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[摘要] 　
 

探讨重楼皂苷Ⅰ(polyphyllin
 

Ⅰ,PPⅠ)抑制人乳腺癌细胞增殖及分子机制。 以人乳腺癌细胞株 BT474 细胞、MDA-
MB-436 细胞为研究对象,设为空白组和不同浓度的 PPⅠ处理组。 采用 MTT 法、台盼蓝染色细胞计数实验、实时无标记动态

细胞分析技术和克隆形成实验检测 PPⅠ对 2 种细胞增殖的影响;采用 Annexin
 

V-FITC / PI 染色流式细胞术检测细胞凋亡率,
JC-1 法检测线粒体膜电位;蛋白免疫印迹法检测凋亡相关蛋白 caspase-3 和 PARP 的表达及 EGFR、Akt 和 ERK 信号通路蛋白

的表达及磷酸化水平;分子对接模拟 PPⅠ与 EGFR 的结合方式及作用模式;基于靶点稳定性的药物结合实验检测 PPⅠ与

EGFR 的直接结合作用。 结果表明,PPⅠ以时间和浓度依赖方式抑制细胞增殖及克隆形成。 PPⅠ处理组的细胞凋亡率显著

增加,线粒体膜电位显著降低;PPⅠ能下调 caspase-3 蛋白前体的表达,促进 PARP 切割。 PPⅠ对 EGFR、Akt 和 ERK 总蛋白表

达水平无明显影响,但明显能降低 EGFR、Akt、ERK 的磷酸化水平;分子对接模拟发现 PPⅠ能够与 EGFR 胞外区发生结合,与
其中 Gln366 残基形成氢键;靶点稳定性的药物结合实验进一步确证了 PPⅠ能显著阻止了蛋白酶 pronase 对 EGFR 的水解作

用,表明 PPⅠ与 EGFR 具有直接结合作用。 总之,PPⅠ能通过靶向 EGFR 阻断其下游信号通路抑制乳腺癌细胞增殖并诱导凋

亡。 该研究为 PPⅠ后续在乳腺癌的靶向治疗药物的开发奠定了基础。
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[Abstract] 　
  

This
 

study
 

aims
 

to
 

investigate
 

the
 

molecular
 

mechanism
 

of
 

polyphyllin
 

Ⅰ
 

( PP Ⅰ)
 

inhibiting
 

proliferation
 

of
 

human
 

breast
 

cancer
 

cells.
 

Human
 

breast
 

cancer
 

BT474
 

and
 

MDA-MB-436
 

cells
 

were
 

treated
 

with
 

different
 

concentrations
 

of
 

PPⅠ,
 

and
 

then
 

the
 

effect
 

of
 

PPⅠ
 

on
 

cell
 

proliferation
 

was
 

detected
 

by
 

MTT
 

assay,
 

trypan
 

blue
 

dye
 

exclusion
 

assay,
 

real-time
 

cell
 

analysis,
 

and
 

clone
 

forming
 

assay,
 

respectively.
 

The
 

apoptosis
 

was
 

detected
 

by
 

Annexin
 

V-FITC / PI
 

staining
 

and
 

then
 

analyzed
 

by
 

flow
 

cytometry.
 

The
 

change
 

of
 

mitochondrial
 

membrane
 

potential
 

was
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry
 

after
 

fluorescent
 

probe
 

JC-1
 

staining.
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

protein
 

expression
 

and
 

phosphorylation.
 

Molecular
 

docking
 

was
 

performed
 

to
 

detect
 

the
 

binding
 

between
 

PPⅠ
 

and
 

EGFR.
 

The
 

affinity
 

between
 

PPⅠ
 

and
 

EGFR
 

was
 

determined
 

by
 

drug
 

affinity
 

responsive
 

target
 

stability
 

assay.
 

The
 

results
 

indicated
 

that
 

PPⅠ
 

in-
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hibited
 

the
 

proliferation
 

and
 

colony
 

formation
 

of
 

BT474
 

and
 

MDA-MB-436
 

cells
 

in
 

a
 

time-
 

and
 

concentration-dependent
 

manner.
 

The
 

PPⅠ
 

treatment
 

group
 

showed
 

significantly
 

increased
 

apoptosis
 

rate
 

and
 

significantly
 

decreased
 

mitochondrial
 

membrane
 

potential.
 

PPⅠ
 

down-regulated
 

the
 

expression
 

of
 

pro-caspase-3
 

protein,
 

promoted
 

the
 

cleavage
 

of
 

PARP,
 

and
 

significantly
 

reduced
 

the
 

phosphorylation
 

levels
 

of
 

EGFR,
 

Akt,
 

and
 

ERK.
 

Molecular
 

docking
 

showed
 

that
 

PPⅠ
 

bound
 

to
 

the
 

extracellular
 

domain
 

of
 

EGFR
 

and
 

formed
 

hydrogen
 

bond
 

with
 

Gln366
 

residue.
 

Drug
 

affinity
 

responsive
 

target
 

stability
 

assay
 

confirmed
 

that
 

PPⅠ
 

significantly
 

prevented
 

pronase
 

from
 

hy-
drolyzing

 

EGFR,
 

indicating
 

that
 

PPⅠ
 

and
 

EGFR
 

have
 

a
 

direct
 

binding
 

effect.
 

In
 

conclusion,
 

PPⅠ
 

inhibited
 

the
 

proliferation
 

and
 

in-
duced

 

apoptosis
 

of
 

breast
 

cancer
 

cells
 

by
 

targeting
 

EGFR
 

to
 

block
 

its
 

downstream
 

signaling
 

pathway.
 

This
 

study
 

lays
 

a
 

foundation
 

for
 

the
 

further
 

development
 

of
 

PPⅠ-targeted
 

drugs
 

against
 

breast
 

cancer.
[Key

 

words]　 polyphyllin
 

Ⅰ; breast
 

cancer; apoptosis; EGFR; molecular
 

docking
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乳腺癌是女性常见的癌症, 发病率逐年增

加[1] ,也是女性癌症死亡的主要原因。 在世界卫生

组织最新发布的 2020 年全球癌症统计中,乳腺癌新

发病例数快速增长,已取代了肺癌成为全球发病率

排名第一的癌症[2] ,且患者预后不良,呈年轻化趋

势[3] 。 乳腺癌目前以外科手术切除为主,以放疗和

药物治疗作为辅助手段,但放化疗的副作用较大,且
在治疗后期常出现耐药性[4] 。 因此,寻找新的有效

杀伤乳腺癌细胞且毒副作用较小的药物具有重要

意义。
表皮生长因子受体( epidermal

 

growth
 

factor
 

re-
ceptor,

 

EGFR) 是表皮生长因子受体 ( HER) 家族

( HER1 / erbB1 / EGFR、 HER2 / erbB2 / NEU、 HER3 /
erbB3、HER4 / erbB4)成员之一。 EGFR 是一种受体

酪氨酸激酶,由细胞外配体结合区、疏水跨膜区和细

胞内受体酪氨酸激酶区组成。 EGF 配体结合导致

EGFR 的自磷酸化和下游级联通路的激活,进而参

与调节细胞的生长、分化、存活和形成转移的能

力[5] 。 许多肿瘤的发生与 EGFR 的过表达、突变密

切相关[6-9] ,EGFR 已成为肿瘤选择性靶向治疗的分

子靶点。 目前针对乳腺癌的 EGFR 靶向抑制剂有单

克隆抗体(西妥昔单抗、尼妥珠单抗)及小分子酪氨

酸激酶抑制剂(拉帕替尼、吉非替尼、厄洛替尼) [10] 。
然而,单克隆抗体的抗肿瘤活性有限,单独用药的疗

效较差,研究者更加注重单抗联合或与化疗药物联

合治疗乳腺癌的研究[11-13] 。 拉帕替尼是第一个用

于临床的 HER1
 

( erbB1,EGFR) 和 HER2
 

( erbB2,
 

Neu)酪氨酸激酶双抑制剂。 然而,目前仅用于与卡

培他滨联合治疗既往接受过治疗的 HER2 阳性晚期

或转移性乳腺癌患者[14] 。 吉非替尼、厄洛替尼对乳

腺癌临床治疗效果不理想,还有待进一步研究[15] 。
其次,因肿瘤的异质性和耐药性极大地限制了靶向

药物的使用效果,使得患者出现复发转移
 [16-17] 。 故

有必要寻找新的 EGFR 靶向药物用于乳腺癌的靶向

治疗。
重楼 Paridis

 

Rhizoma 是百合科植物七叶一枝花
 

Paris
 

polyphylla 的根茎。 在中国作为一种常用中草

药已有两千多年的历史,其具有清热解毒、消肿镇

痛、止血抗炎和抗肿瘤的功效[18] 。 重楼皂苷 Ⅰ
(polyphyllin

 

Ⅰ,
 

PP Ⅰ) 是重楼的主要有效成分之

一,是一种甾体皂苷[19] 。 研究表明 PP Ⅰ有调节免

疫[20] 、抗病毒[21] 、抗肿瘤[19,22-25] 等作用。 YANG
 

Q
等[26]发现 PPⅠ对吉非替尼耐药的非小细胞肺癌细

胞和异种移植模型存在抑制作用并诱导细胞凋亡。
彭鹏等[27] 研究表明, PP Ⅰ

 

能通过直接靶向活化

AMPK 诱导细胞发生自噬进而抑制非小细胞肺癌细

胞生长和增殖。 胡炜彦等[28] 报道了 PPⅠ对人乳腺

癌细胞 MCF-7 体内外生长有抑制作用。 LI
 

G
 

B
等[29]研究发现,PP Ⅰ可通过增加线粒体的 PINK1
水平来诱导人乳腺癌 MDA-MB-231 和 MCF-7 细胞

发生自噬和凋亡。 然而,PPⅠ对乳腺癌的潜在靶点

及作用机制如何,尚未有深入研究。 因此,本研究旨

在探索 PP Ⅰ
 

对乳腺癌细胞的抑制作用及分子

机制。
1　 材料

1. 1　 细胞　 BT474 细胞株、MDA-MB-436 细胞株均

购自 ATCC 公司。 BT474 细胞培养于含有 10%胎牛

血清和双抗生素的 DMEM 培养基中,置于 37
 

℃ ,
5%

 

CO2 恒温培养箱中;MDA-MB-436 细胞培养于含

有 10%
 

胎牛血清和双抗生素的 L15 培养基中,置于

在 37
 

℃ ,无 CO2 的恒温培养箱中。
1. 2　 药物及试剂 　 胎牛血清 ( 批号 SH30396)、
DMEM 培养基(批号 SH30021)、L15 培养基(批号

SH30525) 均购自 HyClone;PP Ⅰ(批号 B21668) 购
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自上海源叶生物科技有限公司,溶于二甲基亚砜

(DMSO)至 3
 

mmol·L-1并在-20
 

℃冰箱中存储;MTT
(批号 M1020-500T)购于北京索莱宝科技有限公司;
台盼蓝染液 ( 批号 C0011 )、 结晶紫染液 ( 批号

C0121-500
 

mL)、Annexin
 

V-FITC 细胞凋亡检测试剂

盒( 批号 C1062M )、 线粒体膜电位检测试剂盒

(JC-1)(批号 C2006)、细胞裂解液(批号 P0013)、青
霉素和链霉素的双抗生素溶液 ( 100 × ) ( 批号

C0222)、PVDF 膜(批号 FFP26)均购自碧云天生物

技术有限公司;PARP 抗体(批号 9542)、caspase-3
抗体 ( 批号 9662 )、 p-EGFR 抗体 ( Tyr1068, 批号

3777)、EGFR 抗体(批号 4267)、p-ERK1 / 2(Thr202 /
204,批号 9101)、ERK1 / 2 (批号 9102) 均购自 Cell

 

Signal
 

Technology; p-Akt 抗 体 ( Ser473, 批 号 sc-
7985)、Akt 抗体(批号 sc-8312) 均购自 Santa

 

Cruz
 

Biotechnology;GAPDH 抗体 ( 批号 M20006 ) 购自

Abmart;HRP-兔二抗及鼠二抗 (批号 E030120-01、
E030110-01)购自 EarthOx。
1. 3　 仪器　 CO2 的恒温培养箱(赛默飞科技有限公

司,型号 i160);多功能酶标仪(美国 Molecular
 

De-
vices,型号 SpectraMax

 

i3);流式细胞仪(美国 Beck-
man

 

Coulter,型号 Cytoflex);RTCA 系统(美国 xCEL-
Ligence,型号 RTCADP)。
2　 方法

2. 1　 MTT 实验　 将 BT474 细胞(每 90
 

μL
 

1. 0×104
 

个)、MDA-MB-436 细胞(每 90
 

μL
 

0. 8×104
 

个)分别

铺于 96 孔板,预培养 24
 

h,然后加入 PPⅠ(终浓度

分别为 0、0. 4、0. 8、1. 2、1. 6、2. 0、2. 4、2. 8、3. 2、3. 6
 

μmol·L-1),每组设置 3 个复孔,孵育 24、48
 

h。 采用

MTT 法研究细胞毒性,用酶标仪于 490
 

nm 处测定

样本吸光度 A。 通过公式计算,抑制率 = 1-(A实验组 -
A空白组) / (A对照组-A空白组) ×100%。
2. 2　 台盼蓝染色细胞计数实验　 在 12 孔板中,以
MDA-MB-436 和 BT474 细胞密度分别为 1. 5 × 105、
2. 5×105

 

个 / L,每孔加入 990
 

μL 的细胞悬液,孵育 4
 

h,每孔加入 10
 

μL 已配好的 PP Ⅰ(终浓度分别为

0、1. 2、2. 0、2. 8
 

μmol·L-1),分别培养 12、24、48
 

h 后

用台盼蓝染色计数,绘制生长曲线。
2. 3　 实时无标记细胞分析( real

 

time
 

cellular
 

analy-
sis,

 

RTCA) 　 按照仪器使用操作规程,于 RTCA 专

用孔板,每孔加入 50
 

μL 培养基, 测量基线。 将

BT474 细胞(每 150
 

μL
 

1. 6×104 个)、MDA-MB-436

细胞(每 150
 

μL
 

1. 3×104
 

个)分别铺于孔板,预培养

24
 

h,然后加入 PP Ⅰ(终浓度分别为 0、1. 6、2. 0、
2. 4、2. 8、3. 2、3. 6

 

μmol·L-1 ),每组设置 2 个复孔,
每隔 30

 

min,实时监测药物处理 48
 

h 内的细胞生长

状况,绘制细胞生长指数曲线。
2. 4　 平板克隆形成实验　 用 PPⅠ(浓度分别为 0、
1. 2、2. 0、2. 8

 

μmol·L-1 ) 预处理 BT474 细胞、MDA-
MB-436 细胞 12

 

h 后,以 2
 

mL / 孔,250
 

个 / mL,分别

将细胞接种到 6 孔板。 2 周后,弃除培养基,用 4%
多聚甲醛固定细胞 30

 

min,弃去固定液,然后 0. 1%
结晶紫染色并计算克隆数。
2. 5　 Annexin

 

V-FITC / PI 流式细胞术检测细胞凋亡

　 接种细胞 MDA-MB-436(1. 5×105
 

个 / mL)、BT474
(2. 5×105

 

个 / mL)于 6 孔板,孵育 24
 

h,用 PPⅠ(浓

度分别为 0、1. 2、2. 0、2. 8
 

μmol·L-1)孵育处理 24
 

h。
按照 Annexin

 

V-FITC 细胞凋亡检测试剂盒的使用

说明进行样本收集和染色,用流式细胞仪上机检测

凋亡率。
2. 6　 JC-1 检测线粒体膜电位( mitochondrial

 

mem-
brane

 

potential,
 

MMP ) 　 接种细胞 MDA-MB-436
(1. 5×105 个 / mL)、BT474(2. 5× 105

 

个 / mL) 于 6 孔

板,孵育 24
 

h,用 PPⅠ(浓度分别为 0、1. 2、2. 0、2. 8
 

μmol·L-1 )孵育处理 24
 

h。 收集细胞,加入 500
 

μL
培养基。 加入 500

 

μL 已配好的 JC-1 染色工作液,
重悬,置于 37

 

℃ ,孵育 20
 

min。 1
 

000
 

r·min-1离心 1
 

min,弃上清。 加 1
 

mL
 

JC-1 染色缓冲液洗涤 2 次。
加入 300

 

μL
 

JC-1 染色缓冲液,用流式细胞仪上机

检测。 用红色荧光和绿色荧光的比值来表示线粒

体膜电位水平,以此反映细胞早期凋亡。
2. 7　 蛋白免疫印迹实验 ( Western

 

blot) 　 收集

PPⅠ(浓度分别为 0、1. 2、2. 0、2. 8
 

μmol·L-1 )处理

后的细胞,加 RIPA 裂解液,于冰浴 15
 

min。 在 4
 

℃
 

12
 

000
 

r·min-1 离心 8
 

min,取上清,加相应体积的

loading
 

buffer,混匀,于 99
 

℃ 水中煮 5
 

min。 SDS-
PAGE 电泳分离后,通过 PVDF 膜进行转膜 1. 5

 

h,
用 5%脱脂牛奶封闭 1. 5

 

h,一抗 4
 

℃ 冰箱中孵育过

夜后,用带 HRP 标记的二抗孵育 1. 5
 

h,用 ECL 发

光试剂盒显影检测。
2. 8　 分子对接　 EGFR 蛋白结构在蛋白质数据库

( Protein
 

Data
 

Bank)中 PDB 的编号为 3P0Y。 运用

AutoDock
 

4. 2
 

程序进行对接实验。 在 AutoDock
 

4. 2
 

计算程序中,采用 0. 375 间隔的 70×70×70 点
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阵模块。 使用 Lamarckian
 

遗传算法进行对接计

算,算法如下:150 的群体,最大值 2
 

500 万次能源

评估,最高次数 2
 

000,交叉率 0. 8,突变率 0. 02,
独立对接运行 50 次。 使用公差为 2 的均方根偏差

将对接构象聚类,并根据结合自由能评估最终对

接结构[19] 。
2. 9　 靶点稳定性的药物亲和反应实验(drug

 

affinity
 

responsive
 

target
 

stability,
 

DARTS)　 收集细胞,加适

量细胞裂解液裂解,提取总蛋白。 用不同浓度的

PPⅠ处理总蛋白,4
 

℃ 下与蛋白酶孵育 30
 

min,用
Western

 

blot 检测各组别蛋白的水解程度。
2. 10　 统计分析　 使用 SPSS

 

22. 0、GraphPad
 

Prism
 

8、ImageJ 软件进行统计学分析、作图和灰度分析。

所有实验均独立重复 3 次,数据结果用平均数±标

准差表示。 采用单因素方差分析,P<0. 05 为差异有

统计学意义。
3　 结果

3. 1　 PPⅠ显著抑制乳腺癌 MDA-MB-436、BT474 细

胞的增殖　 通过 MTT 检测 PPⅠ对 MDA-MB-436 和

BT474 细胞增殖的影响,发现 PPⅠ处理 24、48
 

h 后,
2 种细胞的抑制率均显著增加,呈一定的剂量和时

间依赖性(图 1A、1B),PP Ⅰ
 

处理 MDA-MB-436 和

BT474 的 24
 

h
 

IC50 分别为 2. 92、2. 35
 

μmol·L-1。 台

盼蓝染色细胞计数实验发现, PP Ⅰ 在 1. 2 ~ 2. 8
 

μmol·L-1 剂量时对 MDA-MB-436 和 BT474 细胞的

增殖均有显著的抑制作用(图 1C、1D)。

与空白组(0
 

μmol·L-1 )比较∗P< 0. 05,∗∗ P< 0. 01,∗∗∗ P< 0. 001(图 2 ~ 4 同);A.
 

MTT 法检测 PP Ⅰ对 MDA-MB-436 细胞的增殖抑制作用;
B. MTT 法检测 PPⅠ对 BT474 细胞的增殖抑制作用;C.

 

台盼蓝染色计数检测 PPⅠ对 MDA-MB-436 细胞的细胞活性作用;D. 台盼蓝染色计数检

测 PPⅠ对 BT474 细胞的细胞活性作用;E. RTCA 监测 PP Ⅰ对 MDA-MB-436 和 BT474 细胞生长的影响;F. 平板克隆形成实验检测 PP Ⅰ对

MDA-MB-436、BT474 细胞的克隆形成能力的抑制作用。

图 1　 不同浓度 PPⅠ对 MDA-MB-436、BT474 细胞增殖的影响( 􀭰x±s,n= 3)
Fig. 1　 Effects

 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

polyphyllin
 

Ⅰ
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

MDA-MB-436
 

and
 

BT474
 

cells( 􀭰x±s,n= 3)

　 　 采用 RTCA 系统实时监测 PP Ⅰ对 MDA-MB-
436 和 BT474 细胞生长的影响,结果显示(图 1E),
细胞生长指数随药物浓度的增加呈下降趋势。 与空

白组(0
 

μmol·L-1)相比,PPⅠ在 1. 6 ~ 3. 6
 

μmol·L-1

剂量时对 MDA-MB-436 和 BT474 细胞的生长均有

明显抑制作用。
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克隆形成实验结果(图 1F)显示,与空白组(0
 

μmol·L-1)相比,各浓度(1. 2、2. 0、2. 8
 

μmol·L-1 )的

PPⅠ处理 24
 

h 后 MDA-MB-436 克隆数和 BT474 的

克隆数均明显减少, 差异有统计学意义。 总之,
PPⅠ对乳腺癌 MDA-MB-436、BT474 细胞的增殖具

有显著的抑制作用。

3. 2　 PP Ⅰ通过线粒体途径激活 caspase 介导的乳

腺癌细胞凋亡 　 Annexin
 

V-FITC / PI
 

双染法检测结

果(图 2A)表明,与空白组(0
 

μmol·L-1 )相比,各浓

度(1. 2、2. 0、2. 8
 

μmol·L-1 ) PP Ⅰ处理的 MDA-MB-
436 细胞凋亡率和 BT474 细胞凋亡率均明显增加,
差异有统计学意义。

A. 用 Annexin
 

V-FITC / PI 染色流式细胞术检测细胞凋亡;B. 用 JC-1 流式检测线粒体膜电位;C.
 

Western
 

blot 检测相关蛋白的表达情况;D.
 

灰度

分析 cleaved-PARP / PARP 蛋白表达;
 

E.
 

灰度分析 pro-caspase-3 蛋白表达。

图 2　 PPⅠ通过线粒体途径激活 caspase 介导的乳腺癌细胞凋亡( 􀭰x±s,n= 3)
Fig. 2　 PPⅠ

 

activates
 

caspase-mediated
 

apoptosis
 

of
 

breast
 

cancer
 

cells
 

through
 

the
 

mitochondrial
 

pathway( 􀭰x±s,n= 3)

　 　 进一步,线粒体膜电位检测结果(图 2B)表明,
各浓度 ( 0、 1. 2、 2. 0、 2. 8

 

μmol·L-1 ) PP Ⅰ 处理的

MDA-MB-436 细胞线粒体膜电位分别为 54. 8% ±
0. 1%、 19. 7% ± 0. 3%、 10. 8% ± 0. 1% 和 5. 9% ±
0. 2%,BT474 细胞线粒体膜电位分别为 18. 5% ±
0. 2%、9. 4% ± 0. 1%、6. 6% ± 0. 3%和 4. 6% ± 0. 1%;
与空白组(0

 

μmol·L-1 )相比,各浓度(1. 2、2. 0、2. 8
 

μmol·L-1)PPⅠ处理的 MDA-MB-436 细胞和 BT474 细

胞的线粒体膜电位均明显降低,差异有统计学意义。
Western

 

blot 检测经不同浓度 PPⅠ作用细胞 24
 

h 后,细胞凋亡相关蛋白 caspase-3、PARP
 

的表达水

平变化(图 2C、2D、2E)。 结果显示,随着 PPⅠ浓度

的增加, PARP 切割带增加, caspase-3 前体 ( pro-
caspase-3)的表达下调。 以上结果表明 PPⅠ能够通

过线粒体途径激活 caspase 介导的乳腺癌细胞

凋亡。

3. 3　 PPⅠ抑制乳腺癌细胞中 EGFR 及其下游信号

分子的磷酸化水平 　 用不同浓度的 PP Ⅰ 处理

MDA-MB-436、BT474 细胞 24
 

h 后,Western
 

blot 检测

细胞中 EGFR 蛋白的表达水平。 结果显示(图 3A),
PPⅠ处理后 MDA-MB-436、BT474 细胞中 EGFR 磷

酸化(pEGFR)水平明显降低,但总 EGFR 总蛋白的

表达量并没有改变,表明 PPⅠ可以抑制 EGFR 的活

化。 Akt、ERK 是 EGFR 的下游级联信号分子。 进

一步检测了 PP Ⅰ对 Akt、ERK 蛋白的表达的变化。
结果表明,PPⅠ处理后 MDA-MB-436、BT474 细胞中

Akt、ERK 总蛋白的表达量并没有改变,但 p-Akt、p-
ERK 的水平明显降低 ( 图 3B )。 以上结果表明

PPⅠ可以抑制 EGFR 的活化进而降低下游信号

Akt、ERK 的磷酸化水平。
3. 4　 PPⅠ与 EGFR 存在直接结合作用　 分子对接

模拟 PPⅠ与 EGFR 的结合,在对接结果中选择能
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图 3　 PPⅠ抑制乳腺癌细胞中 EGFR(A)及下游信号 AKT、ERK(B)的磷酸化水平( 􀭰x±s,n= 3)
Fig. 3　 PPⅠ

 

inhibits
 

phosphorylation
 

of
 

EGFR
 

(A)
 

and
 

the
 

downstream
 

AKT
 

and
 

ERK
 

(B)
 

in
 

MDA-MB-436
 

and
 

BT474
 

cells( 􀭰x±s,
n= 3)

量最优构象(图 4A)。 PP Ⅰ主要通过疏水、范德华

力进 入 EGFR 的 胞 外 配 体 结 合 区 域, 主 要 与

Phe352、 Arg353、 Leu356、 Asp364、 Pro365、 Gln366、
Trp386、Pro387、Glu388、Asn389 等氨基酸残基产生

相互作用,结合能量为- 5. 98
 

kcal·mol-1 (图 4B)。
另外,PPⅠ的氢原子能够与 Gln366 氨基酸残基上

的氧原子形成氢键,氢键键长为 1. 8
 

Å。 氢键的形

成促进了 PP Ⅰ与 EGFR 结合的稳定性。 进一步,
基于靶点稳定性的药物亲和实验( DARTS) 显示

PPⅠ显著阻止了蛋白酶 pronase 对 EGFR 的水解

作用(图 4C) ,表明 PP Ⅰ与 EGFR 存在直接结合

作用。

A. PPⅠ与 EGFR 的对接模式(EGFR 为灰色,PPⅠ为金色);B. PPⅠ与 EGFR 结合的氨基酸残基位点;C. 基于靶点稳定性的药物亲和实验检

测 PPⅠ与 EGFR 的结合作用;与空白组(不加 PPⅠ和酶)比较∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001;
 

图 4　 PPⅠ直接结合 EGFR( 􀭰x±s,n= 3)
Fig. 4　 Molecular

 

docking
 

showed
 

that
 

PPⅠ
 

directly
 

bound
 

to
 

EGFR
 

and
 

inhibited
 

its
 

activity( 􀭰x±s,n= 3)
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4　 讨论

研究表明, PP Ⅰ 在神经胶质瘤[19] 、 前列腺

癌[22] 、黑色素瘤[23] 、膀胱癌[24] 、肺癌[26] 等多种肿瘤

类型中通过 JAK / STAT、 CIP2A / PP2A / ERK、 PI3K /
Akt / mTOR、FoxO3 等多种信号通路来抑制肿瘤细胞

的生长、克隆形成及迁移,促进细胞凋亡及自噬等作

用。 本研究初步探讨了 PP Ⅰ通过靶向 EGFR 而抑

制乳腺癌的作用机制。
通过线粒体途径诱导细胞发生凋亡已成为治疗

癌症的的路径之一[29] 。 已有研究表明,PP Ⅰ能诱

导多种肿瘤细胞的凋亡,如 PPⅠ能通过降低线粒体

膜电位诱导人神经胶质瘤 U251 细胞发生剂量依赖

性细胞凋亡[19] ;LONG
 

J[23] 研究表明,PP Ⅰ通过线

粒体途径,上调 Bax、cleaved-caspase-3 水平和下调

Bcl-2 水平促进黑色素瘤细胞 A375 细胞凋亡; LI
 

J[24]等研究发现,PP Ⅰ能显著提高膀胱癌 T24 和

UMUC3 细胞中 cleaved-caspase-3 的表达水平,降低

了细胞线粒体膜电位,促使细胞发生凋亡。 本研究

通过用 Annexin
 

V-FITC / PI
 

流式细胞术、JC-1 法和

蛋白免疫印迹法对乳腺癌细胞凋亡和线粒体膜电位

进行检测证明,经 PPⅠ处理后,细胞凋亡率随剂量

增加而增加,线粒体膜电位显著降低。 细胞凋亡分

3 种途径:外部途径、内部途径、内质网途径。 外部

途径,即通过细胞表面死亡受体的活化 caspase-8 途

径;内在途径,即线粒体途径,BH3-only 家族促凋亡

蛋白(BIM、BAD 等)能通过结合并拮抗 Bcl-2 家族

成员的抗凋亡蛋白 ( Bcl-2、
 

Bcl-xL、 Bcl-w、 Mcl-1、
A1),引起促凋亡蛋白 Bax、Bak 的活化,进而引起细

胞中线粒体膜电位的降低,最终产生细胞色素 c 的

释放、caspase-9 级联反应[30] 。 caspase 家族在凋亡

过程中起重要作用,caspase-3 是 caspase 途径细胞

凋亡的执行者。 当其被外部凋亡途径的 caspase-8
或内部凋亡途径的 caspase-9 切割后,发生活化。 活

化的 caspase-3( cleaved-caspase-3) 进一步切割底物

PARP,最终导致细胞凋亡[29] 。 本研究发现 PPⅠ通

过线粒体途径激活 caspase-3 诱导乳腺癌细胞发生

凋亡。
EGFR 及其家族其他成员是多种肿瘤靶向治疗

的关键靶点[31] 。 本研究发现 PPⅠ可以显著下调乳

腺癌细胞中 EGFR 的磷酸化(图 3A)。 Akt 和 ERK
是 EGFR 的下游关键信号分子,其组成性活化在肿

瘤细胞细胞周期、增殖、生存、衰老和代谢等生物学

过程中起着重要的调节作用[32] 。 Akt 和 ERK 亦是

肿瘤治疗的关键靶信号[32-34] 。 LI
 

G
 

B 等[29] 研究发

现,吉非替尼在非小细胞肺癌中能阻断 EGFR-MEK-
ERK 和 EGFR-PI3K-Akt 通路,分别通过抑制 ERK
的磷酸化来增强 BH3-only 家族中 BIM 的活性和通

过抑制 Akt 的磷酸化来增加 BAD 的促凋亡活性,进
而激活促凋亡蛋白 BAX,引起线粒体途径的细胞凋

亡。 SARKAR
 

S 等[35] 研究发现,ZD6474 能通过下

调 cyclin
 

D1 和 cyclin
 

e 的表达,抑制 G0 ~ G1 期细胞

的增殖, 抑制生长因子诱导的 EGFR、 VEGFR-2、
MAPK 和 Akt 的磷酸化,ZD6474 还下调 Bcl-2 等抗

凋亡标志物,上调凋亡过程中促凋亡蛋白 Bax 表达

及 caspase-3 激活和 poly
 

(ADP-核糖)聚合酶诱导的

促凋亡信号事件。 笔者进一步探究 PP Ⅰ对 Akt、
ERK 活性的影响,发现 PP Ⅰ能降低乳腺癌细胞中

Akt、ERK 的磷酸化水平(图 3B)。 这表明 PP Ⅰ可

能作为 EGFR 的一种靶向抑制剂,通过下调 EGFR
的活性,进而抑制其下游 Akt、ERK 的磷酸化,经线

粒体途径引起细胞凋亡。
近年来,通过计算模拟小分子药物配体与蛋白

受体靶点对接和来研究药物与蛋白或聚合物的作用

已逐渐得到应用[36-38] 。 配体与受体相互作用是分

子间通过氢键、疏水、范德华、静电作用等相互识别

的过程。 通过计算,可以预测两者间的结合模式和

亲和力[27] 。 分子对接模拟常作为靶向药物设计和

挑选候选化合物的重要参考依据[39] 。 本研究通过

分子对接模拟发现 PPⅠ与 EGFR 蛋白胞外区的配

体结合结构域的第Ⅲ亚结构域中多个氨基酸残基发

生相互作用,尤其是能够与 Gln366 残基形成稳定结

合的氢键。 该结合增强了 PPⅠ靶向 EGFR 的能力。
胞外配体结合结构域的第Ⅰ和Ⅲ个亚结构域是配体

结合的关键区域[40] 。 PPⅠ与Ⅲ亚结构域的结合可

能阻遏了配体 EGF 对 EGFR 的结合作用,进而阻遏

其Ⅱ亚结构域的二聚化作用,以及后续的自体磷酸

化激活作用。 Tyr1068 是 EGFR 自体磷酸化的关键

位点,其活性的下降表明 PPⅠ可能通过结构的结合

而抑制 EGFR 的活化。 DARTS 实验可以检测小分

子蛋白靶点,用于验证已知的小分子与蛋白质的相

互作用,药物与靶蛋白结合后,能保护靶蛋白不被蛋

白酶水解,进而维护靶蛋白的活性和功能。 通过该

技术说明 PPⅠ能稳定 EGFR 免受蛋白酶的水解,证
明 PPⅠ能与 EGFR 直接结合。

727



2022 年 2 月
  

第 47 卷第 3 期 Vol. 47,
 

No. 3 February,
 

2022

在乳腺癌治疗中,EGFR 是否是 PPⅠ的唯一靶

点。 经文献调研,LI
 

G
 

B[29] 等研究表明,PP Ⅰ通过

调节 PINK1 诱导乳腺癌细胞凋亡并抑制 MDA-MB-
231 异种移植瘤的肿瘤生长,PINK1 可能是 PPⅠ治

疗乳腺癌的一个重要靶点。 柴冬亚[41] 研究 PPⅠ逆

转 MCF-7 / ADM 细胞耐药的机制,发现 PPⅠ能下调

P-gp 蛋白、抑制 JNK、ERK 信号通路、降低耐药细胞

的膜流动性, PP Ⅰ与 ADM 联合,能诱导 MCF-7 /
ADM 凋亡。 王一乔[42] 研究表明 PP Ⅰ能通过 IK-
BKE / NF-κB 通路,抑制乳腺癌 4T1 细胞生长和转

移,阻断细胞周期,抑制 IKBKE、Akt、NF-κB 的表达,
诱导细胞凋亡。 另外,EGFR 是肺癌的靶向治疗的

重要靶点,本课题组在 PPⅠ对肺癌的研究中发现,
PPⅠ能直接与 NSCLC 细胞中 AMPK 的 ADaM 位点

结合并激活 AMPK,通过 AMPK / mTOR 信号通路诱

导自噬并抑制癌细胞生长[43] 。 综上,PP Ⅰ作为一

种中草药来源的甾体皂苷,在乳腺癌的治疗中可能

在多个通路和多个作用靶点发挥抗癌作用。
总之,本研究表明 PPⅠ通过直接靶向抑制 EG-

FR,阻断其下游信号通路而在乳腺癌中存在治疗作

用。 本研究可为 PPⅠ作为治疗乳腺癌的靶向药物

研究及应用提供临床前研究基础。
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