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木香烃内酯诱导乳腺癌 MCF-7 细胞凋亡作用机制的研究

王桂明 史栋栋 彭章晓 鲁阳芳 谷 雪 王 彦* 闫 超*

( 上海交通大学药学院，上海 200240)

摘 要 研究了木香烃内酯诱导人乳腺癌细胞 MCF-7 细胞凋亡的作用机制。采用流式细胞仪测定不同浓度
木香烃内酯( 0，2，4，8 μg /mL) 作用于MCF-7 细胞后细胞凋亡、活性氧( Reactive oxygen species，ROS) 含量及
线粒体跨膜电位( Mitochondrial transmembrane potential，MTP) 的变化，气相色谱-质谱联用( GC-TOF /MS) 技术
分析加药组与未加药组的代谢差异物。结果表明，木香烃内酯能诱导 MCF-7 细胞凋亡，并具有浓度依赖性，
能够促使 ROS 含量升高; MTP 在 2 μg /mL 木香烃内酯作用时升高，在 4 和 8 μg /mL 时显著下降; 基于
GC-TOF /MS的细胞代谢组学研究，最终发现 15 种代谢差异物。基于上述结果，推测木香烃内酯通过引起
ROS含量升高、MTP降低，扰乱线粒体的正常功能，进一步阻碍 TCA循环，抑制 ATP合成，扰乱了细胞内代谢
物的平衡，并引起位于膜间隙的凋亡相关蛋白释放，最终导致 MCF-7 细胞的凋亡。
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1 引 言
乳腺癌严重威胁着女性健康，居于女性肿瘤患者致死率的第 2 位，发病率在发展中国家呈逐年上升

趋势［1］。木香烃内酯是从中药木香中提取的倍半萜内酯，研究发现其具有抗炎等生物活性［2 ～ 4］，可诱导

早幼粒白血病 HL-60 细胞及 U937 细胞、乳腺癌 MDA-MB-231 细胞的凋亡［5 ～ 7］，对正常细胞无毒性。它
可以通过引起 ROS的升高、MTP的崩溃诱导膀胱癌细胞的凋亡［8］，研究表明，其通过与微管蛋白作用、
抑制端粒酶活性等抑制乳腺癌 MCF-7 细胞的增殖［9，10］。肿瘤细胞内 ROS 的含量比正常细胞高，在以
ROS为靶点的药物作用下肿瘤细胞内 ROS首先达到氧化应激状态，因此可有选择性地杀死癌细胞［11］。
MTP的降低可以引起肿瘤细胞的凋亡，ROS含量升高可以引起线粒体通透性转运孔的打开而引起 MTP
降低，最终促进细胞凋亡［12］。因此，ROS升高、MTP的降低与细胞凋亡之间存在密切联系。
代谢组学被称为“基因型和表型之间的桥梁”［13］，不仅可以测定药物本身的代谢及药代动力学变

化，还可以测定药物作用引起的内源性代谢产物的变化［14，15］。因此，将代谢组学与传统生物学研究方
法相结合，对于深入探究药物作用机制有重要的意义。
目前，代谢组学结合传统生物学的方法考察药物抑制肿瘤细胞增殖作用的研究已有文献报道［16］，

但是将此方法用于细胞凋亡作用机制方面的研究仍未见报道。本研究以木香烃内酯作用于 MCF-7 细
胞，基于细胞内 ROS含量以及 MTP 的变化，结合气相色谱-质谱联用( GC-TOF /MS) 技术分析药物作用
前后细胞内代谢产物的变化，探讨了木香烃内酯诱导 MCF-7 细胞凋亡作用的机制。

2 实验部分
2． 1 仪器与试剂

CO2 培养箱，氮吹仪( Thermo，USA) ; 低速离心机( 上海安亭科学仪器厂) ; LSRFortessa流式细胞仪、
FACSCalibur流式细胞仪( BD，USA) ; GC × GC-TOF /MS ( LECO，USA) ; FS-150PV 超声细胞破碎仪 ( 上
海生析超声仪器有限公司) 。木香烃内酯( 纯度 ＞ 98%，上海源叶生物科技有限公司) ; 胎牛血清、
DMEM培养基、磷酸盐缓冲液( PBS) 、胰蛋白酶( 美国赛默飞世尔科技有限公司) ; 甲醇( 色谱纯，德国
Merck) ; 吡啶( 分析纯) 、二甲基亚砜( DMSO，分析纯) 均购于国药集团化学试剂有限公司; N，O-双( 三
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甲基硅烷基) 三氟乙酰胺( BSTFA，含 1%三甲基氯硅烷) 、甲氧胺、2-氯-苯丙氨酸均购于美国 Sigma 公
司; Annexin V-FITC细胞凋亡检测试剂盒、罗丹明 123 ( Rhodamine123 ) 、2'，7'-二氯荧光黄双乙酸盐
( DCFH-DA) 均购于碧云天生物技术研究所。
2． 2 细胞凋亡分析
用 DMSO配制 10 mg /mL木香烃内酯储备液，用培养基逐步稀释至 8，4 和 2 μg /mL( DMSO终浓度

＜ 0． 1% ) 。用 Annexin V-FITC细胞凋亡检测试剂盒测定细胞凋亡情况。试剂盒中具有 Annexin V-FITC
与碘化丙啶( PI) 两种染料。磷酯酰丝氨酸( PS) 主要分布在细胞膜内侧，凋亡细胞的 PS 外翻，Annexin
V与 PS结合; 凋亡晚期及坏死细胞的细胞膜完整性受到破坏，PI 可以进入细胞内进行标记，Annexin
V-FITC可以进入坏死细胞内与位于内侧的 PS结合而标记。
指数生长期的 MCF-7 细胞接种在六孔板上( 2 × 105 /孔) ，培养 12 h后，随机分 4 组，每组 3 个平行，

分别加入以下各组药物: Control( 0 μg /ml) ，2，4 和8 μg /mL，培养 24 h 后，收集细胞，用冷 PBS 缓冲溶
液清洗 2 遍，加入 200 μL凋亡结合液后用移液枪轻轻吹散细胞，加入 5 μL Annexin V-FITC 和 10 μL PI
避光孵育 15 min，FACSCalibur流式细胞仪检测 10000 个细胞。
2． 3 细胞内 ROS含量的测定
用荧光探针 DCFH-DA测定 ROS的含量。DCFH-DA 本身没有荧光，进入细胞后可最终被 ROS 氧

化为有荧光的 2'，7'-二氯荧光黄( DCF) ，其荧光强度代表细胞内 ROS 的水平。将处于指数生长期的
MCF-7 细胞接种在六孔板上( 2 × 105 /孔) ，培养 12 h后，随机分 4 组，每组 3 个平行，分别加入木香烃内
酯 2，4 和8 μg /mL和空白培养基。培养 24 h后，弃去培养基，用含 8 μmol /L DCFH-DA 无血清培养基
37 ℃避光孵育 20 min，PBS清洗 2 遍以除去未标记的 DCFH-DA 探针，收集细胞用 LSRFortessa 流式细
胞仪分析，检测 10000 个细胞。
2． 4 线粒体跨膜电位(MTP)的测定

Rhodamine123 是一种携带正电荷的阳离子染料，可依赖较高的负线粒体跨膜电位有选择性的进入
线粒体，其荧光强度高说明线粒体内电负性强，MTP 高，反之则 MTP 低。将处于指数生长期的 MCF-7
细胞接种在六孔板上( 2 × 105 /孔) ，培养 12 h后，随机分 4 组，每组 3 个平行，加入木香烃内酯( 2，4 和
8 μg /mL) 、空白培养基。培养 24 h 后，Rhodamine123 ( 0． 2 μmol /L) 避光染色 30 min，用冷 PBS 缓冲溶
液清洗 2 遍，收集细胞，LSRFortessa流式细胞仪测定其荧光强度。
2． 5 基于 GC-TOF /MS的细胞代谢组学研究
2． 5． 1 细胞代谢物的提取及衍生化 将处于指数生长期的细胞接种在 100 mm × 20 mm 的培养皿中
( 3 × 106 /皿) ，培养 12 h后加入木香烃内酯( 6 μg /mL) 、含等量 DMSO 的培养基，设 6 个平行。细胞的
提取及衍生化过程如下［17］: 培养 24 h后，弃去培养基，用生理盐水清洗 3 遍，液氮迅速猝灭。每个培养
皿加入 1000 μl甲醇-水( 4∶ 1，V /V) 溶液，刮取细胞至样品瓶中，为更充分提取细胞，每个样品加入 200
μL氯仿。每一样品加入 10 μL 2-氯-苯丙氨酸( 内标，0． 3 mg /mL) ，涡旋，超声破碎( 3 min，5 s 开，5 s
关，4 ℃ ) 细胞提取代谢物。
将提取后的细胞样品 4000 r /min离心 10 min，取 1000 μL 上清液至 GC 进样瓶中，室温真空干燥，

用氮气再次吹干后，加入 80 μL甲氧胺( 15 mg /mL，吡啶配制) ，混合 1 min，30 ℃反应 90 min 后，加入
80 μL BSTFA和 40 μL正己烷，70 ℃下反应 90 min。
2． 5． 2 GC-TOF /MS条件 DB-5 MS色谱柱( 30 m × 250 μm I． D．，J＆W Scientific，Folsom，CA) ; 载
气: 高纯氦气，流速 1． 0 mL /min。程序升温: 起始温度 80 ℃，保持 0． 2 min; 以 10 ℃ /min升至 180 ℃，
以 5 ℃ /min升至 240 ℃，以 20 ℃ /min升至 290 ℃，保持 11 min。进样口温度 280 ℃，接口温度 270 ℃，
EI源温度 220 ℃，电子碰撞能量 70 eV。
质量扫描范围: m/z 30 ～ 600 全扫描，质谱图采集速度: 每秒 20 幅。

2． 5． 3 GC-TOF /MS 数据分析 GC-TOF /MS 得到的原始数据经 ChromaTOF ( v 4． 50，LECO，
St Joseph，MI，USA) 软件进行预处理，得到包括样品信息、保留时间及峰面积等信息的 CSV三维数据矩
阵，扣除已知的假峰后对数据进行峰面积归一化，然后导入 SIMCA-P 11． 5 软件进行多维统计分析。本
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实验主要进行无监督的主成分分析( PCA) 和有监督的正交偏最小二乘法分析( OPLS-DA) 。PCA 分析
主要观察样本的总体分布，OPLS-DA来区分加药组与对照组之间的代谢差异物。变量权重值( Variable
importance in the projection，VIP) ＞ 1 的代谢物被认为是差异代谢物，同时结合 t检验及 Wilcoxon-Mann-
Whitney检验验证差异性代谢物，最后将得到的代谢差异物进行 NIST库搜索。

3 结果与讨论
3． 1 木香烃内酯对MCF-7 细胞凋亡的影响
研究木香烃内酯对 MCF-7 细胞的凋亡作用，流式细胞仪检测各组凋亡率，图 1A是其中一组凋亡实

验的散点图，①②③和④分别代表细胞碎片、后期凋亡细胞、活细胞、前期凋亡细胞; 图 1B是对 3 次平行
实验进行分析的结果，从图可以看出随着药物作用浓度的升高，MCF-7 细胞的前期凋亡、后期凋亡及总
凋亡率逐渐升高( 在2 μg /mL处前期凋亡率略降低，但是与对照组没有显著性差异) 。由此可知，

图 1 不同浓度木香烃内酯对 MCF-7 细胞的凋亡影响( 作用时间 24 h)
Fig． 1 Effects of different concentrations of costunolide on apoptosis in MCF-7 cells incubated for 24 h
A，流式细胞仪测定的散点图，① ～④分别代表细胞碎片、后期凋亡细胞、活细胞、前期凋亡细胞。B，木香烃内酯作用下

前期凋亡、后期凋亡与总凋亡率的对比分析。

A，Cell apoptosis detected by flowcytometry． 1 － 4 represent the cell debris，cell in early apoptosis，living cell and cell in late

apoptosis respectively; B，Comparison of early apoptosis，late apoptosis and total apoptosis of MCF-7 cells treated with costunolide．
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木香烃内酯具有诱导 MCF-7 细胞凋亡的作用。
3． 2 木香烃内酯对MCF-7 细胞线粒体跨膜电位(MTP)的影响

MTP的崩溃能引起细胞凋亡［18］。为探究木香烃内酯诱导 MCF-7 细胞凋亡的作用机制，本研究考
察了其对 MCF-7 细胞 MTP的影响。由图 2 可见，与对照组相比，在 2 μg /mL木香烃内酯作用下 MTP升
高，在 4 和 8 μg /mL时显著下降，且随着浓度的升高而下降。文献［19］报道药物诱导细胞凋亡早期首
先抑制了 ATP的跨膜转运使 MTP升高; 随后，足够多的线粒体通透性转运孔打开，MTP降低，线粒体膨
胀，细胞色素 c释放，进而促进了细胞的凋亡。因此推测，MTP的降低是木香烃内酯引起 MCF-7 细胞凋
亡的因素，其中，在 2 μg /mL时由于其抑制了 ATP跨膜转运而引起的 MTP升高的作用大于其对 MTP降
低的作用，因而引起 MTP升高。

图 2 木香烃内酯对 MCF-7 细胞线粒体跨膜电位的影响( 作用时间为 24 h) 。* p ＜ 0． 05，＊＊p ＜ 0． 01
Fig． 2 Effects of costunolide on mitochondrial transmembrane potential of MCF-7 cells after incubation for
24 h． * p ＜ 0． 05，＊＊p ＜ 0． 01
A，不同浓度时的荧光直方图叠加图; B，不同浓度时的平均荧光强度柱状图。

A，Overlay map of fluorescence histogram at different concentrations; B，Histogram of mean fluorescence intensity at different

concentrations．

3． 3 木香烃内酯对MCF-7 细胞内 ROS含量的影响
ROS的产生与 MTP的降低及细胞凋亡密切相关［20］。由图 3 可见，随着木香烃内酯作用浓度的增

加，DCF荧光强度逐渐增强，ROS的含量逐渐升高，具有一定的浓度依赖性。其中在 4 和 8 μg /mL作用
水平 ROS含量与对照组相比显著提高。

图 3 木香烃内酯对 MCF-7 细胞内 ROS含量的影响( 作用时间 24 h) ，* p ＜ 0． 05 ＊＊p ＜ 0． 01
Fig． 3 Effects of costunolide on the intracellular reactive oxygen species ( ROS) levels of MCF-7 cells after
incubation for 24 h． * p ＜ 0． 05 ＊＊p ＜ 0． 01
A，各浓度处的荧光直方图叠加图; B，各浓度处的平均荧光强度柱状图。

A，Overlay map of fluorescence histogram at different concentrations; B，Histogram of mean fluorescence intensity at different

concentrations．
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3． 4 木香烃内酯作用于MCF-7 细胞后的细胞代谢组学分析
细胞代谢组学研究的主要为活细胞的代谢产物［14］，因此选择木香烃内酯的浓度时既要考虑其对

MCF-7 细胞的作用效果，还要将 MCF-7 细胞的死亡率控制在一定范围内，因此最终选择木香烃内酯的
作用浓度为 6 μg /mL。
图 4 为对照( Control) 、木香烃内酯( Cos) 及质控样本( QC) 的 PCA得分图，QC 为加入 6 μg /mL Cos

作用下的一个细胞样品，每间隔 5 个样品检测 1 次。从图 4 可见，QC 样本在 PCA 得分图中聚集较好，
说明整个分析系统稳定可靠，在 PCA得分图中，Control与 Cos组呈现一定的分离趋势。从 OPLS-DA模
型图( 图 5) 可见，Cos 组和 Control 能明显区分。同时，该模型参数为 R2Y = 0． 995，Q2Y = 0． 96，充分说
明该模型的稳定性和可靠性。选择 OPLS-DA分析中 VIP ＞ 1 的差异变量，并结合单维统计分析( t 检验
和 Wilcoxon-Mann-Whitney 检验) ，将 VIP ＞ 1 且 p ＜ 0． 05 的代谢产物作为 Cos 组和对照组的差异代谢
物，这些差异代谢物通过 NIST库检索进行结构鉴定和命名，最终获得 15 种代谢差异物( 见表 1) 。

图 4 基于质谱数据的对照( control) 、木香烃内酯
( Cos) 及质控样本( QC) 的主成分分析得分图
Fig． 4 Principal component analysis ( PCA) score plots
of subjects from control，costunolide ( Cos) and quality
control ( QC) groups

图 5 木香烃内酯( Cos) 组与对照( Control) 组的 OPLS-
DA得分图
Fig． 5 Orthogonal partial least squares-discrimination
analysis ( OPLS-DA) score plots of subjects from costuno-
lide ( Cos) and control group

表 1 基于 GC-TOF /MS数据的 MCF-7 细胞木香烃内酯组与对照组对比的代谢差异物
Table 1 Representative differential metabolitesof the costunolide treated MCF-7 cells and the controls derived from GC-TOF /MS

代谢物
Metabolite

保留时间
Retention time
( min)

VIPa p ( ＜ 0． 05) b p ( ＜ 0． 05) c Fcd

甘氨酸 Glycine 7． 76 4． 63 2． 51 × 10!2 3． 74 × 10!2 1． 33
琥珀酸 Butanedioic acid 7． 83 1． 69 1． 28 × 10!2 5． 00 × 10!2 1． 20
嘧啶 Pyrimidine 8． 14 1． 20 9． 12 × 10!4 3． 95 × 10!3 2． 16
丝氨酸 Serine 8． 41 3． 83 1． 18 × 10!3 3． 95 × 10!3 1． 99
谷氨酸 Glutamic acid 11． 78 4． 40 1． 79 × 10!4 3． 95 × 10!3 !1． 94
苯丙氨酸 Phenylalanine 11． 91 3． 07 4． 45 × 10!4 3． 95 × 10!3 !1． 44
丁二胺 1，4-Butanediamine 13． 47 1． 44 2． 98 × 10!5 3． 95 × 10!3 1． 62
丙酸 Propanoic acid 14． 45 1． 03 3． 23 × 10!8 3． 95 × 10!3 2． 04
柠檬酸 Citric acid 14． 66 1． 72 3． 30 × 10!3 1． 04 × 10!2 !1． 28
山梨糖 L-( -) -Sorbose 15． 46 1． 29 1． 04 × 10!6 3． 95 × 10!3 8． 77
核糖醇 Ribitol 15． 83 5． 81 8． 19 × 10!5 3． 88 × 10!3 7． 14
葡萄糖 d-Glucose 16． 21 5． 08 1． 94 × 10!5 3． 95 × 10!3 13． 13
酪氨酸 L-Tyrosine 16． 62 4． 02 9． 32 × 10!4 3． 95 × 10!3 !1． 83
核糖酸 Ribonic acid 17． 58 9． 02 1． 62 × 10!7 3． 95 × 10!3 5． 31
丁酸 Butanoic acid 20． 40 1． 49 4． 42 × 10!6 3． 88 × 10!3 !5． 28

注: aOPLS-DA多维统计分析得到的代谢物重要性参数( VIP ＞ 1 ) ; b t-检验得到的 p 值; c Wilcoxon-Mann-Whitney 检验得到的 p 值;
d Fc值为 Cos组与 Control组代谢物比较得到的倍数值。
Note: aVIP was obtained from OPLS-DA with a threshold of 1． 0 and indicates the relative influence of each metabolites to the grouping;
b p values were calculated from student' s t test ( p ＜ 0． 05 ) ; c p values were calculated from Wilcoxon-Mann-Whitney test ( p ＜ 0． 05 ) ;
dFold change ( Fc) is the ratio of the mean value of Cos treatment group to that of the control group．
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代谢差异物中，柠檬酸含量下降、琥珀酸含量上升，可能是由于细胞内 ROS 含量的升高及 MTP 的
降低破坏了三羧酸循环( TCA) 而造成的。已有研究表明，氧化应激与 TCA 循环功能性障碍相关，ROS
可促使 α-酮戊二酸转化为琥珀酸［21］。琥珀酸脱氢酶可催化琥珀酸转化为延胡索酸，是 TCA 循环中唯
一与线粒体内膜结合的酶。在上述研究中，MTP降低，琥珀酸脱氢酶活性可能受到抑制，使琥珀酸的含
量升高。
线粒体是 ATP合成的主要场所，MTP的降低，使氧化磷酸化过程解耦联，ATP 水解大于合成，破坏

了离子和代谢物平衡［22］。TCA循环是糖类、脂肪和蛋白质最终氧化的重要酶促循环反应系统。在正常
情况下，糖酵解、TCA循环的速度以及氧化磷酸化的速度是相互协调的［23］。在上述研究中，MTP 降低，
使氧化磷酸化过程解耦联，抑制了 ATP 的合成。因此，推测 TCA 循环受到抑制，进而抑制了糖酵解过
程，使葡萄糖、山梨糖的含量升高。核糖醇是组成核黄素的成分之一，核黄素在生物体内以黄素单核苷
酸( FMN) 和黄素腺嘌呤二核苷酸( FAD) 的形式参与氧化呼吸链、TCA 循环。因此推测，氧化呼吸链以
及 TCA循环受到抑制后，引起核糖醇的含量升高。氨基酸可通过脱氨基作用生成 α-酮酸参与到 TCA
循环中，其中苯丙氨酸、酪氨酸可转化为延胡索酸，谷氨酸可转化为 α-酮戊二酸，丝氨酸、甘氨酸可转化
为丙酮酸［23］，谷氨酸、苯丙氨酸、酪氨酸含量下降，丝氨酸、甘氨酸含量升高可能是由木香烃内酯抑制了
TCA循环进而引起了氨基酸代谢的紊乱而造成的。

4 结 论
以细胞代谢组学和传统生物学方法为基础，探究了木香烃内酯作用于 MCF-7 细胞后，细胞内 ROS

含量、MTP及细胞内代谢产物的变化。结果表明，木香烃内酯作用于乳腺癌 MCF-7 细胞后，使 ROS 含
量升高，MTP降低，导致线粒体的结构受到破坏，可能进一步阻碍了 TCA 循环，抑制了 ATP 合成，扰乱
了细胞内代谢物的平衡，并引起位于膜间隙的凋亡相关信号的释放，最终导致 MCF-7 细胞的凋亡。本
研究不仅从代谢组学的角度为研究木香烃内酯抗肿瘤的作用机制提供了新线索，而且进一步表明基于

GC-TOF /MS的细胞代谢组学方法可以作为研究药物作用机制的有效分析工具。
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Study on Mechanism of Costunolide-induced Apoptosis in
Breast Cancer MCF-7 Cells

WANG Gui-Ming，SHI Dong-Dong，PENG Zhang-Xiao，LU Yang-Fang，GU Xue，WANG Yan* ，YAN Chao*

( Shanghai Jiao Tong University，Shanghai 200240，China)

Abstract This study aimed to investigate the mechanism of costunolide-induced apoptosis in breast cancer
MCF-7 cells． The effects of costunolide at different concentration levels ( 2，4 and 8 μg /mL ) on the
apoptosis，reactive oxygen species ( ROS) and mitochondrial transmembrane potential ( MTP) of MCF-7 cells
were investigated by flow cytometry． The differences in metabolic profiles between control and drug-treated
cells were examined by GC-TOF /MS． Significant apoptosis was detected in MCF-7 cells，accompanied by the
overproduction of ROS． The MTP increased at 2 μg /mL and decreased at 4 and 8 μg /mL of costunolide． A
total of 15 differential metabolites were identified from metabolomics analysis． These results indicated that the
function of mitochondria might be interfered with costunolide by increasing the ROS and decreasing MTP．
Then，tricarboxylic acid ( TCA) cycle and the synthesis of adenosine triphosphate ( ATP) were blocked，and
the metabolic balance was disturbed． Furthermore，the apoptosis related proteins might be released from
intermembrane space due to the destroyed mitochondria structure，which eventually induced the apoptosis of
MCF-7 cells．
Keywords MCF-7 cell; Apoptosis; Metabolomics; Reactive oxygen; Mitochondrial transmembrane potential
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