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摘 要: 本研究的目的是为了探索小檗碱对乳腺癌 MDA-MB-231 细胞增殖的影响以及阐明小檗碱促乳腺癌细胞凋

亡的分子机制。在实验过程中，我们通过 MTT 检测小檗碱对乳腺癌 MDA-MB-231 细胞增殖的抑制作用，采用 Annex-
in-V / PI 染色定量考察小檗碱对肿瘤细胞凋亡的影响，运用 Western Blot 实验检测肿瘤相关通路蛋白表达来进行研

究。实验表明小檗碱对乳腺癌 MDA-MB-231 细胞增殖具有抑制作用，使细胞中自噬因子 Beclin 1 表达增加，诱导细

胞自噬泡的形成，导致肿瘤细胞发生凋亡。综上说明小檗碱是通过抑制 AKT-mTOＲ 通路，诱导 MDA-MB-231 细胞的

自噬以及凋亡，从而发挥抗肿瘤作用。
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Effect of berberine on the proliferation of breast cancer
MDA-MB-231 cells and its molecular mechanism
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Abstract: This study aims to explore the effect of berberine on the proliferation of breast cancer MDA-MB-231 cells and to ex-
plain the molecular mechanism of berberine promoting apoptosis in breast cancer cells． During the experiment，MTT was used
to detect the inhibitory effect of berberine on the proliferation of breast cancer MDA-MB-231 cells． Then，Annexin-V /PI stai-
ning was used to quantitatively investigate the effect of berberine on tumor cell apoptosis． Finally，Western Blot assay was used
to detect tumor-associated pathway protein expression for study． The results showed that berberine inhibited the proliferation of
breast cancer MDA-MB-231 cells，which increased the expression of autophagy factor Beclin 1 in the cells． Further，the forma-
tion of autophagic vacuoles was induced，resulting in apoptosis of tumor cells． In summary，berberine exerted anti-tumor effects
by inhibiting autophagy and apoptosis of MDA-MB-231 cells by inhibiting the AKT-mTOＲ pathway．
Key words: berberine; breast cancer; antitumor; autophagy; AKT-mTOＲ pathway

小檗碱( Berberine) 是一种临床上广泛使用的天

然药物，属于季铵型异喹啉类生物碱，其存在于很多

中药中［1-3］，常用于治疗由细菌感染引起的胃肠道疾

病。近年报道发现，小檗碱在体外具有抗肿瘤活性，

其机制主要集中在抑制肿瘤细胞增殖和扩散、干预

细胞生长周期、影响细胞能量代谢以及诱导肿瘤细



胞凋亡等［4］。乳腺癌作为主要在女性中发病的恶

性肿瘤，小檗碱针对其显示较好的药效活性，但是小

檗碱与乳腺癌治疗相关的具体作用机制尚不明晰，

亟需补充完善［5］。本研究采用分子生物学技术研

究小檗碱对乳腺癌 MDA-MB-231 细胞增殖的抑制

作用，考察小檗碱对肿瘤细胞凋亡的影响，同时检测

肿瘤相关通路蛋白表达，为进一步阐明小檗碱抗肿

瘤机制提供依据。
1 材料与方法

1． 1 试验药物

小檗碱购自美国 sigma 公司 ( 货号 B3240 ) ，纯

度为 99%。3-MA 购自 MedChemExpress 公司( 货号

HY-19312) 。精密称取 10 mg 小檗碱粉末溶于二甲

基亚砜( DMSO) 中，超声助溶，配制成母液，-20 ℃低

温储存，临用前再以培养基配成实验所需浓度试液，

用 0． 22 μm 的过滤器除菌，根据需求进行浓度梯度

稀释。
1． 2 细胞

MDA-MB-231 乳腺癌细胞购自中国科学院上海

生科院细胞资源中心，培养于含 10% FBS，100 U /
mL 青链霉素的 DMEM 高糖培养基中，置于 37 ℃、
饱和湿度、5% CO2 培养箱内，倒置显微镜观察生长

情况。细胞融合度约 90% 时用胰蛋白酶消化传代

或种板，取对数生长期的细胞用于实验。
1． 3 主要试剂与仪器

胎 牛 血 清 ( Capricorn scientific 公 司，批 号:

1705124) ; DMEM 高糖培养基，胰蛋白酶溶液，青霉

素-链霉素溶液( 上海源培生物技术有限公司，批号:

F40403，K40410，E40401) ; MTT，DMSO( Sigma 公司，

批号: SP1080、SHBH2446V) ; 细胞裂解液( Bio-sharp
公司，批号: 6503595) ; Annexin V-FITC /PI 双染色流

式细胞凋亡检测试剂盒 ( BD 公司，批号: 556547 ) ;

MDC 法细胞自噬染色检测试剂盒( 江苏凯基生物技

术股份有限公司，批号: 20180109 ) ; LC3A /B、Beclin
1、AKT、mTOＲ、p-AKT、p-mTOＲ、Bax、BCL-2 及 β-ac-
tin 抗 体 ( CST 公 司，批 号: 12741T、3495T、2920S、
2938T、13038T、5536T、4970T) CPA225D 万分之一电

子天平( 赛多利斯科学仪器北京有限公司) ; Pall 超

纯水系统( 美国 Pall 公司) ; SL16 型低速离心机、FC
型酶标仪、HEＲ Acell 150i 型二氧化碳培箱 ( 美国

Thermo 公司) ; 荧光倒置显微镜( 日本 Nikon 公司) ;

BD FACSCalibur 流 式 细 胞 仪 ( 美 国 BD 公 司 ) ;

Tanon-5500 型化学发光凝胶成像仪器( 中国天能科

技有限 公 司 ) ; PowerPacTM Basic 型 电 泳 仪 ( 美 国

Bio-Ｒad 公司) 。
1． 4 检测细胞增殖抑制率

采用 MTT 法，取对数生长期的细胞，PBS 漂洗，

胰蛋白酶消化后终止消化并离心，培养基重悬，细胞

计数后以 1 × 105 个 /mL 接种于 96 孔板，每孔 100
μL，设 5 复孔。24 h 细胞贴壁后，分别加入不同浓

度的小檗碱( 0、10、20、40、80、100 μM) ，孵育 24、48、
72 h 后，各孔加入 MTT( 5 mg /mL) 20 μL，孵育箱孵

育 4 h 后弃去上清，每孔加 DMSO 150 μL，避光震荡

10 min 充分溶解沉淀后，酶标仪 560 nm 处检测吸光

度。
公式如下: 细胞增殖抑制率( % ) = ［( OD对照组-

OD给药组 ) /OD对照组］ × 100%。
1． 5 观察细胞形态

取对数生长期的乳腺癌 MDA-MB-231 细胞，制

成单细胞悬液，接种于 6 孔板中，调整浓度为 1． 0 ×
106 cell /孔，培养箱中 37 ℃，5% CO2 环境下培养

24 h，吸取上清，每孔加入 2 mL 含不同浓度小檗碱

的培养基( 3%血清，1%双抗) ，对照组加含 3%胎牛

血清的培养基，孵育 24 h 后，倒置显微镜下观察细

胞形态并拍照。
1． 6 检测肿瘤细胞凋亡率

分别 用 25、50、100 μM 浓 度 的 小 檗 碱 处 理

MDA-MB-231 细胞 24 h，同时设定空白对照组( DM-
SO，终浓度 ＜ 0． 05% ( v /v) ) ，每组设三个复孔，胰

酶消化后，收集细胞。用缓冲液调整细胞浓度为

1. 0 × 106 个 /mL，吸取 100 μL 的细胞至试管中，加

入 Annexin V 试剂和 PI 各 5 μL，避光孵育 15 min
后，于流式细胞仪检测。
1． 7 干预细胞自噬实验

取对数生长期的乳腺癌 MDA-MB-231 细胞，胰

酶消化后接种于 6 孔板中，调整浓度为 1． 0 × 106
cell /孔，37 ℃培养箱中培养 24 h 后弃上清，分别给

予 25、50、100 μM 浓度的小檗碱刺激 24 h。吸弃含药

上清，用 Wash Buffer 洗两次，加入 MDC 染色工作液温

室避光孵育 15 ～45 min 后，荧光显微镜观察并拍照。
1． 8 细胞自噬相关蛋白表达

分别用 25、50、100 μM 小檗碱处理 MDA-MB-
231 细胞 24 h，同时设定空白对照组。用 Western 及

IP 裂解液裂解细胞，BCA 试剂盒测定样品蛋白含

量，并变性。应用 8% ～ 12% SDS-PAGE 电泳后，采

用湿转转膜方法，将蛋白转移至 PVDF 膜上，5% 脱
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脂奶粉封闭后，加入相应的一抗( 1 ∶ 1 000 ) ，4 ℃ 孵

育过夜。次日，用 PBST 洗膜 3 次，再加入 HＲP 标记

的二抗( 1∶ 5 000) ，室温孵育 2 h。ECL 发光显影、凝
胶成像系统拍照成像。利用应用 Gel Analysis 软件

分析蛋白条带光密度，并通过与相应内参 β-actin 条

带的密度做比较，测定样品中目的蛋白的相对含量。
1． 9 调节细胞自噬相关通路蛋白表达

AKT-mTOＲ 通 路 与 细 胞 自 噬 密 切 相 关，采 用

Western blot 方法检测小檗碱作用于 MDA-MB-231
细胞 24 h 后对 AKT 及 mTOＲ 蛋白磷酸化的影响。
1． 10 自噬与 AKT-mTOＲ 通路相关机制的验证

在乳 腺 癌 MDA-MB-231 细 胞 中，加 入 3 mM
PI3K-AKT 信号通路抑制剂 3-Methyladenine ( 3-MA)

后，再加入 50 μM 小檗碱，孵育 24 h 后，MTT 法检测

细胞活力。提取细胞蛋白，观察加入 3-MA 后，小檗

碱对细胞自噬及凋亡相关蛋白的影响。
1． 11 统计学分析

所得实验数据均采用 SPSS 12． 0 软件进行单因

素方差分析，实验数据均以平均数 ± 标准差 ( ( x ±
s) 表示，以 P ＜ 0． 05 为差异有统计学意义。
2 结果

2． 1 小檗碱对 MDA-MB-231 细胞增殖抑制率的影

响

MTT 结果表明，MDA-MB-231 细胞的增殖受到

不同程度的抑制，并与小檗碱的给药剂量及时间成

正相关。小 檗 碱 对 乳 腺 癌 细 胞 在 24、48、72 h 的

IC50 值分别为: 52． 15 ± 3． 87、49． 28 ± 4． 19 和

44． 63 ± 3． 26( 见表 1) 。

表 1 小檗碱对 MDA-MB-231 细胞增殖抑制率的影响( x ± s，n = 5)

Table 1 Effect of berberine on proliferation inhibition of MDA-MB-231 cells ( x ± s，n = 5)

小檗碱浓度
Berberine

concentration

OD560值
OD560

抑制率
Inhibition rate

( % )

OD560值
OD560

抑制率
Inhibition rate

( % )

OD560值
OD560

抑制率
Inhibition rate

( % )

24 h 48 h 72 h

0 μM 1． 23 ± 0． 37 0 1． 59 ± 0． 23 0 2． 01 ± 0． 15 0

10 μM 1． 10 ± 0． 04 10． 21 ± 1． 34 1． 39 ± 0． 18 12． 45 ± 1． 02 1． 74 ± 0． 09 12． 99 ± 1． 03

20 μM 0． 93 ± 0． 03 24． 13 ± 1． 93 1． 17 ± 0． 09 25． 98 ± 1． 31 1． 39 ± 0． 05 30． 82 ± 1． 58

40 μM 0． 63 ± 0． 05 48． 16 ± 2． 76 0． 77 ± 0． 06 51． 2 ± 3． 56 0． 68 ± 0． 04 65． 9 ± 3． 59

80 μM 0． 38 ± 0． 03 69． 09 ± 4． 21 0． 43 ± 0． 03 70． 24 ± 4． 75 0． 55 ± 0． 07 72． 19 ± 5． 21

100 μM 0． 09 ± 0． 01 92． 10 ± 5． 86 0． 08 ± 0． 01 94． 42 ± 6． 07 0． 15 ± 0． 03 92． 12 ± 6． 54

2． 2 小檗碱对 MDA-MB-231 细胞形态的影响

观察结果显示，正常的 MDA-MB-231 细胞呈梭

形，伸展，贴壁。而小檗碱给药组细胞呈现出不规则

的形态，细胞膜明显皱缩，细胞质高度浓缩，细胞外

出现类似碎片，细胞间距变大。随着小檗碱给药浓

度的增加，细胞的贴壁能力明细下降( 见图 1) 。

图 1 小檗碱对 MDA-MB-231 细胞形态的影响( 20 × )

Fig. 1 Effect of berberine on the morphology of MDA-MB-231 cells ( 20 × )

2． 3 小檗碱对 MDA-MB-231 细胞凋亡的影响

流式细胞实验结果表明，小檗碱给药 24 h 后细

胞的总凋亡率分别为 21． 4% ± 3． 43% ( 25 μM) 、
31． 2% ± 5． 22% ( 50 μM) 和 80． 6% ± 6． 45%

( 100 μM) ，与空白对照组 ( 0． 1% ± 0． 1% ) 相比

较，有显著性差异( P ＜ 0． 05 ) ，提示小檗碱具有明

显的诱导乳腺癌 MDA-MB-231 细胞发生凋亡的作

用( 见图 2) 。
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图 2 小檗碱对 MDA-MB-231 细胞凋亡的影响

Fig. 2 Effect of berberine on apoptosis of MDA-MB-231 cells

2． 4 小檗碱对 MDA-MB-231 细胞自噬的影响

MDC 是自噬泡特异性的荧光标记物，结果显

示，小檗碱各给药组细胞内 MDC 绿色荧光增强，且

随着处理浓度增加，荧光强度也逐渐增加。提示小

檗碱可以诱导 MDA-MB-231 细胞自噬泡的形成( 见

图 3) 。

图 3 小檗碱对 MDA-MB-231 细胞自噬的影响( 20 × )

Fig. 3 Effect of berberine on autophagy of MDA-MB-231 cells ( 20 × )

2． 5 小檗碱对 MDA-MB-231 细胞自噬相关蛋白表

达的影响

LC3 蛋白存在 LC3A 及 LC3B 两种形式，结果

表明，当乳腺癌 MDA-MB-231 细胞给予小檗碱后，

细胞内 LC3A 蛋白表达减少，而 LC3B 蛋白表达增

多。随着小檗碱给药浓度的增加，LC3B /LC3A 表达

量比也增加。同时自噬正调节因子 Beclin 1 表达也

呈现增加的趋势( 见图 4) 。

图 4 小檗碱对 MDA-MB-231 细胞自噬相关蛋白表达的影响

Fig. 4 Effect of berberine on the expression of autophagy-related proteins in MDA-MB-231 cells

2． 6 小檗碱对调节 MDA-MB-231 细胞自噬相关通

路蛋白表达的影响

Western blot 结果表明，小檗碱抑制细胞内

AKT 和 mTOＲ 蛋白的磷酸化水平，p-AKT /AKT 和 p-
mTOＲ /mTOＲ 比值降低( 见图 5) 。
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图 5 小檗碱对调节细胞自噬相关通路蛋白表达的影响

Fig. 5 Effect of berberine on the regulation of protein expression in autophagy-associated pathway

2． 7 3-MA 对细胞增殖、自噬及凋亡相关蛋白表达

的影响

MTT 结果表明，3-MA 可抑制小檗碱给药后出

现的细胞活力降低的现象( 图 6A) ; Western-blot 结

果显示，3-MA 显著抑制了 LC3B /LC3A 比值增大的

趋势( 图 6B、C) ，提示 3-MA 可抑制由小檗碱引起的

细胞自噬的产生。此外，3-MA 具有抑制小檗碱引起

的凋亡相关蛋白 Bax 的表达增高、抗凋亡蛋白 Bcl-2
的表达降低的现象( 图 6D) 。说明 AKT 介导的细胞

自噬是小檗碱诱导细胞凋亡的原因之一。

图 6 3-MA 对小檗碱引起的细胞自噬及凋亡的影响

Fig. 6 Effect of 3-MA on autophagy and apoptosis induced by berberine

3 讨论

自噬是把双刃剑，其与细胞凋亡在不同的条件

下相互协调、相互影响，对肿瘤的发生发展起着重要

的调节作用［6］。在癌症形成的早期阶段，自噬具有

抑制肿瘤增殖的作用。但同时，自噬也可使癌细胞

适应不利的代谢应激( 如缺氧、低营养状态等) 从而

使肿瘤细胞存活［6-8］。因此，在癌症早期，抗肿瘤药

通过激活细胞自噬可有效抑制肿瘤的生长，同时介

导肿瘤细胞发生自噬性死亡。本实验通过 MDC 染

色，荧光显微镜观察发现小檗碱可以诱导 MDA-MB-

624 天然产物研究与开发 Vol. 31



231 细胞自噬泡的形成。同时，Annexin V-PI 染色结

果显示，小檗碱具有明显的诱导 MDA-MB-231 细胞

发生凋亡作用，提示小檗碱可能通过诱导肿瘤细胞

自噬与细胞凋亡发挥抑制细胞增殖的作用。
LC3 和 Beclin 1 是 自 噬 体 经 典 的 标 志 蛋 白。

LC3 包括 LC3A 及 LC3B 两种形式，当自噬发生时，

细胞质中的 LC3A 会转变成自噬体膜上的 LC3B 蛋

白，从引起 LC3B 蛋白表达增加［9］。而 Beclin 1 是

一个重要的抑癌蛋白，Beclin 1 的单等位基因缺失

会造成自发性癌症发病率的提升［10］，本实验通过

Western Blot 检 测 发 现，给 药 后 的 乳 腺 癌 细 胞 中

LC3B /LC3A 蛋白表达的比值及自噬正调节因子 Be-
clin 1 的表达与小檗碱浓度成正相关，表明小檗碱可

以诱导乳腺癌细胞自噬的发生。AKT-mTOＲ ( mam-
malian target of rapamycin) 通路是调节细胞增殖及

凋亡的重要通路［11］，研究 发 现，乳 腺 癌 患 者 存 在

mTOＲ 蛋白过度激活的现象［12，13］。此外，mTOＲ 是

细胞自噬在启动过程中的关键靶点通路［14，15］，活化

后可发挥抑制细胞自噬的作用。在本实验中，West-
ern Blot 结果显示，MDA-MB-231 细胞在给予不同浓

度的小檗碱后，细胞内 AKT 及 mTOＲ 蛋白的磷酸化

水平受到不同程度的抑制，说明小檗碱通过抑制细

胞中 AKT-mTOＲ 通路，从而发挥诱导乳腺癌细胞发

生自噬的作用。
课题组长期以来对国医大师周仲瑛临床防治肿

瘤的系列验方消癌解毒方开展研究，其中应用于乳

腺癌的方中主要有天葵子、八月札、白毛夏枯草、漏
芦、柴胡以及天冬等药味，天葵子作为君药，生物碱

是其含有的一类主要成分［2］，且课题组在前期的实

验也已从中分离得到小檗碱［3］。本研究表明，通过

抑制 AKT-mTOＲ 通路，诱导细胞的自噬以及凋亡过

程，是小檗碱发挥体外抑制乳腺癌细胞增殖效应的

一个重要路径，所以说实验结果为进一步阐释小檗

碱的抗肿瘤分子机制提供了重要依据，同时为揭示

抗肿瘤中药天葵子的药效物质基础，以及复方抗肿

瘤的临床应用与转化提供有效参考。
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