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1, 25-二羟维生素D3通过糖酵解途径促进人乳腺癌MCF-7细胞凋亡
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430033）

[摘  要]  目的：探讨1, 25-二羟维生素D3（VD3）对人乳腺癌MCF-7细胞凋亡的影响及其作用机制。方法：取体外培养的人乳腺

癌MCF-7 细胞，随机分为 6 组：对照组、2-脱氧葡萄糖（2-DG，葡萄糖抑制剂）组、1 µmol/L VD3组、10 µmol/L VD3组、2-DG+1 µmol/

L VD3组和2-DG+10 µmol/L VD3组。药物干预6组细胞48 h后，以葡萄糖摄取测定试剂盒检测细胞的葡萄糖摄取量、ATP试剂盒检

测细胞中ATP含量和乳酸试剂盒检测细胞的乳酸水平，WB法检测MCF-7细胞中细胞色素C（Cyt c）和凋亡相关蛋白（Bcl-2、BAX、

PARP1、caspase9和caspase3）的表达水平。结果：与对照组比较，VD3 干预后，MCF-7细胞的凋亡率明显增加（P<0.05或P<0.01），

同时细胞的葡萄糖摄取量、ATP含量及乳酸水平均明显降低（P<0.05 或 P<0.01），Cyt c、BAX、PARP1、caspase9 及 caspase3蛋白

表达量明显升高（均P<0.05），Bcl-2蛋白表达量降低（P<0.05或P<0.01）；VD3联合2-DG干预后，各组细胞检测指标的变化更为明显

（P<0.05或P<0.01）。结论：VD3可通过抑制人乳腺癌MCF-7细胞的糖酵解过程并以线粒体的Cyt c途径促进细胞凋亡。
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1, 25-dihydroxyvitamin D3 promotes apoptosis in human breast cancer MCF-7 
cells by glycolysis pathway

ZHANG Lia, LI Qinga, JIANG Shana, GAN Yindia, LI Huijuana, CHEN Xinyuana, LIU Miaob (a. Department of Pathology; 

b. Department of Clinical Laboratory, the Third People's Hospital of Hubei Province, Wuhan 430033, Hubei, China)

[Abstract]  Objective:  To investigate the effect of 1, 25-dihydroxyvitamin D3 (VD3) on apoptosis of human breast cancer MCF-7 cells and 

its mechanism. Methods: Human breast cancer MCF-7 cells cultured in vitro were randomly divided into 6 groups: control group, 2-DG 

group, 1 µmol/L VD3 group, 10 µmol/L VD3 group, 2-DG+1 µmol/L VD3 group and 2-DG+10 µmol/L VD3 group. The cells in 6 groups were 

detected 48 h after they were treated with VD3 or 2-DG. The glucose uptake assay was used to measure the glucose uptake of cells, the ATP 

content in the cells was measured by the ATP kit, and the lactate level was measured by the lactate kit. The expression levels of 

cytochrome C (Cyt c) and apoptosis-associated proteins (Bcl-2, BAX, PARP1, caspase9 and caspase3) in MCF-7 cells were detected by WB 

method. Results: Compared with the control group, after the intervention of VD3, the apoptosis rate of MCF-7 cells increased significantly 

(P<0.05 or P<0.01), the glucose uptake, ATP content and lactate level were significantly decreased (P<0.05 or P<0.01), the expression of 

Cyt c, BAX, PARP1, caspase9 and caspase3 protein was significantly increased (all P<0.05), and the expression of Bcl-2 protein was decreased 

(P<0.05 or P<0.01); after the intervention of VD3 combined with 2-DG, the changes in the detection indexes of each group were more 

obvious (P<0.05 or P<0.01). Conclusion: VD3 can inhibit glycolysis of human breast cancer MCF-7 cells and induce apoptosis through the 

mitochondrial Cyt c pathway.
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乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，已成为

全世界女性健康的沉重负担[1]。中国女性乳腺癌发

病率逐年上升，严重威胁着女性的生命健康[2]。随着

医疗科技的发展，针对乳腺癌的诊断治疗手段及其

效果得到很大提升，从而使乳腺癌患者的生存率得

到了明显的提高，但是患者治疗后仍具有较高的复

发率[3-4]。1,25-二羟维生素D3（1,25-dihydroxyvitamin 

D3，VD3）可以调节免疫功能与调控细胞的增殖、分化

和凋亡[5]。研究[6]证实，VD3联合塞来昔布能够显著抑

制乳腺癌细胞的增殖。但VD3对乳腺癌的作用机制

还未得到详细阐述。前期研究[7]发现，VD3干预人乳

腺癌MCF-7细胞可抑制细胞增殖，促进凋亡。糖酵
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解和细胞凋亡均被视为影响肿瘤细胞存活的重要

因素。有氧糖酵解涉及的己糖激酶（hexokinase，HK）

和磷酸果糖激酶（phosphate fructose kinase，PFK）是调

节糖酵解速率的关键酶，它们在肿瘤中过表达，可被

许多促癌或促癌的生物分子调节，从而促进肿瘤细

胞增殖、迁移和耐药性[8]。因此，在本研究中，将进一

步探讨VD3诱导细胞凋亡的作用机制。

1  材料与方法

1.1  细胞与试剂

人乳腺癌MCF-7细胞购自于中国科学院上海细

胞库。MEM培养液购自于Hyclone公司，胎牛血清

购自于Gibco公司，ATP和乳酸试剂盒购自于南京建

成生物工程研究所，葡萄糖摄取量测定试剂盒购自

于美国Abnova公司，Annexin Ⅴ-FITC/PI凋亡检测试

剂盒、PBS、胰蛋白酶、山羊抗兔 IgG和山羊抗鼠 IgG

均购自于武汉Bioswamp公司，兔抗BAX多克隆抗体

（ab53154）、兔抗Bcl-2多克隆抗体（ab59348）、鼠抗细

胞色素C（cytochrome，Cyt c）单克隆抗体（ab13575）、

兔 抗 多 聚 ADP 核 糖 聚 合 酶 1（poly-ADP-ribose 

polymerase 1，PARP1）单克隆抗体（ab32064）、兔抗

caspase9单克隆抗体（ab32539）和兔抗 caspase3单克

隆抗体（ab32042）均购自于英国Abcam公司，PVDF

膜和化学发光试剂均购自于美国Millipore公司。

1.2  细胞培养和实验分组处理

将MCF-7细胞从液氮罐中取出并复苏后，用含

10%胎牛血清的MEM进行培养。待细胞贴壁生长

至汇合度达 80%左右时，用胰蛋白酶后进行常规细

胞传代。

将MCF-7 细胞随机分为 6 组：对照组、2-脱氧

葡萄糖（2-deoxy-D-glucose，2-DG）组（以 10 mol/L 

2-DG 干预 MCF-7 细胞）、1 µmol/L VD3组（1 µmol/L 

VD3干预细胞）、10 µmol/L VD3 组（10 µmol/L VD3

干 预 细 胞）、2-DG+1 µmol/L VD3 组（ 10 mmol/L 

2-DG和 1 µmol/L VD3干预细胞）和 2-DG+10 µmol/L 

VD3 组（10 mmol/L 2-DG 和 10 µmol/L VD3 干 预

细胞）。

1.3  乳腺癌细胞糖酵解相关分子的生化检测

干预 48 h后，弃上清培养液用于下列检测：（1）

细胞葡萄糖摄取量检测，按说明书的方法准备和处

理细胞后，加入 2-DG，37 ℃下干预 20~40 min，洗

涤细胞并溶解细胞，加入 100 μL/孔，室温下干预

30~120 min，在波长 570/610 nm 处检测光密度（D）

值，最后计算 D570/D610 的比值即细胞葡萄糖摄取量

（mmol/L）。（2）ATP 含量检测 ：根据说明书加入

1 mmol/L标准液（30 μL）、底物液Ⅰ（100 μL）、底物液

Ⅱ（200 μL）、促进剂（30 μL）和双蒸水（30 μL）混匀，

37 ℃水浴 30 min，加入沉淀剂（50 μL）后充分混匀，

离心取上清液 300 μL与显色液（500 μL）混匀，室温

静置 2 min。加入终止剂（500 μL）混匀，室温静置

5 min，在636 nm处测各管D值。ATP含量计算公式：

ATP含量（μmol/g）=（测定D值-对照D值）/（标准D值

一空白D值）×标准品浓度（μmol/L）×样本测定值稀

释倍数/待测样本蛋白质（g/L）。（3）乳酸检测：根

据说明书加入蒸馏水（0.02 mL）、3 mmol/L标准液

（0.02 mL）、待测样本（0.02 mL）、酶工作液（1 mL）和

显色剂（0.2 mL）混匀，37 ℃水浴10 min，加入终止剂

（2 mL）混匀，检测 530 nm波长处D值。乳酸含量计

算公式：乳酸（mmol/g）=（测定D值-空白D值）/（标准

D值-空白D值）×标准品浓度（3 mmol/L）×样本测定

值稀释倍数/待测样本蛋白质（g/L）。

1.4  流式细胞术检测MCF-7细胞的凋亡水平

收集各组细胞，各取 1×106个培养基重悬的细

胞，离心弃上清，加入 1 mL预冷PBS混匀离心弃上清。

将细胞重悬于200 μL PBS，加入10 μL Annexin Ⅴ-FITC

和 10 μL PI，轻轻混匀，4 ℃避光处理 30 min。加入

300 μL PBS，随即进行流式检测，使用 NovoExpress

软件分析癌细胞的凋亡水平。

1.5  WB法检测MCF-7细胞凋亡相关分子的变化

提取各组细胞的总蛋白，BCA法进行蛋白定量

后通过SDS-PAGE分离目的蛋白。湿转法将蛋白转

移至 PVDF 膜，再用 5% 脱脂奶粉于 4 ℃封闭过夜。

加入稀释后的Ⅰ抗（稀释度分别为BAX：1∶1 000；

Bcl-2 ：1∶1 000；Cyt c：1∶1 000；PARP1：1∶1 000；

caspase9 ：1∶2 000 ；caspase3 ：1∶1 000 ；GAPDH：

1∶1 000），室温下处理1 h后PBST清洗3次。再加入经

HRP 标记过的二抗（羊抗兔 IgG：1∶10 000；羊抗鼠

IgG：1∶10 000），室温下处理 1 h，PBST清洗 3次后

加入化学发光液，置于全自动化学发光分析仪中检

测凋亡相关分子的变化。

1.6  统计学处理

以上各实验均独立重复3次。采用SPSS 22.0统

计软件进行统计学分析，正态分布的计量据以 x̄±s表

示，多组间差异比较采用单因素方差分析，多组间两

两比较采用 SNK-q 检验。以 P<0.05、P<0.01 表示差

异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  VD3和2-DG均可明显诱导MCF-7细胞的凋亡

流式细胞术检测结果（图1）显示，与正常对照组

和2-DG组比较，所有处理组MCF-7细胞凋亡率均显

著增加（均P<0.05），且随着VD3浓度的升高，凋亡率
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呈现出上升趋势。与同浓度VD3处理组相比，2-DG

和VD3联合处理后，凋亡率呈现出进一步上升趋势。

与2-DG组比较，2-DG和VD3联合处理后细胞凋亡率

更显著增加（P<0.05），且随着VD3浓度的升高，凋亡

率呈现出上升趋势。结果表明，VD3促进凋亡增加，

且浓度越高效果越明显。

与对照组比较，*P<0.05；与1 µmol/L VD3组比较，△P<0.05；与10 µmol/L VD3组比较，▲P<0.05；与2-DG组比较，▽P<0.05。

图1    VD3和2-DG对MCF-7细胞凋亡的影响

2.2  VD3和2-DG对凋亡相关蛋白表达的影响

WB法检测各组细胞凋亡相关蛋白表达结果（图2）

显示，与对照组比较，VD3或（和）2-DG处理组的Bcl-2

相对表达量显著降低（均 P<0.05），BAX、Cyt c、

PARP1、caspase9和 caspase3蛋白相对表达量显著升高

（均P<0.05），且10 µmol/L VD3的影响效果比 1 µmol/L 

VD3更显著（P<0.05）。

与对照组比较，*P<0.05；与1 µmol/L VD3组比较，△P<0.05；与10 µmol/L VD3组比较，▲P<0.05；与2-DG组比较，▽P<0.05。

图2    BAX、Bcl-2、Cyt c、PARP1、caspase9及caspase3蛋白相对表达水平

2.3  VD3 和 2-DG 对 MCF-7 细胞糖酵解过程均有明

显抑制作用

比较各组细胞的葡萄糖摄取量、ATP含量和乳酸

形成水平的结果如图 3所示：经过VD3或（和）2-DG

干预过的细胞葡萄糖摄取、ATP含量和乳酸水平均显

著下降（均P<0.05）。结果表明，VD3和 2-DG都对细

胞糖酵解过程具有抑制作用，而且与1 µmol/L VD3组

相比，10 µmol/L VD3抑制效果显著加强（P<0.05）；

VD3和 2-DG联合作用于细胞，对细胞糖酵解过程抑

制作用更明显（P<0.05）。
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与对照组比较，*P<0.05；与1 µmol/L VD3组比较，△P<0.05；与10 µmol/L VD3组比较，▲P<0.05；与2-DG组比较，▽P<0.05。

图3    VD3和2-DG对MCF-7细胞中葡萄糖摄取、ATP含量和乳酸水平影响

2.4  VD3和2-DG对糖酵解相关酶的影响

比较各组细胞的糖酵解相关酶形成水平，结果

如图 4所示：经过VD3或（和）2-DG干预过的糖酵解

相关酶表达水平均显著下降（均 P<0.05）。结果表

明，VD3和2-DG都对细胞糖酵解酶具有抑制作用，其

中葡萄糖转运体 1（glucose transporter 1，GLUT-1）的

水平，10 µmol/L VD3组比 1 µmol/L VD3组下降得更

多（P<0.05）；VD3和 2-DG联合作用于细胞时M2-型

丙酮酸激酶（M2-type pyruvate kinase，PKM2）的活性

下降更低，但它们对HK2没有影响。

与对照组比较，*P<0.05；与1 µmol/L VD3组比较，△P<0.05；与10 µmol/L VD3组比较，▲P<0.05；与2-DG组比较，▽P<0.05。

图4    VD3和2-DG对MCF-7细胞中糖酵解相关酶表达水平的影响

3  讨  论

VD3是维生素D3的活化形式，由两次羟基化反应

转化而来[9]。VD3对多种恶性肿瘤细胞具有抑制增

殖、促进凋亡的作用，可抑制肿瘤生长，从而可作为

抗癌剂[10]。研究[11]发现，增加乳腺癌小鼠模型的VD3

摄入量，可抑制小鼠体内肿瘤的生长，在膳食中补充

VD3具有预防和治疗乳腺癌的作用。有研究[12]发现，

VD3与其他因子共同作用于生长发育信号通路，可沉

默乳腺癌标志因子MUC1。乳腺癌细胞化疗时联合

维生素D治疗，能够明显促进对癌细胞生长和增殖的

抑制，促进细胞的凋亡，增强化疗效果[13]。VD3对乳

腺癌的治疗作用得到了广大学者的认可，但其具体

机制尚未十分清楚。

癌细胞在有氧条件下产生过量的乳酸，称之为

“有氧糖酵解”，又称为Warburg效应，而糖酵解是癌

细胞代谢的重要途径[14-15]。肿瘤的发生依赖于细胞

代谢的重新编程，而糖酵解则被认为是癌细胞的一

种代谢重编程形式[16-17]。所以，糖酵解过程与肿瘤的

发生和发展有着密切的联系。抑制乳腺癌细胞的糖

酵解过程，可促进细胞凋亡，从而对乳腺癌产生治疗

效果[18]。本研究显示，VD3与糖酵解抑制剂 2-DG同

样能降低 MCF-7 细胞的葡萄糖摄取量、ATP含量

和乳酸水平，提示 VD3 可抑制乳腺癌细胞糖酵解

过程。

线粒体途径是调控细胞凋亡的主要途径之一，

当凋亡信号作用于线粒体时，线粒体膜电位发生下

降[19]。本研究发现VD3干预细胞后，Bcl-2蛋白表达

受到抑制，BAX蛋白表达量升高，Cyt c释放量增多，

下游 caspase9和 caspase3蛋白表达量升高，PARP1蛋

白表达量升高。Bcl-2是位于线粒体上游的抗凋亡蛋

白，下调Bcl-2蛋白的表达，可促进促凋亡蛋白BAX

作用于线粒体膜，从而导致线粒体膜通透性增

加[19-20]。当线粒体通透性增加时，Cyt c从线粒体中得

到释放，而Cyt c的释放在线粒体调控细胞凋亡过程

中起关键性作用，可激活 caspase家族发生级联反应，
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进一步剪切底物（如 PARP1），则可促进细胞凋

亡[21-22]。研究证实，VD3可以通过线粒体途径促进乳

腺癌细胞凋亡的发生。

癌细胞具有较高的糖酵解速率，恶性细胞将糖

酵解作为主要的能量来源，与此同时产生了大量的

乳酸和丙酮酸被输出到细胞外基质中，有助于肿瘤

微环境的酸化，促进肿瘤的发展和转移，并抑制免疫

防御[23]。本研究结果中VD3显著降低了糖酵解相关

蛋白 GLUT-1、PKM2、HK2的表达，促进了细胞调亡。

因此抑制糖酵解过程似乎是有选择地杀死癌细胞的

合理方法，为癌症治疗提供了新的视角。

综上所述，VD3可抑制人乳腺癌MCF-7细胞的糖

酵解过程，并通过线粒体中Cyt途径诱导细胞凋亡，

从而发挥抗乳腺癌效果。本研究只是通过体外实验

探讨了VD3对乳腺癌MCF-7细胞的作用，还需体内

研究进一步对其抗乳腺癌效应进行验证。
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