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过氧麦角甾醇荧光衍生物 EP-Cy5 抗 MCF-7 细胞的作用机制 
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摘  要：目的  合成了具有荧光定位可视化功能的新型过氧麦角甾醇衍生物[过氧麦角甾醇-花菁染料 Cy5（EP-Cy5）]，揭示

其对乳腺癌 MCF-7 细胞的作用机制。方法  通过酯化反应将 EP 与花菁染料 Cy5 通过酯化反应得到 EP-Cy5。采用 MTT 法

检测不同浓度 EP-Cy5 处理 MCF-7 细胞 24、48、72 h 后的增殖抑制效果。利用激光共聚焦显微镜考察细胞摄取及共定位：

以红色荧光标记的 EP-Cy5 染色细胞，同时分别用绿色荧光标记细胞核、脂滴、高尔基体、溶酶体、内质网和线粒体等细胞

器进行共染色分析；使用斑马鱼模型评估 EP-Cy5 的活体成像性能。为深入探究 EP-Cy5 抑制 MCF-7 细胞的具体机制，采用

流式细胞术检测 EP-Cy5 对 MCF-7 细胞的凋亡率、活性氧（ROS）水平和线粒体膜电位变化（JC-1）的影响；通过 Western 

blotting 法检测 EP-Cy5 对线粒体凋亡相关蛋白的表达。结果  EP-Cy5 对 MCF-7 细胞的半数抑制浓度（IC50）为 4.48 μmol/L，

是母体药物 EP（IC50＝19.02 μmol/L）的 4.25 倍。EP-Cy5 的荧光强度呈时间–浓度相关性增长；与线粒体荧光探针高度共

定位；细胞总凋亡率、ROS 水平显著升高，线粒体膜电位显著下降（P＜0.01、0.001）；Western blotting 结果表明，B 淋巴细

胞瘤-2 基因（Bcl-2）蛋白表达显著下降，而 Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）、细胞色素 C（Cyt-C）、剪切型半胱天冬酶-9（cleaved 

Caspase-9）及剪切型半胱天冬酶-7（cleaved Caspase-7）蛋白表达显著升高（P＜0.01、0.001）。结论  化合物 EP-Cy5 主要富

集于乳腺癌 MCF-7 细胞线粒体，可升高 ROS 水平并显著降低线粒体膜电位，调节凋亡相关蛋白的表达。 
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Abstract: Objective  This study designed and synthesized a novel ergosterol peroxide derivative EP-Cy5 with fluorescence 

localization and visualization function, aiming to reveal its mechanism of action on breast cancer MCF-7 cells. Methods  EP-Cy5 

was obtained by conjugating EP with the cyanine dye Cy5 via an esterification reaction. The MTT assay was used to evaluate the 

antiproliferative effects of various concentrations of EP-Cy5 on MCF-7 cells after 24, 48, and 72 hours of treatment. Cellular uptake 

and co-localization were examined using confocal laser scanning microscopy: cells were stained with red fluorescent EP-Cy5, while 

simultaneously co-stained with green fluorescent probes targeting the nucleus, lipid droplets, Golgi apparatus, lysosomes, endoplasmic 

reticulum, and mitochondria. In vivo imaging performance of EP-Cy5 was assessed using a zebrafish model. To deeply explore the 

specific mechanism by which EP-Cy5 inhibits MCF-7 cells, flow cytometry was used to detect the effects of EP-Cy5 on the apoptosis 

rate, ROS level and mitochondrial membrane potential change (JC-1) of MCF-7 cells. The expression of mitochondrial apoptosis-

related proteins was detected by Western blotting. Results  The antiproliferative activity (IC50) of EP-Cy5 against MCF-7 cells was 
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4.48 μmol/L, which was 4.25 times that of the parent drug EP (IC50 = 19.02 μmol/L). The fluorescence intensity of EP-Cy5 increased 

in a time-concentration dependent manner. Highly co-localized with mitochondrial fluorescent probes, the total apoptosis rate of cells 

and ROS were increased (P < 0.01, 0.001), and the mitochondrial membrane potential decreased significantly. Western blotting 

indicated that the expression of the Bcl-2 were decreased, the protein expressions of Bax, Cyt-c, cleaved Caspase-9, and cleaved 

Caspase-7 were increased (P < 0.01, 0.001). Conclusion  In vitro experiments showed that compound EP-Cy5 mainly accumulated 

in the mitochondria of breast cancer MCF-7 cells. It could increase the level of ROS and significantly reduce the mitochondrial 

membrane potential, and regulate the expression of apoptosis-related proteins. 

Key words: ergosterol peroxide; cyanine dye Cy5; breast cancer; mitochondria; Bcl-2; Bax; Cyt-c; cleaved Caspase-9 

 

乳腺癌已成为全球女性发病率最高的恶性肿

瘤[1]。近年来，放疗与化疗技术在乳腺癌综合治疗

中不断发展、疗效显著提升，但多数临床治疗药物

普遍存在毒副作用大、肿瘤耐药性突出等问题，严

重限制了长期治疗效果与患者生活质量[2-4]。因此，

开发高效低毒、靶向性强的新型抗乳腺癌药物，已

成为肿瘤领域的研究热点与迫切需求。中药富含多

种结构新颖的天然活性成分，是筛选与发掘抗乳腺

癌先导化合物及候选药物的优质资源，为乳腺癌靶

向新药研发提供了广阔的研究前景[5-7]。 

过氧麦角甾醇（EP）是一种天然内过氧化甾体

化合物，广泛分布于真菌、海绵及藻类中[8-10]。EP

具有抗肿瘤、抗菌、抗炎等多种生物活性，近年来

研究尤其关注其对癌症的抑制作用。罗然等[11]报道

通过网络药理学获取磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋

白激酶 B（Akt）通路介导线粒体凋亡途径靶点抑制

MCF-7 乳腺癌细胞。林强等[12]通过蛋白组学获取

PI3K/Akt、转化生长因子-β（TGF-β）信号通路和介

导线粒体凋亡途径抑制 MCF-7 乳腺癌细胞。近年

来，以 EP 为先导化合物进行结构修饰的研究也不

断推进，已发现多个具有抗乳腺癌潜力的新结构衍

生物[13-14]。 

线粒体途径是内源性凋亡的核心通路，其激活

与调控过程受 B 细胞淋巴瘤-2（Bcl-2）蛋白家族的

严格调控。其中促凋亡蛋白以 Bcl-2 相关 X 蛋白

（Bax）为代表，抗凋亡蛋白以 Bcl-2 为典型，二者

的表达平衡直接决定线粒体外膜通透性（MOMP）

的高低[15]。当 MOMP 异常升高时，如半胱天冬酶-

9（Caspase-9）被激活后，会进一步激活 Caspase-3，

最终启动细胞凋亡程序[16]。此外，线粒体也是细胞

内活性氧（ROS）的主要产生部位，过量蓄积的 ROS

可直接损伤线粒体的脂质、蛋白质及核酸等成分，

进一步加剧肿瘤细胞凋亡[15, 17]。另外，肿瘤细胞线

粒体膜电位显著高于正常体细胞，这一独特生物学

异常为药物靶向递送提供了重要靶点，基于该特征

设计靶向肿瘤细胞线粒体的新型乳腺癌治疗策略，

提高治疗的特异性与有效性。 

在研究中，通过将过氧麦角甾醇与花菁染料

Cy5（EP-Cy5）偶联，合成了一种新型的过氧麦角

甾醇荧光衍生物（图 1）。在保留过氧麦角甾醇固有

的抗肿瘤活性的同时，荧光团的引入赋予了分子在

活细胞环境中的光学可追踪性。为了系统地评价这

种荧光过氧麦角甾醇衍生物的细胞内行为及其在

肿瘤细胞中的潜在应用价值，本研究为过氧麦角甾

醇的亚细胞定位提供了一种新的可视化策略，并为

其潜在抗肿瘤机制提供了新见解。利用荧光成像技

术，能够更直观、更精确地观测过氧麦角甾醇在细

胞内的分布，从而深化对其生物学功能的理解。

 

 

图 1  EP-Cy5 的合成路线 

Fig. 1  Synthetic route of EP-Cy5 
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1  材料 

1.1  细胞 

人乳腺癌细胞系 MCF-7 细胞（批号 SCSP-503）

购自中国科学院上海细胞库。 

1.2  药品与试剂 

EP 由齐齐哈尔医学院药学院药物化学研究室

提供，质量分数＞98%；花菁染料 Cy5（批号

C951310 ）、 4- 二甲氨基吡啶（ DMAP ，批号

B04006194）、1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺

盐酸盐（EDCI，批号 A01079249）购自安徽泽升科

技股份有限公司。高糖 DMEM 培养基（批号

OMDCM-004）、胎牛血清（批号 OMD-72503）购自

欧玛仕（上海）生物科技有限公司；MTT 试剂盒（批

号 M1020-500T）购自北京索莱宝科技有限公司；

Annexin Ⅴ-FITC/PI 凋 亡 检 测 试 剂 盒 （ 批 号

40302ES60）购自翌圣生物科技（上海）股份有限公

司；JC-1 试剂盒（批号 E-CK-A301）购自武汉伊莱

瑞特生物科技股份有限公司；ROS 检测试剂盒（批

号 J21799）购自武汉吉立德科技有限公司；BCA 试

剂盒（批号 A55860）、RIPA 裂解液（批号 89900）、

Caspase-9 多克隆抗体（批号 PA5-105272）、活化的

Caspase-9（cleaved Caspase-9）抗体（批号 PA5-

17605）、Caspase-7 多克隆抗体（批号 PA5-114688）、

活化的 Caspase-7（cleaved Caspase-7）抗体（批号

PA5-105272）均购自上海赛默飞世尔科技有限公

司；Bcl-2 抗体（批号 FNab00839）购自武汉菲恩生

物科技股份有限公司；Bax 抗体（批号 ab32503）购

自 Abcam plc；Cyt-c 抗体（批号 ab133504）购自

Abcam plc；甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）抗体

（批号 G6019-100UN）购自德国默克密理博公司；

山羊抗兔 IgG 二抗（批号 LF102）购自上海雅酶生

物医药科技有限公司；超敏 ECL 显色试剂盒（批号

P10300）购自苏州新赛美生物科技有限公司。脂滴

绿色荧光检测试剂盒（批号 C2053S）、高尔基体绿

色荧光探针（批号 C1045S）、内质网绿色荧光探针

（批号 C1042S）、溶酶体绿色荧光探针（批号

C1047S）线粒体绿色荧光探针（批号 C1048）购自

碧云天生物技术有限公司）。 

1.3  仪器 

DF-101S 型恒温磁力加热搅拌器（艾卡广州仪

器设备有限公司）、EYELA N-1300 型旋转蒸发仪

（埃朗科技国际贸易上海有限公司）、DRX400 型核

磁共振仪（美国布鲁克公司）、Bruker Esquire 6000

型质谱仪（布美国鲁克公司）。HeracellTM VIOS 160i 

CR CO2培养箱（赛默飞世尔科技公司）；Multiskan™ 

FC 酶标仪（赛默飞世尔科技公司）；FACSCalibur 型

流式细胞仪（美国 BD 公司）；PowerPac 型电泳仪

（美国 Bio-Rad 公司）；WB-600Auto 全自动蛋白印

迹成像仪（广州博鹭腾生物科技有限公司）；LSM710

型激光扫描共聚焦显微镜（德国 Zeiss 公司）。 

2  方法 

2.1  EP-Cy5 的合成与性质评估 

2.1.1  化合物 EP-Cy5 的合成  称取 Cy5 探针（26 

mg，0.050 mmol）于 50 mL 圆底烧瓶中，加入 10 

mL 二氯甲烷作为反应溶剂，加入 EDCI（10 mg，

0.052 mmol）和 DMAP（3.0 mg，0.024 mmol）于室

温下搅拌 0.5 h。EDCI 使羧酸活化生成不稳定的 O-

酰基异脲中间体；DMAP 作为亲核催化剂进攻 O-

酰基异脲，生成高活性的酰基吡啶鎓盐中间体。之

后，向体系中加入过氧麦角甾醇（20 mg，0.046 

mmol），置于 40 ℃恒温条件下搅拌反应 1～2 h，

其结构中的醇羟基亲核进攻酰基吡啶鎓盐，生成目

标酯化产物。反应期间采用薄层色谱（TLC）法监

测反应进程，直至原料点基本消失。反应结束后，

经减压浓缩后，对粗产物进行硅胶柱色谱分离纯

化，洗脱剂选用二氯甲烷–甲醇体系（20∶1），得

到目标化合物 EP-Cy5。 

蓝色固体，8 mg，产率 20%。MS (ESI) m/z: 

895.32。1H-NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 8.20 (s, 2H), 

7.36 (m, J = 6.6 Hz, 4H), 7.22 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 7.08 

(d, J = 22.1 Hz, 3H), 6.88 (s, 1H), 6.41～6.32 (m, 2H), 

5.34 (s, 2H), 4.32～3.89 (m, 3H), 3.72 (s, 3H), 3.65 (s, 

2H), 2.35 (t, J = 7.3 Hz, 4H), 2.04～1.32 (m, 35H), 1.25 

(s, 9H), 1.08～0.69 (m, 10H)；13C-NMR (150 MHz, 

CDCl3) δ: 173.9, 173.5, 172.9, 154.0, 142.8, 142.1 

141.4, 141.0, 128.6, 128.5, 126.7, 125.1, 125.0, 122.3, 

122.2 110.4, 110.3, 104.2, 103.8, 49.4, 49.3, 44.2, 33.7, 

31.9, 29.7, 29.3, 28.2, 28.0, 27.1, 26.4, 24.6, 22.7, 14.1。 

2.1.2  化合物 EP-Cy5 光物理性质与光稳定性评

估  该化合物的光学性质表征在浓度为 1.6 μmol/L 

DMSO 溶液中进行。使用岛津 UV-2450 型紫外–可

见分光光度计记录其紫外–可见吸收光谱，扫描范

围为 550～750 nm。荧光分析则采用日立 F-4600 型

荧光分光光度计。为评估其在光照条件下的稳定

性，将溶液置于连续光源下照射，并在预设时间点

（0、10、30、60、90、120 min）跟踪记录吸光度与
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荧光发射强度的变化。所有光谱数据均在室温下使

用 10 mm 石英比色皿采集，以确保测量的一致性。

在 DMSO 溶剂中，以浓度为 1.6 μmol/L 的 EP-Cy5

为研究对象，对其荧光特性进行了分析。该探针的

最大激发波长（Ex）与发射波长（Em）分别为 643、

692 nm。为验证其生物成像适用性，通过持续光照

2 h 考察了 EP-Cy5 的光谱稳定性。结果如图 2 所

示，在光照初始 30 min 内，其吸收光谱与荧光光谱

均未发生明显变化；即使经过长达 2 h 的连续照射，

EP-Cy5 仍能保持稳定的荧光强度。综上所述，EP-

Cy5 具有优异的光稳定性，是一种极具潜力的生物

成像探针。

 

A-643 nm 激光照射下 EP-Cy5 的吸收光谱和荧光光谱，B-692 nm 激光照射下 EP-Cy5 的吸收光谱和荧光光谱。 

Absorption spectrum and fluorescence spectrum of EP-Cy5 in DMSO solution under 639 nm (A)and 662 nm laser irradiation (B). fluorescence intensity 

图 2  643 nm 激光照射下（A）、692 nm 激光照射下（B）EP-Cy5 的吸收光谱和荧光发射光谱 

Fig. 2  Absorption spectrum and fluorescence emission spectrum of EP-Cy5 under 643 nm laser irradiation (A), and 692 nm 

laser irradiation (B) 

2.2  细胞培养 

MCF-7 细胞在含有 10%胎牛血清和 1%青霉素/

链霉素的 DMEM 培养基于 37 ℃、5% CO2的恒温

细胞培养箱中培养。 

2.3  MTT 法检测细胞活力 

取对数生长期 MCF-7 细胞，接种于 96 孔培养

板内，接种密度为 3×103 个/孔。待细胞完全贴壁

后，弃去孔内原有培养基。本实验设置对照组、EP-

Cy5（2.5、5.0、10.0、20.0、40.0、80.0 μmol/L）组、

EP（2.5、5.0、10.0、20.0、40.0、80.0 μmol/L）组。

各给药孔分别加入 150 μL 对应浓度的含药完全培

养基，对照组加入等体积纯 DMEM 培养基。分别

在药物作用 24、48、72 h 后，每孔加入 20 μL MTT

工作液，避光条件下继续孵育 4 h；孵育结束后彻底

吸弃孔内上清培养液，每孔加入 150 μL DMSO，低

速振荡 10 min 充分溶解甲瓒结晶。采用酶标仪于

490 nm 波长处检测各孔吸光度（A）值。运用 SPSS 

25.0 统计软件进行数据分析，拟合量效关系，计算

EP-Cy5 作用于 MCF-7 细胞 24、48、72 h 的半数抑

制浓度 IC50。 

细胞增殖抑制率＝1－A 给药/A 对照 

2.4  浓度和时间相关性成像研究 

以 1×105 个细胞的密度将 MCF-7 细胞接种到

放有细胞爬片的十二孔板中。在 37 ℃、5% CO2培

养箱中培养 24 h 至完全贴壁。PBS 洗涤 2 次，用

4%多聚甲醛固定细胞 20 min，PBS 洗涤 2 次。细胞

以 2、4、6、8、10、12 μmol/L EP-Cy5 孵育 20 min，

PBS 洗涤 3 次。将细胞爬片取出放到滴有 15～20 

μL 的抗荧光淬灭封片剂上。使用激光扫描共聚焦显

微镜成像测定不同浓度 EP-Cy5 的细胞摄取。细胞
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用 8 μmol/L EP-Cy5 处理 10、20、40、80 min。同

上述操作封片，使用共聚焦显微镜观察不同孵育时

间 EP-Cy5 的摄取情况。 

2.5  亚细胞定位 

细胞封片同 2.4 项下。按照制造商的方案进行

细胞器染料染色，包括 Hoechst 33342、脂滴绿色荧

光探针（BODIPY493/503）、溶酶体绿色荧光探针

（ Lyso-Tracker ）、内质网绿色荧光探针（ ER-

Tracker）、高尔基体绿色荧光探针（Golgi-Tracker）

和线粒体绿色荧光探针（Mito-Tracker Green）。孵育

后，用 PBS 清洗 3 次，用激光扫描共聚焦显微镜进

行荧光成像。 

2.6  斑马鱼体内成像 

将收集到的鱼卵用与原缸同温的清水轻轻冲

洗 2～3 次，去除杂质和代谢废物。将选出的好卵转

移到培养皿或浅盘中，每个培养皿放 30～50 颗，加

水至容器的 1/2 或 2/3 处。将容器放入恒温培养箱

中进行孵化。孵化出的鱼以 0、2、4、6、8、10 μmol/L 

EP-Cy5孵育 30 min后利用共聚焦显微镜进行成像。 

2.7  细胞凋亡情况检测 

取 MCF-7 细胞，经胰酶消化后进行细胞计数；

以 1×105 个/孔的细胞密度接种于 6 孔板，置于

37 ℃、恒温培养箱培养 24 h，待细胞完全贴壁。实

验分为对照组、EP-Cy5（2、4、6 μmol/L）组。药

物持续作用 48 h 后，吸弃含药培养基，预冷 PBS 缓

冲液洗涤细胞 1 次；采用无 EDTA 胰酶消化细胞，

将细胞悬液收集至 1.5 mL 离心管内，2 000 r/min 离

心 3 min，弃上清；PBS 重悬洗涤细胞 2 次。向每

份细胞样品中依次加入 500 μL结合缓冲液（Binding 

Buffer）、5 μL 碘化丙啶（PI）、5 μL Annexin V-FITC

染液，轻柔混匀后，室温避光孵育 20 min。孵育结

束后立即采用流式细胞仪检测细胞凋亡水平，实验

数据使用 FlowJo 10.8.1 软件进行分析处理。 

2.8  细胞线粒体膜电位检测 

取 2.7 项干预处理后的 MCF-7 细胞，弃原有细

胞培养液；加入无菌 PBS 轻柔洗涤细胞 2 次，去除

残留培养基与杂质；严格参照 JC-1 线粒体膜电位检

测试剂盒说明书，配制稀释好的 JC-1 工作染色液；

向细胞中加入足量 JC-1 稀释染色液，置于 37 ℃、

5% CO₂恒温培养箱避光孵育 30 min；孵育结束后，

吸弃染色液，预冷 1×试剂盒缓冲液（1×Buffer）

洗涤细胞，去除未结合的多余染色试剂；消化、重

悬制备单细胞悬液，采用流式细胞仪上机检测，采

集细胞荧光信号；收集实验数据，使用 FlowJo 10.8.1

软件进行数据分析，统计并评估各组细胞线粒体膜

电位水平变化。 

2.9  细胞 ROS 检测 

MCF-7 细胞培养与接种操作同 2.7 项下方法。

实验分为对照组、EP-Cy5（2、4、6 μmol/L）组。

细胞给药处理 48 h 后，移除含药培养基，PBS 缓冲

液洗涤 1 次；采用无 EDTA 胰蛋白酶消化细胞，收

集细胞悬液于 1.5 mL 离心管内，2 000 r/min 离心 3 

min，弃上清；PBS 缓冲液重复洗涤细胞 2 次。向各

组细胞沉淀中加入 2',7'-二氯二氢荧光素二乙酸酯

（DCFH-DA）工作液，置于培养箱内避光孵育 20 

min；孵育结束后弃上清，无血清培养基洗涤细胞 2

次，每管加入 500 μL 培养基重悬细胞。采用流式细

胞仪检测各组细胞内 ROS 水平，检测数据使用

FlowJo 10.8.1 软件进行分析处理。 

2.10  Western blotting 检测相关蛋白表达 

按照 2.7 项下方法进行细胞培养和给药分组实

验。采用 RIPA 裂解液提取总蛋白后，通过 BCA 法

测定蛋白浓度并进行变性处理。蛋白样品经十二烷

基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）电泳

分离后转印至聚偏二氟乙烯（PVDF）膜。随后使用

5%脱脂牛奶封闭 1 h，与稀释一抗（1∶1 000）4 ℃

孵育过夜。经 TBST 洗涤后，加入稀释二抗（1∶

2 000）室温孵育 1.5 h。最后采用 ECL 显色系统检

测信号，使用凝胶成像系统采集图像，并通过 Image 

J 软件进行定量分析。 

2.11  统计学分析 

使用 SPSS 26.0 软件对实验数据进行统计学分

析，计量数据以x ± s 表示，多组间差异通过单因

素方差分析判定，若有差异则进一步采用 LSD-t 检

验两两比较。 

3  结果 

3.1  EP-Cy5 对 MCF-7 细胞的增殖的影响 

与对照组相比，EP-Cy5 在不同浓度下处理

MCF-7 细胞后，计算得到 EP-Cy5 在 24、48、72 h

的 IC50 值分别为 5.82、4.48、4.17 μmol/L，见表 1。

作为对照，EP 在相应时间点的 IC50值分别为 24.31、

19.02、12.82 μmol/L，见表 2。对比两者在 48 h 的

IC50值可知，EP-Cy5的细胞毒性较EP提高了约4.25

倍，表明其抗增殖效力显著增强。基于剂量效应关

系及实验对亚毒性浓度的需求，选取 2、4、6 μmol/L

作为 EP-Cy5 的给药浓度进行后续机制探讨。 
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表 1  EP-Cy5 对 MCF-7 细胞增殖抑制率的影响（x ± s，n = 3） 

Table 1  Effect of the EP-Cy5 on proliferation inhibition rate of MCF-7 cells (x ± s, n = 3 ) 

组别 浓度/(μmol·L−1) 
抑制率/% 

24 h 48 h 72 h 

对照 － 0 0 0 

EP-Cy5  2.5 17.41±0.87* 19.59±1.29* 22.14±1.58* 

 5.0 45.12±0.78* 58.51±1.06* 61.22±1.39* 

10.0 78.25±0.66* 86.66±1.06* 88.15±2.11* 

20.0 87.45±0.85* 90.25±1.47* 92.45±2.55* 

40.0 88.36±0.62* 91.19±1.19* 93.15±2.24* 

80.0 89.56±0.81* 91.70±1.57* 94.56±2.08* 

与对照组比较：*P＜0.05。 

*P < 0.05 vs control group. 

表 2  EP 对 MCF-7 细胞增殖抑制率的影响（x ± s，n = 3） 

Table 2  Effect of the EP on proliferation inhibition rate of MCF-7 cells (x ± s, n = 3 ) 

组别 浓度/(μmol·L−1) 
抑制率/% 

24 h 48 h 72 h 

对照 － 0 0 0 

EP  2.5 6.23±0.74* 15.26±1.21* 18.26±1.48* 

 5.0 10.63±0.65* 20.13±1.08* 28.45±1.25* 

10.0 29.56±0.59* 36.26±1.04* 42.15±2.14* 

20.0 41.52±0.71* 49.56±1.36* 57.11±2.23* 

40.0 62.35±0.54* 61.45±1.26* 77.15±2.41* 

80.0 83.26±0.79* 84.96±1.61* 87.93±2.62* 

与对照组比较：*P＜0.05。 

*P < 0.05 vs control group. 

3.2  MCF-7 细胞对 EP-Cy5 的摄取影响 

采用共聚焦显微镜研究 EP-Cy5 在 MCF-7 细胞

中的摄取，探讨其抗肿瘤活性与细胞摄取之间的关

系。用不同浓度的 EP-Cy5 处理 MCF-7 细胞 30 min

后，用共聚焦显微镜成像。如图 3 所示，随着 EP-

Cy5 浓度的升高，荧光强度显著增加。这表明 EP-

Cy5 具有有效的细胞穿透能力。此外，MCF-7 细胞

对 EP-Cy5 摄取的时间依赖性。EP-Cy5 孵育 10 min

内出现弱红色荧光，经过长时间的孵育，EP-Cy5 在

MCF-7 细胞中的荧光强度显著增强。结果表明，EP-

Cy5 能在短时间内快速进入 MCF-7 细胞，且荧光强

度呈时间相关性增加。 

 

A-EP-Cy5 的不同浓度孵育 30 min 的摄取情况，B-不同时间 EP-Cy5 8 μmol·L−1 孵育 MCF-7 细胞的摄取情况，C-EP-Cy5 浓度与荧光强度的相

关性，D-孵育时间与荧光强度的相关性。 

A-uptake situation after incubation with different concentrations of EP-Cy5 for 30 min, B-the distribution of EP-Cy5 at 8 μmol·L−1 for 24 h in MCF-7 

cells, C-the correlation between EP-Cy5 concentration and fluorescence intensity, D-correlation between incubation time and fluorescence intensity. 

图 3  MCF-7 细胞对 EP-Cy5 的摄取（免疫荧光，×20） 

Fig. 3  Uptake of EP-Cy5 by MCF-7 cells (immunofluorescence, ×20) 
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3.3  EP-Cy5 对 MCF-7 细胞的亚细胞定位 

如图 4A 所示，EP-Cy5 的红色荧光信号集中在

细胞质中，与 DAPI 产生蓝色荧光的细胞核几乎不

重叠。随后用脂滴绿色荧光探针、溶酶体绿色荧光

探针、内质网绿色荧光探针、高尔基体绿色荧光探

针和线粒体绿色荧光探针对 MCF-7 细胞进行染色

（图 4B～4E）。用 DAPI 染色确定细胞内的核区。值

得注意的是，在 EP-Cy5 和线粒体之间观察到了强

烈的共定位，产生了明亮的黄绿色信号，并伴随着

线粒体形态的改变（图 4F）。皮尔逊相关系数为

0.98。相反，EP-Cy5与BODIPY、Lyso-Tracker Green、

Golgi-Tracker Green 或 ER-Tracker Green 之间没有

显著重叠。 

皮尔逊相关系数分别为 0.75、0.82、0.85、0.78。

这些发现表明，EP-Cy5 主要积聚在线粒体中。线粒

体是麦角甾醇发挥抗肿瘤活性的主要器官。 

 

A-EP-Cy5 荧光定位，B-EP-Cy5 与高尔基体荧光共定位，C-EP-Cy5 与内质网荧光共定位，D-EP-Cy5 与溶酶体荧光共定位，E-EP-Cy5 与脂滴

荧光共定位，F-EP-Cy5 与线粒体荧光共定位。 

A-EP-Cy5 fluorescence localization, B-EP-Cy5 and Golgi fluorescence co-localization, C-EP-Cy5 and endoplasmic reticulum fluorescence co-

localization, D-EP-Cy5 and lysosome fluorescence co-localization, E-EP-Cy5 and lipid droplet fluorescence co-localization, F-EP-Cy5 and mitochondria 

fluorescence co-localization. 

图 4  EP-Cy5 与亚细胞器特异性荧光探针在 MCF-7 细胞中的共定位荧光图像（免疫荧光，×20） 

Fig. 4  Fluorescence colocalization images of EP-Cy5 with subcellular organelle-specific fluorescent probes in MCF-7 cells 

(immunofluorescence, ×20) 
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3.4  EP-Cy5 斑马鱼体内成像 

为进一步评估 EP-Cy5 在活体内的成像性能，

本研究采用斑马鱼作为活体模型，以不同浓度的

EP-Cy5 孵育 30 min 后，利用共聚焦显微镜进行成

像。如图 5 所示，随着 EP-Cy5 浓度的递增，荧光

信号强度呈现显著增强趋势。该结果表明，EP-Cy5

具有良好的组织穿透能力，能够有效进入斑马鱼体

内并释放荧光信号。 

 

图 5  EP-Cy5 处理的斑马鱼的共聚焦荧光成像（免疫荧光，×10） 

Fig. 5  Confocal fluorescence imaging of EP-Cy5-treated zebrafish (immunofluorescence, ×10) 

3.5  EP-Cy5 对 MCF-7 细胞凋亡的影响 

流式细胞术结果见图 6，EP-Cy5 处理 48 h 后，

各浓度组诱导的总凋亡率分别达到（ 11.14±

1.28）%、（27.25±2.46）%、（41.20±3.56）%，与

对照组相比具有显著差异（P＜0.01、0.001）。 

3.6  EP-Cy5 对 MCF-7 细胞线粒体膜电位的影响 

流式细胞术结果如图 7 所示，经不同浓度 EP-

Cy5 处理 48 h 后，细胞内 JC-1 单体比例较对照组

分别显著升高（9.93%±1.12）%、（19.73%±2.96%）、

（45.33%±4.52）%（P＜0.01、0.001）。 

 
  与对照组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001。 

**P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group. 

图 6  化合物 EP-Cy5 对 MCF-7 细胞凋亡的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 6  Effect of compound EP-Cy5 on apoptosis in MCF-7 cells (x ± s, n = 3 ) 

 

  与对照组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001。 
**P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group. 

图 7  化合物 EP-Cy5 对 MCF-7 细胞线粒体膜电位的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 7  Effect of compound EP-Cy5 on mitochondrial membrane potential in MCF-7 cells (x ± s, n = 3 ) 
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3.7  EP-Cy5 对 MCF-7 细胞 ROS 的影响 

流式细胞术结果如图 8 显示，与对照组相比，

不同浓度 EP-Cy5 处理可显著升高细胞内 ROS 水平

（P＜0.01、0.001）。 

3.8  EP-Cy5 对 MCF-7 细胞线粒体凋亡相关蛋白

表达的影响 

Western blotting 实验如图 9 所示，经过 48 h 不

同浓度 EP-Cy5 处理后，MCF-7 细胞内 Bax、Cyt-

c、cleaved Caspase-9、cleaved Caspase-7 的表达水平

显著上升，而 Bcl-2 的表达显著降低（P＜0.01、

0.001）。 

4  讨论 

乳腺癌组织形态特异、恶性程度和转移率极

高，严重危害女性健康[18]。尽管乳腺癌的诊断方法 

 

  与对照组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001。 

**P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group. 

图 8  EP-Cy5 对 MCF-7 细胞 ROS 的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 8  Effect of EP-Cy5 on ROS in MCF-7 cells (x ± s, n = 3 ) 

 

  与对照组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001。 

**P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group. 

图 9  化合物 EP-Cy5 对 MCF-7 细胞线粒体凋亡相关蛋白的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 9  Effect of compound EP-Cy5 on mitochondrial apoptosis-related proteins in MCF-7 cells (x ± s, n = 3 ) 
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及综合治疗手段近几年来不断发展和革新，病死率

仍处于女性恶性肿瘤第 2 高位[19]。因此，从天然来

源中寻找有效的抗癌药物受到了广泛关注。 

EP 作为一种具有广谱抗癌活性的天然内过氧

化甾醇化合物，其针对乳腺癌[20]、卵巢癌[21]等多种

肿瘤的抑制作用已得到初步验证。然而，传统研究

手段难以实现对其在细胞内的时空分布、动态转运

及亚细胞定位等关键药代动力学行为的直观示踪，

这在一定程度上限制了对EP深层作用机制的阐释。

为此，本课题组通过理性设计，在 EP 分子的 C-3 位

羟基修饰具有近红外荧光特性的花菁染料 Cy5，成

功构建了兼具生物活性与荧光示踪功能的 EP-Cy5

双功能探针。基于此探究其对乳腺癌的作用机制。 

正常的 ROS 水平有利于细胞的生长，当药物

损伤细胞，细胞内 ROS 升高，细胞产生氧化应激，

导致细胞受损[22]。ROS 是诱导线粒体通透性转换孔

（mPTP）持续开放的关键因素之一。mPTP 是一个

位于线粒体内外膜之间的非特异性孔道。会导致内

膜两侧的离子平衡被彻底打破，质子自由回流，膜

电位迅速且不可逆地崩溃（即“去极化”）[23]。呼吸

链受损直接导致氧化磷酸化效率降低，质子泵出减

少，膜电位生成不足。相关研究证实，ROS 过度蓄

积会诱发线粒体功能损伤[24]，进而促使 Cyt-c 大量

释放。Cyt-c 是调控细胞凋亡的核心因子，可作为凋

亡启动因子与凋亡蛋白酶激活因子-1 相结合[25]，促

使 Caspase-9、Caspase-7 剪切活化，形成裂解型

cleaved Caspase-9 与 cleaved Caspase-7，最终启动细

胞凋亡程序[26]。Bcl-2 家族蛋白主要定位于线粒体

膜、内质网膜及核膜表面，该家族蛋白可与多种促

凋亡蛋白协同作用，改变线粒体膜通透性，进一步

加速细胞凋亡进程[27]。本研究通过化学合成构建了

具有荧光示踪功能的过氧麦角甾醇衍生物 EP-Cy5。

激光共聚焦显微成像显示，在乳腺癌 MCF-7 细胞

中，化合物 EP-Cy5 呈时间–浓度相关性进入细胞，

同时 EP-Cy5（红色荧光）与线粒体特异性荧光探针

（绿色荧光）的荧光信号高度共定位，表明该化合物

能够特异性靶向并蓄积于细胞线粒体，提示线粒体

可能是其发挥药理作用的主要亚细胞靶点。在斑马

鱼活体成像中 EP-Cy5 具有良好的组织穿透能力，

能够有效进入斑马鱼体内并释放荧光信号。为进一

步探究其潜在作用机制，本研究采用 Western 

blotting 法检测细胞凋亡关键蛋白的表达水平。结果

表明，EP-Cy5 干预处理后，细胞内促凋亡蛋白 Bax

表达水平显著上调，抗凋亡蛋白 Bcl-2 表达明显受

到抑制，同时 Bcl-2/Bax 比值显著下降。同时，线粒

体途径的关键标志蛋白 Cyt-c 在胞质中的释放增

加，其下游的 cleaved Caspase-9 与 cleaved Caspase-

7 的表达水平也显著升高。这一系列蛋白变化清晰

地勾勒出了线粒体相关性凋亡通路的激活轨迹。在

此基础上，本研究通过流式细胞术分析了线粒体功

能的关键早期指标。实验结果表明，EP-Cy5 处理能

够引起 MCF-7 细胞内 ROS 水平显著升高，并伴随

线粒体膜电位的明显下降。ROS 的积累与膜电位的

丧失通常是线粒体功能障碍的体现，并可直接触发

线粒体膜通透性改变，从而导致上述 Cyt-c 的释放。 

综合以上结果，EP-Cy5 主要通过靶向 MCF-7

细胞的线粒体，诱导线粒体功能障碍。本研究通过

荧光示踪直观显示了过氧麦角甾醇靶向线粒体的

特性，并系统阐明了其诱导乳腺癌细胞凋亡的分子

机制。 
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