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诺丽果粉水溶液对 MCF-7人乳腺癌细胞
及其内源性 VEGF影响
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摘要:用诺丽冻干粉加入至不完全培养基中，培养人乳腺癌 Mcf -7 细胞，通过 Cck-8、流式细胞术、TUNEL-
DAPI染色等方法体外实验，比较不同处理方式下细胞的多方面生物学特性． Cck-8 检测法的结果显示，经
诺丽果粉水溶液处理细胞的 Cck-8 吸光值低于用不完全培养基培养细胞的吸光值，并且与作用时间呈负
相关性． TUNEL-DAPI双染结果显示，经诺丽果粉水溶液处理的细胞凋亡率高于正常培养的细胞，并且凋
亡率与浓度呈正相关性．流式细胞术检测结果显示，经过诺丽果粉水溶液处理的细胞在 1 mg·mL －1浓度

下，24 h即会发生早期凋亡．酶联免疫吸附( Elisa 法) 检测内源性 VEGF 含量结果显示，经诺丽果粉水溶
液处理后的细胞上清液中 VEGF的含量: 20，10 mg·mL －1浓度下 VEGF含量降低，5，2，1 mg·mL －1浓度

下 VEGF含量升高．诺丽果粉水溶液对 Mcf-7 人乳腺癌细胞系有生长抑制作用，作用方式可能为阻碍
VEGF与细胞结合．
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0 引言

诺丽( Morinda citrifolia Linn) ，英文名 noni，也
称为海巴戟，茜草科，巴戟天属植物． 诺丽含有多种
有效抗癌成分，主要为黄酮［1-2］、蒽醌［3-4］及萜类，有
抑制癌症细胞生长的能力［5-6］． 诺丽能抑制异常新
生血管生成，从而预防癌症［7］． 细胞内皮生长因子
( VEGF) 通过血管内皮细胞表面 VEGFＲ2 受体激活
下游信号［8］，可诱导内皮细胞的生长、迁移和管状
形成，促进新生血管形成、提高血管通透性、满足肿
瘤细胞对氧和营养的需求［9-10］． 对 VEGF 信号通路
阻碍，是现阶段药物治疗肿瘤的一种方向［11-13］． 目
前对诺丽全果中含有的抗癌物质及其作用机制的报

道较少．本文从抗乳腺癌细胞的角度，分析诺丽中抗
癌物质引发的抗癌机制，及其对乳腺癌细胞内源性
VEGF的影响．

1 实验材料与方法

1． 1 细胞培养
Mcf-7 细胞由中国科学院典型培养物保藏委员

会上海生命科学院研究院细胞库提供． 细胞待其生
长至细胞培养瓶( 康宁，美国) 底 0． 80 满后常规胰
蛋白酶( 翊圣，中国) 消化传代，间隔 2 d 换液，完全
培养基按照 0． 89 DMEM 高糖培养基 ( Cat No:
SH30243． 01 HyCloneTM ) 、0． 10 胎牛血清( 英文全
称: fetal bovine serum，FBS life technologiesTM ) 、0． 01
青-链霉素( 翊圣，中国) 配制，用 CO2 水套培养箱培

养( 赛默飞，美国) ，50 mL·L －1 CO2、37 ℃培养．

1． 2 含药培养基配置

称取 200 mg 诺丽全果冻干粉( 万维诺丽，中
国) 溶于 10 mL DMEM 不完全培养基中，超声
30 min． 1 000 r·min －1离心 3 min，取上清，无菌条
件下 0． 22 μm 滤膜 ( millipore，美国) 压滤，制成
20 mg·mL －1的母液，实验时用不完全培养基稀释

至所需浓度．

1． 3 Cck-8 检测法

1． 3． 1 Cck-8 标准曲线及孵育时间的确定 将培
养好的细胞胰蛋白酶消化处理后，用完全培养基重

悬．通过细胞计数板( 上海计量) 计数，分别稀释至
2． 000，1． 000，0． 500，0． 250，0． 125 万个·mL －1，接

种于 96 孔板( 康宁，美国) ，每孔加样100 μL，每个
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浓度做 6 个平行．空白对照为无细胞完全培养基．在
点板后放入培养箱进行正常培养． 大约 5 ～ 6 h 后，
倒置显微镜下观察细胞贴壁情况( 轻轻晃动细胞培

养板，细胞不随培养液晃动，即判定为细胞已经贴

壁) ． 待细胞贴壁后，移弃完全培养基，加入事先配
好的 v( Cck-8) ∶ v( 不完全培养基) = 1∶ 11 的反应液，
避免加液时产生气泡．放入 37 ℃恒温孵育，分别在
孵育 3，4，5，6，7 h 时用酶标仪在 450 nm 处测量吸
光值．实验重复 3 次，并按 A细胞数量 = A测量 － A空白公式
计算．取计算值 A为纵坐标，细胞数量为横坐标，做
吸光值和细胞数量之间的相关性分析，并以 r2 和时
间做相关分析，找出相关性最适合的孵育时间点，为

Cck -8对Mcf-7细胞系最佳孵育时间点，结果见图1．

相关性与时间的变化见表 1．经 spss 20 线性回归分
析，其中 Cck-8 孵育至 6 h 时，细胞数量与吸光度之
间相关性为 r2 = 0． 996 0，故本实验采纳在加入
Cck-8 后孵育 6 h在 450 nm处测得的吸光值．

图 1 Cck-8 孵育时间曲线
表 1 Cck-8 孵育时间与吸光值相关性

孵育时长 /h 3 4 5 6 7

r square 0． 976 0 0． 991 4 0． 994 1 0． 996 0 0． 994 3
Sy． x 0． 010 430 0． 008 010 0． 008 191 0． 008 395 0． 011 860

1． 3． 2 检测细胞存活与浓度相关性 将处在对数
生长期的细胞用胰蛋白酶消化处理后 1 000 r·
min －1离心 5 min收集细胞． PBS( pH值为 7． 4) 清洗
2 次并离心收集，用完全培养基重悬细胞，细胞计数
后稀释至 3 万个·mL －1，按每孔 100 μL 加入 96 孔
板，次日换为 100 μL 不完全培养基血清饥饿过夜．
诺丽果粉水溶液处理实验组分为 20，10，5，2，1 mg·
mL －1 5 个浓度，对照组为不完全培养基处理，每个
浓度做 6 副孔，同时每个浓度做 3 孔含果粉无细胞
培养基作为空白对照．用已经饥饿处理好的细胞，加
入含果粉培养基后，于 24 h 后，直接向检测孔内加
入 10 μL Cck-8 溶液，孵育 6 h 后用酶标仪检测
450 nm处吸光值． 细胞存活率公式为 A = ( A样品 －

A空白样品) / ( A对照 － A空白对照)
［14-15］．

1． 3． 3 Cck-8 检测细胞存活率在相同药物浓度下
时间相关性 将在对数生长期的细胞用胰蛋白酶消

化处理后于 1 000 r·min －1速率下离心分离 5 min
收集细胞． PBS清洗 2 次，细胞计数板计数后，用完
全培养基重悬细胞至浓度为 3 万个·mL －1，按每孔

100 μL，点入 96 孔板，培养过夜，次日血清饥饿 24 h
后实验，诺丽果粉水溶液实验分组为 20，10，5，2，
1 mg·mL －1，每个浓度分别在培养 48 h 及 72 h 后，
用上述 Cck-8 法检测细胞存活率．其中，每个时间段
每个浓度做 6 组重复，3 孔空白对照．于 48 h和 72 h
后，直接向检测孔内加入 10 μL Cck-8 溶液，孵育6 h
后用酶标仪检测 450 nm处吸光值．

1． 4 TUNEL-DAPI细胞凋亡检测

1． 4． 1 细胞玻片预处理 将细胞培养玻片( 15 mm
nest，中国) 用 120 g重铬酸钾、200 mL浓硫酸( 广州
化学试剂厂) 、400 mL 去离子水配置的溶液浸泡玻
璃片，摇床过夜．次日，将玻片取出，每片玻片单独取
出用去离子水正反面各冲洗 15 s，冲洗 3 遍，在滤纸
上控干水． 用 950 mL·L －1乙醇浸泡过夜． 第 3 天，
将玻片取出，放置于培养皿中进行高温高压灭菌，通

风晾干待用．
1． 4． 2 细胞 TUNEL-DAPI 染色处理 将处理好的
细胞玻片放入 48 孔培养板( 康宁，美国) 中．对数生
长期的细胞经胰蛋白酶消化下来，PBS 清洗 2 遍，用
完全培养基重悬稀释至 10 万个· mL －1，每孔

500 μL点板，次日换为不完全培养基血清饥饿过夜．
诺丽果粉水溶液实验组分为 1． 000，0． 500，0． 250，
0． 125 mg·mL －1 ; 对照组分为阴性对照组、阳性对
照组、空白对照组． 阴性对照组染色体系中不加入
TdT酶; 阳性对照组染色前用 DNase处理 10 min，后
正常染色处理; 空白对照组用不完全培养基培养处

理．所有细胞爬片染色前，用 4 ℃预冷含有 40 mL·
L －1多聚甲醇的 PBS 冰上固定 15 min，用 PBS 轻轻
冲洗 2 次． TUNEL染色过程及拍照方式严格参照试
剂盒产品说明书，TUNEL 试剂盒、DAPI 染剂、抗荧
光猝灭剂为中国翊圣制造．每个浓度任选 8 个视野，
统计 TUNEL阳性细胞( FTIC显色数量) 数占总细胞
数( FTIC显色数量 + DAPI 显色数量) 的比值，为细
胞晚期凋亡率．拍摄用倒置荧光显微镜为德国蔡斯
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产品．

1． 5 流式细胞检测

将处于对数生长期的细胞，经胰蛋白酶消化收

集后，制成 500 万个·mL －1细胞悬液，点于 6 孔细
胞培养板，每板 2 mL． 培养过夜，待细胞贴壁，用不
完全培养基饥饿 24 h后，诺丽果粉水溶液实验组分
为 1． 000，0． 500，0． 250，0． 125 mg·mL －1，对照组为

不完全培养基处理的细胞，培养 24 h．用胰蛋白酶消
化，吹打后制成单细胞悬液，并与原细胞培养液混合

后于 1 000 r·min －1，4 ℃，5 min 条件下离心分离，
弃上清收集细胞． 用已经 4 ℃预冷过的 PBS，清洗
细胞 2次后收集．用 PBS将细胞浓度稀释至 50万个·
mL －1，取 1 mL细胞悬液． 1 000 r·min －1 4 ℃ 5 min
离心收集50 万个细胞，加入 100 μL 结合缓冲液重
悬细胞，annixV-pi 双染色过程严格参照试剂盒说明
书．染色完成后 1 h内上流式细胞仪检测，检测用流
式细胞仪为美国 BD公司生产．以 FTIC 荧光强度和
PI荧光强度，将图分为 4 个区域，统计 FTIC 荧光强
度高，PI 荧光强度低的区域为早期凋亡区域． 经
flowjo 7． 6 软件统计结果．

1． 6 Elisa法检测细胞上清液 VEGF含量

将处于对数生长期的细胞，经胰蛋白酶消化收

集后，PBS清洗 2 遍，按照每孔 10 万个·mL －1加入

96 孔板中进行培养． 待细胞贴壁后，弃去完全培养
基，用 PBS 冲洗 3 遍，加入不完全培养基，进行血清
饥饿 24 h，诺丽果粉水溶液实验组分为 2． 0，1． 0，
0． 5，0． 2，0． 1 mg·mL －1 ．对照组为不完全培养基培
养细胞，空白对照组为各浓度含诺丽果粉水溶液药

培养基，不含细胞［14］． 分别收集实验组、对照组、空
白组细胞上清液 600 μL，10 000 g 离心 5 min 后检
测，每组做 4 个副孔［15］． 检测方法参照 Eisa 人源
VEGF试剂盒说明书． Elisa 人源 VEGF 试剂盒由中
国博士德公司生产制造．

1． 7 统计学处理

用 spss 20 统计软件进行处理．对数据进行单因
素方差分析 p ＜ 0． 05 认为差异有统计学意义．

2 结果与分析

2． 1 细胞形态观察

经不同剂量的诺丽果粉水溶液的培养基培养后

的细胞，与不完全培养基培养的细胞( 对照组) 在倒

置光学显微镜下观察细胞形态． 在培养 24 h 后

20 mg·mL －1和 10 mg·mL －1组细胞即出现大量较

为明显的皱缩形态，5 mg·mL －1和 2 mg·mL －1组

细胞出现少量细胞皱缩，大部分细胞仍具有完整细

胞形态，1 mg·mL －1和对照组基本没有细胞出现皱

缩现象，视野范围内所有细胞均保持完整细胞形态．
培养 48 h 后，20 mg·mL －1和 10 mg·mL －1组大量

细胞没有完整细胞形态，5 mg·mL －1和 2 mg·
mL －1组部分细胞呈现皱缩，部分细胞呈现完整细胞

形态，1 mg·mL －1组细胞出现少量皱缩现象，对照

组细胞仍保持完好的细胞形态．培养 72 h后，20 mg·
mL －1和 10 mg·mL －1组视野范围内只有极少量细

胞为细胞皱缩形态，极大部分细胞已经不具有细胞形

态，5 mg·mL －1，2 mg·mL －1和 1 mg·mL －1组细胞

出现大量皱缩现象． 对照组出现极少量细胞皱缩现
象．通过观察形态可知，诺丽果粉水溶液会影响乳腺
癌细胞正常生长．

2． 2 Cck-8 细胞活性检测

2． 2． 1 Cck-8 浓度相关性检测 实验结果如图 2
所示，结果表明经过 24 h培养，Mcf-7 细胞系的存活
率随诺丽果粉含量增加而降低，同空白对照组相比，

20 mg·mL －1有极显著差异( p ＜ 0． 01 ) ，10 mg·
mL －1和 5 mg·mL －1组有显著性差异( p ＜ 0． 05) ．诺
丽果粉水溶液处理 24 h，IC50 = ( 9． 030 ±0． 956) mg·
mL －1 ．在 1 mg·mL －1的状态下出现部分增殖现象．
实验结果说明诺丽果粉水溶液对 Mcf-7 细胞增殖具
有抑制作用．

注: 与空白对照组相比 * : p ＜ 0． 05 ＊＊; p ＜ 0． 01．

图 2 Mcf-7 细胞系不同浓度下处理 24 h 后用 Cck-8 检测
存活率的结果

2． 2． 2 Cck-8 时间相关性检测 实验结果如图 3
所示，分别经过 48 h 和 72 h 培养后，所有浓度下
Mcf-7 细胞系的存活率均随培养时间的延长而降
低，诺丽果粉水溶液处理 48 h IC50 = ( 2． 964 ±
0． 430) mg·mL －1、诺丽果粉水溶液处理 72 h IC50 =
( 0． 983 ± 0． 007) mg·mL －1 ． 20 mg·mL －1，10 mg·
mL －1和5 mg·mL －1组在处理 48 h 时，与对照组呈
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现极显著差异( p ＜ 0． 01 ) ． 5 mg·mL －1，2 mg·
mL －1和 1 mg·mL －1组在处理 48 h 时，与对照组呈
现显著差异( p ＜ 0． 05 ) ． 所有浓度均在处理 72 h
后，与对照组呈现显著差异( p ＜ 0． 05) ．实验结果说
明诺丽果粉水溶液对 Mcf-7 细胞增殖抑制程度与处
理浓度时间存在依赖性．

注: 与相同时间段空白对照组相比 * : p ＜ 0． 05 ＊＊; p ＜
0． 01．
图 3 mcf-7 细胞在不同浓度下分别处理 48 h 与 72 h 后用

Cck-8 检测存活率的结果

2． 3 Tunel-dapi染色结果

实验结果如图 4 所示．运用 ImageJ软件统计处

图 4 mcf-7 细胞在不同浓度下处理 24 h 后用 tunel-dapi
双染色后荧光显微镜镜下观察结果

理 8 个随机视野，统计结果见表 2． 1． 000 mg·
mL －1、0．500 mg·mL－1、0． 250 mg·mL－1和 0． 125 mg·
mL －1组，均存在细胞凋亡现象，凋亡率与浓度呈正

相关．并且存在细胞脱壁情况，即浓度越高，视野范
围内可见细胞数量越少．该实验结果表明，诺丽果粉

水溶液会影响 Mcf-7 细胞贴壁能力，同时诱导细胞
凋亡，凋亡比率与浓度有关，浓度越高凋亡比越高．

表 2 tunel-dapi染色检测结果统计

果粉浓度 /

( mg·mL －1 )
视野数量 凋亡比 /% p 值

1． 000 8 18． 369 ± 0． 040 0． 012

0． 500 8 17． 445 ± 0． 020 0． 017

0． 250 8 12． 792 ± 0． 060 0． 021

0． 125 8 10． 400 ± 0． 080 0． 053

0． 000 8 9． 290 ± 0． 032 －

2． 4 流式细胞检测
实验结果如图 5 所示．运用 flowjo 7． 6 软件统计

得出，经低浓度诺丽果粉水溶液处理的细胞会进入

凋亡早期．在 1． 000 mg·mL －1的浓度处理 24 h 下，
出现的早期凋亡率为 0． 12．而极低浓度 0． 125 mg·
mL －1下，凋亡率达到 0． 04，相对于正常处理的细胞，
凋亡率也略有增长．该实验结果表明，诺丽果粉水溶
液会诱导 Mcf -7 细胞凋亡，24 h 即发生早起凋亡，
浓度越高细胞群向晚期凋亡偏移，凋亡比率与浓度

有关，浓度越高细胞群向晚期凋亡偏移．

2． 5 上清液 VEGF含量检测

实验结果如图 6 所示，与对照组对比可以看出，
在 20 mg·mL －1时细胞上清液中 VEGF含量微量增
高，10，5，2，1 mg·mL －1细胞上清液中的 VEGF 含
量大量增长．不同的时间点之间相互对比，发现每个
时间点，使细胞上清液中 VEGF 含量达到峰值的浓
度有所不同，24 h 在 5 mg·mL －1出现峰值，48 h 在
10 mg·mL －1出现峰值，72 h 在 2 mg·mL －1出现峰

值．该实验结果表明，诺丽果粉水溶物并不会抑制细
胞内源性 VEGF产生，在一定浓度条件下会促进细
胞产生 VEGF．

3 结论

Cck-8 检测结果表明诺丽果粉水溶液含有对
Mcf-7 细胞系生长抑制的成分，具体有效成分有待
后续研究．在诺丽果粉水溶液浓度≥1 mg·mL －1的

情况下，细胞培养 24 h 即出现脱壁现象． 诺丽果粉
水溶液会影响细胞贴壁粘附能力，DAPI-TUNEL 双
染实验只使用了 1． 000，0． 500，0． 250，0． 125 mg·
mL －1 4 个低于 2 mg·mL －1的浓度． 处理浓度越高
视野范围内细胞数量少．结合流式细胞检测结果，说
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明这部分悬浮细胞脱壁后并未立即死亡．

图 5 AnnixV-pi流式细胞检测结果

注: 与相同时间段空白对照组相比 * : p ＜0． 05 ＊＊; p ＜0． 01．

图 6 Mcf-7 细胞在不同浓度下处理 24 h、48 h、72 h 后，细
胞上清液中 VEGF的含量变化

Cck-8 检测结果显示，诺丽果粉水溶液能抑制
Mcf-7 细胞系生长． 上清液 VEGF 含量检测结果显
示，在诺丽果粉水溶液浓度 ＜ 5 mg·mL －1处理下，

细胞上清液中 VEGF 含量激增．流式细胞术检测结
果显示，主要细胞在诺丽果粉水溶液浓度 ＜ 5 mg·
mL －1处理下 24 h会进入凋亡早期．综合以上结果分
析，高浓度诺丽果粉( ≥10 mg·mL －1 ) 处理下，细胞

上清液内 VEGF含量降低，细胞存活率显著下降．中
低浓度诺丽果粉( 1 ～ 5 mg·mL －1 ) 处理下，细胞上

清液中 VEGF含量显著上升，细胞存活率下降．
VEGF 在乳腺癌中高表达［11］，VEGF 可能在

leptin 介导的乳腺癌发生发展中起重要作用［12］． 而
罕见在乳腺癌细胞上清液中 VEGF 含量增加，细胞
数量减少的报道．诺丽果粉水溶液中含有多种成分，
根据研究结果及相关文献分析，诺丽的根中存在的

丹宁卡( 英文名: Damnacanthal 结构: 2-甲酰基-3-羟
基-1-甲氧基-9，10 蒽醌) 能与 VEGFＲ2 结合，阻断
VEGF信号通路，阻碍细胞内 VEGF 与细胞膜表面
信号蛋白接触，使细胞不能接收到 VEGF信号［2］，从
而细胞不能接受到细胞上清液中 VEGF 浓度的反
馈，细胞大量分泌 VEGF，细胞上清液 VEGF 含量增
加．但目前没有从诺丽果粉水溶液中检测出丹宁卡
的报道．引起 Mcf-7 细胞系凋亡同时大量分泌 VEGF
的成分未知，有效成分结构及作用机制有待进一步

研究．
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The Effects of Noni's Freeze-Dried Powder on Breast Cancer MCf-7
Cell Line and Endogenous VEGF by Tumor Cells

QUE Yanpeng1，SHENG Zhanwu2，SHEN Jiaqi1，ZHAO Shuai1，XIA Dongnan1，FU Wenying1*

( 1． Institute of Life Science，College of Tropical Agriculture and Forestry，Hainan University，Haikou Hainan 570228，China;
2． Haikou Experimental Station Chinese Academy of Tropical Agricultural Science，Haikou Hainan 570102，China)

Abstract: Adding noni's freeze-dry powder into Incomplete medium to culture Mcf-7 cell． This paper will compare
cellular biological characteristics，including Cck-8，flow cytometry，TUNEL-DAPI staining and so on． Cck-8 assay
showed that the Cck-8 absorption value of the cells treated with aqueous solution of Noni fruit powder is lower than
those with incomplete cultured cell light absorption value，and it has negative correlation with time． TUNEL-DAPI
double staining showed that the apoptosis rate of the normal cell apoptosis is higher than the one with Noni powder
aqueous solution treatment，and the apoptosis rate was positively correlated with the concentration． Flow cytometry
results showed that the cells treated with Noni powder aqueous solution in the concentration of 1 mg·mL －1，would
occurs early apoptosis within 24 h． Enzyme linked immunosorbent assay( Elisa method) to detect endogenous VEGF
content showed that the content of VEGF reduced after treated in aqueous solution with Noni powder of 20 mg·
mL －1 and 10 mg·mL －1，but VEGF content increased after treated in aqueous solution with Noni powder of 5 mg·
mL －1，2 mg·mL －1 and 1 mg·mL －1 concentration． Noni powder solution inhibited the growth of Mcf-7 human
breast cancer cell，and the mechanism might be by combining suppressor cell with VEGF．
Key words: noni; Mcf-7; VEGF
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