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27-P-CAUA通过抑制通过抑制HER2/PI3K/AKT信号通路诱导乳腺癌细信号通路诱导乳腺癌细
胞凋亡和线粒体自噬胞凋亡和线粒体自噬
黄 超，王宏婷，王存琴
皖南医学院药学院，安徽 芜湖 241002

摘要：目的 探讨大叶冬青叶中三萜类活性成分27-P-香豆酰基-乌索酸（27-P-CAUA）对乳腺癌细胞增殖抑制的作用机制。方法

27-P-CAUA处理HCC-1806细胞24、48、72 h后，CCK-8法检测HCC-1806细胞存活率；集落克隆法检测27-P-CAUA对细胞的

增殖抑制作用；JC-1检测线粒体膜电位改变；流式细胞术检测细胞凋亡情况；细胞免疫荧光观察C-Caspase-3、P62表达；氯喹预

处理后，Western blot观察27-P-CAUA对LC3I/II、P62以及HER2信号通路蛋白的影响。结果 CCK-8和集落克隆结果显示，随

着药物浓度增加和时间延长，27-P-CAUA对HCC-1806乳腺癌细胞的抑制作用逐渐增强（P<0.01），24、48、72 h的 IC50值分别为

83.671、49.479、19.578 µmol/L；JC-1检测结果显示，线粒体膜电位改变明显（P<0.01）；流式细胞术结果显示，27-P-CAUA可诱导

细胞发生凋亡，细胞早期调亡比率增加 3.34%；免疫荧光结果显示，C-Caspase-3表达增强，促进细胞凋亡，40 µmol /L 27-P-

CAUA能显著诱导细胞凋亡（P<0.01）。Western blot和细胞免疫荧光结果显示，27-P-CAUA降低LC3II表达，导致P62降解，诱

导自噬发生。经氯喹预处理后，27-P-CAUA诱导自噬可被逆转。此外，27-P-CAUA可抑制细胞内Her2及AKT蛋白的磷酸化，

细胞内的Her2以及磷酸化AKT蛋白表达逐渐减少（P<0.01）。结论 27-P-CAUA可通过抑制HER2/PI3K/AKT信号通路，抑制

HCC-1806细胞增殖，诱导细胞发生线粒体自噬和凋亡。

关键词：HCC-1806细胞；27-P-CAUA；HER2；细胞凋亡；线粒体自噬

27-P-CAUA induces apoptosis and mitochondrial autophagy in breast cancer cells by
inhibiting HER2/PI3K/AKT signaling pathway
HUANG Chao, WANG Hongting, WANG Cunqin
School of Pharmacy, Wannan Medical College, Wuhu 241002, China

Abstract: Objective To investigate the inhibitory effect of 27-P-coumayl-ursolic acid (27-P-CAUA), the active ingredient in
triterpenoids from the leaves of Ilex latifolia Thunb, against breast cancer cells and explore the underlying mechanism.
Methods CCK-8 assay was used to assess the changes in viability of breast cancer HCC-1806 cells after 27-P-CAUA treatment
for 24, 48, or 72 h. The inhibitory effect of 27-P-CAUA on proliferation of the cells was determined by clonogenic assay. JC-1
was used to detect the changes in mitochondrial membrane potential and flow cytometry was performed for analyzing cell
apoptosis following 27-P-CAUA treatment. Immunofluorescence assay was used to observe the expression of cl-caspase-3 and
P62 in the treated cells. Western blotting was performed to observe the effect of 27-P-CAUA and chloroquine pretreatment on
the expressions of LC3I/II,P62 and HER2 signaling pathway proteins in the cells. Results The results of CCK-8 and clonogenic
assays showed that 27-P-CAUA treatment significantly inhibited the proliferation of HCC-1806 cells (P<0.01) with IC50 values
of 81.473, 48.392 and 18.467 µmol/L at 24, 48, and 72 h, respectively. 27-P-CAUA treatment also caused obvious changes in
mitochondrial membrane potential (P<0.01) and induced cell apoptosis in HCC-1806 cells with a 3.34% increase of the early
apoptosis rate. Immunofluorescence assay revealed a significant increase of cl-caspase3 expression in 27-P-CAUA-treated
HCC-1806 cells, and treatment with 40 µmol/L 27-P-CAUA resulted in significant cell apoptosis (P<0.01). 27-P-CAUA
obviously reduced the expression of LC3II, caused P62 degradation and induced autophagy in HCC-1806 cells. Chloroquine
pretreatment obviously blocked the autophagy-inducing effect of 27-P-CAUA. 27-P-CAUA treatment also inhibited the
phosphorylation of HER2 and AKT proteins and progressively lowered the expressions of HER2 and phosphorylated AKT
protein in HCC-1806 cells (P<0.01). Conclusion 27-P-CAUA can inhibit the proliferation and induce mitochondrial autophagy
and apoptosis of HCC-1806 cells by inhibiting the HER2/PI3K/AKT signaling pathway.
Keywords: HCC-1806 cells; 27-P-coumayl-ursolic acid; HER2; mitochondrial autophagy; apoptosis

目前乳腺癌主要治疗方式为手术、放化疗、分子靶

向治疗等，但其复发率高，不良反应多，严重影响患者的

生活质量［1］。从天然药物中筛选和开发具有抗乳腺癌

活性的分子靶向药物潜力巨大，寻找高效低毒的抗乳腺

癌化合物是近年来抗乳腺癌药物的研究热点［2-4］。有研

究发现天然产物中三萜类化合物具有良好的抗肿瘤活

性，其能够诱导肿瘤细胞凋亡、抑制肿瘤细胞增殖［5］。本

课题组前期从大叶冬青叶中分离得到一系列三萜类化
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合物［6-7］，并且进行了抗乳腺癌活性研究，发现27-P-香豆

酰基-乌索酸（27-P-CAUA）对人乳腺癌MDA-MB-231

细胞有良好的抑制作用［8］。目前国内外对该化合物药

理方面的研究相对较少。本课题组前期研究发现27-P-

CAUA 对两类独特表型人乳腺癌细胞 MDA-MB-

468（EGFR+HER2+）和 HCC-1806（EGFR-HER2+）有良好的的抑制作

用，并观察到 27-P-CAUA 是一种分子结构特殊的

EGFR酪氨酸激酶抑制剂［9］。HER2属于表皮生长因子

家族成员，其表面不能与配体结合，常常与其他家族成

员形成二聚体，激活PI3K/AKT信号通路，PI3K/AKT信

号通路的异常激活会引起多种下游信号分子活化，调控

肿瘤细胞增殖、凋亡、自噬等多种生物学过程［10］。针对

乳腺癌分子分型中的HER2阳性患者，临床上主要采用

曲妥珠单抗进行治疗。目前尚无天然药物来源的小分

子抑制剂在HER2阳性乳腺癌患者的临床研究报道，故

本实验以27-P-CAUA为研究对象，观察其在特殊表型

EGFR-/HER2+人乳腺癌HCC-1806细胞中的增殖抑制

作用，以及通过靶向HER2/PI3K/AKT信号通路调控人

乳腺癌HCC-1806细胞凋亡和促进线粒体自噬，为治疗

HER2阳性乳腺癌患者临床药物的开发提供新的科学

依据。

1 材料和方法

1.1 细胞系与试剂

HCC-1806 细胞株，MDA-MB-468 细胞株（中国

科 学 院 上 海 生 命 科 学 研 究 所 细 胞 库）。 27-P-

Coumaroyloxyursolic acid（上海古朵生物科技有限公

司）；L-15培养基和RPMI 1640培养基（生工生化工程

上海股份有限公司）；胰酶细胞消化液（碧云天生物技术

研 究 所）；胎 牛 血 清（Thermo Fisher）；PVDF 膜

（Immobilon）；BCA蛋白定量试剂盒（碧云天生物技术

研究所）；EGF Receptor（D38B1）XP Rabbit mAb抗体

（CST）；预染蛋白 Ladder（Thermo Fisher）；Cleaved

Caspase-3 （5A1E） Rabbit mAb （CST）；LC3A/B

（D3U4C）XP Rabbit mAb 抗体（CST）；HER2/ErbB2

（D8F12）XP Rabbit mAb 抗体（CST）；SQSTM1/P62

Rabbit mAb（Abclonal）；CCK-8试剂盒（Biomiky）；JC-1

检测试剂盒（碧云天生物技术研究所）；Pan-AKT

Rabbit mAb（Abclonal）；Phos-pho-Akt（Ser473）（D9E）

XP Rabbit mAb（CST）；CoraLite®488-Conjugated Beta

Tubulin Monoclonal Antibody （Proteintech） ；

CoraLite594-conjugated Goat Anti-Mouse IgG

（Proteintech）；山 羊 抗 兔 igG（Biomiky）；GAPDH

（14C10 ）Rabbit mAb（CST）；Anti-rabbit igG，HRP-

linked Antibody（CST）。

1.2 实验仪器

CO2培养箱（JC-CHP-160Q）；蛋白垂直电泳装置

（Bio-Rad）；酶 标 仪（Thermo）；流 式 细 胞 仪

（FACSVerse）；混旋仪（Mixer-OM 1）；激光共聚焦显微

镜（TCS SP8）；曝光机（GE，Amersham lmager600）。

1.3 实验方法

1.3.1 HCC-1806细胞培养 取HCC-1806人乳腺癌细

胞加入含 10% 胎牛血清的 RPMI 1640 培养基，置

37℃，5% CO2培养箱中培养，每2 d更换1次培养基，连

续培养待细胞80% 融合后，胰酶消化传代培养。

1.3.2 CCK-8细胞存活率检测 将HCC-1806细胞接种

于96孔板中，7×103/孔，置于恒温37℃培养箱中培养，待

细胞贴壁后，弃掉原孔中培养液，更换为单用27-P-CAUA

（10、20、40、60、80 µmol/L）、单用氯喹（40 µmol/L）以及

27-P-CAUA（40 µmol/L）与氯喹联合的 RPIM 1640培

养液，每组5个复孔，并设置空白对照组，在培养箱中继

续培养24、48、72 h后，每孔加入CCK-8溶液10 μL，放

置于培养箱中孵育2 h，酶标仪设置450 nm，检测此波长

下各个孔的吸光度值A450 nm，重复实验3次。计算公式：

细胞存活率（%）=（A实验组/A对照组）×100%。

1.3.3 集落克隆法细胞增殖检测 将HCC-1806细胞接

种于6孔板中，5×103/孔，细胞贴壁后，弃掉原培养液，将

细胞培养液更换为含有27-P-CAUA（20、40、60 µmol/L）

的新鲜培养液，对照组更换为同体积的不含有 27-P-

CAUA的新鲜培养液，再将细胞置于37℃培养箱继续

培养。2 d后移除培养液并使用预冷PBS清洗2次，然

后加入多聚甲醛，放置在-20 ℃冰箱中，10 min后加入

结晶紫，室温放置10 min，然后使用双蒸水清洗，室温放

置干燥后拍照。实验重复3次。

1.3.4 细胞形态学观察 将HCC-1806细胞接种于6孔

板中，2×105/孔，待细胞于培养箱中贴壁良好，弃去孔中

培养液，将细胞培养液更换为含有27-P-CAUA（20、40、

60 µmol/L）的新鲜培养液，对照组更换为同体积的不含

有27-P-CAUA的新鲜培养液，，再将细胞置于37 ℃培

养箱继续培养，24 h后使用倒置显微镜拍照。

1.3.5 JC-1线粒体膜电位检测 将HCC-1806细胞接种

于6孔板中，2×105/孔，待细胞贴壁后，弃掉原培养液，将

细胞培养液更换为含有27-P-CAUA（20、40、60 µmol/L）

的新鲜培养液，对照组更换为同体积的不含有 27-P-

CAUA的新鲜培养液，再将细胞置于37℃培养箱继续

培养24 h，弃去孔中培养液并使用预冷PBS洗涤两次，

加入1 mL JC-1染色工作液，充分混匀。细胞培养箱中

37℃孵育20 min。在孵育期间，按照每1 mL JC-1染色

缓冲液（5×）加入 4 mL 蒸馏水的比例，配制10 mL适量

的 JC-1染色缓冲液（1×），并放置于冰浴。37℃孵育结

束后，吸除上清液，用 JC-1染色缓冲液（1×）洗涤2次。
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加入2 mL细胞培养液，使用激光共聚焦显微镜观察线

粒体膜电位变化，实验重复3次。线粒体膜电位的降低

可由红光向绿光的转变。

1.3.6 流式细胞术细胞凋亡检测 将HCC-1806细胞接

种于6孔板中，2×105/孔，置于37℃培养箱中，细胞贴壁

后，弃掉原培养液，将细胞培养液更换为含有 27-P-

CAUA（20，40，60 µmol/L）的新鲜培养液，对照组更换

为同体积的不含有27-P-CAUA的新鲜培养液，再将细

胞置于37℃培养箱继续培养24 h后，用 0.25% 的胰蛋

白酶（不含EDTA）消化得细胞悬液，再用PBS离心洗涤

3次，除去血清；用500 μL的Binding Buffer重悬细胞，

加入5 μL Annexin V-FITC 混匀后，加入5 μL Propidium

Iodide，混匀，室温、避光反应 10 min；在1 h内，进行流式

细胞仪的观察和检测，实验重复3次。

1.3.7 免疫荧光法检测 C-Caspase-3、P62 蛋白 将

HCC-1806细胞接种于24孔板中，1×104/孔，置于37 ℃
培养箱中，待细胞贴壁后，弃掉原培养液，将细胞培养液

更换为含有 27-P-CAUA（20，40 µmol/L）的新鲜培养

液，对照组更换为同体积的不含有27-P-CAUA的新鲜

培养液，再将细胞置于37℃培养箱继续培养24 h后，弃

去孔中培养液并使用PBS洗涤3次，5 min/次，加入4%

甲醛室温摇床15 min，再用PBS洗涤3次，5 min/次，用

山羊血清室温摇床封闭 1 h，1∶400稀释C-Caspase-3，

1∶100稀释P62，每孔加入100 µL一抗4℃孵育过夜，回

收C-Caspase-3和P62抗体，用PBS洗涤3次，5 min/次，

再加入C-Caspase-3的孔里加入488，1∶200稀释，再加

入P62的孔里加入 594，1∶200稀释，加入 100 µL/孔二

抗，室温避光摇床2 h，继续用PBS洗涤3次，5 min/次，

加入DAPI染液10 min，用PBS-T洗涤3次，5 min/次后

装片，激光共聚焦拍照，实验重复2次。

1.3.8 Western blot HCC-1806细胞种于 6孔板中，分

组情况：Con-trol 组、27-P-CAUA（40 µmol/L）、氯喹

（40 µmol/L）及 27-P-CAUA（40 µmol/L）和氯喹联合。

待细胞贴壁后，弃掉原培养液，将细胞培养液更换为

含有27-P-CAUA（40 µmol/L）的新鲜培养液、含有氯

喹（40 µmol/L）的新鲜培养液以及含有 27-P-CAUA

（40 µmol/L）和氯喹（40 µmol/L）的新鲜培养液，对照组

更换为同体积的不含有27-P-CAUA和氯喹的新鲜培养

液，再将细胞置于37℃培养箱继续培养。药物作用24 h，

收集细胞并加入RIPA裂解液，冰上裂解20 min，4℃低

温离心机13 000 r/mim离心15 min，提取蛋白上清，使

用BCA法进行蛋白定量，使各组蛋白至等浓度。各组

取30 µg蛋白，SDS-PAGE电泳，然后转膜至PVDF膜，

使用 5%脱脂牛奶封闭 3 h；TBST洗膜 3次，5 min/次；

4℃一抗孵育过夜，一抗稀释比例均按照1∶1000，TBST

洗膜 3 次；室温二抗孵育 2 h，二抗稀释比例 1∶2000，

TBST洗膜3次；ECL试剂盒发光显影，使用凝胶成像系

统获取图像。Image J测定各显色条带的灰度值，以目

的条带与GAPDH灰度值的比值作为目的蛋白的相对

表达量。

1.4 统计分析方法

采用 GraphPad prism8.0 软件对实验结果进行分

析，数据以均数±标准差表示，采用单因素方差分析检验

组间差异，P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 27-P-CAUA抑制HCC-1806细胞增殖

CCK-8结果显示，随着药物浓度增加和时间延长，

27-P-CAUA 对 HCC-1806 细胞的抑制作用逐渐增强

（图 1A），24、48、72 h 的 IC50值分别为 83.671、49.479、

19.578 µmol/L。集落克隆实验结果显示，27-P-CAUA

呈剂量依赖性的抑制集落的形成（图1B）。通过倒置显

微镜观察到给予27-P-CAUA药物组细胞的形态和密度

与对照组相比均出现不同程度的变化，27-P-CAUA可

促使细胞萎缩加剧，折光增强，悬浮细胞明显增加

（图1C）。

2.2 27-P-CAUA诱导HCC-1806细胞凋亡

JC-1结果显示，给予40、60 µmol/L 27-P-CAUA处

理细胞，与对照组相比，细胞内红色荧光比例减少，绿色

荧光比例增加（图2A）。流式细胞术检测细胞早期调亡

比率增加3.34%，免疫荧光法检测结果显示，40 µmol /L

27-P-CAUA能显著诱导细胞凋亡（P<0.01，图2C、D）。

2.3 27-P-CAUA促进HCC-1806细胞线粒体自噬

氯喹预处理细胞4 h后，CCK-8检测结果显示，与

对照组和单用27-P-CAUA（40、60 µmol/L）相比，27-P-

CAUA联合氯喹组细胞存活率降低（P<0.01，图 3A）。

27-P-CAUA促进LC3I/II的累积，LC3I与LC3II表达上

调。单用氯喹组观察发现，氯喹可阻断LC3I向LC3II

的转化，显示氯喹具有抑制细胞自噬进程作用。

P-CAUA 联合氯喹组中 LC3II 缺失，显示 27-P-

CAUA诱导的线粒体自噬可被自噬抑制剂氯喹逆转（图

3B）。细胞免疫荧光结果显示，27-P-CAUA（40 µmol/L）

组P62蛋白水平明显降低（图3D），细胞自噬进展中P62

出现降解。

2.4 27-P-CAUA抑制HER2/PI3K/AKT信号通路作用

Western blot结果显示，HCC-1806（EGFR-Her2+）随着27-

P-CAUA浓度的增加，细胞内的HER2以及磷酸化AKT

蛋白表达逐渐减少，与对照组差异具有统计学意义（P<

0.05，图 4）。结果显示，27-P-CAUA 可以通过抑制

HER2/PI3K/AKT信号通路，抑制HCC-1806细胞的增

殖，诱导细胞发生线粒体自噬和凋亡，其信号通路

如图5。
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3 讨论

HER2 属于 ErbB 受体家族的一种，该家族包括

EGFR（ErbB1），Her2（ErbB2），Her3（ErbB3）和 Her4

（ErbB4）［11-12］。本课题组前期研究发现 27-P-CAUA对

两类独特表型的人乳腺癌细胞MDA-MB-468（EGFR+HER2+）

和HCC-1806（EGFR-HER2+）有良好的的抑制作用，且观察到

27-P-CAUA是一种分子结构特殊的EGFR酪氨酸激酶

抑制剂［9］。本研究通过CCK-8和集落克隆法检测27-P-

CAUA 对 HCC-1806（EGFR-HER2+）细胞增殖抑制的影响，

CCK-8实验结果表明27-P- CAUA可呈时间和剂量依

赖性的抑制HCC-1806细胞的增殖，集落克隆法实验结

果表明27-P-CAUA药物组细胞的形态和密度出现明显

的细胞萎缩，折光增加，悬浮细胞明显增多的现象，说明

27-P-CAUA诱导HCC-1806（EGFR-HER2+）细胞死亡。

细胞程序性死亡主要包括细胞凋亡、细胞自噬等，

自噬是细胞维持自身稳定性的生理过程［13-14］，线粒体自

噬属于自噬的特殊类型［15］。适度的线粒体自噬可以维

持神经元内稳态，但当线粒体自噬过度激活时，会导致

神经元线粒体功能进行性的损害，最终诱导神经元死

亡［16-17］。线粒体自噬过程受多种分子调控，损伤的线粒

体 sequestosome1（SQSTM1/p62）和微管相关蛋白轻链

3II（LC3II）形成自噬小体，由自噬小体呈送至溶酶体，进

而通过自噬—溶酶体降解途径完成线粒体的降解和再

利用［18］。LC3II常被作为自噬形成的标志物，在调节肿

瘤的起始和生长过程中起着重要作用［19］。本研究发现

与氯喹组相比，27-P-CAUA组可上调细胞内自噬标记

蛋白LC3II的表达，降解P62蛋白，表明27-P-CAUA可

诱导细胞线粒体自噬发生。而应用自噬抑制剂氯喹预

处理细胞4 h后，联用组发现氯喹可逆转27-P-CAUA导

致的线粒体自噬行为发生，进一步说明27-P-CAUA通

过诱导HCC-1806细胞发生线粒体自噬导致细胞死亡。

细胞凋亡是细胞受多种因素调控的程序化死亡过程，是

机体维持正常功能的必需手段［20］。Caspases酶家族在

细胞凋亡过程中起介导和执行的作用，Caspase-3 是

Caspases 家族的下游蛋白，是细胞凋亡真正的实施

者［21］。Annex-inV-PI双染经流式细胞仪检测发现27-P-

CAUA促进HCC-1806细胞凋亡且呈剂量依赖性。线

粒体膜电位检测发现线粒体膜电位明显改变。细胞免

疫荧光分析发现27-P-CAUA导致HCC-1806细胞剪切

的 Caspase-3 表达增加，提示 27-P-CAUA 通过诱导

HCC-1806细胞凋亡而导致细胞死亡。

PI3K/AKT通路影响着蛋白质合成、代谢、细胞周

期和增殖等多种生理活动，在调节自噬和凋亡中起重要

作用［22-23］，HER2/PI3K/AKT信号通路激活可以抑制细

胞自噬、抗细胞凋亡［24］。为进一步了解27-P-CAUA诱

导HCC-1806细胞发生线粒体自噬和凋亡的分子机制，
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Fig.1 Inhibitory effects of 27-P-CAUA on HCC-1806 cells. A: CCK-8 assay; B: Clonogenic assay; 1: Control; 2: 27-P-CAUA
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Fig.2 27-P-CAUA induces apoptosis in HCC1806 cells. A: Effect of 27-P-CAUA on mitochondrial membrane potential of the cells. B:
Bar graph of changes in mitochondrial membrane potential. C: Flow cytometry of the cells with different treatments. D: C-caspase-3
immunofluorescence graph and bar graph.
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我们研究了不同浓度 27-P-CAUA 对 Her2、AKT、p-

AKT的表达影响，结果发现 27-P-CAUA 导致细胞内

Her2和p-AKT蛋白水平降低，推测27-P-CAUA可能通

过抑制HER2/PI3K/AKT信号通路发挥作用。

27-P-CAUA为天然药物中分离得到的活性成分，

具有高效低毒等特点，目前国内外对该化合物药理方面

的研究鲜有报道，而且极少报道对特殊表型人鳞状乳腺

癌 HCC-1806 细胞方面的研究［25-26］。本实验以 27-P-

CAUA为研究对象，通过其对特殊表型人鳞状乳腺癌

HCC-1806细胞凋亡和线粒体自噬的研究，结果表明

27-P-CAUA 可以通过抑制 HER2/PI3K/AKT 信号通

路，抑制HCC-1806细胞的增殖，诱导细胞发生线粒体

自噬和凋亡。然而，27-P-CAUA诱导的HCC-1806细

胞发生线粒体自噬与凋亡之间的确切关系仍需进一步

研究。本课题组希望通过研究27-P-CAUA抗乳腺癌的

作用机制，为抗乳腺癌新药的研发提供实验依据，为特

殊表型的乳腺癌患者治疗提供新的方法策略。
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Fig.3 Inhibition of autophagy enhances the sensitivity of HCC-1806 cells to 27-P-CAUA. A: CCK-8 assay of the
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图4 27-P-CAUA降低HCC-1806细胞内Her2和AKT蛋白的磷酸化水平
Fig.4 27-P-CAUA reduces phosphorylation of Her2 and AKT proteins in HCC-1806 cells.

图5 27-P-CAUA 诱导HCC-1806 发生凋亡和线粒体自噬信号通路图
Fig.5 Signaling pathway of 27-P-CAUA-induced apoptosis and mitophagy in HCC-1806 cells.
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