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小白菊内酯通过靶向 c-myc G-四链体抑制乳腺癌细胞增殖和迁移

王玉青, 高 玥, 韦 荣, 李 让, 黄佩敏, 黄春容, 张 超, 陶移文, 张建业*

(广州医科大学药学院, 广东省分子靶标与临床药理学重点实验室, 附属第五医院, 广东 广州 511436)

摘要: 探讨小白菊内酯 (parthenolide, PTL) 通过靶向 c-myc基因G-四链体抑制乳腺癌细胞增殖和迁移。采用表

面等离子共振法和荧光共振能量转移法研究小白菊内酯与G-四链体的结合能力和热稳定能力; RT-PCR和Western

blot实验检测PTL对 c-myc蛋白转录和表达水平的影响; MTT和细胞划痕实验检测PTL对MCF-7细胞增殖和迁移

的影响。结果表明, PTL对 c-myc G-四链体有较好的结合和稳定能力, 结合KD为13.1 μmol·L-1; 对乳腺癌细胞MCF-7

作用 24、48和 72 h的半数抑制浓度分别为 21.3、14.5和 9.1 μmol·L-1; 且PTL可以有效抑制MCF-7细胞的迁移。PTL

通过靶向 c-myc G-四链体抑制肿瘤细胞中 c-myc基因的转录和表达, 进而抑制乳腺癌细胞增殖和迁移。
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Effect of parthenolide on proliferation and migration of MCF-7
breast cancer cells by targeting the c-myc G-quadruplex
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Abstract: This research investigated the effect of parthenolide on the proliferation and migration of human

breast cancer cells and explored the molecular mechanism of that effect. Surface plasmon resonance and fluores‐

cence resonance energy transfer melting were used to detect the binding and stabilizing ability of PTL and G-

quadruplex. MTT assays were used to determine the effect of PTL on the proliferation of MCF-7 breast cancer

cells. A wound healing assay was performed to detect the migration of MCF-7. The results indicate that PTL shows

good binding and stabilizing activities with c-myc G-quadruplex with a KD = 13.1 μmol·L-1. PTL inhibited the

proliferation of MCF-7 cells with an IC50 of 21.3 μmol·L-1 (24 h), 14.5 μmol·L-1 (48 h) and 9.1 μmol·L-1 (72 h).

PTL inhibited MCF-7 breast cancer cell proliferation and migration and down-regulated the transcription and

expression level of c-myc by targeting G-quadruplex.
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乳腺癌已成为全球女性新发癌症中发病率最高的

癌症, 2018年全球癌症数据显示女性乳腺癌的发病率

高达 24.2%[1]。据我国国家癌症中心数据显示, 中国乳

腺癌发病率和死亡率总体呈上升趋势, 且逐渐向年轻

人群发展[2,3]。目前临床上对于乳腺癌的治疗方法多

为手术治疗, 并结合化疗、放疗、靶向治疗和中药辅助

治疗等多种方式。但随着治疗的推进, 现有药物和治

疗方法会出现耐药和预后效果差的问题。因此, 利用

我国丰富的中草药资源库寻找新型治疗药物, 一直都

是治疗乳腺癌研究的热点。
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小白菊内酯 (parthenolide, PTL) 是从艾菊、小白菊

和观光木等药用植物中提取分离到的一种倍半萜内脂

类化合物[4], 具有抗炎、调节免疫、治疗头痛和风湿等

功效[5]。近年来发现, PTL对多种实体瘤具有抗癌活

性, 如乳腺癌、非小细胞肺癌、胰腺癌和宫颈癌等[6-8]。

研究表明, PTL能够通过NF-κB等通路阻滞细胞周期、

诱导肿瘤细胞凋亡等过程。c-myc是与多种恶性肿瘤

发展相关的原癌基因之一, 在 c-myc基因的 P1启动子

区域有一段特殊的序列, 它可以折叠形成G-四链体结

构[9]。研究表明, 化学小分子可以通过结合并稳定此

G-四链体结构, 抑制原癌基因 c-myc的转录和表达, 从

而抑制肿瘤细胞的增殖[10,11]。目前, 研究者对 PTL影

响 c-myc基因的表达情况研究较少, 且很少报道 PTL

抑制肿瘤细胞增殖的分子靶标。

本文主要通过一系列实验表明, 小白菊内酯通过

稳定原癌基因 c-myc G-四链体, 抑制乳腺癌细胞的增

殖和迁移, 并探讨了其可能的作用机制。

材料与方法

材料与试剂 PTL (纯度>98%), 南京春秋生物工

程有限公司; 寡核苷酸和DNA引物, 生工生物工程 (上

海) 股份有限公司; MTT, 广州威佳生物科技有限公司;

DMEM高糖培养基, 杭州吉诺生物医药技术有限公司;

psiCHECK2 质粒来自于中山大学黄志纾课题组; 胎牛

血清, 浙江天杭生物科技股份有限公司; c-myc蛋白单

克隆抗体 (rabbit)、β-actin 蛋白单克隆抗体 (rabbit) 和

辣根过氧化物酶标记抗 rabbit 二抗 , Cell Signaling

Technology公司。

细胞株及细胞培养 人乳腺癌 MCF-7细胞购自

中国科学院上海生命科学研究院细胞库, 细胞用含有

10%胎牛血清和 1%青霉素-链霉素的 DMEM高糖培

养基培养, 培养环境为 37 ℃、含 5%的二氧化碳的饱和

湿度细胞培养箱。当细胞在培养皿中生长融合度达到

80%后, 用胰蛋白酶溶液处理, 进行传代培养。

表面等离子体共振 (SPR) 检测 PTL与G-四链体

的结合能力 参照文献[12]方法 , 将生物素标记的 c-

myc G-四链体 DNA (biotin-pu22, DNA序列见表 1) 标

记在已经标记了链霉亲和素的芯片上, 将含有浓度为

0、0.63、1.25、2.5、5、10、20、40 μmol·L-1 PTL 的缓冲液

流过芯片 , 持续 400 s, 待 PTL 与 DNA 结合后 , 再用

SPR缓冲液流过芯片, 持续 300 s。每两次测试之间用

1 mol·L-1 KCl溶液再生芯片。信号采集后, 用仪器自

带软件拟合PTL与DNA的结合能力。

荧光共振能量转移 (FRET) 熔解实验检测 G-四

链体的稳定能力 参照文献[11,12]方法, 将荧光标记的

DNA F22T (DNA序列见表 1) 用 10 mmol·L-1 Tris-HCl

缓冲溶液稀释至 1 μmol·L-1, 95 ℃加热 10 min后, 使体

系缓慢降至室温。将 PTL与退火后的DNA混合均匀

后, PTL的终浓度分别为 0和 1 μmol·L-1, DNA的终浓

度为 0.2 μmol·L-1, 4 ℃孵育 12 h。将样品转移至 PCR

管, 使用实时荧光定量 PCR仪进行实验, 实验过程中

温度由 37 ℃逐渐升高至 95 ℃, 每 1 min升高 1 ℃, 设

置激发波长为 470 nm, 发射光谱检测 530 nm处的荧光

强度。实验结束后, 用GraphPad Prism 5.0作图并拟合

DNA的熔解温度Tm值, 并计算ΔTm值。

MTT比色法检测PTL对细胞增殖的影响 将对

数生长期的 MCF-7 细胞接种于 96 孔板中 , 接种密度

为每孔 4 000个, 放置在 37 ℃、5%的CO2细胞培养箱

中培养 24 h使细胞完全贴壁后, 弃去上清, 加入溶解有

终浓度为 0、2.5、5、10、20 和 40 μmol·L-1 的 PTL 细胞

培养液 , 于 37 ℃、5% 的 CO2细胞培养箱中分别培养

24、48和 72 h。向每孔中加入MTT (2.5 mg·mL-1) 溶液

20 μL, 继续放入 37 ℃培养箱 4 h, 随后弃去上清, 加入

DMSO (每孔 100 μL), 用酶标仪测定 570 nm处的吸光

度值, 并用GraphPad Prism 5.0软件处理数据。PTL对

细胞增殖的抑制率= (1-APTL组/A空白组)×100%。

逆转录 PCR 实验 (RT-PCR) 检测相关基因的转

录 将对数生长期的MCF-7细胞接种于 6孔板中, 接

种密度为 20万/孔, 放置在 37 ℃、5%的CO2细胞培养

箱中培养 24 h使细胞完全贴壁后, 加入溶解有终浓度

为 0、5、10和 20 μmol·L-1的 PTL细胞培养液, 于 37 ℃、

5%的CO2细胞培养箱中培养 6 h。收集细胞样品, 用

RNA 小量提取试剂盒提取细胞 RNA, 按文献方法将

RNA逆转录为 cDNA[10], 将 cDNA进行PCR反应, 引物

序列见表 1 (β -actin-S、β -actin-A、c-myc-S、c-myc-A),

PCR 程序为 : 94 ℃ 10 min; 94 ℃ 1 min, 58 ℃退火

30 s, 72 ℃延伸 1 min (30个循环); 70 ℃ 10 min, 最后

至 4 ℃。再将 PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳后拍照,

用QuantityOne软件对实验结果进行分析。

蛋白免疫印迹法 (Western blot) 检测相关蛋白的

表达 将对数生长期的MCF-7细胞接种于 6孔板中,

接种密度为 20万/孔, 放置在 37 ℃、5%的CO2细胞培

Table 1 Oligomer sequence and primer used in the experiment

Oligomer

Biotin-pu22

F22T

β-actin-S

β-actin-A

c-myc-S

c-myc-A

Sequence (from 5' to 3')

Biotin-TGAGGGTGGGGAGGGTGGGGAA

FAM-TGAGGGTGGGGAGGGTGGGGAA-TAMRA

CTGGAACGGTGAAGGTGACA

AAGGGACTTCTGTAACAACGCA

GTGGCACCTCTTGAGGACCT

TGGTGCTCCATGAGGAGAGCA
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养箱中培养 24 h使细胞完全贴壁后, 加入溶解有终浓

度为 0、5、10 和 20 μmol·L-1 的 PTL 细胞培养液 , 于

37 ℃、5%的CO2细胞培养箱中培养 48 h。随后收集细

胞, 加入蛋白裂解液, 提取细胞总蛋白, 并使用BCA蛋

白检测试剂盒测定蛋白浓度后, 制备蛋白样品。按文

献[11]方法将蛋白样品进行免疫印迹实验, 得到各蛋白

的免疫印迹条带。以β-actin蛋白条带作为参照。

双荧光素酶报告基因法检测 PTL对 c-myc G-四

链体的影响 将对数生长期的MCF-7细胞接种于 96

孔板中, 接种密度为5 000个/孔, 在37 ℃、5%的CO2细

胞培养箱中培养 24 h, 将含有 pGL-c-myc-WT或 pGL-

c-myc-MU的双荧光素酶重组 psiCHECK2质粒[10]转染

到细胞中。将PTL与转染后的细胞进行孵育培养 24 h

后, 洗涤细胞, 用双荧光素酶报告基因试剂盒检测荧光

素酶表达的相对活性, 使用GraphPad Prism 5.0软件进

行数据处理。

划痕法检测细胞的迁移 将对数生长期的

MCF-7细胞接种于 6孔板中, 在 37 ℃、5%的CO2细胞

培养箱中使细胞融合率达到 80%后, 移液器吸头对培

养板底部均匀划痕, 无血清培养液洗涤细胞。用无血

清细胞培养液饥饿培养 24 h, 随后在 6孔板中加入溶

解有终浓度为 0和 10 μmol·L-1的PTL无血清细胞培养

液, 继续放置于 37 ℃、5% 的 CO2细胞培养箱中培养,

在培养0、24、48和72 h后, 用显微镜对划痕处拍照。

统计学分析 数据均以
-
x ± s表示, 每项实验至少

重复 3 次。使用 GraphPad Prism 5.0 统计软件进行单

因素方差分析, 以P < 0.05为差异有统计学意义。

结果

1 PTL对G-四链体DNA的结合能力

通过 SPR实验测定不同浓度的 PTL对 G-四链体

DNA的结合情况, 结果表明 (图 1), PTL对 c-myc G-四

链体DNA的结合常数KD为 13.1 μmol·L-1, 说明PTL对

c-myc G-四链体有较好的结合能力。

2 PTL对G-四链体DNA的稳定能力

通过FRET熔解实验测定荧光标记的寡核苷酸G-

四链体序列F22T空白组和经过PTL稳定之后的F22T,

随着温度逐渐增加的熔解曲线。实验结果表明 (图 2),

F22T空白组DNA的解链温度 Tm值为 69.2 ℃, PTL稳

定后的 F22T 解链 Tm值为 74.3 ℃ , 说明 PTL 对 c-myc

G-四链体有一定的热力学稳定能力, ΔTm值为5.1 ℃。

3 PTL对乳腺癌细胞增殖水平的影响

与对照组相比, PTL对体外培养的MCF-7细胞的

增殖具有抑制作用, 且随着浓度的增加和作用时间的

延长, 抑制作用越明显。MTT实验结果表明, PTL作

用 24、48 和 72 h 后对 MCF-7 细胞增殖的半数抑制浓

度 (half maximal inhibitory concentration, IC50) 分别为

21.3、14.5和9.1 μmol·L-1, 见图3。

4 PTL对原癌基因 c-myc转录和表达的影响

在对 MCF-7 细胞系进行的 RT-PCR 实验结果表

明 , 与空白对照组相比 , c-myc 基因的转录水平随着

PTL作用浓度的增加而降低, 见图 4A; Western blot实

验表明, 随着 PTL作用浓度的增加, c-myc蛋白的表达

水平降低, 见图 4B。表明PTL可能是通过稳定原癌基

因 c-myc启动子区域的G-四链体结构, 进而抑制 c-myc

基因的转录和表达的。

5 PTL对 c-myc G-四链体的影响

双荧光素酶报告基因实验表明, 与空白对照组相

Figure 3 The inhibiting ability of PTL with different concentrations and time on breast cancer MCF-7 cells. n = 3,
-
x ± s. *P<0.05, **P<

0.01, ***P<0.001 vs control group

Figure 1 The binding ability of parthenolide (PTL) and c-myc G-

quadruplex DNA by surface plasmon resonance

Figure 2 The melting curves of G-quadruplex by fluorescence

resonance energy transfer melting assays
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比, 作用于 c-myc启动子G-四链体形成序列的 pGL-c-

myc-WT重组质粒后, PTL使萤火虫荧光素酶与海肾

荧光素酶的荧光比值降低; 而作用于G-四链体形成序

列的突变序列 pGL-c-myc-MU重组质粒后, 对照组与

PTL 组荧光比值基本不变 , 见图 5。以上结果说明 ,

PTL是通过作用于 c-myc启动子的G-四链体结构产生

生物活性的。

6 PTL对乳腺癌细胞迁移的影响

在细胞划痕实验中, 空白对照组和PTL处理组, 分

别在 0、24、48和 72 h拍照记录划痕大小, 并观察细胞

迁移情况。实验结果如图 6所示, 空白对照组MCF-7

细胞随着时间的延长, 因为细胞迁移, 划痕逐渐愈合,

在 72 h后划痕基本愈合消失。10 μmol·L-1的PTL作用

于MCF-7细胞后, 划痕的愈合速度减慢, 在 72 h后仍

有较大划痕没有愈合, 说明 PTL有效地抑制了MCF-7

细胞的迁移。

讨论

乳腺癌作为危害全世界女性健康的恶性肿瘤之

一, 尽管人们采取了多种治疗手段, 其死亡率依然居高

不下, 如何提高乳腺癌治疗的临床疗效是亟需解决的

重要课题。目前常用的治疗手段是手术治疗和化疗,

它能够在一定程度延长患者的生存期, 但预后较差, 总

体治疗效果一般[1]。近年来人们不断尝试乳腺癌治疗

的研究[13,14], 但化学靶向药物的毒副作用较大, 纳米药

物应用程度差强人意。我国中草药资源丰富, 在对肿

瘤的治疗中已发现, 中草药中富含的独特的化合物骨

架是多种抗肿瘤先导化合物的来源, 如雷公藤甲素和

厚朴酚等[15,16]。PTL 作为天然产物来源的活性小分

子, 在对肿瘤有较好的抑制作用的同时, 其对人体正常

细胞的毒副作用较弱, 具有较好的发展潜力。

c-myc基因是myc基因家族的重要成员之一, 它所

编码的蛋白质称为 c-myc蛋白, 主要参与调控细胞的

增殖、分化、凋亡、生存、黏附以及细胞大小等多种重要

的细胞生物学功能。研究表明, c-myc的转录活化作用

主要通过促进细胞周期, 刺激细胞生长和代谢, 在组织

修复重建和肿瘤的发生发展中起到关键性作用[17,18]。

多个研究报道表明, 通过稳定 c-myc基因启动子区域

的G-四链体结构, 可以抑制 c-myc基因的转录和表达,

是抑制癌细胞增殖的有效手段[10,19,20]。

多种研究表明 , 肿瘤的迁移和转移与原癌基因

c-myc密切相关。c-myc在移植瘤模型中可以促进乳腺

癌细胞发生脑转移[21]。表观遗传调控基因 JMJD6可

以与 c-myc 基因协同作用 , 诱导肿瘤的发生、增强肿

瘤的转化和转移[22]。细胞转移的调节因子LPCAT1通

过靶向 c-myc 基因转录 , 上调 PI3K/AKT/myc 信号通

路, 促进了肺腺癌的脑转移[23]。转录阳性辅助因子 4

(PC4) 通过 c-myc 介导的 Warburg 效应促进了乳腺癌

的增殖和转移[24]。氧化低密度脂蛋白受体 1 (OLR1)

通过诱导 c-myc基因表达和HMGA2转录, 增强胰腺癌

细胞迁移[25]。由此说明 , 通过特定的方法影响 c-myc

基因的转录表达, 可以影响肿瘤细胞的转移。

Figure 6 The migration of MCF-7 cells after treated by PTL 24,

48 or 72 h. Scale bar: 100 μm. n = 3,
-
x ± s. **P<0.01, ***P<0.001 vs

control group

Figure 4 Effects of PTL on the c-myc transcription and expres‐

sion in MCF-7 cells. A: The mRNA level of β-actin and c-myc in

MCF-7 treated by PTL; B: The expression level of β -actin and

c-myc in MCF-7 treated by PTL. n = 3,
-
x ± s. *P<0.05, **P<0.01 vs

control group

Figure 5 Effects of PTL on c-myc promoter G-quadruplex via

dual luciferase reporter assays. n = 3,
-
x ± s. **P<0.01 vs control

group
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综上所述, PTL能通过结合并稳定 c-myc基因启动

子区域的G-四链体结构, 影响原癌基因 c-myc的转录

和表达水平, 进而抑制乳腺癌MCF-7细胞系的增殖和

迁移水平。此研究结果为PTL发展为一个新型的靶向

G-四链体的抗乳腺癌药物, 提供了新的实验依据。关

于PTL抑制乳腺癌细胞增殖的 c-myc下游信号通路有

待进一步的研究与探讨。
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