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去甲斑蝥素通过诱导自噬体聚集促使
乳腺癌 MDA-MB-231 细胞凋亡
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摘 要 探究去甲斑蝥素（norcantharidin，NCTD）对三阴性乳腺癌 MDA-MB-231 细胞增殖和凋亡的影响。采用 Western blot
实验检测 NCTD 对 MDA-MB-231 细胞中凋亡相关蛋白 Bax/Bcl-2、cleaved-PARP/PARP、cleaved-caspase-9、cleaved-caspase-3
和 MCL-1 表达水平的影响；采用 Western blot 实验检测 NCTD 对 MDA-MB-231 细胞中自噬相关蛋白 LC3-II/LC3-I，Parkin 和

PINK1 表达水平的影响；采用流式细胞术检测 NCTD 对 MDA-MB-231 细胞线粒体膜电位及线粒体活性氧（reactive oxygen 
species，ROS）变化情况的影响；采用共聚焦显微镜检测 NCTD 对表达 mCherry-EGFP-LC3 的 MDA-MB-231 细胞自噬流的影

响；采用流式细胞术检测 NCTD 联合使用氯喹（chloroquine，CQ）或 3-甲基腺嘌呤（3-methyladenine，3-MA）后，对 MDA-MB-

231 细胞凋亡情况的影响。实验结果显示，NCTD 可显著上调 Bax/Bcl-2、cleaved-PARP/PARP、cleaved-caspase-9、cleaved-

caspase-3以及 LC3-II/LC3-I蛋白的表达水平，促进Parkin的线粒体易位，阻断自噬流。此外，NCTD联合使用CQ加剧了细胞凋

亡，而NCTD联合使用3-MA则减少了细胞凋亡。研究结果表明，NCTD可以诱导自噬体积累并导致MDA-MB-231细胞凋亡。
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Abstract The aim of this study was to investigate the effect of norcantharidin (NCTD) on the proliferation and 
apoptosis of triple-negative breast cancer cell line MDA-MB-231. Western blot was used to detect the effect of 
NCTD on the expression levels of apoptosis-related proteins Bax/Bcl-2, cleaved-PARP/PARP/PARP, cleved-cas⁃
pase-9, cleaved-caspase-3 and MCL-1 in MDA-MB-231 cells. Also, the expression levels of autophagy-related 
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proteins LC3-II/LC3-I, Parkin and PINK1 in MDA-MB-231 cells were measured by Western blot. Flow cytometry 
was used to measure the effect of NCTD on the changes of mitochondrial membrane potential and mitochondrial 
reactive oxygen species (ROS). The effect of NCTD on autophagy flow in cells expressing mCherry-EGFP-LC3 
was detected by a confocal microscope. Moreover, the effects of NCTD combined with chloroquine (CQ) or 3-
methyladenine (3-MA) on the apoptosis of MDA-MB-231 cells were detected by flow cytometry. The results 
showed that NCTD significantly increased the expression levels of Bax/Bcl-2, cleaved-PARP/PARP, cleaved-cas⁃
pase-9, cleasved-caspase-3 and LC3-II/LC3-I proteins, and promoted the mitochondrial translocation of Parkin, 
and blocked the autophagic flow in MDA-MB-231 cells.  Moreover, NCTD combined with CQ accelerated apopto⁃
sis, while NCTD combined with 3-MA decreased apoptosis. These results suggest that NCTD can induce autopha⁃
gy accumulation and lead to apoptosis of MDA-MB-231 cells.
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乳腺癌是全球女性发病率较高的恶性肿瘤之

一，年增长幅度约为 3. 1%[1]。三阴性乳腺癌（triple 
negative breast cancer，TNBC）是最严重的一种乳腺

癌亚型，在乳腺癌患者中占 15% ~ 20%[2]。与其他

乳腺癌相比，TNBC 患者发病年龄较小，且恶性程

度高、侵袭性强，容易出现局部复发和远处转移，

具有预后差、易复发、患者总体生存期短等特点，

常见的内分泌治疗及针对 HER2 的分子靶向药物

治疗对 TNBC 患者无效，并且患者也易对化疗耐

受[3-4]。因此寻找能有效治疗三阴性乳腺癌的药物

是十分必要的。

细胞凋亡是机体发育过程中在某些因素的作

用下通过基因调控而发生的一种程序性细胞死亡

过程，旨在维持机体内环境稳定。细胞凋亡受多

种蛋白调节，其中 Bcl-2 家族和半胱氨酸天冬氨酸

特异性蛋白酶家族（caspases）最受关注。众所周

知，Bcl-2 家族包含两种类型的凋亡调节蛋白，即促

凋 亡 蛋 白（Bax、Bak、Bid 或 Bad）和 抗 凋 亡 蛋 白

（Mcl-1、Bcl-2 和 Bcl-xl）。其中，线粒体相关蛋白

Bcl-2 蛋白家族和半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋白酶

（caspase）家族在众多凋亡调控基因中最受关注。

其中，Bax 是细胞对死亡信号反应所必需的，通过

转位到线粒体形成同源二聚体或多聚体，引起线

粒体膜通透性增加及促凋亡因子释放，并最终启

动凋亡级联反应。相反，Bcl-2 通过与其形成更稳

定的 Bcl-2 和 Bax 异源二聚体来抑制细胞凋亡[5]。
线粒体在细胞存亡机制中起着至关重要的作

用。线粒体是细胞的动力源，参与细胞的基本功

能，包括 ATP 的产生、Ca2+的调节、ROS 的产生和清

除，此外，还参与了 caspase 蛋白家族的激活。因

此，线粒体功能障碍和氧化应激在很大程度上也

与肿瘤的发生发展有关[6-7]。例如，erastin 样化合物

X1 可通过诱导 ROS 增加，线粒体膜电位下降从而

诱 导 肝 癌 细 胞 凋 亡[8]；此 外 ，pPolyHb 通 过 调 节

PINK1-Parkin 介 导 的 线 粒 体 自 噬 途 径 保 护 心 肌

H9C2 细胞免受缺血再灌注损伤[9]；亦有报道称酮

康唑可通过下调 COX-2，诱导 PINK1 积累和 Parkin
的线粒体易位，最终激活肝癌细胞中的线粒体自

噬[10]。 到 目 前 为 止 ，有 越 来 越 多 的 证 据 表 明

PINK1/Parkin 可以通过调节线粒体自噬来清除受

损或功能障碍的线粒体[11-12]。因此，线粒体自噬是

移除受损线粒体的质量控制方式。

Meta 分析证实中医药治疗可有效提高 TNBC
患 者 5 年 生 存 率 降 低 TNBC 的 复 发 转 移 率[13]。
NCTD 是疱状甲虫中分离出的斑蝥素的合成去甲

基类似物[14]。与斑蝥素相比，NCTD 降低了原有的

毒性，基本消除了不良反应，抗肿瘤作用增强；此

外，NCTD 对癌肿瘤细胞的毒性明显高于正常细

胞；因此，NCTD 在肿瘤治疗中更具吸引力，目前已

用于肝癌、食管癌、胃癌以及白血病的临床治疗[15]；
此外，NCTD 也可以通过靶向 miR-873/CDK3 调节

ERα 信号抑制肿瘤细胞的增殖、侵袭及转移达到

治疗的目的[16]，然而 NCTD 在治疗乳腺癌方面鲜有

报道。

本研究旨在证明 NCTD 通过 PINK1/Parkin 信

号通路诱导线粒体自噬，引起自噬小体蓄积，最终
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导 致 MDA-MB-231 细 胞 的 凋 亡 的 机 制 ，以 期 为

NCTD 在治疗 TNBC 的应用中提供理论依据。

1 材 料 

1. 1　试 剂

NCTD（北京百灵威科技有限公司）；磷酸化

MEK1/2 抗 体（美 国 Cell Signaling Technology 公

司）；cyclin B1、p-21、CDK1、磷酸化乙酰辅酶 A 羧

化酶、磷酸化 CDK1（英国 Abcam 公司）；Jun、p-53、

JNK、磷酸化 JNK、GAPDH、CDC25C、山羊抗兔 IgG
抗体（武汉三鹰生物技术有限公司）；磷酸化 AMP⁃
Ka1-T183/AMPKa2-T1728（武 汉 爱 博 泰 克 生 物 公

司）；抗 p-ERK1/2 抗体，LC3α/β 抗体（沈阳万类生

物科技有限公司）；Annexin V FITC/PI 试剂盒、JC-1
检测试剂盒、ROS 检测试剂盒，RIPA 高效裂解液、

蛋白酶抑制剂 PMSF、1 × 蛋白磷酸酶抑制剂、BCA
蛋白分析试剂盒（北京索莱宝科技有限公司）；Li⁃
pofectamine 3000（美国 Invitrogen 公司）；细胞线粒

体提取试剂盒（中国碧云天生物技术有限公司）。

1. 2　仪 器

酶标仪（奥地利 Tecan Austria GmbH 公司）；光

学显微镜（意大利 Optika 公司）；荧光显微镜（德国

Leica Microsystems CMS GmbH 公 司）；FACSCanto 
II 流式细胞仪（美国 Becton Dickinson 公司）；共聚

焦显微镜（德国 Zeiss 公司）；透射电子显微镜（日本

Jeol 公司）；凝胶成像分析系统（德国 Jena 公司）。

1. 3　细 胞

三阴性乳腺癌 MDA-MB-231 细胞来源于（江

苏凯基生物科技有限公司）。

2 方 法 

2. 1　细胞培养

三阴性乳腺癌 MDA-MB-231 细胞在含有 10%
血清以及 1% 双抗（最终浓度为青霉素 100 U/mL，

链霉素 100 μg/mL）的 L-15 完全培养基中，置 5% 
CO2的 37 ℃培养箱中培养，当细胞密度达到 70% ~ 
80% 时即可进行实验。

2. 2　CCK-8法检测细胞增殖

将处于对数生长期的 MDA-MB-231 细胞消化、

离心重悬后进行细胞计数。用 L-15 完全培养基将

细胞密度调整至每毫升 7. 5 × 104 个。取 96 孔板，

设置只有培养基的空白对照组、对照组和处理组，

每组 3 个复孔，每孔加入细胞悬液 200 μL，培养箱

中培养 24 h 至细胞完全贴壁。吸除培养基，处理组

细胞加入 NCTD 的终浓度为 10，20，30，40，50，60，

70，80，90，100 μmol/L，空白对照组和对照组分别加

入新鲜的 L-15 完全培养基，各孔均加入 200 μL，培

养 48 h 后吸除培养基，每孔加入含 10% CCK-8 试

剂的完全培养基 100 μL，37 ℃，5% CO2 条件下继

续孵育 2 h。使用酶标仪检测细胞在 450 nm 波长

处的吸收度。计算去甲斑蝥素作用于细胞 48 h 后

的各组的抑制率。抑制率=[1−(Atest−Ablank)/(Acontrol−
Ablank)] × 100%。

2. 3　平板克隆实验检测细胞集落形成能力

将处于对数生长期的 MDA-MB-231 细胞消化、

离心重悬后进行细胞计数。用 L-15 完全培养基将

细胞密度调整至每毫升 100 个。取 6 孔板，设置对

照组和处理组，每孔加入细胞悬液 2 mL，培养箱中

培养 3 ~ 4 d，每 2 天换液 1 次。吸除培养基，处理组

细胞加入 NCTD 的终浓度为 20、50、80 μmol/L，对

照组则加入新鲜的 L-15 完全培养基，各孔均加入

2 mL，培养 48 h 后吸除培养基，每孔加入新鲜培

养基 2 mL，37 ℃，5% CO2 条件下培养 15 d 左右，每

2 天换液 1 次。待细胞形成肉眼可见群落时，吸

弃培养基，PBS 清洗 2 次，加入组织固定液，每孔

700 μL，室温静置 15 min；吸弃固定液，PBS 清洗

2 次，加入 1% 结晶紫染色溶液，每孔 1 mL，室温静

置 15 min；PBS 清洗至孔中无多余结晶紫染色液残

留，将 6 孔板置于阴凉通风处使之挥发多余水分，

待板底彻底干燥后即可拍照。进行 3 次平行实验。

2. 4　Hoechst 33258 荧光染色观察细胞凋亡形态

变化

将处于对数生长期的 MDA-MB-231 细胞消化、

离心重悬后进行细胞计数。用 L-15 完全培养基将

细胞密度调整至每毫升 1. 0 × 104个。取 6 孔板，设

置对照组和处理组，每孔加入细胞悬液 2 mL，培养

箱中培养 24 h 至细胞完全贴壁。吸除培养基，处理

组细胞加入 NCTD 的终浓度为 20、50、80 μmol/L，

对照组加入新鲜的 L-15 完全培养基，各孔均加入

2 mL，培养 48 h 后吸除培养基。PBS 清洗 3 次，固

定液（甲醇-乙酸，3∶1）固定 15 min；吸弃固定液，

于 避 光 条 件 下 用 Hoechst 33258（10 μg/mL）染 色

10 min；吸除染液，PBS 清洗 3 次。最后用 PBS 1mL
浸润细胞，于荧光显微镜下观察细胞染色情况。
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独立进行 3 次实验。

2. 5　流式细胞仪检测细胞凋亡

将处 于 对 数 生 长 期 的 MDA-MB-231 细 胞 消

化、离心重悬后进行细胞计数。用 L-15 完全培

养基将细胞密度调整至每毫升 2. 5 × 105 个。取

6 孔板，设置对照组和处理组，每孔加入细胞悬

液 2 mL，培养箱中培养 24 h 至细胞完全贴壁。吸

除培养基，处理组细胞加入 NCTD 的终浓度为 20、

50、80 μmol/L，对照组加入新鲜的 L-15 完全培养

基，各孔均加入 2 mL，培养 48 h 后吸除培养基。

胰酶消化，离心收集细胞沉淀，结合缓冲液重悬，

每孔 500 μL。根据 Annexin V-FITC/PI 试剂盒说明

书指示，各管先加入 FITC（5 μL）孵育 10 min，再加

入 PI（5 μL）孵育 5 min。染色结束，立即上机进行

流式检测。独立进行 3 次实验。

当用该试剂盒检测自噬抑制剂对凋亡的影响

时，将细胞分为对照组、50 μmol/L NCTD 处理组、

50 μmol/L NCTD + 抑制剂组，其余操作步骤与上

述相同。

2. 6　流式细胞仪检测线粒体膜电位变化

将 处 于 对 数 生 长 期 的 MDA-MB-231 细 胞 消

化、离心重悬后进行细胞计数。用 L-15 完全培养

基 将 细 胞 密 度 调 整 至 每 毫 升 2. 5 × 105 个 。 取

6 孔板，设置对照组和处理组，每孔加入细胞悬液

2 mL，培养箱中培养 24 h 至细胞完全贴壁。吸除

培养基，处理组细胞加入 NCTD 的终浓度为 20、50、

80 μmol/L，对照组加入新鲜的 L-15 完全培养基，各

孔均加入 2 mL，培养 48 h 后吸除培养基。胰酶消

化，离心收集细胞沉淀，染料（完全培养基:1 × JC-1
染料缓冲液=1∶1）重悬，每管 500 μL，37 ℃避光

孵育 20 min。离心沉淀细胞，JC-1 染色缓冲液洗

涤 2 次，完全培养基 500 μL 重悬，流式细胞仪检测

线粒体膜电位的变化。每个样本中均收集 10 000
个细胞用于检测分析，红色/绿色荧光强度之比用

于表示线粒体膜电位变化。

2. 7　透射电子显微镜检测细胞自噬体变化

将 处 于 对 数 生 长 期 的 MDA-MB-231 细 胞 消

化、离心重悬后进行细胞计数。

于 100 mm 培养皿中接种细胞，密度为每皿 6 × 
105个，设置对照组和处理组，培养箱中培养 24 h 至

细胞完全贴壁。吸除培养基，处理组细胞用 NCTD
（终浓度为 50 μmol/L）处理 6 h，12 h；对照组加入

新鲜 L-15 完全培养基，各皿均加入 5 mL。培养

48 h 后吸除液体，细胞刮刮取细胞，保证收集细胞

数量为每组 1 × 105 ~ 1 × 106 个。离心收集细胞沉

淀，沿管壁缓慢加入固定液（注意防止将细胞团块

吹散）1 mL，4 ℃冰箱过夜。取出细胞，吸弃固定

液，0. 1 mol/L PBS 清洗两遍，第 1 遍约 15 min，第 2
遍于 4 ℃冰箱过夜。再次取出细胞，0. 1 mol/L PBS
清洗 1 遍，约 15 min，吸弃 PBS，加入适宜体积的 1%
锇酸，置 4 ℃冰箱固定 90 min，每隔 20 min 晃动容

器，使细胞充分接触细胞团块。固定完毕后，弃去

固定液，0. 1 mol/L PBS 清洗 3 次，每次 15 min。接

着 用 50% 乙 醇 脱 水 ，4 ℃ 处 理 15 min；70% 乙 醇

脱水，4 ℃处理 3 h；80% 乙醇脱水，室温处理 15 
min；95% 乙醇脱水，室温处理 15 min；无水乙醇脱

水，室温处理 15 min，重复 3 次。丙酮置换 2 次，共

计 15 min，注意避免组织暴露在空气中；丙酮-浸透

剂（2∶1），室温 1 h；丙酮-浸透剂（1∶2），室温 2 h；纯

浸透剂，35 ℃恒温箱内开盖浸透（防止细胞团块漂

浮 在 液 面）。 包 埋 样 品 ；梯 度 升 温 37 ℃ ，12 h；

45 ℃，12 h；60 ℃，24 h。样品准备完毕后用透射电

镜拍摄自噬小体即可。

2. 8　转染mCherry-EGFP-LC3检测细胞自噬流变化

将 处 于 对 数 生 长 期 的 MDA-MB-231 细 胞 消

化、离心重悬后进行细胞计数。

于 40 mm 培养皿中接种细胞，密度为每皿 6 × 
105 个，培养箱中培养 24 h 至细胞完全贴壁，转染

mCherry-EGFP-LC3 质粒。具体操作如下。

准 备 转 染 混 合 液 ，A 液 ：Opti-MEM 125 μL，

Lipofectamine 3000 转染试剂 7 μL；B 液：Opti-MEM 
125 μL，DNA 4 μg，P3000 试剂 8 μL。配制好 A，B
液以后，等体积混匀，室温静置 15 min。将培养皿

中的培养基吸除，加入无双抗培养基 1. 5 mL，再加

入 AB 混合液，轻轻混匀，于培养箱（37 ℃，CO2）中

培养 12 h。转染完成后，将 MDA-MB-231 细胞消

化、离心重悬后进行细胞计数。用 L-15 完全培养

基将细胞密度调整至每毫升 1. 0 × 105 个，接种到

共聚焦小皿上（每皿 1 mL），培养箱中培养 24 h
至细胞完全贴壁。吸除培养基 ，加入终浓度为

50 μmol/L NCTD，给 药 6 h 或 12 h 后 移 除 药 液 。

PBS 清 洗 2 遍 ，加 入 适 量 4% 细 胞 固 定 液 ，固 定

15 min。吸除固定液，PBS 清洗 2 遍，加入 DAPI 染

液，室温孵育 6 min。吸除 DAPI 染液，PBS 洗涤 3
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次，每次 5 min。最后加入刚好没过细胞的少量

PBS，置于激光共聚焦下拍片即可。

2. 9　Western blot 检测凋亡相关蛋白和自噬相关

蛋白的表达

将 处 于 对 数 生 长 期 的 MDA-MB-231 细 胞 消

化、离心重悬后进行细胞计数。于 100 mm 培养皿

中接种细胞，密度为每皿 6 × 105 个，设置对照组和

处理组，培养箱中培养 24 h 至细胞完全贴壁。

提取细胞总蛋白：吸除培养基，处理组细胞

加入 NCTD（终浓度为 20、50、80 μmol/L），对照组

加 入 新 鲜 L-15 完 全 培 养 基 ，各 皿 均 加 入 5 mL。

培养 48 h 后吸除液体，加入蛋白裂解液，冰上裂

解 30 min；细胞刮刮取细胞，4 ℃，12 000 r/min 离心

10 min，收集上清液。

提取线粒体蛋白及胞浆蛋白：吸除培养基，处

理组细胞加入 NCTD（终浓度 50 μmol/L），对照组

加入新鲜 L-15 完全培养基，各皿均加入 5 mL。培

养 48 h 后吸除液体，消化、离心重悬后进行细胞计

数。按照细胞线粒体提取试剂盒指示提取线粒体

蛋白和胞浆蛋白。

根据 BCA 蛋白分析试剂盒检测蛋白浓度，将

各组蛋白浓度调节一致，采用十二烷基硫酸钠-聚

丙烯酰胺凝胶电泳 90 V，30 min；120 V，1 h。电转

210 mA，120 min。电转结束后，5% 脱脂奶粉封闭

2 h。TBST 清洗 2 遍，4 ℃一抗孵育过夜；一抗孵育

结束后，TBST 洗膜 3 次，二抗室温孵育 40 min；结

束后，TBST 洗膜 3 次，使用凝胶成像分析系统对蛋

白条带进行显影。

2. 10　统计学分析

本研究实验数据以 x̄ ± s 来表示。使用 SPSS 
25. 0 统计软件进行分析，采用了单因素方差分析

（One-Way ANOVA）或 T 检验来计算统计差异，并

在采用单因素方差分析后，进行 Tukey 事后检验，

P < 0. 05 被认为具有统计学意义。

3 结 果 

3. 1　NCTD 对人 MDA-MB-231 细胞存在细胞毒性

作用

为评估 NCTD 是否具有抗乳腺癌的作用，用不

同 浓 度 NCTD （10 ~ 100 μmol/L）处 理 MDA-MB-

231 细胞，检测 NCTD 对 MDA-MB-231 细胞毒性作

用。如图 1-A 所示，NCTD 处理后 MDA-MB-231 细

胞的存活率降低。此外 ，克隆形成减少也证实

NCTD 显 著 抑 制 MDA-MB-231 细 胞 的 增 殖（图 1-

B），提示 NCTD 对 MDA-MB-231 细胞的生长有抑制

作用。为进一步检测 NCTD 诱导 MDA-MB-231 细

胞生长抑制作用的机制，用 Hoechst 33258 染色分

析 NCTD 是否诱导 MDA-MB-231 细胞凋亡。如图

1-C 所示，细胞经 NCTD 处理后，均出现典型的凋亡

小体、染色质浓缩、核膜溶解、细胞质皱缩等特征，

这一现象初步表明 NCTD 可以诱导 MDA-MB-231
细胞凋亡。随后，使用流式细胞术进一步分析了

NCTD 对 MDA-MB-231 细胞凋亡的影响。如图 1-D
所示：不同浓度 NCTD 处理后，MDA-MB-231 细胞

总凋亡比例分别为：8. 2%、18. 1% 以及 22. 7%。综

上所述，NCTD 对 MDA-MB-231 细胞存在生长抑制

作用，且可诱导其凋亡。

3. 2　NCTD 诱导 MDA-MB-231 细胞凋亡相关蛋白

表达改变

为了探究 NCTD 诱导 MDA-MB-231 细胞凋亡

的分子机制，本实验进一步分析了凋亡途径相关

蛋白的表达情况。如图 2-A 所示，MDA-MB-231 细

胞在用 NCTD 处理 48 h 以后，Bcl-2，MCL-1 表达降

低，促凋亡蛋白 Bax 表达升高，且呈剂量依赖性。

此外，经 NCTD 处理以后，凋亡相关蛋白 cleaved-

caspase-9，cleaved-caspase-3 以 及 cleaved-PARP/
PARP 表达水平升高（图 2-B）。蛋白免疫印迹法证

明 NCTD 通 过 改 变 凋 亡 相 关 蛋 白 的 表 达 ，促 进

MDA-MB-231 细胞凋亡。

3. 3　NCTD 诱导 MDA-MB-231 细胞线粒体功能

障碍

线粒体膜电位丢失是细胞死亡过程中的关键

步骤，本实验通过 JC-1 染色和流式细胞术检测了

不同浓度 NCTD 对 MDA-MB-231 细胞线粒体膜电

位的影响。

凋亡引发的线粒体膜电位的降低表现为红色/
绿色荧光强度的降低。如图 3-A 所示：与对照组相

比，MDA-MB-231 细胞经不同浓度 NCTD 处理 48 h
后，细胞出现高绿色和低橙色的荧光，初步表明

NCTD 可以降低 MDA-MB-231 细胞的线粒体膜电

位。此外，如图 3-B 所示，流式细胞术进一步证明

NCTD 诱导 MDA-MB-231 细胞线粒体膜电位降低，

且呈剂量依赖性。NCTD 引起线粒体膜电位的去

极化，提示其可能与 MDA-MB-231 细胞凋亡有关。
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为了探究 NCTD 对 MDA-MB-231 细胞线粒体功能

的影响，本研究进一步测量了 NCTD 处理的 MDA-

MB-231 细胞的线粒体 ROS 水平。结果显示，与对

照组相比， NCTD 处理组细胞的线粒体产生更多的

ROS（图 3-C）。综上所述，该实验证明 NCTD 能够

引发 MDA-MB-231 细胞的线粒体功能损害。

3. 4　NCTD 通过 PINK1/Parkin 信号通路诱导线粒

体自噬

本研究通过透射电镜观察各组细胞中自噬特

异性结构的数量及超微结构，发现 MDA-MB-231 细

胞经 50 μmol/L NCTD 分别处理 12 h后，与对照组相

比，细胞质中可以观察到清晰的自噬泡（图 4-A）。

随后，本研究分析了自噬相关蛋白的表达情况，发

现 NCTD 显著促进 LC3-I转化为 LC3-II，同时自噬体

形成相关蛋白 Atg5 的表达也升高（图 4-B），提示

NCTD 处理后的细胞可能发生自噬。已有研究表明

Parkin 的线粒体易位是线粒体自噬的标志[17]，因此

本研究检测了 NCTD 处理的细胞中 Parkin 的线粒体

易位情况，观察到 NCTD 处理的 MDA-MB-231 细胞

的线粒体富含 Parkin 蛋白（图 4-C）。鉴于 PINK1/
Parkin信号通路在哺乳动物细胞线粒体自噬中的关

键调控作用[18]，本研究进一步检测了 NCTD 处理对

MDA-MB-231 细胞中 PINK1 表达的影响，如图 4-D
所 示 ，NCTD 处 理 增 加 了 MDA-MB-231 细 胞 中

PINK1 的表达。综上所述，本研究提出 NCTD 增强

线粒体 Parkin 募集，通过 PINK1/Parkin 信号通路促

进线粒体自噬诱导 MDA-MB-231凋亡。

3. 5　NCTD诱导MDA-MB-231细胞自噬流阻滞

NCTD 已被证明能诱导 MDA-MB-231 细胞发

生自噬，本研究旨在通过 mCherry-EGFP-LC3 报告

质粒进一步观察 NCTD 处理的 MDA-MB-231 细胞

中自噬流的状态。该融合蛋白在自噬小体阶段呈

mCherry+EGFP+ ，在 自 噬 溶 酶 体 阶 段 中 呈 mCher⁃
ry+EGFP-。如图 5-A 所示，随着 NCTD 处理时间的

延长，细胞中自噬小体数量明显增加，而自噬溶酶

体数量逐渐减少，表明 NCTD 可能通过促进自噬小

Figure 1　　Toxicity of norcantharidin (NCTD) on MDA-MB-231 cells
A: Inhibition of NCTD on the cell viability determined by CCK-8 assay (x̄ ± s, n = 3);B:Inhibition of NCTD on cell colony formation capacity was de⁃
tected by plate cloning experiments; C:Apoptosis morphological changes of NCTD-treated cells tested by Hoechst 33258 fluorescent staining; D:Flow 
cytometry was applied to assay the apoptosis of NCTD-treated cells (x̄ ± s, n = 3) 
**P < 0. 01 vs control group

762



第 54 卷第 6 期 夏 源，等：去甲斑蝥素通过诱导自噬体聚集促使乳腺癌 MDA-MB-231 细胞凋亡

体的形成调控 MDA-MB-231 细胞自噬。考虑到与

自噬特异性底物 p62 结合的泛素化蛋白可通过自

噬小体-自噬溶酶体途径降解[19-21]，因此，本研究检

测了 p62 和泛素化蛋白的表达水平。结果发现与

LC3-II 表达积累相一致，p62 表达水平和线粒体蛋

白的泛素化水平在 NCTD 处理的 MDA-MB-231 细

胞中升高（图 5-B，图 5-C），进一步证明自噬溶酶体

数量减少，MDA-MB-231 细胞自噬通量受损。综合

以上实验结果，本研究提出 NCTD 通过促进自噬小

体的形成和抑制自噬溶酶体形成的来调控 MDA-

MB-231 细胞自噬。

3. 6　NCTD 引发自噬小体积累导致 MDA-MB-231
细胞凋亡

为了进一步探究 NCTD 诱导 MDA-MB-231 细

胞凋亡的自噬调控机制，本研究选取自噬抑制剂

CQ 和 3-MA，联合应用 NCTD，检测它们对细胞凋

亡的影响。CQ 能够破坏自噬小体与溶酶体融合

并导致自噬小体积累，而 3-MA 主要抑制自噬启动

和自噬小体形成。MDA-MB-231 细胞凋亡的流式

分析结果显示 NCTD 联合使用 CQ 可以显著加重

NCTD 诱导的细胞凋亡（图 6-A）；相反，NCTD 联合

使用 3-MA 显著降低了 NCTD 处理后 MDA-MB-231
细胞的凋亡（图 6-B）；该结果进一步证明了自噬小

体的积累在 NCTD 诱导 MDA-MB-231 细胞凋亡过

程中的调控作用。综上所述，NCTD 通过启动线粒

体自噬和阻止自噬小体-溶酶体融合诱导自噬小体

积累,导致 MDA-MB-231 细胞凋亡。

4 讨 论 

本研究证实 NCTD 可诱导 MDA-MB-231 细胞

自噬小体蓄积，并最终诱导其凋亡。本研究首次

分析了 NCTD 处理后细胞自噬依赖性凋亡的分子

Figure 2　　Effects of NCTD on the expression of apoptosis-related proteins
A: Ratio of Bcl-2, Mcl-1 and Bax in cells exposed to NCTD (x̄ ± s, n = 3);B: Expression of the above indicated proteins in NCTD-treated cells (x̄ ±
s, n = 3).  GAPDH was regarded as the internal reference 
*P < 0. 05, **P < 0. 01, ***P < 0. 001 vs control group

763



学 报 Journal of China Pharmaceutical University 2023，54（6）：757 - 768 第 54 卷

机 制 ，为 MDA-MB-231 细 胞 的 治 疗 提 供 了 理 论

依据。

以往研究发现，NCTD 可抑制人肾小球系膜细

胞、人肝癌细胞和人口腔鳞状癌细胞等多种肿瘤

细胞的增殖和生长[22-24]。为评价 NCTD 是否具有抗

乳腺癌的作用，本实验首先分析了 NCTD 对 MDA-

MB-231 细胞生长的影响。本研究发现 NCTD 处理

后 MDA-MB-231 细胞的存活率降低，克隆形成减

少，证实 NCTD 可以显著抑制 MDA-MB-231 细胞的

增殖。诱导细胞凋亡是抗肿瘤药物抑制细胞生长

的潜在因素之一[25]。在本研究中，MDA-MB-231 细

胞经 NCTD 处理后凋亡细胞比例增加，并且凋亡相

关蛋白表达水平变化明显，提示 NCTD 可以诱导

MDA-MB-231 细胞凋亡。

线粒体是细胞的动力源，参与细胞的基本功

能，包括 ROS 的产生和清除、细胞凋亡以及 caspase
家族的激活等，对细胞的存活起着至关重要的作

用。因此，线粒体功能障碍在很大程度上与衰老、

肿瘤、年龄相关的神经退行性和代谢综合征的发

生发展有关[26]。同时研究表明，ROS 的增加会导致

线粒体的破坏，线粒体膜电位降低，最终导致细胞

凋 亡[27-28]。 在 本 实 验 中 ，NCTD 处 理 的 MDA-MB-

231 细胞中线粒体膜电位下降，并伴有线粒体 ROS
生成增加，该结果提示 NCTD 诱导 MDA-MB-231 细

Figure 3　　Effects of NCTD on mitochondrial dysfunction
A: Mitochondrial membrane potential of NCTD-tested cells determined by JC-1 fluorescent staining; B:Mitochondrial membrane potential of NCTD-

tested cells determined by flow cytometry (x̄ ± s, n = 3); C:Mitochondrial ROS of NCTD-treated cells determined by flow cytometry (x̄ ± s, n = 3) 
*P < 0. 05, ***P < 0. 001 vs control group
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胞凋亡与线粒体功能障碍密切相关。

线粒体自噬是线粒体质量控制的一种形式，

用 于 去 除 功 能 不 佳 的 线 粒 体[29]。 有 研 究 发 现 ，

PINK1/Parkin 信号通路是介导哺乳动物细胞线粒

Figure 4　　Mitochondrial autophagy induced by NCTD via PINK1/Parkin signaling pathway
A: Autophagy-specific structures were analyzed by transmission electron microscopy in NCTD-treated cells.  M, mitochondria; Arrows, autophago⁃
somes; B:Immunoblotting analysis of LC3-I, LC3-II, and Atg5 in cells exposed to NCTD; GAPDH was regarded as internal reference (x̄ ± s, n = 3); C:
Immunoblotting analysis of Parkin within the cytoplasm (Cyto) and mitochondria (Mito) in NCTD-treated cells.  VDAC1 and β-actin were used as the 
internal reference in mitochondria and cytoplasm, respectively (x̄ ± s, n = 3); D:Immunoblotting analysis of PINK1.  GAPDH was regarded as internal 
reference (x̄ ± s, n = 3) 
*P < 0. 05, **P < 0. 01, ***P < 0. 001 vs control group

Figure 5　　Effect of NCTD on autophagy flow in MDA-MB-231cells
A: Changes in autophagy flow of cells after co-transfected of mCherry-EGFP-LC3 with NCTD are detected by confocal microscopy (EGFP (green): 
autophagosome, mCherry (red): autolysosome, DAPI (blue): nucleus); B: Immunoblotting analysis of P62 in NCTD-treated cells (x̄ ± s, n = 3); C: 
Expression of ubiquitinated protein in NCTD-treated cells (x̄ ± s, n = 3)
**P < 0. 01 vs control group
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体自噬的关键信号通路[18]。其中，活化的 Parkin 作

为线粒体自噬信号的“增强子”，扩大自噬信号，促

进受损线粒体的降解；PINK1 作为受损线粒体的分

子传感器，触发线粒体自噬的起始信号，并将 Par⁃
kin 向 受 损 的 线 粒 体 募 集[17]。 本 研 究 发 现 MDA-

MB-231 细胞经 NCTD 处理后，细胞质中出现大量

自噬特异性结构；此外，高表达的自噬相关标志物

（LC3-II/LC3-I，Atg5 和 PINK1）以 及 Parkin 的 线 粒

体易位进一步证实了 NCTD 诱导 MDA-MB-231 细

胞的线粒体自噬。

自噬的诱导通常被认为是营养物再循环和细

胞毒性物质清除的适应性和细胞保护性机制，在

不同生理状态下可以抑制或刺激细胞凋亡[[30]。通

常情况下，自噬通量的形成是实现自噬的必要前

提[31-32]。而自噬通量阻断诱导的自噬小体蓄积可

作为一种新的调节方式参与细胞凋亡，其典型特

征是 P62 和泛素化蛋白表达增加[33-35]。本研究发现

MDA-MB-231 细 胞 经 NCTD 处 理 后 ，自 噬 通 量 阻

断，自噬小体蓄积，并且出现较高的凋亡率。此

外，P62 的表达水平和线粒体蛋白的泛素化水平也

升高。结合上述结果说明 NCTD 可以抑制 MDA-

MB-231 细胞中自噬小体与溶酶体的融合，并最终

导致自噬小体蓄积。

然而，本研究还存在一定的研究局限性。本

研究所使用的 mCherry-GFP-LC3 报告质粒不能指

示线粒体自噬流水平，故无法明确 NCTD 诱导的线

粒体自噬与自噬体累积之间的联系。此外，对于

NCTD 在三阴性乳腺癌中的抗肿瘤作用，仅在一种

人 TNBC 细胞 MDA-MB-231 中进行了评价；同时，

该研究缺少 NCTD 的动物体内抗肿瘤活性评价，因

此，本课题组将在后续同类型研究中进一步完善

实验方案。基于上述发现，本研究认为 NCTD 是通

过引起细胞中自噬小体积累从而诱导 MDA-MB-

231 细胞凋亡。随后，通过联合使用自噬抑制剂来

验证假设。3-MA 能抑制自噬启动和自噬小体形

成，而 CQ 能够破坏自噬小体与溶酶体融合并导致

自噬小体积累。在本研究中，3-MA 降低了 NCTD
诱导的凋亡，而 CQ 的联合使用显著促进了 NCTD
诱 导 的 凋 亡 ，该 结 果 进 一 步 说 明 了 NCTD 诱 导

MDA-MB-231 细胞凋亡与自噬小体的积累相关。

该研究结果为 NCTD 在 TNBC 治疗中的应用提供

了理论依据。

Figure 6　　NCTD leads to apoptosis by inducing the accumulation of autophagosomes
A: Apoptosis rates of cells after NCTD combinated with/without chloroquine (CQ) are detected by flow cytometry (x̄ ± s, n = 3); B:Apoptosis rates of 
cells after NCTD combinated with/without 3-methyladenine (3-MA) are detected by flow cytometry (x̄ ± s, n = 3) 
*P < 0. 05, ***P < 0. 001 vs control group
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·本 刊 讯·
 

《中国药科大学学报》首届青年编委会暨

期刊发展战略研讨会成功召开

  2023 年 11 月 24 日，《中国药科大学学报》青年编委会成立暨期刊发展战略研讨会在“兴药为民·2023 生物医药创新

融合发展大会”期间于杭州成功召开，标志着该期刊在青年编委队伍建设和期刊战略发展方面迈出了重要的一步。常

务副主编尤启冬教授、来自全国高校和科研院所的 50 余位青年学者共同出席了会议。中国药科大学期刊编辑部主任

张静编审主持本次会议。

  在欢迎辞中，期刊编辑部张静主任强调了首届青年编委会的开创性使命和责任，强调每一位成员的参与对于期刊

的发展至关重要。随后，编辑部主任陈玲编审汇报了《中国药科大学学报》的基本情况，包括刊物的发展历程、目前的学

术地位以及在编辑出版方面的努力。她特别介绍了首届青年编委会的遴选和产生办法，以及青年编委的职责和权利，

为新一届青年编委会的工作打下了坚实基础。

  在隆重的首届青年编委聘任仪式上，常务副主编尤启冬教授为到会的青年编委颁发了《中国药科大学学报》首届青

年编委会委员聘书。聘任仪式之后，尤启冬副主编对青年编委表示祝贺，并强调了青年编委在期刊发展中的重要角色。

尤启冬副主编鼓励青年编委们在本次会议中充分交流，提出建议，为期刊的发展献计献策，共同推动期刊朝着高质量发

展的目标迈进。

  在座谈环节，青年编委们一致表示将积极履行青年编委的职责，将期刊的学术水平提升至更高的高度。与会者们

自由而深入的交流和讨论，为编辑部未来办刊提供了丰富的思路和宝贵的建议。会议的最后阶段，常务副主编尤启冬

教授对各位青年编委在会上的讨论和发言进行了总结，回应了青年编委们提出的关于杂志发展的各类问题。他表示，

会后编辑部将深度思考青年编委们提出的意见和建议，力求采纳大部分意见并做出改进。

  这次会议的成功举办将进一步推动《中国药科大学学报》提升稿件质量、拓宽办刊思路和优化办刊模式。编辑部将

与编委、青年编委共同努力，集思广益，共同助力期刊在高质量稿源、多维度宣传、多层次交流和组织建设等方面取得更

为显著的成绩。

（本刊编辑部）
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