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槐耳多糖诱导三阴性乳腺癌MDA-MB-231细胞
铁死亡的作用机制*

王 玲，高 翔，高 爽，汪唐顺，冯 雪，王玉坤，孙 萍，左禧萌，史晓光

（北京中医药大学东直门医院，北京 100700）

[摘要] 目的：探讨槐耳多糖诱导三阴性乳腺癌MDA-MB-231细胞铁死亡的作用机制。方法：通过CCK-8实

验检测槐耳多糖不同浓度、不同干预时间对MDA-MB-231细胞活性的影响；取对数生长期的MDA-MB-231细

胞，随机分成6组，分别为对照组（NC组）、槐耳多糖组（PS-T组）、槐耳多糖+铁诱导剂组（PS-T+Erastin组）、铁诱

导剂组（Erastin组）、紫杉醇组（PTX组）和槐耳多糖+紫杉醇组（PS-T+PTX组），用克隆形成实验检测各组MDA-

MB-231细胞的增殖情况；用铁死亡相关试剂盒检测细胞内亚铁离子（Fe2+）、谷胱甘肽（GSH）和丙二醛（MDA）的

含量；通过JC-1线粒体膜电位检测试剂盒检测MDA-MB-231细胞的线粒体膜电位，并用流式细胞仪进行分析；用

DCFH-DA探针对活性氧（ROS）进行检测，并用荧光显微镜进行分析；用实时定量PCR仪检测MDA-MB-231细胞

内p53 mRNA、SLC7A11 mRNA、GPX4 mRNA、TFR1 mRNA和DMT1 mRNA的表达情况。结果：与NC组比较，乳

腺癌细胞的活力随槐耳多糖的浓度升高而逐渐降低（ 约0.05），且24 h比48 h的作用更显著；与NC组比较，PS-T

组、PS-T+Erastin组、Erastin组、PTX组和PS-T+PTX组的克隆形成率、GSH含量、线粒体膜电位以及GPX4 mRNA

和SLC7A11 mRNA表达均显著下降，而Fe2+、MDA含量、ROS水平以及DMT1 mRNA、TFR1 mRNA和p53 mRNA表

达则显著升高（ 约0.05）；与PS-T组比较，PS-T+Erastin组和PS-T+PTX组的克隆形成率、GSH含量、线粒体膜电位以

及GPX4 mRNA和SLC7A11 mRNA表达均下调，而Fe2+、MDA含量、ROS水平以及DMT1 mRNA、TFR1 mRNA和p53

mRNA表达则上调（ 约0.05）。结论：槐耳多糖可以诱导三阴性乳腺癌MDA-MB-231细胞的铁死亡，其作用机制可能

与Fe2+积累和脂质过氧化相关。
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Mechanism of Sophora Polysaccharide Inducing Ferroptosis in

Triple-Negative Breast Cancer MDA-MB-231 Cells

[Abstract] Objective: To investigate the mechanism of ferroptosis induced by sophora polysaccharides in

triple-negative breast cancer MDA-MB-231 cells. Methods: CCK-8 assay was used to detect the effects of

different concentrations and different times of polysaccharides on the activity of MDA -MB -231 cells. The

MDA-MB-231 cells in logarithmic growth phase were randomly divided into 6 groups, including control group

(NC group), sophora polysaccharide group (PS-T group), sophora polysaccharide + iron inducion dose group

(PS-T+Erastin group), iron inducer group (Erastin group), paclitaxel group (PTX group) and sophora polysaccharide

+ paclitaxel group (PS-T+PTX group). The proliferation of MDA-MB-231 cells in each group was detected by

clonal formation assay. The contents of ferrous ions (Fe2+), glutathione (GSH) and malondialdehyde (MDA) were

detected with ferroptosis-related kits. The mitochondrial membrane potential of MDA-MB-231 cells was detected
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乳 腺 恶 性 肿 瘤 （ breast cancer， BC） ， 简 称 乳 癌 ， 是 女 性 群

体 中 极 为 常 见 的 恶 性 肿 瘤 之 一 。 在 全 球 范 围 来 看 ， 其 发 病 率

与 死 亡 率 呈 现 出 逐 年 攀 升 的 态 势 [1]。 2020 年 中 央 癌 症 协 会 和

2021 年 国 家 卫 生 统 计 中 心 所 发 布 的 数 据 显 示 ， 乳 腺 癌 的 发 病

率 已 然 跃 居 女 性 恶 性 肿 瘤 之 首 ， 同 时 ， 它 也 是 致 使 女 性 因 癌

症 死 亡 的 关 键 原 因 [2]。 鉴 于 乳 腺 恶 性 肿 瘤 存 在 预 后 差 、 容 易 复

发 和 转 移 等 特 点 ， 积 极 探 寻 新 型 的 治 疗 方 法 已 然 成 为 当 务 之

急 。 近 些 年 来 ， 中 草 药 研 究 的 不 断 深 入 ， 为 肿 瘤 治 疗 带 来 了 新

的 契 机 。 槐 耳 多 糖 （ the polysaccharides of trametes robinio原

phila murr ， PS-T） 作 为 传 统 中 草 药 槐 耳 的 主 要 成 分 之 一 ， 受

到 了 诸 多 关 注 。 已 有 多 项 研 究 表 明 槐 耳 多 糖 在 治 疗 肝 癌 、 肺

癌 、 结 直 肠 癌 等 [3-5] 方 面 都 展 现 出 了 抗 肿 瘤 作 用 。 另 有 研 究 发

现 ， 槐 耳 多 糖 能 够 对 乳 腺 癌 的 生 物 学 行 为 产 生 影 响 [6]， 尤 其 在

治 疗 三 阴 性 乳 腺 癌 （ triple-negative breast cancer， TNBC） 方

面 更 是 具 备 巨 大 的 潜 力 [7-9]。 而 槐 耳 多 糖 是 临 床 常 用 药 物 槐 耳

颗 粒 的 主 要 成 分 。 在 临 床 实 践 中 ， 槐 耳 颗 粒 常 被 用 于 治 疗

TNBC ， 并 且 已 有 研 究 证 实 其 对 TNBC 的 治 疗 效 果 [10-11]， 然 而 其

具 体 作 用 机 制 仍 未 阐 明 。 铁 死 亡 （ ferroptosis） 是 一 种 铁 依 赖 性

的 脂 质 过 氧 化 积 累 诱 发 的 新 型 细 胞 死 亡 方 式 ， 正 逐 渐 成 为 研

究 热 点 [12]。 越 来 越 多 的 证 据 显 示 ， 三 阴 性 乳 腺 癌 与 铁 死 亡 机 制

之 间 存 在 着 紧 密 的 关 联 。 有 研 究 [13]发 现 ， 红 景 天 苷 能 通 过 PI3K/

Akt/mTOR 信 号 通 路 使 TNBC 对 铁 死 亡 敏 感 。 YE S Y 等 [14] 也 证

实 了 冬 凌 草 甲 素 可 通 过 调 节 氧 化 应 激 信 号 通 路 JNK/Nrf2/

HO-1 促 进 RSL3 诱 导 的 TNBC细 胞 铁 死 亡 。 然 而 ， 关 于 槐 耳 提 取

物 PS-T治 疗 TNBC 的 铁 死 亡 机 制 目 前 尚 无 相 关 报 道 。 因 此 ， 本

文 以 三 阴 性 乳 腺 癌 MDA-MB-231 细 胞 为 研 究 对 象 ， 用 PS-T干

预 MDA-MB-231 细 胞 ， 观 察 PS-T对 MDA-MB-231 细 胞 铁 死 亡

的 影 响 ， 以 期 为 其 临 床 治 疗 提 供 新 的 理 论 依 据 和 潜 在 治 疗 靶 点 。

1 材料与方法

1.1 细胞培养 三 阴 性 乳 腺 癌 MDA-MB-231 细 胞 来 自 北 京

中 医 药 大 学 史 晓 光 课 题 组 保 存 细 胞 系 ， 用 含 10% 胎 牛 血 清 的

DMEM培 养 基 于 37 益、 5%CO2培 养 箱 中 培 养 。

1.2 药物与仪器

1.2.1 药 物 槐 耳 多 糖 （ 上 海 源 叶 公 司 ， 批 号 ： N06GS166423 ，

纯 度 60%） ； 铁 诱 导 剂 （ Erastin， 批 号 ： 81854） 、 紫 杉 醇 （ paclitaxel，

PTX， 批 号 ： 191930-58-2） 均 购 自 MCE 公 司 ； CCK-8 试 剂 盒 （ 批

号 ： 22319483） 、 铁 试 剂 盒 （ 批 号 ： 23081840） 、 丙 二 醛 （ malon原

dialdehyde ， MDA） 试 剂 盒 （ 批 号 ： 23081981） 、 谷 胱 甘 肽 （ glu原

tathione， GSH） 试 剂 盒 （ 批 号 ： 23081920） 、 活 性 氧 （ reactive oxygen

species， ROS） 试 剂 盒 （ 批 号 ： 23072184） 均 购 自 Biosharp公 司 ； JC-1

试 剂 盒 （ 上 海 碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司 ， 批 号 ： 120822230175） 。

1.2.2 主 要 仪 器 5%CO2 培 养 箱 （ 长 沙 华 曦 电 子 科 技 有 限 公

司 ， 型 号 ： YCP系 列 气 套 二 氧 化 碳 培 养 箱 ） ； 医 用 荧 光 定 量 PCR

仪 [ 鲲 鹏 （ 徐 州 ） 科 学 仪 器 有 限 公 司 ， 型 号 ： ArchimedX4]； 流 式

检 测 仪 （ 必 达 科 公 司 ， 型 号 ： BeamCyte-1026) ； 荧 光 显 微 镜

（ Nikon 公 司 ， 型 号 ： ECLIPSE Ci)； 酶 标 仪 （ BIORAD公 司 ， 型 号 ：

Model 550） ； 离 心 机 （ 恒 诺 仪 器 公 司 ， 型 号 ： AXTGL16M） ； 高 速

冷 冻 型 微 量 离 心 机 （ SCILOGEX公 司 ， 型 号 ： CF1524R） ； 显 微 镜

（ 广 州 明 慧 公 司 ， 型 号 ： NIB610） 。

1.3 CCK-8检测 在 96 孔 板 中 每 孔 接 种 1伊104 个 细 胞 ， 每 组

设 6 个 复 孔 ， 待 细 胞 贴 壁 后 ， 分 别 加 入 不 同 浓 度 PS-T（ 0、 2、 4、 8、

16、 32 、 64 、 128 滋mol/L） ， 继 续 培 养 24 h 或 48 h ， 然 后 每 孔 避 光

加 入 10 滋L CCK-8试 剂 ， 37 益、 5%CO2条 件 下 孵 育 1 h， 在 450nm

波 长 下 用 分 光 光 度 计 检 测 吸 光 度 值 （ optical density ， OD） 。 细

胞 存 活 率 %=（ OD实 验 组 -ODNC组 ） /（ ODNC组 -ODNC组 ） 。 重 复 3 次 。

1.4 克隆形成实验 在 6 孔 板 中 每 孔 接 种 5 000 个 细 胞 ， 培 养

24 h 后 ， 将 其 随 机 分 为 6 组 ， 即 对 照 组 （ NC 组 ） 、 槐 耳 多 糖 组

（ PS-T， 32滋g/mL） 、 槐 耳 多 糖 +铁 诱 导 剂 组 （ PS-T+Erastin： 32滋g/mL+

2 滋g/mL） 、 铁 诱 导 剂 组 （ Erastin ， 2 滋g/mL） 、 紫 杉 醇 组 （ PTX ，

2.5 滋mol/mL） 、 槐 耳 多 糖 + 紫 杉 醇 组 （ PS-T+PTX ： 32 滋g/mL+

2.5 滋mol/mL） ， 分 别 加 入 相 应 的 药 物 进 行 培 养 ， 每 3 d换 一 次 液 ，

培 养 14 d ， 然 后 用 4% 多 聚 甲 醛 固 定 30 min ， 再 用 结 晶 紫 染 色

by JC-1 mitochondrial membrane potential detection kit and analyzed by flow cytometry. DCFH-DA probe was

used to detect reactive oxygen (ROS), and fluorescence microscope was used for analysis. The p53 mRNA,

SLC7A11 mRNA, GPX4 mRNA, TFR1 mRNA and DMT1 mRNA levels of MDA-MB-231 were detected by

real-time quantitative PCR instrument. Results: Compared with NC group, the viability of breast cancer cells

decreased gradually with the increase of the concentration of sophora polysaccharides (P<0.05), and the effect

was more significant in 24 h than in 48 h. Compared with NC group, the clone formation rate, GSH content,

mitochondrial membrane potential, GPX4 mRNA expression and SLC7A11 mRNA expression decreased in PS-T

group, PS-T+Erastin group, Erastin group, PTX group and PS-T+PTX group, while Fe2+, MDA content, ROS

level, DMT1 mRNA expression, TFR1 mRNA expression and p53 mRNA expression were significantly increased

(P<0.05). Compared with PS-T group, the clonogenic rate, GSH content, mitochondrial membrane potential,

GPX4 mRNA expressions and SLC7A11 mRNA expressions were down-regulated in PS-T+Erastin grouop and

PS-T+PTX group, while Fe2+, MDA content, ROS levels, DMT1 mRNA expression, TFR1 mRNA expression,

and p53 mRNA expression were up-regulated (P<0.05). Conclusion: Sophora polysaccharides can induce ferroptosis

in triple negative breast cancer MDA-MB-231 cells, and its mechanism may be related to Fe2+ accumulation

and lipid peroxidation.

[Keywords] malignant tumors of the breast; sophora polysaccharides; ferroptosis; mitochondrial membrane

potential; lipid peroxidation
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30 min ， 拍 照 ， 重 复 3 次 。 最 后 用 Image J 软 件 统 计 和 分 析 细 胞

克 隆 面 积 。

1.5 Fe2+、MDA和GSH试剂盒检测 按 “ 1.4” 项 下 方 法 进 行 分

组 、 干 预 ， 培 养 细 胞 至 对 数 期 ， 经 消 化 后 收 集 到 离 心 管 内 ， 离

心 后 弃 去 上 清 ， 取 5伊106个 细 胞 加 入 1 mL提 取 液 ， 超 声 波 破 碎 细

胞 ， 12 000 r/min ， 4 益 离 心 15 min（ 离 心 半 径 为 10 cm） ， 取 上 清

液 ， 置 冰 上 待 测 。 按 要 求 加 入 96 孔 板 中 ， 立 即 混 匀 ， 静 置 。 在 酶

标 仪 波 长 为 412 nm 下 读 取 GSH吸 光 度 值 A， 吟A=A测 定 管 -A对

照 管 。 在 波 长 为 562 nm 读 取 Fe2+吸 光 度 值 A。 在 波 长 532 nm 和

600 nm处 读 取 MDA吸 光 度 值 A， 吟A=A532-A600。 重 复 3 次 。

1.6 ROS检测 按 “ 1.4 ” 项 下 方 法 进 行 分 组 、 干 预 ， 在 共 聚 焦

皿 中 接 种 细 胞 密 度 为 1伊105个 /孔 ， 贴 壁 后 ， 加 药 干 预 24 h， 每 皿 加

入 含 有 H2DCFDA 的 无 血 清 培 养 基 ， 使 其 终 浓 度 为 10 滋mol/L ，

37 益、 5%CO2培 养 箱 中 孵 育 30 min ， 用 无 血 清 培 养 基 洗 涤 2 次 ，

使 用 荧 光 显 微 镜 获 得 图 像 。 重 复 3次 。 最 后 用 Image J 软 件 计 算

平 均 荧 光 强 度 。

1.7 JC-1检测线粒体膜电位 按 “ 1.4” 项 下 方 法 进 行 分 组 、

干 预 ， 在 6 孔 板 中 每 孔 接 种 细 胞 密 度 为 1伊105个 ， 待 贴 壁 后 ， 加

入 含 有 JC-1 的 无 血 清 培 养 基 重 悬 细 胞 ， 颠 倒 混 匀 ， 37 益 孵 育

20 min ， 离 心 （ 3 000 r/min ， 4 益 离 心 4 cm， 离 心 半 径 为 10 cm） ，

去 上 清 ， PBS洗 涤 2次 ， 适 量 缓 冲 液 重 悬 细 胞 ， 置 入 流 式 细 胞 仪 ，

观 察 红 /绿 荧 光 。 重 复 3次 。

1.8 RT-qPCR检测铁死亡相关基因表达 按 “ 1.4” 项 下 方 法

进 行 分 组 、 干 预 ， 用 Trizol 提 取 各 组 细 胞 的 总 RNA， 并 测 定 RNA

浓 度 。 根 据 反 转 录 试 剂 盒 说 明 书 将 RNA 逆 转 录 为 cDNA ， 反 应

条 件 为 ： 25 益 10 min， 55 益 15 min， 85 益 5 min， 接 着 以 cDNA

为 模 板 进 行 扩 增 。 加 入 引 物 等 反 应 体 系 ， 混 匀 ， 上 机 。 设 定 反

应 程 序 为 ： 预 变 性 95 益 30 s； 变 性 95益 10 s； 退 火 及 延 伸 60 益

30 s。 PCR引 物 序 列 见 表 1 。

表 1 PCR引物序列

目 的 基 因 引 物 序 列 扩 增 产 物 长 度 / b p

p 5 3 正 义 链 ： C A G C A C A T G A G A C G G A G G T T G T

反 义 链 ： T C A T C C A A A T A C T C C A C A C G C

S L C 7 A 1 1 正 义 链 ： T C T C C A A A G G A G G T T A C C T G C

反 义 链 ： A G A C T C C C C T C A G T A A A G T G A C

G P X 4 正 义 链 ： G A G G C A A G A C C G A A G T A A A C T A C

反 义 链 ： C C G A A C T G G T T A C A C G G G A A

D M T 1 正 义 链 ： C C A G T A A T G A G T G A C T T T G C C A A

反 义 链 ： G C A G C C A C C A C A T A T A A T G C C

T F R 1 正 义 链 ： A G T T G A A C A A A G T G G C A C G A G C A G

反 义 链 ： A G C A G T T G G C T G T T G T A C C T C T C A

G A P D H 正 义 链 ： G G G G C T C T C C A G A A C A T C

反 义 链 ： T G A C A C G T T G G C A T G G

1.9 统计学方法 采 用 GraphPad Prism 9.5.1 进 行 数 据 分

析 ， 计 量 资 料 采 用 （ x依s） 表 示 ， 多 组 间 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分

析 ， 两 两 比 较 采 用 LSD-t检 验 ， 约0.05 表 示 差 异 有 统 计 学 意 义 。

2 结 果

2.1 PS-T对MDA-MB-231细胞的活性影响 与 NC 组 比 较 ，

随 着 PS-T浓 度 的 增 加 ， MDA-MB-231 细 胞 的 存 活 率 逐 渐 降 低

（ 约0.05） ， 呈 浓 度 依 赖 性 ， 且 24 h 的 抑 制 效 果 比 48 h 效 果 更 显

著 。 因 此 ， 选 择 32 滋g/mL PS-T进 行 后 续 实 验 。 （ 见 图 1）

注：与0 滋g/mL PS-T比较，a 约0.05。

图 1 不同浓度 PS-T对 MDA-MB-231细胞存活率的影响

（x依s，n=3）

2.2 PS-T对MDA-MB-231细胞克隆形成的影响 与 NC 组 比

较 ， PS-T组 、 PS-T+Erastin 组 、 Erastin 组 、 PTX 组 和 PS-T+PTX 组

的 克 隆 数 减 少 （ 约0.05） ； 与 PS-T 组 比 较 ， PS-T+Erastin 组 和

PS-T+PTX组 的 克 隆 显 著 减 少 （ 约0.05） 。 （ 见 图 2~3）

图 2 MDA-MB-231细胞克隆情况

注：与NC组比较，a 约0.05；与PS-T组比较，b 约0.05。

图 3 PS-T对 MDA-MB-231细胞克隆的影响 （x依s，n=3）

2.3 PS-T对MDA-MB-231细胞Fe2+、MDA和GSH含量的影

响 与 NC 组 比 较 ， PS-T 组 、 PS-T+Erastin 组 、 Erastin 组 、 PTX 组

和 PS-T+PTX 组 Fe2+ 和 MDA 的 含 量 增 加 ， GSH 含 量 减 少 （ 约

0.05） ； 与 PS-T 组 比 较 ， PS-T+Erastin 组 和 PS-T+PTX 组 Fe2+ 和

MDA含 量 显 著 增 加 ， GSH含 量 显 著 减 少 （ 约0.05） 。 （ 见 图 4）

注：与NC组比较，a 约0.05；与PS-T组比较，b 约0.05。

图 4 PS-T对 MDA-MB-231细胞 Fe2+、GSH和 MDA

含量的影响 （x依s，n=3）

槐 耳 多 糖 /（ 滋g/mL）

Erastin 组 PTX 组 PS-T+PTX组

NC 组 PS-T 组 PS-T+Erastin 组

1 2 4

1 2 4

1 2 0

1 2 0

1 2 3

1 2 3

1 0 0

1 0 0

1 4 3

1 4 3

1 1 2

1 1 2
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2.4 PS-T对MDA-MB-231细胞ROS的影响 与 NC 组 比 较 ，

PS-T 组 、 PS-T+Erastin 组 、 Erastin 组 、 PTX 组 和 PS-T+PTX 组 的

绿 荧 光 增 强 ， ROS 水 平 增 加 （ 约0.05） ； 与 PS-T 组 比 较 ， PS-T+

Erastin 组 和 PS-T+PTX 组 的 ROS 水 平 显 著 增 加 （ 约0.05） 。 （ 见

图 5~6） 表 明 槐 耳 多 糖 可 以 造 成 MDA-MB-231 细 胞 的 氧 化 损

伤 ， 促 进 脂 质 过 氧 化 ， 细 胞 内 氧 化 还 原 失 衡 ， 导 致 铁 死 亡 。

图 5 PS-T对 MDA-MB-231细胞 ROS影响的荧光图

（伊200）

注：与NC组比较，a 约0.05；与PS-T组比较，b 约0.05。

图 6 P-T对 MDA-MB-231细胞 ROS的影响 （x依s，n=3）

2.5 PS-T对线粒体膜电位的影响 为 了 评 估 槐 耳 多 糖 是 否

会 引 起 乳 腺 癌 细 胞 的 线 粒 体 膜 电 位 的 降 低 ， 从 而 诱 发 铁 死 亡 ，

采 用 流 式 细 胞 仪 检 测 上 述 各 组 乳 腺 癌 MDA-MB-231 细 胞 的

线 粒 体 膜 电 位 ， 若 线 粒 体 膜 电 位 由 红 色 荧 光 转 变 为 绿 色 荧

光 ， 表 示 线 粒 体 膜 电 位 降 低 。 结 果 显 示 ： 与 NC 组 比 较 ， PS-T

组 、 PS-T+Erastin 组 、 Erastin 组 、 PTX 组 和 PS-T+PTX 组 的 膜 电

位 降 低 （ 约0.05） ； 与 PS-T组 比 较 ， PS-T+Erastin组 和 PS-T+PTX

组 的 线 粒 体 膜 电 位 降 低 （ 约0.05） 。 （ 见 图 7~8） 表 明 槐 耳 多 糖 可

以 破 坏 MDA-MB-231 细 胞 的 线 粒 体 功 能 。

图 7 PS-T对MDA-MB-231细胞线粒体膜电位影响的流式图

注：与NC组比较，a 约0.05；与PS-T组比较，b 约0.05。

图 8 PS-T对 MDA-MB-231细胞线粒体膜电位的影响

（x依s，n=3）

2.6 PS-T对MDA-MB-231细胞铁死亡相关mRNA表达水平

的影响 与 NC 组 比 较 ， PS-T 组 、 PS-T+Erastin 组 、 Erastin 组 、

PTX组 和 PS-T+PTX组 p53 mRNA、 TFR1 mRNA和 DMT1 mRNA

表 达 水 平 升 高 ， SLC7A11 mRNA 和 GPX4 mRNA 表 达 水 平 降

低 （ 约0.05） ； 与 PS-T 组 比 较 ， PS-T+Erastin 组 和 PS-T+PTX 组

p53 mRNA、 TFR1 mRNA和 DMT1 mRNA表 达 水 平 显 著 升 高 ，

SLC7A11 mRNA 和 GPX4 mRNA 表 达 水 平 则 显 著 降 低 （ 约

0.05） 。 （ 见 图 9）

注：与NC组比较，a 约0.05；与PS-T组比较，b 约0.05。

图 9 PS-T对 MBA-MB-231细胞内 p53 mRNA、SLC7A11

mRNA、GPX4 mRNA、TFR1 mRNA和 DMT1 mRNA

表达水平的影响 （x依s，n=3）

3 讨 论

TNBC 作 为 乳 腺 癌 的 一 个 分 子 亚 型 ， 占 比 为 15%~20% ， 是

最 具 侵 袭 性 的 一 类 乳 腺 癌 [15]。 因 其 缺 乏 三 种 受 体 ， 即 雌 激 素 受

体 （ estrogen receptor， ER） 、 孕 激 素 受 体 （ progesterone receptor，

PR） 和 人 表 皮 生 长 因 子 受 体 2（ human epidermal growth factor

receptor 2 ， HER2） [15-16]， 导 致 其 对 化 疗 、 放 疗 和 靶 向 治 疗 等 常

规 治 疗 并 不 敏 感 ， 且 易 出 现 复 发 和 转 移 、 化 学 耐 药 以 及 预 后

不 良 等 情 况 。 因 此 ， TNBC 的 治 疗 一 直 以 来 都 是 医 学 界 关 注 的

热 点 与 攻 克 的 难 点 所 在 ， 研 发 新 型 治 疗 药 物 更 是 刻 不 容 缓 。

槐 耳 是 一 种 生 长 在 槐 树 上 的 真 菌 ， 具 有 抗 炎 、 免 疫 调 节 、

抗 肿 瘤 的 作 用 [17]。 PS-T是 槐 耳 最 有 效 的 抗 癌 活 性 成 分 ， 目 前 已

被 用 于 各 类 癌 症 的 治 疗 。 研 究 [18] 表 明 ， PS-T能 抑 制 宫 颈 癌 细 胞

的 增 殖 ， 其 机 制 可 能 与 SPHK1/S1P/S1PR3 信 号 通 路 有 关 。 另 外 ，

研 究 [19] 发 现 ， PS-T 可 能 通 过 Akt/GSK3茁/Snail 信 号 轴 抑 制 胰 腺

癌 细 胞 增 殖 和 促 进 凋 亡 。 YANG L 等 [20]发 现 槐 耳 提 取 物 可 以 通

过 NF-资B/I资B琢通 路 抑 制 MDA-MB-231 细 胞 的 生 长 ， 诱 导 细 胞

NC 组 PS-T 组 PS-T+Erastin 组 Erastin 组 PTX 组 PS-T+PTX 组

NC 组 PS-T 组 PS-T+Erastin 组

Erastin 组 PTX组 PS-T+PTX组
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周 期 停 滞 在 G0/G1期 ， 并 促 进 凋 亡 。 HU B等 [21]发 现 PS-T可 以 灭

活 ER琢-36信 号 通 路 抑 制 MDA-MB-231 细 胞 的 增 殖 ， 影 响 肿 瘤

细 胞 的 生 物 学 行 为 。 在 本 研 究 中 ， CCK-8 实 验 和 平 板 克 隆 实

验 显 示 ， PS-T 可 以 显 著 地 抑 制 MDA-MB-231 细 胞 的 活 性 ， 进

而 抑 制 癌 细 胞 的 克 隆 形 成 ， 其 机 制 可 能 与 铁 死 亡 有 关 。

铁 死 亡 的 概 念 首 次 由 DIXON S J 等 [12] 于 2012 年 提 出 ， 主

要 描 述 由 铁 诱 导 剂 （ Erastin） 触 发 的 一 种 独 特 形 式 的 细 胞 死 亡 。

据 报 道 [22]， Erastin 可 以 选 择 性 靶 向 MDA-MB-231 细 胞 并 有 效

诱 导 TNBC 细 胞 中 的 铁 死 亡 。 从 本 质 上 来 说 ， 铁 死 亡 过 程 涉 及

不 稳 定 铁 离 子 积 累 、 脂 质 过 氧 化 和 抗 氧 化 系 统 失 衡 [23]。 其 中 不

稳 定 铁 离 子 积 累 是 铁 死 亡 的 关 键 因 素 。 铁 是 脂 质 过 氧 化 的 催

化 剂 ， 细 胞 内 的 铁 主 要 来 自 转 铁 蛋 白 受 体 介 导 的 铁 摄 取 、 铁

蛋 白 释 放 等 过 程 。 有 研 究 发 现 ， 细 胞 外 Fe3+ 可 以 通 过 转 铁 蛋

白 受 体 1（ transferrin receptor 1， TFR1） 内 吞 转 运 至 细 胞 内 后

变 成 Fe2+ ， 然 后 在 二 价 金 属 转 运 蛋 白 （ divalent metal transporter

1， DMT1） 的 作 用 下 进 入 不 稳 定 铁 池 [24]。 过 多 的 铁 随 即 通 过 芬

顿 反 应 （ Fe2++H2O2-Fe
3++OH.+OH-） 产 生 羟 基 自 由 基 ， 引 起 氧 化

应 激 反 应 ， 产 生 大 量 的 ROS ， 从 而 促 进 脂 质 过 氧 化 [25]。 本 研 究

将 Erastin作 为 正 向 调 节 剂 ， PTX 作 为 阳 性 对 照 。 结 果 表 明 PS-T

可 以 增 加 MDA-MB-231细 胞 内 的 铁 含 量 ， 并 上 调 TFR1及 DMT1

的 mRNA水 平 ， 说 明 PS-T可 以 促 进 癌 细 胞 内 不 稳 定 铁 离 子 的 积

累 ， 而 Erastin 可 以 起 协 同 作 用 。

另 一 方 面 ， 脂 质 过 氧 化 是 铁 死 亡 的 主 要 标 志 。 当 细 胞 处

于 某 些 氧 化 应 激 环 境 下 ， ROS大 量 产 生 ， 使 得 细 胞 膜 和 细 胞 器

膜 上 的 多 不 饱 和 脂 肪 酸 （ polyunsaturated fatty acid ， PUFA） 过

氧 反 应 失 控 ， 形 成 脂 质 过 氧 化 物 。 脂 质 过 氧 化 物 不 稳 定 ， 会 裂

解 形 成 终 产 物 MDA， 产 生 细 胞 毒 性 ， 进 而 诱 发 铁 死 亡 [26]。 此 外 ，

PTX 作 为 TNBC 的 一 线 化 疗 药 ， 会 增 加 细 胞 内 ROS 水 平 ， 从 而

触 发 癌 细 胞 铁 死 亡 [27]。 本 研 结 果 显 示 PS-T可 以 促 进 MDA-MB-

231 细 胞 的 ROS 水 平 和 MDA 含 量 的 增 加 ， 并 与 PTX 的 作 用 相

似 ， PS-T+PTX比 PS-T的 效 果 更 显 著 。

最 后 ， 抗 氧 化 系 统 的 失 衡 是 铁 死 亡 中 的 重 要 一 环 。 生 理

条 件 下 ， 胱 氨 酸 / 谷 氨 酸 逆 向 转 运 体 系 统 Xc（ cystine/glutamate

antiporter system Xc- ） -GSH- 谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶 （ glu原

tathione peroxidase 4 ， GPX4） 维 持 细 胞 的 抗 氧 化 稳 态 。 其 中 ，

溶 质 载 体 家 族 7 成 员 11（ solute carrier family 7 member 11 ，

SLC7A11） 是 Xc- 系 统 的 核 心 成 员 ， 是 合 成 GSH 的 一 个 关 键 前

体 。 抑 制 SLC7A11 可 以 减 少 细 胞 内 的 胱 氨 酸 ， 最 终 导 致 GSH 合

成 减 少 [28]。 GPX4 是 参 与 减 少 脂 质 过 氧 化 的 核 心 蛋 白 质 。 GSH

作 为 GPX4 的 辅 助 因 子 被 抑 制 ， 导 致 GPX4 的 减 少 ， 细 胞 清 除 脂

质 过 氧 化 的 能 力 降 低 ， 导 致 ROS 的 过 度 积 累 ， 从 而 诱 发 铁 死 亡

的 发 生 [29]。 过 度 堆 积 的 ROS 又 促 进 线 粒 体 膜 电 位 崩 解 ， 线 粒 体

内 细 胞 色 素 C（ cytochrome C， Cyt C） 释 放 增 加 ， 线 粒 体 凋 亡 通

路 被 激 活 ， p53 蛋 白 表 达 上 调 [30]。 活 化 后 的 p53 可 能 通 过 募 集 到

SLC7A11 启 动 子 区 域 ， 阻 断 SLC7A11 的 转 录 ， 抑 制 Xc- 系 统 胱

氨 酸 的 摄 取 ， 抑 制 GSH 合 成 ， 下 调 GPX4 ， 触 发 铁 死 亡 [16]。 此 外 ，

有 研 究 发 现 ， 槐 耳 可 以 上 调 p53 的 表 达 [31] ， 导 致 下 游 靶 基 因

SLC7A11 和 GPX4 接 连 被 激 活 ， 而 且 p53/SLC7A11/GPX4 信 号

轴 已 被 证 实 参 与 TNBC 的 铁 死 亡 过 程 [16]。 由 此 形 成 了 一 个 正 反

馈 调 节 ， 进 一 步 加 速 了 铁 死 亡 的 进 程 。 本 研 究 结 果 显 示 ， PS-T

可 以 抑 制 MDA-MB-231细 胞 GSH含 量 降 低 ， 下 调 SLC7A11 mRNA

和 GPX4 mRNA水 平 ， 上 调 p53mRNA水 平 ， 并 降 低 线 粒 体 膜 电

位 ， 说 明 PS-T 可 以 使 抗 氧 化 系 统 失 衡 ， 同 时 降 低 线 粒 体 膜 电

位 。 该 机 制 可 能 与 p53/SLC7A11/GPX4 信 号 轴 有 关 。

本 研 究 结 果 表 明 ， PS-T可 能 通 过 p53/SLC7A11/GPX4 通 路

抑 制 MDA-MB-231 细 胞 的 增 殖 ， 从 而 激 发 MDA-MB-231 细

胞 内 不 稳 定 铁 离 子 的 过 度 积 累 ， 同 时 促 进 脂 质 过 氧 化 ， 使 抗

氧 化 系 统 失 衡 ， 线 粒 体 膜 电 位 降 低 ， 进 而 诱 导 铁 死 亡 的 发 生 。

其 中 铁 诱 导 剂 可 以 起 协 同 作 用 ， 中 西 结 合 比 单 用 效 果 更 显 著 。
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