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摘要:目的 基于糖基转移酶β3GnT8探讨追毒方逆转三阴性乳腺癌 MDAMB231细胞耐药的作用机制。方法 通过 MTT
法观察追毒方对 MDAMB231耐药细胞增殖的抑制作用,通过转染β3GnT8得到高表达β3GnT8的 MDAMB231/TAX细

胞株,采用 Westernblot观察糖基转移酶β3GnT8和耐药蛋白BCRP、Pgp的表达,通过凝集素流式细胞术观察转染β3GnT8
MDAMB231/TAX细胞膜表面β3GnT8的荧光强度。结果 追毒方有效成分能明显抑制三阴性乳腺癌 MDAMB231耐药

细胞的增殖,作用72h抑制率达到50.16%,能有效下调β3GnT8和耐药蛋白BCRP、Pgp的表达,并且β3GnT8的表达与

BCRP、Pgp呈正相关。结论 追毒方可通过下调糖基转移酶β3GnT8,从而降低耐药蛋白BCRP、Pgp的表达,逆转三阴性乳

腺癌 MDAMB231细胞耐药性。
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  三阴性乳腺癌(TNBC)是指雌激素受体(ER)、
孕激素受体(PR)和人表皮生长因子受体2(HER
2)均为阴性的乳腺癌,全球每年新增17万三阴性乳

腺癌病例,由于组织分化较差,侵袭性强,易局部复

发和远处转移,仅有化疗能使部分患者受益,但化疗

药物极易产生耐药,目前3年无远处复发生存仍

低[12],大多数患者在5年内死亡。因此,寻找逆转

TNBC耐药的靶点已迫在眉睫。我们课题组结合长

期的临床实践和前期的实验研究,从《疮疡大全》的
追毒丸中筛选出雷公藤和干蟾皮,加上红豆杉组成

方,雷公藤为君,干蟾皮为臣,红豆杉为佐,活血化

瘀,通络散结,解毒抗癌治疗TNBC,临床疗效显著

增强[3],由此我们把三药的有效成分雷公藤甲素、华
蟾素毒基和紫杉醇,组成追毒方进行实验研究。我

们发现,糖基转移酶β3GnT8(β1,3N乙酰氨基半

乳糖基转移酶8)与肿瘤的发生发展相关,与TNBC
的转移密切相关[45],追毒方可以通过这个糖基转移

酶β3GnT8改 善 TNBC 的 发 展 或 转 移,同 时,对

TNBC耐药株细胞有抑制作用,显示其可逆转耐药

的效应。为了寻求逆转TNBC细胞耐药机制,本文

通过追毒方作用于耐药细胞株 MDAMB231,检测

β3GnT8表达,并通过瞬时转染与干扰β3GnT8后,
检测耐药细胞株中β3GnT8和耐药蛋白的表达情

况,初步探讨追毒方逆转TNBC耐药机制与糖基转

移酶β3GnT8的表达相关。

1 材料

追毒方中的华蟾素毒基、雷公藤甲素和紫杉醇

由南京中医药大学第一临床学院提供,购于南京精

瑞久安生物技术有限公司,MDAMB231耐药细胞

由苏州大学生物化学和分子生物基础医学院制备,

qPCR引物设计软件Primer5,南京金斯瑞科技有限

公司引物合成,Penicillin/streptomycinsolution(南
京凯基生物科技发展有限公司,KGY002),0.25%
TripsinEDTA(南京凯基生物科技发展有限公司,

KGY001),PBS(南京凯基生物科技发展有限公司,

KGB500),cDNA 第一链合成试剂盒(Fermentas,

Lithuania,K1622),全蛋白抽提试剂盒和BCA蛋白

含量检测试剂盒均购于南京凯基生物科技发展有限

公司,转染试剂(Invitrogen公司,货号:11668019,

PCR循环仪(美国Labnet公司,MultiGeneGradi-
ent),流式细胞仪(美国 BectonDickinsonFACS
Calibur),电泳仪(BioRad,America,1645051),荧
光定量PCR循环仪(中国中山达安,DA7600)。引

物和片段序列见表1~2。
表1 qPCR引物序列

基因名称 序列

GAPDH F:5TGGTATCGTGGAAGGACTCA3
primer(132bp) R:5CCAGTAGAGGCAGGGATGAT3

Pgp F:5TCCTTCACCCAGGCAATGAT3
primer(133bp) R:5CCATGGCACCAAAGACAACA3
3GnT8 F:5TTCCTCGACGTCCCATTCAA3

primer(121bp) R:5GGGTGTGTACAAAGGCATCG3
BCRP F:5CACATGCTTGGTGGTCTTGT3

primer(136bp) R:5CTCAGGATCTCAGGATGCGT3

表2 siRNA片段序列

基因名称 序列

β3GnT8siRNA F:5'CAUUCGGCUCUGGAAACAATT3'
R:5'UUGUUUCCAGAGCCGAAUGCT3'

2 方法

2.1 耐药 MDAMB231细胞株培养

MDAMB231细胞株复苏培养,根据 MTT测

得紫杉醇对 MDAMB231细胞的半数致死率IC50
=[1-(OD实验组-OD空白组)/(OD对照组-OD空白组)]

×100%,以IC50对应的药物浓度的10%为起始加

药浓度,逐步递增间歇加药的方法筛选耐药细胞株。
将对数生长期的 MDAMB231细胞培养基中加入

紫杉醇,48h后弃含药培养基,加新鲜培养基。随时

观察细胞生长状况,待细胞生长至传代时,逐步提高

药物浓度,经过6月的筛选后,MDAMB231细胞

最后能在含20μmol/L紫杉醇的条件培养基中生长

良好,耐药株筛选完成。

2.2 MTT法检测耐药细胞增殖的影响

根据前期研究和预实验,追毒方分为3个浓度

组,同时设立空白组、阳性对照组(多西他赛)共5
组,通过 MTT法检测各组对耐药 MDAMB231/

TAX细胞增殖的抑制率。将耐药 MDAMB231/

TAX细胞消化、计数、配制成浓度为3×104~5×
104mL-1的细胞悬液,96孔细胞培养板中每孔加入

100μL细胞悬液(每孔3×103~5×103个细胞),置
于37℃,5%CO2培养箱中培养24h,用完全培养基

稀释药物至所需浓度,每孔加入100μL相应的含药

培养基,再培养72h,进行 MTT染色,λ=490nm,
测定 OD值,计算抑制率,抑制率=(阴性对照组

OD值-实 验 组 OD 值)/阴 性 对 照 组 OD 值×
100%。

2.3 qPCR检测各组药物作用下β3GnT8和耐药蛋

白Pgp、BCRP的表达
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耐药 MDAMB231/TAX细胞培养至对数生

长期,加入追毒方、空白对照和阳性对照各组药物作

用48h,收集细胞,按照试剂盒提取细胞总RNA,待
完全溶解后于-70℃保存。合成cDNA第一链(20

μL体系),使用前每个组分轻轻混匀,2000r/min
离心20s;取灭过菌且无核酸酶的0.2mLPCR管,
依次加入如下组分:RNA(2μg)、OligodT(18)(50

μmol/L)2μL、无核酸酶的双蒸水至总体积12.5

μL,65℃保温5min,然后冰浴5min;在提取的

RNA中的0.2mLPCR 管 依 次 加 入 如 下 组 分:

RNase抑制剂(40U/μL)0.5μL,5×ReactionBuff-
er4.0μL,dNTPs(10mmol/L)2.0μL,MMuLV
1.0μL,轻轻混匀后,然后2000r/min离心20s;先
在42℃保温1h,然后70℃保温10min,然后置于

冰上5min。每个cDNA样本都稀释10倍(5μL
cDNA+45μLH2O)引物 MIX(引物的F和R在同

一管中),浓度各为10μmol/L,上样,反应体系:2×
RealltimePCRMasterMix(SYBRGreen)10μL,
模板(cDNA稀释10倍)1μL,引物 MIX(F/R各为

10μmol/L)2μL,DEPC水7μL,Total20μL。

2.4 Westernbot检 测 通 过 瞬 时 转 染 高 表 达

β3GnT8的 MDAMB231/TAX细胞β3GnT8和耐

药蛋白的表达

2.4.1 转染β3GnT8 lipo2000介导的β3GnT8质

粒构建由Invitrogen公司完成,把耐药 MDAMB
23/TAX细胞分成6组:MDAMB231/TAX对照

组、转染质粒组、MDAMB231/TAX加药组、转染

质粒 加 药 组、高 表 达 β3GnT8 细 胞 组,高 表 达

β3GnT8加 药 组。转 染 前1d,接 种 适 当 数 量 的

MDAMB231/TAX细胞至细胞培养板中,每孔中

加入不含抗生素的培养液,使转染时的细胞密度能

够达到30%~50%。设置A管:将0.8μgDNA溶

于50μLOptimem无血清培养基中,设置B管:将

2μLlipo2000溶于50μLOptimem无血清培养基

中,混匀室温放置5min,将A、B两管混合成C管,
放置20min。转染期间,将24孔板培养基换成无血

清培养基,每孔400μL。将C管加入24孔板对应

孔中,4~6h候换成有血清培养基。

2.4.2 Westernblot检测β3GnT8和耐药蛋白的表

达 将孔中含siRNAlipo2000混合液的培养基移

去,更换新鲜培养基,将培养板置于37℃的CO2培
养箱中培养48h。用胰酶消化收取细胞于EP管

中,加入适量的RAPIbuffer(50mmol/LTrisPH8.

0、150mmol/LNaCl、1%TritonX100、0.5%Sodi-
umdeoxycholate、0.1%SDS、2mmol/LEDTA、5%
Glycerol、1×proteaseinhibitorscocktail、1μmol/L
DTT和PMSF),冰上30min,裂解提取全细胞总蛋

白,12000r/min离心15min,收取上清,用Brad-
fold法检测总蛋白浓度,取50μg蛋白的细胞裂解

液与5×蛋白上样缓冲液4∶1混合,煮沸使蛋白变

性,配制SDS聚丙烯酰胺凝胶,放入电泳槽中,加满

SDS电泳缓冲液,在上样孔中加入蛋白样品,电泳

至跑出凝胶,转膜,封闭,浸在一抗中过夜,漂洗3次

后浸于二抗中室温孵育1~2h,再漂洗3次,点加显

色液,封膜固定于暗盒中,曝光,洗片定影。

2.5 凝集素流式细胞术检测相关糖链的活性强度

番茄凝集素能够特异性识别多聚乳糖胺链

β3GnT8
[6],为了进一步证实追毒方逆转耐药 MDA

MB231/TAX细胞耐药与糖基转移酶β3GnT8有

关,采用凝集素流式检测法检测细胞表面β3GnT8
的表达变化,将耐药 MDAMB231/TAX分4组:
耐药 MDAMB231/TAX细胞组、转染siRNA对

照组、转染β3GnT8组、转染β3GnT8加追毒方组。
将对数生长期的细胞用0.25%胰酶(不含EDTA)
消化收集;用PBS洗涤细胞2次(离心2000r/min,

5min)收集5×105 细胞,分别加入荧光标记流式凝

集素抗体,室温避光孵育15min,离心(1500r/min)

5min,弃去上清液,加入PBS液1mL,混匀,重复洗

涤2次,重悬:加入0.5mLPBS,混匀,制成单细胞

悬液,用流式细胞仪检测(Ex=488nm,Em=530
nm)细胞表面抗原表达。

2.6 统计学处理

采用SPSS17.0统计软件进行统计分析,计量

资料用x±s表示,组间比较采用单因素方差分析,
以P<0.05为差异有统计学意义。

3 结果

3.1 MTT法检测追毒方对耐药 MDAMB231/

TAX细胞增殖抑制作用的影响

实验表明追毒方作用于耐药 MDAMB321/

TAX细胞,有显著抑制作用,并与时间呈正相关,

OD值与空白对照组比P<0.05,有统计学意义。
追毒方三成分浓度为0.5∶0.5∶0.5μg/mL时,抑
制率更好,72h到达50.16%,下面实验均以此浓度

进行 考 察。MTT 结 果 提 示 追 毒 方 能 逆 转 耐 药

MDAMB231/TAX细胞耐药。见图1。
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注:与空白对照组比较,*P<0.05,**P<0.01。x±s。

图1 各组对耐药 MDAMB231/TAX细胞增殖抑制

作用的影响

3.2 qPCR检测追毒方作用 MDAMB231/TAX
下β3GnT8和耐药蛋白Pgp、BCRP表达

qPCR法检测结果显示,追毒方能明显下调耐

药细胞 MDAMB231/TAX的β3GnT8和耐药蛋

白Pgp、BCRP的表达,与空白组对比有统计学差

异,P<0.01,提示追毒方逆转耐药 MDAMB231细

胞耐药与下调β3GnT8和耐药蛋白Pgp、BCRP相

关,见图2。

注:与空白对照组比较,**P<0.01。x±s。

图2 各组药物作用 MDAMB231/TAX细胞β3GnT8和

耐药蛋白的表达

3.3 Werstonblot法检测高表达β3GnT8的MDA
MB231/TAX细胞β3GnT8和耐药蛋白BCRAK
和Pgp的表达

Werstonblot法检测结果显示,追毒方作用于

通过瞬时转染高表达β3GnT8的耐药 MDAMB
231/TAX细胞,可以下调β3GnT8、BCRP和Pgp
的表 达,但 是 下 调 作 用 弱 于 正 常 表 达 组;并 且

β3GnT8的表达与耐药蛋白BCRP、Pgp呈正相关,
反证了追毒方逆转耐药 MDAMB231细胞的耐药

与下调β3GnT8相关,见图3。

注:1.MDAMB231/TAX细胞对照组;2.转染质粒对照组;

3.MDAMB231/TAX细胞加药组;4.转染质粒加药对照组;

5.高表达β3GnT8组;6.高表达β3GnT8加药组。

与空白对照组比较,**P<0.01。x±s。

图3 追毒方作用于高表达β3GnT8耐药 MDAMB231/TAX
细胞的β3GnT8和相关耐药蛋白表达值

3.4 凝集素流式细胞术检测转染β3GnT8耐药

MDAMB231/TAX细胞的β3GnT8表达

凝集素流式细胞术检测结果显示,追毒方能使

转染β3GnT8耐药 MDAMB231/TAX 细胞的

β3GnT8表达显著降低,与质粒组、对照组有统计学

差异,P<0.01。进一步说明,追毒方能够逆转耐药

MDAMB231/TAX细胞耐药与降低β3GnT8表达

相关。见图4。

对照组流式术表达     转染质粒组流式表达

 
转染β3GnT8组流式表达  转染β3GnT8加追毒方组流式表达

注:与空白对照组比较,**P<0.01。x±s。

图4 各组流式细胞术的表达

4 讨论

蛋白质糖基化修饰是指在糖基转移酶的催化作

用下,寡糖供体与蛋白质氨基酸残基以糖苷键共价

相连形成糖复合物,即糖蛋白。真核生物中,寡糖与

蛋白质之间可以通过两种类型的糖苷键连接,第一

类是N乙酰氨基葡萄糖基连接到天冬酰胺的酰胺

侧链(N连接),第二类涉及N乙酰半乳糖基的C1
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结合到丝氨酸或苏氨酸的羟基上(O连接)[7]。细

胞表面的糖链因其结构的多样性和复杂性常被用作

为信号分子、识别分子和粘附分子等[8]。β1,3N
乙酰氨基葡萄糖基转移酶家族(β3GnTs)催化N聚
糖中β1,6分支多聚乳糖胺链结构的起始和延长[9]。

β3GnT8是β3GnTs家族(T1、T2、T3、T4、T5、T6、

T7、T8和T9)的成员之一,参与催化多聚乳糖胺链

的起始和延伸,能合成多聚乳糖胺N聚糖。许多研

究结果显示,恶性肿瘤细胞如结肠癌、胃癌、肝癌、肺
癌细胞中β3GnT8的表达水平比正常细胞明显升

高。舌、乳腺、子宫、睾丸组织中表达较低[10]。我们

前期已经通过课题研究证实结直肠癌细胞浸润和转

移的分子机理为,cJUN直接作用于SW480和Lo-
vo细胞的β3GnT8启动区,导致控制肿瘤浸润和转

移因子表达的β3GnT8转录激活[11]。
雷公藤味苦、辛、凉、有大毒,能活血通络,止痛

杀虫,干蟾皮辛凉微毒,能解毒、止痛、消腹中结块,
红豆杉性平味淡,功效利尿通经抗肿瘤,即利湿通

络,破瘀解毒。我们前期的实验已经证实追毒方能

够明显抑制 MDAMB231细胞增殖,其机理是通

过上调磷酸化cJUN和P38蛋白的表达,以及下

调磷酸化 ERK 蛋白表达,阻断 Ras/Raf/MAPK/

ERK信号通路,从而诱导乳腺癌细胞凋亡[12]。本

实验在探讨追毒方逆转TNBC耐药细胞MDAMB
231/TAX耐药的机制时发现,其能下调糖基转移酶

β3GnT8,β3GnT8的下调导致耐药蛋白BCRP、Pgp
表达也下降,从而逆转细胞耐药。因此我们认为,追
毒方逆转耐药的机制是通过cJUN作用于β3GnT8
启动区导致β3GnT8表达下调所致。

β3GnT8作为肿瘤治疗靶点已经成为一个新的

研究方向和研究热点,但是β3GnT8具体参与了哪

些细胞信号通路,又是受到了哪些因子的调控仍待

进一步研究,这也值得我们在研究中药复方抗肿瘤

机制时借鉴。
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