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柠檬苦素类化合物对人乳腺癌细胞（*4567）的

生长抑制及细胞周期动力学的影响

唐莉莉#， 曾祥斌!， 田庆国#， 丁霄霖#

（#(无锡轻工大学食品学院，江苏无锡!#3"$2；!(上海医科大学公共卫生学院，上海!"""$!）

摘 要：为了探讨柠檬苦素类似物对乳腺癌细胞 *4567生长抑制和对细胞周期的影响，应用

*88法和流式细胞仪检测癌细胞株生长和细胞周期(结果显示柠檬苦素类似物能明显抑制*456
7的生长，抑制率高于7"9，并随作用时间和剂量增加其效果增强；柠檬苦素可以影响细胞周期

:!／*期(柠檬苦素类似物可以明显抑制*4567的增殖，并有可能是通过阻滞细胞在:!／*期而

降低其生长能力(
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柠檬苦素类化合物（#$%&’&$(）是三萜类的植物

次生代谢产物，主要存在于芸香科（)*+,-.,.）和柬

科（".#$,-.,.）植物中，尤其在柑桔属（/$+0*1）的种

子及皮中含量丰富，迄今为止，已发现$""余种柠

檬苦素类似物(柠檬苦素类似物是引起桔汁苦味的

主要原因之一［#］，最近的研究表明，柠檬苦素类似

物可以激活体内主要的解毒酶谷胱甘肽;6转移酶

的活性，大量的动物试验也表明，柠檬苦素类化合

物可以抑制由化学物质引起的肝癌、小肠癌、口腔

癌和胃癌等［!!3］(作者报道了柠檬苦素类似物对人

乳腺癌细胞*4567的抑制作用及可能机制(
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! 材 料

!!! 细胞株

人类乳腺癌细胞株"#$%&，购自中科院上海细

胞生物学研究所!
!"# 主要试剂

’(")%*+,-、胰蛋白酶为./012产品；二甲亚砜

（3"45）和噻唑蓝（"66）为4/789产品；细胞培养

基为含*-:胰岛素、*-:小牛血清并加入双抗的

’(")%*+,-培养基柠檬苦素类似物样品由无锡轻

工大学田庆国博士提供!
!!$ 主要器材

流式细胞仪$;#4#9</0=>，美国?@2A1B3/2C/B%
D1B公司产品；?/1%6@C全自动酶标分析仪、E+孔培

养板，美国#1>B/B7%#1DA@>公司产品!

# 方 法

#!! 柠檬苦素类似物溶液的制备

柠檬苦素类似物溶解于二甲基亚砜（3"45）

中，配成*--87／8F储存液于GH-I备用!临用前

用培养液配成J--!7／8F，,倍递减稀释!
#"# 细胞生长抑制实验（%&&法）

用-!HJ:胰蛋白酶消化培养细胞，用含*-:胎

牛血清的’(")*+,-培养液配成单个细胞悬液，以

每孔*!-K*-,细胞接种于E+孔培养板中，每孔体

积H--!F!
将培 养 板 移 入#5H 培 养 箱 中，在L&I、J:

#5H及饱和湿度条件下培养!培养结束后，每孔加

入"66溶液（J87／8F）H-!F，L&I继续孵育,
M，终止培养，小心吸弃孔内培养上清液!每孔加入

*J-!F3"45，振荡*-8/B，使结晶物充分溶解!
选择,E-B8波长，在酶联免疫检测仪上测定各孔

光吸收值，记录结果，每浓度设L个平行孔!
#!$ 柠檬苦素对细胞周期的影响

将乳腺癌细胞按JK*-J密度接种于+-8F培

养瓶中，H,M后，加入不同剂量的柠檬苦素，染毒时

间为H,M，染毒结束后，胰酶消化，细胞放置L&I
水浴，(?4洗一遍，离心加入-!*:6>/A1BN%*--的

(?4，室温放置L8/B，(?4洗二遍，调节细胞每管

*-+，’O9D@处理L&I水浴*J8/B，离心后加入溴化

丙啶（()，*J!7／8F），放置暗处*M后上机，上机前

用滤网过滤!采集L---个细胞，用"1P$/A软件分

析细胞周期各时相百分比例!

$ 结 果

$!! 不同剂量柠檬苦素类似物对癌细胞生长抑制

的影响

培养,QM后 "66测定，测定结果表明，柠檬

苦素类似物能够有效地抑制"#$%&细胞生长，且有

剂量效应关系，J种样品高剂量组的抑制率均超过

&-:，见图*!

图! 柠檬苦素类似物对癌细胞存活率的影响

’()"! &*++,,+-./,0(1/2/(3/2.*+0(456(0(.7/,*8152
1511597-52-+9-+000(2+%:’;<

$!# 作用天数对细胞存活率的影响

为观察作用时间对细胞存活率的影响，分别测

定作用H,、,Q、L+M后癌细胞的存活率!图H可见，

作用时间与存活率呈负相关!

图# 作用时间对细胞存活率的影响（样品质量浓度

为$=1)／1>）

’()"# &*++,,+-./,.(1+/2.*+0(456(0(.7/,-+00?（.*+
-/2-+2.95.(/2(?$=)／1>

$"$ 柠檬苦素对乳腺癌细胞周期动力学的影响

收集对照组及柠檬苦素剂量组"#$%&细胞进

行流式细胞仪测试，结果见表*!!-／!*、"期细胞
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减少，!!／" 期细胞增多，这个结果提示，柠檬苦素

通过阻滞细胞在!!／" 期来抑制"#$%&细胞的增

殖’
表! 柠檬苦素对乳腺癌细胞周期动力学的影响

"#$%! "&’’((’)*+(,-.+/+-0+/*&’)’,,)1),’+(&2.#/

质量浓度／
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3 结 论

乳腺癌是发达国家的高发生率疾病，每年以

!-的速率递增［3］’目前，我国也呈高增长趋势’流

行病学调查显示，植物性食物可以一定程度上减少

乳腺癌的危险性’因此，寻求食物中的效抗癌因子

已成当今保健的新时尚’我国自古以来就有用柑桔

之成分治病的历史，对柠檬苦素类似物最初的研究

是为了将其从柑桔中除去，以提高柑桔制品的商品

价值’而现在已注意到柠檬苦素类似物的生物学活

性作用’作者研究显示，柠檬苦素类似物在体外能

显著抑制人乳腺癌细胞 "#$%&的生长，且存在剂

量效应关系’
正常的细胞周期是细胞进行正常代谢和增殖

过程的重要保证，细胞周期各时相参数的改变，将

干扰和破坏细胞的正常功能，并因此达到抑制癌细

胞生长的目的’用柠檬苦素处理乳腺癌细胞后观察

各时相细胞增殖周期的移行变化，发现柠檬苦素能

影响 "#$%&细胞周期，!,、#期细胞减少，!!／"
期细胞增多，显示柠檬苦素通过阻滞细胞在!!／"
期来抑制 "#$%&细胞的增殖’细胞周期中有两个

最为基本的调控点，一个位于!,期和#期的过渡

时期，决定着是否进入细胞周期；另一个位于!!与

" 期之间，又叫!!／" 过渡点’!!／" 期阻滞可能

也是456的修复期，使损伤456在染色体分离前

得到修复，不能修复者则退出增殖周期，进入凋亡

途径’本次研究也观察到用柠檬苦素处理127后出

现凋亡细胞’
柠檬苦素类似物作为天然抗癌剂的实际应用

还有待于更全面的研究’开展柑桔中柠檬苦素类似

物的研究，对提取更多的生物活性物质和开发更多

的功能性食品，很有探索价值’
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