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千金藤素增敏多柔比星抑制三阴性乳腺癌细胞增殖活性的机制研究

张岩昊，胡金娇，高　宁　　４０００３８重庆，陆军军医大学（第三军医大学）药学与检验医学系生药学与中药学教研室

　　［摘要］　目的　探讨千金藤素增敏多柔比星抑制三阴性乳腺癌细胞增殖活性的机制。方法　ＭＴＴ
比色法测定不同浓度单用千金藤素（２、４、６、８、１０μｍｏｌ／Ｌ）或多柔比星（０．２、０．４、０．６、０．８、１．０μｍｏｌ／Ｌ）及两
者联合用药（千金藤素固定４μｍｏｌ／Ｌ，多柔比星固定０．５μｍｏｌ／Ｌ）对三阴性乳腺癌细胞ＭＤＡＭＢ２３１和
ＭＤＡＭＢ４６８增殖的影响；流式细胞仪检测单用千金藤素或多柔比星及联合用药对三阴性乳腺癌细胞
ＭＤＡＭＢ２３１和ＭＤＡＭＢ４６８凋亡的影响，以及对ＭＤＡＭＢ２３１细胞内活性氧产生的影响；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测联合用药对细胞凋亡关键蛋白表达的影响；ＪＣ１探针检测药物对线粒体膜电位的影响，激光共聚
焦显微镜和透射电镜观察联合用药对细胞内线粒体形态和线粒体自噬体的影响。结果　与单用多柔比
星或千金藤素相比，联用千金藤素和多柔比星可明显抑制 ＭＤＡＭＢ２３１和 ＭＤＡＭＢ４６８细胞增殖（Ｐ＜
０．０１），并且呈现协同效应（协同系数小于 １）；明显诱导 ＭＤＡＭＢ２３１和 ＭＤＡＭＢ４６８细胞凋亡（Ｐ＜
０．０１），ＰＡＲＰ１剪切激活，Ｃａｓｐａｓｅ３激活，细胞色素Ｃ释放到细胞质，并且导致线粒体膜电位下降和线
粒体自噬体的大量堆积，以及细胞内活性氧的大量产生（Ｐ＜０．０１）。结论　千金藤素与多柔比星联用可引
起三阴性乳腺癌细胞内活性氧大量产生和线粒体自噬体的堆积，导致线粒体损伤，进而诱导细胞凋亡。
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　　乳腺癌为女性最常见的恶性肿瘤。其中三阴性乳
腺癌由于其雌激素受体（ＥＲ）、孕激素受体（ＰＲ）和原
癌基因Ｈｅｒ２均为阴性，导致其对大多数内分泌治疗
及分子靶向治疗（针对Ｈｅｒ２基因的分子靶向药物）均
不敏感。三阴性乳腺癌占全部乳腺癌的 １５％～２０％，
具有侵袭性高、易转移复发及预后差等特点［１］。现阶

段临床上对三阴性乳腺癌的治疗出现了诸如肿瘤细胞

对化疗药物敏感性差、细胞耐药、化疗药物副作用大等

问题，严重影响化疗效果。其中，三阴性乳腺癌对多种

化疗药物均不敏感这一状况尤为严重，亟须寻找针对

三阴性乳腺癌治疗的新靶点，以解决其对化疗药物不

敏感的问题。

　　自噬（ａｕｔｏｐｈａｇｙ）是指细胞内部损伤的细胞器、异
常功能的蛋白和侵入性病原体等被自噬体包裹，并运

送至溶酶体内进行降解的过程［２－３］。近年来，随着对

自噬研究的深入，发现自噬对肿瘤发生、发展起着重要

的调控作用［４］。大量研究表明：自噬在肿瘤细胞逃避

化疗药物诱导的细胞凋亡过程中起到了重要作用，是

导致肿瘤细胞对化疗药物不敏感、肿瘤细胞耐药的重

要原因［５－６］。近期研究结果发现：随着用药时间和剂

量的增加，绝大多数传统的化疗药物会引起肿瘤细胞

的保护性自噬，例如铂类药物、多柔比星、伊马替尼、达

克替尼等，这是引起肿瘤细胞在治疗后期对药物不敏

感，并产生耐药现象的重要原因［７－９］。因此，瞄准自噬

这个肿瘤细胞自我保护的重要过程来寻找新的药物靶

点，是抗肿瘤药物开发的一个重要的方向。

　　千金藤素（ｃｅｐｈａｒａｎｔｈｉｎｅ）是从传统中药防己科千
金藤属（Ｓｔｅｐｈａｎｉａｊａｐｏｎｉｃａ）植物———千金藤的根或茎
叶中提取的异喹啉类生物碱，是临床上所用的千金藤

素片的主要成分，多用于治疗化疗导致的白细胞减少。

千金藤素具有调控细胞自噬、抗肿瘤等作用［１０－１１］。我

们的研究发现千金藤素可以抑制三阴性乳腺癌细胞

ＭＤＡＭＢ２３１自噬过程并且可以增敏多种化疗药
物［１２－１３］，尤其是多柔比星的化疗效果。前期预实验

中，我们发现千金藤素联合多柔比星可以明显抑制

ＭＤＡＭＢ２３１细胞增殖并且诱导细胞线粒体损伤和
细胞凋亡。本研究旨在研究千金藤素增敏多柔比星

抑制三阴性乳腺癌细胞增殖活性的机制，为将千金

藤素开发成为乳腺癌治疗药物的增敏剂提供重要的

理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　ＭＤＡＭＢ２３１和 ＭＤＡＭＢ４６８细胞购自 ＡＴＣＣ；
线粒体示踪染料ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒＴＭＤｅｅｐＲｅｄＦＭ、ＤＭＥＭ培
养基、胰蛋白酶和胎牛血清均购于美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司；ＥＧＦＰＬＣ３质粒来源于 Ａｄｄｇｅｎｅ；质粒提取试剂盒
ＥｎｄｏｆｒｅｅＰｌａｓｍｉｄＭｉｎｉＫｉｔ购自美国 ＯＭＥＧＡ公司；
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００转染试剂盒购于美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司；ＰＡＲＰ１抗体（＃９５３２，１∶１０００稀释）、ＳＱＴＭ１（ｐ６２）抗
体（＃８０２５，１∶１０００稀释）、Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ抗体（＃３９３３，１∶１０００
稀释）购自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；Ａｎｔｉ
ＬＣ３Ｂ抗体（Ｌ７５４３，１∶５０００稀释）购于美国 Ｓｉｇｍａ公
司；ＧＡＰＤＨ（ｓｃ４７７２４，１∶１０００稀释）、ＣｙｔｏＣ（ｓｃ１３１５６，
１∶１０００稀释）抗体购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；ｃｌｅａｖａｇｅ
Ｃａｓｐａｓｅ３（３８０１６９，１∶５００）购自成都正能有限公司；千金
藤素对照品购自成都曼斯特生物科技有限公司；多柔

比星购自生工生物有限公司；ＪＣ１试剂盒购自碧云天
公司（Ｃ２００６）。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养与分组　　ＭＤＡＭＢ２３１和 ＭＤＡ
ＭＢ４６８细胞用ＤＭＥＭ完全培养基（１０％胎牛血清）于
３７℃、５％二氧化碳，饱和湿度培养箱培养，隔日传代。
４种化疗药物单用组药物浓度：顺铂（２、４、６、８、
１０μｍｏｌ／Ｌ），多柔比星（０．２、０．４、０．６、０．８、１．０μｍｏｌ／Ｌ），
长春新碱（０．２、０．４、０．６、０．８、１．０μｍｏｌ／Ｌ），紫杉醇
（１０、２０、３０、４０、５０μｍｏｌ／Ｌ）。联用组在以上药物浓度
处理下联合千金藤素４μｍｏｌ／Ｌ共同处理。ＭＴＴ法检
测多柔比星和千金藤素的协同系数：固定多柔比星浓

度０．５μｍｏｌ／Ｌ，千金藤素浓度梯度２、４、６、８、１０μｍｏｌ／Ｌ；
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固定千金藤素浓度４μｍｏｌ／Ｌ，多柔比星浓度梯度０．２、
０．４、０．６、０．８、１．０μｍｏｌ／Ｌ。根据 ＭＴＴ结果，选择千金
藤素与多柔比星联用，分为：对照组，千金藤素单用组

（４μｍｏｌ／Ｌ），多柔比星单用组（０．５μｍｏｌ／Ｌ），联合用
药组（千金藤素４μｍｏｌ／Ｌ，多柔比星０．５μｍｏｌ／Ｌ）。
１．２．２　ＭＴＴ比色法检测细胞活度　　处于对数生长
期的 ＭＤＡＭＢ２３１和 ＭＤＡＭＢ４６８细胞，按每孔
５０００个细胞加入９０μＬ完全培养基置于９６孔板培养
过夜，加药处理后，继续培养４８ｈ，每孔加２０μＬ０．５％
的ＭＴＴ溶液，３７℃孵育４ｈ，吸掉孔中的液体，每孔加入
１５０μＬＤＭＳＯ溶解甲簪，室温振摇１０ｍｉｎ，用酶标仪于
４９０ｎｍ处检测光密度值 Ｄ（４９０）。细胞活度＝［处理
组Ｄ（４９０）值－空白孔Ｄ（４９０）值］／［对照组Ｄ（４９０）值
－空白孔Ｄ（４９０）值］×１００％。
１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　ＭＤＡＭＢ２３１和 ＭＤＡ
ＭＢ４６８细胞加药处理后，提取全细胞蛋白（碧云天
Ｐ００１３蛋白提取试剂盒）、线粒体以及细胞质蛋白（碧
云天细胞线粒体分离试剂盒）并测定蛋白浓度（碧云

天ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒增强型），蛋白液加入
Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，９６℃，金属浴 １０ｍｉｎ，保存于－８０℃。
经聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ），电转 ３～４ｈ至
ＰＶＤＦ膜，５％脱脂奶粉封闭１ｈ，于４℃摇床上孵育抗
体过夜，ＴＢＳＴ洗涤一抗，加入二抗于室温下孵育２ｈ，
ＴＢＳＴ洗涤后显影。
１．２．４　细胞凋亡检测　　ＭＤＡＭＢ２３１和 ＭＤＡＭＢ
４６８细胞计数后分盘于 ６孔板中（１００００／孔），３７℃
培养２４ｈ，加药培养４８ｈ。去除培养基，ＴｒｙｐｓｉｎＥＤＴＡ
消化细胞，收集于１．５ｍＬＥＰ管，１０００ｒ／ｍｉｎ４℃ 离
心５ｍｉｎ。２μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和５μＬＰＩ共同混于
１００μＬ１×ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，每个ＥＰ管加入１００μＬ混匀的
ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，避光染色１５ｍｉｎ。加１５０μＬ１×ｂｉｎｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ充分重悬细胞，流式细胞仪检测。
１．２．５　ＪＣ１探针检测线粒体膜电位　　 ＭＤＡＭＢ
２３１细胞１×１０４／孔铺于２４孔板中，药物处理２４ｈ（阳
性对照ＣＣＣＰ１０μｍｏｌ／Ｌ处理６ｈ），加入５００μＬＪＣ１
工作液，染色３０ｍｉｎ，置于荧光显微镜下观察，或于全
波长酶标仪检测５８５ｎｍ和４８８ｎｍ处的荧光强度。
１．２．６　透射电镜检测　　 ＭＤＡＭＢ２３１细胞经药物
处理４８ｈ后，ＴｒｙｐｓｉｎＥＤＴＡ消化下细胞，冰 ＰＢＳ洗涤
２次，用４℃预冷的２．５％戊二醛固定细胞过夜，２％锇
酸后固定，系列乙醇丙酮脱水，环氧树脂包埋，制作切
片后在电子显微镜（Ｈｉｔａｃｈｉ７５００）下观察。
１．２．７　激光共聚焦观察　　 ＭＤＡＭＢ２３１细胞 １×
１０４个／孔铺于预置有细胞爬片的 ２４孔板内，贴壁

２４ｈ后按Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００说明书进行转染 ＥＧＦＰ
ＬＣ３荧光质粒，转染２４ｈ后更换新鲜完全ＤＭＥＭ培养
基然后加药处理。４８ｈ之后，加入ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ染液染
色３０ｍｉｎ，干净培养基浸洗３次，每次５ｍｉｎ。弃培养
基，固定封片，于共聚焦显微镜下观察。

１．２．８　活性氧检测　　细胞计数后分盘于６孔板中，
３７℃培养２４ｈ。加药培养１２ｈ。加入活性氧（ＲＯＳ）探针
孵育２ｈ，收集细胞，用ＰＢＳ混悬细胞，流式细胞仪检测。
１．３　统计学分析
　　流式检测数据采用 ＦｌｏｗＪｏ软件分析，量效关系、
协同系数用Ｃａｌｃｕｓｙｎ软件分析，激光共聚焦图片中共
定位分析像采用ＩｍａｇｅＪ软件中的皮尔森共定位系数
分析插件经行统计分析，采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件，两
样本的组间比较采用ｔ检验。检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　千金藤素增敏多种化疗药物抑制 ＭＤＡＭＢ２３１
和ＭＤＡＭＢ４６８细胞增殖效果

　　 千金藤素与多柔比星 （Ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ）、顺铂
（ＣＤＤＰ）、紫杉醇（Ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ）和长春新碱（Ｖｉｎｃｒｉｓｔｉｎｅ）
联合作用于三阴性乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞４８ｈ，通
过ＭＴＴ比色法检测细胞活度。结果显示：千金藤素与
多种化疗药物联合作用于三阴性乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１
和 ＭＤＡＭＢ４６８细胞后均可在一定程度上抑制细胞
增殖，且具有统计学差异（Ｐ＜０．０１），并且随着化疗药
物的浓度增加，千金藤素和化疗药物联用抑制细胞增

殖的效果增加。在４种化疗药物中，千金藤素联用多
柔比星对这两种三阴性乳腺癌细胞系尤其是 ＭＤＡ
ＭＢ２３１细胞增殖的抑制效果最好（图１）。
２．２　千金藤素联合多柔比星对 ＭＤＡＭＢ２３１和

ＭＤＡＭＢ４６８细胞增殖有明显抑制作用并呈现
协同效果

　　进一步采用 ＭＴＴ实验检测千金藤素与多柔比星
联用对 ＭＤＡＭＢ２３１和 ＭＤＡＭＢ４６８细胞增殖抑制
的效果。结果显示：单用千金藤素（０～１０μｍｏｌ／Ｌ）或
者多柔比星（０～１μｍｏｌ／Ｌ）对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞增殖
均无明显抑制作用，但联合使用后，可以明显抑制

ＭＤＡＭＢ２３１和ＭＤＡＭＢ４６８细胞增殖（Ｐ＜０．０１），其
最佳联用浓度为千金藤素 ４μｍｏｌ／Ｌ、多柔比星
０．５μｍｏｌ／Ｌ。通过Ｃａｌｃｕｓｙｎ软件计算得到二者联用的
量效关系和协同系数，结果显示：在一定剂量范围内，

药物效应与浓度呈正相关，且协同系数小于１，表明两
药联合具有协同效果，且对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞增殖抑
制的协同效果最好（图２）。

１３２２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（２２）
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图１　千金藤素增敏多种化疗药物抑制ＭＤＡＭＢ２３１和ＭＤＡＭＢ４６８细胞增殖效果
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图２　千金藤素增敏多柔比星抑制ＭＤＡＭＢ２３１细胞增殖并呈现协同作用
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２．３　千金藤素联合多柔比星诱导 ＭＤＡＭＢ２３１和
ＭＤＡＭＢ４６８细胞凋亡

　　通过 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ和 ＰＩ双染色法观察联合用药对
ＭＤＡＭＢ２３１和 ＭＤＡＭＢ４６８细胞凋亡的影响，并对
３次独立实验的结果进行分析。结果显示：单用千金
藤素（４μｍｏｌ／Ｌ）和多柔比星（０．５μｍｏｌ／Ｌ）均不能明
显诱导ＭＤＡＭＢ２３１和 ＭＤＡＭＢ４６８细胞凋亡，但是
两种药物联用处理后细胞凋亡明显增加，差异具有统

计学意义（Ｐ＜０．０１，图 ３Ａ～Ｃ）。另外，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测细胞内凋亡相关蛋白的变化，发现两种药物
联用可引起 ＰＡＲＰ１剪切激活、ＣＦ（ｃｌｅａｖｅｄｆｒａｇｍｅｎｔ）

增加、Ｃａｓｐａｓｅ３降解激活以及细胞色素 Ｃ的释放（图
３Ｄ）。另外，使用ＪＣ１探针检测联合用药对线粒体膜
电位影响，考虑到 ＭＤＡＭＢ２３１细胞对联合用药的敏
感性更高，重点检测了联合用药对其线粒体膜电位的

影响。结果显示：与对照组相比，联合用药组处理的细

胞ＪＣ１聚合物在线粒体上聚集明显减少，红色荧光与
绿色荧光的比值明显下降，且差异具有统计学意义

（Ｐ＜０．０１，图４）。以上结果提示千金藤素联合多柔比
星可能通过诱导线粒体损伤导致 ＭＤＡＭＢ２３１细胞
发生凋亡。
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Ａ：流式细胞仪检测单用及联用药物对ＭＤＡＭＢ２３１细胞凋亡的影响；Ｂ：流式细胞仪检测单用及联用药物对 ＭＤＡＭＢ４６８细

胞凋亡的影响；Ｃ：细胞凋亡统计分析　１：对照组；２：千金藤素单用组；３：多柔比星单用组；４：联合用药组；ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组

比较；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测凋亡相关蛋白的表达　１：对照组；２：千金藤素单用组；３：多柔比星单用组；４：联合用药组

图３　千金藤素联合多柔比星对ＭＤＡＭＢ２３１和ＭＤＡＭＢ４６８细胞凋亡及凋亡相关蛋白表达的影响
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２．４　千金藤素联用多柔比星可导致 ＭＤＡＭＢ２３１细
胞线粒体自噬体明显堆积

　　进一步检测联用处理后 ＭＤＡＭＢ２３１细胞内线
粒体自噬体的变化。分别提取对照组、千金藤素组、多

柔比星组、千金藤素和多柔比星组线粒体蛋白，检测

ＳＱＳＴＭ１（ｐ６２）和 ＬＣ３蛋白水平，以及全线粒体蛋白
泛素化（Ｕｂ）水平的变化。结果显示：联用处理后，线
粒体 ＳＱＳＴＭ１（ｐ６２）和 ＬＣ３表达明显升高，而且线粒
体上泛素化蛋白明显聚集（图５）。采用透射电子显微
镜观察 ＭＤＡＭＢ２３１细胞显微结构的改变，结果显
示：联用处理后，细胞内自噬体结构显著增多，线粒体

断裂明显，多数受损的线粒体被自噬体包裹，形成线粒

体自噬体。还发现细胞核染色质固缩（图６Ａ）。通过
转染 ＥＧＦＰＬＣ３质粒并且用 ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ对细胞内的
线粒体进行示踪染色，观察 ＬＣ３和线粒体的共定位情
况，结果显示：联用处理后，自噬体的数量明显增加，自

噬体（ＬＣ３）和线粒体（Ｍｉｔｏ）共定位相比于对照组明显
增加（Ｐ＜０．０１），从而进一步证实了线粒体自噬体的增
加（图６Ｂ）。单独观察线粒体形态发现：对照组线粒体
结构以线状为主，较少发生断裂，线粒体平均长度为

４．２μｍ，千金藤素处理组的ＭＤＡＭＢ２３１细胞线粒体
出现少量的线粒体分裂，线粒体平均长度为３．１μｍ；
多柔比星处理组的线粒体形体与对照组差异不大，线

粒体平均长度３．８μｍ；但千金藤素与多柔比星联用处

理后，线粒体形态发生显著异常，线粒体分裂显著增

加，平均长度为０．８μｍ，长度明显变短（Ｐ＜０．０１，图７）。
结果进一步证实：千金藤素与多柔比星联用可明显诱

导线粒体损伤，加速线粒体分裂，且可能是由于联用处

理后线粒体自噬体大量堆积而不能将受损的线粒体降

解导致的。

1 2 3 4

SQSTM1(62×103)→

LC3(17×103)→

Ub→

COXⅣ(17×103)→

１：对照组；２：千金藤素单用组；３：多柔比星单用组；４：联合
用药组

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＭＤＡＭＢ２３１细胞线粒体部分
ＬＣ３、ＳＱＳＴＭ１、泛素化蛋白表达
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图７　千金藤素联用多柔比星对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞线粒体长
度和ＬＣ３与线粒体共定位系数的影响

２．５　千金藤素联用多柔比星诱导 ＭＤＡＭＢ２３１细胞
内活性氧水平升高

　　对照组、千金藤素、多柔比星、联用千金藤素和多
柔比星分别处理细胞１２ｈ，流式细胞仪检测细胞内活
性氧水平。结果显示：千金藤素和多柔比星单独使用

处理细胞后，活性氧水平几乎没有明显改变，但是二者

联用处理细胞后，细胞内的活性氧明显升高，差异具有

统计学意义（Ｐ＜０．０１，图 ８）。结果初步证明：千金藤
素和多柔比星联用可以诱导 ＭＤＡＭＢ２３１细胞内的
活性氧水平升高从而导致线粒体分裂，进而诱导细胞

凋亡。
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图８　千金藤素联用多柔比星诱导 ＭＤＡＭＢ２３１细胞内

活性氧水平升高

３　讨论

　　现阶段，临床上仍然以传统的化疗作为三阴性乳
腺癌的主要治疗手段。但这仍然面临着肿瘤细胞对化

疗药物不敏感、细胞耐药和毒副作用大等问题［１］。而

细胞自噬在其中扮演了重要角色，是肿瘤细胞逃避各

种化疗药物诱导细胞凋亡的重要途径［１４］。基于此，临

床上也开发了多种自噬抑制剂如氯喹等［１５］来增敏化

疗药物，解决肿瘤细胞耐药、用药剂量大、毒副作用大

等问题。但由于氯喹本身的毒性限制了其在临床上的

应用，所以需要寻找更加高效、低毒的自噬抑制剂来解

决此问题。

　　千金藤素由于副作用小，现已应用于临床，用于治
疗化疗后白细胞减少症。我们前期的研究结果表明：

千金藤素是一种良好的自噬抑制剂，其作用类似氯喹，

均为自噬体降解的抑制剂。千金藤素可抑制自噬降解

过程中自噬体和溶酶体的融合过程，从而抑制自噬降

解［１２］，并且增敏多柔比星对三阴性乳腺癌细胞 ＭＤＡ
ＭＢ２３１和ＭＤＡＭＢ４６８的化疗效果。进一步的机制
研究发现：千金藤素与多柔比星联用可以导致 ＭＤＡ
ＭＢ２３１和ＭＤＡＭＢ４６８细胞线粒体损伤，释放细胞色
素Ｃ，进而诱导细胞凋亡。
　　线粒体损伤主要由于药物或者外来刺激导致线粒
体结构受损、功能紊乱、线粒体外膜膜通透性增加［１６］。

受损的线粒体主要通过线粒体自噬降解从而维持细胞

内稳态［１７］。考虑到千金藤素可以抑制自噬降解过程，

我们进一步检测了千金藤素和多柔比星联用对线粒

体自噬的影响，发现二者联用会导致大量线粒体自

噬体堆积，提示线粒体自噬体被千金藤素阻断，导致

受损的线粒体不能被及时清除掉，是导致细胞凋亡

的重要原因。

　　细胞内的活性氧是细胞代谢的产物，但过多的活
性氧会引起线粒体损伤。研究报道多柔比星可以诱导

肿瘤细胞活性氧产生，但是其可以诱导保护性自噬，清

除多余的活性氧［１８－１９］。本研究发现千金藤素和多柔

比星联用可以明显诱导 ＭＤＡＭＢ２３１细胞活性氧升
高，表明千金藤素抑制了多柔比星产生的保护性自噬，

从而导致细胞内活性氧升高，引起线粒体损伤。

　　综上所述，本研究证明千金藤素可以增敏多柔
比星对三阴性乳腺癌细胞ＭＤＡＭＢ２３１和ＭＤＡＭＢ
４６８的化疗效果，诱导其细胞凋亡。其可能的机制为
千金藤素抑制了多柔比星诱导的保护性自噬，从而

导致联用处理后细胞内的 ＲＯＳ升高，线粒体受损。
千金藤素也会抑制线粒体自噬，导致受损的线粒体
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无法被降解，从而导致细胞色素 Ｃ释放到细胞质内，
诱导细胞凋亡。
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［８］ＨＡＮＳＨ，ＫＯＲＭＳ，ＨＡＮＹＧ，ｅｔａｌ．ＧＣＡｌｉｎｋｓＴＲＡＦ６
ＵＬＫ１ｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｕｔｏｐｈａｇｙａｃｔｉｖａｔｉｏｎｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔｃｈｒｏｎｉｃ
ｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａ［Ｊ］．Ａｕｔｏｐｈａｇｙ，２０１９：１－１５．ＤＯＩ：１０．
１０８０／１５５４８６２７．２０１９．１５９６４９２．
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ａｎｄｍｉｔｏｐｈａｇｙｉｎｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，２０１７，３６（１０）：
１３１５－１３２７．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｏｎｃ．２０１６．３０２．
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