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暋暋暰摘要暱暋目的暋探讨青蒿琥酯(Artesunate,ART)对乳腺癌 MCF灢7细胞株的增殖、
分化功能及细胞形态和结构的影响。方法暋ART作用乳腺癌 MCF灢7细胞后,采用 MTT
(四唑盐)比色法检测细胞增殖功能,观察细胞形态和结构的改变,流式细胞仪分析细胞周

期相分布及细胞凋亡率。统计学分析采用重复测量设计资料的方差分析。结果暋ART
对乳腺癌细胞 MCF灢7有抑制作用,随浓度增加和时间延长抑制作用增强(P<0.05),呈浓

度依赖及时间依赖,并可导致细胞形态和结构的改变,抑制 MCF灢7细胞增殖,阻滞 MCF灢7
细胞于S期和G2/M期。6毺mol/L和8毺mol/LART诱导 MCF灢7细胞的凋亡率分别为

3.15%和8.43%。结论暋ART可导致 MCF灢7细胞形态的改变,抑制 MCF灢7细胞增殖和

生长,阻滞 MCF灢7细胞于S期和G2/M期,并有诱导细胞凋亡的作用。
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暰Abstract暱暋Objective暋Tostudytheeffectofartesunate(ART)onproliferationand

morphologyofbreastcancerMCF灢7cells.Methods暋AfterMCF灢7cellsweretreatedwith
ART,MTT灢assaywasperformedtoexaminetheproliferationofMCF灢7cellsandobserve
theirmorphologicalchanges,andFCM (flowcytometry)assaywasusedtoanalyzethe
distributionsofcellcyclesandcellapoptosis.Statisticalanalysiswasdoneusingrepeated
measuresanalysisofvariance.Results暋ARThadsuppressiveeffectonMCF灢cellsandwith
increaseoftheconcentrationandtime,thesuppressiveeffectwasenhanced(P<0.05),

showingdose灢andtime灢dependent.ARTcouldinhibittheproliferationofMCF灢7cells,

changethemorphologicalstructureofMCF灢7cells,andarrestMCF灢7cellsintheSandG2/

Mphasesofcellcycle.ARTof6毺mol/Land8毺mol/Lcouldcause3.15%and8.43%
apoptosisofMCF灢7cells,respectively.Conclusions暋ARThasthecapabilityofchanging
morphologicalstructure,inhibitingproliferationofMCF灢7cellsandarrestingMCF灢7cellsin
SandG2/Mphasesincellcycle.ItalsoinducesapoptosisofMCF灢7cells.

暰Keywords暱暋artesunate;breastneoplasms;cellcycle;apoptosis

暋暋乳腺癌是一种全身性疾病,近年,中药在提高癌症患者的生存质量和延长
生存期等方面为乳腺癌治疗的发展带来了新的契机。青蒿琥酯(Artesunate,
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ART)是青蒿素衍生物,是我国研制的抗疟药,体内外实验证实对肝癌细胞有诱
导凋亡的作用[1灢2],对结肠癌、白血病、口腔癌等55种细胞株均有细胞毒作用[3],
并有抗血管生成的作用[4]。国内少见 ART对人乳腺癌细胞影响的系统相关报
道。本实验采用雌激素受体(ER)阳性的乳腺癌细胞株 MCF灢7为研究对象,探
讨ART对乳腺癌细胞增殖、分化的影响,为进一步研究提供理论依据。

1暋材料与方法

1.1暋药物、试剂及其配置

ART(中国广西桂林第二制药厂)60mg与5%碳酸氢钠1ml配制成储备
液,-20曟冰箱保存,实验用1640液稀释至所需浓度,碳酸氢钠的终浓度小于

0.09%。
试剂包括RPMI灢1640(购于美国 Hyclone公司)、10%小牛血清(购于杭

州四季青生物工程材料有限公司)、80mg/L青霉素及120mg/L链霉素(购
于重庆医科大学附一院药房)、噻唑蓝(MTT)(购于Sigma公司)。
1.2暋细胞培养与处理

MCF灢7细胞(购于中科院上海生物研究所细胞库)用含10%小牛血清的

1640培养基在37曟、体积分数为5%的CO2 孵箱中常规培养传代。细胞长至
瓶底的80%~90%时处于对数生长期,用0.05%胰酶、0.02%乙二胺四乙酸消
化后,离心半径15.49cm,800r/min离心5min,弃上清液,1640培养基制成单
细胞悬液备用。
1.3暋MTT比色法检测细胞增殖功能

实验分为九组:空白对照组(与试验平行不加细胞只加培养液的空白对照。
其他试验步骤保持一致,最后比色以空白调零),细胞对照组(与试验平行只加细
胞和培养液的对照。其他试验步骤保持一致),溶剂对照组(细胞对照组+
0.09% NaHCO3,其他试验步骤保持一致),药物组(6个浓度组,细胞对照组+
ART,ART浓度分别为2、4、6、8、10、20毺mol/L,其他试验步骤保持一致)。

将5.0暳104/ml浓度细胞加入96孔板中,200毺l/孔,培养24h后,细胞
贴壁,分别加入不同试验处理因素。每组设8个平行孔,分别于24h、48h、
72h取出培养板,吸去各孔培养液,换上200毺l无血清1640并加入20毺l的

MTT(5mg/ml),轻振培养板,放回 CO2 孵箱中再培养4h后,离心半径

15.49cm,4000r/min 离 心 10 min,弃 上 清 液,加 二 甲 基 亚 砜 (DMSO)
200毺l/孔,在振荡器上振荡5~10min,以空白组吸光度值调零,在微量板读
数仪中测出每孔中600nm 处的吸光度[D(600)]值,并计算出ART对乳腺癌
细胞的抑制率,每组实验均重复3次。
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抗癌药物组吸光度值暋暋暋暋暋暋暋
乳腺癌细胞存活率= 暳100%暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋

抗癌药物组吸光度值暋暋暋暋暋暋暋
暋暋乳腺癌细胞抑制率=1-乳腺癌细胞存活率

1.4暋形态学观察
细胞用2毺mol/LART处理3d,部分细胞经苏木素伊红(HE)染色后在

光学显微镜下观察并照相,另一部分细胞用3%戊二醛固定,石蜡包埋,超薄
切片,透射电镜观察细胞超微结构变化。由于细胞的抑制作用同 ART 剂量
成正比,故选择最低剂量处理细胞。
1.5暋流式细胞仪检测细胞周期分布和凋亡率

由于预实验中发现 MCF灢7细胞在培养皿中培养72h是生长最为旺盛,
细胞的抑制作用同 ART剂量成正比,所以选择3个低剂量组,观察 ART在
细胞生长最为旺盛时对细胞的抑制作用。取 MCF灢7细胞以5.0暳104/ml浓
度接种20ml于50ml培养瓶中培养24h,取对照组和2、6、8毺mol/L4组,
作用72h,用0.1%胰灢0.02%乙二胺四乙酸(EDTA)混合液消化,离心半径

15.49cm,1000r/min离心10min,去上清液,少量磷酸盐缓冲液(PBS)洗
2次,转入1.5ml离心管,离心半径15.49cm,2000r/m 离心2min,吸尽上清
液,加入75%的预冷乙醇固定细胞团块,4曟过夜。以不少于1.0暳106/ml送
检流式细胞仪(FACScanBectonDickinson美国)。取细胞悬液,PBS洗2次,
离心半径15.49cm,2000r/min离心5min,去上清,碘化丙啶染液1.0ml染

30min,混合液过300目尼龙网除去杂质,用488nm 激发波长测定样品,分析
细胞周期和凋亡率。
1.6暋统计学分析

采用SPSS10.0软件包,数据结果采用重复测量资料的方差分析法进行
统计分析,P<0.05有统计学意义。

2暋结果

2.1暋MTT比色法结果

24、48、72h3个不同时间段细胞对照组与溶剂对照组的吸光度值之间无差
异,说明实验中作为溶剂的 NaHCO3 液对 MCF灢7细胞的生长无影响。可看出

ART对 MCF灢7细胞有抑制作用,随 ART作用浓度和作用时间的增加,药物的
抑制作用加强(P<0.05),显示有剂量依赖和时间依赖(表1)。
2.2暋形态学观察结果

2.2.1暋光学显微镜观察结果:光镜下,HE染色的 MCF灢7细胞胞核蓝色,细
胞浆红色。细胞贴壁形态为三角型居多,分化较好,多核细胞少见。细胞之间
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表1暋MTT法检测不同浓度 ART作用不同时间对 MCF灢7细胞的影响

24h 48h 72h
组别

暋[D(600)]值 抑制率(%) [D(600)]值 抑制率(%) [D(600)]值 抑制率(%)
暋细胞对照组 暋0.283暲0.027 0.00暋暋 暋0.602暲0.017 0.00暋暋 暋0.738暲0.008 0.00暋暋
暋NaHCO3 组 暋0.279暲0.004 0.00暋暋 暋0.594暲0.022 0.00暋暋 暋0.741暲0.012 0.00暋暋
暋2毺mol/L 暋0.275暲0.015 2.83暋暋 暋0.544暲0.012 9.63暋暋 暋0.684暲0.127 7.32暋暋
暋4毺mol/L 暋0.268暲0.037 5.30暋暋 暋0.478暲0.104 25.10暋暋 暋0.573暲0.102a 22.36暋暋
暋6毺mol/L 暋0.254暲0.012 10.24暋暋 暋0.424暲0.024ab 29.57暋暋 暋0.403暲0.032ab 45.39暋暋
暋8毺mol/L 暋0.242暲0.021 14.49暋暋 暋0.401暲0.080ab 33.39暋暋 暋0.352暲0.021abc 52.30暋暋
暋10毺mol/L 暋0.219暲0.018ab 22.62暋暋 暋0.354暲0.015abc 41.20暋暋 暋0.257暲0.014abc 65.18暋暋
暋20毺mol/L 暋0.212暲0.011ab 25.09暋暋 暋0.242暲0.013abc 59.80暋暋 暋0.196暲0.073abc 73.44暋暋

暋暋满足“球对称暠假设(P>0.05);a:P<0.05,与细胞对照组比较;b:P<0.05,与2毺mol/L比较;c:P<0.05,与4毺mol/L比较

首尾相接,有形成腺腔样结构的趋势(图1)。2毺mol/LART作用3d后,细
胞正常结构改变,细胞间排列疏松,呈分离状态,逐渐变圆,漂浮细胞增加,可
见到细胞死亡典型的形态学改变:细胞皱缩、胞质浓缩、核固缩、凝聚、呈深蓝
染;胞膜破裂,胞浆内容物外溢,呈现模糊的颗粒状无结构红染物质(图2)。

图1暋MCF灢7细胞形态(光镜,HE染色暋暳200)

图2暋2毺mol/L青蒿琥酯处理 MCF灢7细胞3d时细胞形态的变化(光镜,HE染色暋暳200)
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2.2.2暋透射电镜观察细胞的超微结构:电镜下可见细胞对照组中癌细胞生长
活跃,胞膜呈微绒毛状,胞质无空泡,线粒体丰富、完整、嵴清晰,内质网无扩
张,胞核大,核膜完整,核浆比例失调,常染色质较多,异染色质少(图3)。经

2毺mol/LART处理的细胞大量坏死,细胞碎片多,形态不规则,核膜连续性
破坏,但未发现凋亡小体(图4)。

图3暋MCF灢7细胞的超微结构(电镜,暳12000)

图4暋2毺mol/L青蒿琥酯处理 MCF灢7细胞3d时细胞的超微结构变化(电镜,暳4000)

2.3暋流式细胞仪分析凋亡率和细胞周期分布
用流式细胞仪分析细胞 DNA 含量分布,MCF灢7细胞在6毺mol/L 及

8毺mol/LART作用72h后分别显示典型的凋亡细胞群,呈特征性的亚二倍峰
(凋亡峰)。凋亡率分别为3.15%和8.43%,随浓度增加凋亡率有所增加。在流
式细胞仪分析结果中显示出 ART作用后 MCF灢7细胞的周期分布,3个药物组
(2、6、8毺mol/L)较细胞对照组出现了DNA合成期(S)和间隙2期及有丝分裂
期(G2/M)的阻滞(表2),未出现静止期及间隙1期(G0/G1)的阻滞。
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表2暋流式细胞仪检测 ART作用72h后 MCF灢7细胞凋亡率和细胞周期分布暋暋暋(%)

组别 凋亡率 G0/G1 S G2/M
细胞对照组 0.00 66.61 19.87 13.52
2毺mol/L 0.00 51.35 16.34 32.31
6毺mol/L 3.15 39.33 36.75 23.92
8毺mol/L 8.43 39.84 42.08 18.08

暋暋暋暋暋暋G0/G1:静止期及间隙1期;S:DNA合成期;G2/M:间隙2期及有丝分裂期

3暋讨论
青蒿素系一种具有过氧基团的新型倍半萜内酯,是高效、速效抗疟药,

ART则是其衍生物。青蒿素控制疟疾的机制在于它能够与疟原虫体内的
高浓度铁离子发生反应,产生自由基活性代谢物,损伤机体细胞膜结构和烷
化生物大分子。肿瘤细胞分裂时需要大量铁离子才能复制 DNA,故肿瘤细
胞的铁含量明显高于正常细胞,因此可引入 ART有选择地杀死癌细胞[5]。
Singh等[6]用全铁转运蛋白与双氢青蒿素共同处理人白血病细胞株 molt灢4
及淋巴瘤细胞。Woerdenbag等[7]及国内学者[8]分别用青蒿素类药物处理
艾氏腹水瘤细胞及肝癌细胞,发现 ART对这些体外肿瘤细胞均有一定的抑
制增殖作用。本实验观察到 ART对 MCF灢7细胞具有直接杀伤作用。本实
验显示 ART对ER受体阳性乳腺癌细胞株 MCF灢7有较强的杀伤及抑制增
殖的作用,可能是由于激素受体阳性的乳腺癌细胞株对 ART敏感性更强,
ART下调ER灢毩受体水平,从而抑制 MCF灢7细胞增殖所致[9]。表1显示,
ART随浓度的增加对细胞的抑制率呈现增长的趋势,随着培养时间的延
长,抑制率也呈现增长的趋势,说明 ART对细胞具有抑制作用,并呈时间灢
剂量依赖方式,进一步证实了青蒿琥酯的抗肿瘤作用。

Li等[10]采用青蒿素的衍生物作用于小鼠的白血病细胞株P388,结果发
现P388被阻滞在细胞周期的 G0/G1期,并诱导其凋亡。本实验观察到

3种浓度的 ART作用于 MCF灢7细胞72h后,药物处理组(2、6、8毺mol/L
药物组)细胞较细胞对照组出现了S期和 G2/M 期的阻滞,从表2可以看
出,阻滞于G2/M 期的细胞主要来源于G0/G1期,是由于细胞出G1期后经

S期、G2期,累积于 M 期,不能进入细胞周期的下一个循环的缘故。说明

ART抑制 MCF灢7细胞增殖的机制之一可能是阻断肿瘤细胞的生长周期。
不同肿瘤细胞株被 ART阻滞在不同细胞周期的机制还有待进一步研究。

因为 MCF灢7细胞缺乏caspase3蛋白,细胞凋亡进程受阻,但是 ART
6毺mol/L及8毺mol/L两个浓度作用 MCF灢7细胞时显示典型的凋亡细胞群,呈
特征性的亚二倍峰(凋亡峰),凋亡率分别为3.15%和8.43%,表明ART抑制肿
瘤细胞增殖的作用机制可能与促进细胞凋亡有关。但是通过透射电镜观察两种
细胞的超微结构,可观察到坏死细胞的形态结构:细胞碎片多、形态不规则、核膜
连续性破坏、胞质内有大量空泡、内质网肿胀,但未发现有凋亡小体的存在。这
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可能与电镜切片技术有一定的关系。关于 ART抑制 MCF灢7细胞增殖、诱导凋
亡的分子机制还有待进一步研究。
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