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[摘要] 　 该研究旨在阐明中药来源的天然产物薯蓣皂苷元对三阴性乳腺癌 MDA-MB-231 细胞系的作用机制,重点解析其诱

导细胞周期阻滞及抑制细胞迁移的潜在分子机制。 该研究综合运用多种实验方法,包括 RNA 测序分析,流式细胞术检测细胞

周期,划痕愈伤实验评估细胞迁移能力,F-actin 染色观察细胞骨架变化,透射电子显微镜观察细胞形态和伪足变化,以及

Western
 

blot 和免疫荧光染色检测相关蛋白表达等。 RNA 测序结果显示,薯蓣皂苷元处理组与对照组之间存在显著的基因表

达差异,通过 KEGG 和 GO 分析揭示差异表达基因主要富集于细胞周期和迁移相关通路。 流式细胞术检测发现,薯蓣皂苷元

以剂量依赖性方式诱导 MDA-MB-231 细胞阻滞于 G0 / G1 期,进一步的 Western
 

blot 和免疫荧光实验表明,薯蓣皂苷元通过调

控细胞分裂周期蛋白 25A(CDC25A)-细胞周期蛋白依赖性激酶(CDK)2 / 4 / 6 轴影响细胞周期进程。 划痕愈伤实验结果显示,
薯蓣皂苷元显著抑制细胞迁移能力。 F-actin 染色结果显示薯蓣皂苷元可抑制 F-actin 生成并破坏其结构。 透射电镜观察表

明,薯蓣皂苷元能够减少细胞表面伪足的形成。 此外,Western
 

blot 和免疫荧光实验结果表明,薯蓣皂苷元通过抑制上皮-间质

转化(EMT)进程和 Ras 同源基因家族成员 A(RhoA)-Rho 关联含卷曲螺旋结合蛋白激酶 1( ROCK1)信号通路,进而抑制细胞

的迁移能力。 综上所述,薯蓣皂苷元通过调控细胞周期相关蛋白表达诱导 MDA-MB-231 细胞发生 G0 / G1 期阻滞,并且通过抑

制 F-actin 生成,减少细胞表面伪足形成、抑制 EMT 进程及 RhoA-ROCK1 信号通路,显著抑制细胞的迁移能力。
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[Abstract] 　 This
 

study
 

aimed
 

to
 

elucidate
 

the
 

mechanisms
 

of
 

diosgenin,
 

a
 

natural
 

compound
 

derived
 

from
 

traditional
 

Chinese
 

medicine,
 

on
 

the
 

triple-negative
 

breast
 

cancer
 

cell
 

line
 

MDA-MB-231,
 

with
 

a
 

focus
 

on
 

its
 

induction
 

of
 

cell
 

cycle
 

arrest
 

and
 

inhibition
 

of
 

cell
 

migration.
 

Multiple
 

experimental
 

approaches
 

were
 

employed,
 

including
 

RNA
 

sequencing
 

analysis,
 

flow
 

cytometry
 

for
 

cell
 

cycle
 

detection,
 

wound
 

healing
 

assays
 

to
 

evaluate
 

migration
 

capacity,
 

F-actin
 

staining
 

to
 

observe
 

cytoskeletal
 

changes,
 

transmission
 

electron
 

microscopy
 

(TEM)
 

to
 

examine
 

cellular
 

morphology
 

and
 

filopodia
 

alterations,
 

as
 

well
 

as
 

Western
 

blot
 

and
 

immunofluorescence
 

staining
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

related
 

proteins.
 

RNA
 

sequencing
 

revealed
 

significant
 

gene
 

expression
 

differences
 

between
 

the
 

diosgenin-
treated

 

group
 

and
 

the
 

control
 

group,
 

with
 

KEGG
 

and
 

GO
 

analyses
 

showing
 

enrichment
 

of
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

mainly
 

in
 

515
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pathways
 

related
 

to
 

cell
 

cycle
 

and
 

migration.
 

Flow
 

cytometry
 

demonstrated
 

that
 

diosgenin
 

induced
 

G0 / G1
 phase

 

arrest
 

in
 

MDA-MB-231
 

cells
 

in
 

a
 

dose-dependent
 

manner.
 

Further
 

Western
 

blot
 

and
 

immunofluorescence
 

assays
 

indicated
 

that
 

diosgenin
 

regulated
 

the
 

cell
 

cycle
 

via
 

the
 

CDC25A-CDK2 / 4 / 6
 

axis.
 

Wound
 

healing
 

assays
 

showed
 

that
 

diosgenin
 

significantly
 

inhibited
 

cell
 

migration.
 

F-actin
 

staining
 

indicated
 

that
 

diosgenin
 

suppressed
 

F-actin
 

formation
 

and
 

disrupted
 

its
 

structure.
 

TEM
 

observations
 

revealed
 

a
 

reduction
 

in
 

filopodia
 

formation
 

on
 

the
 

cell
 

surface
 

after
 

diosgenin
 

treatment.
 

Moreover,
 

Western
 

blot
 

and
 

immunofluorescence
 

results
 

demonstrated
 

that
 

diosgenin
 

inhibited
 

migration
 

by
 

suppressing
 

epithelial-mesenchymal
 

transition
 

( EMT)
 

and
 

the
 

RhoA-ROCK1
 

signaling
 

pathway.
 

In
 

conclusion,
 

diosgenin
 

induces
 

G0 / G1
 phase

 

arrest
 

in
 

MDA-MB-231
 

cells
 

by
 

regulating
 

cell
 

cycle-related
 

proteins
 

and
 

significantly
 

inhibits
 

cell
 

migration
 

by
 

suppressing
 

F-actin
 

formation,
 

reducing
 

filopodia
 

on
 

the
 

cell
 

surface,
 

and
 

inhibiting
 

EMT
 

and
 

the
 

RhoA-
ROCK1

 

pathway.
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乳腺癌是全球女性中最常见的恶性肿瘤,其高

度异质性体现在不同的分子亚群,这些亚群在临床

行为、转移模式及治疗敏感性上存在显著差异[1-2] 。
其中,三阴性乳腺癌 ( TNBC) 因缺乏雌激素受体

(ER)、孕激素受体( PR)和人表皮生长因子受体 2
(HER2)的表达,成为乳腺癌中复发率和病死率最

高、最具侵袭性和转移潜能的亚型[3] 。 TNBC 占所

有乳腺癌病例的 15% ~ 20%,其 5 年病死率约为

20%[1] 。 目前,由于缺乏有效的靶向治疗手段,化疗

仍然是 TNBC 的主要治疗方法,但存在易产生耐药

性和不良反应等问题[4] 。 临床上常用的基于紫杉

醇和蒽环类药物的化疗方案,虽然应用广泛,但高复

发率、低总生存率以及严重急性毒性反应(如不可

逆的心脏毒性和骨髓毒性) 等问题,限制了其临床

应用和疗效发挥[3] 。 因此,开发新型、高效且低毒

的治疗策略显得尤为迫切。 天然产物因其多靶点调

控特性,可通过干预致癌转录因子及肿瘤微环境抑

制肿瘤生长,且毒性较小[2,5] ,在肿瘤治疗领域展现

出巨大的应用潜力。 从中药中提取的单体如青蒿

素、人参皂苷、藤黄酸和薯蓣皂苷元等,已被证实对

多种类型的癌细胞具有显著的体外细胞毒性[6] 。
薯蓣皂苷元作为一种天然存在的甾体皂苷元,

广泛分布于豆科胡芦巴种子、穿龙薯蓣及野生山药

根茎等多种药用植物中[7] 。 因其独特的类雌激素

结构和广泛的生物活性,薯蓣皂苷元在多种人类疾

病治疗中的应用备受关注[7] 。 药理学研究表明,薯
蓣皂苷元不仅具有心脏保护、神经保护、抗糖尿病、
抗氧化、抗炎、抗菌、抗病毒及抗过敏等多方面的生

物学作用,还展现出显著的抗肿瘤活性,它可以调节

参与肿瘤形成和发展的多种分子途径,通过作用于

肿瘤细胞中的多个分子靶点,抑制细胞周期进程,诱

导细胞凋亡并削弱肿瘤细胞迁移和侵袭能力[8-11] 。
机制研究表明,薯蓣皂苷元具有“多靶点、多环节”
的抗癌效应,这使其成为极具开发前景的天然多靶

点抗肿瘤候选药物[12] 。 然而,现有研究多聚焦于普

通亚型乳腺癌或实体瘤,对于 TNBC 这一恶性程度

高且缺乏有效靶向治疗的亚型,薯蓣皂苷元的抗癌

作用,尤其是其调控细胞周期和转移的关键机制,尚
未得到系统深入阐明。

前期研究发现,薯蓣皂苷元能够抑制 TNBC 细

胞 MDA-MB-231 的增殖并诱导细胞发生凋亡,其机

制涉及 AKT1 和 EGFR 蛋白调控以及 Bax / Bcl-2 蛋

白表达失衡[13] 。 基于此,本研究通过 RNA 测序分

析发现薯蓣皂苷元显著影响 MDA-MB-231 细胞周

期与迁移相关通路。 进一步揭示其分子机制,深入

探究薯蓣皂苷元对 TNBC 细胞周期阻滞及迁移抑制

的作用途径,为薯蓣皂苷元治疗 TNBC 提供理论和

实验依据。
1　 材料与方法

1. 1　 细胞培养　 人 TNBC 细胞系 MDA-MB-231 购

自武汉普诺赛生命科技有限公司。 采用含 10%胎

牛血清、1%青霉素-链霉素混合液的 L-15 完全培养

基进行细胞培养,置于 37
 

℃培养箱中培养。
1. 2　 试剂与药物 　 薯蓣皂苷元对照品 ( 货号

S229101,纯度 100%) 购自美国 Selleck
 

公司, 将

50
 

mg 的薯蓣皂苷元溶解于 12. 059
 

2
 

mL 乙醇,终浓

度为 10
 

mmol·L-1, - 20
 

℃ 保存;胎牛血清 ( 货号

10270106)购自美国 Gibco 公司;L-15
 

培养基(货号

KGL1801-500)购自江苏凯基生物技术股份有限公

司;青链霉素混合液、胰蛋白酶-EDTA 消化液、PBS
缓冲液、Hoechst

 

33342 染色液、SDS-PAGE 凝胶制备

试剂盒(货号分别为 P1400、T1300、P1020、C0031、
615
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P1200)均购自北京索莱宝科技有限公司;免疫染色

固定液、免疫染色通透液( Triton
 

X-100)、ECL 化学

发光试剂盒(货号分别为 P0098-100 mL、P0096-100
mL、P0018FM)购自上海碧云天生物技术股份有限

公司; Phalloidin-Fluorescein
 

Conjugate ( 货 号 ATT-
23101)购自美国 AAT

 

Bioquest 公司;细胞周期检测

试剂盒(货号 WLA010)购自沈阳万类生物科技有限

公司;BCA
 

蛋白质定量试剂盒(货号 PA115)购自天

根生化科技(北京) 有限公司;β-actin、N-钙黏蛋白

(N-cadherin)、波形蛋白( Vimentin)、基质金属蛋白

酶 9 ( MMP9 )、 锌 指 E-Box 结 合 同 源 盒 蛋 白 1
(ZEB1)、Ras 同源基因家族成员 A( RhoA)、Rho 关

联含卷曲螺旋结合蛋白激酶 1( ROCK1)、细胞分裂

周期蛋白 25A( CDC25A)、细胞周期依赖性蛋白激

酶抑制因子 1A ( p21)、细胞周期蛋白依赖性激酶

(CDK)2、细胞周期蛋白( Cyclin) E1、CDK4、CDK6、
Cyclin

 

D1 抗体,HRP 标记的山羊抗鼠 IgG、HRP 标

记的山羊抗兔 IgG、FITC 标记的山羊抗兔 IgG(货号

分别为 66009-1-Ig、22018-1-AP、10366-1-AP、10375-
2-AP、21544-1-AP、10749-1-AP、21850-1-AP、55031-
1-AP、10355-1-AP、10122-1-AP、11554-1-AP、11026-
1-AP、 14052-1-AP、 26939-1-AP、 SA00001-1、 SA00-
001-2、SA00003-2) 均购自武汉三鹰生物技术有限

公司。
1. 3　 转录组测序　 离心收集对照组和薯蓣皂苷元

处理组 MDA-MB-231 细胞, PBS 洗涤 2 次, 加入

500
 

μL
 

RNA 提取试剂,反复吹打使细胞裂解完全。
样品经液氮速冻后,于干冰条件下寄送至广州基迪

奥生物科技有限公司,采用 Illumina
 

NovaSeq
 

X
 

Plus
平台进行转录组测序,使用动态实时交互式在线数

据分析平台 Omicsmart 进行生物信息学分析。
1. 4　 富集分析 　 以 | log2( fold

 

change) | ≥1 且 P<
0. 05

 

作为筛选标准,鉴定差异表达基因( DEGs)。
对筛选获得的 DEGs 进行 KEGG 通路富集分析和

GO 基因功能富集分析。
1. 5　 流式细胞术检测细胞周期 　 将细胞接种于 6
孔板,培养 24

 

h 后,分别给予不同浓度的薯蓣皂苷

元处理,48
 

h 后胰酶消化,收集细胞至离心管内离

心(1
 

000
 

r·min-1,5
 

min)。 细胞沉淀用预冷的 75%
乙醇固定过夜(4

 

℃ )。 固定后细胞用预冷的 PBS
洗涤,加入 100

 

μL
 

RNaseA,37
 

℃ 水浴 30
 

min,再加

入 500
 

μL
 

propidium
 

iodide(PI)染色液混匀,4
 

℃ 避

光孵育 35
 

min。 使用流式细胞仪检测细胞周期分

布,运用 Modifit
 

LT
 

4. 0 软件进行分析。
1. 6　 划痕愈伤实验检测细胞迁移能力　 将细胞接

种于 6 孔板,培养至汇合度约 90%,用无菌 10
 

μL 移

液器吸头在单层细胞上沿直线划痕,PBS 洗涤 2 次

以去除脱落细胞,更换为含不同浓度薯蓣皂苷元

(0、15、30、60
 

μmol·L-1 )的新鲜培养基。 于划痕后

0、24
 

h,通过倒置显微镜观察细胞迁移情况并且拍

照。 细胞迁移率 = (D0 -D24 ) / D0,其中,D0 表示
 

0
 

h
时的划痕宽度,D24 代表 24

 

h 的划痕宽度。
1. 7　 透射电子显微镜(TEM)观察　 将细胞接种于

6 孔板,培养 24
 

h 后给予薯蓣皂苷元处理 48
 

h。 收

集对照组和薯蓣皂苷元(30
 

μmol·L-1 )处理组细胞,
加入电镜固定液,4

 

℃固定 4
 

h。 固定后样品委托广

州华银医学检验中心处理。 即经磷酸缓冲液漂洗 3
次,1%锇酸室温固定 2. 5

 

h,再次用缓冲液漂洗,梯
度乙醇(50%、70%、80%、90%和 100%)脱水,100%
丙酮处理。 使用包埋剂对样品进行包埋,采用超薄

切片机切片,进行铀铅双染色,室温干燥过夜。 采用

HT7800 透射电子显微镜观察细胞超微结构并采集

图像。
1. 8　 F-actin 细胞骨架染色 　 将细胞接种于 24 孔

板,培养 24
 

h 后给予薯蓣皂苷元处理 48
 

h。 细胞经

免疫染色固定液室温固定 30
 

min,PBS 洗涤 3 次。
加入免疫染色通透液室温孵育 20

 

min 以增加细胞

通透性。 PBS 洗涤后,采用 3%
 

BSA 溶液( PBS 配

制) 室温封闭 1
 

h。 PBS 洗涤 3 次,加入 500
 

μL
 

Phalloidin-Fluorescein
 

Conjugate 工作液室温避光染

色 30
 

min。 PBS 洗涤细胞 3 次以去除多余染料,每
孔加入 500

 

μL
 

Hoechst
 

33342 染色液,室温孵育

30
 

min,PBS 洗涤 3 次,使用荧光显微镜观察细胞并

拍照。
1. 9　 免疫荧光　 细胞接种、处理、固定、透化和封闭

步骤 同 1. 8 项。 分别加入稀释好的抗体 ( anti-
CDC25A

 

1 ∶ 400、anti-CDK4
 

1 ∶ 200、anti-Cyclin
 

D1
 

1 ∶ 1
 

000、anti-N-cadherin
 

1 ∶ 200、anti-Vimentin
 

1 ∶
200

 

),4
 

℃ 避光孵育过夜。 PBS 洗涤 3 次,加入
 

FITC 标记的山羊抗兔 IgG(1 ∶ 500)室温避光孵育

1
 

h。 PBS 洗涤 3 次, 每孔加入 500
 

μL
 

Hoechst
 

33342 染色液,孵育 30
 

min。 PBS 洗涤 3 次,使用荧

光显微镜观察细胞并拍照。
1. 10　 Western

 

blot 实验　 细胞接种于 6 孔板,培养

715
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24
 

h,给予不同浓度薯蓣皂苷元处理,48
 

h 后胰酶消

化并收集细胞。 细胞沉淀加入含蛋白酶抑制剂和磷

酸酶抑制剂的 RIPA 裂解液,冰上裂解细胞 30
 

min,
期间每 5

 

min
 

涡旋振荡 1 次。 裂解液于 4
 

℃ 、12
 

000
 

r·min-1离心 15
 

min,取上清液。 采用 BCA 法测定蛋

白浓度,取等量蛋白(30
 

μg)进行 SDS-PAGE 电泳,
随后转印至 PVDF 膜。 膜经 5%脱脂牛奶室温封闭

1
 

h 后,使用相应的抗体( anti-CDC25A、anti-p21、an-
ti-CDK2、anti-Cyclin

 

E1、 anti-CDK4、 anti-CDK6、 anti-
Cyclin

 

D1、anti-N-cadherin、anti-Vimentin、anti-MMP9、
anti-ZEB1、anti-RhoA、anti-ROCK1

 

1 ∶ 1
 

000) 4
 

℃ 孵

育过夜。 TBST 洗涤 3 次,室温孵育 HRP 标记的二

抗 1
 

h,TBST 洗膜 3 次,采用 ECL 发光液进行显影。
使用 ChemiDoc

 

XRS 成像系统采集图像并采用

Image
 

Lab 软件进行数据分析。
1. 11　 统计学分析　 利用 GraphPad

 

Prism
 

9. 0 软件

对数据进行统计处理,数据以平均值±标准差( �x±s)
表示, 组间比较采用单因素方差分析 ( One-way

 

ANOVA),P<0. 05 表示差异具有统计学意义。
2　 结果

2. 1　 转录组测序分析薯蓣皂苷元对基因表达的影

响　 对比对照组与薯蓣皂苷元处理组的基因表达差

异,筛选标准设定为 | log2( fold
 

change) | ≥1 且 P<
0. 05。 共鉴定出 1

 

033 个 DEGs,与对照组相比,薯
蓣皂苷元处理组细胞中有 683 个基因呈上调趋势,
350 个基因出现下调。 DEGs 的 KEGG 通路富集分

析显示,相关基因主要富集在包括细胞周期、p53 信

号通路、ECM-受体相互作用与
 

DNA 复制等多个关

键通路中。 GO 功能富集分析结果表明,差异表达

基因在生物学过程(BP)方面显著富集于细胞周期、
细胞运动、有丝分裂细胞周期、细胞迁移、上皮细胞

迁移等多个与细胞周期和迁移紧密相关的过程,相
关图见图 1 和中国知网本文增强出版附加材料。 上

述结果提示,薯蓣皂苷元可能通过调控 MDA-MB-
231 细胞周期进程与细胞迁移发挥其抑制乳腺癌的

作用。

图 1　 DEGs 的 KEGG(A)通路和 GO(B)功能富集分析

Fig. 1　 KEGG(A)
 

pathway
 

and
 

GO(B)
 

functional
 

enrichment
 

analysis
 

of
 

DEGs

2. 2　 薯蓣皂苷元诱导细胞周期 G0 / G1 期阻滞　 采

用流式细胞术检测不同浓度薯蓣皂苷元对 MDA-
MB-231 细胞周期分布的影响,见中国知网本文增强

出版附加材料。 对照组 G0 / G1 期的细胞比例为

53. 57%,而经 15、30、60
 

μmol·L-1薯蓣皂苷元处理

后, G0 / G1 期的细胞比例分别上升至 61. 02%、

66. 00%、73. 69%。 与对照组比较,薯蓣皂苷元处理

各组 MDA-MB-231 细胞中 G0 / G1 期细胞比例显著

上调,且随着薯蓣皂苷元浓度的增加,G0 / G1 期细胞

比例也相应升高。 实验结果表明,薯蓣皂苷元可使

MDA-MB-231 细胞阻滞于 G0 / G1 期,且其阻滞作用

随薯蓣皂苷元浓度增加而增强,见表 1。
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表 1　 薯蓣皂苷元对 MDA-MB-231 细胞周期的影响( �x± s,
n= 3)
Table

 

1　 Effect
 

of
 

diosgenin
 

on
 

the
 

cell
 

cycle
 

of
 

MDA-MB-231
 

cells
 

( �x±s,n= 3)

diosgenin /

μmol·L-1
G0 / G1 期 / % S 期 / % G2 / M 期 / %

0(control) 53. 73±0. 15 33. 30±0. 38 12. 98±0. 31

15 61. 35±0. 293) 28. 05±0. 133) 10. 60±0. 223)

30 65. 62±0. 403) 24. 25±0. 523) 10. 13±0. 303)

60 73. 19±0. 463) 18. 13±0. 343) 8. 69±0. 183)

　 注:diosgenin. 薯蓣皂苷元;control. 对照组(图 2 ~ 5、表 2 ~ 5 同)。

与 control 比较1) P<0. 05,2) P<0. 01,3) P<0. 001(表 2 ~ 5 同)。

2. 3　 薯蓣皂苷元调控周期相关蛋白表达　 与对照

组相比,经 15、30、60
 

μmol·L-1 薯蓣皂苷元处理

后,MDA-MB-231 细胞中 p21、Cyclin
 

E1、Cyclin
 

D1
蛋白表达水平均显著上调,同时,CDC25A、CDK2、
CDK4、CDK6 蛋白表达水平则显著下调。 免疫荧

光染色结果进一步证实,30
 

μmol·L-1薯蓣皂苷元

处理 可 降 低 MDA-MB-231 细 胞 中 CDC25A 和

CDK4 的表达。 结果表明,薯蓣皂苷元可显著下调

CDC25A 蛋白表达,并抑制 CDK2 / 4 / 6 表达;同时,
p21、Cyclin

 

E1 和 Cyclin
 

D1 蛋白表达水平则显著

上调,见图 2、表 2。

标尺 50
 

μm(图 4 同)。

图 2　 薯蓣皂苷元对 MDA-MB-231 细胞周期相关蛋白表达的影响(免疫荧光)
Fig. 2　 Effect

 

of
 

diosgenin
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

cell
 

cycle-related
 

proteins
 

in
 

MDA-MB-231
 

cells
 

(immunofluorescence)

表 2　 薯蓣皂苷元对 MDA-MB-231 细胞 CDC25A、p21、CDK2、Cyclin
 

E1、CDK4、CDK6、Cyclin
 

D1 蛋白表达的影响( �x±s,n= 3)
Table

 

2　 Effect
 

of
 

diosgenin
 

on
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

CDC25A,p21,CDK2,Cyclin
 

E1,CDK4,CDK6,and
 

Cyclin
 

D1
 

in
 

MDA-
MB-231

 

cells( �x±s,n= 3)

diosgenin / μmol·L-1 CDC25A p21 CDK2 Cyclin
 

E1 CDK4 CDK6 Cyclin
 

D1
0(control) 1. 00±0. 09 1. 00±0. 07 1. 00±0. 08 1. 00±0. 08 1. 00±0. 08 1. 00±0. 08 1. 00±0. 06

15 0. 80±0. 062) 1. 52±0. 013) 0. 92±0. 11 1. 29±0. 062) 0. 91±0. 07 0. 71±0. 043) 1. 38±0. 071)

30 0. 46±0. 023) 1. 50±0. 093) 0. 67±0. 082) 1. 53±0. 093) 0. 50±0. 033) 0. 49±0. 053) 2. 42±0. 253)

60 0. 38±0. 023) 1. 55±0. 063) 0. 39±0. 053) 1. 89±0. 093) 0. 19±0. 013) 0. 22±0. 013) 2. 54±0. 193)

2. 4　 薯蓣皂苷元抑制 MDA-MB-231 细胞迁移,抑
制细胞内 F-actin 生成并减少细胞表面伪足　 划痕

愈伤实验结果显示,与对照组比较,薯蓣皂苷元处

理组细胞迁移率显著降低,表明薯蓣皂苷元可有

效抑制 TNBC
 

MDA-MB-231 细胞的二维迁移能力。
采用 Fluorescein 耦联的鬼笔环肽和 Hoechst

 

33342
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分别对 F-actin 和细胞核进行标记,与对照组相比,
薯蓣皂苷元处理显著减少了细胞中的 F-actin 含

量。 对照组细胞可见清晰有序的 F-actin 纤维网

络,而薯蓣皂苷元处理组细胞 F-actin 荧光强度显

著减弱且排列紊乱。 由于细胞表面伪足的形成是

由肌动蛋白细胞骨架支持的,本研究进一步评估

了薯蓣皂苷元处理是否会破坏 MDA-MB-231 细胞

表面伪足。 透射电子显微镜结果表明,对照组细

胞表面存在大量伪足结构,而薯蓣皂苷元处理组

伪足数量减少并出现断裂,同时,细胞还出现了凋

亡特征,即细胞核中染色质凝集并向细胞核边缘

移动,见图 3、表 3。

A. 0、24
 

h
 

划痕实验代表性图像;B.
 

对照组与薯蓣皂苷元处理组

(30
 

μmol·L-1 )免疫荧光染色的 F-actin
 

细胞骨架(绿色),细胞核经

Hoechst
 

33342 染色(蓝色),标尺 50
 

μm;C. 对照组与薯蓣皂苷元处

理组(30
 

μmol·L-1 )伪足结构的代表性透射电子显微镜照片,白色标

尺 5
 

μm,黑色标尺 3
 

μm。

图 3　 薯蓣皂苷元抑制
 

MDA-MB-231
 

细胞迁移、抑制 F-actin
生成并减少伪足

Fig. 3 　 Diosgenin
 

inhibits
 

MDA-MB-231
 

cell
 

migration,
 

sup-
presses

 

F-actin
 

formation,
 

and
 

reduces
 

filopodia

表 3 　 薯蓣皂苷元对 MDA-MB-231 细胞迁移能力的影响
 

( �x±s,n= 3)
Table

 

3　 Effect
 

of
 

diosgenin
 

on
 

cell
 

migration
 

of
 

MDA-MB-231
 

cells
 

( �x±s,n= 3)

diosgenin / μmol·L-1 细胞迁移率

0(control) 1. 00±0. 03

15 0. 79±0. 052)

30 0. 44±0. 063)

60 0. 22±0. 033)

2. 5　 薯蓣皂苷元调控上皮-间质转化(EMT)相关蛋

白表达　 EMT 被认为是乳腺癌转移的关键步骤,其
特征为间质标志物(N-cadherin 和 Vimentin)表达增

加。 Western
 

blot 实验结果显示,与对照组相比,薯
蓣皂苷元处理的 MDA-MB-231 细胞中 N-cadherin、
Vimentin、MMP9 和 ZEB1 蛋白表达水平均显著下

调。 免疫荧光染色结果进一步证实,30
 

μmol·L-1薯

蓣皂苷元处理可降低 MDA-MB-231 细胞中 N-cad-
herin 和 Vimentin 的表达。 结果表明,薯蓣皂苷元可

通过抑制 MDA-MB-231 细胞 EMT 进程而抑制细胞

迁移能力,见图 4、表 4。
2. 6　 薯蓣皂苷元调控 RhoA-ROCK1 信号通路

 

　 薯

蓣皂苷元处理显著降低了 MDA-MB-231 细胞中

RhoA 和 ROCK1 的蛋白表达水平。 结果表明,薯蓣

皂苷元通过调节 RhoA-ROCK1 信号通路抑制乳腺

癌细胞的 EMT 进程,进而抑制细胞迁移,见图 5、
表 5。
3　 讨论

乳腺癌作为全球女性中发病率及癌症相关病死

率最高的恶性肿瘤,其高度异质性导致不同分子亚

型在临床预后和治疗敏感性上存在显著差异[14-15] 。
其中,TNBC 因缺乏有效的治疗靶点而成为最具侵

袭性的亚型,具有分化差、易早期复发和转移的特

点,超过 30%的患者会出现远处转移。 目前,临床

主要依赖紫杉醇和蒽环类化疗方案治疗 TNBC,但
肿瘤异质性与获得性耐药导致高复发率及低生存

率。 此外,免疫检查点抑制剂单药响应率不足 5%,
加之化疗毒性的限制,亟需开发高效低毒的新型治

疗策略[3,4,16] 。 薯蓣皂苷元作为天然甾体皂苷元,除
在代谢性疾病中表现出抗糖尿病、调血脂等活性外,
近年来研究还揭示其通过多靶点抗肿瘤机制在胃

癌、肝癌等恶性肿瘤中显著抑制肿瘤进展[11,17] 。 然
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图 4　 薯蓣皂苷元调控
 

MDA-MB-231 细胞 EMT 相关蛋白表达(免疫荧光)
Fig. 4　 Diosgenin

 

modulates
 

EMT-related
 

proteins
 

in
 

MDA-MB-231
 

cells(immunofluorescence)

表 4　 薯蓣皂苷元对 MDA-MB-231 细胞 N-cadherin、Vimentin、MMP9 以及 ZEB1 蛋白表达的影响
 

( �x±s,n= 3)
Table

 

4　 Effect
 

of
 

diosgenin
 

on
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

N-cadherin,Vimentin,MMP9,and
 

ZEB1
 

in
 

MDA-MB-231
 

cells
 

( �x±s,
n= 3)

diosgenin / μmol·L-1 N-cadherin Vimentin MMP9 ZEB1

0(control) 1. 00±0. 05 1. 00±0. 06 1. 00±0. 04 1. 00±0. 03

15 0. 79±0. 023) 0. 78±0. 092) 0. 77±0. 083) 0. 90±0. 09

30 0. 81±0. 053) 0. 75±0. 022) 0. 54±0. 013) 0. 87±0. 011)

60 0. 73±0. 013) 0. 72±0. 042) 0. 41±0. 023) 0. 66±0. 033)

图 5　 Western
 

blot 检测 RhoA
 

和 ROCK1 蛋白表达

Fig. 5　 Western
 

blot
 

detected
 

the
 

expression
 

of
 

RhoA
 

and
 

ROCK1
 

proteins

表 5　 薯蓣皂苷元对 MDA-MB-231 细胞 RhoA 以及 ROCK1
蛋白表达的影响

 

( �x±s,n= 3)
Table

 

5　 Effect
 

of
 

diosgenin
 

on
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

RhoA
 

and
 

ROCK1
 

in
 

MDA-MB-231
 

cells
 

( �x±s,n= 3)

diosgenin / μmol·L-1 RhoA ROCK1

0(control) 1. 00±0. 04 1. 00±0. 01

15 0. 90±0. 05 0. 97±0. 02

30 0. 79±0. 062) 0. 78±0. 022)

60 0. 50±0. 073) 0. 24±0. 103)

而,薯蓣皂苷元在 TNBC 中的作用机制尚未系统阐

明。 前期研究发现,薯蓣皂苷元可抑制 TNBC 细胞

增殖并诱导细胞发生凋亡[13] 。 基于此,本研究结合

转录组测序分析,深入探讨薯蓣皂苷元对 TNBC 细

胞周期阻滞及迁移能力的调控机制。
转录组测序分析提示,薯蓣皂苷元可能通过调

控细胞周期与迁移通路抑制 MDA-MB-231 细胞恶

性进展。 鉴于诱导细胞周期阻滞是抑制肿瘤增殖的

有效策略,本研究聚焦薯蓣皂苷元对 TNBC 细胞周

期的调控机制。 已有研究表明,薯蓣皂苷元在不同

肿瘤模型中可诱导特异性周期阻滞:在前列腺癌细

胞中,其通过泛素-蛋白酶体途径降解 UHRF1 蛋白,
上调了 p21、p16 和 LXN 等抑癌基因,导致 S 期阻滞

与细胞衰老[6] ;在胰腺癌细胞中,薯蓣皂苷元可引

发细胞周期 G2 / M 期阻滞[18] ;在乳腺癌细胞(MCF-7
和 Hs578T)中,其通过 CDC25C-CDC2-Cyclin

 

B 通路

介导 G2 / M 期阻滞[19] 。 本研究结果表明,薯蓣皂苷
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元以剂量依赖性方式显著诱导 TNBC
 

MDA-MB-231
细胞阻滞于 G0 / G1 期,这与其他乳腺癌亚型的周期

阻滞模式存在显著差异。 为阐明其分子机制,检测

了 G0 / G1 期关键调控因子。 Cyclins 和 CDKs 是细胞

周期的直接调节因子,Cyclin-CDK 复合物的序贯激

活是驱动细胞周期进程的核心[20] 。 其中,CDC25A
作为上游激活因子,通过去磷酸化激活 CDK2 和

CDK4 / 6,进 而 促 进 Cyclin
 

E-CDK2 和 Cyclin
 

D-
CDK4 / 6 复合物形成,加速 G1 / S 期转换[21-22] 。 p21
作为 CDK 抑制蛋白,可直接结合并抑制 Cyclin

 

D1-
CDK4 复合物活性,诱导 G0 / G1 期阻滞[23] 。 本研究

发现,薯蓣皂苷元处理可显著下调 CDC25A、CDK2、
CDK4、CDK6 蛋白表达,同时上调 p21、Cyclin

 

E1 与

Cyclin
 

D1 表达。 结果表明,薯蓣皂苷元通过降低

CDC25A 表达,减少 CDK2 / 4 / 6 的活化及其与 Cyclin
 

E / D 的复合物形成。 Cyclin-CDK 复合物的减少直

接导致细胞周期阻滞于 G0 / G1 期。 同时因 Cyclin-
CDK 复合物减少,游离的 Cyclin

 

E1 和 Cyclin
 

D1 表

达增多。
除诱导细胞周期阻滞外,薯蓣皂苷元还可显著

抑制肿瘤细胞的迁移能力。 研究表明,在卵巢癌细

胞(OVCAR-3) 中,薯蓣皂苷元可通过下调 MMP2、
MMP9 的表达抑制癌细胞侵袭和迁移[7] ;在结肠癌

细胞中,薯蓣皂苷元作为 STAT3 靶向调节因子,通
过抑制 STAT3 蛋白表达抑制增殖和迁移并促进凋

亡[10] ;此外,薯蓣皂苷元对胰腺癌细胞的迁移和侵

袭也具有抑制作用[18] 。 在乳腺癌中,薯蓣皂苷元被

证实可抑制 MCF-7 和 MDA-MB-231 细胞中 Skp2 的

表达,降低乳腺癌细胞活力和运动能力并诱导细胞

凋亡。 然而,在上述研究中,薯蓣皂苷元抑制 MDA-
MB-231 细胞迁移的具体分子机制, 特别是其对

F-actin 聚合、伪足形成及 EMT 进程的影响,尚未被

深入讨论[24] 。 本研究中,划痕愈伤实验结果证实薯

蓣皂苷元可有效抑制 MDA-MB-231 细胞的迁移能

力。 F-actin 是细胞骨架的核心组分,在细胞的极

化、迁移、分化和形态发生中起关键作用[25] 。 细胞

中伪足的形成由 F-actin 的聚合和极化驱动[26] 。 本

研究结果显示,薯蓣皂苷元能显著抑制 F-actin 的表

达并抑制细胞表面伪足形成。 进一步,探究了薯蓣

皂苷元对 EMT 的调控作用。 EMT 是肿瘤细胞获得

迁移、侵袭和转移能力的重要过程,其特征是上皮标

志物(如 E-cadherin)下调,间充质标志物(如 N-cad-

herin、Vimentin)上调[27] ,并伴随 MMP9 等蛋白酶对

细胞外基质的降解[28] 。 此外,ZEB1 是激活 EMT 程

序的关键因子之一[29] 。 Rho 信号通路 ( 尤其是

RhoA-ROCK1 轴)在调控细胞迁移、形态改变及细胞

骨架重组中具有重要作用,活化的 RhoA 通过影响

肌动球蛋白收缩性调节肌动蛋白应力纤维的形

成[30] ,其下游效应因子 ROCK1 则参与调控各种细

胞过程, 包括细胞转录、 细胞黏附、 侵袭和迁移

等[31] 。 RhoA-ROCK1 信号通路被证实与细胞骨架

调节、癌症转移密切相关[32] 。 本研究分析了薯蓣皂

苷元对 EMT 相关蛋白及 RhoA-ROCK1 信号的调控

作用,证实薯蓣皂苷元可抑制 MDA-MB-231 细胞

EMT 进程并抑制 RhoA-ROCK1 信号通路。
综上所述,本研究阐明了薯蓣皂苷元对 TNBC

细胞周期和迁移的调控机制:一方面,其通过下调

CDC25A-CDK2 / 4 / 6 轴诱导 G0 / G1 期阻滞;另一方

面,通过减少 F-actin 和伪足形成、抑制 EMT 进程及

RhoA-ROCK1 信号通路,进而抑制细胞迁移能力。
这些发现为薯蓣皂苷元抗 TNBC 的分子机制提供了

新见解,支持其作为潜在治疗药物的开发价值。 值

得注意的是,本研究对迁移机制的探讨主要集中于

EMT 以及 RhoA-ROCK 信号通路,而薯蓣皂苷元对

其他迁移相关调控因子(如 MLC、MYPT、FAK)的作

用尚未充分阐明。 此外,KEGG 富集分析提示薯蓣

皂苷元可能影响 p53 信号通路、铁死亡及 micro-
RNAs 等通路,其具体调控机制及生物学意义有待

进一步验证。 后续研究将探究薯蓣皂苷元对迁移相

关关键蛋白的作用,并阐明其在 p53 信号通路、铁死

亡等通路中的调控作用,以期更全面地揭示薯蓣皂

苷元的抗肿瘤效应分子网络,为其临床应用转化提

供更坚实的实验基础。
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