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　　［摘要］　目的　观察莲心碱作用于乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１后，自噬表型的变化，初步论证莲心
碱对乳腺癌细胞ＭＤＡＭＢ２３１自噬功能的调控作用。方法　透射电子显微镜观察莲心碱处理后ＭＤＡ
ＭＢ２３１的亚细胞结构变化，激光共聚焦显微镜观察 ｐＥＧＦＰＬＣ３或 ｐｔｆＬＣ３（ｍＲＦＰＥＧＦＰＬＣ３）转染后自
噬小体的形成和自噬流的变化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测自噬相关蛋白 ＬＣ３Ｂ，ＳＱＳＴＭ１／ｐ６２，Ｂｅｃｌｉｎ１的表达，以
及论证自噬流的变化。结果　透射电镜显示，与对照组比较，莲心碱处理后 ＭＤＡＭＢ２３１细胞内有较
多自噬空泡出现，部分分裂的线粒体，但未见到高密度的嗜锇性的自噬溶酶体结构；ＥＧＦＰＬＣ３转染后，
莲心碱组自噬体数量显著多于对照组（Ｐ＜０．０１）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测到自噬相关蛋白ＬＣ３ＢⅡ，ＳＱＳＴＭ１／
ｐ６２表达呈现量效性和时效性的增多［２０μｍｏｌ／Ｌ组或２４ｈ组与对照组比较（Ｐ＜０．０１）］，Ｂｅｃｌｉｎ１未见
显著变化［２０μｍｏｌ／Ｌ组与对照组比较（Ｐ＞０．０５）］；ｍＲＦＰＥＧＦＰＬＣ３转染后，对照组可见少量自噬体
和自噬溶酶体，莲心碱和 ＢａｆｉｌｏｍｙｃｉｎＡ１处理组均可见大量自噬体结构，未见显著自噬溶酶体结构；
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ证实莲心碱处理后增多的ＬＣ３ＢⅡ不受ＢａｆｉｌｏｍｙｃｉｎＡ１预处理的影响［莲心碱组 ＬＣ３ＢⅡ，
ＳＱＳＴＭ１／ｐ６２蛋白水平与ＢａｆｉｌｏｍｙｃｉｎＡ１预处理加莲心碱组比较（Ｐ＞０．０５）］。结论　莲心碱抑制自噬
小体成熟，阻断乳腺癌细胞ＭＤＡＭＢ２３１自噬降解作用。
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　　乳腺癌（ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ）对于女性人群而言是一种
最为普遍和致命性的恶性肿瘤，全球每年罹患乳腺癌

的女性大约有１３０万人，因乳腺癌死亡的约有４６．５万
人［１］，死亡率高居所有类型恶性肿瘤的第 ２位［２］。

ＭＤＡＭＢ２３１细胞系属雌激素，孕激素，生长因子受体
均阴性的三阴性乳腺癌，具有很高的恶性程度［３］。

　　自噬（ａｕｔｏｐｈａｇｙ）是一种真核细胞内包裹损伤的
细胞器，异常功能的蛋白体和侵入性病原体等，并运送

至溶酶体内进行降解的过程［４］。普遍认为，自噬是一

种细胞保护反应机制，但是也有人认为存在自噬性的

死亡［５］。近年来，随着对自噬功能及其调控机制的深

入研究，越来越多的证据显示，自噬对肿瘤的发生、发

展，以及肿瘤化疗放疗发挥有重要的影响。然而，在肿

瘤治疗过程中，自噬仍然是一把双刃剑［６］。一方面，

对于正常组织细胞而言，长期的自噬缺乏或缺陷会导

致肿瘤的发生；另一方面，对肿瘤组织而言，自噬是其

耐受传统化疗放疗手段，维持其在缺血缺氧等应激环

境中活性的重要因素［７］。尽管如此，自噬抑制剂在肿

瘤化疗中的地位在逐渐显现，包括 ＦＤＡ批准的氯喹
（ｃｈｌｏｒｏｑｕｉｎｅ，ＣＱ）及羟基氯喹（ｈｙｄｒｏｘｙｃｈｌｏｒｏｑｕｉｎｅ，
ＨＣＱ）已经进入临床研究并且取得了显著地联合化疗
效果［８］。因此，从天然植物中研究和开发新型自噬抑

制剂，深入研究抗乳腺癌作用的分子机制和可能的作

用靶点，具有极其重要的临床意义。

　　莲心碱（ｌｉｅｎｓｉｎｉｎｅ）是一种来源于睡莲莲属植物
（ＮｅｌｕｍｂｏＮｕｃｉｆｅｒａＧａｅｒｔｎ）成熟种子胚芽的双苄基异喹
啉类生物碱，具有抗心律失常及高血压的药理作

用［９］。其同源性结构化合物甲基莲心碱（ｎｅｆｅｒｉｎｅ），在
抗白血病，逆转肿瘤细胞多药耐药性等方面有大量报

道，但莲心碱在抗肿瘤中的作用及其分子机制还少见

报道［１０］。通过前期研究，我们观察到莲心碱对乳腺癌

细胞ＭＤＡＭＢ２３１自噬作用有显著影响。本研究旨
在论证莲心碱对乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１自噬功能
的调控作用。

１　材料与方法

１．１　实验材料
　　ＭＤＡＭＢ２３１细胞采购于 ＡＴＣＣ；ＤＭＥＭ培养基、
胰蛋白酶和胎牛血清均购于美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；
ＥＧＦＰＬＣ３，ｔｆＬＣ３质粒来源于 Ａｄｄｇｅｎｅ；质粒提取试剂
盒 ＥｎｄｏｆｒｅｅＰｌａｓｍｉｄＭｉｎｉＫｉｔ采购自 ＯＭＥＧＡ公司；
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００转染试剂盒购于 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；
ＳＱＳＴＭ１／ｐ６２抗体购于 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司，ＡｎｔｉＢｅｃ
ｌｉｎ１与ＡｎｔｉＬＣ３Ｂ抗体采购于Ｓｉｇｍａ公司，βａｃｔｉｎ抗体
采购于 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，ＧｏａｔａｎｔｉＲａｂｂｉｔＩｇＧ采购于
ＫＰＬ公司；莲心碱对照品采购于成都曼斯特生物科技
有限公司，ＢａｆｉｌｏｍｙｃｉｎＡ１采购于 Ｃａｙｍａｎ公司，ＤＭＳＯ
采购于Ｓｉｇｍａ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养ＭＤＡＭＢ２３１细胞用ＤＭＥＭ完全培
养基（１０％胎牛血清）于３７℃、５％ ＣＯ２、饱和湿度培养
箱培养，隔日传代。

１．２．２　　透射电镜检查 ＭＤＡＭＢ２３１细胞经莲心碱
２０μｍｏｌ／Ｌ或溶媒 ＤＭＳＯ处理２４ｈ后，ＴｒｙｐｓｉｎＥＤＴＡ
消化下细胞，冰 ＰＢＳ洗涤２次，用４℃预冷的２．５％戊
二醛固定细胞过夜，２％锇酸后固定，系列乙醇丙酮脱
水，环氧树脂包埋，制作切片后用电子显微镜（Ｈｉｔａｃｈｉ
７５００）８０ｋＶ下观察。
１．２．３　质粒提取、转染及激光共聚焦显微镜观察　　携
带质粒的大肠杆菌在加入相应抗性抗生素（ｋａｎａｍｙｃｉｎｏｒ
ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ）的液体ＬＢ培养基中过夜培养，按照Ｅｎｄｏｆｒｅｅ
ＰｌａｓｍｉｄＭｉｎｉＫｉｔ试剂盒说明书进行提取纯化质粒，
－２０℃长期保存待转染。ＭＤＡＭＢ２３１细胞 １×
１０４个／孔铺于预置有细胞爬片（Ｎｅｓｔ）的 ２４孔板
（Ｃｏｒｎｉｎｇ）内，贴壁２４ｈ后按 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００说明
书进行转染，转染２４ｈ后更换新鲜完全ＤＭＥＭ培养基
并加入莲心碱２０μｍｏｌ／Ｌ，ＢａｆｉｌｏｍｙｃｉｎＡ１２５ｎｍｏｌ／Ｌ或
溶媒ＤＭＳＯ处理２４ｈ后 ＰＢＳ洗涤，固定后，在激光共
聚焦显微镜（Ｚｅｉｓｓ）下观察自噬空泡情况。
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１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　ＭＤＡＭＢ２３１细胞处理
后，提取总蛋白并测定蛋白浓度（碧云天 ＢＣＡ蛋白浓
度测定试剂盒增强型），行１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，电转
３ｈ至 ＰＶＤＦ膜，５％ 脱脂奶粉封闭３０ｍｉｎ，ＳＱＳＴＭ１／
ｐ６２，ＡｎｔｉＢｅｃｌｉｎ１，ＡｎｔｉＬＣ３Ｂ抗体均 １∶１０００稀释后
４℃摇床上孵育过夜，ＴＢＳＴ洗涤一抗后，ＧｏａｔａｎｔｉＲａｂ
ｂｉｔＩｇＧ二抗１∶２００００室温下孵育２ｈ，洗涤后显影并
分析结果。

１．３　数据分析
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果采用ＱｕａｌｉｔｙＯｎｅ软件分析，共聚
焦图像采用 ＩｍａｇｅＪ处理并统计计数，数据以 珋ｘ±ｓ表
示，采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件处理。结果采用Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ
ｔ检验。

２　结果

２．１　莲心碱对乳腺癌细胞超微的影响
　　透射电镜结果显示，ＤＭＳＯ处理组细胞内结构清
晰（图１Ａ），细胞核内常染色质较多，异染色质少，有
多个大核仁，形态不规则。细胞内无退变的细胞器，细

胞基质密度均匀。细胞表面微绒毛细长且密集。莲心

碱处理组（图１Ｂ）细胞核与对照组没有显著差异，细胞
质内出现较多含有内容物的双层膜空泡结构，内质网

略微肿胀，线粒体出现较多断裂，有部分损伤的线粒体

被双层膜包裹，但未见高密度的嗜锇性空泡。

２．２　莲心碱对乳腺癌细胞内ＥＧＦＰＬＣ３形态的影响
　　ＤＭＳＯ处理组（图２Ａ）ＥＧＦＰＬＣ３呈现全细胞弥散

状，光亮强度均匀，部分细胞呈现少量的绿色荧光团。

莲心碱处理组（图２Ｂ）出现明显的绿色荧光光团，数量
较多，主要分布于细胞核周围。对照组（４．００±２．３１）
与莲心碱处理组（３２．７０±６．３２）的绿色荧光光团数量
有显著统计学差异（Ｐ＜０．０１）。

!" !# !" !#

Ａ：对照组；Ｂ：莲心碱组
图２　激光共聚焦显微镜观察莲心碱处理后ＥＧＦＰＬＣ３荧光团

２．３　莲心碱对乳腺癌细胞 ＬＣ３Ｂ，ＳＱＳＴＭ１／ｐ６２，Ｂｅｃ
ｌｉｎ１等表达的影响

　　ＬＣ３Ｂ是自噬空泡膜的结构蛋白，在自噬空泡膜
延伸过程中由 ＬＣ３ＢⅠ转变为 ＬＣ３ＢⅡ；Ｂｅｃｌｉｎ１在自
噬发生过程中常表现为高表达，是自噬发生的关键蛋

白之一；ＳＱＳＴＭ１／ｐ６２作为自噬反应的底物蛋白，可以
反映自噬流的情况，是观察自噬情况的重要指标。通

过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示，经由莲心碱处理后，ＭＤＡ
ＭＢ２３１细胞中 ＳＱＳＴＭ１／ｐ６２和 ＬＣ３ＢⅡ蛋白表达显
著增加，呈明显的量效和时效关系（图３Ａ、Ｃ），但 Ｂｅｃ
ｌｉｎ１的表达未见显著性变化（图３Ｂ、Ｄ）。
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Ａ：对照组；Ｂ：莲心碱组
图１　透射电镜观察ＭＤＡＭＢ２３１细胞超微结构变化
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Ａ：不同浓度的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　１：对照组；２：５μｍｏｌ／Ｌ组；３：１０μｍｏｌ／Ｌ组；４：２０μｍｏｌ／Ｌ组；Ｂ：半定量分
析结果　ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；Ｃ：不同作用时间的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　１：对照组；２：６ｈ组；３：１２ｈ组；
４：２４ｈ组；Ｄ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测莲心碱对自噬相关蛋白的影响
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２．４　莲心碱对乳腺癌细胞自噬流的影响
　　绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）是一种对偏酸性环境敏感的
荧光蛋白，尤其是在 ｐＨ＜５的晚期内涵体或溶酶体
中，ＧＦＰ会迅速淬灭，红色荧光蛋白（ＲＦＰ）则耐受低
ｐＨ环境。因此，当自噬空泡体与溶酶体或晚期内涵体
融合之后，ｍＲＦＰＥＧＦＰＬＣ３上的绿色荧光会迅速淬
灭，只剩下红色荧光。当对细胞处理之后，出现红色荧

光团的增多，说明自噬空泡与溶酶体等融合正常。当

出现显著增多的黄色荧光光团时说明自噬空泡与溶酶

体等融合受到了干扰，或者形成了 ｐＨ被扰乱的自噬
溶酶体结构，自噬过程被阻断在降解阶段。通过激光

共聚焦显示（图４），对照组可见少部分的红色荧光团，
莲心碱处理组呈现较多的黄色荧光光团，阳性对照药

物ＢａｆｉｌｏｍｙｃｉｎＡ１是溶酶体膜上 Ｈ＋ＡＴＰａｓｅ阻断剂，
可有效升高溶酶体腔内ｐＨ，扰乱自噬空泡与溶酶体的
融合。ＢａｆｉｌｏｍｙｃｉｎＡ１处理后出现与莲心碱相似的大量
黄色荧光团。进一步用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测经Ｂａｆｉｌｏｍｙｃｉｎ
Ａ１预处理１ｈ后，莲心碱对ＭＤＡＭＢ２３１细胞中ＬＣ３Ｂ
和ＳＱＳＴＭ１／ｐ６２表达的影响。由图５Ａ所示，Ｂａｆｉｌｏｍｙｃｉ
ｎＡ１预处理后，并没有改变莲心碱处理后的 ＬＣ３ＢⅡ和
ＳＱＳＴＭ１／ｐ６２水平（图５Ｂ），说明了莲心碱与Ｂａｆｉｌｏｍｙｃｉｎ
Ａ１对ＭＤＡＭＢ２３１细胞作用效果的一致性。
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图４　激光共聚焦显微镜观察ｔｆＬＣ３质粒转染后自噬流变化
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　１：对照组；２：莲心碱组；
３：ＢａｆｉｌｏｍｙｃｉｎＡ１组；４：ＢａｆｉｌｏｍｙｃｉｎＡ１预处理 ＋莲心
碱组；Ｂ：半定量分析结果

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测经 ＢａｆｉｌｏｍｙｃｉｎＡ１预处理后莲心
碱对乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１细胞中 ＬＣ３ＢⅡ和
ｐ６２表达的影响

３　讨论

　　乳腺癌是我国女性发病率和死亡率较高的恶性肿
瘤。文献［１１－１２］报道显示，乳腺癌化疗可以从多个
方面入手影响乳腺癌的发展、侵袭和转移能力。自噬

是细胞内维持稳态的过程［１３］。通常认为，自噬与肿瘤

的发展侵袭有相关，并且与肿瘤细胞的化疗耐受有关。

自噬抑制剂与传统化疗药物协同作用的化疗策略在临

床试验上已证实了其显著效果，但现阶段批准上市的

自噬抑制剂只有氯喹（ｃｈｌｏｒｏｑｕｉｎｅ，ＣＱ）及羟基氯喹
（ｈｙｄｒｏｘｙｃｈｌｏｒｏｑｕｉｎｅ，ＨＣＱ）。新型自噬抑制剂的开发
具有广阔的研究前景。现阶段开发的自噬抑制剂可以

作用于自噬的各个靶点，包括抑制自噬起始阶段：

３ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ（３ＭＡ），Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ，ＬＹ２９４００２等；抑
制自噬空泡转运过程：紫杉醇（ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ），长春新碱
（ｖｉｎｃｒｉｓｔｉｎｅ）等；干扰溶酶体功能及降解能力：Ｂａｆｉｌｏ
ｍｙｃｉｎＡ１，Ｃｈｌｏｒｏｑｕｉｎｅ，Ｈｙｄｒｏｘｙｃｈｌｏｒｏｑｕｉｎｅ，ｐｅｐｓｔａｔｉｎＡ，
ｍｏｎｅｎｓｉｎ等［１４］。文献［１５］报道，作用于降解阶段的自
噬抑制剂与化疗药物协同作用比作用于起始阶段的显

著。因此，开发作用于自噬降解的抑制剂，并寻找其特

异性的作用靶点，对自噬抑制剂的临床应用有重要

意义。

　　莲心碱作为一种中药（莲心）中生物碱成分，其主
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要药理作用为抗心律失常及高血压，本研究通过电子

显微镜、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、激光共聚焦显微镜等技术研究表
明莲心碱对乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１，具有扰乱自噬
空泡与溶酶体的融合，干扰乳腺癌细胞自噬降解的作

用，与文献［１６］的研究有互补作用。本研究显示莲心
碱干扰乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１自噬降解，抑制自噬
小体的成熟。其作用机制与 ＢａｆｉｌｏｍｙｃｉｎＡ１相似，但
作用于自噬小体成熟阶段的靶点众多，文献［１７］报
道，扰乱溶酶体腔内ｐＨ，扰乱微观蛋白功能，抑制溶酶
体内水解酶活性，干扰自噬小体与溶酶体融合的关键

蛋白复合物如 ＨＯＰＳ，ＳＮＡＲＥ等都可能影响自噬小体
的成熟。莲心碱作为一种酚性类生物碱，药理活性广

泛，由于本身具有弱碱性特性，考虑其自噬抑制机制可

能来源于升高了溶酶体腔内的 ｐＨ或者影响了关键融
合机制的蛋白活性。本研究主要是对莲心碱的自噬抑

制效果做了初步探讨，莲心碱作为具有食物和中药源

性的天然产物，其有效活性结构对于新型自噬抑制剂

的开发研究具有重要指导意义。尽管如此，对于莲心

碱抑制自噬降解的作用是否具有普遍性，以及其具体

作用机制，我们还需要进一步深入研究。
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