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白花蛇舌草提取物对乳腺癌MCF-7细胞增殖和凋亡影响的实验研究 *
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摘要 目的：探索不同浓度的白花蛇舌草提取物对人乳腺癌MCF-7细胞的增殖和凋亡的影响。方法：选择体外培养的人乳腺癌

MCF-7细胞，将其分为 5组，分别给予不同浓度使用乙醇提取法提取的白花蛇舌草有效成分(0、75、150、300和 600 滋g/mL)。分别
在药物孵育的第 1、2、3、4天提取细胞样本，采用MTT法检测细胞的增殖情况，流式细胞技术检测细胞周期和细胞凋亡情况。结

果：在第 1、2、3和 4天，不同浓度的白花蛇舌草均能够显著抑制乳腺癌细胞的增殖，且细胞的增殖抑制率随着药物浓度的升高而

升高，以 300 滋g/mL和 600 滋g/mL两个浓度的作用效果最为显著，但 300 滋g/mL和 600 滋g/mL两个浓度间无统计学差异 (P>
0.05)。不同浓度的白花蛇舌草干预后处于 G0~G1期的细胞百分比显著低于对照组(P<0.05)，处于 S期和 G2~M期的细胞百分比

高于对照组(P<0.05)，且细胞凋亡率显著高于对照组(P<0.05)，对细胞周期的调控和凋亡的抑制效果以 300 滋g/mL和 600 滋g/mL
两个浓度最为显著，但两个浓度间无统计学差异(P>0.05)。结论：白花蛇舌草能够显著抑制乳腺癌MCF-7细胞的增殖并促进细胞

凋亡，且这一作用存在显著的“量 -效”关系。
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An Experimental Study on the Effects of Hedyotis Diffusa Extracts on the
Proliferation and Apoptosis of MCF-7 Breast Cancer Cells*

To explore the effects of various concentrations of hedyotis diffusa extracts on the proliferation and

apoptosis of MCF-7 human breast cancer cells. The MCF-7 human breast cancer cells were cultured in the DMEM medium

with 10% fetal bovine serum, 1% penicillin/streptomycin and insulin. The active components of hedyotis diffusa were extracted using the

ethanol-extracting method. Overall 5 groups were included in the study, including four hedyotis diffusa administration groups with

different concentrations (75, 150, 300 and 600 滋g/mL) and the blank control group. The cell samples were collected at 1, 2, 3,

and 4 days post the drug application, and the effects of hedyotis diffusa on cellular proliferation rate were evaluated the MTT and CCK-8

methods, respectively. Then, the efficacy of hedyotis diffusa with different concentrations (75, 150, 300 and 600 滋g/mL) on the cell cycle
and cell apoptosis was investigated based on the flow cytometry technique. Hedyotis diffusa could significantly inhibit the

proliferation and promote the apoptosis of breast cancer cells in a concentration dependent manner.
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前言

乳腺癌是一种发生在乳腺上皮组织的恶性肿瘤，是影响

女性健康最严重的疾病之一。目前，临床上乳腺癌主要以手术

治疗为主，并结合术后的放疗、化疗以及内分泌治疗。乳腺癌

的术后化疗所采用的化疗药物均具有一定的毒副作用，同时

肿瘤细胞的耐药性也是化疗药物的重要瓶颈之一[1-3]。因此，探

索其他经济、有效且安全的乳腺癌的药物治疗方法具有重要

的临床价值。

白花蛇舌草(Hedyotis diffusa)是一种茜草科(耳草属)草本

植物，广泛分布于我国的广东、广西、福建、云南、浙江等地区，

别名二叶葎、蛇舌草、蛇利草、竹叶菜等，其主要成分包括黄酮

类、蒽醌类、苯丙素类、香豆素类等。白花蛇舌草的药物功效包

括清热解毒、消痛散结、活血化瘀，尤其对于对抗各种炎症具有
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显著功效。同时，白花蛇舌草也具有显著的抑制肿瘤活性的效

果，主要集中在肠癌、肝癌和肺癌[4-9]，但其对于乳腺癌的抗癌效

果国内外鲜有报道。因此，本研究通过体外细胞实验探索了白

花蛇舌草对于人乳腺癌MCF-7细胞增殖和凋亡的影响，以期

为明确白花蛇舌草对乳腺癌的治疗效果及其未来的临床应用

提供实验依据。

1 资料与方法

1.1 实验试剂和仪器

人乳腺癌细胞株MCF-7细胞购于美国 ATCC模式培养物

集存库；DMEM(Dulbecco's Modified Eagle Medium)购于美国

Gibco公司；胎牛血清(Fetal Bovine Serum，FBS)购于美国 Gibco

公司；青霉素 /链霉素双抗溶液购于美国 Sigma公司；胰岛素

购于美国 Gibco公司；无菌磷酸缓冲盐溶液 (PBS) 购于美国

Gibco公司；胰蛋白酶购于碧云天生物技术公司；白花蛇舌草购

于泸州宝光药业集团有限公司；CCK-8购于碧云天生物技术公

司；MTT细胞增殖检测试剂盒购于碧云天生物技术公司；细胞

周期检测用 PI/Triton X-100染色液购于美国 Sigma公司；紫外

分光光度计(SmartSpec Plus)购于美国 Bio-Rad公司；多功能酶

标仪(TECAN Infinite M200 Pro)购于瑞典 TECAN公司；流式细

胞仪 (AccuriC6) 购于美国 BD Biosciences公司；倒置显微镜

(LEICA DM LA) 购于德国 Leica 公司；细胞培养箱(Thermo

3110)购于美国 Thermo 公司；电子天平(AEG-120T)购于日本

Shimadzu公司；低温高速离心机(Sigma 3-18K)购于美国 Sigma

公司；微量振荡器购于江苏常州国华电子有限公司。

1.2 人乳腺癌MCF-7细胞系的培养

人乳腺癌的MCF-7细胞系培养于 10%的胎牛血清 +1%青

霉素 /链霉素 +胰岛素的 DMEM培养基中，置于 37℃、5%CO2

的细胞培养箱环境中进行常规培养，每 3~4天更换一次细胞培

养液。当细胞密度约为 85%左右的时候进行细胞传代。在传代

时，在吸干培养液后使用无菌 PBS反复冲洗瓶底 3次，随后加

入 0.25%的胰酶 2~3 mL，胰酶均匀盖满瓶壁，消化约 5 min，见

细胞缩起变圆后，加入培养基 2~3 mL，吹打成单细胞悬液分瓶。

1.3 白花蛇舌草有效药物成分的分离提取

将白花蛇舌草药物粉碎研磨为粉末状，使用乙醇提取法进

行提取，其具体步骤为：将 1公斤的白花蛇舌草药物中加入

95%的乙醇溶液中进行回流提取 2次，每次时长为 1小时。随

后进行过滤，合并提取液，浓缩，精制后，获得提取物 1.4克。使

用无菌的无血清的纯 DMEM培养液配制，使用 0.22 滋m的滤
膜过滤除菌后，稀释成所需的终浓度。

1.4 MTT法检测细胞增殖

选取生长状态良好的人乳腺癌的MCF-7细胞制成浓度为

1× 105个 /mL的细胞悬液，以每孔 100 滋L体积的细胞悬液接
种于 96孔板中，细胞培养液为含有 10%的胎牛血清 +1%青霉

素 /链霉素 +胰岛素的 DMEM培养基，96孔板置于 37℃、5%

CO2的细胞培养箱环境中培养过夜。实验分为 5组，分别为对

照组以及不同浓度的白花蛇舌草药物组 (浓度分别为 75、150、

300和 600 滋g/mL)。将白花蛇舌草药物组的每孔分别加入 200

滋L的用 DMEM培养液配制的相应浓度的无菌药物溶液，对照

组的细胞加入 200 滋L不含任何药物的 DMEM培养液。分别在

孵育的第 1、2、3、4天提取细胞样本，进行MTT细胞增殖检测。

弃去 96孔板中的培养液液，PBS冲洗 3次后，在每孔中加入

10 滋L的MTT溶液(浓度为 5 mg/mL)，于 37℃、5%CO2的细胞

培养箱环境中孵育 4小时。随后，在 96孔板的各孔中加入 200

滋L的二甲基亚砜(DMSO)，在 37℃中振荡孵育 15 分钟，随后

使用瑞典 TECAN公司的 TECAN Infinite M200 Pro多功能酶

标仪测量 490 nm处的吸光值。通过以下公式计算细胞抑制率，

细胞增殖抑制率 =[1-药物组吸光度]/对照组吸光度。

1.5细胞周期和细胞凋亡的检测

使用无菌的冰 PBS溶液重复洗涤收集的不同组的细胞 3

次，离心沉淀细胞，弃上清液。随后，以 0.5 mL的 PBS重悬细

胞，迅速转入 3.5 mL以 70%预冷的乙醇溶液中。吹打均匀后，

在 4℃储存过夜。对离心乙醇固定过的细胞，弃其上清液，使用

无菌的 PBS反复洗涤细胞 3次后以去除残留的乙醇。随后，使

用含有 0.2 mg RNase A的 1 mL PI/Triton X-100染色液 (20 滋g
的 PI/0.1% Triton X-100)重悬细胞，在 37℃、5%CO2的细胞培

养箱环境中孵育染色 15 分钟。随后，转移至美国 BD Bio-

sciences公司的 AccuriC6型流式细胞仪，对各组细胞进行细胞

周期的测定分析。

1.6 统计学分析

在本实验研究中，所有显示的实验数据均采用平均值± 标

准偏差(S.D.)进行表示。使用Windows版本的 SPSS 20.0统计

学分析软件对实验数据进行统计分析比较。对照组和各浓度药

物组细胞的各参数指标的统计学差异均采用单因素方差分析

(One-way ANOVA)进行分析；如发现五组间存在统计学差异，

使用 Tukey的多重检验分析法对数据进行两两分析和比较。以

P<0.05作为有统计学差异的标准。

2结果

2.1 不同浓度白花蛇舌草对于乳腺癌细胞的细胞增殖的影响

如图 1所示，150、300和 600 滋g/mL白花蛇舌草药物组在
第 1、2、3和 4天的细胞增殖抑制率均显著高于对应时间点的

75 滋g/mL 白花蛇舌草药物组 (P<0.01)，300 滋g/mL 和 600

滋g/mL白花蛇舌草药物组对于人乳腺癌 MCF-7细胞的细胞增

殖率的抑制效果显著优于 150 滋g/mL白花蛇舌草药物组 (P<
0.05)，但 300 滋g/mL和 600 滋g/mL白花蛇舌草药物组对于人乳
腺癌 MCF-7 细胞的细胞增殖率的抑制效果未见统计学差异

(P>0.05)。对于各浓度白花蛇舌草药物组，第 3和第 4天的细胞

增殖抑制率显著高于第 1天(P<0.05)，但各浓度药物组中第 2

天与第 1天的细胞增殖抑制率相比无统计学差异(P>0.05)。对
于 75和 150 滋g/mL白花蛇舌草药物组，第 3天的细胞增殖抑

制率显著高于第 2天(P<0.05)；但对于 300和 600 滋g/mL白花
蛇舌草药物组中第 3天与第 2天的细胞增殖抑制率相比无统

计学差异(P>0.05)。对于各浓度白花蛇舌草药物组，第 3天与第

4天的细胞增殖抑制率相比无统计学差异(P>0.05)。
2.2 不同浓度的白花蛇舌草对于乳腺癌细胞的细胞周期的影响

采用流式细胞检测技术对 75、150、300和 600 滋g/mL白花
蛇舌草药物作用 48 h的MCF-7乳腺癌细胞的细胞周期影响的

定量分析结果如图 2所示。75、150、300和 600 滋g/mL白花蛇
舌草药物组处于 G0~G1期的细胞百分比显著低于 Control组
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图 1不同浓度白花蛇舌草对于乳腺癌细胞的细胞增殖的影响(n=10)。

*P<0.05 vs. 75 滋g/mL的白花蛇舌草组；#P<0.05 vs. 150 滋g/mL的白花
蛇舌草组

Fig.1: Effects of hedyotis diffusa with different concentrations on the

proliferation of breast cancer cells based on the MTT assay (n=10).

*P<0.05 vs. the 75 滋g/mL hedyotis diffusa group;
#P<0.05 vs. 150 滋g/mL hedyotis diffusa group

图 2不同浓度的白花蛇舌草对于乳腺癌细胞的细胞周期的影响(n=10)。$P<0.05 vs.对照组；*P<0.05 vs. 75 滋g/mL的白花蛇舌草组；
#P<0.05 vs. 150 滋g/mL的白花蛇舌草组

Fig. 2 Effects of hedyotis diffusa with different concentrations on the cellular cycle of breast cancer cells (n=10). $P<0.05 vs. the Control group;
*P<0.05 vs. the 75 滋g/mL hedyotis diffusa group; #P<0.05 vs. 150 滋g/mL hedyotis diffusa group

(P<0.05)，而处于 S期和 G2~M期的细胞百分比显著高于 Con-

trol组(P<0.05)。150、300和 600 滋g/mL白花蛇舌草药物组中处
于 G0~G1期的细胞百分比显著低于 75 滋g/mL白花蛇舌草药
物组 (P<0.05)，而处于 G2~M 期的细胞百分比显著高于 75

滋g/mL组(P<0.05)。同时，300和 600 滋g/mL组中处于 S期的细

胞百分比显著高于 75 滋g/mL组(P<0.05)。而 300和 600 滋g/mL
药物组中处于 G0~G1期的细胞百分比显著低于 150 滋g/mL组
(P<0.05)。
2.3 不同浓度的白花蛇舌草对于乳腺癌细胞的细胞凋亡的影响

采用流式细胞检测技术对于 75、150、300和 600 滋g/mL白
花蛇舌草药物分别孵育 1、2、3、4天后的MCF-7乳腺癌细胞的

细胞凋亡影响的定量分析结果如图 3所示。总凋亡率的分析结

果显示：各时间点的药物组相比于对照组对均能够显著提升细

胞凋亡率(P<0.01)；而各时间点的 150、300和 600 滋g/mL药物
组的细胞凋亡率显著高于 75 滋g/mL 组 (P<0.05)，300 和 600

滋g/mL药物组显著高于 150 滋g/mL组(P<0.05)，但是各时间点
的 300和 600 滋g/mL药物组间未见统计学差异(P>0.05)。对照
组以及 75、150、300和 600 滋g/mL白花蛇舌草药物组的MCF-7

乳腺癌细胞的凋亡率呈现随时间增加而递增的趋势。其中，对

于各浓度白花蛇舌草药物组和 Control组，第 4天的细胞凋亡

率显著高于第 1天(P<0.05)。虽然 Control以及各浓度药物组的

第 2天与第 3天的细胞凋亡率略高于第 1天，但是这种差异未

达到统计学意义(P>0.05)。同时，虽然第 3天与第 4天的细胞凋

亡率也同样略高于第 2天，但是这三个时间点的细胞凋亡率的

差异也同样不具有统计学意义(P>0.05)。

3 讨论

乳腺癌是一种严重危害女性健康的恶性肿瘤，由乳腺腺上

皮组织发生恶性改变诱发，其临床表现的主要体征为乳腺肿

块、腋窝淋巴结肿大、乳头溢液等。统计数据表明全世界每年有

约 140万的妇女发生乳腺癌，其致死率高达 35%，乳腺癌已经
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图 3不同时间点、不同浓度的白花蛇舌草对于乳腺癌细胞的细胞凋亡

的影响(n=10)。$P<0.05 vs.对照组；*P<0.05 vs. 75 滋g/mL的白花蛇舌
草组；#P<0.05 vs. 150 滋g/mL的白花蛇舌草组；

Fig. 3 Effects of hedyotis diffusa with different concentrations and

different treatment duration on the cellular apoptosis of breast cancer cells

(n=10). $P<0.05 vs. the Control group; *P<0.05 vs. the 75 滋g/mL
hedyotis diffusa group; #P<0.05 vs. 150 滋g/mL hedyotis diffusa group.

成为一种严重的公共卫生健康问题[10，11]。目前，临床上应对乳腺

癌仍以手术根治性治疗为主，辅助以放疗、化疗、内分泌治疗等

手段。但是，考虑到这些治疗方法均具有显著的毒副作用，因此

探索更多安全且有效的乳腺癌治疗方法具有重要的临床应用

价值。

白花蛇舌草是一种广泛分布于我国长江以南地区的一年

生草本植物，其最早的入药应用在《广西中药志》一书中有记

载，在治疗人体的多种疾病的作用中具有积极的效果，包括肺

热咳喘、清热解毒、止痛镇痛、扁桃体炎、咽喉炎、阑尾炎、附件

炎、盆腔炎、前列腺炎、尿路感染、蛇毒咬伤等[12，13]。同时，近年来

的研究也揭示白花蛇舌草具有显著的抗肿瘤效应，文献中记载

的白花蛇舌草抗肿瘤效应主要集中在腹部肿瘤，包括胃癌、肝

癌、肠癌等，但是白花蛇舌草对于乳腺癌的抗肿瘤效应国内外

鲜有研究报道。

在本研究中，我们使用乙醇提取法提取的浓度分别为 75、

150、300和 600 滋g/mL的白花蛇舌草提取物处理乳腺癌细胞，
结果显示生长的第 1、2、3 和 4 天，75、150、300 和 600 滋g/mL
的白花蛇舌草提取物均能够显著的降低乳腺癌细胞的增殖率，

进一步研究显示 75~600 滋g/mL的白花蛇舌草的抗 MCF-7乳

腺癌细胞增殖的效应随着浓度的升高而增强，以 600 滋g/mL的
抗肿瘤细胞的增殖效应最为显著。研究结果也显示在实验的第

1、2、3、4天，虽然 300 滋g/mL的白花蛇舌草提取物的乳腺肿瘤
增殖抑制率略低于 600 滋g/mL药物组，但是差异并不具有统计
学意义，但 300 滋g/mL白花蛇舌草组的抗肿瘤细胞增殖率要远
高于 150 滋g/mL，提示 300 滋g/mL是最优的对抗体外肿瘤细胞
增殖的浓度，这一浓度可以应用于后续的体外细胞信号通路实

验。基于流式细胞技术的细胞周期检测结果显示不同浓度的白

花蛇舌草提取物作用于人乳腺癌 MCF-7细胞后，细胞周期显

著受到影响，处于 DNA合成前期和静息期(G0~G1期)的细胞

百分比显著降低，且随着白花蛇舌草浓度的增加，处于 DNA合

成前期和静息期的细胞百分比显著降低。而不同浓度白花蛇舌

草作用下处于 DNA合成期 (S期)、合成后期及有丝分裂期

(G2/M期)的细胞百分比显著升高。而白花蛇舌草对MCF-7细

胞周期的调控效果以 300 滋g/mL和 600 滋g/mL两个浓度最为
显著，但两个浓度间无统计学上的显著差异。一些文献报道白

花蛇舌草提取物能够调控其他肿瘤细胞的细胞周期，包括肠癌

细胞、前列腺癌细胞、白血病细胞等[18, 20-22]。我们的结果进一步

表明白花蛇舌草对人乳腺癌MCF-7细胞的细胞凋亡的促进作

用随着药物浓度的增加而增强，在 300 滋g/mL浓度处达到峰
值。Lin等、Hu等和 Cai等的实验研究同样揭示了白花蛇舌草

提取物对于肠癌细胞和前列腺癌细胞凋亡的促进效应 [15, 23-24]，

与我们细胞增殖的实验结果类似。

虽然我们发现了白花蛇舌草提取物能够抑制乳腺癌细胞

的增殖并促进其细胞凋亡，但是其具体的信号调节及转导分子

机制仍不明确。调控肿瘤的发生、增殖和凋亡的信号通路众多，

其中主要的信号通路包括有Wnt信号通路、Hedgehog信号通

路、Notch信号通路、PI3K-Akt信号通路、JAK-STAT信号通路

等[25，26]，未来的体外细胞实验以及体内动物实验将对这些信号

通路在白花蛇舌草调控乳腺癌细胞增殖及凋亡中所发挥的作

用进行系统研究，从而明确白花蛇舌草调控肿瘤产生、增殖及

凋亡的相关分子信号机制，为其临床应用提供依据。

综上所述，白花蛇舌草提取物对可抑制人乳腺癌 MCF-7

细胞的增殖并促进其凋亡，这种作用与其作用浓度有关，以

300 滋g/mL和 600 滋g/mL的作用效果最为显著。
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