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金丝桃素诱导乳腺癌细胞铁死亡的作用机制
蒋双艳  向思琦  刘石  崔如霞  彭航  向明钧*

(吉首大学医学院, 湘西苗医小儿推拿医工交叉与转化国家民委重点实验室, 湘西土家族苗族自治州 416000)

摘要      该文旨在探讨金丝桃素诱导乳腺癌细胞MCF-7、MDA-MB-231铁死亡的作用机制。

采用CCK-8法检测不同浓度金丝桃素对MCF-7、MDA-MB-231及MCF-10A细胞活力的影响, 并
检测Fer-1(ferrostatin-1)对金丝桃素所影响的细胞活力的恢复作用; 克隆形成实验检测金丝桃素对

MCF-7、MDA-MB-231细胞克隆形成的抑制作用; DCFH-DA探针对细胞内活性氧(reactive oxygen 
species, ROS)的积累进行检测; 乳酸脱氢酶(lactate dehydrogenase, LDH)释放检测实验检测LDH的

变化情况; 组织铁测定试剂盒对细胞内Fe2+的积累进行检测; 还原型谷胱甘肽(glutathione, GSH)
测定试剂盒检测GSH水平; 免疫印迹法检测金丝桃素处理后乳腺癌细胞内溶质载体家族7成员

11(solute carrier family 7 member 11, SLC7A11/xCT)、 谷胱甘肽过氧化物酶4(glutathione peroxidase 
4, GPX4)蛋白的表达情况。结果显示, 金丝桃素对乳腺癌细胞MCF-7的半抑制浓度(IC50)为10 
µmol/L, MDA-MB-231的IC50为15 µmol/L, 且对正常细胞MCF-10A无明显影响。金丝桃素能够导

致MCF-7和MDA-MB-231细胞内ROS的积累、LDH的释放。此外, 铁死亡抑制剂Fer-1能够逆转

被金丝桃素所影响的MCF-7和MDA-MB-231细胞活力。同时金丝桃素还能够升高MCF-7和MDA-
MB-231细胞内Fe2+含量, 降低细胞内GSH水平, 下调xCT以及GPX4的表达。结果表明, 金丝桃素可

能通过诱导乳腺癌细胞发生铁死亡从而抑制乳腺癌细胞增殖。
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Mechanism of Hypericin Inducing Ferroptosis in Breast Cancer Cells

JIANG Shuangyan, XIANG Siqi, LIU Shi, CUI Ruxia, PENG Hang, XIANG Mingjun*
(Jishou University School of Medicine, the Key Laboratory of the State Ethnic Affairs Commission of XiangxiMiao Medicine, 
Pediatric Tuina Medical Intersection and Transformation, Xiangxi Tujia and Miao Autonomous Prefecture 416000, China)

Abstract       This study was aimed to investigate the mechanism of hypericin inducing ferroptosis in breast 
cancer cells MCF-7 and MDA-MB-231. CCK-8 assay was used to detect the effects of various concentrations of hy-
pericin on the viability of MCF-7, MDA-MB-231 and MCF-10A cells, test the recovery effect of Fer-1 (ferrostatin-1) 
on the cell viability affected by hypericin. Clonogenic assay was employed to test the inhibitory effect of hypericin 
on the clonal formation of MCF-7 and MDA-MB-231 cells. DCFH-DA probe was used to detect the accumulation 
of intracellular ROS (reactive oxygen species). LDH (lactate dehydrogenase) release assay was conducted to mea-
sure changes in LDH. Tissue iron assay kit was used to detect the accumulation of intracellular Fe2+. Reduced GSH 
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(glutathione) assay kit was employed to measure GSH levels. And immunoblotting was performed to assess the 
expression of SLC7A11/xCT (solute carrier family 7 member 11) and GPX4 (glutathione peroxidase 4) proteins 
in breast cancer cells after hypericin treatment. The results showed that hypericin had a semi-inhibitory concen-
tration (IC50) of 10 µmol/L for breast cancer cells MCF-7 and 15 µmol/L for MDA-MB-231 cells, and had no 
significant effect on normal cells MCF-10A. Hypericin could cause the accumulation of ROS and LDH release 
in MCF-7 and MDA-MB-231 cells. Additionally, the ferroptosis inhibitor Fer-1 could reverse the impact of hy-
pericin on the viability of MCF-7 and MDA-MB-231 cells. At the same time, hypericin could also increase the 
intracellular Fe2+ content in MCF-7 and MDA-MB-231 cells, decrease the levels of GSH, and downregulate the 
expression of xCT and GPX4. The results indicated that hypericin might inhibit the proliferation of breast cancer 
cells by inducing ferroptosis.

Keywords       hypericin; breast cancer; ROS; ferroptosis

据2022年全球癌症统计数据表明乳腺癌 (breast 
cancer)是全球第二大癌症 , 占全球癌症发病率的

11.6%, 约有230万新发病例, 66.6万死亡病例[1]。1990
年至2019年间 , 我国女性乳腺癌的发病率和死亡率

急剧上升 [2]。乳腺癌的治疗方法主要包括手术、化

疗以及放疗等 [3-4]。长期的放疗可能会导致乳腺癌患

者面临辐射风险 , 出现心脏病和血栓栓塞等疾病 [5]。

辅助治疗和新辅助治疗可以降低乳腺癌死亡率 , 但
仍有数百万计的乳腺癌患者正遭受着癌症治疗的心

理和身体副作用[5-6]。从植物中提取的天然化合物因

其毒副作用较小, 对人体几乎没有副作用, 在肿瘤防

治方面具有独特优势[7]。

铁死亡(ferroptosis)是一种新定义的细胞死亡调

节形式, 在形态学、遗传学和生物化学方面与凋亡、

坏死和自噬存在明显不同 , 其特征是铁依赖的脂质

过氧化积累, 并参与了多种病理生理条件[8]。铁死亡

作为一种特殊的死亡调节方式 , 其临床应用价值一

直备受期待。

金丝桃素 (hypericin, HYP)是从传统中药贯叶

连翘中提取到的一种萘骈二蒽酮类化合物 , 是一种

天然的单体化合物 , 具有抗抑郁、抗病毒、抗肿瘤

等的生物活性 [9]。HYP的 3个环近似地处于一个平

面 , 这种扁平的分子结构有利于它与其他生物大分

子结合 , 发挥其活性 [10]。与选择性5-羟色胺再摄取

抑制剂等传统抗抑郁药相比 , HYP的副作用相对较

小 [11], 可通过多种途径发挥其抗抑郁作用。HYP能
够增加细胞外多巴胺、去甲肾上腺素等的浓度 , 作
为突触体制剂 , 升高突触间隙中神经递质的水平 , 
发挥其抗抑郁的功能 [12]。HYP通过抑制连接蛋白

43(phosphorylation of connexin 43, Cx43)磷酸化和

升高Cx43表达水平 , 从而修复缝隙连接来发挥抗抑

郁作用 [13]。HYP对病毒具有广泛的抑制作用。HYP
抑制2型登革病毒的RNA合成进而抑制病毒的复制 , 
从而发挥其抗病毒的作用 [14]。HYP可通过3-糜蛋白

酶样蛋白酶有效抑制猪流行性腹泻病毒和传染性胃

肠炎病毒的复制 [15]。HYP能够抑制多种癌细胞的生

长。HYP除了能够诱导大量活性氧 (reactive oxygen 
species, ROS)的产生外 [16], 还能够增加细胞内氧化

应激 , 降低线粒体膜电位 , 导致结肠腺癌细胞HT-29
死亡 [17]。铁死亡抑制剂Lip-1(liproxstatin-1)和Fer-
1(ferrostatin-1)均能在一定程度上恢复HYP对MCF-7
细胞活力的影响 [18]。HYP能够使MCF-7细胞内的

谷胱甘肽 (glutathione, GSH)含量显著减少 ; MDA-
MB-231细胞中GSH水平下降 20%[19]。而在铁死亡

发生的过程中也伴随着细胞内ROS的积累 , 线粒体

膜电位的变化 [20]。同时在调控细胞铁死亡的过程

中, GSH也发挥了重要作用 [20]。因此, 推测HYP或许

能够诱导乳腺癌细胞发生铁死亡 , 从而抑制乳腺癌

的生长。本研究以人乳腺癌细胞株MCF-7和MDA-
MB-231为研究对象 , 主要探究HYP是否通过铁死亡

这一细胞死亡调节方式诱导乳腺癌细胞死亡及其相

关作用机制。

1   材料与方法
1.1   细胞系

本研究所用人乳腺癌细胞株MDA-MB-231、
MCF-7购自江苏齐氏生物有限公司 ; 人乳腺上皮细

胞MCF-10A购自中国科学院上海细胞库。

1.2   主要试剂与仪器

金丝桃素、Fer-1购自美国MedChemExpress公
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司; DMEM培养基购自美国Gibco公司; MCF-10A细

胞专用培养基购自武汉普诺赛生命科技有限公司 ; 
胎牛血清购自杭州天杭生物科技试剂公司 ; DMSO、

0.25%胰蛋白酶购自北京索莱宝生物科技有限公司 ; 
细胞增殖 /毒性检测试剂盒 (CCK-8法 )购自武汉亚科

因生物技术有限公司 ; BCA蛋白定量试剂盒、4%多

聚甲醛、0.1%结晶紫购自深圳百凯美生物技术有

限公司 ; 组织铁测定试剂盒 (比色法 )、还原型GSH
测定试剂盒购自南京建成生物工程研究所有限公

司 ; 乳酸脱氢酶 (lactate dehydrogenase, LDH)释放检

测试剂盒、活性氧检测试剂盒、Western及 IP细胞

裂解液、ECL显影液购自上海碧云天生物技术有

限公司 ; 抗体稀释液购自武汉博士德生物工程有限

公司 ; 谷胱甘肽过氧化物酶4(glutathione peroxidase 
4, GPX4)兔抗购自英国Abcam公司; 溶质载体家族7
成员11(solute carrier family 7 member 11, SLC7A11/
xCT)兔抗购自美国 ImmunoWay公司 ; β-actin鼠抗购

自Proteintech公司。

细胞培养箱购自力康生物医疗科技控股有限公

司 ; 台式离心机购自德国Eppendorf公司 ; 倒置荧光显

微镜购自日本Olympus公司 ; 酶标仪购自美国Bio-Tek
公司; 电泳仪电源、电泳槽购自上海天能生命科学有

限公司 ; 转膜槽购自上海碧云天生物技术有限公司 ; 
化学发光成像仪购自上海勤翔科学仪器有限公司。

1.3   实验方法

1.3.1   细胞培养      MDA-MB-231、MCF-7细胞用

含10%胎牛血清的DMEM培养基培养 , MCF-10A细

胞用MCF-10A细胞专用培养基培养 , 细胞均培养在

37 °C、5% CO2的细胞恒温恒湿培养箱。

1.3.2   CCK-8实验      以1×104个/孔的密度将细胞接

种在96孔板上 , 细胞贴壁后 , 弃去旧培养基 , 分别加

入100 μL不同浓度的HYP工作液处理24 h。药物处

理完成后, 每孔加入10 μL CCK-8, 37 °C避光孵育, 每
隔0.5 h用酶标仪检测一次波长为450 nm处的吸光度

(D)值。

1.3.3   细胞克隆形成实验      以500个 /孔的密度将

细胞接种在6孔板上, 细胞贴壁后, 弃去旧培养基, 分
别加入1 mL不同浓度的HYP工作液 , 连续培养直至

出现单克隆。培养结束后, 1 mL PBS洗3次, 1 mL预
冷的4%多聚甲醛室温固定30 min, 1 mL PBS洗3次, 
700 μL 0.1%结晶紫室温染色30 min, 1 mL PBS洗3
次, 晾干后拍照, 使用ImageJ软件计算单克隆数。

1.3.4   ROS测定      以2×105个/孔的密度将细胞接种在

6孔板上, 细胞贴壁后, 弃去旧培养基; 分别加入1 mL
不同浓度的HYP工作液处理24 h, 按照说明书配制好

DCFH-DA探针工作液。1 mL PBS洗3次 , 加入已配

制好的DCFH-DA探针工作液, 37 °C避光孵育30 min。
孵育结束后 , 弃掉工作液 , 1 mL PBS洗3次 , 再加入

500 µL的 PBS以避免细胞死亡影响实验结果。在

488 nm激发波长和525 nm发射波长的荧光显微镜下

观察并拍照, 使用ImageJ软件计算平均荧光强度。

1.3.5   LDH释放检测      以1×104个/孔的密度将细胞接

种在96孔板上, 细胞贴壁后, 弃去旧培养基, 分别加入

100 μL不同浓度的HYP工作液处理24 h。按说明书

处理最大酶活性对照组, 到达测定时间后, 多孔板离

心机400 ×g室温离心5 min, 取120 µL上清液转移到新

的96孔板中 , 按照说明书配制工作液 , 充分混匀工作

液和待测上清, 室温避光孵育30 min, 酶标仪检测波长

为490 nm处的吸光度(D)值。

1.3.6   细胞内Fe2+的测定      以6×105个/孔的密度将

细胞接种在6孔板上, 细胞贴壁后, 弃去旧培养基, 分
别加入1 mL不同浓度的HYP工作液处理24 h。药物

处理完成后收集细胞并计数。向细胞沉淀中加入

250 µL裂解液, 于4 °C裂解30 min。按照说明书配制

工作液, 充分混匀工作液和待测上清/铁标准品/空白

对照。95 °C以上沸水浴5 min, 冷却后3 500 r/min室
温离心10 min, 收集上清。每孔取200 µL上清液加

入96孔板中 , 酶标仪检测波长为520 nm处的吸光度

(D)值。

1.3.7   细胞内GSH的测定      以6×105个/孔的密度将

细胞接种在6孔板上, 细胞贴壁后, 弃去旧培养基, 分
别加入1 mL不同浓度的HYP工作液处理24 h。药物

处理完成后收集细胞并计数。向细胞沉淀中加入

100 µL裂解液, 于4 °C裂解30 min。向破碎后的细胞

悬液中加入100 µL试剂一并混匀, 3 500 r/min室温离

心10 min, 取上清。按照说明书向96孔板中加入对

应试剂, 轻轻振荡板混匀, 室温静置5 min, 酶标仪检

测波长为405 nm处的吸光度(D)值。

1.3.8   Western blot检测细胞蛋白表达情况      以
2×105个/孔的密度将细胞接种在6孔板上, 培养24 h
细胞贴壁后 , 弃去旧培养分别加入 1 mL不同浓度

的HYP工作液处理 24 h。细胞经药物干预处理后 , 
预冷的1 mL PBS洗3次 , 每孔加入100 µL配制好的

裂解液, 细胞刮刀刮取细胞收集至1.5 mL离心管内, 
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冰上裂解30 min。采用BCA法进行蛋白定量 , 煮沸

使蛋白变性后于–20 °C保存备用。配制SDS-PAGE
胶, 点样后, 设置恒定电压为80 V, 电泳20 min, 再将

电压调至150 V, 电泳50 min。采用湿转法将蛋白转

移至PVDF膜上, 设置恒定电流为200 mA, 转膜时间

为 90 min。转膜结束 , 取出PVDF膜于封闭液中室

温封闭15 min。将相对应的条带放入配制好的一抗

xCT(1000 1׃)、GPX4(1000 5׃)、β-actin(1000 5׃)中
4 °C摇床上孵育过夜。次日用TBST每10 min洗涤1
次条带, 重复3次。摇床室温孵育二抗(1000 5׃) 2 h。
二抗孵育结束后, 取出条带, 用TBST每10 min洗涤1
次条带 , 重复3次。按照说明书配制发光液 , 在化学

成像系统上进行显影。使用 ImageJ软件对目的蛋白

和内参蛋白(β-actin)进行定量分析。

1.4   统计学方法

所有数据均使用GraphPad Prism 9.5软件进行

分析。各因素的比较分析采用双向方差分析 , 多样

本的比较采用单因素方差分析和采用最小显著性差

(LSD)方法, P<0.05具有统计学意义。

2   结果
2.1   HYP抑制乳腺癌细胞增殖

为探究HYP对人乳腺癌细胞MCF-7和MDA-
MB-231以及人乳腺上皮细胞MCF-10A的影响 , 采
用连续的HYP处理24 h, 并用CCK-8法进行检测, 结
果见图1B~图1D。结果显示 , 与对照组相比HYP处

A: 金丝桃素的化学结构; B: MCF-7细胞中, 不同浓度HYP处理后的细胞活性变化; C: MDA-MB-231细胞中, 不同浓度HYP处理后的细胞活性变

化; D: MCF-10A细胞中, 不同浓度HYP处理后的细胞活性变化; *P<0.05, ***P<0.001, HYP处理组与对照组相比; n=3。
A: the chemical structure of hypericin; B: in MCF-7 cells, the changes of cell activity after different concentrations of HYP treatment; C: in MDA-
MB-231, the changes of cell activity after different concentrations of HYP treatment; D: in MCF-10A cells, the changes of cell activity after different 
concentrations of HYP treatment; *P<0.05, ***P<0.001, HYP treatment group compared with control group; n=3.

图1   不同浓度HYP对细胞活性的影响

Fig.1   Effect of hypericin at different concentrations on cell activity
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理后的乳腺癌细胞活力明显下降 (P<0.001), HYP处
理MCF-7细胞24 h的半抑制浓度 (IC50)为10 µmol/L, 
MDA-MB-231细胞24 h的 IC50为15 µmol/L。而在两

种细胞的 IC50发挥作用的同时对正常细胞MCF-10A
无明显影响 , 对于MCF-10A细胞只有在HYP浓度高

达60 µmol/L的时候才有具有抑制作用 (P<0.05)。结

果表明 , HYP在抑制乳腺癌细胞活性的同时 , 对正常

细胞无明显影响。为进一步探讨HYP的抗增殖作用 , 
采用克隆形成实验检测细胞克隆形成情况 , 结果见图

2。结果显示 , 随着HYP浓度的升高 , MCF-7和MDA-
MB-231细胞的单克隆数明显减少 , 具有显著性差异

(P<0.05), 表明HYP显著抑制了两种细胞系的克隆形

成效率。

2.2   HYP引起ROS的变化并导致LDH的释放

为确定HYP是否引起细胞内ROS的变化 , 采
用DCFH-DA探针对细胞内ROS的积累情况进行检

测 , 结果见图3。结果显示 , 与对照组相比 , HYP处
理组中DCFH-DA探针所产生的绿色荧光明显增多

(P<0.01)。结果表明HYP能够升高MCF-7和MDA-
MB-231细胞内ROS的水平 , 导致大量ROS在细胞内

聚集。为确定HYP是否能够增大LDH的释放量 , 采
用LDH释放检测实验对LDH的变化进行检测 , 结果

见图4。结果显示, 与对照组相比随着HYP浓度的增

加 , MCF-7和MDA-MB-231细胞的LDH释放量逐渐

增多(P<0.05)。结果表明, LDH释放量增多, 细胞膜

受损, 细胞毒性逐渐增强。

2.3   Fer-1能够恢复HYP所影响的细胞活力

为探究铁死亡抑制剂Fer-1是否能够逆转HYP所
影响的细胞活力 , MCF-7细胞按对照组、10 µmol/L
的HYP处理组以及10 µmol/L的HYP和10 µmol/L的
Fer-1共处理组的分组处理24 h, MDA-MB-231细胞

按对照组、15 µmol/L的HYP处理组以及15 µmol/L
的HYP和10 µmol/L的Fer-1共处理组的分组处理24 h, 
采用CCK-8法对其细胞活性进行检测 , 结果见图5。
结果显示 , 与HYP处理组相比HYP和Fer-1共处理组

的细胞活力更高 (P<0.05), 结果表明铁死亡抑制剂

Fer-1能够挽救HYP影响的细胞活力。

2.4   HYP升高乳腺癌细胞内Fe2+水平、降低GSH
的含量

为确定HYP是否引起细胞内Fe2+含量的变化 , 

A: MCF-7、MDA-MB-231细胞中, 不同浓度HYP处理后乳腺癌细胞的克隆形成情况; B: MCF-7、MDA-MB-231细胞中, 不同浓度HYP处理后

乳腺癌细胞的克隆形成率分析。*P<0.05, **P<0.01, HYP处理组与对照组相比; n=3。
A: the clonal formation of breast cancer cells in MCF-7 and MDA-MB-231 cells after different concentrations of HYP treatment; B: analysis of clonal 
formation rate of breast cancer cells treated with different concentrations of HYP in MCF-7 and MDA-MB-231 cells. *P<0.05, **P<0.01, HYP treat-
ment group compared with control group; n=3.

图2   不同浓度HYP对乳腺癌细胞克隆形成的影响

Fig.2   Effect of hypericin at different concentrations on breast cancer cells clonal formation
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采用组织铁测定试剂盒对细胞内游离的Fe2+积累进

行检测 , 结果见图6。结果显示 , 与对照组相比随着

HYP给药浓度的增加 , 细胞内Fe2+的含量明显增多

(P<0.01)。结果表明, HYP能够升高MCF-7和MDA-

MB-231细胞内Fe2+的水平 , 且呈剂量依赖性。为确

定HYP是否引起细胞内GSH含量的变化 , 采用还原

型GSH测定试剂盒对细胞内GSH含量进行检测 , 结
果见图7。结果显示, 对照组相比随着HYP给药浓度

A: MCF-7、MDA-MB-231细胞中, 不同浓度HYP处理后细胞内ROS变化荧光; B: MCF-7、MDA-MB-231细胞中, 不同浓度HYP处理后细胞内

ROS变化荧光定量分析; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, HYP处理组与对照组相比; n=3。
A: intracellular ROS fluorescence changes after different concentrations of HYP treatment in MCF-7 and MDA-MB-231 cells; B: fluorescence quan-
titative analysis of intracellular ROS changes in MCF-7 and MDA-MB-231 cells after treatment with different concentrations of HYP; *P<0.05, 
**P<0.01, ***P<0.001, HYP treatment group compared with control group; n=3.

图3   不同浓度HYP对乳腺癌细胞内ROS的影响

Fig.3   Effect of hypericin at different concentrations on ROS in breast cancer cells

A: MCF-7细胞中 , 不同浓度HYP处理后LDH的释放情况 ; B: MDA-MB-231细胞中 , 不同浓度HYP处理后LDH的释放情况。*P<0.05, 
***P<0.001, HYP处理组与对照组相比; n=3。
A: LDH release in MCF-7 cells after HYP treatment at different concentrations; B: LDH release in MDA-MB-231 cells after HYP treatment at different 
concentrations. *P<0.05, ***P<0.001, HYP treatment group compared with control group; n=3.

图4  不同浓度HYP对乳腺癌细胞内LDH释放的影响

Fig.4   Effect of hypericin at different concentrations on LDH release in breast cancer cells
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的增加 , 细胞内GSH含量降低 (P<0.01), 其中HYP
对MCF-7内GSH含量的降低作用呈剂量依赖 , 而
10 μmol/L及更高浓度的HYP对于MDA-MB-231细
胞内GSH含量的降低效果均维持在30%左右。结果

表明 , HYP能够降低MCF-7和MDA-MB-231细胞内

GSH的水平。

2.5   HYP降低乳腺癌细胞内xCT、GPX4蛋白含

量

为探究 HYP对铁死亡相关蛋白的影响 ,  采
用免疫印迹法检测 H Y P处理后乳腺癌细胞内
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A: MCF-7细胞中, HYP处理及HYP与Fer-1共处理后的细胞活性变化; B: MDA-MB-231细胞中, HYP处理及HYP与Fer-1共处理后的细胞活性变

化; *P<0.05, ***P<0.001, HYP处理组与对照组及HYP与Fer-1共处理组相比; n=3。
A: changes of cell activity in MCF-7 cells after HYP treatment and HYP plus Fer-1 co-treatment; B: changes of cell activity in MDA-MB-231 cells af-
ter HYP treatment and HYP plus Fer-1 co-treatment; *P<0.05, ***P<0.001, HYP treatment group compared with both the control group and HYP plus 
Fer-1 co-treatment group; n=3.

图5   Fer-1对HYP所抑制乳腺癌细胞活性的影响

Fig.5   Effect of Fer-1 on the activity of breast cancer cells inhibited by hypericin
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A: MCF-7细胞中, 不同浓度HYP处理后细胞内Fe2+的变化; B: MDA-MB-231细胞中, 不同浓度HYP处理后细胞内Fe2+的变化; **P<0.01, 
***P<0.001, HYP处理组与对照组相比; n=3。
A: changes of intracellular Fe2+ in MCF-7 cells after treatment with different concentrations of HYP; B: the changes of Fe2+ in MDA-MB-231 cells after 
different concentrations of HYP treatment; **P<0.01, ***P<0.001, HYP treatment group compared with control group; n=3.

图6   不同浓度HYP对乳腺癌细胞内Fe2+的影响

Fig.6   Effect of hypericin at different concentrations on free iron bivalent in breast cancer cells
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xCT、GPX4蛋白的表达情况, 结果见图8。与对

照组相比 HYP处理后，xCT、GPX4蛋白表达含

量降低。

3   讨论
众所周知 , 肿瘤异质性是全球至今无法攻克的

难题。肿瘤异质性分为肿瘤内异质性和肿瘤间异

A: MCF-7细胞中, 不同浓度HYP处理后细胞内GSH含量的变化; B: MDA-MB-231细胞中, 不同浓度HYP处理后细胞内GSH含量的变化; 
**P<0.01, ***P<0.001, HYP处理组与对照组相比; n=3。
A: the change of intracellular GSH content in MCF-7 cells after treatment with different concentrations of HYP; B: changes of intracellular GSH content in 
MDA-MB-231 cells after HYP treatment at different concentrations; **P<0.01, ***P<0.001, HYP treatment group compared with control group; n=3.

图7   不同浓度HYP对乳腺癌细胞内GSH含量的影响

Fig.7   Effect of hypericin with different concentration on GSH content in breast cancer cells
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况的灰度分析; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, HYP处理组与对照组相比; n=3。
A: the expression of xCT and GPX4 in MCF-7 cells after different concentrations of HYP treatment; B: grayscale analysis of the expression of xCT and 
GPX4 in MDA-MB-231 cells after different concentrations of HYP treatment; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, HYP treatment group compared with 
control group; n=3.

图8   不同浓度HYP对乳腺癌细胞内xCT、GPX4蛋白表达情况的影响

Fig.8   Effect of hypericin at different concentrations on expression of xCT and GPX4 proteins in breast cancer cells
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质性两种。肿瘤内异质性和肿瘤间异质性都存在

高度的分子和表型差异 , 根据这些差异 , 可将乳腺

癌分为多种亚型。乳腺癌分为以下 4个亚型分别是

Luminal A、Luminal B、ERBB2+及三阴性乳腺癌

(triple-negative breast cancer, TNBC)[21]。MCF-7细胞

是Luminal A型乳腺癌细胞系。Luminal A型是最常

见的分子亚型, 即雌激素受体(estrogen receptor, ER)、
孕激素受体(progesterone receptor, PR)阳性且PR高表

达 , 而表皮生长因子受体2(human epidermal growth 
factor receptor 2, HER-2)阴性、Ki-67低表达, 约占所

有乳腺癌的70%, 是预后较好的一个亚型[21]。MDA-
MB-231细胞是TNBC细胞系。TNBC是一种非特殊

型浸润性导管癌 , ER、PR和HER-2均为阴性 , 约占

全部乳腺癌15%~20%, 是所有亚型中预后最差的一

种[21]。

由于乳腺癌的发病率以及手术和化疗等传统

治疗方法的不良影响 , 因此亟需对乳腺癌的未知事

实的探索和新药的研发。HYP对乳腺癌细胞的增殖

具有抑制作用 , 并可诱导乳腺癌细胞凋亡 [22]。HYP
在诱导MDA-MB-175-VII、MDA-MB-231细胞发生

凋亡的过程中 , p53基因表达上调 , 从而导致细胞周

期阻滞和凋亡 , HYP对恶性细胞的凋亡和细胞毒性

作用可能是通过p53的过表达来介导的 [23]。高剂量

的HYP诱导大量活性氧的产生和严重的内质网应

激, 从而活化CHOP, 并激活CHOP/TRIB3/Akt/mTOR
级联反应 , 触发自噬诱导细胞死亡 [24]。随着研究的

进展 , HYP调控细胞凋亡、自噬等细胞死亡途径的

机制逐渐被揭示 , 但HYP诱导乳腺癌细胞铁死亡的

作用及机制目前尚不清楚。本研究发现 , HYP可显

著抑制乳腺癌MCF-7和MDA-MB-31细胞增殖、克

隆形成能力 , 但两种细胞半抑制浓度的HYP对正常

乳腺上皮细胞MCF-10A的活力无明显影响。MCF-
10A细胞是一种非致瘤性上皮细胞系 , 常在乳腺癌

研究中作为对照。由于金丝桃素对正常乳腺上皮细

胞MCF-10A的活力无明显影响 , 因此后续实验不选

择正常乳腺上皮细胞MCF-10A作为对照。

铁死亡的发生发展涉及多个信号通路和因子的

影响。ROS与肿瘤细胞的生长和死亡密切相关 , 促
进癌细胞的增殖、存活和转移[25]。然而, 过量的ROS
会增加细胞氧化应激最终导致细胞死亡 , ROS在细

胞中的积累是铁死亡的直接原因之一 [26]。LDH是一

类稳定存在于所有的细胞中的胞质酶 , 当质膜和细

胞膜受损时 , 胞内的LDH会迅速释放到胞外。铁死

亡对细胞的毒害作用可以通过各种亲脂性自由基捕

获剂如Fer-1消除 [27-28]。Fer-1是一种含有芳烷胺的抗

氧化物 , 可以有效降低细胞内的不稳定铁池、ROS
的含量, 抑制细胞内氧化应激, 从而保护细胞 [29]。铁

是一种生物体必需的金属元素 , 拥有着极其重要的

生物学功能。铁在细胞内大部分是呈亚铁形式存在

的不稳定铁池 , 可以通过芬顿反应直接催化自由基

形成 , 并进一步促进脂质过氧化 , 从而诱导铁死亡的

发生 [8]。铁死亡发生过程中氨基酸和谷胱甘肽的代

谢发生变化 , 细胞内胱氨酸的摄入减少 , 消耗GSH, 
抑制System Xc–从而诱导铁死亡的发生 [30-32]。本研

究发现HYP能够快速升高乳腺癌MCF-7和MDA-
MB-31细胞内的ROS水平 , 损伤细胞膜促使细胞内

LDH释放 , 这些作用表明HYP或许能够诱导MCF-7
和MDA-MB-231细胞发生铁死亡。相同浓度的HYP
对于两株细胞内的ROS和LDH的影响效果类似。铁

死亡抑制剂Fer-1能够恢复HYP所影响的细胞活力 , 
这一结果表明HYP诱导乳腺癌细胞发生了铁死亡。

与MCF-7细胞相比 , Fer-1对HYP所影响的MDA-
MB-231细胞活力的恢复效果更为明显。此外 , HYP
能够升高MCF-7和MDA-MB-231细胞内Fe2+的水平, 
降低细胞内GSH的含量。相同浓度的HYP对于两株

细胞内的Fe2+的影响效果类似, HYP对MCF-7内GSH
含量的降低作用呈剂量依赖 , 对MDA-MB-231细胞

内GSH的含量的降低作用与剂量无关。

System Xc–是非Na+依赖性的交换转运蛋白 , 包
括重链亚基溶质载体家族3成员2和轻链亚基xCT。
轻链亚基xCT是System Xc–发挥作用的关键 , xCT通
过允许输入胱氨酸发挥对铁死亡的保护作用 , 胱氨

酸是抗氧化分子GSH生物合成中的限速步骤 [33-34]。

xCT的表达水平决定了GPX4在乳腺癌中的表达 , 与
匹配的正常样本相比 , GPX4在乳腺癌组织的一个

亚群中强烈上调 , 并且这与xCT的表达量增加密切

相关 [35]。复旦分型中的腔内雄激素受体型是一种对

铁死亡敏感的TNBC亚型 , 该亚型的患者能够通过

靶向GPX4进行治疗 [36]。耐药持久的乳腺癌细胞对

GPX4有依赖性 , 它们易受到GPX4抑制引起的铁死

亡影响 [37]。本实验结果显示 , HYP处理后乳腺癌细

胞内 xCT、GPX4蛋白表达含量减少。相同浓度的

HYP处理后MDA-MB-231细胞内的xCT蛋白含量与

MCF-7细胞相比明显减少, 但GPX4含量相差不大。
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本研究通过CCK-8实验以及克隆形成实验验

证了HYP对乳腺癌细胞MCF-7、MDA-MB-231增殖

的抑制作用 , 且HYP在发挥对乳腺癌细胞的抑制作

用的同时对正常细胞活力无影响。此外本研究发现

HYP能够导致细胞内ROS积累以及LDH释放 , 升高

MCF-7和MDA-MB-231细胞内Fe2+水平 , 降低细胞

内GSH的含量, 下调xCT和GPX4的蛋白含量。SHUI
等 [18]以非小细胞肺癌A549细胞系为研究对象 , 研究

发现HYP能够引起细胞内发生脂质过氧化和细胞内

GSH、GPX4耗竭。他们初步探究了铁死亡抑制剂

Lip-1和Fer-1对HYP所影响的MCF-7细胞活力的恢

复作用 [18]。本研究进一步解释了金丝桃素对MCF-
7、MDA-MB-231细胞铁死亡的作用机制。但关于金

丝桃素对MCF-7、MDA-MB-231细胞的作用是否存

在结合位点差异目前尚不清楚 , 仍待进一步的实验

进行探究。

综上所述 , HYP能够抑制乳腺癌细胞MCF-7、
MDA-MB-231的生长 , 诱导乳腺癌细胞发生铁死

亡 , 且铁死亡抑制剂Fer-1能够挽救HYP影响的细胞

活力。本研究从 “铁死亡 ”角度阐释HYP作用机制 , 
为HYP抗乳腺癌的临床应用提供了实验依据 ; 探究

HYP诱导乳腺癌细胞死亡的更多方式及其相关机

制 , 为乳腺癌天然抗癌药物的设计和开发提供了新

的思路。
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