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摘要：目的　探索白藜芦醇通过调控肝激酶 Ｂ１（ＬＫＢ１）／腺苷酸活化激酶
（ＡＭＰＫ）通路对乳腺癌细胞增殖、迁移和糖酵解的影响及其机制。方法　将人乳
腺癌细胞ＭＤＡ－ＭＢ－２３１分为对照组、低浓度试验组（２５μｍｏｌ·Ｌ－１白藜芦醇）、
高浓度实验组（５０μｍｏｌ·Ｌ－１白藜芦醇）和抑制剂组（５０μｍｏｌ·Ｌ－１白藜芦醇和
４μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＭＰＫ抑制剂ＢＭＬ－２７５）。用噻唑蓝（ＭＴＴ）法和 Ｅｄｕ染色法测定
各组细胞增殖情况；用划痕实验法测定各组细胞迁移情况；用流式细胞仪测定细

胞凋亡情况；用葡萄糖含量试剂盒、乳酸含量试剂盒测定各组细胞葡萄糖消耗

量、乳酸产生量；用蛋白质印迹法测定各组细胞葡萄糖转运蛋白 １（ＧＬＵＴ１）、
乳酸脱氢酶 Ａ（ＬＤＨＡ）、己糖激酶 ２（ＨＫ２）以及 ＬＫＢ１、ＡＭＰＫ蛋白表达情况。
结果　对照组、低、高浓度实验组和抑制剂组的细胞增殖抑制率分别为
（０±０）％、（３２２７±３６８）％、（５６７５±５８２）％和（２４４１±３０６）％；Ｅｄｕ阳性率分别
为（５２６４±６９５）％、（３０７２±４２１）％、（１８８６±２５４）％和（４１３７±４８８）％；
划痕愈合率分别为（３４２４±３８２）％、（２３６７±２７４）％、（１４８５±２０３）％和
（２９７４±３４２）％；细胞凋亡率分别为（３０４±０３２）％、（２１８１±２６４）％、
（３４４３±３８６）％和（１２６７±１９３）％；葡萄糖消耗量分别为（３１７４±３５２）、
（２３１８±２６４）、（１４３３±１６７）和（２８２７±３１２）μｍｏｌ·Ｌ－１；和乳酸产生量分
别为（４８１２±４４３）、（３１２７±３７５）、（１８８５±２１４）和（４２３６±４１９）μｍｏｌ·Ｌ－１；
ＧＬＵＴ１相对表达水平分别为 １１４±０１２、０７６±００８、０４１±００４和
０９４±００９；ＬＤＨＡ相对表达水平分别为１３２±０１４、０８９±００９、０４７±００５
和１１３±０１２；ＨＫ２相对表达水平分别为０９７±００９、０６１±００６、０３４±００４
和０８６±００９；ＬＫＢ１相对表达水平分别为０９３±０１０、１３８±０１４、１７５±０１７
和 １１２±０１１；ＡＭＰＫ相对表达水平分别为 １０２±０１１、１５６±０１６、
２０４±０２３和１１８±０１３。低、高浓度实验组的上述指标与对照组比较，抑制剂
组的上述指标与高浓度实验组比较，在统计学上差异均有统计学意义

（均Ｐ＜００５）。结论　白藜芦醇可能通过激活ＬＫＢ１／ＡＭＰＫ通路抑制乳腺癌细
胞增殖、迁移和糖酵解。
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ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｈｅＬＫＢ１／ＡＭＰＫｐａｔｈｗａｙ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ；ｌｉｖｅｒｋｉｎａｓｅＢ１；ＡＭＰａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ；ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ；ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｍｉｇｒａｔｉｏｎ；
ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ

　　乳腺癌是女性中最常见恶性肿瘤之一［１－２］。虽

临床已积极采取多种措施干预，患者预后得到较大改

善，然而复发难治性患者的治疗仍然是临床一大挑

战［３］。因此，探寻乳腺癌进展机制及可靠靶点并制订

更加有效的治疗策略至关重要。白藜芦醇是一种天

然存在的多酚类化合物，具有抗氧化、抗炎、抗癌等多

种生物活性［４］。已有研究表明，白藜芦醇对乳腺癌进

展和转移具有抑制作用，但其具体作用机制还有待进

一步阐明［５］。腺苷酸活化激酶（ＡＭＰａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）是肝激酶Ｂ１（ｌｉｖｅｒｋｉｎａｓｅＢ１，ＬＫＢ１）最
重要的下游激酶，可以抑制肿瘤细胞生长和增殖，从

而对 肿 瘤 发 挥 抑 制 作 用［６］。研 究 发 现，抑 制

ＬＫＢ１／ＡＭＰＫ通路激活可以促进肝癌、肾癌和乳腺癌
等癌细胞增殖［７］。而在癌细胞中，糖酵解通常被过度

激活，其不仅为肿瘤细胞的恶性增殖提供能量，也为

肿瘤细胞的生物合成提供原料［８］。然而，白藜芦醇是

否可以通过调控 ＬＫＢ１／ＡＭＰＫ抑制乳腺癌恶性进展

仍需进一步研究。本研究旨在探索白藜芦醇在乳腺

癌恶性进展中的作用及机制，为进一步丰富乳腺癌机

制及其临床治疗提供实验参考。

材料与方法

１　材料
细胞　人乳腺癌细胞株ＭＤＡ－ＭＢ－２３１，上海泽

叶生物科技有限公司生产。

试剂　白藜芦醇，规格：每支２０ｍｇ，纯度：９８％，
批号：ＤＳＴ２０２３０５１８，成都德思特生物技术有限公司生
产；ＡＭＰＫ抑制剂，美国 ＭＣＥ公司生产；噻唑蓝
（ｔｈｉａｚｏｌｙｌｂｌｕｅ，ＭＴＴ）和Ｅｄｕ细胞增殖试剂盒、膜联蛋
白Ｖ－异硫氰酸荧光素（ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ）／碘化丙
啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）试剂盒，均由上海尚宝生物科
技有限公司生产；葡萄糖消耗检测试剂盒和乳酸检测

试剂盒，均由上海贝博生物科技有限公司生产；乳酸



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　１９９　　

Ｖｏｌ４２Ｎｏ２Ｊａｎｕａｒｙ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４８）

脱氢酶Ａ（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅＡ，ＬＤＨＡ）抗体，美国
ＣＳＴ公司生产；葡萄糖转运蛋白１（ｇｌｕｃｏｓｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ１，
ＧＬＵＴ１）、己糖激酶 ２（ｈｅｘｏｋｉｎａｓｅ２，ＨＫ２）、ＬＫＢ１、
ＡＭＰＫ、甘油醛－３－磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－
ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）抗体及山羊抗兔免
疫球蛋白 Ｇ（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎＧ，ＩｇＧ）抗体，均由英国
Ａｂｃａｍ公司生产。

仪器　ＣｙｔｏＦＬＥＸ流式细胞仪，江苏捷诺生物科
技有限公司产品；ＭｕｌｔｉｓｋａｎＦＣ酶标仪，美国赛默飞世
尔科技有限公司产品；５８１０Ｒ高速低温冷冻离心机，
德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司产品；ＩＸ７３显微镜，日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ
公司产品；Ｍｉｎｉ－ＰＲＯＴＥＡＮＴｅｔｒａ电泳仪及ＭｉｎｉＴｒａｎｓ－
Ｂｌｏｔ转膜仪，均为美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司产品。
２　方法
２１　细胞培养［９］

将ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞接种至含１０％ＦＢＳ的杜
氏改良培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｅｄｅａｇｌｅｍｅｄｉｕｍ，
ＤＭＥＭ）培养基，放入培养箱内培养（环境设置如下：
３７℃，５％ ＣＯ２），每２４～４８ｈ更换１次新鲜培养基。
当细胞融合度达８０％～９０％时进行消化传代，具体操
作如下：弃去孔内旧培养基，用磷酸盐缓冲盐水

（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ－ｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）缓冲液洗涤细胞
２次，吸 尽 残 留 ＰＢＳ；每 孔 加 入 ０２５％ 胰 蛋 白
酶－ＥＤＴＡ消化液 １ｍＬ，３７℃培养箱内孵育 ２～３
ｍｉｎ；加入含１０％ ＦＢＳ完全培养基２ｍＬ终止消化，
用移液器轻轻吹打细胞培养瓶壁，使细胞充分脱壁

并分散为单细胞悬液；将单细胞悬液转移至无菌

ＥＰ管中，以１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 ５ｍｉｎ，弃上清液；
加入新鲜培养基３～５ｍＬ重悬细胞，轻轻吹打混匀
后，按１∶３比例接种至新的细胞培养瓶中，放入培养
箱继续培养。后续所有相关实验均选用生长状态

良好的对数期细胞。

２２　细胞分组及处理方法
将ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞进行分组，分别为对照

组、低浓度试验组、高浓度试验组和抑制剂组，其中低

浓度试验组和高浓度试验组细胞分别加入 ２５和
５０μｍｏｌ·Ｌ－１白藜芦醇进行干预［１０］，抑制剂组细胞在

加入 ５０μｍｏｌ· Ｌ－１白藜芦醇干预的同时加入
４μｍｏｌ·Ｌ－１的 ＢＭＬ－２７５［１１］，对照组不进行任何处
理，正常培养。

２３　ＭＴＴ法及Ｅｄｕ染色法检测细胞增殖情况［１２］

ＭＴＴ实验　收集各组细胞于９６孔板中接种，其
中细胞密度为 １×１０５ ｃｅｌｌｓ· ｍＬ－１，然后加入
５ｍｇ·ｍＬ－１ＭＴＴ溶液，每孔２０μＬ进行培养，４ｈ后

将每孔中的上清液除去，并每孔加入二甲基亚砜

（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）１５０μＬ进行培养，５ｍｉｎ后
对每个孔的光密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值进行测定
（４９０ｎｍ处），计算细胞增殖抑制率，计算公式：
（ＯＤ对照组 －ＯＤ实验组）／（ＯＤ对照组 －ＯＤ空白组）×１００％。

Ｅｄｕ染色法　收集各组细胞接种于２４孔板中，
细胞密度调整为每孔 １×１０５个，培养 ２４ｈ后加入
１０μｍｏｌ·Ｌ－１Ｅｄｕ溶液进行孵育，２ｈ后加入 ４′，
６－二脒基－２－苯基吲哚（４′，６－ｄｉａｍｉｄｉｎｏ－２－
ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）进行染色，最后置于荧光显微镜下
观察，计算Ｅｄｕ阳性细胞率，公式为Ｅｄｕ阳性细胞数／
总细胞数×１００％。
２４　划痕实验检测细胞迁移情况［１３］

收集各组细胞进行接种培养，细胞融合至１００％
后，用１００μＬ枪头垂直于平板划一条线，并用ＰＢＳ将
悬浮的细胞清洗干净，接着置于培养箱内（３７℃，
ＣＯ２５％）培养，分别在 ０和 ２４ｈ时进行拍照，用
ＩｍａｇｅＪ软件分析，根据０和２４ｈ的划痕面积来对划
痕愈合率进行计算。

２５　流式细胞术检测细胞凋亡情况［１４］

收集各组培养４８ｈ后的细胞于结合缓冲液中重
悬，分别加入ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ５μＬ和 ＰＩ５μＬ在避
光条件下进行培养，１５ｍｉｎ后用流式细胞仪对各组细
胞进行检测。

２６　试剂盒法检测细胞葡萄糖消耗量和乳酸产
生量［１５］

收集各组细胞进行培养，４８ｈ后将各组细胞收集
至ＥＰ管中，用超声波破碎细胞，按照葡萄糖含量试剂
盒、乳酸含量试剂盒说明书进行操作，检测各组细胞

葡萄糖消耗量和乳酸产生量。

２７　蛋白质印迹法检测细胞中相关蛋白表达［１６］

取各组细胞进行２４ｈ培养后，加入放射免疫沉淀
测定（ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｓｓａｙ，ＲＩＰＡ）裂解液进
行裂解以提取总蛋白，用 ＢＣＡ法测定蛋白浓度，并将
蛋白热变性后。配制１２％分离胶和５％浓缩胶，加入
Ｔｒｉｓ－甘氨酸电泳缓冲液，上样后电泳，至溴酚蓝迁移
至凝胶底部。用湿转法转膜，转膜后，５％脱脂奶粉室
温摇床封闭 １ｈ，用 ＴＢＳＴ洗涤 ３次。加入 ＧＬＵＴ１、
ＬＤＨＡ、ＨＫ２、ＬＫＢ１、ＡＭＰＫ及 ＧＡＰＤＨ一抗稀释液
（１∶１０００）于 ４℃ 孵育过夜，洗膜后，加入二抗
（１∶５０００）室温孵育１ｈ。行曝光检测，用 ＩｍａｇｅＪ软
件分析各组蛋白相对表达水平。

３　统计学处理
用ＳＰＳＳ２５０软件进行统计分析。数值以 珋ｘ±ｓ
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表示，多组比较用单因素方差分析，两两组间比较用

ＳＮＫ－ｑ分析。

结　　果

１　白藜芦醇对乳腺癌细胞增殖的影响
低、高浓度实验组细胞增殖抑制率较对照组均显

著升高，Ｅｄｕ阳性细胞率较对照组均显著降低，在统
计学上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜００５）；相较于高
浓度试验组，抑制剂组细胞增殖抑制率显著降低，Ｅｄｕ
阳性细胞率显著升高，在统计学上差异均有统计学意

义（均Ｐ＜００５），见表１。
２　白藜芦醇对乳腺癌细胞迁移和凋亡的影响

低、高浓度实验组细胞划痕愈合率较对照组均显

著降低，细胞凋亡率较对照组均显著升高，在统计学

上差异均有统计学意义（均Ｐ＜００５）；抑制剂组细胞
相较于高浓度试验组，划痕愈合率显著增加，但细胞

凋亡率显著降低，在统计学上差异均有统计学意义

（Ｐ＜００５），见图２和表２。

表１　各组细胞增殖抑制率和Ｅｄｕ阳性细胞率的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅａｎｄ
ｎｕｍｂｅｒｏｆＥｄｕ－ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ
Ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ（％）

Ｅｄｕ－ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌ

ｒａｔｅ（％）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ６ ０±０ ５２６４±６９５
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ６ ３２２７±３６８ ３０７２±４２１

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ６ ５６７５±５８２＃ １８８６±２５４＃

Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ６ ２４４１±３０６△ ４１３７±４８８△

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｎｏｒｍａｌｃｕｌｔｕｒｅｄ；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ：２５μｍｏｌ·Ｌ－１

ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ：５０μｍｏｌ·Ｌ－１ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ；Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

ｇｒｏｕｐ：５０μｍｏｌ· Ｌ－１ ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ＋ ４μｍｏｌ· Ｌ－１ ＡＭＰＫ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

ＢＭＬ－２７５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ

ｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５

３　白藜芦醇对乳腺癌细胞糖酵解的影响
与对照组比较，低、高浓度实验组的细胞葡萄

糖消耗量和乳酸产生量均显著降低，在统计学上差

异均有统计学意义（均 Ｐ＜００５）；抑制剂组的细
胞葡萄糖消耗量和乳酸产生量较高浓度实验组均

显著增加，在统计学上差异均有统计学意义

（均 Ｐ＜００５），见表３。
４　白藜芦醇对乳腺癌细胞糖酵解关键酶表达的影响

低、高浓度实验组细胞的 ＧＬＵＴ１、ＬＤＨＡ和 ＨＫ２
　　
表２　各组细胞划痕愈合率和细胞凋亡率比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｅｌｌｓｃｒａｔｃｈｈｅａｌｉｎｇｒａｔｅａｎｄｃｅｌｌ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ
Ｓｃｒａｔｃｈｈｅａｌｉｎｇ

ｒａｔｅ（％）

Ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ｒａｔｅ（％）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ６ ３４２４±３８２ ３０４±０３２

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ６ ２３６７±２７４ ２１８１±２６４

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ６ １４８５±２０３＃ ３４４３±３８６＃

Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ６ ２９７４±３４２△ １２６７±１９３△

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ

ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５

表３　各组细胞葡萄糖消耗量和乳酸产生量的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｇｌｕｃｏｓｅｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎａｎｄｌａｃｔｉｃａｃｉｄ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ
Ｇｌｕｃｏｓｅｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ

（μｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｌａｃｔｉｃａｃｉｄ

ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

（μｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ６ ３１７４±３５２ ４８１２±４４３

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ６ ２３１８±２６４ ３１２７±３７５

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ６ １４３３±１６７＃ １８８５±２１４＃

Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ６ ２８２７±３１２△ ４２３６±４１９△

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ

ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５

图 １　各组细胞凋亡情况的流式细胞仪检测结果
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ２Ｊａｎｕａｒｙ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４８）

蛋白 相 对 表 达 水 平 较 对 照 组 均 显 著 下 降

（均Ｐ＜００５）；对比高浓度试验组，抑制剂组细胞的
ＧＬＵＴ１、ＬＤＨＡ和 ＨＫ２蛋白相对表达水平均显著增
加，在统计学上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜００５），
见图４和表４。

表４　各组细胞中ＧＬＵＴ１、ＬＤＨＡ、ＨＫ２蛋白表达比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ４　 ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＧＬＵＴ１，ＬＤＨＡ，ａｎｄＨＫ２ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｎｃｅｌｌｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＧＬＵＴ１ ＬＤＨＡ ＨＫ２

Ｃｏｎｔｒｏｌ ６ １１４±０１２ １３２±０１４ ０９７±００９

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ６ ０７６±００８ ０８９±００９ ０６１±００６

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ６ ０４１±００４＃ ０４７±００５＃ ０３４±００４＃

Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ６ ０９４±００９△ １１３±０１２△ ０８６±００９△

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ

ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５

图 ２　蛋白质印迹法检测各组细胞葡萄糖转运蛋白 １
（ＧＬＵＴ１）、乳酸脱氢酶 Ａ（ＬＤＨＡ）和己糖激酶２（ＨＫ２）蛋白相
对表达水平

Ｆｉｇｕｒｅ２　 Ｐｒｏｔｅｉｎｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｇｌｕｃｏｓｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ
１（ＧＬＵＴ１），ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅＡ（ＬＤＨＡ）ａｎｄｈｅｘｏｋｉｎａｓｅ２
（ＨＫ２）ｉｎｃｅｌｌｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ；

Ｄ：Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ

５　白藜芦醇对乳腺癌细胞 ＬＫＢ１／ＡＭＰＫ通路蛋白
表达的影响

低、高浓度实验组细胞的 ＬＫＢ１和 ＡＭＰＫ蛋白相
对表达水平较对照组均显著增加，在统计学上差异均

有统计学意义（均 Ｐ＜００５）；抑制剂组细胞的 ＬＫＢ１
和ＡＭＰＫ蛋白相对表达水平较高浓度试验组均显著
降低，在统计学上差异均有统计学意义（均Ｐ＜００５），
见图５和表５。

表５　各组细胞中 ＬＫＢ１和 ＡＭＰＫ蛋白相对表达水平的比较
（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ５　 ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＬＫＢ１ａｎｄＡＭＰＫ ｐｒｏｔｅｉｎｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｌｅｖｅｌｓｉｎｃｅｌｌｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＬＫＢ１ ＡＭＰＫ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ６ ０９３±０１０ １０２±０１１
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ６ １３８±０１４ １５６±０１６

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ６ １７５±０１７＃ ２０４±０２３＃

Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ６ １１２±０１１△ １１８±０１３△

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ

ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５

图 ３　蛋白质印迹法检测各组肝激酶 Ｂ１（ＬＫＢ１）和腺苷酸活
化激酶（ＡＭＰＫ）细胞蛋白相对表达水平
Ｆｉｇｕｒｅ３　 ＰｒｏｔｅｉｎｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｌｉｖｅｒｋｉｎａｓｅＢ１
（ＬＫＢ１）ａｎｄＡＭＰａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ（ＡＭＰＫ）ｉｎｃｅｌｌｓｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ；

Ｄ：Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ

讨　　论

乳腺癌占癌症病例总数２４２％，也是导致癌症相
关死亡主要原因，其中，转移性乳腺癌占乳腺癌相关

死亡的比例最高，达９０％以上［１７］。转移性乳腺癌患

者５年生存率相对较低［１８］。目前虽临床已积极采取

多种措施干预，患者治疗效果仍有待进一步提高［１９］。

因此，寻找可有效治疗乳腺癌的药物及其作用机制意

义重大。

白藜芦醇可以参与调控癌细胞生长和凋亡，抑制

代谢活性细胞糖酵解，发挥抗癌作用［２０－２１］。近年来，

研究发现，白藜芦醇可以抑制乳腺癌细胞恶性生物学

行为［２２］。本研究结果与上述研究结果一致，白藜芦

醇处理 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１后，细胞增殖抑制率和细胞
凋亡率均显著上升，Ｅｄｕ阳性细胞率及划痕愈合率均
显著降低，细胞葡萄糖消耗量和乳酸产生量减少，且

糖酵解关键蛋白（ＧＬＵＴ１、ＬＤＨＡ、ＨＫ２）相对表达水平
均显著下降，提示白藜芦醇对乳腺癌细胞增殖、迁移

以及糖酵解均具有抑制作用，同时诱导乳腺癌细胞加

快凋亡。ＬＫＢ１可以参与调节细胞能量平衡和代谢，
并在多种癌症中参与调控癌细胞侵袭和转移［２３］。

ＡＭＰＫ失调与肥胖、糖尿病、炎症以及癌症等代谢性
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疾病有关［２４］。相关文献报道称，ＬＫＢ１与肺癌、乳腺
癌等多种恶性肿瘤发生发展有一定联系［２５］。以往在

乳腺癌的研究中发现，抑制 ＬＫＢ１／ＡＭＰＫ通路可以对
乳腺癌细胞增殖发挥抑制作用［２６］。本研究发现，使

用不同浓度的白藜芦醇干预乳腺癌细胞后，ＬＫＢ１、
ＡＭＰＫ蛋白相对表达水平均显著上调，且在高浓度白
藜芦醇干预乳腺癌细胞基础上，进一步使用ＡＭＰＫ抑
制剂，发现，ＡＭＰＫ抑制剂可以逆转白藜芦醇对乳腺
癌细胞增殖、凋亡、糖酵解等的调控作用。以上结果

进一步证实，白藜芦醇对乳腺癌细胞的作用可能是通

过激活ＬＫＢ１／ＡＭＰＫ通路实现的。
与前人相关研究相比，本研究具有明确创新性

和优势，也是对现有研究的补充。首先，以往研究

多单独探讨中医药对乳腺癌细胞恶性表型单一调

控作用，或仅初步关联 ＬＫＢ１／ＡＭＰＫ通路［２７］，未对

肿瘤细胞糖酵解相关内容展开探讨，而本研究同步

检测白藜芦醇对 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞恶性表型及
糖酵解综合影响，同时系统验证 ＬＫＢ１／ＡＭＰＫ通路
在其中的介导作用，通过干预 －检测 －抑制剂逆转
的实验设计，明确白藜芦醇调控乳腺癌细胞生物行

为机制，使研究结论更具严谨性和说服力。其次，

已有研究聚焦于抑制 ＬＫＢ１／ＡＭＰＫ通路对乳腺癌
的影响［２８－２９］，而本研究明确证实，白藜芦醇可以通

过激活 ＬＫＢ１／ＡＭＰＫ通路发挥抗乳腺癌作用，与以
往研究形成互补，丰富 ＬＫＢ１／ＡＭＰＫ通路在乳腺癌
调控中的作用模式，也为白藜芦醇抗癌机制研究提

供新视角。ＨＵＡＮＧ等［３０］的研究证实，洛伐他汀可以

通过激活 ＬＫＢ１－ＡＭＰＫ－ｐ３８ＭＡＰＫ－ｐ５３－ｓｕｒｖｉｖｉｎ
信号通路诱导 ＭＣＦ－７乳腺癌细胞凋亡，而本研究聚
焦于白藜芦醇，针对侵袭性更强的三阴性乳腺癌细胞

模型 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞株展开研究，推进临床转
化，可以为难治性乳腺癌天然药物治疗提供新实验依

据和思路。此外，研究显示，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路及
下游信号ｐ５３均可以通过调控细胞增殖、迁移、侵袭
及肿瘤微环境进而参与乳腺癌恶性进展［３１－３２］。然

而，白藜芦醇能否通过联合调控 ＬＫＢ１／ＡＭＰＫ通路下
游靶点 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ、ｐ５３共同发挥抑制乳腺癌
恶性进展作用，还有待后续展开相关实验做进一步

探讨。

本研究提示：白藜芦醇对乳腺癌细胞的增殖、迁

移和糖酵解具有抑制作用，并能够加速癌细胞凋亡，

其作用机制可能与其激活 ＬＫＢ１／ＡＭＰＫ通路有关。
然而，本研究仅通过体外实验进行相关研究探索，后

续需要结合体内实验做进一步验证。本研究补充了

天然多酚类物质激活 ＬＫＢ１／ＡＭＰＫ通路抗乳腺癌的
研究空白，为乳腺癌天然药物干预提供新的靶点和实

验支撑。
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·信息动态·

国家药监局药审中心关于发布《艾滋病免疫功能重建
不全治疗药物临床试验技术指导原则》的

通告（２０２５年第５２号）

　　为进一步推动艾滋病免疫功能重建不全治疗药物的研发，指导临床试验设计，提供可参考的技术规范，在国
家药品监督管理局的部署下，药审中心组织制定了《艾滋病免疫功能重建不全治疗药物临床试验技术指导原

则》。根据《国家药监局综合司关于印发药品技术指导原则发布程序的通知》（药监综药管〔２０２０〕９号）要求，经
国家药品监督管理局审查同意，现予发布，自２０２５－１２－２９起施行。

指导原则从艾滋病免疫功能重建不全治疗药物的临床药理学研究、探索性临床试验、确证性临床试验等几

个方面进行了建议。

国家药品监督管理局药品审评中心

２０２５－１２－２９


