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NF—KB抑制剂 PDTC增敏 TNF—a对乳腺癌细胞的毒性作用 

涂 刚 ，姚榛祥 

(重庆医科大学临床学院普外科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨核因子 xB(nuclear factor kappa B)活化抑制剂二硫代氨基甲酸吡咯烷(pyrrol~dine dithiocarbamate，PDTC) 

对肿瘤坏死因子 a(tumor necrosisfactor a，TNF—a)细胞毒性作用的影响。方法：用 MTT法观察 TNF—a、PDTC及二者联合 

作用对乳腺癌细胞系 MCF一7、MDA—MB一435s体外生长的影响。将 MDA—MB一435s细胞接种于雌性 BALB／c纯系小鼠 

肾包膜下复制出移植乳腺癌动物模型，观察 TNF～a、PDTC及联合作用对体 内移植肿瘤生长的影响。结果：单用 TNF—a(小 

于或等于 2000U／m1)或 PDTC均不影响两种乳腺癌细胞的体外生长，但是先 PDTC(50~ano1)作用 1h，再应用 TNF—a(2000U／ 

m1)即可明显地抑制乳腺癌细胞的生长。动物实验中治疗组应用 TNF—a(7．5×10 U／kg／~，2次／日，ip)+PDTC(50rng／kg／ 

次，2次／日， ip)，肿瘤平均体积为 1．08±0．32mm ，明显小于对照组平均瘤体 11．67±0．53mm (P<0．01)，单用 TNF—a组 

(10．96±1．04mm )及 PDTC组(11．72±0．73mm )与对照组 比较无显著差异(P>0．05)。结论：NP—KB抑制剂 PDTC能够 

显著增敏 TNF—a对乳腺癌细胞的毒性作用 ，抑制乳腺癌细胞的生长。 
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NF—K B inhibitor—PDTC enhance TNF一0(induced cytotoxicity 

in breast cancer celIs 

丁u Gang．et al 

(Department of General Surgery，College of Clinical Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】 Objective：To evaluate the effect of NF—K B inhibitor—PDTC on TNF—a induced cytotoxicity in breast cancer cells． 

Methods-The cell survivals of breast cancer cell lines MCF一7 and MDA—MB一435s were measured by MTT assay in vitro．MDA— 

MB一435s cells were implanted into BALB／C mice．Animal tumor models were treated with TNF—a．PDTC and TNF—a plus 

PDTC．Results：The growth of two breast cancer cell lines was not inhibited by either TNF一5(2000U／m~or less)or PDTC．Howev— 

el"，both breast cancer cells treated with TNF一5(2000U／mi)plus PDTC(50ff mo1)showed significant growth inhibition as compared 

with controls．In vivo，the growth of implanted tumor Was significantly reduced in volume in mi ce treated with TNF—a(7．5× 

10。U／kg，ip，bid)plus PDTC(50mg／kg，ip，bid)as compared with controls(P<0．01)．Tum or growth Was not inhibited by either 

TNF—a or PDTC treatment．Co~／(。lusion：NF—K B inhibitor—PDTC evidently enhance 1’NF—a in inducing cytotoxicity in breast 

cancer cells，an d thus inhibit the growth of cells． 

【Key words】Breast cancer；Tumoi·necrosis factor—a；Nuclear factor kappa B 

TNF—a具有较强的抗肿瘤作用，其受体(TN— 

FR)介导的 TNF—a识别机制是 TNF—a引起细胞 

毒性所必需的。但是大量实验证实利用重组 TNF 

—a蛋白或导人 TNF—a基因治疗肿瘤时，尽管肿 

瘤细胞表面并不缺乏 TNFR，但仍对 TNF—a的细 

胞毒有抵抗作用。这提示 TNF—a与 TNFR作用 

可能引发细胞内效果不同的信号传导途径。新近研 
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主要研究方向：内分泌外科。 

究发现，NF—KB信号传导系统可以被 TNFa激活 

而转录调节相关的抗凋亡的癌基因，表现抗治疗的 

作用⋯。NF—xB是一种广泛存在的真核细胞的转 

录因子，研究发现在乳腺癌 、非小细胞肺癌 、甲状腺 

癌、T或 B淋巴细胞白血病等肿瘤中 NF—xB表达 

增高，呈持续的激活状态_2j。本研究针对 NF—r．B 

是一种氧敏感转录因子，能够直接被活性氧介质 

(reactive oxygen species，ROS)激活这一特点【3J，选 

择抗氧化剂 PDTC抑制 NF—KB的活化，再观察 
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TNF—a对乳腺癌细胞体 内、体 外生长的影响 ，旨在 

探讨 PDTC对 TNF—a的细胞毒性作用的影 响。 

1 材料与方法 

1．1 材料 · 

人乳腺癌细胞株 MCF 7(雌激素受体阳性)和 MDA— 

MB 435s(雌激素受体阴性 )，美 国 ATCC(American Type 

Culture Collection)建株 重组 人 TNF—a购 自军事 医学科 学 

院邦定公 司 ，比活 为 1×10 单 位／rag(U／mg)；PDTC(美 国 

Sigma公司 )；酶标 仪(日本 岛津 )。B XLB／c小 鼠 ，2～3月龄 ， 

体重 20～25g，雌性 ，购 自重庆医科大学实验动物中心。 

1．2 方 法 

1．2．1 MTT试验 ：取对数 生长期 的 MCF一7和 MDA MB 

一 435s细胞(5×10 ／m1)接 种 于 96孑L板 ，200tA／~L，细 胞 贴 

壁后 换含 0．5％小 牛 血清 的 RPMI 1640培养 基 5％Co，， 

37℃ 培养 12h，加入 TNF—a终 浓度 分别 为 100U／ml，500U／ 

ml，1000U／ml，2000U／ml，5000U／ml，10000U／ml，以 及 

PDTC终 浓 度 分 别 为 10,umol，20／tmol，50t~mol，100,umol， 

150t~mol，200,umol。同样 条件 孵 育 48h，联 合 作 用 则 先 加 入 

PDTC 50t~mol，孵育 1h再 加入 TNF—a 2000U／ml共 同孵 育 

12h，24h，36h，48h。另设 阴性(PBS液 )和试 剂 对照组 。然后 

加入 5mg／mlMTT20t~l继 续培养 4h，吸去培养 液加 入 DMSO 

200~1，振荡 5min后 用 酶标 仪 490nm 波 长 比色 测定 OD值 。 

按下列公式计算肿瘤细胞存活率 ：肿瘤细胞存活率 =(实验 

组 OD值／对照组 OD值)×100％。 

1．2．2 体内治疗试验 ：移植性乳腺癌小鼠模型的制作参见 

Fingert的 方法【4j，将 24只 肿瘤 移 植模 型 随机 分 为 4组 ，即 

对照组 ，TNF—a治疗组 (TNF—a 7．5×10 U／kg／次 ，ip，2次 

／H)；PDTC治 疗组 (PDTC 50mg／kg／次 ，ip，2次／日)；PDTC 

联合 TNF—a治疗 组 (PDTC 50mg／kg／次 ，ip，1h后 ，再 注射 

TNF—a 7．5×10 U／kg／次 ，ip，2次／日)每 组 6只 。移植 次 

日为试验第 l天，每 日给药 2次 ，连续给药 5日，实验第 6日 

处死动物 ，用带测 微 尺 的解 剖显 微 镜 ，测 瘤 块 长径 (L)和 横 

径(w)，按公式 V=1／2(Lw )计算瘤块体积。 

1．3 统计 学分析 

数据均 ；± 表示，计量资料两两比较采用 t检验，P 

值小于 0．05为差异显著。 

2 结 果 

2．1 TNF—a、PDTC及联 合作 用对体 外乳腺癌 细 

胞生长的影响 

MCF一7细胞在 TNF—a浓 度至 5000U／ml作 

用 48h出现生长抑制 ，而 MDA--MB一435s细胞在 

TNF—a浓度至 10000U／ml作用 48h才出现生长抑 

制 。MCF一7和 MDA—MB一435s细胞在 PDTC浓 

度至 200 tool作用 48h均未出现细胞生长抑制。两 

种 乳 腺 癌 细 胞 在 TNF—a(2000U／m1)+PDTC 

(50 too1)联合作用24h与单用TNF—a(2OOOU／m1) 

组比较均出现显著的生长抑制，48h作用更为明显。 

(图 1) 
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图 1 TNF—a及 TNF—a联 合 PDTC对 

乳腺癌 细胞生长 的影响 

2．2 TNF—a、PDTC及联合作 用对小鼠乳腺癌移 

植肿瘤生长的影响 

单用 TNF—a组及单用 PDTC组的平均瘤体分 

别为 10．96±1、04mm 和 11．72±0．73ram ，与对照 

组平均瘤体 11．67±0．53ram 比较无显 著差异 (P 

>0、05)，而 TNF—a±PDTC治疗组平均瘤体为 1、08 

±0．32ram ，体积明显小于上述 3组 ，差异均有显著 

性 (P< (0．01)。 

3 讨 论 

新近研究发现许多高表达 NF— B的肿瘤细胞 

表现 出对放疗 、化疗和 TNF—a的治疗有抵抗作用 ， 

而 NF— B信号传导系统 又极易被上述理化因素激 

活。实验 中我们用 抗氧 化剂 PDTC来 抑制 两株乳 

腺癌细胞 NF— B的活化后 ，再 观察 TNF—a对 两 

种乳腺癌细胞株生长 的影 响，结果发 现 PDTC体 内 

外均能够显著地增 强 TNF—a的细胞 毒作用 ，抑制 

肿瘤细胞 的生 长。而单用 PDTC不影 响肿瘤 细胞 

的生 长 。 
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另外发现 ER阳性 的 MCF一7细胞，在单用 

TNF—a治疗时剂量至 5000Unit／ml出现生长抑 

制，而 ER阴性的 MDA—MB一435s细胞剂量至 

10000Unit／ml才出现生长抑制，MCF一7对于单用 

TNF—a的治疗表现相对敏感。在 TNF—a联合 

PDTC治疗时，同样剂量 、时间条件下，虽然两株细 

胞从 24h都开始 出现生长抑制，但是 ER 阴性的 

MDA—MB一435s细胞却表现对联合治疗方案更为 

敏感。研究发现 ER阴性的 MDA MB一435s细胞 

中NF—IcB DNA结合活性显著高于 MCF一7细 

胞l5 J。由此可以推论 ，通过抑制 NF— B的激活来 

增敏 TNFa的细胞毒作用在 NF B高表达和高水 

平活化的细胞 中更为显效。所以，在进行体内试验 

时选用了 NF—IcB高表达的 ER阴性的 MDA—MB 

一

435s细胞复制肿瘤动物模型，结果仍然显示 TNF 

— a 联合 PDTC对体内移植瘤的生长有明显的抑制 

作用。 

PDTC有清除氧 自由基的作用，Rangan等l ， 

最早应用于体内抑制大鼠。肾小管内皮细胞 NF—KB 

的激活，剂量达 200mg／kg，未发现明确的毒性作用。 

选择抗氧化剂 PDTC来抑制 NF— B的激活是依 

据：(1)许多已知的 I 磷酸化诱导物可使活性氧 

产生增加。NF—KB抑制蛋白一I Ba的降解又是 

NF— B活化的中心环节。(2)H2O，：可激活某些细 

胞中的NF— B。(3)TNF—a诱导的信号传导可 

以产生活性氧介质(ROS)。因此，抗氧化剂已经成 

为抑制 NF— B的策略之一。 

实验研究 TNF—a xCgL腺癌细胞的毒性效应并 

激活 NF—IcB的双重作用，通过PDTC抑制 NF—KB 

的活化 ，观察到 PDTC增敏 TNF—a细胞毒作用的 

强大效力。进而为临床提高放化疗的敏感性，最大 

限度地降低细胞毒性及肿瘤细胞耐药性提供了新的 

策略。 
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