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三七总皂苷对人乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞凋亡的影响

随蓓蓓　李华舜　孟　晓　孙秀玲　刘　莉
（济宁医学院生物科学学院，日照 ２７６８２６）

　　摘　要　目的　探究三七总皂苷对人乳腺癌ＭＤＡＭＢ２３１细胞凋亡的影响。方法　三七总皂苷作用于人
乳腺癌ＭＤＡＭＢ２３１细胞作为处理组，同时设置空白对照组；ＭＴＴ法检测细胞活性变化，光镜观察检测细胞形
态学变化，凋亡试剂盒检测细胞凋亡情况，ｃａｓｅｐａｓｅ３试剂盒检测ｃａｓｅｐａｓｅ３的酶活性情况。结果　与空白对照
组相比，０．５、１．０和２．０ｍｇ／ｍｌ三七总皂苷组人乳腺癌ＭＤＡＭＢ２３１细胞活性逐渐降低（Ｐ＜０．０５），呈时间和浓度
依赖性；光镜观察下１．０、２．０ｍｇ／ｍｌ三七总皂苷组产生了凋亡小体；荧光观察下１．０、２．０ｍｇ／ｍｌ三七总皂苷组出
现了核固缩现象；与空白对照组相比，０．５、１．０和２．０ｍｇ／ｍｌ三七总皂苷组人乳腺癌ＭＤＡＭＢ２３１细胞ｃａｓｅｐａｓｅ３
的酶活性明显增加，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　三七总皂苷可降低人乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的
活性，具有促凋亡作用。
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　　三七，别名田七，我国主要生产地为云南、广西
等地［１］。三七主要通过其含有的皂苷类物质发挥

药用作用［２］。三七总皂苷大多数可分为达玛烷型

的２０（Ｓ）原人参二醇和２０（Ｓ）原人参三醇２种类
型［３］。有研究发现，三七总皂苷能抑制癌细胞增

殖、生长、促进癌细胞凋亡［４］。常规化疗手段与三

七总皂苷联合使用既能降低化疗手段的副作用又

可发挥抗肿瘤的疗效，在临床治疗中对延长患者生

存期有重要意义［５］。因此，三七总皂苷对肿瘤治

疗有十分重要的临床意义，值得深入研究。

１　材料和方法
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１．１　材料
人乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞（ＡＴＣＣ）购自上

海研生生化试剂有限公司；ＦＢＳ和 ＤＭＥＭ为 Ｇｉｂｃｏ
产品；三七总皂苷为实验室自提取；细胞凋亡试剂

盒和 Ｃａｓｅｐａｓｅ３活性检测试剂盒为碧云天产品。
人乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１使用含 ＦＢＳ１０％的高
糖ＤＭＥＭ培养基，３７℃、５％ ＣＯ２条件下进行传代
培养。

１．２　方法
１．２．１　人乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１的活性检测
　将细胞接种于９６孔板，待铺满细胞培养板８０％
时开始处理。分别设空白对照组及不同浓度的三

七总皂苷处理组。空白对照组加入 ＤＭＥＭ培养
基，三七总皂苷处理组分别加入终浓度含 ０．５、
１０、２．０ｍｇ／ｍｌ三七总皂苷的 ＤＭＥＭ培养基。每
组每个时间段设置３个平行孔。取出９６孔板，将
每个待测孔加入２０μｌＭＴＴ溶液（５ｍｇ／ｍｌ，即０．５％
ＭＴＴ），３７℃、５％ ＣＯ２孵育 ４ｈ。终止孵育，弃去孔
内溶液，加入适量 ＰＢＳ，清洗两次。每孔精确加入
ＤＭＳＯ１５０μｌ，低速振荡１０ｍｉｎ，酶标仪４９０ｎｍ波长
下检测各孔的吸光值。以平均吸光值为纵坐标，以

时间为横坐标，绘制人乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１
的吸光值曲线。

１．２．２　人乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的光镜观察
　将细胞接种于６孔板，待细胞铺满８０％的时候。
同上设置空白对照组和实验组，实验组分别加入

０．５、１．０和２．０ｍｇ／ｍｌ三七总皂苷，置于二氧化碳
培养箱中继续培养 ２４ｈ。用 ０．２５％的胰酶消化不
同浓度三七总皂苷处理过的ＭＤＡＭＢ２３１，吹打至
均匀，１０００ｒ／ｍｉｎ，离心 ５ｍｉｎ，弃上清。将沉淀的细
胞与台盼蓝染液（９∶１）混合均匀。将混合液
１０００ｒ／ｍｉｎ，离心 ５ｍｉｎ，弃上清液，加 ＰＢＳ清洗，再
次离心，弃上清。重复３次，至细胞清洗干净。将
细胞沉淀加入适量 ＰＢＳ制成细胞悬液，滴在载玻
片上，制成标本，置于显微镜下观察、拍照。

１．２．３　人乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的凋亡检测
　将细胞接种于６孔板内，待细胞铺满８０％，同上
设置空白对照组和实验组。实验组分别加入０５、
１．０和２．０ｍｇ／ｍｌ三七总皂苷，吸尽培养液，每孔加
入０５ｍｌ固定液，固定 ３０ｍｉｎ。弃去固定液，用适
量ＰＢＳ清洗两次，每次 ２ｍｉｎ。每孔加入 ０５ｍｌ染
液，晃动染色５ｍｉｎ。弃去染液，加入适量 ＰＢＳ，晃
动清洗两遍，每次２ｍｉｎ。加入抗荧光淬灭剂，置于
荧光倒置显微镜下观察拍照。

１．２．４　Ｃａｓｅｐａｓｅ３酶活检测　分别加入０．５、１．０、
２．０ｍｇ／ｍｌ浓度的三七皂苷处理１２ｈ后，将空白对
照组和实验组细胞６００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心５ｍｉｎ收集细
胞，ＰＢＳ洗涤１次。按照每２００万细胞加入１００μｍ
裂解液的比例加入裂解液，重悬沉淀，冰浴裂解

１５ｍｉｎ。然后，１５０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心１０ｍｉｎ。将上清
转移到冰浴预冷的离心管中，－７０℃保存样品。取
出适量的 ＡｃＤＥＶＤｐＮＡ（２ｍＭ），置于冰浴上备
用。如表 １配制反应体系，加入 ＡｃＤＥＶＤｐＮＡ
（２ｍＭ）后混匀，３７℃孵育 １ｈ。酶标仪检测样品
Ａ４０５吸光度，利用 ｐＮＡ浓度相对于 Ａ４０５的标准
曲线，ｙ＝０．００２５ｘ，Ｒ２＝０．９９，求取样品ｐＮＡ浓度。
一个酶活力单位定义为当底物饱和时，在３７℃ １ｈ
内可以剪切 １ｎｍｏｌＡｃＤＥＶＤ产生 ｐＮＡ１ｎｍｏｌｐＮＡ
的ｃａｓｐａｓｅ３的酶量，由此计算出样品中含有多少
个酶活力单位的ｃａｓｐａｓｅ３。

表１　反应体系
对照／μｌ 样品／μｌ

检测缓冲液 ４０ ４０
待测样品 ０ ５０
裂解液 ５０ ０
ＡｃＤＥＶＤｐＮＡ（２ｍＭ） １０ １０
总体积 １００ １００

１．３　统计学方法
应用 ＳＰＳＳ２０统计软件进行统计学分析。计

量单位以 珋ｘ±ｓ表示，多组间比较采用方差分析，进
一步两两比较采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉｑ检验。以 Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组人乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞活性变化
情况

在０．５～２ｍｇ／ｍｌ三七总皂苷处理后，人乳腺癌
ＭＤＡＭＢ２３１细胞的吸光度值随着浓度升高和作
用时间延长而不断降低，具有时间和浓度依赖性。

见图１。

图１　ＭＤＡＭＢ２３１的活性检测曲线
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２．２　各组人乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞光镜观察
结果

空白对照组细胞形态为圆形或卵圆形且大小

均一，细胞膜表面光滑。０．５ｍｇ／ｍｌ三七总皂苷组
细胞产生了轻微的空泡化。１ｍｇ／ｍｌ三七总皂苷组
细胞形态改变、结构紊乱，且细胞膜边缘出现大量

的凋亡小体。２ｍｇ／ｍｌ三七总皂苷组细胞形态改
变、结构紊乱、出现大量的凋亡小体和细胞碎片。

见图２。

注：Ａ．空白对照组，２４ｈ；Ｂ．０．５ｍｇ／ｍｌ三七总苷组，２４ｈ；
　 Ｃ．１．０ｍｇ／ｍｌ三七总苷组，２４ｈ；Ｄ．２．０ｍｇ／ｍｌ三七总苷组，２４ｈ；
　 标尺＝５０μｍ

图２　各组人乳腺癌ＭＤＡＭＢ２３１细胞形态

２．３　各组人乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的凋亡情
况

空白对照组细胞核形态正常，荧光强度均一，

相对较弱。０．５ｍｇ／ｍｌ三七总皂苷组细胞核形态，
与空白对照组相比，变化不明显。１．０ｍｇ／ｍｌ三七
总皂苷组细胞核，形态改变、固缩变小，有的甚至呈

碎块状，荧光强度变强。２．０ｍｇ／ｍｌ三七总皂苷组
细胞核，亦出现了形态改变、固缩变小、结构紊乱，

荧光增强的特征。见图３。

注：Ａ．空白对照组，１２ｈ；Ｂ．０．５ｍｇ／ｍｌ三七总苷组，１２ｈ；
　 Ｃ．１．０ｍｇ／ｍｌ三七总苷组，１２ｈ；Ｄ．２．０ｍｇ／ｍｌ三七总苷组，１２ｈ；
　 标尺＝２０μｍ

图３　各组人乳腺癌ＭＤＡＭＢ２３１细胞凋亡情况

２．４　各组Ｃａｓｅｐａｓｅ３酶活力变化情况
０．５、１．０和２．０ｍｇ／ｍｌ三七总皂苷处理人乳腺

癌ＭＤＡＭＢ２３１细胞１２ｈ后，Ｃａｓｅｐａｓｅ３酶活力不
断提高，与浓度呈正相关。与空白对照组相比，

Ｃａｓｅｐａｓｅ３酶活力增加显著，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。

注：与空白对照组相比，Ｐ＜０．０５；Ｐ＜０．０１

图４　各组Ｃａｓｅｐａｓｅ３活性情况

３　讨论

现代生活中，乳腺癌是女性中常见的一种疾

病，患者人数逐年攀升，已成为困扰我国女性健康

的重大疾病之一［６７］。化疗、放疗等常规治疗手段

对机体的毒副作用严重，寻求高效、低毒的新型抗

癌药物，成为当前国内外研究的热点。三七总皂苷

作为天然药物，来源广泛，对正常的细胞毒性较低，

能抑制多种癌细胞的增殖，具有诱导凋亡的作用。

三七总皂苷与常规化疗手段联合使用，对改善临床

患者的生存质量，发挥着重要作用。研究表明，三

七总皂苷对肝癌细胞 ＳＭＭＣ７７２１和白血病 ＮＢ４
细胞的增殖均有直接的抑制作用，且随着药物浓度

增加，抑制作用增强，有药物浓度依赖性［８９］。三七

总皂苷处理白血病 ＨＬ６０细胞后，细胞出现凋亡，
说明三七总皂苷有促进细胞凋亡的作用，且这种作

用随药物浓度增大而增加［１０］。本文结果显示，与

空白对照组相比，浓度为 ０．５ｍｇ／ｍｌ、１ｍｇ／ｍｌ和
２ｍｇ／ｍｌ三七总皂苷可降低人乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１
细胞的活性，且具有时间和浓度依赖性；Ｃａｓｅｐａｓｅ
３酶活力增加显著，差异具有统计学意义，说明三
七总皂苷能有效抑制人乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞
的增殖和活性，并具有促凋亡作用。此实验结果可

为乳腺癌临床相关治疗提供用药参考，也为三七总

皂苷基础研究提供数据支持。

（下转第０８３页）
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