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摘  要 

目的：探讨通过AggreWellTM800板培养MDA-MB-231细胞，构建3D乳腺癌肿瘤球，并用于苦参碱影响

乳腺癌MDA-MB-231细胞侵袭迁移蛋白分泌的可行性。方法：AggreWellTM800 24孔板经处理后种植

MDA-MB-231细胞，培养三维乳腺癌肿瘤球。采用ELISA法测定不同剂量苦参碱影响乳腺癌MDA-MB-231
细胞3D肿瘤球培养上清中基质金属蛋白酶(MMP-2、MMP-9)和上皮间质转化(EMT)标记物E-cadherin、
N-cadherin、Vimentin的表达情况。并与传统2D单层培养条件下进行比较。结果：苦参碱可有效抑制

MDA-MB-231细胞2D/3D培养上清液中MMP-2、MMP-9的表达，以及有效抑制EMT，表现为下调N-cad-
herin、Vimentin表达，上调E-cadherin表达。随着苦参碱浓度的增加，抑制增加，呈剂量依赖性。且对

3D培养的抑制显著低于对2D培养的抑制。结论：本研究表明，AggreWell构建的3D模型可能比传统2D
模型更能反映乳腺癌细胞对苦参碱的耐受性，提示其在临床前药物筛选中可能具有潜在优势。 
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Abstract 
Objective: To investigate the feasibility of generating three-dimensional (3D) breast cancer tumor 
spheroids using MDA-MB-231 cells cultured in AggreWellTM800 plates, and to evaluate the effects of 
matrine on the secretion of invasion- and migration-related proteins in these cells. Methods: MDA-MB-
231 cells were seeded into 24-well AggreWellTM800 plates to generate three-dimensional breast cancer 
tumor spheroids. The expression levels of matrix metalloproteinases (MMP-2 and MMP-9) and Epithe-
lial-Mesenchymal Transition (EMT) markers, including E-cadherin, N-cadherin, and Vimentin, were 
quantified via ELISA in the supernatant of the 3D tumor spheroid cultures under varying concentra-
tions of matrine. These results were subsequently compared with those obtained under conventional 
two-dimensional monolayer culture conditions. Results: Matrine significantly suppressed the expres-
sion of MMP-2 and MMP-9 in both 2D and 3D culture systems in a dose-dependent manner. Further-
more, matrine inhibited EMT, as evidenced by the downregulation of N-cadherin and Vimentin protein 
expression and the upregulation of E-cadherin. However, the inhibitory effects observed in the 3D cul-
ture model were markedly less pronounced than those in the 2D model. Conclusion: This study demon-
strates that the 3D cell model generated using AggreWell more accurately reflects the tolerance of 
breast cancer cells to matrine compared to the conventional 2D model, indicating its potential ad-
vantages in preclinical drug screening applications. 
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1. 引言 

乳腺癌是女性中最常见的恶性肿瘤[1]，是癌症相关死亡和疾病的主要原因。由于乳腺癌细胞的高度

异质性，传统的体外研究模型仍然存在很大的局限性。因此，了解其复杂的生物学性质，以及开发先进

的治疗策略都需要大量研究，以有助于检查肿瘤生长、药物反应和治疗效果，包括使用实验模型[2]，以

及有助于提高药物筛选与开发的预测性与准确性。苦参碱(Matrine)是一种从中药苦参中提取的有效成分，

是一种生物碱，对癌症患者有多种保护作用[3]。已被证明对不同类型的癌症具有独特的抗肿瘤作用活性

[4]，可抑制癌细胞增殖，诱导癌细胞凋亡和自噬[5]。在药理学上，苦参碱的抗肿瘤活性已被广泛研究[6]。
有研究表明苦参碱可抑制 Wnt/β-cat 通路的刺激，通过触发铁凋亡和抑制上皮间质转化(EMT)，对三阴性

乳腺癌(TNBC)具有抗转移作用[7]。本实验通过 AggreWellTM800 24 孔板培养 MDA-MB-231 细胞，构建

3D 乳腺癌肿瘤球。并进行苦参碱对乳腺癌 MDA-MB-231 肿瘤球的作用实验，ELISA 法检测培养上清中
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基质金属蛋白酶和上皮间质转化标记物的表达。 

2. 材料与方法 

2.1. 药品与试剂 

乳腺癌 MDA-MB-231 细胞(赛百慷)；苦参碱(麦克林)，用完全培养基稀释为使用浓度。L15 培养基

(Hyclone)，胎牛血清(Gibco)，AggreWellTM800 24 孔板(STEMCELL Technologies)。MMP-2、MMP-9、E-
cadherin、N-cadherin、Vimentin 五种 ELISA 试剂盒(晶美生物)。防粘连润洗液 Anti-Adherence Rinsing 
Solution (STEMCELL Technologies)。倒置相差显微镜(IX73, Olympus)，CO2培养箱(Thermo BB150)，多功

能酶标仪(上海普丹)。 

2.2. 细胞培养与细胞悬液制备 

乳腺癌 MDA-MB-231 细胞使用 L15 完全培养基(含 10%FBS、1%青链霉素)于 37℃、5% CO2培养箱

中常规培养，以 0.25%胰蛋白酶消化、传代。收集对数期生长的 MDA-MB-231 细胞，配制成 1 × 105 
cells·mL−1细胞悬液。 

2.3. 2D 实验 

取“2.2.”项制备的 1 × 105 cells·mL−1 MDA-MB-231 细胞悬液，加入普通 24 孔培养板，1.2 ml/孔，

培养 24 h，吸弃培养基。分别加入不同浓度苦参碱(0, 120, 240, 480 μg·mL−1)，1.2 ml/孔，继续培养 48 h，
吸取培养上清液作为检测用。 

2.4. 3D 实验 

AggreWellTM800 24 孔板使用前在超净工作台紫外线照射 30 min。向 AggreWell™800 24 板加入 1 mL/
孔的防粘连润洗液，室温，2000 × g，离心 5 min。用移液器尖头小心吸出液体，吸弃干净。取“2.2.”项

制备的 1 × 105 cells·mL−1 MDA-MB-231 细胞悬液，加入上述处理的 AggreWellTM800 24 孔培养板中，1.2 
ml/孔。100 × g，离心 3 min，将培养板小心地放入 37℃、5% CO2的培养箱中。24 h 后吸弃培养基。然后

分别加入不同浓度(0, 120, 240, 480 μg·mL−1)的苦参碱，1.2 ml/孔。继续培养 48 h，吸取培养上清液作为检

测用。 

2.5. ELISA 检测 2D/3D 培养上清液中迁移侵袭蛋白浓度 

收集“2.3.”、“2.4.”项的培养上清液，3000 r·min−1离心 15 min，吸取上清液。按照 ELISA 试剂盒

说明书操作，检测基质金属蛋白酶(MMP-2、MMP-9)，以及上皮间质转化标记物(E-cadherin、N-cadherin、
Vimentin)五种蛋白浓度。 

2.6. 统计分析 

使用 GraphPad Prism 9 进行统计学分析处理。数据资料以 x s± 表示，两组间比较采用两独立样本配

对 t 检验。 

3. 结果 

3.1. 乳腺癌细胞培养观察 

乳腺癌 MDA-MB-231 细胞普通 24 孔培养板培养 24 h 后，生长旺盛，见图 1(a)。乳腺癌 MDA-MB-
231 细胞接种于 AggreWellTM800 24 孔板培养 24 h 后，可于微孔中形成肿瘤球，见图 1(b)。 
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3.2. 苦参碱对乳腺癌细胞培养上清液基质金属蛋白酶分泌的影响 

ELISA 检测结果显示，苦参碱作用 48 小时后，于 2D/3D 条件下，各浓度组均可导致乳腺癌 MDA-
MB-231 细胞分泌 MMP-2 和 MMP-9 显著下降，对 3D 培养的抑制显著低于对 2D 培养的抑制。均呈剂量

依赖性。且 3D 培养时基质金属蛋白酶分泌的下降速度明显慢于 2D 培养。结果见表 1。 
 

  
(a)                                            (b) 

Figure 1. Inverted microscope observation of breast cancer MDA-MB-231 cells cultured for 24 hours. (a) Cells cultured in a 
common 24-well plate exhibit robust growth. (b) The AggreWellTM800 24-well plate enables the formation of cellular sphe-
roids within microwells during culture 
图 1. 乳腺癌 MDA-MB-231 细胞培养 24 h 后的倒置显微镜观察。(a) 普通 24 孔培养板培养观察，细胞生长旺盛。(b) 
AggreWellTM800 24 孔板培养，可于微孔中形成肿瘤球 

 
Table 1. The effect of Matrine on the secretion of MMP-2 and MMP-9 in the supernatants of 2D and 3D cultured breast cancer 
MDA-MB-231 cells ( x s± , n = 5) 
表 1. 苦参碱对乳腺癌 MDA-MB-231 细胞 2D/3D 培养上清液 MMP-2、MMP-9 分泌的影响( x s± , n = 5) 

苦参碱剂量/μg·mL−1 
MMP-2/ng·m−1 MMP-9/ng·mL−1 

2D 3D 2D 3D 

0 (对照组) 133.68 ± 10.29 139.32 ± 11.55 375.45 ± 31.16 386.37 ± 33.05 

120 115.03 ± 9.851) 127.55 ± 10.364) 330.89 ± 29.211) 359.49 ± 30.86 

240 93.24 ± 6.983) 117.63 ± 10.202)6) 266.74 ± 22.853) 321.76 ± 26.832)5) 

480 76.84 ± 6.323) 106.26 ± 8.133)6) 217.83 ± 17.593) 282.03 ± 23.773)6) 

与对照组相比，1)P < 0.05，2)P < 0.01，3)P < 0.001；与 2D 培养相比，4)P < 0.05，5)P < 0.01，6)P < 0.001。 

3.3. 苦参碱对乳腺癌细胞培养上清液上皮间质转化标记物分泌的影响 

ELISA 检测结果显示，苦参碱作用 48 小时后，于 2D/3D 条件下，均可导致乳腺癌 MDA-MB-231 细

胞分泌 N-cadherin、Vimentin 的显著下降，以及 E-cadherin 分泌增加，呈剂量依赖性。且 3D 培养时分泌

N-cadherin、Vimentin 的下降速度明显慢于 2D 培养，而分泌 E-cadherin 的增加速度慢于 2D 培养。表明

于 2D/3D 培养条件下，苦参碱有效抑制 MDA-MB-231 细胞上皮间质转化，且对 3D 培养时的抑制显著低

于对 2D 培养的抑制。结果见表 2。 
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Table 2. The effect of Matrine on the secretion of EMT-related proteins in the supernatants of 2D and 3D cultured breast 
cancer MDA-MB-231 cells ( x s± , n = 5) 
表 2. 苦参碱对乳腺癌 MDA-MB-231 细胞 2D/3D 培养上清液 EMT 相关蛋白分泌的影响( x s± , n = 5) 

苦参碱剂量/μg·mL−1 
E-cadherin/ng·mL−1 N-cadherin/ng·mL−1 Vimentin/ng·mL−1 

2D 3D 2D 3D 2D 3D 

0 (对照组) 179.46 ± 15.33 172.23 ± 14.76 20.31 ± 1.77 22.10 ± 1.89 2.19 ± 0.18 2.25 ± 0.19 

120 196.69 ± 17.641) 185.10 ± 16.68 17.93 ± 1.541) 20.34 ± 1.814) 1.88 ± 0.141) 2.16 ± 0.194) 

240 215.97 ± 17.782) 197.52 ± 17.301) 15.77 ± 1.292) 19.42 ± 1.661)5) 1.67 ± 0.153) 2.08 ± 0.171)5) 

480 239.75 ± 20.493) 206.33 ± 18.452)4) 14.08 ± 1.233) 18.68 ± 1.502)6) 1.43 ± 0.123) 1.95 ± 0.152)6) 

与对照组相比，1)P < 0.05，2)P < 0.01，3)P < 0.001；与 2D 培养相比，4)P < 0.05，5)P < 0.01，6)P < 0.001。 

4. 讨论 

由于复发和转移，乳腺癌仍然是妇女死亡的主要原因。体外 3D 肿瘤模型被认为是药物筛选和了解癌

症驱动机制的可靠工具，因为它可以模拟肿瘤的异质性[8]。最近肿瘤学研究取得较好的进展，但肿瘤异

质性仍然是乳腺癌研究的主要挑战。2D 细胞培养方法在乳腺癌研究中的使用虽然有助于获得初步见解，

但最终存在缺陷，因为它们不能充分复制肿瘤微环境，无法对体内乳腺癌的异质性进行建模[9]。为了更

好地了解肿瘤转移，一个可靠的 3D 体外模型是必不可少的。因为传统的 2D 培养往往会扭曲细胞的真实

行为，对乳腺癌转移的研究受到限制。而 3D 肿瘤球能更好地模拟体内肿瘤的微环境，可用来评估药物对

肿瘤球活力、大小和凋亡的影响。通常情况下，3D 肿瘤球对药物的敏感性低于 2D 细胞，这更真实地反

映了临床的耐药情况。在药物开发的临床前阶段，3D 肿瘤球模型比 2D 模型具有更高的预测价值，可提

供更为真实的可靠数据，它弥合了 2D 培养和体内动物模型研究之间的差距[10]。并且在许多情况下，可

以进一步取代体内验证的要求[8]。 
AggreWell 是一种通过微模具板进行 3D 细胞聚集体培养的系统，具有均一性、可重复性、高效率、

高通量、可控性、简便高效等特性[11]。它克服了传统体外培养方法的诸多局限性，能够更可靠、更高效

地模拟实体瘤的复杂特性，可用于肿瘤球建模，以及癌症生物学、药物渗透性、放疗抵抗性等研究[12] [13]。
AggreWell 技术可提供一种标准化、高通量且可控的方法来生成 3D 肿瘤球，极大地推动了体外肿瘤模型

的发展[14]。AggreWell 板培养的肿瘤球内部，会自然形成类似于实体瘤的生理梯度。包括外层为增殖活

跃的细胞，中间层为静止状态的细胞，核心由于氧气和营养物质的缺乏，出现凋亡或坏死的细胞。这种

结构是 2D 培养无法实现的，对于研究肿瘤代谢和生存机制至关重要。它为肿瘤研究领域带来了革命性

的便利和标准化，填补了 2D 细胞培养与复杂的体内动物模型之间的鸿沟，将在药物开发、机制研究和个

性化医疗等领域发挥越来越重要的作用[15]。可使研究人员能够在更接近真实肿瘤的生理环境下，系统地

研究癌症基础生物学，药物的渗透与递送效率，以及新药的疗效与筛选。 
苦参碱是中草药植物苦参的主要活性成分，具有广谱的抗肿瘤活性[16]，可显著抑制癌细胞增殖、侵

袭、迁移，促进癌细胞凋亡和自噬[5] [17]，逆转多药耐药性。苦参碱的抗癌作用不是通过单一途径，而

是多靶点、多通路协同实现的。主要包括：它可抑制肿瘤细胞增殖，干扰肿瘤细胞的细胞周期，使其停

滞在 G1 期或 S 期，从而阻止细胞分裂和增殖。以及诱导肿瘤细胞凋亡，激活细胞内的“死亡程序”，上

调促凋亡蛋白(如 Bax)，抑制抗凋亡蛋白(如 Bcl-2)，导致癌细胞自我毁灭。且可抑制肿瘤细胞侵袭和转

移，抑制上皮间质转化(EMT)，表现为 N-cadherin、Vimentin 表达下调，E-cadherin 表达上调[19]，这是癌

细胞获得迁移能力的关键步骤。另外可下调基质金属蛋白酶(MMPs)的表达，如 MMP-2 和 MMP-9 表达
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下调[3] [5]，从而抑制癌细胞对周围组织的降解和侵袭。有研究表明苦参碱通过 LINC01116/miR-9-
5p/ITGB1 通路抑制乳腺癌细胞增殖和 EMT [18]，通过 NF-κB 通路下调 MMP-2/9，抑制去势抵抗性前列

腺癌的迁移和侵袭[3]。因此，苦参碱可能是辅助抗乳腺癌治疗的一个有希望的靶点[17]。除了上述特性

外，苦参碱还可抑制肿瘤血管生成、逆转多药耐药性、免疫调节作用，以及多靶点作用。苦参碱来源于

天然，副作用相对较小，兼具抗癌与辅助支持作用。但其目前主要作为辅助治疗药物，而非一线抗癌主

力药物。苦参碱相对于强效的化疗药和靶向药，直接抗癌作用强度通常较弱，因此难以单独用于晚期肿

瘤的根治。 

5. 结论 

本研究表明，AggreWell构建的 3D模型可能比传统 2D模型更能反映乳腺癌细胞对苦参碱的耐受性，

提示其在临床前药物筛选中可能具有潜在优势。 
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