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丹蒽醌对乳腺癌细胞 MCF-7 增殖及侵袭转移的抑制作用及其作用机制

研究

吕金锋 1，裴继花 2，王晓明 1
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摘 要： 目的 研究丹蒽醌对乳腺癌细胞MCF-7增殖及侵袭转移的抑制作用，并探讨其作用机制。方法 CCK-8法检测不同

浓度（10、20、40、60、80、100 µmol/L）的丹蒽醌作用 24、48 h对乳腺癌细胞MCF-7增殖能力的影响；Transwell实验考

察丹蒽醌对乳腺癌细胞MCF-7侵袭转移能力的影响。实时荧光当量PCR（RT-qPCR）法检测 c-Myc、Cyclin D1 mRNA的表

达水平；Western blotting法检测p-AMPKα、ACC、c-Myc、Cyclin D1蛋白的表达水平。结果 不同浓度的丹蒽醌作用不同时

间对乳腺癌细胞MCF-7增殖均具有抑制作用；20、40 µmol/L的丹蒽醌能够明显的抑制乳腺癌细胞MCF-7的侵袭转移，同

时能够激活 p-AMPKα的表达，抑制ACC、c-Myc、Cyclin D1等基因的表达，从而抑制乳腺癌细胞MCF-7增殖。结论 丹蒽

醌对乳腺癌细胞MCF-7增殖及侵袭转移具有抑制作用，其作用机制可能与激活AMPK信号通路抑制 c-Myc、Cyclin D1等增

殖相关基因表达有关。
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Abstract: Objective To study the inhibitory effect of dantron on MCF-7 proliferation, invasion and metastasis of breast cancer

cells, and to explore its mechanism. Methods CCK-8 assay was used to detect the effect of dantron at different concentrations (10,

20, 40, 60, 80, 100 µmol/L) on MCF-7 proliferation of breast cancer cells for 24 and 48 h. Transwell assay investigated the effect of

dantron on the invasion and metastasis of MCF-7 in breast cancer cells. Real-time fluorescence equivalent PCR (RT-qPCR) used to

detect the expression levels of c-Myc、Cyclin D1 mRNA, and Western blotting were used to detect the protein expression levels of

p-AMPKα, ACC, c-Myc and Cyclin D1. Results Different concentrations of dantron inhibited the proliferation of MCF-7 in breast

cancer cells at different time, and 20, 40 µmol/L dantron can significantly inhibited the invasion and metastasis of MCF-7 in breast

cancer cells, activate the expression of p-AMPKα, inhibited the expression of ACC, c-Myc, Cyclin D1 genes, and thereby inhibit the

proliferation of MCF-7 in breast cancer cells. Conclusion Dantron can inhibit the proliferation, invasion and metastasis of MCF-7

in breast cancer cells, and its mechanism may be related to the activation of AMPK signaling pathway to inhibit the expression of c-

Myc, Cyclin D1 proliferation-related genes.
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乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一［1-2］。流

行病学研究表明，全球每年新增乳腺癌病例 115万，

占全部女性肿瘤的 23%，死亡病例 41万，占全部女

性肿瘤的 14%［3］，严重威胁女性生命健康。乳腺癌
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的发病机制目前仍未清楚，主要与遗传因素、环境

因素、基因突变等有关［4-5］。目前临床上手术治疗仍

是乳腺癌患者的主要治疗手段之一［6］，但易对患者

生理及心理产生巨大痛苦，因此探寻有效的药物防

治乳腺癌是一个亟待解决的问题。

丹蒽醌（dantron，Da）是大黄中的一种重要蒽

醌类化合物，具有显著的抗氧化作用［7］。近年来研

究报道，丹蒽醌对肝癌、胃癌等［8-9］多种恶性肿瘤均

具有抑制作用，但对于丹蒽醌防治乳腺癌的作用研

究报道较少。近年来，调节肿瘤细胞能量代谢抑制

肿瘤细胞增殖的方法在肿瘤防治领域备受关注。

磷酸腺苷蛋白激酶（AMPK）是生物体能量调节的重

要分子，对于维持肿瘤细胞能量代谢具有重要作

用［10］。Zhong等［11］研究表明，在乳腺癌细胞 MCF-7

中，p-AMPKα被抑制，因此激活 p-AMPKα，调节乳

腺癌细胞能量代谢成为了防治乳腺癌细胞的潜在

靶点。有研究报道，丹蒽醌是AMPK的激动剂［12-13］，

能够激活 AMPK 调节糖脂代谢进而影响肿瘤细胞

增殖。因此，本研究考察丹蒽醌对乳腺癌细胞

MCF-7增殖的抑制作用并探讨其作用机制，为丹蒽

醌防治乳腺癌提供临床前研究。

1 材料

1.1 细胞

人乳腺癌细胞 MCF-7株购自武汉大学中国典

型培养物保藏中心。

1.2 药品与试剂

丹蒽醌（批号B21740，质量分数＞98%）购自上

海源叶生物科技有限公司；胎牛血清（FBS，批号

10099-141）、DMEM高糖培养基（批号 12491-015）、

胰蛋白酶、青-链霉素（批号 15070063）等购自美国

Gibco公司；CCK-8试剂盒（购自日本同仁化学研究

所，批号CK04）；原癌基因 c-Myc、G1/S-特异性周期

蛋白-D1（Cyclin D1）等基因 mRNA、β-actin 上下游

引物和探针由湖北百奥斯生物科技有限公司设计

并合成；荧光定量PCR试剂购于DBI公司；phospho-

AMPKα兔单克隆抗体（批号 2535）、乙酰辅酶 A 羧

化酶（ACC，acetyl CoA carboxylase）兔单克隆抗

体（批号 3676）、Cyclin D1 兔单克隆抗体（批号

2978）、β-actin兔单克隆抗体（批号 4970）、辣根过氧

化物酶 -羊抗兔 IgG 二抗（批号 7074）等购自美国

CST 公司；c-Myc兔多克隆抗体（批号 10828-1-AP）

购自武汉三鹰生物技术有限公司；BCA蛋白定量试

剂盒（批号 23227）、ECL 超敏化学发光液（批号

34580）、细胞蛋白提取试剂（批号 78501）、RNA提取

试剂购自美国 Thermo Fisher Scientific 公司；Tris-

HCl 凝胶试剂盒（批号 345-9951）购自美国伯乐公

司；其余试剂均为实验室常用规格，水为超纯水。

1.3 仪器

CO2 培养箱（MCO-15AC，日本三洋）；酶标

仪（xMark）、电泳仪、全能蛋白转膜仪、细胞计数

器（TC20）、实时定量PCR仪（CFX96）等购自美国伯

乐公司；离心机（TD5.5，上海卢湘仪离心机仪器有

限公司）；分析天平（ML-T，瑞士梅特勒-托利多公

司）；凝胶成像系统（GelDoc EZ，美国伯乐公司）；倒

置显微镜（CKX31，日本奥林巴斯公司）；涡旋

仪（Vortex Mixer）。

2 方法

2.1 细胞培养

乳腺癌细胞MCF-7用含 10%胎牛血清、100 U/

mL 青霉素、100 μg/mL 链霉素的 DMEM 高糖培养

基（以下简称“培养基”），在 37 ℃、CO2浓度为 5%的

培养箱中培养，观察并记录细胞的生长状态。

2.2 丹蒽醌溶液配制

精密称取丹蒽醌对照品24.0 mg溶于1 mL二甲

基亚砜（DMSO）中，配成浓度为 100 mmol/L的丹蒽

醌对照品母液，－20 ℃保存，用时取适量丹蒽醌对

照品母液加培养基稀释至浓度为 10 mmol/L的丹蒽

醌对照品工作液，过0.22 µm微孔滤膜即可。

2.3 丹蒽醌对乳腺癌细胞MCF-7增殖能力的影响

取对数生长期MCF-7细胞，经胰酶消化后制成

细胞悬液用细胞计数器计数，以 5 000个/孔，每孔体

积 100 μL，铺于 96孔板中，设置对照组及不同浓度

药物组，每组设置 6个复孔。药物组分别给予含有

丹蒽醌 10、20、40、60、80、100 mol/L的含药培养基，

对照组给予同体积的培养基，另设不含细胞只含培

养基的空白组。不同浓度丹蒽醌给药 24、48 h后，

每孔加入 10 μL CCK-8试剂后继续培养 2 h。酶标

仪450 nm波长处测定吸光度（A），计算细胞存活率。

细胞存活率（%）＝（A 给药−A 空白）/（A 对照−A 空白）×100%

2.4 Transwell实验

将 MCF-7 细胞运用 DMEM 培养基培养，使

MCF-7细胞处于饥饿状态。设对照组及丹蒽醌给

药组（20、40 μmol/L），不同剂量的丹蒽醌给药作用

24 h 后，MCF-7 细胞用胰酶消化后用 DMEM 培养

基制备细胞悬液，计数，按 1×105 个细胞/孔，体积

200 μL，加入到Transwell小室中，小室下层加入 800

μL MCF-7细胞培养基（含 10%胎牛血清），培养 24 h

后，取出小室，用棉签擦去小室内侧底部的细胞，并
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放置于多聚甲醛中固定，运用结晶紫染色，显微镜

下观察，小室外侧细胞即为迁移的细胞。

2.5 RT-qPCR检测相关基因mRNA的表达水平

乳腺癌细胞 MCF-7按 2.4中方法分组后，运用

20、40 μmol/L的丹蒽醌给药作用后收集细胞。运用

RNA 提取试剂盒提取 MCF-7 细胞中的 RNA，逆转

录酶将 RNA 逆转录成 cDNA 后运用 RT-qPCR检测

c-Myc、Cyclin D1等增殖相关基因mRNA的表达水

平。PCR 扩增条件（反应体系为 10 µL）：95℃预变

性 2 min；95℃变性 10 s，62℃退火 30 s；72℃延伸 15

s，共 40个循环，以 β-actin为内参，采用 2-△△Ct法计算

相关基因mRNA的相对表达量。引物序列如表1。

2.6 Western blot检测相关蛋白的表达水平

乳腺癌细胞 MCF-7按 2.4中方法分组后，运用

20、40 μmol/L的丹蒽醌给药作用后收集细胞。运用

蛋白提取试剂提取蛋白，BCA 试剂盒测定蛋白含

量。取 40 µg 蛋白样品经过 SDS-PAGE 电泳分离

后，转至 PVDF膜（0.45 µm）上，5%脱脂牛奶封闭 1

h 后，p-AMPKα、ACC、c-Myc、Cyclin D1 等一抗（1׃

1 000）在 4℃条件下摇床孵育过夜，TBST清洗 3次，

每次 10 min，二抗（110׃ 000）室温孵育 1 h，用 TBST

清洗 3次，每次 10 min，ECL显色后运用凝胶成像系

统获得条带，以β-actin作为内参。采用 Image J图像

软件进行灰度值分析。

2.7 统计学方法

采用 SPSS 13.0软件进行统计分析。计量资料

采用¯x̄ ± s表示，采用 t检验进行组间比较。

3 结果

3.1 丹蒽醌对MCF-7细胞增殖能力的影响

运用 CCK-8 细胞活力检测法检测不同浓

度（10、20、40、60、80、100 µmol/L）的丹蒽醌给药作

用 24、48 h对乳腺癌细胞 MCF-7存活率的影响，筛

选丹蒽醌的给药浓度，结果见图 1。随着丹蒽醌给

药浓度增大，作用时间增长，乳腺癌细胞 MCF-7的

存活率依次降低，当丹蒽醌浓度为 40 μmol/L，作用

24、48 h，乳腺癌细胞 MCF-7 的存活率分别为

83.5%、74.6%，当丹蒽醌浓度为 80 μmol/L，作用 24、

48 h，乳腺癌细胞 MCF-7 的存活率分别为 60.2%、

52.6%，表明丹蒽醌对乳腺癌细胞 MCF-7增殖具有

抑制作用。综合以上结果，选择 20、40 μmol/L，对乳

腺癌细胞 MCF-7 无显著性细胞毒性的浓度，作用

24 h作为丹蒽醌的给药条件。

3.2 丹蒽醌对MCF-7细胞侵袭转移能力的影响

运用 Transwell实验检测不同浓度的丹蒽醌对

MCF-7细胞中侵袭转移能力的影响。结果见图 2。

与对照组比较，20、40 μmol/L丹蒽醌给药作用后，小

室外细胞数量显著减少，20、40 μmol/L丹蒽醌分别

与对照组的小室外细胞数量取差值，差值对比显示

差异具有统计学意义（P＜0.05），乳腺癌细胞MCF-7

的侵袭转移能力被抑制，表明不同浓度丹蒽醌能够

抑制乳腺癌细胞的侵袭转移。

3.3 丹蒽醌对MCF-7细胞中相关基因mRNA表达

水平的影响

乳腺癌细胞 MCF-7 运用 20、40 μmol/L 的丹蒽

醌给药作用 24 h 后提取细胞 RNA，检测 c-Myc、

表1 引物序列

Table 1 Primer sequences

基因名称

β-actin

c-Myc

Cyclin D1

引物序列

正向：5'-GTCCACCGCAAATGCTTCTA-3'

反向：5'-TGCTGTCACCTTCACCGTTC-3'

正向：5'-TCGGAAGGACTATCCTGCTG-3'

反向：5'-GTGTGTTCGCCTCTTGACATT-3'

正向：5'-GGACTTCGAGCAAGAGATGG-3'

反向：5'-AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3'

序列长度/bp

190

133

196
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图1 不同浓度的丹蒽醌对MCF-7细胞存活率的影响
Fig. 1 Effects of different concentrations of dantron on

the survival rate of McF-7 cells
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Cyclin D1等增殖相关基因mRNA的表达水平，结果

见图 3。与对照组比，20、40 μmol/L 的丹蒽醌给药

后，MCF-7 细胞中 c-Myc、Cyclin D1 mRNA 的表达

水平显著降低（P＜0.05，P＜0.01），表明丹蒽醌能

够抑制 c-Myc、Cyclin D1等增殖相关基因mRNA的

表达水平，抑制乳腺癌细胞MCF-7增殖。

3.4 丹蒽醌对MCF-7细胞中相关基因蛋白表达水

平的影响

乳腺癌细胞 MCF-7 运用 20、40 μmol/L 的丹蒽

醌给药作用 24 h后提取细胞蛋白，检测 p-AMPKα、

ACC、c-Myc、Cyclin D1等蛋白的表达水平，结果见

图 4。与对照组比，20、40 μmol/L 丹蒽醌给药作用

24 h后均能够降低ACC、c-Myc、Cyclin D1等蛋白的

表达水平，升高 p-AMPKα的表达水平，且结果均具

有统计学意义（P＜0.05，P＜0.01）。

4 讨论

乳腺癌作为女性常见的恶性肿瘤，发病率高，

严重危害女性生命健康。近年来，随着生活习惯及

生活环境的改变，女性乳腺癌的发病率逐年上升，

此外，乳腺癌患者预后不良及复发问题给临床乳腺
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图2 丹蒽醌对MCF-7细胞中侵袭转移能力的影响

Fig. 2 Effect of dantron on invasion and metastasis of McF-7 cells
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图3 丹蒽醌对MCF-7细胞中相关基因mRNA表达水平的影响

Fig. 3 Effect of dantron on mRNA expression of related genes in MCF-7 cells
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图4 丹蒽醌对MCF-7细胞中相关基因蛋白表达水平的影响

Fig. 4 Effects of dantron on protein expression levels of related genes in McF-7 cells
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癌治疗带来了极大困难［14-15］，因此探寻有效防治乳

腺癌的药物具有重要意义。肿瘤细胞过度增殖是

肿瘤发生发展的重要特征［16］。AMPK 信号通路是

机体最重要的物质能量代谢信号通路之一。越来

越多的研究表明，在乳腺癌等多种肿瘤发生发展过

程中，AMPK信号通路被抑制［17-18］，从而激活体内糖

脂代谢相关分子大量合成脂肪酸等，为肿瘤细胞增

殖提供必需的脂质及能量。因此，激活AMPK信号

通路，调节肿瘤细胞物质能量代谢，抑制肿瘤细胞

增殖成为了防治肿瘤的新思路。Kim 等［19］研究表

明，在乳腺癌细胞MCF-7中，AMPK被显著抑制，提

示AMPK可能成为抑制乳腺癌细胞增殖的新靶点。

c-Myc、Cyclin D1是重要的增殖相关蛋白，对于促进

肿瘤细胞恶性转化具有重要作用［20-21］。

丹蒽醌是一种蒽醌类衍生物，具有显著的抗氧

化及抗肿瘤作用，近年来研究表明其是AMPK的选

择性激动剂，能够选择性激活 AMPK信号通路，从

而发挥多种生物学活性，但对于丹蒽醌防治乳腺癌

的研究报道较少。因此本实验考察丹蒽醌对乳腺

癌细胞MCF-7增殖及侵袭转移的影响，为丹蒽醌防

治乳腺癌提供临床前研究。研究结果显示，不同浓

度的丹蒽醌对乳腺癌细胞 MCF-7增殖具有一定的

抑制作用，当丹蒽醌浓度超过 60 μmol/L时，对乳腺

癌细胞MCF-7增殖具有显著的抑制作用；同时 20、

40 μmol/L的丹蒽醌给药作用 24 h能够激活AMPK

信号通路，降低ACC、c-Myc、Cyclin D1等蛋白的表

达水平，抑制 c-Myc、Cyclin D1 mRNA的表达水平，

对乳腺癌细胞 MCF-7增殖及侵袭转移具有抑制作

用。综上，丹蒽醌对乳腺癌细胞MCF-7增殖及侵袭

转移具有抑制作用，其作用机制可能与激活AMPK

信号通路，抑制 c-Myc、Cyclin D1 等增殖相关基因

表达有关。
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