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β-苦茄碱通过Fas介导的死亡受体途径

诱导乳腺癌 MCF-7细胞凋亡

苏坤俊1,林德安1,韦星2

(1.广西钦州市妇幼保健院乳腺外科,广西 钦州 535000;

2.右江民族医学院基础医学院,广西 百色 533000)

摘 要:目的 探讨β-苦茄碱(Beta-solamarine,BSM)诱导乳腺癌 MCF-7细胞凋亡及其对Fas介导的死亡受体途径相

关蛋白的影响。方法 将不同浓度的BSM对体外培养的乳腺癌 MCF-7细胞进行干预。采用 MTT法测定细胞增殖抑

制率,细胞侵袭试验观察细胞侵袭能力,TUNEL法检测细胞凋亡情况,采用 WesternBlot对 Fas、FADD、Cleaved
Caspase-8、CleavedCaspase-3、CleavedPARP和PARP蛋白表达水平进行检测。结果 BSM 处理后的细胞组显示出了

较高的抑制率、侵袭细胞数明显下降、细胞凋亡率显著增加,各BSM组的细胞抑制率、侵袭细胞数和凋亡率与正常对照

组相比,差异均具有统计学意义(P<0.01)。Caspase-8抑制剂Z-IETD-FMK处理组的细胞凋亡率显著降低,相较于与

BSM同剂量组,细胞凋亡率差异具有统计学意义(P<0.01)。在BSM 的作用下,MCF-7细胞中Fas、FADD、Cleaved
Caspase-8、CleavedCaspase-3以及CleavedPARP的表达水平显著提升,而PARP的表达水平下降明显,与正常对照组

相比差异均具有统计学意义(P<0.05或P<0.01)。结论 BSM在抑制 MCF-7细胞的增殖、侵袭和促进细胞凋亡方

面显示出显著效果,激活Fas介导的死亡受体途径可能是BSM诱导细胞凋亡的机制之一。
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β-SolamarineinducesapoptosisinbreastcancerMCF-7
cellsviatheFas-mediateddeathreceptorpathway

SUKunjun1,LINDean1,WEIXing2

(1.DepartmentofBreastSurgery,QinzhouMaternalandChildHealthCareHospital,

Qinzhou535000,Guangxi,China;2.SchoolofBasicMedicine,Youjiang
MedicalUniversityforNationalities,Baise533000,Guangxi,China)

  Abstract: Objective Toinvestigatetheapoptoticeffectsofβ-solamarine(BSM)onbreastcancerMCF-7
cellsanditseffectonproteinsassociatedwiththeFas-mediateddeathreceptorpathway. Methods Different
concentrationsofBSMwereusedtointerferewithbreastcancerMCF-7cellsculturedinvitro.Thecellprolif-
erationinhibitionratewasmeasuredusingMTTassay,whilecellinvasionassaywasusedtoobservecellinva-
sionability.TUNELassaywasusedtodetectcellapoptosis.Westernblotanalysiswasemployedtodetectthe

—794—

第46卷 第4期          右江民族医学院学报           Vol.46No.4
2024年8月    JournalofYoujiangMedicalUniversityforNationalities    Aug.2024

第一作者:苏坤俊,副主任医师,研究方向:乳腺肿瘤防治,E-mail:20738377@qq.com
  通讯作者:韦星,博士,教授,研究方向:细胞凋亡,E-mail:116895009@qq.com



expressionlevelsofFas,FADD,CleavedCaspase-8,CleavedCaspase-3,CleavedPARP,andPARPproteins.
 Results ThecellgrouptreatedwithBSMshowedahighercellinhibitionrate,asignificantdecreaseinthe
numberofinvasivecellsandasignificantincreaseincellapoptosisrate,demonstratingstatisticallydifference
comparedtothenormalcontrolgroup(P <0.01).TreatmentwiththeCaspase-8inhibitorZ-IETD-FMK
groupsignificantlyreducedapoptosisrate,demonstratingstatisticallydifference(P<0.01)comparedtothe
BSM-treatedgroupwiththesamedose.BSMtreatmentsignificantlyupregulatedtheexpressionofFas,

FADD,CleavedCaspase-8,CleavedCaspase-3,andCleavedPARP,whiledownregulatingPARPexpressionin
MCF-7cellscomparedtothenormalcontrolgroup,demonstratingstatisticallydifference.(P<0.05orP<
0.01). Conclusion BSMshowssignificanteffectsininhibitingtheproliferation,invasionandpromotingap-
optosisinMCF-7cells.TheactivationoftheFas-mediateddeathreceptorpathwayappearstobeoneofthe
mechanismsthroughwhichBSMinducesapoptosis.
  Keywords: β-solamarrine;MCF-7cells;apoptosis;FASpathway

  乳腺癌是女性癌症相关死亡中最常见的恶性肿瘤

诊断类型和主要原因[1]。根据世界卫生组织国际癌症

研究机构提供的数据,2020年全球新发乳腺癌病例约

230万、死亡人数达68.5万,且其数量正在呈稳步上

升[2],这些统计数据表明乳腺癌对女性健康构成了严

重威胁。近年来,虽然放射治疗和化学治疗在乳腺癌

治疗领域取得了显著成就,但绝大多数药物仍具有较

高的毒副作用和耐药性特征[3]。因此,研究者当前特

别关注的是寻找既能有效治疗乳腺癌又具有低毒性的

新型天然药物。
从茄属植物白英(又称千年不烂心、白毛藤等)提

取的甾体糖苷生物碱,该类物质已被证实具有广泛的

抗肿瘤效果,特别对血管内皮细胞瘤的迁移、侵袭以及

血管生成,抑制效果明显。HANL等[4]研究发现,白
英的糖苷生物碱类能够显著阻止肿瘤细胞的这些关键

过程;刘良裕等[5]研究也证实了白英的甾体糖苷生物

碱在抑制血管内皮瘤的转移方面的有效性;DU X
等[6]研究进一步揭示,从白英中提取的总甾体糖苷生

物碱能够有效抑制非小细胞肺癌A549细胞产生的外

泌体,并且这种抑制作用通过阻断血管生成活性,从而

有效地抑制肿瘤生长。然而,在前述研究中,仍未明确

指出哪些甾体糖苷生物碱单体化合物在抑制肿瘤方面

发挥主导作用。β-苦茄碱(Beta-solamarine,BSM)作
为中草药白英甾体糖苷生物碱的核心成分之一,不仅

具备抗菌特性,同时在抗肿瘤方面亦展现出一定的效

果[[7]。据相关献文报道,早在1965年,KUPCHANS
M等[8]从中草药白英中分离出甾体糖苷生物碱单体

化合物BSM,该化合物能够显著抑制S180荷瘤小鼠

模型的肿瘤生长。然而,BSM是否在抑制乳腺癌进展

中发挥重要作用,以及它如何发挥抗肿瘤作用机制也

尚待深入研究。本实验通过探讨BSM 对体外培养乳

腺癌 MCF-7细胞增殖和凋亡作用效果,以及其对Fas

介导的死亡受体途径相关基因表达的影响,对其可能

的抗肿瘤作用分子机制进行了初步研究,为探索BSM
作为未来乳腺癌治疗的有效候选天然药物提供线索。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器 Beta-Solamarine购于四川省维克

奇生物科技有限公司(分子式为C45H73NO15,分子量

为868.06,纯度:HPLC≥98%,CAS号为3671-38-3。
将部分Beta-Solamarine溶解于DMSO,然后分装在2
~8℃的环境中储存以备后用)。本实验所购置的主

要试剂中,DMEM(货 号:12800017)和 FBS(货 号:

10437-028)均为GIBCO产品;MTT(货号:M2128)为

Sigma-Aldrich产品;TUNEL细胞凋亡原位检测试剂

盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司;Z-IETD-
FMK(货号:1064-20C)为Biovision产品;而用于提取

细胞质和细胞核蛋白的试剂盒,则由Amresco公司提

供 的 产 品;β-actin、Cleaved Caspase-3、Cleaved
Caspase-8、CleavedPARP、PARP、Fas和 FADD 抗

体、以及羊抗兔IgG-HRP二抗(货号:7074P2)均购于

CellSignalingTechnology(CST)公司。实验所使用

的主要仪器中,酶标仪ELx800为Bio-Tek公司生产;
冷冻离心机1-15PK型为德国SIGMA公司生产;垂直

电泳转印系统和ChemidocXRS凝胶成像系统均由

Bio-Rad公司供应;BX51显微镜为OLYMPUS产品。

1.2 细胞培养 MCF-7细胞由中科院上海细胞生物

研究所提供。配制10% FBS+DMEM+100万 U/L
青霉素+100mg/L链霉素作为 MCF-7细胞培养液,

MCF-7细胞在37℃、5% CO2的培养箱中培养,待细

胞达到对数增殖期后,取用于实验。

1.3 MTT法检测BSM 对 MCF-7细胞的抑制率 
将 MCF-7细胞配制成密度为2×104个/毫升单细胞

悬液,在96孔培养板中每孔加入200μL;在细胞培养

过程中,24h后待细胞达到适宜状态,每组细胞分别
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设立6个复孔,实验将分为不同浓度的BSM 组、正常

对照组以及空白对照组。在BSM 组中,先用培养液

稀释BSM,使药物最终浓度分别为2.5μmol/L、5

μmol/L、10μmol/L、20μmol/L和40μmol/L,每个

孔滴加200μL;在正常对照组和空白对照组中加入相

同体积PBS缓冲液,细胞培养分别至8h、20h、44h
和68h后,每孔添加浓度为5mg/mL的 MTT溶液

20μL;再经过4h的细胞培养之后移除上清液,然后

加入150μL的 DMSO,在恒温避光环境下进行10
min的振荡处理。酶标仪(490nm波长)测定OD 值,
最后计算出抑制率。此外,为了解BSM 作用于 MCF-
7细胞的IC50值,采用SPSS24.0软件来计算分析。

1.4 细胞侵袭试验观察BSM 对 MCF-7细胞的侵袭

能力 用transwell小室和 Matrigel检测细胞侵袭水

平。将MCF-7细胞接种到含有DMEM+20% Matri-
gel基质凝胶的上腔室中;在底室中加入完全培养基以

刺激细胞侵袭,刺激上室中的细胞移动到底部;根据

MTT法检测BSM对细胞的抑制率数据结果,在上腔

室中加入BSM终浓度分别为0μmol/L、5μmol/L、10

μmol/L和20μmol/L处理48h后,然后移除上腔室;
将底部迁移的细胞固定在PFA中,用0.1%结晶紫染

色20min;显微镜下随机取3个视野计数细胞。

1.5 TUNEL法检测BSM 诱导 MCF-7细胞凋亡率

 以密度为2×105个/孔的 MCF-7细胞种植于6孔

板,细胞培养24h后,以BSM 终浓度分别为0μmol/

L、5μmol/L、10μmol/L和20μmol/L为对照组,以

BSM(终浓度分别为0μmol/L、5μmol/L、10μmol/L
和20μmol/L)+Z-IETD-FMK为实验组。在实验组

中,每孔分别添加了20μmol/L的Z-IETD-FMK,先
培养2h;随后加入不同浓度的BSM,继续培养48h;
培养结束后收集细胞;先用PBS缓冲液漂洗2次,再
进行细胞涂片,风干后用丙酮固定15min;在渗透液

(0.2%TritonX-100,0.1%柠檬酸钠)中孵育细胞5
min后,使用双蒸水清洗玻片以去除表面杂质;然后将

TUNEL反应混合液滴加于载玻片上(阴性对照组细

胞不添加TUNEL反应混合液),并将其放入37℃的

湿盒中孵育30min;加入转化剂-POD,并再次将玻片

放回37℃的湿盒中孵化30min,之后用双蒸水清洗;
滴入DAB以后,常温下再静置7min;玻片清洗干净

后,采用苏木素进行二次染色,然后进行脱水、封闭处

理。实验结果通过光学显微镜观察,随机取6个高倍

视野下计数阳性细胞和全部细胞,阳性细胞所占百分

比即为细胞凋亡率。

1.6 WesternBlot检测BSM 对 MCF-7细胞蛋白的

表达 设正常对照组和BSM 实验组。实验组BSM
终浓度分别为5μmol/L、10μmol/L和20μmol/L,

BSM作用于 MCF-7细胞48h后,收集各组细胞,用
冰PBS缓冲液洗涤细胞后,再用lysisbuffer裂解液孵

育细胞;以旋转速度为10000r/min、温度控制在4℃
的条件下进行离心。采用Bradford法测定蛋白质含

量,通过SDS-PAGE分离蛋白样品之后,按半干操作

步骤转移到PVDF膜上;使用5%脱脂奶粉封闭后,先
加入相应的一抗,再加入IgG-HRP二抗进行孵育;

TBST缓冲液洗涤,用ECL发光液加于PVDF膜上,
经X线胶片曝光、显影和定影,扫描图像后观察结果。
通过应用Image-ProPlus软件,测定目标蛋白和β-ac-
tin条带的定量灰度,两个条带的灰度值比即为目标蛋

白的相对表达水平。

1.7 统计学方法 采用SPSS24.0软件统计分析,

XLSX作图,平均值用(췍x±s)表示。方差分析用于多

组间比较,LSD用于组间变量差异。以P <0.05为

差异有统计学意义。

2 实验结果

2.1 BSM对乳腺癌 MCF-7细胞增殖抑制的影响 
结果如图1所示,BSM 干预 MCF-7细胞12h、24h、

48h、72h后,BSM各浓度组的细胞抑制率明显上升,
与正常对照组比较,细胞抑制率差异有统计学意义(P
<0.01)。采用SPSS24.0软件对IC50进行了分析,结
果显示,在12h、24h、48h和72h的时间点上,BSM
对 MCF-7细胞的IC50值分别为20.61μmol/L、9.78

μmol/L、6.01μmol/L和4.66μmol/L。

注:与正常对照组比较,**P<0.01;每组n=6
图1 BSM对 MCF-7细胞抑制率的影响

2.2 BSM对乳腺癌 MCF-7细胞侵袭能力的影响 
结果如图2所示,BSM 干预 MCF-7细胞48h后,观
察到BSM各浓度组穿膜细胞的数量明显减少。进一

步统计数据结果如图3,随着BSM 浓度的增加,侵袭

细胞的数量显著下降,与正常对照组比较,侵袭细胞数

量差异有统计学意义(P<0.01)。

—994—

2024年             右江民族医学院学报              第4期



注:A.正常对照组(0μmol/L);B.5μmol/L组;C.10μmol/L组;D.20μmol/L组

图2 细胞侵袭试验观察 MCF-7细胞侵袭能力

注:与正常对照组比较,**P<0.01;每组n=3。

图3 BSM对 MCF-7细胞侵袭能力的影响

2.3 BSM对乳腺癌 MCF-7细胞凋亡的影响 结果

如图4所示,BSM 干预 MCF-7细胞48h后,BSM 各

浓度组细胞凋亡率明显升高,与正常对照组比较,细胞

凋亡率差异有统计学意义(P <0.01)。Caspase-8抑

制剂Z-IETD-FMK处理 MCF-7细胞后,能明显抑制

BSM诱导 MCF-7细胞凋亡,BSM+Z-IETD-FMK组

与相同剂量BSM组比较,细胞凋亡率差异有统计学意

义(P<0.01)。

注:与正常对照组比较,**P<0.01;与同剂量

BSM组比较,##P<0.01;每组n=6。

图4 BSM对细胞凋亡及Z-IETD-FMK
对BSM诱导 MCF-7细胞凋亡的影响

2.4 BSM对乳腺癌 MCF-7细胞相关蛋白表达的影

响 结果如图5所示,经过BSM 处理的 MCF-7乳腺

癌细胞,在48h后呈现一系列蛋白质表达条带的变

化,具体涉及Fas、FADD、CleavedCaspase-8、Cleaved
Caspase-3、PARP以及CleavedPARP。进一步观察见

图6,可以发现随着 BSM 浓度的增加,Fas、FADD、

CleavedCaspase-8、CleavedCaspase-3、CleavedPARP
蛋白质的表达量也呈逐步上升趋势,与未经BSM处理

的正常对照组相比,这些蛋白质表达水平的差异有统

计学意义(P <0.05或P <0.01);而PARP蛋白的

表达水平随着BSM 浓度的提高而呈现逐渐降低的趋

势,各个不同浓度BSM组与正常对照组之间的蛋白表

达水平差异有统计学意义(P<0.05或P<0.01)。

图5 WesternBlot检测 MCF-7细胞蛋白条带

注:与正常对照组比较,*P<0.05;**P<0.01;每组n=3。

图6 BSM对 MCF-7细胞蛋白表达影响
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3 讨论

中草药白英在我国历史上应用广泛,作为临床常

用的抗肿瘤中药,其药用价值不容忽视。研究发现,从
白英中分离出的甾体类化合物,特别是甾体生物碱,被
认为是具有抗肿瘤效果的关键活性成分[9]。鉴于甾体

生物碱具有类固醇分子的特征,其与胆固醇的亲和性

较高,因此能够迅速与癌细胞融合,进而调控癌细胞内

部基因或蛋白质表达,破坏癌细胞[10]。截至目前,已
经鉴定出几百种甾体糖苷生物碱[11],并且揭示了它们

具有多种生物学功能,尤其在抗肿瘤领域表现出广泛

的应用潜力,这些化合物可以通过细胞膜简单扩散机

制,对癌症进程产生影响,如干预细胞周期、诱导细胞

凋亡、触发铁死亡等途径[12-15]。本研究采用不同浓度

的BSM,在多个时间点对体外培养的癌细胞进行处

理,以评估BSM对乳腺癌 MCF-7细胞增殖抑制效果。
结果显示,BSM 作用于 MCF-7细胞后,BSM 各浓度

组细胞抑制率明显升高;进一步分析发现,BSM 干预

MCF-7细胞在12h、24h、48h和72h的时间点上,

IC50值分别为20.61μmol/L、9.78μmol/L、6.01

μmol/L和4.66μmol/L;特别是在 BSM 处理48h
后,随着BSM浓度的增加,侵袭细胞的数量显著下降,
细胞凋亡率显著增加。以上结果表明了BSM 在抑制

MCF-7细胞增殖和侵袭方面的有效性,并揭示了其通

过促进细胞凋亡进程来执行抗癌功效。因此,BSM 在

抑制乳腺癌 MCF-7细胞的增殖、侵袭和促进细胞凋亡

方面具有潜在的应用价值。
为深入探索BSM诱导乳腺癌 MCF-7细胞凋亡的

分子 机 制,本 研 究 采 用 Caspase-8抑 制 剂 Z-IETD-
FMK干预后,观察Z-IETD-FMK对BSM 诱导 MCF-
7细胞凋亡的影响。结果显示,Caspase-8抑制剂干预

组可以明显抑制BSM诱导 MCF-7细胞凋亡。提示在

BSM诱导 MCF-7细胞凋亡过程中,Caspase-8在一定

程度上介入了其中的调控作用。鉴于 Caspase-8在

Fas/FasL凋亡信号传导途径中发挥关键作用,据此推

测,BSM诱导 MCF-7细胞凋亡的分子机制,可能与激

活Fas介导的死亡受体通路密切相关。为了阐明这一

观点,课题组对Fas介导死亡途径中相关蛋白表达进

一步检测。Fas死亡受体所介导的凋亡信号通路,涉
及多个关键信号分子,包括Fas、FADD、Caspase-8和

Caspase-3。在这个过程中,Fas死亡受体与其配体结

合后,利用其胞质端的死亡结构域吸引并结合接头蛋

白FADD以及Caspase-8前体,从而组装成死亡诱导

信号复合体。在此复合体内,Caspase-8前体经自我裂

解而激活,随后激活Caspase-3前体,转化为执行细胞

凋亡的Caspase-3效应酶[16]。在Caspase-3自我激活

过程中,其能够进一步促使PARP降解,从而引发染色

体DNA的断裂和片段化,最终导致细胞凋亡。因此,
剪切激活Caspase-3和降解PARP通常被视为细胞凋

亡发生的关键标志[17]。以往研究发现,BSM的同分异

构体澳洲茄边碱可通过上调蛋白水解酶Caspase-3及

其活性形式CleavedCaspase-3的表达,诱导食管癌细

胞KYSE150细胞[18]和大肠癌 HCT116细胞[19]凋亡;
通过剪切激活Caspase-3和降解PARP诱导胶质母细

胞瘤U251细胞凋亡[20]。另一个BSM 的同分异构体

龙葵碱可通过阻断FAK-PI3K/Akt信号传导途径,增
强人乳腺癌 MCF-7细胞对顺铂的敏感性[21];通过精

细调控卵巢癌细胞内的p-AKT、CleavedCaspase-3和

p53蛋白的表达水平,可以显著促进SKOV3卵巢癌细

胞的凋亡[22]。此外,龙葵碱通过提升Caspase-3的活

性,增加Bax蛋白的表达量,同时降低Bcl-2蛋白的表

达,进而有效触发乳腺癌细胞的凋亡机制[23]。鉴于以

上2种BSM的同分异构体甾体糖苷生物碱诱导癌细

胞凋亡的分子机制,有理由推测,除了Fas介导的死亡

受体途径外,其他凋亡途径如线粒体通路等也有可能

参与BSM 诱导癌细胞凋亡。本实验通过BSM 干预

MCF-7细胞后,采用免疫印迹技术检测Fas、FADD、

Cleaved Caspase-8、Cleaved Caspase-3、PARP 和

CleavedPARP的蛋白表达水平。结果显示,在BSM
浓度逐渐增加的情况下,MCF-7乳腺癌细胞中的Fas、

FADD、Cleaved Caspase-8、Cleaved Caspase-3 和

CleavedPARP蛋白表达水平显著上升,而PARP蛋

白表达水平则呈现出下降的趋势。提示激活Fas介导

的死亡受体途径可能是BSM诱导 MCF-7细胞凋亡的

分子机制之一。本研究结果与刘良裕[9]的研究基本一

致,但在研究对象等方面仍存在差异,具体而言,后者

以结肠癌细胞株 HCT116为研究对象,且白英中的甾

体生物碱类成分尚未被明确鉴定。
在本研究中,证实了BSM是一种较强而有效的抗

乳腺癌 MCF-7细胞的天然化合物,BSM通过激活Fas
介导的死亡受体途径促使 MCF-7细胞发生凋亡,从而

抑制癌细胞增殖和侵袭。因此,在乳腺癌治疗药物研

发领域中,BSM 具有潜力成为一种候选药物。然而,
本项研究的局限性以及未来值得关注的研究方向:一
是本研究仅证实了BSM对 MCF-7细胞Fas信号通路

中相关蛋白的调节作用,其他靶点还需要深入探索。
二是本研究仅限于体外实验探讨了BSM对 MCF-7细

胞增殖、侵袭及细胞凋亡的影响,因此,为了进一步确

认其抗乳腺癌效应,需要通过体内实验加以验证。
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