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ＨＩＦ⁃１α调控 ４⁃羟基他莫昔芬对乳腺癌
ＭＣＦ⁃７ 细胞敏感性的研究

陈宗跃１，２，张璟钰１，张敏琴１，樊双琴１，沈祥春１，陈　 妍１，张　 玥１

摘要　 目的　 该研究通过建立人乳腺癌 ４⁃羟基他莫昔芬（４⁃
ＯＨＴ）耐药细胞系（ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ），探究低氧诱导因子 １α（ＨＩＦ⁃
１α）对乳腺癌 ＭＣＦ⁃７ 细胞 ４⁃ＯＨＴ 耐药的影响。 方法　 采用

他莫昔芬的体内活性形式 ４⁃ＯＨＴ 建立乳腺癌耐药细胞

ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ。 ＭＴＴ 实验检测 ４⁃ＯＨＴ 对乳腺癌细胞 ＭＣＦ⁃７、
ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 细胞活力的影响，并测定耐药指数（ＲＩ）；Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测 ＭＣＦ⁃７、ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 细胞中 ＨＩＦ⁃１α 蛋白的表达水

平；采用 ＭＴＴ 法和流式细胞术 ＡＶ ／ ＰＩ 双染法检测，ＨＩＦ⁃１α
抑制剂（ＬＷ６）或 ｓｉＲＮＡ ＨＩＦ⁃１α 干预作用后 ４⁃ＯＨＴ 对 ＭＣＦ⁃
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７ ／ ＴＲ 细胞的影响以及 ＨＩＦ⁃１α 稳定剂（ＦＧ⁃４５９２）处理后 ４⁃
ＯＨＴ 对 ＭＣＦ⁃７ 细胞的影响。 结果　 结果显示，ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 耐

药细胞株成功构建，其 ＲＩ 为（５ư ５６ ± ０ư ８０）；与 ＭＣＦ⁃７ 细胞

相比，ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 细胞中 ＨＩＦ⁃１α 高表达，且 ４⁃ＯＨＴ 作用后

ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 细胞中 ＨＩＦ⁃１α 的表达水平上调；给予 ＬＷ６ 或沉

默 ＨＩＦ⁃１α 的表达后，ＨＩＦ⁃１α 的表达下调增强了 ４⁃ＯＨＴ 对

ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 细胞的抑制作用；给予 ＦＧ⁃４５９２ 后，ＨＩＦ⁃１α 的表

达上调可降低 ４⁃ＯＨＴ 对 ＭＣＦ⁃７ 细胞的抑制作用。 结论 　
ＨＩＦ⁃１α 在乳腺癌 ＭＣＦ⁃７ 细胞 ４⁃ＯＨＴ 耐药中发挥重要作用，
靶向 ＨＩＦ⁃１α 可能是增加乳腺癌细胞对他莫昔芬敏感性的有

效途径。
关键词　 乳腺癌；耐药；４⁃羟基他莫昔芬；低氧诱导因子 １α
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　 　 乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤，７５％ 的恶性

乳腺肿瘤患者呈现雌激素受体 α（ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃
α，ＥＲα）阳性［１］。 他莫昔芬（ ｔａｍｏｘｉｆｅｎ， ＴＡＭ）是原

发性 ＥＲα 阳性乳腺癌的核心治疗药物，临床数据显

示约 ５０％的反应性乳腺肿瘤因长期使用 ＴＡＭ 而产

生抗性并导致治疗失败［２］。 低氧诱导因子 １α（ｈｙ⁃
ｐｏｘｉａ ｉｎｄｕｃｅｄ ｆａｃｔｏｒ １α， ＨＩＦ⁃１α）是细胞在低氧状态

下稳定表达的核转录因子［３］，其可调控多种耐药靶
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基因的表达从而致使肿瘤细胞的化疗耐药。 目前已

有研究［４］表明 ＨＩＦ⁃１α 水平升高与多种恶性肿瘤耐

药有关，但其与乳腺癌 ＴＡＭ 耐药的关系目前尚不明

确。 因此，该研究采用 ＴＡＭ 的活性代谢物 ４⁃羟基他

莫昔芬 （４⁃ｈｙｄｒｏｘｙ ｔａｍｏｘｉｆｅｎ，４⁃ＯＨＴ） 构建乳腺癌

ＴＡＭ 耐药细胞模型，探讨 ＨＩＦ⁃１α 与乳腺癌 ＴＡＭ 耐

药的关系，为攻克乳腺癌耐药问题寻找新的靶点。

１　 材料与方法

１． １　 细胞与试剂　 人乳腺癌细胞 ＭＣＦ⁃７ 购自中国

科学院昆明细胞库；４⁃ＯＨＴ 购自美国 Ａｂｃａｍ 公司；
ＦＧ⁃４５９２ 及 ＬＷ６ 均购自上海 ＭｅｄＣｈｅｍ Ｅｘｐｒｅｓｓ 公

司；ＭＴＴ 购自北京索莱宝公司；胎牛血清（ ｆｅｔａｌ ｂｏ⁃
ｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ， ＦＢＳ），ＤＭＥＭ 高糖培养基购自美国 Ｇｉｂ⁃
ｃｏ 公司；ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α 和阴性对照 ｓｉ⁃ＮＣ 序列均购自上

海吉玛公司，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司；凋亡检测试剂盒购自江苏凯基生物技术股份

有限公司；抗 ＨＩＦ⁃１α 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司；β⁃ａｃｔｉｎ
单克隆抗体购自美国 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ 公司；二抗羊抗兔 ／羊
抗鼠购自上海斯信生物科技有限公司；一抗稀释液 ／
二抗稀释液均购自上海碧云天生物有限公司。
１． ２　 主要仪器 　 ＬＤＺＸ 型立式高压蒸汽灭菌锅购

自上海申安医疗器械厂；ＳＷ⁃ＣＪ⁃１ 型超净工作台购

自苏州净化设备有限公司；Ｈｅａｌ ｆｏｒｃｅ 型细胞培养箱

购自上海力申科学仪器有限公司；ＣＦＸ 型凝胶成像

系统购自美国 Ｂｉｏ⁃ｒａｄ 公司；３０２０⁃４２６ 型多功能酶标

仪购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司；ＮｏｖｏＣｙｔｅ ３００８ 型流式细

胞仪购自美国艾森生物有限公司。
１． ３　 方法

１． ３． １ 　 构建耐药细胞 　 将 ＭＣＦ⁃７ 细胞培养于 ３７
℃，５ ％ ＣＯ２ 的培养箱中，细胞传代贴壁后加处理因

素。 ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 通过浓度梯度法诱导获得，将 ４⁃
ＯＨＴ 浓度从 １ μｍｏｌ ／ Ｌ 逐渐提高到 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ，筛选 ６
个月，待细胞生长稳定后，通过给予 ＭＣＦ⁃７ 和 ＭＣＦ⁃
７ ／ ＴＲ 细胞不同浓度 ４⁃ＯＨＴ（０ư ６２５、１ư ２５、２ư ５、５、１０、
２０、４０、８０ μｍｏｌ ／ Ｌ）作用 ２４ ｈ 后，用ＭＴＴ 法检测细胞

的耐药性。 后配制含 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ４⁃ＯＨＴ 和 １０ ％胎

牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基常规培养耐药细胞以继续

维持其耐药性。 耐药指数（ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎｄｅｘ， ＲＩ） ＝
ＩＣ５０（ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ） ／ ＩＣ５０（ＭＣＦ⁃７）。
１． ３． ２　 ＭＴＴ 法检测细胞存活率　 将乳腺癌 ＭＣＦ⁃７
亲本细胞或 ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 细胞分别接种于不同 ９６ 孔

板内（１ × １０４ 个 ／孔），培养 ２４ ｈ 后，分别给予不同

组 ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 细胞 ４⁃ＯＨＴ（５、１０、２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）联合

ＬＷ６（１５ μｍｏｌ ／ Ｌ）作用 ２４ ｈ、ＦＧ⁃４５９２（２５ μｍｏｌ ／ Ｌ）
联合不同浓度 ４⁃ＯＨＴ（５、１０、２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）作用 ２４ ｈ
以及给予沉默 ＨＩＦ⁃１α 蛋白 ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 细胞不同浓

度 ４⁃ＯＨＴ（５、１０、２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）作用 ２４ ｈ 后，加入 ２０
μｌ ／孔的 ＭＴＴ 孵育 ４ ｈ，于酶标仪波长 ４９０ ｎｍ 处测

吸光度值，计算各浓度药物下的抑制率（ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
ｒａｔｅ， ＩＲ），并绘制细胞生长抑制曲线，实验重复 ３
次，每组设置 ５ 个复孔。 ＩＲ ＝ ［（对照组 ＯＤ 值 － 给

药组 ＯＤ 值） ／对照组 ＯＤ 值］ × １００ ％ 。
１． ３． ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测蛋白表达　 将药物处理

２４ ｈ 后的 ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 或 ＭＣＦ⁃７ 细胞用 ＲＩＰＡ 裂解液

加蛋白酶抑制剂裂解细胞 ２０ ｍｉｎ 后收集上清液，采
用 ＢＣＡ 蛋白含量检测试剂盒测定各组蛋白浓度并

按照 ４０ μｇ 共 ２０ μｌ 上样各组蛋白进行电泳、转膜、
封闭。 封闭完成后按照抗体说明书稀释一抗，４ ℃
孵育过夜，恢复至室温后加入 ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次，每次

１０ ｍｉｎ。 加入二抗室温孵育 ９０ ｍｉｎ 后再次洗膜，曝
光，采用自动凝胶成像系统（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ）进行成像，所
得数据使用 Ｉｍａｇｅ Ｌａｂ 分析软件进行 Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯ⁃
ＶＡ 分析。
１． ３． ４　 ｓｉＲＮＡ 实验探讨 ＨＩＦ⁃１α 蛋白对 ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ
细胞耐药的影响　 将对数生长期的 ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 细胞

接种于 ６ 孔板中，培养至融合率达到 ５０％ ～ ６０％ ，
根据转染说明书，使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 试剂进行

转染，ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α 和 ｓｉ⁃ＮＣ 的转染浓度为 ０ư １μｍｏｌ ／ Ｌ。
细胞转染 ６ ｈ 后，采用含有 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 高糖

培养基换液，继续培养 ４８ ｈ，提取总蛋白进行敲除效

果验证。 细胞抑制率实验在转染 ４８ ｈ 后给予不同

浓度 ４⁃ＯＨＴ（５、１０、２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）作用 ２４ ｈ 后进行细

胞存活率检测。
１． ３． ５　 流式细胞术检测细胞凋亡率 　 用不含 ＥＤ⁃
ＴＡ 的胰酶消化各给药组细胞，收集细胞悬液，２ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 后弃去上清液，用 １ × ＰＢＳ 缓冲液

洗涤细胞 ２ 次，再以 ２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 收集细

胞，按照 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 试剂盒说明书加入 ５００
μｌ Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 悬浮细胞，先加入 ５ μｌ ＡｎｎｅｘｉｎＶ⁃
ＦＩＴＣ 混匀后，再加入 ５ μｌ ＰＩ 溶液，在室温条件下避

光反应 １５ ｍｉｎ 后上流式细胞仪检测。
１． ４　 统计学处理　 实验重复 ３ 次，实验结果以 �ｘ ± ｓ
表示。 采用 ＳＰＳＳ １９ư ０ 处理和分析数据，两样本之

间比较采用 ｔ 检验，多组间比较釆用单因素方差分

析进行显著性检验，并计算 Ｆ 值，Ｐ ＜ ０ư ０５ 表示差异

有统计学意义。
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２　 结果

２． １　 构建乳腺癌 ＴＡＭ 耐药细胞系 ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 　
给予 ＭＣＦ⁃７ 和 ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 细胞不同浓度 ４⁃ＯＨＴ
（０ư ６２５、１ư ２５、２ư ５、５、１０、２０、４０、８０ μｍｏｌ ／ Ｌ）作用 ２４
ｈ 后，ＭＴＴ 法检测 ４⁃ＯＨＴ 对 ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 细胞和 ＭＣＦ⁃
７ 亲本细胞的生长抑制作用。 结果显示，与 ＭＣＦ⁃７
细胞相比，ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 细胞对 ４⁃ＯＨＴ 的抵抗性增强

（Ｐ ＜ ０ư ０５），其 ＲＩ 值为（５ư ５６ ± ０ư ８０）（图 １）。

图 １　 ４⁃ＯＨＴ 对 ＭＣＦ⁃７ 和 ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 细胞的生长抑制影响

与 ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５，∗∗Ｐ ＜ ０ư ０１

２． ２　 ＨＩＦ⁃１α表达与乳腺癌细胞 ＭＣＦ⁃７ 他莫昔芬

耐药之间的关系　 按照实验分组（ＭＣＦ⁃７，ＭＣＦ⁃７ ＋
４⁃ＯＨＴ，ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ，ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ ＋ ４⁃ＯＨＴ） 分别给予

ＭＣＦ⁃７ 和 ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 细胞 ４⁃ＯＨＴ（１ μｍｏｌ ／ Ｌ）作用

２４ ｈ。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，与未给药处理的亲本

细胞 ＭＣＦ⁃７ 相比，ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 细胞中 ＨＩＦ⁃１α 蛋白表

达上调（Ｆ ＝ １３ư ４６，Ｐ ＜ ０ư ０５）；与未处理组 ＭＣＦ⁃７ ／
ＴＲ 细胞比较，低剂量的 ４⁃ＯＨＴ 可上调 ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ
细胞中 ＨＩＦ⁃１α 蛋白的表达（Ｆ ＝ １２ư ５４，Ｐ ＜ ０ư ０５）
（图 ２），提示乳腺癌 ＴＡＭ 耐药可能与 ＨＩＦ⁃１α 表达

上调有关。
２． ３　 ＨＩＦ⁃１α抑制剂 ＬＷ６ 对 ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 耐药细胞

的影响 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，与空白对照组

（Ｃｏｎｔｒｏｌ 组） 比较，给予 ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 细胞 ＬＷ６ （１５
μｍｏｌ ／ Ｌ）作用后，ＨＩＦ⁃１α 蛋白表达减少（Ｆ ＝ ２０ư ７６，
Ｐ ＜ ０ư ０５） （图 ３Ａ）；ＭＴＴ 结果显示，在给予 ＭＣＦ⁃７ ／
ＴＲ 细胞不同浓度 ４⁃ＯＨＴ（５、１０、２０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 联合

ＬＷ６（１５ μｍｏｌ ／ Ｌ） 处理后， ＬＷ６ 可提高 ４⁃ＯＨＴ 对

ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 的抑制率，ＬＷ６ ＋ ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ４⁃ＯＨＴ（Ｆ ＝
１２ư ５１，Ｐ ＜ ０ư ０５）、 ＬＷ６ ＋ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ４⁃ＯＨＴ （ Ｆ ＝
４８ư ０７，Ｐ ＜ ０ư ０１）、 ＬＷ６ ＋ ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ ４⁃ＯＨＴ （ Ｆ ＝
３１ư ７１，Ｐ ＜０ư ０１）（图 ３Ｂ）；流式细胞术检测结果显示，
与单用４⁃ＯＨＴ（５ μｍｏｌ ／ Ｌ）组相比，ＬＷ６（１５ μｍｏｌ ／ Ｌ）

图 ２　 ＭＣＦ⁃７ 和 ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 细胞中 ＨＩＦ⁃１α的表达情况

１：ＭＣＦ⁃７；２：ＭＣＦ⁃７ ＋ ４⁃ＯＨＴ；３：ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ；４：ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ ＋ ４⁃

ＯＨＴ；与 ＭＣＦ⁃７ 组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５ ；与 ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 组比较：＃Ｐ ＜ ０ư ０５

联合 ４⁃ＯＨＴ（５ μｍｏｌ ／ Ｌ） 组细胞凋亡率增加 （Ｆ ＝
１５ư ４９，Ｐ ＜ ０ư ０５）（图 ３Ｃ），结果提示抑制 ＨＩＦ⁃１α 可

增加乳腺癌 ＴＡＭ 耐药细胞 ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 的化疗敏感

性。
２． ４ 　 沉默 ＨＩＦ⁃１α 蛋白对 ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 细胞对 ４⁃
ＯＨＴ 的敏感性的影响 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验结果显

示，与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α 能有效敲除 ＭＣＦ⁃７ ／
ＴＲ 细胞中 ＨＩＦ⁃１α 蛋白（Ｆ ＝ ５６ư ０４，Ｐ ＜ ０ư ０１） （图
４Ａ）；ＭＴＴ 结果显示，与空白对照组比较（ｓｉ⁃ＮＣ），沉
默 ＨＩＦ⁃１α 可增强不同浓度 ４⁃ＯＨＴ（５、１０、２０ μｍｏｌ ／
Ｌ）对 ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 细胞的生长抑制作用，ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α ＋
５ μｍｏｌ ／ Ｌ ４⁃ＯＨＴ（Ｆ ＝ ４５ư ８６，Ｐ ＜ ０ư ０１）、ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α ＋
１０ μｍｏｌ ／ Ｌ ４⁃ＯＨＴ（Ｆ ＝ ３７ư ８６，Ｐ ＜ ０ư ０１）、ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α
＋２０ μｍｏｌ ／ Ｌ ４⁃ＯＨＴ（Ｆ ＝ ３６ư ６１，Ｐ ＜ ０ư ０１）（图 ４Ｂ）；
流式细胞术检测结果显示，与 ｓｉ⁃ＮＣ ＋ ４⁃ＯＨＴ （５
μｍｏｌ ／ Ｌ）相比，ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α 可增强 ４⁃ＯＨＴ 对 ＭＣＦ⁃７ ／
ＴＲ 细胞的抑制作用，细胞凋亡率增加（Ｆ ＝ １２ư ９９，Ｐ
＜ ０ư ０５）（图 ４Ｃ），结果表明 ＨＩＦ⁃１α 是促进乳腺癌

ＴＡＭ 细胞 ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 耐药的重要途径。
２． ５ 　 ＨＩＦ⁃１α 稳定剂 ＦＧ⁃４５９２ 对 ４⁃ＯＨＴ 抑制

ＭＣＦ⁃７ 细胞生长的影响 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，
与空白对照组相比，ＦＧ⁃４５９２ （２５ μｍｏｌ ／ Ｌ） 可上调

ＭＣＦ⁃７ 细胞中 ＨＩＦ⁃１α 蛋白表达 （Ｆ ＝ １６ư ７６，Ｐ ＜
０ư ０５）（图 ５Ａ）；ＭＴＴ 结果显示，与单独使用 ４⁃ＯＨＴ
相比，ＦＧ⁃４５９２ （２５ μｍｏｌ ／ Ｌ） 联合不同浓度 ４⁃ＯＨＴ
（５、１０、２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）可降低 ４⁃ＯＨＴ 对 ＭＣＦ⁃７ 细胞的

抑制率，ＦＧ⁃４５９２ ＋ ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ４⁃ＯＨＴ（Ｆ ＝ １０ư ４９，Ｐ ＜
０ư ０５）、ＦＧ⁃４５９２ ＋ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ４⁃ＯＨＴ（Ｆ ＝ ４１ư ５９，Ｐ ＜
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图 ３　 ＨＩＦ⁃１α抑制剂 ＬＷ６ 对 ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 细胞的影响

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测 ＬＷ６ 对 ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 细胞 ＨＩＦ⁃１α 蛋白表达的影响；Ｂ：ＭＴＴ 实验检测 ＬＷ６ 对 ＭＣＦ７ ／ ＴＲ 细胞生长的影响；Ｃ：流式细

胞术检测 ＬＷ６ 对 ＭＣＦ７ ／ ＴＲ 细胞凋亡的影响；与 ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５，∗∗Ｐ ＜ ０ư ０１；与 ４⁃ＯＨＴ 组比较：＃Ｐ ＜ ０ư ０５

图 ４　 沉默 ＨＩＦ⁃１α对 ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 细胞的影响

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测 ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 细胞的 ＨＩＦ⁃１ α 的蛋白表达；Ｂ：ＭＴＴ 实验检测特异性敲除 ＨＩＦ⁃１α 后 ４⁃ＯＨＴ 抑制 ＭＣＦ７ ／ ＴＲ 细胞生长

的影响；Ｃ：流式细胞术检测沉默 ＨＩＦ⁃１α 对 ＭＣＦ７ ／ ＴＲ 细胞凋亡的影响；１：ｓｉ⁃ＮＣ 组；２：ｓｉ⁃ＮＣ ＋ ４⁃ＯＨＴ 组；３：ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α ＋ ４⁃ＯＨＴ 组；与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比

较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５，∗∗Ｐ ＜ ０ư ０１

０ư ０１）、ＦＧ⁃４５９２ ＋ ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ ４⁃ＯＨＴ（Ｆ ＝ １０５ư ８０，Ｐ
＜ ０ư ０５） （图 ５Ｂ）；流式细胞术检测结果显示，与单

用 ４⁃ＯＨＴ（５ μｍｏｌ ／ Ｌ）组相比，４⁃ＯＨＴ（５ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋
ＦＧ⁃４５９２（ １５ μｍｏｌ ／ Ｌ ） 组细胞凋亡率降低 （ Ｆ ＝
１６ư ３５，Ｐ ＜ ０ư ０５）（图 ５Ｃ）。

３　 讨论

　 　 乳腺癌为激素依赖性肿瘤，研究显示雌激素可

刺激乳腺癌细胞的生长和增殖，在乳腺癌的发生、发
展及侵袭、转移中发挥重要作用［５］ 。目前，临床主
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图 ５　 ＨＩＦ⁃１α稳定剂 ＦＧ⁃４５９２ 对 ＭＣＦ⁃７ 细胞的影响

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测 ＦＧ⁃４５９２ 对 ＭＣＦ⁃７ 细胞 ＨＩＦ⁃１α 蛋白表达的影响；Ｂ：ＭＴＴ 实验检测 ＦＧ⁃４５９２ 对 ４⁃ＯＨＴ 抑制 ＭＣＦ⁃７ 细胞生长的影

响；Ｃ：流式细胞术检测 ＦＧ⁃４５９２ 对 ＭＣＦ⁃７ 细胞凋亡的影响；与 ＭＣＦ⁃７ 组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５，∗∗Ｐ ＜ ０ư ０１；与 ４⁃ＯＨＴ 组比较：＃Ｐ ＜ ０ư ０５；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组比较：△Ｐ ＜ ０ư ０５

要应用手术、放射治疗、全身治疗和辅助内分泌治疗

等方式对乳腺癌患者进行治疗，其中，内分泌治疗是

ＥＲ 阳性乳腺癌的重要治疗方式，临床应用中显示其

具有低毒、预后效果和耐受性好等特点。 但在内分

泌治疗过程中，其疗效因耐药性而受到了限制。 研

究［６］显示，最初对 ＴＡＭ 治疗有反应的 ＥＲ 阳性乳腺

癌在长期治疗期间敏感性逐渐降低，甚至出现复发

和转移，形成继发性耐药，由于 ＴＡＭ 耐药性的出现，
治疗效果的降低，临床上乳腺癌病死率逐年递增。
因此，探讨乳腺癌 ＴＡＭ 耐药机制具有重要的研究意

义。
ＴＡＭ 耐药的发生与乳腺癌细胞异常代谢激活、

ＥＲ 功能和表达的丧失以及基因表达谱的改变密切

相关［７］。 近年来研究［８ － ９］ 显示 ＴＡＭ 的活性形式 ４⁃
ＯＨＴ 可诱导 ＨＫ⁃２ 蛋白高表达促进 ＭＣＦ⁃７ 细胞对

４⁃ＯＨＴ 抵抗，同时研究显示脯氨酰羧肽酶（ＰＲＣＰ）活
性的增加也介导了 ４⁃ＯＨＴ 的耐药过程，但是其确切

的耐药机制仍需探索。 既往研究［１０］ 表明，ＨＩＦ⁃１α
在肿瘤细胞中的水平升高与病死率、癌症进展和抵

抗治疗有关，且其表达与 ＥＲα 阳性乳腺癌患者内分

泌治疗耐药呈正相关［１１］。 ＨＩＦ⁃１α 在常氧条件下会

被脯氨酸羟化酶（ＰＨＤ）羟基化，再被 ＶＨＬ 肿瘤抑制

蛋白复合物识别后通过泛素蛋白酶途径降解［１２］。
而在乳腺癌耐药细胞中，即使是常氧条件，ＨＩＦ⁃１α
也呈现高表达［１３］，而 ＨＩＦ⁃１α 是否影响耐药细胞对

４⁃ＯＨＴ 敏感性仍不清楚。 为了探讨 ＨＩＦ⁃１α 与乳腺

癌 ＭＣＦ⁃７ 细胞 ４⁃ＯＨＴ 耐药之间是否存在联系，该研

究采用免疫印迹分析 ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 细胞及其亲本细胞

中 ＨＩＦ⁃１α 的表达水平，研究表明 ＨＩＦ⁃１α 在 ＭＣＦ⁃７ ／
ＴＲ 细胞中高表达，而在亲本细胞中几乎不表达。 在

给予低剂量的 ４⁃ＯＨＴ 作用后，ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 细胞中

ＨＩＦ⁃１α 水平进一步增加，这提示 ＨＩＦ⁃１α 可能参与

乳腺癌细胞对 ４⁃ＯＨＴ 的耐药过程中。 目前已有研

究［１４］表明抑制 ＨＩＦ⁃１α 表达可体外抑制乳腺癌耐药

蛋白并增加肿瘤细胞的化学敏感性。 为了验证这一

结论，该研究向 ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 细胞中加入 ＨＩＦ⁃１α 抑制

剂、ＭＣＦ⁃７ 细胞中加入 ＨＩＦ⁃１α 稳定剂，同时采用小

分子 ｓｉＲＮＡ 干扰技术和流式细胞术探讨 ４⁃ＯＨＴ 对

ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 细胞影响。 结果显示，在敲除 ＨＩＦ⁃１α 蛋

白或者加入 ＨＩＦ⁃１α 抑制剂后，４⁃ＯＨＴ 对 ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ
生长抑制作用增强，细胞凋亡率增加；而在 ＭＣＦ⁃７
细胞中加入稳定剂 ＦＧ⁃４５９２ 后，４⁃ＯＨＴ 对 ＭＣＦ⁃７ 生

长抑制作用减弱，细胞凋亡率降低。
综上所述，该研究表明 ＨＩＦ⁃１α 在 ４⁃ＯＨＴ 耐药乳

腺癌 ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 细胞中具有重要作用，抑制 ＨＩＦ⁃１α
表达可增加 ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ 细胞对 ４⁃ＯＨＴ 的敏感性，因
此，ＨＩＦ⁃１α 有望成为乳腺癌 ＴＡＭ 耐药治疗的新靶

点。 但是，该研究对于 ＨＩＦ⁃１α 调控乳腺癌 ４⁃ＯＨＴ 耐

药的详细机制尚未阐明，还需进一步研究。

·２４９· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ｊｕｎ；５７（６）
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ｓｉｏｎ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｉｔ ｗａｓ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｆｔｅｒ ｔａｍｏｘｉｆｅｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ． Ａｆｔｅｒ ｇｉｖｉｎｇ ＬＷ６ ｏｒ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α，ｔｈｅ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ４⁃ＯＨＴ ｏｎ ＭＣＦ⁃７ ／ ＴＲ
ｃｅｌｌｓ． Ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＦＧ⁃４５９２， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ＭＣＦ⁃７ ｗａｓ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ，
ａｎｄ ｈｉｎｄｅｒｅｄ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔａｍｏｘｉｆｅｎ ｏｎ ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ ＨＩＦ⁃
１α ｐｌａｙｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ４⁃ＯＨＴ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ， ａｎｄ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＨＩＦ⁃１α ｍａｙ ｂｅ ａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｗａｙ ｔｏ ｉｎ⁃
ｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＭＣＦ７ ／ ＴＲ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｔａｍｏｘｉｆｅｎ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ； ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ； ４⁃ｈｙｄｒｏｘｙ ｔａｍｏｘｉｆｅｎ； ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｄｕｃｅｄ ｆａｃｔｏｒ １α
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