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纳米雄黄抑制人乳腺癌 ＭＣＦ７细胞上皮
间质转化的机制探讨
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摘要　目的：观察纳米雄黄对乳腺癌ＭＣＦ７细胞上皮间质转化的影响，并探讨其相关机制。方法：体外培养乳腺癌ＭＣＦ７
细胞，不同浓度纳米雄黄溶液干预，并设立对照组，免疫组化实验检测各组细胞 Ｅｃａｄ、ＨＩＦ１α表达情况，ＲＴＰＣＲ检测
ＳｎａｉｌｍＲＮＡ表达情况。结果：各纳米雄黄组Ｅｃａｄ表达阳性率均明显高于对照组（Ｐ＜００１），而 ＨＩＦ１α表达阳性率均低
于对照组（Ｐ＜００１）；对照组、纳米雄黄低、中、高剂量组、阿霉素组的 ＳｎａｉｌｍＲＮＡ相对表达量依次为（５２１６±３８７）、
（３０１０±２４８）、（４７０８±３４５）、（４１４２±４３５）、（３６０７±２４５）。结论：纳米雄黄可通过上调 Ｅｃａｄ表达、下调 ＨＩＦ１α
及ＳｎａｉｌｍＲＮＡ表达逆转乳腺癌ＭＣＦ７细胞上皮间质转化发挥抗肿瘤转移作用。
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　　乳腺癌作为女性最常见的恶性肿瘤，在世界范
围内其发病率约占新发病例的 ２３％，死亡率高达
１４％，侵袭转移是其预后不良的主要原因之一，尽管
乳腺癌综合治疗疗效不断改进，但抗侵袭转移方面

仍不尽人意［１］。上皮间质转化（ＥｐｉｔｈｅｌｉａｌＭｅｓｅｎ
ｃｈｙｍａｌＴｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ），是指上皮细胞在特殊的生
理和病理情况下向间质细胞转分化的现象，在肿瘤

的扩散转移及多种慢性疾病的发生进展中起到重要

作用［２］。前期研究发现，纳米雄黄可有效抑制肿瘤

细胞侵袭转移，为此，我们研究观察了纳米雄黄对乳

腺癌细胞上皮间质转化的影响，进而探讨其对乳腺

癌转移的作用。

１　材料与方法
１１　细胞株　乳腺癌 ＭＣＦ７细胞，山东中医药大
学附属医院中心实验室惠赠。

１２　主要试剂　ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（赛默飞世尔生
物化学制品有限公司），胎牛血清（杭州四季青生物

工程材料有限公司），胰蛋白酶、兔抗人 Ｅｃａｄ多克
隆抗体、兔抗人ＨＩＦ１α多克隆抗体、免疫组化 ＤＡＢ
显色试剂盒、浓缩型ＳＡＢＣ试剂盒（武汉博士德生物
工程有限公司），Ｔｒｉｔｏｎｘ１００、总 ＲＮＡ提取试剂盒、
ＲＴＰＣＲ试剂盒（北京Ｓｏｌａｒｂｉｏ科技生物公司），Ｓｎａｉｌ
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基因引物、βａｃｔｉｎ内参引物（上海生物技术有限公
司）。

１３　主要仪器　ＣＯ２培养箱、超纯水系统（Ｈｅｒａｅｕｓ
公司），超净工作台（ＴｈｅｒｍｏＦｏｒｍａ公司），倒置相差
显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ公司），细胞培养瓶、细胞培养板、
无菌过滤器、凝胶成像分析系统（美国Ａｌｐｈａ公司）、
Ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ（上海元析仪器有限公司）、ＰＣＲ仪
（英国ＴｈｅｒｍｏＨｙｂａｉｄ公司）、梯度 ＰＣＲ仪（德国 Ｂｉ
ｏｍｅｔｒｏ公司）。
１４　纳米雄黄及溶液制备　雄黄购于陕西康惠制
药有限公司，后由山东龙脉科技发展有限公司龙脉

精研机研磨纳米化，再由济南微纳颗粒仪器股份有

限公司光子相关纳米激光粒度分析仪检测鉴定。实

验时用１０％ＫＣｌ饱和硝酸溶液溶解，ＮａＯＨ调 ｐＨ至
７０，ＰＢＳ定容，配制成浓度为６００μｇ／ｍＬ的纳米雄
黄溶液，过滤除菌，４℃保存备用。
１５　实验分组　共分 ５组，对照组（１０％胎牛血
清）、阿霉素组（２μｇ／ｍＬ）、纳米雄黄低剂量组（３０
μｇ／ｍＬ）、纳米雄黄中剂量组（６０μｇ／ｍＬ）、纳米雄黄
高剂量组（９０μｇ／ｍＬ）。
１６　免疫组化实验　常规培养细胞，制备细胞悬
液，接种于盛有盖玻片的六孔板中，继续培养细胞；

待细胞成功爬片后，换液，按实验分组干预，继续培

养；２４ｈ后 ＰＢＳ清洗，９５％乙醇固定；０５％ＴｒｉｏｎＸ
１００室温卵育１５ｍｉｎ；３％Ｈ２Ｏ２室温卵育１５ｍｉｎ；山
羊血清封闭液封闭；一抗稀释液，湿盒４度过夜；二
抗稀释液，３７℃培养箱湿盒卵育３０ｍｉｎ；ＳＡＢＣ３７℃

培养箱湿盒卵育；ＤＡＢ染色，苏木素轻度复染，盐酸
乙醇脱色，酒精梯度脱水，二甲苯透明，中性树脂封

片，显微镜下观察。观察时选择阳性细胞较集中的

区域，采集约３～５个光镜视野输入 ＨＰＩＡＳ１０００高
清晰度彩色病理图文分析系统进行定量分析。

１７　ＲＴＰＣＲ实验　常规培养细胞，制备细胞悬液，
平均分瓶继续培养，待细胞长满８０％按实验分组干
预，４８ｈ后按ＲＮＡ提取试剂盒说明书提取总 ＲＮＡ，
紫外分光光度仪测定 ＲＮＡ纯度及浓度以判定其质
量，按试剂盒说明书逐步合成 ｃＤＮＡ、扩增 ＰＣＲ，制
胶、上样，水平电泳，完毕后将胶板至０５μｇ／ｍＬＥＢ
溶液中室温染色２０ｍｉｎ，Ａｌｐｈａ凝胶成像系统摄取图
像，系统分析，计算相对表达量。

１８　统计学处理　实验所得数据均运用ＳＰＳＳ１８０
进行统计分析。

２　结果
２１　纳米雄黄对Ｅｃａｄ、ＨＩＦ１α表达的影响　与对
照组相比，各浓度纳米雄黄组、阿霉素组的 Ｅｃａｄ表
达阳性率均明显高于对照组（Ｐ＜００１），而 ＨＩＦ１α
表达阳性率均低于对照组 （Ｐ＜００１）。与阿霉素
组相比，各浓度纳米雄黄组的 Ｅｃａｄ表达阳性率均
低于阿霉素组 （Ｐ＜００１），而 ＨＩＦ１α表达阳性率
高于阿霉素组 （Ｐ＜００５或 Ｐ＜００１）。纳米雄黄
组随浓度的增加，Ｅｃａｄ表达阳性率明显升高、
ＨＩＦ１α表达阳性率则逐步降低。结果表明：纳米
雄黄可上调 Ｅｃａｄ表达、降低 ＨＩＦ１α表达，随浓
度增加作用增强。

表１　Ｅｃａｄ、ＨＩＦ１α表达阳性率（珋ｘ±ｓ）

组别 个数 Ｅｃａｄ阳性率（％） ＨＩＦ１α阳性率（％）

对照组 ６ １９５２±１７９ ６８２５±３８１
纳米雄黄低剂量组 ６ ２８４９±２５５△△ ６２４５±３５６△△

纳米雄黄中剂量组 ６ ４１３７±３１１△△ ５６９８±３４６△△

纳米雄黄高剂量组 ６ ４６５１±１７１△△ ４８９７±４０６△

阿霉素组 ６ ５６７０±３４０ ４３９４±２６８

纳米雄黄＋阿霉素组 ６ ６１５８±４５１△△ ３５７９±２６８△△

　　注：单因素方差分析，与对照组比较，Ｐ＜００５、Ｐ＜００１，与阿霉素组比较，△Ｐ＜００５、△△Ｐ＜００１。

２２　纳米雄黄对ＳｎａｉｌｍＲＮＡ表达的影响　与对照
组相比，各药组ＳｎａｉｌｍＲＮＡ相对表达量均低于对照
组（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１），与阿霉素组比较，各浓度
纳米雄黄组 ＳｎａｉｌｍＲＮＡ相对表达量均高于阿霉素
组（Ｐ＜００１），且各纳米雄黄组随浓度的升高，Ｓｎａｉｌ
ｍＲＮＡ相对表达量逐渐降低。结果表明：纳米雄黄
可抑制 ＳｎａｉｌｍＲＮＡ在乳腺癌 ＭＣＦ７细胞中的表
达，随浓度增加其抑制 ＳｎａｉｌｍＲＮＡ表达的作用增
强。见表２。

表２　ＳｎａｉｌｍＲＮＡ的相对表达量（珋ｘ±ｓ）

组别 个数 ＲＡＴＩＯ（％）

对照组 ６ ５２１６±３８７
阿霉素组 ６ ３０１０±２４８

纳米雄黄低剂量组 ６ ４７０８±３４５△△

纳米雄黄中剂量组 ６ ４１４２±４３５△△

纳米雄黄高剂量组 ６ ３６０７±２４５△△

　　注：单因素方差分析，与对照组比较，Ｐ＜００５、Ｐ＜００１，与

阿霉素组比较，△Ｐ＜００５、△△Ｐ＜００１。
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３　讨论
肿瘤转移是一个多步骤、多因素参与的复杂过

程，依赖于肿瘤细胞与促肿瘤细胞生长、侵袭、转移

等内环境因素的相互作用，一旦发生转移则会加速

肿瘤患者死亡的进程，因此，研究肿瘤转移及其相关

机制显得尤为重要［３］。Ｔｈｅｉｒｙ和 Ｗｅｉｎｂｅｒｇ早在
２００２年提出了恶性肿瘤细胞转移前会发生 ＥＭＴ的
观点，认为ＥＭＴ的发生可使肿瘤细胞获得间质细胞
所具有的运动和侵袭能力，成为其进入血道、淋巴道

进行远处转移的前提［４］。在 ＥＭＴ过程中伴有多个
细胞分子标志改变，其中 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的减少或丢失
不仅是ＥＭＴ最重要的标志性变化，也是促进肿瘤转
移的重要表现［５］。缺氧诱导因子１（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃ
ｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１，ＨＩＦ１）是缺氧条件下传递缺氧信号、介
导缺氧效应的关键转录因子，通过结合缺氧反应元

件激活下游众多靶基因参与肿瘤侵袭、转移［６］。

Ｓｎａｉｌ是一类重要的转录因子，依赖Ｃ末端的锌指结
构域和Ｎ末端的ＳＮＡＧ（Ｓｎａｉｌ／Ｇｆｉ）结构域调控靶基
因的表达，其异常表达与侵袭型肿瘤密切相关［７］。

越来越多的证据表明，ＨＩＦ介导的低氧信号传导途
径及微环境中氧分水平变化是诱发调节 ＥＭＴ的重
要机制，且研究发现Ｓｎａｉｌ、Ｔｗｉｓｔ、ＺＥＢ等转录因子可
结合到编码 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的启动子上阻滞基因转录，
进而下调Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达，是肿瘤 ＥＭＴ分子调控机
制网络的关键枢纽［８９］。研究 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、ＨＩＦ、Ｓｎａｉｌ
等分子标志对研究ＥＭＴ机制具有重要意义。

“毒聚”贯穿恶性肿瘤发生发展过程的始终，癌

毒之邪其性走串，易乘虚鸱张而余薪复燃，四行旁

窜，残余毒邪与人体正气相争，正胜邪退，疾病趋于

稳定好转；正不抑邪，肿瘤则复发转移；加之外感六

淫、七情内伤、过劳以及治疗时攻伐太过等多种因素

影响，可进一步加重正气亏虚，蛰伏之余毒、伏邪乘

虚而进，导致肿瘤复发转移［１０］。乳腺癌属本虚标实

之证，多因气机失调，日久气血凝滞，经络不通，久则

毒聚为瘤，攻毒治法是其主要治法之一。雄黄具有

解毒、杀虫、燥湿、祛痰、截疟等作用，是攻毒治法的

代表药物之一，现代药理表明其具有活跃的抗肿瘤

效用，且随着纳米医药技术的发展，雄黄纳米化后解

决了难溶问题，提高了生物利用度与药效，增强了对

瘤细胞的靶向性，降低了不良反应［１１１２］。前期研究

发现纳米雄黄可有效抑制肺癌 Ａ５４９细胞及皮肤磷

癌Ａ４３１细胞发生侵袭转移［１３１４］，亦可抑制乳腺癌

ＭＣＦ７的恶性生物学行为，但其机制有待进一步探
讨［１５］。而本研究发现，纳米雄黄可通过上调 Ｅｃａｄ
表达、下调ＨＩＦ１α表达，抑制ＳｎａｉｌｍＲＮＡ表达逆转
乳腺癌ＭＣＦ７细胞发生上皮间质转化，进而发挥抗
乳腺癌转移作用，且随浓度增加作用增强。另有文

献报道，可见，纳米雄黄是抗肿瘤转移的有效药物之

一，攻毒治法可作为防治肿瘤转移的选择。
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