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大豆异黄酮激活 PPARγ抑制人乳腺癌 MCF-7 细胞增殖 *
戎 嵘 韦红梅 周 静 朱俊东△

（第三军医大学军事预防医学院营养与食品卫生学教研室，重庆市营养与食品安全重点实验室 重庆 400038）

摘要 目的：探讨两种大豆异黄酮主要成分染料木黄酮（genistein,GEN）和大豆苷元（daidzein,DAI）抑制人乳腺癌 MCF-7 细胞增殖

的作用与过氧化物酶体增殖激活物受体γ(peroxisome proliferators-activated receptorγ, PPARγ)信号途径的关系。方法：采用免

疫细胞化学染色方法观察 MCF-7 细胞的 PPARγ表达情况，PPARγ介导的荧光素酶报告基因检测大豆异黄酮和 PPARγ配体

罗格列酮（rosiglitazone,ROS）对 MCF-7 细胞 PPARγ的激活作用，MCF-7 细胞分别经 8×10-5mol/L GEN、DAI 和 1×10-5mol/L 的

ROS 单独或联合 1×10-5mol/L 的 PPARγ特异性抑制剂 GW9662 联合处理 24、48 和 72 h 后，用 CCK-8 法检测细胞增殖。结果：

MCF-7 细胞存在有 PPARγ表达，GEN、DAI 呈剂量依赖性增强报告基因荧光素酶活性，且这种作用可被 GW9662 明显阻断；

GEN、DAI 和 ROS 呈时间依赖性明显抑制 MCF-7 细胞增殖（P＜0.05），而 GW9662 可以显著削弱 GEN、DAI 和 ROS 对 MCF-7 细

胞的增殖抑制作用（P＜0.05）。结论：大豆异黄酮可通过激活乳腺癌 MCF-7 细胞的 PPARγ信号途径抑制其增殖。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of two major components of soy isoflavones genistein,daidzein and peroxisome on

the proliferation of human breast cancer MCF-7 cells, and the relationship between it and the proliferators-activated receptor γ(PPARγ)

signal pathway. Methods: The expression of PPARγ in breast cancer MCF-7 cells was detected by immunocytochemical staining, and

the activation of PPARγ in MCF-7 cells induced by isoflavones was measured by luciferase reporter gene assay. The proliferation of

MCF-7 cells was measured by CCK-8 assay. Results: There was expression of PPARγ in breast cancer MCF-7 cells. The luciferase ac-

tivities of MCF-7 cells tranfected with luciferase reporter gene plasmid showed a dose-response relationship with genistein and daidzein

treatment. GW9662 significantly inhibited the expression of reporter gene induced by genistein and daidzein. Genistein, daidzein and

rosiglitazone inhibited the proliferation of cancer cells MCF-7in a time-dependent manner（P＜0.05）, but the inhibitory effects of genis-

tein, daidzein and rosiglitazone on the proliferation of cancer cells could be blocked by GW9662 significantly （P＜0.05）. Conclusions:

Soy isoflavones inhibit the proliferation of breast cancer MCF-7 cells by activating the PPARγ signal pathway.
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前言

大豆异黄酮（soy isoflavone,SI）是存在于大豆中的非营养

活性成分，主要包括染料木黄酮（genistein，GEN）和大豆苷元

（daidzein,DAI），其生物学功能非常广泛，包括抗肿瘤、降血脂、
防治骨质疏松等[1]，尤其是大豆异黄酮对乳腺癌的防治作用研

究倍受关注[2]。近年来，国内外许多学者对大豆异黄酮的抗肿瘤

作用进行了大量的体内外实验研究，但其确切的抗癌作用机制

还不完全清楚。研究表明 GEN 抑制蛋白酪氨酸激酶（protein

tyrosine kinase,PTK）、拓扑异构酶Ⅱ （Topoisomerases Ⅱ，Top
Ⅱ）等参与细胞增殖和凋亡调节的相关酶活性是其抗肿瘤作用

的重要机制[3]，然而却难以解释 DAI 的抗肿瘤作用，因为 DAI
并不具有抑制 PTK、Top Ⅱ活性的作用，提示大豆异黄酮可能

还存在不依赖于抑制酶活性途径的其它抗肿瘤作用途径。过氧

化物酶体增殖物激活受体 （peroxisome proliferator-activated re-
ceptor，PPARs） 是核受体超家族成员之一，包括 PPARα、
PPARβ/δ、PPARγ三种亚型，PPARs 作为配体依赖性激活的

核转录调节因子与靶基因启动子上的过氧化物酶体增殖物反
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应元 件 （peroxisome proliferators responsive element,PPRE）结

合，调控靶基因表达水平，进而发挥各种生理调节功能[4]。近年

研究发现大多数肿瘤细胞都存在 PPARγ表达，PPARγ与肿

瘤的关系开始受到广泛关注。大量体内外实验研究结果表明一

些 PPARγ配体如罗格列酮（rosiglitazone，ROS）等格列酮类药

物对乳腺癌、前列腺癌、结肠癌、肝癌、肺癌、胃癌等多种器官来

源的肿瘤具有明显的抗肿瘤作用，因此 PPARγ被认为是肿瘤

治疗的新靶点，PPARγ配体可能是潜在的肿瘤化学防治药物[5,6]。
Mezei O 等采用报告基因检测方法证实了 GEN 和 DAI 对小鼠

巨噬细胞 RAW264.7 的 PPARα和 PPARγ具有双重激活作

用，并认为这是大豆异黄酮防治糖尿病、降血脂的作用机理之

一[7]。大豆异黄酮的抗肿瘤作用是否与 PPARγ信号通路有关

尚不清楚，本研究采用免疫组织化学、荧光素酶报告基因检测、
CCK-8 比色法，首先观察了乳腺癌 MCF-7 细胞 PPARγ的表

达情况，以及 GEN、DAI 和 ROS 对 MCF-7 细胞 PPARγ的激

活作用，然后比较 GEN、DAI 和 ROS 单独处理或联合 PPARγ
特异性拮抗剂 GW9662 处理 MCF-7 细胞后细胞增殖的变化，

以初步探讨大豆异黄酮的抗乳腺癌作用与 PPARγ信号途径

的关系。

1 材料与方法

1.1 材料

人乳腺癌 MCF-7 细胞株由中科院上海细胞所提供；RP-
MI-1640 培 养 基 干 粉 为 Hyclone 公 司 产 品 ；GEN、DAI 和

GW9662 购于 Sigma 公司；鼠抗人单克隆抗体 PPARγ 购于

CST 公司；生物素标记羊抗小鼠 IgG SP-9002 试剂盒、3,3,- 二

氨基联苯胺(DAB)购于北京中山公司；荧光素酶报告基因质粒

PPRE-TK-Luc 由 美 国 R.Evans 教 授 惠 赠 ； 内 对 照 质 粒

phRL-CMV 购自 promega 公司；新生胎牛血清购自杭州四季青

生物公司，梭华 Sofast 基因转染试剂购自厦门太阳马公司，双

荧光素酶报告基因检测试剂盒购自 Promega 公司。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养 MCF-7 细胞培养于含 10％小牛血清、100kU/L
青霉素、100kU /L 链霉素的 RPMI-1640 培养液中，37℃，5%
CO2 常规传代培养。
1.2.2 免疫细胞化学染色检测 PPARγ蛋白表达 MCF-7 细胞

培养于置入有盖玻片的 24 孔培养板中，24h 后小心取出盖玻

片并置于载玻片上，经 4％多聚甲醛室温固定，0.3％H2O2- 甲醇

处理灭活内源性过氧化物酶，5～10％正常山羊血清封闭后，滴

加鼠抗人单克隆抗体 PPARγ的一抗工作液(阴性对照以 PBS
代替一抗)，37℃孵育 1h 后转入 4℃过夜，PBS 充分漂洗后，滴

加 100μl 二抗工作液，37℃孵育 30min，PBS 充分漂洗后，再以

DAB 进行显色，PBS 漂洗后以 10％甘油封片，显微镜观察、照
相。
1.2.3 细胞转染及处理 取对数生长期的 MCF-7 细胞常规消化

后，以 2×105/ml 细胞密度接种于 96 孔培养板, 200μl/ 孔，于

CO2 培养箱内孵育。24h 后将 PPRE 调控的荧光素酶报告基因

质粒 PPRE-TK-Luc 及内对照质粒 phRL-CMV 用 Sofast 基因转

染试剂转入每孔。12h 后弃上清，以 pH7.2 的 PBS 清洗细胞后，

加入受试物，每种受试物均设 3 个复孔，于 CO2 培养箱内再孵

育。实验分组：溶剂对照组；GEN 处理组；DAI 处理组；ROS 处

理 组 （ROS 是 已 知 的 PPARγ 配 体 ， 阳 性 对 照 组）；

GEN+GW9662 联 合 处 理 组 ；DAI+GW9662 联 合 处 理 组 ；

ROS+GW9662 联合处理组。GEN、DAI 设 0.5×10-5 mol/L、2×
10-5 mol/L、8×10-5 mol/L 三个剂量 ，ROS、GW9662 的 剂 量 为

1×10-5 mol/L。24h 后弃上清，用 pH7.2 的 PBS 清洗细胞后，每

孔加入 100μl PLB 细胞裂解液，进行细胞裂解，收集细胞裂解

产物进行报告基因检测。
1.2.4 报 告 基 因 活 性 检 测 取 20μl 细 胞 裂 解 产 物 ， 采 用

Promega 公司双荧光素酶报告基因检测试剂盒进行目的报告

基因萤火虫荧光素酶及内对照海肾荧光素酶活性检测，萤火虫

荧光素酶的表达值通过与内对照海肾荧光素酶的表达值计算

比值以对结果进行标准化校正。
1.2.5 CCK-8 比色法检测细胞增殖 实验分组：溶剂对照组；

GEN 处理组；DAI 处理组；ROS 处理组；GEN+GW9662 联合处

理组；DAI+GW9662 联合处理组；ROS+GW9662 联合处理组。
GEN、DAI 剂量为 8×10-5 mol/L，ROS、GW9662 剂量为 1×10-5

mol/L。取对数生长期的 MCF-7 细胞常规消化后，以 2×105/ml
细胞密度接种于 96 孔培养板, 200μl/ 孔。常规条件下培养 24h
贴壁后，加入处理因素继续培养，每个浓度设 3 个平行孔。收获

细胞前 4h 每孔加入分别加 CCK-8 试剂 10μL，37℃继续孵育

4 h，酶联免疫检测仪测定各孔的吸光度值(测定波长 450 nm，

参比波长 650 nm)。
1.2.6 统计分析 实验数据以 x±s 表示，采用 SPSS 11.0 for
windows 统计分析软件进行处理，计量资料用方差分析。

2 实验结果

2.1 MCF-7 细胞表达 PPARγ的鉴定

PPARγ免疫细胞化学染色显示 MCF-7 细胞的细胞核和

胞浆中可见明显棕黄色或棕褐色颗粒，提示 MCF-7 细胞存在

有 PPARγ表达。见图 1。

2.2 GEN、DAI 和 ROS 对 MCF-7 细胞 PPARγ的激活作用

由表 1 可见，三个不同浓度的 GEN、DAI 和 1×10-5mol/L

图 1 MCF-7 细胞中 PPARγ免疫细胞化学染色（SP×400）
Fig1 Immunocytochemical staining of PPARγin human breast cancer

MCF-7 cells
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group 24h 48h 72h

Control 1.172±0.024 1.517±0.032 1.968±0.046

Genistein 0.934±0.012* 1.085±0.026* 1.141±0.081*

Daidzein 1.002±0.017* 1.136±0.045* 1.205±0.070*

Rosiglitazone 0.983±0.023* 1.112±0.056* 1.186±0.065*

GW9662+genistein 1.078±0.014▲ 1.297±0.072▲ 1.724±0.037▲

GW662＋daidzein 1.121±0.035▲ 1.345±0.091▲ 1.805±0.078▲

GW9662+rosiglitazone 1.092±0.029▲ 1.304±0.106▲ 1.746±0.053▲

的阳性对照 ROS 均可明显增强乳腺癌 MCF-7 细胞的荧光素

酶报告基因表达活性，且 GEN、DAI 的作用存在剂量依赖性效

应趋势。而 PPARγ 特异性抑制剂 GW9662 与 GEN、DAI 和

ROS 联合处理 MCF-7 细胞时，GEN、DAI 和 ROS 对 MCF-7 细

胞的荧光素酶报告基因表达活性与对照组无明显差异。结果表

明，GEN、DAI 与阳性对照 ROS 一样，均可激活 MCF-7 细胞的

PPARγ信号途径。

Note:*p＜0.05，vs Control

group relative luciferase activity

Control 6.31±0.28

Genistein

0.5×10-5 mol/L 13.77±1.24*

2×10-5 mol/L 17.01±1.54*

8×10-5 mol/L 17.10±1.62*

Daidzein

0.5×10-5 mol/L 15.16±0.73*

2×10-5 mol/L 20.30±1.54*

8×10-5 mol/L 21.94±1.70*

Rosiglitazone 24.96±1.33*

GW9662+genistein

0.5×10-5 mol/L 7.07±0.61

2×10-5 mol/L 6.03±0.73

8×10-5 mol/L 7.18±0.56

GW662+daidzein

0.5×10-5 mol/L 6.18±0.37

2×10-5 mol/L 6.19±0.34

8×10-5 mol/L 6.48±0.62

GW9662+rosiglitazone 5.64±0.28

表 1 GEN、DAI 和 ROS 对 MCF-7 细胞转染荧光素酶报告基因表达的影响（x±s）
Table 1 Effects of genistein, daidzein and rosiglitazone on the expression of luciferase reporter gene in MCF-7 cells（x±s）

3 GEN、DAI 和 ROS 对 MCF-7 细胞增殖的抑制作用

由表 2 可见，8×10-5 mol/L 的 GEN、DAI 和 1×10-5mol/L
的 ROS 均可明显抑制乳腺癌 MCF-7 细胞增殖，并存在时间依

赖性效应。1×10-5 mol/L 的 GW9662 分别与 GEN、DAI 和 ROS

联合处理细胞时，GEN、DAI 和 ROS 对 MCF-7 细胞增殖的抑

制作用明显减弱。结果表明，GEN、DAI 和 ROS 对 MCF-7 细胞

增殖的抑制作用与 PPARγ激活有关。

Note:*p＜0.05，vs Control；▲p＜0.05，vs GEN，DAI and ROS treatment alone respectively

表 2 GEN、DAI 和 ROS 对 MCF-7 细胞增殖的影响（x±s）
Table 2 Effects of genistein, daidzein and rosiglitazone on the proliferation of MCF-7 cells
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3 讨论

PPARs 是甾体激素受体超家族的新成员, 共有 3 个亚型(
PPARα、PPARβ 和 PPARγ) ,它们在结构、功能及组织分布

上均有差异。PPARs 的生物学功能复杂,主要参与调节脂质代

谢与糖代谢、脂肪细胞分化和能量平衡、炎症反应、动脉粥样硬

化及肿瘤细胞的分化与凋亡等生理和病理过程。大量研究结果

表明 PPARγ在多种肿瘤细胞中有表达,可被其特异性配体激

活,发挥抑制细胞增殖、诱导细胞凋亡及分化、抑制血管生成和

降低肿瘤侵袭等作用[8-11]。本研究通过免疫细胞化学染色方法

证实人乳腺癌 MCF-7 细胞中存在有 PPARγ表达，CCK-8 比

色法检测结果显示 PPARγ的配体罗格列酮对 MCF-7 细胞增

殖有明显抑制作用，而且这种增殖抑制作用可被 PPARγ的特

异性拮抗 剂 GW9662 所 阻 断。Ki YM 等 研 究 报 道 了 两 种

PPARγ 激动剂罗格列酮和 KR-62980 均可明显抑制 MCF-7
细胞增殖，且这种增殖抑制作用可被 PPARγ拮抗剂 BADGE
显著削弱，本文研究结果与其一致[12]。另有大量体外实验研究

证实罗格列酮等 PPARγ激动剂对其它肿瘤细胞如结肠癌细

胞、黑色素瘤细胞、神经母细胞瘤细胞等细胞增殖也有明显抑

制作用[13-15]。本研究结果进一步支持 PPARγ配体具有抗肿瘤

作用，PPARγ可作为包括乳腺癌在内的肿瘤治疗的新靶点。
大豆异黄酮是多酚类化合物中的一种特殊类型，主要包括

染料木黄酮和大豆苷元两种成分，其分子结构与雌激素非常相

似，可与雌激素受体（estrogen receptor,ER）结合，通过 ER 介导

的信号转导途径发挥模拟雌激素的生物学效应，如防治骨质疏

松和老年痴呆等。此外，大豆异黄酮还具有抗肿瘤、降血脂等生

物学功能，特别是其抗肿瘤作用引起了广泛关注。近年来，国内

外学者对大豆异黄酮抗肿瘤作用进行了大量的体内外实验研

究，归纳起来大豆异黄酮的抗肿瘤作用途径主要包括[16-17]：（1）
阻滞细胞周期进程，抑制肿瘤细胞增殖；（2） 诱导肿瘤细胞凋

亡；（3）抑制肿瘤细胞侵袭转移；（4）抗肿瘤血管生成。目前认为

大豆异黄酮影响参与肿瘤细胞的增殖、凋亡、侵袭转移和血管

生成等生物学行为调节的相关基因表达水平是其抗肿瘤作用

的主要分子基础，但大豆异黄酮调节这些基因表达的具体分子

机制还不完全清楚。Dang ZC 等利用荧光素酶报告基因检测方

法首先证实染料木黄酮对小鼠成骨祖细胞 KS483 的 PPARγ
具有激活作用[18]，随后 Mezei O 等采用报告基因检测方法同样

证实了染料木黄酮和大豆苷元对小鼠巨噬细胞 RAW264.7 的

PPARγ 具有激活作用，这些研究结果提示大豆异黄酮是

PPARγ的天然配体[7]。本研究采用 PPARγ介导的荧光素酶

报告基因检测方法观察了 GEN、DAI 和 ROS 对 MCF-7 细胞

PPARγ的激活作用，结果显示 DEN、DAI 和 ROS 均可明显增

强 乳 腺 癌 MCF-7 细 胞 的 荧 光 素 酶 报 告 基 因 表 达 活 性 ，且

GEN、DAI 的作用存在剂量依赖性效应趋势，而 PPARγ特异

性抑制剂 GW9662 与 GEN、DAI 和 ROS 联合处理 MCF-7 细

胞时，GEN、DAI 和 ROS 对 MCF-7 细胞的荧光素酶报告基因

表达活性与对照组无明显差异，进一步证实了 GEN、DAI 是

PPARγ的配体，可激活 MCF-7 细胞的 PPARγ信号途径。体

外实验研究已经证实大豆异黄酮对乳腺癌 MCF-7 细胞增殖具

有明显抑制作用[19-21]，但这种抑制作用是否与其作为 PPARγ

的配体激活肿瘤细胞 PPARγ信号转导通路有关尚不清楚。本

研究采用 CCK-8 比色法观察了 GEN、DAI 对 MCF-7 细胞增殖

的影响与 PPARγ信号途径的关系，结果显示 8×10-5 mol/L 的

GEN、DAI 对乳腺癌 MCF-7 细胞有明显抑制作用，而 PPARγ
的特异性拮抗剂 GW9662 与 GEN、DAI 联合处理肿瘤细胞时，

GEN、DAI 对 MCF-7 细胞的增殖抑制作用明显减弱，提示

GEN、DAI 可通过激活 MCF-7 细胞的 PPARγ 信号途径抑制

其增殖。
综上所述，人乳腺癌 MCF-7 细胞存在 PPARγ 表达，

PPARγ介导的荧光素酶报告基因检测证实两种大豆异黄酮

成分和罗格列酮均可激活 MCF-7 细胞的 PPARγ信号途径。
罗格列酮和大豆异黄酮均能明显抑制 MCF-7 细胞增殖，而

PPARγ的特异性拮抗剂 GW9662 可明显削弱罗格列酮和大

豆异黄酮对 MCF-7 细胞的增殖抑制作用，提示大豆异黄酮抑

制 MCF-7 细胞增殖与其作为 PPARγ 配体激活 MCF-7 细胞

的 PPARγ信号途径有关，但其下游的分子机制还有待于进一

步研究和探讨。
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封面说明
共同的画卷

封面设计说明

自 1997 年第一只克隆羊多利的诞生拉开了人造生命的序幕，2010 年，可谓是人造生命科学发展的一个新

的里程碑。本刊 2011 年封面设计的灵感来自于人造生命技术的蓬勃发展：①封面背景以第三代测序技术即基

于纳米孔的单分子实时 DNA 测序技术的研制成功为契机（图中，偏下），这为人造生命及人类健康提供了强有
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技术，人工卵巢及人类卵细胞的培育技术为主体（图上，右，中，左），这些不仅为不孕不育患者带来了福音，同

时为社会的稳定与和谐贡献了力量。③封面图案同时也融合了人造生命的最新研究成果即首个能自我生长，

繁殖的人造生命细胞 Synthia 的问世（六边形图，右），由干细胞培育出的肺脏（六边形图，左）等最新研究成果。
④封面图案同时也展示了人造生命发展的伦理学争议与潜在的危机，关于艾滋病的研究取得了很多成就，但

我们还没有攻克艾滋病，特别是 Superbug 耐药性超级细菌的出现，让无数人感到前所未有的恐慌 （六边形，

中）。⑤生命科学的一切研究成果，只不过是生物医学历史的长河中一朵浪花，因此图片采用波浪形设计，如河

流奔涌向前，如画卷色彩缤纷，如电影胶片所有的成就与辉煌一闪而过，未来会更加让人期待。新技术新理论

的发明与发展，需要有准备的大脑，也需要灵光突闪的思想火花。对于与人类密切相关的生物医学领域，我们

如图中的小孩一样，睁大纯真的眼睛，好奇的观察、了解；我们也需要运用一系列的技术手段，面对未知的一个

个 " 黑箱 " 问题，需要细心大胆的研究、推断；同时我们需要时刻警觉生命科学技术发展应用这把双刃剑潜伏

的危机，应当科学探索并利用自然规律来更好的为人类服务。
我们坚信，《现代生物医学进展》正是为生物医学领域的科研工作者提供了这样一个可以充分挥洒展示的
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与喜悦，成功与辉煌！
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