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木犀草素通过调节PI3K/AKT/GSK-3β信号通路

促进铜死亡增强乳腺癌细胞顺铂敏感性的机制研究
毕超  史晓光  胡俊生  赖瑞  张娟  霍巧玲  刘曼*

(北京中医药大学东直门医院普外三区, 北京 101100)

摘要      该文旨在探究木犀草素对乳腺癌(BC)细胞顺铂(DDP)敏感性的影响及其通过调节

PI3K/AKT/GSK-3β信号通路促进铜死亡的机制。采用低浓度加量持续诱导法建立乳腺癌的顺铂耐

药细胞株MDA-MB-231/DDP-R。MTT法检测不同浓度顺铂和木犀草素对MDA-MB-231和MDA-
MB-231/DDP-R抑制率的影响。将MDA-MB-231/DDP-R分为5组: 对照组、顺铂组、木犀草素组、

顺铂+木犀草素组和740Y-P组。采用Transwell实验检测细胞侵袭能力, 细胞划痕实验检测细胞迁

移能力, 流式细胞术检测细胞凋亡水平。用比色法试剂盒检测细胞内Cu2⁺水平, 采用蛋白免疫印

迹技术分别检测铜死亡相关蛋白的表达水平, 以及PI3K/AKT/GSK-3β信号通路相关蛋白的表达水

平。构建裸鼠移植瘤模型, 检测瘤体体积和质量。结果显示: 随着顺铂浓度增加, 其对MDA-MB-231
和MDA-MB-231/DDP-R细胞的抑制率显著上升(P<0.05); 与MDA-MB-231细胞相比, 顺铂和木犀草

素对MDA-MB-231/DDP-R细胞的抑制率显著降低(P<0.05)。与顺铂组相比, 顺铂+木犀草素组的细

胞抑制率显著增加(P<0.05)。与对照组相比, 顺铂组、木犀草素组及顺铂+木犀草素组的侵袭细胞数, 
细胞迁移率, ATP7A蛋白表达水平, p-PI3K/PI3K、p-AKT/AKT和p-GSK-3β Ser9/GSK-3β值, 以及裸鼠

瘤体体积和质量均显著降低(P<0.05); 细胞凋亡率、Cu⁺浓度、DLAT和FDX1蛋白表达水平则显著升

高(P<0.05)。与顺铂组和木犀草素组相比, 顺铂+木犀草素组的侵袭细胞数, 细胞迁移率, ATP7A蛋白

表达水平, p-PI3K/PI3K、p-AKT/AKT和p-GSK-3β Ser9/GSK-3β值, 以及裸鼠瘤体体积和质量均显著

降低(P<0.05); 细胞凋亡率、Cu⁺浓度、DLAT和FDX1蛋白表达水平显著增加(P<0.05)。与顺铂+木犀

草素组相比, 740Y-P组的侵袭细胞数, 细胞迁移率, ATP7A蛋白表达水平, p-PI3K/PI3K、p-AKT/AKT
和p-GSK-3β Ser9/GSK-3β值, 以及裸鼠瘤体体积和质量均显著增加(P<0.05); 细胞凋亡率、Cu⁺浓度、

DLAT和FDX1蛋白表达水平显著降低(P<0.05)。因此, 木犀草素可通过调节PI3K/AKT/GSK-3β信号

通路诱导铜死亡, 从而增强乳腺癌细胞对顺铂的敏感性。
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Abstract       The aim of this study was to investigate the effect of luteolin on the sensitivity of BC (breast 
cancer) cells to DDP (cisplatin) and its mechanism of promoting copper death by regulating PI3K/AKT/GSK-3β 
signaling pathway. The cisplatin-resistant breast cancer cell line MDA-MB-231/DDP-R was established by continu-
ous induction with low concentration. MTT assay was used to detect the effects of different concentrations of cisplatin 
and breast cancer on the inhibition rate of MDA-MB-231 and MDA-MB-231/DDP-R. MDA-MB-231/DDP-R cells 
were divided into five groups: control group, cisplatin group, luteolin group, cisplatin+luteolin group and 740Y-P 
group. The cell invasion, migration and apoptosis levels were detected by Transwell assay, wound healing assay and 
flow cytometry, respectively. The intracellular Cu2+ level was measured, and the expression levels of proteins related 
to cuproptosis and the PI3K/AKT/GSK-3β signaling pathway were detected by Western blot. Nude mice xenografts 
were constructed to detect tumor volume and weight. The results showed that the inhibitory rates of cisplatin on both 
MDA-MB-231 and MDA-MB-231/DDP-R cells increased significantly with rising cisplatin concentrations (P<0.05). 
Compared with MDA-MB-231 cells, the inhibitory effects of cisplatin and luteolin on MDA-MB-231/DDP-R cells were 
significantly lower (P<0.05). The cisplatin+luteolin group exhibited a significantly higher cell inhibitory rate compared to 
the cisplatin group alone (P<0.05). Compared with the Control group, the cisplatin, luteolin, and cisplatin+luteolin groups 
showed significant reductions (P<0.05) in the number of invasive cells, cell migration rate, ATP7A protein expression, the 
ratios of p-PI3K/PI3K, p-AKT/AKT, and p-GSK-3β Ser9/GSK-3β, as well as in nude mouse tumor volume and weight. 
Conversely, the cell apoptosis rate, intracellular Cu⁺ concentration, and the expression levels of DLAT and FDX1 
proteins were significantly increased (P<0.05). Compared to either the cisplatin group or the luteolin group alone, 
the cisplatin+luteolin group demonstrated significantly lower values (P<0.05) for the number of invasive cells, cell 
migration rate, ATP7A protein expression, the p-PI3K/PI3K, p-AKT/AKT, and p-GSK-3β Ser9/GSK-3β ratios, 
and tumor volume and weight. In contrast, the cell apoptosis rate, Cu⁺ concentration, and DLAT and FDX1 pro-
tein expression levels were significantly higher (P<0.05). Compared with the cisplatin+luteolin group, the 740Y-P 
group exhibited significant increases (P<0.05) in the number of invasive cells, cell migration rate, ATP7A protein 
expression, the p-PI3K/PI3K, p-AKT/AKT, and p-GSK-3β Ser9/GSK-3β ratios, and tumor volume and weight. 
Meanwhile, the cell apoptosis rate, Cu⁺ concentration, and DLAT and FDX1 protein expression levels were signifi-
cantly decreased (P<0.05). luteolin can induce cuprotosis by regulating the PI3K/AKT/GSK-3β signaling pathway, 
thereby enhancing the sensitivity of breast cancer cells to cisplatin. 
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乳腺癌 (breast cancer, BC)仍是全球面临的重

大公共卫生挑战 , 也是女性发病的主要原因之一 [1]。

三阴性乳腺癌(triple-negative breast cancer, TNBC)属
于高度侵袭性的乳腺癌亚型 , 约45%的患者会出现

远处转移 , 这致使患者生存期显著缩短 [2]。目前 , 辅
助化疗是乳腺癌手术治疗的有效补充手段。顺铂

(cisplatin, DDP)是一种常用于实体肿瘤治疗的有效

药物 , 作为DNA损伤剂 , 它通过形成加合物诱导细

胞死亡。然而 , 顺铂的疗效常因耐药性的产生而受

限 [3]。因此 , 需要进一步研究顺铂敏感性的精确分

子机制 , 以满足当前临床的需要。铜是人体必需的

金属元素, 作为多种酶的辅助因子, 参与众多关键生

化过程。研究发现 , 细胞内铜稳态失衡会引发代谢

紊乱 , 导致铜死亡 , 这在肿瘤发生及化疗耐药中发

挥重要作用 [4-5]。基于此 , 诱导肿瘤细胞发生铜死亡

或可成为一种对抗顺铂耐药的新型乳腺癌治疗策

略。磷脂酰肌醇3-激酶(phosphatidylinositol 3-kinase, 
PI3K)/蛋白激酶B(protein kinase B, AKT)/糖原合成酶

激酶 -3β(glycogen synthase kinase-3β, GSK-3β)信号通

路在细胞生长、增殖、凋亡和代谢等过程中发挥关

键作用 , 其异常激活与包括乳腺癌在内的多种肿瘤

的发生、发展及化疗耐药密切相关 [6-7]。在结直肠癌

等模型中 , PI3K/AKT通路已被证实可调控包括铜死

亡在内的多种程序性细胞死亡方式 [8], 但其在乳腺癌

铜死亡中的作用机制尚不明确。

天然化合物联合治疗可作为提高常规化疗药
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物疗效、减少副作用的新策略。木犀草素 (luteolin)
是一种天然黄酮类化合物 , 广泛存在于多种植物中 , 
具有抗炎、抗氧化、抗肿瘤等多种生物活性 [9]。近

年来研究表明 , 木犀草素在抗癌方面具有独特优势 , 
可通过PI3K/AKT通路抑制肿瘤细胞的增殖、迁移

和侵袭 , 诱导细胞凋亡 [10], 还可通过靶向癌症干细

胞提高乳腺癌化疗敏感性 [11]。然而 , 木犀草素能否

增强乳腺癌细胞对顺铂的敏感性及其具体作用机制

尚不清楚。因此 , 本研究旨在探讨木犀草素对乳腺癌

细胞顺铂敏感性的影响 , 以及其通过调节PI3K/AKT/
GSK-3β信号通路促进铜死亡的机制。

1   材料与方法
1.1   细胞、药物与主要试剂

MDA-MB-231购自美国ATCC; 木犀草素 (纯
度 : 99.51%)、顺铂 (纯度 : ≥99.0%)和PI3K通路激活

剂740Y-P(纯度 : 99.96%)购自美国MedChem Express
公司 ; 杜氏改良伊格尔培养基和胎牛血清购自美国

Hyclone公司 ; 噻唑蓝 [3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide, MTT]细胞增殖试剂盒

和Annexin V-FITC/碘化丙啶 (propidium iodide, PI)试
剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司 ; Cu+测试盒

购自武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司 ; 铜转运

ATP酶α肽(ATPase, Cu2+ transporting, alpha polypeptide,  
ATP7A)抗体、二氢硫辛酰胺转乙酰基酶(dihydrolipoyl 
transacetylase, DLAT)抗体、AKT抗体、p-AKT抗体

和甘油醛 -3-磷酸脱氢酶 (glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase, GAPDH)抗体购自美国CST公司 ; 铁
氧还蛋白1(ferredoxin 1, FDX1)抗体、PI3K抗体、磷

酸化 (phosphorylation, p)-PI3K抗体、GSK-3β抗体、

p-GSK-3β Ser9抗体和和辣根过氧化酶标记的山羊

抗兔免疫球蛋白G(immunoglobulin G, IgG)购自英国

Abcam公司。

1.2   顺铂耐药乳腺癌细胞系的建立

采用逐步递增药物浓度的持续诱导策略开展

实验。在含 10%胎牛血清和 0.01 mg/mL胰岛素的

DMEM培养基中 , 将MDA-MB-231细胞按1×104/mL
密度接种于37 °C、5% CO₂饱和湿度的培养箱内开

展初始培养。待细胞生长至对数生长期 , 且融合度

达70%~80%时 , 启动顺铂耐药诱导流程。首先 , 给
予起始浓度为3.75 μmol/L的顺铂处理细胞 , 将顺铂

加入培养基后放回培养箱继续培养 , 密切观察细胞

形态变化、增殖活性等。待 6孔板内细胞生长至近

70%~80%融合度时 , 使用0.25%胰蛋白酶 (含0.02% 
EDTA)于37 °C消化细胞2 min并传代, 接种数目与加

药方式同前。细胞在加压条件下传代培养约7个月 , 
药物浓度逐渐递增 , 具体剂量依次为3.75、7.5、15、
30及60 µmol/L, 成功获得具有稳定耐药特性的乳腺

癌细胞系MDA-MB-231/DDP-R, 显微镜下观察MDA-
MB-231/DDP和MDA-MB-231/DDP-R形态学变化。

1.3   MTT检测

选取处于对数生长期的MDA-MB-231细胞与

MDA-MB-231/DDP-R细胞 , 以5×10³/孔的密度接种

于96孔板。待细胞融合度达80%左右时 , 分别加入

不同浓度的顺铂 (DDP, 浓度梯度为 0、3.75、7.5、
15、30及60 µmol/L)及木犀草素 (浓度梯度为0、1、
2、4、8 µmol/L), 继续培养24 h。之后 , 每孔加入

50 μL MTT溶液 , 置于37 °C、5% CO2饱和湿度的

培养箱中避光孵育4 h后弃去上清液 , 再加入DMSO, 
于37 °C孵育30 min, 测定490 nm波长处的吸光度(D)
值。以对照组 (0 µmol/L木犀草素 )的细胞存活率为

100%, 计算各组细胞抑制率 , 公式为 : 细胞抑制率

=[1–(实验组D值–空白组D值)/(对照组D值–空白组D
值)]×100%。利用SPSS软件计算半数抑制浓度(IC50)
值 , 并据此计算耐药指数 (resistance index, RI)和逆转

倍数 (reversal factor, RF)。其中 , 耐药指数(RI)=MDA-
MB-231/DDP-R细胞 IC50/MDA-MB-231细胞 IC50; 逆转

倍数(RF)=单独DDP组IC50/(DDP+木犀草素组IC50)。金

氏公式 [12]计算木犀草素与顺铂的协同 , 作用公式为 : 
q=E(A+B)/(EA+EB–EA×EB)。其中, E(A+B)表示两种药

物联合作用时对细胞的抑制率 , EA和EB分别表示木

犀草素与顺铂单独使用时对细胞的抑制率。判断标

准如下 : q>1.15表示具有协同作用 , 0.85≤q≤1.15表
示具有相加作用, q<0.85表示具有拮抗作用。实验设

置三个平行组。

1.4   细胞分组

将MDA-MB-231/DDP-R细胞接种于杜氏改良

伊格尔培养基中 , 置于37 °C、5% CO2培养箱内培

养 , 待细胞融合度接近90%时进行传代。将细胞分

为以下5组 : 对照组 (MDA-MB-231/DDP-R细胞经体

积分数为1% DMSO处理 )、顺铂组 (MDA-MB-231/
DDP-R细胞用15 µmol/L顺铂处理24 h)、木犀草素组

(MDA-MB-231/DDP-R细胞用2 µmol/L木犀草素处

理24 h)、顺铂+木犀草素组(MDA-MB-231/DDP-R细
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胞先用2 µmol/L木犀草素处理24 h, 移除木犀草素后收

集细胞沉淀, 再用15 µmol/L顺铂处理24 h)和740Y-P组
(MDA-MB-231/DDP-R细胞先用2 µmol/L木犀草素和

20 µmol/L 740Y-P[13])处理24 h, 移除药物后收集细胞沉

淀, 再用15 µmol/L顺铂处理24 h, 每组设置三个复孔。

1.5   Transwell实验

Transwell实验采用 24孔板的Transwell小室系

统 , 小室底部为孔径8.0 μm的聚对苯二甲酸乙二醇

酯过滤膜 , 膜表面预先包被Matrigel基质胶 (预先稀

释到1 mg/mL的工作浓度)。将细胞以1×105/mL的密

度悬浮于200 μL无血清培养基中。下室加入含10%
胎牛血清的完全培养基作为趋化因子。培养24 h后, 
用湿润棉签轻柔擦除上室未侵袭的细胞 , 下室膜表

面浸润的细胞用4%甲醛在室温下固定10 min, 再用

0.1%结晶紫染色15 min。最后通过光学显微镜随机

选取5个视野计数侵袭细胞数量, 并拍照记录。

1.6   细胞划痕实验

将细胞接种于 6孔板 ,  培养至细胞融合度达

70%~80%。随后 , 用不含胎牛血清的培养基处理细

胞24 h, 之后用200 µL无菌针尖在单层细胞中心划

出直线创口。用培养基冲洗去除未贴壁细胞后 , 分
别于0 h和24 h在显微镜下拍摄伤口间隙图像。使用

ImageJ软件定量分析伤口面积, 迁移率(%)=[(0 h划痕

宽度–24 h划痕宽度)/0 h划痕宽度]×100%。

1.7   流式细胞术

收集MDA-MB-231/DDP-R细胞, 以磷酸盐缓冲液

洗涤2次后, 将细胞重悬于100 µL结合缓冲液中, 调整

细胞密度至2×10⁵/mL。先加入5 µL Annexin V-FITC, 室
温避光孵育5 min; 随后补充5 µL碘化丙啶(PI)和400 µL
结合缓冲液 , 继续室温避光孵育20 min。按照流式细

胞仪配套试剂盒说明书进行操作 , 使用流式细胞仪检

测染色细胞, 并用FlowJo软件进行数据分析。

1.8   细胞内Cu+水平的检测

将收集的细胞转移至玻璃匀浆器中 , 添加预冷

的磷酸盐缓冲液 , 随后置于冰浴条件下充分研磨。

将匀浆液在4 °C条件下以12 000 ×g离心15 min, 收
集所得上清液。按照试剂盒操作说明 , 使用酶标仪

测定上清液在580 nm波长处的吸光度值 , 并根据标

准曲线计算各组细胞Cu⁺的含量。

1.9   蛋白免疫印迹

采用RIPA缓冲液裂解细胞和肿瘤组织总蛋白 , 
采用BCA试剂盒定量。然后用10% SDS-PAGE分离

20 µg总蛋白 , 然后将其转移到PVDF膜上。将膜与

5%脱脂牛奶在室温下预孵育30 min, 然后与一抗包

括ATP7A、DLAT、FDX1、PI3K、AKT、p-PI3K、

p-AKT、GSK-3β、p-GSK-3β Ser9和GAPDH(稀释

倍数1000 1׃)在4 °C下孵育过夜。第2天, 3次洗涤后, 
用相应的二抗 (稀释倍数1000 5׃)孵育膜 , 室温下孵

育30 min。使用Pierce™ECL Western检测目标蛋白, 
并使用化学发光成像分析系统拍照。相对灰度值由

ImageJ量化, 采用GAPDH作为内参。

1.10   裸鼠移植瘤

25只Balb/c裸鼠 [由北京维通利华实验动物技术

有限公司提供 , 许可证号 : SCXK(京 ) 2021-0009]适应

性饲养1周 , 正常饮食。将MDA-MB-231/DDP-R细胞

复苏后培养传代 , 收集对数生长期细胞 , 以生理盐水

调整细胞浓度至1×107/mL, 以每只0.2 mL接种于裸鼠

背部皮下。待移植瘤长至0.5 cm3大小时, 将裸鼠随机

分组: 对照组、顺铂组(腹腔注射4 mg/kg顺铂[14])、木

犀草素组 (腹腔20 mg/kg木犀草素 [15])、顺铂+木犀草

素组 (腹腔注射4 mg/kg顺铂和20 mg/kg木犀草素 )和
740Y-P组(腹腔注射4 mg/kg顺铂和20 mg/kg木犀草素, 
尾静脉注射2 µg/µL 740 Y-P[16])。对照组保持常规饮

食模式 , 给药组则每日给予1次药物干预 , 持续给药

28天。在给药周期内 , 每日密切监测裸鼠的精神状

态、活动能力、摄食量及排泄情况等一般生命体征, 
同时每7天使用游标卡尺测量肿瘤的直径变化, 并每

日观察注射部位是否存在皮肤破溃或红肿等异常反

应。于停药次日采用颈椎脱臼法处死全部裸鼠。本

研究经北京中医药大学东直门医院伦理委员会审查

批准(伦理审批号: 2020DZMEC-099-01)。
1.11   统计学分析

采用 SPSS 23.0软件进行数据分析。先使用

Shapiro-Wilk检验评估数据的正态性 , 确认所有定量

数据均符合正态分布且方差齐性后 , 以均值±标准

差 (x
_
±s)表示。多组数据比较采用单因素方差分析

(One-Way ANOVA), 若结果有显著差异 , 进一步用

SNK-q检验确定差异组别。两组数据比较采用独立

样本t检验。以P<0.05表示差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   顺铂耐药乳腺癌细胞系的鉴定

显微镜下观察到 , MDA-MB-231呈现圆形形态 , 
细胞间连接较少 , 相比之下 , MDA-MB-231/DDP-R
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表现出更细长的梭状形状 , 细胞之间的连接数量

增加 , 以假足突起为特征 , 见图1。MTT结果显示 , 
随着浓度的增加 , 顺铂对MDA-MB-231和MDA-
MB-231/DDP-R的抑制率显著增加 (P<0.05); 与
MDA-MB-231相比 , 顺铂对MDA-MB-231/DDP-R
抑制率显著降低 (P<0.05)。MDA-MB-231的 IC50为

(12.81±1.05) μmol/L, MDA-MB-231/DDP-R的 IC50为

(87.56±3.59) μmol/L, RI=6.83±0.25, 见表1。选择15 
μmol/L顺铂作为后续实验浓度。

2.2   木犀草素对MDA-MB-231和MDA-MB-231/DDP-R
细胞的抑制作用

随着木犀草素浓度的增加 , 木犀草素对MDA-

MB-231和MDA-MB-231/DDP-R的抑制率显著增加

(P<0.05); 与MDA-MB-231相比 , 木犀草素对MDA-
MB-231/DDP-R的IC50显著增加(P<0.05), 见表2。选

择2 μmol/L木犀草素作为后续实验浓度。

2.3   木犀草素对MDA-MB-231/DDP-R细胞的化

疗敏感性的影响

与顺铂组相比 , 顺铂对顺铂+木犀草素组的抑制

率显著增加 (P<0.05), 并且不同浓度的顺铂作用24 h
后, 顺铂组的IC50为(85.62±3.35) μmol/L, 顺铂+木犀草

素组的IC50为(24.83±1.08) μmol/L, 见表3。此外, 依据

金氏公式计算 , 15 μmol/L顺铂与2 μmol/L木犀草素

联用的q值为3.23, 提示在该浓度下两药联用具有协

图1   MDA-MB-231和MDA-MB-231/DDP-R形态的变化

Fig.1   Morphological changes of MDA-MB-231 and MDA-MB-231/DDP-R

50 μm 50 μm

25 μm 25 μm

MDA-MB-231 MDA-MB-231/DDP-R

表1   顺铂对MDA-MB-231和MDA-MB-231/DDP-R的抑制率

Table 1   Inhibition rate of cisplatin on MDA-MB-231 and MDA-MB-231/DDP-R

组别

Group

抑制率/%
Inhibition rate /%

F P
IC50 

/μmol·L–1DDP
0 μmol/L

DDP
3.75 μmol/L

DDP
7.5 μmol/L

DDP
15 μmol/L

DDP
30 μmol/L

DDP
60 μmol/L

MDA-
MB-231

0.00±0.00 15.26±0.99* 30.16±4.04* 59.49±3.94* 77.04±6.45* 98.49±5.45* 249.238 <0.001 12.81±1.05 

MDA-
MB-231/
DDP-R

0.00±0.00   5.49±0.84*& 12.64±1.47*& 21.05±2.67*& 29.97±2.73*& 40.85±5.34*&   92.676 <0.001 87.56±3.59*

t - 13.034 7.059 13.989 11.640 13.084 - - 34.614

P - <0.001 0.002 <0.001 <0.001 <0.001 - - <0.001

*P<0.05, 与紧邻的较低浓度比较; &P<0.05, 与MDA-MB-231比较; “-”表示统计检验不适用。x
_
±s, n=3。

*P<0.05 compared with the adjacent lower concentration; &P<0.05 compared with MDA-MB-231; “-” means that the statistical test is not applicable. 
x
_
±s, n=3.
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同作用。

2.4   木犀草素联合顺铂对MDA-MB-231/DDP-R
细胞增殖、迁移和凋亡的影响

与对照组相比 , 顺铂组、木犀草素组和顺铂+木
犀草素组的侵袭细胞数和细胞迁移率显著降低 , 细胞

凋亡率显著增加 (P<0.05); 与顺铂组和木犀草素组相

比 , 顺铂+木犀草素组的侵袭细胞数和细胞迁移率显

著降低 , 细胞凋亡率显著增加 (P<0.05); 与顺铂+木犀

草素组相比 , 740Y-P组的侵袭细胞数和细胞迁移率显

著增加, 细胞凋亡率显著降低(P<0.05), 见表4和图2。
2.5   木犀草素联合顺铂对MDA-MB-231/DDP-R
细胞铜死亡的影响

与对照组相比, 顺铂组、木犀草素组和顺铂+木
犀草素组的Cu+浓度、DLAT和FDX1蛋白表达水平

显著升高 , ATP7A蛋白表达水平显著降低 (P<0.05); 

与顺铂组和木犀草素组相比 , 顺铂+木犀草素组的

Cu+浓度、DLAT和 FDX1蛋白表达水平显著增加 , 
ATP7A蛋白表达水平显著降低 (P<0.05); 与顺铂+木
犀草素组相比, 740Y-P组的Cu+浓度、DLAT和FDX1
蛋白表达水平显著降低 , ATP7A蛋白表达水平显著

升高(P<0.05), 见表5和图3。
2.6   木犀草素联合顺铂对MDA-MB-231/DDP-R
细胞PI3K/AKT/GSK-3β信号通路的影响

与对照组相比 , 顺铂组、木犀草素组和顺铂+
木犀草素组的p-PI3K/PI3K、p-AKT/AKT和p-GSK-
3β Ser9/GSK-3β水平显著降低 (P<0.05); 与顺铂组和

木犀草素组相比 , 顺铂+木犀草素组的p-PI3K/PI3K、

p-AKT/AKT和p-GSK-3β Ser9/GSK-3β水平显著降低

(P<0.05); 与顺铂+木犀草素组相比 , 740Y-P组的p-
PI3K/PI3K、p-AKT/AKT和p-GSK-3β Ser9/GSK-3β水

表2   木犀草素对MDA-MB-231和MDA-MB-231/DDP-R的抑制率

Table 2   Inhibition rate of luteolin on MDA-MB-231 and MDA-MB-231/DDP-R

组别

Group

抑制率/%
Inhibition rate /%

F P
IC50

/μmol·L–1Luteolin
0 μmol/L

Luteolin
1 μmol/L

Luteolin
2 μmol/L

Luteolin
4 μmol/L

Luteolin
8 μmol/L

MDA-
MB-231

0.00±0.00 10.28±4.01* 27.92±3.67* 38.94±4.31* 58.02±3.09* 137.469 <0.001 5.79±0.34 

MDA-
MB-231/
DDP-R

0.00±0.00   9.16±2.16*& 23.94±2.93*& 35.19±3.94*& 53.14±4.20*& 143.020 <0.001 6.92±0.45*

t - 0.426 1.468 1.112 1.468 - - 3.470

P - 0.692 0.216 0.328 0.216 - - 0.026

*P<0.05, 与紧邻的较低浓度比较; &P<0.05, 与MDA-MB-231比较; “-”表示统计检验不适用。x
_
±s, n=3。

*P<0.05 compared with the adjacent lower concentration; &P<0.05 compared with MDA-MB-231; “-” means that the statistical test is not applicable. 
x
_
±s, n=3.

表3   木犀草素对MDA-MB-231/DDP-R细胞的化疗敏感性的影响

Table 3   Effect of luteolin on chemosensitivity of MDA-MB-231/DDP-R cells

组别

Group

抑制率/%
Inhibition rate /%

F P IC50 /μmol·L–1

DDP
 0 μmol/L

DDP
3.75 μmol/L

DDP
7.5 μmol/L

DDP
15 μmol/L

DDP
30 μmol/L

DDP
60 μmol/L

Luteolin 
group

0.00±0.00 5.66±0.79* 11.94±0.98* 22.10±2.31* 28.49±2.61* 41.99±3.98* 147.853 <0.001 85.62±5.35 

Luteolin+
DDP group

0.00±0.00 9.97±0.61*& 18.21±1.84*& 35.94±2.25*& 53.47±4.12*& 75.94±5.06*& 287.611 <0.001 24.83±1.08*

t - 7.479 5.209 7.434 8.871 9.134 - - 19.291

P - 0.002 0.006 0.002 0.001 <0.001 - - <0.001

*P<0.05, 与紧邻的较低浓度比较; &P<0.05, 与顺铂组比较; “-”表示统计检验不适用。x
_
±s, n=3。

*P<0.05 compared with the adjacent lower concentration; &P<0.05 compared with luteolin group; “-” means that the statistical test is not applicable. 
x
_
±s, n=3.
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平显著增加(P<0.05), 见表6和图4。
2.7   木犀草素联合顺铂对裸鼠移植瘤的影响

与对照组相比 , 顺铂组、木犀草素组和顺铂+
木犀草素组的裸鼠瘤体体积减小和质量显著降低

(P<0.05); 与顺铂组和木犀草素组相比 , 顺铂+木犀草

素组的裸鼠瘤体体积减少和质量显著降低 (P<0.05); 
与顺铂+木犀草素组相比 , 740Y-P组的裸鼠瘤体体积

减小和质量显著增加(P<0.05), 见表7和图5。
2.8   木犀草素联合顺铂对裸鼠铜死亡的影响

与对照组相比, 顺铂组、木犀草素组和顺铂+木

表4   各组MDA-MB-231/DDP-R细胞增殖、迁移和凋亡的比较

Table 4   Comparison of proliferation, migration and apoptosis of MDA-MB-231/DDP-R cells in each group
组别

Group
穿膜细胞数

Number of invasive cells
细胞迁移率/%
Cell migration rate /%

细胞凋亡率/%
Apoptosis rate /%

Control group 295.74±16.97 49.37±2.41   2.26±0.12

DDP group 212.05±13.48* 37.18±1.39* 13.10±0.89*

Luteolin group 203.49±14.25* 35.82±1.42* 12.68±0.53*

Luteolin+DDP group   59.65±4.84*&# 17.69±1.28*&# 19.27±0.94*&#

740Y-P group   99.53±6.11△ 28.46±1.33△ 14.32±0.68△

F 182.818 155.519 237.698

P <0.001 <0.001 <0.001

*P<0.05, 与对照组比较; &P<0.05, 与顺铂组比较; #P<0.05, 与木犀草素组比较; △P<0.05, 与顺铂+木犀草素组比较。x
_
±s, n=3。

*P<0.05 compared with the control group; &P<0.05 compared with the DDP group; #P<0.05 compared with the luteolin group; △P<0.05 compared 
with the luteolin+DDP group. x

_
±s, n=3.

A: Transwell实验检测细胞侵袭能力; B: 细胞划痕实验检测细胞迁移能力; C: 流式细胞术检测细胞凋亡水平。

A: Transwell assay was used to detect cell invasion ability; B: cell scratch test was used to detect cell migration ability; C: Flow cytometry was used to 
detect the level of apoptosis.

图2   各组MDA-MB-231/DDP-R细胞增殖、迁移和凋亡的比较

Fig.2   Comparison of proliferation, migration and apoptosis of MDA-MB-231/DDP-R cells in each group
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犀草素组的DLAT和FDX1蛋白表达水平显著升高 , 
ATP7A蛋白表达水平显著降低 (P<0.05); 与顺铂组和

木犀草素组相比, 顺铂+木犀草素组的DLAT和FDX1

蛋白表达水平显著升高 , ATP7A蛋白表达水平显著

降低(P<0.05); 与顺铂+木犀草素组相比, 740Y-P组的

DLAT和FDX1蛋白表达水平显著降低 , ATP7A蛋白

表5   各组MDA-MB-231/DDP-R细胞Cu+水平和铜死亡相关蛋白表达水平的比较

Table 5   Comparison of Cu+ levels and copper death-related protein expression levels in MDA-MB-231/DDP-R cells of each group
组别

Group
Cu+ /µmol·L–1 ATP7A DLAT FDX1

Control group   3.57±0.21 0.87±0.05 0.30±0.02 0.28±0.01

DDP group   6.54±0.26* 0.72±0.04* 0.75±0.06* 0.70±0.04*

Luteolin group   6.79±0.21* 0.70±0.05* 0.84±0.05* 0.71±0.05*

Luteolin+DDP group 14.19±1.09*&# 0.15±0.01*&# 1.06±0.07*&# 0.99±0.06*&#

740Y-P group   8.05±0.39△ 0.39±0.02△ 0.76±0.05△ 0.73±0.05△

F 153.889 178.585 82.683 94.617

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

*P<0.05, 与对照组比较; &P<0.05, 与顺铂组比较; #P<0.05, 与木犀草素组比较; △P<0.05, 与顺铂+木犀草素组比较。x
_
±s, n=3。

*P<0.05 compared with the control group; &P<0.05 compared with the DDP group; #P<0.05 compared with the luteolin group; △P<0.05 compared 
with the luteolin+DDP group. x

_
±s, n=3.

图3   各组MDA-MB-231/DDP-R细胞铜死亡相关蛋白表达水平的比较

Fig.3   Comparison of the expression levels of cuproptosis-related proteins in MDA-MB-231/DDP-R cells among different groups   
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表6   各组MDA-MB-231/DDP-R细胞PI3K/AKT/GSK-3β通路相关蛋白表达水平的比较

Table 6   Comparison of the expression levels of PI3K/AKT/GSK-3β pathway-related proteins 
in MDA-MB-231/DDP-R cells in each group

组别

Group
p-PI3K/PI3K p-AKT/AKT p-GSK-3β Ser9/GSK-3β

Control group 1.18±0.07 0.97±0.06 1.13±0.06

DDP group 0.96±0.05* 0.76±0.04* 0.97±0.06*

Luteolin group 0.92±0.06* 0.73±0.04* 0.94±0.05*

Luteolin+DDP group 0.37±0.02*&# 0.25±0.01*&# 0.29±0.02*&#

740Y-P group 0.57±0.03△ 0.53±0.04△ 0.56±0.03△

F 128.720 130.271 161.141

P <0.001 <0.001 <0.001

*P<0.05, 与对照组比较; &P<0.05, 与顺铂组比较; #P<0.05, 与木犀草素组比较; △P<0.05, 与顺铂+木犀草素组比较。x
_
±s, n=3。

*P<0.05 compared with the control group; &P<0.05 compared with the DDP group; #P<0.05 compared with the luteolin group; △P<0.05 compared 
with the luteolin+DDP group. x

_
±s, n=3.
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表达水平显著增加(P<0.05), 见表8和图6。
2.9   木犀草素联合顺铂对裸鼠PI3K/AKT/GSK-
3β信号通路的影响

与对照组相比 , 顺铂组、木犀草素组和顺铂+
木犀草素组的p-PI3K/PI3K、p-AKT/AKT和p-GSK-
3β Ser9/GSK-3β水平显著降低(P<0.05); 与顺铂组和

木犀草素组相比, 顺铂+木犀草素组的p-PI3K/PI3K、

p-AKT/AKT和p-GSK-3β Ser9/GSK-3β水平显著降低

(P<0.05); 与顺铂+木犀草素组相比 , 740Y-P组的p-
PI3K/PI3K、p-AKT/AKT和p-GSK-3β Ser9/GSK-3β
水平显著升高(P<0.05), 见表9和图7。

3   讨论
由于TNBC具有侵袭性的生物学行为且难以治

愈 , 目前尚无有效的靶向治疗方法。尽管传统细胞

毒性药物顺铂在TNBC治疗中效果良好 , 但其耐药

性成为临床应用的主要障碍 [17]。近期 , 联合治疗作

为一种化学预防策略取得新突破 , 即利用天然化合

物增强和支持化疗药物的活性。临床前研究表明 , 
化学–草药联合治疗已通过多种机制 (如诱导细胞凋

亡、抑制细胞增殖、阻滞细胞周期、干扰多种癌细

胞系的关键基因表达和蛋白质信号通路 )被证实可提

高治疗效果[18]。因此, 本研究旨在探索一种新型联合

表7   各组裸鼠瘤体体积和质量的比较

Table 7   Comparison of tumor volume and weight of nude mice in each group

组别

Group

肿瘤体积/mm3

Tumor volume /mm3 肿瘤质量/mg
Tumor mass /mg

7 d 14 d 21 d 28 d

Control group 156.91±13.49 359.43±26.49 473.39±27.63 604.54±34.44 631.05±38.16

DDP group 126.87±9.67* 276.05±19.26* 382.41±23.47* 509.27±30.18* 516.42±32.41*

Luteolin group 120.01±10.33* 267.15±18.02* 365.54±22.62* 493.49±27.65* 505.67±28.03*

Luteolin+DDP group   90.37±8.16*&# 157.48±13.67*&# 222.56±18.21*&# 326.05±16.08*&# 340.18±23.64*&#

740Y-P group 116.49±9.41△ 234.19±15.21△ 306.47±24.67△ 413.96±25.07△ 421.29±33.84△

F 26.486 112.254 78.297 73.455 59.739

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

*P<0.05, 与对照组比较; &P<0.05, 与顺铂组比较; #P<0.05, 与木犀草素组比较; △P<0.05, 与顺铂+木犀草素组比较。n=5, x
_
±s。

*P<0.05 compared with the control group; &P<0.05 compared with the DDP group; #P<0.05 compared with the luteolin group; △P<0.05 compared 
with the luteolin+DDP group. n=5, x

_
±s.

图4   各组MDA-MB-231/DDP-R细胞PI3K/AKT/GSK-3β通路相关蛋白表达水平的比较

Fig.4   Comparison of the expression levels of PI3K/AKT/GSK-3β pathway-related proteins 
in MDA-MB-231/DDP-R cells in each group
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表8   各组裸鼠铜死亡相关蛋白表达水平的比较

Table 8   Comparison of copper death-related protein expression levels in nude mice of each group
组别

Group
ATP7A DLAT FDX1

Control group 0.85±0.05 0.32±0.01 0.35±0.01

DDP group 0.70±0.06* 0.41±0.02* 0.40±0.02*

Luteolin group 0.72±0.05* 0.40±0.03* 0.43±0.05*

Luteolin+DDP group 0.29±0.02*&# 0.82±0.06*&# 0.80±0.05*&#

740Y-P group 0.40±0.03△ 0.55±0.04△ 0.58±0.03△

F 140.581 147.159 129.961

P <0.001 <0.001 <0.001

*P<0.05, 与对照组比较; &P<0.05, 与顺铂组比较; #P<0.05, 与木犀草素组比较; △P<0.05, 与顺铂+木犀草素组比较。n=5, x
_
±s。

*P<0.05 compared with the control group; &P<0.05 compared with the DDP group; #P<0.05 compared with the luteolin group; △P<0.05 compared 
with the luteolin+DDP group. n=5, x

_
±s.

图6   各组裸鼠铜死亡相关蛋白表达水平的比较

Fig.6   Comparison of copper death-related protein expression levels in nude mice of each group
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图5   各组裸鼠瘤体图

Fig.5   Tumor maps of nude mice in each group
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治疗策略 , 以克服顺铂耐药 , 提升TNBC的治疗效果。

在众多天然化合物中 , 木犀草素因其独特的化学结构

和多样的生物活性备受关注。木犀草素是一种广泛

存在于自然界的黄酮类化合物 , 具有抗癌活性 , 在结

直肠癌、胶质母细胞瘤和胰腺癌等多种癌症类型中

均得到证实 [19]。在TNBC领域 , 木犀草素也被认为是

癌细胞生长和转移的抑制剂 [20], 能显著降低顺铂诱导

的乳腺癌细胞的增殖、迁移和侵袭能力 [21]。然而, 木
犀草素提高乳腺癌细胞顺铂敏感性的具体机制尚不

明确。为此 , 本研究构建顺铂耐药的MDA-MB-231/
DDP-R细胞模型 , 并采用木犀草素进行干预。结果

显示 , 木犀草素可显著抑制MDA-MB-231和MDA-
MB-231/DDP-R细胞的增殖活性 , 且抑制作用呈浓

度依赖性。浓度为2 μmol/L的木犀草素能显著逆转

MDA-MB-231/DDP-R细胞对顺铂的耐药性, 逆转指数

达3.45±0.29。进一步将顺铂与木犀草素联合应用于

MDA-MB-231/DDP-R细胞 , 发现联合用药可显著抑

制细胞侵袭、迁移, 并促进细胞凋亡, 其效果明显优

于顺铂单药组和木犀草素单药组。在裸鼠移植瘤中

我们也观察到了同样的趋势。这提示木犀草素与顺

铂联合应用或许是提高TNBC顺铂敏感性、克服耐

药性的有效策略。

铜死亡是一种新兴的程序性细胞死亡形式 , 由
铜依赖性线粒体功能障碍所引发 , 其关键触发因素

为细胞内铜离子的蓄积。铜离子可直接与三羧酸循

环中的脂酰化组分结合 , 促使脂酰化线粒体蛋白聚

表9   各组裸鼠PI3K/AKT/GSK-3β通路相关蛋白表达水平的比较

Table 9   Comparison of the expression levels of PI3K/AKT/GSK-3β pathway-related proteins in nude mice of each group
组别

Group
p-PI3K/PI3K p-AKT/AKT p-GSK-3β Ser9/GSK-3β

Control group 1.28±0.08 1.25±0.07 1.22±0.08

DDP group 1.09±0.07* 1.11±0.05* 1.06±0.07*

Luteolin group 1.10±0.05* 1.07±0.05* 1.07±0.08*

Luteolin+DDP group 0.34±0.02*&# 0.32±0.03*&# 0.31±0.02*&#

740Y-P group 0.52±0.03△ 0.59±0.03△ 0.54±0.04△

F 278.444 332.735 195.622

P <0.001 <0.001 <0.001

*P<0.05, 与对照组比较; &P<0.05, 与顺铂组比较; #P<0.05, 与木犀草素组比较; △P<0.05, 与顺铂+木犀草素组比较。n=5, x
_
±s。

*P<0.05 compared with the control group; &P<0.05 compared with the DDP group; #P<0.05 compared with the luteolin group; △P<0.05 compared 
with the luteolin+DDP group. n=5, x

_
±s.

图7   各组裸鼠PI3K/AKT/GSK-3β通路相关蛋白表达水平的比较

Fig.7   Comparison of PI3K/AKT/GSK-3β pathway-related protein expression levels in nude mice of each group
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集, 诱导蛋白质毒性应激, 最终导致细胞死亡 [22]。这

种由离子直接诱导的细胞死亡方式具有良好的可控

性与精确性 , 在肿瘤治疗领域具有潜在应用价值 [23]。

目前 , 铜螯合剂、铜离子载体以及铜基纳米材料等均

已被报道可用于癌症治疗 [24]。ATP7A是经典的铜转

运蛋白 , 可将多余的铜离子泵至细胞外腔室。此外 , 
ATP7A还能调节赖氨酸氧化酶的活性 , 进而参与肿瘤

的侵袭与转移过程。因此, 抑制ATP7A的表达是扰乱

铜转运机制、破坏铜稳态的有效手段 , 最终会使细胞

内铜离子浓度升高 , 从而抑制肿瘤发展 [25]。DLAT是
丙酮酸脱氢酶复合物的一个亚基 , 其可通过结合铜的

能力介导铜的还原 , 引发线粒体蛋白毒性应激和铜相

关形态改变。近期研究证实 , DLAT依赖性铜沉积在

克服乳腺癌顺铂耐药方面发挥关键作用 [26]。FDX1也
是促进铜死亡的关键基因。FDX1缺失会破坏DLAT
的脂酰化过程 , 进而影响铜死亡进程 , 最终抑制癌

症的恶性进展 [27]。本研究发现 , 木犀草素可提升细

胞内Cu+浓度 , 显著抑制ATP7A表达 , 上调DLAT和
FDX1蛋白表达水平。这提示木犀草素可能通过可

增强MDA-MB-231/DDP-R细胞对铜死亡的敏感性 , 
进而抑制其恶性进展。

PI3K/AKT信号通路是细胞代谢与生长的关键调

控因子 , 也是人类癌症中最常发生改变的信号通路之

一 , 对肿瘤细胞的凋亡抑制、增殖及转移等关键过程

影响重大[28]。GSK-3β是一种丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶, 
在乳腺癌等多种癌症中呈过度表达状态 , 参与DNA
修复、细胞凋亡以及癌症化疗和放疗耐药等过程 [29]。

GSK-3β的活性受不同磷酸化模式调控, 其中Ser9位点

磷酸化会抑制其激酶活性。据报道, AKT可使GSK-3β
在Ser9位点磷酸化, 进而促进乳腺癌的生长和转移[30]。

研究显示, AKT信号通路激活后, 可通过消除FDX1诱
导的铜代谢和有氧呼吸 , 增强三阴性乳腺癌对铜死亡

的抗性 [31]。另一项研究报道 , 抑制PI3K/AKT通路可

促进结直肠癌细胞对铜死亡的敏感性 [8]。此外 , 在铜

诱导的神经毒性研究中 , 槲皮素通过激活PI3K/AKT
通路、抑制GSK-3β活性 , 减轻了铜诱导的氧化损伤

和减少了细胞死亡[32], 这提示GSK-3β可能参与铜死亡

相关信号调控。既往研究表明 , 木犀草素可通过抑制

PI3K/AKT/mTOR通路 , 促使他莫昔芬耐药乳腺癌细

胞凋亡 [33]; 在紫杉醇耐药食管鳞状细胞癌中 , 木犀草

素通过下调FAK/PI3K/AKT通路 , 增强药物化疗敏感

性[34]。本研究证实, 木犀草素能显著抑制PI3K、AKT

和GSK-3β的磷酸化。进一步采用PI3K/AKT通路激

活剂740Y-P进行验证 , 明确了该通路在顺铂耐药乳

腺癌细胞铜死亡中的作用 : 740Y-P可显著削弱木犀

草素与顺铂联合使用对MDA-MB-231/DDP-R细胞

迁移和侵袭的抑制作用 , 同时抑制癌细胞凋亡和细

胞内Cu⁺浓度升高, 并逆转铜死亡相关蛋白的表达变

化。这提示 , 木犀草素通过抑制PI3K/AKT/GSK-3β
信号通路 , 可增强顺铂耐药乳腺癌细胞对化疗药物

的敏感性。

综上所述, 木犀草素可通过调节PI3K/AKT/GSK-
3β信号通路诱导铜死亡 , 从而增强乳腺癌细胞对顺

铂的敏感性。当前研究虽揭示了木犀草素通过铜死

亡增敏顺铂的潜力 , 但仍存在局限性 : 未设置铜死亡

特异性抑制剂对照 , 难以直接验证铜死亡机制 ; 实验

模型以细胞系和裸鼠为主 , 缺乏临床样本验证及免

疫微环境考量 ; 对 PI3K/AKT/GSK-3β通路与铜死

亡蛋白的调控关系探究不足。后续研究应增设抑

制剂对照明确铜死亡作用 , 采用人源化PDX模型和

C57BL/6小鼠同源移植模型评估疗效与安全性 , 并
通过蛋白互作分析和基因编辑技术深化机制验证 , 
为临床转化提供更可靠依据。
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