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红三叶总异黄酮对人乳腺癌MCF一7细胞增殖和凋亡的影响

尹春萍1，樊龙昌2，何俊文2，刘妙娜1，王月琴1，张滋洋2

(1．华中科技大学同济医学院药学院，湖北武汉430030；2．华中科技大学同济医学院附属同济医院

泌尿外科，湖北武汉430030)

摘 要：目的 研究红三叶总异黄酮对人乳腺癌MCF一7细胞的生长抑制和凋亡的诱导作用。方法 在体外细胞培

养下，采用不同质量浓度红三叶异黄酮和5-Fu处理MCF一7细胞，MTT法测定红三叶总异黄酮抑制MCF一7细胞

增殖的量一效关系；TUNEL法、流式细胞术分析其细胞凋亡率和周期分布。结果 红三叶总异黄酮对MCF-7细胞

增殖的抑制作用随药物质量浓度提高和作用时间延长而更加明显，而在低质量浓度时却出现轻微促细胞增殖现

象。TUNEL法、流式细胞术分析结果表明，红三叶总异黄酮能诱导MCF一7细胞凋亡，阻滞细胞于Gz／M期，降低

细胞增殖指数，且这种作用也存在剂量一效应关系。结论 红三叶总异黄酮可抑制MCF一7细胞增殖并诱导其凋亡，

具有抗肿瘤作用。
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Effect of red clover total isoflavones on cell proliferation and apoptosis

of human breast cancer cell line MCF一7
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Abstract：Objective To study the effect of red clover total isoflavones on proliferation and apoptosis

of human breast cancer cell line MCF一7 and the molecular mechanism of the action．Methods Proli—

feration of MCF一7 cells pre—and post—treatment with red clover totaI isoflavones and 5一Fu was determined

by MTT assay．The induction of apoptosis and the change of cell cycle in MCF-7 cells treated with red

clover total isoflavones were investigated by TUNEL and Flow cytometry．Results MTT Assay showed

that the proliferation of MCF一7 cells in vitro was inhibited by red clover total isoflavones in time—dependent

and concentration—dependent manners．But it could promote the proliferation in low concentration(<：25．0

pg／mL)．TUNEL and flow cytometry showed that the apoptosis and inhibition of MCF一7 cells in G2／M

phase were induced after treated with red clover total isoflavones．Conclusion The total isoflavones from

red clover have the effect of anti—tumor for they could inhibit the proliferation and induce the cell apoptosis

of MCF一7 cells．
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红三叶(英文名red clover)，又名红花车轴草

Trifolium pratense L．、红荷兰翘摇，为豆科车轴属

植物，其主要活性成分为异黄酮类化合物，具有雌激

素样作用和抗肿瘤效应，除对激素相关肿瘤发挥抗

癌作用外，还可抑制体外培养的胃癌、肝癌及肺癌细

胞株的生长n’2]。虽然有关的研究已取得较深入的进

展和认识，但迄今为止其抗癌成分和机制仍未阐明。

本实验通过MTT法、原位细胞凋亡检测、流式细胞

术等方法，研究红三叶总异黄酮对体外培养的人乳

腺癌MCF一7细胞的增殖抑制和诱导凋亡作用，并

探讨其作用机制。

1材料与方法

1．1 实验材料：红三叶总异黄酮(有效部位)由湖

北省医药工业研究院孙代华研究员馈赠，其中含总

异黄酮58％；5一Fu(5一氟尿嘧啶，天津金耀氨基酸有

限公司，批号0508161)。人乳腺癌MCF一7细胞引自

同济医院基础外科实验室。RPMI一1640及胰酶为

Gibco公司生产；胎牛血清购于兰州市民海生物制
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品公司；MTT、二甲基亚砜(DMSO)均购自美国

Sigma公司；细胞凋亡检测试剂盒购自武汉博士德

生物工程有限公司；碘化丙啶(propidium iodide，

PI)购自武汉凌飞科技有限公司。

1．2对MCF一7细胞体外增殖的影响：采用MTT

比色法，取对数生长期MCF一7细胞接种于96孔培

养板，每孔5×103个细胞，培养24 h后，加入红三叶

总异黄酮溶液，使终质量浓度分别为6．25、12．5、

25．0、50．0、100、200／-g／mL，每个质量浓度设4个

平行孔，另设溶剂对照组、5-Fu(5．0、10．0 pg／mL)

组，分别检测各组24、48、72、96 h时细胞增殖情况。

即加药后继续培养相应时间，加入5 mg／mL MTT，

再培养4 h后倒掉板中的培养液，各孔加150弘L

DMSO，轻轻振动后，用酶标仪(波长570 nm)测定

各孑L的吸光度(A)值，以上实验重复5次。取每组

4个孔总计20孔A的平均值作为各组的A值，按

下式计算细胞存活率及增殖抑制率。

存活率一A药物／A对照×100％

增殖抑制率一(1一A药物／A对照)×100％

1．3 原位凋亡细胞检测(TUNEL染色)：取对数

生长期细胞常规消化，以含红三叶总异黄酮100

pg／mL培养基、细胞以2×104／mL的密度接种于6

孔板中，制备细胞爬片，培养48、96 h，用丙酮溶液

[丙酮一无水乙醇(1：1)]固定。按照细胞凋亡检测

试剂盒的说明操作，用二氨基联苯胺法(DAB)显

色，苏木精复染，梯度乙醇脱水，二甲苯透明，树胶封

固。光镜下观察见细胞核中有棕色颗粒者为阳性细

胞，即凋亡细胞。在高倍镜(×200)下随机选择细

胞分布均匀的5个视野，计数l 000个细胞，计算阳

性细胞的百分率，即凋亡指数。

1．4流式细胞仪检测凋亡细胞：用含红三叶总异黄

酮100弘g／mL培养基培养MCF一7细胞48、72、96

h后，0．25％胰蛋白酶消化成细胞悬液，收集于离

心管中离心，弃上清液。用磷酸盐缓冲溶液(PBS)

反复洗涤、离心。加入75％乙醇，4℃固定过夜。加

200肛L RNA酶溶液(5 mg／mL)，37、C作用30

min后，冰浴终止。细胞悬液加等体积的PI(50弘g／

mL)避光染色，4℃放置30 min。将样品放人流式

细胞仪的样品室，以激发波长488 nm测定细胞周

期。每组设4个平行孔，实验重复3次，取12孔平均

值统计凋亡率和细胞周期。

1．5统计方法：采用t检验，用软件SPSS 11．5处理。

2结果

2．1 红三叶总异黄酮对MCF一7细胞体外增殖影

响的量一效关系：MTT结果显示，低质量浓度红三

叶总异黄酮(<25．0 tlg／mL)对MCF一7细胞表现

轻微促细胞增殖作用，高质量浓度时表现为抑制作

用，且随着质量浓度的升高呈明显的量一效关系(见

表1、2)。

表1红三叶总异黄酮对MCF一7细胞存活率的影响

(；±s，开一20)

Table 1 Effect of red clover total isoflavones on MCF一7

cells survival rate(；±s，n一20)

组别
p／ 存活率／％

(陌·mL一1) 24 h 48 h 72 h 96 h

与对照组比较：’P<0．05一P<O．01

。P<O．05’+P<O．Ol∥5 control group

表2红三叶总异黄酮作用72 h对MCF一7细胞增殖的影响

(；±S，n一20)

Table 2 Effect of red clover total isoflavones on proli—

feration Of MCF一7 cells treated for 72 h

(xis，n一20)

与对照组比较：一P<O．Ol；与5 Fu组比较：4P<O．Ol

+。P<O．01"s control group：△P<0．05口5 5-Fu group

2．2原位凋亡细胞检测：光镜(×200)下观察可

见，红三叶总异黄酮作用48、96 h后，细胞凋亡指数

明显高于溶剂对照组。红三叶总异黄酮作用48、96

h组细胞凋亡率分别为(8．49±1．07)％、(13．28±

2．07)％，而溶剂对照组的凋亡指数分别为(2．82±

1．34)％、(3．02±1．26)％。差异有统计学意义(P<

0．05)，见表3。

2．3 流式细胞仪分析结果：流式细胞仪分析显示，

100／-g／mL红三叶总异黄酮作用于MCF一7细胞

48、96 h，细胞凋亡率显著高于溶剂对照组(P<

0．05)，见表3。红三叶总异黄酮作用72 h，MCF一7

细胞产生明显的亚G。期峰。同溶剂对照组比较，G：／

M期细胞百分比增加，G。／G。期细胞百分比下降，S

期细胞两者比例相近，细胞滞留于G。／M期。处理

  



·234· 中草药 Chinese Traditional and Herbal Drugs第38卷第2期2007年2月

组凋亡细胞占9．32％。见表4。

表3红三叶总异黄酮对MCF一7细胞凋亡率的影响

Table 3 Effect of red clover total isoflavones

on apoptosis of MCF一7 cells

与对照组比较：+P<O．05

”P<O．05 vs control group

表4红三叶总异黄酮(作用72 h)对MCF一7细胞

周期分布的影响

Table 4 Effect of red clover total isoflavones(treated

for 72 h)on cell cycles of MCF一7 cells

与对照组比较：。P<O．05

’P<O．05 V5 control group

3讨论

红三叶为优良饲料和牧草，含有植物雌激素，其

有效成分为异黄酮类[i’2]，具有弱雌激素作用、抗氧

化作用、抗癌作用等，国外民间应用其花、种子、植株

及根部制膏、浸膏、糊剂、煎剂和泡茶饮用，能有效地

预防和治疗动脉硬化、冠心病、妇女更年期综合征、

骨质疏松、乳腺癌、前列腺癌、肥胖症等疾病[3~6]。近

来的研究发现，异黄酮类对肿瘤细胞的影响是多途

径、多机制的，除具有雌激素样作用外，另一条重要

的途径是影响细胞周期，通过诱导细胞凋亡抑制细

胞增殖。

MCF一7细胞为雌激素受体阳性(ER+)细胞

株之一。本实验结果提示，低质量浓度红三叶总异黄

酮(<25．0弘g／mI。)对MCF一7细胞表现出轻微促

增殖作用，高质量浓度时表现为抑制作用，且随着质

量浓度的升高呈明显的量一效关系。与Nakagawa H

等∞峙艮道一致，分析可能的原因是，红三叶总异黄酮

的不同成分有雌激素活性或抗雌激素作用，在低、高

剂量时，与ERa、ER／3有不同的亲和力，通过不同的

胞内信号途径，刺激或抑制雌激素依赖性乳腺癌细胞

株MCF一7增殖。而高剂量时，因其中活性成分的化

学结构与雌二醇相似，可与胞内的雌激素受体结合，

启动TGF—t?1信号转导途径，上调P53、P21等抑癌

蛋白的合成，下调C—myc的转录；上调Bax蛋白、下

调Bcl—XL蛋白及激活caspase一3，使肿瘤细胞凋亡。

细胞凋亡是细胞的一种自杀过程，肿瘤无限制

增生的恶性生物学特征与肿瘤细胞凋亡减少有关，

增加肿瘤细胞凋亡是一种有效治疗肿瘤的手段[7’8]。

本实验通过TUNEL法，光镜下可见，随药量增大，

抑制作用增强，细胞凋亡也逐渐明显。流式细胞仪分

析显示，红三叶总异黄酮组MCF一7细胞滞留于G：／

M期，出现明显的亚G。期峰[凋亡细胞占(9．32±

0．42)％]。上述实验结果表明，红三叶总异黄酮对

MCF～7细胞生长有抑制作用，其机制与诱导癌细胞

凋亡、阻滞细胞周期进程有关。
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