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ＦＥＮ１ 抑制剂 ＳＣ１３ 逆转 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ
细胞的耐药性研究

刘　 洁ꎬ王源源ꎬ郭志刚ꎬ何凌峰

(南京师范大学生命科学学院ꎬ江苏分子与医学生物技术重点实验室ꎬ江苏 南京 ２１００２３)

[摘要] 　 癌细胞在化疗过程中产生的多药耐药性(ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅꎬＭＤＲ)仍然是目前临床治疗乳腺癌所面

临的巨大挑战. 肿瘤细胞中强大的 ＤＮＡ损伤修复能力可能是导致其耐药性的主要原因之一. 研究发现ꎬ碱基切

除修复(ｂａｓｅ ｅｘｃｉｓｉｏｎ ｒｅｐａｉｒꎬＢＥＲ)途径中的关键蛋白 Ｆｌａｐ 核酸内切酶 １(ＦＥＮ１)在耐阿霉素的人乳腺癌细胞

(ＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ)中高表达ꎬ并且 ＦＥＮ１抑制剂 ＳＣ１３可以显著增强阿霉素对于 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ的治疗敏感性ꎬ其具体

的作用机制可能是通过 ｃＧＡＳ￣ＳＴＩＮＧ￣ＮＦκＢ信号通路激活了抗肿瘤免疫反应.
[关键词] 　 乳腺癌ꎬＦｌａｐ核酸内切酶 １ꎬ阿霉素ꎬ肿瘤治疗ꎬ化疗耐药

[中图分类号]Ｒ３Ｆ３６Ｈ　 [文献标志码]Ａ　 [文章编号]１００１－４６１６(２０２４)０４－００７７－０９

ＦＥＮ１ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＳＣ１３ Ｒｅｖｅｒｓｅｓ ｔｈｅ Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｏｆ ＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ Ｃｅｌｌｓ

Ｌｉｕ ＪｉｅꎬＷａｎｇ ＹｕａｎｙｕａｎꎬＧｕｏ ＺｈｉｇａｎｇꎬＨｅ Ｌｉｎｇｆｅｎｇ

(Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｌｉｆｅ ＳｃｉｅｎｃｅｓꎬＮａｎｊｉｎｇ Ｎｏｒｍａｌ ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬＪｉａｎｇｓｕ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｆｏｒ
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｎｄ Ｍｅｄｉｃａｌ ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬＮａｎｊｉｎｇ ２１００２３ꎬＣｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ (ＭＤＲ) ｉｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｄｕｒｉｎｇ ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ ｐｏｓｅｓ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ. Ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｏｒｓ ｔｏ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｓ ｔｈｅ ｒｏｂｕｓｔ ＤＮＡ
ｄａｍａｇｅ ｒｅｐａｉｒ ｃａｐａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｈａｄ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ Ｆｌａｐ ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ １(ＦＥＮ１)ꎬ ａ ｃｏｒｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
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ＳＴＩＮＧ￣ＮＦκＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒꎬＦＥＮ１ꎬａｄｒｉａｍｙｃｉｎꎬｔｕｍｏｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬｃｈｅｍｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

乳腺癌(ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒꎬＢＣ)的发病率是女性恶性肿瘤中最高的ꎬ也是全球癌症相关死亡的第五大原

因[１] . 目前化疗是临床治疗乳腺癌的主要手段之一ꎬ但在化疗过程中出现的多药耐药性(ＭＤＲ)经常是导

致患者治疗失败的原因[２] . 尽管以往关于肿瘤耐药机制的研究已经有了很多发现ꎬ但临床耐药问题仍未

完全解决ꎬ因此需要寻找新的方法以攻克癌细胞的化疗耐药. ２０１５ 年的诺贝尔化学奖获得者发现了 ＤＮＡ
损伤修复途径与癌症的发生联系密切. 因此研究认为通过靶向 ＤＮＡ损伤修复途径中的关键蛋白或许能为

临床上乳腺癌的化疗提供新的思路.
化疗药物阿霉素(ＡＤＲ)的有效性取决于其诱导癌细胞的 ＤＮＡ 损伤ꎬ从而发挥促进细胞凋亡的功

能[３] . 然而ꎬ癌细胞在化疗过程中经常出现耐药性ꎬ导致阿霉素的使用受限. ＤＮＡ损伤的耐受性增加、ＤＮＡ
复制和修复能力增强通常是导致耐药的主要原因[４] . Ｆｌａｐ核酸内切酶 １(ＦＥＮ１)是碱基切除修复(ＢＥＲ)途
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径中的核心蛋白ꎬ作为唯一能够切除 ＦＬＡＰ 结构的酶参与到 ＤＮＡ复制过程中冈崎片段的成熟[５] . ＦＥＮ１在
细胞中的异常表达或突变可引起一系列病理反应ꎬ导致包括癌症在内的各种疾病[６] . 越来越多的证据表

明ꎬＦＥＮ１可以通过促进细胞增殖、迁移和侵袭以及减少细胞凋亡来促进包括宫颈癌、乳腺癌和非小细胞

肺癌等癌症的发展[７] . ＦＥＮ１也是肿瘤多发转移和预后不良的标志ꎬ在肿瘤中的异常表达与肿瘤的发展和

化疗耐药密切相关[８] . 实验室在对于 ＦＥＮ１基因结构和功能的研究基础上ꎬ开发了针对 ＦＥＮ１ 的小分子抑

制剂并将其命名为 ＳＣ１３. ＳＣ１３作为靶向于 ＦＥＮ１ 的小分子化合物ꎬ在乳腺癌中能够特异性地抑制 ＦＥＮ１
的活性ꎬ被抑制 ＦＥＮ１活性的肿瘤细胞中的 ＤＮＡ 复制及 ＤＮＡ 损伤修复过程均会受到影响. ＳＣ１３ 主要通

过抑制 ＦＥＮ１的 ＦＥＮ活性来抑制肿瘤细胞的生长、诱导肿瘤细胞产生染色体的不稳定性并积累细胞毒

性[９] . 值得一提的是ꎬＦＥＮ１ 抑制剂 ＳＣ１３ 对于 ＦＥＮ１ 表达量相对较低的正常乳腺细胞基本没有杀伤作用ꎬ
这也说明 ＦＥＮ１抑制剂具有较好的靶向性和安全性.

基于以上报道ꎬ猜测 ＦＥＮ１抑制剂 ＳＣ１３ 可以使耐阿霉素的人乳腺癌细胞(ＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ)重新对阿霉

素治疗敏感. 为了模拟临床耐药细胞的复发性ꎬ通过浓度逐步递增的方法构建了 ＭＣＦ￣７耐阿霉素的细胞ꎬ
并以正常的 ＭＣＦ￣７细胞作为对照ꎬ结果表明ꎬＳＣ１３可以逆转 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ细胞对阿霉素的耐药性ꎬ并且这

可能是通过激活 ｃＧＡＳ￣ＳＴＩＮＧ￣ＮＦκＢ信号通路实现的. 研究证明了靶向 ＦＥＮ１可能为阿霉素治疗乳腺癌提

供新的策略和思路.

１　 材料与方法

１.１　 主要试剂

ＤＭＥＭ培养基购自江苏凯基生物技术股份有限公司ꎬ胎牛血清购自南京森贝伽生物科技有限公司ꎬ
胰蛋白酶(Ｔｒｙｐｓｉｎ)购自索莱宝生物科技公司ꎬ阿霉素购自 Ｓｅｌｌｅｃｋ Ｃｈｅｍｉｃａｌ(Ｓ１２０８) . ＦＥＮ１ 抑制剂(ＳＣ１３)
是在自 己 实 验 室 合 成. 本 文 使 用 的 抗 体: ａｎｔｉ￣ＦＥＮ１ ａｎｔｉｂｏｄｙ ( Ａ８９９９ꎬ Ａｂｃｌｏｎａｌ )ꎬ ａｎｔｉ￣Ｂａｘ ａｎｔｉｂｏｄｙ
(Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈꎬ５０５９９￣２￣Ｉｇ)ꎬａｎｔｉ￣Ｂｃｌ￣２ ａｎｔｉｂｏｄｙ(２６９６７￣１￣ＡＰꎬｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ)ꎬａｎｔｉ￣β￣Ｔｕｂｕｌｉｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ(１００９４－１－
ＡＰꎬｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ)ꎬａｎｔｉ￣ｃＧＡＳ ａｎｔｉｂｏｄｙ(Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈꎬ２９９５８－１－ＡＰ)ꎬａｎｔｉ￣ＳＴＩＮＧ ａｎｔｉｂｏｄｙ(Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈꎬ６６６８０－１－
ｌｇ)ꎬａｎｔｉ￣ｐ￣ＳＴＩＮＧ ａｎｔｉｂｏｄｙ(ＡｂｃｌｏｎａｌꎬＡＰ１３６９)ꎬａｎｔｉ￣ＮＦκＢ ａｎｔｉｂｏｄｙ(ＡｂｃｌｏｎａｌꎬＡ１９６５３)ꎬａｎｔｉ￣ｐ￣ＮＦκＢ ａｎｔｉｂｏｄｙ
( Ａｂｃｌｏｎａｌꎬ ＡＰ１２９４ )ꎬ ａｎｔｉ￣γ￣Ｈ２ＡＸ ａｎｔｉｂｏｄｙ ( ａｂ２８９３ꎬ Ａｂｃａｍ )ꎬ ａｎｔｉ￣Ｖｉｎｃｕｌｉｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ ( ＭＡＢ３５７４ꎬ
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ) . ＣＣＫ８(ＣｅｌｌＴＭ Ｃｏｕｎｔｉｎｇ Ｋｉｔ￣８)购自南京恩晶生物科技有限公司ꎬＢＣＡ(ＢＣＡ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
Ｋｉｔ)购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司ꎬ极超敏 ＥＣＬ化学发光试剂盒(ＢｅｙｏＥＣＬ Ｍｏｏｎ)购自碧云天生

物试剂公司ꎬ细胞周期检测试剂盒(Ｃｅｌｌ Ｃｙｃｌｅ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ)、细胞凋亡检测试剂盒(Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＥＧＦＰ / ＰＩ
Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ)购自江苏凯基生物技术股份有限公司.
１.２　 主要方法

１.２.１　 细胞培养

实验中所用细胞株 ＭＣＦ￣１０Ａ、ＭＣＦ￣７ 和 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ 均为本实验室历史保存. 细胞培养使用 ＤＭＥＭ
完全培养基ꎬ并放置于 ３７ ℃和 ５％ＣＯ２ 培养箱中培养ꎬ用 ０.２５％的胰蛋白酶消化传代ꎬ并于 １ ~ ２ ｄ 传代

一次.
１.２.２　 乳腺癌 ＭＣＦ￣７耐药细胞株的建立

(１)用 ＣＣＫ８法检测 ＭＣＦ￣７细胞株的 ＩＣ５０ꎬ然后按照 ＩＣ５０一半的浓度作为起始浓度开始诱导.
(２)将细胞按照 ５×１０５ /孔接种于 ６ 孔板ꎬ待细胞密度达到 ５０％ ~６０％时用含有阿霉素的培养液培养

４８ ｈ.
(３)４８ ｈ后在显微镜下观察细胞发现绝大多数细胞已经死亡ꎬ有少数细胞存活. 弃去培养液加入新鲜

的含阿霉素的培养液继续培养. 每日观察细胞变化.
(４)剩余的细胞全部长满后再传 １~２次使细胞状态逐渐恢复.
(５)将状态恢复的 ＭＣＦ￣７重新接种于 ６孔板中ꎬ加入下一浓度的阿霉素培养液培养ꎬ直至诱导出终浓

度为 ２５０ ｎｇ / ｍＬ的阿霉素耐药乳腺癌 ＭＣＦ￣７细胞.
１.２.３　 药物敏感性实验

取 ３ ０００个 /孔的 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ细胞和 ＭＣＦ￣７细胞ꎬ单独与不同浓度的阿霉素或 ＳＣ１３ 孵育ꎬ或者阿霉
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素联合 ２０ μｍｏｌ / Ｌ的 ＳＣ１３共孵育ꎬＤＭＳＯ处理的细胞作为对照. 加药 ４８ ｈ 后弃掉旧培养基ꎬ将 １０ μＬ 的

ＣＣＫ８和 ９０ μＬ的新鲜培养基混合添加到每个孔中ꎬ并于 ３７ ℃进一步孵育 １ ~ ２ ｈꎬ在 ４５０ｎｍ 处测量吸光

度ꎬ根据吸光度计算细胞相对数量.
１.２.４　 蛋白质印迹分析

待细胞密度达到 ８０％时ꎬ收集细胞. 加入含蛋白酶抑制剂 ＰＭＳＦ的 ＲＩＰＡ 裂解液ꎬ充分裂解细胞ꎬ并用

无菌枪头刮下细胞ꎬ吸入离心管中ꎬ置于冰上ꎬ超声破碎 ２~３ 次. 在 ４ ℃、１２ ０００ ｒｐｍ离心 １０ ｍｉｎ. 小心吸

取上清液于另一洁净离心管中ꎬ并将 Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ与蛋白样品以 １ ∶５的比例充分混合后于 ９５ ℃ ~１００ ℃
加热 ５ ｍｉｎꎬ促使蛋白变性. 取 １０ μＬ 蛋白样进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳. 甲醇活化 ＰＶＤＦ 膜后ꎬ将蛋白转移至

ＰＶＤＦ膜. 在 ５％脱脂牛奶中封闭 １.５ ｈꎬｄｄＨ２Ｏ 清洗 ３ 遍ꎬ剪膜. 加入一抗 ４ ℃过夜孵育. 用 ＰＢＳＴ 洗膜 ３
次ꎬ每次 １０ ｍｉｎ. 加入 ＨＲＰ 偶联的二抗(１ ∶１０ ０００)孵育 １.５ ｈ. 按 １ ∶１配制 ＥＣＬ蛋白质印迹检测试剂后于

Ｔａｎｏｎ成像系统曝光显影并拍照. 采用 ＩｍａｇｅＪ处理图像ꎬ计算灰度值ꎬ以目的条带灰度值与内参(Ｖｉｎｃｕｌｉｎ)
条带灰度值的比值作为目的蛋白相对表达量.
１.２.５　 克隆形成实验

取对数生长状态良好的 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ细胞ꎬ用胰酶消化离心后计数. 按照每孔 ５００ 个细胞接种于 ６ 孔

板中ꎬ２４ ｈ后待细胞贴壁后换液ꎬ加相应的药物或抑制剂处理ꎬ于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的细胞培养箱内培养两

周ꎬ每 ２~３ ｄ更换一次新鲜培养基. 两周后ꎬ用 ＰＢＳ 清洗细胞 ２ 遍ꎬ每孔加 ８００ μＬ、４％多聚甲醛室温固定

１５ ｍｉｎꎬ弃去多聚甲醛ꎬ加 ５００ μＬ结晶紫染色 ５ ｍｉｎꎬ吸去染色液ꎬ用 ＰＢＳ漂洗至背景透明ꎬ风干拍照. 采用

ＩｍａｇｅＪ计算克隆数量.
１.２.６　 流式细胞术检测细胞周期

将 １×１０５ 个 /孔的 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ细胞接种在 ６ 孔板中ꎬ待药物或抑制剂处理时间结束后ꎬ收获所有细

胞ꎬ用 ＰＢＳ 洗涤细胞一次(离心 ２ ０００ ｒｐｍꎬ５ ｍｉｎ)ꎬ收集并调整细胞浓度为 １×１０６ / ｍＬꎬ取 １ ｍＬ 单细胞悬

液. 将制备的单细胞悬液离心后ꎬ去除上清ꎬ在细胞中加入体积分数为 ７０％冷乙醇 ５００ μＬ 固定(２ ｈ 至过

夜)ꎬ４ ℃保存ꎬ染色前用 ＰＢＳ 洗去固定液ꎬ然后加入提前配制好的 ５００ μＬ ＰＩ / ＲＮａｓｅ Ａ 染色工作液ꎬ室温

避光 ３０~６０ ｍｉｎꎻ最后检测并记录激发波长 ４８８ ｎｍ 处红色荧光.
１.２.７　 免疫荧光

将加药处理过后的细胞ꎬ按照 ３×１０４ 个 /孔的ＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ细胞接种到 １２孔板中ꎬ待爬片之后ꎬＰＢＳ洗
涤 ２次ꎬ用 ４％甲醛固定 ３０ ｍｉｎꎬ加入 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００以通透细胞. 载玻片用 ３％ＢＳＡ封闭ꎬ然后与一抗过夜孵

育ꎬ第二天孵育荧光二抗ꎬ然后用 ＤＡＰＩ染色ꎬ在荧光显微镜下观察.
１.２.８　 流式细胞术检测细胞凋亡

加药处理细胞 ２４ ｈ后ꎬ用 ＰＢＳ 洗涤细胞 ２次(８００ ｇ 离心力ꎬ离心 ５ ｍｉｎ)收集 １×１０５ ~５×１０５ 细胞ꎬ加
入 ５００ μＬ 的 Ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 轻轻吹匀成单细胞悬液ꎬ加入 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＥＧＦＰ 混匀后ꎬ加入 ５ μＬ
Ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅꎬ混匀. 室温、避光、反应 １０ ~ ２０ ｍｉｎ. 用流式细胞仪检测ꎬ通过 ＦＩＴＣ 通道(ＦＬ１)检测

Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＥＧＦＰ(Ｅｘ＝ ４８８ ｎｍꎬＥｍ＝ ５３０ ｎｍ)的绿色荧光ꎻ通过 ＰＩ 通道(ＦＬ２ 或 ＦＬ３)检测 ＰＩ 红色荧光

(Ｅｘ＝ ４８８ ｎｍꎬＥｍ≥６３０ ｎｍ) .

２　 结果与讨论

２.１　 ＳＣ１３ 使 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ 对于阿霉素治疗敏感

早有研究报道癌细胞中 ＤＮＡ修复能力的增强是造成其出现耐药性的主要原因[１０－１１]ꎬ并且 ＦＥＮ１作为碱

基切除修复(ＢＥＲ)通路中的关键蛋白同时在多种耐药细胞中异常高表达[６] . 研究以 ＭＣＦ￣７细胞(图 １Ａ左)
和 ＭＣＦ￣７/ ＡＤＲ(图 １Ａ右)细胞作为研究对象ꎬ检测了 ＦＥＮ１在这两种细胞系中的表达情况ꎬ结果显示ꎬＦＥＮ１
在 ＭＣＦ￣７/ ＡＤＲ中表达显著增高(图 １Ｂ) . 接着使用阿霉素同时处理ＭＣＦ￣７细胞和ＭＣＦ￣７/ ＡＤＲ细胞ꎬ结果发

现相对于 ＭＣＦ￣７细胞ꎬＭＣＦ￣７/ ＡＤＲ细胞对阿霉素并不敏感(图 １Ｃ) . 之前的研究表明ꎬ２０ μｍｏｌ / Ｌ的 ＳＣ１３对
于肿瘤细胞具有很好的杀伤作用ꎬ而对正常细胞影响不大(图 １Ｄ) . 因此选用 ２０ μｍｏｌ / Ｌ的 ＳＣ１３联合阿霉素

处理 ＭＣＦ￣７/ ＡＤＲ细胞ꎬ结果发现相较于阿霉素的单独处理ꎬ联合处理对于细胞的杀伤效果更好(图 １Ｅ) .

—９７—
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　 　 Ａ:显微镜下观察到的 ＭＣＦ￣７细胞(左图)和 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ细胞(右图)的形态ꎻＢ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测 ＦＥＮ１在 ＭＣＦ￣７
细胞和 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ细胞中的表达ꎻＣ:不同浓度的阿霉素处理的 ＭＣＦ￣７细胞和 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ细胞药物敏感性分析ꎻＤ:
不同浓度的 ＳＣ１３处理的ＭＣＦ￣７和ＭＣＦ￣１０Ａ细胞药物敏感性分析ꎻＥ:不同浓度的阿霉素联合 ２０ μｍｏｌ / Ｌ的 ＳＣ１３和单

独使用阿霉素处理的 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ细胞药物敏感性分析. 比例尺ꎬ１００ μｍ.
图 １　 阿霉素和 ＳＣ１３ 单独处理或联合处理对 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ 细胞的杀伤效果

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｋｉｌｌｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ ａｎｄ ＳＣ１３ ａｌｏｎｅ ｏｒ ｉｎ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｎ ＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ ｃｅｌｌｓ

２.２　 ＳＣ１３ 联合阿霉素显著抑制 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ 细胞的增殖

为了探究 ＳＣ１３联合阿霉素对于 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ细胞增殖的影响ꎬ使用不同浓度的阿霉素和 ２０ μｍｏｌ / Ｌ
的 ＳＣ１３单独或联合处理 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ细胞ꎬ通过对其细胞典型形态和数量的观察发现ꎬ相较于 ＳＣ１３ 和阿

霉素单独处理组ꎬ联合处理组细胞数量显著减少(图 ２Ａ) . 然后进行了克隆形成实验ꎬ同样发现相对于单

独处理组ꎬ联合处理组对于细胞的克隆形成能力的抑制更明显(图 ２Ｂ) .
众所周知ꎬＤＮＡ损伤反应会诱导细胞周期阻滞ꎬ主要包括 Ｇ１ / Ｓ 期和 Ｇ２ / Ｍ期的阻滞[１２－１４] . 而由于大

多数肿瘤细胞的 ｐ５３ 依赖性 Ｇ１ 途径被破坏ꎬ导致其主要靠 Ｇ２ / Ｍ 检查点来维持基因组完整性以应对

ＤＮＡ 损伤[１５－１６] . 而在 ＭＣＦ￣７细胞中ꎬＤＮＡ损伤同样会诱导细胞的 Ｇ２ / Ｍ期停滞[１７－１８] . 因此通过流式细胞

术检测细胞周期ꎬ发现 ＳＣ１３联合阿霉素处理后更多的细胞停留在 Ｇ２ / Ｍ 期ꎬ细胞出现了明显的 Ｇ２ / Ｍ 期

阻滞(图 ２Ｃ) . 以上结果说明 ＳＣ１３联合阿霉素对细胞的增殖抑制效果更加显著.
２.３　 ＳＣ１３ 和阿霉素联合治疗导致癌细胞中 ＤＮＡ 损伤增加

ＳＣ１３作为 ＦＥＮ１抑制剂可以诱导癌细胞中的 ＤＮＡ损伤ꎬγＨ２ＡＸ 是检测 ＤＮＡ 损伤的主要标志物. 用
ＳＣ１３和阿霉素单独处理或其组合处理后ꎬ通过蛋白质印迹和免疫荧光检测 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ细胞中的 ＤＮＡ损

伤情况. 免疫荧光结果显示ꎬ在联合处理组的细胞核中观察到了更多的 γＨ２ＡＸ表达(图 ３Ａ) . 蛋白印迹结

果与此一致ꎬ联合处理组的 γＨ２ＡＸ蛋白表达水平更高(图 ３Ｂ) . 上述数据表明ꎬＳＣ１３和阿霉素联合会导致

癌细胞中未修复的 ＤＳＢ的积累和 ＤＮＡ损伤的增加.
—０８—
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　 　 Ａ:不同浓度的阿霉素和 ＳＣ１３单独或联合处理 ４８ ｈ后ꎬ显微镜下观察到的 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ细胞形态分析ꎻＢ:ＳＣ１３和阿霉素单独或联

合处理后ꎬＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ细胞的克隆形成结果分析ꎻＣ:流式细胞术检测 ＳＣ１３和阿霉素单独或联合处理后ꎬＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ细胞的细胞周期

结果分析. 比例尺ꎬ１００ μｍꎻ∗Ｐ<０.５ꎬ∗∗Ｐ<０.０５.
图 ２　 ＳＣ１３ 和阿霉素单独或联合处理对 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ 细胞增殖的影响

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＳＣ１３ ａｎｄ ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ ａｌｏｎｅ ｏｒ ｉｎ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ ｃｅｌｌｓ

２.４　 ＳＣ１３ 和阿霉素联合治疗促进耐药细胞凋亡

研究阿霉素与 ＳＣ１３联合处理能否促进 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ细胞的凋亡作用ꎬ在加药处理 ２４ ｈ 后ꎬ使用流式

细胞仪检测 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ和 ＰＩ双染后的细胞ꎬ结果发现联合加药组相对于单药处理组显著增强了细胞

的凋亡(图 ４Ａ) . Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ结果也显示促凋亡蛋白 Ｂａｘ显著上调ꎬ抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ￣２显著下调(图 ４ Ｂ)ꎬ
说明 ＳＣ１３能够增强阿霉素的促凋亡作用.

—１８—
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　 　 Ａ:免疫荧光检测药物或抑制剂处理后ꎬＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ 细胞中 γＨ２ＡＸ 的表达ꎻＢ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测药物或抑制剂处理后ꎬ
ＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ细胞中 γＨ２ＡＸ的蛋白表达. ∗Ｐ<０.５ꎬ∗∗Ｐ<０.０５ꎻ比例尺ꎬ２０ μｍ.

图 ３　 ＳＣ１３ 和阿霉素单独处理或组合处理后诱导了 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ 细胞的 ＤＮＡ 损伤

Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＳＣ１３ ａｎｄ ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ ａｌｏｎｅ ｏｒ ｉｎ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅ ＤＮＡ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ ｃｅｌｌｓ

　 　 Ａ:流式细胞仪检测的抑制剂或阿霉素处理后的细胞凋亡散点图ꎻＢ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ显示不同处理组的促凋亡蛋白(Ｂａｘ)和
抗凋亡蛋白(Ｂｃｌ￣２)的表达变化.

图 ４　 ＳＣ１３ 联合阿霉素增强了 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ 细胞的凋亡作用

Ｆｉｇ􀆰 ４　 ＳＣ１３ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ ｅｎｈａｎｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ ｃｅｌｌｓ
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２.５　 ＳＣ１３ 通过激活 ｃＧＡＳ￣ＳＴＩＮＧ￣ＮＦκＢ 增强 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ 细胞的药物敏感性

环磷酸鸟苷－腺苷合成酶(Ｃｙｃｌｉｃ ｇｕａｎｏｓｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ￣ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬｃＧＡＳ)是
一种识别细胞胞质 ＤＮＡ的感受器ꎬ属于 Ｍａｂ￣２１(Ｍａｌｅ ａｂｎｏｒｍａｌ ２１)蛋白家族[１９－２０] . 干扰素基因刺激因子

(Ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒ ｏｆ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｇｅｎｅꎬＳＴＩＮＧ)也被称为内质网干扰素刺激蛋白ꎬ以二聚体的形式存在ꎬ是机体用于

激活干扰素的启动子的重要蛋白[２１] . 有研究报道 ＤＮＡ 的损伤造成 ＤＮＡ 双链断裂(ＤＳＢ)的积累ꎬ同时会

有双链 ＤＮＡ(ｄｓＤＮＡ)从细胞核泄露到细胞质中[２２]ꎬｃＧＡＳ在与 ｄｓＤＮＡ结合时感知并被激活. ｃＧＡＳ的激活

反过来刺激适配蛋白 ＳＴＩＮＧ触发干扰素信号传导[２３]ꎬ然后信号级联并最终到达细胞核中的干扰素调节因

子 ３( ＩＲＦ３)和 ＮＦ￣κＢ靶点ꎬ造成促炎细胞因子的释放及抗肿瘤免疫反应的增强[２４－２５] . 在这里提出 ＳＣ１３有
可能通过抑制 ＦＥＮ１的表达引起细胞的 ＤＮＡ损伤ꎬ进而导致细胞质内产生大量 ｄｓＤＮＡ片段而引起 ｃＧＡＳ￣
ＳＴＩＮＧ通路的激活. 因此使用 ＳＣ１３处理 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ细胞后ꎬ检测 ｃＧＡＳ￣ＳＴＩＮＧ￣ＮＦκＢ 通路相关蛋白的表

达变化ꎬ结果显示 ｃＧＡＳ、ｐ￣ＮＦκＢ、ｐ￣ＳＴＩＮＧ表达均上调ꎬ而 ＮＦκＢ、ＳＴＩＮＧ表达下调(图 ４Ａ)ꎬ证明该通路被

激活.

　 　 Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测 ＳＣ１３处理后的 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ细胞中ꎬｃＧＡＳ￣ＳＴＩＮＧ￣ＮＦκＢ 通路相关蛋白表

达变化ꎻＢ:本研究的模式图. ∗Ｐ<０.５ꎬ∗∗Ｐ<０.０５.
图 ５　 ＳＣ１３ 激活了 ｃＧＡＳ￣ＳＴＩＮＧ￣ＮＦκＢ 通路

Ｆｉｇ􀆰 ５　 ＳＣ１３ ａｃｔｉｖａｔｅｓ ｃＧＡＳ￣ＳＴＩＮＧ￣ＮＦκＢ ｐａｔｈｗａｙ

２.６　 讨论

随着化疗、内分泌治疗及放射治疗的发展ꎬ乳腺癌死亡率呈下降趋势. 对于大多数乳腺癌患者来说ꎬ
化疗是改善乳腺癌预后的必要手段. 然而ꎬ多药耐药仍然是乳腺癌患者复发的重要障碍ꎬ也是复发的主要

原因[２６]ꎬ而且目前并没有发现有效的靶点去克服多药耐药性. ＦＥＮ１作为 ＤＮＡ损伤修复的关键蛋白ꎬ它的

过度表达可能增强了多种癌细胞的化疗耐药[２７－２８]ꎬ并且研究也证实了在 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ 细胞中 ＦＥＮ１ 的表

达相对于野生型的 ＭＣＦ￣７细胞是显著升高的. 这表明乳腺癌耐药细胞中 ＦＥＮ１ 的表达可能存在缺陷或突

变. 因此尝试使用 ＦＥＮ１抑制剂 ＳＣ１３去逆转 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ细胞的耐药性. 其结果与猜测的 ＳＣ１３联合阿霉
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素对于 ＭＣＦ￣７ / ＡＤＲ细胞显示出很好的杀伤效果.
在过去的研究中ꎬＰＡＲＰ 抑制剂的抗肿瘤机制获得了广泛的认可ꎬ其通过抑制同源重组修复(ＨＲ)造

成 ＤＮＡ损伤并激活了 ｃＧＡＳ￣ＳＴＩＮＧ信号通路ꎬ引发了炎症反应[２９－３１] . ＦＥＮ１ 抑制剂可能同样通过抑制碱

基切除修复(ＢＥＲ)而造成 ｄｓＤＮＡ的泄露ꎬ并激活 ｃＧＡＳ￣ＳＴＩＮＧ￣ＮＦκＢ 信号通路而引发抗肿瘤免疫反应ꎬ从
而使得阿霉素联合 ＳＣ１３能够发挥出更加强大的抗肿瘤作用.

３　 结论

本研究证明了 ＦＥＮ１在乳腺癌细胞中过度表达ꎬ这提示 ＦＥＮ１或许可以作为克服乳腺癌化疗耐药的潜

在靶点. 研究结果表明ꎬＦＥＮ１抑制剂 ＳＣ１３ 通过影响 ＢＥＲ 修复途径促进了癌细胞凋亡ꎬ从而为乳腺癌的

治疗提供了新的策略.
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