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不同生理水平雌激素对激素受体阳性乳腺癌化疗敏感性的影响
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　　［摘要］　目的　探讨月经周期不同时相及妊娠期雌激素（ｅｓｔｒａｄｉｏｌ，Ｅ２）水平对乳腺癌细胞及荷瘤
裸鼠表柔比星（ｅｐｉｒｕｂｉｃｉｎ，ＥＰＩ）化疗敏感性的影响。方法　ＣＣＫ８检测不同浓度 Ｅ２（０、５０、５００、２５００、
５０００、１００００ｐｇ／ｍＬ）处理２４ｈ分别对ＭＣＦ７、ＭＤＡＭＢ２３１细胞增殖活性的影响；不同浓度Ｅ２预处理
１２ｈ后，ＥＰＩ单独处理２４ｈ，观察Ｅ２对ＥＰＩ化疗敏感性及疗效的影响。建立双侧卵巢切除（ＯＶＸ）ＭＣＦ７
荷瘤裸鼠模型，设立ＮｏｎＯＶＸ＋ＥＰＩ化疗组（Ｂ组），ＯＶＸ＋ＥＰＩ化疗组（Ｄ组），ＯＶＸ＋Ｅ２（０．１、５、１０ｍｇ／ｋｇ）＋
ＥＰＩ化疗组（Ｅ、Ｆ、Ｇ组）及对应对照组（Ａ、Ｃ组），通过测量瘤质量并计算抑瘤率，检测不同水平 Ｅ２
（０．１、５、１０ｍｇ／ｋｇ）及卵巢去势对ＥＰＩ（５ｍｇ／ｋｇ）抑瘤作用的影响。结果　Ｅ２呈剂量依赖性促进ＭＣＦ７
细胞的增殖，５００ｐｇ／ｍＬＥ２组细胞增殖活性较 ５０ｐｇ／ｍＬＥ２组显著增强（Ｐ＜０．０５）。Ｅ２对 ＭＤＡＭＢ
２３１细胞增殖影响不明显，组间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。Ｅ２呈剂量依赖性增强 ＥＰＩ对 ＭＣＦ７细
胞的化疗杀伤作用，与５０ｐｇ／ｍＬＥ２组比较，２５００、５０００ｐｇ／ｍＬＥ２组均显著增强 ＥＰＩ的化疗敏感性
（Ｐ＜０．０１）。Ｅ２对ＭＤＡＭＢ２３１细胞 ＥＰＩ化疗敏感性影响无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＭＣＦ７荷瘤裸鼠
模型中，ＯＶＸ＋Ｅ２＋ＥＰＩ化疗组（Ｅ、Ｆ、Ｇ组）的平均瘤质量均显著低于ＯＶＸ＋ＥＰＩ化疗组（Ｄ组，Ｐ＜０．０１）。
ＮｏｎＯＶＸ＋ＥＰＩ化疗组（Ｂ组）抑瘤率为２３．３％，ＯＶＸ＋ＥＰＩ化疗组（Ｄ组）抑瘤率为１０．８％，ＯＶＸ＋Ｅ２＋ＥＰＩ
化疗组的抑瘤率分别为Ｅ组３８．３％、Ｆ组３７．７％、Ｇ组４１．３％。结论　不同生理时期雌激素呈剂量依赖
性增强ＭＣＦ７细胞对 ＥＰＩ的化疗敏感性，提示在雌激素水平较高的生理时期应用化疗药物，有望提高
ＨＲ＋乳腺癌的疗效。
　　［关键词］　 乳腺癌；雌激素；内分泌治疗；化疗敏感性
　　［中图法分类号］　Ｒ３４７．９１３；Ｒ７３－３６１；Ｒ７３７．９ ［文献标志码］　Ａ

［通信作者］　孔令泉，Ｅｍａｉｌ：ｈｕｉｈｕｉｋｐ＠１６３．ｃｏｍ

ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｌｅｖｅｌｓｏｆｅｓｔｒａｄｉｏｌｏｎｃｈｅｍｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆＨＲ＋
ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｉｎｖｉｖｏ
ＬＩＵＪｉａｓｈｕｏ，ＸＵＺｈｏｕ，ＫＯＮＧＬｉｎｇｑｕａｎ，ＺＯＵＢａｏｓｈａｎ，ＬＩＨａｏ，ＷＵＫａｉｎａｎ　　ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙａｎｄ
ＢｒｅａｓｔＳｕｒｇｅｒｙ，ｔｈｅＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００１６，Ｃｈｉｎａ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｈａｓｅｓｏｆｍｅｎｓｔｒｕａｌｃｙｃｌｅｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｌｅｖｅｌｓｏｆｅｓｔｒａｄｉｏｌ（Ｅ２）ｏｎｔｈｅｃｈｅｍｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓａｎｄｂｅａｒｉｎｇｎｕｄｅｍｉｃｅｔｏ
ｅｐｉｒｕｂｉｃｉｎ（ＥＰＩ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＣＣＫ８ａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＭＣＦ７ａｎｄＭＤＡＭＢ２３１
ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＥ２（０，５０，５００，２５００，５０００，１００００ｐｇ／ｍＬ）ｆｏｒ２４ｈ．ＡｆｔｅｒｔｈｅＭＣＦ７ａｎｄＭＤＡＭＢ
２３１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｏｓｅｓｏｆＥ２ｆｏｒ１２ｈａｎｄｔｈｅｎｗｉｔｈＥＰＩａｌｏｎｅｆｏｒ２４ｈ，ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＥ２
ｏｎｔｈｅｃｈｅｍｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅｃｅｌｌｓｔｏＥＰＩｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＣＣＫ８ａｓｓａｙ．ＭＣＦ７ｔｕｍｏｒｂｅａｒｉｎｇｎｕｄｅｍｉｃｅ
ｍｏｄｅｌｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄａｆｔｅｒｂｉｌａｔｅｒａｌｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｙ（ＯＶＸ）．ＴｈｅＭＣＦ７ｔｕｍｏｒｂｅａｒｉｎｇｎｕｄｅｍｉｃｅｗｅｒｅ
ｒａｎｄｏｍｌｙａｓｓｉｇｎｅｄｔｏｎｏｎＯＶＸ＋ＥＰＩｇｒｏｕｐ（ｇｒｏｕｐＢ），ＯＶＸ＋ＥＰＩｇｒｏｕｐ（ｇｒｏｕｐＤ），ＯＶＸ＋Ｅ２（０．１，５，
１０ｍｇ／ｋｇ）＋ＥＰＩｇｒｏｕｐｓ（ｇｒｏｕｐＥ，ＦａｎｄＧ）ａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ＡｆｔｅｒｔｈｅｍｉｃｅｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＥＰＩ，ｔｈｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒａｔｅｏｆｔｕｍｏｒｇｒｏｗｔｈｗａｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＥ２ｏｎｔｕｍｏｒｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＥＰＩ
ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｉｎｖｉｔｒｏ，Ｅ２ｐｒｏｍｏｔｅｄｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＭＣＦ７ｃｅｌｌｓｉｎａｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ．
Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ５０ｐｇ／ｍＬＥ２ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ５００ｐｇ／ｍＬＥ２ｇｒｏｕｐｈａｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｐｒｏｍｏｔｅｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎ

１３５１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１５）



ＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０５）．ＢｕｔＥ２ｓｈｏｗｅｄｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｅｆｆｅｃｔｓｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓ（Ｐ＞
０．０５）．Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，Ｅ２ｉｎｃｒｅａｓｅｄｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｅｆｆｉｃａｃｙｏｆＥＰＩｏｎＭＣＦ７ｃｅｌｌｓｉｎａｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｍａｎｎｅｒ．Ｔｈｅ２５００ａｎｄ５０００ｐｇ／ｍＬＥ２ｇｒｏｕｐｓｈａｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｅｎｈａｎｃｅｄｔｈｅｃｈｅｍｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆＥＰＩｏｎＭＣＦ７
ｃｅｌｌｓｗｈｅｎｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ５０ｐｇ／ｍＬＥ２ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．００１）．ＢｕｔＥ２ｈａｄｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｅｆｆｅｃｔｓｏｎｔｈｅ
ｃｈｅｍｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆＥＰＩｉｎＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓ（Ｐ＞０．０５）．Ｉｎｖｉｖｏ，ｔｈｅｔｕｍｏｒｗｅｉｇｈｔｓｏｆｎｕｄｅｍｉｃｅｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｉｎｔｈｅＯＶＸ＋Ｅ２＋ＥＰＩｇｒｏｕｐｓ（ｇｒｏｕｐｓＥ，ＦａｎｄＧ）ｔｈａｎｔｈｅＯＶＸ＋ＥＰＩｇｒｏｕｐ（ｇｒｏｕｐＤ）
（ａｌｌＰ＜０．０１）．Ｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒａｔｅｏｆｔｕｍｏｒｇｒｏｗｔｈｗａｓ２３．３％ ｉｎｔｈｅｎｏｎＯＶＸ＋ＥＰＩｇｒｏｕｐ（ｇｒｏｕｐＢ），
１０．８％ｉｎｔｈｅＯＶＸ＋ＥＰＩｇｒｏｕｐ（ｇｒｏｕｐＤ），ａｎｄ３８．３％（ｇｒｏｕｐＥ），３７．７％（ｇｒｏｕｐＥ）ａｎｄ４１．３％（ｇｒｏｕｐＥ）
ｉｎｔｈｅＯＶＸ＋Ｅ２＋ＥＰＩｇｒｏｕｐｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｅ２ｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｌｙｐｒｏｍｏｔｅｓｔｈｅｃｈｅｍｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆＭＣＦ７
ｃｅｌｌｓｔｏＥＰＩ，ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇｔｈａｔｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙｓｈｏｕｌｄｂｅｃａｒｒｉｅｄｏｕｔｉｎｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｅｒｉｏｄｓｗｉｔｈｈｉｇｈｅｒＥ２ｌｅｖｅｌ
ｉｎｏｒｄｅｒｔｏｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙｅｆｆｉｃａｃｙｉｎＨＲ＋ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ；ｅｓｔｒａｄｉｏｌ；ｅｎｄｏｃｒｉｎｅｔｈｅｒａｐｙ；ｃｈｅｍｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＫＯＮＧＬｉｎｇｑｕａｎ，Ｅｍａｉｌ：ｈｕｉｈｕｉｋｐ＠１６３．ｃｏｍ

　　乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤，其发病率逐年
增加且呈年轻化的趋势［１］。在乳腺癌的分子分型中，

以激素受体阳性（ｈｏｒｍｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒｐｏｓｉｔｉｖｅ，ＨＲ＋）者居
多，约占７０％［２］。化疗和内分泌治疗是乳腺癌综合性
治疗的重要组成部分，内分泌治疗通过降低或竞争性

抑制肿瘤生长依赖的激素（主要为雌激素）或其受体，

抑制肿瘤细胞增殖，而化疗则主要杀伤增殖较活跃的

肿瘤细胞。因作用机制不同，乳腺癌内分泌治疗不宜

和化疗同时联用，否则可能相互拮抗而降低化疗疗效，

这一原则已被临床广泛采纳。

　　绝经前乳腺癌患者，性激素随不同生理时期波动。
在月经周期，雌激素低谷水平低于 ５０ｐｇ／ｍＬ，高峰水
平达５００ｐｇ／ｍＬ，妊娠期雌激素则可有更大的生理波
动。在内环境雌激素水平低谷期，类似于内分泌治疗

所产生的药物效应，若在此期给予化疗，即客观上存在

的化疗同时伴随内分泌治疗的现象，可能降低化疗敏

感性，但目前临床中这一现象普遍存在，并未引起充分

重视［３－４］。此外，乳腺癌患者在化疗期间易出现化疗

诱发闭经或卵巢功能损伤及早衰［５］，均可能导致雌激

素水平降低，影响化疗疗效及患者长期预后。

　　因此，本研究在ＨＲ＋乳腺癌细胞及荷瘤裸鼠模型
中模拟不同生理时期雌激素（ｅｓｔｒａｄｉｏｌ，Ｅ２）水平，探讨
月经周期不同时相及妊娠期雌激素水平对蒽环类一线

化疗药表柔比星（法玛新，ｅｐｉｒｕｂｉｃｉｎ，ＥＰＩ）化疗疗效的
影响及其可能的增敏作用。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　人乳腺癌 ＭＣＦ７、ＭＤＡＭＢ２３１细胞株由重庆医
科大学分子肿瘤及表观遗传学实验室提供；ＲＰＭＩ１６４０
培养基购于美国 Ｇｉｂｃｏ公司；胎牛血清购于以色列

ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ（ＢＩ）公司；胰酶购于上海碧云天生
物技术有限公司；雌二醇环戊丙酸酯（ｅｓｔｒａｄｉｏｌｃｙｐｉ
ｏｎａｔｅ，ＥＣＰ）、ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８（ＣＣＫ８）试剂盒购于
美国ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ（ＭＣＥ）公司；１７β雌二醇（１７β
ｅｓｔｒａｄｉｏｌ，Ｅ２）、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）购于美国 Ｓｉｇｍａ公
司；试剂级玉米油购于上海阿拉丁试剂公司；表柔比星

（法玛新，ｅｐｉｒｕｂｉｃｉｎ，ＥＰＩ）购于美国辉瑞制药（Ｐｆｉｚｅｒ）
公司；Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶购于美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司；裸鼠
（ＢＡＬＢ／ｃｎｕ／ｎｕ）购于北京华阜康生物科技股份有限
公司（合格证号：１１０３２２１９１１００８９３５）。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养与传代　　ＭＣＦ７、ＭＤＡＭＢ２３１细
胞，分别于 ＲＰＭＩ１６４０培养基添加 １０％胎牛血清，
３７℃、５％ＣＯ２培养。待 ７０％～８０％融合，０．２５％胰酶
消化，接种或传代。

１．２．２　ＣＣＫ８检测不同浓度雌激素对乳腺癌细胞增
殖的影响　　分别取对数期 ＭＣＦ７、ＭＤＡＭＢ２３１细
胞，按５０００／孔接种至９６孔板，每组设置３个平行复
孔。过夜孵育后更换为含 Ｅ２的新鲜培养基，终浓度
分别为０、５０、５００、２５００、５０００、１００００ｐｇ／ｍＬ，继续培
养２４ｈ后弃上清，加入含１０％ＣＣＫ８的培养基１１０μＬ，
避光孵育１ｈ，设置酶标仪波长参数为４５０ｎｍ，检测各
孔光密度值［Ｄ（４５０）］。
１．２．３　ＣＣＫ８检测不同浓度雌激素预处理对表柔比
星化疗疗效的影响　　分别取对数期 ＭＣＦ７、ＭＤＡ
ＭＢ２３１细胞，约 ５０００／孔，接种至 ９６孔板，每组设置
３个平行复孔。过夜孵育后更换为含 Ｅ２的新鲜培养
基，终浓度分别为０、５０、５００、２５００、５０００、１００００ｐｇ／ｍＬ，
培养１２ｈ后弃上清，ＭＣＦ７细胞更换为含 ＥＰＩ终浓度
为０．８μｇ／ｍＬ（ＩＣ５０）的新鲜培养基，ＭＤＡＭＢ２３１细胞
更换为含ＥＰＩ终浓度为０．５μｇ／ｍＬ（ＩＣ５０）的新鲜培养
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基，分别继续处理２４ｈ后弃上清，加入含１０％ＣＣＫ８的
培养基１１０μＬ，避光孵育１ｈ，设置酶标仪波长参数为
４５０ｎｍ，检测各孔光密度值［Ｄ（４５０）］。
１．２．４　ＭＣＦ７荷瘤裸鼠模型制备　　ＢＡＬＢ／ｃｎｕ／ｎｕ
裸鼠，雌性，４周龄，体质量１４～１８ｇ，３５只，饲养于ＳＰＦ
级环境，按实验动物伦理委员会批准方案（审查批号：

２０１９２８７）进行实验。雌二醇环戊丙酸酯（ＥＣＰ）２ｍｇ／ｋｇ，
裸鼠后肢肌肉注射２ｄ后，取对数生长期的 ＭＣＦ７细
胞，经胰酶消化，ＰＢＳ洗涤，细胞计数并调整细胞数为
２×１０７／ｍＬ，与 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶 １∶１混合后，取 ０．２ｍＬ
接种于裸鼠右侧胸壁第二乳垫脂肪层下，待１０ｄ后瘤
块直径长至约０．８ｃｍ，将荷瘤裸鼠采取随机数字表法
分为７组，每组５只。
１．２．５　双侧卵巢切除（ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｙ，ＯＶＸ）模型的制备
　　戊巴比妥钠（５０ｍｇ／ｋｇ）腹腔麻醉，行裸鼠双侧卵
巢切除术，将裸鼠俯卧固定于手术台上，碘伏消毒皮

肤，于背部正中脊柱旁０．５ｃｍ，肋弓下缘０．５ｃｍ，切开
进入腹腔，可见乳白色组织，将其轻提出腹腔，可见暗

红色绿豆大小“桑葚样”的卵巢包裹其中，分离后结

扎，剪去卵巢，止血，分层缝合，碘伏消毒切口。同样方

法切除对侧卵巢，保温待麻醉苏醒。术后恢复１周，待
伤口愈合后进一步实验处理。

１．２．６　实验动物分组及给药　　各组 ＭＣＦ７乳腺癌
荷瘤裸鼠分别给予腹腔注射雌激素（Ｅ２）或玉米油
（ｃｏｒｎｏｉｌ）预处理１２ｈ后，腹腔注射表柔比星（ＥＰＩ）或
生理盐水（ＮＳ）处理，给药频率为隔日１次，持续１０ｄ。
ＥＣＰ为长效药物，其肌注最长作用时间约为 １１ｄ
（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｍｅｄｃｈｅｍｅｘｐｒｅｓｓ．ｃｎ／Ｅｓｔｒａｄｉｏｌｃｙｐｉｏｎａｔｅ．
ｈｔｍｌ）。从裸鼠接种ＭＣＦ７细胞前肌注ＥＣＰ到化疗用
药开始前间隔约 ３周，认为此时动物体内可能残存
ＥＣＰ对实验的影响较小。①未行双侧卵巢切除（Ｎｏｎ
ＯＶＸ）组，共１０只，分为２个亚组，各５只。Ａ组：ｃｏｒｎ
ｏｉｌ１０ｍＬ／ｋｇ＋ＮＳ１０ｍＬ／ｋｇ；Ｂ组：ｃｏｒｎｏｉｌ１０ｍＬ／ｋｇ＋
ＥＰＩ５ｍｇ／ｋｇ。②双侧卵巢切除（ＯＶＸ）组，共１０只，分
为２个亚组，各 ５只。Ｃ组：ｃｏｒｎｏｉｌ１０ｍＬ／ｋｇ＋ＮＳ
１０ｍＬ／ｋｇ；Ｄ组：ｃｏｒｎｏｉｌ１０ｍＬ／ｋｇ＋ＥＰＩ５ｍｇ／ｋｇ。
③双侧卵巢切除（ＯＶＸ）＋外源性Ｅ２组，共１５只，分为
３个亚组，各５只。Ｅ组：Ｅ２０．１ｍｇ／ｋｇ＋ＥＰＩ５ｍｇ／ｋｇ；
Ｆ组：Ｅ２５ｍｇ／ｋｇ＋ＥＰＩ５ｍｇ／ｋｇ；Ｇ组：Ｅ２１０ｍｇ／ｋｇ＋
ＥＰＩ５ｍｇ／ｋｇ。
１．２．７　动物实验检测指标及方法　　①隔日测量裸
鼠体质量，游标卡尺测量肿瘤体积变化。②化疗完毕
后完整剥离肿瘤组织，称量并计算抑瘤率。

　　抑瘤率＝（１－治疗组平均瘤质量／对照组平均瘤质
量）×１００％

１．３　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ２２．０统计软件，数据以 珋ｘ±ｓ表示，组间
比较采用单因素方差分析，以 Ｐ＜０．０５表示差异有统
计学意义。

２　结果

２．１　雌激素对乳腺癌细胞增殖的影响
　　如图１所示：Ｅ２促进 ＨＲ＋乳腺癌 ＭＣＦ７细胞的
增殖活性，且呈剂量依赖性。与５０ｐｇ／ｍＬＥ２组（相当
于月经周期雌激素谷值）比较，５００ｐｇ／ｍＬＥ２组（相当
于月经周期雌激素峰值）、２５００、５０００ｐｇ／ｍＬＥ２组
（相当于妊娠期雌激素水平）及 １００００ｐｇ／ｍＬＥ２组
（相当于超生理剂量水平）均显著增强 ＭＣＦ７细胞增
殖活性（Ｐ＜０．０５）。Ｅ２在ＭＤＡＭＢ２３１细胞中则未发
现明显的促细胞增殖现象，各组间差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）。
２．２　雌激素对乳腺癌细胞表柔比星化疗敏感性的影响
　　如图 ２所示：Ｅ２增强 ＥＰＩ对 ＨＲ＋乳腺癌 ＭＣＦ７
细胞的增殖抑制及杀伤作用，且呈剂量依赖性。与

５０ｐｇ／ｍＬＥ２组比较，２５００、５０００、１００００ｐｇ／ｍＬＥ２
组均显著增强 ＥＰＩ对 ＭＣＦ７细胞的化疗敏感性及杀
伤作用（Ｐ＜０．０１）。Ｅ２在ＭＤＡＭＢ２３１细胞中则无明
显对ＥＰＩ化疗疗效的影响（Ｐ＞０．０５）。
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图１　不同浓度Ｅ２对乳腺癌细胞增殖的影响
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图２　不同浓度Ｅ２对ＥＰＩ（０．５μｇ／ｍＬ）化疗效果的影响

２．３　雌激素联合表柔比星对 ＭＣＦ７乳腺癌荷瘤裸鼠
的抑瘤作用

　　化疗结束后各组裸鼠 ＭＣＦ７乳腺癌瘤块大小见
图３。ＯＶＸ＋Ｅ２＋ＥＰＩ化疗组（Ｅ、Ｆ、Ｇ组）的平均瘤质
量均显著低于 ＮｏｎＯＶＸ空白对照组（Ａ组）、ＯＶＸ空
白对照组（Ｃ组）及 ＯＶＸ＋ＥＰＩ化疗组（Ｄ组），差异均
有统计学意义（Ｐ＜０．０１，表１）。Ｇ组的平均瘤质量最
轻，与ＮｏｎＯＶＸ＋ＥＰＩ化疗组（Ｂ组）比较差异无统计
学意义（Ｐ＝０．０７）；Ｅ组、Ｆ组与 Ｂ组平均瘤质量差异
也无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。Ｂ组抑瘤率为２３．３％，Ｄ
组抑瘤率最低，为 １０．８％，ＯＶＸ＋Ｅ２＋ＥＰＩ化疗组的抑
瘤率均升高（表１）。
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图３　各组药物处理后裸鼠ＭＣＦ７乳腺癌瘤块大小

３　讨论

　　乳腺癌生长可受到多种内分泌激素的调节，包括
雌激素、孕激素、甲状腺素、胰岛素等［６－７］。雌激素已

被证实能够促进ＨＲ＋乳腺癌细胞从Ｇ０／Ｇ１期向ＳＧ２／
Ｍ期的转化［８－９］。绝经前 ＨＲ＋乳腺癌患者，性激素可
随不同生理时期波动，如果在雌激素水平低谷期应用

化疗，此时肿瘤细胞代谢多受抑制并较少处于ＳＧ２／Ｍ
增殖活跃期，即客观上存在化疗与内分泌治疗同时联

用的现象，可能降低肿瘤细胞对化疗的敏感性，影响疗

效；而在雌激素水平较高时期，可能促使更多肿瘤细胞

进入增殖活跃期，此时联合化疗可能取得比单用化疗

药物更好的疗效，并纠正乳腺癌化疗期间伴随的内分泌

治疗现象［３］。因此，在化疗期间应用雌激素促使肿瘤细

胞增殖活跃以提高其对化疗的敏感性在理论上可行。

　　在２０世纪８０年代，激素增敏化疗学说已被提出，
并发现内分泌治疗可通过抑制乳腺癌细胞增殖拮抗化

表１　药物处理后ＭＣＦ７荷瘤裸鼠的平均瘤质量及抑瘤率（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

药物处理
组别 手术

瘤质量／ｇ
（珋ｘ±ｓ）

抑瘤率（％）
Ｅ２ ＥＰＩ

Ａ ＮｏｎＯＶＸ Ｃｏｒｎｏｉｌ ＮＳ ０．３２６±０．０７１
Ｂ ＮｏｎＯＶＸ Ｃｏｒｎｏｉｌ ５ｍｇ／ｋｇ ０．２５０±０．０２３ａ ２３．３

Ｃ ＯＶＸ Ｃｏｒｎｏｉｌ ＮＳ ０．３３４±０．０５０
Ｄ ＯＶＸ Ｃｏｒｎｏｉｌ ５ｍｇ／ｋｇ ０．２９８±０．０６２ １０．８
Ｅ ＯＶＸ ０．１ｍｇ／ｋｇ ５ｍｇ／ｋｇ ０．２０６±０．０２７ｂｃ ３８．３

Ｆ ＯＶＸ ５ｍｇ／ｋｇ ５ｍｇ／ｋｇ ０．２０８±０．０３１ｂｃ ３７．７
Ｇ ＯＶＸ １０ｍｇ／ｋｇ ５ｍｇ／ｋｇ ０．１９６±０．０２８ｂｃ ４１．３

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，分别与Ａ、Ｃ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与Ｄ组比较
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疗药物的细胞毒性作用［１０－１１］，奠定了目前临床乳腺癌

化疗与内分泌治疗不推荐同时应用的基础。但目前尚

无研究探讨绝经前ＨＲ＋乳腺癌患者，月经周期不同时
相雌激素水平的变化及妊娠期乳腺癌雌激素水平可能

对化疗效果的影响。本研究以不同生理时期血液生化

雌激素水平作为参考（５０～５０００ｐｇ／ｍＬ，即 １０－１０～
１０－８ｍｏｌ／Ｌ），此雌激素浓度范围，也在既往体外细胞
研究中作为生理水平雌激素应用［１２］。本研究细胞实

验结果显示，Ｅ２呈剂量依赖性促进ＨＲ＋乳腺癌ＭＣＦ７
细胞的增殖活性，提示在月经周期不同时相雌激素浓

度作用下，ＭＣＦ７细胞的增殖活性存在显著差异，可能
影响化疗药物的敏感性。进一步研究发现，Ｅ２呈剂量
依赖性增强化疗药物 ＥＰＩ对 ＭＣＦ７细胞的增殖抑制
作用，且２５００、５０００ｐｇ／ｍＬＥ２组（相当于妊娠期雌激
素可达水平）较５０ｐｇ／ｍＬＥ２组显著增强ＥＰＩ对ＭＣＦ７
细胞的化疗敏感性及杀伤作用（Ｐ值均＜０．００１）。ＥＰＩ
为蒽环类细胞周期非特异性化疗药物，可影响细胞周

期的各个阶段，促进肿瘤细胞的增殖代谢活性，增强对

蒽环类药物的胞内摄入及细胞毒性作用［１３］。

　　在动物实验中，通过建立双侧卵巢切除（ＯＶＸ）
ＭＣＦ７荷瘤裸鼠模型，降低裸鼠内源性雌激素水
平［１４］，探讨卵巢去势对化疗疗效的影响及雌激素可能

的化疗增敏作用。本实验结果显示 ＮｏｎＯＶＸ＋ＥＰＩ化
疗组（Ｂ组）及ＯＶＸ＋Ｅ２＋ＥＰＩ化疗组（Ｅ、Ｆ、Ｇ组）的平
均瘤质量均低于ＯＶＸ＋ＥＰＩ化疗组（Ｄ组）。提示化疗
敏感性很大程度上受肿瘤细胞增殖状态的影响，裸鼠

卵巢去势后相当于内分泌治疗效应，肿瘤细胞增殖活

性受到抑制［１４］，此时联合化疗，可能降低化疗药物的

敏感性，影响疗效；而高剂量外源性雌激素联合化疗组

疗效最优，可能通过提高肿瘤细胞的增殖活性，增强化

疗药物的杀伤作用。因而，促使肿瘤细胞在化疗期间

增殖活跃，对提高化疗疗效具有重要意义。但本研究

中不同剂量外源性雌激素联合化疗组（Ｅ、Ｆ、Ｇ组）的
组间差异不显著，推测可能受给药时机、药物处理时间

等因素的影响，仍需进一步研究更优的雌激素与化疗

联合方式。

　　此外，本课题组前期报道了２例关于妊娠期乳腺
癌患者化疗效果的病例分析［１５］，发现先化疗后终止妊

娠患者较先终止妊娠后行化疗患者效果更优。２例患
者的临床病理特征相似，但对于首疗程化疗敏感性却

存在明显差异。考虑除与肿瘤个体差异有关外，还可

能与终止妊娠后，内环境妊娠相关激素水平显著降低，

影响肿瘤细胞的增殖活性，从而降低对化疗药物的敏

感性有关。此现象在本研究细胞实验中也得到了初步

验证，２５００、５０００ｐｇ／ｍＬＥ２组较５０ｐｇ／ｍＬＥ２组显著
增强 ＥＰＩ对 ＭＣＦ７细胞的化疗杀伤作用（Ｐ值均＜
０．００１）。一项基于基因表达的 Ｍｅｔａ分析也提示［１６］，

乳腺癌患者新辅助化疗的敏感性与增殖相关基因显著

相关，增殖活性较高的肿瘤更易达到病理完全缓解

（ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃｃｏｍｐｌｅｔｅｒｅｓｐｏｎｓｅ，ｐＣＲ）。
　　本研究在 ＨＲ＋乳腺癌 ＭＣＦ７细胞及荷瘤裸鼠层
面，探讨绝经前ＨＲ＋乳腺癌患者不同生理时期雌激素
水平及卵巢去势影响化疗效果的临床问题，发现 Ｅ２
呈剂量依赖性促进 ＨＲ＋乳腺癌细胞对 ＥＰＩ的化疗敏
感性及化疗杀伤作用，提示在雌激素水平较高的生理

时期应用化疗药物，有望提高ＨＲ＋乳腺癌患者的化疗
效果、改善预后。但本研究仅为细胞及动物模型层面

对乳腺癌患者不同生理时期化疗的初步模拟，仍需进

一步基础及临床研究的论证。

参考文献：

［１］ＳＩＥＧＥＬＲＬ，ＭＩＬＬＥＲＫＤ，ＪＥＭＡＬＡ．Ｃａｎｃｅｒｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ，
２０１５［Ｊ］．ＣＡ：ＡＣａｎｃｅｒＪＣｌｉｎ，２０１５，６５（１）：５－２９．ＤＯＩ：
１０．３３２２／ｃａａｃ．２１２５４．

［２］ＡＨＭＥＤＳＳ，ＴＨＩＫＥＡＡ，ＺＨＡＮＧＫ，ｅｔａｌ．Ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏ
ｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｏｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒｎｅｇａｔｉｖｅ，ｐｒｏｇｅｓ
ｔｅｒｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒｐｏｓｉｔｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｓ：ｒｅｅｖａｌｕａｔｉｎｇｓｕｂｓｅｔｓ
ｗｉｔｈｉｎｔｈｉｓｇｒｏｕｐ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＰａｔｈｏｌ，２０１７，７０（４）：３２０－
３２６．ＤＯＩ：１０．１１３６／ｊｃｌｉｎｐａｔｈ２０１６２０３８４７．

［３］ＬＵＯＱＱ，ＨＵＡＮＧＪＢ，ＷＵＹＴ，ｅｔａｌ．Ｔｉｄａｌｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ
ｉｎｐｒｅｍｅｎｏｐａｕｓａｌｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｈｏｒｍｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＭｅｄＨｙｐｏｔｈｅｓｅｓ，２０１７，１０２：４－７．ＤＯＩ：
１０．１０１６／ｊ．ｍｅｈｙ．２０１７．０３．００３．

［４］ＨＵＡＮＧＪＢ，ＪＩＧＹ，ＸＩＮＧＬ，ｅｔａｌ．Ｎｅｏｅｎｄｏｃｒｉｎｏｃｈｅｍｏ
ｔｈｅｒａｐｙ：ａｎｏｖｅｌａｐｐｒｏａｃｈｆｏｒｅｎｈａｎｃｉｎｇｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
ｅｆｆｉｃａｃｙｉｎｃｌｉｎｉｃ？［Ｊ］．ＭｅｄＨｙｐｏｔｈｅｓｅｓ，２０１３，８０（４）：
４４１－４４６．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｍｅｈｙ．２０１２．１２．０３７．

［５］ＢＥＤＯＳＣＨＩＧ，ＮＡＶＡＲＲＯＰＡ，ＯＫＴＡＹＫ．Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ
ｉｎｄｕｃｅｄｄａｍａｇｅｔｏｏｖａｒｙ：ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｉｍｐａｃｔ
［Ｊ］．ＦｕｔｕｒｅＯｎｃｏｌ，２０１６，１２（２０）：２３３３－２３４４．ＤＯＩ：１０．
２２１７／ｆｏｎ２０１６０１７６．

［６］ＨＵＡＮＧＪＢ，ＪＩＮＬＢ，ＪＩＧＹ，ｅｔａｌ．Ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｆｒｏｍｔｈｙ
ｒｏｉｄｆｕｎｃｔｉｏｎｄｅｃｒｅａｓｉｎｇｄｕｒｉｎｇｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ
ｐａｔｉｅｎｔｓ：ｃｈｅｍｏｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎｒｏｌｅｏｆｔｒｉｉｏｄｏｔｈｙｒｏｎｉｎｅ［Ｊ］．ＢＭＣ
Ｃａｎｃｅｒ，２０１３，１３：３３４．ＤＯＩ：１０．１１８６／１４７１２４０７１３３３４．

［７］ＨＵＡＮＧＪＢ，ＪＩＧＹ，ＸＩＮＧＬ，ｅｔａｌ．Ｃｈｅｍｏｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ
ｒｏｌｅｏｆｅｎｄｏｃｒｉｎｅｈｏｒｍｏｎｅｓｉｎｃａｎｃｅｒｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．Ｃｈｉｎ
ＭｅｄＪ，２０１３，１２６（１）：１７５－１８０．

（下转１５５４页）

５３５１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１５）


