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马钱子碱抑制乳腺癌细胞体外血管生成
拟态的形成及其可能机制研究
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［摘要］  背景与目的：乳腺癌等多种高度侵袭性的肿瘤中存在血管生成拟态（vasculogenic mimicry, 
VM）现象，可能导致传统的抗血管治疗效果不理想。马钱子碱是马钱子的主要生物碱单体，具有潜在的抗血

管生成作用。本研究旨在探讨马钱子碱对人乳腺癌细胞系MDA-MB-231体外形成血管生成拟态的影响及其可能

的作用机制。方法：采用MTT法测定马钱子碱对人乳腺癌细胞增殖的抑制作用；应用Annexin Ⅴ-FITC/碘化丙

啶（propidium iodide，PI）双染流式细胞术检测细胞凋亡情况，以Hoechst 33342/PI（HO/PI）染色进行细胞死

亡检测。在Matrigel基质胶上三维培养人乳腺癌细胞，研究在体外是否可以形成血管生成拟态，并观察马钱子

碱对这一过程的影响。采用蛋白质印迹法（Western blot）检测血管生成拟态相关标志分子表达的变化，如血

管内皮生长因子A（vascular endothelial growth factor-A，VEGF-A）、血管内皮钙黏蛋白（vascular endothelial 
cadherin，VE-cadherin）、EphA2和基质金属蛋白酶（matrix metalloprotein，MMP）。结果：马钱子碱可有效

地抑制乳腺癌细胞增殖，且随药物浓度增加，细胞凋亡与坏死比例增大，细胞死亡率升高；马钱子碱可抑制乳

腺癌细胞血管生成拟态的形成，呈剂量依赖性；马钱子碱处理后血管生成拟态标志蛋白（VEGF/VE-cadherin/
EphA2/MMP-9/MMP-2）的表达水平明显下调。结论：马钱子碱可以抑制乳腺癌细胞系MDA-MB-231增殖，诱

导其凋亡，并抑制其体外血管生成拟态的形成，其机制可能与VEGF/VE-cadherin/EphA2/MMP-9/MMP-2的表达

下调有关。
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［Abstract］ Background and purpose: The existence of vasculogenic mimicry (VM) in a large variety of 
highly invasive tumors, such as breast cancer, may lead to less effective traditional anti-angiotherapy. Brucine, a natural 
plant alkaloid, isolated from the seeds of medicinal herb, Strychnos nux-vomica Linn, has the potential antiangiogenic 
effect. This study aimed to explore the effect of brucine on vasculogenic mimicry formation of breast cancer cell lines 
MDA-MB-231 in vitro and the potential mechanisms. Methods: The inhibitory effect of brucine on growth of MDA-
MB-231 cells was measured by MTT method. Annexin Ⅴ-FITC/PI binding assay was used to measure the apoptosis 
rate of MDA-MB-231 cell after treatment with different concentrations of brucine. Hoechst 33342/propidium iodide (HO/
PI) dual staining was used to assay cell death detection. A three-dimensional system of breast cancer cell lines MDA-
MB-231 on Matrigel collagen matrix was used to investigate whether breast cancer cells can develop vasculogenic 
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mimicry, and to determine the effects of brucine on this process. Furthermore, the protein level of the related marker 
molecules (VEGF, VE-cadherin, EphA2, MMP-2 and MMP-9) of VM were determined by Western blot. Results: 
Brucine displayed significant anti-proliferative effect on MDA-MB-231 cells in a dose- and time-dependent manner. 
Brucine could significantly induced MDA-MB-231 cells apoptosis and necrosis, increased the death rate. Brucine 
inhibited the development of vasculogenic mimicry by the MDA-MB-231 cells. Brucine also decreased VEGF, VE-
cadherin, EphA2, MMP-2 and MMP-9 in a dose-dependent manner. Conclusion: Brucine could inhibit the proliferation 
of MDA-MB-231 cell and induce apoptosis. It inhibits the development of vasculogenic mimicry by regulating the 
expression of VEGF, VE-cadherin, EphA2, MMP-2 and MMP-9.

［Key words］ Brucine; Breast cancer; Cell apoptosis; Vasculogenic mimicry

　 　 实 体 恶 性 肿 瘤 需 要 丰 富 的 血 液 供 应 来 支

持 生 长 和 转 移 。 长 期 以 来 ， 肿 瘤 血 管 生 成

（angiogenesis）被认为是肿瘤可以获得足够的

血液供应的唯一手段。1999年Maniotis等 ［1］在

人类葡萄膜恶性黑色素瘤中发现了新的肿瘤血供

模式，血管壁是由变形的恶性黑色素瘤细胞和基

质细胞构成的。由于其结构与正常血管相似，它

们被称为血管生成拟态（vasculogenic mimicry，

VM）。近年来，研究者相继在乳腺癌等多种高

度侵袭性的肿瘤中也发现了这一现象，肿瘤细胞

在无内皮细胞参与下，通过自身变形及与细胞外

基质的相互作用，形成环状并具有肿瘤血供作用

的图案样网络［2］。血管生成拟态是对经典的内

皮性血管生成之外肿瘤血管生成方式的重要补

充，为肿瘤的抗血管治疗提供了新的思路。传统

的抗肿瘤血管治疗药物仅针对血管内皮细胞，容

易诱发肿瘤内部逃逸，使肿瘤细胞的表型发生转

化。肿瘤细胞通过自身变形，在无需内皮细胞参

与的情况下，可直接形成血管生成拟态［3］。在

这种情况下，单纯抗内皮血管治疗可能意义不

大，应考虑联合抗血管生成拟态治疗。因此，

寻找抑制血管拟态的关键作用靶点，筛选有效

的治疗药物，对提高肿瘤的治疗效果有着重要的 

意义。

　　马钱子碱（brucine）为通络药马钱子的主要

生物碱单体，广泛用于各种肿瘤、癌性疼痛和

风湿顽痹以及骨病的治疗［4］。本课题组前期研

究发现，马钱子碱对裸鼠移植性乳腺癌骨转移具

有明显的抑制作用，能够降低肿瘤组织中血管内

皮生长因子（vascular endothelial growth factor，
VEGF）的表达，降低微血管密度（microvessel 

density，MVD）［5］。既往研究表明，马钱子碱

具有潜在的抗血管生成作用［6-8］，缺乏针对血管

生成拟态的相关性研究。恩度（Endostar）为血

管生成抑制类药物，其作用机制是通过抑制肿瘤

血管的生成，阻断肿瘤细胞的营养供给，从而发

挥抑制肿瘤增殖或转移的作用［9］。

　　本研究通过观察马钱子碱对于乳腺癌细胞系

MDA-MB-231的抑制增殖、诱导凋亡的作用，并

进行乳腺癌细胞体外三维培养，探讨马钱子碱对

人乳腺癌细胞MDA-MB-231体外形成血管生成拟

态的影响及其可能的作用机制。

1  材料和方法

1.1  主要试剂及细胞株

　　马钱子碱（批号：16042903，HPLC≥98%）购

自成都普菲德生物技术有限公司，恩度购自山东先

声麦得津生物制药有限公司，高糖的DMEM培养基

购自美国Hyclone公司，胎牛血清、胰蛋白酶-EDTA
消化液购自美国Gibco公司，二甲基亚砜（DMSO）

购自美国Sigma公司，MTT粉末购自美国Biosharp
公司，Matrigel基质胶（货号：356234）购自美国

Corning公司，Dispase®Ⅱ（neutral protease，grade 
Ⅱ）（货号：04942078001）购自瑞士Roche公司，

Annexin Ⅴ-FITC/碘化丙啶（propidium iodide，PI）
双染细胞凋亡检测试剂盒购自上海碧云天生物技术

有限公司，糖原PAS染色试剂盒购自美国Solarbio
公司，VEGFA抗体购自美国Proteintech公司，

MMP-2抗体（8B4）、MMP-9抗体（2C3）购自

美国Santa Cruz Biotechnology公司，人EphA2抗

体购自美国RD Systems公司，VE-cadherin抗体
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（D87F2）购自美国Cell Signaling Technology公

司，GAPDH抗体购自美国Millipore Chemicon公

司，抗兔、抗鼠、抗羊IgG抗体购自美国Promega
公司，增强型化学发光自显影试剂盒（enhanced 
chemiluminescence，ECL）购自美国Biological 
Industries公司，人乳腺癌细胞系MDA-MB-231购

自中国科学院上海生命科学研究院生物化学与细

胞生物学研究所细胞库。

1.2  方法

1.2.1  细胞培养

　 　 M D A - M B - 2 3 1 细 胞 于 D M E M 高 糖 培 养

基 （ 含 1 0 % 胎 牛 血 清 、 1 0 0  U / m L 青 霉 素 、 

100 μg/mL链霉素）中培养，置于37 ℃、CO2体

积分数为5%的培养箱中。细胞贴壁生长，每2~3
天传代1次。

1.2.2  药物配制和分组

　　马钱子碱用DMSO溶解后，用培养基配制成

浓度为800 μg/mL的母液，然后用DMEM高糖培

养基分别稀释至50、100、200和400 μg/mL实验

组浓度。阳性对照组恩度浓度为250 μg/mL，空

白对照组不含药，用等量培养液替代。

1.2.3  MTT法细胞增殖检测

　　消化MDA-MB-231细胞，以8×103个/孔接

种于96孔培养板上，于37 ℃培养箱中贴壁生长

后，弃掉旧培养液，分别加入各处理组的培养液 

200 μL。每组设复孔5个。培养24 h、48 h后各孔

加入5 μg/mL MTT至终浓度0.5 mg/mL。继续培养

4 h后吸弃原有培养液。每孔加入150 μL DMSO，

于摇床上摇晃至结晶溶解完全。然后在酶联免疫

检测仪490 nm处测定各孔的吸光度值（D）。按

照下列公式计算细胞增殖抑制率。

　　增殖抑制率=［1-（D加药组/D空白对照组）］×100%

1.2.4  AnnexinⅤ-FITC/PI细胞凋亡实验

　　把不同浓度马钱子碱处理24 h后的各组细胞

培养液吸出至离心管，PBS洗涤细胞后加入适量

胰酶进行消化。然后加入之前收集的细胞培养液

以终止消化。将收集到的细胞悬液1 000×g离心 

5 min后弃上清液，加入195 μL AnnexinⅤ-FITC结

合液轻轻重悬。加入5 μL AnnexinⅤ-FITC，轻轻

混匀。加入10 μL PI，轻轻混匀。室温阴暗处温

育15 min后，立即用流式细胞仪进行分析。

1.2.5  HO/PI细胞死亡检测

　　使用Hoechst 33342/PI（propidium iodide）

（HO/PI）进行染色分析。不同浓度马钱子碱处

理各组细胞24 h，用培养基配制10  mmol/ L HO
（C1022，上海碧云天生物技术有限公司）和 

10 mmol/L PI（ST511，上海碧云天生物技术有限

公司）混合液，于37 ℃培养箱进行细胞染色。 

20 min后，置于荧光显微镜下拍照。

1.2.6  乳腺癌细胞体外三维培养

　　将预先于4 ℃解冻的Matrigel基质胶加至预冷

的24孔板中，每孔200 μL，置于37 ℃培养箱中固

化2 h。消化处于对数生长期的MDA-MB-231细胞

用于实验，用完全培养基重悬混匀，调整细胞密

度为105 个/mL，然后缓慢加入500 μL细胞悬液于

24孔板的Matrigel基质胶的表面。于37 ℃继续培

养，随时在倒置显微镜下观察细胞形态变化及管

道形成情况。10 h后，镜下观察到MDA-MB-231
细胞之间相互连接，形成管道、网络样结构，即

血管生成拟态结构（血管生成拟态管道）形成。

1.2.7  PAS染色

　　将上述培养10 h后形成的血管生成拟态结构

进行PAS染色，用于验证血管生成拟态结构是否

由肿瘤细胞直接形成，不含血管内皮细胞。吸

弃孔板中的培养液，PBS清洗；PAS固定液固定 

10 min，蒸馏水清洗；入过碘酸溶液，室温氧

化15 min，蒸馏水清洗；置于Schiff液于室温阴

暗处浸染10  min；亚硫酸钠溶液滴洗2次，每次 

2 min；蒸馏水多次冲洗；入苏木精染色液，复

染2 min；蒸馏水冲洗，镜检。

1.2.8  马钱子碱对乳腺癌细胞血管生成拟态的 

影响

　　于24孔板中加入200 μL/孔预先于4 ℃过夜

解冻的Matrigel基质胶，置于37 ℃培养箱中固化 

2 h。期间，消化处于对数生长期的MDA-MB-231
细胞，分别用含有不同浓度马钱子碱（50、

100、200和400 μg/mL）的完全培养基重悬混匀，

调整细胞密度为105 个/mL，然后缓慢加入500 μL
细胞悬液于24孔板的Matrigel基质胶的表面，继续

置于37 ℃培养10 h，观察各孔血管生成拟态结构
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的形成状况，比较不同浓度马钱子碱对于血管生

成拟态影响的差异。重复3次独立实验。在形成

血管生成拟态管道的孔中加入10 mg/mL的Dispase
分散酶，振荡5  min，将细胞从基质胶中分离出

来，进行后续实验。

1.2.9  蛋白质印迹法（Western blot）检测血管生

成拟态各标志蛋白的表达

　 　 采 用 We s t e r n  b l o t 检 测 血 管 生 成 拟 态 相

关 标 志 分 子 表 达 的 变 化 ， 如 血 管 内 皮 生 长 因

子A（vascular endothelial growth factor-A，

V E G F - A ） 、 血 管 内 皮 钙 黏 蛋 白 （ v a s c u l a r 
endothelial cadherin，VE-cadherin）、EphA2和基

质金属蛋白酶（matrix metalloprotein，MMP）。

　 　 将 收 集 到 的 细 胞 加 入 R I PA 细 胞 裂 解 液

进 行 裂 解 ， 然 后 加 入 等 体 积 的 电 泳 上 样 缓 冲

液。于沸水中煮10  min制成电泳样品，将样

品 等 量 上 样 后 进 行 电 泳 分 离 ， 冰 水 浴 中 恒 压

湿转至硝酸纤维素膜。5%脱脂牛奶室温封闭

1 h。配制适当浓度一抗（VEGF-A为1∶200，

VE-cadherin为1∶1 000，EphA2为1∶1 000，

MMP-2为1∶200，MMP-9为1∶200，GAPDH
为1∶200），温育一抗4 ℃过夜。TBST缓冲

液（Tris-HCl，NaCl，吐温20）室温振荡清

洗 3 次 ， 每 次 1 0  m i n 。 用 一 抗 相 对 应 的 二 抗

室温温育1 h，TBST室温振荡清洗3次，每次 

10 min。用ECL显影试剂盒进行显色检测。使用

Image J进行统计分析。

1.3  统计学处理

　　采用SPSS 20.0软件进行统计分析。组间比较

采用单因素方差分析，各组之间的数据比较采用

方差分析。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1  马钱子碱对乳腺癌细胞增殖的抑制作用

　　MTT结果表明，不同浓度的马钱子碱均可

抑制乳腺癌细胞MDA-MB-231的生长，对细胞

的增殖抑制作用随着药物浓度、作用时间的增

加而增强，呈明显的剂量-效应、时间-效应关系

（P<0.05，图1）。

图 1  马钱子碱作用24和48 h后对MDA-MB-231细胞增殖的影响

Fig. 1  The effect of Brucine on the proliferation of the MDA-

MB-231 after 24 and 48 hours

图 2  马钱子碱增加MDA-MB-231细胞的死亡 (×400)

Fig. 2  Brucine with different concentrations promoted MDA-MB-231 cell death 

2.2  HO/PI染色细胞死亡检测

　　由于PI不可以透过活细胞的细胞膜，只能透过

破损的细胞膜而对核染色呈现红色荧光，所以可以

指示死细胞；HO可以将死细胞和活细胞的细胞核

均染上蓝色，所以可以代表细胞总数。HO/PI结果

显示，与MTT分析结果一致，细胞死亡数随着马钱

子碱浓度增高而增多（图2）。
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2.3  Annexin Ⅴ-FITC/PI双染流式细胞术检测

细胞凋亡

　　将Annexin Ⅴ与PI联合使用时，PI则被排

除在活细胞（Annexin V-/PI-）和早期凋亡细胞

（Annexin V+/PI-）之外，而晚期凋亡细胞和

坏死细胞同时被FITC和PI结合双染呈现双阳性

（Annexin V+/PI+）。

　　Annexin V-FITC/PI结果表明，各浓度马钱子

碱组作用24 h后，当马钱子碱剂量为100 μg/mL
时，细胞的早期凋亡率与空白对照组相比，早

期凋亡细胞所占比例显著增加（P<0.05），各剂

量组间差异有统计学意义（P<0.05），24 h早期

凋亡细胞随着马钱子碱剂量的增加而逐渐增加

（n=3，图3）。

图 3  马钱子碱作用24 h对MDA-MB-231细胞凋亡率变化的影响

Fig. 3  The effects of brucine and positive control on MDA-MB-231 apoptosis rate

2.4  PAS染色

　　MDA-MB-231细胞接种后10 h，细胞贴附在

Matrigel基质胶原表面，细胞变形，彼此相互连接，

围成空腔样、环状结构（图4）。PAS染色显示，由

肿瘤细胞相互连接（不含内皮细胞）的PAS阳性的

管网状结构（图5）。拟态血管由肿瘤细胞围成，无

内皮细胞衬覆的管道样结构。

2.5  马钱子碱对血管生成拟态的影响

　　10 h后，于倒置显微镜下观察并拍照记录。

与空白对照和阳性对照相比，随着马钱子碱浓

度 的 增 加 ， 管 道 结 构 形 成 的 数 目 减 少 ， 节 点

数、血管分支数减少；且当马钱子碱浓度达到 

100 μg/mL时，抑制血管生成拟态结构效果开始

明显（图6）。说明马钱子碱可以有效抑制乳腺

(×400)
图 4  MDA-MB-231细胞在体外形成血管生成拟态

Fig. 4  The vasculogenic mimicry formation of MDA-MB-231 in vitro 

(scale: 100 μm)

(×200)
图 5  血管生成拟态的PAS染色 

Fig. 5  PAS staining of vasculogenic mimicry (scale: 100 μm)
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3  讨　　论

　　乳腺癌是导致女性死亡的常见恶性肿瘤。导

致乳腺癌患者死亡的最主要原因是侵袭和转移，

而肿瘤血管生成是导致肿瘤浸润的一个重要因 

素［10］。以往人们一直认为来自机体的血管内皮

细胞进入肿瘤组织内，形成的新生血管是肿瘤

癌细胞血管生成拟态结构，更好地发挥抗肿瘤 

作用。

2.6  马钱子碱对血管生成拟态相关蛋白的影响

　　Western blot检测结果显示，与空白对照和

阳性对照相比，Brucine处理组内随着药物浓度

的增加，VEGF、VE-cadherin、EphA2、MMP-9
和MMP-2蛋白水平明显下降（图7）。马钱子碱

抑制体外乳腺癌细胞的血管生成拟态结构，可能

与下调VEGF、VE-cadherin、EphA2、MMP-9和

MMP-2蛋白有关。

图 6  马钱子碱及恩度（250 μg/mL）对血管生成拟态的影响 (×400)

Fig. 6  The effects of Brucine and positive control on vasculogenic mimicry (scale: 100 μm)

图 7  马钱子碱下调血管生成拟态相关蛋白的表达 

Fig. 7  Brucine down regulated the expression of vasculogenic 

mimicry related protein

获得血液供应的唯一途径。因此，临床上应用的

抗血管生成药物大多针对血管内皮细胞，通过

抑制内皮细胞生长和血管生成，来阻止肿瘤细

胞的血液供应，达到遏制肿瘤生长的目的［11］。

但在实际治疗过程中这种方法的临床效果并不理

想［12］。因此如何提高抗肿瘤血管治疗的临床疗

效，是目前研究的热点。

　　血管生成拟态是近年来被发现的存在于多种

高度侵袭性肿瘤内的一种新的肿瘤血液供应方

式。血管生成拟态是由具有多潜能性、干细胞表

型的高度恶性的肿瘤细胞所形成的管腔样结构，

是实体肿瘤中独立于血管内皮细胞依赖性血管的

微循环结构，其管壁呈过碘酸希夫（periodic acid 
schiff，PAS）染色阳性，而CD34、CD31等内皮

细胞标志物染色为阴性，表明血管生成拟态的管

壁不含有血管内皮细胞，而是由肿瘤细胞直接构 

成［13］。因此，在三维培养中能否形成拟态管腔

样结构，常用于鉴定体外是否具有形成血管生成

拟态的能力。

　　在血管生成拟态过程中，肿瘤细胞能够模仿

索明珠，等  马钱子碱抑制乳腺癌细胞体外血管生成拟态的形成及其可能机制研究
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内皮细胞的生物学行为，表达多种与内皮细胞相

关的基因，如VEGF-A、VE-cadherin、EphA2和

MMPs等［14-17］。已有研究表明，VEGF/EphA2/
MMPs信号通路可能是卵巢癌血管生成拟态的重

要调节通路［18］；VEGF/VE-cadherin/MMPs信

号通路可能是胃癌血管生成拟态的重要调节通

路［19］。由此推测，VEGF/EphA2/VE-cadherin/
MMPs信号通路可能在乳腺癌血管生成及血管生

成拟态过程中，起到关键性的调控作用。

　　在本研究中，我们发现马钱子碱可以有效地

抑制MDA-MB-231细胞的增殖，并诱导细胞的

凋亡、坏死；同时在Matrigel基质胶原上构建了

一个三维培养的乳腺癌细胞模型，观察到MDA-
MB-231细胞可以在体外形成血管生成拟态结

构，马钱子碱可以抑制乳腺癌细胞的血管生成

拟态，其机制可能与VEGF/VE-cadherin/EphA2/
MMP-9/MMP-2表达的下调有关。本研究为肿瘤

的抗血管治疗提供了新的思路，并将拓展马钱子

碱的临床应用。本研究同时也存在不足，在其他

乳腺癌细胞系及其相关动物模型中是否同样存在

血管生成拟态，马钱子碱对这一结构是否具有类

似作用，尚需进一步研究。
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