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摘要： 目的 探讨双硫仑螯合铜（DSF-Cu）对耐紫杉醇乳腺癌细胞增殖、迁移、凋亡及自噬的影响。方法 2018年 1月至
2019年 10月，培养MCF-7人乳腺癌细胞和耐紫杉醇乳腺癌MCF-7/紫杉醇细胞，用定量紫杉醇持续诱导MCF-7/紫杉醇细胞维
持耐药性。通过CCK-8法检测MCF-7/紫杉醇细胞耐药指数；通过CCK-8法检测MCF-7/紫杉醇细胞在不同浓度DSF-Cu（5、10、
15、20、25 μmol/L）干预不同时间（24 h和 48 h）后的抑制率，并分析细胞抑制率与DSF-Cu浓度和作用时间的关系；通过划痕实
验检测DSF-Cu对MCF-7/紫杉醇细胞迁移能力的影响；通过实时荧光定量逆转录聚合酶链反应（qRT-PCR）和蛋白质印迹法检
测MCF-7和MCF-7/紫杉醇细胞中B细胞淋巴瘤-2（Bcl-2）、Bcl-2相关X蛋白（Bax）和自噬效应蛋白Beclin-1基因和蛋白的表达，
并在紫杉醇和DSF-Cu单药及联合干预MCF-7/紫杉醇细胞中后，检测Bcl-2、Bax和Beclin-1蛋白的表达；通过流式细胞计数技
术检测不同浓度DSF-Cu（5、10、15、20 μmol/L）干预MCF-7/紫杉醇细胞不同时间（12 h、24 h和 48 h）后细胞凋亡情况。结果
MCF-7和MCF-7/紫杉醇细胞在紫杉醇干预 24 h后 IC50值分别为 1 394.79 μmol/L和 321.42 μmol/L，MCF-7/紫杉醇细胞耐药指数
为 4.34；在不同浓度 DSF-Cu（5、10、15、20、25 μmol/L）DSF-Cu干预 MCF-7/紫杉醇细胞 24 h后细胞抑制率分别为（27.42±
3.38）%、（42.71±0.77）%、（57.52±7.10）%、（73.83±1.76）%、（85.55±2.25）%，48 h后细胞抑制率分别为（51.27±4.59）%、（57.34±
5.94）%、（71.50±1.80）%、（81.54±4.36）%、（90.96±2.13）%，DSF-Cu以浓度与时间依赖性抑制乳腺癌MCF-7/紫杉醇细胞增殖（P<
0.05）；划痕实验证实DSF-Cu能抑制乳腺癌MCF-7/紫杉醇细胞迁移；qRT-PCR结果显示，与MCF-7细胞相比，MCF-7/紫杉醇细
胞中Bcl-2和Beclin-1基因表达升高，Bax基因表达降低（P<0.05）；蛋白质印迹法结果显示，与MCF-7细胞比较，MCF-7/紫杉醇
细胞中Bcl-2和Beclin-1蛋白表达升高，Bax蛋白表达降低（P<0.05）。MCF-7/紫杉醇细胞在紫杉醇和DSF-Cu单药及联合干预
后Bcl-2表达分别为1.81±0.28、1.25±0.09、0.87±0.10，Bax表达分别为0.65±0.15、1.07±0.15、1.34±0.04，Beclin-1表达分别为1.53±
0.22、0.85±0.18、0.53±0.08，MCF-7/紫杉醇细胞在DSF-Cu干预后Bax蛋白表达升高，Bcl-2和Beclin-1蛋白表达降低（P<0.05）；
式结果显示不同浓度 DSF-Cu（0、5、10、15、20 μmol/L）干预MCF-7/紫杉醇细胞 24 h后，细胞凋亡率分别为（5.50±1.01）%、

流

（11.03±1.04）%、（55.12±5.06）%、（68.86±3.36）%、（80.07±4.30）%，在 IC50浓度的DSF-Cu干预MCF-7/紫杉醇细胞不同时间（0 h、
12 h、24 h、48 h）后，细胞凋亡率分别为（4.47±0.57）%、（15.92±2.63）%、（34.85±2.70）%、（74.94±1.13）%，MCF-7/紫杉醇在DSF-

Cu干预后细胞凋亡情况与DSF-Cu呈浓度和时间依赖性（P<0.05）。结论 DSF-Cu可通过诱导凋亡、抑制自噬来抑制乳腺癌
MCF-7/紫杉醇细胞增殖和迁移，逆转乳腺癌MCF-7细胞对紫杉醇耐药性。
关键词： 乳腺肿瘤； 双硫仑； 紫杉醇； 抗药性，肿瘤； bcl-2相关X蛋白质； 自噬相关蛋白质类
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Abstract： Objective To investigate the effect of disulfiram chelated with Cu2+ (DSF-Cu) on the proliferation, migration, apoptosis
and autophagy of paclitaxel-resistant breast cancer cells.Methods From January 2018 to October 2019, MCF-7 human breast cancer
cells and paclitaxel-resistant breast cancer MCF-7/paclitaxel cells were cultured, and MCF-7/paclitaxel cells were continuously in⁃
duced to maintain drug resistance with quantitative paclitaxel. The drug resistance index of MCF-7/paclitaxel cells was detected by
CCK-8 assay; the inhibition rate of MCF-7/paclitaxel cells after different concentrations of DSF-Cu (5, 10, 15, 20, 25 μmol/L) interven⁃
tions for different times (24 h and 48 h) was detected by CCK-8 assay, and the relationship between cell inhibition rate and DSF-Cu
concentration and duration of action was analyzed; the inhibition rate of DSF-Cu on the migration ability of MCF-7/paclitaxel cells was
examined by scratch assay. Real-time quantitative polymerase chain reaction (qRT‒PCR) and Western blotting were used to detect the
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expression of B-cell lymphoma-2 (Bcl-2), Bcl-2-associated X protein (Bax) and Beclin gene and protein in MCF-7 and MCF-7/paclitax⁃
el cells after combined intervention in MCF-7/paclitaxel, and Bcl-2, Bax and Beclin-1 protein expression in MCF-7/paclitaxel cells af⁃
ter single and combined intervention with paclitaxel and DSF-Cu. Apoptosis was detected by flow cytometry after different concentra⁃
tions of DSF-Cu (5, 10, 15 and 20 μmol/L) interventions on MCF-7/paclitaxel cells at different times (12 h, 24 h and 48 h).Results
The IC50 values of MCF-7 and MCF-7/paclitaxel cells were 1 394.79 μmol/L and 321.42 μmol/L, respectively. After 24 h of paclitaxel
intervention, the MCF-7/paclitaxel cell resistance index was 4.34. The inhibition rates of MCF-7/paclitaxel cells were (27.42±3.38)%,
(42.71±0.77)%, (57.52±7.10)%, (73.83±1.76)%, and (85.55±2.25)% after 24 h of intervention with different concentrations of DSF-Cu
(5, 10, 15, 20, 25 μmol/L), and were (51.27±4.59)%, (57.34±5.94)%, (71.50±1.80)%, (81.54±4.36)%, and (90.96±2.13)% after 48 h.
DSF-Cu inhibited the proliferation of breast cancer MCF-7/paclitaxel cells in a concentration- and time-dependent manner (P<0.05).
Scratch assays confirmed that DSF-Cu inhibited breast cancer MCF-7/paclitaxel cell migration; qRT‒PCR results showed that Bcl-2
and Beclin-1 gene expression was elevated and Bax gene expression was decreased in MCF-7/paclitaxel cells compared with MCF-7
cells (P<0.05). The Western blotting results showed elevated Bcl-2 and Beclin-1 protein expression and decreased Bax protein expres⁃
sion in MCF-7/paclitaxel cells compared with MCF-7 cells (P<0.05). In MCF-7/paclitaxel cells, after DSF-Cu and Taxol single drug and
combined intervention, the expression of Bcl-2 was 07±0.15 and 1.34±0.04, and the expression of Beclin-1 was 1.53±0.22, 0.85±0.18,
and 0.53±0.08 after paclitaxel and DSF-Cu single and combined interventions, respectively. MCF-7/paclitaxel cells showed elevated
Bax protein expression and decreased Bcl-2 and Beclin-1 protein expression after DSF-Cu intervention (P<0.05). Flow cytometry
showed that after 24 h of intervention with different concentrations of DSF-Cu (0, 5, 10, 15, 20 μmol/L) in MCF-7/paclitaxel cells, the
apoptosis rates were (5.50±1.01)%, (11.03±1.04)%, (55.12±5.06)%, (68.86±3.36)%, and (80.07±4.30)%, respectively. The apoptosis
rates were (4.47±0.57)%, (15.92±2.63)%, (34.85±2.70)% and (74.94±1.13)%, respectively, after DSF-Cu intervention of MCF-7/pacli⁃
taxel cells at different times (0 h, 12 h, 24 h, 48 h) at the IC50 concentration. The apoptosis of MCF-7/paclitaxel cells after DSF-Cu inter⁃
vention was concentration- and time-dependent with DSF-Cu (P<0.05).Conclusion DSF-Cu can inhibit the proliferation and migra⁃
tion of breast cancer MCF-7/paclitaxel cells by inducing apoptosis and inhibiting autophagy and can reverse paclitaxel resistance in
breast cancer MCF-7 cells
Key words： Breast neoplasms; Disulfiram; Paclitaxel; Drug resistance, neoplasm; Bcl-2-associated X protein; Autophagy-
related protein

乳腺癌是全球女性发病率和死亡率较高的恶

性肿瘤［1］，化疗是其有效的治疗手段之一［2］。紫杉

醇是乳腺癌一线化疗药，由于病人长期服药而导致

对药物耐药，使其临床应用受限［3-4］。因此，有必要

探索乳腺癌细胞对紫杉醇耐药的分子机制，并寻找

克服这一局限性的新策略，以获得更好的治疗效

果。双硫仑（DSF）作为一种乙醛脱氢酶（ALDH）能
以自身的巯基自发地与金属元素铜螯合形成双硫

仑螯合铜（DSF-Cu）该螯合物不仅对乳腺癌细胞具
有抑制作用，还能与化

，

疗药物联用增强细胞毒性［5］。

前期研究报道紫杉醇与DSF-Cu联合能提高化疗的
细胞毒性［6］ 逆转三阴性乳腺癌（TNBC）细胞对紫杉
醇耐药性［7］。

，

本研究于 2018年 1月至 2019年 10月
在既往研究的基础上，进一步探究DSF-Cu对耐紫杉
醇乳腺癌MCF-7/紫杉醇细胞增殖、迁移、凋亡及自
噬的影响。

1 材料与方法

1.1 材料 MCF-7人乳腺癌细胞株（齐氏生物科技
公司）；MCF-7/紫杉醇细胞株（上海奥陆科技公司）；
RPMI-1640培养基、胎牛血清、0.25%胰蛋白酶（美
国GIBCO公司）；紫杉醇 5 g/L（百灵威公司）；双硫仑
10 mol/mL（selleck公司）；氯化铜（百灵威）；兔抗人B

细胞淋巴瘤-2（Bcl-2）、Bcl-2相关X蛋白（Bax）、自噬
效应蛋白Beclin-1抗体（proteintech公司）；鼠抗人β-

actin一抗（中衫金桥公司）；兔抗人二抗（中衫金桥
公司）；鼠抗人二抗（中衫金桥公司）；PCR试剂盒（ta⁃
kara公司）；凋亡试剂盒（美国BD公司）；电化学发光
法（ECL）显影液（biosharp公司）；Bcl-2、Bax、Beclin-1
基因引物（北京六合华大基因科技有限公司）。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养 MCF-7细胞培养于RPMI-1640完
全培养基（10%灭活胎牛血清，100 U/mL的青霉素
和链霉素 1 mL） MCF-7/紫杉醇细胞培养于 RPMI-
1640含药培养 0%灭活胎牛血清，100 U/mL的
青霉素和链霉素1 mL和500 μg/L紫杉醇），于37 ℃，
5%二氧化碳培养箱中培养，待细胞汇合度达 80%~
100%时用 0.25%胰蛋白酶消化细胞，并进行传代培
养，将细胞状态调至对数期后进行后续实验研究。

基（1
，

1.2.2 CCK-8法检测 MCF-7/紫杉醇细胞耐药性
取 1 mmol/L的DSF与 1 mmol/L的氯化铜按照 1∶1配
比充分混匀后配制成 1 mmol/L DSF-Cu母液。将对
数期生长的MCF-7细胞和MCF-7/紫杉醇细胞分别
按4×103个/孔接种于96孔板中的3×5个孔中（5个浓
度梯度，每个浓度设置 3个复孔），每孔加 100 μL细



安 徽 医 药 Anhui Medical and Pharmaceutical Journal 2022 Dec，26（12） ·2385·
胞悬液，培养 24 h后，依次加入完全培养液和不同
浓度紫杉醇使其终浓度为 200 μmol/L、400 μmol/L、
600 μmol/L、800 μmol/L和 1 000 μmol/L，37 ℃、5%
二氧化碳条件下培养 24 h，弃去培养基；加入（20∶1）
人胆囊收缩素/缩胆囊素八肽（CCK-8）溶液 100 μL
继续培养 1~2 h，使用酶标仪检测 450 nm波长吸光
度。代入以下公式计算DSF-Cu对两种细胞的 50%
抑制浓度（IC50）值并计算耐药指数（RI）肿瘤细胞生
长抑制率（%）=（As−Ab）（/ Ac−Ab）×100%

：

（As：实验
组吸光度；Ac：不含药组吸光度；Ab：空白组吸光
度）；RI＝耐药细胞 IC50/敏感细胞 IC50。
1.2.3 CCK-8法检测药物对细胞生长抑制率 取

对数生长期的MCF-7/紫杉醇细胞，按 4×103个/孔接
种于 96孔板中 6×3个孔中（6个实验浓度，每个浓度
3个复孔）。实验组加入完全培养液和不同浓度
DSF-Cu，使终浓度为 5 μmol/L、10 μmol/L、15 μmol/
L、20 μmol/L和 25 μmol/L，阴性对照组加入完全培
养液，空白对照组加入 10%磷酸缓冲盐溶液（PBS），
置 37 ℃、5%二氧化碳条件下分别培养 24 h、48 h后
弃去培养基，每孔加入约 100 μL（20∶1）CCK-8溶液，
继续培养1~2 h，使用酶标仪于450 nm波长检测吸光
度，计算肿瘤细胞生长抑制率，绘制DSF-Cu对MCF-

7/紫杉醇细胞浓度和时间依赖性生长抑制曲线。
1.2.4 划痕实验检测 MCF-7/紫杉醇细胞迁移力
将对数期生长的MCF-7/紫杉醇细胞接种于 6孔板
中，设置实验组与对照组，实验组给予 IC50的DSF-Cu
和 500 μg/L紫杉醇，对照组给予 500 μg/L紫杉醇，培
养细胞至 80%~90%密度后，用 1 mL灭菌枪头在各
孔中划 1条直线，用PBS洗去脱离的细胞及碎片，更
换新鲜培养基培养。分别于 0 h、24 h、48 h时在标
记区域进行拍照记录；实验重复 3次，利用 Image J
图像分析软件对划痕区域面积进行测量和统计，以

此计算细胞迁移率，24/48 h细胞迁移率=（0 h划痕
宽度−24/48 h划痕宽度）/0 h划痕宽度×100%。
1.2.5 实时荧光定量逆转录聚合酶链反应（qRT-
PCR）检测 MCF-7 和 MCF-7/紫杉醇细胞中 Bax、
Bcl-2、Beclin-1基因表达 Trizol法提取MCF-7和
MCF-7/紫杉醇细胞中的总 RNA，检测其浓度和纯
度。经逆转录得到互补 DNA（cDNA），根据实时荧
光定量PCR试剂盒说明书进行 qRT-PCR检测。Bax
正反向引物为 5′-TCCACCAAGAAGCTGAGCGAGT-

3′ 5′-TGTCCACGGCGGCAATCATCC-3′；Bcl-2 正
反 引物为 5′-GACTTCTCCCGCCGCTACCG-3′，
5′-5ACACACATGACCCCACCGAAC-3′；Beclin-1正
反向引物为 5′-CAGAGATACCGACTTGTTCCT-3′，

向

，

5′-CCCAGAACAGTATAACGGCAG-3′；18srRNA 正

反向引物为 5′-TATGCAGAATCCACGCCAGT-3′，
5′-CGAATCTTCTTCAGTCGCTCC-3′。PCR反应体
系为 20 μL，其中 SYBER GREEN染料 10 μL、正反
向引物各 0.8 μL、cDNA 2 μL、ROX-Ⅱ 0.4 μL、无酶
水 6 μL。PCR反应条件：95 ℃预变性 30 s；95 ℃变
性 5 s，60 ℃退火 34 s，60 ℃延伸 30~34 s共 40个循
环。每组设 3个复孔。采用 2−ΔΔCt分析法计算目的基
因表达水平。

1.2.6 蛋白质印迹法检测MCF-7和MCF-7/紫杉醇
细胞中 Bax、Bcl-2、Beclin-1 蛋白表达 分别将

MCF-7和MCF-7/紫杉醇细胞接种于 100 cm2皿弃培

养皿中的培养液，用预冷的 PBS洗 2遍，各加入 400
μL放射免疫沉淀法（RIPA）混合裂解液（苯甲基磺
酰氟∶RIPA=1∶100） 将皿水平放置并于冰上裂解
30 min；裂解完成 4 ℃，14 000 r/min离心 30
min，加入 5×十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

后于

，

（SDS-PAGE）蛋白上样缓冲液，蛋白金属浴 100 ℃，5
min变性后即可采用蛋白质印迹法测 MCF-7和
MCF-7/紫杉醇细胞中 Bcl-2、Bax和 Beclin-1蛋白的
表达。重复实验 3次，用 Image J软件读取各条带灰
度值，计算目的蛋白相对表达量，用GraphPad Prism
7.0软件作图。
1.2.7 通过蛋白质印迹法测MCF-7/紫杉醇细胞在
紫杉醇和 DSF-Cu单药及联合干预下 Bcl-2、Bax、
Beclin-1表达 将对数期生长的MCF-7/紫杉醇细胞
接种于 100 cm2培养皿中并设置 IC50紫杉醇组、IC50
DSF-Cu组、IC50 DSF-Cu+IC50紫杉醇组 3个实验组，
将培养皿放置于培养箱中，使细胞在 37 ℃、5%二氧
化碳和 95%湿度下培养条件下培养；倒置显微镜下
观察细胞培养至密度为 80%~90%时，在超净工作
台中，用装有无菌枪头的微量移液器吸弃废液，更

换新鲜完全培养液，各组分别加入 IC50紫杉醇、IC50
DSF-Cu、IC50 DSF-Cu+IC50紫杉醇，将三组细胞继续
培养 24 h，提取三组细胞蛋白，通过蛋白质印迹法测
三组蛋白中Bcl-2、Bax和Beclin-1表达。重复实验 3
次，用 Image J软件读取各条带灰度值，计算目的蛋
白相对表达量。

1.2.8 流式细胞技术检测 DSF-Cu干预后MCF-7/
紫杉醇细胞凋亡情况 将对数期生长的MCF-7/紫
杉醇细胞接种于 2个 6孔板中，第 1个 6孔板设置
A~E 5个实验组，第 2个 6孔板设置F~I 4个实验组，
将 6孔板放置于培养箱中，使细胞在 37 ℃、5%二氧
化碳和 95%湿度条件下培养；倒置显微镜下观察细
胞密度为 80%~90%时，在超净工作台中用装有无
菌枪头的移液枪吸弃各个实验孔中的废液，用预冷

的 10%PBS轻轻清洗MCF-7/紫杉醇细胞 2~3次，用
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0.25%胰蛋白酶消化F组MCF-7/紫杉醇细胞并收集
于流式管中，其余各组细胞更换新鲜完全培养液，A
组加入 500 μg/L紫杉醇，B~E组分别加入 500 μg/L
紫杉醇和不同浓度 DSF-Cu，使终浓度为 5 μmol/L、
10 μmol/L、15 μmol/L和 20 μmol/L，G~I组加入 IC50
的DSF-Cu和 500 μg/L紫杉醇；将 6孔板放置在培养
箱中，使细胞在 37 ℃、5%二氧化碳和 95%湿度条件
下继续培养，G组细胞继续培养 12 h，B~E和H组细
胞继续培养 24 h，I组细胞继续培养 48 h；用 10%PBS
清洗各组MCF-7/紫杉醇细胞 2~3次，并用 0.25%胰
蛋白酶消化细胞收集于流式管中；将流式管中收集

的各组MCF-7/紫杉醇细胞以 1 000 r/min离心 5 min，
用装有无菌枪头移液枪吸弃上清液，向各流式管中

加入 300 μL结合缓冲液稀释液，轻柔吹打管底细胞
沉淀使之充分混匀，然后将各个流式管中的细胞悬

液等比例分装到 3个新流式管中并标为空白对照
组、单染组和双染组；在单染组和双染组管中加入

0.4 μL膜联蛋白 V-异硫氰酸荧光素（Annexin V-

FITC）标记，避光孵育15 min；上机前5 min在双染组
管中加入 0.5 μL碘化丙啶（PI）染色，将染色好的细
胞用流式细胞仪进行检测；重复实验 3次后计算各
组凋亡率。

1.3 统计学方法 采用 SPSS 25.0软件对所有计量
数据进行正态性检验及方差齐性检验，符合正态分

布的以 x̄ ± s表示，两组间比较采用两独立样本 t检
验，多组间总体比较采用单因素方差分析，多组间

的两两比较采用LSD-t检验，检验水准α=0.05。
2 结果

2.1 细胞形态观察 将细胞培养至对数期后在倒置

显微镜下观察（分别放大 100和 400倍）MCF-7和
MCF-7/紫杉醇细胞形态。MCF-7细胞呈梭形，贴壁生
长；MCF-7/紫杉醇细胞呈椭圆形，贴壁生长，且MCF-

7/紫杉醇细胞生长速度较MCF-7细胞慢。见图1。
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图1 倒置显微镜下MCF-7人乳腺癌细胞和耐紫杉醇乳腺癌
MCF-7/紫杉醇细胞形态：A为放大100倍；B为放大400倍

2.2 MCF-7/紫杉醇细胞耐药性 CCK-8法表明，
在相同时间内，随着紫杉醇浓度增加，MCF-7细胞和
MCF-7/紫杉醇细胞增殖抑制率逐渐增高（P<0.05）；
在相同浓度下紫杉醇对MCF-7细胞的抑制作用比
MCF-7/紫杉醇强（P<0.05）。见表 1。通过 SPSS 25.0
软件计算出MCF-7和MCF-7/紫杉醇细胞在紫杉醇
干预 24 h后 IC50值分别为 1 394.79 μmol/L和 321.42
μmol/L，MCF-7/紫杉醇细胞耐药指数为4.34。
2.3 24 h与 48 h不同浓度DSF-Cu对耐紫杉醇乳
腺癌MCF-7/紫杉醇细胞抑制率比较 CCK-8法结
果显示，DSF-Cu以浓度与时间依赖性抑制乳腺癌
MCF-7/紫杉醇细胞增殖（P<0.05），见表2。
2.4 DSF-Cu对MCF-7/紫杉醇细胞迁移能力的影
响 划痕实验结果显示，在 24 h和 48 h时，实验组
（IC50 DSF-Cu+500 μg/L紫杉醇）细胞迁移率均低于
对照组（500 μg/L紫杉醇）（均P<0.05）说明DSF-Cu
能抑制MCF-7/紫杉醇细胞的迁移能 见表3。力。

，

表1 MCF-7人乳腺癌细胞和耐紫杉醇乳腺癌MCF-7/紫杉醇细胞不同浓度紫杉醇干预后细胞抑制率比较（/ %，x̄ ± s）
紫杉醇浓度

组别 重复次数 F值，P值200 μmol/L 400 μmol/L 600 μmol/L 800 μmol/L 1 000 μmol/L
MCF-7/紫杉醇 3 11.49±1.15 18.88±3.98 26.16±5.51 31.80±5.96 44.86±2.24 27.61，<0.001
MCF-7 3 23.70±1.06 64.26±9.73 80.97±4.63 88.97±5.26 96.04±4.21 76.51，<0.001
t值

P值

13.51
<0.001

7.48
0.002

13.18
<0.001

12.46
<0.001

18.59
<0.001

表2 24 h与48 h不同浓度双硫仑螯合铜（DSF-Cu）对耐紫杉醇乳腺癌MCF-7/紫杉醇细胞抑制率比较（/ %，x̄ ± s）
时间

24 h
48 h

重复次数

3
3

DSF-Cu浓度
5 μmol/L
27.42±3.38
51.27±4.59

10 μmol/L
42.71±0.77
57.34±5.94

15 μmol/L
57.52±7.10
71.50±1.80

20 μmol/L
73.83±1.76
81.54±4.36

25 μmol/L
85.55±2.25
90.96±2.13

F值，P值

105.55，<0.001
40.60，<0.001

t值

P值

7.24
0.002

4.24
0.013

3.31
0.030

2.79
0.049

3.02
0.039
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表3 两组耐紫杉醇乳腺癌MCF-7/紫杉醇细胞迁移率比较/

（%，x̄ ± s）
组别 重复次数 24 h 48 h t值，P值

对照组 3 50.98±3.31 69.67±1.37 9.03，0.001
实验组 3 29.06±3.13 34.63±3.26 2.14，0.099
t值 8.34 17.18
P值 <0.001 <0.001

2.5 MCF-7和MCF-7/紫杉醇细胞Bcl-2、Bax和Be⁃
clin-1基因表达比较 qRT-PCR结果显示，与MCF-7
细胞相比，MCF-7/紫杉醇细胞中Bcl-2和Beclin-1基
因表达升高，Bax基因表达降低（P<0.05），见表4。
表4 MCF-7人乳腺癌细胞和耐紫杉醇乳腺癌MCF-7/

紫杉醇细胞B细胞淋巴瘤-2（Bcl-2）、Bcl-2相关X蛋白（Bax）、
自噬效应蛋白Beclin-1基因表达比较/x̄ ± s

组别 重复次数 Bcl-2 Bax Beclin-1
MCF-7 3 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00
MCF-7/紫杉醇
t值

3 1.52±0.30
3.03

0.57±0.16
4.66

1.85±0.46
3.20

P值 0.039 0.010 0.033

2.6 MCF-7和MCF-7/紫杉醇细胞 Bcl-2、Bax和
Beclin-1蛋白表达比较及MCF-7/紫杉醇细胞在紫
杉醇、DSF-Cu干预后各蛋白变化情况 蛋白质印

迹法结果显示，MCF-7/紫杉醇细胞较 MCF-7细胞
Bcl-2和 Beclin-1蛋白表达升高，Bax蛋白表达降低
（P<0.05），见图2，表5。

MCF-7/紫杉醇细胞在 DSF-Cu干预后 Bax蛋白
表达升高，Bcl-2和Beclin-1蛋白表达降低（P<0.05），
见表6。
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注：1—β肌动蛋白（β-actin）；2—自噬效应蛋白Beclin-1；3—Bcl-
2相关 X蛋白（Bax）；4—B细胞淋巴瘤-2（Bcl-2）；5—MCF-7组；6—
MCF-7/紫杉醇组。
图2 蛋白质印迹法检测MCF-7人乳腺癌细胞和耐紫杉醇乳腺癌

MCF-7/紫杉醇细胞Bcl-2、Bax和Beclin-1蛋白表达情况

表5 MCF-7人乳腺癌细胞和耐紫杉醇乳腺癌MCF-7/
紫杉醇细胞B细胞淋巴瘤-2（Bcl-2）、Bcl-2相关X蛋白（Bax）、

自噬效应蛋白Beclin-1蛋白表达比较/x̄ ± s
组别 重复次数 Bcl-2 Bax Beclin-1
MCF-7 3 0.50±0.06 1.91±0.48 0.32±0.11
MCF-7/紫杉醇
t值

3 2.20±0.42
6.96

1.08±0.15
2.86

1.90±0.09
19.07

P值 0.002 0.046 <0.001

表6 耐紫杉醇乳腺癌MCF-7/紫杉醇细胞在紫杉醇、双硫仑
螯合铜（DSF-Cu）干预后B细胞淋巴瘤-2（Bcl-2）、Bcl-2相关
X蛋白（Bax）、自噬效应蛋白Beclin-1蛋白表达比较/x̄ ± s

重复
组别

次数
Bcl-2 Bax Beclin-1

IC50紫杉醇 3 1.81±0.28 0.65±0.15 1.53±0.22
IC50 DSF-Cu 3 1.25±0.09① 1.07±0.15① 0.85±0.18①
IC50紫杉醇+IC50 DSF-Cu 3 0.87±0.10② 1.34±0.04② 0.53±0.08②
F值 21.18 22.94 27.58
P值 0.002 0.002 0.001
注：①与 IC50紫杉醇组比较，P<0.05。②与 IC50 DSF-Cu组比较，

P<0.05。

2.7 MCF-7/紫杉醇细胞凋亡率与双硫仑螯合铜浓
度和时间的关系 流式结果显示，不同浓度DSF-Cu
（0、5、10、15、20 μmol/L）干预MCF-7/紫杉醇细胞 24
h 后，细胞凋亡率分别为（5.50±1.01）%、（11.03±
1.04）%、（55.12±5.06）%、（68.86±3.36）%、（80.07±
4.30）%（F=300.89，P<0.001）；在 IC50值浓度的 DSF-

Cu干预MCF-7/紫杉醇细胞不同时间（0 h、12 h、24
h、48 h）后，细胞凋亡率分别为（4.47±0.57）%、
（15.92±2.63）%、（34.85±2.70）%、（74.94±1.13）%（F=
726.65，P<0.001）。MCF-7/紫杉醇在DSF-Cu干预后
细胞凋亡情况与DSF-Cu呈浓度和时间依赖性。
3 讨论

近年来，由于化疗药物的耐药性、毒性以及昂

贵的经济成本限制了乳腺癌治疗的疗效，因此寻找

既能增强化疗药物毒性又对机体安全且低廉的化

疗制剂成为研究热点。DSF是一种廉价的抗酗酒
药，与铜螯合形成的化合物能有效抑制肿瘤细胞，

并且与化疗药物联用，能增强传统化疗药物毒性［8］。

本研究结果显示，随着浓度增大与干预时间延长，

DSF-Cu对 MCF-7/紫杉醇细胞抑制作用增强。此
外，通过划痕实验证明 DSF-Cu能够抑制MCF-7/紫
杉醇细胞迁移。

紫杉醇主要通过靶向作用于细胞内的微管蛋

白，阻滞细胞周期发挥抗肿瘤作用。研究发现紫杉

醇耐药性与细胞凋亡和自噬密切相关［9］。本研究结

果从基因与分子水平证实，紫杉醇在MCF-7乳腺癌
细胞中，通过抑制凋亡，诱导自噬，进而增强了肿瘤

细胞对药物损伤的抵抗作用。

近年来，研究发现DSF-Cu能通过多种途径诱导
乳腺癌细胞凋亡，逆转化疗药物耐药性。国外研究

发现DSF-Cu通过激活末端激酶 c-Jun抑制活性氧-

核因子-κB（NF-κB）通路促进乳腺癌细胞凋亡［10］。Ji
等［11］进一步研究发现在 TNBC中 DSF-Cu能够通过
下调 Bcl-2，激活胱天蛋白酶（caspase）-3和 caspase-
8，增加DNA修复酶 PARP降解，从而增强细胞早期
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和晚期的凋亡。而在MCF-7细胞中DSF-Cu能诱导
产生活性氧，增加细胞内钙离子浓度，降低线粒体

膜电位，从而产生线粒体依赖性凋亡途径［12］。

Sonawane等［13］在乳腺癌MCF-7细胞系中研究发现
DSF-Cu能够抑制NF-κB和转录因子Nrf2，逆转阿霉
耐药性。Tyler等［14］在 TNBC中研究发现DSF-Cu与
多西他赛协同抑制细胞增殖，诱导细凋亡；大多数

吉西他滨耐药细胞系表现出较高的 NF-κB活性。
Guo等［15］研究发现DSF-Cu通过抑制NF-κ显著增强
吉西他滨的细胞毒性，使细胞吉西他滨耐药性完全

逆转。Yip等［16］研究发现 DSF-Cu能通过刺激细胞
内活性氧-丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）的产生，抑
制NF-κB信号通路，促进乳腺癌细胞凋亡，提高乳
腺癌细胞对紫杉醇的敏感性。Liu等［7］研究发现
DSF-Cu联合紫杉醇和顺铂能增强对耐药MDA-MB-

231PAC10的细胞毒性，完全逆转细胞系MDA-MB-

231PAC10对紫杉醇和顺铂的耐药性。
线粒体通路作为诱导细胞凋亡的重要途径已

得到广泛认可［17］ 其中Bcl-2是一种凋亡抑制基因，
而 Bax是促凋亡基因，B

，

cl-2/Bax比值是决定肿瘤细
胞是增殖还是凋亡的重要环节。在乳腺癌中，抑制

Bcl-2和促进Bax可以诱导细胞凋亡，Bcl-2/Bax可调
控细胞凋亡并在乳腺癌治疗中发挥重要作用［18］。

本研究结果显示 DSF-Cu能通过抑制 Bcl-2，促进
Bax，诱导 MCF-7/紫杉醇细胞凋亡，逆转乳腺癌
MCF-7细胞对紫杉醇耐药性，并且其凋亡过程与
DSF-Cu呈浓度与时间依赖性。

细胞自噬过程复杂涉及多种蛋白及细胞因

子［19］，其中Beclin-1是启动自噬的关键调控分之一，
与肿瘤细胞化疗相关性细胞自噬密切相关。研究

发现乳腺癌病人在化疗后血清中Beclin-1水平显著
升高［20］，通过干扰 Beclin-1可增强乳腺癌细胞对化
疗药物的敏感性，提高化疗药物的抗癌功效［21］。例

如国内研究发现通过沉默Beclin-1抑制自噬可增加
MDA-MB-231/ADR细胞对阿霉素的敏感性［22］。既
往研究表明Beclin-1与乳腺癌细胞对紫杉醇的敏感
性密切相关［23］。石瑛等［24］报道抑制自噬可增强

MCF-7细胞对紫杉醇的敏感性。目前，关于DSF-Cu
与肿瘤细胞自噬的关系之间的研究不多。Wu等［25］
在非小细胞肺癌中研究发现，DSF-Cu能诱导肿瘤细
胞自噬和凋亡，并且通过抑制自噬，可增强肿瘤细

胞凋亡。Zhang等［26］研究发现 DSF-Cu能诱导乳腺
癌细胞自噬和凋亡，并且自噬与凋亡具有依赖性。

本研究结果显示DSF-Cu可以通过抑制 Beclin-1，抑
制MCF-7/紫杉醇细胞自噬，逆转乳腺癌MCF-7细胞
对紫杉醇耐药性。

本研究显示DSF与Cu螯合形成DSF-Cu能通过
诱导细胞凋亡和抑制自噬来抑制乳腺癌MCF-7/紫
杉醇细胞增殖，其抑制作用呈浓度和时间依赖性。

此外 DSF-Cu能抑制MCF-7/紫杉醇细胞迁移，然而
关于其具体的作用机制有待进一步研究。结合既

往研究报道和本研究结果可进一步证实DSF-Cu与
紫杉醇联合应用，能通过抑制自噬和诱导凋亡，逆

转乳腺癌MCF-7细胞对紫杉醇耐药性。然而本实
验研究由于缺少更详细的信号机制通路以及动物

模型体内实验研究，故仍需进一步实验探究。
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白头翁皂苷B4调控去乙酰化酶6对胃癌细胞转移
和放疗敏感性的影响
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摘要： 目的 探讨白头翁皂苷B4（AB4）对胃癌细胞增殖、迁移、侵袭及放疗敏感性的影响及其分子机制。方法 该研究起止

时间为 2018年 4月至 2019年 10月。体外培养人正常胃黏膜上皮细胞GES-1与胃癌细胞HGC-27，采用不同浓度（25、50、100
μmol/L）的AB4处理 24 h，通过MTT法检测细胞存活率并筛选AB4适宜浓度用于后续研究。Transwell实验检测HGC-27细胞
迁移及侵袭能力。细胞克隆形成实验检测AB4对HGC-27细胞放射敏感性的影响；蛋白质印迹法检测AB4对HGC-27细胞中
去乙酰化酶 6（SIRT6）蛋白表达的影响；干扰 SIRT6表达联合AB4处理后，采用上述检测方法检测HGC-27细胞增殖、迁移、侵
袭及放射敏感性；蛋白质印迹法检测DNA激活蛋白激酶催化亚基（DNA-PKcs）、DNA双链修复蛋白Rad51、DNA修复酶Ku80、
基质金属蛋白酶-2（MMP-2）、基质金属蛋白酶-9（MMP-9）蛋白表达水平。结果 与NC组相比，AB4处理后HGC-27细胞存活
率［（100.01±9.57）%比（86.57±6.58）%、（65.45±8.45）%、（49.58±7.96）%］显著降低（P<0.05），迁移细胞数［（98.47±8.79）个比
（43.57±6.53）个］与侵袭细胞数［（88.42±9.32）个比（45.56±5.13）个］显著减少（P<0.05）MMP-2、MMP-9蛋白表达水平显著降低
（P<0.05），SIRT6蛋白表达水平（0.42±0.03比 1.03±0.15）显著升高（P<0.05）；细胞克隆形成

，

实验显示AB4可降低HGC-27细胞存
活分数（P<0.05）增加增敏比，降低Rad51、DNA-PKcs、Ku80的表达水平（P<0.05）；干扰 SIRT6表达联合AB4处理后，迁移细胞
数［（44.25±5.52）个

，

比（86.47±11.16）个］与侵袭细胞数［（48.56±6.29）个比（90.17±12.13）个］显著增多（P<0.05），MMP-2、MMP-9


