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低频超声联合微泡造影剂通过激活自噬和凋亡对 
乳腺癌细胞活力的影响

袁哲英  黄凯西  李  慧  刘美快  姜海丹  陈  斌*

(温州医科大学附属第一医院, 温州 325000)

摘要      自噬和凋亡是乳腺癌细胞数量和活力减少的重要因素, 低频超声对肿瘤细胞的作用引

起了研究者们的广泛兴趣, 但是低频超声对乳腺癌细胞自噬和凋亡的作用尚不清楚。该文采用功

率0.5 W/cm2的1 MHz低频超声联合微泡造影剂, 作用于人乳腺癌细胞株MDA-MB-231 60 s后, 吖啶

橙染色, 电镜观察自噬的数量, Western blot检测微管相关蛋白轻链3-II(microtubule associated protein 
1 light chain 3-II, LC3-II)、自噬相关基因5(autophagy related 5, ATG5)和SQSTM1(sequestosome 1)/
p62蛋白质水平变化, 分别分析自噬的水平。Western blot检测caspase-3, 膜联蛋白V/PI染色和DAPI
染色方法分析MDA-MB-231细胞凋亡水平。ATG5 siRNA转染细胞可抑制自噬, caspase抑制剂

Z-VAD-FMK可抑制凋亡, 使用CCK-8分析自噬和凋亡对MDA-MB-231细胞的作用。结果显示, 低
频超声联合微泡造影剂促使LC3-II和ATG5蛋白质表达水平显著升高, 而使SQSTM1/p62蛋白质表达

水平显著下降(P<0.05)。透射电镜和共聚焦观察发现, MDA-MB-231细胞自噬体数量增加。低频超

声联合微泡造影剂促使caspase-3蛋白质表达水平升高, 凋亡率增加。抑制自噬和凋亡后均明显缓解

低频超声联合微泡造影剂对细胞活力的抑制作用(P<0.05)。该研究结果说明, 低频超声联合微泡造

影剂通过激活自噬和凋亡抑制乳腺癌细胞株MDA-MB-231的增殖活力。
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Low-Intensity Ultrasound Combined with Microbubbles 
Inhibit the Viability of Breast Cancer Cells through Activating 

Autophagy and Apoptosis

Yuan Zheying, Huang Kaixi, Li Hui, Liu Meikuai, Jiang Haidan, Chen Bin*
(The First Affiliated Hospital of Wenzhou Medical University, Wenzhou 325000, China)

Abstract       Autophagy and apoptosis are the key factors resulting in the cell death of breast cancer, and the 
therapeutic effect of low-intensity ultrasound (LPUS) combined with microbubbles (MBs) on tumor cells has aroused 
increasing attention. However, the effect of LPUS-MBs on autophagy and apoptosis in breast cancer cells remains 
unclear. In the present study, human breast cancer MDA-MB-231 cells were cultured and treated with 1 MHz LPUS 
with 0.5 W/cm2 combined with MBs for 60 s. Acridine orange (AO) staining, transmission electron microscopy (TEM) 
and GFP-LC3 transfection were used to analyze the number of autophagosomes. The protein levels of microtubule 
associated protein 1 light chain 3-II (LC3-II), ATG5 and SQSTM1(sequestosome 1)/p62 determined by Western blot 
reflected the level of autophagy. Annexin V/PI, DAPI staining and caspase-3 indicated the apoptosis of MDA-MB-
231 cells. ATG5 siRNA transfection was employed to inhibit autophagy, and Z-VAD-FMK to inhibit apoptosis. The 
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results showed that LPUS-MBs significantly enhanced the protein level of LC3-II and ATG5, but inhibited SQSTM1/
p62 level (P<0.05). The result of TEM and GFP-LC3 assay found the increased number of autophagosomes in the 
LPUS-MBs-treated MDA-MB-231 cells. Furthermore, LPUS-MBs increased the level of caspase-3 and the percentage 
of apoptosis. Inhibition of autophagy and apoptosis attenuated the inhibitory effect of LPUS-MBs on cell viability 
(P<0.05). These results indicated that LPUS-MBs inhibited the cell viability by activating autophagy and apoptosis. 

Keywords       breast cancer cells; low-intensity ultrasound combined with microbubbles; autophagy; apoptosis

乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤, 并且是女性

因癌症死亡的第二因素[1]。乳腺癌常见的治疗方法

包括外科手术、放疗和化疗等, 但均有不可避免的

副作用。由于无创、安全和经济, 超声目前已广泛

应用于影像诊断和介入性治疗[2]。近年来, 超声治疗

在肿瘤中逐渐得到应用, 主要包括直接的物理声波

治疗以及联合化疗的超声介导化疗, 这些治疗均是

通过抑制肿瘤细胞的增殖活力来达到治疗肿瘤的目

的[2]。低频超声(low-intensity ultrasound, LPUS)联合

微泡(microbubbles, MBs)已被证实可以抑制肿瘤细

胞的增殖活力, 但是在乳腺细胞中的作用尚不明确。

凋亡和自噬(autophagy)均为细胞程序性死亡方

式。自噬是细胞的一种自我保护机制, 主要通过与

溶酶体融合降解错构的蛋白质和损伤的细胞器来

维持细胞内的稳定[3], 但过度的自噬会引起细胞的

自噬性死亡(autophagic cell death)。已有研究报道, 
LPUS联合MBs可以促进肿瘤的凋亡[2], 但是对于自

噬的作用尚不清楚。本文拟将LPUS联合MBs作用

于人乳腺癌细胞株MDA-MB-231, 并检测自噬、凋

亡和细胞活力等指标来分析LPUS联合MBs对MDA-
MB-231细胞自噬和凋亡的作用以及自噬和凋亡在

其抑制细胞增殖活力中的作用。

1   材料与方法
1.1   试剂与仪器

膜联蛋白V/PI(annexin V/PI)试剂盒、Western 
blot电泳、转膜和曝光相关试剂盒以及DAPI(4′,6-
diamidino-2-phenylindole)和细胞总蛋白的提取试剂

购自上海碧云天生物技术有限公司; ATG5(autophagy 
related 5)、LC3-II(microtubule associated protein 1 
light chain 3-II)、SQSTM1(sequestosome 1)/p62和
β-actin的一抗均购自Abcam公司; 细胞培养的试剂, 
包括DMEM细胞培养及胎牛血清(fetal bovine serum, 
FBS)、0.25%胰蛋白酶均购自Thermo公司; CCK-8 
(Cell Counting Kit-8)购自Dojindo公司; Z-VAD-FMK、

吖啶橙染色荧光(acridine orange, AO)购自Sigma公
司。低频低强度超声波治疗仪(BTL-5825SL超声波

治疗仪)购自比特乐(BTL)科技有限公司。

1.2   MDA-MB-231细胞的培养及实验设计

MDA-MB-231细胞购自中国科学院上海细胞库, 
使用10% FBS的DMEM培养在37 °C、含5% CO2的湿

化培养箱中, 每2~3 d传代1次, 每2 d换1次培养基。

分析LPUS联合MBs造影剂对MDA-MB-231细胞

自噬和凋亡的影响时, 分为对照组(Control)、单纯MBs
组、单纯LPUS组和LPUS联合MBs组 (LPUS+MBs)。
分析自噬对MDA-MB-231细胞增殖活力的影响时, 
分为Control组、ATG5 siRNA组、LPUS+MBs组、

LPUS+MBs+ATG5 siRNA组。分析凋亡对MDA-MB-
231细胞增殖活力的影响时, 分为Control组、Z-VAD-
FMK组、LPUS+MBs组和LPUS+MBs+Z-VAD-FMK
组。上述处理后, 细胞均继续培养24 h。

根据已发表的文献[2]进行LPUS处理。使用

0.25%胰蛋白酶消化处理细胞后, 转移至平底的35 mm
培养皿。将超声探头辐射面垂直向上置于装有细

胞悬液的培养皿底部, 探头与培养皿管间涂有耦合

剂, 0.5 W/cm2的1 MHz LPUS联合MBs造影剂作用于

细胞达60 s。如联合MBs处理时, 在DMEM培养基中

稀释SonoVue(Bracco公司)超声造影剂, 使终浓度为

2×106 MBs/mL)。超声处理后, 细胞继续培养24 h。
1.3   吖啶橙染色

上述LPUS联合微泡处理后再培养24 h, 吸掉

培养基, 加入事先配置好并预温的50 μmol/L AO染

液, 在37 °C培养箱中孵育MDA-MB-231细胞60 min; 
吸管吸去上述液体, 加入新鲜的含有10% FBS的 
DMEM;  将6孔板转移至荧光显微镜下观察。

1.4   透射电子显微镜(transmission electron micro-
scope, TEM)观察

上述LPUS联合MBs处理后, 在培养瓶中培养

24 h, 再分别使用刮刀轻柔地将细胞从培养瓶上分

离下来, 离心后转移至EP管。4 °C条件下, 2%戊二
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醛固定过夜, PBS漂洗3次, 每次5 min。4 °C条件下, 
1%锇酸固定2 h。4 °C条件下, 醋酸铀染色, 70%、

80%、90%和100%丙酮梯度脱水, 进行预包埋和

Epon812环氧树脂包埋, 再进行半薄切片, 并使用甲

苯胺蓝染色。显微镜下观察进行细胞定位, 根据半

薄切片的结果使用LKB-V超薄切片机进行超薄切

片, 透射电镜下观察MDA-MB-231细胞中的自噬体。

1.5   GFP-LC3转染

消化MDA-MB-231细胞后, 在培养基液体量

为2 mL中将细胞密度调整至50%~70%。使用滴

度为1010/mL的GFP-LC3腺病毒[汉恒生物科技(上
海)有限公司物]进行感染, 感染复数(multiplicity of 
infection, MOI)值为100。根据厂商的实验操作手册, 
使用1 mL的无血清培养基稀释腺病毒, 具体计算方

式为, 6孔板中MDA-MB-231细胞数量为(1~2)×106, 
病毒数量为2×108, MOI值100, 腺病毒剂量为20 μL。
将培养基置换成无血清的培养基1 mL后, 把20 μL的
腺病毒溶于无血清的培养基中。37 °C培养箱中孵

育2 h后, 无血清的培养基更换成正常培养基, 37 °C
培养箱孵育过夜, 最后在倒置荧光显微镜下观察转

染效率和效果。显微镜下观察到绿色荧光占据大部

分细胞的时候, 根据实验设计进行处理。细胞转移

到玻璃培养皿中培养24 h, 激光共聚焦显微镜(Leica 
TCS, SP8)观察。

1.6   Western blot
使用含有1%苯甲基磺酰氟(phenylmethanesulfonyl 

fluoride, PMSF)的RIPA(radio-immunoprecipitation 
assay)细胞裂解液来提取细胞总蛋白质, 使用BCA方

法测定蛋白质浓度, 按照浓度比例配置样品后进行

SDS-PAGE分离蛋白质。切取需要的蛋白质到转移

槽中, 通过湿转的方法将蛋白质转移到聚偏二氟乙

烯(polyvinylidene difluoride, PVDF)膜(Bio-Rad公司)
上。5%的脱脂牛奶封闭2 h后, 在4 °C冰箱中使用

ATG5、LC3-II和p62一抗(1000 1׃稀释)孵育过夜, 最
后在常温下使用辣根过氧化物酶标记的二抗孵育2 h, 
在成像系统(PerkinElmer公司)上加增强型化学发光

液(enhanced chemiluminescent, ECL)(Thermo公司)进
行曝光。得到的结果使用AlphaEaseFC 4.0软件进行

蛋白质条带的半定量分析。

1.7   DAPI染色

MDA-MB-231细胞经过上述处理后在24孔板

中培养24 h, 使用10%多聚甲醛在4 °C冰箱中固定

30 min, PBS洗涤3次, 每次5 min, 再使用0.1% Triton 
X-100冰浴孵育2 min以穿透细胞膜, DAPI染液染色

5 min。PBS清洗后在倒置荧光显微镜下观察。

1.8   膜联蛋白V/PI染色

在24孔板中铺完2×104细胞, 培养过夜后, 按照

分组不同进行相应的处理, 根据膜联蛋白V/PI染色

的说明书(上海碧云天生物技术有限公司)进行处

理。使用0.25%的胰蛋白酶消化MDA-MB-231细胞

后, 使用1 000 ×g的转速离心5 min, 使用膜联蛋白

V-FITC染液染色10 min, 然后再使用PtdIns染液在

20~25 °C条件下染色10 min。最后将MDA-MB-231
细胞行流式细胞仪(FACSCaliber, BD公司), 分析细

胞的凋亡率。

1.9   ATG5 siNRA的转染

ATG5 siRNA正义序列: 5′-AAU UCG UCC AAA 
CCA CAC AUC UCG A-3′, 并由上海吉玛制药技术有

限公司合成。MDA-MB-231细胞消化后置于6孔板

中, 每孔加入2×105细胞。孵育过夜后使用Invitrogen
公司的Lipofectamine 2000进行转染, 具体的转染方法

依据Invitrogen公司的操作手则。在转染48 h后根据实

验设计中的处理方法进行干预。非特异性、非靶向

的siRNA作为对照RNA。最后, 提取细胞总蛋白质行

Western blot检测转染后ATG5沉默的程度。

1.10   Cell Counting Kit-8分析

MDA-MB-231细胞经过上述处理后, 在96孔板

中每孔铺5 000个细胞, 培养24 h后更换成100 μL新
鲜的培养基, 再将10 μL的CCK-8反应剂加入到每个

孔中, 在37 °C培养箱中孵育1 h, 使用450 nm波长在

酶标仪上读取D值。

1.11   统计学分析

SPSS 15软件包(SPSS Inc., Chicago, IL, USA)分
析数据, 不同组之间的差异应用方差分析ANOVA进

行统计。两两之间的分析使用LSD方法。P<0.05为
差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   LPUS联合MBs处理可增加MDA-MB-231细
胞中自噬体数目

为证实LPUS联合MBs对MDA-MB-231细胞自

噬的促进作用, 经AO染色, GFP-LC3转染和TEM观

察细胞中的酸性自噬泡和自噬体的数量, 发现相对

于对照组, LPUS组细胞中红色荧光斑点明显增加, 
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而LPUS联合MBs组则进一步促进了细胞中酸性的

红色荧光斑点数量的增加(图1A)。TEM观察发现, 
LPUS处理60 s后的细胞中双层膜结构的自噬体数量

明显增加(图1B), 而LPUS联合MBs组中的自噬体数

量则进一步增加。同样, 如图1C所示, GFP-LC3转染

细胞后, 在LPUS联合MBs组处理后的细胞中观察到

大量点状LC3阳性细胞, 这说明LPUS联合MBs明显

提高MDA-MB-231细胞中自噬水平。

2.2   LPUS联合MBs处理可升高MDA-MB-231细
胞自噬标志蛋白质水平

应用Western blot方法进一步分析LPUS联合

MBs对MDA-MB-231细胞自噬水平的影响。功率为

0.5 W/cm2的1 MHz LPUS联合MBs作用MDA-MB-
231细胞60 s, 继续培养24 h后, 分析自噬标志蛋白质

LC3、Beclin-1和p62水平。对照组和单纯MBs组中, 
上述蛋白质水平并无差异, 但是相对于对照组和单

纯LPUS组, LPUS联合MBs组中的LC3-II水平明显

升高(P<0.05, 图2A和图2B)。ATG5与LC3-II的变化

相似(P<0.05, 图2A和图2C), 但是p62水平在LPUS
联合MBs组明显下降, 这说明LPUS联合MBs明显激

活MDA-MB-231细胞中的自噬(P<0.05, 图2A和图

2D)。
2.3   LPUS联合MBs处理促进MDA-MB-231细胞

凋亡

DAPI染色、膜联蛋白V/PI染色以及cleaved 
caspase-3分析LPUS联合MBs对MDA-MB-231细
胞凋亡的影响。LPUS作用60 s后, 经DAPI染色发

现, 相对于对照组细胞中出现细胞核皱缩和碎裂

的数量明显增加, 在LPUS联合MBs组中细胞核碎

裂的细胞数量进一步增加(P<0.05, 图3A)。膜联蛋

白V/PI染色分析发现, LPUS联合微泡明显增加了

MDA-MB-231细胞的凋亡, 达30.36±7.62, 与对照组

和单纯LPUS组相比具有统计学差异(P<0.05, 图3B
和图3C), 但是单纯MBs组并不会引起细胞的凋亡。

Control

        AO staining

TEM

GFP-LC3

MBs

50 µm

0.5 µm 0.5 µm 0.5 µm1 µm

50 µm 50 µm

50 µm 50 µm 50 µm

LPUS LPUS+MBs

Control

Control

MBs LPUS LPUS+MBs

LPUS+MBs

(A)

(B)

(C)

A: AO染色分析细胞中酸性囊泡数量; B: 透射电镜观察不同MDA-MB-231细胞中的自噬体; C: GFP-LC3转染的细胞中自噬体。

A: AO staining for the acidic vesicles; B: the autophagosome in MDA-MB-231 cells under TEM; C: the autophagosome in MDA-MB-231 cells 
transfected with GFP-C3 under confocal microscopy.

图1   LPUS联合MBs处理增加A-MB-231细胞自噬体数目

Fig.1   The number of autophagosome increased in the MDA-MB-231 cells treated with LPUS combined with MBs
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Caspase-3是凋亡的执行者, LPUS联合MBs明显比对

照组和单纯LPUS组明显增加cleaved caspase-3水平

(P<0.05, 图3D和图3E)。以上结果均说明, LPUS联合

MBs处理显著提高了MDA-MB-231细胞凋亡的水平。

2.4   自噬和凋亡介导LPUS联合MBs抑制MDA-
MB-231细胞增殖活力

RNAi方法沉默ATG5抑制自噬水平, 进一步分

析自噬在LPUS联合MBs对MDA-MB-231细胞的作

用。细胞转染ATG5 siRNA 48 h后,  Western blot结果

表明, 相对于转染Control siRNA的细胞, 转染ATG5 
siRNA的细胞中ATG5的水平明显下降(P<0.05, 图
4A和图4B), 此实验结果证实, ATG5被成功地沉

默。LPUS联合MBs处理60 s后, 相对于转染Control 
siRNA的细胞, Western blot结果表明, 转染了ATG5 
siRNA的细胞LC3-II水平明显下降, 证实ATG5的沉

默降低了细胞中的自噬水平(P<0.05, 图4C和图4D)。
CCK-8分析发现, LPUS联合MBs处理显著抑制细胞

的增殖活力, 但是抑制自噬水平可以部分逆转LPUS
联合MBs对细胞活力的抑制作用(P<0.05, 图4G)。

Z-VAD-FMK是caspase抑制剂, 可以显著抑制

细胞的凋亡。Western blot分析表明, Z-VAD-FMK显

著减少LPUS联合MBs处理引起的cleaved caspase-3
的上升(P<0.05, 图4E和图4F), 证实细胞凋亡水平的

下降。CCK-8分析发现, LPUS联合MBs处理显著抑

制细胞的增殖活力, 但是抑制凋亡水平可以部分逆

转LPUS联合MBs对细胞活力的抑制作用(P<0.05, 
图4H)。

3   讨论
尽管全球范围内乳腺癌的发病率逐渐增加, 但

是得益于先进的检查手段和系统性的治疗方法, 乳
腺癌的死亡率在发达国家反而下降。然而, 目前三

阴性乳腺癌的治疗手段效果较少且效果也较差[4], 因
此, 需要发展新方法来治疗三阴性乳腺癌。三阴性

乳腺癌是指雌激素、孕激素和ERBB2/人表皮生长

因子受体2(human epidermal growth factor receptor 2, 
HER2)基因缺乏的乳腺癌, 占所有乳腺癌16%左右[5], 
本文所使用的MDA-MB-231细胞即为三阴乳腺癌

A: Western blot分析自噬标志蛋白质水平; B: LC3-II的半定量分析; C: Beclin-1的半定量分析; D: p62的半定量分析。*P<0.05, **P<0.01, n=6。
A: the protein levelof LC3-II, SQSTM1 and ATG5 determined by Western blot; B: semi-quantity analysis of LC3-II level; C: semi-quantity analysis of 
Beclin-1 level; D: semi-quantity analysis of p62 level. *P<0.05, **P<0.01, n=6.

图2   LPUS联合MBs处理MDA-MB-231细胞对自噬标志蛋白质水平的影响

Fig.2   The levels of autophagy related proteins in MDA-MB-231 cells treated with LPUS combined with MBs
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细胞。通过化学、物理或者生物方法抑制乳腺癌细

胞的增殖或诱导细胞的生长阻滞被认为是治疗三阴

性乳腺癌的可行方法[6], 而通过LPUS结合MBs抑制

MDA-MB-231细胞增殖或许是将来有希望获得成功

的一种治疗方式。

MBs是超声造影检查的增强剂, 直径小于10 μm[7]。

在高频超声区域内MBs发生非线性的振动, 但是在

LPUS区域内, MBs出现塌陷和击破, 可以诱导周围

细胞产生大量的活性氧类(reactive oxygen species, 
ROS)发生氧化应激反应。另一方面, LPUS结合MBs
可以引起微声流黏滞应力, 从而导致细胞骨架损伤

以及DNA链断裂, 两方面因素共同引起细胞凋亡, 
但是对于细胞自噬尚不清楚[8]。不仅如此, LPUS作用

于MBs后引起空化作用, 增强组织中细胞膜的通透

性, 促使DNA片段、药物和其他生物大分子等通过

细胞膜上的穿孔运输至细胞内, 形成穿孔效应[9]。细

胞膜上的孔径大小为纳米级, 但MBs的大小是微米

级, 因此难以进入到细胞内[10]。目前尚未见MBs进
入细胞内的报道, 亦无体内实验的研究, 但是临床上

作为超声造影剂在患者体内的注射对患者的身体健

康并未造成影响。

本文使用LPUS结合MBs作用于三阴性乳腺癌
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V/PI染色结果进行凋亡率的半定量分析; D: Western blot分析cleaved caspase-3蛋白质水平; E: cleaved caspase-3条带的半定量分析; *P<0.05, 
**P<0.01, n=6。
A: DAPI staining for MDA-MB-231 cells. The figures in the upper row were enlarged into the figures in the lower row. The white arrows indicated the 
apoptotic nucleus; B: Annexin V/PI staining for MDA-MB-231 cells; C: apoptosis percentage according to the result of Annexin V/PI staining; D: the 
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图3   LPUS联合MBs促进MDA-MB-231细胞凋亡

Fig.3   LPUS combined with MBS promoted apoptosis of MDA-MB-231 cells 
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MDA-MB-231细胞, 发现相对于单纯MBs组和单纯

LPUS组, LPUS结合MBs不仅可以促进MDA-MB-231
细胞的凋亡, 亦可引起细胞的自噬。更重要的是, 本
文证实LPUS结合MBs激活的凋亡和自噬在其抑制

细胞增殖活力中具有重要的作用, 这为将来临床治

疗提供了一定的依据。

在乳腺癌细胞中, 自噬是一把“双刃剑”, 既有研

究报道自噬通过清除损坏的细胞器和多余的蛋白质

来保护乳腺癌细胞, 亦有研究报道激活自噬导致细

胞的死亡[1], 而自噬的具体作用或许与乳腺癌发展

过程中的不同阶段和状态相关[1,11]。自噬性死亡与

MDA-MB-231细胞增殖活力的下降密切相关, 治疗

乳腺癌的多种药物与诱导自噬性死亡相关。研究发

现, 姜黄素与黄连素的合用可以通过诱导自噬性死

亡和凋亡抑制MDA-MB-231细胞增殖活力[6]; 萝卜

A: Western blot分析ATG5蛋白质水平; B: ATG5条带的半定量分析; C: Western blot分析LC3-II蛋白质水平; D: LC3-II条带的半定量分析; E: 
Western blot分析cleaved caspase-3蛋白质水平; F: cleaved caspase-3条带的半定量分析; G: 抑制自噬水平后, CCK-8分析细胞增殖; H: 抑制凋亡

水平后, CCK-8分析细胞增殖活力。*P<0.05,**P<0.01, n=6。
A: ATG5 leveldetermined by Western blot; B: semi-quantity analysis of ATG5 level; C: LC3-II level determined by Western blot;  D: semi-quantity 
analysis of LC3-II level; E: cleaved caspase-3 level determined by Western blot; F: semi-quantity analysis of cleaved caspase-3 level; G: CCK-8 
analysis after autophagic inhibition; H: CCK-8 analysis after apoptotic inhibition. *P<0.05,**P<0.01, n=6.

图4   自噬和凋亡介导LPUS联合MBs抑制MDA-MB-231细胞增殖活力

Fig.4    LPUS combined with MBs inhibited the viability of MDA-MB-231 cells through the autophagy and apoptosis

硫素通过激活自噬性死亡和凋亡诱导MDA-MB-231
细胞的死亡[12]; 香杉芝通过诱导氧化应激、凋亡和

自噬性死亡发挥抗乳腺癌作用[13]。因此, 通过诱导

自噬性死亡或许是抑制乳腺癌的方式之一。

本文观察到, LPUS结合MBs作用下, MDA-MB-
231细胞中自噬泡数量的增加,  ATG5、SQSTM1/
p62和LC3-II蛋白质水平变化进一步证实了自噬的

激活。自噬体膜上的LC3-II是自噬的经典标志物; 
SQSTM1/p62是携带特异性蛋白质给予自噬降解的

“运输者”, 胞质中SQSTM1/p62的水平反映该细胞

中自噬的激活程度和蛋白质聚体的积聚程度, 因此, 
SQSTM1/p62的水平与自噬水平相反[11]。ATG5是自

噬形成过程中必要的蛋白质, 因此可以作为RNAi方
法抑制自噬的沉默靶点[14], 并使用ATG5 siRNA抑制

自噬水平后, 证实了自噬性死亡在LPUS结合MBs抑
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制MDA-MB-231细胞增殖活力中的作用, 这与其他

抗乳腺癌药物的研究结果相似。

细胞凋亡在消除肿瘤细胞中发挥了独立的作

用, 通过诱导肿瘤细胞凋亡可以显著抑制癌症的发

展。与自噬类似, 凋亡亦是程序性死亡方式之一, 分
为线粒体途径和死亡受体介导的途径, 而caspases
在凋亡过程中具有重要的作用, 尤其是caspase-3是
凋亡的执行者。Li等[2]发现, LPUS通过诱导MDA-
MB-231细胞凋亡增强姜黄素抗乳腺癌作用。本文

发现, LPUS结合MBs促进MDA-MB-231细胞凋亡。

Z-VAD-FMK通过降低caspase-3活性而抑制凋亡, 同
时也证实凋亡介导了LPUS结合MBs抑制MDA-MB-
231增殖活力的作用。

综上所述, LPUS结合MBs处理可促进MDA-MB-
231细胞自噬和凋亡, 而通过沉默ATG5表达抑制自

噬发生, 从而缓解LPUS结合MBs引起的细胞增殖活

力下降, 另一方面, Z-VAD-FMK抑制凋亡同样缓解

LPUS结合MBs引起的细胞增殖活力下降。因此, 自
噬和凋亡可能是LPUS结合MBs处理抑制MDA-MB-
231细胞活力的机制之一。
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