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绞股蓝次级皂苷H诱导人乳腺癌MCF-7细胞凋亡的作用研究
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摘 要：目的 探讨绞股蓝次级皂苷H（Gypensapogenin H，GH）对人乳腺癌MCF-7细胞的诱导凋亡作用。方法 采用 5、

10、20、40、60、80 μmol/L的GH处理人乳腺癌MCF-7细胞 48 h后，MTT法测定GH对细胞增殖的影响；20 μmol/L的GH

作用细胞 24 h后，相差显微镜下观察细胞的形态学变化，DAPI染色，荧光显微镜下观察凋亡小体的形成；GH作用细胞 6、

12、24 h后，流式细胞仪测定细胞凋亡率；免疫印迹法检测GH对Bcl-2、Bax、Cytochrome C、Caspase 3等蛋白表达的影

响。结果 GH抑制细胞增殖作用呈明显的浓度相关性，半数抑制浓度（IC50）为（8.67±1.22）μmol/L；GH组细胞形态与对

照组比较发生显著变化，主要表现为细胞皱缩、染色质浓缩、细胞核变形；细胞经DAPI染色后在荧光显微镜下可观察到

有凋亡小体形成；随GH作用时间延长，细胞凋亡率明显上升，与对照组比较，GH作用 12、24 h细胞早期凋亡率显著升

高（P＜0.05、0.01）；蛋白免疫印迹显示，与对照组比较，GH 作用 6、24 h Bax，6、12、24 h Cleaved Caspase 3 和

Cytochrome C 蛋白水平显著增加（P＜0.05、0.01）；6、12、24 h Bcl-2 和 12、24 h Caspase 3 蛋白表达量显著减少（P＜

0.05、0.01）。结论 GH通过线粒体通路诱导乳腺癌MCF-7细胞凋亡。
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Apoptosis of MCF-7 cells induced by gypensapogenin
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Abstract: Objective To investigate the cell apoptosis of human breast cancer MCF-7 cells induced by gypensapogenin H in vitro.

Methods After human breast cancer MCF-7 cells were treatment with GH of 5, 10, 20, 40, 60 and 80 μmol/L for 48 h, the effect of

GH on cell proliferation was measured by MTT assay. After cells were treated by GH for 24 h, the morphological changes were

observed under Phase contrast microscope, and apoptotic bodys were observed under fluorescence microscope with DAPI staining.

Additionally, flow cytometry was used to evaluate the apoptosis rate, Western blotting was used to detect the effect of GH treating

for 6, 12, and 24 h on the expression of Bcl-2, Bax, Cytochrome c, Caspase 3 and other proteins. Results GH inhibited cell

proliferation in a concentration-dependent manner, and the half inhibitory concentration (IC50) was (8.67±1.22) umol/L. Compared

with control group, the cell morphology of GH group changed significantly, mainly in cell shrinkage, chromatin concentration and

nuclear deformation. After cells were stained with DAPI, the formation of apoptotic cells could be observed under the fluorescence

microscope. With the extension of GH, the apoptosis rate of cells increased significantly, compared with control group, the early

apoptotic rate of GH group increased significantly at 12 and 24 hours (P < 0.05 and 0.01). Western Blotting showed that compared

with control group, the levels of Bax, Cleaved Caspase 3 and Cytochrome C protein increased significantly (P < 0.05 and 0.01) and

the levels of Bcl-2 and Caspase 3 protein decreased significantly (P < 0.05, 0.01). Conclusion GH induces apoptosis of breast cancer
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MCF-7 cells through mitochondrial pathway
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细胞凋亡是细胞主动实施的程序性死亡过程；

伴随凋亡进程细胞形态发生特征性变化，包括细胞

壁皱缩，细胞核破裂，以及出现凋亡小体［1］。机体可

由线粒体途径调控细胞凋亡，当细胞凋亡机制发生

紊乱时，可引起机体相应疾病的发生，了解凋亡相

应机制对疾病治疗具有重要作用［2-3］。线粒体途径

调控的细胞凋亡与线粒体膜外通透性的变化有关，

而通透性的变化受Bcl-2家族蛋白控制。Bcl-2蛋白

通过调节线粒体膜上凋亡蛋白传导孔膜的形成，促

使 细 胞 色 素 C（Cytochrome C）进 入 细 胞 质 ，

Cytochrome C的释放会激活Caspase 3蛋白活性，进

而引起相关蛋白的降解，最终使细胞发生凋亡［4］。

绞股蓝次级皂苷H（GH）是本课题组前期从绞

股蓝水解产物中分离得到的结构新颖的四环三萜

型次级皂苷。据报道，绞股蓝皂苷可诱导人乳腺癌

细胞［5］、肺癌细胞［6］、前列腺癌细胞［7］凋亡。但关于

绞股蓝皂苷诱导人乳腺癌细胞凋亡的机制研究较

少，本实验将采用人乳腺癌MCF-7细胞株，初步探

讨 GH 对 MCF-7 细胞凋亡的作用机制，旨在为 GH

的临床应用提供科学依据。

1 材料

1.1 细胞株

人乳腺癌MCF-7细胞株，由中国医学科学院细

胞库提供。

1.2 主要药物和试剂

GH 由本课题组前期制备得到，并进行了结构

鉴定（质量分数为 98.5%）［8］；胎牛血清（FBS，Gibco

公司）；MTT 试剂、二甲基亚砜（DMSO），Sigma 公

司；DMEM 培养基（Thermo Fisher Scientific公司）；

4'，6-二脒基-2-苯基吲哚（DAPI）、Annexin V-FITC/

PI 细胞凋亡检测试剂盒，碧云天生物技术有限

公司。

1.3 主要仪器

酶标仪（美国伯乐）；超净工作台（苏州净化）；

倒置显微镜（德国莱卡）；细胞培养瓶（大连美仑）；

细胞培养箱（上海力康）；脱色摇床（北京六一）。

2 方法

2.1 细胞培养

MCF-7细胞用DMEM培养基培养，培养基内加

入 10% FBS、青霉素（浓度为 100 U / mL）和链霉

素（浓度为 100 μg/mL）。放置于无菌，温度 37 ℃，

相对湿度 98%，含 5% CO2、95% 空气的培养箱内

培养。

2.2 MTT法检测细胞增殖

取对数生长期的MCF-7细胞制成单细胞悬液，

接种于 96 孔板（6×103/孔），培养终体积为 100 µL/

孔；37 ℃、5% CO2培养箱内培养。24 h后加入GH，

终浓度分别为 5、10、20、40、60、80 μmol/L，每个浓度

设 4个复孔，另设不加药组为对照组。孵育 48 h后，

每孔加入 MTT（质量浓度为 5 mg/mL）15 µL，轻微

振荡混匀后，置于 37 ℃，5% CO2培养箱继续培养。

4 h 后，取出 96 孔培养板，弃培养液，每孔加入

DMSO 100 µL，于摇床上振荡 20 min，充分溶解蓝

紫色的甲臜沉淀。使用酶标检测仪测各孔吸光

度（A）值，波长设置为 490 nm。计算不同浓度的GH

对MCF-7细胞的生长抑制率。

抑制率＝1－A 实验组/A 照组

2.3 观察细胞形态学变化

取对数生长期的MCF-7细胞接种于12孔板，分

为GH组（浓度为20 μmol/L）和对照组，处理24 h，相

差显微镜下观察细胞的形态学变化。

药物处理 24 h后，用多聚甲醛在 4 ℃条件下处

理细胞 30 min，PBS冲洗 2次，DAPI（10 μg/mL）在暗

处处理 20 min，PBS冲洗，荧光显微镜下观察凋亡小

体的形成。

2.4 流式细胞仪检测细胞凋亡率

将MCF-7细胞接种至 6孔板，当细胞状态良好

且铺满 6 孔板底部 70%～80% 时，加入 20 μmol/L

GH，作用 6、12、24 h 后，收集细胞，PBS 溶液清洗 2

次，用 100 µL 1×Binding Buffer重悬细胞，之后再加

入 5 µL的AnnexinV-FITC和 5 µL的PI，轻轻混匀后

室温条件下染色30 min，并在1 h内用流式细胞仪分

析细胞发生凋亡的时期及比率。

2.5 免疫印迹法检测蛋白表达

将MCF-7细胞接种至 6孔板，当细胞状态良好

且铺满 6 孔板底部 70%～80% 时，加入 20 μmol/L

GH 处理 6、12、24 h 后，DAPI裂解液提取细胞总蛋

白，BCA法测定蛋白浓度，10% SDS-PAGE电泳，转

移蛋白至硝酸纤维素膜上。膜用 5%牛血清白蛋白

TBST封闭 2 h；加入一抗Bcl-2、Bax、Cytochrome C、

Caspase 3、Cleaved-Caspase 3、β-actin（稀释比例为

1︰1 000～1︰5 000），室温孵育 3 h。TBST洗膜 4次，
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每次 8 min；与二抗（稀释比例为 1︰5 000）室温孵育

2 h，TBST洗膜4次；ECL显影，定影［9］。

2.6 统计学分析

数据均以 x̄ ± s表示，采用 SPSS 19.0 统计软件

与 GraphPad Prism 5 软件进行统计分析，双向方差

分析检验。

3 结果

3.1 GH对MCF-7细胞生长抑制作用

如表 1 所示，MCF-7 细胞经不同浓度 GH 作用

48 h 后，GH 抑制细胞增殖作用呈明显的浓度相关

性，半数抑制浓度（IC50）为（8.67±1.22）μmol/L。

3.2 GH处理24 h细胞形态变化

在相差显微镜下观察细胞形态，GH 组细胞形

态相比于对照组发生显著变化，主要表现为细胞皱

缩、染色质浓缩、细胞核变形（图 1-A）。经DAPI染

色后，在荧光显微镜下可明显观测到凋亡小体形

成（图1-B），表明细胞正在凋亡。

3.3 GH对MCF-7细胞凋亡率的影响

Annexin V/PI-FITC流式细胞仪结果见图 2，结

果显示，随着GH作用时间的增加，细胞凋亡率呈上

升趋势，与对照组比较，GH作用 12、24 h细胞早期

凋亡率显著升高，差异显著（P＜0.05、0.01）。

3.4 GH对细胞凋亡相关蛋白表达的影响

GH作用MCF-7细胞 6、12、24 h后，蛋白免疫印

迹结果见图 3。与对照组比较，Bax、Cytochrome C、

Cleaved Caspase 3蛋白表达量随着GH作用时间的

增加而增加，其中 6、24 h Bax，6、12、24 h Cleaved

Caspase 3和 Cytochrome C蛋白水平差异显著（P＜

0.05、0.01）；6、12、24 h Bcl-2和 12、24 h Caspase 3蛋

白表达量显著减少（P＜0.05、0.01）。线粒体通路中

相关凋亡蛋白表达量的变化表明，GH可通过线粒

表1 GH对MCF-7细胞生长抑制作用的影响（x̄±s，，n = 4）

Table 1 Effect of GH on growth inhibition of MCF-7

cells（x̄±s，，n = 4）

GH/（μmol∙L−1）

5

10

20

40

60

80

抑制率/%

45.02±0.79

55.50±1.58

56.15±1.74

62.40±2.17

74.45±1.79

82.00±2.27

 

 

 

对照                           GH 

 

50 μm 

A 

B 

50 μm 

50 μm 50 μm 

图 1 GH处理MCF-7细胞 24 h后，相差显微镜观察细胞形

态（A）；经DAPI染色后在荧光显微镜下观察凋亡小体（B）

Fig. 1 MCF-7 cells were incubated with GH for 24 h，and

cellular morphological changes were observed by phase-

contrast microscopy (A)，and apoptotic bodys were ob‐

served by fluorescence microscopy with DAPI staining (B)

与对照组比较：*P＜0.05 **P＜0.01
*P < 0.05 **P < 0.01 vs control group

图2 流式细胞仪测细胞凋亡率（x̄±s，，n = 3）

Fig. 2 Cell apoptosis rate was measured by flow cytometry（（x̄±s，，n = 3））
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体途径诱导MCF-7细胞凋亡。

4 讨论

乳腺癌是世界范围内最常见的癌症之一，也是

全球女性癌症死亡的最主要原因［10］。预计到 2021

年，我国将超过 250万人患乳腺癌［11］，这将会大大威

胁我国女性身体健康。目前，治疗乳腺癌的主要措

施还是以手术为主，手术并不能保证肿瘤细胞不发

生转移，而且还会对女性患者造成巨大的心理压力

和负担［12］。

通过研究诱导细胞凋亡的机制以望来治疗乳

腺癌正成为近年来研究的热点。虽然目前关于细

胞凋亡的机制说法不一，但线粒体通路作为诱导细

胞凋亡的重要途径已得到广泛认可［13］。研究表明，

Bcl-2/Bax可调控细胞凋亡并在乳腺癌治疗中发挥

重要作用［14］，提高活化的Caspase-3蛋白表达量可诱

导乳腺癌细胞凋亡［15］。

本实验通过 MTT 实验测得 GH 对人乳腺癌细

胞的 IC50为（8.67±1.22）μmol/L，IC50值较低，表明GH

具有较强的活性且对人乳腺癌细胞的增殖具有显

著抑制效果；DAPI核染色在荧光显微镜下可明显

观测到有凋亡小体形成，直观地表明GH可诱导人

乳腺癌细胞凋亡；线粒体通路上促细胞凋亡蛋白

Bax、Cytochrome C、Cleaved Caspase 3 表达量在 24

h 后 分 别 增 加 到 对 照 组 水 平 的（77.76 ±

1.41）%、（54.33±0.41）%、（64.70±0.96）%，变化显著；

抑制凋亡的 Bcl-2 和 Caspase 3 蛋白表达量逐渐下

降，进一步证实了GH可通过线粒体通路诱导乳腺

癌细胞凋亡。

本研究结果证实，GH 通过线粒体通路诱导乳

腺癌细胞凋亡，为临床应用提供参考。
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