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17-羟-岩大戟内酯B对人三阴性乳腺癌细胞增殖和凋亡的影响 Δ
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摘 要 目的 研究狼毒大戟活性成分17-羟-岩大戟内酯B（HJB）对人三阴性乳腺癌（TNBC）细胞MDA-MB-231、MDA-MB-468

增殖及凋亡的影响。方法 用0（空白对照）、5、10、20、40、80 μmol/L的 HJB分别处理MDA-MB-231、MDA-MB-468细胞24、48、72 

h，采用MTT法检测各组细胞的增殖抑制率。以0（空白对照）、10、20、40 μmol/L的HJB作用于上述2种细胞24 h后，采用激光共

聚焦显微镜和流式细胞术检测细胞的凋亡情况和线粒体膜电位、活性氧水平的变化情况，并采用Western blot法检测B细胞淋巴

瘤2（Bcl-2）、Bcl-2相关X蛋白（Bax）、细胞色素C（Cyt-C）、胱天蛋白酶3（caspase-3）、活化的 caspase-3（cleaved caspase-3）、caspase-

9、cleaved caspase-9蛋白的表达水平。结果 与空白对照相比，5、10、20、40、80 μmol/L的HJB均可显著升高MDA-MB-231、MDA-

MB-468细胞的增殖抑制率（P＜0.05），且有浓度和时间依赖趋势。10、20、40 μmol/L的HJB作用24 h后，2种细胞凋亡增多，总凋

亡率均显著升高（P＜0.05）；线粒体膜电位均显著降低（P＜0.05）；活性氧水平均显著升高（P＜0.05）；Bcl-2、caspase-3、caspase-9蛋白

的表达均显著下调（P＜0.05），Cyt-C、Bax、cleaved caspase-3、cleaved caspase-9蛋白的表达均显著上调（P＜0.05）。结论 HJB 对

MDA-MB-231、MDA-MB-468细胞的增殖具有抑制作用，并可诱导其凋亡。
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Study on the effects of 17-hydroxy-jolkinolide B on the proliferation and apoptosis of human triple-

negative breast cancer cells
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ABSTRACT OBJECTIVE To study the effects of the active component 17-hydroxy-jolkinolide B （HJB） of Euphorbia 

fischeriana on the proliferation and apoptosis of human triple-negative breast cancers （TNBC） MDA-MB-231 and MDA-MB-468 

cells. METHODS MTT assay was adopted to detect the inhibitory rate of MDA-MB-231 and MDA-MB-468 cells proliferation after 

treated with 0 （blank control），5，10，20，40，80 μmol/L HJB for 24， 48 and 72 h. Laser confocal microscope and flow cytometry 

were adopted to detect the apoptosis， mitochondrial membrane potential（MMP） and reactive oxygen species （ROS） of above 2 

kinds of cells after treated with 0 （blank control）， 10，20，40 μmol/L HJB for 24 h. Western blot assay was used to detect the 

expressions of B cell lymphoma-2 （Bcl-2）， Bcl-2-associated X protein （Bax）， cytochrome-C （Cyt-C）， caspase-3， cleaved caspase-

3， caspase-9 and cleaved caspase-9. RESULTS Compared with blank control group， 5，10，20，40，80 μmol/L HJB could 

significantly increase the inhibitory rate of MDA-MB-231 and MDA-MB-468 cells proliferation （P＜0.05）， in dose- and time-

dependent trend. After 24 h treatment of HJB （10，20，40 μmol/L）， the apoptosis of above 2 kinds of cells increased， and the total 

apoptotic rate increased significantly （P＜0.05）； the mitochondrial membrane potential decreased significantly （P＜0.05）； the level 

of ROS increased significantly （P＜0.05）； the protein expressions of Bcl-2， caspase-3 and caspase-9 were decreased significantly （P＜

0.05）， while the protein expressions of Cyt-C， Bax， cleaved caspase-3 and cleaved caspase-9 were increased significantly （P＜0.05）. 
CONCLUSIONS HJB can inhibit the proliferation of MDA-MB-

231 and MDA-MB-468 cells， and induce their apoptosis.
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oxygen species

Δ 基金项目 国家自然科学基金资助项目（No.81903865）；齐齐哈

尔市科技计划联合引导项目（No.LHYD-202003）；黑龙江省大学生创

新创业训练计划项目（No.X202211230021）

＊第一作者 硕士研究生。研究方向：药效评价及体内过程分析。

E-mail：1609896288@qq.com

# 通信作者 副教授，硕士生导师，博士。研究方向：药物抗肿瘤作

用。E-mail：hancuicui-1234@163.com



· 1416 ·  China Pharmacy  2023 Vol. 34  No. 12 中国药房  2023年第34卷第12期

近年来，乳腺癌的发病率持续上升，已成为世界第

一大癌[1]。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，在所有乳腺癌病理类型中占

12%～20%，具有发病年龄小、复发率和远端转移率高的

特点，为高侵袭性乳腺癌亚型[2―3]。由于临床治疗缺乏

靶向性，常规内分泌治疗效果欠佳，故TNBC的治疗难

度大，患者的生存率较低[4―6]。因此，发现有效抑制

TNBC复发转移的药物、降低患者病死率成为临床亟待

解决的问题。

中药抗肿瘤具有悠久的历史，狼毒大戟 Euphorbia 

fischeriana Steud.是我国东北地区的传统多年生草本植

物，为中药狼毒的基原植物，可用于水肿、腹水、肺结核

和癌症的治疗[7―8]。相关基础研究证实，该药材中的狼

毒素、狼毒素 A、狼毒素 C 等成分可诱导 TNBC 细胞

MDA-MB-231凋亡并抑制其增殖，且以狼毒素A的抑制

作用最强[9―10]。研究指出，二萜类化合物是狼毒大戟的

主要活性成分[11]，其中17-羟-岩大戟内酯B（17-hydroxy-

jolkinolide B，HJB）对人肝癌HepG 2细胞、乳腺癌MCF-

7细胞、胃癌 SGC-7901细胞、胃癌MGC-803细胞、宫颈

癌HeLa细胞、TNBC细胞等多种肿瘤细胞均具有较好的

抑制作用，并可通过启动线粒体途径来诱导人胶质瘤

U251细胞凋亡[12―13]，但对TNBC细胞的作用机制尚不明

确。基于此，本研究以人 TNBC 细胞为对象，观察 HJB

对该细胞增殖和凋亡的影响，并初步探讨其发挥抗癌作

用的相关机制，旨在为优化 TNBC 的临床治疗提供依

据，为进一步挖掘传统中药狼毒抗肿瘤作用的物质基础

及具体机制提供参考。

1　材料

1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器包括 311型 CO2恒温培养箱

（美国 Thermo Fisher Scientific 公司），Axio Observer A1

型倒置显微镜、LSM710 型激光共聚焦显微镜（德国

Zeiss公司），Safire2型多功能酶标仪（瑞士Tecan公司），

Power/PAC3000型电泳仪、ChemiDoc MP型凝胶成像仪

（美国Bio-Rad公司），FACS Calibur型流式细胞仪（美国

BD公司）等。

1.2　主要药品与试剂

HJB原料药（纯度＞98%）由齐齐哈尔医学院医药科

学研究院提供；L-15培养基（批号PYG0038）购自武汉博

士德生物工程有限公司；活性氧检测试剂盒、细胞凋亡

线粒体膜电位检测试剂盒（JC-1）、细胞凋亡检测试剂盒

（批号分别为KGT0101-1、KGA601、KGA101）均购自江

苏凯基生物技术股份有限公司；MTT试剂（批号M8180）

购自北京索莱宝科技有限公司；吖啶橙（acridine orange，

AO）/溴化乙锭（ethidium bromide，EB）染色试剂盒（批号

E607308-0200）购自生工生物工程（上海）股份有限公

司；鼠源 B 细胞淋巴瘤 2（B cell lymphoma-2，Bcl-2）抗

体，兔源磷酸甘油醛脱氢酶（GAPDH）、Bcl-2相关X蛋白

（Bcl-2-associated X protein，Bax）、胱天蛋白酶 3（cas‐

pase-3）、细胞色素C（cytochrome C，Cyt-C）、活化的 cas‐

pase-9（cleaved caspase-9）抗体和辣根过氧化物酶标记的

山羊抗兔、山羊抗小鼠免疫球蛋白G二抗（批号分别为

15071S、5174S、5023S、9662S、4280T、7237T、7074S、

7076P2）均购自美国 Cell Signaling 公司；兔源 caspase-9

抗体（批号 10380-1-AP）购自武汉三鹰生物技术有限公

司；兔源cleaved caspase-3抗体（批号N09021992）购自沈

阳万类生物科技有限公司；ECL 发光试剂盒（批号

CW0049）购自北京康为世纪生物科技股份有限公司；其

余试剂均为分析纯，水为超纯水。

1.3　细胞

人TNBC细胞系MDA-MB-231、MDA-MB-468均购

自中国科学院典型培养物保藏委员会细胞库。

2　方法

2.1　细胞培养

MDA-MB-231、MDA-MB-468细胞均接种于含10%

胎牛血清、100 μg/mL青霉素-链霉素的L-15培养基中，

于 37 ℃、无CO2的条件下培养（后续培养条件相同），并

于细胞融合至85%左右进行传代。本研究选用传至6～

10代的细胞进行后续实验。

2.2　细胞增殖抑制率的检测

采用 MTT 法进行检测。取处于对数生长期的

MDA-MB-231、MDA-MB-468细胞，按 1×104个/孔接种

于96孔板。待细胞贴壁后，将其分为空白对照组（不加

药干预，即HJB 0 μmol/L）和不同浓度HJB组（5、10、20、

40、80 μmol/L，药物浓度根据前期预实验结果设置），每

组设置 3个复孔。分别于培养 24、48、72 h时，避光加入

5 mg/mL的MTT溶液，继续培养 4 h，弃去培养液，每孔

加入二甲基亚砜 150 μL，充分振荡，使用酶标仪于 490 

nm波长下检测各孔的光密度（OD）值并计算细胞的增

殖抑制率。增殖抑制率（%）＝（1－实验组OD值/空白

对照组 OD 值）×100%。用 SPSS 25.0软件计算 HJB 作

用于 2种细胞 24 h 的半数抑制浓度（median inhibitory 

concentration，IC50）值。

2.3　细胞凋亡情况检测

2.3.1　细胞凋亡形态　采用AO/EB双染色法进行观察。

取处于对数生长期的 MDA-MB-231、MDA-MB-468细

胞，按1×105个/孔接种于6孔激光共聚焦培养板。待细

胞贴壁后，将其分为空白对照组（不加药物干预，即HJB 

0 μmol/L）和不同浓度HJB组（10、20、40 μmol/L，药物浓
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度根据本课题组前期预实验和“2.2”项下MTT实验结果

设置，下同），每组设置3个复孔。培养24 h后，细胞用磷

酸盐缓冲液洗涤2次，加入AO、EB染液各5 μL，轻柔混

匀，于室温下避光孵育5 min，使用激光共聚焦显微镜观

察各组细胞的凋亡形态并拍照。

2.3.2　细胞总凋亡率　采用流式细胞术进行检测。取

处于对数生长期的MDA-MB-231、MDA-MB-468细胞，

按1×105个/孔接种于6孔板。待细胞贴壁后，按“2.3.1”

项下方法分组给药。培养24 h后，细胞用不含乙二胺四

乙酸的胰酶消化，以 2 000 r/min 离心 5 min，弃去上清

液；细胞用磷酸盐缓冲液洗涤2次，弃去上清液；细胞用

binding buffer 500 μL重悬，依次加入Annexin Ⅴ-FITC、

PI染液各5 μL，混匀，室温避光孵育10 min，使用流式细

胞仪检测各组细胞的总凋亡率。

2.4　细胞线粒体膜电位检测

2.4.1　细胞线粒体膜电位荧光变化情况　采用激光共

聚焦显微镜进行观察。细胞培养及分组给药同“2.3.1”

项。培养24 h后，细胞用磷酸盐缓冲液洗涤1次，每孔加

入 JC-1工作液 1 mL，于 37 ℃下孵育 20 min，弃去上清

液；细胞用 incubation buffer洗涤 2次，加入L-15培养基

2 mL，使用激光共聚焦显微镜观察各组细胞的荧光颜色

及强度并拍照。

2.4.2　细胞线粒体膜电位变化情况　采用流式细胞术

进行检测。细胞培养及分组给药同“2.3.2”项。培养

24 h 后，细胞用胰酶消化，用磷酸盐缓冲液洗涤 2次，

以 2 000 r/min离心5 min，弃去上清液；细胞用 JC-1工作

液500 μL重悬，于37 ℃下孵育15 min；悬液于室温下以

2 000 r/min 离心 5 min，弃去上清液；细胞用 incubation 

buffer洗涤2次，再用 incubation buffer 500 μL重悬，使用

流式细胞仪检测各组细胞粒体膜电位的变化情况。

2.5　细胞活性氧检测

2.5.1　细胞活性氧表达情况　采用激光共聚焦显微镜

进行观察。细胞培养及分组给药同“2.3.1”项。培养

24 h后，细胞用 10 μmol/L的 2′，7′-二氯荧光黄双乙酸

盐（2′，7′-dichlorodihydrofluorescein diacetate，DCFH-DA）

工作液（以无血清的 L-15培养基稀释，下同）重悬，于

37 ℃下孵育20 min；细胞用无血清的L-15培养基洗涤3

次，使用激光共聚焦显微镜观察各组细胞的荧光强度并

拍照。

2.5.2　细胞活性氧水平变化情况　采用流式细胞术进

行检测。细胞培养及分组给药同“2.3.2”项。培养 24 h

后，细胞用胰酶消化，以 10 μmol/L的DCFH-DA工作液

重悬，于 37 ℃下孵育 20 min（每隔 5 min颠倒混匀 1次，

使细胞与探针充分接触）；细胞用无血清的L-15培养基

洗涤3次，采用流式细胞仪检测各组细胞的荧光强度，用

以评估其活性氧水平的变化情况。

2.6　细胞凋亡相关蛋白表达情况检测

采用Western blot法进行检测。取处于对数生长期

的MDA-MB-231、MDA-MB-468细胞，按 2×106个/皿接

种于培养皿（直径 100 mm）。待细胞贴壁后，按“2.3.1”

项下方法分组给药。培养24 h，细胞用含蛋白酶抑制剂

的裂解液于冰上裂解，每 5 min 振荡 1次；裂解 30 min

后，于 4 ℃下以 12 000 r/min离心 25 min，收集蛋白上清

液，以BCA法测定浓度后进行变性处理。取变性后的

蛋白适量，经凝胶电泳分离后转移至聚偏二氟乙烯膜

上，用牛血清白蛋白封闭液封闭 2 h；加入 Bcl-2、Bax、

Cyt-C、caspase-3、cleaved caspase-3、caspase-9、cleaved 

caspase-9、GAPDH一抗（稀释比例均为1∶1 000），4 ℃孵

育过夜；洗膜，加入相应二抗（稀释比例均为 1∶2 000），

室温孵育1.5 h；洗膜，用ECL发光试剂显影后，于凝胶成

像仪下成像，采用 Image J 软件分析条带灰度值，并计算

目的蛋白相对于内参（GAPDH）的表达量。

2.7　统计学方法

使用SPSS 25.0软件对数据进行统计分析。计量资

料以 x±s表示，多组间比较采用单因素方差分析，进一

步两两比较采用LSD-t检验。检验水准α＝0.05。

3　结果

3.1　HJB对TNBC细胞增殖的影响

与空白对照组比较，HJB 各浓度组 MDA-MB-231、

MDA-MB-468细胞各时间点的增殖抑制率均显著升高

（P＜0.05），且有一定的时间、浓度依赖趋势（表1）。HJB

作用于上述 2 种细胞 24 h 的 IC50 值分别为（21.57±

1.04）、（18.99±0.53）μmol/L，故将后续HJB的干预浓度

设置为10、20、40 μmol/L。

3.2　HJB对TNBC细胞凋亡的影响

AO/EB双染色法观察结果显示，空白对照组2种细

胞的细胞核染色均一，呈绿色，且结构正常；随着给药浓

度的增加，被染成橙红色的凋亡细胞逐渐增多。结果见

图 1（以 MDA-MB-231细胞为例）。流式细胞术结果显

示，与空白对照组比较，HJB各浓度组2种细胞的总凋亡

率均显著升高（P＜0.05）。结果见图2（以MDA-MB-231

细胞为例）、表2。

表1　HJB 对 2种 TNBC 细胞增殖抑制率的影响（x±s，

n＝3）

组别

空白对照组
HJB 5 μmol/L组
HJB 10 μmol/L组
HJB 20 μmol/L组
HJB 40 μmol/L组
HJB 80 μmol/L组

MDA-MB-231细胞增殖抑制率/%
24 h

0

20.65±1.19a

32.91±1.65a

53.04±1.44a

64.34±1.03a

72.25±0.78a

48 h

0

32.15±1.96a

52.06±1.02a

61.12±2.02a

71.02±1.23a

83.47±0.98a

72 h

0

40.95±1.46a

57.56±1.57a

74.68±1.82a

81.75±1.64a

90.02±0.56a

MDA-MB-468细胞增殖抑制率/%
24 h

0

17.84±1.81a

30.34±0.59a

54.52±1.82a

72.98±0.15a

79.92±1.31a

48 h

0

21.92±1.11a

42.71±6.31a

73.78±4.01a

81.96±2.15a

86.03±3.72a

72 h

0

27.35±2.08a

55.63±1.97a

79.83±1.20a

86.97±0.45a

92.11±1.45a

a：与空白对照组比较，P＜0.05
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3.3　HJB对TNBC细胞线粒体膜电位的影响

激光共聚焦显微镜观察结果显示，空白对照组 2种

细胞均为红色；经不同浓度的HJB处理后，绿色细胞增

多，而红色细胞减少，提示2种细胞的线粒体膜电位有所

下降。结果见图 3（以 MDA-MB-231细胞为例）。流式

细胞术检测结果显示，与空白对照组比较，HJB各浓度

组2种细胞的线粒体膜电位水平均显著降低（P＜0.05）。

结果见图4（以MDA-MB-231细胞为例）、表2。

3.4　HJB对TNBC细胞活性氧水平的影响

激光共聚焦显微镜观察结果显示，与空白对照组比

较，经不同浓度的HJB处理后，2种细胞的绿色荧光均有

所增强，且有随浓度增加而增强的趋势，提示各组细胞

的活性氧水平均有所提高，且有一定的浓度依赖趋势。

结果见图 5（以 MDA-MB-231细胞为例）。流式细胞术

检测结果显示，与空白对照组比较，经不同浓度HJB作

用后，2种细胞的活性氧水平均显著升高（P＜0.05），且

有一定的浓度依赖趋势。结果见图 6（以MDA-MB-231

细胞为例）、表3。

3.5　HJB对TNBC细胞凋亡相关蛋白表达的影响

与空白对照组比较，HJB各浓度组 2种细胞中Bcl-

2、caspase-9、caspase-3 的表达均显著下调（P＜0.05），

Cyt-C、Bax、cleaved caspase-9、cleaved caspase-3的表达

均显著上调（P＜0.05）。结果见图7（以MDA-MB-231细

胞为例）、表4、表5。
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图2　HJB对MDA-MB-231细胞总凋亡率影响的流式细胞图

表2　HJB 对2种 TNBC 细胞总凋亡率和线粒体膜电位

的影响（x±s，n＝3）

组别

空白对照组
HJB 10 μmol/L组
HJB 20 μmol/L组

HJB 40 μmol/L组

总凋亡率/%
MDA-MB-231细胞

7.41±2.15

13.92±3.48a

21.40±3.86a

35.28±3.48a

MDA-MB-468细胞
9.97±2.00

15.26±2.63a

23.65±2.63a

41.66±3.32a

线粒体膜电位
MDA-MB-231细胞

10.44±0.66

6.27±0.82a

3.96±0.87a

2.64±0.49a

MDA-MB-468细胞
29.61±1.62

10.04±1.79a

2.87±0.54a

0.77±0.08a

a：与空白对照组比较，P＜0.05
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图5　HJB对MDA-MB-231细胞活性氧水平影响的显微图（DCFH-DA染色，×200）
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4　讨论
TNBC异质性强，恶性程度、复发率和转移率均高，

严重危害女性健康，因此有效抑制TNBC复发转移、降

低患者病死率成为临床亟待解决的问题[6，14―15]。研究表

明，中药抗癌具有突出优势[16]。狼毒大戟为 2020年版

《中国药典》（一部）记载的中药狼毒的基原植物，是符合

中医“以毒攻毒法”的常用肿瘤治疗药物[17]。HJB是从狼

毒大戟根部提取的二萜类化合物，是重要的抗肿瘤活性

成分之一[18]。王晓丽等[19―20]研究发现，HJB可浓度依赖

性地抑制人脑胶质瘤 U251、白血病 K562细胞增殖，并

诱导其凋亡；马玉坤等[21]从狼毒大戟中分离得到了HJB

单体，并发现该成分对人肝癌BEL-7402细胞、肺癌NCI-

H460细胞均具有较好的抑制活性；Wang等[22]发现，HJB

可抑制人肝癌HepG-2细胞增殖并诱导其凋亡。由此可

见，HJB有可能成为治疗癌症的候选药物。本课题组在

前期研究中选择了4种TNBC细胞和1种正常人乳腺细

胞，筛选结果显示，HJB对正常人乳腺细胞MCF-10A的

IC50 为（45.60±3.52）μmol/L，对 MDA-MB-231、MDA-

MB-468细胞均表现出明显的增殖抑制作用，且较对于

MDA-MB-436、BT-549细胞的作用更明显，故选择前 2

种TNBC细胞作为研究对象。本研究结果显示，HJB对

MDA-MB-231、MDA-MB-468 细 胞 的 IC50 分 别 为

（21.57±1.04）、（18.99±0.53）μmol/L。综合前期研究和

本研究结果发现，HJB对正常人乳腺细胞的毒性作用较

弱，但对2种TNBC细胞的增殖具有抑制作用，且有一定

的时间-浓度依赖趋势。

活性氧水平升高和线粒体膜电位下降是促进肿瘤

细胞凋亡的关键因素[23]。与正常细胞相比，肿瘤细胞对

外源性活性氧更为敏感[24]。可见，促进肿瘤细胞产生活

性氧的药物可表现出一定的抗癌作用。研究指出，活性

氧的过量产生与线粒体功能障碍有关[25]。肿瘤细胞最

常见的代谢异常是线粒体功能障碍，当细胞被凋亡信号

诱导刺激破坏时，其线粒体膜电位将首先发生下降[26]。

因此，降低线粒体膜电位可促进肿瘤细胞凋亡。激光共

聚焦显微镜观察和流式细胞术实验结果表明，HJB可提

高2种TNBC细胞的凋亡率，降低线粒体膜电位，升高活

性氧水平。这提示HJB的促凋亡作用可能与降低线粒

体膜电位和升高活性氧水平有关。

线粒体凋亡通路的调控与Bcl-2家族促凋亡蛋白和

抗凋亡蛋白的比例有关。研究表明，Bcl-2为抗凋亡蛋

白，Bax为促凋亡蛋白，当细胞接收到凋亡刺激信号后，

Bcl-2和Bax可形成多聚体，从而可增加细胞线粒体膜的

通透性，导致Cyt-C从线粒体转移到细胞质，进一步激活

caspase信号通路[27]。其中，当 caspase-9被激活后，其发

生自身裂解产生 cleaved caspase-9，并促使下游凋亡执

行因子 caspase-3转化为 cleaved caspase-3，最终导致细

胞凋亡[28]。Western blot实验结果表明，HJB可下调 2种

TNBC细胞中Bcl-2的表达，上调Bax的表达，促进Cyt-C

的释放和 caspase-9、caspase-3的活化，提示 HJB 可能是

通过激活线粒体凋亡通路来促进TNBC细胞的凋亡。

综上所述，HJB 对 MDA-MB-231、MDA-MB-468细

胞的增殖具有抑制作用，并可诱导其凋亡。但本研究并

未设计通路抑制剂和阳性对照药，且仅在细胞层面进行

了初步研究，具体体内作用机制尚有待进一步探讨。
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