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金骨莲胶囊对人乳腺癌 MDA-MB-231 细胞的抑制作用及机制
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［摘要］ 目的：研究金骨莲胶囊对人三阴性乳腺癌（TNBC）细胞 MDA-MB-231 增殖的影响，探讨金骨莲胶囊对 TNBC 的

治疗作用机制。方法：利用超高效液相色谱-质谱联用（UPLC-MS/MS）技术，对金骨莲胶囊的成分进行分析鉴定。通过用噻唑

蓝（MTT）比色法观察金骨莲胶囊（0.125，0.25，0.5，1，2 g·L-1）对人乳腺癌细胞 MDA-MB-231 的增殖抑制作用。采用 Hoechst

33258 染色检测金骨莲胶囊处理 MDA-MB-231 细胞 24 h 后的细胞核凋亡形态学的变化。采用流式细胞仪检测金骨莲胶囊不

同质量浓度和作用时间对 MDA-MB-231 细胞凋亡及周期分布情况。通过蛋白免疫印迹法（Western blot）检测各组细胞多聚二

磷酸腺苷核糖聚合酶（PARP），原癌基因蛋白（c-Myc），细胞周期蛋白 B1（cyclin B1）和磷酸化胞外信号调节激酶（p-ERK）的蛋

白表达水平。结果：该研究利用 UPLC-MS/MS 技术鉴定了金骨莲胶囊提取物中 113 个化合物成分。MTT 比色法显示，与空白

组比较，金骨莲胶囊组（0.125，0.25，0.5，1，2 g·L-1）细胞抑制率显著增加（P<0.01），半数抑制浓度（IC50）为（0.13±0.02）g·L-1；流
式细胞术结果显示，与空白组比较，金骨莲胶囊组（1 g·L-1）细胞凋亡率显著升高（P<0.01），金骨莲胶囊组（0.5，1 g·L-1）细胞处

于 S 期的数量明显增加（P<0.05，P<0.01）；Western blot 结果显示，与空白组比较，金骨莲胶囊组（0.5，1 g·L-1）细胞中的 PARP，

c-Myc，cyclin B1蛋白表达水平显著降低（P<0.01），金骨莲胶囊组（1 g·L-1）p-ERK 蛋白表达水平显著降低（P<0.01）。结论：金骨

莲胶囊可抑制 MDA-MB-231 细胞增殖，使细胞周期阻滞于 S 期，并诱导其凋亡，其机制可能与其抑制 MDA-MB-231 细胞

MAPK 信号通路有关。
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［［Abstract］］ Objective：： To observe effect of Jingulian capsule on the proliferation of human breast

cancer MDA-MB-231 cells and investigate its action mechanism against triple negative breast cancer（TNBC）.

Method：： The ingredients of Jingulian capsule were identified by ultra-performance liquid chromatography-

tandem mass spectrometry（UPLC-MS/MS）. The inhibitory effect of Jingulian capsule at different doses（0.125，

0.25，0.5，1，and 2 g·L-1）against the proliferation of MDA-MB-231 cells were detected by methyl thiazolyl

tetrazolium（MTT）assay. After treatment for 24 h，the morphological changes in nuclear apoptosis of MDA-

MB-231 cells were detected by Hoechst 33258 staining. The effect of different concentrations of Jingulian

capsule on the apoptosis and cycle of MDA-MB-231 cells after different treatment time were determined by flow

cytometry. The protein expression levels of Poly-ADP-ribose polymeras（PARP），proto-oncogene c-Myc，cyclin

B1，and phosphorylated extracellular signal-regulated kinase（p-ERK）in each group were assayed by Western

blot. Result：：A total of 113 compounds in Jingulian capsule were identified by UPLC-MS/MS. As revealed by

MTT assay，compared with blank group，Jingulian capsule（0.125，0.25，0.5，1，2 g·L-1）significantly inhibited

viability of MDA-MB-231 cells（P<0.01）， with the half maximal inhibitory concentration（ IC50） of

（0.13±0.02）g·L-1. According to flow cytometry，compared with the blank group，Jingulian capsule at 1 g·L-1

significantly induced the apoptosis of MDA-MB-231 cells（P<0.05）and Jingulian capsule at 0.5，1 g·L-1

obviously increased the number of MDA-MB-231 cells in S phase（P<0.05，P<0.01）. The results of Western

blotting demonstrated that the protein expression levels of PARP，c-Myc，and cyclin B1 in 0.5，1 g·L-1 Jingulian

capsule groups were remarkably down-regulated as compared with those in the blank group（P<0.01），and the

protein expression level of p-ERK in 1 g·L-1 Jingulian capsule group was also down-regulated（P<0.01）.

Conclusion：： Jingulian capsule is able to inhibit the proliferation of MDA-MB-231 cells，induce S phase cell cycle

arrest，and promote their apoptosis，which may be related to the inactivation of the MAPK signaling pathway.

［［Keywords］］ Jingulian capsule；MDA-MB-231 cells；apoptosis；S phase arrest

在全球范围内，乳腺癌是女性最常见的恶性肿

瘤之一，其发病率在女性恶性肿瘤中居首位并呈逐

年 上 升 的 趋 势［1］。 乳 腺 癌 可 分 为 Luminal A，

Luminal B 型，人表皮生长因子受体 -2（HER-2）过表

达型，三阴型及其他特殊类型乳腺癌［2］。三阴性乳

腺癌（TNBC）是雌激素受体（ER），孕激素受体（PR）
及 HER-2 表达均为阴性的乳腺恶性肿瘤，是最受关

注的分子亚型之一，占所有乳腺癌的 15%~20%［3］。

TNBC 容 易 发 生 转 移 ，是 因 为 其 缺 乏 ER，PR 及

HER-2 这些受体作为药物靶点［4-5］。目前，乳腺癌的

治疗方面还有许多机制问题需要完善，西药治疗乳

腺癌存在一定局限性，因此研究中药对乳腺癌的治

疗具有很大的意义。中药治疗乳腺癌具有多靶点、

毒副作用小、效果好等特点，近年来关于中药对乳

腺癌的治疗受到广泛关注［6］。中药复方含有多种活

性成分，可发挥协同效应，降低 TNBC 的高转移性、

高复发性，改善患者临床症状［7］。近年来研究显示，

西黄丸、追毒方、黄芪汤、温肾壮骨汤等传统方剂可

有效改善 TNBC 患者的症状，降低疾病复发率，延长

患者生存期［8］。金骨莲胶囊是一个经典苗族药组

方，在《本草图经》《滇南本草》中有记载［9］。由透骨

香、汉桃叶、大血藤、八角枫、金铁锁等制成，具有祛

风除湿、消肿止痛之功效［10］。本课题组对金骨莲胶

囊进行成分分析，研究探讨金骨莲胶囊对 MDA-

MB-231 细胞增殖的作用，为 TNBC 的中医药治疗

提供依据。

1 材料

1.1 细胞 人 TNBC 细胞 MDA-MB-231 为贵州省

中国科学院天然产物化学重点实验室提供，传至

第 4 代。

1.2 药物和试剂 金骨莲胶囊（贵州益佰制药股份

有限公司，批号 Z20123051）；Annexin V-FITC 凋亡

检测试剂盒（美国 BD 公司，批号 0315976）；二喹啉

甲酸（BCA）蛋白浓度测定试剂盒（北京索莱宝公

司，批号 20201215）；细胞凋亡 -Hoechst 染色试剂盒

（ 上 海 碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司 ，批 号
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122419200512）；聚腺苷二磷酸核糖聚合酶（PARP）
抗体，DyLightTM800 标记的二抗（美国 Cell Signaling

Technology 公司，批号分别为 15，5151）；原癌基因

蛋白（c-Myc），细胞周期蛋白 B1（cyclin B1），胞外信

号调节激酶（ERK），磷酸化胞外信号调节激酶（p-

ERK）抗 体（ 美 国 Abcam 公 司 ，批 号 分 别 为

GR295111-50， GR3180236-11， GR3215675-8，

GR3266039-1）；甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）抗
体（美国 Affinity 公司，批号 #62u0922）。水为去离

子水，乙腈、甲醇为质谱纯，其他试剂均为分析纯。

1.3 仪器 U3000 型超高效液相色谱 -高分辨质谱

仪（美国 Thermo 公司），NovoCyte 2040R 型流式细

胞 仪（ 美 国 ACEA 公 司 ），Synergy 2Multi-

ModeReader 型多功能酶标仪（美国 BioTek 公司），
Mini-PROTEAN Tetra System 型 电 泳 仪 和 转 膜 仪

（美国 Bio-Rad 公司）。
2 方法

2.1 药物配制 金骨莲胶囊用生理盐水（NS）配置

成 200 g·L-1的储备液，加入 DMEM 培养液将储备液

稀 释 至 终 质 量 浓 度 分 别 为 0.125，0.25，0.5，1，

2 g·L-1。

2.2 化学成分鉴定 利用超高效液相色谱系统对

金骨莲胶囊的化学成分进行初步鉴定。采用电喷

雾离子源（ESI），正、负离子全扫描模式，质量扫描

范 围 m/z 100~1 500，分 辨 率 7×104，毛 细 管 温 度

320 ℃，加热器温度 350 ℃，鞘气流速 35 arb，辅助气

流速 10 arb。

2.3 细胞培养 MDA-MB-231 细胞使用含 5% 血

清 的 DMEM 培 养 基 于 37 ℃ ，5% CO2 培 养 箱 中

培养。

2.4 细胞抑制率检测 取处于对数生长期的人乳

腺癌 MDA-MB-231 细胞计数均匀铺板于 96 孔板

中，细胞每孔为 6 000 个；将细胞分为空白组（加入

溶剂）和金骨莲胶囊组，金骨莲胶囊组终质量浓度

为 0.125，0.25，0.5，1，2 g·L-1。在 37 ℃，5% CO2细胞

培养箱中培养 24，48，72 h，分别加入 5 g·L-1 MTT 试

剂 10 μL，然后 37 ℃，5% CO2细胞培养箱培养 4 h，

2 500 r·min-1离心 15 min（离心半径 13.5 cm，下同），
收集细胞后加入二甲基亚砜（DMSO）160 μL，置于

摇床 150 r·min-1 处理 15 min，多功能酶标仪 490 nm

波长下测定吸光度 A；计算金骨莲胶囊对细胞系的

半数抑制浓度（IC50）及抑制率，绘制生长曲线。

2.5 Hoechst 33258 染色检测细胞凋亡 取对数生

长期 MDA-MB-231 细胞，以每孔 2×105 个接种于 6

孔板，以不同浓度的金骨莲胶囊分别处理细胞，实

验设空白组（加入溶剂）。细胞置于 37 ℃，5% CO2

细胞培养箱中培养 24 h，用磷酸盐缓冲液（PBS）洗
涤细胞，离心收集细胞，用甲醇固定细胞 10 min，再

用 PBS 洗涤细胞 2 次，用 Hoechst 33258 处理细胞，

室温避光染色 10 min。去除染色液后用 PBS 洗涤 2

次，置于荧光显微镜上检测并分析。

2.6 流式细胞仪检测细胞凋亡 取处于对数生长

期的 MDA-MB-231 细胞计数并铺板于 6 孔板中，细

胞每孔 2×105个；待细胞贴壁后，将不同浓度的药物

作用于细胞。使其终质量浓度为 0.5，1 g·L-1，以生

理盐水组为空白组，分别培养 24，48 h 收集细胞，使

用预冷 PBS 洗 2 次，采用 Annexin V-FITC /碘化丙啶

（PI）双染法在流式细胞仪上检测 MDA-MB-231 细

胞的凋亡率。

2.7 流式细胞仪检测细胞周期 取处于对数生长

期的 MDA-MB-231 细胞计数并铺板于 6 孔板中，细

胞密度为 2×105个/孔，待细胞贴壁后，将不同浓度的

药物作用于细胞。使其终质量浓度为 0.5，1 g·L-1，

以生理盐水组为空白组，分别培养 24，48 h 收集细

胞，使用预冷 PBS 洗 2 次。再加入预冷 70% 乙醇

500 μL，−20 ℃过夜。离心去除乙醇，再用预冷 PBS

洗 2 次，然后在每管中加入细胞周期染液［RNaseA

（100 mg·L-1）+ PI（50 mg·L-1）+ Triton X-100

（0.2%）］混合物 500 μL。混匀后避光，37 ℃孵育

30 min。离心去除染料，预冷 PBS 洗 2 次，然后用

PBS 重悬 200 μL，过滤后用流式细胞仪对细胞周期

进行检测。

2.8 Western blot 检测 MDA-MB-231 细胞相关蛋

白的表达 取对数生长期 MDA-MB-231 细胞以每

孔 4×105个接种于 100 mm 细胞培养皿中，细胞置于

37 ℃，5% CO2 细胞培养箱中培养过夜，使用 0.25，

0.5，1 g·L-1 金骨莲胶囊分别处理细胞，置于 37 ℃，

5% CO2 细胞培养箱中培养 24 h，收集细胞，用预冷

PBS 洗涤细胞，离心收集细胞，加入含 PMSF 的蛋白

裂解液，转移至 1.5 mL 离心管中。冰上裂解 40 min

后置于预冷离心机中 12 000 r·min-1 离心 15 min。

取上清液转移至新离心管中。使用 BCA 蛋白浓度

测定试剂盒测定蛋白样品浓度，加入上样缓冲液，

100 ℃加热变性，置−80 ℃保存备用。用 SDS-PAGE

凝胶分离蛋白样品后转移至 0.2 μm 的 PVDF 膜，用

5% 脱 脂 牛 奶 封 闭 ，抗 体 4 ℃ 孵 育 过 夜（PARP

1∶1 500，c-Myc 1∶1 000，cyclin B1 1∶2 000，p-ERK

1∶1 000，ERK 1∶1 000，GAPDH 1∶5 000），1×TBS
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洗膜 3 次，每次 5 min，用荧光标记抗兔二抗室温孵

育 2 h，TBS 洗膜 3 次，每次 5 min，用双色红外荧光

成像系统检测和分析。取各蛋白的灰度值与内参

蛋白 GAPDH 灰度值的比值，进行半定量分析。

2.9 统计学方法 使用 GraphPad Prism 7 软件进行

数据分析，计量数据用 x̄ ± s 表示，多组样本进行单

因素方差分析，组间比较采用 t 检验，P<0.05 为差异

有统计学意义。

3 结果

3.1 金骨莲胶囊中化学成分的鉴定 金骨莲胶囊

中共鉴定出 113 种化合物，其中苦参碱［11］、没食子酸

乙酯［12］、红景天苷、原儿茶酸、咖啡酸、斑蝥素、丹皮

酚、葛根素、鞣花酸、广藿香酮、野黄芩苷、山柰酚、

柚皮苷、橙皮素、柚皮素、川陈皮素、大黄素共 17 种

化合物在抗肿瘤活性方面有过相关报道。UPLC-

MS/MS 鉴定出来的金骨莲胶囊中的 113 个化学成

分见增强出版附件。总离子流见图 1。

3.2 金骨莲胶囊对 MDA-MB-231 细胞增殖的影响

与空白组比较，金骨莲胶囊组 MDA-MB-231 细胞

抑制率显著增加（P<0.01），并且呈浓度和时间依赖

性。见表 1，2。金骨莲胶囊处理 MDA-MB-231 细胞

72 h 的 IC50为（0.13±0.02）g·L-1。

3.3 金骨莲胶囊对 MDA-MB-231 细胞凋亡的影响

Hoechst 33258 染色，凋亡细胞的细胞核皱缩，与空

白组比较，金骨莲胶囊处理 MDA-MB-231 细胞后，

凋亡现象更加明显。见图 2。流式细胞术检测结果

显示，处理 24，48 h，与空白组比较，金骨莲胶囊

（1 g·L-1）处理过的细胞凋亡率显著升高（P<0.01）。
见表 3。

3.4 金骨莲胶囊对 MDA-MB-231 细胞周期的影响

处理 24，48 h，与空白组比较，金骨莲胶囊组 MDA-

MB-231 细胞处于 S 期的数量明显增加（P<0.05，P<

0.01），且成浓度依赖性。见表 4。

3.5 金骨莲胶囊对 MDA-MB-231 细胞凋亡和周期

相关蛋白的影响 处理 24 h，与空白比较，金骨莲胶

囊（0.5，1 g·L-1）组 MDA-MB-231 细胞中的 PARP，

c-Myc，cyclin B1 蛋白表达水平降低（P<0.01）；金骨

莲胶囊（1 g·L-1）组 p-ERK 蛋白表达水平降低（P<

0.01）。见图 3，表 5。

4 讨论

TNBC 患者由于缺乏明确的分子靶标，手术后

不能进行内分泌及靶向治疗，目前普遍考虑化疗，

但不良反应明显。有较多报道显示，中医药在防治

A. 正离子模式；B. 负离子模式

图 1 金骨莲胶囊的 UPLC-MS/MS总离子流

Fig. 1 Total ion chromatograms of Jingulian capsule by UPLC-

MS/MS

表 1 金骨莲胶囊对 MDA-MB-231细胞抑制率的影响（x̄± s，n=5）

Table 1 Effect of different concentrations of Jingulian capsule on

inhibition rate of MDA-MB-231 cells（x̄± s，n=5） ％

组别

金骨莲胶囊

质量浓度

/g·L-1

0.125

0.25

0.5

1

2

48 h 抑制率

11.21±2.952）

43.61±4.712）

48.91±4.352）

65.41±2.072）

83.74±0.662）

72 h 抑制率

45.85±2.792）

66.68±2.402）

73.98±0.942）

82.98±1.082）

87.76±0.622）

注：空白组抑制率为 0；与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01（表 3~

6 同）。

表 2 金骨莲胶囊对 MDA-MB-231细胞增殖的影响（x̄± s，n=5）

Table 2 Effect of different concentrations of Jingulian capsule on proliferation of MDA-MB-231 cells（x̄± s，n=5）

组别

空白

金骨莲胶囊

质量浓度

/g·L-1

0.25

0.5

1

2

A490 nm

12 h

0.60±0.08

0.62±0.06

0.58±0.02

0.52±0.05

0.35±0.021）

24 h

0.64±0.08

0.54±0.01

0.51±0.02

0.44±0.051）

0.17±0.012）

36 h

0.70±0.09

0.53±0.04

0.51±0.05

0.37±0.052）

0.13±0.012）

48 h

0.88±0.16

0.51±0.062）

0.48±0.042）

0.33±0.022）

0.15±0.012）

60 h

1.08±0.09

0.48±0.102）

0.46±0.042）

0.28±0.032）

0.16±0.012）

72 h

1.40±0.17

0.46±0.032）

0.36±0.012）

0.24±0.032）

0.17±0.012）
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肿瘤方面具有独特的优势，其单独用药或与化疗药

物联合用于 TNBC 的治疗，可有效降低毒性，还具有

很好的化学保护作用［8］。

金骨莲胶囊具有祛风除湿、消肿止痛之功效，

在临床中被广泛应用于骨性关节炎的治疗［13-14］。本

研究通过超高效液相色谱系统对金骨莲胶囊化学

成分进行鉴定 ，发现其中含有多种抗肿瘤活性

成分。

PARP 是一类蛋白质翻译后修饰酶，其主要功

能是保持基因组的稳定性、参与 DNA 损伤修复，及

调控细胞的增殖和凋亡等［15］。研究表明，PARP 抑

制剂通过影响 DNA 损伤修复，造成基因转录缺失，

导致肿瘤细胞凋亡。目前临床已经开展联合 PARP

抑制剂来治疗乳腺癌的研究［16］。乳腺癌是典型上

皮细胞来源的恶性肿瘤，c-Myc 是调控上皮细胞极

性转化的原癌基因，高表达于 TNBC 在内的多种实

体瘤之中，c-Myc 蛋白的高表达及对 TNBC 的增殖、

迁移等功能的明显促进作用［17］。cyclin B1在细胞生

长发育过程中发挥着重要的作用，细胞进行有丝分

裂必须由细胞核中释放 cyclin B1
［18］。MAPK/ERK

通路是由激酶级联反应介导的信号传导通路，可将

胞外刺激信号传导至细胞核，激活靶基因转录，与

细胞增殖、凋亡等生理病理过程密切相关［19］。多项

研究表明，MAPK/ERK 通路的激活与乳腺癌的增

殖、侵袭相关［20-21］。

实验结果表明金骨莲胶囊可显著抑制人 TNBC

细胞 MDA-MB-231 的活性增殖，金骨莲胶囊可以致

MDA-MB-231 细胞凋亡，并且诱导 MDA-MB-231

细胞发生 S 期周期阻滞，为其潜在新功效的开发提

供参考。金骨莲胶囊可使 MDA-MB-231 细胞中

PARP 蛋白表达下调，可能是促使其发生细胞凋亡

的重要原因。金骨莲胶囊可显著下调 MDA-MB-

231 细胞 c-Myc 蛋白的表达，从而能够调控 TNBC 的

发展。金骨莲胶囊可显著下调 MDA-MB-231 细胞

cyclin B1 表达水平，从而抑制细胞的分裂。本实验

结果表明，金骨莲胶囊可下调 p-ERK 的表达，对乳

腺癌的治疗有十分重要的意义。

综上，金骨莲胶囊可诱导乳腺癌细胞 MDA-MB-

231发生凋亡，能够使细胞分裂阻滞在 S期，并且可以

下调 PARP，c-Myc，cyclin B1 和 p-ERK 的表达水平。

为金骨莲胶囊对 TNBC的临床治疗提供实验基础。

表 4 金骨莲胶囊对 MDA-MB-231细胞周期的影响（x̄± s，n=3）

Table 4 Effect of Jingulian capsule on cell cycle of MDA-MB-231 cells（x̄± s，n=3） ％

组别

空白

金骨莲胶囊

质量浓度

/g·L-1

0.5

1

24 h

G1

42.43±2.50

24.14±2.01

20.3±1.13

S

36.66±1.53

51.76±2.041）

58.60±1.512）

G2

16.28±1.44

23.10±1.01

19.02±1.00

48 h

G1

47.27±1.10

29.55±1.50

28.02±1.00

S

41.08±1.00

56.58±1.512）

60.58±1.512）

G2

10.80±1.00

13.23±0.75

10.53±1.50

表 3 金骨莲胶囊对 MDA-MB-231细胞凋亡的影响（x̄± s，n=3）

Table 3 Effect of Jingulian capsule on apoptosis of MDA-MB-231

cells（x̄± s，n=3） ％

组别

空白

金骨莲胶囊

质量浓度

/g·L-1

0.5

1

24 h 凋亡率

5.77±1.66

6.68±0.81

55.39±8.012）

48 h 凋亡率

7.53±2.52

11.20±3.13

65.67±5.062）

A. 空白组；B，C. 金骨莲胶囊组（0. 5，1 g·L-1）（图 3 同）
图 2 金骨莲胶囊作用 MDA-MB-231 细胞 24 h 后凋亡细胞核形态

变化（Hoechst 33258，×200）
Fig. 2 Nuclear morphological changes of apoptosis cells induced

by Jingulian capsule in MDA-MB-231 cells for 24 h（Hoechst

33258，×200）

图 3 金骨莲胶囊对 MDA-MB-231 细胞凋亡和周期相关蛋白表达

电泳

Fig. 3 Electrophoresis of Jingulian capsule on expressions of

apoptosis and cell cycle related proteins in MDA-MB-231 cells
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表 5 金骨莲胶囊对 MDA-MB-231细胞 PARP，c-Myc，cyclin B1，p-ERK和 ERK表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 5 Effect of Jingulian capsule on expressions of PARP，c-Myc，cyclin B1，p-ERK and ERK protein in MDA-MB-231 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白

金骨莲胶囊

质量浓度/g·L-1

0.5

1

PARP/GAPDH

1.00±0.05

0.75±0.092）

0.42±0.082）

c-Myc

1.00±0.03

0.67±0.122）

0.21±0.062）

cyclin B1/GAPDH

1.00±0.04

0.71±0.082）

0.53±0.052）

p-ERK/GAPDH

1.00±0.06

0.95±0.05

0.46±0.092）

ERK/GAPDH

1.00±0.02

1.03±0.07

0.97±0.04
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