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Ｂｃｌ２和 Ｃａｓｐａｓｅ３调控他莫昔芬诱导的 ＥＲ阴
性乳腺癌细胞凋亡

高德宗，孙靖中，李永刚，邵立华，李进涛

（山东大学齐鲁医院 普通外科，山东 济南 ２５００１２）

　　摘要：目的　研究 Ｂｃｌ２和 Ｃａｓｐａｓｅ３在他莫昔芬（ＴＡＭ）诱导 ＥＲ阴性乳腺癌细胞凋亡中的调控
作用。方法　在体外培养条件下，用浓度为 １０μｍｏｌ／Ｌ的 ＴＡＭ作用于雌激素受体（ＥＲ）阴性的 ＭＤＡ

ＭＢ２３１人乳腺癌细胞株 １２，２４，３６，４８，６０ｈ；流式细胞仪检测细胞凋亡率及 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ的蛋白表

达，荧光分光光度仪检测 Ｃａｓｐａｓｅ３活性，以及加入 Ｃａｓｐａｓｅ３活性抑制剂 ＡｃＤＥＶＤＣＨＯ后凋亡百分

率的变化。结果　ＴＡＭ作用 ＥＲ阴性乳腺癌细胞后，Ｂｃｌ２表达下调，Ｃａｓｐａｓｅ３活性增强，细胞凋亡率

增加，且有时间依赖性，细胞凋亡在 ４８ｈ达高峰。Ｂｃｌ２表达水平与 Ｃａｓｐａｓｅ３活性变化成负相关（ｒ

＝－０．９２１，Ｐ＜０．０５），但 Ｂａｘ蛋白在药物处理前后无明显变化。加入 ＡｃＤＥＶＤＣＨＯ后，能阻断

Ｃａｓｐａｓｅ３活化而抑制 ＴＡＭ诱导细胞凋亡。结论　ＴＡＭ通过下调 Ｂｃｌ２表达而经线粒体途径诱导 ＥＲ

阴性乳腺癌细胞凋亡，Ｃａｓｐａｓｅ３的激活在此过程中发挥重要作用。
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凋亡，但其机制尚不清楚。本文通过检测 ＴＡＭ作

用后 ＥＲ阴性乳腺癌细胞的凋亡率、Ｂｃｌ２表达和

Ｃａｓｐａｓｅ３活性变化，以探讨 ＴＡＭ诱导 ＥＲ阴性乳腺

癌细胞凋亡的机制以及它们的关系，为阐明 ＴＡＭ

的抗癌机制提供理论依据。
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１　材料与方法

１．１　药物与试剂

ＴＡＭ（购自 Ｓｉｇｍａ公司）以无水乙醇溶解后无菌

过滤，用 ＲＰＭＩ１６４０（购自 Ｇｉｂｃｏ公司）完全培养基

稀释成所需浓度（乙醇浓度 ＜１％），４℃保存。兔

抗人 Ｂｃｌ２及 Ｂａｘ一抗购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；羊抗兔

荧光标记二抗购自晶美公司；Ｃａｓｐａｓｅ３活性检测试

剂盒及 Ｃａｓｐａｓｅ３抑制剂 ＡＣＤＥＶＤＣＨＯ购自 Ｐｒｏｍａ

ｇａ公司。

１．２　细胞培养

人乳腺癌细胞株 ＭＤＡＭＢ２３１［ＥＲ（－）］由山

东大学医学院肿瘤学实验室冻存，用含 ２ｎｍｏｌ／Ｌ谷

氨酰 胺、１００Ｕ／ｍＬ青 霉 素、１００μｇ／ｍＬ链 霉 素 及

１０％小牛血清（杭州四季青公司）的 ＲＰＭＩ１６４０完

全培养基（Ｇｉｂｃｏ，美国），在 ３７℃，５％ ＣＯ２，１００％

湿度孵育箱中培养。当细胞长满瓶底后，用０．２５％

胰酶消化传代，取对数生长期细胞进行试验。

１．３　实验分组

实验分对照组、实验组、抑制剂组。实验组细

胞加 ＴＡＭ１０μｍｏｌ／Ｌ作用 １２，２４，３６，４８，６０ｈ。抑

制剂组加入 ＴＡＭ１０μｍｏｌ／Ｌ与 Ｃａｓｐａｓｅ３特异性阻断

剂 ＡｃＤＥＶＤＣＨＯ共同孵育 １２，２４，３６，４８，６０ｈ。

对照组不加任何药物孵育 １２，２４，３６，４８，６０ｈ。然

后检测各组相应指标。

１．４　流式细胞仪（ＦＣＭ）检测细胞凋亡

收集 １０．０μｍｏｌ／ＬＴＡＭ 作 用 （加 或 不 加 Ａｃ

ＤＥＶＤＣＨＯ）相应时间后的细胞制成单细胞悬液，

碘化丙啶（ＰＩ）染色；用 ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｈｉｎｓｏｎ公司的 ＦＡＣＳ

Ｃａｌｉｂｕｒ型 流 式 细 胞 仪 测 定 凋 亡 率 （激 发 波 长

４８８ｎｍ）；用随机所附软件对测量值进行分析。

１．５　ＦＣＭ 检测用药前后 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ蛋白的变化

收集 ＴＡＭ作用相应时间后的细胞加入兔抗人

Ｂｃｌ２及 Ｂａｘ一抗 ３７℃孵育 ６０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗 ２次，加

入 ＦＩＴＣ标记的羊抗兔 ＩｇＧ，３７℃避光孵育 ３０ｍｉｎ；

再次 ＰＢＳ洗 ２次，重新悬浮于 ０．５ｍＬＰＢＳ中上机检

测蛋白表达，用随机所附软件对测量值进行分析。

１．６　Ｃａｓｐａｓｅ３活力测定

ＭＤＡＭＢ２３１细胞（５×１０５个）在 ＴＡＭ作用相

应时间后，按照 Ｃａｓｐａｓｅ３活性检测试剂盒说明书，

检测 Ｃａｓｐａｓｅ３活性。Ｃａｓｐａｓｅ３活性阻滞实验：ＴＡＭ

孵育同时加入 Ｃａｓｐａｓｅ３特异性阻断剂 ＡｃＤＥＶＤ

ＣＨＯ，共育相应时间后检测 Ｃａｓｐａｓｅ３活性。

１．７　统计学处理

实验数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。采用

ｔ检验及 Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析处理数据。

２　结　果

２．１　细胞凋亡

１０μｍｏｌ／ＬＴＡＭ 作 用 细 胞 后 可 诱 导 ＭＤＡＭＢ

２３１细胞凋亡，呈时间依赖性（Ｐ ＜ ０．０５）；ＴＡＭ

作用 １２ｈ后，细胞凋亡率与对照组比无明显统计学

差异；作用 ２４ｈ后出现明显细胞凋亡，４８ｈ达高峰，

与对照组细胞比有显著性意义（Ｐ ＜０．０１）。进

一步延长作用时间凋亡率未进一步增加，药物作用

６０ｈ后细胞凋亡率下降（附表）。

附表　１０μｍｏｌ／ＬＴＡＭ处理对各组细胞凋亡率的影响

组别
细胞凋亡百分率（％）

处理时间（ｈ） １２ ２４ ３６ ４８ ６０

对照 １．４±０．５ 　　１．５±０．４ 　１．５±０．５ 　１．５±０．８ １．４±０．３

实验 １．７±０．３ 　　３．１±０．６１） 　５．３±０．９１），２） 　７．９±１．２１），２） 　５．４±０．７２）

抑制剂 １．３±０．３ 　　１．４±０．４ 　１．４±０．４ 　１．５±０．７ １．４±０．６

　　　　注：１）与同组内前一时间段比Ｐ＜０．０５；２）与同时间段对照组比Ｐ＜０．０１

２．２　药物处理前后细胞 Ｂｃｌ２及 Ｂａｘ蛋白表达的

变化

ＴＡＭ作用细胞 １２ｈ，Ｂｃｌ２蛋白表达开始下调，

且 ＴＡＭ 诱 导 Ｂｃｌ２下 调 具 有 时 间 依 赖 性 （Ｐ ＜

０．０５），３６ｈ达到最低值（图 １，２）。Ｂｃｌ２表达下调

早于细胞凋亡。ＴＡＭ作用超过 ３６ｈ后，Ｂｃｌ２表达

不再进一步下调；作用 ４８ｈ后，Ｂｃｌ２表达水平逐渐

上调。药物处理前后 Ｂａｘ蛋白表达水平无明显变

化。

２．３　Ｃａｓｐａｓｅ３活性变化

４８６



　第９期　　　　 高德宗，等：Ｂｃｌ２和Ｃａｓｐａｓｅ３调控他莫昔芬诱导的ＥＲ阴性乳腺癌细胞凋亡

ＴＡＭ对细胞 Ｃａｓｐａｓｅ３活性影响具有时间依赖

性。ＴＡＭ 作 用 １２ｈ后，Ｃａｓｐａｓｅ３活 性 开 始 增 强，

３６ｈ达到高峰；与对照组细胞比，活性提高了 ４．５

倍（Ｐ＜０．０５）；超过 ３６ｈ后活性逐渐下降。同时

应用 ＴＡＭ和 ＡｃＤＥＶＤＣＨＯ后，Ｃａｓｐａｓｅ３活性与对

照组比无显著性差别（图 ３）。Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析表

明，实验组 Ｂｃｌ２表达与实验组 Ｃａｓｐａｓｅ３活性变化

之间呈显著负相关（ｒ＝－０．９２１，Ｐ＜０．０５）。

图 １　ＴＡＭ与细胞孵育后 Ｂｃｌ２表达

水平变化

图 ２　１０μｍｏｌ／ＬＴＡＭ作用 ２４ｈ后细

胞 Ｂｃｌ２表达下调

图 ３　ＴＡＭ与细胞孵育后 Ｃａｓｐａｓｅ３活

性变化

３　讨　论

尽管 ＴＡＭ对 ＥＲ阳性乳腺癌细胞的作用机制

了解得比较深入，但其对 ＥＲ阴性乳腺癌细胞的作

用机制尚不清楚。近几年研究发现，ＴＡＭ 除了对

细胞增殖有影响外，还有明显的促凋亡作用，后者

不仅对 ＥＲ阳性的乳腺癌细胞有作用，而且对 ＥＲ

（－）乳腺癌细胞，甚至其他肿瘤细胞如肝癌、卵

巢癌、胰腺癌等细胞亦有作用［１］。另有研究［２，３］表

明：许多药物是通过诱导乳腺癌细胞凋亡发挥抗

癌作用。

Ｓａｌａｍｉ等［４］研究发现，ＴＡＭ能诱导乳腺癌细胞

凋亡，诱导 ＥＲ阳性癌细胞凋亡所需的剂量较小，

而诱导 ＥＲ阴性癌细胞凋亡所需剂量较大。本研

究发现，１０μｍｏｌ／ＬＴＡＭ对 ＥＲ（－）乳腺癌细胞具

有诱导凋亡的作用，且有时间依赖性。ＴＡＭ 作用

４８ｈ诱导细胞凋亡的能力达到高峰。为了进一步

探讨 ＴＡＭ诱导 ＭＤＡＭＢ２３１细胞凋亡的机制，本

研究用流式细胞仪检测了药物处理前后相关凋亡

蛋白的表达变化。研究［５］表明，乳腺癌细胞凋亡

与 ｂｃｌ２表达成反比。Ｚｈａｎｇ等［６］发现，ＴＡＭ诱导

ＭＣＦ７乳腺癌细胞凋 亡 与 ｂｃｌ２下 调 有 关，而 与

ｂａｘ，ｂｃｌＸ（Ｌ）和 ｐ５３无关。本实验中，１０μｍｏｌ／Ｌ

ＴＡＭ作用 ３６ｈ，Ｂｃｌ２下调达到最低值，但 Ｂａｘ表达

无明显变化，即使增加药物作用时间也未见其有

明显变化。Ｂｃｌ２在化疗药物、放射线、生长因子

去除 等 因 素 诱 导 的 肿 瘤 细 胞 凋 亡 中 起 重 要 作

用［７，８］。在线粒体凋亡途径中，Ｂａｘ／Ｂｃｌ２比率变

化影响线粒体膜的通透性，比值增大使线粒体膜

通透 性 加 大，引 起 细 胞 色 素 Ｃ 的 释 放，激 活

Ｃａｓｐａｓｅ９，最 后 激 活 Ｃａｓｐａｓｅ３，使 细 胞 发 生 凋

亡［９］。但本研究发现，尽管 Ｂａｘ表达无明显变化，

仅仅 ｂｃｌ２蛋白的变化便足以 改变 Ｂａｘ／Ｂｃｌ２比

率，从而引起细胞凋亡［６］。

Ｃａｓｐａｓｅ３在 Ｃａｓｐａｓｅ家 族 中 处 于 最 后 效 应 阶

段，是引发细胞凋亡蛋白酶级联反应的核心蛋白

酶；活化后的 Ｃａｓｐａｓｅ３破坏核纤层，激活核酸内切

酶，促进形成凋亡小体，它在细胞凋亡中起重要作

用［１０］。Ｓａｌａｍｉ等［４］认为，ＴＡＭ诱导 ＥＲ阴性乳腺癌

细胞凋亡的机制是上调 Ｃａｓｐａｓｅ３表达。为了证实

ＴＡＭ诱导 ＭＤＡＭＢ２３１细胞凋亡过程中 Ｃａｓｐａｓｅ３

是否发挥作用，本研究用 Ｃａｓｐａｓｅ３荧光检测试剂

盒检测药物处理前后细胞 Ｃａｓｐａｓｅ３活性变化。结

果表明：与药物诱导的 Ｂｃｌ２下调一致，Ｃａｓｐａｓｅ３

在 ＴＡＭ 诱导的 ＭＤＡＭＢ２３１细胞凋亡中活性升

高，其活性变化依赖于作用时间；１０μｍｏｌ／ＬＴＡＭ

作用 ３６ｈ后，Ｃａｓｐａｓｅ３活性达到高峰，较对照组高

５８６
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４．５倍。ＡｃＤＥＶＤＣＨＯ能 完 全 阻 断 Ｃａｓｐａｓｅ３活

性，并且发现，同时应用 ＡｃＤＥＶＤＣＨＯ后，ＴＡＭ诱

导细胞凋亡的作用被抑制。

本实 验 阐 明 了 ＴＡＭ 诱 导 ＥＲ阴 性 ＭＤＡＭＢ

２３１乳腺癌细胞凋亡的作用机制：ＴＡＭ下调 Ｂｃｌ２

表达，改变了 Ｂａｘ／Ｂｃｌ２比率，通过线粒体途径进

一步激活 Ｃａｓｐａｓｅ３，从而诱导细胞凋亡。本实验

还发现，Ｂｃｌ２表达水平与 Ｃａｓｐａｓｅ３活性变化成显

著负相关。这说明 Ｂｃｌ２下调后，对细胞凋亡的抑

制作用减弱，线粒体释放细胞色素 Ｃ，Ｃａｓｐａｓｅ级联

激活，最后激活 Ｃａｓｐａｓｅ３导致细胞凋亡。本研究

为临床应用 ＴＡＭ治疗 ＥＲ阴性乳腺癌提供了某些

理论依据。但诱导 ＭＤＡＭＢ２３１细胞凋亡的 ＴＡＭ

浓度至少为 １０μｍｏｌ／Ｌ，远大于临床常用剂量（０．５

～１．０μｍｏｌ／Ｌ），因此为了降低 ＴＡＭ用量、减少其

副作用，有必要寻求与 ＴＡＭ有协同抗癌作用的药

物，两者联用以发挥协同作用，降低副反应。
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