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[摘要] 目的　探讨抗菌肽WK-13-3D对三阴性乳腺癌MDA-MB-231细胞的抑制作用及其可能机制。方法　采用CCK-8

法检测 0、10、15、20、25、30、35、40 μmol/L抗菌肽WK-13-3D对MDA-MB-231细胞增殖的影响；Pull down实验确定抗

菌肽WK-13-3D与MDA-MB-231细胞的互作蛋白。取MDA-MB-231细胞，设置：(1)对照组及10、20 μmol/L抗菌肽WK-13-3D

处理组，采用流式细胞术检测细胞凋亡情况，Western blotting 检测细胞中重链结合蛋白(BiP)、蛋白激酶 R 样内网激酶

(PERK)、真核翻译起始因子2α(eIF2α)、磷酸化eIF2α(p-eIF2α)、Bax蛋白的表达变化；(2)对照组(转染空载质粒)、si-BiP-592

组 (转染 si-BiP-592 干扰质粒)与 si-BiP-592+WK-13-3D 组 (转染 si-BiP-592 干扰质粒+10 μmol/L 抗菌肽 WK-13-3D)，采用

Western blotting检测BiP、PERK、eIF2α、p-eIF2α及Bax蛋白的表达变化。12只BALB/c小鼠随机分为PBS组(n=4)、紫杉醇

(TAX)组(n=4)与WK-13-3D组(n=4)。所有小鼠皮下注射MDA-MB-231细胞建立三阴性乳腺癌移植瘤模型。WK-13-3D组瘤

旁注射抗菌肽WK-13-3D[200 mg/(kg.d)]，TAX组腹腔注射TAX[200 mg/(kg.d)]，PBS组注射等体积的PBS。注射后2周处死

小鼠，测量肿瘤重量和体积并拍照，采用免疫组化染色检测肿瘤组织中BiP和Ki-67蛋白的表达情况。结果　CCK-8法检测

结果显示，随着抗菌肽WK-13-3D浓度逐渐增加，MDA-MB-231细胞存活率逐渐下降，半数抑制浓度(IC50)为19.82 μmol/L。

Pull-down实验匹配到抗菌肽与MDA-MB-231细胞的互作蛋白共 268种，主要包括BiP、热休克蛋白 90β1(HSP90B1)、含缬

酪肽蛋白(VCP)、人类 71 kD 热休克同源蛋白(HSPA8)等。与对照组相比，10、20 μmol/L 抗菌肽 WK-13-3D 处理组 MDA-

MB-231细胞凋亡率明显升高(P<0.05或P<0.01)，细胞中BiP蛋白表达水平明显降低(P<0.05)，PERK、p-eIF2α、Bax蛋白表

达水平明显升高(P<0.05或P<0.01)，eIF2α蛋白表达水平无明显变化(P>0.05)。与对照组相比、si-BiP-592组MDA-MB-231细

胞中BiP蛋白表达水平明显降低(P<0.05)，PERK、p-eIF2α、Bax蛋白表达水平明显升高(P<0.05或P<0.01)，eIF2α蛋白表达

水平无明显变化(P>0.05)；与 si-BiP-592组相比，si-BiP-592+WK-13-3D组MDA-MB-231细胞BiP蛋白表达水平降低(P<0.05)，

PERK、p-eIF2α、Bax蛋白表达水平升高(P<0.05或P<0.01)，eIF2α蛋白表达水平无明显变化(P>0.05)。经抗菌肽WK-13-3D

和TAX治疗的小鼠肿瘤体积明显小于PBS组(P<0.05)，免疫组化染色结果显示经WK-13-3D治疗后小鼠肿瘤组织中Ki-67和

BiP阳性细胞比例明显低于PBS组(P<0.01)。结论　抗菌肽WK-13-3D可抑制MDA-MB-231细胞增殖，其机制可能是激活内

质网应激、诱导细胞凋亡。
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[Abstract] Objective　To investigate the inhibitory effect of antimicrobial peptide WK-13-3D on the proliferation of triple 

negative breast cancer MDA-MB-231 cells and its potential mechanism. Methods　The effect of antimicrobial peptide WK-13-3D at 

concentrations of 0, 10, 15, 20, 25, 30, 35, and 40 μmol/L on MDA-MB-231 cells proliferation was assessed using the CCK-8 assay. A 

pull-down assay was conducted to identify interacting proteins of antimicrobial peptide WK-13-3D with MDA-MB-231 cells. MDA-

MB-231 cells were obtained and divided into the following groups: (1) control group and treatment groups with 10 and 20 μmol/L 

antimicrobial peptide WK-13-3D. Apoptosis was evaluated using flow cytometry and Western blotting was conducted to detect the 

expression change of heavy chain binding protein (BiP), protein kinase R-like endoplasmic reticulum kinase (PERK), eukaryotic 

translation initiation factor 2α (eIF2α), phosphorylated eIF2α (p-eIF2α), and Bax proteins within the cells. (2) Control group 

(transfected with no-load plasmid), si-BiP-592 group (transfected with si-BiP-592 interference plasmid) and si-BiP-592+WK-13-3D 

group (co-treated with si-BiP-592 interference plasmid and 10 μmol/L antimicrobial peptide WK-13-3D). Western blotting was used 

to detect the expression changes of BiP, PERK, eIF2α, p-eIF2α and Bax proteins. Twelve BALB/c mice were randomly divided into 

PBS group (n=4), taxol (TAX) group (n=4) and WK-13-3D group (n=4). All mice were subcutaneously injected with MDA-MB-231 

cells to establish a triple-negative breast cancer transplant tumor model. WK-13-3D group received local injections of antimicrobial 

peptide WK-13-3D [200 mg/(kg·d)], TAX group was administered TAX intraperitoneally at the same dose [200 mg/(kg·d)], and PBS 

group was injected with an equivalent volume of PBS. Two weeks post-injection, the mice were killed, and the tumor weight and 

volume were measured and photographed. Immunohistochemistry staining was performed to evaluate the expressions of BiP and Ki-67 

proteins in the tumor tissues. Results　CCK-8 assay showed a gradual decrease in MDA-MB-231 cell survival rates with increasing 

concentrations of WK-13-3D, with an inhibitory concentration 50 (IC50) of 19.82 μmol/L. The pull-down assay identified 268 

interacting proteins of antimicrobial peptides and MDA-MB-231 cells, mainly including heavy-chain binding protein (BiP), heat 

shock protein 90 beta family member 1 (HSP90B1), valerin-containing protein (VCP), heat shock cognate 71 kD protein (HSPA8). 

Compared with control group, treatment with 10 and 20 μmol/L antimicrobial peptide WK-13-3D significantly increased the 

apoptosis rate of MDA-MB-231 cells (P<0.05 or P<0.01), decreased BiP protein expression (P<0.05), and increased the expression 

levels of PERK, p-eIF2α, and Bax (P<0.05 or P<0.01), with no significant change in eIF2α protein expression (P>0.05). Compared 

with control group, si-BiP-592 group showed BiP protein expression significantly decreased (P<0.05), and the expression of PERK,

p-eIF2α, and Bax proteins was significantly increased (P<0.05), with no significant change in eIF2α protein expression (P>0.05); 

Compared with si-BiP-592 group, si-BiP-592+WK-13-3D group showed a decrease in BiP protein expression (P<0.05) and an increase 

in PERK, p-eIF2α, and Bax protein expression (P<0.05 or P<0.01), with no significant change in eIF2α protein expression (P>0.05). 

Tumor volumes in mice treated with antimicrobial peptide WK-13-3D and TAX were significantly smaller than those in PBS group

(P<0.05), and the immunohistochemical staining showed that the proportion of Ki-67 and BiP positive cells in tumor tissues of 

WK-13-3D treated mice was significantly lower than that in PBS group (P<0.01). Conclusion　Antimicrobial peptide WK-13-3D 

could inhibit the proliferation of MDA-MB-231 cells and its mechanism may involve the activation of endoplasmic reticulum stress 

and the induction of cell apoptosis.
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2023 年全球癌症统计数据显示，女性乳腺癌发

病率远高于其他类型的癌症，是女性癌症死亡的主

要原因[1]。三阴性乳腺癌具有转移能力强、预后不

良且缺乏靶向治疗药物的特点[2]，常规治疗下更易

发生远处复发，预后差[3]，故亟需寻求靶向性强、

毒性低、不易产生耐药性且能有效抑制转移的药物。

抗菌肽是生物免疫系统对抗多种病原微生物感染所

产生的一类小分子多肽，可通过多种机制抑制肿瘤

发生[4]。其中抗菌肽LL-37是Cathelicidin 家族的唯一

成员[5]，已被证实对多种人类癌症具有抑制作用[6-8]，

但由于其分子量大、合成成本高、出错概率高、易

被蛋白酶水解，所以对癌症的抑制存在两面性。本

课题组在LL-37的基础上设计出了分子量小、活性集

中、抑癌效果强的抗菌肽 Merecidin[9]，并已经证实

其可有效抑制肺癌 A549 细胞的增殖、侵袭和迁移，

促进肺癌细胞的凋亡[10]，但存在半衰期短的缺陷。

因此，本课题组在Merecidin的结构基础上设计合成

了半衰期长、疏水性高且生物活性强的抗菌肽 WK-
13-3D，本研究探讨其对三阴性乳腺癌 MDA-MB-231
细胞的抑制作用及可能机制，以期为新型抗癌药物

的研发提供参考。

1　材料与方法

1.1　主要材料与试剂　人乳腺癌细胞 MDA-MB-231
由宁夏医科大学检验学院分子诊断实验室提供；抗

菌肽WK-13-3D序列为WKRIVRRIKRWLR-NH2，由上
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海吉尔生化有限公司合成。DMEM高糖培养基购自

美国Hyclone实验室；CCK-8试剂盒购自东仁化学科

技(上海)有限公司；Annexin V-APC/7-ADD凋亡试剂

盒购自中国贝博生物公司；BCA 试剂盒购自江苏凯

基生物公司；重链结合蛋白 (heavy-chain binding 
protein，BiP)质粒购自苏州吉玛基因有限公司；兔抗

BiP、蛋白激酶 R 样内网激酶 (PKR-like ER kinase，
PERK)、真核翻译起始因子 2α(eukaryotic translation 
initiation factor 2α， eIF2α)、 磷 酸 化 eIF2α
(phosphorylation of eIF2α，p-eIF2α)、Ki-67 抗体，Bax
多克隆抗体，以及山羊抗兔 HRP 抗体购自美国 Cell 
Signaling Technology公司。NanoElute超高效液相系统

购自美国赛默飞世尔科技公司；干扰质粒 si-BiP-592
序列为 ACCATACATTCAAGTTGATAT， si-BiP-1178
序列为 ACCCTGACTCGGGCCAAATTT，si-BiP-1264
序列为 TGATTTGAAGAAGTCTGATAT， si-BiP-1569
序列为 TTTCTACAGCTTCTGATAATC，购自苏州

吉玛基因有限公司。

1.2　细胞实验　

1.2.1　CCK-8法检测细胞存活率　收集MDA-MB-231
细胞悬液，接种于 96孔板中，培养过夜，分别加入

0、5、10、15、20、25、30、35、40 μmol/L 抗菌肽

WK-13-3D，空白组不加细胞，每组设 5 个复孔，培

养 24 h 后加入 CCK-8 试剂，继续培养 1.5 h，采用酶

标仪检测450 nm波长处的吸光度(OD)值，计算细胞

存 活 率 ， 得 出 半 数 抑 制 浓 度 (median inhibitory 
concentration，IC50)。
1.2.2　Pull-down实验确定互作蛋白　将50 μl链霉亲和

素加入旋转柱内，将生物素标记的抗菌肽WK-13-3D
亦加入旋转柱内，4 ℃孵育 1 h，用生物素封闭。向

旋转柱内加入MDA-MB-231细胞提取的蛋白，4 ℃孵

育 3 h，收集猎物蛋白。将所有洗脱液进行 SDS-
PAGE凝胶电泳和染色。

1.2.3　液相色谱-质谱联用分析Pull-down实验结果　

肽段用液相色谱流动相A相溶解，用NanoElute超高

效液相系统进行分离后，注入 Capillary 离子源中进

行电离，然后进入 timsTOF Pro 质谱进行数据采集，

肽段母离子及其二级碎片均采用TOF进行检测和分

析。数据采集模式使用非依赖平行累积串行碎裂

(dia-PASEF)模式。

1.2.4　流式细胞术检测细胞凋亡情况　取对数生长

期的 MDA-MB-231 细胞，分别加入不同浓度(1×IC50

和 1/2×IC50)的抗菌肽WK-13-3D处理，培养 24 h，以

不加抗菌肽WK-13-3D处理作为对照组，每组设 3个

复孔。加入 Annexin V-APC 和 7-AAD 室温避光染色，

采用流式细胞仪检测细胞凋亡情况。

1.2.5　Western blotting检测内质网应激和凋亡相关蛋

白的表达　实验分组及处理如 1.2.4，提取各组细胞

总蛋白，上样行 SDS-PAGE 凝胶电泳并转膜，5% 脱

脂奶粉封闭，加入兔抗BiP、PERK、eIF2α、p-eIF2α
及Bax多克隆抗体于4 ℃冰箱内孵育过夜；加入山羊

抗兔HRP抗体室温摇床孵育1 h，ECL显色，曝光拍

照，最后用 ImageJ软件对结果进行分析。

1.2.6　构建BiP干扰质粒并转染MDA-MB-231细胞　

使用无血清培养基将待转染质粒和 Lipofectanmine 
2000稀释至合适浓度，静置5 min，按1:1比例混合，

室温静置 20 min。取对数生长期的 MDA-MB-231 细

胞，设置：(1)对照组(转染空载质粒)、si-BiP-1569
组(转染 si-BiP-1569)、si-BiP-592 组(转染 si-BiP-592)、
si-BiP-1178 组(转染 si-BiP-1178)、si-BiP-1264 组(转染

si-BiP-1264)，采用 Western blotting 验证转染效率。

(2)对照组(转染空载质粒)、si-BiP-592组(转染 si-BiP-
592 干扰质粒)、si-BiP-592+WK-13-3D 组(转染 si-BiP-
592 干扰质粒+10 μmol/L 抗菌肽 WK-13-3D)，培养

6 h，更换新鲜培养基，继续培养 24~48 h，采用

Western blotting 检测 BiP、PERK、eIF2α、p-eIF2α及

Bax蛋白的表达情况。

1.3　动物实验　

1.3.1　体内抑瘤效果检测　4 周龄 SPF 级 BALB/c 小
鼠 12 只，体重(16±2) g，购自北京 HFK 生物科技有

限公司，随机分为 PBS 组、紫杉醇(TAX)组与 WK-
13-3D 组，每组 4 只。将 MDA-MB-231 细胞(1×106)悬
浮于 PBS-Matrigel 100 μl (1:1，V/V)中，皮下注射到

小鼠右侧乳房脂肪垫建立三阴性乳腺癌移植瘤模

型。WK-13-3D组瘤旁注射抗菌肽WK-13-3D[200 mg/
(kg.d)]，TAX 组腹腔注射 TAX[200 mg/(kg.d)]，PBS
组注射等体积PBS。注射后2周处死小鼠，测量肿瘤

重量和体积并拍照。本研究获宁夏医科大学动物伦

理委员会审批(IACUC-2023-005)，动物实验遵循动

物福利伦理相关规定。

1.3.2　免疫组化染色检测BiP、Ki-67蛋白的表达　取

小鼠移植瘤组织，多聚甲醛固定后制作4 μm石蜡切

片，3% H2O2室温孵育 10 min，加入山羊血清室温下

阻断 20 min，加入 BiP、Ki-67 抗体 4 °C 下孵育过夜。

加入山羊抗兔 HRP 抗体孵育 1 h，DAB 染色 2 min，
苏木精染色3 min，显微镜下观察细胞染色情况。

1.4　统计学处理　采用 GraphPad 8.0 软件进行统计

分析。所有数据均为计量资料且符合正态分布，以

x̄±s表示，两组间比较采用 t检验，多组间比较采用

单因素方差分析，进一步两两比较采用 LSD 法。

P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　抗菌肽WK-13-3D对MDA-MB-231细胞增殖的影
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响　CCK-8法检测结果显示，随着抗菌肽WK-13-3D
浓度逐渐增高，细胞存活率逐渐下降， IC50 为

19.82 μmol/L，表明抗菌肽 WK-13-3D 可明显抑制

MDA-MB-231 的 增 殖 ( 附 图 1， https://dx. doi. org/
10.11855/j. issn. 0577-7402.1720.2024.0925FJ)。故选择

1/2×IC50和1×IC50(分别为10、20 μmol/L)两个浓度进

行后续实验。

2.2　抗菌肽WK-13-3D与MDA-MB-231细胞的互作蛋

白　Pull-down 实验结果如附图 2(https://dx. doi. org/
10.11855/j. issn. 0577-7402.1720.2024.0925FJ)所示，抗

菌肽WK-13-3D与MDA-MB-231细胞的互作蛋白分子

量大多为70~100 kD。液相色谱-质谱联用分析结果显

示，共匹配到 268 种蛋白，其中前 10 种蛋白见表 1，
经过分析，大多数蛋白包括 BiP[又称葡萄糖调节蛋

白 78(glucose regulated protein 78 kD，GRP78)]、热休

克蛋白90β1(heat shock protein 90 beta family member 1，
HSP90B1)、含缬酪肽蛋白(valosin containing protein，
VCP)、人类 71 kD热休克同源蛋白(heat shock cognate 
71 kD protein，HSPA8)等均参与了内质网应激，其中

BiP与内质网应激密切相关，且是互作蛋白中匹配度

最高的，后续实验重点分析 WK-13-3D 抗菌肽对

MDA-MB-231细胞中BiP蛋白的作用。

2.3　抗菌肽WK-13-3D对MDA-MB-231细胞凋亡的影

响　流式细胞术检测结果显示，与对照组相比，10、
20 μmol/L 抗菌肽 WK-13-3D 处理后 MDA-MB-231 细

胞凋亡率明显增高，且呈浓度依赖性，差异有统计

学意义(P<0.05 或 P<0.01，图 1A)。Western blotting 检

测结果显示，与对照组相比，10、20 μmol/L抗菌肽

WK-13-3D 处理后 MDA-MB-231 细胞中 BiP 蛋白表达

水平明显降低(P<0.05)，PERK、p-eIF2α和 Bax 蛋白

表达水平明显升高(P<0.05 或 P<0.01)，eIF2α蛋白表

达水平无明显变化(P>0.05，图1B)。

2.4　干扰 BiP 后抗菌肽 WK-13-3D 对 MDA-MB-231 细

胞中蛋白表达的影响　Western blotting 验证转染效

率，结果如图 2A所示，与对照组比较，si-BiP-1569、
si-BiP-592、si-BiP-1178、si-BiP-1264组BiP蛋白表达水

平降低(P<0.01 或 P<0.001)，以 si-BiP-592 组降低最为

明显，因此采用 si-BiP-592进行后续实验。与对照组

比较， si-BiP-592 组 BiP 蛋白表达水平明显降低，

PERK、p-eIF2α、Bax 蛋白表达水平明显升高(P<0.05
或 P<0.01)；与 si-BiP-592 组比较，si-BiP-592+WK-13-
3D 组 BiP 蛋白表达水平降低，PERK、Bax、p-eIF2α

蛋白表达水平升高(P<0.01)，eIF2α蛋白表达水平无

明显变化(P>0.05，图2B)。
2.5　抗菌肽WK-13-3D对体内肿瘤的影响　用药2周

后，小鼠移植瘤体积和重量如图3A所示。与PBS组比

较，TAX 组、WK-13-3D 组移植瘤体积缩小(P<0.05)，
但WK-13-3D组与TAX组小鼠移植瘤体积差异无统计

学意义(P>0.05，图 3B)。免疫组化染色结果显示，

WK-13-3D 组 BiP、Ki-67 阳性细胞比例均明显低于

PBS组(P<0.01，图3C)。

3　讨　　论

三阴性乳腺癌较其他类型乳腺癌转移性强、缺

乏靶向治疗药物且容易产生耐药性[11]，因此，亟需

研发新型抗癌药物[12]。抗菌肽是一种从动物体内提

取的小分子多肽，可用于治疗多种癌症。Hou 等[13]

的研究表明，抗菌肽NRC-03可通过线粒体氧化应激

诱导口腔鳞片状细胞凋亡；Ren等[14]发现，LL-37可

通过激活凋亡诱导因子介导结肠癌细胞凋亡。本研

究中CCK-8法检测结果显示，抗菌肽WK-13-3D可明

显抑制MDA-MB-231细胞的增殖，且呈浓度依赖性；

表1　通过肽指纹图谱在蛋白数据库中匹配到的抗菌肽WK-13-3D与MDA-MB-231细胞的主要互作蛋白信息

Tab. 1　 Information of main interaction proteins between antimicrobial peptide WK-13-3D and MDA-MB-231 cells matched in the 
protein database by peptide fingerprint

蛋白中文名

重链结合蛋白

热休克蛋白90α
α肌动蛋白4

热休克蛋白90αB类成员1

α肌动蛋白1

白蛋白

热休克蛋白90β1

延伸因子2

含缬酪肽的蛋白质

人类71 kD热休克同源蛋白

蛋白英文名

Heavy-chain binding protein

Heat shock protein 90-alpha

Alpha actinin 4

Heat shock protein 90 alpha family class B member 1

Alpha actinin 1

Albumin

Heat shock protein 90 beta family member 1

Eukaryotic translation elongation factor 2

Valosin containing protein

Heat shock cognate 71 kD protein

基因名

BiP

HSP90AA1

ACTN4

HSP90AB1

ACTN1

ALB

HSP90B1

EEF2

VCP

HSPA8

蛋白评
分值

1551

1411

1183

1030

899

896

868

813

695

629

序列覆
盖率(%)

47

29

27

20

23

30

29

21

18

18

唯一
肽段

24

12

12

5

9

18

20

16

13

7

多肽数

26

20

22

13

19

18

20

16

13

9

肽匹配
图谱

30

30

25

19

22

20

20

20

15

12
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动物实验进一步证实抗菌肽WK-13-3D可抑制体内肿瘤

的增长；流式细胞术检测结果显示抗菌肽WK-13-3D可

促进MDA-MB-231细胞凋亡；经抗菌肽WK-13-3D处

理后 MDA-MB-231 细胞中 Bax 蛋白表达水平明显升

高；在动物实验中，经抗菌肽WK-13-3D处理后肿瘤

组织中Ki-67阳性细胞比例降低。表明抗菌肽WK-13-
3D可以诱导MDA-MB-231细胞凋亡，进而发挥抗肿

瘤作用。

BiP是内质网重要的分子伴侣，也是内质网应激

的关键分子[15]，其主要作用是促进蛋白质的折叠和

组装，控制蛋白质的质量[16]。本研究中Pull-down实

验结果显示抗菌肽WK-13-3D与MDA-MB-231细胞的

互作蛋白中匹配度最高的是BiP，此外也有研究发现

三阴性乳腺癌中 BiP 蛋白表达水平明显高于癌旁组

织[17]。Ghosh 等[18]发现，硝苯丙胺可激活细胞外调

节 蛋 白 激 酶 (extracellular regulated protein kinases，
ERK)通路，导致内质网应激介导的 BiP 下调，进而

诱导三阴性乳腺癌细胞凋亡；Liu等[19]发现，吡拉比

星可通过调节哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mammalian 
target of repamycin，mTOR)信号通路下调BiP的表达，

进而抑制三阴性乳腺癌细胞的增殖、迁移和侵袭，

且BiP表达越低，患者预后越好。本研究中经抗菌肽

WK-13-3D 处理后，MDA-MB-231 细胞中 BiP 表达明

显降低，且动物实验也验证了该结果。

在各种有害损伤因素的作用下，可发生蛋白折

叠错误甚至不折叠，这些异常蛋白会进入内质网腔，

导致内质网内出现钙离子紊乱等，称为内质网应

激[20]。内质网应激通过肌醇需求酶1(inositol requiring 
1，IRE1)、PERK、活化转录因子6(activating transcription 
factor 6，ATF6) 3条信号通路维持细胞稳态，激活未折

叠蛋白反应(unfolded protein response，UPR)[21]。PERK
通路是UPR的主要通路之一，在内质网应激被激活

后，磷酸化eIF2α，进一步激活ATF4，导致转录因子

C/EBP同源蛋白(C/EBP homologous protein，CHOP)表
达上调，进而上调蛋白Bax、下调蛋白Bcl-2，诱导细

胞凋亡。袁烈等[22]发现，雷公藤红素可通过激活内

质网应激 PERK 信号通路诱导乳腺癌细胞凋亡；Li
等[23]发现，夹竹桃苷可通过激活PERK/eIF2α/ATF4/
CHOP 通路诱导乳腺癌细胞死亡，提高免疫治疗的

疗效；Coker-Gurkan 等[24]发现，阿提普利可通过激

活PERK/eIF2α/ATF4/CHOP轴激活内质网应激，介

导三阴性乳腺癌细胞的凋亡；Liu等[25]发现，抗菌肽

BiP. 重链结合蛋白；PERK. 蛋白激酶R样内网激酶；eIF2α. 真核翻译起始因子2α；A. 抗菌肽WK-13-3D对MDA-MB-231细胞凋亡的影

响；B. 抗菌肽WK-13-3D对MDA-MB-231细胞中相关蛋白表达的影响；与对照组比较，*P<0.05，**P<0.01

图1　抗菌肽WK-13-3D对MDA-MB-231细胞凋亡的影响(n=3)
Fig.1　Effect of antimicrobial peptide WK-13-3D on apoptosis of MDA-MB-231 cells (n=3)
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BiP. 重链结合蛋白；PERK. 蛋白激酶R样内网激酶；eIF2α. 真核翻译起始因子 2α；A. 在MDA-MB-231细胞中干扰BiP，采用Western 

blotting验证转染效率；B. 干扰BiP对WK-13-3D相关蛋白表达的影响；*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001

图2　干扰BiP后抗菌肽WK-13-3D对MDA-MB-231细胞中相关蛋白表达的影响(n=3)
Fig.2　Effect of antimicrobial peptide WK-13-3D on related-protein expressions in MDA-MB-231 cells after interference with BiP (n=3)

BiP. 重链结合蛋白；TAX. 紫杉醇；A. 各组小鼠移植瘤大体所见；B. 各组小鼠移植瘤体积比较；C. 各组小鼠移植瘤组织中BiP和Ki-67

的表达(免疫组化，×200)；*P<0.05，**P<0.01

图3　抗菌肽WK-13-3D对小鼠移植瘤的影响(n=4)
Fig.3　Effects of antimicrobial peptide WK-13-3D on tumor in mice (n=4)
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PR-39 可通过抑制内质网应激通路抑制缺氧/再灌注

诱 导 的 肾 细 胞 凋 亡 ； Yang 等[26] 发 现 ， 抗 菌 肽

Scyreprocin可导致内质网应激和Ca2+释放，从而造成

线粒体功能障碍，最终导致人肺癌细胞凋亡。以上

研究表明，抗菌肽可通过内质网应激诱导肿瘤细胞

凋亡。本研究中，经抗菌肽 WK-13-3D 处理后，

MDA-MB-231细胞中PERK和 p-eIF2α表达明显上调，

而 eIF2α表达无明显变化；在干扰 BiP 的表达后，

PERK和Bax表达明显增加，同时再用抗菌肽WK-13-
3D处理后PERK和Bax的表达进一步增加，表明抗菌

肽 WK-13-3D 可能依赖激活内质网应激 PERK-eIF2α
信号通路促进乳腺癌细胞的凋亡。

综上所述，本研究结果表明，抗菌肽WK-13-3D
可抑制三阴性乳腺癌 MDA-MB-231 细胞的增殖，其

机制可能是下调 BiP，激活 PERK-eIF2α信号通路，

激活 PERK，磷酸化 eIF2α，诱导内质网应激，上调

Bax，进而诱导乳腺癌MDA-MB-231细胞凋亡，这为

进一步研究抗菌肽WK-13-3D的抗癌能力及新型抗乳

腺癌药物的研发提供了实验依据。内质网应激后会

对细胞自噬产生影响，但本研究未深入探讨抗菌肽

WK-13-3D激活内质网应激后是否影响细胞自噬，且

其中可能存在着更为复杂的协同调节机制，这也是

今后继续研究的方向。
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