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［摘　要］目的 探讨没药对人乳腺癌细胞ＭＤＡＭＢ２３１的糖酵解水平和细胞增殖的影响。方法 不同浓度没药处理乳腺

癌细胞２４ｈ后，采用细胞计数法（ＣＣＫ８）检测没药对乳腺癌细胞增殖活性的影响，ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染流式细胞实验检
测没药对乳腺癌细胞凋亡的影响，比色法检测没药对乳腺癌细胞乳酸生成和葡萄糖消耗的影响，蛋白免疫印迹法（ＷＢ）检
测没药对乳腺癌细胞 ６磷酸果糖 ２激酶／果糖２，６二磷酸酶 ３（ＰＦＫＦＢ３）、葡萄糖转运体 １（ＧＬＵＴ１）、乳酸脱氢酶 Ａ
（ＬＤＨＡ）、丙酮酸脱氢酶激酶１（ＰＤＨＫ１）蛋白表达情况。结果 没药可降低 ＰＦＫＦＢ３、ＧＬＵＴ１、ＬＤＨＡ、ＰＤＨＫ１蛋白表达（Ｐ＜
００５），降低葡萄糖消耗和乳酸生成，从而降低乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１糖酵解水平，抑制细胞增殖，促进乳腺癌细胞凋亡
（Ｐ＜００５）。结论 没药通过降低ＰＦＫＦＢ３、ＧＬＵＴ１、ＬＤＨＡ、ＰＤＨＫ１蛋白表达，降低糖酵解水平，抑制乳腺癌细胞增殖。
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　　中国女性乳腺癌（ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ，ＢＣ）新发病例
高达３５７２万例，死亡病例为７２万例，其发病率
和死亡率均位居女性癌症发病率和死亡率的第

２位［１］。没药在中国传统医学中为活血化瘀、消肿

止痛的药材，主要用于治疗疮疡肿毒、症瘕积聚、痹

症。近年来，已从没药中分离鉴定出超过１００种化
学成分，主要包括萜类、甾体和木脂素等，发挥抑制

肿瘤、减轻炎症反应、缓解疼痛等作用［２３］。研究发
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现没药通过调控信号通路抑制癌细胞增殖和诱导

凋亡，但对没药抑制肿瘤能量代谢的实验研究较

少，缺乏对肿瘤细胞糖酵解机制的深入研究。

能量代谢重编程是肿瘤细胞重要特征之一，即

使在有氧条件下，肿瘤细胞仍优先进行糖酵解，大

量摄取葡萄糖产生能量和乳酸，这个现象被称为

Ｗａｒｂｅｒｇ效应。导致Ｗａｒｂｅｒｇ效应的产生有很多因
素，涉及到很多酶的活性提高、表达增多，其中６磷
酸果糖２激酶／果糖２，６二磷酸酶３（６ｐｈｏｓｐｈｏｆｒｕｃ
ｔｏ２ｋｉａｓｅ／ｆｒｕｃｔｏｓｅ２，６ｂｉｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ３，ＰＦＫＦＢ３），葡
萄糖转运体（ｇｌｕｃｏｓｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ，ＧＬＵＴ），丙酮酸脱氢
酶激酶（ｐｙｒｕｖａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｋｉｎａｓｅ，ＰＤＨＫ），乳
酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）在糖酵解过
程中有很重要的作用［４７］。依据肿瘤细胞的代谢

特性，以调整肿瘤的代谢途径或者一些关键的代

谢酶的表达为出发点，将是对乳腺癌进行治疗的

有效方法。本研究利用乳腺癌细胞，观察没药是

否通过抑制 ＰＦＫＦＢ３、ＧＬＵＴ１、ＬＤＨＡ、ＰＤＨＫ１表达
干扰糖酵解，探讨没药是否多靶点阻断乳腺癌病

变的进展。

１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　细胞株来源与培养　ＭＤＡＭＢ２３１乳腺癌
细胞（货号：ＳＣＳＰ５０４３）购自中国科学院上海生命
科学研究所细胞库。培养于 １０％ 胎牛血清的

ＤＭＥＭ高糖完全培养基，置于５％ ＣＯ２，３７℃恒温
恒湿培养箱中。实验时取对数生长期细胞。

１．１．２　药物和试剂　一抗：ＰＦＫＦＢ３（批号：１３１２３Ｓ）；
ＧＬＵＴ１（批号：１２９３９Ｓ）；ＬＤＨＡ（批号：２０１２Ｓ）；
ＰＤＨＫ１（批号：３８２０Ｓ）、βａｃｔｉｎ（批号：４９７０）购自
美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司。羊抗兔 ＩｇＧ
（ＨＲＰ）二抗 （批号：ａｓ００６）购自 ＡＳＢＩＯ公司。
没药（拉丁名：Ｍｙｒｒｈａ）购自湖北金贵中药饮片有
限公司（批号：Ａ２５０７０１）。按《中国药典》２０２０年
版一部方法进行薄层色谱鉴别，符合规定。ＣＣＫ
８试剂盒（货号：Ｋ０３０１）购自 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ
公司；ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒（批号：Ｐ００１０）购
自中国上海碧云天生物技术有限公司；乳酸浓度测

定试剂盒（货号：Ａ０１９２１）购自南京建成生物工程
公司；葡萄糖浓度测定试剂盒（货号：Ｅ１０１１）购自
北京普利莱基因技术有限公司。ＡＮＮＥＸＩＮＶ
ＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡检测试剂盒（货号：ＣＡ１０２０）购自索
莱宝科技有限公司。

１．２　方法
１．２．１　没药制备　先用研钵将药物磨细，采用密
闭容器，以预冷至４℃的培养液浸泡没药７２ｈ（生
药含量为１００ｇ／Ｌ），超声振荡溶解２ｈ，４℃下继
续浸泡２４ｈ后取上清液，用０２２μｍ微孔滤器过
滤后，得到药物浸提液。实验时用培养液稀释至所

需浓度。

１．２．２　ＣＣＫ８法检测细胞的增殖活性　取对数生
长期乳腺癌细胞接种于９６孔板，培养２４ｈ后添加
不同剂量没药（０、０３９、０７８、１５６、３１３、６２５、
１２５、２５、５０、１００ｇ／Ｌ）进行处理，处理２４ｈ后加入
含１０μＬＣＣＫ８溶液，３７℃孵育２ｈ，于４５０ｎｍ处
检测其吸光值。

１．２．３　细胞培养液中葡萄糖和乳酸含量检测　取
对数生长期细胞接种于６孔板孵育２４ｈ后，添加
３１３、６２５ｇ／Ｌ没药处理，分别记为低浓度没药组，
高浓度没药组，并设置０ｇ／Ｌ没药组为对照组，２４ｈ
后收集培养液于 ＥＰ管中，３０００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，
小心移取上清液至新 ＥＰ管中，分别在５５０、５３０ｎｍ
处检测吸光度（ＯＤ）值测量葡萄糖、乳酸含量。葡萄
糖消耗量＝原葡萄糖含量－培养后葡萄糖含量。
１．２．４　流式细胞术检测细胞凋亡　不同浓度没药
孵育２４ｈ后收集细胞，加入５００μＬ的结合缓冲液
悬浮细胞，再加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和５μＬＰＩ
混匀，避光室温孵育１５ｍｉｎ，流式细胞仪进行检测。
细胞接种密度为１×１０６个／ｍＬ，每组设３个复孔。
使用 ＦｌｏｗＪｏ软件进行分析，以完整细胞群体设门
（Ｐ１），排除细胞碎片和黏连体。在 ＡｎｎｅｘｉｎＶ
ＦＩＴＣ／ＰＩ双参数散点图上，Ｑ２１（ＡｎｎｅｘｉｎＶ－／ＰＩ＋）
为坏死细胞，Ｑ２２（ＡｎｎｅｘｉｎＶ＋／ＰＩ＋）为晚期凋亡
细胞，Ｑ２３（ＡｎｎｅｘｉｎＶ－／ＰＩ－）为活细胞，Ｑ２４
（ＡｎｎｅｘｉｎＶ＋／ＰＩ－）为早期凋亡细胞。

总凋亡率＝凋亡细胞
全部细胞
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１．２．５　免疫印迹法检测相关蛋白的表达　提取不
同浓度没药处理后细胞总蛋白，ＢＣＡ蛋白定量试
剂盒测定蛋白浓度。上样后在１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ中
电泳，湿转法将蛋白转移至 ＰＶＤＦ膜，封闭２ｈ后
加入一抗，４℃过夜；ＰＢＳＴ洗膜后转入二抗中，室
温孵育２ｈ；用化学发光法（ＥＣＬ）显影。
１．３　统计学分析　实验数据采用 ＳＰＳＳ２１０和
ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８０软件分析，结果以均数 ±标准
差（ｘ±ｓ）表示。多组间比较采用单因素方差分析
（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），与对照组比较采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ检
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验，组间两两比较采用ＬＳＤｔ检验或Ｔａｍｈａｎｅ’ｓＴ２
检验。以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果
２．１　没药对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞活性的影响　不
同浓度梯度的没药作用２４ｈ后采用 ＣＣＫ８实验
检测乳腺癌细胞活性和增殖情况。如图１所示，
高浓度没药产生抑制细胞生长的作用。计算 ＩＣ５０
为５９４ｇ／Ｌ，因此后续实验选择 ３１３、６２５ｇ／Ｌ
为给药浓度，给药时间为２４ｈ（图１）。
２．２　没药抑制 ＭＤＡＭＢ２３１细胞摄取葡萄糖和
生成乳酸　与对照组比较，不同浓度没药作用于
ＭＤＡＭＢ２３１细胞２４ｈ后，葡萄糖消耗量降低，说明
没药处理的ＭＤＡＭＢ２３１细胞对葡萄糖的摄取减少，
同时ＭＤＡＭＢ２３１细胞培养液中乳酸含量明显降低
（Ｐ＜００５），说明没药抑制细胞生成乳酸（图２）。

２．３　没药对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞凋亡的影响　用
不同浓度的没药处理 ＭＤＡＭＢ２３１细胞，检测细
胞的凋亡水平。对照组０ｇ／Ｌ没药处理细胞的凋
亡率为（３３９±０１７）％；低浓度、高浓度没药组细胞
凋亡率分别为（４９４±１０７）％、（１００８±１８９）％；
与对照组相比，高浓度没药组细胞总凋亡率升高至

对照组的约３０倍（１００８％ ±１８９％ ｖｓ３３９％ ±
０１７％，ｔ＝－６３４７，Ｐ＜００５），见图３。

图１　没药对ＭＤＡＭＢ２３１细胞活力的影响

　　Ａ：没药抑制ＭＤＡＭＢ２３１细胞摄取葡萄糖；Ｂ：没药抑制ＭＤＡＭＢ２３１细胞生成乳
酸；：与０ｇ／Ｌ没药组比较，Ｐ＜００５。

图２　没药抑制ＭＤＡＭＢ２３１细胞摄取葡萄糖和生成乳酸

Ａ：流式细胞术散点图；Ｂ：不同剂量组细胞凋亡率比较；：与０ｇ／Ｌ没药组比较，Ｐ＜００５。
图３　没药对ＭＤＡＭＢ２３１细胞凋亡的影响
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２．４　没药对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞 ＰＦＫＦＢ３、ＧＬＵＴ１、
ＬＤＨＡ、ＰＤＨＫ１蛋白表达的影响　免疫蛋白印迹法
（ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＷＢ）结果（图 ４）显示，没药作用于
ＭＤＡＭＢ２３１细胞２４ｈ后，与空白组比较，没药低浓

度组ＰＦＫＦＢ３、ＧＬＵＴ１、ＰＤＨＫ１蛋白表达量降低（Ｐ＜
００５），没药高浓度组 ＰＦＫＦＢ３、ＧＬＵＴ１、ＬＤＨＡ、
ＰＤＨＫ１蛋白表达量降低（Ｐ＜００５，图４）。

　　Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测没药对ＭＤＡＭＢ２３１细胞ＰＦＫＦＢ３、ＧＬＵＴ１、ＬＤＨＡ、ＰＤＨＫ１蛋白表达的代
表性条带；Ｂ：蛋白表达灰度值的定量分析统计结果；：与０ｇ／Ｌ没药组比较，Ｐ＜００５。

图４　没药对ＭＤＡＭＢ２３１细胞中ＰＦＫＦＢ３、ＧＬＵＴ１、ＬＤＨＡ、ＰＤＨＫ１蛋白表达的影响

３　讨论
没药为橄榄科植物地丁树或哈地丁树干燥树

脂，传统医学认为其有散瘀定痛、消肿生肌的功效，

多用于气滞血瘀引起的痛症、瘕积聚、痈肿疮疡

等病症的治疗。其组方西黄丸在临床多用于乳腺

癌等多种恶性肿瘤的辅助治疗，西黄丸联合化疗药

物能够提高晚期乳腺癌患者的临床疗效及生存质

量，降低血清肿瘤标志物水平和不良反应发生

率［８９］。该方通过 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ、ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ、
ＭＡＰＫ／ＥＲＫ、ＴＧＦβ等信号通路、多靶点作用，对肺
癌、乳腺癌、前列腺癌和结直肠癌等多种恶性肿瘤

疗效显著［１０１１］。其药对乳香 －没药可降低雌二醇
诱导人乳腺细胞的细胞周期相关因子 ｃｙｃｌｉｎＤ１、
ＣＤＫ４、ＣＤＫ６ｍＲＮＡ的表达，阻滞细胞在 Ｇ２／Ｍ期，
抑制乳腺细胞增殖［１２］。进一步研究没药及其化学

成分，发现没药倍半萜化合物 Ｍ３６激活 ＭＡＰＫ信
号通路，促进其凋亡和自噬［１３］。没药甾酮可调控

孕烷Ｘ受体／Ｐ糖蛋白通路增强化疗药物顺铂、５
氟尿嘧啶抑制肝癌细胞增殖和促进肝癌细胞凋

亡［１４］，通过调控 ｍＴＯＲ／自噬信号通路没药甾酮增
强替莫唑胺抗脑胶质瘤作用［１５］。目前研究主要集

中在没药通过信号通路影响癌细胞的增殖。

肿瘤细胞舍弃高效的氧化磷酸化途径，采取低

效的糖酵解途径（Ｗａｒｂｕｒｇ效应），以获得更快的

ＡＴＰ合成速率和生物大分子合成原料［１６］。本研究

从代谢角度出发，证实没药能多环节协同抑制乳腺

癌细胞的糖酵解。本研究发现没药可降低 ＧＬＵＴ１
表达，减少葡萄糖摄取；同时降低ＰＦＫＦＢ３表达，抑
制糖酵解关键限速步骤；降低 ＬＤＨＡ表达，抑制丙
酮酸向乳酸的转化；并降低 ＰＤＨＫ１表达，解除对
ＰＤＨ的抑制，从而可能促使代谢流转向线粒体氧
化磷酸化。这种“减少摄取 －抑制通量 －阻断转
化－促进有氧代谢”的多靶点特征，为“多靶点阻
断肿瘤代谢”的治疗策略提供了新的实验支持，这

区别于许多单一靶点抑制，如仅靶向 ＬＤＨＡ或
ＧＬＵＴ１的药物。同时没药可降低乳酸生成，乳酸
不仅是糖酵解的代谢产物，近期研究发现，乳酸可

直接驱动蛋白质的“乳酸化修饰”，进而调控基因

表达，影响肿瘤的生长、转移和免疫逃逸［１７］。

本研究发现没药可同时下调多个不直接受同

一经典通路调控的糖酵解关键蛋白 ＧＬＵＴ１、
ＰＦＫＦＢ３、ＬＤＨＡ和ＰＤＨＫ１，提示其可能通过一种更
广泛的转录或翻译后调控机制发挥作用。尽管本

研究证实了没药处理与这些蛋白下调的相关性，但

是否为没药中的某个特定成分直接结合并抑制了

ＰＦＫＦＢ３的活性，还是通过上游信号通路 ＨＩＦ１α
或ｃＭｙｃ等间接下调了所有蛋白的表达，这需要进
一步的实验验证。此外，本研究使用的没药为粗提

物，其发挥上述作用的明确化学成分尚不清楚。文

献报道没药中的倍半萜类［１０］、甾酮类［１１１２］化合物
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具有抗肿瘤活性，但这些成分对糖酵解途径的影响

有待筛选和验证。后续研究应结合液相色谱 －质
谱联用（ＬＣＭＳ）技术分析粗提物成分，并通过活性
导向分离手段，鉴定出其中负责调控糖酵解的关键

单体化合物，以提升研究的特异性和转化价值。

综上所述，本研究初步揭示了没药通过多靶点

降低糖酵解通量、诱导乳腺癌细胞凋亡的机制，为

传统中药没药的抗肿瘤作用提供了基于现代肿瘤

代谢生物学的解释，具有较好的理论创新性和基础

研究价值。
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