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白藜芦醇对乳腺癌细胞 MCF-7 增殖的影响 *
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摘要 目的：研究白藜芦醇体外活性，确定它的植物雌激素作用。方法：采用 MTT 法观察不同浓度白藜芦醇对 MCF-7 细胞增殖作

用的影响。采用 DNA ladder 法和荧光显微镜观察高浓度白藜芦醇对细胞的影响。免疫组化法观察低浓度白藜芦醇对核增殖抗原

PCNA 表达的影响。结果：MTT 结果显示白藜芦醇高浓度抑制 MCF-7 细胞增殖，IC50 为 8.70×10-5mol/L；低浓度（10-7~10-6mol/L）
则对细胞有促增殖作用，最高促增殖浓度为 1.0×10-7mol/L。DNA ladder 和荧光显微镜可观察到高浓度白藜芦醇作用后细胞典型

的凋亡形态。免疫组化结果显示低浓度白藜芦醇作用后，细胞核内 PCNA 表达明显增加（P<0.05）。结论: 高、低浓度的白藜芦醇对

MCF-7 细胞分别表现为诱导凋亡和促增殖作用，呈现出植物雌激素对 MCF-7 细胞典型的双向调节作用。
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ABSTRACT Objective: Our goals were to examine the phytoestrogen-like effect of Resveratrol (RES) using in vitro tests. Methods:
Effects of RES on proliferation of MCF-7 cells were detected by MTT test. The fluorescent microscopes by the staining of Hoechst 33342
and DNA gel electrophoresis analysis were used to determine the effects of MCF-7 cells by RES. Immunohistochemistry was used to
assess PCNA expression. Results: A MTT test and growth curve showed that the proliferation of MCF-7 cells was inhibited by a high
concentration of RES, and that its IC50 was 8.70×10-5mol/L. However, RES induced the proliferation of MCF-7 cells at 10-7~10-6mol/L,
and resulted in a peak proliferation at 1.0×10-7mol/L. After the cells were treated with high concentrations RES, morphological
characteristic of apoptosis was detected. Agarose gel electrophoresis showed typical DNA ladder. The expression of PCNA was increased
after treated with low concentrations of RES. Conclusions: These results suggest that RES had a dual regulatory effect on MCF-7 cells.
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前言

植物雌激素(phytoestrogen, PE)是指一类非甾族植物来源

的具有雌激素活性的化合物。其通过与甾体雌激素受体以低亲

和度结合而发挥弱的雌激素样效应[1]。体外实验证实，植物雌激

素是一类生物活性较弱的雌激素，它们与哺乳动物的 ER 的结

合能力很低，且不同植物雌激素与 ER 结合的亲和力也不同[2]。
植物雌激素具有雌激素激动剂和阻断剂效应，对于妇女绝经后

因雌激素减少引起的一些疾病以及激素相关疾病有较好的预

防和治疗作用[3-6]。
白藜芦醇(Resveratrol, RES)，又名 3,5,4'- 三羟基二苯乙烯

（图 1），是一种结构类似雌激素已烯雌酚(Diethy1-stilbestrol,
DES)的天然多酚类化合物，广泛存在于葡萄、花生、虎杖等植

物中。流行病学研究及大量的实验结果均表明：白藜芦醇具有

多种医疗保健作用，如抗血小板聚集、抗人体低密度脂蛋白氧

化、降血脂、防癌抗癌、抗过敏、消除自由基、消炎、改善微循环、
保肝利肝等作用[7-11]。最近，白藜芦醇的雌激素样作用颇受关

注。本文对白藜芦醇体外活性及其植物雌激素作用，以及作用

机制进行初步探讨。

1 材料与方法
1.1 实验细胞与试剂

人乳腺癌细胞 MCF-7 由中国医学科学院协和医科大学药

物研究所药理室提供。白藜芦醇（纯度 95%）（中国药品生物制

品检定所），雌二醇、MTT、DMSO（美国 Sigma），枸橼酸他莫昔

芬（扬子江药业集团有限公司），RMPI1640、无酚红 RMPI1640、
Hoechst 33342、胰蛋白酶（美国 Gibco 公司），活性碳 - 葡聚糖

处理的胎牛血清（CDT-FBS）（美国 Hyclone 公司），PCNA 抗体

及免疫组化试剂盒（北京中杉生物技术有限公司）。
1.2 实验方法和步骤

1.2.1 细胞培养 细胞接种于含 10%胎牛血清，100U/mL 青霉
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A: 0.1% DMSO; B: 0.5×10-4mol/L RES; C: 1.0×10-4mol/L RES

图 2 荧光显微镜下观察高浓度白藜芦醇对 MCF-7 细胞的作用 (×400)

Fig. 2 Neuclear morphological appearance changes of MCF-7 cells treated with high concentrations RES by fluorescence microscope detection (×400)

素、100μg/mL 链霉素的 RPMI1640 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，用 0.25%胰蛋

白酶消化，传代。细胞于加药前 2 天换用无酚红 RPMI1640 培

养基（内含 5%CDT-FBS）继续培养，以耗尽细胞内储存的雌激

素。
1.2.2 实验分组 将各受试药物用二甲基亚砜（DMSO）溶解后，

以培养基稀释成所需浓度：溶剂对照组 （DMSO）：体积含量

比≤0.5%；雌二醇对照组（E2）：1.0×10-9mol/L；他莫昔芬对照组

（TAM）：1.0 ×10-7mol/L； 白 藜 芦 醇 组 （RES）：0.5，1.0 ×
10-4mol/L，0.5，1.0，2.0×10-7mol/L。
1.2.3 MTT 试验 取经无酚红 RMPI1640（内含 5%CDT-FBS）培

养的对数生长期 MCF-7 细胞培养于 96 孔培养板内，每孔

100μl（约含 1000 个细胞），置 37℃，5%CO2 温箱中培养。次日，

给药组加入含有不同浓度的白藜芦醇及对照药物（E2、TAM），

每组至少设 3 个平行孔。溶剂对照组加入与给药组等体积的溶

剂。置 37℃，5%CO2 温箱中培养。48h 后弃培养液，每孔加 50μl
1mg/mL MTT 溶液 （未加血清的无酚红 RPMI1640 培养基配

制）。37℃孵育 4 小时，弃上清，每孔加入 DMSO 150μl 溶解甲

簪颗粒，轻度振荡使之溶解。用酶标仪，在检测波长 490nm 条

件下测定光密度值（OD），以溶剂对照处理的细胞为对照组，用

下面公式计算药物对细胞的增殖 / 抑制率，并计算 PR/IC50：增

殖率 =（给药组平均 OD 值－对照组平均 OD 值）/（对照组平均

OD 值）×100%；抑制率 =（对照组平均 OD 值－给药组平均

OD 值）/（对照组平均 OD 值）×100%。每一实验重复 3 次。
1.2.4 荧光染色法检测 MCF-7 细胞凋亡 高浓度的白藜芦醇作

用 于 MCF-7 细 胞 48h 后 ， 加 入 Hoechst33342 （终 浓 度 为

10kg/L），37℃染色 5~10min，水冲净，晾干后以 340nm 紫外光

激发 Hoechst，观察并照像。
1.2.5 白藜芦醇对 MCF-7 细胞染色体 DNA 断裂的影响 收集

高浓度白藜芦醇作用 48h 后的 MCF-7 细胞，用磷酸 - 柠檬酸

缓冲液抽提富集小分子量 DNA，1.5%琼脂糖电泳，并在凝胶系

统下观察。
1.2.6 免疫组化法检测白藜芦醇对 MCF-7 细胞的促增殖作用

取对数生长期的 MCF-7 细胞接种于内置有盖玻片的六孔板

中，给药组加入含有不同浓度的白藜芦醇，空白对照组加入

0.1%DMSO。作用 48h 后取出盖玻片，晾干，固定。按照免疫组

化试剂盒操作，DAB 试剂盒显色。分析软件计算各条带的光密

度值。
1.2.7 统计学分析 实验数据均用 x±s 表示，采用 SPSS 11.0 统

计软件进行方差分析。

2 结果

2.1 白藜芦醇对 MCF-7 细胞生长的影响

高浓度白藜芦醇对 MCF-7 细胞有生长抑制作用，其 IC50

为 8.70×10-5mol/L；低浓度（10-7~10-6mol/L）则对细胞有促增殖

作用，最高促增殖浓度为 1.0×10-7mol/L。
2.2 荧光法检测高浓度白藜芦醇对 MCF-7 细胞形态的影响

高浓度白藜芦醇作用于 MCF-7 细胞 48h 后，Hoechst33342
染色结果显示凋亡细胞核呈强亮的蓝色荧光，核固缩，染色体

DNA 断裂，聚集成细小的凝聚块；细胞膜皱褶。随着药物浓度

的加大，镜下凋亡细胞比例逐渐增加，并可见到凋亡小体。正常

细胞仅呈微弱荧光。（图 2）

图 1 白藜芦醇化学结构式

Fig. 1 The structure of RES

2.3 DNA 凝胶电泳分析

高浓度白藜芦醇作用于细胞后，琼脂糖凝胶电泳可观察到

典型的“DNA 梯子”样条带，并呈一定的剂量依赖性。（图 3）
2.4 白藜芦醇对 MCF-7 细胞中 PCNA 表达的影响

与溶剂对照组比较，MCF-7 细胞经 0.5~2.0×10-7mol/L 白藜

芦醇作用 48h 后，位于胞核的 PCNA 阳性颗粒明显增多，软件分

析结果显示，PCNA 表达的阳性率，白藜芦醇 1.0×10-7mol/L 组

为 0.272，对照组为 0.087，加药组 MCF-7 细胞 PCNA 表达较对

照组显著增加(P<0.05)。表明低浓度的白藜芦醇通过上调 PCNA
的表达而发挥对 MCF-7 细胞的促增殖作用。（图 4）
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A: 0.1% DMSO; B: 0.5×10-7mol/L RES; C: 1.0×10-7mol/L RES; D: 2.0×10-7mol/L RES; E: 1.0nmol/L Estradiol; F: 2.0×10-7mol/L TAM (Note: n=3,

compared with control group; *P<0.05)

图 4 免疫细胞化学法检测低浓度白藜芦醇对 MCF-7 细胞 PCNA 表达的影响 (×400)

Fig. 4. Effect of RES on PCNA protein expression in MCF-7 cells by immunohistochemistry (×400)

3 讨论

植物雌激素一方面可与内源性雌激素竞争性结合 ER，减

弱了靶细胞对雌激素的应答，而起到了抗雌激素作用。另一方

面，植物雌激素对 ERβ 的亲和力远高于 ERa[12-14]，ERβ 与其结

合后，通过靶基因上的 AP1 反应元件以与 ERa 相反的介导模

式影响 ER 介导的靶基因转录活性，即抑制其转录。本文观察

了白藜芦醇对 ERa 和 ERβ 阳性的 MCF-7 细胞生长曲线的影

响，发现白藜芦醇高浓度组抑制 MCF-7 细胞的生长；而低浓

度 组 则 对 MCF-7 细 胞 有 明 显 的 促 增 殖 作 用。在 1.0×
10-4mol/L~1.0×10-5mol/L 范围内，随着药物浓度的增大对细胞

的抑制作用也越显著，IC50 为 8.70×10-5mol/L；而白藜芦醇在

1.0×10-7mol/L 处达到增殖最高峰。由此提示白藜芦醇具有植

物雌激素特有的双向调节特性。同时，高浓度白藜芦醇作用细

胞后，荧光显微镜下可见核染色质聚集、边移、碎裂等典型的

凋亡细胞形态；在 DNA 琼脂糖凝胶电泳中也观察到了典型的

"DNA ladder"。以 上 结 果 说 明 高 浓 度 白 藜 芦 醇 通 过 诱 导

MCF-7 细胞凋亡而抑制其增殖。
PCNA 又称为周期蛋白，是 DNA 多聚酶δ辅助蛋白，是

DNA 合成不可缺少的因子[15-17]。它是一种核内蛋白质，在细胞

核内阳性表达的高低与细胞增殖活性密切相关[18,19]，是反映细

胞增殖活性的良好指标[20]。免疫组化实验结果显示，MCF-7 细

胞经低浓度白藜芦醇作用后，上调了 PCNA 的表达，且在

1.0×10-7mol/L 该浓度下作用效果最为明显，与 MTT 实验结

A: Mark; B: 1.0×10-4mol/L RES; C: 0.5×10-4mol/L RES; D: 0.1%

DMSO

图 3 高浓度白藜芦醇对 MCF-7 细胞染色体 DNA 断裂的影响

Fig.3 Electrophoresis analysis of apoptosis in MCF-7 cells treated with

high concentrations RES
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果一致，充分说明白藜芦醇通过调节 PCNA 的表达，促进细胞

DNA 复制，进而推动细胞进程。
由此可见，白藜芦醇对 MCF-7 细胞具有双相调节作用，

表现出植物雌激素的特性，且作为天然中草药提取物，具有一

定的开发前景。
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