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雌马酚抑制人乳腺癌 MCF-7
细胞增殖及机制研究

王萌 任国峰1

中南大学公共卫生学院营养与食品卫生学系，长沙 410078

摘要: 目的 研究雌马酚对人乳腺癌细胞 MCF-7 增殖的抑制作用并初步探讨其

分子机制。方法 利用 MTT 法测定不同浓度( 0. 1、0. 5、1、5 和 10 μmol /L) 雌马酚对

MCF-7 细胞增殖率的影响，流式细胞仪测定雌马酚对细胞凋亡率和细胞周期的影响，

Western blot 测定 bag-1、bcl-2、VEGF、EＲK1 /2、p-EＲK1 /2、p38 以及 p-p38 蛋白表达。
结果 随着雌马酚浓度升高，人乳腺癌细胞 MCF-7 的增殖率下降( P ＜ 0. 05) ，细胞凋

亡率 升 高，细 胞 周 期 被 阻 滞 于 G0 /G1 期，雌 马 酚 可 以 下 调 bag-1、bcl-2、VEGF、
p-EＲK1 /2以及 p-p38 蛋白表达，并具有一定剂量-效应关系。结论 雌马酚可以通过

促进细胞凋亡并阻滞细胞周期于 G0 /G1 期，以及下调 bag-1、bcl-2、VEGF 蛋白、抑制

EＲK1 /2 和 p38 蛋白磷酸化的方式实现对人乳腺癌细胞 MCF-7 增殖的抑制。
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Study on the inhibiting effects of equol on MCF-7 cells
proliferation and its molecular mechanisms

WANG Meng，ＲEN Guofeng
Department of Nutrition and Food Hygiene，School of Public Health，Central South University，Changsha 410078，China

Abstract: Objective To investigate the proliferation inhibition effects of equol on
human breast cancer cell line MCF-7 and explore its molecular mechanisms． Methods
MCF-7 cells were treated with different concentration of equol，including 0. 1，0. 5，1，5
and 10 μmol /L． After the treatment，the proliferation rate of cells was examined by MTT
method and the cell apoptosis percentage and cell cycle phase were determined by flow
cytometry． The bag-1，bcl-2，VEGF，EＲK1 /2，p-EＲK1 /2，p38 and p-p38 protein were
determined using Western blotting． Ｒesults A dose and time effect of proliferation
inhibition of equol was proved in MCF-7． The MCF-7 cell apoptosis percentage increased
significantly in the groups of equol，and the cell cycle arrest in G0 /G1 phase． The
expression of bag-1， bcl-2，VEGF， p-EＲK1 /2 and p-p38 protein were decreased
gradually with the increase concentration of equol． Conclusion The equol could inhibit
the proliferation of the breast cancer cell lines MCF-7 and its inhibitory effect may be due
to inducing apoptosis，arresting the cell cycle in G0 /G1 phase，down-regulating the
expression of bag-1，bcl-2，VEGF，p-EＲK1 /2 and p-p38 protein．
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乳腺癌的女性癌症死亡率最高，在所有癌症

和因癌症死亡的病例中分别占 23%和 14%［1］，在

美国，几乎每年 20 万人被诊断为乳腺癌，在我国，

全国肿瘤登记地区恶性肿瘤中，乳腺癌占女性恶

性肿瘤的第一位［2］。膳食植物雌激素可以降低

乳腺癌发病风险，其中，大豆饮食对乳腺癌发病的

危险度为 0. 86［3］。雌马酚作为大豆异黄酮中主

要成分大豆苷元的代谢终产物，具有多种生物学

活性，如雌激素、抗雌激素双重作用，抗氧化，抗抑

郁以及抗肿瘤作用。有研究证明，大豆苷元和雌

马酚对人乳腺癌细胞 MCF-7 裸鼠移植瘤活性的

抑制作用高于染料木黄酮和他莫昔芬，并且可以

明显促 进 肿 瘤 细 胞 凋 亡，表 现 出 抗 肿 瘤 的 潜

力［4］，但并未对雌马酚的作用机制进行探讨，因

此，本实验拟用各浓度雌马酚处理人乳腺癌细胞

MCF-7，观察其对细胞增殖的抑制作用并对其可

能的分子机制进行初步探讨。

1 材料与方法

1. 1 试剂与材料

雌马酚( 纯度为 99% ) 购自 LC Labs; 雌二醇、
噻唑蓝( MTT) 均购自 Sigma; 灭活胎牛血清购自

北京鼎国、0. 25% 胰蛋白酶、蛋白酶抑制剂、二甲

基亚砜( DMSO) 均购自 Amresco; ＲPMI-1640 培养

基购自 Gibco; 无酚红去雌激素 ＲPMI-1640 培养

基购自迈晨科技有限公司; Anti-p38 单克隆抗体、
Anti-p-p38 单 克 隆 抗 体 均 购 于 Santa Cruz、
Annexin-v-FITC 凋亡检测试剂盒购自晶美; 人乳

腺癌细胞 MCF-7 购自中南大学。
1. 2 方法

1. 2. 1 细胞培养 细胞接种于含 10% 胎牛血

清，100 U /ml 青霉素、100 μg /ml 链霉素的 ＲPMI
1640 培养基中，将培养瓶置于 37 ℃、5%CO2 饱和

湿度培养箱培养，每 1 ～ 2 天换培养液一次。当细

胞生长到足以覆盖瓶底壁的大部分表面时( 大约

4 d 可形成 90% ～95%细胞汇合的单层细胞) ，用

0. 25%胰蛋白酶消化、传代。加入受试物前 5 d
将细胞用 PBS 冲洗后改用无酚红去雌激素 ＲPMI-
1640 培养基继续培养。
1. 2. 2 细胞接种 取经无酚红去雌激素 ＲPMI-
1640 培养基培养的对数生长期 MCF-7 细胞，用

0. 25%胰酶消化，台盼兰染色后用细胞计数板计算

细胞浓度，根据结果调整细胞浓度，每孔 100 μl( 约

含 1000 个细胞) 培养于 96 孔培养板内，置37 ℃、

5%CO2 温箱中培养。每组设置 6 个平行样本。
1. 2. 3 MTT 实验 将在无酚红去雌激素 ＲPMI-
1640 培养基中培养 5 d，并消化吹打好的 MCF-7 细

胞悬液接种于 96 孔板中，接种数量为 5000 个 /孔，

每 孔 200 μl，设 雌 马 酚 组 ( 0. 1、0. 5、1、5 和

10 μmol /L) 、溶剂对照组 ( 0. 1% DMSO) 和 E2 阳

性对照组( 0. 001 μmol /L 雌二醇) 。称取 242 μg
雌马酚溶于 10 ml DMSO，充分溶解 1 h，配制成原

液( 100 μmol /L) ，过滤除菌，－ 20 ℃保存，待用时

按各处理组浓度分别进行稀释。处理后放置在

37 ℃ CO2 培养箱中继续培养 24、48 和72 h后每

孔加入 MTT 溶液( 5 mg /ml) 20 μl，37 ℃避光孵育

4 h，终止培养，小心吸去每孔内培养上清液，每孔

加入 150 μl DMSO 显色，在振荡器上振荡 10 min，

使甲瓒充分溶解。选择 490 nm 波长，在酶联免疫

检测仪上测定各孔吸光度( A) 值，计算增殖率。
1. 2. 4 雌马酚对人乳腺癌细胞 MCF-7 的影响

1. 2. 4. 1 分组 取对数期细胞制成单层悬液，接

种于 6 孔板内，设雌马酚组、溶剂对照组和 E2 阳

性对照组，每组设 6 个平行孔，处理 48 h 后进行

检测。
1. 2. 4. 2 流式细胞仪检测 在消化、离心、固定

后，将细胞数量调整为 5 × 106 个 /孔，移至新 EP
管，每管加 1 ml 预冷的 PBS 离心。

①每管加 400 μl PBS，检测细胞周期，并利用

Phoennix Flow Systems 公司 MCYCLE 11. 0 分析软

件进行分析。
②弃上清，将细胞悬浮于 200 μl 结合缓冲液

( 按照试剂盒中说明将缓冲液与去离子水1∶ 3混

合) 后，移至流式管。将两种细胞分别分为 4 管:

空白、只加荧光 Annexinv、只加 PI、两者都加。两

组对照 组 和 雌 马 酚 组 每 管 加 入 10 μl Annexinv
FITC 和 5 μl PI，轻轻摇匀，室温避光反应 25 min。
最后，每管加入 200 μl PBS 立即上机检测。光源

为 488 nm 氢离子激光器，受到激发后，FITC 发绿

色荧光，PI 发红色荧光，检测细胞凋亡。
1. 2. 4. 3 Western blot 检测 将样品进行预处理

后，测定各组蛋白质含量，从而确定样品上样浓度，

最后用 Western blot 凝胶电泳测定 bag-1、bcl-2、
VEGF、EＲK1 /2、p-EＲK1 /2、p38、p-p38 蛋白表达。
1. 3 统计学分析

结果用均数 ± 标准差( 珋x ± s) 表示，采用 SPSS
18. 0 软件进行统计分析，P 值取双侧检验概率，

显著性水准 α = 0. 05。
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2 结果

2. 1 MTT 法测定细胞增殖率

由表 1 可知，与两个对照组相比，分别作用

24、48 和 72 h 时，各浓度组雌马酚均可抑制人乳

腺癌细胞 MCF-7 增殖，且不同时间和浓度之间存

在交互作用( F = 26. 679，P = 0. 000 ) 。随着雌马

酚浓度不断升高，其对 MCF-7 细胞增殖的抑制作

用也越明显，具有一定的剂量-效应关系。

表 1 MTT 法测量各组 MCF-7 细胞增殖率

Table 1 The proliferation rate of MCF-7 cells (珔x ± s) %

组别 雌马酚 / ( μmol /L) 24 h 48 h 72 h
溶剂对照组 0 100 100 100
E2 阳性对照组 0 107. 74 ± 1. 64 ( 1) 116. 93 ± 1. 05 ( 1) 126. 46 ± 1. 57 ( 1)

雌马酚组 0. 1 94. 69 ± 3. 92 ( 1，2) 91. 20 ± 1. 37 ( 1，2) 75. 80 ± 1. 88 ( 1，2)

0. 5 89. 83 ± 3. 26 ( 1，2) 86. 30 ± 1. 03 ( 1，2) 68. 72 ± 1. 48 ( 1，2)

1 86. 51 ± 4. 27 ( 1，2) 77. 68 ± 3. 99 ( 1，2) 61. 91 ± 1. 33 ( 1，2)

5 85. 11 ± 4. 71 ( 1，2) 66. 70 ± 1. 46 ( 1，2) 57. 43 ± 2. 53 ( 1，2)

10 78. 26 ± 5. 56 ( 1，2) 57. 45 ± 2. 59 ( 1，2) 47. 43 ± 2. 62 ( 1，2)

注: ( 1) 与溶剂对照组相比，P ＜ 0. 05; ( 2) 与 E2 阳性对照组相比，P ＜ 0. 05

2. 2 雌马酚对细胞凋亡和细胞周期的影响

2. 2. 1 雌马酚对细胞凋亡的影响 由表 2 可知，

与两个对照组相比，各组浓度雌马酚不仅可以促

进 MCF-7 细胞早期凋亡，还可以促进其晚期凋

亡，并具有一定的剂量-效应关系。

表 2 各组 MCF-7 细胞凋亡率

Table 2 The apoptosis percentage of MCF-7 cells (珔x ± s) %

组别 雌马酚 / ( μmol /L) 早期凋亡 晚期凋亡

溶剂对照组 0 9. 147 ± 0. 606 8. 790 ± 0. 517
E3 阳性对照组 0 3. 083 ± 0. 647 ( 1) 2. 633 ± 0. 529 ( 1)

雌马酚组 0. 1 11. 563 ± 0. 244 ( 1，2) 11. 753 ± 1. 122 ( 1，2)

0. 5 13. 067 ± 0. 715 ( 1，2) 14. 773 ± 0. 492 ( 1，2)

1 14. 580 ± 0. 547 ( 1，2) 18. 257 ± 1. 099 ( 1，2)

5 16. 363 ± 0. 572 ( 1，2) 22. 560 ± 0. 803 ( 1，2)

10 17. 757 ± 0. 581 ( 1，2) 27. 947 ± 0. 955 ( 1，2)

注: ( 1) 与溶剂对照组相比，P ＜ 0. 05; ( 2) 与 E2 阳性对照组相比，P ＜ 0. 05

2. 2. 2 雌马酚对细胞周期的影响 由图 1 可知，

与两组对照组相比，各浓度雌马酚 G0 /G1 期细胞

明显增多，S 期细胞比例下降，表现出 G0 /G1 期阻

滞。浓度为 1、5 和 10 μmol /L 的雌马酚可使 G2M
期细胞比例下降，与对照组相比差异具有统计学

意义( P ＜ 0. 05) 。

图 1 雌马酚对 MCF-7 细胞周期的影响

Figure 1 The effects of equol on MCF-7 cell cycle phase

2. 3 雌马酚抑制 MCF-7 细胞增殖作用的机制

2. 3. 1 雌马酚对 bag-1、bcl-2、VEGF 蛋白水平的

影响 由图 2 可见，与两个对照组相比，各浓度雌

马酚均可抑制 bag-1、bcl-2、VEGF 蛋白的表达，且

随着雌马酚浓度不断升高抑制作用越发明显，当

雌马酚浓度达到 10 μmol /L 时，bag-1、bcl-2、VEGF
蛋白的表达量与对照组相比最低。

图 2 雌马酚对 bag-1、bcl-2、VEGF 蛋白水平的影响

Figure 2 The effects of equol on bag-1，bcl-2，

VEGF protein
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2. 3. 2 雌马酚对 EＲK1 /2、p-EＲK1 /2 蛋白表达

的影响 由图 3 可见，与两个对照组相比，雌马酚

对总 EＲK1 /2 蛋白表达无影响，各浓度雌马酚均

可下调 p-EＲK1 /2 蛋白表达，且随着雌马酚浓度

不断升高 p-EＲK1 /2 蛋白表达量逐渐降低。

图 3 EＲK1 /2 及磷酸化 EＲK1 /2 蛋白表达量

Figure 3 The effects of equol on EＲK1 /2
and p-EＲK1 /2 protein

2. 3. 3 雌马酚对 p38、p-p38 蛋白表达的影响

由图 4 可见，雌马酚对总 p38 蛋白的表达无影响;

与两个对照组相比，雌马酚可以下调 p-p38 蛋白

表达，且随着雌马酚浓度不断升高 p-p38 表达量

逐渐降低。

图 4 p38 及磷酸化 p38 蛋白表达量

Figure 4 The effects of equol on p38 and p-p38 protein

3 讨论

流行病学研究显示，在亚洲人群中，雌马酚有

降低乳腺癌发病风险的趋势［5］，作为植物雌激素

的雌马酚具有雌激素和抗雌激素双重作用，这取

决于内源性雌激素的含量，当内源性雌激素水平

较低时，雌马酚可以与雌激素受体( EＲ) 结合，发

挥雌激素作用，而当内源性雌激素水平较高时，雌

马酚可以与 EＲ 竞争性结合，减弱靶细胞对雌激

素的应答，防治雌激素依赖性疾病。雌马酚可以

减轻雌激素的促细胞增殖作用，降低与雌激素有

关的癌症发病风险，也是由于其发挥了抗雌激素

作用，可以竞争性结合 EＲ，减少雌激素与受体结

合的机会［6-7］。本实验说明，雌马酚可以抑制乳

腺癌细胞增殖，一方面可能是由于雌马酚发挥了

抗雌激素作用，另一方面也由于雌马酚具有促凋

亡作用。

关于雌 马 酚 是 否 可 以 诱 导 人 乳 腺 癌 细 胞

MCF-7 凋亡说法不一，有实验表明雌马酚可以

诱导人乳腺癌细胞 MCF-7 凋亡［8］，但是有的实

验却发现雌马酚可以促进 MDA-MB-231 细胞凋

亡，而并非 MCF-7 细胞［9］。本实验表明，雌马酚

在浓度为 0. 1 ～ 10 μmol /L 范围内，可以显著促

进 MCF-7 细胞凋亡，用雌马酚作用于人乳腺癌

细胞 MCF-7 时，出 现 G0 /G1 期 阻 滞，而 S 期 和

G2M 细胞比例的下降也提示 G0 /G1 期细胞向 S
期进展时出现了阻滞现象，这与 CHOI 等［10］的

研究结果相一致。以上结果均提示，雌马酚可

以通过阻滞细胞 G0 /G1期，使其不能进入 S 期和

G2M 期进行细胞复制和分裂来实现对细胞增殖

的抑制。
Bag-1 基因全称 Bcl-2 结合抗凋亡基因，其分

泌蛋白是独立于 Bcl-2 家族的 bcl-2 结合蛋白，能

够正调节 bcl-2 的抗细胞凋亡作用，bag-1 表达与

bcl-2 高度正相关［11］，并且 bag-1 的高表达预示着

乳腺癌预后不良和局部复发的可能性［12］。VEGF
在良、恶性乳腺病变的阳性表达率有显著差别，且

与病理组织分级、TNM 分期、腋淋巴结转移密切

相关，分期级别越高 VEGF 阳性表达率越高［13］。
下调 VEGF 的表达可以抑制乳腺癌的生长［14］。
本实验表明，植物雌激素雌马酚可以明显下调

bcl-2、bag-1 和 VEGF 蛋白的表达，且均具有剂量

依赖关系，说明雌马酚可以通过促进 MCF-7 细胞

凋亡和下调 VEGF 蛋白表达的方式抑制肿瘤细胞

增殖。
丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶 ( mitogen-activated

protein kinases，MAPKs) 是细胞内的一类丝氨酸 /
苏氨酸蛋白激酶，MAPK 通路是细胞内重要的信

号传导途径，在细胞的恶性转化和肿瘤的发生发

展中起重要作用。EＲK1 /2 和 p38 都属于 MAPK
亚家族，在细胞凋亡、细胞因子产生、转录调节及

细胞骨架识别中起重要作用，EＲK1 /2 在乳腺癌

细胞中被明显激活，其表达高于乳腺良性病变组

织和正常组织。p38 信号通路通过调控 VEGF 的

表达促进肿瘤侵袭转移，在乳腺浸润性导管癌中

可能起协同作用［15-16］。本实验结果显示，低浓度

的雌马酚即可抑制 EＲK1 /2 和 p38 蛋白磷酸化，

且存在 剂 量 依 赖 趋 势，说 明 雌 马 酚 可 以 阻 断

EＲK1 /2 和 p38MAPK 信号转导通路，使其处于抑

制状态，从而抑制肿瘤细胞增殖。
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