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小檗碱抑制人乳腺癌 MDA2MB2231 细胞增殖及其与
过氧化物酶体增殖物激活受体γ的关系
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摘 　要 :目的 　探讨小檗碱对人乳腺癌细胞 MDA2MB2231 体外生长的影响及其与过氧化物酶体增殖物激活受体γ
( PPARγ)的关系 ,以评价其在乳腺癌治疗中的应用潜力。方法 　采用 M T T 法检测小檗碱对 MDA2MB2231 细胞
的生长抑制效应 ; TUN EL 法检测细胞凋亡 ;联合 PPARγ拮抗剂 GW9662 ,分析小檗碱对 MDA2MB2231 细胞增殖
的影响与 PPARγ受体的关系 ;实验同时采用罗格列酮作为阳性药进行平行比较分析。结果 　小檗碱呈量2效和
时2效关系抑制 MDA2MB2231 细胞生长 ,24 h 的半数抑制浓度 ( IC50 ) 为 0121μmol/ L ;小檗碱诱导 MDA2MB2231

细胞凋亡作用随药物浓度的增加而增强 ; PPARγ受体拮抗剂不能逆转小檗碱对细胞增殖的抑制作用。结论 　小
檗碱可明显抑制 MDA2MB2231 细胞生长 ,但与罗格列酮不同 ,其作用不通过 PPARγ受体介导 ;小檗碱诱导 MDA2
MB2231 细胞凋亡的效应较罗格列酮更为显著 ;小檗碱可望成为治疗乳腺癌的有效药物。
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Anti2proliferation of berberine on human breast cancer cell l ine MDA2MB2231
and its relationship to PPARγ
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Abstract : Objective 　To investigate t he anti2t umor effect s and it s relationship to peroxisome prolifera2
tor2activated receptorγ ( PPARγ) of berberine on human breast cancer cell line MDA2MB2231 in order to
evaluate the potential application value of berberine for breast cancer therapy. Methods 　Cytostatic effect s

of berberine on MDA2MB2231 cells were measured by M T T assay. Apoptotic cells were determined by

Tunel assay. MDA2MB2231 Cells were t reated with berberine alone or in combination wit h PPA Rγantago2
nist GW9662 to investigate the effect s of berberine on t he cells p roliferation and it s relationship to PPARγ.
Results 　M T T Analysis detected t hat berberine could inhibit t he growt h of MDA2MB2231 cells in a concen2
t ration and time2dependent manner wit h IC50 values of 0. 21μmol/ L at 24 h after t he drug added into t he

cult ure. Apparent apoptosis of MDA2MB2231 cells induced by berberine was observed and t he apoptotic

rates could be going up with t he concent ration of berberine increased. The inhibitory effect of berberine on
cell p roliferation could not be reversed by PPARγ selective antagonist GW9662. Conclusion 　In addition to

inhibiting of MDA2MB2231 cells growt h which was independent of PPA Rγ, berberine can also induce t he

cells′apoptosis which suggest s t hat berberine might be an effective and promising agent for t he t reatment
of breast cancer .

Key words : berberine ; MDA2MB2231 cells ; anti2t umor effect ; peroxisome proliferator2activated recep2
torγ ( PPA Rγ)

　　乳腺癌现已跃居我国女性恶性肿瘤发病数的首 位 ,但是目前为止 ,对于一些类型的乳腺癌还缺乏有
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效的治疗方法 ,如雌激素受体阴性乳腺癌细胞对于

激素治疗不敏感 ,而表达乳腺癌耐药蛋白 ( breast

cancer resistance protein , BCRP) 的乳腺癌具有多

药耐药性 ,化疗药物治疗效果差[1 ] 。寻找新的治疗

途径和药物以提高尤其是特殊类型乳腺癌的治疗效

果 ,是现阶段需要重点研究和解决的问题之一。目

前 ,以小檗碱为主要成分的黄连生物碱 ( Copti dis

rhi z om a alkaloid) 防治肿瘤方面的研究令人瞩目 ,

但其药效学特点和价值仍有待于评价。本研究从细

胞增殖和凋亡等方面探讨了小檗碱对雌激素受体阴

性乳腺癌 MDA2MB2231 细胞的体外生物学效应的

影响 ,并对其抑制 MDA2MB2231 细胞增殖与过氧

化物酶体增殖物激活受体γ (peroxisome prolifera2
tor2activated receptorγ,PPARγ) 的关系进行了初

步探讨 ,为今后小檗碱临床应用于乳腺癌治疗提供

理论依据。

1 　材料与方法

111 　材料 :人乳腺癌细胞株 MDA2MB2231 购自中

国科学院上海细胞库。小檗碱、M T T、PPA Rγ受体

拮抗剂 GW9662 为 Sigma 公司产品 ;罗格列酮购自

重庆康尔威药业公司 (批号 200521) ; TUN EL 细胞

凋亡原位检测试剂盒为南京凯基生物公司产品 ;

RPMI 1640 培养基、小牛血清购自 HyClone 公司 ;

其他试剂均为分析纯。主要仪器 : Coulter counter

细胞计数仪 (Beckman Coulter 公司) ; Safire 全波

长酶标仪 ( TECAN 公司) ; FACS Calibur 流式细胞

仪 (Becton2 Dickinson 公司) 。由于小檗碱、罗格列

酮和 GW9662 难溶于水 ,和二甲基亚砜 (DMSO)

配制成 011 mol/ L 的母液 , - 20 ℃冰箱保存备用 ,

临用时用培养基按照所需要的终浓度稀释后使用。

112 　方法

11211 　细胞培养 : MDA2MB2231 细胞培养于含

10 % 小牛血清的 RPMI 1640 培养基中 ,常规添加

青霉素 (1 ×105 U/ L ) 与链霉素 (100 mg/ L ) ,于

37 ℃、5 % CO2全湿环境下培养。

11212 　细胞增殖抑制的 M T T 检测 :取对数生长期

的 MDA2MB2231 细胞 ,计数并调整密度为 112 ×

108 / L ,以每孔 100μL 接种于 96 孔板中培养 ,15 h

后更换培养基 ,设置 011 % DMSO 对照组和不同浓

度小檗碱药物组 (1 ×10 - 8 、1 ×10 - 7 、1 ×10 - 6 、1 ×

10 - 5 、1 ×10 - 4 mol/ L) ,每组设 8 个复孔。继续培养

24 h 后 ,加入 10μL M T T (5 g/ L) 孵育 4 h ,弃上

清 ,每孔加入 100μL DMSO ,振荡 10 min 待结晶溶

解 ,于酶标仪上测定 570 nm 波长的吸光度 ( A 570 )

值 ,计算不同浓度小檗碱对 MDA2MB2231 细胞的

生长抑制率[生长抑制率 = (1 - 药物组 A 570 / 对照组

A 570 ) ×100 %]。将药物浓度的对数值和抑制率拟

合后计算出半数抑制浓度 ( IC50 ) 。根据上述实验的

量2效关系结果 ,选择合适的小檗碱浓度 ,作为时2效
关系分析的药物浓度 ,分别设置药物作用 8、16、24、

48、72 h 共 5 个 干 预 时 间 段 , 同 上 法 进 行

M T T 检测。

11213 　细胞增殖影响与 PPA Rγ受体关系 :取对数

生长期细胞 ,细胞计数并调整密度为 5 ×107 / L ,以

每孔 1 mL 接种于 6 孔板中培养。第 2 天更换含不

同药物组合的新鲜培养基 , 包括 011 % DMSO、

1μmol/ L 小 檗 碱、5 μmol/ L GW9662 以 及

1μmol/ L 小檗碱与 5μmol/ L GW9662 联用共 4

个组 ,另外设 011 % DMSO、110μmol/ L 罗格列酮、

5μmol/ L GW9662 以及 110μmol/ L 罗格列酮与

5μmol/ L GW9662 联用 4 个组作为阳性对照。分

别于用药后第 2、4、6 天收集细胞计数 ,每组计 3 个

复孔 ,求其平均值。

11214 　TUN EL 法检测细胞凋亡 :将预铺多聚赖氨

酸的盖玻片放入 6 孔培养板中 ,每孔接种 3 ×105个

细胞 ,第 2 天更换为含 1 ×10 - 6 、1 ×10 - 5 、1 ×10 - 4

mol/ L 3 种不同浓度小檗碱的新鲜培养基。药物作

用 36 h 后弃培养液 , PBS 洗 1 次 ,4 % 多聚甲醛室

温固定 25 min ,按照原位检测试剂盒说明操作 ,最

后以 DAB 显色、甲基绿衬染 ,每个浓度作 2 个复

孔。在高倍镜 ( ×200) 视野下 ,随机选取 10 个视

野 ,以凋亡细胞在全部细胞中所占的比例计算

凋亡率。

11215 　统计学处理 :以上实验均重复 3 次 ,并以罗

格列酮作为阳性对照药进行平行比较分析。实验数

据以 x ±s 表示 ,用 SPSS 1310 软件包对实验数据

进行方差分析。

2 　方法

211 　小檗碱对 MDA2MB2231 细胞体外生长抑制作

用 :MDA2MB2231 抑制作用随小檗碱浓度增加而加

剧 ,呈明显的量2效关系 (图 1 ,图 22A) ,小檗碱干预细

胞 24 h 的 IC50 为 0121μmol/ L。随着小檗碱 (1 ×

10 - 6 mol/ L) 作用时间的延长 ,MDA2MB2231 细胞的

抑制效应相应增强 ,时2效关系明显 (图 22B) 。

212 　小檗碱抑制 MDA2MB2231 细胞增殖与

PPARγ受体的关系 :小檗碱 (1μmol/ L) 给药后第

2、4、6 天的细胞计数分别为 ( 1138 ±0112) ×

105 、(11120 ±1131) ×105 、(15107 ±1160) ×105个/ 孔 ,

·542·中草药　Chinese Traditional and Herbal Drugs 　第 40 卷第 2 期 2009 年 2 月



图 1 　小檗碱对 MDA2MB2231 细胞体外生长形态改变的影响

Fig. 1 　Effect of berberine on morphological change of MDA2MB2231 cells growth in vit ro

A2量2效关系　B2时2效关系 　12罗格列酮 (11 0μmol ·L - 1 ) 　22

小檗碱 (110μmol ·L - 1)

A2dose2dependent manner 　B2time2dependent manner 　12rosig2

litazone (1. 0μmol ·L - 1) 　22berberine (1. 0μmol ·L - 1)

图 2 　小檗碱对 MDA2MB2231 细胞的体外增殖抑制

效应 ( x ±s , n = 24)

Fig. 2 　Inhibition of berberine on proliferation of MDA2

MB2231 cells in vit ro ( x ±s , n = 24)

与 011 % DMSO 对照组 ( 2146 ±0144 ) ×105 、
(17110 ±1169) ×105 、(28182 ±2179) ×105个/ 孔比

较 ,两组差异显著 ( P < 0101) ,说明小檗碱能明显抑

制 MDA2MB2231 细胞增殖 ;而与 PPA Rγ受体拮抗

剂 GW9662 (5μmol/ L) 和小檗碱 (1μmol/ L) 联

用组的细胞计数 [ 分别为 ( 1158 ±0119 ) ×105 、
(10181 ±1110) ×105 、(13190 ±1143) ×105 个/ 孔 ]

比较 ,差异无统计学意义 ( P > 0105) (图 32B) ,说明

小檗 碱 抑 制 MDA2MB2231 细 胞 增 殖 与 激 活

PPARγ受体无关。而 GW9662 (5μmol/ L ) 与罗

格列酮 (1μmol/ L) 联用组的细胞计数高于罗格列

酮组的细胞计数 ( P < 0105) ,说明罗格列酮抑制

MDA2MB2231 细胞增殖与激活 PPA Rγ受体有关

(图 32A) 。

213 　小 檗 碱 诱 导 MDA2MB2231 细 胞 凋 亡 :

TUN EL 法检测不同浓度罗格列酮作用 MDA2MB2
231 细胞 36 h 后 ,仅 1 ×10 - 4 mol/ L 浓度下即可明

与对照组比较 : 3 3 P < 0101 ; 　与罗格列酮组比较 : △P < 0105

12对照 ( 011 % DMSO) 　22罗格列酮 ( 11 0 μmol ·L - 1 ) 　32

GW9662 (51 0μmol ·L - 1 ) 　42罗格列酮 + GW9662 　52小檗碱

(110μmol ·L - 1) 　62小檗碱 + GW9662

3 3 P < 01 01 vs cont rol group ; △P < 0105 vs rosiglitazone group

A2cont rol (0. 1 % DMSO) 　22rosiglitazone (1. 0μmol ·L - 1 ) 　32

GW9662 (51 0μmol ·L - 1) 　42rosiglitazone + GW9662

52berberine (1. 0μmol ·L - 1) 　62berbering + GW9662

图 3 　小檗碱对 MDA2MB2231 细胞的增殖抑制作用

与 PPARγ关系 ( x ±s , n = 9)

Fig. 3 　Inhibition of berberine on proliferation of MDA2
MB2231 cells and its relationshiop to PPARγ

( x ±s , n = 9)

显检测到凋亡细胞 ,其形态皱圆、细胞核呈棕黄色 ,

细胞凋亡发生率为 (18 ±3) %;1 ×10 - 6 、1 ×10 - 5 、1 ×

10 - 4 mol/ L 小檗碱干预 MDA2MB2231 细胞 36 h 后

的凋亡发生率分别为 (18 ±3) %、(60 ±5) %、(90 ±

6) % ,其致 MDA2MB2231 细胞凋亡作用显著 (图 4) 。

3 　讨论

　　迄今为止 ,有关中草药使用的安全性和有效性

的争议 ,极大地限制了包括黄连在内的中药材在临

床上的科学合理使用。因此 ,围绕中药材有效成分

及药理作用机制的研究显得尤为紧迫。现有研究表

明 ,黄连 Copti dis rhi z om a 的有效成分是生物碱 ,

其中小檗碱约占黄连总生物碱的 90 % 左右。研究
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图 4 　小檗碱对 MDA2MB2231 细胞的凋亡作用

Fig. 4 　Apoptosis of MDA2MB2231 cells induced

by berberine at various concentration

显示 ,黄连生物碱及以黄连为主药的复方制剂具有

清除自由基、降血糖和逆转糖尿病大鼠胰腺组织的

病理损害、调节脂质代谢、抗消化性溃疡、阻遏神经

元退行性变、防治肿瘤等作用[2～4 ] 。

小檗碱是黄连提取物抗细胞增殖活性的主要成

分[5 ] 。以往研究也显示 ,小檗碱是黄连总碱抗肿瘤

作用的主要有效成分 ,5 mg/ L 小檗碱已对人结肠

癌细胞株 HCT116 和 SW480 有显著杀伤作用[6 ] 。

Hwang 等[7 ] 报道 ,小檗碱诱导肝癌细胞株 Hep G2

凋亡依赖于激活 caspase28 和 caspase23 ,并可明显

下调抗凋亡因子 Bcl2XL 的表达。本研究针对雌激

素受体阴性乳腺癌 MDA2MB2231 细胞的研究结果

显示 , 1μmol/ L 小檗碱即可明显抑制 MDA2MB2
231 细胞的增殖 ,随着药物浓度的提高 ,细胞凋亡率

上升 ,100μmol/ L 小檗碱诱导的细胞凋亡率高达

(90 ±6) % ,其抑制 MDA2MB2231 细胞增殖和诱导

细胞凋亡的效应均强于罗格列酮。

近年来研究发现 ,由罗格列酮、吡格列酮和环格

列酮等组成的噻唑烷二酮类 ( t hiazolidinedione ,

TZD) 人工合成 PPARγ激动剂能够抑制多种组织

来源的肿瘤细胞的生长 ,使得激活 PPARγ受体极

有希望成为治疗多种恶性肿瘤的新途径[8 ,9 ] 。根据

小檗碱对染色体的特殊亲和力[10 ] ,提出其抗肿瘤作

用机制的靶点很可能在细胞染色体特定区域或基因

位点 , 从而抑制肿瘤细胞生长的观点 , 这恰好

与 PPARγ受体激活后结合特定DNA序列作用方式

一致 ,加之目前研究所显示的小檗碱的药理作用与

PPARγ配体的作用所涉及范围一致 ,因此 ,值得就

小檗碱抗肿瘤等作用与 PPARγ关系进行研究。本

研究采用特异性 PPA Rγ受体拮抗剂 GW9662 的

结果显示 ,联用 PPARγ受体拮抗剂并不能逆转小

檗碱对 MDA2MB2231 细胞的增殖抑制作用 ,由此

可初步确定小檗碱对 MDA2MB2231 细胞的增殖抑

制作用不经 PPARγ受体介导。

综上所述 ,小檗碱抑制 MDA2MB2231 细胞增

殖和诱导其凋亡的效应均强于罗格列酮 ,但与罗格

列酮不同的是 ,其抑制细胞增殖作用不经 PPARγ

受体介导。这使得下一步应围绕小檗碱是否为

PPARγ激动剂 ,以及其抗肿瘤作用与另一调节细胞

增殖密切相关的核受体 —视黄酸受体 ( RA R) 的关

系等进行研究 ,这对最终阐明小檗碱的抗肿瘤作用

机制和评价其作为治疗包括乳腺癌等肿瘤的应用潜

力具有重要意义。
参考文献 :

[ 1 ] 　ESHRE Capri Workshop Group1 Hormones and breast canc2
er [J ]1 H um Reprod U p date , 2004 , 10 (4) : 28122931

[ 2 ] 　Tang L Q , Wei W , Chen L M , et al . Effect s of berberine on

diabetes induced by alloxan and a high2fat/ high2choleterol diet

in rat s [J ]1 J Ethnopharmacol , 2006 , 108 (1) : 10921151
[ 3 ] 　李　备 , 潘永全 , 刘华蓉 , 等1 黄连总碱对乙醇致大鼠胃粘

膜损伤保护作用及其机制研究 (英文) [J ]1 中成药 , 2006 ,

28 (1) : 722781
[ 4 ] 　Iizuka N , Hazama S , Yoshimura K , et al . Anticachectic

effect s of t he nat ural herb Copti dis R hizoma and berberine on

mice bearing colon 26/ clone 20 adenocarcinoma [J ]1 I nt J

Cancer , 2002 , 99 (2) : 28622911
[ 5 ] 　Hara A , Iizuka N , Hamamoto Y , et al . Molecular dissection

of a medicinal herb wit h anti2t umor activity by oligonucleotide

microarray [J ]1 L i f e Sci , 2005 , 77 (9) : 991210021
[ 6 ] 　何百成 , 康　全 , 杨俊卿 , 等 1 小檗碱抗肿瘤作用与 Wnt/

βcatenin 信号转导关系 [J ]1 中国药理学通报 , 2005 , 21 (9) :

1108211111
[ 7 ] 　Hwang J M , Kuo H C , Tseng T H , et al . Berberine induces

apoptosis t hrough a nuticgibdrua/ caspases pat hway in human

hepatoma cells [J ]1 A rch Toxicol , 2006 , 80 (2) : 622731
[ 8 ] 　Weng J R , Chen C Y , Pinzone J J , et al . Beyond peroxisome

prolife2activated receptor gamma signaling : t he multi2facet s

of t he antitumor effect of t hiazolidinediones [J ]1 Endocr Re2
lat Cancer , 2006 , 13 (2) : 40124131

[ 9 ] 　章　涛 , 余华荣 , 杨贵忠 , 等1 罗格列酮对人乳腺癌 MDA2
MB2231 细胞的体外抗肿瘤作用 [J ]1 第四军医大学学报 ,

2007 , 28 (11) : 97129741
[ 10 ] 　J ung D W , Yoo G S , Choi J K1 Detection of DNA in agarose

gels using berberine and mordant yellow 3R [J ]1 A nal B io2
chem , 1999 , 272 (2) : 25422561

·742·中草药　Chinese Traditional and Herbal Drugs 　第 40 卷第 2 期 2009 年 2 月


