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人参皂苷Ｒｂ１对人乳腺癌ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞上皮－
间质转化及ＲＯＲ１表达的影响

王 楠 １，廖 莎 １，陈 璐 １，黄 超 １，曹森林 １，范利锋 １△，王 莹 ２

（１．湖北省十堰市太和医院·湖北医药学院附属医院，湖北 十堰 ４４２０００； ２．湖北省十堰市太和医院·湖北
医药学院附属医院生命科学研究所，湖北 十堰 ４４２０００）

摘要：目的 探讨人参皂苷 Ｒｂ１通过干扰人乳腺癌 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞上皮 －间质转化牗ＥＭＴ牘和Ⅰ型受体酪氨酸激酶样孤儿受体
（ＲＯＲ１）的表达来影响乳腺癌的发生和发展的可行性。方法 细胞培养人乳腺癌 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞，采用四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）法

检测细胞生存率，并根据人参皂苷 Ｒｂ１的质量浓度分为空白对照组，高、中、低剂量组（２４０，１２０，６０μｇ／ｍＬ），阳性对照组（阿霉
素，７５ｎｍｏｌ／Ｌ）。采用细胞划痕法检测细胞的迁移能力，采用实时定量 ＰＣＲ检测细胞 ＲＯＲ１ｍＲＮＡ的表达水平，采用酶联免疫吸附
（ＥＬＩＳＡ）法检测细胞 ＲＯＲ１蛋白的表达水平。结果 与空白对照组比较，随着人参皂苷 Ｒｂ１质量浓度的增加，细胞的迁移能力显著降

低，人参皂苷 Ｒｂ１各剂量组具有明显的量 －效关系（Ｐ＜０．０５），高剂量组与阳性对照组结果基本一致（Ｐ＞０．０５）；与空白对照组比较，
随着人参皂苷质量浓度的增加，细胞生存率逐渐降低（Ｐ＜０．０５），且高剂量组与阳性对照组结果一致（Ｐ＞０．０５）；与空白对照组比较，

人参皂苷 Ｒｂ１各剂量组和阳性对照组 ＲＯＲ１ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均显著降低（Ｐ＜０．０５），随着质量浓度的增加，表达量逐渐降低，量

－效关系明显（Ｐ＜０．０５），人参皂苷 Ｒｂ１高剂量组与阳性对照组结果一致（Ｐ＞０．０５）。结论 人参皂苷 Ｒｂ１可能通过抑制人乳腺癌

ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞上皮－间质转化和 ＲＯＲ１表达来减缓乳腺癌的发生、发展。
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乳腺癌是女性肿瘤中最常见的、死亡率最高的恶性

肿瘤犤１犦，临床主要通过外科手术、放射治疗和化学治疗

（简称化疗）相结合的综合治疗方式来提高患者的生存

率犤２犦，尤其是转移性肿瘤患者的最佳选择犤３犦，但化疗存

在恶心呕吐、食欲缺乏、毛发脱落等副作用，导致后期生

存质量严重下降 犤４犦。体外研究表明，上皮 －间质转化
（ＥＭＴ）在乳腺癌转移到其他器官的过程中起到重要作
用，其作用机制为上皮细胞获得间质细胞的生物特性犤５犦。

化疗也可能导致肿瘤细胞的转移，促进其发生、发展犤６犦，

故需找到一种温和的治疗方法来提高乳腺癌患者的生

存率。人参为五加科植物，具有补气养血、增强免疫力、

维持细胞内外环境稳定等作用犤７犦，人参有 ３０多种人参
皂苷单体，其中人参皂苷Ｒｇ１，Ｒｅ，Ｒｂ１为主要效应成分犤８犦。

人参皂苷对多种肿瘤都有很好的治疗作用，其中人参皂

苷Ｒｂ１对白血病、胃癌和卵巢癌都有一定的治疗效果犤９犦。

Ⅰ型受体酪氨酸激酶样孤儿受体（ＲＯＲ１）是一种Ⅰ型跨
膜蛋白，在胚胎发育和肿瘤发生过程中表达犤１０犦。ＲＯＲ１
在正常组织牗甲状旁腺、胰岛、食道、胃和十二指肠犤１１犦牘
等有表达，但在白血病中为过表达，在乳腺癌、黑素瘤、

胰腺癌、肺癌、卵巢癌、结肠癌、肾细胞癌犤１２犦等实体肿瘤

中尤为突出，且具有促进乳腺癌细胞增殖，抗凋亡和

ＥＭＴ犤１３犦的作用，增强了癌细胞的转移。本研究中探讨了
人参皂苷 Ｒｂ１能否通过影响人乳腺癌 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１
细胞ＥＭＴ及ＲＯＲ１的表达来减缓乳腺癌的发生、发展。
现报道如下。

１ 材料与方法

１．１ 细胞、试药与仪器
细胞：人乳腺癌ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞（武汉普诺赛

生命科技有限公司）。

试药：人参皂苷Ｒｂ１（批号为１００７１２－２０１２２３，中国
食品药品检定研究院）；ＲＰＭＩ１６４０培养基（批号为
５０２３１５），胎牛血清（批号为４０３６５２），胰蛋白酶（批号为
２０２３１４），均购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；四甲基偶氮唑盐
（ＭＴＴ，批号为６０１４５２，美国Ｓｕｎ－Ｓｈｉｎｅ公司）。

仪器：ＣｌａｓｓⅡ型生物安全柜（瑞士 Ｌｉｅｓｔａｌ公司）；
６００型 ＣＯ２细胞培养箱（美国 Ｌａｂｃｏｎｃｏ公司）；ＳＥ１１５Ｂ
型电泳仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）；５３２０Ｒ４℃离心机，
ＴＡ５００型倒置显微镜，均购自德国徕卡公司；ＬＤＺＸ－
５０Ｋ型高压蒸汽灭菌锅（上海申安医疗器械厂）。
１．２ 方法

细胞培养：细胞复苏后，将人乳腺癌 ＭＤＡ－ＭＢ－
２３１细胞株置含有１０％胎牛血清、青霉素（每１ｍＬ１００Ｕ）
和链霉素（１００μｇ／ｍＬ）的 ＲＰＭＩ１６４０培养基中，在 ５％
ＣＯ２、３７℃培养箱中静置培养，每２４ｈ更换１次培养基，
在细胞覆盖率达７０％时使用胰蛋白酶消化、传代。

ＭＴＴ法检测细胞存活率：取对数生长期的人乳腺癌

ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞，胰蛋白酶消化２ｍｉｎ，轻微吹打，制
作细胞悬液，２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，弃上清液，加入
含有 １０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基中，轻微吹打，
使细胞悬浮，接种至９６孔板，每孔１００μＬ，放入培养箱
培养 ２４ｈ，去除培养基，加入培养基稀释的人参皂苷
Ｒｂ１溶液，使溶液质量浓度分别为５００，２５０，１２５，６２，３１，
１５，７．５，３．７５μｇ／ｍＬ，设置为人参皂苷 Ｒｂ１１～８组，另
设空白对照组和阳性对照组（顺铂，１０μｇ／ｍＬ），各组 ６
个复孔，培养 ２４ｈ，去除培养基，加入 １００μＬ１０％ＭＴＴ
的空白培养基（５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ）中，培养 ４ｈ后，弃去孔
内培养基，加入二甲基亚砜 １００μＬ，振荡混匀 １０ｍｉｎ，
采用酶标仪分别于 ４７０ｎｍ和 ５９０ｎｍ波长处检测吸光
度值（Ａ），重复 ３次，按公式计算细胞生长抑制率犤ＩＣ５０
为１５．４２μｇ／ｍＬ犦。

细胞抑制率（％）＝给药组吸光度／对照组吸光度×
１００％

细胞划痕法检测人乳腺癌ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞迁
移能力：指定时间内，用不同质量浓度的人参皂苷 Ｒｂ１
（３．７５～５００μｇ／ｍＬ）处理细胞，并确定后续试验的最佳
质量浓度。将细胞以高密度接种于培养板，粘附，过夜。

分别加入质量浓度为 ６０，１２０，２４０μｇ／ｍＬ的人参皂苷
Ｒｂ１、阳性对照药物阿霉素 ７５ｎｍｏｌ／Ｌ和空白对照，２４ｈ
后观察细胞迁移。在划痕（０ｈ）和２４ｈ后使用 ＴＡ５００型
倒置显微镜获得刮擦的图像。检查划痕间隙，并将间隙

差异标准化为划痕的０ｈ间隙距离。
人参皂苷Ｒｂ１干预后人乳腺癌ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细

胞 ＲＯＲ１ｍＲＮＡ表达水平检测：提取各组人乳腺癌
ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞总ＲＮＡ，进行反转录反应，反应体
系为总ＲＮＡ１μＬ，１０ｍＭｄＮＴＰ混合物 １μＬ，Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）
２０（５０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，ＤＥＰＣ水 ９μＬ，混匀后 ６５℃加
热 ５ｍｉｎ，迅速置冰上冷却，瞬时离心后加入，第一链合
成缓冲液 ４μＬ，０．１ｍｍｏｌ／ＬＤＤＴ２μＬ，核酸酶抑制剂
１μＬ，充分混匀，３７℃孵育 ２ｍｉｎ，加入 １μＬ（２００Ｕ）
Ｍ－ＭＬＶ逆转录酶，混匀，３７℃孵育 ５０ｍｉｎ后再 ７０℃
加热１５ｍｉｎ，终止反应。实时定量ＰＣＲ试剂盒测定相关
ｍＲＮＡ表达水平，ＰＣＲ引物序列，ＲＯＲ１正向引物 ５′－
ＡＴＡＧＧＣＴＣＴＡＴＡＴＡＴＧＣＧＡＧＴＡＣＧ－３′，反向引物 ５′－
ＴＡＣＣＡＴＣＡＧＣＡＧＡＡＧＣＡＴＡＴＴＣＡＣ－３′。实时定量反应
体系为ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ１６．００μＬ，上游引物
（５μｍｏｌ／Ｌ）３．５０μＬ，下游引物（５μｍｏｌ／Ｌ）３．５０μＬ，模
板 ＤＮＡ３．００μＬ，ＤＥＰＣ水 ６．５μＬ，总共 ３２．５μＬ。反应
条件：９５℃，１０ｍｉｎ；９５℃，１５ｓ；６０℃，２０ｓ；７２℃，１０ｓ；
共４０个循环。每个样品做３个复孔，通过相对基因定量
方法（２－ΔΔＣＴ法）计算、分析ｍＲＮＡ表达水平。

人参皂苷Ｒｂ１干预后人乳腺癌ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细
胞ＲＯＲ１蛋白表达水平检测：在无菌操作台上去除细胞

·实验研究·
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组别

空白对照组

人参皂苷Ｒｂ１ １组

２组

３组

４组

５组

６组

７组

８组
阳性对照组

质量浓度（μｇ／ｍＬ）

０
５００．００
２５０．００
１２５．００
６２．００
３１．００
１５．００
７．５０
３．７５
１０．００

细胞存活率（Ｘ±ｓ，％）

１００．００±０．００
１７．２５±２．１１ａ

２０．５６±２．５３ａ

３２．２１±２．７８ａ

４７．７４±３．５１ａ

６３．５９±５．１２ａ

９１．２４±９．１５ａ

９５．２１±１０．２１
９７．１２±１１．２３
１６．３１±２．０５ａ

组别

空白对照组

人参皂苷 Ｒｂ１ 低剂量组

中剂量组

高剂量组

阳性对照组

质量浓度 ／浓度

０μｇ／ｍＬ
６０．００μｇ／ｍＬ
１２０．００μｇ／ｍＬ
２４０．００μｇ／ｍＬ
７５．００ｎｍｏｌ／Ｌ

迁移能力

（Ｘ±ｓ，μｍ）

４３．５６±４．３７
２８．７４±３．２６ａ

１８．２２±３．１４ａｂ

１０．２１±１．０７ａｂｃ

９．８２±１．０１ａｂｃ

ＲＯＲ１ｍＲＮＡ
（Ｘ±ｓ）

３．０５±０．３１
２．３４±０．２１ａ

１．８２±０．１４ａｂ

１．１１±０．１２ａｂｃ

０．８２±０．０７ａｂｃ

ＲＯＲ１蛋白
（Ｘ±ｓ）

１５２．７５±１２．３１
１１２．４４±１０．２１ａ

９１．１２±８．２４ａｂ

６１．１１±６．１２ａｂｃ

５２．８２±６．０７ａｂｃ

Ａ．空白对照组 Ｂ．阳性对照组 Ｃ．人参皂苷Ｒｂ１高剂量组 Ｄ．人参皂苷Ｒｂ１中剂量组 Ｅ．人参皂苷 Ｒｂ１低剂量组
图１ 人参皂苷 Ｒｂ１对人乳腺癌ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞迁移能力的影响

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ

０ｈ

２４ｈ

表 １ 不同质量浓度人参皂苷 Ｒｂ１对人乳腺癌 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１
细胞生长的影响（ｎ＝３）

注：与空白对照组比较，ａＰ＜０．０５。

表２ 不同质量浓度人参皂苷Ｒｂ１对人乳腺癌ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细
胞迁移能力、ＲＯＲ１ｍＲＮＡ表达和 ＲＯＲ１蛋白表达的影响（ｎ＝３）

注：与空白对照组比较，ａＰ＜０．０５；与人参皂苷 Ｒｂ１低剂量组
比较，ｂＰ＜０．０５；与人参皂苷Ｒｂ１中剂量组比较，ｃＰ＜０．０５。

·实验研究·
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培养皿，弃去培养基，加入 １ｍＬＰＢＳ溶液和 １００μＬ蛋
白酶 Ｋ溶液，刮培养皿底部１０ｍｉｎ，使细胞悬浮于溶液
中，将液体转移至 １．５ｍＬＥＰ管中，用超声细胞破碎仪
牗３０００ｒ／ｍｉｎ，２ｍｉｎ牘使细胞破碎，４℃离心２０ｍｉｎ，取上
清液，置 １支新的 １．５ｍＬＥＰ管中。采用酶联免疫吸附
（ＥＬＩＳＡ）法检测细胞中的ＲＯＲ１蛋白水平。
１．３ 统计学处理

采用ＳＰＳＳ１９．０统计学软件进行分析。计量资料以
Ｘ±ｓ表示，通过单因素方差分析并采用 ＬＳＤ－ｔ法进
行多重比较。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２ 结果

２．１ 对细胞存活率的影响
随着人参皂苷 Ｒｂ１质量浓度的增加，人乳腺癌

ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞存活率逐渐降低。与空白对照组
比较，阳性对照组和人参皂苷 Ｒｂ１组（１～８组）人乳腺
癌 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞存活率显著降低（Ｐ＜０．０５），
人乳腺癌ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞存活率与人参皂苷Ｒｂ１的
质量浓度呈负相关，人参皂苷Ｒｂ１１组（５００．００μｇ／ｍＬ）与
阳性对照组比较，对人乳腺癌 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞存
活率的影响无明显差异（Ｐ＞０．０５）。结果见表１。
２．２ 对细胞迁移能力的影响

与空白对照组比较，给予人参皂苷 Ｒｂ１和阿霉素
处理后，人乳腺癌 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞的迁移能力
降低，随着人参皂苷 Ｒｂ１质量浓度的增加，人乳腺癌
ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞的迁移能力逐渐降低（Ｐ＜０．０５），
且呈明显的量 －效关系。人参皂苷 Ｒｂ１高剂量组和
阳性对照组对人乳腺癌 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞迁移
能力的影响效果无显著差异（Ｐ＞０．０５）。详见表 ２和
图 １。
２．３ 干预后细胞ＲＯＲ１ｍＲＮＡ表达水平检测结果

与空白对照组比较，人参皂苷Ｒｂ１各剂量组和阳性
对照组，人乳腺癌 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞 ＲＯＲ１ｍＲＮＡ

表达水平降低，随着人参皂苷 Ｒｂ１质量浓度的增加，人
乳腺癌 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞 ＲＯＲ１ｍＲＮＡ表达水平
逐渐降低（Ｐ＜０．０５），且呈明显的量－效关系。人参皂
苷Ｒｂ１高剂量组和阳性对照组对人乳腺癌ＭＤＡ－ＭＢ－
２３１细胞 ＲＯＲ１ｍＲＮＡ表达水平的影响无显著差异。
结果见表 ２。
２．４ 干预后细胞ＲＯＲ１蛋白表达水平检测结果

与空白对照组比较，人参皂苷Ｒｂ１各剂量组和阳性
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对照组，人乳腺癌 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞 ＲＯＲ１蛋白表
达水平降低，随着人参皂苷 Ｒｂ１质量浓度的增加，人乳
腺癌ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞ＲＯＲ１蛋白表达水平逐渐降
低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），且呈明显的量－效
关系。人参皂苷Ｒｂ１高剂量组和阳性对照组对人乳腺癌
ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞 ＲＯＲ１蛋白表达水平的影响无显
著差异。结果见表２。
３ 讨论

乳腺癌的分子异质性导致亚命名，而这些亚命名对

预后、治疗反应和 ／或疾病进程具有信息意义犤１４犦。乳腺

癌可通过多种转移侵入机制进入其他组织器官，加重病

情，但多数研究结果表明，ＥＭＴ在乳腺癌的侵袭转移过
程中起到了重要作用犤１５犦。发生ＥＭＴ时，肿瘤细胞形态发
生改变，由上皮细胞形态转变为梭形间充质细胞形态，

导致细胞间的黏附力和极性丧失，且伴有神经型钙黏蛋

白和波形蛋白的表达水平增加，上皮型钙黏蛋白表达水

平降低，导致细胞迁移能力和侵袭能力增加，促进原发

肿瘤的传播犤１６犦。

ＲＯＲ１在胚胎发育中表达，在许多上皮性肿瘤和某
些Ｂ细胞恶性肿瘤中表现出高水平和均匀的细胞表面表
达。许多肿瘤中ＲＯＲ１的表达与预后不良密切相关犤１７犦，其

在肿瘤中的重要作用促使早期的治疗研究，包括抗

ＲＯＲ１抗体、抗体药物结合物（抗体与细菌毒素融合）的
开发、嵌合抗原受体Ｔ细胞治疗及小分子抑制剂等犤１４犦。

给予ｉＲＮＡ干扰具有转移倾向的乳腺癌细胞系中ＲＯＲ１
ｍＲＮＡ的表达，或干扰ＲＯＲ１蛋白的合成后，能抑制乳腺
癌细胞的迁移和侵袭能力，同时减少ＥＭＴ相关基因的表
达水平，表明ＲＯＲ１可能是乳腺癌的治疗潜在靶点。

人参中的人参皂苷种类有 ３０多种，其中人参皂苷
Ｒｂ１为其重要组成成分，可抑制体外细胞的迁移能力，
降低ＥＭＴ标志物的表达，防止乳腺癌细胞的转移。研究
发现，人参皂苷Ｒｇ１可激活雌激素反应细胞中相关通路
蛋白的表达，降低乳腺癌细胞活性，促进其凋亡，同时可

抑制乳腺癌患者体内相关促癌因子的表达，降低乳腺癌

术后的复发率犤１８犦。

本研究结果显示，人参皂苷 Ｒｂ１可抑制人乳腺癌
ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞的生长，在给予人参皂苷 Ｒｂ１干
预后，人乳腺癌ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞的生长受到抑制，
且随着人参皂苷 Ｒｂ１干预剂量的增加，对人乳腺癌
ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞的抑制率逐渐升高。通过细胞迁
移结果显示，随着人参皂苷 Ｒｂ１剂量的增加，细胞迁移
距离逐渐降低，表明人参皂苷Ｒｂ１可能通过抑制人乳腺
癌ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞ＥＭＴ转化来抑制细胞的转移，
达到防止乳腺癌细胞进一步扩散的目的。ＲＯＲ１可促进
人乳腺癌 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞的繁殖及迁移能力，干

预后，ＲＯＲ１ｍＲＮＡ和蛋白表达均受到抑制，表明ＲＯＲ１
可能是人参皂苷 Ｒｂ１的一个作用靶点，通过作用 ＲＯＲ１
基因的表达来抑制人乳腺癌ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞的繁
殖，达到防止乳腺癌的发生、发展，为乳腺癌的治疗提供

了新思路，与细胞迁移力和ＭＴＴ实验的结果相一致。因
此，人参皂苷Ｒｂ１可能是通过抑制人乳腺癌ＭＤＡ－ＭＢ－
２３１细胞迁移和ＲＯＲ１的表达来抑制乳腺癌的发生。

综上所述，人参皂苷 Ｒｂ１可能通过抑制人乳腺癌
ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞 ＥＭＴ和 ＲＯＲ１表达来减缓乳腺
癌的发生、发展，为乳腺癌的治疗提供了新的研究方向。
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