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［摘要］　目的：本课题组前期研究发现飞燕草素能显著抑制甲基亚硝基脲（１ｍｅｔｈｙｌ１ｎｉｔｒｏｓｏｕｒｅａ，ＭＮＵ）诱导的大
鼠乳腺癌发生，本研究初步探讨飞燕草素抑制乳腺癌发生的机制。方法：免疫组化染色检测致癌物诱导大鼠乳腺组

织的雌激素受体α（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒα，ＥＲα）水平；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测飞燕草素对乳腺癌ＭＣＦ７细胞的ＥＲα、Ｇ蛋白
偶联雌激素受体（Ｇｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＧＰＥＲ）、Ｎｏｔｃｈ１和１０号染色体缺失的磷酸酶（ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅａｎｄ
ｔｅｎｓｉｎｈｏｍｏｌｏｇｕｅｄｅｌｅｔｅｄｏｎｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ，ＰＴＥＮ）表达情况的影响。结果：飞燕草素干预能明显降低 ＭＮＵ诱导大鼠乳
腺组织ＥＲα的表达，体外实验发现飞燕草素能够抑制ＭＣＦ７细胞ＥＲα、ＧＰＥＲ蛋白及Ｎｏｔｃｈ１蛋白表达水平，同时
还能够提高ＰＴＥＮ蛋白表达水平。结论：飞燕草素能通过抑制ＥＲα、ＧＰＥＲ蛋白表达及调节Ｎｏｔｃｈ１／ＰＴＥＮ信号通路
发挥抑制乳腺癌的作用。
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　　近二十年来，全球乳腺癌的发病率不断上升，成
为很多地区女性最常见的恶性肿瘤，威胁女性的身

心健康［１］。植物化学物抗癌研究成为乳腺癌防治

研究的方向之一［２］。花青素属黄酮类化合物，在植

物中花青素以花色苷的形式存在，具有抗炎、抗氧化

等多种生物学活性，对多种疾病具有防治作用，如肿
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瘤、心血管疾病等［３］。飞燕草素是花青素中常见的

一种单体，生物学活性较强，研究发现飞燕草素能抑

制肿瘤细胞增殖、血管生成和侵袭转移，诱导肿瘤细

胞凋亡，具有抗乳腺癌的作用［４６］。乳腺癌是激素

依赖性肿瘤，雌激素受体表达是乳腺癌内分泌治疗

的一项重要指标。雌激素通过与雌激素受体结合发

挥生理效应。雌激素受体包括核受体和膜受体。雌

激素受体α（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒα，ＥＲα）属核受体，
位于细胞核中，与其配体结合后通过调节下游靶基

因转录发挥作用。乳腺癌内分泌治疗的雌激素替代

疗法就是以ＥＲα作为治疗指标［７］。Ｇ蛋白偶联雌
激素受体 （Ｇ ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＧＰＥＲ）属膜受体，与配体结合后能快速调节细胞内
信号级联反应，在乳腺癌的发生中也发挥着重要作

用［８］。

本课题组前期通过建立甲基亚硝基脲（１ｍｅｔｈ
ｙｌ１ｎｉｔｒｏｓｏｕｒｅａ，ＭＮＵ）诱导的大鼠乳腺癌发生模型，
发现飞燕草素能显著抑制大鼠乳腺癌发生［９］。为

进一步探讨飞燕草素抑制乳腺癌发生的分子机制，

本实验取飞燕草素膳食干预致癌物诱导乳腺癌发生

的大鼠模型乳腺组织，检测大鼠乳腺组织中 ＥＲα
的表达水平，并通过乳腺癌 ＭＣＦ７细胞实验，探索
飞燕草素是否通过调节 ＥＲα和 ＧＰＥＲ的表达而抑
制乳腺癌的发生。另外，ＥＲα对Ｎｏｔｃｈ信号通路有
调节作用［１０］，而 Ｎｏｔｃｈ信号通路在细胞增殖、凋亡
中发挥重要作用，并且通过诱导乳腺癌细胞上皮间

充质转变，促进乳腺癌细胞迁移和侵袭，是促进乳腺

癌发生发展的重要通路之一［１１］。因此，本研究亦尝

试探讨飞燕草素对乳腺癌ＭＣＦ７细胞Ｎｏｔｃｈ信号通
路的影响，为飞燕草素抗乳腺癌的机制探索提供研

究基础。

１　材料与方法

１．１　试剂
飞燕草素（纯度２５％）购于中国大兴安岭林格

贝寒带生物科技股份有限公司。ＥＲα和 ＧＰＥＲ抗
体购自美国Ａｂｃａｍ公司。ＭＮＵ和雌二醇购于美国
Ｓｉｇｍａ公司。
１．２　仪器

主要使用仪器包括日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司的 ＩＸ７１
型倒置荧光相差显微镜；美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司的
Ｂｉｏｆｕｇｅｓｔｒａｔｏｓ台式高速冷冻离心机和 ＮＤ２０００微
量紫外可见光分光光度计；ＢｉｏＲａｄ伯乐公司 ＰＣＲ
仪，石蜡切片仪。

１．３　实验动物
清洁级 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠：４０～５０ｄ，体

重１４０～１６０ｇ，大鼠饲养于ＳＰＦ级动物实验室，常规
饮食，环境湿度保持４０％～５０％，环境温度保持（２２±
２）℃。
１．４　飞燕草素干预大鼠乳腺癌发生模型的建立

动物分组及处理方式：雌性ＳＤ大鼠随机分为３
组：正常对照组１２只；对照组１６只；飞燕草素干预
组１６只。大鼠分组后，适应饲养７ｄ，对照组和飞燕
草素干预组给予 ＭＮＵ注射，正常对照组给予等体
积生理盐水注射。ＭＮＵ临用前，使用含 ０．０５％冰
醋酸的无菌生理盐水配制成１０ｍｇ／ｍＬ的溶液，以
５０ｍｇ／ｋｇ体重的剂量，对大鼠进行单次腹腔注射。
实验过程中，飞燕草素干预组以灌胃方式给予飞燕

草素，灌胃剂量为１００ｍｇ／ｋｇ／ｄ，；对照组和正常对照
组组给予等体积生理盐水灌胃。大鼠每周称重 １
次，自由饮食和饮水。实验结束后，取大鼠乳腺组织

石蜡切片。

１．５　免疫组化染色
乳腺组织石蜡包埋，切片后进行免疫组化染色，

辣根过氧化物酶显色试剂盒进行显色处理，用 ＰＢＳ
缓冲液作为阴性对照，雌激素受体抗体免疫组化染

色后以细胞核呈中等强度棕黄色判定为阳性细胞，

在低倍镜下（×１０）浏览整张切片选择热点区域，用
高倍（×４０）对阳性细胞进行计数，结果表示为阳性
细胞在整张切片中同类型细胞中的百分比。

１．６　细胞培养
人乳腺癌ＭＣＦ７细胞培养在３７℃、５％ ＣＯ２培

养箱中，使用１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基，常规
方法进行传代。实验开始前４ｄ将细胞用ＰＢＳ洗涤
后，改用无酚红ＤＭＥＭ培养液中培养。选择对数生
长期的细胞进行实验。

ＭＣＦ７细胞细胞消化后计数，以５×１０４个／ｍＬ
细胞的密度接种至细胞培养瓶中。待细胞贴壁生长

至８０％左右，以０、１０、２０、４０μＭ飞燕草素作用细胞
２４ｈ后收集细胞，加入细胞裂解液，１２００００×ｇ离
心，取上清液，测定蛋白含量后用于分析。探讨雌二

醇存在时，飞燕草素对乳腺癌 ＭＣＦ７细胞 ＥＲα和
ＧＰＥＲ蛋白表达的影响，加入１×１０－８ｍｏｌ／Ｌ雌二醇
１２ｈ以后，再加入４０μＭ飞燕草素作用ＭＣＦ７细胞
２４ｈ后提取蛋白。
１．７　细胞划痕试验

对数期的ＭＣＦ７细胞以１×１０５／ｍＬ密度接种
于１２孔培养板。细胞生长至７５％密度，分别以０、
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２０、４０μＭ飞燕草素作用细胞，２４ｈ后用２０μＬ枪头
沿线垂直划痕，ＰＢＳ冲洗除去悬浮细胞，加入无血清
培养基，在划痕０、２４ｈ和４８ｈ拍照，每个实验组随
机取５个视野。计算迁移率，计算公式为：迁移率
（％）＝划痕后某时间点测得的无细胞区域面积／划
痕后测得的划痕面积×１００％。
１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测乳腺癌ＭＣＦ７细胞ＥＲα、
ＧＰＥＲ、Ｎｏｔｃｈ１和 ＰＴＥＮ蛋白表达
　　调节蛋白样品浓度，保证每个样品上样量为３５
μｇ。采用聚丙烯酰胺凝胶电泳进行蛋白分离，半干
电转膜仪转膜，ＢＳＡ封闭非特异结合位点，ＥＲα和
ＧＰＥＲ抗体４℃孵育过夜；二抗孵育后，化学试剂显
色发光，采用多功能成像系统进行曝光。

１．９　荧光实时定量 ＰＣＲ（ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲｅａｌＴｉｍｅ
ＰＣＲ，ｑＲＴＰＣＲ）检测ＥＲα和ＧＰＥＲｍＲＮＡ水平
　　飞燕草素作用乳腺癌ＭＣＦ７细胞４８ｈ后，收集
细胞，Ｔｒｉｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ，反转录为 ｃＤＮＡ。ＲＴ
ｑＰＣＲ方法检测ＥＲα和ＧＰＥＲｍＲＮＡ水平。采用ΔΔＣｔ
法进行相对定量。调节样品 ｃＤＮＡ浓度后，加入
４μｇｃＤＮＡ、１２．５μＬＳＹＢＲ混合物和１μＬ引物组
成２５μＬ反应体系。首先在９５℃下变性１０ｍｉｎ，并
进行３０个循环的扩增（９５℃１５ｓ，６０℃ １ｍｉｎ）。按
体系进行反应，各基因分别设３孔平行。采用结果
进行分析统计，将 ＧＡＰＤＨ作为内参照的基因。所

用的引物见表１。

表１　ｑＰＣＲ引物序列
Ｔａｂｌｅ１．ＳｅｑｕｅｎｃｅｏｆｑＰＣＲＰｒｉｍｅｒ

Ｔａｒｇｅｔ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’３’）

ＥＲα Ｓｅｎｓｅ：ＣＧＣＴＡＣＴＧＴＧＣＡＧＴＧＴＧＣＡＡＴ
Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：ＣＣＴＣＡＣＡＧＧＡＣＣＡＧＡＣＴＣＣＡＴＡＡ

ＧＰＥＲ Ｓｅｎｓｅ：ＴＣＡＣＧＧＧＣＣＡＣＡＴＴＧＴＣＡＡＣＣＴＣ
Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：ＧＣＴＧＡＡＣＣＴＣＡＣＡＴＣＴＧＡＣＴＧＣＴＣ

１．１０　数据统计学处理方法
数据用均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采用 ＳＰＳＳ

２１．０软件进行单因素方差分析，率的比较采用 χ２

检验，组间比较采用 ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计
学意义。

２　结　果

２．１　飞燕草素对乳腺癌组织雌激素受体表达的影响
实验采用免疫组化方法检测大鼠乳腺组织ＥＲ

α表达。结果发现正常对照组、对照组和飞燕草素
干预组大鼠乳腺组织ＥＲα均有阳性表达。与正常
对照组比较，ＭＮＵ致癌组大鼠乳腺组织 ＥＲα表达
显著增高（Ｐ＜０．０１），飞燕草素干预大鼠能明显降
低大鼠乳腺组织ＥＲα的表达（Ｐ＜０．０１）。

图１　飞燕草素对致癌物诱导大鼠乳腺组织ＥＲα表达的影响 （×４００）
Ｆｉｇｕｒｅ１．ＥｆｆｅｃｔｏｆＤｅｌｐｈｉｎｉｄｉｎｏｎＥＲαＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＢｒｅａｓｔＴｉｓｓｕｅｓｏｆＭＮＵＩｎｄｕｃｅｄＲａｔｓ（×４０）

Ｃｏｍｐａｒｅｗｉｔｈｔｈｅｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０１；Ｃｏｍｐａｒｅｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜０．０１．

２．２　飞燕草素对乳腺癌细胞 ＭＣＦ７迁移能力的
影响

　　划痕试验结果显示，２４ｈ时，４０μＭ飞燕草素作

用后细胞划痕面积明显高于０μＭ和２０μＭ飞燕草
素作用后的细胞（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５）；４８ｈ时，４０
μＭ飞燕草素作用后细胞划痕面积明显高于０μＭ
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和２０μＭ飞燕草素作用后的细胞（Ｐ＜０．０１）。结
果表明 ４０μＭ飞燕草素作用细胞后，能显著抑制

ＭＣＦ７细胞的迁移能力（图 ２），提示飞燕草素对
ＭＣＦ７细胞的迁移能力具有抑制作用。

图２　飞燕草素对ＭＣＦ７细胞迁移的影响
Ｆｉｇｕｒｅ２．ＥｆｆｅｃｔｏｆＤｅｌｐｈｉｎｉｄｉｎｏｎＭｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＢｒｅａｓｔＣａｎｃｅｒＣｅｌｌＭＣＦ７
Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ０μＭｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ２０μＭｇｒｏｕｐ．

２．３　飞燕草素对乳腺癌 ＭＣＦ７细胞 ＥＲα和
ＧＰＥＲ蛋白表达的影响
　　根据ＣＣＫ８预实验，实验采用０、１０、２０、４０μＭ
飞燕草素作用乳腺癌ＭＣＦ７细胞，通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测飞燕草素对乳腺癌 ＭＣＦ７细胞 ＥＲα和 ＧＰＥＲ
蛋白表达的影响。由图３可见，飞燕草素能明显降
低ＭＣＦ７细胞ＥＲα和ＧＰＥＲ蛋白表达水平。ｑＲＴ
ＰＣＲ结果也显示，飞燕草素能显著降低ＭＣＦ７细胞
中ＥＲα和ＧＰＥＲｍＲＮＡ水平（Ｐ＜０．０１）（图４，图
５）。

图３　飞燕草素对乳腺癌ＭＣＦ７细胞ＥＲα和ＧＰＥＲ蛋白
表达的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３．ＥｆｆｅｃｔｏｆＤｅｌｐｈｉｎｉｄｉｎｏｎＥＲαａｎｄＧＰＥＲＥｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＢｒｅａｓｔＣａｎｃｅｒＭＣＦ７Ｃｅｌｌｓ

２．４　雌二醇存在条件下飞燕草素对乳腺癌 ＭＣＦ７
细胞ＥＲα和ＧＰＥＲ蛋白表达的影响
　　为了进一步探讨飞燕草素对 ＥＲα和 ＥＰＥＲ蛋
白表达是否与雌激素有关。实验在飞燕草素作用

ＭＣＦ７细胞以前，在培养液中加入１×１０－８ｍｏｌ／Ｌ雌
二醇，再检测 ＥＲα和 ＥＰＥＲ蛋白表达。由图６可
见，雌二醇作用后的 ＭＣＦ７细胞，４０μＭ飞燕草素

仍能降低 ＥＲα和 ＥＰＥＲ蛋白表达水平，提示飞燕
草素在雌二醇环境下仍能抑制 ＥＲα和 ＥＰＥＲ蛋白
表达。

图４　飞燕草素对乳腺癌ＭＣＦ７细胞 ＥＲαｍＲＮＡ水平的
影响

Ｆｉｇｕｒｅ４．ＥｆｆｅｃｔｏｆＤｅｌｐｈｉｎｉｄｉｎｏｎｔｈｅｍＲＮＡＬｅｖｅｌｏｆＥＲα
ｉｎＢｒｅａｓｔＣａｎｃｅｒＭＣＦ７Ｃｅｌｌｓ

图５　飞燕草素对乳腺癌ＭＣＦ７细胞ＧＰＥＲｍＲＮＡ水平的
影响

Ｆｉｇｕｒｅ５．ＥｆｆｅｃｔｏｆＤｅｌｐｈｉｎｉｄｉｎｏｎｔｈｅｍＲＮＡＬｅｖｅｌｏｆ
ＧＰＥＲｉｎＢｒｅａｓｔＣａｎｃｅｒＭＣＦ７Ｃｅｌｌｓ
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图６　雌二醇环境下飞燕草素对乳腺癌 ＭＣＦ７细胞 ＥＲα
和ＥＰＥＲ蛋白表达的影响
Ｆｉｇｕｒｅ６．ＥｆｆｅｃｔｏｆＤｅｌｐｈｉｎｉｄｉｎｏｎＥＲαａｎｄＥＰＥＲＥｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎｉｎＢｒｅａｓｔＣａｎｃｅｒＣｅｌｌｓＭＣＦ７ａｆｔｅｒＥｓｔｒａｄｉｏｌＴｒｅａｔ
ｍｅｎｔ

２．５　飞燕草素对乳腺癌 ＭＣＦ７细胞 Ｎｏｔｃｈ１／
ＰＴＥＮ信号通路的影响
　　飞燕草素作用乳腺癌 ＭＣＦ７细胞２４ｈ后检测
飞燕草素对 Ｎｏｔｃｈ通路的 Ｎｏｔｃｈ１和 ＰＴＥＮ蛋白表
达的影响。由ＷＢ实验结果（图７）可见，２０μＭ和
４０μＭ飞燕草素作用乳腺癌ＭＣＦ７细胞能显著降低
细胞Ｎｏｔｃｈ１蛋白表达，提高ＰＴＥＮ蛋白表达水平。

图７　飞燕草素对乳腺癌ＭＣＦ７细胞Ｎｏｔｃｈ通路的影响
Ｆｉｇｕｒｅ７．ＥｆｆｅｃｔｏｆＤｅｌｐｈｉｎｉｄｉｎｏｎＮｏｔｃｈＰａｔｈｗａｙｏｆＢｒｅａｓｔ
ＣａｎｃｅｒＣｅｌｌＭＣＦ７

３　讨　论

雌激素在体内与雌激素受体结合，发生雌激素

受体二聚化后，与靶基因的雌激素反应元件结合，继

而激活 Ｎｏｔｃｈ、ＭＡＰＫ、ＰＩ３Ｋ和 ＪＮＫ等信号转导通
路，促进细胞生长和增殖，抑制细胞凋亡，促进乳腺

癌的发生［１２］。人工合成的纯雌激素拮抗剂氟维司

群就是利用其可与 ＥＲα结合的能力，阻断雌激素
受体的信号途径，而成为抗乳腺癌的药物［１３］。

ＧＰＥＲ是一种新型雌激素受体，能够在多种乳腺癌
细胞中介导雌激素效应，促进乳腺癌细胞增殖，研究

ＧＰＥＲ与乳腺癌内分泌治疗有关［１４］。有研究报道

海南蒲桃（ＳｙｚｙｇｉｕｍｃｕｍｉｎｉＬ，即印度称为 ｊａｍｕｎ的
浆果）富含花色苷，能抑制雌激素诱导的大鼠乳腺

癌发生，并能降低 ＥＲα蛋白表达水平［１５］。本课题

组前期研究发现飞燕草素能显著抑制致癌物诱导的

大鼠乳腺癌发生［９］。在本研究中，我们发现飞燕草

素能抑制大鼠乳腺组织内 ＥＲα水平的升高，细胞
实验也证实飞燕草素能明显降低乳腺癌 ＭＣＦ７细
胞ＥＲα和 ＧＰＥＲ的蛋白表达水平，提示飞燕草素
作用于雌激素受体通路可能是其发挥抑制乳腺癌作

用的机制之一。

研究发现，Ｎｏｔｃｈ信号通路异常在肿瘤的发生
发展中发挥重要作用，而雌激素可通过 Ｎｏｔｃｈ信号
通路调节乳腺癌血管的生成，促进乳腺癌生长，阻断

Ｎｏｔｃｈ信号通路的表达或可成为肿瘤治疗的新方
向［１６］。研究证实抑制乳腺癌细胞中的 Ｎｏｔｃｈ１通
路，能降低其下游蛋白的表达，从而有效地抑制细胞

增殖并促进细胞凋亡［１７］。抑癌基因 ＰＴＥＮ可通过
促进乳腺癌细胞的凋亡、抑制肿瘤细胞迁移、抑制肿

瘤血管生成等途径，阻遏抑制乳腺癌发生发展［１８］。

研究发现激活 Ｎｏｔｃｈ信号通路引起 ＰＴＥＮ蛋白表达
下调是乳腺癌干细胞发生耐药的重要分子机制，抑

制Ｎｏｔｃｈ１，促进 ＰＴＥＮ的表达，可以提高乳腺癌干
细胞对药物敏感性［１９］。我们实验发现飞燕草素能

明显降低乳腺癌ＭＣＦ７细胞Ｎｏｔｃｈ１蛋白表达，提高
ＰＴＥＮ蛋白表达水平。结果提示飞燕草素可能通过
雌激素受体，调节 Ｎｏｔｃｈ１／ＰＴＥＮ信号通路，从而发
挥抑制乳腺癌的作用。

综上所述，本研究初步发现飞燕草素能抑制致

癌物诱导大鼠乳腺癌组织 ＥＲα的表达增高，对乳
腺癌ＭＣＦ７细胞ＥＲα和ＧＰＥＲ的蛋白表达具有抑
制作用，进一步发现飞燕草素能调节乳腺癌 ＭＣＦ７
细胞Ｎｏｔｃｈ１／ＰＴＥＮ信号通路。飞燕草素是否通过
ＥＲα调节 Ｎｏｔｃｈ１／ＰＴＥＮ信号通路，还需要进一步
实验证实。
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