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　　【摘要】　目的 　探讨线粒体ＤＮＡ缺失对人乳腺癌细胞药物敏感性的影响。方法

　 采用溴化乙锭（ＥＢ）处理获得人乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１的线粒体 ＤＮＡ缺失（ｒｈｏ０

ＭＤＡＭＢ２３１）细胞，电镜下观察细胞形态改变，胶原凝胶包埋三维立体培养法（ＣＤ
ＤＳＴ）对比分析细胞的药物敏感性，免疫组织化学方法检测 Ｐ糖蛋白（Ｐｇｐ）、乳腺癌耐

药蛋白（ＢＣＲＰ）的表达。结果　与ＭＤＡＭＢ２３１细胞比较，ｒｈｏｏＭＤＡＭＢ２３１细胞线粒

体数量增多，嵴消失呈空泡样改变，对化疗药物相对抵抗，Ｐｇｐ、ＢＣＲＰ的表达明显增加。

结论　 线粒体的损伤可能参与了乳腺癌细胞耐药表型的形成。
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　　乳腺癌是严重危害女性健康的恶性肿瘤之一。化疗是乳腺癌术后综合治
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疗的重要手段之一。正确的个体性化疗和患者的预后息息相关，但耐药一直是困
扰临床医师的难题。肿瘤细胞对一种化疗药物耐药的同时，对其他一些结构不同、

作用机制不同的药物也存在耐药现象，称为多药耐药（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＭＤＲ）。
研究表明，线粒体功能不全是肿瘤细胞最重要的特征之一，线粒体 ＤＮＡ
（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡ，ｍｔＤＮＡ）突变见于多种肿瘤，且可能与肿瘤 ＭＤＲ产生有
关［１－３］。本研究以人乳腺癌ＭＤＡＭＢ２３１细胞为研究对象，探讨ｍｔＤＮＡ缺失对化
疗药物敏感性和多药耐药相关因子表达的影响。

１　材料与方法
１．１　细胞培养

人乳腺癌ＭＤＡＭＢ２３１细胞系购自中国科学院上海细胞生物研究所细胞库，

在含１０％胎牛血清（ＦＣＳ）的ＤＭＥＭ培养基、３７℃、５﹪ＣＯ２、饱和湿度条件下培养。

参照文献［４－５］报道的方法用溴化乙锭（ＥＢ）处理培养细胞，制备ｍｔＤＮＡ缺失细
胞（ｒｈｏ０ＭＤＡＭＢ２３１）。采用ＰＣＲ方法结合ＤＮＡ测序判定ｍｔＤＮＡ缺失状态。
ｒｈｏ０ＭＤＡＭＢ２３１细胞培养条件：高糖ＤＭＥＭ培养基，含１５％ＦＣＳ、５０μｇ／ｍｌ尿嘧
啶、１１０μｇ／ｍｌ丙酮酸钠，５﹪ＣＯ２、３７℃条件下进行培养。
１．２　细胞超微结构观察

各取对数生长期１×１０７个细胞，洗涤沉淀后用２．５％冰戊二醛固定，梯度
乙醇脱水，树脂包埋，制成超薄切片，ＪＥＯＬ２０００ＥＸ透射电镜下观察其超微
结构。
１．３　胶原凝胶包埋三维立体培养（ＣＤＤＳＴ）法检测药物敏感性

试剂盒Ｐｒｉｍａｓｔｅｒ为日本新田明胶公司生产，将试剂盒中的Ａ液、Ｂ液、Ｃ液按
８∶１∶１的比例混合，与对数生长期细胞悬液混匀，每滴３０μｌ，以每孔３滴加入６孔
培养板中，每滴细胞数约０．５×１０５，每板设一孔为对照组。在 ＣＯ２孵箱内凝胶化后
加入对应的细胞培养液，２４ｈ后分别加入化疗药物（均为江苏恒瑞公司生产）顺铂
（ＤＤＰ），吉西他滨（ＧＥＭ），紫杉醇（ＰＴＸ），氟尿嘧啶（５ＦＵ）或吡柔比星（ＴＨＰ），分
别设置两种药物浓度处理（表１），继续培养２４ｈ。中性红染色，１０％中性福尔马林
固定，ＳｃｉｏｎＩｍａｇｅ图像分析系统对胶滴进行扫描和分析，图像信号数值化，以对照
组细胞的生存率为１００％，分别计算出各用药组细胞的生存率。

表１　药物处理浓度表

药物 浓度１／（μｇ·ｍｌ－１） 浓度２／（μｇ·ｍｌ－１）

顺铂 ０．２ ２．０

吉西他滨 ０．０３ ０．３０

紫杉醇 １ １０

氟尿嘧啶 １ １０

吡柔比星 １ １０
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１．４　免疫组织化学检测
采用ＬＳＡＢ法免疫组织化学技术检测Ｐ糖蛋白（Ｐｇｐ）、乳腺癌耐药蛋白（ＢＣＲＰ）

在ＭＤＡＭＢ２３１和ｒｈｏ０ＭＤＡＭＢ２３１细胞中的表达。一抗分别为浓缩型鼠抗人Ｐｇｐ
单克隆抗体（北京中杉金桥生物技术有限公司）和鼠抗人ＢＣＲＰ单克隆抗体（Ｓｉｇｎｅｔ公
司）。免抗鼠二抗购自北京中杉金桥生物技术有限公司。按试剂盒说明书操作，一抗
工作浓度分别为１∶１００和１∶５０，ＤＡＢ显色。细胞质／细胞膜着棕黄色颗粒为阳性细胞。

随机计数１０个高倍视野（×４００），计算阳性细胞百分率。
１．５　统计学处理

应用ＳＰＳＳ１３．０软件进行 χ２检验和 ｔ检验，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学
意义。

２　结果
２．１　ｒｈｏ０ＭＤＡＭＢ２３１细胞制备

人乳腺癌ＭＤＡＭＢ２３１细胞系在含５０ｎｇ／ｍｌＥＢ的ＤＭＥＭ培养基中培养２８ｄ
后，用有限稀释法克隆到ｒｈｏ０ＭＤＡＭＢ２３１细胞，经ＰＣＲ扩增和ＤＮＡ测序证明
ｍｔＤＮＡ缺失。
２．２　细胞超微结构

透射电镜观察，ＭＤＡＭＢ２３１细胞表面可见较粗大的突起和微绒毛，线粒体呈
球状，体积较小，数量适中，嵴清晰（图１）。而ｒｈｏ０ＭＤＡＭＢ２３１细胞线粒体数量
增多，部分体积增大，嵴消失呈空泡样改变（图２）。

图１　ＭＤＡＭＢ２３１细胞（电镜 ×１００００）　　图２　ｒｈｏ０ＭＤＡＭＢ２３１细胞（电镜 ×１００００）

２．３　ＭＤＡＭＢ２３１细胞和ｒｈｏ０ＭＤＡＭＢ２３１细胞的药物敏感性
以未予药物处理的细胞为对照（１００％）。用不同浓度的化疗药物处理细胞，

计算细胞的相对生存率。相同的药物处理条件下，ｒｈｏ０ＭＤＡＭＢ２３１细胞相对生存
率要高于ＭＤＡＭＢ２３１细胞，即对化疗药物相对抵抗，但是在低浓度ＤＤＰ和５ＦＵ
表现为ＭＤＡＭＢ２３１细胞对药物相对抵抗（图３）。
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ＰＴＸ１：ＰＴＸ１μｇ／ｍｌ；ＰＴＸ１０：ＰＴＸ１０μｇ／ｍｌ；ＴＨＰ１：ＴＨＰ１μｇ／ｍｌ；ＴＨＰ１０：ＴＨＰ１０μｇ／ｍｌ；
ＧＥＭ０．０３：ＧＥＭ０．０３μｇ／ｍｌ；ＧＥＭ０．３：ＧＥＭ０．３μｇ／ｍｌ；ＤＤＰ０．２：ＤＤＰ０．２μｇ／ｍｌ；ＤＤＰ２：
ＤＤＰ２μｇ／ｍｌ；５ＦＵ１：５ＦＵ１μｇ／ｍｌ；５ＦＵ１０：５ＦＵ１０μｇ／ｍｌ　　　　　　　　　

图３　药物处理后细胞的相对生存率

２．４　Ｐｇｐ、ＢＣＲＰ在ＭＤＡＭＢ２３１及ｒｈｏ０ＭＤＡＭＢ２３１细胞中的表达
随机计数１０个高倍视野阳性细胞数，计算平均百分比。ＭＤＡＭＢ２３１细胞Ｐ

ｇｐ、ＢＣＲＰ免疫组织化学染色阳性细胞百分比分别为１８％和１５％，而ｒｈｏ０ＭＤＡ
ＭＢ２３１细胞为３５％和３０％，两者相比差异有非常显著的统计学意义 （Ｐ＜０．０１）。

３　讨论
线粒体是真核细胞内核外唯一遗传物质———ｍｔＤＮＡ的细胞器，是细胞内能量

合成的主要场所，参与了细胞内诸多功能的实现，亦在细胞凋亡及细胞内其他生物
学行为的信号传递过程中扮演重要角色［６］。本研究用ＤＮＡ分子螯合剂ＥＢ抑制
ｍｔＤＮＡ的复制和转录，成功获得人乳腺癌ｒｈｏ０ＭＤＡＭＢ２３１细胞，为研究线粒体
损伤与肿瘤细胞耐药表型的关系奠定了基础。与过去的ＭＴＴ药敏检测法不同，本
研究采用了ＣＤＤＳＴ药物敏感检测。其基本原理是胶原凝胶滴包埋培养基质上细
胞的立体培养，按临床等值剂量概念设定药物的接触条件，最大限度地模拟了体内
微环境，多用于肿瘤原代培养细胞的药敏检测，以指导临床用药［７］。本研究将ＣＤ
ＤＳＴ法应用于肿瘤细胞系，具有可重复性好，操作简单的优点，图像信号的数字化
分析进一步增加了实验数据的严谨性［８］。

有研究表明，突变ｍｔＤＮＡ存在复制优势，含有ｍｔＤＮＡ突变或肿瘤源性特
征ｍｔＤＮＡ突变的细胞有着增生的优势，且ｒｈｏ０细胞有着增生和形成肿瘤的能
力。研究者在肾癌中发现从低侵袭到高侵袭的细胞生物学行为伴随着线粒体
损伤程度的逐渐增加［７，９］。而作为核外唯一遗传物质，ｍｔＤＮＡ编码参与氧化
磷酸化的１３种多肽产物的合成。其缺失应该是一个影响氧化磷酸化的事件，

获得的增生优势可能影响对化疗药物的敏感性。本研究显示，较之于 ＭＤＡ
ＭＢ２３１细胞，ｍｔＤＮＡ缺失的ｒｈｏ０ＭＤＡＭＢ２３１细胞在超微结构上表现为线粒
体数目增多，体积增大和嵴的空泡样改变，生物学行为表现为对化疗药物敏感
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性降低，Ｐｇｐ、ＢＣＲＰ的表达增加，提示 ｍｔＤＮＡ缺失及线粒体损伤可能参与了
乳腺癌耐药表型的形成。Ｃａｌｃａｂｒｉｎｉ等［１０］对结肠癌细胞株 ＬｏＶｏ的研究也发
现，透射电镜下药物抵抗细胞株有显著的线粒体修饰。

ＭＤＲ是一个十分复杂的生物过程。近年对 ＭＤＲ的深入研究发现，药物
转运蛋白活性增强是 ＭＤＲ的一个重要原因。ＢＣＲＰ与 Ｐｇｐ同属 ＡＢＣ（ＡＴＰ
ｂｉｎｄｉｎｇｃａｓｓｅｔｔｅ）超家族膜转运蛋白，在功能上有很大的相似性，即依赖 ＡＴＰ
提供能量，通过细胞膜将化疗药物泵出细胞外，导致细胞内药物浓度降低从而
产生耐药［１１－１２］。研究发现化疗药物的毒性主要是通过细胞内的活性氧
（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）来实现的，线粒体膜电位也与药物敏感性的差
异有关［１０，１３］。某些传统的化疗药物，如阿霉素，其作用机制是在酶复合物Ⅰ
作用下还原为半醌自由基，在线粒体内与氧反应导致大量氧自由基的形成。

这些自由基对生物大分子有高度反应性，从而造成细胞死亡。Ｓｉｎｇｈ等［１４］观
察了缺乏 ｍｔＤＮＡ的肿瘤细胞系对不同抗癌药物的反应，以明确线粒体及
ｍｔＤＮＡ在肿瘤治疗中的地位与意义。研究者应用ｍｔＤＮＡ复制的抑制剂溴化
乙锭处理Ｈｅｌａ细胞，获得相应的ｍｔＤＮＡ缺失的细胞系，将这两种细胞对照暴
露于各种药物。结果显示，ｍｔＤＮＡ缺失的细胞对于阿霉素的耐药性是Ｈｅｌａ细
胞的２倍，杀死９０％细胞的剂量分别为１．６μｍｏｌ（ｍｔＤＮＡ缺失的细胞）和０．７５μｍｏｌ
（Ｈｅｌａ细胞）。由于 ｍｔＤＮＡ缺失的细胞线粒体功能不全，既无足够酶复合物
Ⅰ还原激活阿霉素，又不能产生大量的氧自由基，所以对阿霉素不甚敏感。两
种细胞在细胞凋亡及药物摄取过程方面并无差异，耐药性产生不是由于细胞
凋亡变化、细胞周期反应或对阿霉素的摄入量，而是阿霉素活化产生的氧自由
基，导致Ｈｅｌａ细胞ｍｔＤＮＡ突变所致。由此证明，ｍｔＤＮＡ在癌细胞对药物敏感
性方面起重要作用。结合本研究结果，推测ｍｔＤＮＡ缺失可能通过影响氧化磷
酸化过程、ＲＯＳ及线粒体膜电位参与到 ＭＤＲ过程中。值得一提的是，虽然
ｍｔＤＮＡ有自我复制能力，但产能过程中所需要的大多数蛋白仍然是由核ＤＮＡ
所编码，线粒体基因组的复制和转录都受到细胞核的指导和调控，亦即线粒体
的遗传系统只有依靠核基因所合成的大量多肽类物质的协调作用才能发挥作
用，因此称线粒体为半自主性复制的细胞器［１５］。线粒体损伤可能与涉及信号
转导、细胞构架、代谢、细胞增生和分化以及凋亡的核基因的异常表达有关。

这些基因介导了线粒体与细胞核的对话［１６］，从而影响到了包括 ＭＤＲ在内的
细胞的生物学行为。

比较有趣的是，在低浓度的ＤＤＰ和５ＦＵ处理时，ＭＤＡＭＢ２３１细胞却表
现为相对耐药。耐顺铂的细胞株中，药物蓄积降低的机制仍不清楚，可能包括
吸收降低或主动排出，或两者兼有。顺铂蓄积降低的部分原因是该药进入癌
细胞时存在流入缺陷，但是其进入细胞的确切机制尚不清楚。一般认为，顺铂
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是通过被动扩散进入细胞的，因为铂吸收的决定因素是铂化合物的浓度，而且
顺铂的吸收不是饱和的。Ｇａｔｅｌｙ等［１７－１８］也提出了一种顺铂蓄积模型，认为约
５０％的吸收率依靠被动扩散，其余５０％则是通过尚未确定的门控通道促进扩
散进行的。现已公认５ＦＵ对肿瘤杀伤作用的强弱直接与抑制胸苷酸合成酶
的程度有关，线粒体损伤及ｍｔＤＮＡ缺失在肿瘤细胞对５ＦＵ敏感性方面地位如
何，目前尚不清楚。从另一个角度来分析，目前国内有学者开始研究化疗对激
素受体状态是否有影响，以期为激素受体阴性的患者提供一个接受内分泌治
疗的机会［１９］。而雌激素受体阴性的ＭＤＡＭＢ２３１细胞ｍｔＤＮＡ缺失后对化疗
药物的相对不敏感现象，是否也蕴含了受体状态改变及内分泌治疗相对敏感
的生物信息，作者将在后续的工作中进一步研究证实。
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