
药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2020, 55(10): 2392 −2397

3-溴丙酮酸增加MCF-7/TR耐药细胞对他莫昔芬的敏感性
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(贵州医科大学天然药物资源优效利用重点实验室, 贵州省高等学校天然药物药理与成药性评价
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摘要: 本研究探讨3-溴丙酮酸增加人乳腺癌他莫昔芬耐药细胞MCF-7/TR对他莫昔芬敏感性的作用及机制。4-

羟基他莫昔芬 (4-OHT) 是他莫昔芬在体内的活性形式, 本研究采用 4-OHT进行实验。MTT实验检测 3-溴丙酮酸对

MCF-7/TR细胞活力的影响, 并通过显微镜观察细胞形态, 选用对MCF-7/TR细胞的无毒剂量进行研究; 检测 4-OHT

单用或联合 3-溴丙酮酸处理MCF-7/TR耐药细胞的 IC50, 计算逆转耐药倍数; 乳酸检测试剂盒检测MCF-7和MCF-7/

TR 细胞的乳酸水平 ; Western blot 实验检测 MCF-7 和 MCF-7/TR 细胞中葡萄糖转运蛋白 1 (glucose transporter 1,

GLUT1)、己糖激酶 2 (hexokinase 2, HK2)、乳酸脱氢酶A (lactate dehydrogenase A, LDHA) 的表达水平。结果显示,

40 μmol·L-1的 3-溴丙酮酸对MCF-7/TR细胞活力无明显影响; 3-溴丙酮酸可显著增加 4-OHT对MCF-7/TR耐药细胞

的抑制作用, 其逆转耐药倍数为 1.91倍; MCF-7/TR耐药细胞中乳酸水平和GLUT1、HK2、LDHA蛋白的表达显著高

于MCF-7细胞; 与单用 4-OHT相比, 联用 3-溴丙酮酸显著减少了MCF-7/TR耐药细胞中乳酸水平及GLUT1、HK2、

LDHA蛋白的表达。以上研究结果表明, 3-溴丙酮酸可增加MCF-7/TR耐药细胞对他莫昔芬的敏感性, 其机制与抑

制有氧糖酵解有关。
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3-Bromopyruvic acid increases the sensitivity of MCF-7/TR
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Abstract: We investigated the ability of 3-bromopyruvic acid to increase the sensitivity of tamoxifen-resistant

MCF-7/TR cells to tamoxifen and to explore the underlying mechanism. 4-Hydroxy tamoxifen (4-OHT) is the

active form of tamoxifen in vivo and was used in this study. The effect of 3-bromopyruvic acid on the viability of

MCF-7/TR cells was measured by MTT assay and the morphology of MCF-7/TR cells was observed with an inverted

microscope. The results show that 3-bromopyruvic acid at 40 μmol·L-1 has no significant effect on the viability of

MCF-7/TR cells, and this concentration was used in the subsequent experiments: 3-bromopyruvic acid significantly
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increased the inhibitory effect of 4-OHT on the viability of MCF-7/TR cells, with a reversal-fold of 1.91, as

determined by MTT assay; the lactate level, determined with a lactate detection kit, and the expression levels of

GLUT1, HK2, and LDHA in MCF-7/TR cells as measured by immunoblotting were significantly higher than in

MCF-7 cells; and compared with 4-OHT treatment alone, the combination treatment of 3-bromopyruvic acid and

4-OHT significantly reduced the lactate level and the expression of GLUT1, HK2, LDHA in MCF-7/TR cells. The

above results show that 3-bromopyruvic acid increases the sensitivity of MCF-7/TR cells to tamoxifen, and the

mechanism is related to the inhibition of aerobic glycolysis.
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乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤, 占所有癌症的

23%, 每年全球约有 100万新增病例[1], 研究发现, 其中

约 70% 的乳腺肿瘤呈现雌激素受体 α (ERα) 阳性[2]。

因此, 临床常采用选择性雌激素受体调节剂 (SERM)

竞争性结合雌激素受体进行治疗[3]。

他莫昔芬 (tamoxifen, TAM) 是最常用的选择性雌

激素受体调节剂。研究表明, 他莫昔芬或其主要活性

代谢物 4-羟基他莫昔芬 (4-OHT) 可拮抗雌激素受体,

阻碍DNA的合成和乳腺癌细胞对雌激素的反应性, 进

而促进细胞死亡[4,5]。临床调查显示, 他莫昔芬可有效

降低乳腺癌患者的死亡率[6]。但在治疗过程中, 约50%

的患者在使用他莫昔芬后产生耐药性并出现复发[7],

因此, 获得性他莫昔芬耐药成为目前乳腺癌治疗需解

决的关键问题。

肿瘤细胞的糖代谢与正常细胞不同, 即使在供氧

充足时, 也优先利用有氧糖酵解 (aerobic glycolysis) 将

葡萄糖转化为乳酸产能[8]。研究发现, 有氧糖酵解在

癌细胞耐药性发展中具有重要作用。在肿瘤耐药细胞

中, 通常观察到葡萄糖摄取和代谢增加, 有氧糖酵解增

强[9], 如表柔比星、紫杉醇和顺铂等化疗药物产生抗性

的耐药细胞往往呈现更高的有氧糖酵解表型[10,11], 他

莫昔芬耐药的乳腺癌细胞同样也表现出有氧糖酵解水

平升高[12]。而高有氧糖酵解水平可以促进肿瘤细胞的

生长增殖并减少药物诱导凋亡的作用, 促进肿瘤细胞

发生耐药[13]。因此, 抑制有氧糖酵解水平可能是逆转

耐药的潜在途径。

3-溴丙酮酸 (3-bromopyruvic acid, 3-BrPA) 是一种

烷基化化合物, 其对于糖酵解过程的己糖激酶Ⅱ和 3-

磷酸甘油醛脱氢酶等均具有抑制作用, 可抑制肿瘤细

胞有氧糖酵解, 减少ATP的产生从而抑制多种癌细胞

的生长[14]。已有研究证实, 3-BrPA可以提高肿瘤耐药

细胞对多柔比星、顺铂和 5-氟尿嘧啶等一线化疗药物

的敏感性[15]。因此, 本研究旨在考察 3-BrPA能否增加

乳腺癌耐药细胞对他莫昔芬的敏感性, 并探讨其作用

机制, 为临床应用有氧糖酵解小分子抑制剂治疗他莫

昔芬耐药提供理论依据。

材料与方法

实验细胞与试剂 人乳腺癌 MCF-7 细胞系购于

中国科学院昆明细胞库; 人乳腺癌他莫昔芬耐药细胞

MCF-7/TR购自美国ATCC公司; 4-OHT和乳酸检测试

剂盒均购自Abcam公司, 3-BrPA购自源叶生物公司; MTT

购于索莱宝公司; DMEM高糖 (4 500 mg·L-1) 培养基、

胎牛血清 (fetal bovine serum, FBS) 均购于 Gibco 公

司; 葡萄糖转运蛋白 1 (glucose transporter 1, GLUT1)、

己糖激酶 2 (hexokinase 2, HK2)、乳酸脱氢酶A (lactate

dehydrogenase A, LDHA) 抗 体 购 于 Cell Signaling

Technology公司; β-actin单克隆抗体、羊抗兔和羊抗鼠

IgG-HRP抗体均购于Bioworld公司。

细胞培养 MCF-7/TR 耐药细胞用含 1 μmol·L-1

他莫昔芬和 10% 胎牛血清的DMEM培养基继续培养

以维持其耐药性; 实验时提前用含 10%胎牛血清 (使

用活性炭吸附, 去除内源性类固醇) 的无酚红DMEM

培养基培养24 h后, 用此条件进行药物处理。

MTT 法检测 3-BrPA 对 MCF-7/TR 耐药细胞活

力的影响 将MCF-7/TR耐药细胞按照 8×103个/孔接

种于 96 孔板内 , 培养 24 h 后给予药物 3-BrPA (0、20、

40、80、160、320和 640 μmol·L-1) 作用 48 h, 另设阴性对

照 (control 组), 每组 5 个复孔。每孔加入 MTT 20 μL

孵育 4 h, 于酶标仪波长 490 nm 处测吸光度值 , 重复

3次, 将所得数据进行计算, 得出各浓度药物下的抑制

率 (inhibition rate, IR), IR/% = [(OD 对照组-OD3-溴丙酮酸组)/

OD 对照组]×100%。选用抑制率≤15% 的 3-BrPA 浓度为

无毒逆转剂量进行后续实验。

MTT法检测 3-BrPA对MCF-7/TR耐药的逆转作

用 将 MCF-7/TR 耐药细胞接种于 96 孔板内 (8×103

个/孔), 培养 24 h后给予药物 4-OHT (0、5、10、20、40和

80 μmol·L-1) 或 3-BrPA (40 μmol·L-1)+ 4-OHT (0、5、10、

20、40和 80 μmol·L-1) 作用 48 h, 另设阴性对照 (control

组), 每组 5个复孔。每孔加入MTT 20 μL孵育 4 h, 于

酶标仪波长 490 nm处测吸光度值, 分别计算 4-OHT和

4-OHT联用3-BrPA的 IC50, 并计算逆转耐药倍数 (RF) =

4-OHT组 IC50/4-OHT联合3-BrPA组 IC50。
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Western blot法检测蛋白表达 将MCF-7/TR细胞

接种于六孔板内, 培养 24 h后按照实验分组 (MCF-7、

MCF-7+4-OHT、MCF-7/TR、MCF-7/TR+4-OHT、MCF-7/

TR+3-BrPA 和 MCF-7/TR+3-BrPA+4-OHT) 给药, 其中

4-OHT 浓度为 1 μmol·L-1, 3-BrPA 浓度为 40 μmol·L-1。

给药 48 h后, 向六孔板内加入预先配置的细胞裂解液

(RIPA∶PMSF=99∶1) 裂解细胞, 提取各给药组细胞总

蛋白离心, 收集上清液并进行BCA蛋白含量检测。按

照 40 μg 共 20 μL上样各组蛋白进行凝胶电泳, 采用湿

转法转膜后用 2% BSA封闭 90 min。封闭完成后按照

抗体说明书稀释一抗并孵育过夜, 次日用 1×TBST洗

涤, 再加入二抗 (1∶10 000) 室温孵育 90 min, 避光加入

化学发光液 , 采用自动凝胶成像系统 (Bio-Rad) 获取

图像, 并使用 Image Lab 分析软件计算蛋白印迹结果

的灰度值。

乳酸检测试剂盒检测乳酸含量 按照试剂盒说明

书制作标准曲线, 将MCF-7/TR细胞接种于六孔板内,

培养 24 h 后按照实验分组 (MCF-7、MCF-7+4-OHT、

MCF-7/TR、MCF-7/TR+4-OHT、MCF-7/TR+3-BrPA 和

MCF-7/TR+3-BrPA+4-OHT) 给药 48 h 后收集各组细

胞, 计数。按照每组 1×106个收集细胞离心, 弃上清后

加入Lactate Assay Buffer 150 μL并置于-80 ℃反复冻

融 3次, 每次 15 min。4 ℃离心, 收集上清, 加入高氯酸

与氢氧化钾调 pH值至 6.5～8, 再次离心, 收集上清作

为乳酸测定样品。按照每 50 μL中含有 46 μL Lactate

Assay Buffer、2 μL Enzyme Mix 以及 2 μL 探针的比

例配置混合液 , 将混合液加入样品中室温避光孵育

30 min后, 于570 nm处测定吸光度值。

统计学处理 采用 SPSS 19.0 对重复 3 次的实验

数据进行处理和分析, 采用 t检验进行两样本之间比

较, 釆用单因素方差分析进行多组间比较, 实验结果以

均值±标准差表示, P<0.05表示差异具有统计学意义。

结果

1 3-BrPA逆转耐药浓度的确定

MTT实验结果显示, 3-BrPA (20～640 μmol·L-1) 呈

浓度依赖性抑制MCF-7/TR耐药细胞的活力。3-BrPA

浓度低于 80 μmol·L-1 对 MCF-7/TR 细胞的抑制率较

低 (图 1A)。随后 , 本研究进一步给予 20、40、60、80、

100 和 120 μmol·L-1 3-BrPA 处理 MCF-7/TR 细胞 48 h,

于显微镜下观察各组细胞形态 (图 1B)。结果显示 ,

40 μmol·L-1 的 3-BrPA 对 MCF-7/TR 耐药细胞活力的

抑制率为 14.18% ± 1.03%, 小于 15%, 且该浓度对细胞

形态无明显影响, 因此选择其为逆转耐药浓度进行后

续实验。

2 3-BrPA 增加 4-OHT 对 MCF-7/TR 细胞活力的抑

制作用

结果显示 , 4-OHT 单独作用 MCF-7/TR 耐药细胞

的 IC50 为 (33.30 ± 0.23) μmol·L-1, 4-OHT 联用 3-BrPA

(40 μmol·L-1) 作 用 MCF-7/TR 耐 药 细 胞 的 IC50 为

(17.39 ± 0.22) μmol·L-1, RF为1.91倍 (图2)。3-BrPA与

4-OHT 联合使用, 可显著增强 MCF-7/TR 耐药细胞对

他莫昔芬的敏感性。

3 3-BrPA对MCF-7/TR耐药细胞中乳酸含量的影响

乳酸检测结果显示, MCF-7/TR耐药细胞的乳酸水

平显著高于MCF-7细胞; 给予1 μmol·L-1 4-OHT作用后,

MCF-7/TR耐药细胞中乳酸含量增加, 给予 40 μmol·L-1

Figure 1 The inhibitory effect of 3-bromopyruvic acid (3-BrPA)

on the viability of MCF-7/TR cells. A: The inhibitory effects of

20, 40, 80, 160, 320, 640 μmol·L-1 3-BrPA on MCF-7/TR cells

were detected by MTT assay. B: The effects of 20, 40, 60, 80, 100,

120 μmol·L-1 3-BrPA on the morphology of MCF-7/TR cells were

observed by microscope (×100), scale bar = 100 μm. n = 3,
-
x ± s

Figure 2 The effect of 3-BrPA on the sensitivity of MCF-7/TR

cells to 4-hydroxy tamoxifen (4-OHT). n = 3,
-
x ± s. **P<0.01 vs

4-OHT treated group
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3-BrPA, MCF-7/TR耐药细胞中乳酸含量降低, 1 μmol·L-1

4-OHT 联用 40 μmol·L-1 3-BrPA 后 MCF-7/TR 耐药细

胞中乳酸含量与单用4-OHT组或对照组相比显著减少

(图3)。

4 3-BrPA对MCF-7/TR耐药细胞中GLUT1、HK2和

LDHA表达的影响

Western blot结果显示, 与MCF-7细胞相比, MCF-7/

TR耐药细胞中GLUT1、HK2、LDHA蛋白呈现高表达;

给予 1 μmol·L-1 4-OHT 作用后 , MCF-7 细胞中蛋白表

达无明显变化, 而MCF-7/TR耐药细胞中蛋白表达显著

增加 ; 3-BrPA 可降低 MCF-7/TR 耐药细胞中 GLUT1、

HK2和LDHA的表达; 与单用4-OHT组或对照组相比,

4-OHT 联用 3-BrPA 后 GLUT1、HK2 和 LDHA 蛋白的

表达显著减少 (P<0.01) (图 4)。表明 3-BrPA可通过抑

制糖酵解从而增加MCF-7/TR耐药细胞对他莫昔芬的

敏感性。

讨论

长期以来, 基于他莫昔芬的辅助内分泌治疗一直

是临床治疗ER阳性乳腺癌的主要方案[16]。然而, 在治

疗乳腺癌的过程中, 获得性耐药问题严重限制了他莫

昔芬的临床应用, 成为 ER 阳性乳腺癌治疗的难点问

题。因此, 亟需寻找攻克他莫昔芬耐药的治疗策略, 提

高耐药患者的治疗效果和生存率。

有氧糖酵解水平在肿瘤细胞中升高与癌症进展和

治疗抵抗有关[17,18], 通过靶向抑制有氧糖酵解可增加耐

药细胞对化疗的敏感性, 提高化疗药物的杀伤作用[19]。

靶向糖酵解的抑制剂有氧化硫胺、3-BrPA和伊马替尼

等[20]。其中, 3-BrPA作为抑制糖酵解关键限速酶的选

择性抑制剂, 在体内外研究中都表现出良好的抗肿瘤

活性, 而对正常的细胞和组织几乎没有毒性[21], 且其与

顺铂、多柔比星、柔红霉素和 5-氟尿嘧啶等化疗药物联

用也已被证实可提高耐药细胞的化疗敏感性[22]。因

此, 本研究选用 3-BrPA作用乳腺癌他莫昔芬耐药细胞

MCF-7/TR, 考察其是否具有增敏他莫昔芬的作用。结

果显示, 选用无毒剂量的 3-BrPA联用 4-OHT可显著增

强 4-OHT对耐药细胞活力的抑制作用, 其逆转耐药倍

数为 1.91倍。研究发现, 有氧糖酵解水平升高的耐药

细胞将大量葡萄糖分解的丙酮酸转化为乳酸[23], 乳酸

排出细胞外产生的酸性微环境使癌细胞对化疗药物敏

感性降低[24]。因此 , 本研究检测了 MCF-7 和 MCF-7/

TR耐药细胞的乳酸水平以及他莫昔芬联用 3-BrPA对

MCF-7/TR耐药细胞中有氧糖酵解代谢主产物乳酸水

平的影响。结果显示, MCF-7/TR耐药细胞的乳酸水平

显著高于 MCF-7细胞; 单用 4-OHT增加了 MCF-7/TR

耐药细胞乳酸的产生, 给予3-BrPA可显著减少MCF-7/

TR耐药细胞的乳酸含量, 两者联用与单用4-OHT组或

对照组相比乳酸含量显著减少, 该结果提示 3-BrPA增

敏机制可能与抑制有氧糖酵解有关。

GLUT1、HK2 和 LDHA 是糖酵解途径的关键酶 ,

GLUT1为最早发现的葡萄糖转运蛋白, 其位于细胞膜

上 , 将大量葡萄糖转运到细胞内促进有氧糖酵解[25];

HK2 是糖酵解的第一限速酶 , 可催化葡萄糖磷酸化 ,

对于维持肿瘤细胞高效率糖酵解, 促进细胞增殖具有

重要作用[26]; 而 LDHA 是糖酵解中的主要同工酶 , 其

将丙酮酸代谢为乳酸改变肿瘤细胞微环境从而促进肿

瘤细胞生长和浸润[27]。为了进一步证实3-BrPA的增敏

作用与抑制有氧糖酵解有关, 本研究检测了他莫昔芬联

用 3-BrPA对GLUT1、HK2和LDHA蛋白表达的影响。

Figure 3 The lactate production in MCF-7 and MCF-7/TR cells.

n = 3,
-
x ± s. **P<0.01

Figure 4 The expression of glucose transporter 1 (GLUT1),

hexokinase 2 (HK2), lactate dehydrogenase A (LDHA) in MCF-7

and MCF-7/TR cells. n = 3,
-
x ± s. *P<0.05, **P<0.01
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免疫印迹结果显示, 与MCF-7细胞相比, MCF-7/TR耐

药细胞中有氧糖酵解相关蛋白GLUT1、HK2和LDHA

呈现高表达, 且给予 4-OHT后 GLUT1、HK2和 LDHA

进一步增加, 这一结果可能与获得性耐药的乳腺肿瘤

可利用他莫昔芬来刺激其生长有关[28], 单用 3-BrPA可

显著减少上述蛋白的表达; 与单用 4-OHT或对照组相

比 , 二者联用可显著降低 MCF-7/TR 细胞中 GLUT1、

HK2和LDHA蛋白的表达, 表明 3-BrPA是通过抑制有

氧糖酵解增强MCF-7/TR对他莫昔芬的敏感性。

综上所述, 本研究表明, 3-BrPA 可通过抑制有氧

糖酵解水平增强乳腺癌他莫昔芬耐药细胞对他莫昔芬

的敏感性, 3-BrPA有望作为耐药增敏剂应用于乳腺癌

他莫昔芬耐药患者的治疗。
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