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梓醇通过FOXO3-FOXM1轴调控乳腺癌MCF-7细胞的增殖与凋亡

张腾，孙守毅，侯海涛，李书恒（滕州市中心人民医院  甲状腺乳腺外科，山东  滕州  277500）

[摘  要]  目的：探讨中药地黄提取物梓醇（Cat）对乳腺癌MCF-7细胞增殖与凋亡，以及裸鼠移植瘤生长的影响及其机制。方法：
以不同质量浓度（0、5、25、50、100、200 μg/mL）Cat处理人乳腺癌MCF-7细胞，用MTT法筛选Cat给药浓度。将MCF-7细胞分为

空白对照组、Cat低剂量组、Cat中剂量组、Cat高剂量组、Cat+sh-NC组和Cat+sh-FOXO3组，采用Edu细胞增殖实验、平板克隆实

验、流式细胞术分别检测各组细胞的增殖与克隆形成能力、凋亡率和细胞周期，WB法检测各组细胞中FOXO3、FOXM1、caspase-3

和 caspase-8 蛋白表达。构建乳腺癌 MCF-7 细胞裸鼠移植瘤模型，观察 Cat 对移植瘤生长的影响，WB 法检测移植瘤组织中

FOXO3和FOXM1蛋白表达。结果：Cat低（50 μg/mL）、中（100 μg/mL）、高（200 μg/mL）剂量处理的MCF-7细胞的增殖能力均显

著下降（均P<0.05）。与空白对照组比较，Cat低、中、高剂量组Edu阳性细胞率、克隆形成数、S期与G2/M期细胞比例及FOXO3蛋

白表达均显著降低（均 P<0.05），细胞凋亡率、G0/G1 期细胞比例及 FOXM1、caspase-3 、caspase-8 蛋白表达均显著升高（均

P<0.05）；与Cat+sh-NC组比较，Cat+sh-FOXO3组Edu阳性细胞率、克隆形成数、S期与G2/M期细胞比例及FOXO3蛋白表达均显

著升高（均P<0.05），细胞凋亡率、G0/G1期细胞比例及FOXM1、caspase-3和 caspase-8蛋白表达均显著下降（均P<0.05）。Cat组

MCF-7细胞裸鼠移植瘤体积、质量和FOXO3蛋白表达均显著降低（均P<0.05），FOXM1的蛋白表达显著升高（P<0.05）。结论：
Cat抑制乳腺癌MCF-7细胞增殖并促进凋亡，在体内抑制裸鼠移植瘤的生长，其机制可能与上调FOXO3、下调FOXM1的表达

有关。
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Catalpol regulates the proliferation and apoptosis of breast cancer MCF-7 cells 
through the FOXO3-FOXM1 signal axis

ZHANG Teng, SUN Shouyi, HOU Haitao, LI Shuheng (Department of Thyroid and Breast Surgery, Tengzhou Central People's 

Hospital, Tengzhou 277500, Shandong, China)

[Abstract]  Objective: To investigate the effects and the mechanisms of catalpol (Cat) , a herbal extract from rehmannia glutinosa, on 

the proliferation and apoptosis of MCF-7 cells and the growth of transplanted tumors in nude mice. Methods: Human breast cancer 

MCF-7 cells were treated in vitro with Cat  of different mass concentrations (0, 5, 25, 50, 100, 200 μg/mL), and the concentration of Cat 

was screened by MTT method. MCF-7 cells were divided into blank control group, Cat low-dose group, Cat medium-dose group, 

Cat high-dose group, Cat+sh-NC group and Cat+sh-FOXO3 group. Edu cell proliferation assay, plate cloning assay and flow 

cytometry were used to detect cell proliferation and clonogenetic abilities, the apoptosis rate and the cell cycle in each group, 

respectively. The protein expressions of FOXO3, FOXM1, caspase-3 and caspase-8 in cells of each group were detected by WB. A nude 

mouse transplant model of breast cancer MCF-7 cells was constructed to observe the effects of Cat on the growth of transplanted 

tumors. The protein expressions of FOXO3 and FOXM1 in transplanted tumor tissues were detected by WB. Results: The proliferation 

ablities of MCF-7 cells treated with low (50 μg/mL), medium (100 μg/mL) and high (200 μg/mL) Cat doses decreased significantly (all 

P<0.05). Compared with blank control group, the Edu positive cell rate, the number of clones formed, S phase and G2/M phase cell 

ratio and FOXO3 protein expression in Cat low, medium and high dose groups decreased significantly (all P<0.05). The apoptosis rate, 

G0/G1 phase cell ratio and the protein expressions of FOXM1, caspase-3 and caspase-8 increased significantly (all P<0.05). Compared 

with those of Cat+sh-NC group, the Edu positive cell rate, the colony formation number, S phase to G2/M phase cell ratio and FOXO3 

protein expression of Cat+sh-FOXO3 group increased significantly (all P<0.05). The apoptosis rate, G0/G1 phase cell ratio and the 

protein expressions of FOXM1, caspase-3 and caspase-8 decreased significantly (all P<0.05). In Cat group, the volume and weight of 

nude mouse transplant MCF-7 cell tumors and the protein expression of FOXO3 decreased significantly (all P<0.05), while the protein 
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expression of FOXM1 increased significantly (P<0.05). Conclusion: Cat inhibits the proliferation and promotes the apoptosis of breast 

cancer MCF-7 cells and inhibits the growth of transplanted tumors in nude mice. The mechanisms may be related to the upregulation of 

FOXO3 expression and the downregulation of FOXM1 expression. 

[Key words]  catalpol (Cat); fork head box O3 (FOXO3); fork head box M1 (FOXM1); breast cancer; MCF-7 cell; proliferation; apoptosis
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乳腺癌为女性常见的癌症，2020年全球病例数

高达 230万[1]。肿瘤未发生转移时，可采用乳腺肿瘤

切除术或乳腺切除术治疗；当怀疑有淋巴结转移时，

可进行前哨淋巴结活检和放疗、化疗、免疫治疗等联

合治疗方式，虽然收到一定效果，但在解决肿瘤细胞

增殖快、易扩散、易耐药等方面依然面临瓶颈[2]。梓

醇（catalpol，Cat）是一种从中药地黄中提取的环烯醚

萜苷化合物，已经在多种肿瘤中表现出抗肿瘤活性，

其可通过线粒体凋亡途径诱导癌细胞凋亡并调控蛋

白质翻译后修饰，在体内外抑制乳腺癌的进展，为治

疗乳腺癌的候选药物[3]。研究结果[4]发现，叉头框蛋

白O3（forkhead box protein O3，FOXO3）和叉头框蛋

白M1（forkhead box protein M1，FOXM1）参与肿瘤靶

向药物作用通路相关基因的调控，对干细胞更新、

DNA修复、细胞有丝分裂等具有重要意义。然而，

Cat 能否通过 FOXO3-FOXM1 信号轴调控乳腺癌

MCF-7细胞的增殖与凋亡尚未明了。本研究旨在探究

Cat对乳腺癌细胞增殖与凋亡和裸鼠移植瘤体内生

长的影响及其机制，为乳腺癌的治疗提供参考依据。

1  材料与方法

1.1  细胞、主要试剂

人乳腺癌MCF-7细胞（SNL-060）购自尚恩生物科

技有限公司。BALB/c-nu雄性裸鼠购自北京维通利华

公司[实验动物合格证号：SCXK(京)-2022-0004]。

Cat（DZ0005）购自德思特生物技术有限公司，病毒

助感染试剂（FH880807）购自维真生物科技有限公司，

转染试剂盒（XTG360-RO）购自上海Merck公司，FOXO3

（ab265069）、FOXM1（ab207298）、caspase-3（ab32351）、

caspase-8（ab108333）和Edu染色试剂盒（ab219801）均

购自美国Abcam公司，细胞周期与细胞凋亡检测试剂

盒（40301ES60）购自翌圣生物科技有限公司，HRP标记

的山羊抗人 IgG 二抗（A0201）、山羊抗兔 IgG 二抗

（A0208）购自碧云天生物技术有限公司。

1.2  MTT法检测不同质量浓度Cat对MCF-7细胞增

殖能力的影响

取对数生长期MCF-7细胞，在含不同质量浓度（0、

5、25、50、100、200 μg/mL）Cat的培养基中培养24、48、

72 h[5]，并设立阴性对照组，每孔细胞加入100 µL MTT

（0.5 mg/L），无菌培养4 h，每孔再加入100 µL甲臜溶液

反应4 h 后，酶标仪在波长490 nm处检测各孔细胞的

光密度（D）值，并计算细胞的增殖率及 IC50。

1.3  细胞分组及重组慢病毒感染

将对数生长期MCF-7细胞分为 5组：空白对照

组、Cat低剂量组、Cat中剂量组、Cat高剂量组、Cat+

sh-NC组、Cat+sh-FOXO3组。Cat低、中、高剂量组细

胞分别用50、100、200 μg/mL Cat处理48 h；Cat+sh-NC、

Cat+sh-FOXO3组细胞分别用 sh-NC、sh-FOXO3慢病

毒感染 48 h，再用 200 μg/mL Cat处理 48 h；空白对照

组为未经处理的细胞，每组设6个复孔。使用流式细

胞仪检测转染效率，以未转染的细胞作为阴性对照，

证明转染成功后进行后续实验。

1.4  Edu增殖实验检测MCF-7细胞的增殖能力

取转染后各组MCF-7细胞，将1×105个细胞/孔接

种至6孔板，设置6个复孔，加入50 μmol/L Edu工作

液标记细胞，经固定、洗涤后加入 0.3% Triton X-100和

DAPI染液染色 15 min，荧光显微镜下统计Edu阳性

细胞比例即细胞增殖活力。

1.5  平板克隆实验检测MCF-7细胞的克隆形成能力

取转染后各组MCF-7细胞，以4×102个细胞/孔接

种至 24孔板，轻摇细胞，无菌条件下培养 2~3周，中

间每隔 3 d换液 1 次，清洗后，加入纯甲醇溶液固

定细胞15 min，吉姆萨染液染色 20 min，光学显微镜

下（×40）观察，计数培养板内细胞克隆形成数。

1.6  流式细胞术检测MCF-7细胞凋亡率和细胞周期

细胞凋亡检测：取转染后各组MCF-7细胞，调整

细胞密度为 1×105个/mL，取 100 μL细胞悬液加至流

式管，在Annexin V-FITC/PI溶液中反应 15 min，加入

结合缓冲液静置1 h，流式细胞仪检测细胞凋亡情况，

统计早期凋亡和晚期凋亡细胞的占比之和作为细胞

凋亡率。

细胞周期检测：取各组MCF-7细胞，离心后收集

细胞，使用70%乙醇固定20 h，洗涤后转至流式管，再

加入 0.5 mL PI染液染色 30 min，流式细胞仪分析细

胞周期分布情况。

1.7  WB法检测MCF-7细胞FOXO3、FOXM1、caspase-3

和caspase-8蛋白的表达

取各组对数生长期MCF-7细胞，用裂解液裂解

细胞，BCA法测定细胞蛋白质浓度，取等量样品进行

SDS-PAGE，将蛋白质泳带转至PVDF膜，5%脱脂奶

粉中室温下封闭 2 h。依据各抗体试剂使用说明，加

入 稀 释 比 例 均 为 1∶1 000 的 FOXO3、FOXM1、
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caspase-3、caspase-8和GAPDH一抗，4 ℃反应过夜。

清洗后，在HRP标记的二抗（稀释比例为1∶2 000）室

温下反应1 h，ECL曝光、显影，以GAPDH为内参照，

用 Image J软件分析蛋白质条带的灰度值。

1.8  MCF-7细胞裸鼠移植瘤模型的构建及观察Cat

对移植瘤生长的影响

取对数生长期的MCF-7细胞，制成密度为5×107

个/mL的悬浮细胞，用无菌注射器吸取悬浮细胞

皮下注射至BALB/c-nu裸鼠右腋部皮下（200 μL/只），

送回原环境继续饲养 [6]。1 周后，将移植瘤模型

裸鼠随机分为Cat组和对照组（6只/组）。Cat 组给于

20 mg/（kg·d）Cat[7]灌胃，对照组给予等体积的生理盐

水灌胃，连续给药4周。期间每周测量一次移植瘤体

体积。4周后处死裸鼠，剥离皮下移植瘤，测量其体

积并称质量。WB 法检测移植瘤组织中 FOXO3 和

FOXM1蛋白的表达水平，方法同1.7。

1.9  统计学处理

MTT、Edu、平板克隆、流式细胞术、WB等实验

均独立重复 6次。采用GraphPad Prism 8.0.2软件分

析实验数据。呈正态分布的计量数据以 x̄±s 表示，多

组间差异比较采用单因素方差分析，组间两两比较

使用LSD-t检验。以P<0.05为差异有统计学意义。

2  结  果

2.1  不同质量浓度Cat对MCF-7细胞增殖的影响

MTT法检测结果（表1）显示，与0 μg/mL组比较，

50、100、200 μg/mL Cat组MCF-7细胞增殖率均显著下

降（均P<0.05），其抑制作用呈明显的浓度梯度依赖性；

用低、中、高剂量Cat处理24、48、72 h后，三组细胞的IC50

值分别为（235.20±27.08）、（196.51±20.41）、（153.92±

17.24）μg/mL。因此，选用50、100、200 μg/mL三种剂量

的Cat处理MCF-7细胞，进行后续实验。

表1  不同质量浓度Cat对乳腺癌MCF-7细胞增殖的影响

Cat/（μg·mL）

0

5

25

50

100

200

F

P

细胞增殖率/%

24 h

98.02±1.09

96.83±3.10

92.80±8.11

84.78±6.09*

71.66±6.08*

54.48±6.26*

53.312

<0.001

48 h

96.84±2.12

94.33±4.63

90.69±8.74

81.52±6.15*

66.31±6.05*

49.54±4.12*

63.950

<0.001

72 h

95.34±3.05

93.88±6.10

88.27±8.14

78.91±6.25*

60.62±6.32*

42.86±5.77*

70.102

<0.001

与0 μg/mL组比较，*P<0.05。

2.2  Cat可显著抑制MCF-7细胞增殖及克隆形成能力

Edu实验结果（图1A）显示，与空白对照组比较，

Cat低、中、高剂量组Edu染色细胞阳性率均显著下降

（均P<0.05），呈明显的剂量依赖性下降；与Cat+sh-NC

组比较，Cat+sh-FOXO3组Edu染色阳性细胞率显著

升高（P<0.05）。

平板克隆实验结果（图1B）显示，与空白对照组比

较，Cat低、中、高剂量组MCF-7细胞克隆形成数呈浓度

梯度依赖性下降（均P<0.05）；与Cat+sh-NC组比较，

Cat+sh-FOXO3组细胞克隆形成数显著升高（P<0.05）。

实验结果表明，低、中、高剂量 Cat 均显著抑制

MCF-7细胞增殖及克隆形成能力，而同时敲低FOXO3

后，MCF-7细胞增殖及克隆形成能力则逆转而升高。

2.3  Cat可显著促进MCF-7细胞凋亡

流式细胞术检测结果（图2）显示，与空白对照组

比较，Cat低、中、高剂量组MCF-7细胞凋亡率呈明显

的浓度梯度依赖性升高（均P<0.05）；与Cat+sh-NC组

比较，Cat+sh-FOXO3组MCF-7细胞凋亡率显著降低

（P<0.05）。结果表明，低、中、高剂量Cat均显著提高

MCF-7 细胞凋亡率 ，如在 Cat 作用的同时敲低

FOXO3，MCF-7细胞凋亡率则逆转而下降。

2.4  Cat可将MFC-7细胞阻滞在G0/G1期

流式细胞术检测结果（图3）显示，与空白对照组

比较，Cat低、中、高剂量组G0/G1期细胞比例显著升

高，S期、G2/M期细胞比例显著降低，且呈剂量依赖

性（均P<0.05）；与Cat+sh-NC组比较，Cat+sh-FOXO3

组G0/G1期细胞比例显著降低，S期、G2/M期细胞比

例显著升高（均P<0.05）。结果表明，低、中、高剂量

Cat 可将 MCF-7 细胞阻滞在 G0/G1 期，如同时敲低

FOXO3后，MCF-7细胞G0/G1期逆转使阻滞减少。

2.5  Cat对MCF-7细胞 FOXO3、FOXM1、caspase-3、

caspase-8蛋白表达的影响

WB实验结果（图 4）显示，与空白对照组比较，

Cat低、中、高剂量组MCF-7细胞中FOXO3、caspase-3

和 caspase-8 蛋白表达升高，FOXM1 蛋白表达降低

（均P<0.05）；与Cat+sh-NC组比较，Cat+sh-FOXO3组

细胞中 FOXO3、caspase-3 和 caspase-8 蛋白表达降

低 ，FOXM1 蛋白表达升高（均P<0.05）。

2.6  Cat可显著抑制MCF-7细胞裸鼠移植瘤的生长

成功建立乳腺癌MCF-7细胞裸鼠移植瘤模型。

与对照组比较，Cat组裸鼠移植瘤体积和质量均显著

减小（图 5A，均P<0.05）。WB法检测结果（图 5B）显

示，Cat组裸鼠移植瘤组织中FOXO3蛋白表达显著升

高、FOXM1蛋白表达显著降低（均P<0.05）。实验结

果表明，Cat（20 mg/kg）可显著抑制MCF-7细胞裸鼠

移植瘤的体内生长。
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A: Edu细胞增殖实验检测各组细胞的增殖能力（×100）; B: 平板克隆实验检测各组细胞的克隆形成能力（结晶紫染色，×40）。与

空白对照组比较，*P<0.05；与Cat低剂量组比较，△P<0.05；与Cat中剂量组比较，▽P<0.05；与Cat+sh-NC组比较，▲P<0.05。

图1    Cat及敲低FOXO3对MFC-7细胞增殖及克隆形成能力的影响

与空白对照组比较，*P<0.05；与Cat低剂量组比较，△P<0.05；与Cat中剂量组比较，▽P<0.05；与Cat+sh-NC组比较，▲P<0.05。

图2    流式细胞术检测Cat及敲低FOXO3对MFC-7细胞凋亡的影响

与空白对照组比较，*P<0.05；与Cat低剂量组比较，△P<0.05；与Cat中剂量组比较，▽P<0.05；

与Cat+sh-NC组比较，▲P<0.05。

图3    流式细胞术检测Cat及敲低FOXO3对MFC-7细胞细胞周期的影响
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与空白对照组比较，*P<0.05；与Cat低剂量组比较，△P<0.05；与Cat中剂量组比较，▽P<0.05；

与Cat+sh-NC组比较，▲P<0.05。

图4    WB法检测Cat及敲低FOXO3对MFC-7细胞中FOXO3、caspase-3、caspase-8和FOXM1蛋白表达的影响

A: 裸鼠移植瘤外形、体积与质量；B: WB法检测移植瘤组织中FOXO3和FOXM1蛋白表达。与对照组比较，*P<0.05。

图5    Cat对MCF-7细胞裸鼠移植瘤生长的影响

3  讨  论

乳腺癌易发生远处转移，癌细胞大范围扩散可

能累及骨组织和内脏器官，严重者将造成死亡[8-9]。

尽管乳腺癌的诊疗手段不断革新，但其病死率依然

位居女性恶性肿瘤的第二位，且目前尚未找到安全、

可靠、有效的治疗方法[10]，因此，探寻靶向治疗乳腺癌

的药物任重道远。

研究结果[11]证实，Cat具有保护神经、抑制糖尿病

肾病足细胞损伤和颈动脉内膜增生、抑制骨质流失、

抗氧化、抗炎、改善肾小球内皮细胞功能、抗抑郁等

生理活性。此外，有研究[12]还证实了Cat的抗肿瘤作

用，Cat可显著抑制多种类型肿瘤细胞增殖并加速癌

细胞凋亡。以Cat为主要成分的中成药可以通过改

善肿瘤微环境、调节肿瘤细胞上皮间质转化过程，抑

制乳腺癌细胞的增殖和转移[13]。本研究探讨Cat对乳

腺癌的作用及其机制，不同剂量的Cat均显著降低了

乳腺癌MCF-7细胞增殖和克隆形成能力，并促进细

胞凋亡，表明Cat能够抑制乳腺癌的进展。

细胞分裂在肿瘤进展中起着至关重要的作用，

其中有丝分裂期间细胞增殖和染色体分离是细胞周

期中的核心事件[14]。细胞周期与乳腺癌细胞的增殖

与分化密切相关[15]。谭艳芳等[16]研究发现，中药抑制

肿瘤细胞增殖的主要途径是诱发肿瘤细胞细胞周期

阻滞，促进肿瘤细胞凋亡。本研究结果发现，Cat能

够降低乳腺癌MCF-7细胞 S期、G2/M期细胞比例，

增加G0/G1期细胞比例，说明Cat可以抑制乳腺癌细

胞的增殖。此外，本研究还检测了各组MCF-7细胞

中 caspase-3、caspase-8 蛋白的表达水平。Caspase-3

是细胞凋亡过程中最主要的终末剪切酶，被称为细

胞凋亡的执行者，caspase-8 是细胞凋亡的起始者，

caspase-3和caspase-8的激活都可以诱导细胞凋亡[17]。

本研究中，Cat处理后MCF-7细胞上调了 caspase-3和

caspase-8蛋白表达水平，其可能激活细胞凋亡进程，

这也与前述细胞凋亡率升高一致，但作用机制尚未

明了。

FOXO3、FOXM1都属于转录因子，也是药物转

运蛋白上游调节因子，在细胞存活、增殖、分化、衰老

及调控细胞周期过程中起重要作用。已有研究[18]证

实，FOXO3可以直接使FOXM1失活，并通过竞争靶

基因来拮抗FOXM1的功能。SAAVEDRA-GARCÍA

等[19]提出，FOX蛋白负责机体发育过程中的各种转录

程序，FOXO3-FOXM1信号轴与肿瘤的发生与进展

相关。本研究结果提示，Cat可以使乳腺癌MCF-7细

胞FOXO3表达水平升高、FOXM1表达水平降低，在

乳腺癌MCF-7细胞裸鼠移植瘤模型中也收到同样效
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果，其能显著抑制移植瘤的生长，推测Cat对MCF-7

细胞和移植瘤裸鼠的影响可能与调控 FOXO3-

FOXM1轴有关。MCF-7细胞感染Cat+sh-FOXO3慢

病毒后与Cat合用，Cat对肿瘤细胞增殖的抑制作用

消失，充分验证了 Cat 的治疗作用是通过调控

FOXO3-FOXM1轴实现的。

综上所述，Cat抑制乳腺癌MCF-7细胞增殖并促

进凋亡与上调FOXO3表达、下调FOXM1表达有关。

然而，本研究存在不足之处，未对比Cat与临床常用

抗癌药物的作用效果，下一步实验将设置经典抗乳

腺癌药物为阳性对照及联合处理组，观察和比较治

疗效果，尝试发掘更多的抗肿瘤治疗药物。
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