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［摘要］ 该文旨在探究黄花香茶菜甲素( STA) 对三阴性乳腺癌( TNBC) 的抑制作用及分子机制。选用 MDA-MB-436、MDA-
MB-468细胞作为模型。通过 MTT法、实时无标记细胞分析技术( ＲTCA) 和克隆形成实验检测不同浓度 STA对 TNBC细胞增
殖能力的影响; JC-1染色和 Annexin V-FITC /PI双染结合流式细胞术检测 STA对 TNBC细胞凋亡的影响。蛋白免疫印迹法检
测 STA对 TNBC细胞相关凋亡蛋白天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶( caspase) -9、caspase-3 和聚腺苷二磷酸核糖聚合酶
( PAＲP) 及蛋白磷酸酶 2A癌性抑制因子( CIP2A) /蛋白激酶 B( AKT) 信号通路蛋白 CIP2A、AKT、磷酸化蛋白激酶 B( p-AKT)
的表达变化。为明确 CIP2A在 STA作用中的功能，在细胞中过表达或敲减 CIP2A质粒，结合 STA处理，通过 CCK-8、流式细胞
术和 Western blot评估细胞增殖、凋亡及相关蛋白的变化。进一步 ＲT-qPCＲ和 Western blot结果均显示 STA 显著下调 CIP2A
的 mＲNA及蛋白水平，STA亦下调 c-骨髓细胞瘤病病毒癌基因同源物( c-Myc) 蛋白表达; 过表达 c-Myc 可拮抗 STA 对 CIP2A
蛋白和 mＲNA水平的下调作用，而敲减 c-Myc则增强此效应。靶点稳定性的药物亲和反应实验( DAＲTS) 和微量热泳动实验
( MST) 证实 STA与 c-Myc蛋白存在直接结合。结果表明 STA能显著抑制 TNBC细胞增殖与克隆形成，并诱导细胞凋亡，表现
为凋亡比例升高，caspase-9和 caspase-3前体蛋白表达下调及 PAＲP 切割增加。STA处理降低 p-AKT水平，但不影响总 AKT。
功能上，敲减 CIP2A增强 STA的抑增殖和促凋亡作用，而过表达 CIP2A 则产生拮抗效应。机制上，STA 通过直接靶向结合
c-Myc，下调其表达，进而抑制 CIP2A转录与翻译，最终阻断 c-Myc /CIP2A 信号通路。综上表明，STA 通过靶向 c-Myc /CIP2A
信号轴抑制 TNBC恶性进展。
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［Abstract］ This article aims to investigate the inhibitory effect and molecular mechanism of sculponeatin A ( STA) on triple negative
breast cancer ( TNBC ) ． MDA-MB-436 and MDA-MB-468 were selected as cell models． The MTT assay，real-time cell analysis
( ＲTCA) ，and colony formation assay were used to evaluate the effects of different concentrations of STA on the proliferation of TNBC
cells． JC-1 staining and Annexin V-FITC /PI double staining combined with flow cytometry were used to measure the effect of STA on
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the apoptosis of TNBC cells． Western blot was employed to determine the expression changes of apoptosis-related proteins［cysteinyl
aspartate-specific proteinase ( caspase) -9，caspase-3，and poly-ADP-ribose polymerase ( PAＲP) ］ and cancerous inhibitor of protein
phosphatase 2A ( CIP2A) /protein kinase B ( AKT) signaling pathway proteins［CIP2A，AKT，phosphorylated ( p) -AKT］ in TNBC
cells after STA treatment． To clarify the function of CIP2A in the action of STA，a CIP2A overexpression or CIP2A knockdown plasmid
was transfected into cells，which were then treated with STA． Cell proliferation，apoptosis，and protein expression changes were
evaluated by CCK-8，flow cytometry，and Western blot． Further，ＲT-qPCＲ and Western blot both showed that STA significantly
downregulated the mＲNA and protein levels of CIP2A and the protein level of c-Myc． The overexpression of c-Myc antagonized the
downregulating effects of STA on the protein and mＲNA levels of CIP2A，while the knockdown of c-Myc enhanced this effect． The drug
affinity-responsive target stability ( DAＲTS ) assay and microscale thermophoresis ( MST ) assay confirmed the existence of direct
binding between STA and c-Myc protein． The results indicated that STA significantly inhibited the proliferation and colony formation and
induced the apoptosis of TNBC cells，manifested by an increased apoptosis rate，downregulated precursor protein expression of caspase-
9 and caspase-3，and increased PAＲP cleavage． STA treatment reduced the p-AKT level but did not affect total AKT． Functionally，the
knockdown of CIP2A enhanced the STA effects of inhibiting proliferation and inducing apoptosis，while the overexpression of CIP2A
produced antagonistic effects． From a mechanism perspective，STA directly targets and binds to c-Myc to downregulate its expression，
thereby inhibiting the transcription and translation of CIP2A and ultimately blocking the c-Myc /CIP2A signaling pathway． In
conclusion，STA inhibits the malignant progression of TNBC by targeting the c-Myc /CIP2A signaling axis．
［Key words］ sculponeatin A; triple negative breast cancer; CIP2A; c-Myc; p-AKT; apoptosis
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乳腺癌( BC ) 是女性最常见的恶性肿瘤。据
2024年全球癌症统计，2022年全球乳腺癌新发病例
和新增死亡病例分别占女性恶性肿瘤的 23. 8%、
15. 4%，严重威胁女性健康［1］。其中，三阴性乳腺癌
( TNBC) 是一种缺乏雌激素受体、孕激素受体和人
表皮生长因子受体 2 表达的特定乳腺癌亚型，占所
有乳腺癌病例的 10%～15%［2］。由于缺乏有效的分
子靶点，TNBC 的治疗选择相对有限且易产生耐药
性。TNBC具有高度转移性与侵袭性，转移性患者
的中位总生存期仅为 18 个月左右［3-4］。因此，寻求
新型有效的靶向治疗药物是目前亟需解决的问题。
蛋白磷酸酶 2A( PP2A) 已被证实是一种关键的

抑癌蛋白。研究显示，在肺癌、皮肤癌、结肠癌、肝癌
和乳腺癌等多种恶性肿瘤中存在 PP2A功能丧失的
现象［5-7］。PP2A 作为丝氨酸 /苏氨酸磷酸酶，可通
过直接去磷酸化调节多种致癌蛋白，如 c-骨髓细胞
瘤病病毒癌基因同源物( c-Myc) 、细胞外信号调节
激酶( EＲK) 和蛋白激酶 B ( AKT) 的活性［5，8-10］。蛋
白磷酸酶 2A 癌性抑制因子( CIP2A) 是 PP2A 的内
源性抑制剂。CIP2A可与 PP2A结合并抑制其磷酸
酶活性［11］。有研究发现，在 HEＲ2 阳性乳腺癌细胞
中，CIP2A高表达可导致癌细胞通过 CIP2A /AKT反
馈环产生对他莫西芬的耐药性［12］。葫芦素 B 可在
多种肿瘤细胞中下调 CIP2A 及其下游信号分子磷
酸化 AKT ( p-AKT) 的表达，进而促进肿瘤细胞凋

亡［13］。多项研究证实，CIP2A在多种肿瘤组织中高
表达，可作为潜在的肿瘤诊断与预后生物标志物，并

参与多种肿瘤耐药性的形成［14-18］。因此，抑制
CIP2A的表达可能有助于抑制癌细胞增殖并逆转其
耐药性。
骨髓细胞瘤病病毒癌基因同源物( Myc) 是一种

转录因子，其家族包括 c-Myc、B-Myc、L-Myc、N-Myc
和 s-Myc［19-20］。其中，c-Myc 作为编码转录因子，参
与细胞周期进程、增殖、细胞凋亡及细胞转化［21-22］。
其蛋白产物在周期细胞中持续表达。在许多人类恶
性肿瘤中发现了结构正常或某些突变形式的 c-Myc
持续表达的水平甚至高于正常周期细胞的水平［23］。
这种不异常表达是多步骤致癌过程的重要环节。
GAO F Y等［24］研究证实 c-Myc 介导乳腺癌细胞与
肿瘤微环境之间的串扰从而调控乳腺癌的恶性进

展。GUAＲDUCCI C等［25］研究发现 c-Myc可通过调
控 JAK /STAT 信号通路来影响 TNBC 细胞的增殖、
侵袭和凋亡。因此，筛选靶向 c-Myc 的药物可能为
TNBC的靶向治疗提供新策略。
黄花香茶菜属于唇形科香茶菜属，是一种具有

理气利湿和清热解毒作用的草本植物。黄花香茶菜
甲素( STA) 是从该植物中分离得到的新型二萜类化
合物［26］。对金黄色葡萄球菌、弗氏志贺菌、枯草芽
孢杆菌有较强的抑制作用［27］。此外，STA 对 A549、
HepG2、K562 等多种肿瘤细胞系具有抗肿瘤作
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用［28］。然而，目前尚未有关于 STA在乳腺癌中作用
及其机制的研究报道。本研究旨在探讨 STA 对乳
腺癌细胞的作用及其潜在机制，为寻找乳腺癌治疗

的新型靶点提供理论依据。
1 材料
1. 1 细胞 MDA-MB-468 细胞株、MDA-MB-436 细
胞株均购自美国 ATCC 公司。MDA-MB-468、MDA-
MB-436细胞用含有 10%胎牛血清、100 U·mL－1青霉

素、100 μg·mL－1链霉素的 DMEM 培养，置于 37 ℃，
5% CO2 的恒温培养箱中。
1. 2 药物及试剂 STA 购自云南西力生物科技有
限公司，用二甲基亚砜( DMSO ) 溶解至 50 mmol·
L－1，储存于－ 20 ℃冰箱，批号 B20210; 胎牛血清、
DMEM 培养基均购自美国 HyClone 公司，批号
SH30396、SH30021; 结晶紫、细胞裂解液、青霉素和
链霉素的双抗生素溶液 ( 100 × ) 、PVDF 膜、Li-
po8000TM转染试剂购自上海碧云天生物技术有限公

司，批 号 分 别 为 C0121、C0037、P0013、C0222、
FFP26、C0533; MTT购自北京索莱宝科技有限公司，
批号 M1020-500T; 聚 腺苷二磷酸核糖聚合酶
( PAＲP ) 、天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶
( caspase) -9、caspase-3、caspase-3 前体( pro-caspase-
3) 、caspase-9前体( pro-caspase-9) 抗体均购自美国
Cell Signal Technology公司，批号分别为 9542、9662、
9508; p-AKT、AKT、CIP2A 抗体均购自美国 Santa
Cruz Biotechnology 公司，批号分别为 sc-7985、sc-
8312、J1012; GAPDH 购自英国 Abmart 公司，批号
M20006; HＲP-兔二抗、鼠二抗及羊二抗购自美国
EarthOx公司，批号分别为 E030120-01、E030110-01、
E030130; XBT医用 X射线胶片，购自锐珂( 上海) 医
疗器材有限公司，批号 053802711。
1. 3 仪器 CO2 恒温培养箱购自美国赛默飞科技

有限公司，型号 i160; 多功能酶标仪购自美国 Mole-
cular Devices 公司，型号 SpectraMax i3; ＲTCA 系统
购自美国 xCELLigence 公司，型号 ＲTCADP ; 流式细
胞仪( 美国 Beckman Coulter公司，型号 Cytoflex) ; 荧
光定量 PCＲ仪购自美国 Bio-Ｒad公司，型号 CFX 96
TOUCH; 电泳仪、转膜仪购自北京六一生物科技有
限公司，型号 DYY-6D; 电泳槽购自美国 Bio-Ｒad 公
司，型号 Mini-PＲOTEAN Tetra。
2 方法
2. 1 MTT实验 将 MDA-MB-436 ( 6×103 个 /孔) 、

MDA-MB-468 ( 8×103个 /孔) 细胞接种到 96孔板，每
组设置 3个复孔，于 37 ℃，5% CO2 培养箱培养 24
h，再用浓度递增的 STA ( 终浓度分别为 10、20、30、
40、50、60、70、80、90、100、110、130 nmol·L－1 ) 处理细

胞 24、48 h后，加入 MTT ( 每孔 10 μL) 于 96 孔板，
于 37 ℃，5% CO2 培养箱培养 4 h，吸出上清液，加入
DMSO ( 每孔 150 μL) 于 96 孔板，使用全自动酶标
仪读取 490 nm处的吸光度( A) ，计算 STA对细胞生
长的抑制率，抑制率 =［1－( A实验组－A空白组) / ( A对照组－
A空白组) ］×100%。
2. 2 实时无标记细胞分析技术 ( ＲTCA ) 向
E-Plate检测板中加入每孔 50 μL DMEM 培养基，测
量基线 1 min后，将 MDA-MB-436 ( 每 150 μL 8×103

个) 、MDA-MB-468 ( 每 150 μL 6×103个) 细胞分别

铺于 6孔板中，于 37 ℃，5% CO2 培养箱中的检测台

上培养 24 h，然后按照浓度梯度加入 STA ( 0、10、
20、30、40、50 nmol·L－1 ) ，每组设置 2个复孔，实时监
测记录 STA处理 60 h内的细胞生长状况，即可获得
细胞增殖曲线。
2. 3 克隆形成实验 将 MDA-MB-436、MDA-MB-
468 细胞分别以 500 个 /孔接种于 6 孔板中，于
37 ℃，5% CO2 培养箱培养 1 周后，更换培养基，用
增加浓度的 STA ( 0、10、15、20 nmol·L－1 ) 处理细胞。
1周后，4%多聚甲醛固定细胞，0. 1%结晶紫染色后
计算克隆数，通过实验组与空白组克隆数的比值计

算克隆形成率。
2. 4 线粒体膜电位荧光探针染色 ( JC-1 ) 将
MDA-MB-436、MDA-MB-468 细胞( 1. 8 × 105个 /孔)
接种于 6 孔板中，于 37 ℃，5% CO2 培养箱中培养

24 h，用 STA ( 0、10、15、25、30 nmol·L－1 ) 处理细胞，

于 37 ℃，5% CO2 培养箱中的检测台上培养 24 h，吸
出培养基，加入 PBS洗涤，每孔加入 1 mL细胞培养
基和 1 mL JC-1 染色工作液，将细胞均匀覆盖，
37 ℃，5% CO2 的培养箱中孵育 20 min，吸除上清
液，用 JC-1染色缓冲液洗 2次，加入 2 mL细胞培养
液，荧光显微镜观察拍照分析。
2. 5 Annexin V-FITC /PI 染色流式细胞术 将
MDA-MB-436、MDA-MB-468 细胞( 1. 8 × 105个 /孔)
接种于 6孔板中，于 37 ℃，5% CO2 培养箱中的检测

台上培养 24 h，用 STA ( 0、10、15、25、30 nmol·L－1 )

处理细胞，于 37 ℃，5% CO2 培养箱培养 24 h，吸出
培养基并移至离心管内，加入 PBS洗涤，用无 EDTA
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的胰酶消化细胞，离心 1 min，弃上清液，收集细胞，
用 PBS轻轻重悬细胞并计数。取 5×104 ～10×104 个

重悬的细胞，离心 1 min，弃上清液，加入 195 μL An-
nexin V-FITC结合液轻轻重悬细胞。加入 5 μL An-
nexin V-FITC，轻轻混匀。加入 10 μL碘化丙啶染色
液，轻轻混匀，流式细胞仪上机检测并分析结果。
2. 6 蛋白免疫印迹实验( Western blot) 将 MDA-
MB-436、MDA-MB-468细胞( 1. 8×105个 /孔) 接种于
6孔板中，于 37 ℃，5% CO2 培养箱中的检测台上培

养 24 h，用 STA ( 0、10、15、25、30 nmol·L－1 ) 处理细

胞，于 37 ℃，5% CO2 培养箱培养 24 h，收集 MDA-
MB-436、MDA-MB-468 细胞，裂解细胞，取上清液，
BCA法测定蛋白浓度，加入对应体积的 1×SDS loa-
ding buffer，混匀，100 ℃煮 10 min。SDS-PAGE 凝胶
电泳分离，用 PVDF 膜转膜，5%脱脂牛奶室温封闭
1 h，一抗 4 ℃冰箱摇床孵育过夜。用辣根过氧化物
酶( HＲP) 偶联的二抗室温孵育 2 h。ECL 试剂盒压
片法显影检测蛋白的变化情况。
2. 7 过表达 CIP2A 及 c-Myc OE-CIP2A 质粒及
HA-c-Myc质粒均购自上海禾午生物科技有限公司。
使用 Lipo8000TM转染试剂将质粒转染 MDA-MB-436
和 MDA-MB-468细胞 6 h 后更换培养基培养 24 h，
再用 STA ( 0、25 nmol·L－1 ) 处理 24 h，收集细胞并进
行后续实验。
2. 8 敲减 CIP2A及 c-Myc sh-CIP2A shＲNA及 si-
c-Myc siＲNA均购自上海禾午生物科技有限公司。
使用 Lipo2000转染试剂将小分子 ＲNA 转染 MDA-
MB-436和 MDA-MB-468 细胞 6 h 后更换培养基培
养 24 h，再用 STA ( 0、25 nmol·L－1 ) 处理 24 h，收集
细胞并进行后续实验。
2. 9 CCK-8 实验 将 MDA-MB-436、MDA-MB-468
( 8×103个 /孔) 细胞接种到 96 孔板，于 37 ℃，5%
CO2 培养箱培养 24 h，设置对照组，将敲减 /过表达
CIP2A 的质粒转染 MDA-MB-436 和 MDA-MB-468
细胞 6 h后更换培养基，STA ( 0、25 nmol·L－1 ) 处理

细胞 24 h，每组设置 3个复孔。提前 2 h 加入 CCK-8
( 每孔 10 μL) 于 96 孔板，使用全自动酶标仪读取
450 nm 处的吸光度，计算 STA 对细胞生长的抑制
率，抑制率=［1－( A实验组－A空白组) / ( A对照组－A空白组) ］×
100%。
2. 10 实时荧光定量 PCＲ ( ＲT-qPCＲ) 将 MDA-
MB-436、MDA-MB-468细胞用 STA ( 0、10、15、25、30

nmol·L－1 ) 处理 24 h 后，TＲIzol 法提取细胞总 ＲNA，
检测总 ＲNA 浓度，使用 1st-STＲAND cDNA 合成试
剂盒合成 cDNA，然后按照 SYBＲ-Green 试剂盒以
cDNA为模板进行 qPCＲ。CIP2A和 GAPDH的 mＲ-
NA水平通过 2－ΔΔCq的方法进行标准化，每组设置 3
个复孔，引物序列见表 1。

表 1 引物序列
Table 1 Primer sequences
基因名称 引物序列( 5'-3')
CIP2A F: GCGGCACTTGGAGGTAAT

Ｒ: AGCACTTATGTTGGGGTCTTCA
GAPDH F: GGTCTCCTCTGACTTCAACA

Ｒ: GTGAGGGTCTCTCTCTTCCT

2. 11 微量热泳动实验( MST) 用荧光标记的人源
c-Myc纯化蛋白作为大分子配体，将 STA 作为小分
子底物进行梯度稀释，将两者充分混合后室温下孵

育。荧光分子的浓度保持不变，而结合物分子的浓
度梯度增加。将样品填充到 MST毛细吸管中，制造
局部温度梯度，检测不同浓度的结合物分子对荧光

分子热泳动平衡态分布的影响，获得这 2 个分子间
相互作用的各种参数。通过互作仪检测解离常数
( Kd ) 、信噪比( S /N) 。
2. 12 基于靶点稳定性的药物亲和反应实验( DAＲ-
TS) MDA-MB-436、MDA-MB-468 细胞生长至
80%～85%后，加入裂解液于冰上裂解细胞 10 min
并收集细胞，12 000 r·min－1离心 10 min 后取上清
液。按照细胞 IC50的 5～10倍加入 STA，混匀，37 ℃
孵育 30 min。加入适当浓度的蛋白酶 37 ℃孵育。
最后，加入等体积的 SDS loading buffer终止反应，高
温裂解并提取总蛋白，Western blot 检测靶蛋白
变化。
2. 13 SwissADME 模拟预测 STA 的药代动力学参
数 使用 SwissADME ( http: / /www． swissadme． ch / )
预测 STA的药代动力学性质，具体指标包括肠道吸
收性，血脑屏障通透性，P-糖蛋白酶底物、细胞色素
( CYP1A2、CYP2C19、CYP2C9、CYP2D6、CYP3A4 )
抑制剂的作用，渗透系数和类药活性分析。
2. 14 统计分析 实验结果用平均数±标准差( �x±s)
表示。采用 GraphPad Prism 8、SPSS 26. 0、ImageJ
软件进行统计分析、作图。对非配对数据的
student's t检验或单因素方差分析和 Bonferroni 检
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验比较统计学上的相关性。P＜0. 05 表示差异有
统计学意义。
3 结果
3. 1 STA显著抑制 TNBC 细胞的增殖 通过 MTT
检测 STA 对 MDA-MB-231 和 MDA-MB-436 细胞增
殖的影响，发现 STA处理 24、48 h 后，2 种细胞的抑
制率均显著增加，呈一定的剂量依赖性。STA 对
MDA-MB-436和MDA-MB-468细胞 24 h的 IC50分别

为 48. 96、54. 11 nmol·L－1，见图 1A。采用 ＲTCA 系

统实时监测 STA 对 MDA-MB-436 和 MDA-MB-468
细胞生长的影响，结果显示细胞生长指数随药物浓

度的增加呈下降趋势。与空白组( 0 nmol·L－1 ) 相

比，STA 在 10 ～ 50 nmol·L－1时对 MDA-MB-436 和
MDA-MB-468细胞的生长均有明显抑制作用，见图
1B。克隆形成实验结果显示，STA 显著抑制 MDA-
MB-436和MDA-MB-468细胞的克隆形成能力，见图
1C、1D。总之，以上结果表明 STA 对 TNBC 细胞增
殖具有显著的抑制作用。

STA．黄花香茶菜( 图 2～4同) 。A． MTT法检测 STA对 MDA-MB-436和 MDA-MB-468细胞的增殖抑制作用; B． ＲTCA监测 STA对 MDA-MB-436

和 MDA-MB-468细胞生长的影响; C、D． 平板克隆形成实验检测 STA对 MDA-MB-436和 MDA-MB-468细胞克隆形成能力的抑制作用。与空白

组相比* P＜0. 05，＊＊P＜0. 01，＊＊＊P＜0. 001( 图 2～4同) 。

图 1 黄花香茶菜甲素对三阴性乳腺癌细胞增殖的影响( �x±s，n= 5)
Fig．1 Effect of sculponeatin A on the proliferation of triple-negative breast cancer cells ( �x±s，n= 5)

3. 2 STA 诱导 TNBC 细胞凋亡 为明确 STA 抑制
细胞增殖的原因，本研究采用梯度浓度 STA 处理
MDA-MB-436 和 MDA-MB-468 细胞 24 h 后，通过
JC-1染色检测细胞线粒体膜电位。荧光显微镜下
观察发现 STA 处理组绿色荧光增强、红色荧光减
弱，提示线粒体膜电位降低，表明 STA 诱导细胞发
生早期凋亡，见图 2A。进一步通过 Annexin V-FITC /
PI双染结合流式细胞术检测细胞凋亡，结果显示
STA促进细胞凋亡率的增加并呈一定的剂量依赖
性，见图 2B 及中国知网本文增强出版附加材料。
Western blot检测凋亡相关蛋白表达，发现 STA处理
下调了 pro-caspase-3 和 pro-caspase-9 的表达，并增
加了 PAＲP 的切割，见图 2C。以上结果证实 STA能
够诱导 TNBC细胞的凋亡。

3. 3 STA 通过下调 CIP2A 抑制 TNBC 细胞增殖并
促进细胞凋亡 Western blot 检测结果显示，STA 处
理可下调 CIP2A 及其下游信号分子 p-AKT 的表达
水平，见图 3A。CCK-8 实验结果表明，敲减 CIP2A
可增强 STA 对细胞增殖的抑制作用，而过表达
CIP2A则拮抗了 STA 的增殖抑制作用，见图 3B。
Annexin V-FITC /PI双染结合流式细胞术检测发现，
敲减 CIP2A可增强 STA诱导的细胞凋亡，而过表达
CIP2A则拮抗了 STA 的促凋亡作用，见图 3C 及中
国知网本文增强出版附加材料。Western blot 分析
进一步发现，敲减 CIP2A 增强了 STA 对 CIP2A 和
p-AKT表达的抑制效果，同时，敲减 CIP2A 增强了
STA 对凋亡相关蛋白表达的促进作用，而过表达
CIP2A则削弱上述作用，见图 3D～3G。上述结果表
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A． STA处理 MDA-MB-436、MDA-MB-468细胞 24 h，并用 JC-1染色评估 ΔΨm，标尺 50 μm; B． STA处理 MDA-MB-436、MDA-MB-468细胞 24 h，

Annexin V-FITC /PI双染结合流式细胞术检测细胞凋亡; C． Western blot检测凋亡相关蛋白的表达水平。

图 2 黄花香茶菜甲素对三阴性乳腺癌细胞凋亡的影响( �x±s，n= 5)
Fig．2 Effect of sculponeatin A on the apoptosis of triple-negative breast cancer cells ( �x±s，n= 5)

明，STA可能通过下调 CIP2A 的表达水平，进而抑
制 TNBC细胞增殖并促进其凋亡。
3. 4 STA通过靶向 c-Myc 下调 CIP2A 表达水平
基于 c-Myc与 CIP2A之间的关系，通过 ＲT-qPCＲ检
测发现 STA 下调 CIP2A mＲNA 表达，见图 4A。
Western blot 证实 STA 下调转录因子 c-Myc 蛋白表
达，见图 4B。敲减 c-Myc 促进 STA 对 CIP2A 的下
调作用，而过表达 c-Myc 则拮抗此效应，见图 4C、
4D。且敲减 c-Myc下调 CIP2A mＲNA、过表达c-Myc
上调其表达，见图 4E。DAＲTS 表明 STA 阻遏 pro-
nase对 c-Myc的水解，见图 4F。MST证实 STA与 c-
Myc强结合( S /N＞10) ，见图 4G。综上表明 STA 通
过靶向 c-Myc下调 CIP2A的表达。
3. 5 SwissADME 模拟预测 STA的药代动力学参数
基于 SwissADME 平台对黄花香茶菜甲素进行药
代动力学参数预测，重点评估其人体肠道吸收性
( HIA) 、血脑屏障通透性( BBB) 及细胞色素 P450酶
( CYP450) 相互作用以分析类药性，见中国知网本文
增强出版附加材料。模拟结果显示，STA 具有良好
的口服肠道溶解性，但中枢神经系统渗透性低( BBB

通透性差) ，且为 P-糖蛋白( P-gp) 底物。针对 5 种
主要 CYP450 亚型( CYP1A2、CYP2C19、CYP2C9、
CYP2D6、CYP3A4) 的代谢评估表明，STA 非上述酶
系的抑制剂或底物，提示其肝脏毒性风险低、药物蓄
积中毒可能性小、药物-药物相互作用潜力低，且自
身代谢稳定性高。综合类药性分析结果，STA 展现
出良好的成药潜力。
4 讨论
随着中医药的发展，越来越多的中药活性成分

被应用于中西医临床治疗及辅助化疗中［29-30］。如
姜黄素衍生物 WZ35通过激活 ＲOS /YAP /JNK 信号
通路，诱导线粒体功能障碍和细胞凋亡抑制乳腺癌

细胞生长［31］。诱导凋亡触发细胞死亡是多数抗癌
药物的常见作用机制［32］。高三尖杉酯碱通过调控
miＲ-18a-3p /AKT/mTOＲ信号通路，下调 pro-caspase-3、
pro-caspase-9及 PAＲP 的表达水平，促进细胞凋亡
抑制乳腺癌细胞增殖［33］。本研究结果表明，STA能
够显著抑制 TNBC 细胞的恶性增殖，并激活 caspase-9
介导的凋亡通路，提示其可通过诱导 TNBC 细胞凋
亡发挥抗肿瘤作用。进一步阐明了 STA 作用于乳
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A． Western blot检测 STA对 CIP2A及其下游信号分子 p-AKT表达的影响; B． sh-CIP2A和 OE-CIP2A质粒转染 MDA-MB-436、MDA-MB-468 细

胞 6 h后，STA处理 24 h，CCK-8法检测 STA对 MDA-MB-436和 MDA-MB-468细胞的增殖抑制作用; C． sh-CIP2A和 OE-CIP2A质粒转染 MDA-

MB-436、MDA-MB-468细胞 6 h后，STA处理 24 h，Annexin V-FITC /PI双染结合流式细胞术检测 STA对 MDA-MB-436和 MDA-MB-468细胞的凋

亡诱导作用; D、E、F、G． sh-CIP2A 和 OE-CIP2A 质粒转染 MDA-MB-436、MDA-MB-468 细胞 6 h 后，STA 处理 24 h，Western blot 检测 CIP2A、

p-AKT及凋亡相关蛋白的表达水平。

图 3 黄花香茶菜甲素下调 CIP2A的表达对三阴性乳腺癌细胞增殖及凋亡的影响( �x±s，n= 5)
Fig．3 Effects of sculponeatin A on the proliferation and apoptosis of triple-negative breast cancer cells by downregulating the expres-
sion of CIP2A ( �x±s，n= 5)

腺癌细胞的具体分子机制，为乳腺癌的靶向治疗提

供了理论依据。
CIP2A是一种 90 kDa的癌蛋白，最初被命名为

KIAA1524或 p90，由位于人类染色体 3q13. 13 的
KIAA1524基因编码［34］。该蛋白在恶性肿瘤中过表
达，通过促进锚定非依赖性生长和体内肿瘤形成，与
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A． ＲT-qPCＲ检测 STA对 CIP2A mＲNA表达水平的影响; B． Western blot检测 STA对 c-Myc蛋白表达的影响; C、D、E． si-c-Myc和 HA-c-Myc质

粒转染 MDA-MB-436、MDA-MB-468细胞 6 h后，STA处理 24 h，Western blot和 ＲT-qPCＲ检测 c-Myc的表达对 CIP2A mＲNA和蛋白水平的影响;

F． 靶点稳定性的药物亲和反应实验检测 STA与 c-Myc的结合作用; G． 微量热泳动实验检测 STA与 c-Myc的直接结合作用。

图 4 黄花香茶菜甲素靶向 c-Myc对 CIP2A表达水平的影响( �x±s，n= 5)
Fig．4 Effect of sculponeatin A targeting c-Myc on the expression level of CIP2A ( �x±s，n= 5)

细胞恶性增殖密切相关［35］。CÔME C 等［36］证实，
p90 /CIP2A的高表达与乳腺癌细胞的高增殖速率呈
正相关，且在乳腺癌样本中观察到其表达与 p53 突
变、高 Scarff-Bloom-Ｒichardson 分级及 Ki-67 表达的
正向关联。庞荣等［37］发现异丙酚通过下调 CIP2A
并上调 PP2A 表达，有效抑制肝癌细胞 HepG2 的恶
性进展。本研究结合药物处理与 CIP2A 基因干预
( 敲减 /过表达) 发现，敲减 CIP2A可显著抑制 TNBC
细胞增殖、诱导凋亡并增强药物敏感性，而过表达
CIP2A则促进细胞增殖、拮抗药物诱导的凋亡并降

低药物敏感性，进一步证实 CIP2A 在驱动 TNBC 增
殖及化疗耐药中的重要作用。LIN Y 等［38］研究指
出，CIP2A过表达通过上调 p-AKT 保护头颈部鳞状
细胞癌免受硼替佐米诱导的凋亡，而沉默 PP2A 可
消除硼替佐米对 AKT的抑制及促凋亡作用，且动物
异种移植模型证实硼替佐米能下调肿瘤细胞的
CIP2A及 p-AKT的表达。本研究发现，STA 可在转
录与翻译水平显著抑制 TNBC 细胞中 CIP2A 及其
下游 p-AKT 的表达。这表明 STA 可能通过抑制
CIP2A重激活 PP2A，进而阻断 AKT 癌信号通路活
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性，最终诱导 TNBC 细胞凋亡并抑制其恶性进展。
然而，STA 介导的 TNBC 细胞凋亡是否依赖于
CIP2A /p-AKT调控轴，仍需未来研究深入验证。
癌蛋白 c-Myc是一种多效性转录因子，通过调

控全局基因表达参与细胞增殖、分化、周期进程、代
谢及凋亡等关键生物学过程［39］。临床研究显示，在
CIP2A高表达的肿瘤患者中，CIP2A 可直接与c-Myc
相互作用，阻断 PP2A 对 c-Myc Ser62 位点( S62) 的
去磷酸化功能，从而稳定 c-Myc 蛋白［40］。因此，抑
制 c-Myc可降低 CIP2A 表达、重激活 PP2A 并抑制
细胞增殖，达到有效的抗肿瘤效果［41］。本研究发
现，STA可显著下调 c-Myc 表达。过表达 c-Myc 能
有效拮抗 STA 对 CIP2A 的抑制作用，而敲减c-Myc
则增强该效应，表明 c-Myc 是 STA 抑制乳腺癌恶性
进展的关键靶点。鉴于敲减 /过表达 c-Myc 可显著
调控 CIP2A 表达水平，进一步采用 DAＲTS 与 MST
验证 STA与 c-Myc 的直接结合作用。上述结果证
实，STA能靶向 c-Myc，进而调控 CIP2A表达。

SwissADME是一种网络工具，可用于计算分子
的关键物理化学、药物代谢动力学、类药性和相关参
数，进而预测药物的药用价值。通过选取高质量的
实验数据集对化合物的理化性质进行分析总结，并

经过实验验证，SwissADME 具有良好的预测性能和
实用性［42］。SwissADME模拟结果显示，STA 具有良
好的肠道溶解性，具有潜在的类药活性。
综上，本研究发现 STA 可通过靶向 c-Myc 下调

CIP2A及其下游蛋白 p-AKT，显著抑制 TNBC 细胞
的恶性增殖并诱导其凋亡。然而，鉴于 TNBC 成因
复杂，且不同来源的肿瘤细胞系存在差异，STA 抗
TNBC的作用仍需在其他多个乳腺癌细胞系中进行
验证。同时，需结合 STA 在动物体内的作用机制，
获取药代动力学相关参数，检测药物对动物重要脏

器的影响，并对 STA在其他癌症治疗中的应用进一
步全面探索。
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