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大豆异黄酮抑制 Bcap-37细胞增殖与 TGF-β关系的研究

杨镇洲1 ,糜漫天1 ,朱俊东1 ,张乾勇1 ,熊继光2　　(1 第三军医大学预防医学系营养卫生学教研室 , 重庆 400038;2 重庆市药剂
学校药用植物教研室 ,重庆 400030)

　　提　要:目的　探讨大豆异黄酮抑制 Bcap-37 人乳腺癌细胞增殖时 TGF-β 和TGF-β 受体表达的改变。方法　以二羟异黄酮 、三羟
异黄酮处理 Bcap-37细胞 ,采用 TGF-β 拮抗试验 、免疫细胞化学和逆转录聚合酶链式反应等实验方法 ,检测大豆异黄酮作用后 Bcap-37
人乳腺癌细胞TGF-β1 、TGF-β2及受体表达的变化。结果　3×10-5 mol/ L三羟异黄酮作用后 Bcap-37 细胞TGF-β1、TGF-β2 及受体表达增

强, 而二羟异黄酮处理组其表达无明显改变。结论　三羟异黄酮抑制 Bcap-37细胞增殖同时伴有 TGF-β1、TGF-β2 及受体表达增强。
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　　中图法分类号:R151.2;R329.25 文献标识码:A

Antiproliferative effect of soybean isoflavone on Bcap-37 cells and its relation with trans-
forming growth factor β
YANG Zhen-zhou , MI Man-tian , ZHU Jun-dong , ZHANG Qian-yong , XIONG Ji-guang(Department of Nutrition and Food Hygiene , Third Military Medical

University , Chongqing 400038, China)

　　Abstract:Objective　To investigate the expression of TGF-β and TGF-β receptor in human breast cancer cell Bcap-37 inhibited by soybean

isoflavones.Methods　mRNA and protein of TGF-β1 、TGF-βRⅠ in Bcap-37 cells were examined with reverse transcription ploymerase chain reac-
tion(RT-PCR)and immunohistochemistry after cells were treated with daidein or genistein for 1-4 d.The expression of TGF-β1 and TGF-β2 was de-

termined with TGF-β resistance test.Results　The TGF-β1 , TGF-β2 and TGF-β recepor increased in Bcap-37 cells at a concentration of 3×10-5

mol/ L of genistein.No changes was found when treated with daidzein.Conclusion　Genistein may inhibit the proliferation of Bcap-37 cells and ac-
company with increasing expression of TGF-β1 , TGF-β2 and TGF-β receptor.
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　　食物中非营养成分的抗癌作用研究是近年来肿瘤
预防研究的重要领域 。大量资料表明大豆具有抗癌作
用 ,尤其是对乳腺癌的预防作用引人注目 ,初步认为大
豆中的非营养成分大豆异黄酮(Soybean isoflavones)可
能是其主要抗癌有效成分 , 但其作用机制尚不清
楚[ 1 ～ 3] 。业已发现大豆异黄酮是肿瘤细胞增殖信号传
导通路中生长因子受体酪氨酸蛋白激酶(TPK)的抑制
剂[ 4] ,然而肿瘤细胞的增殖信号传导是一个极其复杂
的信号网络 ,已经证实含丝氨酸蛋白激酶(SPK)活性
的TGF-β受体信号系统中TGF-β是一类重要的生长负
调节因子 ,其缺乏在乳腺癌的发展过程中起重要作
用[ 5] 。现已进入临床试用的抗雌激素药物他莫西芬治
疗乳腺癌的作用机制之一就是诱导乳腺癌细胞自分泌
TGF-β ,刺激 TGF-β受体表达[ 6] 。提示同样具有抗雌激
素性质的大豆异黄酮抑制乳腺癌细胞增殖可能也与
TGF-β系统有关。本研究选择国内建株的人乳腺癌细
胞 Bcap-37为实验对象 ,通过对两种大豆异黄酮:二羟
异黄酮(Daidzein)和三羟异黄酮(Genistein)抑制乳腺癌
细胞增殖过程中 TGF-β 及受体表达变化的研究 ,阐明
TGF-β系统在大豆异黄酮抑制人乳腺癌细胞增殖中的
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作用 ,对揭示大豆异黄酮抗癌的作用机制有重要意义。

1　材料与方法

1.1　材料
1.1.1　试剂　　二羟异黄酮和三羟异黄酮(Sigma 公司产品),
兔抗TGF-β1和 TGF-β2、兔抗 TGF-βRⅠ(Santa Cruz 公司产品), 通
用型 S-P 试剂盒(Zymed 公司产品), TriPureTM 分离试剂 、RT-
PCR一步法 C.Therm.Polymerase 试剂盒(Boehringer Mannheim 公

司产品), β-Actin 和 TGF-β1 引物(由上海 Sangon 公司合成),
GeneRulerTM 50bp DNA Ladder。
1.1.2　仪器　　Beckman 紫外分光光度计 , PTC-100TM 型 PCR

仪 , Olympus BH-2型显微摄影仪。

1.2　方法
1.2.1　细胞培养　　Bcap-37 人乳腺癌细胞株购自中科院上海
细胞所。细胞在含 10%热灭活小牛血清 、每毫升培养基中含
5 μl胰岛素的 RPMI-1640 培养液中常规培养传代。二羟异黄酮
和三羟异黄酮分别溶于二甲基亚砜(DMSO), 处理细胞浓度为
3×10-5 mol/L ,对照组培养液中仅含相应浓度的 DMSO(0.05%)。
1.2.2　TGF-β1和 TGF-β2 拮抗试验　　以 5×104/ml细胞密度

接种于 96孔培养板中 , 设对照组(C)、Genistein+抗 TGF-β1处理

组(G+Anti 1)、Genistein+抗 TGF-β2 处理组(G+Anti 2)、Daidzein

+抗 TGF-β1处理组(D+Anti 1)、Daidzein+抗 TGF-β2 处理组(D

+Anti 2)(TGF-β1、TGF-β2 抗体终浓度均为2 mg/ L), Genistein 处

理组(G)、Daidzein 处理组(D)(Genistein 和 Daidzein 剂量是 30

μmol/L),处理 24、48、72、96 h , 每一剂量组设 6 个平行孔 , 于每
个时相收获细胞前 6 h 加入3H-TdR(1.85×104 Bq/孔), 常规收
获细胞 ,测 dps值(单位:Bq)。
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1.2.3　人乳腺癌细胞 TGF-βRⅠ蛋白检测　　用链霉菌抗生物
素蛋白-过氧化物酶连接法(Streptavidin-peroxidase conjugated

method)。取已处理 1～ 2 d 直接长于盖玻片上的对照组 、二羟
异黄酮和三羟异黄酮处理组 Bcap-37 细胞 , 用中性树胶固定于
载玻片。免疫细胞化学染色详细操作按试剂盒说明书进行。
　　阴性对照时一抗以 0.01 mol/ L PBS 代替。 结果判定:免疫
细胞化学阳性标记为棕黄色 , TGF-β RⅠ 阳性信号位于胞浆和胞
膜上 ,按显色的有无和强弱分为:阴性(无显色);阳性(个别视

野有较弱的阳性反应);强阳性(阳性细胞多见 , 着色深)。
1.2.4　TGF-β1 mRNA检测　　TGF-β1 引物根据 Aizen 等

[ 7]
的设

计合成:上游引物 5' GCCCTGGACACCAACTATTGCT 3' ;下游引
物 5' AGGCTCCAAATGTAGGGGCAGG 3' 。用这对引物可特异性
扩增出161 bp 的TGF-β1产物。为进行质控 , 每次行 RT-PCR时 ,
都对应扩增 348 bp 的人 β-Actin 作为内参照 , β-Actin 引物序列

为:上游引物 5' TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC 3' ;下游引
物 5' TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCCG 3' 。参照 RT-PCR一步

法试剂盒操作说明书。将试剂盒中各反应管解冻后置于冰上 ,
短暂旋涡振荡后离心。加 100%DMSO 2.5 μl , 100 mmol/ L DTT

2.5μl , 40 U/μl RNAase抑制剂 0.5 μl , dNTP 混合物(10 mmol/ L

/样)2 μl ,上游引物 、下游引物各 2μl(终浓度 0.3 μmol/L), RNA

5μl(5 μg), 5×RT-PCR反应缓冲液(12.5 mmol/ L MgCl2、10%
DMSO)10 μl , 1× C.Therm.Polymerase 混合物 2 μl , 无菌水 21.5
μl。短暂离心后用30μl石蜡油覆盖 , 72 ℃孵育 30 min 进行 RT

反应。PCR反应所需变性 、退火和延伸温度 、时间分别为 94 ℃
30 s、60 ℃30 s、72 ℃1 min , 共 35 次循环 , 首次循环 94 ℃需 2

min。最后 72 ℃延伸 7 min。反应完成后取 5 μl PCR产物 , 以
GeneRulerTM 50 bp DNA Ladder为分子量标准 ,行 2%琼脂糖凝胶
电泳。

1.3　统计学处理
　　数据均以 x±s表示 , 采用 SPLM 软件进行方差分析处理。

2　结果

2.1　拮抗 TGF-β对 Bcap-37细胞3H-TdR掺入的影响
　　TGF-β 拮抗实验结果表明 , TGF-β1 和 TGF-β2 拮抗组与处理
组比较 ,三羟异黄酮+抗 TGF-β 组 DNA合成能力显著增强(P
<0.01), 而二羟异黄酮+抗 TGF-β 组 DNA合成能力无明显改

变(P>0.05), 见图 1。

图 1　大豆异黄酮处理组拮抗 TGF-β 2 d后 Bcap-37细胞3H-

TdR掺入率

Fig 1　3H-TdR incorporation rate of Bcap-37 cel ls in soybean

isoflavone groups after anti-TGF-β for 2 d

2.2　人乳腺癌细胞 TGF-βRⅠ蛋白变化的比较
　　三个处理组均表达 TGF-βRⅠ蛋白 ,阳性细胞为细胞浆和胞

膜着色 , 对照组和二羟异黄酮处理组 TGF-βRⅠ 蛋白呈阳性反
应 ,但未见明显差异;而三羟异黄酮处理组表达 TGF-βRⅠ蛋白

则明显增强 ,呈强阳性反应。见图 2。

图 2　大豆异黄酮处理 2 d 后 Bcap-37人乳腺癌细胞 TGF-βRⅠ

免疫组化染色　(S-P×200)

A:二羟异黄酮;B:三羟异黄酮

Fig 2　Immunohistochemical staining of TGF-βRⅠ in Bcap-37 cells

treated with soybean isoflavone for 2 days 　(S-P×200)

A:Daidzein;B:Genistein

2.3　各组 TGF-β1 mRNA变化的比较

　　对照组TGF-β1 mRNA的表达较弱 , 二羟异黄酮处理组的信

号强度与对照组类似 ,而三羟异黄酮处理组 , 其表达显著增强 ,

见图 3。

图 3　大豆异黄酮作用后人乳腺癌细胞 TGF-β1 mRNA 的表达

Fig 3　Expression of TGF-β 1mRNA in Bcap-37 cells treated with

isoflavones　　1:Daidzein;2:Genistein;3:Cont rol;4 , 5 , 6:

β-Actin;M:Marker

3　讨论

　　流行病学调查资料显示 ,亚洲地区人群的乳腺癌 、
前列腺癌和结肠癌的发病率显著低于西方发达国家 ,
近年来有研究者提出 ,大豆消费量增加是这类癌症低

发的主要原因[ 8] 。目前认为大豆的抗癌作用主要归因
于其中所含的非营养成分异黄酮的效应[ 9] 。大豆的异
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黄酮类主要是糖苷结合形式的染料木苷和黄豆苷两

种 ,机体摄入豆制品后 ,染料木苷和黄豆苷在肠道细菌
作用下脱去糖苷配基部分 ,释放出有生物活性的三羟

异黄酮和二羟异黄酮 ,然后被机体肠道有效吸收。有
关大豆异黄酮的抗癌作用研究主要是围绕三羟异黄酮

进行的 ,对二羟异黄酮的作用研究较少 。本研究通过
TGF-β拮抗试验 、免疫细胞化学和逆转录聚合酶链式
反应等方法研究了二羟和三羟异黄酮对国内建株的

Bcap-37人乳腺癌细胞表达 TGF-β的影响 ,目的在于阐
明TGF-β系统在大豆异黄酮抑制人乳腺癌细胞增殖中

的作用。结果表明 3×10-5 mol/L 三羟异黄酮作用后 ,
Bcap-37细胞 TGF-β1 、TGF-β2及受体表达显著增强 。

　　自1987年Akiyama[ 4]首次报道了三羟异黄酮是一

种有效的酪氨酸蛋白激酶(PTK)抑制剂以来 ,关于大

豆异黄酮抗癌的动物和体外实验资料激增 ,但是迄今
为止其作用机制尚未完全阐明 。转化生长因子-β

(TGF-β)是一类具有多种生物学功能的细胞因子 ,它参
与并调节许多生物学反应过程。TGF-β受体是组成型

具有丝氨酸蛋白激酶(SPK)活性的受体 ,在调控细胞
增殖过程中有重要作用 。TGF-β的重要生物学功能之

一就是抑制肿瘤细胞增殖 ,目前已进入临床试用的抗
雌激素药物他莫西芬(Tamoxifen)治疗乳腺癌的作用机

制之一就是诱导乳腺癌细胞自分泌 TGF-β ,刺激 TGF-β
受体表达 ,从而抑制乳腺癌细胞增殖 ,阻止乳腺癌进一
步发展。这提示同样具有抗雌激素性质的大豆异黄酮

抑制乳腺癌细胞增殖可能也与 TGF-β系统作用有关。
前面我们的实验已证实大豆异黄酮对 Bcap-37乳腺癌

细胞的增殖具有抑制作用 ,本结果显示 ,三羟异黄酮在

相同的作用剂量(3×10-5 mol/L)下可使 Bcap-37细胞

TGF-β1、TGF-β2及受体表达增强 ,提示大豆异黄酮通过
诱导 TGF-β和 TGF-β受体表达的增加而抑制人乳腺癌

细胞 Bcap-37增殖是一可能的重要分子机制 。
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白 、细胞数正常 , 于 2000年 4 月 28 日好转出院。

讨论

　　双侧周围性面瘫发病极少见(特指 4 周内相继出现的双侧

面瘫)。据统计其发病率国外约占面瘫的 0.3%～ 2%;国内为

0.5%。多见于格林-巴利综合征 、双侧中耳炎 、脊髓前角灰质

炎 、进行性球麻痹 、重症肌无力以及特发性面瘫。病毒感染是

面瘫的常见致病因素之一 , 免疫学说认为:炎症过程和抗原抗

体反应存在于贝尔氏面瘫 ,且由病毒启动[ 1] 。动物实验发现[ 2]

接种的病毒首先(前 3 d)影响同侧面神经 , 随之沿轴突上行至

脑干 ,在脑子中弥散后影响对侧面神经(此需 4 d 以上时间), 此

时中和抗体已产生 ,即免疫机制已形成。故用此可解释贝尔氏

麻痹单侧多发 、双侧罕见以及双侧发病有时间先后差别的原

因。血管痉挛学说及神经源性学说认为:寒冷 、病毒等使血管

神经机能紊乱[ 1] , 面神经肿胀 、受压 、缺血 、髓鞘或轴索不同程

度变性 ,神经内压明显升高 , 循环障碍而致面瘫。

　　我们观察到 , 急性期(即起病 7～ 14 d), 双侧面肌出现中 、

重度功能障碍 ,肌电图可见神经元性改变。面神经运动传导潜

伏期延长。恢复期(2周至 6 个月), 面肌功能不同程度恢复 , 但

面神经运动传导潜伏期仍见延长 ,说明面肌功能恢复与电生理

过程不完全同步。其原因可能是面神经失活是一种可逆的传

导阻滞 ,当治疗解除神经失活后 , 面肌功能可恢复 , 此时神经末

梢仍水肿 ,故电生理可见异常[ 3] 。而双侧面瘫面肌恢复程度不

同步。又与双侧发病先后 、病程长短 、神经变性程度 、就诊是否

及时密切相关。

　　双侧面瘫应重视原发病的治疗 , 由于发病率底 , 临床病理

检查资料鲜见 ,其发病机制 、预后以及与单侧面瘫的差别有待

进一步观察。

　　关键词:双侧性;周围性面瘫;特点
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