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·实验研究·

热疗逆转乳腺癌细胞系耐药的实验研究

张霖　杨毅　魏熙胤　史玉荣　王瑞　刘洪隐　姚智　牛瑞芳

　　【摘要】　目的　探讨热疗对体外培养的乳腺癌细胞多药耐药的逆转作用。
方法　对乳腺癌多药耐药细胞系 ＭＣＦ７／ＡＤＲ给予４２．５℃ ０．５ｈ的加温处理。
ＭＴＴ法检测热疗前后细胞对阿霉素（ＡＤＭ）、５ＦＵ、环磷酰胺（ＣＴＸ）的耐药性的变
化，计算半抑制浓度（ＩＣ５０）、耐药倍数；定量 ＰＣＲ测定热疗前后细胞多药耐药基
因ｍｄｒ１的表达；流式细胞术检测细胞表面Ｐｇｐ的表达。结果　热疗后细胞的生
长及细胞周期没有明显的变化，但是热疗后ＭＣＦ７／ＡＤＲ细胞对多种临床一线化
疗药（ＡＤＭ、５ＦＵ及 ＣＴＸ）的耐药性均产生下调效应，ＩＣ５０分别下降２１．２％、
１４．９％、１６．６％（Ｐ＜０．０１）。定量ＰＣＲ未检测到ｍｄｒ１表达的明显变化，但是流式
细胞仪检测却显示Ｐｇｐ的表达显著降低。结论　热疗能够对体外培养的乳腺癌
细胞系的耐药性产生逆转作用，增强化疗药的敏感性，其机制可能是热疗在翻译

水平下调Ｐｇｐ的表达。热疗的耐药逆转作用可能为临床化疗开辟新的途径。
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　　乳腺癌是严重威胁女性健康的恶性肿瘤，近年来其发病率持续增高。化疗是
乳腺癌治疗中的重要手段之一，但是多药耐药（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＭＤＲ）的产生
常常导致化疗的失败。因此，耐药性的逆转和克服成为肿瘤治疗中亟待解决的关

键问题。目前国内外研究表明，多药耐药的产生是多种机制共同作用的结

果［１，２］，包括ＡＢＣ转运蛋白超家族（ＡＴＰｂｉｎｄｉｎｇｃａｓｓｅｔｔｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ）成
员介导的药物外排、ＤＮＡ拓扑异构酶Ⅱ（ＴｏｐｏｉｓｏｍｅｒａｓｅⅡ，ＴｏｐｏⅡ）、谷胱甘肽转
移酶（ＧＳＴ）、蛋白激酶Ｃ（ＰＫＣ）介导的多药耐药等等，其中以ＭＤＲ１、Ｐｇｐ介导的
耐药最为经典［３］。Ｐｇｐ是由多药耐药基因１（ｍｄｒ１）基因编码的一种 Ｍｒ１７００００
的跨膜蛋白，又称Ｐ１７０。它是一种ＡＴＰ依赖性转运排出泵，具有ＡＴＰ结合的位
点，通过ＡＴＰ提供能量将已进入细胞内的药物从胞内泵出胞外，使肿瘤细胞内药
物浓度降低。目前，学者们认为Ｐｇｐ是恶性肿瘤原发性耐药的主要原因之一。
　　热疗，无论是单独使用还是作为化疗和放疗的辅助手段，其治疗效果已得到
广泛认可。热疗能够对多种化疗药起到调理作用，并且导致温度依赖性的 ＤＮＡ
损伤［４］。热疗可以引发肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）及其他细胞因子介导的免疫反应［５］。

此外，一些研究还表明热疗可以驱动脂质体的运输，并触发脂质体包裹药物在肿

瘤部位的释放［６］。虽然热疗在肿瘤治疗中得到极大的关注，但是其在逆转肿瘤

耐药中的作用尚未得到充分研究。

　　本研究拟以人乳腺癌细胞系ＭＣＦ７和具有ＭＤＲ表型的ＭＣＦ７／ＡＤＲ为体外实验模
型，通过加温处理来观察热疗逆转耐药作用，并对可能的机制进行初步探索。

１　材料与方法
１．１　培养条件
　　人乳腺癌细胞系 ＭＣＦ７和耐药细胞系 ＭＣＦ７／ＡＤＲ由美国底特律医院侯子
正先生馈赠。细胞培养于含有１５％胎牛血清的１６４０培养液中，其中ＭＣＦ７／ＡＤＲ
培养液中含１μｇ／ｍｌ阿霉素，３７℃ ５％ＣＯ２培养箱培养，取对数生长期细胞用于
实验。

１．２　试剂
　　ＲＰＭＩ１６４０培养液和胎牛血清为 ＧＩＢＣＯ公司产品；阿霉素（ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ，
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ＡＤＭ）为浙江海正药业股份公司产品；环磷酰胺 （ＣＴＸ）为江苏恒瑞医药股份公司
产品；５ＦＵ（５ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌ）为上海旭东海普药业有限公司产品。碘化丙锭（ＰＩ）、
四唑盐（ＭＴＴ）、二乙基焦磷酰胺（ＤＥＰＣ）购自 Ｓｉｇｍａ公司；Ｔｒｉｚｏｌ试剂购自 Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ；ＱｕａｎｔｉｔｅｃｋＳＹＢＲＧｒｅｅｎ定量 ＰＣＲ试剂盒购自 Ｑｉａｇｅｎ公司；ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐ
ｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ反转录试剂盒购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＰＥ标记 Ｐ１７０单克隆抗体由 Ｂｅｃｋ
ｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司提供。
１．３　热疗后细胞生长及细胞周期检测
　　两株细胞系ＭＣＦ７和ＭＣＦ７／ＡＤＲ给予加温处理（４２．５℃水浴０．５ｈ）。常规克
隆形成实验检测加温对于细胞生长的影响。流式细胞仪检测细胞周期，取加温处理前

后的细胞，ｐＨ７．４ＰＢＳ洗３次，９５％的乙醇固定过夜，离心、沉淀加入含有ＲＮＡ酶的ＰＩ
（５０μｇ／ｍｌ）溶液５００μｌ重悬，室温避光孵育３０ｍｉｎ，上机检测。
１．４　ＭＴＴ法检测细胞耐药性
　　加温处理前后的细胞分别给予化疗药（５种质量浓度）处理，ＡＤＭ分别为０．０１、
０．１、１．０、１０、１００μｇ／ｍｌ；５ＦＵ及ＣＴＸ分别为０．００１、０．０１、０．１、１．０、１０μｇ／ｍｌ。
　　耐药测定采用 ＭＴＴ生长曲线法，根椐分组将药物工作液加入９６孔板中，
１００μｌ／孔，平行３孔，再加入１００μｌ含１×１０４细胞悬液，３７℃ ５％ＣＯ２培养７２ｈ，
弃药液，加５ｍｇ／ｍｌＭＴＴ液２０μｌ，继续培养４ｈ，弃上清液，ＤＭＳＯ显色，酶标仪测
５７０ｎｍ处吸光度（Ａ）值，耐药性按以下公式计算，细胞存活率＝（加药组Ａ５７０ｎｍ／空
白组Ａ５７０ｎｍ）×１００％。根据不同药物浓度的细胞存活率绘制生长曲线，推算半抑
制浓度（５０％ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０）。耐药倍数＝加温细胞 ＩＣ５０／未加温细
胞ＩＣ５０。
１．５　定量ＲＴＰＣＲ测定细胞多药耐药ｍｄｒ１基因
　　取加温处理前后的细胞，分别消化、离心、生理盐水洗２次后，Ｔｒｉｚｏｌ法提取总
ＲＮＡ，取出部分经甲醛凝胶电泳测定其质量。然后在５０μｌ的反应体系中进行逆
转录，合成ｃＤＮＡ。先将总ＲＮＡ在７０℃变性１０ｍｉｎ，冰上冷却３ｍｉｎ，混合反应体
系，置４２℃水浴１ｈ，完成逆转录，在９５℃水浴中５ｍｉｎ，将酶灭活后立即置冰浴
中。ＰＣＲ反应中ｍｄｒ１和βａｃｔｉｎ引物见表１，用ＱＩＡＧＥＮＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲ试剂盒
在定量 ＰＣＲ仪 ＧｅｎｅＡｍｐ５７００上进行实时定量 ＰＣＲ，反应参数为９５℃预变性
１５ｍｉｎ，９４℃变性 １５ｓ，５０℃退火 ３０ｓ，７２℃延伸 ３０ｓ，循环 ４０次。用
ＧｅｎＡｐｍ５７００ＳＤＳＳｏｆｔｗａｒｅ分析结果。对定量 ＰＣＲ产物作琼脂糖凝胶电泳，观察
扩增效果。

１．６　流式细胞术检测Ｐｇｐ蛋白的表达率
　　取ＭＣＦ７及加温处理前后的 ＭＣＦ７／ＡＤＲ培养７２ｈ，胰酶消化，用生理盐水
洗涤２次，离心弃上清液。生理盐水重悬细胞，将每种细胞分成两管，一管加 ＰＥ
标记的 Ｐｇｐ单克隆抗体，另一管加鼠 ＩｇＧ２ａＰＥ作同型对照，室温避光孵育
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１５ｍｉｎ。１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液。每管加０．５ｍｌＰＢＳ（或生理盐水），重
悬细胞并吹散后，行流式细胞仪检测。

表１　引物序列

基因 引物序列 产物长度

ｍｄｒ１ ５′ＣＡＴＡＧＣＴＣＧＴＧＣＣＣＴＴＧＴＴＡＧＡ３′ １５７ｂｐ

５′ＧＡＴＧＧＴＧＧＡＣＡＧＧＣＧＧＴＧＡＧ３′

βａｃｔｉｎ ５′ＴＧＧＡＣＴＣＴＴＧＡＧＧＧＡＣＡＴＡＴＴＧ３′ ２３４ｂｐ

５′ＧＣＣＣＡＴＣＴＴＣＣＣＣＴＡＧＣＣＴＴ３′

１．７　统计学处理
　　两组之间的均数比较采用Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验。

２　结果
２．１　热疗对ＭＣＦ７、ＭＣＦ７／ＡＤＲ细胞的生长及细胞周期的影响
　　热疗后两种细胞的克隆形成率略有下降，其差异没有统计学意义（图１）。流式
细胞仪检测细胞周期，结果显示 ＭＣＦ７细胞处理后的 Ｓ期略有下降，而 ＭＣＦ７／
ＡＤＲ细胞却无变化。细胞形态观察无明显变化（图略），提示４２．５℃加温０．５ｈ后，
细胞没有产生明显的病理生理的变化。

图１　热疗对ＭＣＦ７、ＭＣＦ７／ＡＤＲ细胞的生长及细胞周期影响

２．２　ＭＣＦ７、ＭＣＦ７／ＡＤＲ细胞对ＡＤＭ耐药活性测定
　　单独用含０．０１～１００μｇ／ｍｌＡＤＭ培养液培养 ＭＣＦ７及 ＭＣＦ７／ＡＤＲ细胞，
ＩＣ５０值分别为０．１４μｇ／ｍｌ和１６．６μｇ／ｍｌ，ＭＣＦ７／ＡＤＲ耐受 ＡＤＭ的耐药倍数为
１１４．８５倍（图２），说明ＭＣＦ７／ＡＤＲ保持了ＭＤＲ的表型。
２．３　热疗对ＭＣＦ７／ＡＤＲ细胞耐药活性的影响
　　４２．５℃加温０．５ｈ后ＭＣＦ７／ＡＤＲ细胞的耐药性发生改变，ＡＤＭ、５ＦＵ、ＣＴＸ的
ＩＣ５０值比处理前分别下降了２１．２％、１４．９％、１６．６％（Ｐ＜０．０１），表明热疗对细胞的多药
耐药产生了负性调节作用（图３）。
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图２　ＭＣＦ７、ＭＣＦ７／ＡＤＲ细胞对ＡＤＭ耐药活性测定

图３　热疗后ＭＣＦ７／ＡＤＲ细胞耐药活性测定

２．４　热疗后ＭＣＦ７／ＡＤＲ细胞ＭＤＲ１基因表达
　　根据定量ＰＣＲ产物电泳结果分析，ｍｄｒ１和βａｃｔｉｎ分别得到１５７ｂｐ和２３４ｂｐ
左右的条带，与设计扩增片段大小相符；热疗后细胞ｍｄｒ１基因的ｍＲＮＡ表达没有
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明显的变化，与定量ＰＣＲ的扩增曲线结果相一致（图４）。

Ｍ：标记条带；１，２：ＭＣＦ７；３，４：ＭＣＦ７／ＡＤＲ；５，６：ＭＣＦ７／ＡＤＲ＋热
疗；βａｃｔｉｎ为２３４ｂｐ，ＭＤＲ１为１５７ｂｐ．

图４　定量ＰＣＲ检测热疗后细胞ＭＤＲ１基因

２．５　热疗后ＭＣＦ７／ＡＤＲ细胞Ｐｇｐ表达
　　用流式细胞仪检测表达Ｐｇｐ的阳性细胞比例，结果显示ＭＣＦ７为８．６％，ＭＣＦ７／ＡＤＲ
热疗前后分别为９９．２％和３８．６％，表明热疗后Ｐｇｐ表达明显下降。

３　讨论
　　热疗具有悠久的历史，是一种在肿瘤浸润部位进行加温的方法。由于它的副
作用小，而且能够增强化疗和放疗的作用，因而得到广泛的关注。目前热疗作为

化疗和放疗的辅助手段已在多种肿瘤中得到成功应用，例如直肠癌、肝癌及复发

性乳腺癌等［６－８］。大量研究证实，加温和化疗药对于肿瘤细胞具有明显的互补和

增效作用，其可能的协同抗癌机制为：（１）加温可破坏细胞膜的稳定状态，使细胞
膜的通透性增强，增加了细胞对药物的吸收和渗透；（２）加温可提高细胞内药物
的浓度及反应速度；（３）加温可改变药物代谢的机理；⑷加温增加了药物与 ＤＮＡ
的作用或抑制ＤＮＡ的修复。
　　本研究对热疗能否对细胞耐药产生逆转作用进行初步探索，结果显示：
４２．５℃加温０．５ｈ对于细胞的生长无明显影响，但加温后ＭＣＦ７／ＡＤＲ细胞耐药
性明显降低，对多种临床一线化疗药（ＡＤＭ、５ＦＵ及ＣＴＸ）的耐药性均产生下调
效应。

　　Ｐｇｐ是一种ＡＴＰ依赖性转运排出泵，由ｍｄｒ１基因编码。本研究选择的多药
耐药模型ＭＣＦ７／ＡＤＲ是由ＡＤＭ诱导乳腺癌细胞ＭＣＦ７产生的，高表达Ｐｇｐ是
其产生耐药的主要机制［９，１０］。热疗处理后该细胞的耐药性下调，提示我们 Ｐｇｐ
的表达可能受到抑制。因此，我们从ｍＲＮＡ水平和蛋白水平分别检测Ｐｇｐ，目的
在于进一步验证这一推测。

　　定量ＰＣＲ检测加温后ＭＣＦ７／ＡＤＲ细胞，未发现ｍｄｒ１ｍＲＮＡ表达的明显变化，但流
式细胞仪检测却发现Ｐｇｐ表达显著降低，这说明热疗可能在翻译水平对ｍｄｒ１产生下调
作用，具体作用机制有待进一步深入研究。

　　热疗常通过改变细胞膜的通透性，增加耐药细胞内药物浓度，但是本实验发
现加温能够对Ｐｇｐ的表达产生下调作用，从而抑制细胞外排作用，加强药物的细
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胞毒作用。热疗的耐药逆转作用可望为临床化疗开辟新的途径。
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