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卡铂联合ＰＦ０４６９１５０２抗三阴性乳腺癌细胞的体外研究

唐小飞１，董　志１，傅洁民２，曾凡新２，姜立花２　　（４０００１６重庆，重庆医科大学基础医学院生物化学与分子药理学重点实验
室１；４０００６１重庆，重庆复创医药研究有限公司药理与毒理实验室２）

　　［摘要］　目的　研究卡铂与磷脂酰肌醇３激酶（ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）抑制剂 ＰＦ０４６９１５０２（ＰＦ）联合抗人
三阴性乳腺癌（ｔｒｉｐｌｅｎｅｇａｔｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ，ＴＮＢＣ）细胞的作用。方法 　 通过细胞增殖实验、克隆形成实验、细胞划痕愈
合实验以及流式细胞技术来分析卡铂和ＰＦ对ＴＮＢＣ细胞（ＨＣＣ１９３７和 ＭＤＡＭＢ２３１）的抑制作用，并通过 ＥＬＩＳＡ实验来
检测ＰＦ对肿瘤发生过程中的关键蛋白Ａｋｔ磷酸化的抑制作用。结果　细胞增殖实验发现卡铂与 ＰＦ对 ＴＮＢＣ细胞均有
协同抑制作用（ＣＩ＜１）；还能有效地抑制ＴＮＢＣ细胞克隆的形成和迁移（Ｐ＜０．０１）。ＥＬＩＳＡ实验发现ＰＦ对ＴＮＢＣ细胞Ａｋｔ
的磷酸化也具有一定的抑制作用，并且具有浓度依赖性。流式细胞结果显示ＰＦ对ＴＮＢＣ细胞Ｇ１期有阻滞作用，而卡铂为
周期非特异性药物。结论　卡铂联合ＰＦ具有协同抗ＴＮＢＣ细胞的作用；并提示化疗药物联合ＰＩ３Ｋ抑制剂也许能够提高
ＴＮＢＣ的治疗效果，并减少化疗药物的给药剂量、降低毒副作用。
　　［关键词］　 三阴性乳腺癌；卡铂；化疗；靶向治疗；联合治疗
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是指雌激素受体（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＲ）、孕激素受体
（ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＲ）和人表皮生长因子受体２
（ｈｕｍａｎｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＨＥＲ２）均

为阴性表达的乳腺癌，占乳腺癌的 １０％ ～２０％［１－２］。

ＴＮＢＣ的临床表现为肿块直径较大，复发率较高，预后
较差，容易发生脑、内脏等远处转移，是否转移与肿瘤

的体积无关［３］；由于其特有的分子表达特征使得多个

分子靶向的药物对其疗效果不佳，唯有对铂类化疗药

物还有一定的敏感性［４－５］，但仍不能完全满足 ＴＮＢＣ
患者的治疗需求。研究表明，ＴＮＢＣ的发生、发展以及
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对其他药物的耐药性可能与 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通
路的异常活化有关［６］。因此，我们选择了一个 ＰＩ３Ｋ
抑制剂ＰＦ０４６９１５０２（ＰＦ）［７］来进行初步研究，了解其
是否能够与卡铂产生协同抗 ＴＮＢＣ的作用，减少卡铂
的给药剂量以及降低卡铂的毒副作用等；从而为ＴＮＢＣ
患者的治疗寻找更加有效的治疗手段。

１　材料与方法

１．１　实验材料
　　胎牛血清（ＦＢＳ，Ｌｏｔ＃１０６９９８２，Ｇｉｂｃｏ），胰蛋白酶（Ｌｏｔ＃

０８１Ｍ１２７４Ｖ，Ｓｉｇｍａ），ＲＰＭＩ１６４０（Ｌｏｔ＃１００２６４６，Ｇｉｂｃｏ），ＤＭＥＭ
（Ｌｏｔ＃９００１４９，Ｇｉｂｃｏ），人ｐＡｋｔＳ４７３ＥＬＩＳＡｋｉｔ（Ｌｏｔ＃０５／２０１２，南
通飞宇生物技术有限公司），ＭＴＳ（ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ９６ＡＱｕｅｏｕｓＯｎｅ
ＳｏｌｕｔｉｏｎＣｅｌｌＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎＡｓｓａｙ，Ｌｏｔ＃００００００９２６９，Ｐｒｏｍｅｇａ）。
　　卡铂（用Ｐ表示，Ｌｏｔ＃１０４００４２ＥＳ，齐鲁制药有限公司）的浓
度为２６．９４ｍｍｏｌ／Ｌ，ＰＦ０４６９１５０２（用ＰＦ表示，ＣＡＳ：１０１３１０１
３６４，结构如图１所示，纯度为９９％，重庆复制医药研究有限公
司）为２０ｍｍｏｌ／Ｌ的ＤＭＳＯ溶液。

图１　ＰＦ０４６９１５０２结构式

１．２　细胞培养
　　人乳腺癌细胞株 ＨＣＣ１９３７、ＭＤＡＭＢ２３１、ＢＴ４７４以及
ＭＣＦ７均购自中国科学院细胞库；其中除 ＨＣＣ１９３７细胞用
ＲＰＭＩ１６４０培养基外，其余均用 ＤＭＥＤ培养基；培养时加１０％
ＦＢＳ，在３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中进行培养。倒置显微镜下观察
细胞生长状态，细胞生长到７０％ ～８０％时，以０．２５％胰蛋白酶
消化传代，隔天换液，３～４ｄ传代１次。

１．３　ＭＴＳ法检测细胞增殖
　　取对数生长期的细胞，以３×１０４／ｍＬ（ＨＣＣ１９３７）、１×１０４／ｍＬ
（ＭＤＡＭＢ２３１）、１０×１０４／ｍＬ（ＢＴ４７４）和５×１０４／ｍＬ（ＭＣＦ７）
接种于９６孔板中，每孔１００μＬ。在ＣＯ２培养箱中孵育２４ｈ后，
将培养基换为含有２倍梯度稀释的卡铂、ＰＦ或者卡铂 ＋ＰＦ的
培养基１００μＬ／孔，每组实验设９个浓度，３个复孔。在ＣＯ２培养
箱中孵育５ｄ后，弃去培养基加入无ＦＢＳ的培养基１００μＬ／孔；
再加入１０μＬ／孔的ＭＴＳ，在ＣＯ２培养箱中继续孵育２ｈ后在多
功能酶标仪上测定４９０ｎｍ的光密度值，实验重复３次，按下式
计算百分抑制率。肿瘤细胞生长抑制率＝［１－（给药组光密度
值－空白对照组光密度值）／（实验对照组光密度值－空白对照
组光密度值）］×１００％。

１．４　细胞克隆形成实验
　　参照文献［８］，取对数生长期的 ＴＮＢＣ细胞常规消化制成
单细胞悬液，以３００／孔接种于６孔板中。在ＣＯ２培养箱中孵育

２４ｈ后，加入含有不同浓度药物的培养基。在ＣＯ２培养箱中孵
育２４ｈ后，弃去含药物的条件培养基，ＰＢＳ洗２次，加入完全培
养基孵育７ｄ，至每个克隆含有大于５０个细胞数时在倒置显微
镜下进行克隆计数；按下式计算克隆形成百分率，每组设３个
复孔。将对照组的克隆百分率定义为１００％，即克隆百分率 ＝
给药克隆数／对照克隆数×１００％。

１．５　细胞划痕愈合实验检测细胞迁移能力
　　参照文献［９－１０］，取对数生长期的 ＴＮＢＣ细胞，以 ５×
１０５／ｍＬ（ＨＣＣ１９３７）、１．５×１０５／ｍＬ（ＭＤＡＭＢ２３１）接种于６孔
板中（预先在６孔板背面用注射器针尖划３条平行线），每孔
２ｍＬ。在ＣＯ２培养箱中孵育２４ｈ后，用１０μＬ枪头在细胞平面
上垂直于背侧线划３条平行线；弃去培养基，用ＰＢＳ冲洗２次，
再加入含有不同浓度药物的培养基，０．２％的ＦＢＳ。在ＣＯ２培养
箱中孵育，并于０和２４ｈ时间点在划痕的十字交叉处进行拍照
（即每个孔取９个点），测算出在这段时间里每个点处细胞迁移
的距离，求均值，进行统计学比较。

１．６　ｐＡｋｔ水平的检测（ＥＬＩＳＡ法）
１．６．１　样本的制备　　取对数生长期的 ＴＮＢＣ细胞，以２×
１０５／ｍＬ（ＨＣＣ１９３７）、１×１０５／ｍＬ（ＭＤＡＭＢ２３１）接种于６孔板
中，每孔２ｍＬ。在ＣＯ２培养箱中孵育２４ｈ后，加入培养基梯度
稀释的药物，继续培养１ｈ。胰酶消化后用ＰＢＳ洗涤细胞３次，
再裂解细胞，５０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清液，通过 ｐＡｋｔ试
剂盒进行检测。

１．６．２　人 ｐＡｋｔ标准曲线的绘制及样本的检测　　按照试剂
盒说明书操作步骤，对标准品和处理好的样品依次加样处理后

在４５０ｎｍ波长处测定各样品的光密度值，绘制出ｐＡｋｔ与光密
度值之间的标准曲线，并根据标准曲线计算样本的ｐＡｋｔ浓度。

１．７　细胞周期的检测（ＦＣＭ法）
　　取对数生长期的 ＴＮＢＣ细胞，常规消化制成单细胞悬液，
调整细胞密度至 ２．５×１０５／ｍＬ（ＨＣＣ１９３７）、１５×１０５／ｍＬ
（ＭＤＡＭＢ２３１），以２ｍＬ／孔接种于６孔板中，培养２４ｈ后，加入
含有不同浓度药物的培养基。继续培养４８ｈ后，收集所有细胞，
将约１×１０６细胞移入离心管中，离心半径１０ｃｍ，１０００ｒ／ｍｉｎ，离
心５ｍｉｎ，弃去上清后，用 ＰＢＳ溶液清洗 ２次，再加入 ０．３ｍＬ
ＰＢＳ重悬细胞后，加入预冷的０．７ｍＬ乙醇中；混匀固定，４℃放
置４８ｈ以上。检测时，离心去乙醇，ＰＢＳ清洗１次，在离心管中
留１ｍＬＰＢＳ，打散细胞团，加入ＲＮａｓｅ５μＬ（１０ｍｇ／ｍＬ），３７℃
放置１ｈ，加入ＰＩ（１００μｇ／ｍＬ）染液，室温避光染色３０ｍｉｎ，流式
细胞仪检测细胞周期。

１．８　统计学分析
　　通过ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５软件计算细胞增殖实验中各药物半
数抑制浓度（ＩＣ５０）；通过 ＣｈｏｕＴａｌａｌａｙ联合指数法

［１１］对药物联

合作用效果进行评价，其基本计算原理为：通过两个药物的

ＩＣ５０之比来确定药物联合给药的浓度比例，再通过中效方程ｆａ／
ｆｕ＝（Ｄ／Ｄｍ）ｍ取对数转化为线性方程ｌｇ（ｆａ／ｆｕ）＝ｍｌｇ（Ｄ）－ｍｌｇ
（Ｄｍ）（其中ｆａ为百分抑制率，ｆｕ＝１－ｆａ，Ｄ为药物的浓度，Ｄｍ
为中效浓度，ｍ为方程斜率），并计算出达到５０％、７５％和９０％
抑制的有效浓度 ＥＣ５０、ＥＣ７５和 ＥＣ９０。药物联合作用指数（ＣＩ
值）的计算公式为：
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　 　 ＣＩ＝
（Ｄ）１
（Ｄｘ）１

＋
（Ｄ）２
（Ｄｘ）２

＝
（Ｄ）１

（Ｄｍ）１［ｆａ／（１－ｆａ）］
１／ｍ１ ＋

（Ｄ）２
（Ｄｍ）２［ｆａ／（１－ｆａ）］

１／ｍ２

　　（Ｄｘ）１和（Ｄｘ）２为两药单用时产生 Ｘ效应的各自所需浓
度，两药合用时产生 Ｘ效应所需浓度 Ｄｘ（１，２）均由中效方程
ｆａ／ｆｕ＝（Ｄ／Ｄｍ）ｍ求得；（Ｄ）１和（Ｄ）２为合用时产生 Ｘ效应时
两药各自所需浓度，可由公式（Ｄ）１＋（Ｄ）２＝Ｄｘ（１，２）求出；
此外剂量减少指数 ＤＲＩｎ＝（Ｄｘ）ｎ／（Ｄ）ｎ。两药联合作用中，当
ＣＩ＜１时，则表现为协同作用，且 ＣＩ值越小协同作用越强；当
ＣＩ＝１时，则表现为相加作用；当 ＣＩ＞１时，则表现为拮抗作用，
且ＣＩ值越大拮抗作用越强。
　　实验结果用 珋ｘ±ｓ表示，并通过ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行单
因素方差分析。

２　结果

２．１　卡铂联合ＰＦ对ＴＮＢＣ细胞增殖的抑制作用
　　结果显示，卡铂对 ＴＮＢＣ细胞株的抑制活性显著强于非
ＴＮＢＣ细胞，但ＰＦ对ＴＮＢＣ细胞株和非ＴＮＢＣ细胞株均有较好
的抑制活性（表 １）。结果表明：由于卡铂在非 ＴＮＢＣ细胞
ＢＴ４７４和ＭＣＦ７上的抑制活性较低，因此其联合用药并未表现
出协同作用（ＣＩ＞１）；然而在 ＴＮＢＣ细胞 ＨＣＣ１９３７和 ＭＤＡＭＢ
２３１（表２，图２）上的联合用药都起到了协同作用（ＣＩ＜１）；此
外，从ＤＲＩ值可以看出联合用药达到相同的效应时其给药剂量
显著降低，如达到相同的 ＥＣ５０时，卡铂单一给药组是联合给药
组的４．６１和４．２０倍，这样有效地减少了卡铂的给药剂量，降
低了毒副作用。

表１　卡铂和ＰＦ对乳腺癌细胞的抑制作用（μｍｏｌ／Ｌ，ＩＣ５０）

样品 ＨＣＣ１９３７ ＭＤＡＭＢ２３１ ＢＴ４７４ ＭＣＦ７
Ｐ １５．４０ １０．００ ７３．３０ １１９．１３
ＰＦ ０．１１ ０．４０ ０．０６ ０．０６

表２　卡铂联合ＰＦ抗ＴＮＢＣ细胞的作用

ＣＩ值 ＤＲＩ值（ＥＣ５０）
细胞株 样品

ＥＣ５０

（μｍｏｌ／Ｌ）
ｍ ｒ

ＥＣ５０ ＥＣ７５ ＥＣ９０ ＤＲＩ（Ｐ）ＤＲＩ（ＰＦ）
ＨＣＣ１９３７ Ｐ １５．４０ １．４６０．９９８

ＰＦ ０．１１ １．３５０．９９６

Ｐ∶ＰＦ（１００∶１） ３．３７ １．４４０．９９４０．５３２０．５１８０．５０５ ４．６１ ３．１７

ＭＤＡＭＢ２３１ Ｐ １０．００ ０．９５０．９９５

ＰＦ ０．４０ １．６３０．９９２

Ｐ∶ＰＦ（１０∶１） ２．６２ １．０７０．９９１０．８３１０．４９３０．３２６ ４．２０ １．６９

ｍ为方程斜率；ｒ为相关系数

２．２　卡铂联合ＰＦ对ＴＮＢＣ细胞克隆形成的影响
　　细胞克隆形成实验结果显示（图３、４），卡铂和 ＰＦ对ＴＮＢＣ
细胞（ＨＣＣ１９３７和ＭＤＡＭＢ２３１）的克隆形成均有一定的抑制作
用，其中对ＨＣＣ１９３７的抑制作用更强。当卡铂与ＰＦ联合作用时，
５μｍｏｌ／Ｌ的卡铂与小剂量的ＰＦ（０．０５μｍｏｌ／Ｌ和０．２５μｍｏｌ／Ｌ）
联合给药就能显著抑制 ＨＣＣ１９３７和 ＭＤＡＭＢ２３１细胞克隆的
形成，与单一给药组比较有显著差异（Ｐ＜００５）。
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Ａ：ＨＣＣ１９３７细胞；Ｂ：ＭＤＡＭＢ２３１细胞
图２　ＭＴＳ方法检测卡铂与ＰＦ单药或联合抗ＴＮＢＣ细胞增殖的作用
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Ａ～Ｄ：ＨＣＣ１９３７细胞；Ｅ～Ｈ：ＭＤＡＭＢ２３１细胞；Ａ、Ｅ：ＤＭＳＯ
（１０μｍｏｌ／Ｌ）；Ｂ、Ｆ：Ｐ（１０μｍｏｌ／Ｌ）；Ｃ：ＰＦ（０．１μｍｏｌ／Ｌ）；
Ｄ：Ｐ＋ＰＦ（５＋０．０５μｍｏｌ／Ｌ）；Ｇ：ＰＦ（０．５μｍｏｌ／Ｌ）；Ｈ：Ｐ＋ＰＦ
（５＋０．２５μｍｏｌ／Ｌ）

图３　卡铂联合ＰＦ对ＴＮＢＣ细胞克隆形成的影响
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１：ＤＭＳＯ（１０μｍｏｌ／Ｌ）；２－４：ＨＣＣ１９３７细胞；５－７：ＭＤＡＭＢ
２３１细胞；２、５：Ｐ（１０μｍｏｌ／Ｌ）；３：ＰＦ（０．１μｍｏｌ／Ｌ）；４：Ｐ＋
ＰＦ（５＋０．０５μｍｏｌ／Ｌ）；６：ＰＦ（０．５μｍｏｌ／Ｌ）；７：Ｐ＋ＰＦ（５＋
０２５μｍｏｌ／Ｌ）；ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５，与Ｐ＋ＰＦ组比较

图４　卡铂联合ＰＦ抑制ＴＮＢＣ细胞克隆的形成
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Ａ：ＨＣＣ１９３７细胞　１：ＤＭＳＯ（１０μｍｏｌ／Ｌ）；２：Ｐ（１０μｍｏｌ／Ｌ）；
３：ＰＦ（０．１μｍｏｌ／Ｌ）；４：Ｐ＋ＰＦ（５＋０．０５μｍｏｌ／Ｌ）；Ｂ：ＭＤＡＭＢ２３１细胞
　１：ＤＭＳＯ（１０μｍｏｌ／Ｌ）；２：Ｐ（１０μｍｏｌ／Ｌ）；３：ＰＦ（０．５μｍｏｌ／Ｌ）；４：Ｐ＋
ＰＦ（５＋０．２５μｍｏｌ／Ｌ）；ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５，与Ｐ＋ＰＦ组比较

图５　卡铂联合ＰＦ对ＴＮＢＣ细胞迁移能力的影响

２．３　卡铂联合ＰＦ对ＴＮＢＣ细胞迁移能力的影响
　　细胞划痕愈合实验结果显示（图５），卡铂和ＰＦ对ＴＮＢＣ细

胞（ＨＣＣ１９３７和ＭＤＡＭＢ２３１）的迁移均有一定的抑制作用，
其中对ＭＤＡＭＢ２３１细胞的抑制作用更强。当卡铂与 ＰＦ联
合作用时，５μｍｏｌ／Ｌ的卡铂与小剂量的 ＰＦ（０．０５μｍｏｌ／Ｌ和
０．２５μｍｏｌ／Ｌ）联合给药就能显著抑制 ＨＣＣ１９３７和 ＭＤＡＭＢ
２３１细胞的迁移能力；与各自单一 Ｐ或 ＰＦ组相比均具有显著
性差异（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。

２．４　ＰＦ对ＴＮＢＣ细胞Ａｋｔ磷酸化的影响
　　根据实验结果绘制 ｐＡｋｔ的标准曲线，并得到 ｐＡｋｔ与光
密度值之间的线性关系为：ｙ＝０．００１５ｘ＋０．０１２７，Ｒ２＝０９９７５。
再计算出各样本的 ｐＡｋｔ浓度。结果显示 ＰＦ（１．０、０．５、
０．１μｍｏｌ／Ｌ）对ＨＣＣ１９３７和 ＭＤＡＭＢ２３１细胞中 Ａｋｔ的磷酸
化均有抑制作用，与 ＤＭＳＯ组相比具有显著性差异（Ｐ＜
００１），见表３。

表３　ＰＦ对ＴＮＢＣ细胞中Ａｋｔ磷酸化的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

样品（浓度）　　　 ＨＣＣ１９３７ ＭＤＡＭＢ２３１
ＰＦ１．０μｍｏｌ／Ｌ ３７５．８±４０．４ａ １２１．５±６４．５ａ

ＰＦ０．５μｍｏｌ／Ｌ ６２２．７±５．９ａ ２５６．２±３８．５ａ

ＰＦ０．１μｍｏｌ／Ｌ ９３８．３±１５５．９ａ ５１１．７±３５．０ａ

ＤＭＳＯ１．０μｍｏｌ／Ｌ １８８７．０±４３．２ １２２６．５±４３．１

ａ：Ｐ＜０．０１，与ＤＭＳＯ组比较

２．５　卡铂联合ＰＦ对ＴＮＢＣ细胞的细胞周期的影响
　　流式细胞周期结果表明（图６），卡铂对ＨＣＣ１９３７细胞表现
出Ｓ期阻滞作用，而对ＭＤＡＭＢ２３１细胞则表现出 Ｇ２／Ｍ期阻
滞作用；ＰＦ（０．１μｍｏｌ／Ｌ）的 ＰＦ对 ＨＣＣ１９３７和０５μｍｏｌ／Ｌ的
ＰＦ对ＭＤＡＭＢ２３１细胞均表现出Ｇ１期阻滞作用［分别为（４５０±
３．１）％和（６０．２±１６）％］。卡铂与 ＰＦ联合给药时，对
ＨＣＣ１９３７的Ｓ期有阻滞作用；而对 ＭＤＡＭＢ２３１则产生 Ｇ１期
和Ｇ２／Ｍ期的阻滞作用。

３　讨论

　　研究［５，１２］表明，ＨＥＲ２、ＥＲ和ＰＲ均为阴性表达的

!"#

!$%

&'%

(%

%

!
"

#

!% '% )% "% $%% $!%

$%&*+!!,'

-##

'##

.%%

!%%

&%%

%

!
(

#

!% '% )% "% &%% &!%

$%&*+!!,)

!%%

&-%

&%%

-%

%

!
(

#

!% '% )% "% &%% &!%

$%&*+!!,)

!
(

#

!% '% )% "% &%% &!%

$%&*+!!,)

)%%

'%%

!%%

%

!
(

#

!% '% )% "% &%% &!%

$%&*+!!,)

!
(

#

!% '% )% "% &%% &!%

$%&*+!!,)

"%%

)%%

'%%

!%%

%

!
(

#

!% '% )% "% &%% &!%

$%&*+!!,)

!
(

#

!% '% )% "% &%% &!%

$%&*+!!,)

)%%

-%%

'%%

.%%

!%%

&%%

%

-%%

'%%

.%%

!%%

&%%

%

)%%

'%%

!%%

%

"

#

$

%

&

'

(

)

Ａ～Ｄ：ＨＣＣ１９３７细胞；Ｅ～Ｈ：ＭＤＡＭＢ２３１细胞；Ａ、Ｅ：ＤＭＳＯ（１０μｍｏｌ／Ｌ）；Ｂ、Ｆ：Ｐ（１０μｍｏｌ／Ｌ）；Ｃ：ＰＦ（０．１μｍｏｌ／Ｌ）；Ｄ：Ｐ＋ＰＦ
（５＋０．０５μｍｏｌ／Ｌ）；Ｇ：ＰＦ（０．５μｍｏｌ／Ｌ）；Ｈ：Ｐ＋ＰＦ（５＋０．２５μｍｏｌ／Ｌ）

图６　流式细胞术检测卡铂联合ＰＦ０４６９１５０２对ＴＮＢＣ细胞周期的影响
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ＴＮＢＣ，与其他亚型的乳腺癌相比，其更易发生治疗后
复发或转移而死亡。人ＴＮＢＣ细胞分为基底样细胞亚
型、间叶细胞样亚型等多种亚型［６］，它们除具有乳腺

癌基本的分子表达特征以外，也具有一些特殊的特征，

如ＥＧＦＲ等的表达异常升高，ＰＴＥＮ基因的缺失，或者
ＰＩＫ３ＣＡ基因的突变等。但实验研究发现不仅针对
ＨＥＲ２、ＥＲ和ＰＲ的靶向药物对ＴＮＢＣ治疗无效，而且
ＥＧＦＲ抑制剂（如吉非替尼、西妥昔单抗等）治疗ＴＮＢＣ
的效果也不理想。因此目前尚无针对ＴＮＢＣ有效的靶
向药物［１３］，而使得化疗仍然是 ＴＮＢＣ患者治疗的主要
手段。

　　ＴＮＢＣ细胞实验结果表明，卡铂对 ＴＮＢＣ细胞
（ＨＣＣ１９３７和ＭＤＡＭＢ２３１）的抑制活性约为非 ＴＮＢＣ
细胞（ＢＴ４７４和 ＭＣＦ７）的１０倍；还能够使 ＨＣＣ１９３７
和ＭＤＡＭＢ２３１细胞的周期分别阻滞于 Ｓ期和 Ｇ２／Ｍ
期，进而产生抑制 ＴＮＢＣ细胞克隆的形成和迁移等作
用。研究［５］发现，ＴＮＢＣ对卡铂的高敏感性可能与
ＢＲＣＡ１基因的突变有关；ＢＲＣＡ１基因的突变使得其通
过同源重组参与基因修复来维持基因组的稳定和调节

细胞周期等功能的缺失，进而增加了破坏细胞ＤＮＡ的
化疗药物对ＴＮＢＣ细胞的抑制活性（如卡铂、顺铂等）。
　　研究［１４］发现，ＴＮＢＣ等肿瘤的发生、发展通常与
ＰＩＫ３ＣＡ的基因突变以及负性调节基因 ＰＴＥＮ的缺失
等引起的ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路的活化有关，因此
推测ＰＩ３Ｋ抑制剂 ＰＦ对 ＴＮＢＣ存在抑制活性。ＰＦ是
一个ＰＩ３Ｋ／ｍＴＯＲ双重抑制剂，现在正处于临床研究
阶段；早期的研究表明，ＰＦ通过作用于 ＰＩ３Ｋ和 ｍＴＯＲ
两个靶点使 Ａｋｔ等信号分子的磷酸化水平降低，产生
对该信号通路的阻断作用，进而对多种恶性肿瘤表现

出较好的抑制活性。实验结果表明，ＰＦ对 ＴＮＢＣ细胞
的增殖、克隆的形成以及迁移均有较好的抑制作用，其

作用机制可能与其具有细胞 Ｇ１期阻滞作用以及能够
抑制肿瘤细胞生长迁移中的关键蛋白Ａｋｔ的磷酸化等
作用有关。

　　卡铂与ＰＩ３Ｋ抑制剂 ＰＦ联合作用的实验发现，卡
铂与小剂量的ＰＦ就其能够对ＨＣＣ１９３７细胞产生Ｓ期
阻滞作用，对ＭＤＡＭＢ２３１细胞产生 Ｇ１期和 Ｇ２／Ｍ期
的阻滞作用；以及ＰＦ对ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路的抑
制作用等。因此卡铂联合ＰＦ表现出了协同抗ＴＮＢＣ细
胞增殖的作用，以及对 ＴＮＢＣ细胞克隆的形成和迁移
能力较对照组和单一给药组均有显著的抑制作用。而

且在细胞增殖实验中发现，当达到相同抑制效应时

（如ＥＣ５０），联合给药组的剂量较卡铂和 ＰＦ单一给药
组均显著降低，其中卡铂的最高降幅达到了４２０倍。
因此联合给药可以显著减少化疗药物的给药剂量，进

而降低其因为高剂量化疗而产生的毒副作用。

　　本实验的研究结果表明，化疗药物卡铂联合 ＰＩ３Ｋ

抑制剂 ＰＦ，具有显著的体外协同抗 ＴＮＢＣ细胞的活
性；提示ＰＩ３Ｋ抑制剂与常规化疗药物卡铂合用，可能
对ＴＮＢＣ产生更显著的疗效，并可能降低卡铂的用药
剂量，从而减少化疗药物的毒副作用。后续研究中，我

们将进一步研究 ＰＩ３Ｋ抑制剂 ＰＦ联合化疗药物卡铂
在体内动物模型中是否具有协同抗 ＴＮＢＣ效应，从而
为ＴＮＢＣ的临床治疗提供实验依据，最终使 ＴＮＢＣ患
者受益。
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