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淫羊藿苷和淫羊藿素对乳腺癌 T47D 细胞增殖的影响 
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摘  要：目的  研究淫羊藿苷及淫羊藿素对乳腺癌 T47D 细胞增殖的影响，探讨雌激素受体（ER）与其作用机制的关系。

方法  用不同浓度的淫羊藿苷和淫羊藿素处理雌激素受体呈阳性的乳腺癌 T47D 细胞系后，MTT 法检测 T47D 细胞增殖，流

式细胞术检测 T47D 细胞周期的变化，Western blotting 法检测 T47D 细胞 ERα 和 ERβ 蛋白表达。结果  淫羊藿苷和淫羊藿

素浓度为 1×10−9～1×10−6 mol/L，能显著促进 T47D 细胞增殖，且该作用可被雌激素受体拮抗剂 ICI 182.780（1×10−6 mol/L）
所拮抗。与对照组相比，淫羊藿苷和淫羊藿素 1×10−7 mol/L 使 S 期 T47D 细胞比例明显增加，增殖指数显著升高，但该作

用可被 ICI 182.780 抑制。淫羊藿苷和淫羊藿素 1×10−7 mol/L 还可显著增加 ERα、ERβ蛋白表达（P＜0.01）。结论  淫羊藿

苷和淫羊藿素均可显著促进 T47D 细胞增殖，该作用可能是通过上调胞内 ERα、ERβ蛋白表达介导的。 
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Effects of icariin and icaritin on proliferation of breast cancer T47D cells 
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Abstract: Objective  To investigate the effects of icariin (Ica) and icaritin (Ict) on the proliferationin of breast cancer T47D cells in 
vitro and to explore the relationship between estrogen receptor (ER) and the mechanisms. Methods  The ER positive T47D cells were 
treated with Ica and Ict at different concentration. The proliferation of T47D cells was measured by MTT method, and the cell cycle 
changes during the proliferation were further evaluated using flow cytometric assay. The effects of Ica and Ict on the expression of ERα 
and ERβ in T47D cells were analyzed by Western blotting. Results  Ica and Ict (10−9—10−6 mol/L) stimulated the proliferation of 
T47D cells, and the proliferation was inhibited by the estrogen antagonist ICI 182.780 (10−6 mol/L). Compared with the control group, 
Ica and Ict (10−7 mol/L) could increase the amount of T47D cells arrested in S phase, and the stimulation was inhibited by ICI 182.780. 
As well Ica and Ict (10−7 mol/L) could up-regulate the expression of ERα and ERβ proteins (P < 0.01). Conclusion  Ica and Ict 
stimulate the proliferation of T47D cells, and the effect may be performed through up-regulating the expression of ERα and ERβ 
proteins. 
Key words: icariin; icaritin; breast cancer T47D cell; cell proliferation; estrogen receptor 
 

淫羊藿是我国传统补益中药材，具有补肾阳、

强筋骨、祛风湿之功效，适用于阳萎遗精、筋骨痿

软、风湿痹痛、麻木拘挛等病症的治疗，淫羊藿苷

（icariin，Ica）和淫羊藿素（icaritin，Ict）是淫羊藿

的主要活性成分。淫羊藿苷和淫羊藿素对骨细胞增

殖、分化有促进作用[1-4]。Wang 等[5]发现淫羊藿素

能够促进乳腺癌 MCF-7 细胞增殖，而淫羊藿苷未见

有此作用。叶海涌等[6]的研究结果表明淫羊藿素对 
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MCF-7、T47D 细胞有显著的促增殖作用，且该作

用可被雌激素受体（ER）拮抗剂 ICI 182.780 完全

抑制，因此提示淫羊藿素通过与 ER 结合而发挥促

增殖作用。由于淫羊藿苷与淫羊藿素的化学结构极

其相似，本实验进一步考察淫羊藿苷和淫羊藿素对

雌激素受体表达呈阳性的乳腺癌 T47D 细胞增殖的

影响及 ER 受体在其作用机制中的作用，为淫羊藿

中植物雌激素产品的开发提供实验依据。 
1  材料 
1.1  药品与试剂 

淫羊藿苷（批号 110737-200415），质量分数

99.9%，中国药品生物制品检定所；淫羊藿素（批号

12031523），质量分数 98%，上海 TAUTO 公司。雌

二醇、噻唑蓝（MTT）、二甲基亚砜（DMSO），美

国 Sigma 公司；高糖 DMEM 培养基、高糖无酚红

DMEM 培养基、胎牛血清，美国 Hyclone 公司；活

性炭-葡聚糖苷处理胎牛血清（CDT-FBS），北京元亨

金马公司；ICI 182.780 拮抗剂，美国 Cayman 公司；

NC 膜、蛋白酶抑制剂（PMSF）、BCA 蛋白定量试

剂盒、RIPA 裂解液、羊抗兔 IgG，武汉博士德公司；

预染蛋白 Marker、化学发光试剂盒，美国 Thermo
公司；兔抗 ERα抗体、兔抗 ERβ抗体，北京博奥森

公司。 
1.2  细胞 

人乳腺癌 T47D 细胞购自中国科学院细胞库。 
1.3  仪器 

CO2 培养箱，德国 Binder 公司；SpectraMax M5
多功能酶标仪，美国 Molecular Devices 公司；倒置

相差显微镜，德国 Leica 公司；超纯水机，美国

Millipore 公司；恒流恒压电泳仪，美国 Bio-Rad 公司；

流式细胞仪 Epics Altra，美国 Beckman Coulter 公司。 
2  方法 
2.1  细胞培养 

T47D细胞置于含 10%胎牛血清的DMEM高糖

培养基中，37 ℃、5% CO2相对饱和湿度下培养 2 d。
实验开始前 3 d 将细胞用 PBS 洗涤 2 次后改换无酚

红高糖 DMEM（含 5% CDT-FBS），继续培养至耗

尽细胞内储存的雌激素。 
2.2  MTT 法检测细胞增殖 

实验分成 4 组：淫羊藿苷组、淫羊藿素组和 2
化合物分别加 ICI 182.780 组。取淫羊藿苷和淫羊藿

素用少量 DMSO 溶解至储藏浓度 1×10−2 mol/L，
使用时用培养基配成所需浓度，各组 DMSO 质量分

数均小于 0.1%。T47D细胞经无酚红高糖DMEM（含

5% CDT-FBS）培养 3 d 后，选取对数生长期细胞，

用 PBS（pH 7.4）洗 2 次后用 0.25%胰蛋白酶消化，

加入无酚红高糖 DMEM（含 5% CDT-FBS）吹打均

匀，以 3 000/孔接种于 96 孔板，培养 24 h 待细胞

贴壁后，各组加入相应药物（淫羊藿苷或淫羊藿素

给药浓度为 1×10−9～1×10−7 mol/L，ICI 182.780
给药浓度为 1×10−6 mol/L），每个浓度设 4 个复孔，

培养 48 h 后每孔加入 MTT（5 mg/mL）20 μL，继

续培养 4 h，吸去培养基，每孔加入 DMSO 150 μL，
震荡 5～10 min，使结晶物完全溶解，多功能酶标

仪测定各孔 570 nm 吸光度（A），计算细胞增殖率

（PR）。 
PR＝A 实验组 / A 对照组 

2.3  流式细胞术检测细胞周期 
实验分成 8 组：对照组、ICI 182.780 组、雌二

醇组、雌二醇＋ICI 182.780 组、淫羊藿苷组、淫羊

藿素组、淫羊藿苷和淫羊藿素分别加 ICI182.780 组。

取经无酚红 DMEM（含 5% CDT-FBS）培养基培养

3 d 的 T47D 细胞，以 5×105/皿接种于 6 cm 培养皿

中，24 h 细胞贴壁后，换为含 0.5% CDT-FBS 的无

酚红 DMEM 完全培养基，培养 3 d，使细胞同步于

G0 期，之后换为含药物（淫羊藿苷、淫羊藿素和

ICI182.780 给药浓度同“2.2”项，雌二醇给药浓度

为 1×10−8 mol/L）的无酚红 DMEM 培养液（5% 
CDT-FBS）继续培养 48 h（对照组更换含 0.1% 
DMSO 的培养液），平行测试 3 组。收获细胞后用

预冷的 70%乙醇缓慢加入到细胞沉淀中混匀，4 ℃
固定细胞过夜，用含 0.03 mg/mL 的碘化丙啶、0.3 
mg/mL 的 RNase 的 PBS 染色，室温避光 0.5 h 后用

300 目的尼龙筛滤过，用流式细胞仪检测细胞周期

分布，并计算细胞增殖指数（PI）。 
PI＝(S＋G2/M) / (G0/G1＋S＋G2/M) 

2.4  Western blotting 法检测 ERα和 ERβ蛋白表达 
实验分组同“2.2”项。取经无酚红 DMEM（含

5% CDT-FBS）培养 3 d 的 T47D 细胞，以 1×106/
皿接种于 6 cm 培养皿中，24 h 细胞贴壁后各组更换

含相应药物（ICI 182.780 为 1×10−6 mol/L，淫羊藿

苷、淫羊藿素均为 1×10−7 mol/L，雌二醇 1×10−8 
mol/L）的无酚红培养基继续培养 48 h，吸弃培养液，

4 ℃预冷的 PBS（pH 7.4）漂洗 2 遍后加入 200 μL 
RIPA 细胞裂解液，冰上充分裂解，4 ℃、12 000 r/min
离心 10 min，取上清，用 BCA 法对总蛋白定量。
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蛋白经煮沸处理后各组取 30 μg 蛋白样品，经 10% 
SDS-PAGE 电泳分离，蛋白转移至 NC 膜上，加入

一抗（兔抗 ERα抗体，1∶200；兔抗 ERβ抗体，1∶
100；抗 β-actin 抗体，1∶1 000），4 ℃过夜，次日

以 TBST 洗膜 3 次，每次 10 min；加入二抗（羊抗

兔 IgG-HRP，1∶3 000），室温孵育 1 h；以 TBST
摇床洗膜 3 次，每次 10 min，用化学发光法检测目

的蛋白，显影定影结束胶片扫描后用 Image J 软件

测定其光密度值，并计算各组的相对光密度值。平

行测试 3 组。 
2.5  统计学处理 

用SPSS 19.0软件对实验数据进行统计学分析，

采用析因设计、单因素分析方法进行组间差异比较，

数据用 ±x s 表示。 
3  结果 
3.1  对 T47D 细胞增殖的影响 

淫羊藿苷 1×10−9～1×10−6 mol/L、淫羊藿素

1×10−9～1×10−7 mol/L 均能显著促进 T47D 细胞

增殖，且与浓度相关。淫羊藿苷在 1×10−6 mol/L 时

作用 强，细胞增殖率为 215%；淫羊藿素在 1×10−7 
mol/L 时作用 强，细胞增殖率为 209%；这 2 种

药物在 1×10−7 mol/L 时，细胞增殖率一致，因此

选择该浓度进行以下实验。当淫羊藿素和淫羊藿苷

组均加入浓度为 1×10−6 mol/L 的 ICI 182.780 时，

细胞增殖率明显降低。结果见图 1。 
3.2  对 T47D 细胞周期的影响 

淫羊藿苷与淫羊藿素浓度为 1×10−7 mol/L 时，

使 T47D 细胞 PI 显著增大，增加 S 期和 G2/M 细胞

的比例，促进细胞增殖，淫羊藿苷的作用强度约是 

图 1  淫羊藿苷和淫羊藿素对 T47D 细胞增殖的影响 

( 4=± n , sx ) 
Fig. 1  Effects of Ica and Ict on proliferation 

of T47D cells ( 4=± n , sx ) 

对照组的 3.3 倍，但弱于雌二醇组，而淫羊藿素作

用强度约是对照组 3.5 倍，作用强于雌二醇组。当

加入 ER 阻滞药 ICI 182.780（1×10−6 mol/L）后，

PI 明显下降。结果见表 1、图 2。 
3.3  对 ERα和 ERβ蛋白表达的影响 

与对照组相比，淫羊藿苷和淫羊藿素 1×10−7 
mol/L 给药后 48 h，显著上调 ERα 蛋白表达（P＜
0.01），表达量分别增加 2.8、2.7 倍；而加入 ER 抑

制剂 ICI 182.780 后，淫羊藿苷和淫羊藿素组 ERα
蛋白表达量明显下降。结果见图 3。 
与对照组相比，淫羊藿苷和淫羊藿素给药后 48 h，
可显著上调 ERβ蛋白的表达（P＜0.05），使表达量

分别增加 1.8、1.2 倍；而加入 ER 抑制剂 ICI182.780
后，淫羊藿苷和淫羊藿素组 ERβ蛋白的表达量明显

下降。结果见图 4。 

表 1  淫羊藿苷和淫羊藿素对 T47D 细胞周期的影响 ( 3=± n , sx ) 
Table 1  Effects of Ica and Ict on cell cycle of T47D cells ( 3=± n , sx ) 

细胞周期分布 / % 
组别 C / (×10−6 mol·L−1) 

G0/G1期 S 期 G2/M 期 
PI / % 

对照 － 76.3±3.8 0 23.7±1.2 23.7 

雌二醇 0.01 31.8±1.5** 29.1±1.4** 39.1±1.9* 68.2** 

淫羊藿苷 0.10 39.3±1.9** 20.5±1.0** 40.2±2.0** 60.7** 

淫羊藿素 0.10 30.9±1.5** 39.6±1.8** 29.5±1.5 69.1**▲ 

ICI 182.780 1.00 79.4±3.9 7.4±0.3 13.2±0.6 20.6 

雌二醇＋ICI 182.780 0.01＋0.10 63.4±3.2▲ 0 36.6±1.8▲▲ 36.6▲ 

淫羊藿苷＋ICI 182.780 0.10＋0.10 77.5±3.9 0 22.5±1.1▲ 22.5 

淫羊藿素＋ICI 182.780 0.10＋0.10 76.3±3.8 0 23.7±1.19▲ 23.7 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与 ICI 182.780 组比较：
▲P＜0.05  ▲▲P＜0.01 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group; ▲P < 0.05  ▲▲P < 0.01 vs ICI 182.780 group 
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图 2  雌二醇、淫羊藿苷及淫羊藿素对细胞周期的影响 ( 3=± n , sx ) 
Fig. 2  Effects of estradiol, Ica, and Ict on cell cycle ( 3=± n , sx ) 

 
与对照组比较：**P＜0.01 
**P < 0.01 vs control group 

图 3  淫羊藿苷及淫羊藿素对 ERα蛋白表达的影响 ( 3=± n , sx ) 
Fig. 3  Effects of Ica and Ict on expression of ERα protein ( 3=± n , sx ) 
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与对照组比较：*P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group 

图 4  淫羊藿苷和淫羊藿素对 ERβ蛋白表达的影响 ( 3=± n , sx ) 
Fig. 4  Effects of Ica and Ict on expression of ERβ protein ( 3=± n , sx ) 

4  讨论 
大量研究表明，淫羊藿苷和淫羊藿素具有促进

成骨细胞增殖、预防骨质疏松、促进乳腺癌 MCF-7
细胞增殖、提高细胞分裂和增殖指数等作用[4-10]。

但有研究者认为淫羊藿苷并不具备显著的雌激素样

作用，原因是淫羊藿苷结构中的 3、7 碳位糖苷键使

其不具有生物学活性，而淫羊藿素作为淫羊藿苷体

内代谢产物之一，糖苷键被羟基取代，生物活性更

强[6,11]。也有人认为，天然黄酮类化合物糖苷化后

对其抗氧化活性并无不利影响，且能够提高其水溶

性及生物利用度[12-13]。本实验结果表明，淫羊藿苷

和淫羊藿素在 1×10−9～1×10−6 mol/L 时，对乳腺

癌 T47D 细胞增殖均具有显著促进作用，且能够增

加 S 期和 G2/M 细胞比例，因此推测淫羊藿苷结构

中 3、7 碳位糖基取代并不影响其活性，5 碳位羟基

化可能为淫羊藿苷和淫羊藿素发挥生物活性的重要

位点。淫羊藿苷与淫羊藿素雌激素样活性的差异是

否与各自的结构有关，将在后续实验中进一步探讨。 
ERα和 ERβ在不同组织和细胞中的表达不同：

ERα在女性生殖系统中高表达，如下丘脑、乳腺、

子宫和阴道；ERβ在中枢神经系统、心血管系统、

免疫系统、泌尿系统、消化系统等中表达[14-16]。淫

羊藿总黄酮可使卵巢切除的雌性大鼠下丘脑和海马

中 ERα、ERβ mRNA 表达明显上调[17]。本实验结果

显示，在淫羊藿苷和淫羊藿素给药同时加入 ER 拮

抗剂 ICI 182.780，淫羊藿苷和淫羊藿素对 T47D 细

胞的促增殖作用明显减弱，细胞大部分停滞在

G0/G1 期，PI 明显降低，提示淫羊藿苷对 T47D 细

胞的促增殖作用可能主要通过 ER 介导的。Western 
blotting 法检测显示，淫羊藿苷和淫羊藿素不同程度

地上调 ERα 和 ERβ 的蛋白表达，且该作用能够被

ICI 182.780 所拮抗，进一步证明这 2 个有效成分通

过上调 ERα和 ERβ的表达产生促细胞增殖作用。 
综上所述，淫羊藿苷与淫羊藿素均具有较显著

促 T47D 细胞增殖的作用，该作用通过其与 ERα和

ERβ 相结合、上调 ERα 和 ERβ 蛋白表达产生。淫

羊藿苷在淫羊藿总黄酮中的量远远高于淫羊藿素，

且提取方法简单，价格便宜，更具有开发潜力。 
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