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顺铂联合索拉非尼协同抑制三阴性乳腺癌细胞的体外研究 

姚舒洋，樊 英，徐兵河 

【摘要】 目的 探讨顺铂 (DDP)联合索拉非尼对三阴性乳腺癌 (TNBC)细胞的抑制作用及其可能的分子机 

制。方法 单独及联合给药后采用MTY法测定多种TNBC细胞的增殖，采用Western blot观察MAPK通路关键蛋白的表 

达情况。结果 MTY法检测发现 DDP单药和索拉非尼单药在体外对 TNBC细胞株 MDA—MB一231、MDA—MB一468、 

CAL一51增殖都有一定的抑制作用。其中MDA—MB一468和 CAL一51细胞对 DDP更为敏感。通过中效原理，证 实 

DDP和索拉非尼联合应用时，在各个细胞株中均为协同效应。DDP联合索拉非尼对各细胞株协同抑制的分子机制主要 

是通过影响 MAPK通路关键蛋白的表达实现的，Western b|ot检测显示各细胞株均表现为 P—ERK蛋白表达水平不同程 

度的下降以及 P—JNK蛋白表达水平不同程度的升高。结论 DDP联合索拉非尼在体外能协同抑制多种TNBC细胞株的 

增殖。 
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Inhibitory Effects of Cisplatin Combined with Sorafenib on Triple—·Negative Breast Cancer Cells in Vitro YAO Shu—· 

yang，FAN ，XU Bing—he．Department ofThoracic Surgery，Xuanwu Hospital，Capital University ofMedical Science，Bei- 

，|g 100053，China 

【Abstract】 Objective To explore the inhibitory effects of cisplatin(DDP)combined with Sorafenib on triple—nega- 

tire breast cancer cells(TNBC)in vitro and to discuss the possible mechanisms．Methods Sorafenib and cisplatin were used in 

single agent or in comb ination against TNBC cell lines MDA—MB一231．MDA—MB-468 and CAL一5l in vitro．The inhibitory 

effects of cisplatin and／or Sorafenib on proliferation of these three cell lines were determined by MTF assay 48h after the appliea- 

tion of the drugs on cell lines．Western blot Was used to detect the expression level of key proteins in MAPK pathway．Results 

Th e results of MTY showed that Sorafenib or DDP alone had certain inhibitory effect
、

s on these three cell lines proliferation in 

vitro．MDA—MB一468 and CAL一51TNBC cell lines were more sensitive to DDP．Based on the median—effect principle．Sot- 

afenib combined with DDP showed a synergistic inhibitory effect on the three cell lines proliferation．Th e molecular mechanism of 

synergistic inhibitory effect by DDP combined with Sorafenib on each cell line Was through affecting key proteins of MAPK path- 

way．Western blot analysis indicated that P—ERK protein expression levels were decreased，but P—JNK protein expression levels 

were elevated with different degrees in three cell fines．Conclusion Comb ined application of eisplatin and Sorafenib may syne~ 

gistically inhibit the proliferation of TNBC cell lines． 
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三阴性乳腺癌 (triple—negative breast cancer，TNBC)即 

雌激素受体 (ER)、孕激素受体 (PR)和人表皮生长因子受 

体 2(HER2)均表达为阴性，约占新诊断乳腺癌的 15％。这 

类疾病具有相似的特征、极高的同源性，组织分化差，多属于 

基底样乳腺癌，与乳腺癌 1号基因 (BRCA1)相关性乳腺癌 

具有较多相似性 -2]。TNBC患者发病年龄早，易早期局部复 

发和远处转移，增殖指数高 ，无病生存时间和总生存时问 

均较短，预后不佳 ，目前国内外仍缺乏针对该特殊类型乳腺癌 

doi：10．3969／j．issn．1007—9572．2012．06．089 

作者单位：100053北京市，首都医科大学宣武医院胸科 (姚舒 

洋)；中国医学科学院 北京协和医学院肿瘤医院内科 (樊英，徐兵 

河) 

通讯作者：徐兵河，100021北京市，中国医学科学院 北京协和 

医学院肿瘤医院内科；E—mail：xubinghe@medmaiL com．cn 

的规范化治疗指南。虽然 TNBC缺乏内分泌治疗和抗 HER2治 

疗的靶点，然而其他分子靶 向药物正在进行体 内外治疗研 

究 ]。目前单药索拉非尼对TNBC细胞体外抑制作用的研究不 

多．且尚无分子靶向药物联合顺铂 (DDP)体外治疗 TNBC的 

报道。因而本研究观察 DDP联合索拉非尼对 TNBC细胞的抑 

制作用 ，探索治疗 TNBC的新思路。 

1 材料与方法 

1．1 材料 选用人乳腺癌细胞株 MDA—MB一231、MDA— 

MB一468、CAL一51于本实验室保存。培养传代在含 10％新 

生牛血清的DMEM培养基中，选择指数生长期细胞进行实验。 

索拉非尼 (德国拜耳公司)溶解于二甲基亚砜 (DMSO)制成 

浓度为10 mM的溶液，分装保存于一20℃冰箱备用，加药时 

用 DMEM培养基稀释至 目标浓度，使终溶液中的 DMSO浓度 

<O。5％。DDP购 自山东齐鲁制药厂，DMEM购白 GIBCO公 

司，MTT购自Sigma公司，Anti—ERK1／2、Anti—P—ERK1／ 



2、Anti—B—Actin、Anti—JNK、Anti—P—JNK购自Santa Cruz 

Biotechnology公司，Anti—Rabbit及 Anti—MOUSe购自Promega 

公司。 

1．2 实验分组 实验细胞分为空白对照组、索拉非尼单药组、 

DDP单药组 、DDP联合索拉非尼组。检测细胞增殖抑制率时 

DDP单药剂量分别为 5、10、50、100 M，索拉非尼单药剂量 

分别为 1、2、5、10 M，DDP联合索拉非尼组药物剂量是 4+ 

2、8+4、10+5、12+6、14+7 M。检测 MAPK通路关键蛋白 

时，各组中索拉非尼剂量均为 5 M，DDP剂量均为 10 M。 

1．3 MTr法检测细胞生长抑制率 MDA—MB一231、MDA— 

MB一468、CAL一51细胞接种在 96孔培养板 中，每孔接种 

5 000细胞，设 3个平行孑L。培养 24 h后加入药物。加入不同 

剂量的 DDP，或 (和)索拉非尼继续培养 48 h，倾去培养基 ， 

加入用无血清 DMEM培养基配制的0．5 g／ml M1rr 100 td，继 

续培养4 h，弃培养基，然后加入 DMSO 200 I，摇床 20 min， 

充分溶解后，立即用酶标仪测定吸光度 (OD)值，计算细胞 

增殖抑制率。肿瘤细胞生长抑制率 =1一 (该药物处理组平均 

A值 一空白对照组 A值]／[细胞对照组平均 A值 (阴性对 

照) 一空白对照组 A值] ×100％。实验重复 3次。采用各组 

抑制率均数，经生物软件 CalcuSyn计算不同药物作用 48 h的 

半数抑制浓度 (Ic 。)、两药联用时 Ic 。的变化 以及不同浓度 

的两药联合作用于各种细胞 的协同系数 (combination index， 

CI)。CI>1为拮抗作用，CI=1为相加作用，CI<1为协同作 

用，且 CI值越小，表示药物协同效应越强。 

1．4 Western blot分 析 Anti—ERK1／2、Anti—P—ERK1／2、 

Anti—B—Actin、Anti—JNK、Anti—P—JNK蛋白表达 取生长 

状态良好的细胞，待细胞密度达到 60％ 一70％，分别加培养 

基，10 M DDP，5 M索拉非尼，以及 10 M DDP联合5 M 

索拉非尼作用 48 h，收集培养液。刮取细胞于试管中，3 000 

r／min离心 5 min，收集细胞于 Ep管中，加入适量蛋白裂解 

液，离心 20 min，取上清 一7O℃备用。样品预先用 Bradford 

法定量 ，每孔上样 50 g总蛋白于 12％分离胶和 5％浓缩胶 

SDS—PAGE凝胶电泳；蛋白转移至 PVDF膜；室温下5％牛奶 

封闭1 h，一抗 (Anti—ERK1／2、Anti—P—ERK1／2、Anti—B 

— Actin、Anti—JNK、Anti—P—JNK，按 1：1 000稀释)4℃过 

夜，二抗 (Anti—Rabbit及 Anti—Mouse，按 1：2 000稀释)室 

温下孵育 1 h，曝光，显影，定影。 

1．5 统计学方法 采用 SPSS 16．0统计学软件进行统计分析， 

计量资料以 ( ±s)表示，多组问比较采用方差分析，组间 

两两比较采用q检验，以P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结果 

2．1 不同剂量的 DDP、索拉非尼和 DDP联合索拉非尼对各细 

胞株生长抑制率比较 MTY法检测不同剂量的 DDP对 MDA— 

MB一231、MDA—MB一468、CAL一51细胞株生长抑制率 比 

较，差异均有统计学意义 (P<0．05)。DDP对各细胞增殖的 

抑制作用呈剂量依赖性，随剂量的增加，其对细胞增殖的抑制 

作用逐渐增强，组间两两 比较差异均有统计学意义 (P< 

0．05)。同一浓度药物作用下各细胞株生长抑制率比较 ，差异 

均有统计学意义 (P<0．05，见表 1)。 

不同剂量索拉非尼对 MDA—MB一231、MDA—MB一468、 

CAL一51细胞株生长抑制率比较，差异均有统计学意义 (P< 

0．05)。索拉非尼对各细胞增殖的抑制作用呈剂量依赖性，随 

剂量增加 ，其对细胞增殖的抑制作用逐渐增强，组间两两比较 

差异均有统计学意义 (P<0．05)。MDA—MB一231、MDA— 

MB一468、CAL一51细胞株在索拉非尼 1 M和 10 M时的生长 

抑制率比较 ，差异均无统计学意义 (P>0．05)；在2 M和5 M 

时的生长抑制率比较，差异均有统计学意义 (P<0．05，见表 

2)。 

表 1 不同剂量 DDP对各细胞株生长抑制率比较 (i ±s，％) 

Table 1 Inhibitory effects of DDP of different concentrations oH proliferation 

of breast cancer cell lines 

表2 不同剂量索拉非尼对各细胞株生长抑制率比较 (i±s，％) 

Table 2 Inhibitory effects of Sorafenib of different concentrations on pmlif- 

eration of breast cancer cell lines 

不同剂量 DDP联合索拉非尼对 MDA—MB一231、MDA— 

MB一468、CAL一51细胞株生长抑制率比较 ，差异均有统计学 

意义 (P=0．ooo)。DDP联合索拉非尼对各细胞增殖的抑制作 

用呈剂量依赖性，随剂量增加，其对细胞增殖的抑制作用逐渐 

增强，组间两两比较差异均有统计学意义 (P=0．ooo)。在同 
一 浓度药物作用下各细胞株生长抑制率比较 ，差异均有统计学 

意义 (P<0．05，见表3)。 

2．2 不同剂量的 DDP和索拉非尼对不同乳腺癌细胞株的 cI 

按照药物协同作用中效原理，利用 CalcuSyn软件计算得出的 

药物作用48 h不同剂量的 DDP和索拉非尼的 cI值均 <1(见 

表4)。 

2．3 不同组 MAPK关键蛋白的表达情况 经 DDP单药处理 

48 h后的各细胞的 ERK、P—ERK、JNK的表达较空白对照组 

无明显不同；索拉非尼单药和联合 DDP处理48 h后的各细胞 

P—ERK的表达明显受到抑制；DDP单药处理48 h后 MDA— 

MB一231和 MDA—MB一468细胞的 P—JNK表达较空白对照 

组明显升高，但 P—JNK表达不如索拉非尼单药和联合 DDP处 

理后升高明显，且联合组的表达量明显大于两个单药组。索拉 



非尼单药或联合 DDP处理48 h后 CAL一5l细胞的 P—JNK表 

达亦明显升高，但索拉非尼单药和联合 DDP处理后 P—JNK的 

表达没有明显不同 (见图1)。 

表 3 不同剂量 DDP联合索拉非尼对各细胞株生长抑制率比较 

( 4-S，％) 

Table 3 Inhibitory effects of DDP combined with Sorafenib of different con— 

centrations on proliferation of breast cancer cell lines 

表4 不同剂量的 DDP和索拉非尼对不同乳腺癌细胞株的 cI 

Table 4 Combination index(CI)of different concentrations of DDP and 

Sorafenib on four kinds of breast cancer cell lines 

MDA．MB．231 MDA．MB．468 CAL一51 

C P S P+S C P S P+S C P S P+S 

ERK—■嘲舅 —嘲嘲鞘 illmmo 
p—ERK●■ 礴 —— _惜 ～ 一 

JNK 赫  蕊 一誓 警 

p-JNK _ i 赫 一鼍簟 _■ — 

~-Actin · ·  - —■■_——一 _-_●■ ●● 

注：c：空白对照组，P：DDP单药组，s：索拉非尼单药组，P 

+S：DDP联合索拉非尼组 

图l 索拉非尼或 (和)DDP作用 MDA—MB一231，MDA—MB一468 

和CAL一51细胞48 h后，对 MAPK信号通路蛋白的影响 

Figure 1 Effect on MAPK signaling pathway proteins 48 h after application 

ofSorafenib or／and cisplatin on MDA —MB一231，MDA —MB 

一 468 and CAI．一51 cells 

3 讨论 

TNBC是乳腺癌中最富有挑战性的，目前最主要的治疗措 

施仍为全身化疗，但其预后依然很差。索拉非尼是一种口服的 

多激酶抑制剂，能抑制 RAF、C—KIT、VEGFR一2、VEGFR一 

3、PDGFR一、FLT3等激 酶的活性 。在多种肿瘤包括肝 

癌 、甲状腺癌 、胃肠间质瘤 的临床研究中均显示出确 

切的抗肿瘤增殖的活性。DDP是一种类烷化剂的金属铂类化 

合物，BRCA1相关性乳腺癌对铂类药物相当敏感。本研究首 

次进行了索拉非尼单药或 (和)联合 DDP体外治疗 TNBC的 

研究。MTr结果表明 DDP与索拉非尼单药对 3种 TNBC细胞 

株的体外生长均有抑制作用，且抑制率随着药物剂量增加而增 

加 ，具有剂量效应依赖关系。这表明两药联用达到对乳腺癌细 

胞同样的抑制作用时所需药物剂量较其单独应用时极大降低， 

这对于临床用药时降低药物剂量，减少毒副作用具有重要的意 

义。因此，本研究 MTY结果支持了生物化疗这一肿瘤治疗新 

模式的先进性，联合用药取得 了更好的肿瘤细胞增殖抑制作 

用。与单药相比，联合用药进一步提高了疗效，而且减少各单 

药的用药剂量，因而可能减少药物的毒副作用，提高耐受性。 

经 1O多年对 DDP与 MAPK信号途径的研究认为，MAPK 

是细胞对 DDP反应的重要调节因素。JNK活化可以增强细胞 

对 DDP的敏感性，减轻 DDP的耐药性 “J。本研究中仅发 

现 MDA—MB一231细胞 DDP单药组 P—JNK表达较对照组明 

显升高，而 ERK、P—ERK和 JNK的表达较对照组无明显变 

化；3种细胞经 DDP单药处理 48 h后 ERK、P—ERK、JNK和 

P—JNK的表达较对照组均无明显变化。DDP单药对 MDA— 

MB一468和 CAL一51细胞的抑制作用可能不是通过影响 ERK 

和JNK通路起作用。在联合用药中发现，DDP能协同增强索 

拉非尼对 JNK的磷酸化，这说明 DDP能协同增强索拉非尼对 

JNK通路的激活，从而进一步诱导凋亡。MDA—MB一468细 

胞的联合用药组 P—ERK明显低于索拉非尼单药组，说明DDP 

能协同抑制 ERK的磷酸化，抑制 ERK通路的活性，从而抑制 

细胞的增殖。但是在其他细胞的联合组中没有观察到 DDP联 

合索拉非尼对 ERK通路有协同抑制作用。 

“u等 研究发现。索拉非尼通过 抑制人肝癌细胞株 

HepG2的RAWERK通路，使 MEK和 ERK的磷酸化水平下 

降，下调 CyclinD1，使增殖期细胞不能通过 “G1一s”调节 

点，影响细胞增殖促进凋亡。Wei等 研究发现索拉非尼联 

合维生素 K能在体外通过抑制 P—ERK和 Bcl一2的表达，增 

加P—JNK、C—Jun和 FALS的表达，促进胰腺癌细胞的凋亡。 

本研究发现索拉非尼单药和联合 DDP处理各细胞株，均能见 

到 P—ERK的表达较空白对照组和DDP单药组明显降低，P— 

JNK的表达明显升高。只在 MDA—MB一468细胞的联合用药 

组发现，P—ERK的表达明显低于索拉非尼单药组。原因可能 

是索拉非尼单药对 ERK通路的抑制能力太强，使 P—ERK明 

显减低。而使 DDP协同索拉非尼抑制 ERK的表达作用无法显 

现，可能降低索拉非尼的剂量能更好观察二者的协同作用。因 

此，ERK通路抑制及 JNK通路的激活是两药联合增效的部分 

机制。 

本研究的意义在于首次发现 DDP联合索拉非尼在体外能 

协同抑制多种TNBC细胞株的增殖，并初步阐明分子机制，为 

该方案的临床应用提供了理论依据。 
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地特胰岛素对乳腺癌 MCF一7和 MDA—MB一23 1细胞生长的 

影响研究 

汤 喻，张晓娟，王守俊 

【摘要】 目的 探讨地特胰岛素对人乳腺癌MCF一7和MDA—MB一231细胞生长的影响及涉及的信号通路。方 

法 地特胰岛素不同浓度、时间作用MCF一7和 MDA—MB一231细胞，MTI"法检测细胞数 目，Western blot法检测细胞 

外信号调节蛋白激酶 1／2(Erkl／2)和蛋 白激酶 B (Akt)磷酸化程度，流式细胞仪检测细胞周期。结果 与正常对照 

相比。地特胰岛素 1 U／L的地特胰 岛素作用24 h，抑制 MCF一7和 MDA—MB一231细胞增殖不明显，l、10、100、 

1 000 U／L的地特胰岛素作用48 h和 1 U／L的地特胰岛素作用48、72、96 h，促进两种细胞增殖的作用不明显，差异均 

无统计学意义 (P>0．05)。10 U／L地特胰岛素作用 MCF一7和 MDA—MB一231细胞 24 h细胞周期变化，Erkl／2和 

Akt磷酸化程度较正常对照组差异均无统计学意义 (P>0．05)。结论 地特胰岛素对 MCF一7和 MDA—MB一231细胞 

增殖作用不明显，Erk1／2和 Akt的磷酸化程度无明显升高。 

【关键词】 地特胰岛素；乳腺肿瘤；丝裂原活化蛋白激酶；蛋白激酶B 
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