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摘要 目的：探讨积雪草甙对乳腺癌MCF-7细胞凋亡及 VEGF、bFGF蛋白表达水平的影响。方法：选取人乳腺癌细胞MCF-7细胞

系进行体外培养后，根据是否进行积雪草甙干预而分为两组，应用积雪草苷进行干预后，HE染色后用光学显微镜法观察细胞形

态学变化，干预后的 24h、48h以及 72h时，应用 TUNEL技术对对细胞凋亡情况进行检测，同时应用免疫荧光法检测血管内皮生

长因子(VEGF)和碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)的表达。结果：① 与对照组相比较，积雪草甙干预的乳腺癌MCF-7细胞出现空

泡、胞质外溢以及胞核皱缩等细胞凋亡现象，大量癌 MCF-7细胞发生破碎死亡；② TUNEL技术法检测结果证实积雪草甙能够提

高人乳腺癌 MCF-7细胞凋亡率，与对照组比较差异具有统计学意义(P<0.05)，且呈时间依赖性；③ 积雪草甙干预的 MCF-7细胞

VEGF阳性表达和 bFGF阳性表达显著低于对照组，差异具有统计学意义(P<0.05)，积雪草甙的抑制作用且呈时间依赖性。结论：

积雪草甙不仅能够促进乳腺癌MCF-7细胞凋亡，而且能够降低 VEGF和 bFGF表达。
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Effects of Asiaticoside on the Apoptosis and Expressions of VEGF and bFGF
in MCF-7 Cells*

To investigate the effects of asiaticoside on apoptosis and expression level of vascular endothelial growth

factor (VEGF) and basic fibroblast growth factor (bFGF) in MCF-7 cells during the treatment of the Mammary cancer. Human

breast cancer MCF-7 cell lines were cultivated in vitro and then divided into control and treatment groups based on whether application

of asiaticoside intervention. After the application of asiaticoside intervention, cell morphological changes were stained by HE staining

method and observed by optical microscopy. TUNEL method was used to detect the cell apoptosis and immuno fluorescence method was

used to detect the expression levels of VEGF and bFGF after the intervention 24 h, 48 h and 72 h by asiaticoside. (1) Compared

with control group, breast cancer MCF-7 cells presented vacuoles, cytoplasm spillover, nucleus shrinkage, cell broken and so on apopto-

sis phenomenons in the treatment group. (2) The TUNEL assay confirmed the asiaticoside treatment could improve human breast cancer

cell apoptosis rate, and the rate presented time-dependent relations. Besides, the rate was significantly higher than that in control group

(P<0.05); (3) The positive expression of VEGF and bFGF in cells after asiaticoside intervention were time-dependent and significantly

lower than that in the control group (P<0.05); The asiaticoside could not only significantly promote the apoptosis of breast

cancer cells, but also could reduce the expression of VEGF and bFGF.
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前言

乳腺癌为临床最常见的妇女恶性肿瘤之一，近年来其发病

率逐渐上升，并且呈年轻化趋势 [1]。血管内皮细胞生长因子

(vascular endothelial growth factor，VEGF)和碱性成纤维细胞生

长因子(basic fibroblast growth factor，bFGF)为体内血管生成相

关的重要正性调控因子，在多种实体肿瘤中均呈高表达[2,3]，而

且研究显示其表达水平与肿瘤的恶性度以及预后具有密切关

系[4]。本研究通过对乳腺癌细胞的形态学变化、凋亡情况以及

VEGF和 bFGF蛋白表达进行观察分析，来探究积雪草甙对于

乳腺癌细胞凋亡的影响，现将结果报道如下。
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1 资料与方法

1.1 细胞来源

本实验中所应用的MCF-7人乳腺癌细胞株均有南方医科

大学实验室提供。

1.2 主要试剂和仪器

RPMI-1640培养液(生产单位为 Hyclone公司)；EDTA-胰

蛋白酶(生产单位为 Gibco公司)；细胞凋亡检测试剂盒(生产单

位为嗣武汉博士德生物工程有限公司)；鼠抗人 VEGF多克隆

抗体(生产单位为 Santa Cruz公司)；兔抗人 bFGF多克隆抗体

(生产单位为 Santa Cruz公司)；冷冻离心机(德国 Hermle生产

的 ZK-380)以及培养板(生产单位为 Gibco公司)。积雪草甙(南

京军区福州总医院药理科植化室提供)。

1.3 细胞培养方法

MCF-7细胞株放置在 RPMI-1640培养液中 (内含浓度为

10%新鲜小牛血清和 100 U/mL的青 -链霉素)进行培养，培养

箱条件为 5 % CO2，37℃恒温。每 48小时 -72小时进行 1次培

养液更换，应用 EDTA-胰蛋白酶消化后进行传代培养。

1.4 HE染色以及细胞形态观察

将MCF-7细胞转移到 6孔板中，每孔按照 5× 105个进行

细胞接种，每孔 5 mL，设立空白对照组和试验组各 3孔，空白

对照组仅添加培养液，试验组在此基础上给予经过倍比法稀释

积雪草甙稀释液(浓度为 12 mmol/L)。在干预后的 24 h、48 h以

及 72 h时，常规进行 HE染色，利用光学显微镜进行细胞形态

学观察。

1.5 TUNEL法检测细胞凋亡

选用对数生长期MCF-7细胞，经胰蛋白酶消化后接种在

96孔板上，放置培养箱中进行细胞培养。将积雪草甙进行倍比

稀释获得终浓度为 12 mmol/L的稀释液。甚至调零孔、对照孔

以及实验孔，每组设 3个复孔。实验孔每孔添加 100 滋L积雪草

甙稀释液。对照孔仅添加培养液，分别培养，在培养 24 h、48 h、

72 h后，分别去除培养液，添加 TUNEL反应液后，继续培养 1

小时后，添加转换液在进行温育 30 min，添加 DAB显色剂，利

用光学显微镜对细胞凋亡情况进行观察。凋亡细胞可见细胞核

中出现棕黄色颗粒者。计数 1000个细胞，凋亡细胞阳性率 =(凋

亡细胞数目÷ 1000)× l00％。

1.6 免疫荧光法检测 VEGF和 bFGF蛋白表达

MCF-7细胞经过常规培养后，添加积雪草甙稀释液，再向

细胞中加入鼠抗人 VEGF或兔抗人 bFGF多抗(稀释比例为 1：

200)，放置在 4℃湿盒内孵育过夜；取出恢复到室温，加入荧光

标记二抗(稀释比例为 1：500)，封片剂进行封片后，利用荧光显

微镜下进行表达结果观察。每张片子随即选取 5个视野进行蛋

白阳性表达率计算。阴性对照为未添加一抗者。根据文献 bFGF

蛋白阳性主要集中在看细胞质之中，细胞膜表面偶见少量表

达，阳性表达标准为可见棕黄色颗粒；VEGF阳性表达主要位

于细胞质，呈棕黄色颗粒。

1.7 统计学方法

实验数据统计学分析采用 SPSS.19.0软件，组间计量资料

比较使用 t检验，以 P＜0.05为差异存在统计学意义。

2 结果

2.1 积雪草甙对乳腺癌细胞形态的影响

对照组细胞外观呈不规则形态，多为铺路石状、菱形以及

三角形(图 1)。试验组细胞在干预 24 h时，多数细胞可见密集型

空泡出现，部分细胞成为死亡细胞，细胞膜出现扩张，细胞质向

外扩散(图 1)；干预 48 h时，大部分细胞失去不规则形态，细胞

膜消失，细胞质扩散，细胞核和细胞质发生融合；干预 72 h时，

细胞核消失，细胞无完整形态，形成凋亡小体(图 2)；以上变化

符合细胞凋亡的形态特点，属于典型性凋亡效应。

图 2 MCF-7细胞可见凋亡小体

Fig.2 The apoptotic body in MCF-7 cell

图 1 MCF-7细胞出现空泡

Fig.1 Cavitation in MCF-7 cell

2.2 两组MCF-7细胞凋亡率的比较

在相同时间点，试验组的细胞凋亡率均显著高于对照组，

差异均具有统计学意义(P<0.05)。方差分析结果显示积雪草甙

能够促进肿瘤MCF-7细胞凋亡，而且其促进 MCF-7细胞凋亡

的效果与作用时间呈正比关系（P<0.05），即作用时间越长，

MCF-7细胞凋亡率越高。详见表 1。
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2.3 两组MCF-7细胞 VEGF和 bFGF表达比较

本实验中，VEGF和 bFGF阳性表达主要为细胞质内可见

棕黄色颗粒。与对照组相比，试验组MCF-7细胞内 VEGF和

bFGF蛋白阳性表达率显著降低。方差分析结果显示 VEGF和

bFGF阳性表达量随着干预时间延长，表达率持续明显降低，差

异具有统计学意义(P<0.05)。详见表 2、表 3。

注：*与对照组比较 P<0.05；#与培养 24 h相比 P<0.05；★与培养 48 h相比 P<0.05。

Note：*Compared with the control group P<0.05; #Compared with values at incubation 24 h P<0.05; ★ Compared with values at incubation 48 h P<0.05.

表 1 两组MCF-7细胞凋亡率情况比较

Table 1 Comparisons of MCF-7 cell apoptosis rate between two groups

Groups 24 h(%) 48 h(%) 72 h(%)

Experimental group 56.21± 9.65* 38.29± 6.64* 21.26± 6.78*#★

Control group 84.71± 10.63 87.28± 12.68 82.97± 11.69

注：与对照组比较，*P<0.05；#与培养 24 h相比 P<0.05；★与培养 48h相比 P<0.05。

Note: Compared with the control group, *P<0.05; #Compared with values at incubation 24 h P<0.05; ★ Compared with values at incubation 48 h P<0.05.

表 2 两组MCF-7细胞 VEGF蛋白表达阳性率的比较

Table 2 Comparison of the positive rate VEGF protein expression between two group

Groups 24 h(%) 48 h(%) 72 h(%)

Experimental group 15.68± 2.35* 21.4+± 3.58* 32.63± 5.87*#★

Control group 2.27± 0.61 2.44± 0.57 2.67± 0.84

注：与对照组比较，*P<0.05；#与培养 24 h相比 P<0.05；★与培养 48h相比 P<0.05。

Note: Compared with the control group, *P<0.05; #Compared with values at incubation 24 h P<0.05; ★ Compared with values at incubation 48 h P<0.05.

表 3 两组MCF-7细胞 bFGF蛋白表达阳性率的比较

Table 3 Comparison of the positive rate bFGF protein expression between two group

Groups 24 h(%) 48 h(%) 72 h(%)

Experimental group 58.27± 10.17* 34.85± 8.24*# 21.88± 7.53*#

Control group 92.47± 15.84 91.28± 18.83 93.26± 17.62

3 讨论

目前，临床治疗乳腺癌尚无特效的根治性方法，主要原则

是控制肿瘤侵袭和转移，防止病情进一步恶化[5]。有研究认为乳

腺癌的发生发展与基因调控、细胞凋亡以及血管生成具有密切

关联[6]。VEGF对于血管生成具有促进作用，在病理情况下，由

于巨噬细胞以及肿瘤细胞等刺激作用，VEGF表达水平显著上

升，其通过以相应受体进行结合，能够对肿瘤细胞的增殖、转移

以及新生血管形成起到促进作用，同时显著提高血管通透性，

为肿瘤细胞的远处转移，提供有利条件[11-14]。bFGF作为体内重

要的细胞因子之一，能够与细胞膜特异性受体相结合，对于细

胞的生长过程起到干预作用[7,15]。相关研究发现当机体发生恶

性肿瘤时，肿瘤细胞能够诱导生成过量的 bFGF，通过其血管诱

生作用以及抑制丝裂原和凋亡的功效，从而降低肿瘤细胞凋亡

率，促进肿瘤转移[16]。VEGF和 bFGF在多种实体肿瘤中均呈高

表达，且与肿瘤的生长转移以及浸润具有重要关联[17]。

中药积雪草属于伞形科植物，在《神农本草经》中被列为中

品，其具有清热解毒、消肿散结的作用[18]。积雪草甙作为积雪草

的有效成分之一，不仅能够促进创面愈合、抑制瘢痕形成，而且

能够保护神经功能，最近相关研究发现积雪草苷具有强效抗肿

瘤作用能够对肿瘤细胞的增殖和凋亡进行干预[19,20]。本实验中，

与未经干预处理的对照组细胞相比，积雪草甙能够促进肿瘤

MCF-7细胞凋亡。良渚的MCF-7细胞凋亡率比较显示：与对照

组MCF-7细胞相比，经过积雪草甙处理的 MCF-7胞凋亡率显

著上升，在相同的观察时间点，试验组 MCF-7细胞凋亡率显著

高于对照组，提示积雪草甙能够提高肿瘤MCF-7细胞凋亡率。

此外，积雪草甙处理后的乳腺癌细胞其 VEGF蛋白阳性表达率

和 bFGF蛋白阳性表达率显著低于对照组，提示积雪草甙能够

抑制乳腺癌MCF-7细胞 VEGF和 bFGF表达，可能对于肿瘤

新生血管形成具有显著的抑制作用。

综上所述，积雪草甙不仅能够促进乳腺癌 MCF-7细胞凋

亡，而且能够降低 VEGF和 bFGF表达，可能抑制乳腺癌血管

新生，有望成为乳腺癌治疗的新方法。
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