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摘 要!%目的& 探讨葡萄糖代谢在耐药乳腺癌组织中的改变及其在乳腺癌细胞化疗耐药中的作用机
制' %方法& 取

8<

只裸鼠"分别采用人乳腺癌细胞株
>.?$

和紫杉醇耐药细胞株
>.?$!@+A',

右侧腋下
接种建立乳腺癌裸鼠移植瘤模型和紫杉醇耐药乳腺癌模型各

B

只' 给药
C

周后处死"免疫组织化学染
色法(

D12E1)* F,'E

法用于检测癌组织和耐药癌组织糖酵解关键酶的表达' 采用乳酸测定试剂盒和丙酮
酸测定试剂盒分别检测两组癌组织中乳酸和丙酮酸的含量' 在耐药细胞

>.?$!@+A',

中用
20G;H

敲低
IJ!

(

K?J?L%

(

KJ>!

表达"

D12E1)* F,'E

和实时荧光定量
K.GMNG@OK.GP

方法检测
IJ!

(

K?J?L%

(

KJ>!

的敲低效率"

..J=

法检测
>.?$!@+A',

耐药性改变' %结果& 紫杉醇耐药乳腺癌组织中糖酵解关键酶
IJ!

(

K?J>

(

KJ>!

表达明显高于紫杉醇敏感乳腺癌癌组织)

K

值均
Q<:<<<8

*' 相对于癌组织"耐药癌组
织中的乳酸产量和丙酮酸产量相对提高增高约

!=R

)

KS":"""B

*和
B"RMKS":""8

*' 与
20;.

组)

8:"""":"!

*

相比"敲低组细胞中的
IJ! TG;H

)

":BU"":"%

*(

K?J?L% TG;H

)

":%$"":"8

*(

KJ>! TG;H

)

":C!"":"8

*相
对表达水平明显降低" 蛋白水平也明显降低 )

K

值均
Q":"B

*'

..J=

结果显示糖酵解酶敲低后
>.?$!

@+A',

紫杉醇耐药性不同程度的减低)

K

值均
Q":"B

*' %结论& 糖酵解关键酶的高表达介导了化疗耐药乳
腺癌的代谢重编程' 抑制糖酵解关键酶

IJ!

(

K?J>

(

KJ>!

表达逆转了乳腺癌的紫杉醇耐药性"有望成
为治疗化疗耐药乳腺癌的有效措施'
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肿瘤耐药是导致乳腺癌治疗失败的重大原因!

耐药性与侵袭性等肿瘤恶性临床病理特征密切相

关" 耐药性降低了乳腺癌患者的治疗效果!并且是

癌症相关死亡的重要原因" 研究表明侵袭性癌细胞

的新兴特征是能量代谢!包括糖酵解激活的增强和

乳酸增多#

#&!

$

" 靶向乳酸的生产!被认为是一种有前

途的癌症治疗方法#

%&'

$

" 因此对肿瘤组织糖代谢的研

究也成为肿瘤诊断和治疗的重要因素" 为了进一步

探讨体内耐药乳腺癌组织的葡萄糖水平改变!本研

究构建了耐药乳腺癌动物模型
(

通过对糖酵解关键

酶表达的检测和糖代谢产物乳酸%丙酮酸生成的测

定!探讨体内乳腺癌组织和耐药乳腺癌组织的糖代

谢的差异!为耐药乳腺癌的治疗提供参考依据"

#

材料与方法

!"!

材 料

雌性无胸腺裸鼠 &

)*+*,-!./

'

#0

只!

!12!3

日

龄!体重
#!2#45

!购自上海西普尔
&

必凯实验动物有

限公司!乳腺癌细胞株
678$

为本实验室保存!耐药

细胞株
678$!9:;<=

购自和元生物技术&上海'股份

有限公司!胎牛血清%胰蛋白酶%高糖
>6?6

培养基

购自美国
@AB-<

公司(

CD

&青霉素
E

链霉素'购自上海

爱必信生物科技有限公司!化疗药物紫杉醇购自美

国
DA5F:

公司(转染试剂
+AG<HI-J:FA.I%000

购自美

国
K.LAJM<5I.

公司! 乳酸测定试剂盒和丙酮酸测定

试剂盒购自南京建成生物工程研究所(

NO*

提取试

剂盒购自美国
PFI5:

公司 ( 逆转录试剂盒购自

9:Q:M:

公司(

77R3

试剂购自
)AF:QI

公司(

)7*

定

量试剂盒购自
9SIMF<

公司(

TIUJIM.

裂解液购自上

海碧云天生物技术有限公司(

CR6!

兔单克隆抗体

购自美国
7UJ

公司(

C8R6

%

VR!

%

C8R8)%

兔多克隆

抗 体 购 自
CM<JIA.JI-S

公 司 ( 酶 标 仪 购 自 美 国

CIMQA.?=FIM

公司"

!"#

细胞培养!接种及建模

以含
1"W

胎牛血清%青霉素&

#00X,F=

'%链霉素

&

#00!5,F=

'

>6?6

培养液培养乳腺癌细胞株" 细胞

培养环境为
%$"

! 含有
'W

体积分数
7P

!

无菌恒温

培养箱!细胞贴壁生长至
$0W#30W

时!以
0Y!'W

胰

蛋白酶消化处理" 取对数生长期肿瘤细胞!细胞密

度为
1$10

3 细胞
,F=

!于裸鼠右侧腋皮下!每只注射

细胞悬液
1'0!=

!

Z2$[

种植区皮下可触及瘤样结节!

随后每
%[

测量肿瘤体积"肿瘤体积
\0Y'$

长径
]:^$

短

径
]B^

!

"

!"$

细胞转染

取对数生长期的
678$!9:;<=

细胞!接种于
Z

孔

板中!每个孔加入
!F=

培养基!培养
!4S

后转染" 分

为
UAO7

组%

UACR6!

组%

UAVR!

组和
UAC8R8)%

组!按

照
+AG<HI-J:FA.I %000

转染试剂盒说明书转染
43S

后进行实验" 序列
UACR6!

)

'%!@7X@X@@7X7X*@!

*7*7X***!%%

!

UAVR!

)

'%!@@@X@***@X**7@@*!

7**X@!%%

!

UAC8R8)%

)

'%!X@X7@7X@*X7**@@X@!

*XX!%%

"

!"%

实时荧光定量
&'(

不同转染组的细胞于
Z

孔板培养
43S

后收集细

胞样品" 使用
NO*

提取试剂盒提取总
NO*

! 检测

NO*

浓度后逆转录为
->O*

! 采用相对定量
_C7N

法!以
7`-=<GSA=A. )]7)^

为内参!检测细胞内
CR6!

%

VR!

%

C8R8)% FNO*

相对表达量" 反应条件为
a'"

'FA.

!反应一个循环!

a'" 10U

!

Z0" %0U

!反应
40

个

循环" 引物序列见
9:B=I 1

"

!") ''*+

法检测细胞增殖

取对数生长期的
UAO7

组%

UACR6!

组%

UAVR!

组

和
UAC8R8)%

组
678$!9:;<=

细胞以
10

4

,

孔接种于

aZ

孔板中!培养
!4S

后!加入不同浓度的紫杉醇处

理
43S

!每孔加入
77R3

溶液
10!=

!放入细胞培养箱

中继续培养
1S

!于
4'0.F

处检测各孔的
P>

值"

!",

动物分组

所有雌性裸鼠饲养环境温度%湿度适宜!独立通

风条件!以灭菌纯净水%无菌饲料饲养" 采用随机分

组原则将
10

只裸鼠分为两组! 乳腺癌细胞株接种

组为紫杉醇敏感乳腺癌移植瘤模型!紫杉醇耐药乳

腺癌细胞株
678$!9:;<=

接种组为紫杉醇耐药乳腺

癌移植瘤模型!每组
'

只"

!"-

裸鼠乳腺癌移植瘤模型药物实验

观察肿瘤生长情况!待肿瘤瘤体积长到
'00FF

%

时!尾静脉给药!

10F5,Q5

!每周给药
!

次!连续给药

4

周" 给药结束后!颈椎脱臼法处死裸鼠!取肿瘤组

织!拍照记录"

!"+

免疫组织化学法检测

分别取典型乳腺癌肿瘤组织及耐药乳腺癌肿

瘤组织各两个切片脱蜡! 水化!

C)D

冲洗
%

次! 每次

1a$
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<1*12 =)0>1)2

.? @A B!"C<CD<DC<<..<<<D<CD.D"%!

EA B!"..<...D<<CD.CD<CC<D."%!

FG! @A B!"<C<..C..C.D.C...DC.D"%!

EA B!"..C<<.CDD.<<.CCD<D<"%!

=@G@?% @A B!"C<...<<CDDC.CCC<C.D<."%!

EA B!"<<DC<.D<<.DD.CDC<.CC."%!

=GH! @AB!"D.<.CD<.C<.C..D<CDD"%!

EA B!"..D.<CCDC<.D<.CC<D<<DC"%!

B>0*

! 放入
I:"8H

枸橼酸缓冲液 "

JFK:"

#! 加热

8">0*

!室温冷却
%">0*

!

%LF

!

3

!

滴加到切片上封闭

#I>0*

!

=?M

冲洗
%

次 ! 每次
B>0*

$

BL?MC

封闭

!I>0*

!一抗过夜$ 次日取出!

=?M

冲洗
%

次!孵育二

抗!

=?M

冲洗
%

次!滴加
MC?.

!室温
!I>0*

!

=?M

冲

洗
N

次!

OC?

显色!蒸馏水终止反应!自来水冲洗$

苏木紫复染!自来水冲洗!依次用
B"L

%

$"L

%

PBL

酒

精浸泡切片
B>0*

!无水乙醇浸泡
8">0*

!二甲苯浸泡

8">0*

!中性树胶封片!阅片总结结果$将肿瘤细胞内

棕黄色颗粒定为阳性! 每张切片随机选取
%

个视野

观察!计算阳性细胞百分比$

!"# $%&'%() *+,'

法

分别提取两组典型紫杉醇耐药乳腺癌组织和敏

感乳腺癌组织的蛋白质!

?.C

法对蛋白浓度定量!

MOM"=C<Q

凝胶电泳分离!

R"9

&浓缩胶#

S#!I9

&分

离胶#电泳!湿转法将蛋白转至
=9O@

膜!质量分数

为
BL

脱脂奶粉室温封闭膜
#/

!

D?MD

洗
%

次! 每次

B>0*

! 加入
=GH!

兔单抗 &

###III

#%

=@GH

兔多抗

&

###III

#%

=@G@?%

兔多抗&

###III

#%

FG!

兔多抗&

##

#III

#%

!"+4T0*

兔单抗&

# ##III

#!

N$

过夜!去一抗!

D?MD

洗
%

次!每次
B>0*

!室温孵育二抗
#/

!

D?MD

洗

%

次!每次
B>0*

!加
Q.U

在
CV()1 ?0'262T1>2 4%""

化

学发光检测系统中采集图像$

!"!-

乳酸!丙酮酸生成测定

取两组肿瘤组织!按重量&

5

#

#

体积&

>,

#

W8#P

的

比例!加入
P

倍体积的生理盐水!冰水浴条件下机械

匀浆!

!B"")X>0*

!离心
#I>0*

!取上清液作为样本!采

用
?.C

法测定蛋白浓度$ 根据丙酮酸试剂盒说明

书!样本%标准液和空白对照生理盐水先后加入澄清

剂!工作液!

%$$

反应
#I>0*

后加入终止液!铺在
PK

孔板中!每个分组设置
%

个副孔!用酶标仪于
BIB*>

处检测各孔的丙酮酸浓度$根据乳酸试剂盒说明书!

样本%标准液和空白对照生理盐水先后加入工作液%

显色剂!

%$$

反应
#I>0*

后加入终止液! 铺在
PK

孔

板中!每个分组设置
%

个副孔!于
B%I*>

处检测各

孔的乳酸浓度$

!"!!

统计学处理

采用
M=MM #%:I

软件进行实验数据分析! 计量

资料采用均数
%

标准差表示!两样本组间比较采用
T

检验$采用
<)+J/=+Y =)02> $:I

作图$

=ZI:IB

为差异

具有统计学意义$

!

结 果

."!

裸鼠一般情况

共接种
#I

只裸鼠! 成瘤率
#IIL

!

K[$Y

种植区

皮 下 可 触 及 瘤 样 结 节 !

#% [#NY

肿 瘤 体 积 达 到

BII>>

%

! 成瘤后裸鼠活动情况及体重无明显变化!

随肿瘤体积增大!裸鼠体重减轻!活动减弱$

.".

紫杉醇治疗后裸鼠情况

给药期间!

P

只裸鼠一般情况良好!有
#

只耐药

乳腺癌组裸鼠死亡! 系肿瘤体积过大! 心肺衰竭而

死$ 给药
N

周后!相对于紫杉醇耐药乳腺癌组!紫杉

醇敏感乳腺癌组裸鼠肿瘤体积明显减小&

TW!:IB%

!

=Z

I:IB

#!肿瘤重量明显减轻
\TW!:%NP

!

=ZI:IB]\D+^,1 !]

!

说明紫杉醇耐药乳腺癌模型构建成功$

."/

紫杉醇耐药乳腺癌组织中的糖酵解酶高表达

与紫杉醇敏感乳腺癌组相比! 紫杉醇耐药乳腺

癌组的
FG!

%

=@GH

%

=GH!

染色阳性率分别提高约

BBL

%

N!L

%

B%L

&

@05()1 8C

!

=

值均
ZI:III8

#$ 蛋白印

迹实验检测
FG!

%

=@GH

%

=GH!

在紫杉醇耐药乳腺

癌组织和敏感乳腺癌组织中的表达! 紫杉醇耐药乳

腺癌组织中
FG!

%

=@GH

%

=GH!

蛋白表达水平分别

增高约
KBL

%

BNL

%

B!L

&

@05()1 8?

#$ 由此可见!对紫

杉醇药物产生耐药性促进了乳腺癌组织糖酵解酶的

表达$

."0

紫杉醇耐药乳腺癌组织有较强的乳酸和丙酮

酸生成能力

在等重量肿瘤组织条件下! 相对于紫杉醇敏感

乳腺癌组织! 紫杉醇耐药乳腺癌组织中乳酸产量增

高约
!RL

&

=WI:IIIB

#! 丙酮酸产量增高约
BIL

&

=W

I:II8

#

\@05()1 !]

$ 由此说明!耐药乳腺癌组织中糖酵

解酶的高表达促进了耐药乳腺癌组织中糖酵解能力

12*+% ! 3(45%(& 6&%7 4) (%2+!'45% 389
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的增强!

!"#

瞬时敲低
$%&!

!

'%!

!

$(%()*

的效率

将
&'()*!

"

&'+)!

"

&'(,),-%

分别转染至乳腺癌

耐药细胞系
*.,$!/0123

#蛋白印迹实验和实时荧光

定量
(.4

结果$

,'5678 %

%显示#

相 对 于
9.

组 #

&'()*! :49;

和蛋白水平分别下降约
<=>

和

?@>

$

( A"BCCCD

%"

&'+)! :49;

和蛋白水平分别下降约
??>

和

%!>

$

( ECBC%F#

%"

&'(,),- %

的

:49;

水平和蛋白水平分别下

降
G%>

和
%$>

$

(ECBCCC!

%!

!"+

敲低
$%&!

!

'%!

!

$(%()*

逆转耐药乳腺癌细胞紫杉醇

耐药性

相对于空白组 #

!CCH:23IJ

和
?CCH:23IJ

紫杉醇浓度作用

下#

&'()*!

组的
*.,$!/0123

细

胞 存 活 率 分 别 降 低
%!>

$

( A

CBCCCD

%"

%=>

$

( ECBCCC%

%&

&'+)!

组分别降低
!!>

$

(ECBCC?

%"

!=>

$

(ECBCCC%

%&

&'(,),-%

组分别降

低
!C>

$

(ECBC!CG

%#

!%>

$

(ECBCC$

%

K,'5678 ?L

!由此可见#敲低
()*!

"

+)!

"

(,),-%

三个糖酵解关键

酶增强了紫杉醇药物对耐药乳

腺癌的抑制作用!

%

讨 论

正常细胞在正常环境中主

要通过线粒体中的氧化磷酸化

产生
;/(

! 在肿瘤细胞中#即使

在氧气存在的情况下#肿瘤细胞

也会增强糖酵解作用产生
;/(

和乳酸! 这种现象被称为
M07!

N675

效应! 这种肿瘤代谢的重编

程被认为是肿瘤的标志'

D

#

G

(

!乳腺

癌在产生化疗耐药后葡萄糖代谢的变化情况尚未得

到深入研究!本研究构建了体内乳腺癌耐药模型#通

过一定周期的治疗后检测癌组织中葡萄糖代谢物的

水平# 旨在研究乳腺癌产生耐药后葡萄糖代谢的变

化及其机制! 本文结果发现耐药癌组织中产生更多

的乳酸和丙酮酸# 这表明在乳腺癌在产生耐药后其

糖酵解水平增高# 耐药加剧了肿瘤细胞由氧化磷酸

化转向糖酵解途径!葡萄糖代谢与肿瘤生理学和药理

,-./0 ! 1234-56728 29 :;325 <52=:> 68 :=2 <52;47

O726P& /6:27 Q236:8 KR:

%

L /6:27 S8'5TU K5L

48&'&U0HU 5726P DB?"D""BD<< !B"<!""B!D$

V8H&'U'Q8 5726P CB<%G"CB$=F CBGG<"CBDDF

(6<;50 ! $52?;@:628 29 /-@:6@ -@6? -8? 4A5;B-:0 68 :=2 <52;47 29 :;325 :677;07

WWW(A"B""D
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?

%

!

D

"
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0
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U
'
R
0
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'
X
:
:
2
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I
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P
7
2
U
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?

%

!
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&'()*+, '- ./0*121 3*4','567!"!879',:!$7;':%

学相关!研究表明糖酵解的增强还可以赋予癌细胞其

他的优势!通过其他途径产生的中间物质!从而适应

低氧环境"

$

#

$糖酵解的增强减少了活性氧%

<3=

&'二氧

化碳%

.3

!

&在线粒体中的产生!这些活动导致了有利

于肿瘤增殖的细胞内碱性和细胞外酸性的
>?

环境"

@AB

#

$

除了促进肿瘤生长外! 癌组织的代谢差异!

<3=

产

生的减少为肿瘤细胞提供了一个耐药的环境和可能

靶向治疗的机会"

#CD##

#

$ 本研究表明在体内耐药肿瘤

组织与肿瘤组织的代谢特征不同! 耐药肿瘤组织比

肿瘤组织糖酵解水平更高! 说明肿瘤细胞代谢失调

与耐药性表型的发展有关$

代谢重编程促进了肿瘤恶性表征! 从而影响肿

瘤细胞的增殖'分化'凋亡以及治疗反应"

#!

#

$ 最近研

究表明糖酵解中的几种调节酶与促进耐药性癌症表

型有关$己糖激酶%

?E

&是催化糖酵解途径第一个代

谢步骤的关键酶$ 研究表明其两种同工酶在许多癌

症中都表达上调!并具有抑制线粒体凋亡的能力"

#%

#

$

同时
F+*5

等 "

8G

#发现
HIJ!

介导的
?E!

磷酸化通过

增强糖酵解和葡糖糖饥饿诱导的自噬促进了乳腺癌

的肿瘤生长和对紫杉醇的耐药性$ 磷酸果糖激酶最

重要的变构激活剂是
!

!

K!

二磷酸果糖!合成
!

!

K!

二

磷酸果糖最重要的酶磷酸果糖
!!!

激酶
L

果糖
!!

!

K!

二

磷酸酶同工酶
%

%

HMEMN%

&已被发现在肿瘤的发生发

展!癌细胞的存活增殖中起着重要作用"

8O

#

$

P1

等"

8K

#发

现通过
Q0<!!CK

靶向抑制
HMEMN%

的表达! 可以抑

制乳腺癌的增殖和迁移$ 丙酮酸激酶%

HEJ

&是糖酵

解作用的另一个关键酶! 它可将磷酸烯醇式丙酮酸

%

HRH

&和
STH

转化为丙酮酸和
SUH

$

HEJ!

在癌症

中高表达!对
HRH

的高底物亲和力驱动了更高的糖

酵解通量!并保持了高乳酸水平"

8$

#

!而高乳酸促进了

肿瘤细胞的存活!减少了
<3=

产生!抑制了化疗药物

介导的肿瘤细胞的凋亡"

8@

#

$

?2(

等"

8B

#发现
HEJ!

通过

激活
RPM<

信号传导途径诱导乳腺癌细胞扩散$ 本

实验通过
V12W1)* X,'W

实验和免疫组织化学法检测

癌组织中糖酵解酶的表达! 结果显示耐药组织中其

?E!

'

HMEJ

'

HEJ!

三个糖酵解关键酶均明显提高!

说明耐药组织是通过提高糖酵解酶表达水平来实现

葡糖糖代谢向糖酵解途径的转变$ 本研究在耐药乳

腺癌细胞中敲低三个糖酵解关键酶
HEJ!

'

?E!

'

HMEMN%

的表达! 结果发现乳腺癌细胞对紫杉醇药

物的耐药性不同程度的降低! 说明抑制糖酵解酶的

表达能够逆转耐药乳腺癌对紫杉醇的耐药性$因此!

HEJ!

'

?E!

'

HMEMN%

可作为治疗乳腺癌紫杉醇耐药

患者的有效靶点$

综上所述! 紫杉醇耐药乳腺癌代谢重编程程度
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加重!糖酵解关键酶的高表达在其中发挥重要作用!

抑制
&'(!

"

)'!

"

&*'*+%

表达以此降低糖酵解水

平有望成为逆转乳腺癌紫杉醇耐药的有效措施#
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