
ｄｏｉ：１０．１１６５９／ｊｊｓｓｘ．０９Ｅ０１７００７ ·基础研究·

Ｋｌｏｔｈｏ通过抑制自噬逆转乳腺癌紫杉醇耐药的作用机制研究

龙方懿１，贾　萍１，王华飞１，卿　轶１，熊婷婷１，何梦婕１，孙　瑾１，陈　芳１，孙倩茹１，王　婷２　（１．四川省妇幼保健院
药学部，成都医学院附属妇女儿童医院药学部，四川 成都 ６１００４１；２．四川省肿瘤医院临床药学管理部，四川 成都 ６１００４１）

［摘　要］　目的　探讨Ｋｌｏｔｈｏ逆转乳腺癌紫杉醇耐药的分子机制。方法　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测乳腺癌细胞ＭＣＦ７与紫杉醇耐
药的乳腺癌细胞ＭＣＦ７／ＰＴＸ中Ｋｌｏｔｈｏ的表达情况，ＭＴＴ法检测Ｋｌｏｔｈｏ对ＭＣＦ７／ＰＴＸ细胞紫杉醇耐药的影响；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法考查
Ｋｌｏｔｈｏ与自噬抑制剂３ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ（３ＭＡ）对ＭＣＦ７／ＰＴＸ细胞Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达的影响，并利用ＭＴＴ法检测Ｋｌｏｔｈｏ与３ＭＡ对该
细胞紫杉醇耐药的影响。结果　ＭＣＦ７／ＰＴＸ细胞中Ｋｌｏｔｈｏ的表达较ＭＣＦ７细胞低，Ｋｌｏｔｈｏ可增强 ＭＣＦ７／ＰＴＸ细胞对紫杉醇的敏
感性；ＭＣＦ７／ＰＴＸ细胞中Ｂｅｃｌｉｎ１表达较ＭＣＦ７细胞高，而Ｋｌｏｔｈｏ与３ＭＡ均可降低该细胞中Ｂｅｃｌｉｎ１的表达，且Ｋｌｏｔｈｏ对该细胞紫
杉醇耐药的逆转作用与３ＭＡ相仿。结论　乳腺癌细胞的紫杉醇耐药与Ｋｌｏｔｈｏ表达有关，Ｋｌｏｔｈｏ可通过抑制自噬进而逆转乳腺癌
紫杉醇耐药。
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　　乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，其发病率
逐年上升。研究发现，超过７０％的乳腺癌患者需要接
受化疗以达到降低复发风险和缩小病灶等目的［１３］。

紫杉醇是目前乳腺癌治疗的一线化疗药物，但高发的

耐药性严重制约了其临床应用［４］。因此，阐明乳腺癌

紫杉醇耐药的分子机制，对于逆转乳腺癌化疗耐药、控

制病灶转移以及改善患者的生存质量具有重要的

意义。

Ｋｌｏｔｈｏ是１９９７年 Ｋｕｒｏｏ等［５］发现的新基因。近

期研究发现，Ｋｌｏｔｈｏ可通过ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ途径逆转肺癌顺

铂耐药［６］；此外，顺铂耐药的肺癌细胞中检测到了

Ｋｌｏｔｈｏ表达降低，并伴随着自噬活性的增强，而 Ｋｌｏｔｈｏ
表达上调可降低自噬活性进而逆转肺癌细胞顺铂耐药

性［７］。这些研究表明，Ｋｌｏｔｈｏ可能在肿瘤耐药发生中
发挥着重要作用，目前，有关 Ｋｌｏｔｈｏ与肿瘤耐药的报
道甚少，且未见Ｋｌｏｔｈｏ在乳腺癌耐药中的研究。本研
究拟通过比较正常 ＭＣＦ７细胞与紫杉醇耐药 ＭＣＦ７
细胞（ＭＣＦ７／ＰＴＸ）中 Ｋｌｏｔｈｏ的表达情况，利用 ＭＴＴ
检测Ｋｌｏｔｈｏ对ＭＣＦ７／ＰＴＸ细胞增殖的影响，阐明其对
乳腺癌紫杉醇耐药的影响；同时利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ与
ＭＴＴ探究 Ｋｌｏｔｈｏ对 ＭＣＦ７／ＰＴＸ细胞 Ｂｅｃｌｉｎ１的表达
及细胞增殖的影响，并采用自噬抑制剂 ３ｍｅｔｈｙｌａｄｅ
ｎｉｎｅ（３ＭＡ）进行对照试验，初步探讨 Ｋｌｏｔｈｏ逆转乳腺
癌紫杉醇耐药的分子机制。
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１　材料与方法

１．１　材料与试剂
人乳腺癌细胞系ＭＣＦ７与紫杉醇耐药株ＭＣＦ７／ＰＴＸ

（武汉普诺赛生命科技有限公司），ＲＰＭＩ１６４０培养液、
胎牛血清、青链霉素与胰酶（美国 Ｇｉｂｃｏ公司），ＤＭ
ＳＯ、ＭＴＴ、紫杉醇与 ３Ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ（美国 Ｓｉｇｍａ公
司），Ｋｌｏｔｈｏ过表达质粒 ｐＣＭＶ６Ｋｌｏｔｈｏ（美国 Ｏｒｉｇｅｎｅ
公司），ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），
Ｋｌｏｔｈｏ、Ｂｅｃｌｉｎ１与βａｃｔｉｎ一抗（美国 Ａｂｃａｍ公司），辣
根过氧化物酶标记二抗与ＥＣＬ显影液（武汉博士德生
物工程有限公司）。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　ＭＣＦ７与ＭＣＦ７／ＰＴＸ细胞培养
于含１０％（ｖ／ｖ）灭活胎牛血清、青霉素１００ｕ／ｍＬ和链
霉素１００ｕ／ｍＬ的ＲＰＭＩ１６４０培养液中，待细胞汇合度
达９０％～１００％时用０．２５％胰蛋白酶消化细胞，并进
行传代培养，将细胞状态调至对数生长期后进行后续

实验研究。

１．２．２　细胞转染　　转染前１ｄ，将一定量细胞接种
至９６孔板或６孔板中，以第２天细胞汇合度为７０％～
９０％为宜；转染时，先将ｌｉｐｏｆａｃｔａｍｉｎｅ３０００加入到无血
清ＲＰＭＩ１６４０培养基，即得ｌｉｐｏｆａｃｔａｍｉｎｅ３０００稀释液；
再将重组质粒与Ｐ３０００试剂加入到ＲＰＭＩ１６４０无血清
培养基中，即得ＤＮＡ预混液。将以上两种混合液轻轻
混匀并室温下孵育５ｍｉｎ，然后轻轻加入到９６孔板或
６孔板中，培养一段时间后进行后续实验。
１．２．３　ＭＴＴ实验　　在９６孔板中每孔种入约 １×
１０４个细胞，待细胞贴壁２４ｈ后，以每孔１０μＬ加入
５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ，３７℃孵育 ４ｈ。弃上清，每孔中加入
１５０μＬＤＭＳＯ，溶解ＭＴＴ和活细胞线粒体反应形成的
蓝紫色结晶甲瓒。使用酶标仪４９０ｎｍ波长检测 ＯＤ
４９０ｎｍ值。
１．２．４　细胞总蛋白提取　　将１ｍＬ含有 ＰＭＳＦ的
ＲＩＰＡ裂解液加入到长有细胞的６孔板中，水平放置并
于冰上裂解３０ｍｉｎ，裂解过程中应经常来回晃动６孔
板。裂解完成后于４℃，１２０００ｒｐｍ离心５ｍｉｎ，加入
ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白上样缓冲液，蛋白变性煮沸５ｍｉｎ后即
可进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ等实验。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　　对各组细胞分别取
４０μｇ总蛋白进行 ＳＤＳＰＡＧＥ聚丙烯酰胺凝胶电泳，
３００ｍＶ恒流湿转至 ＰＶＤＦ膜，用含 ５％脱脂奶粉的
ＴＢＳＴ室温封闭 １ｈ，分别用 Ｋｌｏｔｈｏ抗体（１∶１０００稀
释）、Ｂｅｃｌｉｎ１抗体（１∶１０００稀释）和 βａｃｔｉｎ（１∶５０００

稀释）４℃孵育过夜；然后，采用辣根过氧化物酶标记
二抗（１∶５０００稀释），３７℃孵育１ｈ，ＥＣＬ显影液处理
后曝光；最后，利用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０系统采集与分
析图像。

１．２．６　统计分析　　实验数据均以均数 ±标准误
（珋ｘ±ｓ）表示，实验结果采用 ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计
分析，组间比较采用独立样本ｔ检验，以Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｋｌｏｔｈｏ在ＭＣＦ７与ＭＣＦ７／ＰＴＸ细胞中的表达
将处于对数生长期的 ＭＣＦ７与 ＭＣＦ７／ＰＴＸ细胞

进行总蛋白提取，然后进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，检测结
果如图１所示，ＭＣＦ７／ＰＴＸ细胞中Ｋｌｏｔｈｏ蛋白的表达
较ＭＣＦ７细胞降低了４７．５３％（Ｐ＜０．０５），表明相较
于正常的 ＭＣＦ７细胞，紫杉醇耐药的 ＭＣＦ７细胞中
Ｋｌｏｔｈｏ表达明显降低。

ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析Ｋｌｏｔｈｏ在ＭＣＦ７与ＭＣＦ７／ＰＴＸ细胞中的表
达；ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果的柱状图　：与 ＭＣＦ７组比较，
Ｐ＜０．０５
图１　Ｋｌｏｔｈｏ在ＭＣＦ７与ＭＣＦ７／ＰＴＸ细胞中的表达

２．２　Ｋｌｏｔｈｏ可增强ＭＣＦ７／ＰＴＸ细胞对紫杉醇的敏感性
为了考察 Ｋｌｏｔｈｏ在乳腺癌细胞紫杉醇耐药中的

作用，ＭＴＴ检测 Ｋｌｏｔｈｏ对 ＭＣＦ７／ＰＴＸ细胞紫杉醇敏
感性的影响（图２）。不同浓度紫杉醇作用ＭＣＦ７／ＰＴＸ
细胞２４ｈ后，与转染对照质粒ｐＣＭＶ６ｖｅｃｔｏｒ的ＭＣＦ７／
ＰＴＸ细胞相比，转染 ｐＣＭＶ６Ｋｌｏｔｈｏ的 ＭＣＦ７／ＰＴＸ细
胞细胞存活率较低，这些结果表明 Ｋｌｏｔｈｏ表达上调可
增强ＭＣＦ７／ＰＴＸ细胞对紫杉醇的敏感性。

：与ｐＣＭＶ６ｖｅｃｔｏｒ组比较，Ｐ＜０．０５
图２　Ｋｌｏｔｈｏ过表达可增强ＭＣＦ７／ＰＴＸ细胞对紫杉醇的敏感性
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２．３　Ｋｌｏｔｈｏ通过抑制自噬逆转乳腺癌细胞紫杉醇耐
药

Ｂｅｃｌｉｎ１是参与细胞自噬的标志性蛋白，本研究通
过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞 Ｂｅｃｌｉｎ１的表达情况，以
此考查 Ｋｌｏｔｈｏ对 ＭＣＦ７／ＰＴＸ细胞自噬的影响。
ＭＣＦ７／ＰＴＸ细胞Ｂｅｃｌｉｎ１表达相较于 ＭＣＦ７细胞显著
增高，而过表达 Ｋｌｏｔｈｏ或加入自噬抑制剂３ＭＡ均可
降低ＭＣＦ７／ＰＴＸ细胞 Ｂｅｃｌｉｎ１的表达，这些结果表明
ＭＣＦ７／ＰＴＸ细胞紫杉醇耐药的发生可能与细胞自噬
水平增高有关，Ｋｌｏｔｈｏ与３ＭＡ均可降低 ＭＣＦ７／ＰＴＸ
细胞自噬水平（图３）。进一步研究考查Ｋｌｏｔｈｏ导致的
自噬水平降低与其逆转紫杉醇耐药的关系，在紫杉醇

（１μＭ）作用下，Ｋｌｏｔｈｏ对 ＭＣＦ７／ＰＴＸ细胞紫杉醇耐
药的逆转作用与自噬抑制剂３ＭＡ相仿（图４）。

ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析各组细胞中 Ｂｅｃｌｉｎ１的表达；ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
实验结果的柱状图　：与ＭＣＦ７／ＰＴＸ组比较，Ｐ＜０．０５
图３　Ｋｌｏｔｈｏ过表达可降低ＭＣＦ７／ＰＴＸ细胞Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白水平

：与ｐＣＭＶ６ｖｅｃｔｏｒ组比较，Ｐ＜０．０５

图４　Ｋｌｏｔｈｏ与３ＭＡ对ＭＣＦ７／ＰＴＸ细胞紫杉醇耐药的影响

３　讨论

紫杉醇作为一线抗肿瘤药物被广泛用于乳腺癌的

化学治疗，其耐药性的产生是导致乳腺癌化疗失败的

主要因素之一［４］。研究发现，紫杉醇耐药与ＡＢＣ转运
蛋白、微管蛋白及细胞凋亡等有关［８９］。然而，紫杉醇

耐药机制繁冗复杂，其分子机制还不十分清楚。

Ｋｌｏｔｈｏ是日本学者 Ｋｕｒｏｏ等［５］于１９９７年发现的
新基因，该基因启动子在肿瘤组织中常常呈高度甲基

化状态，其在肿瘤组织中的表达低于癌旁组织或正常

组织［１０１３］。Ｋｌｏｔｈｏ已被公认为一种抑癌基因而引起了
广泛的研究［１０１５］。Ｋｌｏｔｈｏ作为肿瘤抑制因子最早是在
乳腺癌中被发现的，Ｋｌｏｔｈｏ在乳腺癌组织中的表达量
较癌旁组织低，进一步研究发现，Ｋｌｏｔｈｏ可抑制乳腺癌
细胞生长［１６］。近期研究发现，Ｋｌｏｔｈｏ可通过ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ
途径逆转肺癌顺铂耐药［６］；此外，在顺铂耐药的肺癌

细胞中Ｋｌｏｔｈｏ表达降低，并伴随着自噬活性的增强，
而Ｋｌｏｔｈｏ表达上调可降低自噬活性进而逆转肺癌细
胞顺铂耐药性［７］。因此，Ｋｌｏｔｈｏ作为抑癌基因可能在
肿瘤耐药中发挥着重要作用。

目前，有关 Ｋｌｏｔｈｏ与肿瘤耐药的报道甚少，且未
见Ｋｌｏｔｈｏ在乳腺癌耐药中的研究。本研究利用 Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ考查了Ｋｌｏｔｈｏ在ＭＣＦ７与ＭＣＦ７／ＰＴＸ细胞中
的表达情况，发现 ＭＣＦ７／ＰＴＸ细胞中 Ｋｌｏｔｈｏ表达较
低，表明Ｋｌｏｔｈｏ可能与乳腺癌细胞ＭＣＦ７紫杉醇耐药
有关。进一步研究通过ＭＴＴ实验探究Ｋｌｏｔｈｏ对ＭＣＦ
７／ＰＴＸ细胞紫杉醇耐药的影响，结果表明不同浓度紫
杉醇作用 ＭＣＦ７／ＰＴＸ细胞 ２４ｈ后，转染 ｐＣＭＶ６
Ｋｌｏｔｈｏ的ＭＣＦ７／ＰＴＸ细胞存活率较低，提示Ｋｌｏｔｈｏ可
增强ＭＣＦ７／ＰＴＸ细胞对紫杉醇的敏感性。最后，通过
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞自噬标志物 Ｂｅｃｌｉｎ１的表达
情况，以此考查Ｋｌｏｔｈｏ对ＭＣＦ７／ＰＴＸ细胞自噬水平的
影响。研究发现，ＭＣＦ７／ＰＴＸ细胞 Ｂｅｃｌｉｎ１表达显著
增高，而过表达 Ｋｌｏｔｈｏ或加入自噬抑制剂３ＭＡ均可
降低细胞Ｂｅｃｌｉｎ１的表达，这些结果表明乳腺癌紫杉醇
耐药的发生可能与细胞自噬水平增高有关，Ｋｌｏｔｈｏ与
３ＭＡ均可降低紫杉醇耐药的乳腺癌细胞自噬水平。
此外，本研究还发现Ｋｌｏｔｈｏ对ＭＣＦ７／ＰＴＸ细胞紫杉醇
耐药的逆转作用与自噬抑制剂３ＭＡ相仿，表明Ｋｌｏｔｈｏ
逆转乳腺癌紫杉醇耐药可能与其对细胞自噬的抑制作

用有关。

综上，本研究首次发现 Ｋｌｏｔｈｏ可通过降低紫杉醇
耐药的乳腺癌细胞自噬水平进而逆转其耐药性，并证

实了Ｋｌｏｔｈｏ对细胞自噬的抑制在乳腺癌紫杉醇耐药
中的重要作用。本研究为临床上紫杉醇耐药乳腺癌患

者的治疗提供了新的靶点，也为以 Ｋｌｏｔｈｏ为靶点的新
的逆转紫杉醇耐药的药物研发提供了科学依据。
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ｄｏｉ：１０．１１６５９／ｊｊｓｓｘ．０１Ｅ０１７０３２ ·临床研究·

肩关节前下盂唇损伤非牵引下关节镜修复术的临床分析

刘欣伟，刘松波，丁国成，刘　铭，郭　超，张敬东，王　宇　（沈阳军区总医院骨科，全军重症战创伤救治中心，辽宁 沈阳１１００１６）

［摘　要］　目的　探讨非牵引技术在肩关节前下盂唇损伤肩关节镜修复术中的应用效果。方法　回顾性分析２００９年１月至
２０１５年１月我科收治的１８２例肩关节前下盂唇损伤患者的临床资料，年龄１８～３９岁，平均（２６．５±９．３）岁；病程１～１０年，平均
（３．２±２．６）年；复发脱位６～６２次，平均（２４．２±１７．３）次。在非牵引技术下进行了侧卧位肩关节镜下非骨性修复术，术后采用
Ｒｏｗｅｓ评分、ＵＣＬＡ评分系统进行疗效评价。结果　１８２例获６～１８个月随访，平均（１２．５±６．７）个月。１２例术后外旋活动受限
２０°，无法参加对抗性训练，余１７０例能够参加对抗性训练。全部患者平均肩关节外旋活动角度丢失（１０．５±４．１）°。术后ＵＣＬＡ评
分（８９±３．５）分较术前（２５±６．２）分明显提高，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；术后Ｒｏｗｅｓ评分（２８．７±２．２）分较术前（７．３±１．６）
分明显提高，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　非牵引技术在训练伤致肩关节前下盂唇损伤肩关节镜修复术中的应用疗效
满意，术中因无巨大的外力牵引从而保护了臂丛神经、血管等组织，有利于患者快速康复，值得在基层医院推广应用。

［关键词］Ｂａｎｋａｒｔ损伤；关节镜；肩关节不稳；盂肱关节
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