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摘要：目的　探讨楝酰胺（Ｒｏｃ－Ａ）对乳腺癌ＭＣＦ－７／ＰＴＸ细胞株紫杉醇（ＰＴＸ）
耐药的影响及其作用机制。方法　以乳腺癌 ＭＣＦ－７细胞为研究对象，用 ＰＴＸ
低浓度加量持续诱导法获得 ＰＴＸ耐药株 ＭＣＦ－７／ＰＴＸ，用四甲基偶氮唑蓝
（ＭＴＴ）法测定ＭＣＦ－７／ＰＴＸ细胞株的耐药指数及Ｒｏｃ－Ａ对ＭＣＦ－７／ＰＴＸ细胞
株增殖活性的影响及耐药逆转倍数。将ＭＣＦ－７／ＰＴＸ细胞株分为对照组（正常
培养的细胞）、ＰＴＸ组（４０８ｎｍｏｌ·Ｌ－１ ＰＴＸ）、ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｌ组（４０８
ｎｍｏｌ·Ｌ－１ＰＴＸ＋２５ｎｍｏｌ·Ｌ－１Ｒｏｃ－Ａ）、ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｍ组（４０８ｎｍｏｌ·Ｌ－１

ＰＴＸ＋５０ｎｍｏｌ·Ｌ－１Ｒｏｃ－Ａ）和 ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｈ组（４０８ｎｍｏｌ·Ｌ－１ＰＴＸ＋
１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１Ｒｏｃ－Ａ）。用流式细胞术检测细胞凋亡情况，用免疫荧光法检测
细胞自噬相关蛋白ＬＣ３的相对表达水平，用蛋白质印迹法检测细胞凋亡相关蛋
白Ｂ细胞淋巴瘤－２相关Ｘ蛋白（Ｂａｘ）和自噬相关蛋白自噬微管相关蛋白轻链
３（ＬＣ３）的相对表达水平。结果　成功构建乳腺癌 ＰＴＸ耐药细胞株 ＭＣＦ－７／
ＰＴＸ，耐药指数为５４９；Ｒｏｃ－Ａ可呈浓度依赖性抑制 ＭＣＦ－７／ＰＴＸ细胞株增殖
活性，而不同浓度（２５、５０、１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１）Ｒｏｃ－Ａ对 ＭＣＦ－７／ＰＴＸ细胞株 ＰＴＸ
耐药性的逆转倍数分别为１５７、２６８和６１６。对照组、ＰＴＸ组、ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－
Ｌ组、ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｍ组和 ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｈ组的细胞凋亡率分别为
（４７５±２１０）％、（２１７９±３６１）％、（３２５４±３４３）％、（３９８２±３２６）％和
（５５６１±４２２）％，ＬＣ３荧光相对表达水平分别为 １００±００８、０７７±００６、
０６０±００６、０４１±００４和 ０２６±００３，Ｂａｘ蛋白相对表达水平分别为
０１２±００４、０２５±００９、０４８±０１０、０８６±０１２和１１０±０１３，ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ
蛋白比值分别为 ６５２±０２７、３７５±０２３、１７６±０１７、１３１±０１０和
１０２±００６。ＰＴＸ组、ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｍ组、ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｌ组、ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－
Ａ－Ｈ组的上述指标与对照组比较，在统计学上差异均有统计学意义（均
Ｐ＜００５）；ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｍ组、ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｌ组、ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｈ组的
上述指标与ＰＴＸ组比较，在统计学上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜００５），并呈
剂量依赖性。结论　Ｒｏｃ－Ａ能逆转乳腺癌耐药细胞株ＭＣＦ－７／ＰＴＸ对ＰＴＸ的
耐药性，其机制可能与降低自噬有关。
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Ａ－Ｍ ｇｒｏｕｐ，ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｈｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ（ａｌｌ
Ｐ＜００５）；ｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｉｎｔｈｅＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｌｇｒｏｕｐ，ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－ＭｇｒｏｕｐａｎｄＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｈ
ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅＰＴＸｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌＰ＜００５），
ｓｈｏｗｉｎｇａｄｏｓｅ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｒｏｃ－Ａｃａｎｒｅｖｅｒｓｅｔｈｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｄｒｕｇ
ｒｅｓｉｓｔａｎｔｃｅｌｌｌｉｎｅＭＣＦ－７／ＰＴＸｔｏＰＴＸ，ａｎｄｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｒｅｄｕｃｔｉｏｎｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｒｏｃａｇｌａｍｉｄｅｌ；ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ；ｒｅｓｉｓｔａｎｔｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ａｕｔｏｐｈａｇｙ

　　乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一［１］。化

疗在乳腺癌的常规治疗中起着至关重要的作用。

然而，化疗药物的多药耐药，极大地限制了药物的

临床疗效［２］。紫杉醇（ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ，ＰＴＸ）是临床治疗
乳腺癌的常用化疗药物，通过诱导与促进微管蛋白

聚合，抑制癌细胞的有丝分裂和促进细胞凋亡，从

而 发 挥 抗 癌 作 用［３］。 楝 酰 胺 （ｒｏｃａｇｌａｍｉｄｅ，
Ｒｏｃ－Ａ）是从楝科植物中分离出来的天然化合物，
具有天然抗肿瘤活性［４－６］。自噬是一种溶酶体介

导的生物降解过程，调控着细胞内的稳定状态。研

究发现，在药物治疗肿瘤的过程中肿瘤细胞的自噬

信号通路被激活，提高其对药物的耐受性，阻碍药

物诱导的细胞凋亡［７－８］。本研究以ＭＣＦ－７／ＰＴＸ
耐药株作为研究对象，探讨 Ｒｏｃ－Ａ是否改善乳腺
癌耐药细胞株ＭＣＦ－７／ＰＴＸ对 ＰＴＸ耐药性及其作
用机制是否与调节自噬有关，旨在为克服乳腺癌耐

药的药物研究提供实验依据，并为临床用药提供数

据支持。

材料与方法

１　材料
细胞　人乳腺癌细胞系 ＭＣＦ－７细胞，购自中国

科学院上海细胞库。

试剂　四甲基偶氮唑蓝（ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ，
ＭＴＴ）检测试剂盒，购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ－ＦＩＴＣ细胞凋亡检测试剂盒，购自上海碧云天生物
技术有限公司；抗荧光淬灭封片液［含核酸染料

（ｄｉｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＤＡＰＩ）］、二辛可酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｎｃ
ａｃｉｄ，ＢＣＡ）蛋白浓度测定试剂盒，均购自北京索莱宝
科技有限公司；裂解的胱天蛋白酶 －３（ｃｌｅａｖｅｄ
ｃｙｓｔｅｉｎｅａｓｐａｒｔａｔｅｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－３，ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３）抗
体、Ｂ细胞淋巴瘤－２相关Ｘ蛋白（Ｂｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ－２
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）抗体、Ｂ细胞淋巴瘤－２（Ｂ
ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ－２，Ｂｃｌ－２）抗体、自噬微管相关蛋白轻
链 ３（ａｕｔｏｐｈａｇｙｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｌｉｇｈｔ
ｃｈａｉｎｓ３，ＬＣ３）抗体、自噬效应蛋白（ａｕｔｏｐｈａｇｙｅｆｆｅｃｔｏｒ
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ｐｒｏｔｅｉｎＢｅｃｌｉｎ１，Ｂｅｃｌｉｎ１）抗体和自噬体吞噬蛋白
（ａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎｐ６２，ｐ６２）抗体，均
购自英国Ａｂｃａｍ公司。

仪器　ＭＣＯ－１８ＡＣＣＯ２培养箱，日本松下公司产
品；Ｆ２００酶标分析仪，瑞士 ＴＥＣＡＮ公司产品；
ＮｏｖｏＣｙｔｅ２０４０Ｒ流式细胞仪，美国ＡＣＥＡ公司产品。
２　实验方法
２１　细胞培养与耐药细胞株的构建［５］

将亲本 ＭＣＦ－７细胞复苏在含１０％胎牛血清的
ＲＰＭＩ－１６４０培养基中，于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培
养传代。用ＰＴＸ低浓度加量持续诱导法诱导ＭＣＦ－７
细胞建立 ＰＴＸ耐药株 ＭＣＦ－７／ＰＴＸ。ＭＣＦ－７／ＰＴＸ
细胞的培养方法同ＭＣＦ－７细胞。
２２　ＭＴＴ法检测耐药株药敏性［２］

分别收集对数期的耐药株ＭＣＦ－７／ＰＴＸ细胞及其
亲本ＭＣＦ－７细胞接种于９６孔板中，不同浓度ＰＴＸ（０、
５、１０、２０、４０、８０、１６０ｎｍｏｌ·Ｌ－１）处理２４ｈ，取出培养板，
每孔加入ＭＴＴ试剂１０μＬ，培养箱中继续培养４ｈ，小心
弃去培养基，每孔加入甲瓒溶解液 １５０μＬ后振荡
１０ｍｉｎ，用酶标仪测定各孔在４９０ｎｍ波长处的光密度
值。计算各组细胞增殖率，绘制折线图，并分别计算

ＰＴＸ对亲本细胞及耐药株的半数抑制浓度（５０％ ｉｎｈｉ
ｂｉｔｉｎｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０）值（ａ和ｂ），耐药指数（ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｉｎｄｅｘ，ＲＩ）＝ｂ／ａ，ＲＩ＞５则认为耐药细胞系构建成功。
２３　ＭＴＴ法检测 Ｒｏｃ－Ａ对耐药株 ＭＣＦ－７／ＰＴＸ
细胞增殖活性的影响［２］

收集对数期的耐药株 ＭＣＦ－７／ＰＴＸ细胞接种于
９６孔板中，不同浓度 Ｒｏｃ－Ａ（０、６２５、１２５０、２５００、
５０００、１００００、２００００ｎｍｏｌ·Ｌ－１）处理２４ｈ，后续检
测方法同“２２”项下。计算各组细胞增殖率，绘制折
线图。为排除细胞增殖抑制作用是由Ｒｏｃ－Ａ引起的
情况，本研究选择细胞增殖活性约为９０％的药物浓度
作为低浓度，按照１∶２∶４比例，设置低、中、高剂量，即
２５、５０、１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１。
２４　ＭＴＴ法检测 Ｒｏｃ－Ａ对 ＭＣＦ－７／ＰＴＸ细胞
ＰＴＸ耐药的逆转作用［２］

收集对数期的耐药株 ＭＣＦ－７／ＰＴＸ细胞接种于
９６孔板中，随机将ＭＣＦ－７／ＰＴＸ细胞分为４组：ＭＣＦ－７／
ＰＴＸ组、ＭＣＦ－７／ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｌ组、ＭＣＦ－７／
ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｍ组和 ＭＣＦ－７／ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｈ
组，分别用不同浓度 ＰＴＸ（０、５、１０、２０、４０、８０、１６０
ｎｍｏｌ·Ｌ－１）处理 ２４ｈ，后续检测方法同“２２”项下。
计算各组细胞增殖率，绘制折线图，并分别计算出对

照组的 ＩＣ５０值和实验组的 ＩＣ５０值，再依次计算出

Ｒｏｃ－Ａ对耐药株 ＭＣＦ－７／ＰＴＸ的耐药逆转倍数，耐
药逆转倍数＝对照组ＩＣ５０／实验组ＩＣ５０。
２５　流式细胞术检测各组细胞凋亡情况［９］

收集对数期的耐药株ＭＣＦ－７／ＰＴＸ细胞接种于６
孔板中，随机将ＭＣＦ－７／ＰＴＸ细胞分为５组：对照组（正
常培养的细胞）、ＰＴＸ组（４０８ｎｍｏｌ·Ｌ－１ＰＴＸ）、ＰＴＸ＋
Ｒｏｃ－Ａ－Ｌ组（４０８ｎｍｏｌ·Ｌ－１ＰＴＸ＋２５ｎｍｏｌ·Ｌ－１

Ｒｏｃ－Ａ）、ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｍ组（４０８ｎｍｏｌ·Ｌ－１ＰＴＸ＋
５０ｎｍｏｌ·Ｌ－１ Ｒｏｃ－Ａ）和 ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｈ组
（４０８ｎｍｏｌ·Ｌ－１ＰＴＸ＋１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１Ｒｏｃ－Ａ），药物作
用２４ｈ后收集各组细胞，取１×１０６个细胞，磷酸盐缓冲溶
液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）２００μＬ重悬，加入Ａｎ
ｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ１０μＬ和ＰＩ１０μＬ孵育３０ｍｉｎ后进行流
式检测，用ＮｏｖｏＥｘｐｒｅｓｓ分析软件进行分析。
２６　免疫荧光法观察自噬标志蛋白ＬＣ３表达情况［９］

药物分组及药物处理同“２５”项下，药物作用
２４ｈ后，分别用４％多聚甲醛１ｍＬ室温固定３０ｍｉｎ，
０５％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００１ｍＬ室温通透３０ｍｉｎ，５％ ＢＳＡ
１ｍＬ，３７℃封闭１ｈ，用 ＰＢＳ稀释１００倍的 ＬＣ３抗体
１ｍＬ４℃ 孵育过夜，用ＰＢＳ稀释２００倍的ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ
４８８标记的山羊抗兔二抗１ｍＬ３７℃ 孵育１ｈ，抗荧光
淬灭封片液３００μＬ（含ＤＡＰＩ），用荧光显微镜观察拍照。
２７　用蛋白质印迹法检测各组细胞相关蛋白相对表
达水平［８］

药物分组及药物处理同“２５”项下，药物作用
２４ｈ后收集各组细胞，用ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒定
量蛋白。将待测蛋白以每孔２０μｇ上样进行电泳，转
膜后加入５％脱脂牛奶室温封闭２ｈ，分别加入甘油
醛－３－磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）抗体、ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３抗
体、Ｂａｘ抗体、Ｂｃｌ－２抗体、ＬＣ３抗体、Ｂｅｃｌｉｎ１抗体和
ｐ６２抗体（１∶１０００稀释），４℃过夜，加入膜与辣根过氧
化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记的山羊抗兔／
鼠二抗（１∶１×１０４稀释），室温孵育１ｈ，滴加ＥＣＬ发光
液显色。以ＧＡＰＤＨ作为上样参照，用ＩｍａｇｅＪ软件分
析待测蛋白的相对表达水平。

３　统计学处理
用 ＳＰＳＳ２５０软件进行统计分析。计量资料以

珋ｘ±ｓ表示。多组间分析用单因素方差分析，２组间比
较用ｔ检验。

结　　果

１　耐药株ＭＣＦ－７／ＰＴＸ药敏性鉴定
ＰＴＸ对 亲 本 ＭＣＦ－７细 胞 的 ＩＣ５０值 为
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１４８６ｎｍｏｌ·Ｌ－１，对耐药株 ＭＣＦ－７／ＰＴＸ细胞的
ＩＣ５０值为８１５９，耐药指数为５４９，结果见图１Ａ。
２　Ｒｏｃ－Ａ对耐药株 ＭＣＦ－７／ＰＴＸ细胞增殖活性
的影响

如图１Ｂ所示，Ｒｏｃ－Ａ对ＭＣＦ－７／ＰＴＸ细胞的抑
制率呈剂量依赖升高，ＩＣ５０值为 ４９６８７ｎｍｏｌ·Ｌ

－１。

为排除细胞增殖抑制作用是由 Ｒｏｃ－Ａ引起的，本研
究后续实验选择细胞增殖活性约为９０％的药物浓度
作为低浓度，按照１∶２∶４比例，设置低、中、高剂量组，
即２５、５０、１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１。
３　Ｒｏｃ－Ａ对 ＭＣＦ－７／ＰＴＸ细胞 ＰＴＸ耐药的逆转
作用

ＭＣＦ－７／ＰＴＸ组为常规培养，ＭＣＦ－７／ＰＴＸ＋
Ｒｏｃ－Ａ－Ｌ组、ＭＣＦ－７／ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｍ组和
ＭＣＦ－７／ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｈ 组分别用 ２５、５０、
１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１Ｒｏｃ－Ａ处理２４ｈ，然后分别用不同浓
度ＰＴＸ（０、５、１０、２０、４０、８０、１６０ｎｍｏｌ·Ｌ－１）处理２４ｈ。

如图 １Ｃ所示，ＭＣＦ－７／ＰＴＸ组的 ＩＣ５０值为
７６６４ｎｍｏｌ·Ｌ－１，ＭＣＦ－７／ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ低、中、高剂
量实验组的ＩＣ５０值分别为４８８２、２８５５、１２４４ｎｍｏｌ·Ｌ

－１，

　　　

Ｒｏｃ－Ａ对ＭＣＦ－７／ＰＴＸ细胞ＰＴＸ耐药的逆转倍数分别
为１５７、２６８和６１６，且Ｒｏｃ－Ａ浓度越高，逆转倍数越大。
４　Ｒｏｃ－Ａ联合 ＰＴＸ对 ＭＣＦ－７／ＰＴＸ细胞凋亡的
影响

如图２所示，对照组、ＰＴＸ组、ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｌ
组、ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｍ组和ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｈ组的细
胞凋亡率分别为（４７５±２１０）％、（２１７９±３６１）％、
（３２５４±３４３）％、（３９８２±３２６）％和（５５６１±４２２）％。
与对照组比较，ＰＴＸ组、ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｌ组、ＰＴＸ＋
Ｒｏｃ－Ａ－Ｍ组和ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｈ组细胞的凋亡水
平均显著升高（均 Ｐ＜００５）；与 ＰＴＸ组比较，ＰＴＸ＋
Ｒｏｃ－Ａ－Ｌ组、ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｍ组和 ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－
Ａ－Ｈ组细胞的凋亡水平均显著升高（均 Ｐ＜００５），
并呈剂量依赖性。

５　Ｒｏｃ－Ａ联合ＰＴＸ对ＭＣＦ－７／ＰＴＸ细胞ｃｌｅａｖｅｄ－
ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ－２蛋白表达的影响

如表１所示，与对照组比较，ＰＴＸ组、ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－
Ａ－Ｌ组、ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｍ组和ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｈ组
ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白和Ｂａｘ蛋白表达均显著升高
（均 Ｐ＜００５），Ｂｃｌ－２蛋白表达均显著降低（均
　　　　

图 １　用四甲基偶氮唑蓝法检测细胞活性
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｃｅｌｌａｃｔｉｖｉｔｙｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍａｓｓａｙ
Ａ：ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆｐａｒｅｎｔＭＣＦ－７ｃｅｌｌｓａｎｄｄｒｕｇ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔＭＣＦ－７／ＰＴＸｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＰＴＸ；Ｂ：ＥｆｆｅｃｔｏｆＲｏｃ－Ａｏｎ

ｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆｄｒｕｇ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔＭＣＦ－７／ＰＴＸｃｅｌｌｓ；Ｃ：ＲｅｖｅｒｓｅｅｆｆｅｃｔｏｆｒｏｃａｇｌａｍｉｄｅｏｎｐａｃｌｉｔａｘｅｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎＭＣＦ－７／ＰＴＸｃｅｌｌｓ

图 ２　楝酰胺（Ｒｏｃ－Ａ）联合紫杉醇（ＰＴＸ）对ＭＣＦ－７／ＰＴＸ细胞凋亡的影响
Ｆｉｇｕｒｅ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｒｏｃａｇｌａｍｉｄｅ（Ｒｏｃ－Ａ）ｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｐａｃｌｉｔａｘｅｌ（ＰＴＸ）ｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＭＣＦ－７／ＰＴＸｃｅｌｌｓ
Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｃｕｌｔｕｒｅｄｎｏｒｍａｌｌｙ；ＰＴＸｇｒｏｕｐ：４０８ｎｍｏｌ·Ｌ－１ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ；ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｌｇｒｏｕｐ：４０８ｎｍｏｌ·Ｌ－１ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ＋２５ｎｍｏｌ·Ｌ－１ｒｏｃａ

ｇｌａｍｉｄｅ；ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｍｇｒｏｕｐ：４０８ｎｍｏｌ·Ｌ－１ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ＋５０ｎｍｏｌ·Ｌ－１ｒｏｃａｇｌａｍｉｄｅ；ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｈｇｒｏｕｐ：４０８ｎｍｏｌ·Ｌ－１ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ＋

１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１ｒｏｃａｇｌａｍｉｄｅ
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ１１Ｊｕｎｅ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３３）

Ｐ＜００５）；与 ＰＴＸ组比较，ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｌ组、
ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｍ组和 ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｈ组细胞
ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白和Ｂａｘ蛋白表达均显著升高
（均Ｐ＜００５），Ｂｃｌ－２蛋白表达均显著降低（均
Ｐ＜００５），并呈剂量依赖性。
６　免疫荧光观察自噬标志蛋白ＬＣ３表达情况

如图３所示，对照组、ＰＴＸ组、ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｌ
组、ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｍ组和ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｈ组的荧
光相对表达水平分别为 １００±００８、０７７±００６、
０６０±００６、０４１±００４和０２６±００３。与对照组比
较，各组细胞的 ＬＣ３荧光表达强度均显著降低（均
Ｐ＜００５）；与ＰＴＸ组比较，ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｌ组、ＰＴＸ＋

Ｒｏｃ－Ａ－Ｍ组和ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｈ组细胞的ＬＣ３荧光
表达强度均显著降低（均Ｐ＜００５），并呈剂量依赖性。
７　Ｒｏｃ－Ａ联合 ＰＴＸ对 ＭＣＦ－７／ＰＴＸ细胞 ＬＣ３、
Ｂｅｃｌｉｎ１和ｐ６２自噬蛋白表达水平的影响

如表２所示，与对照组比较，各组细胞 ＬＣ３Ⅱ／
ＬＣ３Ⅰ比值和Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白相对表达水平均显著降低
（均Ｐ＜００５），ｐ６２相对蛋白表达水平均显著升高（均
Ｐ＜００５）；与ＰＴＸ组比较，ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｌ组、ＰＴＸ
＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｍ组和 ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｈ组细胞 ＬＣ３
Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值和 Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白相对表达水平均显著
降低（均Ｐ＜００５），ｐ６２蛋白相对表达水平均显著升
高（均Ｐ＜００５），并呈剂量依赖性。

表１　Ｒｏｃ－Ａ联合ＰＴＸ对ＭＣＦ－７／ＰＴＸ细胞凋亡蛋白表达的影响 （珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＲｏｃ－ＡｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＰＴＸｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＭＣＦ－７／ＰＴＸｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｄｏｓｅ（ｎｍｏｌ·Ｌ－１） ｎ Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３ Ｂａｘ Ｂｃｌ－２

Ｃｏｎｔｒｏｌ － ３ ００４±００３ ０１２±００４ ０６２±００６
ＰＴＸ － ３ ０１０±００３ ０２５±００９ ０４８±００９

ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｌ ２５ ３ ０２１±００７＃ ０４８±０１０＃ ０２７±００８＃

ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｍ ５０ ３ １０３±０１１＃ ０８６±０１２＃ ０１６±００７＃

ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｈ １００ ３ １６２±０１２＃ １１０±０１３＃ ０１１±００６＃

Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３：Ｃｌｅａｖｅｄｃｙｓｔｅｉｎｅａｓｐａｒｔａｔｅｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－３；Ｂａｘ：Ｂｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ－２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ；Ｂｃｌ－２：Ｂｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ－２；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＰＴＸｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５

图 ３　Ｒｏｃ－Ａ联合ＰＴＸ对ＭＣＦ－７／ＰＴＸ细胞自噬标志蛋白自噬微管相关蛋白轻链３表达的影响（×２００）
Ｆｉｇｕｒｅ３　 ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＲｏｃ－ＡｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＰＴＸｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎａｕｔｏｐｈａｇｙｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｌｉｇｈｔｃｈａｉｎｓ３ｉｎＭＣＦ－７／ＰＴＸｃｅｌｌｓ（×２００）

表２　Ｒｏｃ－Ａ联合ＰＴＸ对ＭＣＦ－７／ＰＴＸ细胞自噬蛋白表达的
影响 （珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＲｏｃ－ＡｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＰＴＸｏｎａｕｔｏｐｈａｇｙ
ｐｒｏｔｅｉｎｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＭＣＦ－７／ＰＴＸｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｂｅｃｌｉｎ１ ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ ｐ６２

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０９５±０１０ ６５２±０２７ ００９±００４
ＰＴＸ ０３７±００８ ３７５±０２３ ０６２±０１０

ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｌ ０２０±００５＃ １７６±０１７＃ １０３±０１１＃

ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｍ ０１１±００４＃ １３１±０１０＃ １３５±０１２＃

ＰＴＸ＋Ｒｏｃ－Ａ－Ｈ ００３±００１＃ １０２±００６＃ １６３±０１４＃

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；Ｂｅｃｌｉｎ１：ＡｕｔｏｐｈａｇｙｅｆｆｅｃｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎＢｅｃｌｉｎ１；

ＬＣ３：Ａｕｔｏｐｈａｇｙｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｌｉｇｈｔｃｈａｉｎｓ３；ｐ６２：Ａｕｔｏ

ｐｈａｇｏｓｏｍｅｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎ ｐ６２； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，
Ｐ＜００５；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＰＴＸｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５

讨　　论

乳腺癌是一种常见的恶性肿瘤。ＰＴＫ是乳腺癌
化学治疗的一线药物，其耐药性与肿瘤治疗的矛盾日

益突出［１０］。克服耐药一直是相关科研工作者必须思

考的问题。

Ｒｏｃ－Ａ具有较好的抗癌或细胞毒性。研究发
现，Ｒｏｃ－Ａ可通过激活凋亡通路，抑制自噬和活性氧
的产生，诱导结直肠癌细胞凋亡［１１］。本研究发现，

Ｒｏｃ－Ａ对ＭＣＦ－７／ＰＴＸ耐药细胞株具有一定的抗肿
瘤活性，并且Ｒｏｃ－Ａ联合 ＰＴＸ能逆转乳腺癌耐药细



１５７４　 中 国 临 床 药 理 学 杂 志　
第４１卷　第１１期　２０２５年６月（总第４３３期）　　　　

胞株ＭＣＦ－７／ＰＴＸ的多药耐药性。
自噬是一种细胞在受到不良生长环境刺激时的

重要保护机制。研究表明，自噬与肿瘤细胞的发生发

展密切相关，在肿瘤发展不同阶段，自噬所扮演的角

色也不同，在肿瘤起始阶段，自噬抑制肿瘤的形成，在

肿瘤发展阶段，自噬促进肿瘤细胞存活及耐药［１２－１５］。

自噬的完成需要多种自噬相关因子参与，其中 ＬＣ３、
Ｂｅｃｌｉｎ１和ｐ６２是自噬形成与发生的重要标志物［１６］。

细胞凋亡是一种细胞自发性的程序性死亡的过程，与

肿瘤的发生发展密切相关，其中 Ｂａｘ、Ｂｃｌ－２和
ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｐａｓｅ－３是凋亡过程的关键蛋白［１７］。为进

一步探讨Ｒｏｃ－Ａ逆转ＭＣＦ－７／ＰＴＸ细胞多药耐药的
机制，检测发现Ｒｏｃ－Ａ联合 ＰＴＸ处理 ＭＣＦ－７／ＰＴＸ
细胞后细胞凋亡水平显著升高，自噬表达显著降低，

并呈剂量依赖性，Ｒｏｃ－Ａ浓度越高，ＭＣＦ－７／ＰＴＸ细
胞凋亡水平越高、自噬表达越低。由此可见，Ｒｏｃ－Ａ
的逆转耐药性功能与细胞自噬关系密切。

本研究提示：Ｒｏｃ－Ａ通过调控细胞自噬逆转乳
腺癌耐药细胞株 ＭＣＦ－７／ＰＴＸ对 ＰＴＸ耐药，旨在为
乳腺癌细胞的耐药机制研究提供实验依据，并为临床

用药提供数据支持。
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