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左旋咪唑抑制乳腺癌细胞MCF-7生长的作用机制
张智梁  向思琦  何世强  崔如霞  向明钧*

(吉首大学医学院生物化学与免疫学系医学研究中心, 湘西苗医小儿推拿医工交叉与

转化国家民委重点实验室, 吉首 416000)

摘要      左旋咪唑可作为乳腺癌治疗的辅助药物, 然其抑制乳腺癌细胞MCF-7生长的作用机制

仍未清楚。为探究左旋咪唑抑制乳腺癌细胞生长的分子机制, 该研究通过CCK-8法检测左旋咪唑

对MCF-7细胞活力的影响, 细胞划痕检测细胞迁移变化, 显微镜下观察细胞形态学变化, 吖啶橙/溴
化乙啶双荧光染色法(AO-EB)检测细胞凋亡, 免疫印迹法(Western blot, WB)检测PI3K/Akt、Bcl-2/
Bax、Caspase-9/3相对表达变化。结果显示, 与对照组相比, 加药组细胞增殖受到显著抑制, 其效应

与药物浓度和作用时间均呈正相关; 与对照组相比, 加药组细胞形态发生皱缩, 趋于圆形, 胞内出现

大量空泡; 细胞划痕结果显示, 加药组细胞迁移能力受到显著抑制; AO-EB结果表明, 加药组细胞凋

亡小体增加, 细胞凋亡率显著上升; 免疫印迹法结果表明, 与对照组相比, 加药组PI3K/Akt、Bcl-2相
对表达量显著下降(P<0.01), Bax、Caspase-9、Caspase-3蛋白表达显著上升(P<0.001)。结果表明, 
左旋咪唑可通过抑制PI3K/Akt、Bcl-2/Bax信号途径来抑制乳腺癌细胞MCF-7的增殖、迁移, 从而

促进细胞凋亡, 抑制细胞的生长。

关键词      左旋咪唑; 细胞凋亡; 细胞增殖; PI3K/Akt; Bcl-2/Bax

The Mechanism Underlying the Inhibition of the Growth of 
Breast Cancer Cell MCF-7 by Levamisole
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Abstract       Levamisole can be used as an adjuvant drug in the treatment of breast cancer, but its mecha-
nism of inhibiting the growth of breast cancer cells is not clear. To explore its molecular mechanism, used CCK-
8 assay results showed that levamisole inhibited cell viability in a dose- and time-dependent manner. Verify cell 
migration ability using cell scratches, microscopic observation of its effect on cell morphology, double fluores-
cence staining with AO-EB (acridine orange/ethidium bromide) staining method revealed that levamisole treat-
ment induced apoptosis, directly measured the expressions of PI3K/Akt, Bcl-2/Bax, and Caspase-9/3 by Western 
blot. The results showed that compared with the control, cell proliferation of the levamisole treatment group was 
significantly inhibited, and the effect was positively correlated with the drug concentration and time of action;  
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Compare with the control group, the morphology of the cells in the levamisole treatment group shrank, tending 
to be round, meanwhile a large number of vacuoles appeared in the cells, and cell migration ability of the levam-
isole treatment group was significantly inhibited; AO-EB results showed that the apoptotic bodies increased after 
drug treatment, and the apoptotic rate increased significantly; the relative expressions of PI3K/Akt and Bcl-2 
decreased significantly (P<0.01), and the protein expression of Bax, Caspase-9, and Caspase-3 increased signifi-
cantly (P<0.001) detected by Western blot. In summary, levamisole inhibited the proliferation and migration of 
breast cancer cells MCF-7 by inhibiting PI3K/Akt and Bcl-2/Bax signal pathways, and promoted cell apoptosis 
to inhibit cell growth.

Keywords        levamisole; apoptosis; cell proliferation; PI3K/Akt; Bcl-2/Bax

乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一, 居世界

女性肿瘤发病率第1位, 女性肿瘤死亡率的第2位, 严
重威胁着世界女性的身心健康[1]。在过去30年里, 我
国女性乳腺癌发病率上升趋势尤其明显[2]。目前, 乳
腺癌晚期患者的5年生存率仍不足30%, 全球每年仍

有100万以上新生乳腺癌病例, 超40万人死亡[3]。因

此寻找疗效更为确切的治疗药物刻不容缓[4]。

近年来, 具有多靶点、低毒性、良好疗效等的

靶向药物及其单体成分在抗肿瘤方面的研究中取

得很大进展, 受到越来越多的关注[5]。左旋咪唑(le-
vamisole, LMS)(图1)又称保松噻或盐酸左旋咪唑, 是
由消旋四咪唑与D-樟脑-10-磺酸环合, 再水解成盐

而得[6]。LMS是一种副作用少的广谱药, 无明显毒

性, 能够刺激细胞免疫反应, 增强宿主对细菌及病毒

感染的抵抗能力, 可用于自体免疫性疾病等[7-8]。随

着研究的深入, 发现LMS具有较强癌症预防的能力, 
可用于癌症的治疗。目前, 已试用于乳腺癌晚期化

疗、乳腺癌术后的辅助治疗, 也可用于急性白血病、

恶化淋巴癌化疗后的辅助治疗[9-11]。然而, 目前对于

LMS的研究主要集中在功能学等方面[12]。对于其抑

制肿瘤细胞的生长、增殖, 促进肿瘤细胞发生凋亡

等方面的作用机制仍需深入研究。

本研究首先验证了LMS能够抑制乳腺癌细胞

MCF-7的增殖。通过细胞划痕来检测LMS对细胞

迁移能力的影响。接着通过吖啶橙/溴化乙啶双荧

光染色法 (acridine orange/ethidium bromide, AO-
EB)染色技术来检测LMS对于细胞凋亡的影响。最

后通过免疫印迹法(Western blot, WB)检测LMS对
PI3K/Akt、Bcl-2/Bax信号通路的影响, 期待探索

LMS抑制乳腺癌细胞生长的分子机制, 为LMS抗乳

腺癌的临床运用以及相关靶向药物研发提供科学

的理论支持。

1   材料与方法
1.1   实验材料与试剂

人类乳腺癌细胞MCF-7购于苏州齐氏生物科

技有限公司; RPMI 1640培养液、低内毒素胎牛血

清购于美国Gibco公司 ; 青 –链霉素EDTA混合液、

0.25%胰酶消化液(含EDTA)、LMS购于北京索莱

宝生物科技有限公司; 细胞裂解液RIPA、蛋白酶

抑制剂、BCA(bicinchoninic acid)蛋白质检测试剂

盒购于碧云天生物技术有限公司、WB增强化学发

光试剂盒(enhanced chemoluminescence, ECL)超敏

发光液购自北京普利莱基因技术有限公司; CCK-
8(cell counting kit-8)法细胞增殖检测试剂盒、活细

胞/凋亡细胞/坏死细胞(AO-EB)细胞凋亡检测试剂

盒购于南京凯基生物技术有限公司; Bax、Bcl-2、
Caspase-9、Caspase-3兔多抗购于武汉三鹰生物技

术有限公司; PI3K、Akt兔多抗、内参蛋白β-肌动

蛋白、微管蛋白兔多抗购于美国Abcam公司。主

图1   左旋咪唑化学结构

Fig.1   The chemical structure of levamisole
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要仪器包括: BX51荧光显微镜、EL×800酶标仪、

Centrifuge5430R低温离心机、DYY-11型电泳仪、

MiniChmi420化学发光成像仪。

1.2   细胞培养

将冻存有细胞的冻存管迅速置于37 °C条件下

温浴, 并不断摇动至还剩少许冰块时取出, 将细胞

悬液吸到15 mL离心管中, 1000 r/ min离心5 min后
弃上清, 在沉淀中加入10 mL完全培养基并吹打均

匀, 再1 000 r/min离心5 min后弃上清; 加入适当培

养基后将细胞转移至培养箱中, 次日观察并换液。将

长满细胞的培养皿中原来的培养液弃除, 加入1 mL胰
酶消化2 min, 倒置观察, 等细胞逐渐趋于圆形, 弃胰

酶, 加入3 mL完全培养液终止消化。再用吸管将贴

壁的细胞吹打成悬液, 分到另外2或3个100 mm培养

皿中, 放入37 °C、5% CO2、95%饱和湿度的培养箱

中培养, 以备后续实验使用。

1.3   CCK-8法检测LMS对MCF-7增殖活力的影

响  
取对数生长期的MCF-7细胞, 用胰酶消化后制

备成2 mL细胞悬液进行细胞计数, 将细胞量稀释为

所需要的浓度备用。药物配置: 将准备好的LMS溶
解于适量的去离子水中并配制成储备液, 备用。取

1 mL LMS储备液用无血清培养基PRMI 1640稀释

为0、50、100、150、200、250、300、350、400、
500 mg/L的细胞培养液。取100 µL细胞悬液接种

到96孔板(约8×104细胞/孔)中, 每组设立6个平行复

孔, 于37 °C、5% CO2过夜孵育后加入含不同浓度的

LMS的新鲜培养基, 分别培养24、48、72 h后, 每孔加

入10 µL CCK-8染液, 37 °C培养箱避光孵育1 h, 用酶标

仪读取波长为450 nm处的光密度(optical density, D)
值, 其中加入等体积细胞培养液和CCK-8溶液, 但未

加入细胞的孔作为空白对照, 实验重复3次。细胞抑

制率(%)=[1–(D450给药组–D450空白对照组)/(D450对照组–D450空白对照

组)]×100%。

1.4   实验分组

将6孔板中每孔加入5×104个MCF-7的细胞悬液, 用
5%低内毒素胎牛血清RPMI 1640培养基培养24 h。待

细胞长到50%~60%时, 弃培养基, 将细胞分成对照

组和给药组, 对照组为不加药物只加入相应体积的

培养液, 给药组加入含有100、300、500 mg/L的LMS
培养基(该药物浓度梯度是根据CCK-8结果所得出的

药物IC50值挑选的)共4组, 处理时间分别为24、48、

72 h, 以备后续实验。

1.5   细胞划痕实验

先用Marker笔在6孔板背面均匀地画5条平行

横线中间一条粗一些, 每条横线间隔0.5 cm, 横穿过

孔。在每个孔中加入50 µL(约2×105个/孔)细胞, 于
37 °C、5% CO2培养箱中培养24 h。待细胞铺满以

后弃培养基, 用100 µL枪头垂直于背后的横线划痕, 
不同孔之间最好使用同一根枪头, 划3条竖线。用

预冷的PBS清洗细胞3次, 去掉划下的细胞, 加入的

血清含有不同浓度的LMS培养液, 设立对照组不加

药, 采集0 h的细胞图像, 将细胞放入培养箱中培养, 
接着分别采集24、48、72 h细胞图。用ImageJ软件

对单层细胞同一个部位的不同时间图像进行测量分

析。

1.6   细胞形态学变化观察

在6孔板中每孔加入5×104个MCF-7的细胞悬

液, 加入适量培养基, 37 °C、5% CO2过夜孵育, 24 h
后弃原培养基后加入300 mg/L的LMS溶液的培养基

后倒置荧光下拍照记录作为对照组, 再继续培养24、
48、72 h后, 倒置荧光显微镜下观察并拍照记录各

时间段细胞形态学变化, 实验设立3组重复对照。

1.7   吖啶橙/溴化乙啶双荧光染色法(AO-EB)检测

细胞凋亡

在6孔板中放入已灭菌处理的盖玻片(24 mm× 
24 mm), 每孔加入1×104个细胞, 37 °C、5% CO2过夜

孵育后加入含有不同浓度的LMS培养基处理后, 放入

37 °C、5% CO2的培养箱中, 分别在24、48、72 h时
用PBS清洗细胞2次, 并使用AO-EB双染色法对细胞

进行染色处理。将盖玻片倒置于已灭菌处理的载玻

片上, 荧光显微镜下观察并拍照, 采集6个视野进行

计数。正常细胞: 细胞被均匀地染成绿色, 并保持原

有形状; 坏死细胞: 整体被染成橙红色或者红色, 呈
圆形或保持椭圆形, 形态结构单一; 凋亡早期细胞: 
核质体呈绿色, 细胞形态不规则, 多呈新月状; 凋亡

晚期细胞: 细胞核质体被染成绿色或核碎裂成点状, 
形态不规则, 或细胞趋于破裂, 核质体染成橙红色。

明显可见有胞质芽状突起。细胞凋亡率(%)=(凋亡

早期细胞+凋亡晚期细胞)/细胞总数×100%, 实验重

复3次。

1.8   蛋白质免疫印迹检测各标志蛋白的变化

分别用含有不同浓度的LMS培养基处理MCF-7
细胞, 放入37 °C、5% CO2培养箱中培养, 培养24 h
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后收集各组细胞, 用预冷的PBS清洗细胞2次, 加入

含有蛋白酶抑制剂的细胞裂解液RIPA, 实验方法严

格按照产品说明书进行操作, 提取总蛋白。BCA法

测定各组提取的总蛋白浓度, 蛋白质溶液与5× 蛋
白质上样缓冲液以41׃体积比混匀后, 100 °C煮沸

10 min, 使蛋白质完全变性。每孔分别取20 µL总蛋

白上样, 进行SDS-PAGE, 80 V电泳30 min后, 电压

调至100 V, 继续电泳1.5 h, 用半干转转膜法将蛋白

质转移至0.22 µm PVDF膜上, 用含有5%脱脂奶粉

的TBST室温封闭1 h, 加入一抗PI3K/Akt、Bcl-2/
Bax、Caspase-9、Caspase-3于4 °C孵育过夜。次日

用TBST漂洗5次, 每次5 min后, 于二抗中室温孵育

1 h, TBST漂洗5次, 每次5 min后, 用增强化学发光试

剂(ECL)显影, 利用化学发光成像系统检测各组间

PI3K/Akt、Caspases-9/3、Bcl-2/Bax蛋白表达的差异。

用ImageJ软件处理所得条带光密度值, 根据蛋白分

子量选择合适的内参蛋白作为对照, 以目的蛋白光

密度值/内参蛋白光密度值来反映目的蛋白质的相

对表达量。

1.9   统计学方法

所有数据以及图表均采用Graphpad Prism 8制
作。结果用均数±标准差(x

_
±s)表示, 组间差异显著性

检验采用独立样本t检验分析。每组实验独立重复3
次, P<0.05统计学差异显著。  

2   结果
2.1   LMS抑制乳腺癌细胞MCF-7增殖

为探究LMS对MCF-7细胞增殖活力的影响, 
用不同浓度的LMS分别处理24、48、72 h后, 利
用CCK-8法检测各组细胞增殖活性变化(图2)。
结果显示, 随着处理浓度的增大和时间的延长, 
LMS对MCF-7细胞细胞活力的抑制作用明显增强, 

且呈一定的浓度–时间依赖关系。LMS处理24 h
时, IC50为(380.83±10.47) mg/L; 处理48 h时, IC50为

(308.58±1.39) mg/L; 处理72 h时, IC50为(191.62±1.25) mg/L。
结果表明, LMS能够有效抑制MCF-7细胞增殖。

2.2   LMS抑制MCF-7细胞迁移

为探究LMS对于MCF-7细胞迁移能力的影响, 利
用细胞划痕法在6孔板中分别检测不同浓度的LMS
处理24、48、72 h后MCF-7细胞迁移活力的变化(图
3)。结果显示, 与对照组相比, 100 mg/L LMS处理24、
48、72 h细胞迁移率为(17.457%±3.820%), 无显著差异, 
P>0.05;  (32.766%±9.419%, P<0.05)、(39.760%±8.396%, 
P<0.05), 有显著差异 ; 300 mg/L LMS处理 24、48、
72 h, 细胞迁移率为 (6.794%±3.141% , P<0.01)、
(16.589%±2.972%, P<0.001)、(22.779%±2.810%, 
P<0.001), 差异极其显著; 500 mg/L LMS处理24、48、
72 h, 细胞迁移率分别为(4.070%±2.536%, P<0.01)、
(6.782%±1.485%, P<0.000 1)、(12.071%±2.068%, 
P<0.000 1), 差异极其显著。结果表明, 细胞迁移活力

呈药物浓度和时间依赖性, 随着加入的药物浓度与时

间的增加, 抑制细胞迁移效果越显著。

2.3   LMS处促进MCF-7细胞形态改变

为探究LMS对于MCF-7形态结构的影响, 通过

显微观察细胞形态的变化, 结果见图4。与对照组细

胞相比, 加药处理后细胞形态发生皱缩, 细胞趋于圆

形, 结构单一, 多呈新月状, 且随着作用时间的增加, 
多数细胞形态呈弥散, 细胞内出现大量空泡, 已不具

有完整细胞形态, 多数细胞发生凋亡, 表明LMS能够

显著改变细胞形态, 促使细胞发生凋亡。

2.4   LMS促进MCF-7细胞凋亡

为进一步探究LMS对乳腺癌细胞MCF-7凋亡的

影响, 利用吖啶橙/溴化乙啶双荧光染色法(AO-EB)
检测不同浓度LMS分别作用细胞24、48、72 h后

图2    左旋咪唑以剂量和时间依赖的方式抑制MCF-7细胞增殖    
Fig.2    Levamisole inhibited the proliferation of MCF-7 cells in a dose- and time-dependent manner
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A: 细胞划痕分析用不同浓度的左旋咪唑处理24、48、72 h, MCF-7细胞迁移活性的变化; B: 不同时间点的细胞迁移率分析。*P<0.05, **P<0.01, 
***P<0.001, **** P<0.000 1, 与对照组相比较; n=3。
A: cell scratch analysis of the changes in the migration activity of MCF-7 cells after treatment with different concentrations of levamisole for 24, 48, 72 hours; B: 
analysis of cell migration rate at different time points. *P<0.05, **P<0.01,***P<0.001, ****P<0.000 1 vs the control group; n=3.

图3   细胞划痕检测左旋咪唑对细胞迁移的影响

Fig.3   Cell scratch detection of the effect of levamisole on cell migration
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细胞凋亡情况, 结果见图5。100 mg/L LMS处理24、
48、72 h细胞凋亡率为(15.469%±0.737%, P<0.05)、
(34.641%±4.833%, P<0.01)、(57.620%±0.662%, 

P<0.001); 300 mg/L LMS处理24、48、72 h, 细胞凋

亡率为(46.468%±4.551%, P<0.001)、(56.012%±1.333%, 
P<0.001)、(69.760%±6.081%, P<0.001), 凋亡率显著高

300 mg/L左旋咪唑处理0、24、48和72 h后细胞形态和结构的变化。

The changes of cell morphology and structure after treatment with 300 mg/L levamisole for 0, 24, 48 and 72 hours. 
图4   左旋咪唑对细胞形态的影响

Fig.4   Effect of levamisole on cell morphology
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于对照组, 且具有显著性差异; 500 mg/L LMS处理24、
48、72 h, 细胞凋亡率为(59.623%±1.903%, P<0.001)、
(72.520%±1.877%, P<0.001)、(94.760%±0.956%, 
P<0.000 1), 凋亡率显著高于对照组。结果表明, LMS
能够有效促进乳腺癌细胞MCF-7的凋亡, 并呈药物浓

度与作用时间的依赖性。

2.5   LMS通过抑制PI3K/Akt、Bcl-2/Bax信号通

路诱导MCF-7细胞凋亡

为探究LMS是否通过PI3K/Akt、Bcl-2/Bax信
号通路影响细胞增殖与凋亡, 利用蛋白质免疫印迹

法来检测LMS处理乳腺癌细胞48 h后相关信号通路

蛋白表达的变化, 结果见图6。与对照组相比, 100 mg/L 
LMS作用48 h后的乳腺癌细胞MCF-7中PI3K(0.499±0.011, 

P>0.05)、Akt(0.486±0.131, P>0.05)、Bax(0.254±0.017, 
P>0.05), 无显著差异;  Bcl-2(0.590±0.040, P<0.05)、Cas-
pase-9(0.585±0.039,  P<0.01)、Caspase-3(0.410±0.027, 
P<0.05), 差异显著。300 mg/L LMS作用48 h后的乳腺癌细

胞MCF-7中PI3K(0.414±0.014, P<0.05)、Akt(0.408±0.103, 
P<0.05)、Bcl-2(0.509±0.002, P<0.01), Bax(0.364±0.001, 
P<0.01)、Caspase-9(0.660±0.002, P<0.001)、Cas-
pase-3(0.560±0.002, P<0.001), 与对照组相比有显著差异

性。500 mg/L LMS作用48 h后的乳腺癌细胞MCF-7中
PI3K(0.283±0.023, P<0.01)、Akt(0.246±0.016, P<0.01)、
Bcl-2(0.454±0.030, P<0.001), Bax(0.416±0.028, P<0.001)、
Caspase-9(0.917±0.061, P<0.001)、Caspase-3(0.866±0.058, 
P<0.001), 显著差增加。结果表明, LMS可能通过调控

A: AO/EB检测不同浓度左旋咪唑处理MCF-7乳腺癌细胞24、48和72 h后细胞凋亡情况; B: 分析不同时间点的细胞凋亡率。*P<0.05, **P<0.01, 
***P<0.001, ****P<0.000 1, 与对照组比较; n=3。
A: AO/EB staining of MCF-7 breast cancer cells after treatment with different concentrations of levamisole for 24, 48, 72 hours; B: analysis of cell apoptosis 
rate at different time points. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1 vs the control group; n=3.

图5   AO-EB法检测细胞凋亡

Fig.5  Cell apoptosis was detected using AO-EB method

(B)
24 h
48 h

150

100

50

0

72 h

LMS /mg∙L−1

**

***

A
po

pt
os

is 
ra

te
 /%

***
***

***
***

***
****

*

Con
tro

l
10

0
30

0
50

0
Con

tro
l

10
0

30
0

50
0

Con
tro

l
10

0
30

0
50

0

(A)

24 h

48 h

72 h

Control

100 µm 100 µm 100 µm 100 µm

100 µm 100 µm 100 µm 100 µm

100 µm 100 µm 100 µm 100 µm

100 300 500

Apoptosis in early stage
Apoptosis in late stage
Death cells
Normal cells

LMS /mg∙L−1



张智梁等: 左旋咪唑抑制乳腺癌细胞MCF-7生长的作用机制 1009

PI3K/Akt、Bcl-2/Bax信号途径来抑制乳腺癌MCF-7增
殖, 促进细胞凋亡的发生。

3   讨论
研究表明, LMS具有较强的癌症预防及治疗作

用。本文研究发现, LMS呈浓度和时间依赖性地抑

制MCF-7细胞活力的作用。LMS亦具有明显诱导细

胞凋亡的作用,与以往研究结果相符[9]。以上结果提

示, LMS可能成为临床上用于抗乳腺癌的潜在药物。

细胞凋亡是机体细胞在正常生理或病理状态

下发生的一种自发的、程序化的死亡过程[13]。当细

胞的凋亡信号受到抑制发生基因突变后, 细胞将无

法识别清除受损以及突变细胞, 导致细胞异常增殖, 
最终导致肿瘤的发生[14]。乳腺癌的生长与细胞凋亡

调节紊乱密切相关, 在乳腺癌的发生发展中细胞凋

亡起负调控作用, 可以阻遏癌细胞的增长。本研究

通过CCK-8检测发现, LMS能够显著抑制乳腺癌细

胞MCF-7的增殖; 划痕结果表明, LMS处理后细胞迁

A、B: 不同浓度的左旋咪唑对MCF-7细胞PI3K/Akt、Bcl-2/Bax、Caspase-9/3蛋白表达的影响。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, 与对照组相比; 
n=3。
A,B: the effect of different concentrations of levamisole on PI3K/Akt, Bcl-2/Bax, Caspase-9/3 protein expression in MCF-7 cells. *P<0.05, **P<0.01, 
***P<0.001 compared with the control group; n=3.

图6   WB检测相关蛋白的相对表达

Fig.6   WB detects the relative expression of related proteins
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移能力显著下降; AO-EB荧光染色结果表明, LMS处
理细胞后凋亡小体数目明显增加, 细胞凋亡率显著

提升。以上结果提示, LMS具有抑制乳腺癌细胞增

殖、促进其发生凋亡的作用。已有大量研究显示, 
肿瘤的发生发展与PI3K/Akt信号通路有密切关系, 
探讨PI3K/Akt通路对于肿瘤的防治具有重要的理论

意义和临床应用价值。 
为探究LMS是否能够通过PI3K/Akt信号途径

来影响乳腺癌细胞MCF-7的生长与凋亡[15], LMS处
理48 h后检测相关信号蛋白的相对表达变化。PI3K
是一种胞内磷脂酰肌醇激酶, 由一个催化亚基p110
和一个调节亚基p85构成[16]。其自身具有Ser/Thr激
酶的活性, 也具有磷脂酰肌醇激酶的活性[17]。PI3K/
Akt通路广泛存在于细胞中, 是参与细胞生长、增殖、

分化调节的信号转导通路。PI3K/Akt信号转导通

路抗细胞凋亡作用可能与下面几种机制有关[18-20]。 
(1) PI3K依赖性的Akt的激活可以使Bad磷酸化, 磷酸

化的Bad与Bcl-2或Bcl-xL解聚, 促使Bcl-2发挥抗凋

亡作用[21-22]。同时, PI3K/Akt通路的激活, 促使Bax
磷酸化而失活, 从而抑制细胞凋亡[23-24]。(2) 活化的

Akt可直接催化磷酸化Caspase-9和Caspase-3, 使其

失活, 抑制Caspase导致的细胞凋亡[25]。(3) 活化的

Akt能够抑制线粒体释放胞色素c及凋亡因子, 从而

降低Caspase-9的激活, 进一步抑制Caspase-3的活性, 
从而抑制细胞凋亡[26]。(4) 活化的Akt还能通过促进

P53的降解来影响细胞存活[27]。(5) 通过TSC1/2蛋白

复合物激活mTOR的活性来调节细胞的增殖、凋亡

与迁移[28]。本研究结果显示: 药物作用48 h后细胞

PI3K/Akt的相对表达较对照组显著下降, 导致其下

游相关信号蛋白Caspase-9/3受到抑制, 进一步导致

细胞生长受到显著抑制, 增殖能力显著下降, 迁移能

力下降, 细胞凋亡率显著上升。                              
Bcl-2家族蛋白是公认的细胞凋亡调节蛋白[29-31], 

Bcl-2与Bax蛋白的比例是反映细胞凋亡的重要指标, 
当细胞发生凋亡后Bcl-2/Bax比值下降[32-33]。基于验

证LMS是否能够通过Bcl-2/Bax信号途径来影响乳

腺癌细胞MCF-7的增殖与凋亡, 设计了本研究, 结果

显示: 与对照组相比, 加入药物处理后Bcl-2/Bax比值

降低, 其下游促生长相关信号通路也随之受到抑制, 
促凋亡信号通路被激活, 最终使得细胞凋亡率显著

提升。Caspase家族是促进细胞凋亡的核心因子, 在
执行细胞凋亡的过程中发挥关键作用[34]。Caspase-9

是凋亡通路的关键蛋白, Caspase-3是细胞凋亡最重

要的执行者, 当发生细胞凋亡时, Caspase-9、Cas-
pase-3的表达和活性提升, 细胞高表达的Caspase-9
能够进一步剪切激活Caspase-3, 使其执行凋亡, 最
终使得细胞凋亡率显著提升[35]。本研究结果显示: 
LMS处理细胞后Caspase-9、Caspase-3表达显著上

调。以上结果提示, LMS可能通过下调Bcl-2相关蛋

白的表达, 抑制其相关活性, 而Bax表达上调, 导致

Bcl-2/Bax比值下降, 进一步促进凋亡相关蛋白Cas-
pase-9、Caspase-3的表达来抑制乳腺癌细胞MCF-7的
增殖和迁移、促进细胞凋亡的发生。

综上所述, LMS可能通过抑制PI3K/Akt、Bcl-2/
Bax相关信号通路, 促进Caspase-9/3的活性与表达, 来
抑制乳腺癌MCF-7的生长、增殖与迁移, 促进其凋亡

的发生, 且此效应随着加入LMS浓度及作用时间的

增加显著提升。本研究揭示了LMS抑制乳腺癌细胞

MCF-7生长、增殖和迁移的相关分子机制, 为LMS抗
乳腺癌作用的深入研究、临床运用以及相关靶向药

物研发提供科学的理论支持。至于是否与其他分子

机制如腺苷酸激活蛋白激酶(AMP- activated protein 
kinase, AMPK)信号通路、基质金属蛋白-2/3/9(matrix 
metalloproteinase-2/3/9, MMP-2/3/9)等信号途径有关, 
本研究将会继续探究。
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