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甘草查尔酮 A 对人乳腺癌 MDA-MB-231 细胞凋亡的影响
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［摘要］ 目的：观察甘草查尔酮 A 对人乳腺癌 MDA-MB-231 细胞凋亡的影响，并探讨其可能作用机制。方法：细胞增殖

与活性检测（CCK-8）法检测不同浓度甘草查尔酮 A 对 MDA-MB-231 细胞存活率的影响；甘草查尔酮 A（10，20，40 μmol·L-1）
作用 MDA-MB-231 细胞 24 h，分别用细胞凋亡试剂盒（Annexin V-FITC/PI）检测细胞凋亡情况；荧光探针法（DCFA-DA）检测细

胞内活性氧（ROS）水平，荧光探针（JC-1）法检测细胞线粒体膜电位（MMP）；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测细胞凋亡相关

蛋白 B 细胞淋巴瘤 -2（Bcl-2），B 细胞淋巴瘤 -2 相关 X 蛋白（Bax）的表达及内质网应激相关蛋白（CHOP），转录激活因子 4

（ATF4），蛋白激酶 R 样内质网激酶（PERK），磷酸化蛋白激酶 R 样内质网激酶（p-PERK），真核翻译起始因子 2α（eIF2α），磷酸

化真核翻译起始因子 2α（p-eIF2α）表达。结果：与空白组比较，随着甘草查尔酮 A 浓度增大，从甘草查尔酮 A 5 μmol·L-1开始，

细胞存活率明显降低（P<0.05），其半数抑制浓度（IC50）为 19.05 μmol·L-1；甘草查尔酮 A（10，20，40 μmol·L-1）组细胞凋亡明显

升高（P<0.05），甘草查尔酮 A 40 μmol·L-1时细胞凋亡率达 30.2%（P<0.05）；甘草查尔酮 A（10，20，40 μmol·L-1）使抗凋亡蛋白

Bcl-2 的表达明显降低（P<0.05），促凋亡蛋白 Bax 表达明显升高（P<0.05），且呈浓度依赖性；甘草查尔酮 A（10，20，40 μmol·L-1）
明显升高细胞内 ROS 水平（P<0.05），降低线粒体 MMP 水平（P<0.05），导致线粒体功能障碍，呈浓度依赖性；甘草查尔酮 A（10，

20，40 μmol·L-1）诱导内质网应激，使内质网应激相关蛋白 CHOP，ATF4 表达明显增多，磷酸化（p）-PERK，p-eIF2α表达明显升

高（P<0.05），呈浓度依赖性。结论：甘草查尔酮 A 可能通过增加细胞内 ROS 水平，降低 MMP 引起线粒体功能障碍和内质网应

激诱导 MDA-MB-231 细胞凋亡。
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Effect of Licochalcone A on Apoptosis in Human Breast Cancer MDA-MB-231 Cells
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［［Abstract］］ Objective：：To investigate the effect of licochalcone A（LCA）on apoptosis in human breast

cancer MDA-MB-231 cells，and to explore its possible mechanism. Method：：MDA-MB-231 cells were treated

with LCA of different concentrations，and cell counting kit-8（CCK-8）assay was used to detect the cell viability.

The cells were treated with LCA（10，20，and 40 μmol·L-1）for 24 h，and apoptosis was detected by Annexin V

staining with fluorescein isothiocyanate（FITC）and propidium iodide（PI）（Annexin V-FITC/PI）. The level of

intracellular reactive oxygen species（ROS）was detected by 2′，7′-dichlorodihydrofluorescein diacetate（DCFA-

DA）fluorescent probe. Mitochondrial membrane potential（MMP）was detected by 5，5′，6，6′-tetrachloro-1，
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1′， 3， 3′-tetraethyl-imidacarbocyanine（JC-1） fluorescence probe. Western blot was used to detect the

expression of cell apoptosis-related proteins，such as B-cell lymphoma-2（Bcl-2）and Bcl-2-associated X protein

（Bax），and endoplasmic reticulum（ER）stress-related proteins，such as C/EBP homologous protein（CHOP），
activating transcription factor 4（ATF4），protein kinase R-like ER kinase（PERK），p-PERK，eukaryotic

translation initiation factor 2 alpha（eIF2α），and p-eIF2α. Result：：With the increase in the drug concentration

（starting from 5 μmol·L-1），the cell viability decreased（P<0.05）with IC50 of 19.05 μmol·L-1 as compared with

the normal group. Additionally，the apoptosis rates of the LCA groups（10，20，40 μmol·L-1）significantly

increased（P<0.05），which reached 30.2%（P<0.05）at LCA concentration of 40 μmol·L-1. LCA（10，20，and

40 μmol·L-1）decreased the expression of Bcl-2（P<0.05）and increased Bax expression（P<0.05）in a dose-

dependent manner. Besides，the intracellular ROS level was elevated（P<0.05）and mitochondrial MMP was

reduced（P<0.05）after LCA（10，20，and 40 μmol·L-1）treatment in a dose-dependent manner，leading to

mitochondrial dysfunction. LCA（10，20，and 40 μmol·L-1）induced ER stress to up-regulate the expression of

CHOP，ATF4，p-PERK，and p-eIF2α（P<0.05）in a dose-dependent manner. Conclusion：： LCA can induce

MDA-MB-231 cell apoptosis by increasing intracellular ROS level and reducing MMP to trigger mitochondrial

dysfunction and ER stress.

［［Keywords］］ licochalcone A（LCA）；breast cancer；reactive oxygen species；mitochondrial membrane

potential；endoplasmic reticulum stress

乳腺癌是女性中最常见的恶性肿瘤，2018 年全

球每年约有 289 万新发病例，有 62.6 万人死亡，已经

成为女性生命的主要威胁［1］。目前，乳腺癌的治疗

主要依靠手术、化疗、放疗、内分泌治疗和抗体治

疗，虽然标准的治疗和新型的给药系统提高了生存

率，但是总体预后仍然不乐观［2］。目前乳腺癌的临

床治疗药物根据其作用机制可分为三类：细胞毒性

药物，分子靶向药物和免疫治疗药物，细胞毒性药

物通过干扰核酸和（或）蛋白质合成来产生其抗肿

瘤效应，但是细胞毒性药物在杀伤肿瘤细胞的同时

对正常细胞也有毒性作用，往往会带来比较严重的

不良反应［3］，而且细胞耐药性也进一步限制了其运

用。因此，寻找对乳腺癌具有安全有效的抗肿瘤药

物是至关重要的。

甘草查尔酮 A（LCA）是一种天然的查尔酮类化

合物，是从我国传统中药甘草中提取的一种成分［4］。

近年来，大量研究显示 LCA 具有广泛药理活性，前

期研究发现 LCA 可通过抑制半胱氨酸天冬氨酸蛋

白水解酶 -1 前体（pro-Caspase-1）剪切，阻断白细胞

介素-1β前体（pro-IL-1β）的剪切成熟，最终抑制核苷

酸结合寡聚化结构域（NOD）样受体家族 3（NLRP3）
炎症小体介导免疫炎症反应，发挥抗炎作用［5］，甘草

中主要活性成分黄酮类化合物对革兰阳性菌，革兰

阳性芽孢杆菌，真菌等具有较强抑制活性［6］，LCA 可

激活氧化应激及调控 B 细胞淋巴瘤 -2/B 细胞淋巴

瘤 -2 相关 X 蛋白/剪切的半胱氨酸天冬氨酸蛋白水

解酶 3（Bcl-2/Bax/cleaved-Caspase3）信号通路，抑制

人结肠癌 HCT116 细胞增殖，促进细胞凋亡，发挥抗

肿瘤作用［7］。当前 LCA 对乳腺癌抗肿瘤效果及其

作用机制尚不清楚，本研究观察 LCA 对乳腺癌

MDA-MB-231 细胞凋亡影响，并探讨其可能作用

机制。

1 材料

1.1 细胞 人乳腺癌细胞株 MDA-MB-231，购于中

科院细胞库。目录号 SCSP-5043，传至第 12 代。

1.2 药品与试剂 LCA（上海麦克林生化科技有限

公司，批号 76296-75-6，纯度≥98%）；细胞增殖与活

性检测（CCK-8）法试剂盒，Annexin V-FITC/碘化丙

啶（PI）凋亡试剂盒，JC-1 荧光探针，DCFH-DA 荧光

探针，Hoechst 33342 染色剂，磷酸盐缓冲液（PBS）
（大连美仑生物有限公司，批号分别为 MA0218-2，

MA0220-2， MA0338， MB4682-1， MA0126，

MA0015）；1640 培 养 基 ，胎 牛 血 清（FBS）（美 国

HyClone 公 司 ，批 号 分 别 为 AAJ206660，

SV30087.02）；BCA 蛋白定量试剂盒（美国 Thermo

公司，批号 23225）；Bcl-2，Bax，内质网应激相关蛋

白（CHOP），转录激活因子 4（ATF4），蛋白激酶 R 样

内质网激酶（PERK），磷酸化蛋白激酶 R 样内质网

激酶（p-PERK），真核翻译起始因子 2α（eIF2α），磷
酸化真核翻译起始因子 2α（p-eIF2α），β -肌动蛋白

（β -actin）单克隆抗体，山羊抗兔辣根过氧化物酶

（HRP）标 记 二 抗（美 国 CST 公 司 ，批 号 分 别 为
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15071S，89477S，5554S，11815S，5683T，3179S，

5199S，5324T，4970S，7074S）。
1.3 仪 器 1300 SERIES A2 型 CO2 培 养 箱 ，

FORMA STERI-CYCLE 型 超 净 工 作 台（ 美 国

Thermo 公司）；Leica SP8 型共聚焦显微镜（德国

Wetzlar 公 司）；Centrifuge 5810R 型 离 心 机（德 国

eppendorf 公 司）；Spectramax M 型 多 功 能 酶 标 仪

（美国 BioTek 公司）；Mini-PROTEAN Tetra System

型电泳仪和转膜仪，ChemiDoc MP Imaging System

型凝胶成像仪（美国 Bio-Rad 公司）。
2 方法

2.1 细胞培养及分组 MDA-MB-231 细胞用含

10% 胎牛血清，1% 青 -链霉素的 1640 培养基，于

37 ℃，5%CO2培养箱培养，细胞 2~3 d 传代培养。取

生长状态良好的对数期细胞进行实验。细胞分为

空白组和药物组，药物组分为 LCA 低、中、高剂量

组，剂量选择为 1/2 倍半数抑制浓度（IC50），1 倍 IC50，

2 倍 IC50。

2.2 细 胞 存 活 率 检 测 取 状 态 良 好 的 对 数 期

MDA-MB-231 细胞，以 8×103 个/孔接种于 96 孔板，

于 37 ℃，5%CO2培养箱过夜。将细胞分为溶剂组、

空白组和药物组，溶剂组（不含细胞，只含培养基），
空白组（不含药物，只含细胞和培养基），药物组分

别 以 终 浓 度 为 0.625，1.25，2.5，5，10，20，40，

80 μmol·L-1 的 LCA 处理细胞 24 h，每组 3 个复孔。

24 h 后每孔加入 CCK-8 溶液 10 μL，于培养箱继续

培养 2 h，酶标仪（450 nm）测吸光度 A，计算细胞存

活 率 ，细 胞 存 活 率 =（A 药物 − A 溶剂）/（A 空白 − A 溶剂）×

100%；运用 Graphpad 6.0 软件计算药物 IC50。

2.3 细胞凋亡检测 将生长良好的对数期 MDA-

MB-231 细胞，以 2.5×105个/孔接种于 6 孔板，培养过

夜 。 待 细 胞 贴 壁 后 ，分 别 将 终 浓 度 为 10，20，

40 μmol·L-1 的 LCA 处理 24 h。用不含 EDTA 胰酶

消化细胞，PBS 洗涤，重悬细胞，分别加入 Annexin

V-FITC 5 μL 和 PI 染液 5 μL，室温孵育 15 min（避

光），流式仪上机检测，Flow Jo 软件处理数据。

2.4 细胞内活性氧（ROS）检测 ROS 采用 DCFH-

DA 探针检测，将生长良好的对数期 MDA-MB-231

细胞，以 1×105个/mL 接种于 12 孔板，培养过夜。待

细胞贴壁后，分别将终浓度为 10，20，40 μmol·L-1的

LCA 处理 24 h。DCFH-DA 染液用 PBS（1∶1 000）稀
释成工作液，每孔加入工作液 200 μL，37 ℃培养箱

中避光孵育 30 min，PBS 洗涤 2 次，倒置荧光显微镜

拍照，Image J软件检测荧光强度。

2.5 细胞线粒体膜电位（MMP）检测 采用 JC-1 探

针检测，将生长良好的对数期 MDA-MB-231 细胞，

以 1×105个/mL 接种于共聚焦皿，培养过夜。待细胞

贴壁后，分别将终浓度为 10，20，40 μmol·L-1的 LCA

处理 24 h。 JC-A 探针染液和 Hoechst33342 染液按

说明书配制操作，37 ℃培养箱中避光孵育 30 min，

PBS 洗涤 2 次，共聚焦显微镜拍照。

2.6 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测相关蛋白

表达 将生长良好的对数期 MDA-MB-231 细胞，以

2.5×105 个/mL 接种于 6 孔板，培养过夜。待细胞贴

壁后，分别将终浓度为 10，20，40 μmol·L-1 的 LCA

处理 24 h。用 RIPA（含 PMSF 蛋白酶抑制剂）裂解

液提取蛋白，BCA 法测定蛋白浓度，蛋白变性。蛋

白样品 20 μg 经 PAGE 凝胶电泳后转至 PVDF 膜，

5% 脱脂牛奶封闭 1h，孵育一抗（1︰1 000）（4 ℃冰箱

过夜），1×TBST 洗涤 3 次，二抗室温孵育 2 h，采用

ECL 显影液显色，凝胶成像系统拍照，Image J 软件

分析。

2.7 统计学方法 统计采用 GraphPad 6.0 软件对

所有实验数据进行统计分析，实验数据以 x̄ ± s

表示，数据方差齐性检验后，两组间比较采用标准

t-test进行，P<0.05 表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1 LCA 对 MDA-MB-231 细胞存活率的影响 与

空白组比较，随着药物浓度增大，细胞存活率下降，

LCA 在浓度>5 μmol·L-1 时，细胞存活率显著降低

（P<0.01）。其 IC50 为 19.05 μmol·L-1，见表 1。故选

择 1/2 倍 IC50（10 μmol·L-1），1 倍 IC50（20 μmol·L-1），
2 倍 IC50（40 μmol·L-1）3 个剂量进行后续实验。

3.2 LCA 对 MDA-MB-231 细胞凋亡的影响 与空

白组比较，LCA（10，20，40 μmol·L-1）均可诱导细胞

表 1 LCA对 MDA-MB-231细胞存活率的影响（x̄± s，n=3）

Table 1 Effect of different concentrations of LCA on survival rate

in MDA-MB-231 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白

LCA

浓度/μmol·L-1

1.25

2.5

5

10

20

40

80

细胞存活率/%

100.00±3.96

99.38±1.06

94.03±3.83

84.12±2.581）

67.16±3.411）

50.20±4.121）

27.83±6.271）

13.86±3.931）

注：与空白组比较 1）P<0.05（表 2~5 同）。
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凋亡（P<0.05），LCA 40 μmol·L-1 时细胞凋亡率达

30.2%。 见 表 2。 与 空 白 组 比 较 ，LCA（10，20，

40 μmol·L-1）抗凋亡蛋白 Bcl-2 表达明显降低，促凋

亡蛋白 Bax 表达明显升高（P<0.05）。见图 1，表 3。

3.3 LCA 对 MDA-MB-231 细胞 MMP 的影响 细

胞 凋 亡 的 早 期 特 征 是 MMP 下 降 ，JC-1 探 针 在

MMP 正常状态时形成聚合物位于基质中，呈现红

色荧光，JC-1 探针在 MMP 受损是会释放到胞浆中

呈 现 绿 色 荧 光 。 与 空 白 组 比 较 ，LCA（10，20，

40 μmol·L-1）组红色荧光显著减弱，绿色荧光显著

增强，说明 LCA 处理后，细胞 MMP 下降。见图 2。

3.4 LCA 对 MDA-MB-231 细胞 ROS 水平的影响

与空白组比较，LCA（10，20，40 μmol·L-1）组绿色

荧 光 逐 渐 增 强 ，显 示 细 胞 内 ROS 水 平 增 高

（P<0.05），且呈浓度依赖。见图 3，表 4。

3.5 LCA 对 MDA-MB-231 细胞内质网应激途径相

关蛋白表达的影响 异常内质网应激可引起细胞

凋亡，与空白组比较，LCA（10，20，40 μmol·L-1）组

图 3 LCA 对 MDA-MB-231 细 胞 内 ROS 水 平 的 影 响（DCF-

DA，×20）
Fig. 3 Fluorescent image of LCA on intracellular ROS levels in

MDA-MB-231 cells（DCF-DA，×20）

A. 空白组；B~ D. LCA（10，20，40 μmol·L-1）组（图 2~4 同）
图 1 LCA对凋亡相关蛋白电泳

Fig. 1 Electrophoresis of apoptosis-related proteins by LCA

图 2 LCA对 MDA-MB-231细胞 MMP影响（JC-1，×63）
Fig. 2 Fluorescent image of LCA on MMP in MDA-MB-231 cells

（JC-1，×63）
表 3 LCA对凋亡相关蛋白的影响（x̄± s，n=3）

Table 3 Effect of LCA on apoptosis-related proteins（x̄± s，n=3）

组别

空白

LCA

浓度/μmol·L-1

10

20

40

Bcl-2/β-actin

1.00±0.11

0.80±0.061）

0.53±0.081）

0.28±0.061）

Bax/β-actin

1.00±0.16

1.32±0.111）

1.61±0.141）

1.97±0.111）

表 2 LCA对 MDA-MB-231细胞凋亡的影响（x̄± s，n=3）

Table 2 Effect of LCA on apoptosis in MDA-MB-231 cells（x̄± s，

n=3）

组别

空白

LCA

浓度/μmol·L-1

10

20

40

细胞凋亡率/%

3.29±1.50

12.62±2.331）

22.28±3.171）

30.19±2.851）
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内质网应激相关蛋白 CHOP，ATF4 表达明显增多

（P<0.05），p-PERK，p-eIF2α 表 达 明 显 升 高（P<

0.05），且呈浓度依赖。见图 4，表 5。

4 讨论

凋亡失活对癌症的发生发展及其关键，靶向凋

亡是治疗肿瘤的有效策略。细胞凋亡是一个多步

骤的程序性死亡过程，线粒体功能障碍被认为是诱

导细胞凋亡的早期步骤［8］。Bcl-2 家族蛋白，包括

Bcl-2 和 Bax，通过改变 MMP，触发细胞色素 C 从线

粒体释放到细胞质中，在细胞凋亡中发挥关键作

用［9］。本研究流式结果发现，LCA 可引起细胞凋亡，

使抗凋亡蛋白 Bcl-2 的表达降低，促凋亡蛋白 Bax 的

表达升高，LCA 能够使乳腺癌 MDA-MB-231 细胞

凋亡。

ROS 参与许多信号通路，并在细胞活动中起重

要作用，在生理条件下，维持细胞内适度的 ROS 水

平，对于保持氧化还原平衡和细胞促生长至关重

要［10］。ROS 是内质网应激的关键调节因子，线粒体

ROS 的重要来源，细胞内 ROS 的积累促发线粒体膜

电位下降，导致线粒体功能障碍，诱发细胞内质网

应激导致细胞凋亡［11］。本研究发现 LCA 可以使细

胞内 ROS 水平提高，而且使细胞 MMP 下降，细胞线

粒体功能障碍，引发乳腺癌 MDA-MB-231 细胞早期

凋亡。

内质网是一种亚细胞结构，对于调节细胞内

Ca2+稳态，蛋白质的合成、折叠和成熟中起着关键作

用［12］。一些研究发现内质网应激与细胞凋亡有关，

错误折叠或未折叠蛋白的积累往往会激活内质网

应激反应，当内质网功能严重受损时，诱发凋亡途

径的发生［13］。内质网应激与包括癌症在内的许多

人类疾病有关，靶向内质网应激的新药物开始出现

在抗肿瘤治疗中［14］。PERK 是调节内质网应激中的

关键子，PERK 的激活增加了 eIF2α 51 位丝氨酸的

磷酸化，从而抑制蛋白的合成，磷酸化的 eIF2α促进

ATF4 和 CHOP 的表达，CHOP 是调节 Bcl-2 家族蛋

白表达的关键促凋亡转录因子［15］。本研究发现

LCA 可引起乳腺癌 MDA-MB-231 细胞内质网应激，

使 p-PERK 和 p-eIF2α 蛋白激活，PERK 下游蛋白

ATF4 和 CHOP 表达也增多。

综上，LCA 可诱导乳腺癌 MDA-MB-231 细胞凋

亡，其机制可能与增加细胞内 ROS 水平，降低 MMP

引起线粒体功能障碍和 p-PERK and p-eIF2α蛋白激

活，PERK 下游蛋白 ATF4 和 CHOP 表达也增多引发

细胞内质网应激有关。本研究可为乳腺癌的辅助

治疗提供一定的实验依据。

图 4 LCA对 MDA-MB-231细胞内质网应激相关蛋白表达的电泳

Fig. 4 Electrophoresis of endoplasmic reticulum stress-related

proteins by LCA in MDA-MB-231 cells

表 5 LCA对 MDA-MB-231细胞内质网应激相关蛋白表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 5 Effect of LCA on endoplasmic reticulum stress-related protein expression in MDA-MB-231 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白

LCA

浓度

/μmol·L-1

10

20

40

CHOP/β-actin

1.00±0.25

1.28±0.111）

1.58±0.131）

2.33±0.301）

ATF4/β-actin

1.00±0.16

1.32±0.111）

2.11±0.281）

2.87±0.171）

p-eIF2α/β-actin

1.00±0.16

1.46±0.131）

1.87±0.121）

2.74±0.101）

eIF2α/β-actin

1.00±0.24

1.13±0.12

1.23±0.06

0.92±0.08

p-PERK/β-actin

1.00±0.21

1.28±0.161）

2.13±0.121）

2.95±0.101）

PERK/β-actin

1.00±0.23

1.05±0.18

1.17±0.08

1.08±0.24

表 4 LCA对 MDA-MB-231细胞内 ROS水平的影响（x̄± s，n=3）

Table 4 Effect of LCA on intracellular ROS levels in MDA-MB-

231 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白

LCA

浓度/μmol·L-1

10

20

40

相对荧光强度

37.66±3.71

64.01±4.601）

91.55±8.001）

116.76±5.591）
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