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木犀草素抑制ｍｉｃｒｏＲＮＡ２１的表达诱导乳腺癌细胞凋亡
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　　摘　要：目的　研究植物黄酮化合物木犀草素（ｌｕｔｅｏｌｉｎ）对乳腺癌细胞的凋亡诱导效应，并探讨 ｍｉｃｒｏＲＮＡ２１（ｍｉＲ２１）在其

中的作用。方法　以 ＭＴＴ法检测细胞活力变化；ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染流式细胞仪分析细胞凋亡；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测胞内细胞色

素Ｃ（ＣｙｔＣ）的水平；定量ＲＴＰＣＲ检测ｍｉＲ２１的表达水平；通过构建ｍｉＲ２１质粒表达载体并转染乳腺癌细胞上调ｍｉＲ２１的表

达。结果　细胞活力检测结果表明，木犀草素可显著降低乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ４５３的增殖活力；流式细胞凋亡分析和 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ检测结果表明，木犀草素可显著诱导乳腺癌细胞凋亡，并呈现剂量效应关系；进一步研究显示，木犀草素可显著降低乳腺癌

细胞ｍｉＲ２１的表达，而胞内ｍｉＲ２１表达水平的上调可显著降低木犀草素对乳腺癌细胞的凋亡诱导作用和细胞毒性。结论　木

犀草素可显著抑制乳腺癌细胞增殖并诱导凋亡，其机制涉及对ｍｉＲ２１表达的抑制。
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ＦｕｒｔｈｅｒｓｔｕｄｉｅｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｌｕｔｅｏｌｉｎｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ２１，ａｎｄｔｈｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｍｉＲ２１ｃｏｕｌｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅ
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　　植物黄酮是一大类天然植物多酚化合物，广泛分布于蔬

菜、水果等植物性食物中，其抗癌作用一直备受关注［１］。日常

膳食中的黄酮化合物主要包括：槲皮素、芹菜苷、木犀草素、儿

茶素、杨梅素、山奈酚等，其中木犀草素在各种蔬菜、水果中广

泛分布，特别是在甘蓝、菜花、甜菜、辣椒等食物中含量较高，有

研究表明木犀草素具有抗肿瘤作用，但其作用机制尚不清

楚［２３］。微ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ，ｍｉＲＮＡｓ）是小ＲＮＡ的一种，可

与其靶ｍＲＮＡ的３′端非特异区结合，引起靶ｍＲＮＡ的翻译抑

制或降解，在肿瘤的发生、发展过程中扮演重要角色［４５］。

ｍｉＲ２１在多种肿瘤组织特别是乳腺癌细胞中过表达，被认为

是一种重要的癌基因［６］。本实验研究木犀草素对乳腺癌细胞

的凋亡诱导效应，并探讨ｍｉＲ２１在其中的作用。

１　材料与方法

１．１　材料　木犀草素、四唑盐（ＭＴＴ）和二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）

均为Ｓｉｇｍａ公司产品，ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡检测试剂盒购

于晶美生物工程公司，细胞色素Ｃ（ＣｙｔＣ）抗体购于美国Ｃｅｌｌ

Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公 司，Ｔｒｉｚｏｌ试 剂、ｐｃＤＮＡ６．２ＧＷ／

ＥｍＧＦＰ质粒和ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂盒购于Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

公司，ＢｉｏＥａｓｙＳＹＢＲｇｒｅｅｎⅠｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测试剂盒购于

杭州博日科技有限公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　ＭＤＡＭＢ４５３细胞购于中国科学院生物

化学与细胞生物学研究所，培养于含１０％标准胎牛血清的

ＲＰＭＩ１６４０培养液中，于３７℃、５％ＣＯ２ 条件下常规培养传代。

１．２．２　ＭＴＴ法检测细胞活力　将对数生长期细胞以５×

１０４／ｍＬ密度接种于２４孔培养板中，加入处理因素，培养２４ｈ，

收获细胞前４ｈ，每孔加入４０μＬＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ），去除培养

液，每孔加入２００μＬＤＭＳＯ，避光、室温震荡１０ｍｉｎ，用酶联仪

在４９０ｎｍ处测定各组吸光度（ＯＤ４９０）值。

１．２．３　细胞凋亡检测　细胞用４℃预冷的磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）洗细胞２次，用２５０μＬ稀释的混合缓冲液重新悬浮细

胞，并使其浓度为１×１０６／ｍＬ，取１００μＬ的细胞悬液于５ｍＬ

流式管中，加５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＦＩＴＣ溶液和１０μＬ的碘化丙啶

（ＰＩ）溶液（２０μｇ／ｍＬ），混匀后于室温避光放置１５ｍｉｎ，在反应

管中加４００μＬ磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ），流式细胞仪上机检测。

１．２．４　ＣｙｔＣ水平检测　细胞裂解液２００μＬ充分裂解细胞，

１２０００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，分离胞浆溶液，常规提取蛋白并检测

浓度，以１２．５％的聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，电转移蛋白至聚

偏氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜，５０ｇ／Ｌ脱脂奶粉封闭１ｈ，一抗（１∶２００）

４℃封闭过夜，辣根过氧化物酶标记，二抗（１∶４０００）孵育

１ｈ，显色曝光。

１．２．５　ｍｉＲ２１表达的检测　利用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取细胞总
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ＲＮＡ，采用ＢｉｏＥａｓｙＳＹＢＲｇｒｅｅｎⅠｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ试剂盒行

ｑＰＣＲ检测，以Ｕ６ＲＮＡ为内参。ｍｉＲ２１的 ＲＴ 引物序列为

５′ＧＴＣＧＴＡ ＴＣＣ ＡＧＴ ＧＣＡ ＧＧＧ ＴＣＣＧＡＧ ＧＴＡ ＴＴＣ

ＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＡＣＡ３′，ＰＣＲ引物序列为上

游：５′ＧＣＣＣＧＣＴＡＧＣＴＴＡＴＣＡＧＡＣＴＧＡＴＧ３′，下游：

５′ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ３′；Ｕ６的ＲＴ引物序列为５′

ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡ

ＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＡＡＡＡＡＴＡＴＧ３′，ＰＣＲ引物序列为上

游：５′ＧＣＧＣＧＴＣＧＴＧＡＡＧＣＧＴＴＣ３′，下游：５′ＧＴＧＣＡＧ

ＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ３′。

１．２．６　ｍｉＲ２１质粒表达载体的构建及转染　参照文献［７］所

述，利用ＰＣＲ扩增 ＭＤＡＭＢ４５３细胞基因组 ｍｉＲ２１基因，

ＰＣＲ引物序列为上游：５′ＧＡＡＴＴＣＣＧＡＴＣＴＴＡＡＣＡＧ

ＧＣＣＡＧＡＡＡＴＧＣ３′，下游：５′ＡＧＡＴＣＴＣＣＡＣＣＡＧＡＣ

ＡＧＡＡＧＧ ＡＣＣ ＡＧＡ ＧＴ３′。扩增产物插入 ｐｃＤＮＡ６．２

ＧＷ／ＥｍＧＦＰ质粒载体，构建ｐｃＤＮＡ６．２ＧＷ／ｍｉＲ２１表达质

粒，常规转化大肠杆菌并扩增。提取质粒，利用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ

２０００转染试剂盒将质粒转染乳腺癌细胞，转染４８ｈ后进行实

验，以荧光显微镜观察绿色荧光蛋白表达，确定转染成功。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行单因素方差

分析，计量资料用狓±狊表示，两组间差异比较采用狋检验，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　木犀草素抑制乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ４５３增殖并诱导凋

亡　细胞活力检测结果表明，１０μｍｏｌ／Ｌ木犀草素作用乳腺癌

细胞 ＭＤＡＭＢ４５３２４ｈ可显著降低其细胞活力，抑制乳腺癌

细胞的增值，并显示出剂量效应关系（图１）。同时，流式细胞

凋亡分析结果表明（图２），木犀草素作用乳腺癌细胞２４ｈ可显

著升高凋亡率，并呈现剂量效应关系；进一步研究证实，木犀

草素作用乳腺癌细胞后，凋亡启动因子ＣｙｔＣ的水平在１２ｈ

后显著升高（图３）。以上结果表明，木犀草素可显著抑制乳腺

癌细胞的增殖，同时诱导胞内ＣｙｔＣ的释放，引起凋亡发生。

　　ａ：犘＜０．０１，与０μｍｏｌ／Ｌ比较。

图１　　不同浓度木犀草素作用２４ｈ对乳腺癌细胞

ＭＤＡＭＢ４５３细胞活力的影响

２．２　木犀草素抑制乳腺癌细胞 ｍｉＲ２１的表达　利用定量

ＲＴＰＣＲ检测乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ４５３胞内 ｍｉＲ２１表达水

平的变化，结果显示，１０μｍｏｌ／Ｌ木犀草素作用乳腺癌细胞２４

ｈ，细胞胞内ｍｉＲ２１的表达水平显著降低，表明木犀草素能够

显著抑制乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ４５３ｍｉＲ２１的表达，见图４Ａ。

２．３　ｍｉＲ２１表达的上调对木犀草素抗乳腺癌效应的影响　

构建ｍｉＲ２１质粒表达载体（ｐｃＤＮＡ６．２ＧＷ／ｍｉＲ２１）并转染

乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ４５３，荧光显微镜观察结果（图Ｂ）可见，

质粒转染后胞内绿色荧光蛋白表达并发出绿色荧光；ｍｉＲ２１

检测结果（图４Ａ）显示，质粒转染细胞胞内ｍｉＲ２１表达水平显

著升高，可有效阻断木犀草素对乳腺癌细胞 ｍｉＲ２１表达的降

低作用。细胞活力检测和凋亡分析结果（图４Ｃ、Ｄ）显示，ｍｉＲ

２１表达的上调可显著降低木犀草素对乳腺癌细胞的增殖抑制

和凋亡诱导作用，这表明 ｍｉＲ２１在木犀草素抗乳腺癌机制中

发挥重要作用。

　　ａ：犘＜０．０１，与０μｍｏｌ／Ｌ比较。

图２　　不同浓度木犀草素作用２４ｈ对乳腺癌细胞

ＭＤＡＭＢ４５３凋亡的影响

　　ａ：犘＜０．０１，与０ｈ比较。

图３　　１０μｍｏｌ／Ｌ木犀草素作用乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ４５３

后胞内ＣｙｔＣ水平的变化

　　Ａ：ｍｉＲ２１的表达；Ｂ：ｍｉＲ２１荧光显微镜结果；Ｃ：细胞活力；Ｄ：凋亡率。ａ：犘＜０．０５，ｂ：犘＜０．０１与对照组比较；ｃ：犘＜０．０５，ｄ：犘＜０．０１，与未转

染细胞组相比。

图４　　１０μｍｏｌ／Ｌ木犀草素对乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ４５３及其ｐｃＤＮＡ６．２／ｍｉＲ２１转染细胞
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３　讨　　论

流行病学调查和实验研究证实，蔬菜、水果等植物性食物

的摄入量与许多慢性病特别是肿瘤的发病率呈负相关，这使得

人们认识到，存在于这些食物中的某些活性成分对于人类健康

极为重要［８］，植物类黄酮就是这些重要活性化合物中的一类。

植物类黄酮为一大类天然植物多酚化合物，种类繁多，但这些

化合物分子结构中都具有Ｃ６Ｃ３Ｃ６碳架的基本结构特征
［９］。

乳腺癌是世界范围内导致女性死亡的主要癌症，探讨如何通过

膳食营养途径有效防治乳腺癌，对于维护女性生命健康具有积

极意义。

ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ是一类由内源基因编码的长度约为２２个核

苷酸的非编码单链小 ＲＮＡ分子，它可以与其靶 ｍＲＮＡ的３′

端非特异区结合，并招募相关活性蛋白质，进而引起靶 ｍＲＮＡ

降解，抑制靶基因的蛋白质翻译，发挥转录后基因表达调控作

用。越来越多的研究显示，ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ在众多细胞生命过程

中发挥重要作用，对于细胞周期调控、细胞增殖、分化、凋亡以

及干细胞特性等都具有显著影响，而ｍｉｃｒｏＲＮＡ的异常表达和

调控在很多疾病特别是肿瘤的发生、发展过程中发挥明显作

用，因此成为近期肿瘤研究中的一个热点。某些 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ

在多种肿瘤组织中显著高表达，发挥癌基因作用，目前对于

ｍｉＲ２１的研究广受关注，ｍｉＲ２１在乳腺癌、肺癌、直肠癌等多

种癌组织细胞中高表达，特别是在乳腺癌发生、发展过程中，

ｍｉＲ２１的过量表达发挥着显著癌基因效应
［１０１１］，但其详细作

用机制尚需要深入研究。植物黄酮化合物抗肿瘤研究一直备

受关注，但其作用机制是否涉及对关键ｍｉｃｒｏＲＮＡ的影响研究

较少。本研究结果表明，ｍｉＲ２１在木犀草素诱导乳腺癌细胞

凋亡过程中发挥重要作用，木犀草素至少部分是通过抑制

ｍｉＲ２１的表达水平发挥促凋亡作用的。木犀草素是如何抑制

ｍｉＲ２１的表达，其抗肿瘤作用机制是否还涉及对其他关键 ｍｉ

ｃｒｏＲＮＡｓ的影响等，尚需要进一步研究。
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