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粉防己碱对人乳腺癌 MCF-7 细胞线粒体能量代谢的影响3 
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摘  要：目的  研究粉防己碱对人乳腺癌 MCF-7 细胞线粒体能量代谢的影响，探讨其抗肿瘤作用及其机制。方法  采用

MTT 法检测粉防己碱对 MCF-7 细胞的细胞毒活性，评价其增殖抑制作用；通过检测线粒体膜电位（mitochondrial membrane 

potential，MMP）变化、三磷酸腺苷（adenosine triphosphate，ATP）含量、活性氧（reactive oxygen species，ROS）水平和

呼吸电子传递链复合酶 I～IV 活力，评价粉防己碱对 MCF-7 细胞线粒体功能的影响；运用细胞能量代谢分析仪对活体细胞

能量代谢进行实时全过程分析，评价粉防己碱对 MCF-7 细胞能量代谢的影响。结果  粉防己碱可抑制 MCF-7 细胞增殖，其

半数抑制浓度（50% concentration of inhibition，IC50）值为 20.13 μmol/L；粉防己碱显著降低 MCF-7 细胞 MMP、ATP 含量、

ROS 水平和呼吸电子传递链复合酶 I～IV 活力（P＜0.05、0.01）；粉防己碱可对 MCF-7 细胞能量代谢过程中基础氧消耗、

ATP产能、线粒体储备能和质子漏产生影响。结论  粉防己碱能够通过破坏线粒体功能并减少细胞能量代谢，从而抑制MCF-7

细胞增殖。 
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Abstract: Objection  To study the effect of tetrandrine on mitochondrial energy metabolism of MCF-7 cells, explore the antitumor 

effect and mechanism of tetrandrine. Methods  Cytotoxicity of tetrandrine on MCF-7 cells was measured to evaluate cell 

proliferation inhibition by MTT assay. The changes of mitochondrial membrane potential (MMP), adenosine triphosphate (ATP) 

content, reactive oxygen species (ROS) level and respiratory electron transport chain complex enzyme I—IV activities were 

measured to evaluate the effect of tetrandrine on mitochondrial function. The real-time metabolic process of MCF-7 cells were 

analyzed by Seahorse Extracellular Analyzer to evaluate the effect of tetrandrine on energy metabolism. Results  Tetrandrine 

inhibited the proliferation of MCF-7 cells, with the 50% concentration of inhibition (IC50) was 20.13 μmol/L. Tetrandrine 

significantly reduced MMP, ATP content, ROS level and respiratory electron transport chain complex enzyme I—IV activities (P < 

0.05, 0.01). Tetrandrine affected basal oxygen consumption, ATP production, mitochondrial reserve energy and proton leakage in the 
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process of energy metabolism in MCF-7 cells. Conclusion  Tetrandrine can inhibit MCF-7 cells proliferation by damaging 

mitochondrial function and reducing cell energy metabolism. 

Key words: tetrandrine; breast cancer; MCF-7 cells; mitochondrial function; energy metabolism 

 

粉防己碱是一种双苄基异喹啉类生物碱，为防

己 Stephania tetrandra S. Moore 的主要成分[1]。现代

药理学研究表明，粉防己碱具有治疗免疫性疾病、

心血管疾病、矽肺病和抗肿瘤等多种生物活性[2]。

粉防己碱可以通过抑制细胞增殖、减少血管新生、

抑制细胞迁移与侵袭、诱导细胞凋亡与自噬等途径，

影响乳腺癌、肝癌、胃癌、结肠癌、鼻咽癌、胶质

瘤和骨肉瘤等多种肿瘤，有效发挥抑制肿瘤生长、

转移以及逆转多药耐药的作用[3-5]。 

肿瘤细胞获取能量的方式区别于正常细胞，表

现为瓦博格效应[6]。正常分化细胞主要依靠线粒体

的氧化磷酸化为细胞供能，而肿瘤细胞则主要依靠

有氧糖酵解，瓦博格效应是肿瘤细胞的重要代谢特

征[7]。糖酵解过程提供能量，产能快捷但供能效率

低；氧化磷酸化过程提供能量，产能缓慢但供能效

率高[8]。肿瘤细胞通过糖酵解获取能量实现快速增

殖，并以此适应肿瘤组织因快速增殖而导致的局部

缺氧缺血环境[9]。因此，对肿瘤细胞线粒体功能与

能量代谢过程进行干预，可以抑制肿瘤细胞增殖并

促进肿瘤细胞凋亡，同时可以改变肿瘤组织周围微

环境，从而抑制肿瘤细胞迁移与侵袭。 

本研究以粉防己碱对人乳腺癌 MCF-7 细胞进行

干预，从线粒体功能变化与细胞能量代谢改变角度出

发，探究粉防己碱抗肿瘤的作用机制。本研究分别对

线粒体膜电位（mitochondrial membrane potential，

MMP）、三磷酸腺苷（adenosine triphosphate，ATP）

含量、活性氧（reactive oxygen species，ROS）水平

和位于呼吸电子传递链的复合酶 I～IV 活力进行检

测，考察能量代谢重要细胞器线粒体的功能变化；同

时运用实时活体细胞能量代谢分析仪对粉防己碱干

预的 MCF-7 细胞进行能量代谢过程全时分析，监测

活体细胞能量代谢动态全过程，为其深入研究及新型

抗肿瘤药物的开发提供科学依据。 

1  材料 

1.1  细胞 

MCF-7 细胞购自中国科学院上海生命科学研

究院细胞资源中心。 

1.2  药品与试剂 

粉防己碱（质量分数≥98%）购自上海源叶生

物科技有限公司；5-氟尿嘧啶（5-Fu，批号 20190315）

购自湖北艺康源化工有限公司；胎牛血清（批号

1418110）购自美国 Gibco 公司；RPMI 1640 培养液

（批号 AAG204847）购自美国 Hylcone 公司；胰蛋

白酶（批号 0106A16）购自美国 Sigma 公司；噻唑

蓝（批号 0793）购自美国 Amresco 公司；线粒体膜

电位检测试剂盒（批号 E001）、腺嘌呤核苷三磷酸

检测试剂盒（批号 A095）、活性氧检测试剂盒（批

号 E004）购自南京建成生物工程研究所；烟酰胺腺

嘌呤二核苷酸（nicotinamide adenine dinucleotide，

NADH）脱氢酶检测试剂盒（批号 SW040）、琥珀

酸脱氢酶检测试剂盒（批号 SW041）、细胞色素还

原酶检测试剂盒（批号 SW042）、细胞色素氧化酶

检测试剂盒（批号 SW043）购自上海信帆生物科技

有限公司。 

1.3  仪器 

XFe24 型细胞能量代谢分析仪（美国 Seahorse 

Bioscience 公司）；VICTOR X3 型酶联免疫分析仪

（美国 PerkinElmer 公司）；Vert A1 型倒置显微镜（德

国 Zeiss 公司）；HERACELL 150i 型二氧化碳培养

箱（美国 Thermo Fisher Scientific 公司）；SWCJ2G

型超净工作台（广州瑞智净化设备有限公司）。 

2  方法 

2.1  粉防己碱对 MCF-7 细胞增殖的影响 

MCF-7 细胞用含 10%胎牛血清、100 μg/mL 链

霉素、100 U/mL 青霉素的 RPMI 1640 培养基，于

5% CO2、37 ℃培养箱中培养，每 2 天传代 1 次。

取处于对数生长期的细胞，以胰酶消化后，用培养

基吹打成细胞悬液，以 8×104/孔接种于 96 孔板中，

100 μL/孔，培养 24 h。设置对照组和粉防己碱（6.25、

12.50、25.00、50.00、100.00 μg/mL）组，同时选取

5-Fu 作为阳性对照药物。各给药组分别加入相应药

物，对照组加入不含药物的培养基，培养 48 h，加

入 20 μL MTT 溶液（5 mg/mL），继续孵育 4 h，吸

去上清液，加入 150 μL 二甲基亚砜（DMSO）溶解

结晶，采用酶标仪测定 490 nm 处吸光度（A）值，

计算粉防己碱各剂量组的增殖抑制率和半数抑制浓

度（50% concentration of inhibition，IC50）。 

细胞增殖抑制率＝(A 对照－A 给药)/A 对照 
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2.2  粉防己碱对 MCF-7 细胞线粒体功能的影响 

取处于对数生长期的 MCF-7 细胞，以 1×106/孔

接种于 6 孔板中，培养 24 h。设置对照组和粉防己

碱（12.5、25.0、50.0 μg/mL）组，各给药组分别加

入 200 μL 相应药物，对照组加入不含药物的培养

基，培养 6 h。以 490 nm 激发波、530 nm 照射波检

测各组 MMP 变化；以 636 nm 波长检测各组 ATP

含量；以 500 nm 激发波、525 nm 照射波检测各组

ROS 水平；复合酶 I 为 NADH 脱氢酶、复合酶 II

为琥珀酸脱氢酶、复合酶 III 为细胞色素还原酶、复

合酶 IV 为细胞色素氧化酶，NADH 脱氢酶检测波

长为 340 nm、琥珀酸脱氢酶检测波长为 605 nm、

细胞色素还原酶检测波长为 550 nm、细胞色素氧化

酶检测波长为 550 nm，检测各组呼吸电子传递链复

合酶 I～IV 活力。 

2.3  粉防己碱对 MCF-7 细胞能量代谢的影响 

细胞能量代谢分析仪测试板和探针暗盒于无

CO2、37 ℃培养箱中孵育 12 h 进行活化。取处于对

数生长期的 MCF-7 细胞，以 3×104/孔接种于 24 孔

细胞能量代谢分析仪接种板中，加入 525 μL 培养

基，于 5% CO2、37 ℃培养箱中培养 24 h。设置对

照组和粉防己碱（12.5、25.0、50.0 μg/mL）组，各

给药组分别加入 20 μL 相应药物，对照组加入不含

药物的培养基，培养 6 h。将培养液吸出后，加入由

4.5 g/L 葡萄糖、2 mmol/L 丙酮酸钠和无糖 DMEM

组成的测试液，于无 CO2、37 ℃的培养箱中培养

30 min。探针板测试槽中分别加入寡霉素、FCCP

和鱼藤酮，将接种板置于测试位校正 30 min 后开始

检测，仪器水化 12 min 后进行自检，O2和 pH 值自

检合格之后进行测试。 

2.4  统计学分析 

数据以 x s 表示，采用 SPSS 22.0 软件进行单

因素方差分析，组均数之间比较用 ANOVA 检验。 

3  结果 

3.1  粉防己碱对 MCF-7 细胞增殖的影响 

阳性对照药物 5-Fu 对 MCF-7 细胞的 IC50值为

8.43 μmol/L。如表 1 所示，粉防己碱表现出明显细

胞毒活性，可抑制 MCF-7 细胞增殖，其 IC50 值为

20.13 μmol/L，以此为参考确定以 12.5、25.0、50.0 

μg/mL 3 个剂量开展后续研究。 

表 1  粉防己碱对 MCF-7 细胞增殖的影响 ( 8= n , sx ) 

Table 1  Effect of tetrandrine on proliferation of MCF-7 

cells ( 8= n , sx ) 

组别 剂量/(μg·mL−1) 抑制率/% 

粉防己碱 6.25 26.13 

 12.50 46.79 

 25.00 63.28 

 50.00 81.74 

 100.00 91.62 
 

3.2  粉防己碱对 MCF-7 细胞线粒体功能的影响 

3.2.1  粉防己碱对 MCF-7 细胞 MMP、线粒体 ATP

含量和 ROS 水平的影响  如表 2 所示，粉防己碱显

著降低 MCF-7 细胞 MMP、ATP 含量和 ROS 水平

（P＜0.05、0.01），且呈剂量相关性。 

3.2.2  粉防己碱对 MCF-7 细胞线粒体呼吸电子传

递链复合酶 I～IV 活力的影响  如表 3 所示，粉防

己碱显著降低 MCF-7 细胞呼吸电子传递链复合酶 

表 2  粉防己碱对 MCF-7 细胞线粒体功能的影响 ( x s , n = 3) 

Table 2  Effect of tetrandrine on mitochondrial function of MCF-7 cells ( x s , n = 3) 

组别 剂量/(μg·mL−1) MMP/% ATP/(μmol·g−1) ROS/% 

对照 — 100.00 789.98±35.91 100.00 
粉防己碱 12.5 25.93±1.45* 423.56±20.09* 32.34±2.16** 

 25.0 10.34±0.99** 334.26±15.74** 15.78±1.34** 
 50.0 3.43±0.21** 227.54±11.89** 7.45±0.41** 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group

表 3  粉防己碱对 MCF-7 细胞线粒体呼吸电子传递链复合酶 I～IV 活力的影响 ( x s , n = 3) 

Table 3  Effect of tetrandrine on mitochondrial respiratory electron transport chain complex enzyme I—IV of MCF-7 cells 

( x s , n = 3) 

组别 剂量/(μg·mL−1) 复合酶 I/% 复合酶 II/% 复合酶 III/% 复合酶 IV/% 

对照 — 100.00 100.00 100.00 100.00 
粉防己碱 12.5 78.29±6.34** 93.89±8.57 83.01±6.23* 86.45±7.98* 

 25.0 64.32±5.76** 84.11±7.91* 63.12±4.99** 62.34±5.18* 
 50.0 43.12±4.63** 68.23±5.78* 44.56±3.67** 42.12±3.78** 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group
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I、III、IV 活力（P＜0.05、0.01），粉防己碱（25.0、

50.0 μg/mL）显著降低 MCF-7 细胞呼吸电子传递链

复合酶 II 活力（P＜0.05），且呈剂量相关性。 

3.3  粉防己碱对 MCF-7 细胞能量代谢的影响 

细胞能量代谢分析仪可以对活体细胞的能量代

谢进行实时分析，记录细胞能量代谢全过程并通过

4 阶段测试分析细胞的不同能量代谢状态，粉防己

碱干预 MCF-7 细胞的能量代谢过程见图 1。细胞能

量代谢分析见表 4。能量代谢分析 4 阶段图如图 2

所示，与对照组比较，粉防己碱显著降低 MCF-7  

  

图 1  粉防己碱干预 MCF-7 细胞能量代谢过程图 

Fig. 1  Energy metabolism diagram of MCF-7 cells treated 

with tetrandrine 

表 4  粉防己碱对 MCF-7 细胞能量代谢的影响 ( x s , n = 5) 

Table 4  Effect of tetrandrine on energy metabolism of MCF-7 cells ( x s , n = 5) 

t/min 
溶解氧含量/(μmol·min−1) 

对照 粉防己碱 12.5 μg·mL−1 粉防己碱 25.0 μg·mL−1 粉防己碱 50.0 μg·mL−1 

1.40 38.92±0.93 28.22±1.22 8.66±0.54 0.73±0.16 

10.02 39.67±1.19 27.54±1.14 8.17±0.76 0.80±0.19 

18.65 38.27±1.13 27.39±1.32 8.28±0.84 0.79±0.14 

27.39 31.33±1.04 22.72±1.47 5.43±0.52 0.28±0.12 

35.98 31.19±0.84 22.72±1.57 5.48±0.74 0.29±0.12 

44.62 31.41±0.33 21.94±1.47 5.37±0.63 0.30±0.16 

53.31 49.01±1.07 34.97±1.84 11.23±0.98 1.39±0.41 

61.95 48.63±0.72 34.83±2.18 11.16±1.03 1.48±0.45 

70.59 48.82±1.09 34.12±2.63 11.73±1.14 1.49±0.22 

79.34 26.75±1.13 19.92±1.86 5.03±0.77 0.19±0.02 

87.99 26.94±0.94 19.79±1.72 4.96±0.69 0.18±0.02 

96.64 26.35±1.12 19.15±1.57 4.69±0.74 0.19±0.03 

 
A-基础氧消耗  B-ATP 产能  C-线粒体储备能  D-质子漏  与对照组比较：**P＜0.01 

A-base oxygen consumption  B-ATP production  C-mitochondria reserve energy  D-proton leakage  **P < 0.01 vs control group 

图 2  粉防己碱干预 MCF-7 细胞能量代谢分析 4 阶段图 

Fig. 2  Four stages in energy metabolism diagram of MCF-7 cells treated with tetrandrine 

细胞基础氧消耗、ATP 产能、线粒体储备能、质子

漏（P＜0.01）。 

4  讨论 

肿瘤细胞因具有快速增殖的特性，其代谢过程

对能量的需求也相应增加[10]。肿瘤细胞表现出以有

氧糖酵解为主的能量代谢方式，其放弃能效更高的

氧化磷酸化过程，而选用能效低但产能快捷的糖酵

解过程以满足其对快速增殖的能量需求[11]。因此，

干预肿瘤细胞的能量代谢过程也成为抑制其增殖的

重要研究方向。真核细胞主要通过氧化磷酸化过程

和糖酵解过程为细胞存活与增殖提供能量，葡萄糖

经过一系列酶催化为丙酮酸，再进入线粒体后经丙

酮酸脱氢酶催化为乙酰辅酶 A 进入三羧酸循环[12]。

线粒体作为有氧呼吸的主要场所，不仅是细胞能量
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代谢的中心细胞器，同时也参与细胞脂肪酸、谷氨

酰胺等物质代谢过程[13]。考察化合物对细胞线粒体

功能与能量代谢过程的影响，可以直观评价其对细

胞能量代谢的干预作用。目前，已经有一些糖酵解

抑制剂被发现并在肿瘤治疗过程中表现出较好的疗

效。3-溴丙酮酸作为一种己糖激酶抑制剂，可有效

抑制肿瘤细胞糖酵解过程从而降低 ATP 产生，使磷

酸化 B 淋巴细胞瘤 2 相关 X 蛋白基因（B-cell 

lymphoma 2 associated X protein，Bax）去磷酸化诱

导细胞色素 C 释放，从而引起细胞凋亡[14]。氯尼达

明作为吲唑-3-羧酸的一种衍生物，可以通过增加正

常细胞的糖酵解速率进而抑制肿瘤细胞糖酵解速

率，从而抑制肿瘤细胞的快速增殖[15]。因此，靶向

肿瘤细胞的能量代谢过程是开发新型抗肿瘤药物的

一个非常有效的策略。 

细胞能量代谢分析仪是近几年来开发出的一种

实时监测活体细胞能量代谢的新技术，其极大地简

化了细胞能量代谢过程的分析步骤，是目前最为先

进的细胞能量代谢测定手段[16]。仪器检测采用固态

探针，利用瞬时微室专利技术监测溶解氧耗氧率

（oxygen consumption rate，OCR）反映线粒体的有

氧呼吸能力，同时测量细胞能量代谢氧化磷酸化和

糖酵解 2 条主要的产能链，可获得细胞基础耗氧量、

ATP 产能、线粒体储备能和质子漏等主要指标用以

反映细胞能量代谢过程中氧化磷酸化和糖酵解产能

情况[17]。同时，该分析方法可以在不破坏细胞的条

件下，对活体细胞实现实时能量代谢分析，获取细

胞能量代谢数据形成细胞能量代谢变化过程图。 

本研究以粉防己碱干预 MCF-7 细胞后，检测细

胞线粒体功能相关指标，发现粉防己碱可有效降低

MCF-7 细胞 MMP，减少线粒体 ATP 含量和 ROS

水平，对线粒体产生破坏作用。同时，对细胞呼吸

电子传递链复合酶 I～IV 活力进行检测，发现粉防

己碱可以不同程度地降低 NADH 脱氢酶、琥珀酸脱

氢酶、细胞色素还原酶和细胞色素氧化酶活力，影

响线粒体呼吸电子传递链产能效率。进一步利用细

胞能量代谢分析仪对粉防己碱干预后的 MCF-7 细

胞进行实时活体细胞能量代谢分析，第 1 阶段检测

基础耗氧量，细胞基础呼吸包括线粒体氧化磷酸化

和质子漏耗氧，通过监测溶解氧耗氧率以反映细胞

能量代谢；第 2 阶段加入寡霉素，寡霉素是有效的

ATP 合酶抑制剂，添加后减少的耗氧率可反映出细

胞合成 ATP 的消耗从而间接显示细胞 ATP 合成量；

第 3 阶段加入解偶联剂 FCCP，其造成质子回流而

大量耗氧，因 FCCP 形成的质子回流不能生成 ATP，

因此增加的耗氧体现为细胞线粒体储备能；第 4 阶

段加入鱼藤酮，鱼藤酮作为一种呼吸链抑制剂可以

破坏线粒体，完全阻止其耗氧以检测质子漏非线粒

体产生的能量。粉防己碱对 MCF-7 细胞进行干预

后，其活体细胞能量代谢显著降低且在不同阶段均

呈现出显著的下降趋势。通过对线粒体功能与细胞

能量代谢分析，发现粉防己碱可以破坏 MCF-7 细胞

线粒体功能，显著降低 MCF-7 细胞能量代谢过程，

从而抑制肿瘤细胞增殖。粉防己碱可抑制 MCF-7

细胞增殖，其 IC50 值为 20.13 μmol/L。现代药理学

研究表明，粉防己碱可不同程度地对多种肿瘤细胞

产生抑制作用，粉防己碱抑制肿瘤细胞增殖的 IC50

值为 5～10 μmol/L，提示粉防己碱对肿瘤细胞线粒

体能量代谢的影响可作为粉防己碱抗肿瘤作用机制

的重要研究方向。粉防己碱作为一种具有显著抗肿

瘤活性的生物碱类化合物极具研究价值，细胞能量

代谢仪在活体细胞能量代谢实时分析领域也表现出

优秀的应用能力。本研究为进一步阐明粉防己碱抗

肿瘤的作用机制提供科学依据，并为细胞能量代谢

分析仪在肿瘤领域的应用提供实例。 
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