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前言

乳腺癌多发于 40~55岁女性，严重威胁着女性健康。乳腺

癌可分为雌激素受体阳性（ER+）、雌激素受体阴性（ER-性）和

三阴性三类。其中，由于三阴性乳腺癌具有靶向性差、难治度

高、预后不良等特点，成为临床治疗的一大难题。G蛋白偶联雌
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GPER介导的丹参酮ⅡA抗三阴性乳腺癌细胞
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摘要目的：基于体外细胞实验，探索丹参酮ⅡA对三阴性乳腺癌细胞MDA-MB-231迁移的抑制作用及其分子机制。方法：选取三

阴性乳腺癌细胞MDA-MB-231，利用细胞增殖实验检测丹参酮ⅡA对 MDA-MB-231细胞增殖的作用，并筛选适宜的药物浓度；

应用划痕实验检测丹参酮ⅡA对MDA-MB-231细胞迁移率的影响；Western Blot法检测丹参酮ⅡA对 G蛋白偶联雌激素受体（G

protein-coupled estrogen receptor，GPER）及基质金属蛋白酶 9（Matrix metalloprotein-9，MMP-9）表达的影响。结果：细胞增殖实验结

果显示，丹参酮ⅡA可以抑制 MDA-MB-231细胞增殖，且呈剂量依赖性（P＜0.05）；划痕实验结果显示，丹参酮ⅡA可以抑制

MDA-MB-231细胞迁移，且呈剂量依赖性（P＜0.01），加入 GPER特异性抑制剂 G15后迁移率有所上升（P＜0.01）。Western Blot

结果显示，丹参酮ⅡA可以显著下调 GPER和MMP-9蛋白的表达水平并呈剂量依赖性（P＜0.05），加入 GPER特异性抑制剂 G15

后，MMP-9表达有所上升（P＜0.01）。结论：丹参酮ⅡA可以抑制三阴性乳腺癌细胞MDA-MB-231迁移，其机制可能与抑制 GPER

介导的MMP-9表达相关。
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Investigation of Anti-migration Effect of TanshinoneⅡA Mediated
by GPER on Triple-negative Breast Cancer Cells MDA-MB-231*

To explore the anti-migration effect of TanshinoneⅡA on triple negative breast cancer cells MDA-MB-231

and its molecular mechanism based on in vitro assays. Triple negative breast cancer cells MDA-MB-231 were selected, and the

effect of Tanshinone ⅡA on the proliferation of MDA-MB-231 cells was detected by cell proliferation assay. In addition, the optimal

drug concentration was screened. The effect of Tanshinone ⅡA on the migration rate was detected by Wound-Healing assay. Western

blot was performed to detect the expression of G protein-coupled estrogen receptor (GPER) and Matrix metalloprotein-9 (MMP-9).

The results of cell proliferation assay showed that Tanshinone ⅡA could inhibit the proliferation of MDA-MB-231 cells in a

dose-dependent manner (P<0.05). Wound-Healing assay showed that the Tanshinone Ⅱ A could inhibit the migration rate in a

dose-dependent manner (P<0.01). Besides, the migration rate increased after administration of GPER-specific inhibitor, G15 (P<0.01).
Western Blot showed that Tanshinone ⅡA significantly downregulated expressions of GPER and MMP-9 proteins in a dose-dependent

manner (P<0.05). The expression of MMP-9 increased after administration of GPER-specific inhibitor G15 (P<0.01).
TanshinoneⅡA could inhibit the migration of triple-negative breast cancer cell MDA-MB-231, and the mechanism may be related to the

inhibition of GPER-mediated MMP-9 expression.
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图 1丹参酮ⅡA对MDA-MB-231细胞抑制率的影响

Fig.1 Effect of TanⅡA on the inhibition rate of MDA-MB-231 cells

Note: The inhibition rate of MDA-MB-231 cells treated with Tan IIA for

48 hours, compared with the control group *P＜0.05,**P＜0.01.

激素受体（G protein-coupled estrogen receptor，GPER）作为雌激

素受体的一种，与乳腺肿瘤之间的密切关系已在多项研究中被

证实[1-4]。GPER在特异性乳腺癌细胞中的表达水平多有差异并

可受到特异性干预因素的调节，进而影响其介导效应 [5]。

MMP-9是基质金属蛋白酶 (MMP)家族的主要成员之一[6]。目前

已在多种人类恶性肿瘤的转移中证实存在 MMP-9 表达的增

加，如口腔癌、胃癌、肺癌、乳腺癌和宫颈癌等[6-10]。因此，MMP-9

被认为是各种癌症的预后生物标志物之一。丹参为妇科要药，

主要成分之一为丹参酮，包括丹参酮 I、丹参酮ⅡA、丹参酮Ⅱ

B、隐丹参酮、异隐丹参酮等 10余个丹参酮单体[11]。丹参酮ⅡA

对抑制乳腺癌细胞效果显著，已被报道可以通过 PTEN/AKT

通路抑制 MCF-7细胞活性[12]，也可以由 Erb-b2受体介导影响

MDA-MB-231细胞的增殖[13]，能作为一种潜在的雌激素受体调

节剂抑制乳腺癌的发生[14]。但其是否可以由 GPER介导抑制乳

腺癌增殖、迁移尚不明确。本文拟通过体外细胞实验，为分析丹

参酮ⅡA抗三阴性乳腺癌转移的 GPER机制提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 细胞

人乳腺癌MDA-MB-231细胞，购于中国医学科学院基础

医学研究所细胞资源中心。

1.2 药物及试剂

L15 培养基（Hyclone）；胎牛血清、0.05 %胰酶（Gibco）；

CCK8、甲醇（Sigma）；GPER、MMP-9抗体（Abcam），GAPDH抗

体（Proteintech）；GPER特异性拮抗剂 G15（Michigan, USA），甘

氨酸、Tween-20（Amresco）；BCA蛋白定量试剂盒、RIPA裂解

液、磷酸酶抑制剂、30 %丙烯酰胺、浓缩胶缓冲液、分离胶缓冲

液、蛋白分子量 Marker、三羟甲基氨基甲烷、十二烷基磺酸钠、

脱脂奶粉、TEMED、SDS-PAGE上样缓冲液、ECL超敏发光液

（北京索莱宝科技有限公司）；二抗山羊抗兔 IgG和山羊抗鼠

IgG（北京中杉金桥生物技术有限公司）。

1.3 主要仪器

VS-1300L-U 超净工作台 （日本 AIR TECH 公司）；

MCO-20AIC CO2培养箱（日本 SANYO公司）；3K15低温离心

机（德国 Sigma公司）；TS100型普通倒置显微镜（日本 Nikon

公司），SAFIREⅡBASIC 多功能荧光酶标仪（瑞士 Tecan 公

司），DYY-6C 电泳仪、WD-9405B 水平摇床（北京六一仪器

厂）；Mini-PROTEAN Tetra Cell 垂直电泳槽、Mini-PROTEAN

转印槽、ChemiDoc多功能成像系统（美国 Bio-Rad公司）。

1.4 CCK8细胞增殖实验

正常培养的 MDA-MB-231细胞，经 L15培养基（含 10 %

FBS）培养 3 d 后，选取对数生长期细胞，用 0.05 %胰蛋白酶

消化 2 min，PBS洗涤 2次，加入无血清 L15培养基，以 1伊104

个 / 孔的细胞密度接种于 96 孔板内，每孔培养液总体积为

200 滋L。培养 24 h待细胞贴壁后，换为含 0、2.1伊10-7、4.2伊10-7、
8.5伊10-7、1.7伊10-6、3.4伊10-6、6.8伊10-6 mol/L丹参酮ⅡA的 L15培

养液中继续培养；每种受试物均设 6个复孔。48 h后弃去培养

基，加入 CCK8试剂（与无血清 L15培养基 1:10配制，100 滋L/
孔），继续孵育 2 h后，用酶联免疫检测仪在 450 nm下测定各

孔 OD值，计算抑制率。

1.5 Western Blot实验

常规培养 MDA-MB-231，使用 0. 05 %胰蛋白酶工作液

消化细胞，制备细胞悬液，于 6 孔细胞培养板中每孔接种

2 mL细胞悬液，每孔约含 5伊105个细胞，培养 24 h。除空白

组外，低、高、G15+ 高剂量组分别加入丹参酮ⅡA 至终浓度

为4.2伊10-7 mol/L、1.7伊10-6 mol/L以及 1伊10-6 mol/L G15+1.7伊10-6

mol/L；于培养 48 h后裂解细胞，提取总蛋白，定量后进行

SDS-PAGE电泳，使用 PVDF膜转移后进行电转，封闭后，加

入稀释后的 GPER、MMP-9和 GAPDH抗体孵育过夜；次日洗

膜 10 min/次，三次后加入对应二抗孵育 1 h，曝光显影。

1.6 划痕实验

将MDA-MB-231接种至 6孔板中，接种密度为 3伊105个 /

孔，待 24 h后细胞贴壁弃掉培养基。用 200 滋L枪头于细胞表
面中划出一道均匀的直行划痕，用 PBS冲洗划下的细胞，重复

两次。更换为含 3% FBS的培养基，除空白组外，低、高、G15+

高剂量组分别加入丹参酮ⅡA至终浓度为 4.2伊10-7 mol/L、1.7伊
10-6 mol/L以及 1伊10-6 mol/L G15+1.7伊10-6 mol/L；分别在加药后
0 h和 48 h于倒置显微镜（4伊, 40伊）下拍照，并利用 Image J软

件测细胞迁移前后的面积。划痕愈合率 =[（0 h划痕面积 -48 h

划痕面积）/0 h划痕面积]伊100%。
1.7 统计学分析

实验结果均用 SPSS 26. 0软件进行数据处理，用 t检验、

单因素方差分析进行统计学分析，以 P<0.05为差异有统计学
意义。

2 结果

2.1 丹参酮ⅡA抑制MDA-MB-231细胞的增殖

细胞增殖实验结果显示，丹参酮ⅡA作用于 MDA-MB-

231细胞 48小时后，对细胞增殖有明显抑制作用，且抑制率与

丹参酮ⅡA的浓度正相关（图 1）。IC50值为 2.17伊10-6 mol/L，综
合考虑药效及细胞存活状态，选取浓度为 4.2伊10-7 mol/L和
1.7伊10-6 mol/L分别作为低、高剂量组用于后续实验。

2.2丹参酮ⅡA通过 GPER介导抑制MDA-MB-231细胞迁移

划痕实验结果显示，对照组迁移率为（45.80依0.90）%相比，
给药低剂量组迁移率为（31.19依0.85）%，给药高剂量组迁移率
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图 2丹参酮ⅡA对MDA-MB-231细胞迁移的影响

Fig.2 Effect of TanⅡA on the migration of MDA-MB-231 cells

Note: The effect of Tan IIA on the migration of MDA-MB-231 cells was detected byWound-Healing assay compared with the control group,

**P<0.01, and ##P<0.01 compared with the control+TanⅡA -H group.

(A) Results of Wound-Healing assay during 0-48 h. (B) Migration rate of each group.

图 3丹参酮ⅡA对MDA-MB-231细胞中 GPER及MMP-9表达的影响

Fig.3 Effect of Tan IIA on the expression of GPER and MMP-9 in MDA-MB-231 cells

Note: Western Blot detected the expression of GPER and MMP-9 in cells, compared with Control group, *P＜0.05,**P＜0.01,

compared with Control+TanⅡA-H group, ##P＜0.01

(A-B) Expression of GPER protein. (C-D) Expression of MMP-9 protein.

为（23.82依0.91）%，迁移率随着药物剂量的增加而减少（P＜
0.01）；与给药高剂量组相比，加入 G15 之后迁移率升高到

（36.74依0.92）%（P＜0.01）（图 2A-B）。这些结果证实丹参酮ⅡA

可以通过 GPER介导，抑制MDA-MB-231细胞的迁移。

2.3丹参酮ⅡA抑制MDA-MB-231细胞MMP-9蛋白的表达

Western Blot 结果显示，GPER 的表达量可随丹参酮ⅡA

浓度的增加而减少（P＜0.01）（图 3A-B）。在加入了 1伊10-6mol/L
的 GPER特异性抑制剂 G15后，与对照组相比，给药组 GPER

下游蛋白 MMP-9 的表达随着药物浓度的增加而减少（P＜
0.05）（图 3C-D）。而与给药高剂量组相比，加入 G15后MMP-9

的表达有所上调（P＜0.01）（图 3C-D）。这些结果证实丹参酮Ⅱ

A可以通过 GPER介导抑制MMP-9的表达。

3 讨论

2021年 2月 2日，据世界卫生组织公布，2020年全球确诊

癌症的患者数达 1930万人，大约 1000万人死于癌症，其中乳
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腺癌已成为全球最常见的癌症，在新增癌症病例中约占 11.7 %。

许多中药含有抗癌物质且具有抗炎活性，可在肿瘤微环境和肿

瘤免疫中发挥直接的细胞毒作用和间接的调节作用，并能改善

化疗效果，所以在临床上被广泛应用于肿瘤的防治[15-18]。

丹参作为活血化瘀、通经活络的要药具有良好的抗乳腺癌

细胞增殖效应，其药理作用主要来自于其活性成分丹参酮 I、丹

参酮ⅡA、隐丹参酮等表现出的抗雌激素样作用[19]。其中，丹参

酮 I具有最强的抗生长、抗侵袭和抗血管生成的活性，而隐丹

参酮的活性最低[20，21]。但丹参酮 I比隐丹参酮的细胞毒性更大，

丹参酮ⅡA细胞毒性最小，且在抑制 MCF-7、MDA-MB-231、

SKBR-3 和 MDA-MB-453 细胞株方面丹参酮 I与丹参酮ⅡA

活性相似[22]，所以相比之下丹参酮ⅡA具有细胞毒性弱、抗肿

瘤细胞增殖活性强的特点，且在抑制乳腺肿瘤细胞增殖、迁移

方面特异性较强。

Filardo 等人[23]在 2000 年发现，GPER的表达与乳腺肿瘤

细胞的增殖有关，雌激素对 ERK1/2的激活需要 GPER的介

导；在 MCF-7乳腺肿瘤细胞中，雌激素与 GPER的结合可以激

活 EGFR/MAPK/ERK信号通路，进而促进肿瘤细胞生长、侵袭

和迁移。研究发现，在三阴性乳腺癌细胞MDA-MB-231中，随

着 GPER蛋白表达水平的降低，肿瘤细胞的增殖、迁移和扩散

程度也降低[24]。GPER特异性拮抗剂 G15曾被报道可通过抑制

GPER对下游MAPK信号通路的介导，进而抑制体外细胞增殖

和迁移功能[25]。也可以通过抑制 PI3K/AKT信号通路发挥抗肿

瘤作用[26]。

在课题组以往的研究中，已证实隐丹参酮可通过与 GPER

结合下调 PI3K/AKT信号转导通路关键蛋白的表达，以时间和

剂量依赖性方式抑制 ER 阳性细胞 MCF-7 和 ER 阴性细胞

SKBR-3的增殖[26，27]，但丹参酮ⅡA对于三阴性乳腺癌迁移的

抑制作用是否通过 GPER介导尚不清楚。

MMP-9 是基质金属酶（MMP）家族的主要成员之一 [6]。

MMP-9蛋白主要由肿瘤细胞和基质细胞分泌，通常以酶原的

形式存在[28]。通过水解过程，活化的 MMP-9能够降解基底膜

IV型胶原蛋白，从而影响肿瘤细胞运动的能力[29]，增强肿瘤细

胞的侵袭和转移[30]。而 GPER可以通过 PI3K/AKT/MMP-9信号

促进肾细胞癌的迁移，也可以通过 ERK(1/2)/MMP-9途径抑制

三阴性乳腺癌细胞 MDA-MB-231的迁移和侵袭[31]。划痕实验

结果与已有研究相一致，丹参酮ⅡA可以依赖于 GPER介导抑

制 MDA-MB-231细胞的迁移。结合Western Blot结果可以证

实，丹参酮ⅡA可以通过 GPER介导抑制MMP-9的表达，进而

抑制MDA-MB-231细胞的迁移。

三阴性乳腺癌的药物治疗一直是临床上一个有待攻克的

难题，由于三阴性乳腺癌的特殊性，导致许多药物的疗效欠佳。

雌激素可经 GPER介导触发一系列信号转导途径，包括 EGFR

的反式激活、cAMP的增加、钙动员、有丝分裂原激活因子的激

活、蛋白激酶（MAPK）和磷脂酰肌醇 3-激酶 /蛋白激酶 B

（PI3K/Akt）的级联活化等，并将进一步影响癌细胞的增殖和迁

移[32]。而中药单体可被视作天然的雌激素样物质，其涉及雌激

素 /GPER作用途径的探索对于肿瘤的防治或有重要意义。在

本文基础上，关于丹参酮ⅡA通过 GPER介导信号通路的探

究，或成为下一项具有重要研究意义的方向，其结果对临床妇

科肿瘤，特别是三阴性乳腺癌的诊断和治疗将具有重要的参考

价值。
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