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ＰＩ３ｋ ／ Ａｋｔ 通路在大戟大枣汤抗不同分子表型
乳腺癌中的调控作用
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　 　 【摘要】 　 目的 　 探讨 ＰＩ３ｋ ／ Ａｋｔ 通路在大戟大枣汤 （ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｅｕｐｈｏｒｂｉａ ｆｉｓｃｈｅｒｉａｎａ Ｓｔｅｕｄ． ａｎｄ ｊｕｊｕｂａ，
ＤＥＦＳＪ）抗雌激素受体（ＥＲ）阴性（－）和 ＥＲ 阳性（＋）乳腺癌中的调控作用，为乳腺癌的针对性治疗提供参考。 方法

制备 ＤＥＦＳＪ 提取液，采用 ＵＨＰＬＣ⁃Ｔｒｉｐｌｅ Ｑｕａｄ 仪进行质控分析。 ＤＥＦＳＪ 含药血清（ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｒｕｍ，ＣＳ）依照体外血

清药理学方法进行获取，乳腺癌（ＥＲ－）ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 和（ＥＲ＋）ＭＣＦ⁃７ 细胞分别用不同浓度 ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 干预 ４８ ｈ。
流式细胞术检测细胞周期分布，ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ 实验评估细胞凋亡程度，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＰＩ３ｋ ／ Ａｋｔ 通路相关蛋白表

达，实时定量聚合酶链反应（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）法检测 ＦｏｘＯ３ａ、ＦｏｘＯ１ａ 及 Ｂｉｍ ｍＲＮＡ 表达；激光共聚焦显微镜观察 ＦｏｘＯ３ａ
蛋白核转位。 结果　 ＵＰＬＣ 对 ５ 批 ＤＥＦＳＪ 提取物进行了分析，结果表明制备工艺可行，质量可控，保证了药理学实

验结果的准确性。 体外实验中发现，ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 能阻断细胞在 Ｇ２ ／ Ｍ 期（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１）；ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ 实验中呈现

典型的细胞凋亡梯带；与阴性对照组比较，ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 能使 ｐ⁃ＰＩ３ｋ、ｐ⁃Ａｋｔ、ｐ⁃ＦｏｘＯ３ａ 及 ｐ⁃ＦｏｘＯ１ａ 蛋白表达降低（Ｐ＜
０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１），Ｂｉｍ 蛋白表达升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）；使 ＦｏｘＯ３ａ、ＦｏｘＯ１ａ ｍＲＮＡ 表达降低（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１），Ｂｉｍ ｍＲＮＡ 表

达升高（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１）；并能使细胞中 ＦｏｘＯ３ａ 蛋白呈现显著的核转位变化；且各数据结果均显示 ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 对

（ＥＲ－）ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 细胞比对（ＥＲ＋）ＭＣＦ⁃７ 细胞作用效果更好。 结论　 ＰＩ３ｋ ／ Ａｋｔ 通路参与了大戟大枣汤抗乳腺

癌作用的调控，作用效果因乳腺癌表型差异而不同。
【关键词】 　 狼毒大戟；ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 细胞；ＭＣＦ⁃７ 细胞；ＰＩ３ｋ ／ Ａｋｔ 通路
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５． ｔｈｅ Ｔｈｉｒｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｑｉｑｉｈａｅｒ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｑｉｑｉｈａｒ １６１０９９）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｅｕｐｈｏｒｂｉａ ｆｉｓｃｈｅｒｉａｎａ Ｓｔｅｕｄ． ａｎｄ ｊｕｊｕｂａ （ＤＥＦＳＪ）
ａｇａｉｎｓｔ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ （ＥＲ） ｎｅｇａｔｉｖｅ （－） ａｎｄ ＥＲ ｐｏｓｉｔｉｖｅ （＋） ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｖｉａ ｔｈｅ ＰＩ３ｋ ／ Ａｋｔ ｐａｔｈｗａｙ， ａｎｄ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ
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Ｔｒｉｐｌｅ Ｑｕａｄ． ＤＥＦＳＪ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｒｕｍ （ＣＳ） ｗａｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｖｉａ ａ ｓｅｒｕｍ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ ｍｅｔｈｏｄ ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ ｗｅｒｅ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ （ＥＲ－） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ ａｎｄ （ＥＲ＋） ＭＣＦ⁃７ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｆｏｒ ４８ ｈ． Ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ
ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｙｃｌｅ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ａ Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｅｒ． ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ
ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＩ３ｋ ／ Ａｋｔ ｐａｔｈｗａｙ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｓｓａｙ． Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦｏｘＯ３ａ， ＦｏｘＯ１ａ， ａｎｄ Ｂｉｍ ｍＲＮＡ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ． Ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ
ＦｏｘＯ３ａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ａｎａｌｙｓｅｄ ｕｓｉｎｇ ａ ｃｏｎｆｏｃａｌ ｌａｓｅｒ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｆｉｖｅ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ＤＥＦＳＪ ｅｘｔｒａｃｔ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ
ｕｓｉｎｇ ＵＰＬＣ， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｗａｓ ｆｅａｓｉｂｌｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｗａｓ ｃｏｎｔｒｏｌｌａｂｌｅ， ｅｎｓｕｒｉｎｇ
ｔｈｅ ａｃｃｕｒａｃｙ ｏｆ ｔｈｅ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔ． ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ ｂｌｏｃｋｅｄ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｇ２ ／ Ｍ ｐｈａｓｅ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）．
Ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ｔｈｅ ｔｙｐｉｃａｌ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｌａｄｄｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｃｅｌｌｓ， ｔｈｅ ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ ｇｒｏｕｐ ｃｅｌｌｓ ｈａｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ⁃ＰＩ３ｋ， ｐ⁃Ａｋｔ， ｐ⁃ＦｏｘＯ３ａ， ａｎｄ ｐ⁃
ＦｏｘＯ１ａ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｉｍ （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦｏｘＯ３ａ
ａｎｄ ＦｏｘＯ１ａ （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）； ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｉｍ （Ｐ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ＜ ０． ０１）； ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｎｕｃｌｅａｒ
ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＦｏｘＯ３ａ ｐｒｏｔｅｉｎ． Ｔｈｅ ｄａｔａ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ ｈａｄ ａ ｓｔｒｏｎｇｅｒ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ （ＥＲ－） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ ｃｅｌｌｓ ｔｈａｎ
（ＥＲ＋） ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＤＥＦＳＪ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ ａｎｔｉ⁃ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｉｎｖｏｌｖｅｓ ｔｈｅ ＰＩ３ｋ ／ Ａｋｔ
ｐａｔｈｗａｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｖａｒｉｅｓ ｗｉｔｈ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｅｕｐｈｏｒｂｉａ ｆｉｓｃｈｅｒｉａｎａ Ｓｔｅｕｄ． ； ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ ｃｅｌｌｓ； ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌｓ； ＰＩ３ｋ ／ Ａｋｔ ｐａｔｈｗａｙ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 在 ２０２０ 年《全球癌症统计报告》中的数据显

示，全球范围内新增乳腺癌病例约 ２２６ 万，超过了肺

癌的新增病例数，成为全球第一大癌［１］。 而现今，
临床上针对乳腺肿瘤患者的治疗仍是以手术为第

一选择，辅以放、化疗及内分泌治疗等，但弊端是术

后易出现复发的情况，且放、化疗易产生不良反

应［２］。 激素依赖性乳腺肿瘤的发生发现，和雌激素

的产生量关系密切。 近些年，乳腺癌患者给予内分

泌药物治疗能够有效改善病人的预后，特别作为主

要的治疗方案针对激素受体为阳性的乳腺癌患

者［３］。 有研究指出，在乳腺肿瘤患者中，按基因分

型的雌激素受体阴性（ＥＲ－）患者占近 １ ／ ３，这部分

人群中还以年轻女性为主［４］。 在临床上相比其它

分型，高的侵袭性及不良的预后是 ＥＲ－乳腺癌的特

点。 因而，在乳腺癌的治疗研究中，有效治疗 ＥＲ－
乳腺癌是重点和难点。

中药及其活性提取物在抗乳腺癌中发挥着重

要作用，有报道证实，众多中药的活性成分均能抑

制乳腺肿瘤细胞的增殖、迁移和复发，并影响其耐

药性［５］。 中医药防治乳腺癌效果确切，将中医药的

辨证论治及整体观思想与现代医学的精准治疗相

结合，就能起到扬长避短发挥中西医各自优势的作

用，在乳腺癌防治中有着重要意义［６］。 狼毒大戟

（Ｅｕｐｈｏｒｂｉａ ｆｉｓｃｈｅｒｉａｎａ Ｓｔｅｕｄ． ）为传统中草药，２０２０
年版药典记载其味辛、性平，有毒，归肝、脾经，能起

到散结及杀虫的功效，作为外用药治疗淋巴结结

核、皮癣；课题组前期从辨证论治的角度提出并证

实了基于以毒攻毒理论，ＥＲ－乳腺癌是乳腺癌毒（癌
毒、邪毒）性的表现形式，能够被狼毒大戟的毒（药
性）所攻；本研究以此作为理论依据开展。 同时前

期研究也证实大戟大枣汤含药血清对乳腺癌 ＭＣＦ⁃７
细胞的增殖有一定的抑制效果并能诱导其产生凋

亡［７］；而它的抗乳腺肿瘤效果能否因分子表型不同

呈现不同的治疗效果，将在本研究中探讨。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

　 　 由哈尔滨医科大学实验动物医学部 ［ ＳＣＸＫ
（黑）２０１９－００１］提供的 ８～９ 周龄的 ２０ 只 ＳＰＦ 级 ＳＤ
大鼠，雄性，体重 ３００ ～ ３３０ ｇ，按 ＳＰＦ 级动物饲养要

求在齐齐哈尔医学院下属的实验动物中心进行喂

养及实验［ＳＹＸＫ（黑）２０２１－０１３］，相关动物实验内

容经齐齐哈尔医学院学术伦理委员会授权（ＱＭＵ⁃
ＡＥＣＣ⁃２０２１⁃６７），并按实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予

人道的关怀。
１􀆰 １􀆰 ２　 细胞株

　 　 乳腺癌（ＥＲ＋） ＭＣＦ⁃７ 细胞、（ＥＲ－） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃
４５３ 细胞均采购自中国科学院细胞资源中心，在液

氮中储藏备用。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 Ｌ１５ 培养基、ＭＥＭ 培养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ 试剂公司，
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批号：ＡＦ２９５００５７３、ＡＨ３００５０２８６）；ＦＢＳ 血清（ Ｃｌａｒｋ
试剂公司，批号：ＪＣ６３４３６）；ＤＡＰＩ 染料（Ｔｈｅｒｍｏ 生物

公司，批号：１８９０３４２）；周期检测 ｋｉｔ（美国 ＢＤ 生物

科学 公 司， 批 号： ９２８３０２４ ）； ＡｃｔｉｎＧｒｅｅｎ４８８ 染 料

（ Ｇｅｎｅ Ｃｏｐｏｅｉａ 试 剂 公 司， 批 号： １５０１１３６ Ｔ ）；
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ、ＤＮＡ 提取试剂盒、ＴＢＧｒｅｅｎ
ＰｒｅｍｉｘＥｘ Ｔａｐ、ＴＲＩｚｏｌ（ＴａＫａＲａ 生物技术公司，批号：
ＡＪ６０６５８Ａ、ＡＫ１３０１、ＡＪＧ１４２１Ａ、ＡＩ５１０２８Ａ）；兔抗人

ｐ⁃ＰＩ３ｋ 单克隆抗体；兔抗人 ｐ⁃ＦｏｘＯ３ａ 多克隆抗体、
兔抗人 Ｂｉｍ 单克隆抗体为美国 Ａｂｃａｍ 公司产品；兔
抗人 ｐ⁃ＦｏｘＯ１ａ 单克隆抗体、兔抗人 ｐ⁃Ａｋｔ 单克隆抗

体、羊抗兔 ＩｇＧ 抗体为美国 ＣＳＴ 公司产品。
６５００＋型 ＵＨＰＬＣ⁃Ｔｒｉｐｌｅ Ｑｕａｄ（美国 ＡＢ ＳＣＩＥＸ

公司）；Ｓｐａｒｋ 型酶标仪（奥地利 ＴＥＣＡＮ 公司）；３１１１
型细胞培养箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 生物公司）；Ｒ⁃３００ 型旋

转蒸发（瑞士 Ｂｕｃｈｉ 公司）；Ｏｂｓｅｒｖｅｒ Ａ１ 型荧光显微

镜、ＬＳＭ７１０ 型激光共聚焦显微镜（德国 Ｚｅｉｓｓ 仪器

公司）；Ｑ５ 型 ＰＣＲ 仪（美国应用生物系统公司）；
ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ 型流式细胞仪（美国 ＢＤ 生物科学公

司）；ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＭＰ 型荧光及化学发光成像系统（美
国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 生命医学产品有限公司）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 实验药物制备

　 　 狼毒大戟药材采摘于黑龙江省泰康县，经郭丽

娜教授（本校天然药物化学实验中心）鉴定后使用，
样品收集在齐齐哈尔医学院地方药物标本室（标本

号：１１２３Ｃ０００６００００００１２８）；大枣采购于齐齐哈尔药

材批发市场。 大戟大枣汤（ＤＥＦＳＪ）制备已在前期研

究中完成［７］：狼毒大戟根切片与医用大枣按重量比

１ ∶ １ 的比例混合，加入 １０ 倍量的蒸馏水，混合后经

浸泡、煎煮（每次 ２ ｈ，共煎煮 ２ 次）、旋蒸 ５ 倍浓缩

后即得 ＤＥＦＳＪ 提取液（１ ｇ 生药 ／ ｍＬ）。
１􀆰 ３􀆰 ２　 含药血清制备

　 　 ＳＤ 大鼠适应性喂养 １ 周后进行实验。 大戟大

枣汤含药血清（ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ）的制备已在前期研究中

完成［７］；简述制备过程如下，阴性对照组 ＳＤ 大鼠灌

胃适量生理盐水，ＤＥＦＳＪ 低、中、高剂量组分别灌胃

给予 ＤＥＦＳＪ 提取液 ２􀆰 ５、５􀆰 ０ 和 １０􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ，每天间隔

给药 ２ 次，不间断持续 ３ ｄ，最后 １ 次给药 ６０ ｍｉｎ
后，麻醉大鼠并开腹找到腹主动脉取血、分离血清，
备用。
１􀆰 ３􀆰 ３　 细胞培养

　 　 取出液氮中的 ＭＣＦ⁃７ 细胞用含 １０％血清的

ＭＥＭ 完全培养基进行培养及传代；同时取出 ＭＤＡ⁃
ＭＢ⁃４５３ 细胞用含 １０％血清的 Ｌ１５ 完全培养基进行

培养及传代，ＭＣＦ⁃７ 细胞置于 ５％ ＣＯ２、９５％空气的

培养箱中培养；ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 细胞置于 １００％空气的

培养箱中培养，细胞约 ２～３ ｄ 传代 １ 次。
１􀆰 ３􀆰 ４　 实验分组

　 　 实验分阴性对照组（１０％阴性对照组含药血清

＋９０％培养基）、ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 低（１０％ ＤＥＦＳＪ 低剂量组

含药血清＋９０％培养基）、中（１０％ ＤＥＦＳＪ 中剂量组

含药血清＋９０％培养基）、高（１０％ ＤＥＦＳＪ 高剂量组

含药血清＋９０％培养基）剂量组。
１􀆰 ３􀆰 ５　 质控分析

　 　 按照“１􀆰 ３􀆰 １”中的方法分别制备 ５ 批 ＤＥＦＳＪ 提

取液，取各批次提取液 １００ μＬ 用 ４００ μＬ 蒸馏水稀

释 １ 倍，旋涡 ３０ ｓ，用 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤。 采用

ＵＨＰＬＣ⁃Ｔｒｉｐｌｅ Ｑｕａｄ 对 ＤＥＦＳＪ 提取液进行质控分

析。 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８ 色谱柱 （ ２􀆰 １ ｍｍ ×
１００ ｍｍ，１􀆰 ８ μｍ，Ｗａｔｅｒｓ 公司），在 ４０ ℃条件下，流
速为 ０􀆰 ４ ｍＬ ／ ｍｉｎ，注入量设置为 １􀆰 ０ μＬ。 流动相是

由 Ａ（含 ０􀆰 １％甲酸的超纯水）和 Ｂ（含 ０􀆰 １％甲酸的

乙腈）组成。 梯度洗脱条件：０～２􀆰 ５ ｍｉｎ，９５％ Ａ，５％
Ｂ；２􀆰 ５～３􀆰 ５ ｍｉｎ，７５％ Ａ，２５％ Ｂ；３􀆰 ５ ～ ４􀆰 ５ ｍｉｎ，５０％
Ａ，５０％ Ｂ；４􀆰 ５ ～ ７􀆰 ５ ｍｉｎ，２５％ Ａ，７５％ Ｂ；７􀆰 ５ ～ ８􀆰 ０
ｍｉｎ，２５％ Ａ，７５％ Ｂ 和 ８􀆰 ０～１７􀆰 ０ ｍｉｎ，１００％ Ｂ。
１􀆰 ３􀆰 ６　 流式细胞术检测细胞周期分布

　 　 将处于对数生长期的 （ ＥＲ －） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３、
（ＥＲ＋）ＭＣＦ⁃７ 细胞用细胞计数仪计数 ６ 孔细胞培养

板 ２􀆰 ０×１０５ ／孔，并添加 ２ ｍＬ 完全培养基，待细胞贴

壁后进行实验，实验分阴性对照组、ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 低、
中、高剂量组。 待 ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 作用细胞 ４８ ｈ 后，胰酶

消化后收集细胞悬液至流式管中，按试剂盒说明操

作，依次加入 ２５０ μＬ 试剂 Ａ 液，室温下反应 １０ ｍｉｎ，
加入 ２００ μＬ 试剂 Ｂ 液，室温下反应 １０ ｍｉｎ，加入

２００ μＬ 试剂 Ｃ 液，室温避光反应 １０ ｍｉｎ 后，上流式

细胞仪检测，并分析细胞各周期分布情况。
１􀆰 ３􀆰 ７　 ＤＮＡ 琼脂糖凝胶电泳分析细胞凋亡

　 　 细胞准备及分组处理情况同 “１􀆰 ３􀆰 ６”，依据

ＤＮＡ 提取试剂盒说明书简述实验方案如下，向装有

各组细胞的离心管中， 依次加入试剂 ＲＮａｓｅＡ、
Ｐｒｏｔｅａｓｅ Ｋ、裂解液轻轻混匀，置于 ７０ ℃水浴中反应

１０ ｍｉｎ；冷却后将无水乙醇滴加进各组离心管内，管
中呈现白色絮状沉淀，随后将管内液体移到试剂盒

提供的 ＤＮＡ 纯化柱中；将柱子离心弃上清并加入试
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剂盒自带洗涤液洗涤，重复 ２ 次，随后将柱子镶套在

１􀆰 ５ ｍＬ 的离心管中，滴加一定体积的洗脱液，在常

温下静置 １０ ｍｉｎ，随后在离心机上低温离心，将洗脱

下来的各组细胞的 ＤＮＡ 收集。 将纯化的 ＤＮＡ 样品

上样至预先配置的 １％浓度的琼脂糖凝胶中，并加

入电泳液在电泳仪上电泳约 ３０ ｍｉｎ，然后在全自动

荧光及化学发光系统中成像并拍照分析。
１􀆰 ３􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测相关蛋白表达

　 　 将处于对数期的（ＥＲ－）ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３、（ＥＲ＋）
ＭＣＦ⁃７ 细胞，以 ２􀆰 ０×１０５ ／ ｍＬ 接种到 １００ ｍｍ 的细胞

培养皿中，每个皿中含 ８􀆰 ０ ｍＬ 完全培养基，放入培

养箱中过夜后用于实验；消化、离心收集实验药物

处理 ４８ ｈ 的各组细胞置于 Ｅｐ 管内，每个 Ｅｐ 管内滴

加 ２􀆰 ０ ｍＬ 的 ＲＩＰＡ 裂解液（含一定浓度的磷酸酶、
蛋白酶抑制剂），置于冰浴中 ０􀆰 ５ ｈ（每 １０ ｍｉｎ 混匀

１ 次），随后将 Ｅｐ 管离心，将含有蛋白的上清液移到

另一干净的 Ｅｐ 管中，按照 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒说

明书，对提取的各组蛋白进行定量。 将定量的蛋白

样品依次经聚丙烯酰胺凝胶电泳分离、转膜、封闭，
一抗反应、二抗反应后，滴加 ＥＣＬ 发光液在成像系

统仪内发光，获取目的蛋白及内参蛋白（ＧＡＰＤＨ）图
像信息，通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析蛋白灰度值。
１􀆰 ３􀆰 ９ 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法 检 测 Ｂｉｍ、 ＦｏｘＯ３ａ、 ＦｏｘＯ１ａ
ｍＲＮＡ 表达

　 　 细胞准备及分组处理情况同 “１􀆰 ３􀆰 ６”；取出

ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 作用 ４８ ｈ 的各组细胞。 采用 ＴＲＩｚｏｌ 法，
将 １ ｍＬ ＴＲＩｚｏｌ 溶液加到培养板的各孔中以获取总

ＲＮＡ，ＲＮＡ 的浓度和纯度通过微量分光光度计分析

用 Ａ２６０ ／ Ａ２８０ 处 的 吸 光 度 比 值 来 评 估， 依 据

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ 说明书，进行 ｃＤＮＡ 的合

成，然后以 ｃＤＮＡ 为模板，依据 ＰｒｅｍｉｘＥｘ Ｔａｐ 说明书

执行定量 ＰＣＲ 反应，将 β⁃ａｃｔｉｎ 当做管家基因，检测

ＦｏｘＯ３ａ、ＦｏｘＯ１ａ、Ｂｉｍ 基因；待测基因引物序列及扩

增长度见表 １。 测得各组样本的 Ｃｔ 值，用如下公式

进行相对定量计算：待测基因的相对表达量＝ ２－△△Ｃｔ

（△△Ｃｔ＝（Ｃｔ 目的基因－Ｃｔ 对照基因） －（Ｃｔ 管家目

的基因－Ｃｔ 管家对照基因））。
１􀆰 ３􀆰 １０　 激光共聚焦显微镜下观察 ＦｏｘＯ３ａ 蛋白核

转位变化

　 　 将处于对数期的（ＥＲ－）ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３、（ＥＲ＋）
ＭＣＦ⁃７ 细胞，以 ２􀆰 ０×１０５ ／ ｍＬ 的密度移植置共聚焦

１２ 孔培养板（黑壁底透）内，每孔 １􀆰 ０ ｍＬ 完全培养

基，放入培养箱中过夜后用于实验，分组设置为阴

　 　 　 　
表 １　 引物的组成和被扩增产物的长度

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｐｒｉｍｅｒ ａｎｄ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｌｅｎｇｔｈ
基因
Ｇｅｎｅ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

长度 ／ ｂｐ
Ｌｅｎｇｔｈ

β⁃ａｃｔｉｎ Ｆ：５’⁃ＧＴＴＧＴＣＧＡＣＧＡＣＧＡＧＣＧ⁃３’
Ｒ：５’⁃ＧＣＡＣＡＧＡＧＣＣＴＣＧＣＣＴＴ⁃３’ ９３

ＦｏｘＯ３ａ Ｆ：５’⁃ＡＧＴＴＣＣＣＴＣＡＴＴＣＴＧＧＡＣＣＣ⁃３’
Ｒ：５’⁃ＣＴＴＣＡＡＧＧＡＴＡＡＧＧＧＣＧＡＣＡ⁃３’ １０２

ＦｏｘＯ１ａ Ｆ：５’⁃ＧＣＡＣＡＣＧＡＡＴＧＡＡＣＴＴＧＣＴＧ⁃３’
Ｒ：５’⁃ＡＡＧＡＧＣＧＴＧＣＣＣＴＡＣＴＴＣＡＡ⁃３’ １０６

Ｂｉｍ Ｆ：５’⁃ＧＡＴＡＧＴＧＧＴＴＧＡＡＧＧＣＣＴＧＧ⁃３’
Ｒ：５’⁃ＣＣＴＣＣＣＴＡＣＡＧＡＣＡＧＡＧＣＣＡ⁃３’ １０２

性对照组、ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 中剂量组、ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 中剂量组
＋ＬＹ２９４００２（ＰＩ３ｋ 信号通路抑制剂）组，置培养箱中

继续孵育 ４８ ｈ 后终止，进行免疫染色，具体步骤如

下：培养板中的细胞经固定液固定，通透液通透，在
室温中用含有 １％ ＢＳＡ 的磷酸盐缓冲液进行封闭

０􀆰 ５ ｈ；滴加 ａｎｔｉ⁃ＦｏｘＯ３ａ 抗体，在 ４ ℃环境中反应过

夜，次日加入荧光二抗在室温条件下避光、孵育 １􀆰 ５
ｈ；并用 ＤＡＰＩ 染料对细胞核进行染色；激光共聚焦

显微镜下获取接受不同处理的细胞形态变化、目的

蛋白表达位置的变化并拍照，所有图片拍摄时激光

强度设置相同。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 实验结果数据以平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，使
用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件处理，根据方差齐性检验结果，多
组间比较采用单因素方差分析，组间的对比采取

Ｄｕｎｎｅｔｔ⁃ｔ 方法，数据的比较结果按照 Ｐ＜０􀆰 ０５ 代表

差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＵＨＰＬＣ 对 ＤＥＦＳＪ 提取液质控分析结果

　 　 采用 ＵＨＰＬＣ 对 ５ 批 ＤＥＦＳＪ 提取液进行质控分

析，结果如图 １ 所示，各批次提取液成分稳定，证明

制备工艺可行，质量可控，保证了后续药理实验结

果的准确性。
２􀆰 ２　 ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 对乳腺癌细胞 ＤＮＡ“梯带”形成的

影响

　 　 通过琼脂糖凝胶电泳分析 ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 作用后乳

腺癌细胞的核酸片段化程度，以判断细胞凋亡程

度。 结果发现阴性对照组细胞无 ＤＮＡ 损伤，电泳图

显示为一条区带；ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 作用后的各组细胞，电
泳均呈现“梯形”条带，且“梯形”条带特征呈显著浓

度依赖，结果如图 ２ 所示。
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２􀆰 ３　 ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 对细胞中 Ｂｉｍ、ＦｏｘＯ３ａ、ＦｏｘＯ１ａ
ｍＲＮＡ 表达的影响　
　 　 由图 ３ 可知，与阴性对照组比较，ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 可

浓度依赖性的对细胞中 ＦｏｘＯ３ａ、ＦｏｘＯ１ａ ｍＲＮＡ 表达

下调，对 Ｂｉｍ ｍＲＮＡ 表达上调（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１），
且对（ＥＲ－）ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 细胞中相关基因表达的作

用趋势更为显著。

注：Ａ：（ＥＲ－）ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 细胞效果图；Ｂ：（ＥＲ＋）ＭＣＦ⁃７ 细胞效果图。

图 ２　 ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 对（ＥＲ－）ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 和（ＥＲ＋）ＭＣＦ⁃７ 细胞 ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ 形成的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ， （ＥＲ－） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ ｃｅｌｌ ｄｒａｗｉｎｇ． Ｂ， （ＥＲ＋） ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌ ｄｒａｗｉｎｇ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ ｏｎ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｉｎ （ＥＲ－） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ ａｎｄ （ＥＲ＋） ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌｓ

注：Ａ：ＦｏｘＯ３ａ ｍＲＮＡ 和 ＦｏｘＯ１ａ ｍＲＮＡ 表达；Ｂ：Ｂｉｍ ｍＲＮＡ 表达。 与阴性对照组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 对（ＥＲ－）ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 和（ＥＲ＋）ＭＣＦ⁃７ 细胞中相关 ｍＲＮＡ 表达的影响（􀭰ｘ±ｓ， ｎ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ， ＦｏｘＯ３ａ ａｎｄ ＦｏｘＯ１ａ ｍＲＮＡ ｒｅｎｄｅｒｉｎｇ． Ｂ， Ｂｉｍ ｍＲＮＡ ｒｅｎｄｅｒｉｎｇ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ ｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｍＲＮＡ ｉｎ （ＥＲ－） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ ａｎｄ （ＥＲ＋） ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌｓ

２􀆰 ４ 　 ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 对 细 胞 中 ｐ⁃ＰＩ３ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ、 ｐ⁃
ＦｏｘＯ３ａ、ｐ⁃ＦｏｘＯ１ａ 和 Ｂｉｍ 蛋白表达影响

　 　 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 对细胞中

ＰＩ３ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路相关蛋白的表达变化，由图 ４ 可

知，与阴性对照组比较，ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 作用可抑制（ＥＲ
＋）ＭＣＦ⁃７ 细胞 ｐ⁃ＰＩ３ｋ、ｐ⁃Ａｋｔ 和 ｐ⁃ＦｏｘＯ３ａ 蛋白的表

图 １　 ５ 批 ＤＥＦＳＪ 提取液的离子峰图合拼图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｂａｓｅ ｐｅａｋ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ＤＥＦＳＪ
ｅｘｔｒａｃｔ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｆｉｖｅ ｂａｔｃｈｅｓ

１３中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ３ 月第 ３４ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｒｃｈ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ３



达水平，上调 Ｂｉｍ 蛋白的表达（Ｐ＜０􀆰 ０５）；抑制（ＥＲ
－）ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 细胞 ｐ⁃ＰＩ３ｋ、ｐ⁃Ａｋｔ、ｐ⁃ＦｏｘＯ３ａ 和 ｐ⁃
ＦｏｘＯ１ａ 蛋白的表达水平，上调 Ｂｉｍ 蛋白的表达（Ｐ＜
０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１），且对（ＥＲ－）ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 细胞中相

关蛋白表达的作用趋势更为显著。
２􀆰 ５　 ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 对乳腺癌细胞中 ＦｏｘＯ３ａ 蛋白核

转位的影响　
　 　 ＤＥＦＳＪ ⁃ＣＳ或联合ＬＹ２９４００２药理性封闭对（ＥＲ

注：Ａ：作用效果图；Ｂ：定量结果。 与阴性对照组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 对（ＥＲ－）ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 和（ＥＲ＋）ＭＣＦ⁃７ 细胞 ＰＩ３ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路相关蛋白表达的影响（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｒｅｎｄｅｒｉｎｇ． Ｂ， Ｑｕａｎｔｉｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ ｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＰＩ３ｋ ／ Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ （ＥＲ－） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ ａｎｄ （ＥＲ＋） ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌｓ

注：Ａ：（ＥＲ－）ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 细胞效果图；Ｂ：（ＥＲ＋）ＭＣＦ⁃７ 细胞效果图。

图 ５　 ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 对（ＥＲ－）ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 或（ＥＲ＋）ＭＣＦ⁃７ 细胞 ＦｏｘＯ３ａ 蛋白核转位的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ， （ＥＲ－） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ ｃｅｌｌ ｄｒａｗｉｎｇ． Ｂ， （ＥＲ＋） ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌ ｄｒａｗｉｎｇ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ ｏｎ ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＦｏｘＯ３ａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ （ＥＲ－） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ ａｎｄ （ＥＲ＋） ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌｓ
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－）ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３、（ＥＲ＋）ＭＣＦ⁃７ 细胞中 ＦｏｘＯ３ａ 蛋白

核转位的变化结果如图 ５ 所示。 阴性对照组中

ＤＡＰＩ 染色的核区域内无明显红色荧光，但胞质中红

色荧光相对较明显，而 ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 作用后胞质及胞

核中均可见红色荧光，ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 联合 ＬＹ２９４００２ 共

同反应的细胞核区域中可见红色荧光强度增加，呈
现蛋白的核转位变化。

２􀆰 ６　 ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 对乳腺癌细胞周期分布的影响

　 　 如图 ６ 所示，与阴性对照组比较，ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 低、
中、高剂量组能阻断 （ ＥＲ －） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 细胞于

Ｇ２ ／ Ｍ 期（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１），ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 中、高剂量

组能阻断（ＥＲ＋）ＭＣＦ⁃７ 细胞于 Ｇ２ ／ Ｍ 期（Ｐ＜０． ０５，Ｐ
＜０． ０１），可见对（ＥＲ－）ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 细胞的周期阻

断效果更为显著。

注：Ａ：（ＥＲ－）ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 细胞效果图；Ｂ：（ＥＲ＋）ＭＣＦ⁃７ 细胞效果图；Ｃ：定量结果。 与阴性对照组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 对（ＥＲ－）ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 和（ＥＲ＋）ＭＣＦ⁃７ 细胞周期分布的影响（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ， （ＥＲ－） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ ｃｅｌｌ ｄｒａｗｉｎｇ． Ｂ， （ＥＲ＋） ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌ ｄｒａｗｉｎｇ． Ｃ， Ｑｕａｎｔｉｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，
∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ ｏｎ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｉｎ （ＥＲ－） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ ａｎｄ （ＥＲ＋） ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌｓ
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３　 讨论

　 　 在民间，狼毒蒸枣，食其枣来治疗实体瘤［８］，如
今现临床上对此说法并未得到证实。 狼毒大戟被

制成各种类型的制剂，用于治疗肺结核、坏血病、胸
闷、溃疡等疾病［９］；但目前并没有治疗肿瘤的制剂

上市。 但有相关的文献报道，５􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ 狼毒大戟水

提液对 Ｓ１８０ 腹水瘤小鼠的抑瘤率达到 ３３􀆰 ６％［１０］。
另外，前期对大戟大枣汤（ＤＥＦＳＪ）的急性毒性实验

研究发现，ＤＥＦＳＪ 在昆明小鼠上的半数致死量为

１２􀆰 ６０ ｇ ／ ｋｇ［１１］，结合前期研究也证实 ＤＥＦＳＪ 在体外

有较好的抗乳腺肿瘤作用［７－８］。 这些为本研究用药

剂量的确定奠定了基础。
本研究首先对 ＤＥＦＳＪ 提取液进行了质控分析，

结果证实其成分稳定，制备工艺可行，保证了后续

药理学实验结果的准确性。 研究发现，ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 作

用 ４８ ｈ 可阻滞乳腺癌（ＥＲ－）ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 细胞及

（ＥＲ＋）ＭＣＦ⁃７ 细胞于 Ｇ２ ／ Ｍ 期，且对 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３
细胞的阻断效果更为显著。 文献报道，细胞周期出

现异常对于肿瘤发生、发展的影响至关重要［１２］。 抗

肿瘤药物也可通过诱导 ＤＮＡ 的异常嵌入和损伤，催
化下游底物包括细胞周期相关因子等进一步磷酸

化来实现抗肿瘤作用［１３］。 研究中又通过 ＤＮＡ 琼脂

糖凝胶电泳实验发现，ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 的作用也可使两种

乳腺癌细胞呈现核酸片段化的 ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ 梯带。
而 ＤＮＡ 损伤是许多药物发挥抗肿瘤作用的重要机

制［１４－１５］。 抗癌药物亦可诱导癌细胞 ＤＮＡ 双链断

裂，进而促进肿瘤细胞的凋亡［１６］。 研究证实，致使

肿瘤细胞发生无限增殖的一个重要因素是细胞凋

亡的失衡；因此，针对干预肿瘤细胞凋亡的研究也

是肿瘤治疗研究中的热点［１２］。 这与前期研究结果，
“ＤＥＦＳＪ 在体外可抑制乳腺癌细胞增殖并诱导细胞

凋亡的作用” ［７］相符合。
无论细胞周期阻断还是诱导细胞凋亡作用，都

要受到相关信号通路的调控。 有研究指出，作为人

机体内重要信号通路之一的 ＰＩ３ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路影

响甚广，其与机体内的生理、病理过程以及生物学

过程如细胞的增殖、凋亡、蛋白质的翻译等均密切

相关［１７］。 ＦｏｘＯ１ａ 及 ＦｏｘＯ３ａ 均为 Ｆｏｘ 家族的重要成

员，是 ＰＩ３ｋ ／ Ａｋｔ 通路下游的关键因子［１８］。 ＦｏｘＯ１ａ
作为 ＰＩ３ｋ ／ Ａｋｔ 信号途径下游重要靶蛋白之一，随着

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路的活化而被磷酸化激活后可影响细

胞的增殖、凋亡等生物学活动［１９］。 在 ＰＩ３ｋ ／ Ａｋｔ 转

导途径遭受抑制作用时，去磷酸化的 ＦｏｘＯ３ａ 就能从

细胞浆中转入细胞核内，从而导致下游细胞中的

Ｂｉｍ 蛋白表达水平增多，进而使细胞出现凋亡状

态［２０］。 内源性 ＦｏｘＯ３ａ 核转位的发生也被公认成是

细胞发生凋亡的显著特征［２１］。
前期研究也发现，ＰＩ３ｋ ／ Ａｋｔ 通路可能参与了

ＤＥＦＳＪ 对乳腺癌增殖及凋亡的调控［７］；本研究进一

步通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法及 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测了 ＰＩ３ｋ ／
Ａｋｔ 通路相关因子的表达，发现 ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 能使两种

不同表型的乳腺癌细胞中 ｐ⁃ＰＩ３ｋ、ｐ⁃Ａｋｔ、ｐ⁃ＦｏｘＯ３ａ
及 ｐ⁃ＦｏｘＯ１ａ 蛋白表达降低，使 Ｂｉｍ 蛋白表达升高，
使 ＦｏｘＯ３ａ、ＦｏｘＯ１ａ ｍＲＮＡ 表达降低，使 Ｂｉｍ ｍＲＮＡ
表达升高；并进一步通过激光共聚焦显微镜观察到

ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 作用后细胞呈现显著的 ＦｏｘＯ３ａ 蛋白核转

位；且各数据结果均显示 ＤＥＦＳＪ⁃ＣＳ 对（ＥＲ－）ＭＤＡ⁃
ＭＢ⁃４５３ 细胞比对（ＥＲ＋）ＭＣＦ⁃７ 细胞作用效果更好。

综上，ＤＥＦＳＪ 在体外可通过 ＰＩ３ｋ ／ Ａｋｔ 通路参与

对激素受体阴性和激素受体阳性乳腺癌细胞的增

殖抑制及诱导凋亡作用的调控，且作用效果因乳腺

癌表型的差异而不同。 本研究将为乳腺癌的个体

化精准治疗研究提供思路和依据。
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