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摘  要：本研究探讨木犀草素对乳腺癌细胞增殖及其对血管生成和乳腺癌细胞侵袭性作用的影响。采用MTT比色法检测木犀

草素对乳腺癌细胞增殖的作用；鸡胚绒毛尿囊膜(chick chorioallantoic membrane, CAM)模型检测木犀草素对新生血管生成的

影响；细胞划痕法检测木犀草素对乳腺癌细胞侵袭性的情况；Western blot方法检测凋亡抑制基因Bcl-2蛋白、星形胶质细胞

升高基因-1 (astrocyte elevated gene-1, AEG-1)蛋白、基质金属蛋白酶-2 (matrix metalloproteinase-2, MMP-2)蛋白的表达。实验

结果显示，木犀草素以时间和剂量依赖的方式抑制MCF-7细胞增殖，下调Bcl-2蛋白表达；木犀草素能显著抑制CAM中新生

血管生成；与对照组相比，60 μmol/L木犀草素作用MCF-7细胞48 h后，其迁移率降低了71.07 % (P < 0.01)，AEG-1和MMP-2
蛋白表达量分别下降了82.34%和85.70% (P < 0.05)。以上结果表明，木犀草素能有效地抑制乳腺癌MCF-7细胞增殖，抑制抑

癌基因Bcl-2蛋白表达，抑制血管新生和乳腺癌细胞的侵袭，下调AEG-1和MMP-2表达。
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Inhibitory effect of luteolin on the angiogenesis of chick chorioallantoic membrane 
and invasion of breast cancer cells via downregulation of AEG-1 and MMP-2 
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Abstract: The purpose of the present study was to investigate the effect of luteolin on the angiogenesis and invasion of breast cancer 
cells. MTT assay was used to examine breast cancer proliferation. The chick chorioallantoic membrane model was used to assess the 
angiogenesis effect. Wound healing assay was used to assess cell invasion ability. Western blot was used to analyze Bcl-2, AEG-1 and 
MMP-2 expression levels. The results showed luteolin inhibited MCF-7 cells proliferation in a dose- and time-dependent manner, and 
the expression of Bcl-2 protein was decreased. Luteolin had a strong anti-angiogenesis of chick chorioallantoic membrane. After treat-
ment of MCF-7 cells with luteolin at 60 μmol/L for 48 h, migration rate was reduced by 71.07% compared with control (P < 0.01). 
After treatment of MCF-7 cells with luteolin at 60 μmol/L for 48 h, the expression of AEG-1 and MMP-2 was reduced by 82.34% 
(P < 0.05) and 85.70% (P < 0.05) respectively, compared with control. In conclusion, the results suggest that luteolin can inhibit the 
proliferation of breast cancer cells, and suppress the expression of Bcl-2. Furthermore, luteolin has strong anti-angiogenesis of chick 
chorioallantoic membrane and anti-invasive activity on breast cancer cells, and down-regulates the expression of AEG-1 and MMP-2.
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乳腺癌是全球女性第一大恶性肿瘤，其发病率

呈逐年上升，且发病年龄趋于年轻化趋势，目前分

子靶向药物是用于肿瘤治疗的主要途径 [1,2]。研究

者认为，药物的抗肿瘤作用机制与抑制肿瘤细胞增

殖、诱导肿瘤细胞凋亡、阻遏细胞周期、抑制癌细

胞组织中血管新生和肿瘤转移侵袭等有关 [3]。肿瘤

细胞的转移侵袭是乳腺癌死亡率和复发率增加的主

要原因之一，而肿瘤的增殖和转移侵袭都依赖于新

生血管的生成。因此，获得有效地抑制肿瘤细胞血

管生成和抑制肿瘤生长、转移侵袭的药物，成为治

疗乳腺癌的有效途径之一 [4]。目前关于药物抑制肿

瘤细胞血管生成的研究，已经取得了一些进展。有

研究结果显示，雷公藤红素、人参皂苷 Rg3、苦参

素等可以阻滞肿瘤血管的形成，从而抑制肿瘤的生

长和转移 [5,6]。木犀草素 (luteolin) 是从天然药物、

蔬菜果实中分离得到的一种天然无毒的黄酮类化合

物 [7]。已有研究表明，木犀草素能够抑制胃癌、肝癌、

结直肠癌、前列腺癌和乳腺癌等细胞的增殖，表现

出较强的活性 [8–12]。目前，关于木犀草素对新生血

管生成和乳腺癌细胞的侵袭性作用机制的研究，国

内外尚未见报道。本研究以人乳腺癌 MCF-7 细胞

为实验材料，通过木犀草素作用后，检测新生血管

生成、乳腺癌细胞侵袭性、星形胶质细胞升高基因 -1 
(astrocyte elevated gene-1, AEG-1) 蛋白、基质金属

蛋白酶 -2 (matrix metalloproteinase-2, MMP-2) 蛋白

的表达等情况，以探讨木犀草素对新生血管生成和

乳腺癌细胞侵袭性的作用机制。

1  材料和方法

1.1  材料　　人乳腺癌细胞株 MCF-7 由中国医学科

学院基础医学研究所细胞中心提供。木犀草素标准

品，纯度 ≥98%，购自大连诺威信生物有限公司。

鸡胚购自大连韩伟养鸡场。新生牛血清和 RPMI-
1640 培养基购自 GIBCO 公司。胰蛋白酶、二甲基

亚砜 (DMSO)、四甲基偶氮唑盐 (MTT) 均购自

Sigma 公司。鼠 Bcl-2 单克隆抗体、鼠 AEG-1 多克

隆抗体、鼠 MMP-2 单克隆抗体、β-actin 单克隆抗体、

羊抗鼠 IgG-HRP 和羊抗兔 IgG-HRP 均购自 Santa 
Cruz Biotechnology公司。其余试剂均为国产分析纯。

1.2  方法

1.2.1  木犀草素对 MCF-7 细胞生长的影响　　取对

数生长期的 MCF-7 细胞，制备单细胞悬液，以每

孔 200 μL (4 × 103 个 / 孔 ) 接种于 96 孔培养板，待

细胞贴壁后，加入终浓度为 20、40 和 60 µmol/L 的

木犀草素，对照组加入 1‰ DMSO。继续培养 24 h
和 48 h。按参考文献 [13] 方法用酶标仪测定 490 nm
的吸光度值并计算药物对细胞生长的抑制率。实验

重复三次，取平均值。抑制率 = [1 – (OD实验组 − OD空白组)/
(OD 对照组 − OD 空白组 )] × 100%。      
1.2.2  木犀草素对鸡胚绒毛尿囊膜 (chick chorioal-
lantoic membrane, CAM) 模型新生血管生成的影响    
　　6 日龄鸡胚用 1 ‰ 新洁尔灭 (38~42 ℃ ) 浸洗擦

干，钝头朝上，倾斜 45° 放入 37 ℃、相对湿度为

60%~70% 的恒温培养箱中培养 24 h。将鸡胚随机

分为四组，每组 4~5 枚，在超净工作台内，用 75%
酒精消毒后，在距胚头 1 cm 处开窗，滴加一滴生

理盐水，显现出 CAM 血管，当 CAM 与壳膜分离

后制成假气室。将玻璃纤维滤纸载体放于两条前卵

黄静脉之间的相对无血管区，各组分别滴入 30 μL
的 40、60 和 80 μmol/L 木犀草素，对照组加入 30 
μL 生理盐水，然后用无菌胶带封闭，放到培养箱

中培养 24 h，拍照观察。

1.2.3  木犀草素对 MCF-7 细胞侵袭性的影响　　取

对数生长期的 MCF-7 细胞 1 mL (5 × 104 个细胞 /
孔 )，接种于 24 孔板中，待培养到形成单层细胞后，

用无菌枪头沿孔板底部中央水平划一道痕迹，用

PBS 清洗划痕区域，弃去 PBS，反复三次，将刮掉

的细胞冲洗干净，然后每孔加入无血清 RMPI 1640
培养基和不同浓度木犀草素 (0、20、40 和 60 μmol/L)。
分别于 0、24、48 h 时在倒置显微镜下摄像。测量

划痕宽度，计算迁移率。迁移率 = ( 原划痕宽度 − 
现在划痕宽度 )/原划痕宽度 × 100%。实验重复三次。

1.2.4  木犀草素对 MCF-7 细胞中 Bcl-2、AEG-1 和

MMP-2蛋白表达的影响　　取对数生长期的MCF-7
细胞，制备成 2.5 × 105 个 /mL 细胞悬液，每孔 2 
mL 接种于 6 孔板中，待细胞贴壁后，加入不同浓

度木犀草素，使其终浓度为 0、20、40 和 60 μmol/L，
继续培养 48 h，然后用细胞裂解液裂解不同处理组

细胞，收集细胞总蛋白，Bradford 法定量后按参考

文献 [14] 方法进行 Western blot。用凝胶成像系统对

胶片扫描记录相应条带的透射光积分光密度值，

β-actin 为内参。

1.2.5  统计学分析　　采用 SPSS13.0 和 Excel XP 软

件对数据进行差异显著性 t 检验，P < 0.05 表示差

异有统计学显著性。实验组和对照组的相关数值均

用 means ± SD 表示。
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2  结果

2.1  木犀草素对MCF-7细胞生长抑制作用

木犀草素对 MCF-7 细胞的生长具有一定的抑

制作用，呈现明显的时间和剂量依赖关系 ( 表 1)。
与对照组相比，60 μmol/L 的木犀草素作用 MCF-7 
细胞 48 h，其对 MCF-7 细胞的抑制率为 (44.51 ± 
1.52)% (P < 0.01)。结果显示木犀草素可显著抑制

MCF-7 细胞增殖。

2.2  木犀草素对MCF-7细胞中Bcl-2蛋白表达影响

随着木犀草素浓度的增加，MCF-7 细胞 Bcl-2
蛋白表达量逐渐降低 ( 图 1)。其中 60 μmol/L 的木

犀草素组作用细胞 48 h 后，与对照组相比，MCF-7
细胞的 Bcl-2 蛋白表达下降了 (76.16 ± 2.01)% (P < 
0.05)。结果显示木犀草素能有效抑制 MCF-7 细胞

Bcl-2 蛋白的表达。

2.3  木犀草素对鸡胚新生血管生成的影响

对照组的 CAM 血管丰富且生长良好，主血管

长势旺盛。当 40 和 60 μmol/L 木犀草素处理 CAM 
24 h 后，血管密度降低，管径变细。当木犀草素浓

度达到 80 μmol/L 时，CAM 出现了血管壁部分溶解，

血管分支多处断开，分布零乱，血管颜色变浅 (图 2)。
结果显示木犀草素对 CAM 中血管新生有明显抑制

作用。

2.4  木犀草素对MCF-7细胞侵袭性的影响 
木犀草素可显著抑制 MCF-7 细胞的侵袭性作

用，且随着浓度的增加和作用时间的延长，其抑制

作用逐渐增强，呈剂量和时间依赖性 ( 图 3)。与对

照组相比，60 μmol/L 木犀草素作用 MCF-7 细胞 48 h
后，其迁移率降低了 (71.07 ± 2.9)% (P < 0.01)。结

果显示木犀草素显著抑制乳腺癌 MCF-7 细胞的侵

袭性。

表 1. 木犀草素对MCF-7细胞生长的抑制作用

Table 1. Inhibitory effects of luteolin on proliferation of MCF-7 cells
Groups Control 20 μmol/L luteolin 40 μmol/L luteolin 60 μmol/L luteolin 
24 h 0 (6.21 ± 1.63)% (22.63 ± 2.87)% (30.25 ± 1.37)% *

48 h 0 (10.02 ± 0.94)% (29.56 ± 2.72)% * (44.51 ± 1.52)% **

The inhibitory rate of MCF-7 cells was determined using MTT assay. Means ± SD, n = 3. *P < 0.05, **P < 0.01 compared with control.

图   1. 木犀草素对MCF-7细胞中Bcl-2蛋白表达影响

Fig. 1. Effects of luteolin on the expression of Bcl-2 protein. The 
amount of protein was assessed by Western blot. Means ± SD, 
n = 3. *P < 0.05 compared with control.

2.5  木犀草素对MCF-7细胞中AEG-1和MMP-2表达

影响

随着木犀草素浓度的增加，MCF-7 细胞 AEG-1
和 MMP-2 蛋白表达量逐渐降低 ( 图 4)。与对照组

相比，60 μmol/L 木犀草素作用 MCF-7 细胞 48 h 后，

AEG-1 和 MMP-2 蛋白表达量分别下降了 (82.34 ± 
1.19)% 和 (85.70 ± 2.24)% (P < 0.05)。结果显示木犀

草素可抑制 MCF-7 细胞中 AEG-1 和 MMP-2 蛋白

的表达。

3  讨论

乳腺癌的发生、侵袭转移是一个受多种因素调

控的复杂过程，其中肿瘤的血管生成起着极其重要

的作用，是影响患者预后的主要因素之一。因此近

年来抗肿瘤血管生成治疗已成为肿瘤靶向治疗的一

种有效的手段和方法。本研究结果显示，木犀草素

能显著地抑制乳腺癌 MCF-7 细胞的增殖和 Bcl-2 的

表达。Bcl-2 为凋亡抑制基因，其表达水平增高能

够抑制肿瘤细胞凋亡 [15]。由此推测木犀草素具有通

过抑制 Bcl-2 的表达发挥其促细胞凋亡的作用。
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图   2. 木犀草素对鸡胚尿囊膜新生血管的抑制作用

Fig. 2. Inhibitory effects of luteolin on the angiogenesis of chick chorioallantoic membrane. 

图   3. 木犀草素对MCF-7细胞侵袭性作用的影响

Fig. 3. Effects of luteolin on migration and invasion of MCF-7 cells. A: Migration map. Scale bar, 50 μm. B: Migration rate. Means ± 
SD, n = 3. *P < 0.05, **P < 0.01 compared with control.
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具有局部侵袭和远处转移的能力是恶性肿瘤最

主要的生物学特性，并且是导致患者死亡的主要原

因 [16]。肿瘤的血管生成和侵袭转移是相互依赖、共

同进展的过程，都与基底膜的降解有关。MMP-2
是 MMPs 家族的重要成员，MMP-2 可以降解基底

膜中Ⅳ型胶原蛋白，形成肿瘤细胞移动通道，使肿

瘤得以扩散，最终导致肿瘤转移侵袭，并可释放促

血管生成因子，促进乳腺上皮细胞增长 [17]。而

AEG-1 对 MMP-2 的表达至关重要，AEG-1 是与血

管生成和乳腺癌侵袭性关系密切的关键基因，它可

通过调控 MMP-2 的表达来促进肿瘤细胞的侵袭和

粘附 [18]。Emdad 等在鼠胶质瘤细胞系中敲除 AEG-1
基因后，发现 MMP-2 和 MMP-9 的启动子活性降低，

细胞迁移和血管生成的能力受到了抑制 [19]。因此抑

制 MMP-2 和 AEG-1 的表达是药物抑制血管生成和

侵袭的机制之一。本研究的 CAM 实验和细胞划痕

实验结果显示，木犀草素能抑制血管新生和乳腺癌

细胞的侵袭，抑制 AEG-1 和 MMP-2 蛋白的表达，

且其抑制作用呈浓度依赖性，表明木犀草素抑制新

生血管的生成和乳腺癌细胞的侵袭能力与调控

AEG-1 和 MMP-2 的表达有关。

综上所述，木犀草素能有效地抑制乳腺癌

MCF-7 细胞增殖，抑制抑癌基因 Bcl-2 蛋白表达，

抑制血管新生和乳腺癌细胞的侵袭，下调 AEG-1
和 MMP-2 表达。乳腺癌发生和发展是多因素、多

环节和多途径参与的复杂过程，关于木犀草素抗乳

腺癌具体机制仍需要进一步的研究。
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