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摘　 要:　 目的　 在明确咯萘啶(ＰＮＤ)逆转人乳腺癌细胞 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ 耐药性的药效基础上ꎬ初步探索作用

机制ꎮ 　 方法　 采用 ＭＴＴ 法检测单用阿霉素(ＡＤＭ)和联用咯萘啶(ＰＮＤ)对人乳腺癌敏感细胞 ＭＣＦ￣７ 和耐药细

胞 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ 的抑制作用ꎬ得出半数抑制浓度( ＩＣ５０)ꎬ并计算耐药倍数和逆转倍数ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞中 Ｆａｓ
和 Ｃａｓｐａｓｅｓ￣３ 蛋白表达ꎮ 　 结果　 ＡＤＭ 对 ＭＣＦ￣７ 和 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ 的 ＩＣ５０分别为 １.３９９ μｇ / ｍＬ 和 ４３.８８５ μｇ / ｍＬꎬ耐
药倍数为 ３１.４ 倍ꎮ ＰＮＤ(０.５ μｇ / ｍＬ)联合 ＡＤＭ 作用 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ 的 ＩＣ５０为 ３.２４６ μｇ / ｍＬꎬ逆转倍数为 １３.５ 倍ꎬ并能

提高耐药 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ 中 Ｆａｓ 和 Ｃａｓｐａｓｅｓ￣３ 蛋白表达ꎮ 　 结论　 ＰＮＤ 能够逆转人乳腺癌细胞 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ 耐药性ꎬ
通过上调膜蛋白 Ｆａｓ 表达ꎬ增加 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ 对 ＡＤＭ 的敏感性ꎬ从而促进细胞凋亡ꎮ
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　 　 随着人们生存环境和生活习惯的改变ꎬ乳腺癌

已成为女性癌症患者死亡率最高的的癌症[１]ꎮ 虽

然乳腺切除术能够有效降低肿瘤负荷ꎬ但存在预后

差、免疫功能下降等问题ꎬ并且给患者心理带来极大

的负担[２]ꎮ 化疗是另一种乳腺癌治疗手段ꎬ但容易

出现多药耐药(ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅꎬＭＤＲ)的棘手问

题ꎬ这极大限制了阿霉素(ａｄｒｉａｍｙｃｉｎꎬＡＤＭ)等药物

的抗肿瘤作用[３]ꎮ 目前ꎬ解决 ＭＤＲ 问题的主要研

究方向为寻找有效的肿瘤耐药逆转剂[４]ꎮ 本研究

采用咯萘啶( ｐｙｒｏｎａｒｉｄｉｎｅꎬＰＮＤ)联合 ＡＤＭ 作用于

人乳腺癌耐药细胞 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭꎬ观察 ＰＮＤ 对 ＭＣＦ￣
７ / ＡＤＭ 的逆转耐药作用ꎬ并初步探索作用机制ꎮ
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１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 细胞株 　 人乳腺癌细胞株 ＭＣＦ￣７ 购于中国

科学院上海细胞生物所ꎮ
１.１.２　 药物与试剂 　 阿霉素购于南京奥多福尼生

物科技有限公司ꎬ使用灭菌注射用水稀释成 １６ ｍｇ /
ｍＬ 的母液ꎬ分装后－２０ ℃保存ꎻ咯萘啶购于上海恒

远生物科技有限公司ꎬ使用 ＤＭＳＯ 配制为 １６ ｍｇ / ｍＬ
的母液ꎬ分装ꎬ－２０ ℃保存ꎬ使用时用培养基稀释成

相应浓度ꎮ 胎牛血清、ＲＰＭＩ￣１６４０ 培养基、ＭＴＴ 噻

唑蓝购于 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司ꎮ 小鼠抗 β￣ａｃｔｉｎ 单抗、小鼠

抗 Ｆａｓ 单抗、兔抗 Ｃａｓｐａｓｅｓ￣３ 单抗、辣根酶标记山羊

抗小鼠或兔ꎬ均购自 ＣＳＴ 公司ꎮ
１.２　 方法

１.２.１ 　 细胞培养和分组 　 使用含 １０％胎牛血清、
１００ Ｕ / ｍＬ 青霉素和 １００ μｇ / ｍＬ 链霉素的 ＲＰＭＩ￣
１６４０ 培养基ꎬ于 ３７ ℃ 和 ５％ＣＯ２ 的培养箱中培养

ＭＣＦ￣７ 细胞ꎮ 以起始浓度为 ４ μｇ / ｍＬ 的 ＡＤＭ 培养

基培养 ＭＣＦ￣７ 细胞ꎬ待细胞稳定生长后ꎬ逐渐增加

ＡＤＭ 的浓度ꎬ每次 ＡＤＭ 浓度增加 ２ 倍ꎬ同时监测

ＭＣＦ￣７ 细胞对 ＡＤＭ 的 ＩＣ５０ꎬ待 ＩＣ５０ 达到 ４０ μｇ / ｍＬ
左右时ꎬ认为其出现较强耐药性ꎬ即成功培养出

ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ 细胞ꎬ在含 １ μｇ / ｍＬ 的 ＡＤＭ 的上述培

养基中ꎬ培养 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ 细胞ꎬ以维持其耐药性ꎮ
设置 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ 组、ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ ＋ＡＤＭ 组、ＭＣＦ￣
７ / ＡＤＭ ＋ＡＤＭ ＋ＰＮＤ 组ꎬ共三个组ꎮ
１.２.２　 ＭＴＴ 法检测细胞抑制率 　 取对数生长期的

细胞(ＭＣＦ￣７ 或 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ)ꎬ制备成悬液ꎬ细胞计

数板计数为 １ × １０４ / ｍＬꎬ 接种于 ９６ 孔板ꎬ 每孔

２００ μＬꎬ每组设 ３ 个副孔ꎬ细胞培养箱中培养 ２４ ｈ
后ꎬ加入含相应浓度药物的无血清培养基进行干预ꎬ
作为处理组ꎬ同时设立只加培养基的空白对照组和

不加药物的阴性对照组ꎬ继续培养 ２０ ｈ 后ꎬ每孔加

入 ２０ μＬ 的 ＭＴＴ 溶液(５ ｍｇ / ｍＬ)ꎬ然后继续培养

４ ｈꎬ吸去上清液后每孔加入 ２００ μＬ 的 ＤＭＳＯꎬ摇床

摇晃 １０ ｍｉｎꎬ待晶体全部溶解后ꎬ使用酶标仪在

４９０ ｎｍ处测定吸光度(ＯＤ)ꎮ 使用公式计算抑制

率ꎬ抑制率(％)＝ [１－(处理组 ＯＤ 值－空白对照组

ＯＤ 值) / (阴性对照组 ＯＤ 值 － 空白对照组 ＯＤ
值)]×１００％ꎮ 实验重复 ３ 次ꎮ
１.２.３　 ＡＤＭ 对 ＭＣＦ￣７ 和 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ 的抑制作用

　 使用无血清培养基将 ＡＤＭ 母液进行稀释ꎬ终浓

度为 ０.０１、０.０５、０.２５、１.２５、６.２５、３１.２５ μｇ / ｍＬꎬ然后

干预 ＭＣＦ￣７ꎮ 同时ꎬ另外配制终浓度为 ５、１０、２０、
４０、８０、１６０ μｇ / ｍＬ 的 ＡＤＭ 无血清培养基ꎬ用于干预

ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭꎮ 其余操作方法同“１.２.２”ꎬ得出抑制

率ꎬ分别计算出 ＡＤＭ 对ＭＣＦ￣７ 和ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ 的半

数抑制浓度(ＩＣ５０)ꎬ然后计算耐药倍数ꎬ耐药倍数 ＝
(ＭＣＦ￣７ 的 ＩＣ５０) / (ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ 的 ＩＣ５０)ꎮ
１.２.４　 ＰＮＤ 对 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ 的抑制作用 　 使 ＰＮＤ
在无血清培养基中的终浓度分别为 ０.５、１、２、４、８、
１６ μｇ / ｍＬꎬ求出对 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ 的抑制率ꎬ然后将各

浓度对应的抑制率与不加药物的阴性对照组比较ꎬ
计算出抑制率无统计学意义的 ＰＮＤ 浓度ꎮ
１.２.５　 ＰＮＤ 逆转 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ 对 ＡＤＭ 耐药的作用

将“１.２.４”筛选出的对 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ 无显著抑制作

用浓 度 的 ＰＮＤꎬ 与 浓 度 分 别 为 １、 ２、 ４、 ８、 １６、
３２ μｇ / ｍＬ的 ＡＤＭ 联用ꎬ按照“１.２.２”的步骤ꎬ求出逆

转后 ＡＤＭ 对 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ 的 ＩＣ５０ꎬ并计算逆转倍

数ꎬ逆转倍数＝(逆转前 ＩＣ５０) / (逆转后 ＩＣ５０)ꎮ
１.２.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞凋亡通路蛋白 　 同时

设置 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ 组、ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ ＋ＡＤＭ 组、ＭＣＦ￣
７ / ＡＤＭ ＋ＡＤＭ ＋ＰＮＤ 组ꎬ共三个组ꎮ ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ
组正常培养传代ꎮ 根据“１.２.３”和“１.２.５”中 ＡＤＭ
对 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ 的抑制率ꎬ选取单用 ＡＤＭ 对 ＭＣＦ￣
７ / ＡＤＭ 抑制率较低ꎬ但联用 ＰＮＤ 对 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ 抑

制率较高的某一浓度作为 ＡＤＭ 的浓度ꎬ用于 ＭＣＦ￣
７ / ＡＤＭ ＋ＡＤＭ 组和 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ ＋ＡＤＭ ＋ＰＮＤ 组ꎮ
ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ ＋ＡＤＭ ＋ＰＮＤ 组中的 ＰＮＤ 浓度与“１.２.
５”中的浓度相同ꎮ 将细胞配制成密度为 ３×１０４ / ｍＬ
的悬液ꎬ然后接种于 ６ 孔板ꎬ每孔 ２ ｍｌꎬ２４ ｈ 后ꎬ
ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ 组只更换培养基ꎬＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ ＋ＡＤＭ
组加入相应浓度的 ＡＤＭꎬＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ ＋ＡＤＭ ＋ＰＮＤ
组同时加入 ＡＤＭ 和 ＰＮＤꎬ继续培养ꎮ ２４ ｈ 后ꎬ弃去

上清液ꎬ加入 ２００ μＬ 含 １％ＰＭＳＦ 的细胞裂解液ꎬ冰
上放置ꎬ并于振荡器上摇晃 １５ ｍｉｎꎬ然后用细胞刮将

细胞碎片刮至一侧ꎬ移液器转移至 １.５ ｍＬ 离心管

中ꎬ放于 ４ ℃ 恒温离心机中ꎬ １３ ０００ ｒｐｍ 离心

１０ ｍｉｎꎬ转移上清液ꎬＢＣＡ 试剂盒检测蛋白含量ꎬ加
入蛋白上样缓冲液ꎬ并补双蒸水将总蛋白浓度调至

５ μｇ / μＬꎬ沸水浴加热 ５ ｍｉｎꎬ分装ꎬ－２０ ℃保存ꎮ 配

制聚丙烯酰胺凝胶ꎬ分离胶浓度 １０％ꎬ浓缩胶浓度

５％ꎬ取 １０ μＬ 样品上样ꎬ电泳结束后ꎬ转膜 ３ ｈꎬ室温

封闭 ２ ｈꎬ加入一抗 ４ ℃孵育过夜(内参 β￣ａｃｔｉｎ 浓度

１ ∶ ５００ꎬＦａｓ 和 Ｃａｓｐａｓｅｓ￣３ 浓度 １ ∶ １ ０００)ꎬ二抗(浓
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度 １ ∶ ５０００)室温孵育 ２ ｈꎬ显色并曝光胶片ꎮ
１.２.７　 统计学分析　 数据以 ｘ±ｓ 表示ꎬ用 ＳＰＳＳ １７.０
进行 ｔ 检验ꎬ以 Ｐ<０.０５ 表示差异具有统计学意义ꎮ

２　 结　 　 果

２.１　 ＡＤＭ 对 ＭＣＦ￣７ 和 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ 的抑制作用

表 １ 和表 ２ 结果表明ꎬＡＤＭ 对 ＭＣＦ￣７ 和 ＭＣＦ￣７ /
ＡＤＭ 的抑制作用均与浓度呈正相关ꎬ但对两种细胞

的效价差别较大ꎬ对 ＭＣＦ￣７ 的 ＩＣ５０为 １.３９９ μｇ / ｍＬꎬ
但对 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ 的 ＩＣ５０达 ４３.８８５ μｇ / ｍＬꎬ耐药倍

数为 ３１.４ 倍ꎮ

表 １　 ＡＤＭ 对 ＭＣＦ￣７细胞的抑制作用

剂量(μｇ / ｍＬ) ＯＤ 值 抑制率(％)

阴性对照组 １.２１９±０.０４２ —

０.０１ １.２０４±０.０３９ １.２３

０.０５ １.００４±０.０３１ａ １７.６

０.２５ ０.８２０±０.０２８ａ ３３.３９

１.２５ ０.５９４±０.０２０ａ ５１.２４

６.２５ ０.３８０±０.０１３ａ ６８.７９

３１.２５ ０.２４８±０.００７ａ ７９.６３

　 　 与阴性对照组比较ꎬａ:Ｐ<０.０５

表 ２　 ＡＤＭ 对 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ 细胞的抑制作用

剂量(μｇ / ｍＬ) ＯＤ 值 抑制率(％)

阴性对照组 １.１４４±０.０３１ —

５ １.１０２±０.０３５ ３.６４±０.６５

１０ ０.９１８±０.０３１ａ １９.７５±２.７９

２０ ０.７３６±０.０２４ａ ３５.６９±６.８８

４０ ０.５０８±０.０１６ａ ５５.６１±１０.２４

８０ ０.３９７±０.０１４ａ ６５.３２±１２.２１

１６０ ０.３２７±０.０１２ａ ７１.４５±１３.３９

　 　 与阴性对照组比较ꎬａ:Ｐ<０.０５

２.２　 ＰＮＤ 对 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ 的抑制作用 　 　 表 ３ 结

果显示ꎬ高浓度 ＰＮＤ 对 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ 具有较强的抑

制作用ꎬ在较低浓度时仅有微弱的抑制作用ꎬ因此ꎬ
选择无显著抑制作用浓度为 ０.５ μｇ / ｍＬ 的 ＰＮＤꎬ用
于下一步逆转耐药性研究ꎮ
２.３　 ＰＮＤ 逆转 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ 对 ＡＤＭ 耐药的作用　
　 表 ４ 结果表明ꎬ与单用 ＡＤＭ 比较ꎬ在联用 ＰＮＤ
时ꎬ低浓度的 ＡＤＭ 对 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ 具有显著的抑制

作用ꎬＩＣ５０为 ３.２４６ μｇ / ｍＬꎬ逆转倍数为 １３.５ 倍ꎮ

表 ３　 ＰＮＤ 对 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ 细胞的抑制作用

浓度(μｇ / ｍＬ) ＯＤ 值 抑制率(％)

阴性对照组 ０.９９８±０.０３４ —
０.５ ０.９９６±０.０３２ ０.２１±０.０３
１ ０.９７５±０.０３３ ２.３１±０.３２
２ ０.９０５±０.０２９ ９.３６±１.６５
４ ０.７８２±０.０２７ａ ２１.６８±３.９４
８ ０.５１３±０.０１９ａ ４８.６１±８.９８
１６ ０.３８６±０.０１１ａ ６１.３６±１１.１２

　 　 与阴性对照组比较ꎬａ:Ｐ<０.０５

表 ４　 ＰＮＤ 逆转 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ 对 ＡＤＭ 耐药的作用

浓度(μｇ / ｍＬ) ＯＤ 值 抑制率(％)

阴性对照组 １.１１９±０.０４ —
１ ０.８１３±０.０２８ａ ２７.３２±４.９７
２ ０.５９０±０.０１８ａ ４７.２６±８.８５
４ ０.４６６±０.０１４ａ ５８.３７±１０.０１
８ ０.３８６±０.０１３ａ ６５.４９±１２.２５
１６ ０.３３４±０.０１１ａ ７０.１１±１２.９６
３２ ０.３１２±０.００９ａ ７２.１４±１２.７６

　 　 与阴性对照组比较ꎬａ:Ｐ<０.０５

２.４　 细胞凋亡通路蛋白 　 　 与 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ 组比

较ꎬ ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ ＋ＡＤＭ 组 Ｆａｓ 和 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白表

达无显著性差异(Ｐ>０.０５)ꎻ而 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ ＋ＡＤＭ＋
ＰＮＤ 组中 Ｆａｓ 和 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白表达显著升高(Ｐ<
０.０５)ꎬ结果见图 １ꎮ

图 １　 联用 ＰＮＤ 对 Ｆａｓ 和 Ｃａｓｐａｓｅ￣３蛋白的影响

１:ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ 组ꎻ２:ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ＋ＡＤＭ 组ꎻ
３:ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ＋ＡＤＭ＋ＰＮＤ 组

与 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＭ 组比较ꎬ∗:Ｐ<０.０５

８４３ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＪｕｌｙ ２０１７ꎬＶｏｌ.４５ꎬＮｏ.４



３　 讨　 　 论

细胞凋亡又称程序性死亡ꎬ是一种由基因调控

的主动的死亡方式ꎬ在生理与病理中起到重要作

用[５]ꎮ 细胞凋亡通路主要分为线粒体途径和死亡

受体 途 径ꎬ 半 胱 氨 酸 的 天 冬 氨 酸 蛋 白 水 解 酶

(ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ ａｓｐａｒｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅꎬＣａｓｐａｓｅ)是两

条细胞凋亡通路的共同效应因子ꎬ在细胞凋亡中起

到关键作用[６]ꎮ 死亡受体 Ｆａｓ (又称 ＡＰＯ￣１ 或

ＣＤ９５)是一种细胞膜表面受体ꎬ能将凋亡信号转导

给下游的 Ｃａｓｐａｓｅꎬ从而启动凋亡功能ꎬ诱导细胞发

生程序性死亡[７]ꎮ 研究表明ꎬ肿瘤的发生、发展与

细胞凋亡通路密切相关ꎬ通过诱导细胞凋亡是治疗

肿瘤的有效策略[８]ꎮ 通过上调乳腺癌细胞膜表面

Ｆａｓ 表达ꎬ进而将信号转导给下游 Ｃａｓｐａｓｅꎬ能促进该

肿瘤细胞的凋亡[９]ꎮ ＡＤＭ 可通过 Ｆａｓ 介导细胞凋

亡信号ꎬ激活 Ｃａｓｐａｓｅꎬ从而发挥抗肿瘤作用[１０￣１１]ꎮ
但是ꎬ在治疗中可能会出现耐药情况ꎬ乳腺癌细胞对

ＡＤＭ 敏感性下降ꎬ导致疗效不佳ꎬ虽然加大剂量可

提高疗效ꎬ但容易引起严重的不良反应ꎬ限制了临床

使用ꎬ因此ꎬ寻找有效的肿瘤耐药逆转剂成为是有效

提高抗肿瘤治疗的重要手段[１２￣１３]ꎮ ＰＮＤ 是我国研

制的抗疟药ꎬ能够逆转疟原虫对氯喹的耐药性ꎬ并且

具有逆转肿瘤耐药性的作用ꎬ有望成为新一代肿瘤

耐药逆转剂[１４￣１５]ꎮ
本研究主要观察 ＰＮＤ 对乳腺癌的耐药逆转作

用ꎬ结果表明ꎬＣＭＦ￣７ / ＡＤＭ 对 ＡＤＭ 具有较强的耐

药性ꎬ耐药倍数达 ３１.４ 倍ꎬ而与 ＰＮＤ 联用可有效逆

转耐药性ꎬ逆转倍数为 １３.５ 倍ꎮ ＰＮＤ 和 ＡＤＭ 联用

可上调细胞凋亡通路中 Ｆａｓ 和 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白的表

达ꎬ从而增加 ＣＭＦ￣７ / ＡＤＭ 对 ＡＤＭ 的敏感性ꎬ促使

肿瘤细胞凋亡ꎮ 综上所述ꎬ ＰＮＤ 可逆转 ＣＭＦ￣７ /
ＡＤＭ 对 ＡＤＭ 的耐药性ꎬ其机制可能为上调膜表面

Ｆａｓ 表达ꎬ增加 ＣＭＦ￣７ / ＡＤＭ 对 ＡＤＭ 的敏感性ꎬ促进

乳腺癌细胞凋亡ꎮ
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