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二氟尼柳调控ILP-2/Bcl-2/Bax信号通路促进

乳腺癌细胞凋亡
彭航  向思琦  蒋双艳  崔如霞  向明钧*

(吉首大学医学院基础医学系, 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      该文旨在探讨二氟尼柳对乳腺癌细胞MCF-7、MDA-MB-231凋亡的影响及分子机

制。采用CCK-8法检测不同浓度二氟尼柳对乳腺癌细胞增殖的影响; 平板克隆形成实验检测二

氟尼柳对乳腺癌细胞克隆形成的作用; 细胞划痕实验检测细胞的迁移情况; 吖啶橙/溴化乙锭双荧

光染色法(AO-EB)分析细胞凋亡情况; 采用Western blot(WB)法检测ILP-2、Bax、Bcl-2、Cleaved-
caspase-3的蛋白表达水平。结果显示, 与对照组相比, 二氟尼柳显著抑制MCF-7、MDA-MB-231细
胞增殖, 且抑制率与药物浓度和时间呈正相关; 平板克隆形成率降低; 药物显著抑制细胞的迁移能

力; 细胞凋亡的数量增加, 凋亡率呈药物浓度依赖性趋势; Cleaved-caspase-3、促凋亡蛋白Bax表达

量上调, 凋亡抑制蛋白ILP-2及抗凋亡蛋白Bcl-2表达显著下调, 且呈药物浓度依赖性。结果表明, 二
氟尼柳下调ILP-2蛋白表达影响Bcl-2/Bax信号通路从而促进乳腺癌细胞凋亡。
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Diflunisal Promotes Breast Cancer Cells Apoptosis by Regulating 
the ILP-2/Bcl-2/Bax Signaling Pathway

PENG Hang, XIANG Siqi, JIANG Shuangyan, CUI Ruxia, XIANG Mingjun*
(Department of Basic Medicine, Jishou University School of Medicine, the Key Laboratory of the State Ethnic Affairs 

Commission of XiangxiMiao Medicine, Pediatric Tuina Medical Intersection and Transformation, Jishou 416000, China)

Abstract       This paper aimed to discuss the effects of diflunisal on the apoptosis of MCF-7 and MDA-
MB-231 breast cancer cells and its molecular mechanism. CCK-8 assay was applied to detect the effect of differ-
ent concentrations of diflunisal on breast cancer cell proliferation. The effect of diflunisal on the clone formation 
of breast cancer cell was detected by plate clone formation. The migration of breast cancer cell was determined by 
the scratch assay. Apoptosis of breast cancer cell was analyzed by AO-EB (acridine orange/ethidium bromide). The 
protein expression levels of ILP-2, Bax, Bcl-2 and Cleaved-caspase-3 were detected by WB (Western blot). CCK-
8 showed that compared with the control group, the diflunisal group significantly inhibited MCF-7 cells and MDA-
MB-231 cells, and the inhibition increased with concentration and time. Diflunisal significantly inhibited the mi-
gration ability of the cells. The number of apoptotic cells increased, and the apoptosis rate was drug concentration-
dependent. Western blot showed upregulation of pro-apoptotic proteins Cleaved-caspase-3 and Bax, and significant 
downregulation of apoptosis inhibitor protein ILP-2 and anti-apoptotic protein Bcl-2. As the drug concentration 
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increased, the expression level of each protein changed more significantly. Results indicate that diflunisal induces 
breast cancer cell apoptosis by downregulating ILP-2 protein expression and subsequently affecting the Bcl-2/Bax 
signaling pathway.

Keywords       diflunisal; breast cancer; ILP-2; Bcl-2/Bax; apoptosis

乳腺癌 (breast cancer)是女性最常见的恶性肿

瘤 [1]。国际癌症研究机构 (international agency for 
research on cancer, IARC)于 2020年发布了最新全

球癌症统计报告 : 全球乳腺癌患者发病率与死亡

率突破新高 [2]。乳腺癌已成为威胁女性健康最严

重的癌症类型。化疗是治疗乳腺癌患者最主要的

方式之一 , 对早期乳腺癌患者预后改善有着重要

作用。由于耐药性的存在 , 化疗的药效会逐渐降

低 , 若要与用药初期取得同等疗效 , 不得不增加剂

量 , 而高剂量所产生毒副作用会对心脏及其他组

织器官功能造成一定程度的损伤 , 引起化疗治疗

的失败 [3]。耐药性是乳腺癌患者死亡率居高不下

原因之一 [3]。因此 , 寻找新型、安全、有效的抗肿

瘤药物刻不容缓。近年来抗炎药与肿瘤之间的关

系受到广泛关注, 二氟尼柳(dflunisal, DFL)是一种

非甾体抗炎镇痛药 (nonsteroidal antiinflammatory 
drugs, NSAIDs), 是阿司匹林 (aspirin, ASP)的衍生

物 [4]。临床上主要用于治疗多种风湿病和骨及关

节炎的化学药物 , 其部分衍生物甚至具有更强的

抗炎、镇痛、退热效果 [5]。据报道 , DFL及其衍生

物具有多种生物学作用 , 包括抗癌活性 , 显著抑制

胶质母细胞瘤、白血病、乳腺癌、肝癌、前列腺

癌、黑色素瘤等多种恶性肿瘤的增殖, 被视为癌症

治疗的辅助药物 , 具有预防作用 [6-7]。而DFL对肿

瘤的作用机制研究还有待深入。

抑制蛋白样蛋白 -2(inhibitor of apoptosis pro-
tein-like protein-2, ILP-2)是凋亡抑制蛋白 (inhibitor 
of apoptosis proteins, IAPs)家族成员之一 , 存在于

19q13.3-13.4号染色体上 [8]。近年来发现 ILP-2在多

种肿瘤组织异常表达 , 而在正常细胞组织中不易被

检测。研究人员发现, ILP-2在乳腺癌血清中高表达, 
对乳腺癌的发生发展, 癌细胞的增殖、迁移, 癌细胞

抵抗细胞凋亡及机体的预后不良至关重要 [9-11]。然

而以 ILP-2为药物靶点在乳腺癌的研究中尚未报道。

本文研究DFL是否抑制ILP-2蛋白表达进而影响Bcl-
2/Bax信号通路 , 为DFL诱导乳腺癌细胞凋亡的机制

研究提供理论依据。

1   材料与方法
1.1   细胞系与试剂  

人乳腺癌细胞MCF-7、MDA-MB-231购自江

苏齐氏生物有限公司 ; DMEM、RPMI 1640培养液

培养基购自美国Gibco公司 ; 胎牛血清购自天杭生

物科技试剂公司 ; 二氟尼柳购自上海阿拉丁生化科

技有限公司 ; 青 –链霉素双抗、0.25%胰酶消化液、

0.1%结晶紫溶液购自北京索莱宝生物科技有限公

司; CCK-8试剂盒购自美国Glpbio公司; 细胞裂解液

RIPA、ECL显影液、抗体稀释液购自碧云天生物

技术有限公司 ; BCA蛋白定量试剂盒购自Biosharp
试剂公司 ; 细胞凋亡试剂盒购自江苏凯基生物技术

有限公司 ; DMSO购自美国Sigma公司 ; 兔多抗蛋白

ILP-2、Bax、Bcl-2、Cleaved-caspase-3、Tubulin购
自美国Proteintech公司。

1.2   主要实验仪器  
主要实验仪器包括: CO2培养箱(HF151型)、倒

置显微镜(XD-202型)、电子天平(LE204E型)、荧光

显微镜(CKX41型)、超净工作台(SW-CJ-2D型)、酶

标仪(EL×800型)、高速冷冻离心机(CR21G型)。
1.3   实验方法

1.3.1   细胞培养      从–80 °C冰箱取MCF-7、MDA-
MB-231细胞株于37 °C恒温水浴锅复苏 , 待冻存管

只剩少许冰块后取出, 移至超净工作台, 待冰块全部

融化后 , 将其转至 15 mL离心管中并加入新鲜培养

基, 1 000 r/min离心5 min。弃上清, 加入10%含双抗

新鲜胎牛血清培养基, 放置于37 °C、5% CO2、95%
相对饱和湿度的细胞培养箱中继续培养。待细胞融

合率达到80%~90%时用胰蛋白酶 (含EDTA)消化并

传代, 一周完成2~3次传代后, 细胞用于后续实验。

1.3.2   CCK-8检测细胞增殖      取对数生长期MCF-
7、MDA-MB-231细胞接种于 96孔板 , 密度调整为

8×103个 /孔 , 不同方向轻晃96孔板 , 待细胞悬液铺匀

后, 于37 °C、5% CO2培养箱过夜。待细胞贴壁后, 将
孔板内旧培养基吸出 , 分别加入新鲜培养基DFL(0、
30、60、90、120、150) μg·mL–1, 对照组加入等量

DMSO。待药物处理24 h、48 h、72 h后 , 向96孔板
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中加入10 μL CCK-8溶液, 注意不要孔洞中引入气泡, 培
养板置于潮湿的培养箱中37 °C继续孵育1~4 h。使用

酶标仪测量450 nm处的吸光度 (D)值 , 以未加药物浓

度孔为空白对照 , 实验重复3次。细胞抑制率(%)=[1–
(D药物组–D空白对照组)/(D对照组–D空白对照组)]×100%, 并绘制

DFL抑制乳腺癌的生长曲线 , 通过GraphPad Prism 8
计算出药物IC50值, 用于后续实验。

1.3.3   细胞克隆形成实验      将MCF-7、MDA-
MB-231细胞接种于6孔板中, 每孔1.5×103个细胞, 培
养24 h。待细胞贴壁后 , 去除旧培养基 , 更换新鲜含

有不同浓度DFL(60、90、120 μg·mL–1)的完全培养基, 
中途每隔 3天进行换液并在倒置显微镜下观察细胞

集落形成大小与数量。培养两个星期后 , 待细胞克

隆数在培养板上肉眼可见时 , 去除旧培养基 , 用PBS
洗涤2次 , 室温条件下4%多聚甲醇固定细胞15 min。
PBS洗涤2次 , 每孔加入1 mL 0.1%结晶紫染料溶液 , 
染色10 min。PBS洗涤细胞3次 , 待晾干后并用照相

机或手机拍照计数 , 用 ImageJ计算细胞克隆形成率 , 
实验重复3次。

1.3.4   细胞划痕实验检测细胞迁移      培养板接种

细胞前用记号笔在6孔板背面划线标记, 消化后接种

生长对数期的MCF-7、MDA-MB-231细胞于6孔板

中, 每孔2×105个细胞, 置于37 °C、5% CO2培养箱继

续培养24 h。待细胞生长数量铺满整个6孔板底时 , 
弃旧培养基 , 用100 μL枪头垂直底部画3条竖线 , 尽
量保证各个划痕宽度一致 , 然后用PBS洗2~3次 , 去
除旧培养基, 加入含有DFL(60、90、120 μg·mL–1)的
低浓度胎牛血清培养基, 置于5% CO2、37 °C细胞培

养箱中继续培养。分别在0 h、24 h、48 h、72 h的
单层细胞同一划痕部位的不同时间进行拍照记录 , 
用软件ImageJ计算细胞迁移率, 实验重复3次。

1.3.5   吖啶橙/溴化乙啶双荧光染色法(AO-EB)检测

细胞凋亡率      将盖玻片(22 mm×22 mm)和载玻片

用强酸清洗干净, 并灭菌备用。取对数生长的MCF-
7、MDA-MB-231细胞接种在提前放置含有盖玻片

的6孔板中 , 调整细胞密度为1×105个 /孔 , 放置在5% 
CO2、37 °C细胞培养箱培养过夜。待细胞贴壁后 , 
各皿加入不同浓度DFL的新培养基, 并培养48 h。去

除旧培养基 , 用新鲜PBS清洗2~3次 , 吸取AO-EB染
料室温避光均匀滴加洁净的载玻片上 , 并用盖玻片

盖上细胞, 使得染料均匀充分接接触细胞, 室温下避

光处理5 min。后移至荧光显微镜于510 nm激发波

长处观察细胞凋亡情况。细胞总量须超过 200个。

细胞凋亡率(%)=[(早期凋亡细胞+晚期凋亡细胞)/细
胞总数]×100%, 实验重复3次。

1.3.6   Western blot法检测相关蛋白水平表达量      
将生长处于对数期的MCF-7、MDA-MB-231细胞

接种于6孔板中, 细胞密度为1×105个/孔, 放置在5% 
CO2、37 °C细胞培养箱中培养过夜。待细胞贴壁 , 
向各组中加入不同浓度药物 , 培养48 h。药物处理

后收集各组细胞 , 用预冷的PBS洗2次 , 加入预冷的

细胞裂解液 , 按照细胞裂解液和BCA说明书分别提

取细胞总蛋白和测定蛋白质浓度 , 使用酶标仪测定

562 nm处的吸光度(D)值, 按最低浓度为标准, 将各

组蛋白质样品浓度调为相同, 蛋白质与5× 蛋白质上

样缓冲液以4:1体积比混匀后100 °C沸水浴10 min, 
使蛋白质充分变性。每孔分别取 30 μg总蛋白质上

样, 设置SDS-PAGE电压条件80 V, 电泳30 min。后

调节电压 100 V, 继续电泳 90 min。用湿转转膜法

将胶上的蛋白转移到 0.22 μm PVDF膜上 , 用脱脂

奶粉将转移在膜上的蛋白室温封闭 1 h。加入一抗

ILP-2(1:750)、Bcl-2(1:1 000)、Bax(1:1 000)、Tu-
bulin(1:3 000)、Cleaved-caspase-3(1:1 000)于4 °C
孵育过夜。次日用TBST漂洗10 min, 重复3次。于

二抗(1:5 000)中室温孵育1 h, TBST漂洗10 min, 重
复3次。利用化学发光成像系统检测各组蛋白表达

水平差异。用ImageJ软件分析处理所得条带光密度

值 , 以Tubulin为内参 , 目的蛋白质光密度/内参蛋白

质光密度值反映目的蛋白质的相对表达量。实验

重复3次。

1.4   统计分析

所有数据及图表采用GraphPad prism 8 软件对

实验结果进行分析, 计数资料用均数±标准差(x
_
±s)表

示 , 两组间比较采用 t检验 , 多组间比较采用单因素

方差分析。以P<0.05为差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   DFL抑制乳腺癌细胞增殖  

为探究DFL对乳腺癌细胞增殖活性的影响, 通
过不同药物浓度处理细胞24 h、48 h、72 h, CCK-8
检测细胞增殖活性(图1)。与对照组相比, DFL能显

著降低乳腺癌细胞的活力, 随着时间的延续和药物

浓度的提高, 抑制细胞增殖的程度更加明显, 具有显

著性差异(P<0.05), 且呈剂量和时间依赖性。进一
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步通过不同浓度DFL处理乳腺癌单个细胞克隆, 利用

结晶紫染色观察细胞克隆数量(图2)。与对照组相比, 
随着药物剂量增加, 乳腺癌细胞的克隆数降低, 单个

克隆大小和独立生存能力呈下降趋势, 具有显著性差

异(P<0.05), 表明DFL可显著抑制乳腺癌细胞增殖。

2.2   DFL抑制乳腺癌细胞迁移 
为探究DFL对乳腺癌细胞迁移能力的影响, 通

过不同浓度DFL处理划痕的细胞24 h、48 h、72 h, 
利用倒置显微镜观察迁移情况(图3)。与对照组相比, 
随着药物浓度提高与时间延长, 乳腺癌细胞运动能

力明显减弱, 迁移的细胞数量呈下降趋势, 具有显著

性差异(P<0.05), 表明DFL能显著抑制乳腺癌细胞迁

移, 且呈明显的药物浓度与时间依赖性。

2.3   DFL诱导乳腺癌细胞凋亡  
为探究DFL对乳腺癌细胞凋亡的影响, 利用不

同浓度DFL处理乳腺癌细胞48 h后, AO-EB染色并

在荧光显微镜下观察(图4)。与对照组相比, 随着药

物浓度增加, 细胞形体发生明显变化, 绿色圆形正常

细胞数量减少, 黄色形态各异的细胞数量增多, 细胞

发生凋亡的数量和凋亡小体的数量明显上升, 具有

显著性差异(P<0.05), 表明DFL能诱导乳腺癌细胞凋

亡。

A: 不同浓度二氟尼柳处理对MCF-7细胞24 h、48 h、72 h增殖的影响; B: 不同浓度二氟尼柳处理对MDA-MB-231细胞24 h、48 h、72 h增殖的影响。

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, 与对照组相比; n=3。
A: effect of different concentrations of difunisal on the proliferation of MCF-7 cells at 24, 48, 72 h; B: effect of different concentrations of difunisal on 
proliferation of MDA-MB-231 cells at 24, 48, 72 h. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 compared with the control group; n=3.

图1   二氟尼柳抑制乳腺癌细胞增殖

Fig.1   Diflunisal inhibits breast cancer cell proliferation
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A: 不同浓度二氟尼柳处理对MCF-7、MDA-MB-231细胞平板克隆形成的影响; B: MCF-7、MDA-MB-231细胞平板克隆形成率分析。*P<0.05, 
**P<0.01, ***P<0.001, 与对照组相比; n=3。
A: effect of different concentrations of difunisal on plate clone formation in MCF-7 and MDA-MB-231 cells; B: analysis of the plate clone formation 
rate of MCF-7 and MDA-MB-231 cells. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 compared with the control group; n=3.

图2   二氟尼柳抑制乳腺癌细胞克隆形成

Fig.2   Diflunisal inhibits clonal formation of breast cancer cell
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2.4   DFL调节ILP-2/Bcl-2/Bax信号通路促进乳腺

癌细胞凋亡

为进一步验证DFL是否通过 ILP-2/Bcl-2/Bax
信号通路对乳腺癌细胞凋亡产生影响 , DFL处理细

胞48 h后 , 利用Western blot检测 ILP-2、Bcl-2、Bax
及Cleaved-caspase-3蛋白表达量 (图5)。与对照组相

比 , 药物浓度处理的乳腺癌细胞中 , Bax、Cleaved-
caspase-3蛋白表达量上调 , ILP-2、Bcl-2蛋白表达量

下调。随着药物浓度增加 , 各蛋白量发生变化的程

度更加显著, 具有显著性差异(P<0.05)。这表明DFL
可能通过下调 ILP-2影响Bcl-2/Bax信号通路进而诱

导乳腺癌细胞凋亡。

3   讨论
乳腺癌具有高度异质性 , 根据受体存在情况主

要分为以下3种分子亚型 , 激素受体阳性 : 雌激素受

体 (estrogen receptor, ER)、孕激素受体 (progesterone 
receptor, PR), 人类表皮生长因子 -2(human growth 

A: 不同浓度二氟尼柳对MCF-7细胞24 h、48 h、72 h迁移的影响; B: 不同浓度二氟尼柳对MDA-MB-231细胞24 h、48 h、72 h迁移的影响。

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, 与对照组相比; n=3。
A: effect of different concentrations of diflunisal on the migration of MCF-7 cells at 24, 48, 72 h; B: effect of different concentrations of diflunisal on 
migration of MDA-MB-231 cells at 24, 48, 72 h. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 compared with the control group; n=3.

图3   二氟尼柳抑制乳腺癌细胞迁移

Fig.3   Diflunisal inhibits breast cancer cell migration
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A: 不同浓度二氟尼柳对MCF-7细胞凋亡的影响; B: 不同浓度二氟尼柳对MDA-MB-231细胞凋亡的影响。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, 与
对照组相比; n=3。
A: effect of different concentrations of diflunisal on MCF-7 cell apoptosis; B: effect of different concentrations of diflunisal on MDA-MB-231 cell apop-
tosis. *P<0.05, **P<0.01,***P<0.001 compared with the control group; n=3.

图4   二氟尼柳诱导乳腺癌细胞凋亡

Fig.4   Diflunisal induces apoptosis in breast cancer cells

A: 二氟尼柳对MCF-7中 ILP-2、Bcl-2、Bax、Cleaved-caspase-3蛋白表达水平的影响 ; B: 二氟尼柳对MDA-MB-231中 ILP-2、Bcl-2、Bax、
Cleaved-caspase-3蛋白表达水平的影响。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, 与对照组相比; n=3。
A: effect of diflunisal on the protein expression levels of ILP-2, Bcl-2, Bax, and Cleaved-caspase-3 in MCF-7; B: effect of diflunisal on the protein expres-
sion levels of ILP-2, Bcl-2, Bax, and Cleaved-caspase-3 in MDA-MB-231. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 compared with  the control group; n=3.

图5   二氟尼柳诱导乳腺癌细胞凋亡的分子机制

Fig.5   Molecular mechanism of diflunisal induces apoptosis in breast cancer cells
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factor receptor-2, HER2)受体阳性和三种受体均为阴

性的乳腺癌 (简称三阴性 )[12]。不同分子亚型下 , 实
施精准治疗方案取得不错疗效 , 但在部分激素受体

阳性患者中 , 激素受体的突变会引起内分泌治疗脱

靶现象 , 同时 , 伴随耐药性的出现 , 使得疗效耐大打

折扣 [13]。三阴性乳腺癌 (triple negative breast cancer, 
TNBC)患者本身缺乏激素受体 , 不能得益于内分泌

治疗 , 而化疗是主要的治疗方式 , 同样耐药性的存在

导致疗效不佳 , 易出现肿瘤的复发和转移。因此 , 寻
找新型高效的靶向药物迫在眉睫。DFL是ASP的衍

生物 , 表现出良好的抗肿瘤效果 , 能抑制多种肿瘤活

性 [14], 相较于ASP, DFL具有更强的抗炎和抑制肿瘤

效果 , 但国内外鲜有关于DFL抑制乳腺癌增殖及其

分子机制的报道。本研究通过CCK-8和平板克隆实

验发现 , DFL显著抑制激素受体阳性和阴性的乳腺

癌细胞的活性。细胞划痕实验表明乳腺癌细胞迁移

能力显著下降。AO-EB结果表明 , DFL促进乳腺癌

细胞凋亡, 随着药物浓度增加, 凋亡率明显上升。结

果充分表明DFL明显抑制两种乳腺癌细胞增殖 , 诱
导乳腺癌细胞凋亡。

老药重新定位在药物研发中受到越来越多的

期待。药物再利用是临床研究阶段或已经批准的药

物重新评估其治疗适应症与新用途 , 新型药物研发

模式是从药物结构发现、研发 , 再到临床试验上市 , 
耗时之久、成功率低、周期长、研发成本昂贵等特

点 [15]。但随着信息化时代到来 , 数据挖掘技术广泛

应用于从传统的药物中寻找新靶点、新用途 , 进而

降低研发成本。筛选的老药通常已通过了临床试

验阶段 , 节省在药物安全性与毒性测试的时间与成

本, 进一步缩减从研发到上市的周期, 为患者提供更

多的治疗选择 [16]。沙利度胺曾因具有强烈的副作用

而被终止生产, 而后因发现其具有抗癌活性, 被证明

对治疗多发性骨髓瘤和转移性前列腺癌有良好的治

疗效果 , 并获得食品药品监督管理局 (food and drug 
administration, FDA)的批准, 用于联合地塞米松治疗

多发性骨髓瘤 [17]。由此可见 , 调整传统老药在临床

应用的思路 , 可以让更多有效、廉价的传统化学药

物充分利用。在不同领域中发挥更重要的作用。

NSAIDs在临床应用上的历史悠久 , 是一种传统

的化学药物 , 作为辅助药不仅在晚期肿瘤中发挥镇痛

作用 , 同样也在预防和抗肿瘤的研究中 , 效果引人注

目。据报道非甾体抗炎药与乳腺癌有着密切联系 [6]。

有学者发现ASP能降低乳腺癌细胞对他莫昔芬的耐

药性 [18]。MA等 [19]通过流行病学调查发现 , 每日服

ASP能显著降低乳腺癌发病率和死亡率 , 具有预防

乳腺癌的功效 , ASP受到学者的青睐。与此同时 , 塞
来昔布 (celecoxib)联合化疗药物及天然产物的组合

也可发挥不错的效果, 起到协同抗肿瘤作用, 获得更

高的治疗效果并减少药物耐药性和副作用 , 具有潜

在的应用价值 [20-21]。因此 , 挖掘更多NSAIDs在抗肿

瘤领域的研究很有必要。

细胞凋亡是一种主动程序性细胞死亡 , 在正常

细胞中 , 细胞面对不利生存环境可激活细胞凋亡信

号清除损伤、衰老、基因突变等多种异常细胞 , 维
持生命活动的正常进行。对维持机体的稳态具有重

要意义[22]。Bcl-2家族蛋白在调节细胞凋亡中扮演重

要的角色。在Bcl-2家族内, 最关键两个分子是Bcl-2
和Bax, 当Bcl-2高表达时 , Bcl-2可以和Bax形成异源

二聚体 , 抑制细胞凋亡。细胞内Bcl-2/Bax的比例决

定细胞凋亡是否进行 , 同时也是内源性凋亡途径的

关键 [23-25]。本研究表明 , DFL下调Bcl-2蛋白的表达 , 
上调Bax蛋白的表达 , 随着药物浓度增加 , Bcl-2/Bax
值显著下降 , 进一步调节凋亡相关蛋白Caspase-3的
表达, 促进乳腺癌细胞凋亡。

IAPs是细胞凋亡重要的一类蛋白调节因子 , 是
调节Caspase家族成员的关键 , 在维持细胞的增殖与

死亡动态平衡中起到重要作用 [26]。IAPs家族在各类

型肿瘤细胞中异常表达 , 从而打破细胞增殖与死亡

的平衡 , 该家族在抵抗细胞死亡、促进肿瘤的恶性

生长、导致化疗耐药以及引起预后不良和复发转移

方面进一步发展[27-28]。因此, 以细胞凋亡关键调控因

子为靶点 , 已成为抗肿瘤药物研发的新策略 [29]。选

择性抑制 IAPs蛋白表达 , 对提高化疗药物疗效和肿

瘤治疗的有效性尤为重要。ILP-2是 IAPs家族成员

之一 , 发挥抵抗细胞凋亡作用主要有以下原因 : (1) 
本身含有BIR3结构域 , 可以特异性地与Caspase-9结
合形成异二聚体 , 潜在地抑制Caspase-9的活性来抵

抗细胞凋亡; (2) ILP-2改变Bcl-2/Bax比例, 进而抑制

细胞凋亡[24]。ILP-2在乳腺癌、肝癌、鼻咽癌、神经

母细胞瘤和血液瘤中异常表达 [30], 尤其在乳腺癌中 , 
ILP-2的表达更加活跃。我们课题组前期通过双向

电泳–蛋白质谱和ELISA法对乳腺癌患者、其他类

型癌症患者、乳腺增生患者血清样品与健康女性血

清患者样品进行比较时发现 , 在乳腺癌患者血清中 , 
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ILP-2的表达量相比其他癌症类型的血清更高。ZHU
等 [9]通过免疫组化以及免疫印迹发现 , ILP-2在乳腺

癌组织以及乳腺癌细胞系中过度表达 , 敲低 ILP-2的
乳腺癌细胞凋亡率明显增加。王思源等 [31]发现 , 在
乳腺癌细胞中 , ILP-2与细胞外基质蛋白1(extracel-
lular matrix protein 1, ECM1)相互作用并调控下游信

号通路 , 促进乳腺癌细胞生长与迁移。ILP-2在维持

乳腺癌生长、迁移以及在信号通路的调控起到重要

作用。SAEED等 [32]利用分子对接技术 , 筛选出FDA
批准的临床药物 , 该药物能竞争性地与 ILP-2结合 , 
使Caspase蛋白家族恢复活性 , 从而发挥凋亡的功

能。通过对药物与 ILP-2在空间位置、结合能阈值

等多种参考标准进行评分 , 预测DFL与 ILP-2具有较

强的亲和力。本研究发现, DFL下调ILP-2蛋白表达, 
随药物浓度增加, ILP-2相对蛋白表达水平明显降低, 
与该预测的结果一致。由此可见 , DFL可能通过下

调ILP-2蛋白表达进而影响Bcl-2/Bax信号通路, 诱导

乳腺癌细胞凋亡。

综上所述 , DFL抑制乳腺癌细胞增殖和迁移运

动能力 , 诱导细胞凋亡。作用机制可能是DFL通过

下调 ILP-2蛋白 , 进一步调控Bcl-2/Bax信号通路 , 增
强Caspase-3的蛋白活性, 进而诱导乳腺癌细胞凋亡。

本实验初步为DFL促进乳腺癌细胞凋亡提供了初步

的理论依据 , 为进一步阐明NSAD药物抑制乳腺癌

的机制研究奠定了基础。
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