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石蒜碱调控线粒体氧化损伤介导人乳腺癌细胞自噬及凋亡作用机制  
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摘  要：目的  研究石蒜碱介导人乳腺癌 MDA-MB-231 细胞自噬及凋亡的作用机制。方法  采用 CCK-8 法检测石蒜碱对

MDA-MB-231 细胞增殖的影响；倒置显微镜、荧光显微镜和激光共聚焦扫描显微镜（laser scanning confocal microscopy，

LSCM）观察细胞形态；细胞集落实验检测细胞克隆形成能力；划痕实验检测细胞迁移能力；流式细胞仪检测细胞凋亡率、

细胞内活性氧（reactive oxygen species，ROS）水平、线粒体膜电位；LSCM 检测线粒体膜通透性转换孔（mitochondrial 

permeability transition pore，MPTP）开放情况；Western blotting 检测线粒体自噬相关蛋白［线粒体内膜转位酶（translocase of 

inner membrane，TIM）、线粒体外膜转位酶（translocase of outer membrane，TOM）、E3 泛素连接酶（E3 ubiquitin protein ligase，

PARKIN）、PTEN 诱导的激酶 1（PTEN induced putative kinase 1，PINK1）、微管相关蛋白轻链 3（microtubule-associated protein 

light chain 3，LC3-B）、p62］和凋亡相关蛋白［半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-3（cystein-asparate protease-3，Caspase-3）、Bcl-2 相

关 X 蛋白（Bcl-2 associated X protein，Bax）、B 淋巴细胞瘤-2（B-cell lymphoma-2，Bcl-2）、细胞色素 C（cytochrome-C，Cyt-

C）］的表达。结果  石蒜碱对 MDA-MB-231 细胞具有生长抑制作用，其半数抑制浓度（half inhibitory concentration，IC50）

值为 6.21 μmol/L；石蒜碱能够改变细胞形态，部分细胞出现凋亡迹象；石蒜碱能够显著抑制细胞的增殖和迁移能力（P＜

0.01）；与对照组比较，随着石蒜碱给药浓度的增加，细胞凋亡率随之升高（P＜0.01），ROS 水平升高（P＜0.01），线粒体膜

电位下降（P＜0.01），MPTP 开放（P＜0.01）；石蒜碱给药 48 h 后，细胞内 TIM、TOM、p62 和 Bcl-2 蛋白表达量下调（P＜

0.01），PARKIN、PINK1、LC3-B、Caspase-3、Bax 和 Cyt-C 蛋白表达量上调（P＜0.01），且呈浓度相关性。结论  石蒜碱对

MDA-MB-231 细胞具有生长抑制作用，并可通过调控线粒体氧化损伤介导 MDA-MB-231 细胞的自噬及凋亡。 
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Abstract: Objective  To investigate the mechanism of lycorine on autophagy and apoptosis in human breast cancer MDA-MB-231 

cell. Methods  The effect of lycorine on MDA-MB-231 cell proliferation was detected by CCK-8; Cell morphology was observed by 

inversion microscopy, fluorescence microscopy and laser scanning confocal microscopy (LSCM); The cell clone formation ability was 

detected by cell colony assay; The cell migration ability was examined by scratch assay; The apoptosis rate, intracellular reactive 

oxygen species (ROS) level and mitochondrial membrane potential were determined by flow cytometry; The opening of mitochondrial 
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membrane permeability transition pore (MPTP) was detected by LSCM; The expressions of mitochondrial autophagy-related proteins 

[translocase of inner membrane (TIM), translocase of outer membrane (TOM), E3 ubiquitin protein ligase (PARKIN), PTEN induced 

putative kinase 1 (PINK1), microtubule-associated protein light chain 3 (LC3-B), p62], and apoptosis-related proteins [cystein-asparate 

protease-3 (Caspase-3), Bcl-2 associated X protein (Bax), B-cell lymphoma-2 (Bcl-2), cytochrome-C (Cyt-C)] were detected by 

Western blotting. Results  Lycorine had a proliferative inhibitory effect on MDA-MB-231 cells, with a half inhibitory concentration 

(IC50) value of 6.21 μmol/L; Lycorine could change cell morphology, and some cells showed signs of apoptosis; Lycorine could 

significantly inhibit the proliferation and migration capacity of MDA-MB-231 cells (P < 0.01); Compared with control group, with the 

increase of lycorine administration concentration, cell apoptosis rate was increased (P < 0.01), ROS level was increased (P < 0.01), 

mitochondrial membrane potential was decreased (P < 0.01), and MPTP was open (P < 0.01). After 48 h treatment of lycorine, the 

expressions of TIM, TOM, p62 and Bcl-2 protein were down-regulated (P < 0.01), and the expressions of PARKIN, PINK1, LC3-B, 

Caspase-3, Bax and Cyt-C were up-regulated (P < 0.01) in a concentration-dependent manner. Conclusion  Lycorine has growth 

inhibition effect on MDA-MB-231cells, and induces autophagy and apoptosis of MDA-MB-231 cells through the regulation of 

mitochondrial oxidative damage.  

Key words: lycorine; breast cancer; mitochondrial oxidative damage; autophagy; apoptosis 

 乳腺癌是世界范围内女性最常见的致死性恶性

肿瘤，据统计，2020 年女性乳腺癌已超越肺癌成为

全球癌症发病率最高的癌种[1-2]。其中三阴性乳腺癌

（triple-negative breast cancer，TNBC）是雌激素受体

（estrogen receptor，ER）、孕激素受体（progesterone 

receptor，PR）和人表皮生长因子受体 2（human 

epidermal growth factor receptor 2，HER-2）均呈阴

性表达的乳腺癌亚型，占所有乳腺癌的 15%～

20%[3]，具有侵袭力强、转移率高、术后复发率高、

预后差的特点[4]。由于 TNBC 内分泌治疗的不确定

性及靶向治疗的不应答性，导致临床上的治疗效果

不理想[5-6]。因此，寻找有效抑制 TNBC 增殖转移的

药物、降低患者的病死率一直是乳腺癌基础研究的

一个重要方向[7-8]。 

 石蒜碱是石蒜 Lycoris radiata (L'Hér.) Herb.、文

殊兰 Crinum asiaticum L. var. sinicum (Roxb. et Herb.) 

Baker、朱顶红 Hippeastrum rutilum (Ker.-Gawl.) 

Herb.等石蒜属植物鳞茎中含量较高的异喹啉类生

物碱，具有抗肿瘤、抗病毒、抗菌、抗炎镇痛、保

肝等药理活性[9-10]，近年来石蒜碱的抗肿瘤作用受

到众多研究者的关注。有文献报道石蒜碱对人乳腺

癌 MCF-7 细胞[11]、人宫颈癌 Hela 细胞[12-13]、人肝

癌 HepG-2 细胞[13-16]、人胃癌 SGC-7901 细胞[17]、

人结肠腺癌 LoVo 细胞[18-19]具有显著的抑制作用，

但对其作用机制的研究仍然处于初始阶段。本研究

以人乳腺癌 MDA-MB-231 细胞为研究对象，主要

通过体外实验从细胞水平和分子水平探讨石蒜碱对

MDA-MB-231 细胞的体外抑制活性及其通过线粒

体氧化损伤诱导肿瘤细胞自噬及凋亡的机制，为今

后石蒜碱抗肿瘤新药的深入研发和临床实践提供理

论基础和实验参考。 

1  材料 

1.1  细胞株 

 MDA-MB-231 细胞由国家教育部抗肿瘤天然

药物工程技术研究中心提供。 

1.2  药品与试剂 

 石蒜碱（批号 34296，质量分数 98%）购自阿

拉丁试剂有限公司；胎牛血清（批号 0201021）购自

浙江杭天生物科技公司；RPMI 1640 细胞培养基（批

号 AD123707271）购自美国 HyClone 公司；二甲基

亚砜（dimethyl sulfoxide，DMSO，批号 20200901）

购自天津中和盛泰化工有限公司；Hoechst 33258 染

液（批号 C1011）、SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液（批

号 P0015）、吉姆萨染液（批号 C0131）、CCK-8 试

剂盒（批号 C0043）、活性氧（reactive oxygen species，

ROS）检测试剂盒（批号 S0033S）、PMSF（批号

ST505）、HRP 标记的山羊抗大鼠 IgG 二抗（批号

A0192）、Western blotting 及 IP 细胞裂解液（批号

072318180723）、30% Acr-Bis（批号 093018181017）

购自碧云天生物技术研究所；碘化丙啶（propidium 

iodide，PI）染液（批号 R20285）、Rhodamine 123

（批号 R8004）购自美国 Sigma 公司；台盼蓝（批号

72-52-1）购自美国默克公司；Reagent A 染液（批号

5000113）购自北京诺博莱德科技有限公司；聚山梨

酯 20（批号 20190207）购自美国 Biotopped 公司；

Tris（批号 181127）购自美国 Amresco 公司；兔抗

半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 -3 （ cystein-asparate 

protease-3，Caspase-3）抗体（批号 WL02512）、兔
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抗 B 淋巴细胞瘤-2（B-cell lymphoma-2，Bcl-2）抗

体（批号 WL01506）、兔抗 Bcl-2 相关 X 蛋白（Bcl-

2 associated X protein，Bax）抗体（批号 WL02385）、

兔抗细胞色素 C（cytochrome-C，Cyt-C）抗体（批

号 WL04963 ）、 兔 抗 甘 油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶

（ glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase ，

GAPDH）抗体（批号 WL01114）购自沈阳万类生物

科技有限公司；兔抗线粒体内膜转位酶（translocase 

of inner membrane，TIM）抗体（批号 PSI-RF16109）、

兔抗线粒体外膜转位酶（ translocase of outer 

membrane，TOM）抗体（批号 PSI57577）、兔抗 E3

泛素连接酶（E3 ubiquitin protein ligase，PARKIN）

抗体（批号 PSI50248）、兔抗 PTEN 诱导的激酶 1

（PTEN induced putative kinase 1，PINK1）抗体（批

号 PSI7859）、兔抗微管相关蛋白轻链 3（microtubule-

associated protein light chain 3，LC3-B）抗体（批号

BS79705）、兔抗 p62 抗体（批号 p196-269）购自艾

美捷科技有限公司。 

1.3  仪器 

 ECO-170P-230 型细胞培养箱、Model 680 型酶

标仪（美国 NBS 公司）；Adventurer 型万分之一电

子天平（美国 OHAUS 公司）；EPICS-XL 型流式细

胞仪、AllegraTM 64R 型低温高速离心机（美国

Beckman-Coulter 公司）；CKX-41-32 型倒置显微镜

（日本 Olympus 公司）；荧光显微镜、TCS-SP2 激光

共聚焦扫描显微镜（德国 Leica 公司）；680 型全自

动酶标仪（美国 Bio-Rad 公司）；P 型微量移液器（芬

兰百得公司）；标准型 PB-10 pH 计（德国 Sartorius

公司）；GIS-2019 型 Tannon 凝胶成像系统（天能科

技有限公司）；DYY-7C 型电泳仪、M344039 型垂直

电泳转印槽（北京六一仪器厂）。 

2  方法 

2.1  细胞培养 

 MDA-MB-231 细胞复苏后接种于含 10%胎牛

血清的 RPMI 1640 培养基中，置于 5% CO2、37 ℃

恒温培养箱中培养，待细胞长势良好时进行传代，

取对数生长期的细胞进行实验。 

2.2  CCK-8 法检测细胞增殖活性 

 MDA-MB-231细胞以 2×103个/孔接种于 96孔

板中，细胞培养 24 h 后，给药组每孔加入不同浓度

（2、4、8、16、32 μmol/L）的石蒜碱 100 μL，对照

组加入 100 μL 细胞培养基，每组均设置 6 个平行

孔，处理 48 h 后，每孔加入 10 μL CCK-8 试剂，继

续培养 4 h。采用酶标仪检测 490 nm 处的吸光度

（A）值，计算各组细胞的增殖抑制率与石蒜碱对

MDA-MB-231 细胞的半数抑制浓度（half inhibitory 

concentration，IC50）。 

2.3  倒置显微镜、荧光显微镜、激光共聚焦扫描显

微镜观察细胞形态变化 

 MDA-MB-231 细胞以 3×103 个/孔分别接种于

2 块 6 孔板中，细胞培养 24 h 后，根据石蒜碱对

MDA-MB-231 细胞的 IC50 设定 3 个给药剂量，分别

以 3、6、12 μmol/L 的给药浓度每孔加入石蒜碱 1 

mL，对照组加入 1 mL 细胞培养基，继续处理 48 h。

取 1 块板用倒置显微镜观察并拍照后，每孔加入 1 

mL 多聚甲醛固定 1 h，冲洗后加入 200 μL Hoechst 

33258 染液，37 ℃孵育 30 min 后，用荧光显微镜观

察并拍照；取另 1 块板收集各组细胞，用预冷的 PBS

重悬细胞并弃去上清液，加入 Annexin V-FITC 于

37 ℃避光孵育 15 min，冲洗后加入 PI 染液于 4 ℃

避光孵育 15 min 后，用激光共聚焦扫描显微镜观察

并拍照。 

2.4  集落实验检测细胞克隆能力 

 MDA-MB-231 细胞以 1×103 个/孔接种于 6 孔

板中，细胞培养 24 h 后，按“2.3”项下方法对细胞

进行分组和给药，连续培养 7 d 后弃去培养基。PBS

洗涤后用甲醇固定 10 min，冲洗后加入吉姆萨染液

染色后，用倒置显微镜观察细胞集落形成率并拍照。 

2.5  划痕实验检测细胞迁移能力 

 MDA-MB-231 细胞以 1×105 个/孔接种于 6 孔

板中，细胞培养 24 h，细胞融合至 70%～80%后，

用 200 μL 移液器倚靠直尺，枪头垂直于每孔底部竖

直划痕。PBS 冲洗后，按“2.3”项下方法对细胞进

行分组和给药，培养 48 h 后，用倒置显微镜观察细

胞的迁移情况并拍照记录，比较各组间的划痕宽度，

使用 Image J 软件测量并计算划痕愈合率。 

2.6  流式细胞仪检测细胞凋亡率 

 按“2.3”项下方法对细胞进行分组和给药，培

养 48 h 后，收集各组细胞，加入 70%冷乙醇 2 mL

于 4 ℃固定 24 h 后离心。弃去上清液，PBS 冲洗

后，加入 800 μL PI 染液，4 ℃避光孵育 30 min，经

尼龙网滤过后，采用流式细胞仪进行检测，激发波

长为 488 nm。 

2.7  流式细胞仪检测 ROS 水平 

 按“2.3”项下方法对细胞进行分组和给药，培

养 48 h，收集各组细胞，PBS 洗涤后加入 5 μmol/L 
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DCFH-DA 染液 0.2 mL，37 ℃避光孵育 20 min，经

尼龙网滤过后，采用流式细胞仪进行检测。 

2.8  流式细胞仪检测线粒体膜电位 

 按“2.3”项下方法对细胞进行分组和给药，培

养 48 h 后，收集各组细胞，PBS 洗涤后，避光加入

Rhodamine 123 染料，避光孵育 30 min 后离心弃去

上清液，用 PBS 洗涤并混匀细胞，经尼龙网滤过后，

采用流式细胞仪进行检测。 

2.9  激光共聚焦扫描显微镜检测线粒体膜通透性

转 换 孔 （ mitochondrial permeability transition 

pore，MPTP）活性 

 按“2.3”项下方法对细胞进行分组和给药，培

养48 h后，收集各组细胞，加入37 ℃预热的Reagent 

A 染液 500 μL，离心后弃去上清液。37 ℃避光加

入染色工作液，混匀后孵育 20 min，离心去除上清

液，将细胞吹打混匀后，经尼龙网滤过，采用激光

扫描共聚焦显微镜检测并进行拍照。 

2.10  Western blotting 检测线粒体自噬相关蛋白

TIM、TOM、PARKIN、PINK1、LC3-B、p62 和

凋亡相关蛋白 Caspase-3、Bax、Bcl-2、Cyt-C 表达 

 按“2.3”项下方法对细胞进行分组和给药，培

养 48 h 后，收集各组细胞，加入含 PMSF 的细胞裂

解液，冰上裂解 30 min 后将细胞加入 EP 管中，离

心 15 min。取上清液，煮沸使蛋白变性，采用 BCA

试剂盒定量蛋白浓度。采用 SDS-PAGE 凝胶电泳，

转至 PVDF 膜，5%脱脂奶粉封闭 2 h 后，加入一抗，

4 ℃孵育过夜。TBST 洗膜后加入二抗，37 ℃孵化

2 h，洗膜后加入化学发光试剂，采用凝胶成像系统

拍照并进行分析。 

2.11  统计学分析 

 用 SPSS 21.0 软件进行统计分析，数据以 x s

表示，多样本均数比较采用 One-way ANOVA 分析，

通过 Graphpad Prism 8 软件绘图。 

3  结果 

3.1  石蒜碱对 MDA-MB-231 细胞增殖的影响 

 如图 1 所示，石蒜碱对 MDA-MB-231 细胞具

有显著的增殖抑制作用（P＜0.01），且呈浓度相关

性。石蒜碱对 MDA-MB-231 细胞的 IC50 为 6.21 

μmol/L，并参考 IC50 值设定后续石蒜碱给药浓度分

别为 3、6、12 μmol/L。 

3.2  石蒜碱对 MDA-MB-231 细胞形态的影响 

 采用倒置显微镜、荧光显微镜、激光共聚焦显

微镜观察石蒜碱对 MDA-MB-231 细胞形态的影响， 

 

与对照组比较：**P＜0.01，下图同。 

**P < 0.01 vs control group, same as below figures. 

图 1  石蒜碱对 MDA-MB-231 细胞增殖的影响 

( x s , n = 6) 

Fig. 1  Effect of lycorine on proliferation of MDA-MB-231 

cells ( x s , n = 6) 

如图 2 所示，与对照组比较，石蒜碱给药后，随着

给药浓度增加，细胞生长逐渐变稀疏，细胞膜破裂

现象更加明显，细胞间轮廓更加模糊，细胞核固缩

形成凋亡小体，发出较强荧光。 

3.3  石蒜碱对 MDA-MB-231 细胞克隆、迁移的影响 

 集落实验结果表明，石蒜碱可以抑制 MDA-

MB-231 细胞的克隆能力（图 3-A），且随着浓度的 

 

A-倒置显微镜下细胞形态（×400）；B-荧光显微镜下细胞形态

（×400），蓝色荧光为 DNA 染色；C-激光扫描共聚焦显微镜下

细胞形态（×400），绿色荧光为细胞膜染色，红色荧光为细胞核

染色。 

A-cell morphology under inversion microscopy (× 400); B-cell 

morphology under fluorescence microscopy (× 400), blue fluorescence 

is DNA staining; C-cell morphology under laser scanning confocal 

microscopy (× 400), green fluorescence is cell membrane staining, and 

red fluorescence is nucleus staining. 

图 2  石蒜碱对 MDA-MB-231 细胞形态的影响 

Fig. 2  Effect of lycorine on morphology of MDA-MB-231 

cells 
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A-集落实验检测细胞克隆；B、C-划痕实验检测细胞迁移。 

A-cell cloning detected by colony assay; B, C-cell migration detected by scratch assay. 

图 3  石蒜碱对 MDA-MB-231 细胞克隆、迁移的影响 ( x s , n = 5) 

Fig. 3  Effect of lycorine on cloning and migration ability of MDA-MB-231 cells ( x s , n = 5) 

增加细胞集落数量逐渐减少，且呈浓度相关性。划

痕实验结果显示，石蒜碱可以显著抑制 MDA-MB-

231 细胞的迁移能力（P＜0.01，图 3-B、C），呈剂

量相关性。 

3.4  石蒜碱对 MDA-MB-231 细胞凋亡率、ROS 水

平的影响 

 如图 4-A、B 所示，经流式细胞仪 PI 单染法检

测出现明显的凋亡峰，表明 DNA 的合成受到抑制，

且随着给药浓度增加，凋亡峰越明显，凋亡率也呈

上升趋势，与对照组比较有显著性差异（P＜0.01），

且呈浓度相关性。如图 4-C、D 所示，随着给药浓

度增加，细胞内 ROS 水平逐渐升高，具有显著性差

异（P＜0.01），且呈浓度相关性。 

3.5  石蒜碱对 MDA-MB-231 细胞线粒体膜电位和

MPTP 的影响 

 如图 5-A、B 所示，经流式细胞仪检测，随着

石蒜碱给药浓度增加，细胞内线粒体膜阳性表达率

逐渐降低，具有显著性差异（P＜0.01），且呈浓度

相关性。如图 5-C、D 所示，应用激光扫描共聚焦

显微镜结合AM染色技术对不同浓度的石蒜碱作用 
 

 
A、B-流式细胞仪检测细胞凋亡率；C、D-流式细胞仪检测细胞 ROS 水平。 

A, B-apoptosis rate detected by flow cytometry; C, D-ROS level detected by flow cytometry. 

图 4  石蒜碱对 MDA-MB-231 细胞凋亡率、ROS 水平的影响 ( x s , n = 5) 

Fig. 4  Effect of lycorine on apoptosis rate and ROS level of MDA-MB-231 cells ( x s , n = 5)
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A、B-流式细胞仪检测细胞线粒体膜电位；C、D-激光共聚焦显微镜检测细胞 MPTP 水平（×400）。 

A, B-mitochondrial membrane potential detected by flow cytometry; C, D-MPTP level detected by laser scanning confocal microscopy (× 400). 

图 5  石蒜碱对 MDA-MB-231 细胞线粒体膜电位、MPTP 的影响 ( x s , n = 5) 

Fig. 5  Effect of lycorine on mitochondrial membrane potential and MPTP in MDA-MB-231 cells ( x s , n = 5) 

48 h 后的 MDA-MB-23 细胞进行检测，激光扫描共

聚焦显微镜扫描得到的荧光象素强度反映出细胞膜

通透性的改变，随着给药浓度增加，细胞内线粒体

膜通透性逐渐升高，具有显著性差异（P＜0.01），

且呈浓度相关性。 

3.6  石蒜碱对 MDA-MB-231 线粒体自噬和凋亡相

关蛋白表达的影响 

 应用凝胶成像系统分析 MDA-MB-231 细胞中

线粒体自噬和凋亡相关蛋白表达的情况。如图 6 所

示，随着石蒜碱浓度增加，细胞自噬相关蛋白 TIM、 

 

图 6  石蒜碱对 MDA-MB-231 细胞自噬相关蛋白表达的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 6  Effect of lycorine on expressions of autophagy-related proteins in MDA-MB-231 cells ( x s , n = 6)

对照             石蒜碱 3 μmol·L−1        石蒜碱 6 μmol·L−1      石蒜碱 12 μmol·L−1 

对照             石蒜碱 3 μmol·L−1        石蒜碱 6 μmol·L−1       石蒜碱 12 μmol·L−1 

100  101   102  103      100  101   102  103       100  101   102  103      100  101   102  103 

3 
 
 

2 
 
 

1 
 
 

0 

2.5 

2.0 

1.5 

1.0 

0.5 

0.0 

2 

 

 

 

1 

 

 

 

0 

3.5 

3.0 

2.5 

2.0 

1.5 

1.0 

0.5 

0.0 

归
一
化
强
度

 

FL1 

60 

 

40 

 

20 

 

0 

100 

80 

60 

40 

20 

0 

对照   3   6   12 

    石蒜碱/(μmol·L−1) 

对照   3   6   12 

    石蒜碱/(μmol·L−1) 

线
粒
体
膜
电
位

/%
 

M
P

T
P
水
平

/%
 

** 
** 

** 

** 

** 

** 

A                                                                                                   B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C                                                                                                   D 

对照          3       6       12 

            石蒜碱/(μmol·L−1) 

对照     3     6     12 
       石蒜碱/(μmol·L−1) 

TIM 

 

 

TOM 

 

 

PARKIN 

 

 

PINK1 

 

 

LC3-B 

 
 

p62 

 

 

GAPDH 

2.2×104 

 

 

1.6×104 

 

 

5.2×104 

 

 

6.6×104 

 

 

1.6×104 

 
 

5.5×104 

 

 

3.7×104 

对照     3     6     12 
       石蒜碱/(μmol·L−1) 

对照     3     6     12 
       石蒜碱/(μmol·L−1) 

对照     3     6     12 
       石蒜碱/(μmol·L−1) 

对照     3     6     12 
       石蒜碱/(μmol·L−1) 

对照     3     6     12 
       石蒜碱/(μmol·L−1) 

1.0 

0.8 

0.6 

0.4 

0.2 

0.0 

1.5 

 

1.0 

 

0.5 

 

0.0 

1.0 

0.8 

0.6 

0.4 

0.2 

0.0 

1.0 

0.8 

0.6 

0.4 

0.2 

0.0 

2.0 
 

1.5 
 

1.0 
 

0.5 
 

0.0 

1.5 

 

1.0 

 

0.5 

 

0.0 

T
IM

/G
A

P
D

H
 

P
A

R
K

IN
/G

A
P

D
H

 

T
O

M
/G

A
P

D
H

 
p

6
2
/G

A
P

D
H

 

L
C

3
-B

/G
A

P
D

H
 

P
IN

K
1
/G

A
P

D
H

 

** 

** 

** 

** 

** 

** 
** 

** 

** 

** 

** 

** 

** 

** ** 
** 

** 

** 



·4062· 中草药 2024 年 6 月 第 55 卷 第 12 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2024 June Vol. 55 No. 12 

   

TOM 和 p62 蛋白表达量逐渐降低，PARKIN、PINK1

和 LC3-B 蛋白表达量逐渐升高，均具有显著性差异

（P＜0.01）。如图 7 所示，随着石蒜碱浓度增加，细

胞凋亡相关蛋白 Bcl-2 蛋白表达量逐渐降低，Bax、

Caspase-3 和 Cyt-C 蛋白表达量逐渐升高，均具有显

著性差异（P＜0.01）。

 

图 7  石蒜碱对 MDA-MB-231 细胞凋亡相关蛋白表达的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 7  Effect of lycorine on expressions of apoptosis-related proteins in MDA-MB-231 cells ( x s , n = 6)

4  讨论 

乳腺癌已成为全球最常见的恶性肿瘤，与乳腺

癌的其他分子亚型相比，TNBC 最具侵袭性和高度

异质性[20-22]，使其在临床上难以得到有效治疗。因

此如何有效抑制 TNBC 侵袭、增殖和转移是目前亟

待解决的问题。近年来，有研究表明中药在抗肿瘤

方面具有显著的优势[23-25]。石蒜碱是异喹啉类生物

碱，广泛分布于石蒜属植物鳞茎中，具有较强的抗

肿瘤活性[26-27]。基于石蒜碱的抗肿瘤作用，结合课

题组前期研究中 TNBC 细胞活性筛选，发现石蒜碱

对 MDA-MB-231 细胞较为敏感，故选择 MDA-MB-

231 细胞作为研究对象，本研究结果发现石蒜碱对

MDA-MB-231 细胞的增殖和迁移具有显著抑制作

用，且呈浓度相关性。 

 ROS 水平升高和线粒体功能障碍是诱导肿瘤

细胞自噬和凋亡的重要途径[28]。研究发现，过量

ROS 的产生会诱发肿瘤细胞的损伤、自噬及凋亡并

降低细胞的多药耐药性[29]。此外，肿瘤细胞对外源

性 ROS 比正常细胞更敏感且 ROS 具有一定的细胞

毒性。因此，促进 ROS 水平升高的药物可表现出一

定的抗癌活性。有研究表明，线粒体功能障碍与多

种恶性肿瘤的发生及 ROS 的过量产生密切相关[30]。

本研究通过激光共聚焦显微镜和流式细胞仪检测结

果表明，石蒜碱可以显著提高 MDA-MB-231 细胞

凋亡率和 ROS 水平，并使线粒体膜电位下降，MPTP

开放。这表明石蒜碱诱导细胞自噬和凋亡作用可能

与线粒体的氧化损伤有关。 

 TOM 及 TIM 是线粒体膜蛋白，当线粒体自噬

增强时，其细胞内表达水平下降。研究表明线粒体

损伤会使线粒体膜电位降低，导致 PINK1 在线粒体

外膜上表达，从而使 PINK1-PARKIN 依赖性线粒体

自噬反应被激活[31]。LC3-B 是自噬体形成的特异性

标志物，其含量与自噬泡数量成正比，因此被广泛

用于监测细胞自噬。p62 作为自噬降解的产物，自

噬增强，p62 水平会下降。p62 还可与自噬体膜上的

LC3-B 蛋白及泛素化的蛋白形成复合物，在自噬溶

酶体内完成降解[32]。ROS的过度累积，会触发MPTP

开放，导致线粒体膜电位下降，引起 Cyt-C 从线粒
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体释放并进入细胞质中，进而激发 Caspase 的级联

反应并启动细胞线粒体凋亡[33]。Bcl-2 为抗凋亡蛋

白，Bax 为促凋亡蛋白，当接收到凋亡刺激信号后

可转位至线粒体膜上，Bcl-2 和 Bax 可形成二聚体

或多聚体，从而增加细胞线粒体膜的通透性，进一

步激活 Caspase 级联反应，Caspase-3 可通过抑制凋

亡抑制物，从而破坏细胞结构使蛋白丧失功能[34]。

本研究通过 Western blotting 检测自噬相关蛋白和凋

亡相关蛋白的表达，结果显示石蒜碱能够上调

PARKIN、PINK1、LC3-B、Caspase-3、Bax 和 Cyt-

C 蛋白表达，下调 TIM、TOM、p62 和 Bcl-2 蛋白

表达，表明石蒜碱可通过线粒体的氧化损伤介导

MDA-MB-231 细胞的自噬及凋亡。 

 综上，石蒜碱对 MDA-MB-231 细胞具有生长

抑制作用，并可通过调控线粒体氧化损伤介导

MDA-MB-231 细胞的自噬及凋亡。本研究为石蒜碱

抗肿瘤新药的深入研发和临床实践提供理论基础。 
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