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也摘要页 目的 研究黄芩苷对缺氧乳腺癌干细胞MDA-MB-231增殖及低氧诱导因子-1琢渊hypoxia inducible factor-1袁 HIF-1琢冤尧胰
岛素样生长因子-域渊insulin-like growth factor, IGF-域冤尧L-选择素渊L-selectin冤的影响遥 方法 四甲基偶氮唑蓝法检测不同浓度渊12.5尧
25.0尧50.0尧100.0尧200.0 mg/L冤黄芩苷对缺氧乳腺癌干细胞MDA-MB-231的细胞生长抑制率的影响袁筛选出合适的黄芩苷浓度遥将缺

氧乳腺癌干细胞MDA-MB-231随机分为 10组院对照组尧BL组渊黄芩苷低浓度 50.0 mg/L冤尧BM组渊黄芩苷中浓度 100.0 mg/L冤尧BH 组渊黄

芩苷高浓度 200.0 mg/L冤尧DDP组渊顺铂冤尧M 组渊2-甲氧雌二醇冤尧BL+M 组尧BM+M 组尧BH+M 组尧DDP+M 组遥 RT-PCR 法检测 HIF-
1琢尧IGF-域尧L-selectin mRNA 的表达袁Western blot 检测 HIF-1琢尧IGF-域尧L-selectin 蛋白的表达遥 结果 与对照组比较袁DDP组细

胞生长抑制率明显升高渊P约0.05冤袁不同浓度黄芩苷的细胞生长抑制率均明显升高渊P约0.05冤遥 与黄芩苷 200.0 mg/L比较袁其他浓度黄芩苷

的细胞生长抑制率均明显降低渊P约0.05冤袁DDP组细胞生长抑制率明显升高渊P约0.05冤遥 与对照组比较袁其余 9 组组 HIF-1琢尧IGF-域尧

L-selectin 蛋白和 mRNA 表达均明显降低 渊P约0.05冤遥 与 BL 组比较袁BM 组尧BH 组尧BL+M 组 HIF-1琢尧IGF-域尧L-selectin 蛋白和

mRNA表达均明显降低渊P约0.05冤遥 与BM组比较袁BM+M组HIF-1琢尧IGF-域尧L-selectin蛋白和mRNA表达均明显降低渊P约0.05冤遥 与 BH
组比较袁BH+M 组HIF-1琢尧IGF-域尧L-selectin蛋白和 mRNA表达均明显降低渊P约0.05冤遥 结论 黄芩苷能抑制缺氧乳腺癌干细胞的增

殖袁可能通过调节 HIF-1琢/IGF-域信号通路及 L-selectin的表达抑制乳腺癌干细胞的增殖遥
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To study the effects of baicalin on proliferation of hypoxic breast cancer cells MDA-MB-231, and
on hypoxia-inducible factor-1琢 (HIF-1琢), insulin-like growth factor-域 (IGF-域) and L-selectin expression. Methods MTT assay
was employed to detect inhibiting effect of different concentrations of baicalin (12.5, 25.0, 50.0, 100.0, 200.0 mg/L) on growth
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of hypoxic breast cancer stem cells MDA-MB-231, therefore identifying the appropriate baicalin concentration. The hypoxic
breast cancer stem cells MDA-MB-231 were randomly divided into 10 groups: control group, BL group (baicalin low concentration
50.0 mg/L), BM group (baicalin medium concentration 100.0 mg/L), BH group (baicalin high concentration 200.0 mg/L), DDP group
(cisplatin), M group (2-methoxyestradiol), BL+M group, BM+M group, BH+M group and DDP+M group. RT-PCR was employed
to detect the expression of mRNA in HIF-1琢, IGF-域 and L -selectin. Western blot was applied to detect the protein
expression of HIF-1琢, IGF-域 and L-selectin. Results Compared with the control group, the cell growth inhibition rate of
DDP group and the cell growth inhibition rates at different concentrations of baicalin significantly increased (P约0.05). Compared
with 200.0 mg/L baicalin, the cell growth inhibition rates of other concentrations of baicalin significantly decreased (P约0.05),
while the cell growth inhibition rate of DDP group significantly increased (P约0.05). Compared with the control group, the
protein and mRNA expression of HIF-1琢, IGF-域 and L-selectin in the other 9 groups significantly decreased (P约0.05).
Compared with the BL group, the protein and mRNA expression levels of HIF-1琢, IGF-域 and L-selectin in the BM, BH
and BL+M groups significantly decreased (P约0.05). Compared with the BM group, the protein and mRNA expression levels of
HIF-1琢, IGF-域 and L-selectin in the BM+M groups significantly decreased (P约0.05). Compared with the BH group, the protein
and mRNA expression levels of HIF-1琢, IGF-域 and L-selectin in the BH+M group significantly decreased (P约0.05). Conclusion

Baicalin can inhibit the proliferation of hypoxic breast cancer stem cells. It may inhibit proliferation of breast cancer stem
cells by regulating HIF-1琢/IGF-域 signaling and L-selectin expression.

也运藻赠憎燥则凿泽页 baicalin; hypoxia; breast cancer stem cells; hypoxia-inducible factor-1琢; insulin-like growth factor-域; L-selectin
三阴性乳腺癌渊triple negative breast cancer, TNBC冤

是乳腺癌中最具侵袭性的亚型袁缺乏内分泌治疗及

靶向治疗药物袁预后差[1]遥 乳腺癌干细胞的自我更新

分化是乳腺癌发生和复发的重要机制袁参与调控乳

腺癌的侵袭转移尧对放化疗的治疗抵抗[2]遥 乳腺癌干

细胞常位于肿瘤的缺氧区域袁低氧诱导因子-1琢渊hypox鄄
ia inducible factor-1袁HIF-1琢冤是调节氧稳态的核转

录因子袁缺氧环境下 TNBC 细胞中乳腺癌干细胞比

例的增加归因于 HIF-1琢 的激活袁且 HIF-1琢 的激活

与 TNBC 的转移率和死亡率增加有关[3]遥 HIF-1琢 调

节 70 多个基因袁如血管内皮生长因子尧基质金属蛋白

酶尧白血病-2 基因等袁调控恶性肿瘤的细胞增殖尧血
管生成尧侵袭和转移[4]遥本课题组前期实验结果显示袁
缺氧乳腺癌干细胞MDA-MB-231的HIF-1琢尧胰岛素

样生长因子-域渊insulin-like growth factor, IGF-域冤尧L-
选择素渊L-selectin冤表达上调[5]遥

TNBC 归属于中医学野乳岩冶范畴袁肝郁气滞袁瘀
毒互结是主要病因病机袁癌毒乃痰浊尧瘀血等病理产

物阻于乳络袁蕴结不解袁日久而生袁癌毒是乳腺癌发

生发展的关键袁抗癌解毒是重要治则[6]遥 清热解毒中

药黄芩为治疗乳腺癌的常用药袁黄芩苷是黄芩的主要

活性成分袁黄芩苷能抑制乳腺癌细胞 MDA-MB-231

的增殖和侵袭转移[7]遥 本研究从 HIF-1琢 信号通路研

究黄芩苷对缺氧乳腺癌干细胞增殖的抑制效应及作

用机制遥
1 材料与方法

1.1 细胞系

人乳腺癌细胞株 MDA-MB-231渊青旗生物技术

发展有限公司袁批号院BFN608008564冤袁悬浮培养分

离出乳腺癌干细胞微球体 MDA-MB-231[5]遥
1.2 主要试剂

黄芩苷渊北京索莱宝科技有限公司袁批号院SB8020冤曰
HIF-1琢抑制剂 2-ME渊美国MCE公司袁批号院JH1838冤曰
顺铂渊cisplatin袁DDP冤注射液渊云南生物谷灯盏花药

业有限公司袁批号院20160326冤曰胎牛血清渊美国 Gib鄄
co 公司袁批号院10091-148冤曰B27 培养基渊美国 Ther鄄
mo Fisher Scientific 公司袁批号院17504044冤曰BCA 蛋

白定量试剂盒渊上海碧云天生物技术有限公司袁批号院
P0009冤曰四甲基偶氮唑蓝渊methyl thiazoly tetrazolium,
MTT袁批号院BTN111105冤尧Trizol渊批号院12183-555冤均
购自美国 Sigma 公司曰培养细胞总 RNA 提取试剂盒

渊北京天根生化科技有限公司袁批号院DP42050冤曰RT-
PCR 试剂渊日本 Takara 公司袁批号院RR037B冤曰鼠抗
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人HIF-1琢单克隆抗体渊批号院ab129733冤尧鼠抗人IGF-
域单克隆抗体渊批号院ab213903冤尧鼠抗人 L-selectin
单克隆抗体渊批号院ab199085冤尧茁-action 单克隆抗体

渊批号院ab120629冤均购自英国 Abcam 公司曰山羊抗

小鼠二抗渊北京中杉金桥生物技术有限公司袁批号院
BL021A冤遥
1.3 主要仪器

倒置显微镜渊重庆光电仪器总公司袁型号院XDS-
1B冤曰凝胶成像分体系统渊英国 Syngene 公司袁型号院
GBOX-HR冤曰水平电泳仪渊型号院1658001冤尧RT-PCR
仪渊型号院CFX96TOUCH冤均购自美国 Bio-Rad 公司遥
1.4 药物的制备

1.4.1 黄芩苷的制备 将黄芩苷均匀溶解于二甲基

亚砜渊dimethyl sulfoxide袁DMSO冤中袁配制成浓度为

200.0 mg/L 的储存液[8]袁4 益冰箱内避光保存袁使用

时用细胞培养基稀释成所需的浓度袁DMSO 的终浓

度臆0.2%遥
1.4.2 HIF-1琢 抑制剂 2-ME 的制备 将 2-ME 用

DMSO 溶解袁 使用时用培养基稀释为 0.5 滋mol/L[9]袁
DMSO 的终浓度臆0.2%遥
1.4.3 DDP 溶液的制备 将 DDP 注射液用 PBS
溶解为 1 mg/mL 的药液袁使用时用培养基稀释为

5 滋g/mL[10]遥
1.5 细胞培养

将人乳腺癌干细胞MDA-MB-231 按 1伊105 个/mL
接种于含有 10 ng/mL 碱性成纤维细胞生长因子尧
20 ng/mL 表皮生长因子尧0.4% B27尧1%青链霉素的

DMEM-F12 培养液中袁置于 37 益尧5% CO2尧1% O2
的三气培养箱中袁隔两天换 1 次培养基袁待细胞密度

接近 80%时传代遥
1.6 MTT 法检测细胞增殖

根据本课题前期研究[11]袁将缺氧乳腺癌干细胞

MDA-MB-231 随机采用不同浓度渊12.5尧25.0尧50.0尧
100.0尧200.0 mg/L冤的黄芩苷进行干预遥 取对数生长

期细胞接种于 96 孔板袁每孔 1.0伊104 个细胞曰24 h
后每孔加入不同药物的培养基 100.0 滋L曰缺氧条件

下培养 72 h 后袁将 10 滋L MTT 加入每孔袁继续培养

4 h后袁每孔加入 10%十二烷基磺酸钠渊100.0 滋L/孔冤袁
在 37 益条件下培养 24 h袁每组设 5 个复孔遥用酶标

仪分别于 490 nm及 630 nm波长处测定光密度渊op鄄
tical density, OD冤值遥细胞生长抑制率=渊1原某浓度黄

芩苷时的 OD 值/未给黄芩苷时的 OD 值冤伊100%[8]遥
1.7 实验分组

将缺氧乳腺癌干细胞 MDA-MB-231 随机分为

10 组院对照组尧BL 组渊黄芩苷低浓度 50.0 mg/L冤尧
BM 组渊黄芩苷中浓度 100.0 mg/L冤尧BH 组渊黄芩苷

高浓度 200.0 mg/L冤尧DDP 组尧M 组渊2-ME冤尧BL+M
组尧BM+M 组尧BH+M 组尧DDP+M 组遥
1.8 RT-PCR检测HIF-1琢尧IGF-域尧L-selectin mRNA
的表达

按照培养细胞总 RNA 提取试剂盒的操作说明

提取各组细胞的总 RNA遥 按后续的反转录反应取出

相应所需量的总 RNA袁立即进行反转录反应袁反应

条件为院37 益 15 min 反转录反应 3 次袁85 益 5 s
反转录酶的失活反应 1 次遥 设计和合成 PCR 的引

物遥 采用两步法 RT-PCR 反应院93 益 2 min 预变

性袁然后按 93 益 1 min袁60 益 1 min袁共 40 个循环遥
反应结束后确认 RT-PCR 的扩增曲线和熔解曲线袁
进行 PCR 实时定量制作标准曲线遥 用 ABI 7500 软

件进行分析遥 引物序列见表 1遥
1.9 Western blot 检测 HIF-1琢尧IGF-域尧L-selectin
蛋白的表达

收集细胞提蛋白袁取蛋白质样品进行 SDS-PAGE
电泳袁转至硝酸纤维膜上袁将含有目的蛋白条带的硝

酸纤维素膜与相应一抗反应后袁4 益过夜袁PBS 洗

膜袁与相应稀释后的二抗反应袁室温孵育 2 h袁避光

显色遥扫描条带遥用 Image J 分析软件将每个特异条

带的灰度值进行量化遥
表 1 各基因的引物序列

目的基因

GAPDH
HIF-1琢
L-selectin
IGF-域

正向引物

AATGGACAACTGGTCGTGGAC
TTCCCGACTAGGCCCATTC
CCGACTGCTGGACTTACCA
TTGACAGCAGACTTGCAGAATTA

反向引物

CCCTCCAGGGGATCTGTTTG
CAGGTATTCAAGGTCCCATTTCA
CCCACCCACGTCCATATTCC
GCATAAAGCTAAGGAGGGGTAAA

长度/bp
76
135
189
121
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图 2 各组细胞 HIF-1琢尧L-selectin尧IGF-域蛋白表达电泳图

注院A. 对照组曰B. DDP 组曰C. BL 组曰D. BM 组曰E. BH 组曰F. M 组曰
G. DDP+M 组曰H. BL+M 组曰I. BM+M 组曰J. BH+M 组遥

1.10 统计学分析

数据均用 SPSS 25.0 统计软件分析遥 计量资料

以野曾依s冶表示袁先进行正态性检验和方差齐性检验遥
数据符合正态分布及方差齐性时袁两两比较采用 t
检验袁多组比较采用单因素方差分析渊One -way
ANOVA冤遥 不满足正态分布及方差齐性时采用秩和

检验遥 以 P约0.05 为差异有统计学意义遥
2 结果

2.1 不同浓度黄芩苷对细胞生长抑制率的影响

与对照组比较袁DDP组及不同浓度黄芩苷的细胞

生长抑制率均明显升高渊P约0.05冤遥 与黄芩苷 200.0 mg/L
比较袁其他浓度黄芩苷的细胞生长抑制率均明显降

低渊P约0.05冤袁DDP 组细胞生长抑制率明显升高渊P约
0.05冤遥 详见图 1遥
2.2 各组细胞 HIF-1琢尧L-selectin尧IGF-域 mRNA
表达情况

与对照组比较袁其余 9 组 HIF-1琢尧IGF-域尧L-se鄄
lectin mRNA 表达均明显降低渊P约0.05冤遥 与 BL 组比

较袁BM 组尧BH 组尧BL+M 组 HIF-1琢尧IGF-域尧L-se鄄
lectin mRNA 表达均明显降低渊P约0.05冤遥与 BM 组比

较袁BM+M 组 HIF-1琢尧IGF-域尧L-selectin mRNA 表

达均明显降低渊P约0.05冤遥 与 BH 组比较袁BH+M 组

HIF-1琢尧IGF-域尧L-selectin mRNA 表达均明显降低

渊P约0.05冤遥 详见表 2遥
2.3 各组细胞 HIF-1琢尧L-selectin尧IGF-域蛋白表达

情况

与对照组比较袁其余9组HIF-1琢尧IGF-域尧L-selectin

蛋白表达均明显降低渊P约0.05冤遥 与 BL 组比较袁BM
组尧BH 组尧BL+M 组 HIF-1琢尧IGF-域尧L-selectin 蛋

白表达均明显降低渊P约0.05冤遥 与 BM 组比较袁BM+M
组 HIF-1琢尧IGF-域尧L-selectin 蛋白表达均明显降

低渊P约0.05冤遥 与 BH组比较袁BH+M组HIF-1琢尧IGF-域尧
L-selectin 蛋白表达均明显降低渊P约0.05冤遥详见图 2尧
表 3遥

图 1 DDP及不同浓度黄芩苷对细胞生长抑制率的影响

注院与对照组比较袁*P约0.05曰与黄芩苷 200.0 mg/L 比较袁#P约0.05遥

表 2 缺氧乳腺癌干细胞 HIF-1琢尧IGF-域尧L-selectin
mRNA表达比较渊曾依s袁n=3冤

注院与对照组比较袁*P约0.05曰与 BL 组比较袁#P约0.05曰与 BM 组比较袁
驻P约0.05曰与 BH 组比较袁音P约0.05遥

组别

对照组

BL 组

BM 组

BH 组

DDP 组

M 组

BL+M 组

BM+M 组

BH+M 组

DDP+M 组

HIF-1琢
1.00依0.16
0.49依0.04*
0.28依0.06*#

0.21依0.05*#

0.12依0.05*
0.33依0.09*
0.15依0.03*#

0.12依0.03*驻

0.09依0.01*音

0.06依0.01*

IGF-域
1.00依0.12
0.52依0.04*
0.41依0.02*#

0.32依0.02*#

0.21依0.09*
0.33依0.12*
0.18依0.05*#

0.09依0.03*驻

0.03依0.02*音

0.12依0.01*

L-selectin
1.00依0.07
0.43依0.02*
0.36依0.01*#

0.29依0.02*#

0.25依0.02*
0.68依0.08*
0.35依0.01*#

0.22依0.06*驻

0.15依0.01*音

0.11依0.02*

s
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注院与对照组比较袁*P约0.05曰与 BL 组比较袁#P约0.05曰与 BM 组比较袁
驻P约0.05曰与 BH 组比较袁音P约0.05遥

组别

对照组

BL 组

BM 组

BH 组

DDP 组

M 组

BL+M 组

BM+M 组

BH+M 组

DDP+M 组

HIF-1琢
2.13依0.08
0.86依0.08*
0.71依0.02*#

0.68依0.09*#

0.62依0.02*
0.16依0.01*
0.15依0.03*#

0.13依0.01*驻

0.11依0.02*音

0.09依0.01*

IGF-域
1.35依0.07
0.57依0.06*
0.29依0.01*#

0.28依0.05*#

0.21依0.01*
0.72依0.02*
0.45依0.04*#

0.22依0.03*驻

0.18依0.01*音

0.17依0.02*

L-selectin
1.62依0.06
0.45依0.04*
0.36依0.03*#

0.30依0.02*#

0.26依0.02*
0.87依0.09*
0.38依0.04*#

0.27依0.01*驻

0.19依0.02*音

0.15依0.02*

表 3 各组细胞 HIF-1琢尧IGF-域尧L-selectin蛋白

表达比较渊曾依s袁n=3冤

3 讨论

乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤袁且近年来发

病率逐渐上升袁严重威胁女性的健康[12]遥 TNBC 约占

全部乳腺癌的 15%袁侵袭性强袁缺乏内分泌治疗袁预
后差袁靶向治疗是发展的方向[13]遥 癌转移的关键袁一
是肿瘤干细胞袁二是肿瘤微环境遥 与其他分子分型

的乳腺癌比较袁TNBC 肿瘤干细胞表达的比例是最

高的遥 将乳腺癌干细胞作为治疗靶点袁针对其相关

信号通路尧细胞稳态以及微环境研发有效的治疗药

物是 TNBC 治疗的潜在策略[14]遥 缺氧微环境促进了

肿瘤干细胞的富集和耐药性袁靶向缺氧微环境可以

抑制 TNBC 干细胞的增殖袁增强 TNBC 对 DDP 的敏

感性[15]遥HIF-1琢 信号通路是缺氧微环境的关键通路袁
调控HIF-1琢信号通路可以下调 TNBC干细胞干性[16]遥

胰岛素样生长因子渊insulin-like growth factor,
IGF冤系统袁包括 IGF-玉与 IGF-域尧IGF 结合蛋白及

IGF 受体等袁是乳腺癌最有力的生长因子[17]遥 IGF 信

号途径能够通过增强细胞外基质的侵袭作用袁上调

基质金属蛋白酶及其他迁移所需的黏附分子等机制

调节迁移袁并影响细胞在循环中的存活遥 靶向 IGF 系

统很有可能成为治疗乳腺癌的策略之一[18]遥 IGF-域是

HIF-1琢 的下游基因[19]遥 乳腺癌优先转移到肺尧淋巴

结尧肝尧骨和脑袁与 L-selectin 的表达增高有关袁L-
selectin 可以通过调节循环癌细胞对血管壁的黏附

性促进癌细胞的转移[20]遥
TNBC 的治疗是乳腺癌领域中的难点遥TNBC 的

病机多为本虚标实之证袁因虚致实袁虚实相兼袁虚者

脾肾不足多见袁实者气滞尧痰毒尧血瘀为主袁初起多为

标实之象袁病久多见本虚之证[21]遥 野癌毒冶是 TNBC 发

生发展的关键病机袁火毒是 TNBC 转移的重要病性袁
清热解毒是重要治法[22]遥 气滞尧痰凝尧血瘀尧热毒日久

可形成郁火袁影响肿瘤微环境袁导致肿瘤的增殖及侵

袭袁中医学的野火郁发之冶治法可以宣发郁火袁改善肿

瘤微环境从而抑制肿瘤的侵袭转移[23]遥 中医药治疗

TNBC 可以改善症状袁提高生活质量袁降低转移率袁
提高生存率及无病生存期[24-25]遥 黄芩苷具有诱导多

种肿瘤细胞凋亡尧影响细胞周期尧抑制肿瘤侵袭转移

的多靶点作用特点 [26-27]袁但对乳腺癌干细胞缺氧微

环境的研究较少遥
本研究结果显示黄芩苷能抑制缺氧乳腺癌干细

胞 MDA-MB-231 生长袁而且呈浓度依赖性袁浓度越

高袁抑制效果越明显渊P约0.05冤遥黄芩苷可以抑制缺氧

乳腺癌干细胞 HIF-1琢尧IGF-域尧L-selectin 蛋白表

达袁联合 HIF-1琢 抑制剂 2-ME 效果更好渊P约0.05冤遥
随着对 TNBC 研究的不断深入袁中药抗 TNBC

的作用机制不断被发现袁主要包括阻滞细胞周期尧
诱导细胞凋亡尧调节肿瘤微环境等[28-30]遥 本研究表明

中药黄芩的有效成分黄芩苷可以抑制缺氧乳腺癌干

细胞 MDA-MB-231 的增殖袁可能通过调节 HIF-1琢/
IGF-域信号通路和 L-selectin 的表达抑制其增殖及

侵袭转移袁为黄芩苷治疗乳腺癌提供实验依据袁为中

医药防治乳腺癌提供新靶点尧新思路遥
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