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　　【摘要】　目的　研究乳腺癌细胞耐药过程中 ｐ３８ＭＡＰＫ
活性与细胞凋亡的关系，探讨ｐ３８ＭＡＰＫ信号转导途径在其中
的作用。方法　以ｐ３８ＭＡＰＫ特异性抑制剂ＳＢ２０３５８０处理乳
腺癌耐药细胞ＭＣＦ７／ＡＤＭ，采用流式细胞技术分析对细胞凋
亡的影响；ＭＴＴ检测 ＭＣＦ７／ＡＤＭ细胞对阿霉素的半数药物
抑制浓度（ＩＣ５０）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＳＢ２０３５８０处理 ＭＣＦ７／
ＡＤＭ和ＭＣＦ７两株细胞后ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达水平；ＲＴＰＣＲ
检测细胞内ＭＤＲ１ｍＲＮＡ水平。结果　ＳＢ２０３５８０（１０μｍｏｌ／Ｌ）
干预 ２４ｈ后ＭＣＦ７／ＡＤＭ细胞的凋亡率为（２６．７３±４．９０）％，
与未干预组和对照组凋亡率相比差异有显著统计学意义

（Ｆ＝１４３．８０，Ｐ＜０．００１）；ＭＣＦ７／ＡＤＭ细胞对阿霉素的
敏感性明显提高（Ｆ＝１４８９２７．１０，Ｐ＜０．００１），相对逆转率达
６８．４５％；与对照组和未干预组相比，干预组的 ＭＤＲ１ｍＲＮＡ
（Ｆ＝９１３９．２４，Ｐ＜０．００１）及ｐ３８ＭＡＰＫ（Ｆ＝６８５．４２，Ｐ＜０．００１）
蛋白表达水平明显降低。 结论　 ｐ３８ＭＡＰＫ信号转导途
径与乳腺癌耐药密切相关，其可能机制为ｐ３８ＭＡＰＫ保护人乳
腺癌耐药细胞（ＭＣＦ７／ＡＤＭ）逃避凋亡，阻断该通路可增强乳
腺癌耐药细胞发生凋亡。
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　　分裂原激活的蛋白激酶 （ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）家族通
过三级酶促级联反应激活并调节特定的基因表达，是介导细胞反应的重要信

号系统［１－２］，在细胞增殖和凋亡的调节中起重要作用。肿瘤细胞在化疗药物

作用下，出现多药耐药基因１（ＭＤＲ１）表达增加的同时，ＭＡＰＫ活性也增加。
ｐ３８ＭＡＰＫ信号途径是蛋白激酶家族中的重要组成部分，经外界刺激而激活，
故又称为ＭＡＰＫ应急信号通路；其在消化系统肿瘤细胞凋亡、生长、转移、耐
药等方面具有十分重要的作用［３］。抑制 ｐ３８ＭＡＲＫ的功能可提高肿瘤对化疗
药物诱导细胞凋亡的敏感性从而产生抗肿瘤作用。本试验通过研究乳腺癌细

胞耐药过程中ｐ３８ＭＡＰＫ活性与凋亡的关系，以及抑制这一通路后对耐药细胞
凋亡的影响和耐药逆转，探讨其在乳腺肿瘤化疗中的意义。

·７４·中华乳腺病杂志（电子版）２００９年２月第３卷第１期ＣｈｉｎＪＢｒｅａｓｔＤｉｓ（ＥｌｅｃｔｒｏｎｉｃＥｄｉｔｉｏｎ），Ｆｅｂｒｕａｒｙ２００９，Ｖｏｌ．３，Ｎｏ．１



１　材料与方法
１．１　主要试剂

人乳腺癌耐药细胞株（ＭＣＦ７／ＡＤＭ）及敏感株 ＭＣＦ７购自武汉大学菌种
保藏中心；四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）为 Ｓｉｇｍａ公司产品；ｐ３８ＭＡＰＫ特异性抑制
剂ＳＢ２０３５８０为Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品；兔抗人ｐ３８ＭＡＰＫ单克隆抗体（武汉凌飞公
司）；增强化学发光（ＥＣＬ）试剂盒（Ｓｉｇｍａ公司，美国）；引物和 ＤＮＡ片段由上
海博亚有限公司合成。

１．２　细胞培养和分组
ＭＣＦ７／ＡＤＭ及ＭＣＦ７细胞于含１０％小牛血清的 ＤＭＥＭ培养液中常规

培养。ＭＣＦ７／ＡＤＭ细胞阿霉素维持浓度为０．５ｍｍｏｌ／Ｌ，实验时耐药株脱离
药物至少２周。将 ＭＣＦ７／ＡＤＭ细胞分为３组：ＳＢ２０３５８０干预组（１０μｍｏｌ／Ｌ），
不进行任何处理组 （未干预组）和二甲基亚砜 （ＤＭＳＯ）干预对照组。然而
在检测ＩＣ５０时，因各组均加入 ＤＭＳＯ进行试验，为避免干扰，本研究将 ＤＭＳＯ
干预对照更换为原始敏感株ＭＣＦ７进行对照，而且在检测ＭＤＲ基因时，同时
检测了ＭＣＦ７的ＭＤＲ基因以进行对比。
１．３　观察ＳＢ２０３５８０干预后细胞凋亡

干预２４ｈ后消化细胞，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，反复３次，弃上清液，收集
细胞，１００μｌＰＢＳ重悬细胞，加入含ＲＮＡ酶的碘化丙啶（ＰＩ）染色剂３００μｌ，室
温避光孵育１５ｍｉｎ，流式细胞仪（ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ，ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公司）检测，
以ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件分析。
１．４　ＭＴＴ检测阿霉素的半数抑制浓度（ＩＣ５０）

分别收集干预２４ｈ后 ＭＣＦ７／ＡＤＭ细胞，对照的 ＭＣＦ７细胞及未干预
ＭＣＦ７／ＡＤＭ细胞，以１×１０４／ｍＬ的细胞数接种至９６孔板上，每孔１００μｌ，每
孔加入１００～５００ｎｇ／ｍｌ的阿霉素，每组设三个复孔。培养４８ｈ后每孔加入
ＭＴＴ（５ｍｇ／ｍｌ）２０μｌ，３７℃孵育 ４ｈ后弃上清液，加入 ２００μｌＤＭＳＯ，振荡
１０ｍｉｎ，在自动酶标平板阅读仪以５７０ｎｍ波长参考６３０ｎｍ波长读取吸光度
（Ａ）值。相对逆转效率＝（ＩＣ５０Ａ－ＩＣ５０Ｂ）／ＩＣ５０Ａ。Ａ为未干预组，Ｂ为干预组。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞中ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白的表达

收集ＳＢ２０３５８０干预２４ｈ组、０．１％ ＤＭＳＯ对照组、未干预组的 ＭＣＦ７／
ＡＤＭ细胞。参照《分子克隆》提取细胞的胞浆蛋白，以 βａｃｔｉｎ的水平作为等
量蛋白质上样对照（空白对照组），每个样本至少重复３遍。取５０μｇ蛋白质
样品进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，转至硝酸纤维膜上；室温封闭２ｈ后，用含０．０５％
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Ｔｗｅｅｎ２０的ＴＢＳ缓冲液漂洗３次，每次１０ｍｉｎ；加入相应的ｐ３８ＭＡＰＫ单克隆
抗体（１∶８００），４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ漂洗３次后加入相应的辣根过氧化物酶标
记的二抗（１∶５０００），３７℃摇床温育２ｈ，ＥＣＬ显色系统显色。最后经ＥＣＬ系统
曝光显影，通过凝胶分析系统分析蛋白的表达。

１．６　ＲＴＰＣＲ检测各组细胞ＭＤＲ１基因的表达
Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取细胞总 ＲＮＡ，行逆转录成 ｃＤＮＡ，取１μｌ进行 ＰＣＲ反应。

以βａｃｔｉｎ作为内参照（基因库编号 ＢＣ０１６０４５），βａｃｔｉｎ序列：上游引物５’
ＧＴＧＧＧＧＣＧＣＣＣＣＡＧＧＣＡＣＣＡ３’，下 游 引 物 ５＇ＣＴＣＣＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧ
ＣＡＣＧＡＴＴＴＣ３＇；ＭＤＲ１序列：上游引物：５＇ＣＣＣＡＴＣＡＴＴＧＣＡＡＴＡＧＣＡＧＧ３＇；下
游引物：５＇ＧＴＴＣＡＡＡＣＴＴＣＴＧＣＴＣＣＴＧＡ３＇；反应条件：９４℃ ４ｍｉｎ，９４℃ ３５ｓ，
５４℃ ４０ｓ，７２℃３０ｓ，３０个循环，７２℃７ｍｉｎ。取３μｌＰＣＲ产物进行１．０ｇ／Ｌ
琼脂糖凝胶电泳，紫外照相并进行扫描分析，每个样本重复３遍。
１．７　统计学处理

数据以 珋ｘ±ｓ表示，统计学分析采用ｔ检验和单因素方差分析进行，以Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义，用ＳＰＳＳ１１．５统计软件完成。

２　结果
２．１　抑制ｐ３８ＭＡＰＫ信号传导通路对乳腺癌耐药细胞凋亡的影响

ＳＢ２０３５８０（１０μｍｏｌ／Ｌ）干预乳腺癌耐药株 ＭＣＦ７／ＡＤＭ的凋亡率为
（２６．７３±４．９０）％ ；未干预组凋亡率为（０．７８±３．８５）％ ，０．１％ ＤＭＳＯ对照组
凋亡率为（０．５４±１．５６）％，与干预组相比较差异有统计学意义（Ｆ＝１４３．８０，
Ｐ＜０．００１，图１）。

图１　Ａ干预组、Ｂ未干预组和Ｃ二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）对照组的细胞凋亡情况
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２．２　ＭＣＦ７／ＡＤＭ细胞药物敏感性的变化
干预组ＭＣＦ７／ＡＤＭ细胞对阿霉素的半数致死浓度与未干预组相比明显

下降（Ｆ＝１４８９２７．１０，Ｐ＜０．００１），ＳＢ２０３５８０作用于 ＭＣＦ７／ＡＤＭ细胞后相对
逆转效率达６８．４５％（表１），表明 ＳＢ２０３５８０可恢复 ＭＣＦ７／ＡＤＭ细胞对阿霉
素的敏感性。

表１　ＳＢ２０３５８０对阿霉素ＩＣ５０的影响

组别 样本数 ＩＣ５０／（ｎｇ·ｍＬ
－１）

ＭＣＦ７ ５ ０．３１±０．０４

ＭＣＦ７／ＡＤＭ ５ ５６．８０±０．２２

ＭＣＦ７／ＡＤＭＳＢ２０３５８０ａ ５ １７．９２±０．１８

ａ：Ｐ＜０．０１，与 ＭＣＦ７／ＡＤＭ细胞组比较；干预组（ＭＣＦ７／ＡＤＭＳＢ２０３５８０）的相对

逆转效率为６８．４５％

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＭＣＦ７／ＡＤＭ细胞ｐ３８ＭＡＰＫ的蛋白表达
ＭＣＦ７／ＡＤＭ细胞较高表达 ｐ３８ＭＡＰＫ；以空白对照组灰度值为 １，扫描

ＤＭＳＯ组、未干预组及 ＳＢ２０３５８０干预组 ２４ｈ电泳条带的灰度比值分别为
０．９２±０．０１７，０．８９±０．０２６和０．３３±０．０２１；与对照组和未干预组相比，特异
性ｐ３８ＭＡＰＫ抑制剂 ＳＢ２０３５８０能明显降低 ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达水平（Ｆ＝
６８５．４１９，Ｐ＜０．００１，图２）。

图２　ＭＣＦ７／ＡＤＭ细胞的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析

２．４　ＳＢ２０３５８０干预ＭＤＲ１基因效果的检测（ＲＴＰＣＲ）
ＭＤＲ１和内参βａｃｔｉｎ分别位于１５７ｂｐ和８３４ｂｐ处。以 βａｃｔｉｎ的灰度为

１，ＳＢ２０３５８０处理后２４ｈ，干预组、未干预组和 ＤＭＳＯ对照组的 ＭＤＲ１表达分
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别为（１８．１４±０．４９）％、（６７．２７±０．６１）％、（６７．２７±０．３２）％（Ｆ＝９１３９．２４，
Ｐ＜０．００１），干预组 ＭＣＦ７／ＡＤＭ的 ＭＤＲ１ｍＲＮＡ表达显著下调，甚至低于
ＭＣＦ７细胞的 ＭＤＲ１ｍＲＮＡ表达水平（２５．９０±３．２５）％，且差异有统计学意
义（ｔ＝４．０９８，Ｐ＝０．０１５，图３）。

Ｍ：ＤＬ２０００；１：ＤＭＳＯ对照组（ＭＣＦ７／ＡＤＭ）；２：未干预组（ＭＣＦ７／ＡＤＭ）；

３：干预组（ＭＣＦ７／ＡＤＭ）；４：敏感细胞组（ＭＣＦ７）

图３　ＭＣＦ７／ＡＤＭ细胞干预２４ｈ后ＭＤＲ１ｍＲＮＡ的表达

３　讨论
凋亡是单个细胞的主动死亡过程。在正常情况下，机体可通过诱导凋亡

来清除受损或无生理意义的细胞，有利于机体环境的稳定。而在肿瘤中，肿瘤

细胞抵御凋亡的能力明显增强，从而实现自我保护，以利于生存。目前认为，

肿瘤细胞产生了抵抗细胞凋亡的能力就产生了耐药性，凋亡抑制与细胞耐药

密切相关［４－５］。

ＭＡＰＫ级联途径是细胞内的主要信息传递系统。在化疗药物作用下，肿
瘤细胞的 ＭＤＲ１表达增加，同时 ｐ３８ＭＡＰＫ活性也增加。研究发现肿瘤细胞
中ｐ３８ＭＡＰＫ水平与化疗效果密切相关。有文献报道，ｐ３８ＭＡＰＫ信号转导途
径与肝癌耐药密切相关，可能参与肝癌耐药的形成［６］。ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路抑
制剂能逆转肿瘤耐药。Ｌｉｍ等［７］发现 ｐ３８ＭＡＰＫ的活性与 ＭＤＲ显型有关，
ｐ３８ＭＡＰＫ抑制剂ＳＢ２０３５８０可增加ＳＮＵＣ４结肠癌细胞对外源性胰岛素的敏
感性，使细胞的凋亡增加，ＳＮＵＣ４结肠癌的生长明显受到抑制。

有研究表明：阿霉素在诱导乳腺癌 ＭＣＦ７／ＡＤＭ细胞凋亡的同时活化乳
腺癌细胞的 ｐ３８ＭＡＰＫ信号传导通路［８］。本实验证实：ｐ３８ＭＡＰＫ抑制剂
ＳＢ２０３５８０可促进乳腺癌耐药细胞凋亡，同时使ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达水平降低，
并使ＭＣＦ７／ＡＤＭ细胞对阿霉素的敏感性增加；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔ结果分析可见与
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对照组和未干预组相比，ＳＢ２０３５８０能明显降低 ＭＣＦ７／ＡＤＭ细胞 ｐ３８ＭＡＰＫ
蛋白表达水平；ＲＴＰＣＲ结果显示 ＳＢ２０３５８０能有效抑制 ＭＤＲ１基因转录，使
ＭＤＲ１的 ｍＲＮＡ水平低于敏感细胞株 ＭＣＦ７的表达水平。由此推断
ｐ３８ＭＡＰＫ信号转导途径与乳腺癌耐药密切相关，其可能机制为 ｐ３８ＭＡＰＫ能
保护人乳腺癌耐药细胞 ＭＣＦ７／ＡＤＭ逃避凋亡，而阻断该通路可增强乳腺癌
耐药细胞发生凋亡。

ＭＡＰＫ信号传导通路在肿瘤的形成、进展和转移中都扮演着重要角色，该
通路的成员已经成为肿瘤新药研制的分子靶点［９］。ｐ３８ＭＡＰＫ是一个多功能
的细胞因子，它对肿瘤的作用与肿瘤的类别以及不同下游通路均可能有关。

抑制这一通路可能会增强乳腺癌细胞对化疗药物的敏感性。本试验为

ｐ３８ＭＡＰＫ抑制细胞凋亡的作用提供了新的实验证据，使其有可能成为肿瘤耐
药治疗的新靶点。
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