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基于核因子相关因子 2/血红素加氧酶 -1信号通路探讨异荭草素
对乳腺癌细胞恶性生物学行为的影响 *
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摘要 目的：探讨异荭草素（ISO）对乳腺癌（BC）细胞恶性生物学行为及核因子相关因子 2（Nrf2）/血红素加氧酶 -1（HO-1）信号通

路的影响。方法：体外培养人 BC细胞系MDA-MB-231并分组：MDA-MB-231组、MDA-MB-231+ISO组（100 滋mol/L ISO处理）、
MDA-MB-231+ISO+OE-NC组（转染 OE-NC后用 100 滋mol/L ISO处理）、MDA-MB-231+ISO+OE-Nrf2组（转染 OE-Nrf2后用 100

滋mol/L ISO处理）。采用细胞计数试剂盒 -8（CCK-8）检测MDA-MB-231细胞增殖；流式细胞术检测MDA-MB-231细胞周期和凋

亡；Transwell实验检测MDA-MB-231细胞的侵袭和迁移能力；Western blot检测 Nrf2/HO-1信号通路相关蛋白及凋亡蛋白表达。

结果：与MDA-MB-231组相比，MDA-MB-231+ISO组、MDA-MB-231+ISO+OE-NC组细胞活力、S期和 G2期细胞比例、迁移和侵

袭能力、B淋巴细胞瘤 -2（Bcl-2）、Nrf2、HO-1、基质金属蛋白酶 -9（MMP-9）蛋白水平显著下降（P<0.05），细胞凋亡率、G1/G0期细
胞比例以及 Bax、cleaved-Caspase-3蛋白水平显著上升（P<0.05）。与MDA-MB-231+ISO组相比，MDA-MB-231+ISO+OE-Nrf2组

细胞活力、S期和 G2期细胞比例、迁移和侵袭能力、Bcl-2、Nrf2、HO-1、MMP-9蛋白水平显著上升（P<0.05），细胞凋亡率、G1/G0
期细胞比例以及 Bax、cleaved-Caspase-3 蛋白水平显著降低（P<0.05）。结论：ISO 可能通过抑制 Nrf2/HO-1 信号通路，抑制

MDA-MB-231细胞恶性增殖、迁移和侵袭等行为。
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Effect of Isoorientin on Malignant Biological Behavior of Breast Cancer Cells
Based on Nuclear Factor-related Factor 2/heme Oxygenase-1 Signaling

Pathway*

To investigate the influences of isoorientin(ISO) on malignant biological ehavior of breast cancer (BC) cells

and nuclear factor-related factor 2(Nrf2)/heme oxygenase-1(HO-1) signaling pathway. Human BC cell line MDA-MB-231 was

cultured in vitro and separated into groups: MDA-MB-231 group, MDA-MB-231+ISO group (100 滋mol/L ISO treatment),

MDA-MB-231+ ISO+OE-NC group (treated with 100 滋mol/L ISO after transfection of OE-NC), and MDA-MB-231+ISO+OE-Nrf2

group (treated with 100 滋mol/L ISO after transfection of OE-Nrf2). MDA-MB-231 cells proliferation was detected by cell count kit-8

(CCK-8). Flow cytometry was used to detect MDA-MB-231 cells cycle and apoptosis. Transwell assay was used to detect the invasion

and migration abilities of MDA-MB-231 cells. Western blot was used to detect the expression of Nrf2/HO-1 signaling pathway-related

proteins and apoptosis proteins. Compared with MDA-MB-231 group, MDA-MB-231+ISO group and MDA-MB-231+

ISO+OE-NC group had obviously lower cell viability, S phase and G2 phase cells ratios, migration and invasion abilities, B-lymphocy-

toma-2 (Bcl-2), Nrf2, HO-1, matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) protein levels (P<0.05), and obviously higher apoptosis rate, G1/G0
phase cells ratios, and Bax and cleaved-Caspase-3 protein levels (P<0.05). Compared with MDA-MB-231+ISO group, MDA-
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MB-231+ISO+OE-Nrf2 group had obviously higher cell viability, S phase and G2 phase cells ratios, migration and invasion abilities,

Bcl-2, Nrf2, HO-1, MMP-9 protein levels (P<0.05), and obviously lower apoptosis rate, G1/G0 phase cells ratios, and Bax and

cleaved-Caspase-3 protein levels (P<0.05). ISO may inhibit the malignant proliferation, migration and invasion of

MDA-MB-231 cells by inhibiting the Nrf2/HO-1 signaling pathway.

Isoorientin; Nuclear factor-related factor 2/heme oxygenase-1 pathway; Proliferation; Migration; Invasion; Breast cancer

前言

乳腺癌(breast cancer，BC）是全球女性最常诊断出的癌症

（占癌症病例总数的 24.2%）和癌症相关死亡的主要原因（占癌

症死亡总数的 15%）[1]。但近 12%的乳腺癌诊断患者最终会出

现转移性疾病，转移性乳腺癌尚无治愈方法，并且预后较差：5

年生存率为 26%[2]。目前临床上使用放疗、化疗等手段来延长患

者的生存期，但存在较多的不良反应，且对复发及转移患者的

作用效果不佳[3]。因此，了解 BC的发病机制，可能利于寻找新

治疗方法。异荭草素（Isoorientin，ISO）是一种良好的天然类黄

酮，可从山楂和黄芪等多种植物中提取，具有抗菌、抗炎和抗癌

活性[4]。研究证明，类黄酮在乳腺癌、肺癌、结肠直肠癌中可减轻

多药耐药性[5]。有研究表明 ISO可诱导结直肠腺癌 HT29细胞

的凋亡和细胞周期阻滞[6]。然而，ISO对人 BC细胞增殖、迁移

等恶性生物学行为的影响尚不清楚。最近研究发现，核因子相

关因子 2（Nuclear factor-related factor 2，Nrf2）/血红素加氧酶

-1（Heme oxygenase-1，HO-1）信号通路在不同病理条件下具有

促癌或抑癌功能，Nrf2的受控激活可通过减少活性氧（Reactive

oxygen，ROS）诱导的脱氧核糖核酸（Deoxyribonucleic acid，

DNA）损伤，降低正常细胞癌症病变的风险，然而在肿瘤环境

中，Nrf2的异常激活会促进肿瘤细胞侵袭的发生进而促进癌症

发展[7,8]。已有研究发现，可以通过下调 Nrf2/HO-1信号通路来

减弱缺氧诱导的 BC进展[9]。本研究以乳腺癌MDA-MB-231细

胞为研究对象，研究 ISO对 MDA-MB-231细胞增殖、凋亡、迁

移和侵袭的影响，并分析 ISO对细胞中 Nrf2/HO-1信号通路的

调节作用。

1 材料与方法

1.1 细胞系及主要试剂

人 BC细胞系（MDA-MB-231）购自上海钰博生物科技有

限公司；ISO购自上海韵泰信息科技有限公司；Nrf2过表达质

粒（OE-Nrf2）和阴性对照（OE-NC）购自上海吉玛制药技术有限

公司；细胞周期与细胞凋亡试剂盒购自上海佰利莱生物科技有

限公司；细胞计数试剂盒 -8（Cell counting kit-8，CCK-8）试剂盒

购自上海广锐生物科技有限公司；Annexin V-FITC/PI双染细

胞凋亡检测试剂盒购自上海雅吉生物科技有限公司；Bax 抗

体、cleaved-Caspase-3 抗体、B 淋巴细胞瘤 -2 （B-cell lym-

phoma-2，Bcl-2）抗体、Nrf2抗体、HO-1抗体、GAPDH抗体购自

Abcam公司；基质金属蛋白酶 -9（Matrix metalloproteinase-9，

MMP-9）抗体购自 antibodies-online公司。

1.2 细胞培养、转染及分组

MDA-MB-231 细胞用 10%胎牛血清的 L-15 培养基悬浮

置于恒温培养箱培养，2 d更换一次培养基，以保证营养成分充

足。参照 Xu WT等人[10]的实验及前期预试验确定的 IC50浓度

（100 滋mol/L）作为 ISO的给药浓度。将MDA-MB-231细胞分

为：MDA-MB-231组、MDA-MB-231+ISO 组（100 滋mol/L ISO

处理）、MDA-MB-231+ISO+OE-NC组（转染 OE-NC后用 100

滋mol/L ISO 处理）、MDA-MB-231+ISO+OE-Nrf2 组 （转染

OE-Nrf2后用 100 滋mol/L ISO处理）。
转染：按照 Lipofectamine 3000TM 说明书将 OE-NC 和

OE-Nrf2 分 别 转 入 MDA-MB-231+ISO+OE-NC 组 和

MDA-MB-231+ISO+OE-Nrf2组 MDA-MB-231细胞中，在恒温

培养箱培养 8 h后，更换新的培养基继续培养 2 d。

1.3 CCK-8检测MDA-MB-231细胞增殖

将MDA-MB-231细胞按 2× 104个 /孔接种到 96孔板上，

每个样本设置 6个孔（以下实验相同）。待细胞长到 60%左右

时，开始进行转染，之后在培养 24 h、48 h、72 h、96 h时加入

CCK-8溶液，并在 37℃下孵育 2 h，最后用酶标仪测定 450 nm

处吸光度值，计算MDA-MB-231细胞活力。

1.4 流式细胞术检测MDA-MB-231细胞周期和凋亡

MDA-MB-231 细胞按照 1.2 分组培养 2 d 后，离心收集

MDA-MB-231细胞，用胰蛋白酶消化、磷酸盐缓冲溶液（Phos-

phate buffered solution，PBS）洗涤，离心后加入预冷的 70%乙

醇，置于 4℃冰箱过夜。离心后加入预冷的 PBS溶液重悬细胞，

再次离心，弃去上清，用手指轻弹管底使细胞分散，然后添加 PI

染液到每管细胞，37℃避光保存 1 h，上机检测 MDA-MB-231

细胞周期。

细胞经 PBS处理，离心弃上清后，加入 500 滋L Annexin结

合缓冲液，依次加入 Annexin-V-FITC结合液和 PI染液各 3 滋L，
分别避光孵育 15 min，上机检测MDA-MB-231细胞凋亡。

1.5 Western blot检测凋亡蛋白以及 Nrf2/HO-1通路相关蛋白

表达

收集按照 1.2分组培养 2 d后的MDA-MB-231细胞，加入

RIPA裂解缓冲液提取细胞总蛋白，然后经电泳、转膜之后用脱

脂乳封闭过夜，之后加入一抗 Nrf2（1：2000）、HO-1（1：2000）、

MMP-9（1：1000）、Bax（1：1000）、cleaved-Caspase-3（1：500）、

Bcl-2（1：2000）和 GAPDH抗体（1：1000），室温孵育 2 h，TBST

洗膜 3次，10 min/次。加入二抗（1：1000）室温孵育 1 h；，TBST

洗膜 3次，10 min/次。显色液显色后，使用 Image LabTM软件测

定目的蛋白表达。

1.6 Transwell实验检测MDA-MB-231细胞的侵袭和迁移能力

侵袭能力检测：收集按照 1.2 分组培养 2 d 后的

MDA-MB-231细胞，经胰酶消化后制成细胞悬液，Transwell上

下室铺满 Matrigel基质胶，上室加入细胞悬液，下室加入 FBS
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溶液。于 37℃、5% CO2培养箱培养 8 h，用甲醛固定，苏木精染

色后，在显微镜下随机选取 3个视野计算穿膜细胞数。

迁移能力检测：采用 Transwell迁移实验，除不包被 Ma-

trigel基质胶，其它同上。

1.7 统计学方法

用 SPSS 23.0进行统计分析。实验数据以（x± s）表示，多组
比较采用单因素方差分析和 SNK-q检验。P<0.05为差异有统
计学意义。

2 结果

2.1 ISO对MDA-MB-231细胞增殖的影响

与 MDA-MB-231 组 相 比 ，MDA-MB-231+ISO 组 、

MDA-MB-231+ISO+OE-NC 组 24 h、48 h、72 h、96 h 细胞活力

均显著下降 （P<0.05）；与 MDA-MB-231+ISO 组 相比，

MDA-MB-231+ISO+OE-Nrf2组 24 h、48 h、72 h、96 h细胞活力

均显著上升（P<0.05），见表 1。

Note: Compared with the MDA-MB-231 group, aP<0.05; Compared with the MDA-MB-231+ISO group, bP<0.05.

表 1 ISO对MDA-MB-231细胞增殖的影响（x± s，n=6）
Table 1 Effect of ISO on the proliferation of MDA-MB-231 cells（x± s, n=6）

Groups
OD value（450 nm）

24 h 48 h 72 h 96 h

MDA-MB-231 group 0.58± 0.06 0.81± 0.08 1.41± 0.15 2.04± 0.21

MDA-MB-231+ISO group 0.41± 0.04a 0.61± 0.06a 0.93± 0.09a 1.56± 0.15a

MDA-MB-231+ISO+OE-NC group 0.42± 0.07a 0.62± 0.06a 0.92± 0.09a 1.57± 0.15a

MDA-MB-231+ISO+OE-Nrf2 group 0.56± 0.05b 0.79± 0.07b 1.39± 0.14b 1.98± 0.19b

F 15.412 14.908 30.995 12.771

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

2.2 ISO对MDA-MB-231细胞周期的影响

与 MDA-MB-231 组 相 比 ，MDA-MB-231+ISO 组 、

MDA-MB-231+ISO+OE-NC 组 G1/G0 期细胞比例显著升高

（P<0.05），S 期和 G2 期细胞比例显著下降 （P<0.05）；与

MDA-MB-231+ISO 组相比，MDA-MB-231+ISO+OE-Nrf2 组

G1/G0期细胞比例显著降低（P<0.05），S期和 G2期细胞比例

显著升高（P<0.05），见图 1、表 2。

图 1 ISO对MDA-MB-231细胞周期的影响（流式细胞术）

Fig.1 Effect of ISO on the cell cycle of MDA-MB-231 (flow cytometry)

Groups
Cell cycle distribution（%）

G1/G0 S G2/M

MDA-MB-231 group 55.40± 5.74 23.59± 2.16 21.01± 1.90

MDA-MB-231+ISO group 66.54± 6.89a 17.03± 1.51a 16.43± 1.38a

MDA-MB-231+ISO+OE-NC group 66.69± 6.89a 17.11± 1.83a 16.20± 1.50a

MDA-MB-231+ISO+OE-Nrf2 group 58.48± 5.83b 20.98± 2.15b 20.54± 2.07b

F 4.861 16.413 13.298

P 0.010 <0.001 <0.001

Note: Compared with the MDA-MB-231 group, aP<0.05; Compared with the MDA-MB-231+ISO group, bP<0.05.

表 2 ISO对MDA-MB-231细胞周期的影响（x± s，n=6）
Table 2 Effect of ISO on MDA-MB-231 Cell Cycle（x± s, n=6）

2.3 ISO对MDA-MB-231细胞凋亡的影响

与 MDA-MB-231 组 相 比 ，MDA-MB-231+ISO 组 、

MDA-MB-231+ISO+OE-NC 组细胞凋亡率、Bax、cleaved-Cas-

pase-3蛋白水平显著升高（P<0.05），Bcl-2蛋白水平降低（P<0.
05）； 与 MDA-MB-231+ISO 组 相 比 ，MDA-MB-231+ISO+

OE-Nrf2组细胞凋亡率、Bax、cleaved-Caspase-3蛋白水平显著
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降低（P<0.05），Bcl-2蛋白水平显著升高（P<0.05），见图 2、图 3、 表 3。

图 2 ISO对MDA-MB-231细胞凋亡的影响（流式细胞术）

Fig.2 Effect of ISO on apoptosis of MDA-MB-231 cells (flow cytometry)

图 3 ISO对MDA-MB-231细胞凋亡相关蛋白的影响（Western blot）

Fig.3 Effect of ISO on apoptosis related proteins in MDA-MB-231 cells

（Western blot）

Note: Compared with the MDA-MB-231 group, aP<0.05; Compared with the MDA-MB-231+ISO group, bP<0.05.

2.4 ISO对MDA-MB-231细胞迁移和侵袭的影响

与 MDA-MB-231 组 相 比 ，MDA-MB-231+ISO 组 、

MDA-MB-231+ISO+OE-NC组迁移和侵袭能力显著下降（P<0.
05）； 与 MDA-MB-231+ISO 组 相 比 ，MDA-MB-231+ISO+

OE-Nrf2组迁移和侵袭能力显著上升（P<0.05），见图 4、表 4。

2.5 ISO 对 MDA-MB-231 细胞 Nrf2/HO-1 通路相关蛋白的

影响

与 MDA-MB-231 组相比，MDA-MB-231+ISO 组、MDA-

MB-231+ISO+OE-NC组 Nrf2、HO-1、MMP-9 蛋白水平显著下

降（P<0.05）；与MDA-MB-231+ISO组相比，MDA-MB-231+ISO+

OE-Nrf2 组 Nrf2、HO-1、MMP-9 蛋白水平显著上升（P<0.05），
见图 5、表 5。

3 讨论

BC是最常见的癌症，也是全球女性癌症相关死亡的第二

大原因，其发生与癌基因的异常表达有关[11,12]。目前，BC仍然是

全球女性发病率最高的恶性肿瘤，因而寻找新的 BC生物标志

物对其诊断、治疗和预后至关重要[13]。

表 3 ISO对MDA-MB-231细胞凋亡的影响（x± s，n=6）
Table 3 Effect of ISO on apoptosis of MDA-MB-231 cells(x± s, n=6)

Groups Apoptosis rate（%） Bcl-2/GAPDH Bax/GAPDH
cleaved-Cas-

pase-3/GAPDH

MDA-MB-231 group 14.64± 1.45 0.76± 0.07 0.38± 0.04 0.78± 0.08

MDA-MB-231+ISO group 25.56± 2.56a 0.32± 0.03a 0.84± 0.08a 1.43± 0.14a

MDA-MB-231+ISO+OE-NC group 25.87± 2.53a 0.36± 0.04a 0.87± 0.09a 1.39± 0.11a

MDA-MB-231+ISO+OE-Nrf2 group 17.24± 1.64b 0.67± 0.06b 0.41± 0.04b 0.81± 0.07b

F 44.619 105.800 96.045 68.220

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

肿瘤的发生通常是由细胞增殖和凋亡失衡造成的，因此抑

制肿瘤细胞的增殖或者促进肿瘤细胞的凋亡是治疗肿瘤的有

效途径之一[14]。ISO是人类饮食中常见的类黄酮，已从许多植物

物种中分离出来[4]。Huang HK等人[15]研究发现，ISO可以抑制

人肺癌细胞增殖和迁移；Panieri E等人[7]研究发现，ISO可以抑

制人结肠癌细胞的增殖，抑制其凋亡，提示 ISO可能在多种肿

瘤疾病治疗中起积极作用。本研究检测发现，ISO显著降低了

MDA-MB-231细胞增殖活力、迁移和侵袭能力，显著升高了

MDA-MB-231细胞凋亡率，提示 ISO可抑制 MDA-MB-231细

胞恶性生物学行为，可能在 BC治疗中起积极作用。细胞增殖
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Note: Compared with the MDA-MB-231 group, aP<0.05; Compared with the MDA-MB-231+ISO group, bP<0.05.

图 5 ISO对MDA-MB-231细胞 Nrf2/HO-1通路相关蛋白的影响

Fig.5 Effect of ISO on Nrf2/HO-1 pathway related proteins in

MDA-MB-231 cells

图 4 ISO对MDA-MB-231细胞迁移和侵袭的影响（结晶紫染色，× 200）

Fig. 4 Effect of ISO on migration and invasion of MDA-MB-231 cell migration(Crystal violet staining,× 200 )

的正常进行通常依赖于细胞周期严格有序的进行，肿瘤发生的

早期阶段通常与细胞周期的紊乱有关[16]，通过阻止肿瘤细胞进

入 S期和 G2期，使其停滞在 G1/G0期，可抑制肿瘤细胞的增

殖从而治疗肿瘤。例如研究[17,18]称，调节细胞周期可以抑制肝癌

和胆管癌细胞增殖。本研究结果发现，与 MDA-MB-231组相

比，MDA-MB-231+ISO组、MDA-MB-231+ISO+OE-NC组 S期

和 G2期细胞比例显著下降，G1/G0期细胞比例显著上升，提示

ISO可能通过将MDA-MB-231细胞阻滞在 G1/G0期来抑制其

增殖，可能具有抑制 BC发展的潜力。

报道称，调节 Nrf2/HO-1轴可以减少亲电体和 ROS，减少

DNA 损伤并降低基因组不稳定性从而对细胞起到保护作

用 [19]。然而，Nrf2/HO-1轴在癌症中的双重作用仍存在争议。有

研究认为，人类肿瘤组织中 HO-1的含量升高，HO-1在肿瘤细

胞生长发展、血管生成和肿瘤微环境的转移等方面起到促进作

用[20]。但也有研究认为，HO-1上调会诱导MDA-MB-231细胞

凋亡和细胞周期停滞，抑制 MDA-MB-231细胞的迁移，并降低

动物模型中的肿瘤负荷 [21]。研究表明，HO-1 主要通过降低

MMPs的表达来抑制肿瘤细胞的迁移和侵袭，且MMP-9与 BC

中肿瘤细胞的侵袭和转移密切相关 [22]。因此，本研究检测了

MMP-9 的表达，结果发现，与 MDA-MB-231 组相比，

MDA-MB-231+ISO 组、MDA-MB-231+ISO+OE-NC 组 Nrf2、

HO-1、MMP-9 蛋白水平显著下降，提示 ISO 可能通过下调

Nrf2/HO-1抑制了 BC的发展。为了证实该推出，随后在 ISO处

理的 MDA-MB-231 细胞中转染 OE-Nrf2，结果发现，与

MDA-MB-231+ISO 组相比，MDA-MB-231+ISO+OE-Nrf2 组细

胞活力、迁移和侵袭能力、S期和 G2期细胞比例、Nrf2、HO-1、

MMP-9蛋白水平显著上升，细胞凋亡率、G1/G0期细胞比例以

表 4 ISO对MDA-MB-231细胞迁移和侵袭的影响（x± s，n=6）
Table 4 Effect of ISO on migration and invasion of MDA-MB-231 cell migration（x± s, n=6）

Groups Number of migrating cells Invasive cell count

MDA-MB-231 group 150.58± 15.06 150.81± 15.35

MDA-MB-231+ISO group 58.41± 6.87a 65.75± 6.24a

MDA-MB-231+ISO+OE-NC group 59.43± 5.98a 66.09± 6.46a

MDA-MB-231+ISO+OE-Nrf2 group 142.56± 14.65b 139.79± 13.65b

F 117.703 101.262

P <0.001 <0.001
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Note: Compared with the MDA-MB-231 group, aP<0.05; Compared with the MDA-MB-231+ISO group, bP<0.05.

及 Bax、cleaved-Caspase-3蛋白水平显著降低，进一步证实 ISO

可能通过抑制 Nrf2/HO-1信号通路，抑制 MDA-MB-231细胞

增殖、侵袭和迁移，促进MDA-MB-231细胞凋亡。

综上所述，ISO可能通过抑制 Nrf2/HO-1信号通路，抑制

BC细胞恶性增殖、迁移和侵袭等行为，这为 ISO治疗 BC提供

了重要参考数据，Nrf2/HO-1信号通路可能是 BC治疗的潜在

靶点。
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