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"摘要#
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目的
!

研究
2PE

抑制剂
Le.11%)

对顺铂抗人三阴性乳腺癌
LU2.L̂ .0)/

细胞增殖的影响%方

法
!

SSe./

法分析
Le.11%)

对
LU2.L̂ .0)/

细胞的增殖抑制作用%

]6+E6G,KM"E

检测
Le.11%)

单独或联

合顺铂对
LU2.L̂ .0)/

细胞内
2PE

磷酸化水平'凋亡相关基因
F̂R

&

ĤM.1

及
LU2.L̂ .0)/

细胞质内细胞色

素
S

蛋白表达水平的影响%

2,,6R#,9

&

W>

双染法检测细胞凋亡%使用
S3"J.CFMFMF

N

中位效应与联合指数模

型分析药物联合效应%结果
!

Le.11%)

对
LU2.L̂ .0)/

细胞增殖具有抑制作用!且呈剂量和时间依赖性!其

103

的半数抑制浓度"

>S

?%

$为
$$&1'

%

A"M

&

5

%过表达组活化的
2PE

能够将顺铂对
LU2.L̂ .0)/

细胞的
103

>S

?%

从
$&$1

%

A"M

&

5

提高到
$&-?

%

A"M

&

5

!显著拮抗顺铂对
LU2.L̂ .0)/

细胞的增殖抑制效应%

1

%

A"M

&
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Le.11%)

可显著抑制
LU2.L̂ .0)/

细胞内
2PE

激酶活性!表现为
2PEC3G'%/

和
V6G0-'

磷酸化水平显著下

降#顺铂处理不影响
LU2.L̂ .0)/

细胞内
2PE

磷酸化水平%单独使用
1

%

A"M

&

5Le.11%)

处理
LU2.L̂ .0)/

细胞
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不能诱导
LU2.L̂ .0)/

细胞凋亡!

1

%

A"M

&

5Le.11%)

可促进顺铂诱导的
LU2.L̂ .0)/

细胞内细

胞色素
S

从线粒体向细胞质的转移和上调
F̂R

基因表达'下调
ĤM.1

基因表达!显著促进细胞凋亡发生%结论

!

Le.11%)

与顺铂产生药物协同效应抑制
LU2.L̂ .0)/

细胞增殖!并促进顺铂诱导的
LU2.L̂ .0)/

细胞

凋亡%
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三阴性乳腺癌泛指不表达或低表达雌激素受体

$

48

&)孕激素受体$

W8

&和人表皮生长因子受体
.1

$

=48.1

&的一类乳腺癌'

$

(

*尽管三阴性乳腺癌仅占

临床乳腺癌病例的
$?Y

$

1%Y

#但相比其他类型#三

阴性乳腺癌侵袭能力强#常伴有远处多发肿瘤转移#

因而患者预后差*近年来#多种针对
48

或
=48.1

靶

点的抗乳腺癌小分子药物和抗体如他莫昔芬)拉帕替

尼)曲妥珠单抗等显示了临床治疗乳腺癌的效果'

1.'

(

*

但三阴性乳腺癌不表达或低表达上述受体#对上述靶

向治疗不敏感#目前仍亟需除化疗以外的抗三阴性乳

腺癌药物和治疗方法*信号通路蛋白
2PE

#即蛋白激

酶
^

在多种肿瘤发生发展过程中发挥重要作用#已成

为重要的抗肿瘤治疗靶点'

0

(

*研究表明#

2PE

可通过

其激酶活性介导
W>'e.2PE.ACX8

信号通路过度活

化#促进三阴性乳腺癌的发生发展#是治疗三阴性乳

腺癌的靶点'

?

(

*目前已开发了多种
2PE

激酶抑制剂#

如
Le.11%)

)

2IJG6+6GE#K

和厚朴酚等用于临床抗肿

瘤治疗研究'

)./

(

*其中#

Le.11%)

是一种口服有效的

变构
2PE

抑制剂#目前已进入
&

期临床抗肿瘤研究*

有研究表明#

Le.11%)

能有效逆转乳腺癌细胞系

LS;.-

对阿霉素的耐药性'

(

(

*鉴于
2PE

在三阴性乳

腺癌发生发展中的重要作用#本研究使用
2PE

抑制剂

Le.11%)

与三阴性乳腺癌临床一线化疗药物顺铂联

合用于抗
LU2.L̂ .0)/

细胞增殖作用研究#以评价

抑制
2PE

活性对顺铂抗三阴性乳腺癌细胞增殖和凋

亡的影响*

=

!

材料与方法

=&=

!

主要试剂
!

人三阴性乳腺癌细胞系
LU2.L̂ .

0)/

购自中国科学院上海生命科学研究院细胞资源中

心*

UL4L

细胞培养基购自
:#K#H"

公司#胎牛血清

购自天津灏洋公司*质粒
O

SL9.'EF

B

).FH.2PE

和其

对照质粒载体
O

SL9.'EF

B

)

为北京协和医学院董文

吉教授馈赠#并经上海生工公司
U<2

测序验证*

Le.11%)

)

SSe./

试剂盒购自
LS4

公司)顺铂购自

V#

B

AF

公司#

Ŝ2

试剂盒)

2,,6R#,9

"

W>

细胞凋亡检

测试剂盒购自
C36GA"

公司*抗人
F̂R

)

ĤM.1

)

S

N

E".

H3G"A6S

和抗人
!

.FHE#,

$

S0

&购自
VF,EFSGJQ

公司*

抗人
2PE

)

O

V6G0-'2PE

)

O

C3G'%/2PE

购自
S6MMV#

B

.

,FM#,

B

C6H3,"M"

BN

公司*辣根过氧化物酶标记的羊

抗小鼠和羊抗兔
>

B

:

购自北京中杉金桥生物技术有

限公司*

=&>

!

方法

=&>&=

!

SSe./

法细胞增殖检测
!

细胞传代于
()

孔

细胞培养板$

$[$%

' 个"孔&#

$)3

后以
%

$

?%

%

A"M

"

5

梯度浓度
Le.11%)

和
%

$

$%A"M

"

5

梯度浓度顺铂分

别处理
LU2.L̂ .0)/

细胞
10

)

0/3

*对照组加入等

体积二甲基亚砜$

ULVX

&#以不加入
SSe./

试剂的细

胞对照组为空白组*达药物处理指定时间点后#弃去

细胞培养基)每孔加入
$%%

%

5

含
SSe./

试剂的细胞

培养基#继续培养
'3

*使用全波长酶标分析仪检测

0?%,A

波长的光密度$

<4

&值#并以如下计算公式计

算细胞存活率#使用
S"A

O

JV

N

,1&%

软件计算半数抑

制浓度$

>S

?%

&*

!!

细胞存活率$

Y

&

`

'$药物处理组
<4

值
T

空白

组
<4

值&"$对照组
<4

值
T

空白组
<4

值&(

[$%%Y

=&>&>

!

]6+E6G,KM"E

分析蛋白表达
!

0Z

预冷的
8>.

W2

全细胞裂解液加入蛋白酶抑制剂
H"HPEF#M

后重悬

细胞#放置于混旋仪上
0 Z

裂解
$? A#,

*然后以

$%%%%[

B

离心
$%A#,

#分离细胞裂解液上清液#以

Ŝ2

法测定其总蛋白含量*然后加入上样缓冲液并

于
$%%Z

孵育
?A#,

后完成样品制备*样本以总蛋白

1?

B

"孔上样后经
$%Y

聚丙烯酰胺凝胶电泳分离#电

转$

1?%A2

#

1&?3

&至硝酸纤维素膜*然后以
Ĉ VC

$

1% AA"M

"

5 CG#+.=SM

#

$?% AA"M

"

5 <FSM

#

%&%?Y

C766,.1%

#

O

=-&0

&溶液配制的
?Y

脱脂奶粉溶液对

硝酸纤维素膜室温封闭
$3

#再分别加一抗 $

S

N

E".

H3G"A6S$i'%%%

#

F̂R$i$%%%

#

ĤM.1$i$%%%

#

!

.

FHE#,$i'%%%

#

2PE$i$%%%

#

O

V6G0-'2PE$i$%%%

#

O

C3G'%/2PE$i$%%%

*以含
$Y

小牛血清清蛋白

Ĉ VC

溶液稀释&于
0Z

共孵育
$)3

洗涤后与辣根过

氧化物酶标记的二抗$

$i'%%%

#

Ĉ VC

溶液稀释&于

室温孵育
$3

#最后加入
4S5

试剂#使用
#̂"+3#,6

显

影仪$上海欧翔科学仪器有限公司&显影*

!

.FHE#,

为

样品内参照*

=&>&?

!

2,,6R#,9

"

W>

双染法分析细胞凋亡
!

传代

细胞至
)

孔板$

1[$%

? 个"孔&#

$)3

后以
1A"M

"

5

Le.11%)

与
%&?A"M

"

5

顺铂分别或联合处理
LU2.

L̂ .0)/

细胞
103

后以胰酶消化#加入磷酸盐缓冲液

$

O

=-&0

&重悬成单个细胞悬液*按照试剂盒操作步

骤进行
W>

和
2,,6R#,9

标记#以流式细胞仪$美国贝

克曼库尔特公司&检测*

=&>&@

!

线粒体裂解液和细胞质裂解液的制备
!

本实

验中使用预冷的细胞裂解液
?%%

%

5

于冰上裂解
$[

$%

) 个细胞
$?A#,

#使细胞膜裂解而保留线粒体膜和

细胞核膜完整#然后于
$%%%G

"

A#,

)

0Z

离心
$%A#,

将细胞核与线粒体组分和细胞质分离*再收集上清

液于
$1%%%G

"

A#,

)

0Z

离心
$?A#,

沉淀线粒体#离

心所得上清液为细胞质*然后使用
1%%

%

5

线粒体裂

解液'

$%AA"M

"

5CG#+

$

O

=-&0

&#

$?%AA"M

"

5<FSM

#

$Y CG#E",b.$%%

#

?AA"M

"

54UC2

$

O

=/&%

&#临用
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前加入蛋白酶抑制剂
H"HPEF#M

(于
0Z

裂解
$?A#,

#获

得线粒体蛋白裂解液*

=&>&A

!

质粒转染
!

传代
1[$%

? 个细胞于
)

孔细胞培

养板并持续培养
$)3

使细胞生长至
/%Y

融合#取质

粒
O

SL9.'EF

B

).FH.2PE

$随过表达组&和其对照质粒

载体
O

SL9.'EF

B

)

$空白组&以
5#

O

"I6HEFA#,61%%%

CL

试剂进行细胞转染#实验中每孔细胞取
1

B

质粒和
0

55#

O

"I6HEFA#,61%%%

CL

#按照生产商提供的操作步骤

实施*转染
')3

后#进行相应药物处理或制备细胞裂

解液进行蛋白表达分析*

=&>&K

!

细胞增殖的药物协同作用分析
!

细胞接种于

()

孔细胞培养板$

$[$%

0 个"孔&)继续培养
$)3

使细

胞生长至
/%Y

融合#同时加入顺铂和
Le.11%)

$终浓

度为
%

)

%&$

%

A"M

"

5

顺铂
\%&$

%

A"M

"

5 Le.11%)

)

%&1?

%

A"M

"

5

顺铂
\%&1?

%

A"M

"

5 Le.11%)

)

%&?

%

A"M

"

5

顺铂
\%&?

%

A"M

"

5Le.11%)

)

$

%

A"M

"

5

顺铂

\$

%

A"M

"

5 Le.11%)

)

1

%

A"M

"

5

顺铂
\1

%

A"M

"

5

Le.11%)

)

?

%

A"M

"

5

顺铂
\?

%

A"M

"

5 Le.11%)

&#每

个药物浓度设
'

个复孔*

103

后#以前述
SSe./

法

进行细胞增殖检测*按照
S3"J.CFMFMF

N

中位效应与

联合指数模型进行顺铂和
Le.11%)

联合效应分

析'

$%.$$

(

#实验数据以
S"A

O

JV

N

,1&%

软件进行药物联

合作用分析#两药物的联合指数$

H"AK#,FE#",#,!6R

#

S>

&

$

$

为协同效应*

=&?

!

统计学处理
!

采用
VWVV$-&%

软件进行数据分

析#计量资料以
J@@

表示#组间均数比较以双侧
2

检

验分析#以
!

$

%&%?

为差异有统计学意义*

>

!

结
!!

果

>&=

!

Le.11%)

抑制
LU2.L̂ .0)/

细胞增殖
!

Le.

11%)

和顺铂均能够以浓度和时间依赖性的方式显著

抑制
LU2.L̂ .0)/

细胞增殖#其中
Le.11%)

的
103

>S

?%

为
$$&1'

%

A"M

"

5

)顺铂的
103

半数抑制浓度为

$&'?

%

A"M

"

5

#见图
$

*

!!

F

!

!

$

%&%?

#

K

!

!

$

%&%$

#与未添加
Le.11%)

或顺铂时比较

图
$

!!

Le.11%)

和顺铂对
LU2.L̂ .0)/

细胞增殖的影响

>&>

!

Le.11%)

通过抑制
2PE

磷酸化促进顺铂抑制

LU2.L̂ .0)/

细胞增殖
!

1

)

?

%

A"M

"

5 Le.11%)

均

可显著抑制细胞内
2PEC3G'%/

和
V6G0-'

的磷酸化

$图
12

&%而过表达组活化的
2PE

可显著拮抗顺铂对

LU2.L̂ .0)/

细胞的增殖抑制作用#与空白组相比#

过表达组
2PE

的过表达使顺铂对
LU2.L̂ .0)/

细胞

的
>S

?%

从
$&$1

%

A"M

"

5

提高到
$&-?

%

A"M

"

5

$图
1̂

)

S

&*

1

%

A"M

"

5Le.11%)

与
%

$

$%

%

A"M

"

5

梯度浓度

顺铂联合应用可促进顺铂对
LU2.L̂ .0)/

细胞的增

殖抑制%但过表达组活化的
2PE

可部分抵消
Le.

11%)

对顺铂抑制
LU2.L̂ .0)/

细胞增殖的促进作用

$图
1U

&*

!!

2

)

^

!

]6+E6G,KM"E

检测细胞内
2PE

磷酸化水平%

S

!

SSe./

法检测过表达组成性激活
2PE

对顺铂抑制
LU2.L̂ .0)/

细胞增殖作用的影响%

U

!

SSe./

法检测过表达组成性激活
2PE

对顺铂单独或联合
1

%

A"M

"

5Le.11%)

抑制
LU2.L̂ .0)/

细胞增殖作用的影响*

F

!

!

$

%&%?

#

K

!

!

$

%&%$

图
1

!!

Le.11%)

与顺铂联合应用对
LU2.L̂ .0)/

细胞增殖的影响

>&?

!

Le.11%)

促进顺铂诱导的
LU2.L̂ .0)/

细胞

凋亡
!

2,,6R#,9

"

W>

检测结果显示#

1

%

A"M

"

5 Le.

11%

不能诱导
LU2.L̂ .0)/

细胞凋亡#但可显著促进

%&?

%

A"M

"

5

顺铂诱导的细胞凋亡$图
'2

&*

]6+E6G,

KM"E

结果表明#

1

%

A"M

"

5Le.11%)

与
%&?

%

A"M

"

5

顺

铂联合处理导致
LU2.L̂ .0)/

细胞内
F̂R

蛋白和细

胞质细胞色素
S

表达显著上升#而
ĤM.1

蛋白和线粒

体细胞色素
S

表达显著下调$图
'̂

&*

>&@

!

Le.11%)

与顺铂协同抑制
LU2.L̂ .0)/

细胞

增殖
!

Le.11%)

与顺铂的半数有郊剂量$

?%Y6II6H.

E#D6!"+6

#

4U

?%

&)

4U

-?

和
4U

(%

时的
S>

值分别为
%&)?@

%&%?

)

%&)0@%&%-

和
%&)'@%&%/

#均小于
$

#见图
0

*

%)/'
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!!

2

!

2,,6R#,9

"

W>

双染法进行细胞凋亡分析%

^

!

]6+E6G,KM"E

检测

LU2.L̂ .0)/

细胞内
ĤM.1

)

F̂R

蛋白表达和细胞质)细胞线粒体内细

胞色素
S

水平

图
'

!!

Le.11%)

和顺铂联合应用对
LU2.L̂ .0)/

细胞凋亡及凋亡相关蛋白的影响

!!

2

!

Le.11%)

和顺铂在
4U

?%

)

4U

-?

和
4U

(%

时的
S>

%

^

!

Le.11%)

和

顺铂联合应用的
S>

值分布图$

S"A

O

JV

N

,1&%

软件分析&

图
0

!!

Le.11%)

和顺铂联合应用抑制
LU2.L̂ .0)/

细胞增殖的协同效应分析

?

!

讨
!!

论

!!

大量研究表明#

2PE

作为一类丝氨酸"苏氨酸蛋

白激酶在肿瘤细胞信号转导中发挥重要作用#其可通

过下游信号蛋白分子
ACX8

)

W1$

等调控细胞增殖)

凋亡自噬和能量代谢#是近年来抗肿瘤研究的重要靶

点'

$$

(

*如前所述#

2PE

蛋白激酶的过度活化也是导致

三阴性乳腺癌发生发展的重要因素*

1%$)

年以来#

L2

等'

$1

(将
2PE

抑制剂
Le.11%)

与雌激素受体抑制

剂
IJMD6+EGF,E

联合用于
48

阳性和
=6G.1

阴性乳腺

癌的临床研究#发现可有效促进
IJMD6+EGF,E

诱导的

48

阳性和
=6G.1

阴性乳腺癌细胞凋亡#但将
Le.

11%)

与芳香化酶抑制剂
2,F+EG"Q"M6

联合用于
48

阳

性和
=6G.1

阴性乳腺癌临床研究并未取得良好的治

疗效果'

$'

(

*

顺铂是目前临床广泛应用的基础抗三阴性乳腺

癌化疗药物之一#但毒副作用较大且长期应用易导致

化疗抵抗效应产生'

$0

(

*本研究首先观察了
Le.11%)

对人三阴性乳腺癌
LU2.L̂ .0)/

细胞增殖的影响#

结果发现#

Le.11%)

能够抑制人三阴性乳腺癌
LU2.

L̂ .0)/

细胞增殖#同时较低浓度$

1

%

A"M

"

5

&

Le.

11%)

可显著抑制
2PE

磷酸化水平并显著促进顺铂对

LU2.L̂ .0)/

细胞的增殖抑制作用*

研究表明#

2PE

激酶活化时发生
0-'

位丝氨酸和

'%/

苏氨酸磷酸化#而通过将这两个位点的氨基酸突

变成天冬氨酸能够模拟
2PE

磷酸化#从而获得组成性

活化的
2PE

用于其功能研究'

$?

(

*为分析
Le.11%)

是否通过抑制
2PE

磷酸化发挥作用#实验中在
LU2.

L̂ .0)/

细胞中过表达组成性活化的
2PE

#然后首先

检测了
2PE

磷酸化对顺铂抗细胞增殖作用的影响#结

果发现表达组成性活化的
2PE

可将顺铂对
LU2.

L̂ .0)/

细胞的
>S

?%

上调#拮抗其对
LU2.L̂ .0)/

细

胞的增殖抑制作用*进一步以
1

%

A"M

"

5Le.11%)

与

顺铂联合应用发现#

Le.11%)

能够促进顺铂对人三阴

性乳腺癌
LU2.L̂ .0)/

细胞的增殖抑制作用#但过

表达组成性活化的
2PE

可部分逆转这一作用*这一

结果表明#

Le.11%)

通过抑制
2PE

磷酸化促进顺铂

对
LU2.L̂ .0)/

细胞的增殖抑制*

2,,6R#,9

"

W>

细胞凋亡分析发 现#

1

%

A"M

"

5

Le.11%)

不能诱导
LU2.L̂ .0)/

细胞凋亡#但能够

显著促进顺铂诱导的
LU2.L̂ .0)/

细胞凋亡*通过

进一步检测
LU2.L̂ .0)/

细胞内凋亡相关基因发

现#

Le.11%)

能够显著促进顺铂诱导的
F̂R

蛋白表达

下调和
ĤM.1

蛋白表达上调#同时其也促进了顺铂诱

导的线粒体膜内侧细胞色素
S

发生细胞质转移*由

于
2PE

激酶活性过度活化是肿瘤细胞拮抗细胞凋亡

的重要因素#

Le.11%)

抑制
2PE

激酶磷酸化是其促

进顺铂诱导细胞凋亡的主要原因*进一步进行药物

联合效应分析显示#

Le.11%)

和顺铂能够在较低的作

用浓度下$

4U

?%

&显示出抗
LU2.L̂ .0)/

细胞增殖的

药物协同作用*这一结果提示#使用
Le.11%)

抑制

$)/'
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2PE

有望降低顺铂抗三阴性乳腺癌治疗的有效浓度#

从而减少顺铂的毒副作用和化疗耐药的发生*

综上所述#

Le.11%)

通过抑制
2PE

激酶促进顺

铂诱导的线粒体途径细胞凋亡#并与顺铂通过药物协

同作用抑制
LU2.L̂ .0)/

细胞增殖*上述研究表

明#

Le.11%)

与顺铂联合应用具有潜在的抗三阴性乳

腺癌临床应用价值*
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