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**!摘要"*目的*探讨!"#$%&'$()对乳腺癌细胞他莫昔芬"=>?#耐药性的影响及其机制% 方法*体外培

养乳腺癌细胞?@A$B和=>?耐药细胞株?@A$BC=>?$设置正常对照组"?@A$B 细胞#&耐药对照组"?@A$BC=>?

细胞#&DE$F@组"?@A$BC=>?细胞G慢病毒空载体#和DE$!"#$%&'$() !"!";H组"?@A$BC=>?细胞G!"#$%&'$()

!"!";H慢病毒#% 通过实时荧光定量 I@#"J#=$I@##法检测各组细胞 !"#$%&'$() 表达水平'通过 ?==法检

测各组细胞增殖抑制率'通过流式细胞术检测各组细胞凋亡率'通过 ?K@染色法检测各组细胞自噬小体数

量'通过L8HM8NO P6<M法检测各组细胞D@&

!

&Q8;6"O$%&Q;6$+ 蛋白表达水平% 结果*与正常对照组相比较$耐

药对照组&DE$F@组细胞!"#$%&'$()&增殖抑制率&凋亡率&Q;6$+ 蛋白表达水平均显著降低"!R,S,(#$蛋白

D@&

!

&Q8;6"O$% 表达水平及自噬小体数显著升高"!R,S,(#% 过表达 !"#$%&'$() 后$细胞增殖抑制率&凋亡

率&蛋白Q;6$+表达水平显著升高"!R,S,(#$蛋白D@&

!

&Q8;6"O$%表达水平及自噬小体数显著降低"!R,S,(#%

结论*上调!"#$%&'$()可能通过抑制自噬$降低乳腺癌细胞他莫昔芬耐药性%

**!关键词"*!"#$%&'$()'*乳腺癌细胞'*他莫昔芬'*耐药性'*细胞自噬
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**乳腺癌是影响妇女生命健康的最常见癌症之一$

在世界范围内其发病率和病死率日益升高(%)

% 随着

医学的发展$乳腺癌治疗已取得较大进步$临床对乳

腺癌通常采用手术切除&放疗&化疗及药物辅助治疗

等方法(+$&)

% 他莫昔芬"M5!<2"Y8O$=>?#是临床治疗

乳腺癌的常用化疗药物$但多数患者在化疗几周后

即出现耐药$成为乳腺癌治疗的主要障碍% 因此$了

解乳腺癌细胞对=>?耐药的机制$探索降低机体耐

药性的方法是目前治疗乳腺癌亟需解决的问题之一%

微小#F>"!";N<N"P<OV;68";5;"1H$!"#F>H#是动植物

中广泛存在的一类非编码#F>$通过靶向!#F>降解

或翻译抑制调控基因表达(T)

% 有研究发现$!"#$%&'$()

对肿瘤细胞增殖&凋亡&侵袭&自噬等具有抑制作用(()

%

然而$目前关于 !"#$%&'$() 对乳腺癌细胞 =>?耐

药性影响的研究较少% 本研究旨在探讨!"#$%&'$()

对乳腺癌细胞=>?耐药性的影响及其机制$为改善

乳腺癌患者治疗预后提供参考%

0=材料与方法

0D0=实验细胞和主要试剂*乳腺癌细胞株?@A$B购

自上海信裕生物科技有限公司% =>?耐药?@A$B 细

胞株?@A$BC=>?由美国弗吉尼亚大学医学院内科岳

微教授惠赠$已用 % %̂,

UB

!<6CD=>?维持耐药 %年%

=N"0<6购自美国 ]"Z!5公司'反转录试剂盒购自美国

A8N!8OM5H公司'细胞自噬染色检测试剂盒"?K@法#购

自上海源叶生物科技有限公司% !"#$%&'$() !"!";H慢

病毒&!"#$%&'$() F@慢病毒空载体由上海吉凯基因

有限公司设计并合成% 聚凝胺")<6WPN8O8#慢病毒转

染试剂购自上海碧云天生物科技有限公司'兔抗人

Q8;6"O$% 多克隆抗体&兔抗人 D@&

!

多克隆抗体&兔

抗人Q;6$+单克隆抗体购自美国>P;5!公司'辣根过

氧化物酶"X<NH8N51"HX )8N<2"15H8$_#I#标记的羊抗兔

Z̀a二抗购自北京中杉金桥生物技术有限公司%

0DE=主要仪器=B(,, 型实时荧光定量 I@#仪"美

国>Q̀公司#'%+'@酶标仪"奥地利@6"O"Q"<公司#'

I<.8NI5;[O"78NH56通用型电泳仪"美国 Q"<$#51 公

司#'@WM<!";HA@(,, 流式细胞仪"美国Q8;b!5O 公

司#'K?TQ荧光显微镜"德国徕卡公司#%

0D1=实验方法

%S&S%*细胞培养*?@A$B 和?@A$BC=>?细胞分别

接种于无菌细胞培养瓶"含非必需氨基酸&%,

"

ZC!6

胰岛素&%,c胎牛血清&%c青C链霉素#中$培养箱条

件设置为 &B d&(c @e

+

$每 & 1 换液$并观察细胞形

态$待细胞融合率达 ',cf-,c时$收集细胞备用%

%S&S+*分组及转染*取对数生长期?@A$B&?@A$BC=>?

细胞$调整细胞密度为 % %̂,

3

;866HC!6$以 +,,

"

6C孔

接种于 +T孔板% 设置正常对照组"?@A$B细胞#&耐药

对照组"?@A$BC=>?细胞#&DE$F@组"?@A$BC=>?细

胞G!"#$%&'$() F@慢病毒空载体#和DE$!"#$%&'$()

!"!";H组"?@A$BC=>?细胞G!"#$%&'$() !"!";H慢

病毒#% 慢病毒感染复数g&,$培养 %+ X 后更换完全

培养基$培养 B+ X后向细胞中加入终浓度为 +

"

ZC!6

的嘌呤霉素筛选 T' X% 收集细胞进行后续实验%

%S&S&*?==法检测细胞增殖*取方法 %S&S+ 中获取

的细胞$每组均给予%,,

"

6C孔终浓度为% %̂,

UB

!<6CD

的=>?进行处理$在孵育 +T X&T' X&B+ X后分别加入

?==溶液 +,

"

6$孵育 T X 后依次加入K?]e%(,

"

6$

%, !"O后使用酶标仪检测 (B, O!处各孔的eK值$

计算增殖抑制率% 增殖抑制率g"对照组eKU实验

组eK#C"对照组eKU空白组eK# %̂,,c%

%S&ST*实时荧光定量I@#"JV5OM"M5M"78N856$M"!8)<6$

W!8N5H8;X5"O N85;M"<O$J#=$I@##法检测!"#$%&'$()

相对表达水平*采用=N"0<6法提取各组细胞总#F>$

应用反转录试剂盒合成;KF>% 应用荧光定量I@#试

剂盒及I@#仪进行 J#=$I@#% 反应体系!%,

"

6]hQ#

#

IN8!"242=5J

=?

"+ #̂&,S'

"

6正向引物&,S'

"

6反

向引物&+

"

6;KF>"+,, OZC

"

6#和 3ST

"

611_

+

e%

所用引物序列见表 %% 反应条件!-( d$&, H"预变性#'

-( d$( H"变性#$(( d$%, H"退火#$B+ d$%( H"延

伸#$共计 T, 个循环% 以[3 为内参$通过 +

U

!!

@M法

计算!"#$%&'$()的相对表达量%

表 %*引物序列

*引物名 序列

!"#$%&'$()

正向引物 (i$aaa>a@=aa=a==a=a>>=$&i

反向引物 (i$@>a=a>a=a=@a=aa>a=$&i

[3

正向引物 (i$@=@a@==@aa@>a@>@>$&i

反向引物 (i$>>@a@==@>@a>>===a@a=$&i

%S&S(*?K@染色法检测各组细胞自噬小体数量*

取各组细胞用 ,S+(c胰蛋白酶消化 % !"O$然后接

种至 3 孔板"% %̂,

3

;866HC!6#中% +T X后$弃去培养

液$用 % L̂5HX QVYY8N洗涤细胞 + 次$加入 ?K@染

色液"%,,

"

6C孔#室温避光染色 T, !"O$弃去染色液$

用 % L̂5HX QVYY8N洗涤细胞 & 次$加入封片剂以防

荧光淬灭$最后在荧光显微镜下观察并记录自噬小

体数量%

*%+-*
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%S&S3*流式细胞术检测细胞凋亡情况*收集各组

细胞用_4I4]缓冲盐溶液")_gBS(#洗涤 + 次$然

后用 B,c冰冷乙醇在 T d下固定细胞 &, !"O% 将

细胞重新悬浮在结合缓冲液中$向细胞中加入 (

"

6

>OO82"O E$À=@染色 %( !"O$然后在室温下避光$用

(

"

6Ì"(,

"

ZC!6#染色 %, !"O$每管加入 T,,

"

6结

合缓冲液% 使用流式细胞仪检测细胞凋亡情况%

%S&SB*L8HM8NO P6<M法检测细胞自噬相关蛋白的相

对表达水平*收集各组细胞采用 #̀I>裂解液"含

I?]A#提取总蛋白$采用Q@>法测定蛋白浓度后$取

&,

"

Z蛋白进行十二烷基硫酸钠$聚丙烯酰胺凝胶电

泳$然后将蛋白转移至聚偏二氟乙烯膜上% 将膜置

于 (c脱脂牛奶中封闭 % X后$用相应的一抗Q8;6"O$%

"%j(,,#&D@&

!

"%j(,,#&Q;6$+ "%j(,,#&

$

$5;M"O

"%j% ,,,#T d孵育过夜% 次日$洗去一抗$用 _#I

标记的二抗"%j+ ,,,#再孵育 % X$然后使用 4@D发

光液进行显影% 应用 !̀5Z8\软件分析条带灰度值$

以
$

$5;M"O为内参计算各目标蛋白的相对表达量%

0DF=统计学方法=应用 ]I]]++S, 统计软件进行数

据分析% 计量资料以均数 k标准差"

"

@k=#表示$多

组间比较采用单因素方差分析$组间两两比较采用

]Fl$A检验% !R,S,( 为差异有统计学意义%

E=结果

ED0=四组细胞!"#$%&'$()表达水平比较*耐药对

照组&DE$F@组!"#$%&'$() 表达水平低于正常对照

组$DE$!"#$%&'$() !"!";H组!"#$%&'$() 表达水平高

于正常对照组$差异有统计学意义"!R,S,(#% 见图 %%

EDE=四组细胞增殖抑制率比较*耐药对照组和DE$F@

组增殖抑制率较正常对照组降低$DE$!"#$%&'$() !"!";H

组抑制率较耐药对照组&DE$F@组升高$差异有统计学

意义"!R,S,(#'DE$!"#$%&'$() !"!";H组抑制率与正

常对照组相比$差异无统计学意义"!m,S,(#% 见图 +%

*注!Bg&BSB(&$!R,S,,%'与正常对照组比较$

#

!R,S,('与耐药

对照组比较$

n

!R,S,('与DE$F@组比较$

!

!R,S,(

图 %*四组细胞!"#$%&'$()表达水平比较图

*注!各时间点增殖抑制率比较!+T X!Bg'%S3TB$!R,S,,%'T' X!Bg

(,S%'%$!R,S,,%'B+ X!BgT(S(+&$!R,S,,%'与正常对照组比较$

#

!R,S,('与耐药对照组比较$

n

!R,S,('与DE$F@组比较$

!

!R,S,(

图 +*四组细胞增殖抑制率比较图

ED1=四组细胞凋亡率比较*与正常对照组相比$耐

药对照组&DE$F@组细胞凋亡率降低$DE$!"#$%&'$()

!"!";H组细胞凋亡率高于耐药对照组&DE$F@组$

差异有统计学意义"!R,S,(#'DE$!"#$%&'$() !"!";H

组细胞凋亡率与正常对照组相比$差异无统计学意

义"!m,S,(#% 见图 &%

注!Bg%+TSB,+$!R,S,,%'与正常对照组比较$

#

!R,S,('与耐药对照组比较$

n

!R,S,('与DE$F@组比较$

!

!R,S,(

图 &*四组细胞凋亡率比较图

EDF=四组细胞自噬小体数目比较*与正常对照组相

比$耐药对照组&DE$F@组&DE$!"#$%&'$() !"!";H组细

胞中自噬小体数目显著增多"!R,S,(#'DE$!"#$%&'$()

!"!";H组自噬小体数目少于耐药对照组&DE$F@组$

差异有统计学意义"!R,S,(#% 见图 T%

*++-*
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注!Bg+T(S&&3$!R,S,,%'与正常对照组比较$

#

!R,S,('与耐药对照组比较$

n

!R,S,('与DE$F@组比较$

!

!R,S,(

图 T*四组细胞自噬小体数目比较图

ED3=四组细胞Q8;6"O$%&D@&

!

&Q;6$+ 蛋白表达水平

比较*与正常对照组相比$耐药对照组&DE$F@组&DE$

!"#$%&'$() !"!";H组D@&

!

&Q8;6"O$% 表达水平升高$

Q;6$+蛋白表达水平降低$差异有统计学意义"!R,S,(#%

DE$!"#$%&'$() !"!";H组D@&

!

&Q8;6"O$% 表达水平低

于耐药对照组和DE$F@组$Q;6$+ 表达水平高于耐药

对照组和DE$F@组$差异有统计学意义"!R,S,(#%

见图 (%

*注!四组D@&

!

蛋白相对表达量比较$Bg%+-S+%T$!R,S,,%'四组 Q8;6"O$% 蛋白相对表达量比较$Bg%T,S&T,$!R,S,,%'四组Q;6$+ 蛋白相

对表达量比较$Bg+&S&T3$!R,S,,%'与正常对照组比较$

#

!R,S,('与耐药对照组比较$

n

!R,S,('与DE$F@组比较$

!

!R,S,(

图 (*四组细胞Q8;6"O$%!D@&

!

!Q;6$+ 蛋白表达水平比较图

1=讨论

1D0=乳腺癌细胞耐药性是影响治疗效果的主要因素$

也是乳腺癌治疗过程中有待解决的难题(3)

% =>?是

临床常用化疗药$在治疗乳腺癌中具有较好的疗效$

且副作用相对较少% 然而$乳腺癌细胞对=>?易产

生耐药性$严重影响疗效% 因此$研究乳腺癌细胞对

=>?耐药机制对提高疗效具有重要意义%

1DE=!"#F>H可通过与互补的靶基因!#F>H结合$

导致!#F>H翻译抑制或降解$在细胞分化&增殖和存

活中发挥重要作用(B)

% 有不少研究表明$!"#F>H功能

失调与肺癌(')

&结肠癌(-)等疾病发生&发展密切相关%

!"#$%&'$()可通过抑制肺癌中 ]!51核相互作用蛋白%

"]!51 OV;685N"OM8N5;M"OZ)N<M8"O %$]F̀I%#的表达$抑

制细胞增殖与迁移(%,)

% 在结直肠癌中$!"#$%&'$()

呈低表达$过表达!"#$%&'$()可抑制结直肠癌细胞

增殖&迁移和侵袭$提示其具有应用于结直肠癌诊断

的前景(%%$%+)

% 此外$!"#$%&'$() 在乳腺癌组织和细

胞中表达降低$上调!"#$%&'$() 表达可抑制细胞迁

移和侵袭能力(()

% 本研究结果显示$耐药对照组细胞

!"#$%&'$()相对表达水平显著降低% hV 等(%&)研究

表明$!"#$%&'$()可抑制胰腺癌恶性进展$并增加其

化疗敏感性% =5OZ等(%T)研究表明$!"#$%&'在吉非替

尼耐药肺癌细胞中表达水平显著降低$上调!"#$%&'

表达可增加肺癌细胞对吉非替尼敏感性$显著抑制肺

癌细胞增殖% 本研究结果显示$过表达 !"#$%&'$()

能提高耐药细胞的增殖抑制率和凋亡率$提示过表达

!"#$%&'$()可增加?@A$BC=>?细胞对=>?敏感性%

1D1=自噬是指在饥饿&缺氧及能量应激状态下$细

胞通过膜结构降解胞质细胞器和生物大分子的动态

过程$可清除已受损或功能异常的细胞器$对机体稳

态进行调控$在营养和能量缺乏&细胞衰老&蛋白质变

性等多种病理&生理过程中发挥重要作用(%()

% 自噬

对肿瘤细胞的作用具有两面性!在肿瘤发生早期$自

噬可通过清除线粒体中活性氧产生非正常折叠蛋白$

发挥抗肿瘤作用(%3)

'对于成熟肿瘤细胞$自噬可对受

损蛋白降解重新利用$为肿瘤细胞提供营养和能量$

促进肿瘤细胞生长$同时$抗肿瘤药会引起细胞损伤$

而自噬可清除损伤的细胞器$从而降低肿瘤细胞对

药物的敏感性$增强肿瘤耐药(%B)

% 自噬泡膜的延伸

由D@&$

%

介导$正常状态下$D@&$

%

存在细胞质中表

达$当发生自噬时$D@&$

%

经过泛素样蛋白系统加工

修饰$与磷脂酰乙醇胺结合$形成 D@&$

!

$参与自噬

体形成$D@&$

!

蛋白为自噬体形成的标志性蛋白(%')

%

Q8;6"O$% 在多数肿瘤细胞中低表达$其不仅是一种抑

*&+-*
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癌基因$而且还是自噬相关基因% Q8;6"O$% 通过与不

同的分子结合$介导自噬与凋亡途径发生(%-)

% Q;6$+

在细胞凋亡过程中具有重要作用$是一种抑制凋亡蛋

白$可与Q8;6"O$%结合$抑制Q8;6"O$% 介导的细胞自噬

功能(+,)

% 研究发现$!"#$%&'$() 过表达可通过靶向沉

默信息调节因子%"H"68OM"OY<N!5M"<O N8ZV65M<N%$] #̀=%#

抑制胰腺癌细胞自噬作用(+%)

% 本研究结果显示$过

表达!"#$%&'$()能够明显减少自噬小体数目$降低

D@&$

!

&Q8;6"O$%蛋白表达水平$提高Q;6$+ 蛋白表达

水平$抑制?@A$BC=>?细胞中自噬作用%

综上所述$过表达!"#$%&'$()可抑制?@A$BC=>?

细胞自噬作用$提高细胞对 =>?敏感性$降低耐药

性$可能为临床改善乳腺癌=>?耐药性提供新思路%

但本研究未能对!"#$%&'$() 抑制自噬的具体机制进

行验证% 后期将对 !"#$%&'$() 的靶基因进行筛选&

验证$以明确其调控?@A$BC=>?细胞自噬作用的具

体机制%
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