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[摘  要]  目的：探讨甘草查尔酮 B（LCB）对三阴性乳腺癌（TNBC）MDA-MB-231 细胞的抑制作用及其机制。方法: 常规

培养 MDA-MB-231 细胞，用不同浓度LCB 处理后，采用CCK-8法、免疫荧光法、FCM 和 WB法分别检测MDA-MB-231细胞的

增殖活力、细胞核内DNA双链断裂标志物γ-H2AX的表达，以及细胞周期和周期调控、丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）、内质网应激信号

途径相关蛋白的表达水平。结果: LCB能显著抑制乳腺癌MDA-MB-231细胞的增殖活力（P<0.05），使 γ-H2AX阳性细胞数和蛋白

表达水平均显著升高（均P<0.05）、G2/M和 S期的细胞数量均明显增加（均P<0.05）、MAPK家族主要成员细胞外调节激酶 1/2

（ERK1/2）和p38MAPK蛋白的磷酸化水平均显著上调（均P<0.05），还使内质网应激途径相关蛋白Bip、ATF4和CHOP的表达均

显著上调（均P<0.05）。结论: LCB能够显著抑制MDA-MB-231细胞的增殖活力、诱导DNA损伤和细胞周期阻滞于G2/M和S

期，LCB对MDA-MB-231细胞的抑制作用可能与其激活MAPK和内质网应激信号通路相关。
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[Abstract]  Objective: To investigate the inhibitory effect of Licochalcone B (LCB) on a triple-negative breast cancer cell line 

MDA-MB-231 cells and its mechanism. Methods: MDA-MB-231 cells were routinely cultured and treated with different concentrations 

of LCB, and then CCK-8 assay, immunofluorescence, FCM and WB analysis were used to detect the proliferative viability of 

MDA-MB-231 cells, the expression of γ-H2AX, a marker of DNA double-strand breaks in the nucleus, the cell cycle，and the expression 

levels of proteins related to cycle regulation, mitogen-activated protein kinase (MAPK), and the endoplasmic reticulum stress (ER stress), 

 respectively. Results: LCB significantly inhibited the proliferative viability of breast cancer MDA-MB-231 cells (all P<0.05), the number 

of γ-H2AX-positive cells and protein expression levels were significantly increased after LCB treatment (all P<0.05), the number of cells 

in G2/M and S phases was significantly increased (all P<0.05), the phosphorylation levels of the main members of the MAPK family, 

extracellular regulated kinase 1/2 (ERK1/2) and p38 MAPK phosphorylation levels were significantly upregulated (all P<0.05), and the 

expression of ER stress pathway-related proteins Bip, ATF4 and CHOP were significantly upregulated (all P<0.05). Conclusion: LCB could 

significantly inhibit the proliferation vitality of MDA-MB-231 cells and induce DNA damage and cell cycle arrest at G2/M and S phases. 

The inhibitory effect of LCB on MDA-MB-231 cells may be related to the activation of MAPK and ER stress signaling pathway.
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乳腺癌是女性最常见的致死性恶性肿瘤，其中

三阴性乳腺癌（triple-negative breast cancer，TNBC）

约占乳腺癌的 20%，其易复发转移，恶性程度及病死

率均较高[1]。目前，手术治疗是乳腺癌最有效的治疗

手段，但是对于中晚期乳腺癌患者，单纯手术治疗效

果有限，因此化疗便成为其主要治疗手段之一[2]。然

而，大多数化疗药物存在不良反应，加之患者容易产
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生耐药性等，因此寻找高效低毒的候选药物对于乳

腺癌的治疗具有重要意义。天然产物具有来源丰

富、结构新颖、低毒高效和靶点多等优势，从中筛选

抗肿瘤活性成分一直是抗肿瘤药物研发的重要方

向[3-4]。甘草查尔酮 B（Licochalcone B，LCB）是从中

国传统中草药甘草中分离得到的黄酮类化合物，具

有抗氧化、抑制炎症和抗肿瘤等活性，其机制与LCB

促进活性氧的生成及调控Nrf2等信号分子相关[5-6]。

更为有意义的是LCB能够诱导肺癌细胞凋亡，而对

正常皮肤角质形成细胞HaCaT无明显毒性[7]。此外，

LCB能显著促进肝癌细胞对肿瘤坏死因子相关凋亡

诱 导 配 体（TNF-related apoptosis-inducing ligand，

TRAIL）的敏感性[8]。目前，LCB对乳腺癌细胞的抑

制作用及其相关机制尚不清楚。本研究主要探讨

LCB对TNBC细胞MDA-MB-231的体外抑制活性，

并阐明LCB抗肿瘤作用的可能分子机制。

1  材料与方法

1.1  细胞及主要材料

乳腺癌MDA-MB-231细胞购自中国科学院典型

培养物保藏委员会细胞库，LCB购自宝鸡市辰光生

物科技有限公司（纯度≥98%，10 mg LCB溶于 0.4 mL 

100% DMSO中配制成 80 mmol/L的储存液溶解，并

置于-80 ℃保存），胎牛血清购自GIBCO，ECL化学

发光底物购自Millipore公司，CCK-8试剂购自上海

陶术生物科技有限公司，鼠抗人 β-actin 和兔抗人

p38MAPK 抗 体 购 自 Sigma-Aldric 公 司 ，兔 抗人

p-p38MAPK 和 CHOP 抗 体 购 自 Cell Signaling 

Technology公司 ，鼠抗人 ERK 、p-ERK 、cyclinB1、

p-Cdc2、Cdc2、ATF4和Bip抗体均购自Santa Cruz 公

司 ，兔抗人 cyclin D1 和鼠抗人DNA双链断裂标志

物γ-H2AX抗体购自Abcam公司，HRP标记的山羊抗

鼠和山羊抗兔二抗均购自Sigma-Aldrich公司，Alexa 

Fluor®488 标记山羊抗鼠二抗购自 Thermo Fisher

公司。

1.2  CCK-8 法检测不同浓度 LCB 对 MDA-MB-231

细胞增殖能力的影响 

将 MDA-MB-231 细胞置于含 10% 胎牛血清的

DMEM 培养基中，37 ℃、5% CO2的培养箱中培养。

将对数生长期的MDA-MB-231细胞（5×103个/孔）接

种于96孔板中，用不同浓度（0.5、1、2.5、5、10、20、40、

80 µmol/L）的 LCB 处理 24 h，对照组培养液中含 

0.1% 的 DMSO。药物处理结束后，每孔加入 10 µL 

CCK-8溶液，继续培养 1 h，最后用酶标仪于 450 nm

波长处测定光密度（D）值，以 D 值代表细胞增殖活

性，并对结果进行统计分析。

1.3  免疫荧光法检测LCB处理后MDA-MB-231细胞

核内γ-H2AX蛋白的表达

将对数生长期的MDA-MB-231细胞（8×104/孔）

接种于 24孔板中的盖玻片上过夜培养。用 0（培养

液中含 0.1% DMSO)、10 和 20 µmol/L 的 LCB 处理

24 h后，用预冷PBS洗涤细胞 1次，加入无水甲醇室

温固定 20 min，加入含 0.1%Triton X-100的PBS处理

5 min，用 3%BSA室温下处理 1 h，加入抗 γ-H2AX抗

体（稀释比例 1∶500）室温下处理 3 h，Alexa Fluor®

488标记二抗室温下处理1 h，加入DAPI室温下染色

15 min后，倒置荧光显微镜下观察染色结果并拍照，

随机选取5个视野，计算阳性细胞数目（绿色）与总细

胞数目（蓝色）的百分比。

1.4  FCM检测不同浓度LCB对MDA-MB-231细胞

周期的影响

将对数生长期的MDA-MB-231细胞（6×105/孔）

接种于6孔板中，待细胞汇合度至60%~70%时给予0

（培养基含 0.1% 的 DMSO）、5 和 20 µmol/L 的 LCB

处理 24 h。胰酶消化 1 min，150×g离心 5 min后收集

细胞。经 PBS 洗涤 1 次并加入 1 mL 75% 的乙醇，

4 ℃下固定过夜。150×g离心 5 min去除乙醇后，用

PBS洗涤细胞 2次，并重悬于 500 µL的PBS溶液中，

加入RNase A （50 μg/mL）于37 ℃处理30 min，用PI

溶液（50 µg/mL）避光染色 10 min，最后经Accuri C6 

Plus流式细胞仪检测细胞周期分布，Flowjo软件分析

实验结果。

1.5  WB法检测不同浓度LCB处理MDA-MB-231细胞

后γ-H2AX、MARK通路和细胞周期相关蛋白的表达

将对数生长期的MDA-MB-231细胞（6×105/孔）接

种于6孔板中，用0（培养基中含0.1%的DMSO）、5、10

和20 µmol/L的LCB处理24 h后，加入含有蛋白酶抑制

剂的 RIPA 裂解液于冰上裂解 20 min，12 000×g离心

20 min并收集上清液，并测定总蛋白含量。取30 μg蛋

白样品进行SDS-PAGE，然后电转至硝酸纤维素膜上；

室温下在含有 5% 脱脂奶粉的PBS溶液中封闭 1 h，

加入抗 γ -H2AX（1∶2 000）、β -actin（1∶40 000）、

p38MAPK（1∶5 000）、cyclin D1（1∶1 000）、p-p38MAPK

（1∶800）和 CHOP（1∶1 000）、ERK（1∶1 000）、p-ERK

（1∶800）、cyclinB1（1∶1 000）、p-Cdc2（1∶1 000）、

Cdc2（1∶1 000）、ATF4（1∶500）和Bip（1∶1 000）一

抗，于 4 ℃下处理过夜；加入 HRP 标记山羊抗鼠

（1∶20 000）和山羊抗兔（1∶40 000）二抗，室温下处理

1 h，最后用ECL化学发光底物曝光显影。以β-actin为内

参，用 Image J软件分析蛋白质条带的灰度值。

1.6  统计学处理

以上各组实验均独立重复3次。采用SPSS 24.0
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统计软件分析。符合正态分布的计量资料以 x̄±s 的

形式表示，采用单因素方差分析进行多组间比较，多

组间两两比较采用SNK-q检验。以P<0.05或P<0.01

表示差异有统计学意义。

2  结  果

2.1  LCB能显著抑制MDA-MB-231细胞的增殖活力

CCK-8法结果（图1）显示，与对照组比较，浓度大

于5.0 μmol/L的LCB处理各组MDA-MB-231细胞的增

殖抑制率均显著增加（均P<0.05）。LCB对MDA-MB-

231细胞的IC50为69.76 μmol/L。实验结果说明，LCB可

明显抑制MDA-MB-231细胞的增殖活性。

2.2  LCB诱导MDA-MB-231细胞中表达γ-H2AX蛋白

免疫荧光法检测结果（图 2A）显示，与对照组比

较，LCB处理组DNA双链断裂标志物 γ-H2AX阳性

细胞数明显增多（P<0.05）；WB法检测结果（图2B）显

示，与对照组比较，LCB处理组 γ-H2AX蛋白表达水平

显著上调（P<0.05）。实验结果提示，LCB 能够诱导

MDA-MB-231细胞的DNA双链发生断裂。

与对照组比较，*P<0.05。

图1  LCB处理后MDA-MB-231细胞的增殖抑制率明显升高

A：免疫荧光法显示LCB处理后γ-H2AX阳性细胞增加；B：WB法显示LCB处理后细胞中γ-H2AX蛋白的表达升高。

与对照组比较，*P<0.05。

图2    LCB处理后MDA-MB-231细胞中DNA双链断裂标志物γ-H2AX蛋白的表达水平升高

2.3  LCB可阻滞MDA-MB-231细胞周期于G2/M和S期

FCM检测结果（图 3A）显示，与对照组比较，

LCB 处理组 MDA-MB-231 细胞周期停滞于 G2/M和

S期。WB法检测结果（图3B）显示，与对照组比较，LCB

处理各组MDA-MB-231细胞中cyclinB1和p-Cdc2的表

达水平升高，而 cyclinD1 的蛋白表达下调（P<0.05）。

实验结果说明，LCB可阻滞MDA-MB-231细胞周期于

G2/M和S期。

2.4  LCB 处理后 MDA-MB-231 细胞中 MAPK 通路

相关蛋白磷酸化水平明显升高

WB 法检测结果（图 4）显示，与对照组相比，

LCB 处理各组 MDA-MB-231 细胞中 MAPK 家族主

要成员ERK和 p38MAPK的磷酸化水平均显著升高

（均 P<0.05）。结果表明，LCB 能够显著激活 MDA-

MB-231细胞中ERK和p38MAPK通路的活性。

2.5  LCB 可诱导 MDA-MB-231 细胞中内质网应激

相关蛋白的表达

WB法检测结果（图5）显示，与对照组比较，LCB

处理的MDA-MB-231细胞中内质网应激通路关键因子

Bip、ATF4和CHOP的表达均显著上调（均P<0.05），表

明LCB能够激活乳腺癌MDA-MB-231细胞中的内质

网应激途径。
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A：LCB诱导MDA-MB-231 细胞周期阻滞于G2/M和S期；B：LCB处理后MDA-MB-231细胞中细胞周期相关蛋白表达的情况。

与对照组相比，*P<0.05。

图3  LCB处理后MDA-MB-231细胞周期和细胞周期相关蛋白表达的变化

与对照组比较，*P<0.05。

图4  LCB处理后MDA-MB-231细胞中MAPK信号通路相关蛋白磷酸化水平升高

与对照组比较，*P<0.05。

图5  LCB处理后MDA-MB-231细胞中内质网应激信号通路相关蛋白表达水平升高

3  讨  论

甘草在中国药用历史悠久，其所含化学成分种

类繁多，其中黄酮类化合物是其抗肿瘤活性的主要

成分[9-10]。本研究检测了甘草黄酮类化合物LCB对乳

腺癌细胞的体外抑制作用，发现LCB能够显著抑制

MDA-MB-231细胞增殖活力，并诱导DNA损伤和细

胞周期阻滞；LCB对乳腺癌细胞的抑制活性可能与

激活MAPK信号通路和内质网应激途径相关。

诱导细胞DNA损伤是药物抗肿瘤的重要机制

之一。当DNA双链出现断裂时，组蛋白H2AX发生

磷酸化（γ-H2AX）并聚集在断裂位点，因而 γ-H2AX

可作为 DNA 双链断裂的标志物[11]。本研究发现，

LCB处理MDA-MB-231细胞后，γ-H2AX阳性细胞数

和表达水平显著增加，提示LCB能够诱导细胞DNA

双链断裂。当DNA发生损伤时，细胞可激活周期检

验点，诱导细胞阻滞于G2/M或S期，从而阻止带有损

伤DNA的细胞在修复前进入有丝分裂[12]。本研究结
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果显示，LCB能够调控 cyclinB1、cylinD1及p-Cdc2等

蛋白表达水平，诱导乳腺癌细胞发生G2/M和S期阻

滞，从而抑制细胞周期进程。

ERK1/2和p38MAPK通路是构成MAPK信号途径

的两条主要通路，参与调节肿瘤增殖、侵袭迁移、凋亡

和应激等多种生物学过程[13-14]。本研究发现，LCB能够

促进MDA-MB-231细胞中ERK1/2和p38MAPK的磷酸

化水平，表明激活MAPK信号途径可能是LCB抑癌活

性的主要机制之一。内质网应激是机体应对蛋白质表

达异常的防御性反应，其主要过程为内质网伴侣蛋白

BiP（GRP78）与未折叠蛋白质结合并促进蛋白质折叠或

抑制蛋白质合成，从而缓解内质网压力[15-16]。当异常蛋

白质在细胞内持续累积，ATF4表达上调，促进了转录因

子CHOP表达水平，从而激活内质网应激反应性凋

亡[17-18]。本研究发现较高浓度LCB（20 μmol/L）处理

MDA-MB-231细胞后，BiP、ATF4和CHOP蛋白表达水

平显著上调，推测LCB可能破坏肿瘤细胞氧化应激微

环境，诱导钙离子平衡失调或激活未折叠蛋白质反应，

进而促进CHOP介导的乳腺癌细胞凋亡，这有待于实验

的进一步证实。

综上所述，LCB 可显著抑制 TNBC 细胞 MDA-

MB-231的增殖活力，并诱导细胞发生DNA损伤与周

期阻滞。LCB的抗肿瘤活性可能与其激活MAPK和

内质网应激信号通路相关。本研究为中草药的开发

利用及乳腺癌的临床治疗提供实验依据。
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