＲ 混

合物及每种引物 ０ư ５ μｌ 混合均匀，配制成最终的 ２０
μｌ 反应混合物。 用于扩增的热循环参数如下：９４ ℃
变性 ２ ｍｉｎ；９４ ℃ ２０ ｓ，５８ ℃ ２０ ｓ，７２ ℃ ３０ ｓ，４０ 个

循环；２５ ℃ ５ ｍｉｎ 终止反应，构建熔解曲线并在 ６２
℃和 ９５ ℃之间进行分析，采用 ２ －△△Ｃｔ法计算 ｃ⁃Ｍｙｃ
相对于内参基因 ＧＡＰＤＨ 的表达水平。 ｃ⁃Ｍｙｃ 引物

Ｆ： ５′⁃ＣＡＧＡＡＡＵＧＵＣＣＵＧＡＧＣＡＡＵＵＵ⁃３′， Ｒ： ５′⁃
ＡＵＵＧ ＣＵＣＡＧＧＡＣＡＵＵＵＣＵＧＵＵ⁃３′。 ＧＡＰＤＨ 引物

Ｆ： ５′⁃ＣＣＣＡＣＡＴＧＧＣＣＴＣＣＡＡＧＧＡＧＴ⁃３′， Ｒ： ５′⁃ＧＴＧ⁃
ＴＡＣＡＴ ＧＧＣＡＡＣＴＧＴ⁃ＧＡＧＧ⁃３′。
１． ２． ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 　 收集细胞沉淀，使用

ＲＩＰＡ 缓冲液冰上充分裂解 ３０ ｍｉｎ，然后以 １４ ６５２ ｒ ／
ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，收集上清液，使用 ＢＣＡ 蛋白检测

试剂盒检测蛋白质含量。 取 ３０ μｇ 蛋白经沸水浴变

性后，采用 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳，分离蛋白，再将蛋白转

移到 ＰＶＤＦ 膜上，经 ５０ ｇ ／ Ｌ 脱脂奶粉溶液室温封闭

２ ｈ，加入 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ａｓｐａｓｅ⁃３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２、 ｃ⁃Ｍｙｃ、ＡＲ、
ＧＡＰＤＨ 抗体（１ ∶ ５００）在 ４ ℃下孵育过夜。 ＴＢＳＴ 清

洗 ３ 次，将膜与辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的山羊

抗兔 ／鼠二抗（１ ∶ １０ ０００）在室温下孵育 １ ｈ，ＴＢＳＴ
清洗 ３ 次，滴加 ＥＣＬ 显影液显色。 用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件

分析目的蛋白相对表达量。
１． ３　 统计学处理　 通过 ＳＰＳＳ ２５ư ０ 统计软件进行

数据整理分析，实验结果以 �ｘ ± ｓ 表示。 多组间分析
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采用单因素方差分析，两组间比较采用 ｔ 检验。 以

Ｐ ＜ ０ư ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 Ｅｒｉ 对 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞增殖的影响　 ＭＴＴ
结果显示，不同浓度（０、１ư ０、７ư ５、１５ư ０、３０ư ０、６０ư ０、
１２０ư ０ μｍｏｌ ／ Ｌ）Ｅｒｉ 可抑制 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞增殖，
并呈现浓度和时间依赖性。 不同浓度 Ｅｒｉ 作用

ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞 １２、 ２４、 ４８ ｈ 的 ＩＣ５０ 值分别为

（１３０ư ９０ ± ３ư ８３）、（８６ư ２１ ± １ư ９１）、（６２ư １５ ± １ư ３１）
μｍｏｌ ／ Ｌ。 随着 Ｅｒｉ 处理组浓度增加，ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１
细胞增殖在 ４８ ｈ 受到的抑制作用最为明显，因此，
选择 ４８ ｈ 作为后续实验的作用时间点。 见图 １。

图 １　 Ｅｒｉ 对 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞增殖的影响

与 ０ư ０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅｒｉ 组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５

２． ２　 Ｅｒｉ 对 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞克隆能力的影响　
如图 ２ 所示，不同浓度 Ｅｒｉ 处理后，ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细

胞克隆数量逐渐降低（Ｆ ＝ １７１ư ２９１，Ｐ ＜ ０ư ０５）。 与

０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组比较，１２ư ５、２５ư ０、５０ư ０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅｒｉ 处理

后 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞群落变小，细胞克隆数量显著

减少（Ｐ ＜ ０ư ０５）。
２． ３　 Ｅｒｉ 对 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞凋亡的影响　 如图

３、４ 所示，不同浓度（０、１２ư ５、２５ư ０、５０ư ０ μｍｏｌ ／ Ｌ）Ｅｒｉ
处理后，ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞凋亡率逐渐升高 （Ｆ ＝
７３ư ３９２，Ｐ ＜ ０ư ０５），Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３、Ｂａｘ 蛋白表达

水平逐渐上调（Ｆ ＝ １８８ư ３５１、１６７ư ５８７，Ｐ ＜ ０ư ０５），而
Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达水平逐渐下调 （ Ｆ ＝ ５３ư ８９４， Ｐ ＜
０ư ０５）。
２． ４　 Ｅｒｉ 对 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞中 ｃ⁃Ｍｙｃ 和 ＡＲ 表

达的影响 　 如图 ５ 所示，不同浓度（０、１２ư ５、２５ư ０、
５０ư ０ μｍｏｌ ／ Ｌ） Ｅｒｉ 处理后，ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞中 ｃ⁃
Ｍｙｃ 和 ＡＲ 蛋白表达水平逐渐降低，差异有统计学

意义（Ｆ ＝ ４８３ư ７７２、４７６ư ８３１，Ｐ ＜ ０ư ０５）。

图 ２　 Ｅｒｉ 对 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞克隆能力的影响

与 ０ư ０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅｒｉ 组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５

２． ５ 　 Ｅｒｉ 和沉默 ｃ⁃Ｍｙｃ 对 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞增

殖、凋亡及 ｃ⁃Ｍｙｃ ／ ＡＲ 轴的影响 　 如图 ６ 所示，与
Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ｓｉ⁃ｃ⁃Ｍｙｃ 组细胞中 ｃ⁃Ｍｙｃ ｍＲＮＡ 和

ｃ⁃Ｍｙｃ 蛋白表达水平显著降低（Ｐ ＜ ０ư ０５），而 ｓｉ⁃ＮＣ
组无显著变化（Ｐ ＞ ０ư ０５）。 如图 ７ 所示，与 ｂｌａｎｋ 组

比较，Ｅｒｉ 组和 ｓｉ⁃ｃ⁃Ｍｙｃ 组细胞增殖活性显著降低

（Ｐ ＜ ０ư ０５），凋亡率显著升高（Ｐ ＜ ０ư ０５），ｃ⁃Ｍｙｃ 和

ＡＲ 蛋白表达水平显著下调（Ｐ ＜ ０ư ０５）；与 Ｅｒｉ 组比

较，ｓｉ⁃ｃ⁃Ｍｙｃ ＋ Ｅｒｉ 组细胞增殖活性显著降低（Ｐ ＜
０ư ０５），凋亡率显著升高（Ｐ ＜ ０ư ０５），ｃ⁃Ｍｙｃ 和 ＡＲ 蛋

白表达水平显著下调（Ｐ ＜ ０ư ０５）；与 ｓｉ⁃ｃ⁃Ｍｙｃ 组比

较，ｓｉ⁃ｃ⁃Ｍｙｃ ＋ Ｅｒｉ 组细胞增殖活性、细胞凋亡率、ｃ⁃
Ｍｙｃ 和 ＡＲ 蛋白表达水平均无显著变化（Ｐ ＞ ０ư ０５）。

３　 讨论

　 　 Ｅｒｉ 是一种广泛存在于蔬菜、水果及中药中的天

然二氢黄酮化合物，具有抗炎、抗氧化以及保护神经

等多种药理活性。 此外，有研究指出，Ｅｒｉ 具备一定

的抗肿瘤活性，如Ｔａｎｇ ｅｔ ａｌ［９］ 研究表明，Ｅｒｉ通过抑
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图 ３　 Ｅｒｉ 对 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞凋亡的影响

与 ０ư ０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅｒｉ 组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５

图 ４　 Ｅｒｉ 对 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞中 Ｂｃｌ⁃２、Ｂａｘ、
Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达水平的影响

与 ０ư ０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅｒｉ 组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５

图 ５　 Ｅｒｉ 对 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞中 ｃ⁃Ｍｙｃ 和
ＡＲ 蛋白表达水平的影响

与 ０ư ０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅｒｉ 组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５

图 ６　 转染后各组细胞中 ｃ⁃Ｍｙｃ ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平

Ａ：ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测转染后细胞中 ｃ⁃Ｍｙｃ ｍＲＮＡ 表达水平；Ｂ：Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测转染后细胞中 ｃ⁃Ｍｙｃ 蛋白表达水平；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比

较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５
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图 ７　 Ｅｒｉ 和沉默 ｃ⁃Ｍｙｃ 对 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞增殖、凋亡及 ｃ⁃Ｍｙｃ ／ ＡＲ 轴的影响

与 ｂｌａｎｋ 组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５；与 Ｅｒｉ 组比较：＃Ｐ ＜ ０ư ０５

制 ＭＥＫ ／ ＥＲＫ 信号通路激活来抑制鼻咽癌 ＣＮＥ１ 细

胞增殖、迁移和侵袭。 Ｌｖ ｅｔ ａｌ［１０］研究表明，Ｅｒｉ 通过

阻断 Ｐ３８ ＭＡＰＫ ／ ＧＳＫ⁃３β ／ ＺＥＢ１ 信号通路来实现对

胶质母细胞瘤 Ａ１７２ 和 Ｕ８７ ＭＧ 细胞迁移和侵袭的

抑制作用。 但 Ｅｒｉ 对 ＴＮＢＣ 的影响还尚不知晓。 该

研究结果显示，Ｅｒｉ 可呈浓度和时间依赖性抑制三阴

性乳腺癌 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞增殖并诱导其凋亡，其
机制可能与调控 ｃ⁃Ｍｙｃ ／ ＡＲ 轴有关。

ＡＲ 是核受体家族的一员，属于配体激活的转

录因子，易被睾酮及其代谢物二氢睾酮等雄激素所

激活，活化后的 ＡＲ 会进入细胞核中，与下游的靶基

因启动子区结合，调控靶基因的转录，最终影响细胞

的功能［１１］。 目前，已有大量研究显示，ＡＲ 在多种癌

症发病机制中起到关键作用，例如，王长林 等［１２］ 报

道 ＡＲ 抑制剂氟他胺能明显抑制胶质瘤细胞系

Ｕ２５１ 细胞的侵袭与迁移。 Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ［１３］ 研究显示

ＡＲ 通过调控 ＡＳＳ１Ｐ３ ／ ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ ／ ＡＳＳ１ 信号通路

促进肾细胞癌 ＲＣＣ 细胞增殖。 该研究结果显示，
Ｅｒｉ 可呈浓度和时间依赖性抑制三阴性乳腺癌

ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞增殖，提高凋亡率，上调 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃
ｃａｓｐａｓｅ⁃３、Ｂａｘ 蛋白表达水平，下调 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达

水平，说明 Ｅｒｉ 对 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞发挥促凋亡作

用。 进一步研究表明，不同浓度 Ｅｒｉ 处理可降低

ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞中 ＡＲ 蛋白表达水平，提示 Ｅｒｉ 抑
制 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞增殖并诱导其凋亡可能与 ＡＲ
有关。 任秋宇 等［１４］ 研究也表明抑制 ＡＲ 的活性可

一定程度上诱导三阴性乳腺癌 ＢＴ５４９ 细胞凋亡。
随后，该研究还表明不同浓度 Ｅｒｉ 酚处理可下调

ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞中 ｃ⁃Ｍｙｃ 蛋白表达水平，表明 Ｅｒｉ
可抑制 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞中 ｃ⁃Ｍｙｃ 的表达。

ｃ⁃Ｍｙｃ 作为原癌基因 Ｍｙｃ 家族成员之一，参与

细胞增殖、代谢、蛋白质合成等重要生命活动，尤其

是在肿瘤中。 以往研究［１５］ 指出，ｃ⁃Ｍｙｃ 在多种肿瘤

细胞中处于高活化状态，敲低其表达可抑制癌细胞

增殖进而抑制肿瘤的发展。 为进一步研究 Ｅｒｉ 是否

是经 ｃ⁃Ｍｙｃ ／ ＡＲ 轴对 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞发挥抗癌作

用，该研究沉默 ｃ⁃Ｍｙｃ 基因表达后联合 Ｅｒｉ 进行干

预，结果显示， ｃ⁃Ｍｙｃ 基因沉默可显著抑制 ＭＤＡ⁃
ＭＢ⁃２３１ 细胞增殖活性，促进其凋亡，并下调 ＡＲ 蛋

白表达。 然而，Ｅｒｉ 联合处理不能增强 ｃ⁃Ｍｙｃ 基因沉

默对 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞增殖的抑制作用和凋亡的

促进作用，表明阻断 ｃ⁃Ｍｙｃ ／ ＡＲ 轴后 Ｅｒｉ 不能经过其

他途径对 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞增殖和凋亡产生影响。
综上所述，Ｅｒｉ 可抑制三阴性乳腺癌 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃

２３１ 细胞的增殖并诱导其凋亡，其作用机制可能与

调控 ｃ⁃Ｍｙｃ ／ ＡＲ 轴有关。 该研究结果可为 ＴＮＢＣ 的
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临床用药提供新的思路，但仍需更多的研究进行探

讨和验证。
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