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　 　 ［摘要］ 　目的 　研究海绵 Spongia pertusa Esper来源的 smenospongine（Sme）诱导乳腺癌细胞 MCF７凋亡的作用机制 。

方法 　使用 CCK唱８法检测 Sme对 MCF７细胞活力的影响 ；DAPI染色检测凋亡细胞的细胞核形态 ；使用流式细胞术检测细胞

凋亡率和线粒体膜电位 ；Western blotting 检测 Sme对 Bax 、Bcl２ 、细胞色素 C（cytochorome C ） 、p唱p３８和 p３８蛋白水平表达的
影响 。结果 　 CCK唱８法检测结果表明 ，Sme抑制 MCF７增殖 ，IC５０值为（１６ ．４６ ± ０ ．８８）μmol／L ；DAPI染色结果和 Annexin V唱
FITC／PI染色结果显示 Sme诱导细胞凋亡 。随着加药浓度的增加 ，细胞凋亡率从 ４ ．１８％ 逐渐升至 ２１ ．４９％ ；流式细胞仪检测

结果表明 Sme引发 MCF７细胞内线粒体膜电位下降 ；Western blotting 结果显示 Sme激活了内源性凋亡途径和 p３８丝裂源活
化蛋白激酶（MAPK）信号通路 。结论 　 Sme可能通过激活 p３８ MAPK 通路 ，诱导细胞内源性凋亡发挥抗乳腺癌作用 。
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Effect of marine sponge唱derived smenospongine on apoptosis in breast cancer
MCF7 cells
TANG Jie ，LIN Houwen ，SUN Fan （Department of Pharmacy ，Renji Hospital Affiliated to School of Medicine ，Shanghai Jiao
tong University ，Shanghai ２００１２７ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To investigate the potential effect of marine sponge唱derived smenospongine （Sme） on apoptosis in
breast cancer MCF７ cells ．Methods 　 The CCK唱８ method was used to detect grow th唱inhibitory effect of Sme against MCF７
cells ．Flow cytometry was used to evaluate the mitochondrial membrane potential and apoptosis ．Changes in nuclear morpholo唱
gy of apoptotic cells were assessed by DAPI staining ．Western blotting was used to detect the expression of Bax ，Bcl２ ，cyto唱
chorome C ，p３８ and p唱p３８ ．Results 　 Sme exhibited suppressive effect on the proliferation of MCF７ cells ，with IC５０ value of
（１６ ．４６ ± ０ ．８８） μmol／L ．DAPI staining and Annexin V唱FITC／PI double staining revealed that Sme significantly induced apop唱
tosis ．The apoptosis rate was increased rapidly from ４ ．１８％ to ２１ ．４９％ with the raise of Sme concentration ．Further study
showed that mitochondrial membrane potential decreased af ter Sme incubation ．Western blotting analysis displayed that the ex唱
pression of Bax was increased and the expression of Bcl２ was decreased ，which resulted in the release of cytochorome C ．Mean唱
while ，the phosphorylated level of p３８ was significantly elevated ．Conclusion 　 Sme inhibited the proliferation of MCF７ cells
and might activate intrinsic apoptosis through p３８ MAPK pathway ．
　 　 ［Key words］ 　 smenospongine ；breast cancer ；MCF７ cells ；apoptosis ；p３８ MAPK

　 　近年新药研发工作者们将目光转向天然产物寻

找新药先导化合物 。而海洋生物因其独特的生存环

境为新药开发提供了许多结构新颖 、活性多样的先

导化合物 ，从而备受青睐［１ ，２］
。 Smenospongine

（Sme）是从海绵 Spongia pertusa Esper 中分离得
到的倍半萜胺醌类化合物［３］

。已报道 Sme有着广

泛的药理活性 ，在白血病细胞中 ，Sme 通过促进人
慢性髓系白血病细胞 K５６２ 红系分化 ，诱导细胞周

期阻滞在 G１期或诱导白血病细胞凋亡等途径抑制
白血病细胞增殖［４唱６］

。近几年研究发现 ，Sme在实体
瘤中发挥着抑制细胞增殖和血管形成的作用［７］

。但

Sme抗乳腺癌的研究却未有报道 。 本实验通过研

究乳腺癌 MCF７ 细胞凋亡及相关信号途径探讨
Sme抗乳腺癌的作用机制 。

1 　材料与方法

1 ．1 　材料
　 　 Dulbecco′s Modified Eagle′s培养基（DMEM ） ，
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胎牛血清 （FBS）以及青霉素／链霉素 （美国 Gibico
公司） ；本实验所用一抗均购自美国 Cell Signaling
Technology 公司 ；辣根过氧化物酶（HPR）标记的二
抗购自英国 Abcam公司 ；四甲基罗丹明甲酯荧光探

针（TMRM ）购自美国 Invitrogen 公司 ；４′ ，６唱二脒

基唱２唱苯基吲哚（DAPI）购自美国 Sigma 公司 ；重组

人胰岛素（德国 Novo Nordisk 公司） ；CCK唱８ 溶液
和凋亡试剂盒（日本同仁公司） 。

1 ．2 　方法
1 ．2 ．1 　 Sme的提取和鉴定
　 　 Sme 由本实验室从中国南海采集的 S pongia
pertusa Esper海绵中分离 ，通过和文献比对 MS 、
NMR 、ECD 和特定旋光度数值确定结构［３］

。图 １

为 Sme 的化学结构 。 使用 DMSO 将 Sme 配成
１０ mmol／L储备液 ，保存在 － ２０ ℃冰箱中备用 。

图 1 　 Sme化学结构

1 ．2 ．2 　细胞培养
　 　乳腺癌细胞株 MCF７ 购自中科院典型培养物
保藏委员会细胞库 。 MCF７ 细胞培养于含 １０％

FBS ，１％ 青霉素／链霉素和 ２００ U ／ml人重组胰岛素
的 DMEM 培养基 ，置于 ３７ ℃ 、 ５％ CO２培养箱中

培养 。

1 ．2 ．3 　 CCK唱８法检测细胞活力
　 　将 MCF７ 细胞（８ × １０

４
）铺于 ９６ 孔板 ，放置在

３７ ℃培养箱培养 ２４ h 。 Sme稀释至不同浓度（０ 、５ 、

１０ 、２０ 、４０ 、８０ μmol／L）加入 ９６孔板 ，放置培养箱继

续培养 。 ７２ h后移去培养液 ，加入 CCK唱８溶液反应
１ h左右 ，使用酶标仪检测在 ４５０ nm处的吸光度 。

1 ．2 ．4 　检测线粒体膜电位
　 　将 １０ nmol／L 荧光探针四甲基罗丹明甲酯加入
细胞中孵育 ３０ min 。使用 PBS震荡洗涤 ３次 ，洗脱

荧光探针 。使用 １０ μmol／L Sme处理细胞 ４８ h ，收
集细胞 ，使用流式细胞仪检测线粒体膜电位 ，Flow唱
Jo ７ ．６用于数据分析 。

1 ．2 ．5 　 DAPI染色
　 　将细胞铺于 ４８ 孔板中 ，加入不同浓度的 Sme
（０ 、１０ 、２０ μmol／L）处理细胞 ４８ h 。使用 ４％ 的多聚

甲醛室温下固定细胞 ３０ min ，弃去多聚甲醛 ，使用

PBS 洗涤细胞 ３ 次 。 加入稀释好的 DAPI 溶液
（１０ μmol／L）于暗处孵育 １ ～ ２ h后 ，在 ２００ 倍显微

镜下观察细胞形态并拍照 。

1 ．2 ．6 　细胞凋亡检测
　 　分别使用不同浓度 Sme（０ 、５ 、１０ μmol／L ）预处
理 MCF７细胞 ４８ h后收集细胞 ，使用 PBS 洗涤细
胞 ，离心弃去 PBS 。 在细胞中加入 ５００ μl 稀释 １０

倍的 Annexin V 结合液重悬细胞 ，放于 ３７ ℃ 培养

箱培养孵育 ３０ min 。离心弃去 Annexin V 结合液
后 ，每管加入 １００ μl 的 Annexin V 结合液重悬细
胞 。每管各加入 ５ μl Annexin V唱FITC和 ５ μl碘化
丙啶溶液（PI）避光染色 １５ min ，加入 ４００ μl Annex唱
in V 结合液稀释重悬细胞后 ，使用流式细胞仪检测

细胞凋亡情况 。使用 FlowJo ７ ．６分析流式结果 。

1 ．2 ．7 　 Western blotting 检测蛋白表达
　 　将细胞以 ４ × １０

７密度铺于 ６ 孔板 ，加入 Sme
（０ 、５ 、１０ 、２０ μmol／L ）处理细胞 ４８ h 后 ，提取总蛋

白 。按照 BCA 试剂盒的操作说明 ，测定蛋白浓度 。

总蛋白溶液中加入上样缓冲液 ，１００ ℃煮沸 ５ min 。
蛋白上样量为 ３０ μg ，依次进行聚丙烯酰胺凝胶电
泳 ，转膜 ，封闭液封闭 １ h 后 ，１ × TBST 洗涤 ３ 次 ，

每次 ５ min 。将膜剪成所需分子量后倒入一抗 ，于

４ ℃脱色摇床上缓慢摇动孵育过夜 。回收一抗 ，１ ×

TBST 洗涤 ５次 ，每次 ５ min 。使用 HPR 标记的二
抗体孵育 １ h ，１ × TBST 洗涤 ５次 ，每次 ５ min ，曝光
条带 。使用 Image J软件分析条带灰度值 。

1 ．2 ．8 　统计学分析
　 　所有的实验结果至少重复 ３ 次 ，并以（珚x ± s）表
示 。使用 GraphPad Prism ６ ．０ 绘图 。 单因素方差

分析用于统计学检验 ，以 P ＜ ０ ．０５认为是具有统计

学差异 。

2 　结果

2 ．1 　 Sme抑制 MCF７细胞增殖
　 　使用 CCK唱８法检测 Sme对乳腺癌细胞 MCF７
的增殖抑制作用 ，将实验结果绘制成抑制曲线 。如

图 ２所示 ，Sme以剂量依赖的方式抑制 MCF７细胞
增殖 ，IC５０值为（１６ ．４６ ± ０ ．８８） μmol／L 。
2 ．2 　 Sme诱导 MCF７细胞凋亡
　 　很多药物通过诱导细胞凋亡发挥抗肿瘤的作

用 ，为了探究 Sme是否引起乳腺癌细胞发生凋亡 ，

课题组进行了 DAPI 染色实验 。 结果如图 ３所示 ，

与对照组相比 ，随着 Sme浓度的加大 ，加药组细胞

染色质固缩向外周聚集并发出更加明亮的荧光 ，提

００４
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图 2 　 Sme抑制MCF7细胞增殖

示细胞发生凋亡 。 Annexin V唱FITC／PI 双染实验
反映细胞凋亡率 ，如图 ４A 所示 ，Sme作用于 MCF７
细胞 ４８ h 后细胞出现凋亡 。 随着 Sme 浓度的升
高 ，凋亡细胞比例从 ４ ．１８％ 逐渐增加至 ２１ ．４９％ ，表

明 Sme能够剂量依赖性地诱导 MCF７细胞凋亡（图

４B） 。
2 ．3 　 Sme降低 MCF７细胞线粒体膜电位
　 　使用四甲基罗丹明甲酯荧光探针检测Sme对

图 3 　 DAPI染色检测细胞凋亡情况（200 × ）

图 4 　流式细胞术检测细胞凋亡情况
A ．流式细胞术检测细胞凋亡情况 ；B ．凋亡细胞比例 ； 倡 倡 P ＜ ０ ．０１ ，与未加药组比较

MCF７细胞的线粒体膜电位的影响 。如图 ５ 所示 ，

和对照组相比 ，使用 １０ μmol／L Sme干预 MCF７细
胞 ４８ h后 ，Sme 组曲线左移 ，荧光强度减弱 ，表明

Sme能降低线粒体膜电位 。

2 ．4 　 Sme诱导内源性凋亡
　 　 Western blotting 检测线粒体促凋亡蛋白 Bax

图 5 　 Sme导致 MCF7细胞
线粒体膜电位降低

和抗凋亡蛋白 Bcl２ 的表达 ，结果显示 Sme 显著促
进了 Bax 表达 ，下调了 Bcl２ 的表达（图 ６A ） ，导致

Bax ／Bcl２的比值降低 ，增加了线粒体膜的通透性 ，

细胞色素 C释放至胞浆中（图 ６B） 。
2 ．5 　 Sme促进 p３８磷酸化水平的提高
　 　为了探究 p３８ MAPK 通路是否参与了 Sme诱
导的细胞凋亡 ，使用 Western blotting 检测 p３８ 和
p唱p３８在蛋白水平的表达 。 结果如图 ７ 所示 ，Sme
处理细胞 ４８ h后 ，p３８磷酸化水平显著提高 。

3 　讨论

　 　乳腺癌是最常见的恶性肿瘤之一 ，影响全球至

少 １亿女性的健康 ，病死率较高［８］
。全球每年约有

１３８万人被确诊为乳腺癌 ，因而寻找和开发新的治

疗药物迫在眉睫［９］
。

　 　 Sme 最早在 １ ９ ８ ７ 年由 Kondracki 等［１０］从
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图 6 　 Sme诱导内源性凋亡
A ．Western blo tting 检测 Bax 、Bcl２ 和细胞色素 C 的表达水平 ；B ．Bax ／Bcl２ 比值 ；

倡 P ＜ ０ ．０５ ， 倡 倡 P ＜ ０ ．０１ ，与未加药组比较

图 7 　 Sme对 p38 MAPK通路的影响
A ．Western blo tting 检测 p唱p３８ 和 p３８ 的表达水平 ；B ．p唱p３８／p３８ 比值 ；

倡 倡 P ＜ ０ ．０１ ，与未加药组比较

Smenos pongia sp海绵中分离鉴定 。虽然 Sme发现
时间较早 ，但 Sme 抗实体瘤活性机制的研究并不
多 。已报道 Sme对肺癌 、乳腺癌 、结肠癌等均有较

好的抑制作用［７］
，但其抗肿瘤药理机制却未曾详细

探索 。

　 　本研究发现 ，海绵 Spongia pertusa Esper来源
的化合物 Sme显著抑制乳腺癌 MCF７ 细胞系的增
殖 。 DAPI染色和流式结果表明 ，Sme 诱导 MCF７
细胞凋亡 。细胞凋亡是一种高度保守的程序性细胞

死亡方式 ，在调节组织的稳态和清除受损细胞过程

中发挥着重要作用 。 细胞内有 ２ 条主要的凋亡途

径 ：由死亡受体介导的外源性凋亡途径和线粒体介

导的内源性凋亡途径［１１］
。为了检测 Sme是否通过

线粒体途径介导了凋亡 ，使用四甲基罗丹明甲酯荧

光探针检测 Sme对 MCF７细胞的线粒体膜电位的
影响 。四甲基罗丹明甲酯染料聚集在线粒体中呈现

红色荧光 ，一旦线粒体膜电位去极化 ，线粒体膜通透

性发生改变 ，四甲基罗丹明甲酯从线粒体中释放至

胞浆中 ，红色荧光将淬灭 。 本实验结果表明 ，Sme
引起线粒体膜电位降低 ，同时上调线粒体促凋亡蛋

白 Bax 表达和下调抗凋亡蛋白 Bcl２表达 ，线粒体膜

的通透性增加 ，细胞色素 C 释放至胞浆中 ，激活内

源性的凋亡途径引起细胞凋亡 。

　 　 MAPK 能够响应胞外的刺激 ，参与胞内的信号

传导［１２唱１４］
。研究表明 ERK MAPK 的激活促进细胞

增殖 ，而 JNK MAPK 和 p３８ MAPK 的激活将抑制
细胞增殖引发细胞凋亡［１５ ，１６］

。 本实验结果显示

Sme显著提高磷酸化 p３８ MAPK 水平 ，提示 Sme
可能通过激活 p３８ MAPK 通路诱导 MCF７ 细胞凋
亡 。但 Sme是否通过 ERK MAPK 、JNK MAPK 或
者其他途径调控 MCF７细胞增殖仍需进一步研究 。

综上所述 ，本研究表明 Sme 通过激活 p３８ MAPK
通路诱导内源性凋亡发挥抗乳腺癌的作用 。
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4 　讨论

　 　 初步的体外抗炎活性实验结果表明 ：１７ 个青

藤碱衍生物物对炎症均有一定的抑制作用 ，其活性

均优于青藤碱 ，化合物 4f和 4g效果最佳 ，可作为候

选药物 ，进一步开展深入研究 ，对开发 RA 药物具有
重要意义 。 １７ 个青藤碱衍生物均引入疏水基团苯

环 ，并在苯环上引入了新的官能团 ，进一步改善了分

子的脂溶性 ，同时新引入的基团可能成为参与抗炎

活性的药效基团 ，观察其中 ２个活性最好的化合物 ，

可以发现均为间位取代产物 ，可能间位构象与抗炎

作用靶点更容易结合或结合更为稳定 ，有利于发挥

抗炎作用 。化合物 4f 的甲氧基与苯环相连为供电
子基团 ，能改善脂水分配系数 、增加脂溶性而有利于

药物透膜 。化合物 4g的氟取代基为吸电子基 ，其基

团空间较小 ，且易于与靶蛋白形成分子间氢键 ，有利

于与靶点结合 ，由于化合物数量有限 ，构效关系的深

入探讨有待于进一步的研究 。
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