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他莫昔芬与辛伐他汀
对人乳腺癌细胞 ＭＣＦ７的协同效应及机制

金　伟１，袁　媛２，汤继春１，彭　佳３，沈园园１，潘跃银１

摘要　目的　探究他莫昔芬（ＴＡＭ）与辛伐他汀（ＳＩＶ）对人
乳腺癌细胞株（ＭＣＦ７）的增殖抑制作用及其潜在的作用机
制。方法　ＭＴＴ检测ＴＡＭ、ＳＩＶ单独以及联合使用对ＭＣＦ７
细胞株的增殖抑制作用，计算 ＴＡＭ与 ＳＩＶ单独作用时 ＩＣ５０
值以及联合使用时对细胞作用的联合指数（ＣＩ），评价两药
之间的相互作用。荧光显微镜下观察并拍摄各组中的细胞

凋亡形态学变化。流式细胞术检测 ＴＡＭ组、ＳＩＶ组、ＴＡＭ＋
ＳＩＶ组药物处理后的 ＭＣＦ７细胞凋亡情况。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法
检测各组细胞Ｂｃｌ２、Ｂａｘ的表达情况。结果　ＭＴＴ法表明，
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ＴＡＭ与ＳＩＶ单药对 ＭＣＦ７有增殖抑制作用，联合作用时抑
制更为明显，且呈协同作用；荧光显微镜及流式细胞术显示

ＴＡＭ与ＳＩＶ单药对 ＭＣＦ７有诱导凋亡作用，联合时作用增
强；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法表明ＴＡＭ＋ＳＩＶ组中Ｂｃｌ２表达量较细胞
对照组及ＴＡＭ组、ＳＩＶ组下降而 Ｂａｘ表达量增加且更加明
显。结论　ＴＡＭ与ＳＩＶ联合使用时可显著抑制ＭＣＦ７细胞
株的增殖，同时可明显诱导ＭＣＦ７细胞株凋亡，提示两药联
合使用时，乳腺癌患者可能有更好的获益。
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　　在美国女性恶性肿瘤诊断中，乳腺癌占据比例
最大，且预后不佳［１］，目前中国女性乳腺癌发病率

与欧美类似，在各种恶性肿瘤中位居第一。雌激素

受体与乳腺癌密切相关，有文献［２］指出有雌激素受

体（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＲ）表达的乳腺癌患者约占乳
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腺癌患者总数的７５％，此部分乳腺癌被称为 ＥＲ阳
性（ＥＲ＋）乳腺癌。他莫昔芬（ｔａｍｏｘｉｆｅｎ，ＴＡＭ）是一
种常见的选择性ＥＲ调节剂（ｓｅｌｅｃｔｉｖｅＥＲｍｏｄｕｌａｔｏｒ，
ＳＥＲＭ），其可与ＥＲ结合，切断雌激素对乳腺癌细胞
的作用通路，阻止癌细胞的增长，因而对 ＥＲ＋乳腺
癌患者疗效较好［３－４］。他汀类药物是临床上较为常

见，常用于控制患者血脂水平，大量研究［５－６］结果均

提示，他汀类药物具有抗癌效果，其机制可能为抑制

肿瘤细胞增长、阻止肿瘤血管生成、阻止肿瘤扩散和

促进肿瘤凋亡作用。该实验选取 ＴＡＭ和辛伐他汀
（ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ，ＳＩＶ）单药及联合作用于 ＭＣＦ７乳腺癌
细胞株，通过观察ＴＡＭ和ＳＩＶ单药以及联合给药对
ＭＣＦ７细胞株的增殖抑制作用并探讨其潜在机制。

１　材料与方法

１．１　实验材料　ＤＭＥＭ培养液、胎牛血清购于美国
Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；ＤＭＳＯ、ＭＴＴ购于美国 Ｓｉｇｍａ公司；
Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、βａｃｔｉｎ抗体购于北京中杉金桥公司；
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ化学发光试剂购于美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。
１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养　ＭＣＦ７细胞培养于含１０％胎牛
血清、１００Ｕ／ｍｌ链霉素、１００Ｕ／ｍｌ青霉素的 １０ｍｌ
ＤＭＥＭ培养液，放置于恒温培养箱，１ｄ传代１次，
待细胞增殖到对数期用于实验。

１．２．２　ＭＴＴ法　实验组分为 ＴＡＭ组、ＳＩＶ组、ＴＡＭ
＋ＳＩＶ组，对照组分为细胞对照组（含培养基和细
胞）及空白对照组（只含培养基）。取ＭＣＦ７细胞，
制成细胞悬浮液，种于 ９６孔板，培养箱培养 ２４ｈ
后，加入５组不同浓度 ＴＡＭ（０１～１０μｍｏｌ／Ｌ）与
ＳＩＶ（１～４０μｍｏｌ／Ｌ），分别测得各自的半数抑制浓
度（ｈａｌｆｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０）值，再按照
ＴＡＭ与ＳＩＶ单药加药浓度依次相加（０１＋１～１０＋
４０μｍｏｌ／Ｌ），恒温培养箱培养９６ｈ，加 ＭＴＴ，培养箱
中４ｈ，弃上清液，加 ＤＭＳＯ，上酶标仪，４９０ｎｍ的波
长下读数。计算细胞抑制率，细胞抑制率（％）＝［１
－（实验组ＯＤ值－空白对照组ＯＤ值）／（细胞对照
组ＯＤ值－空白对照组ＯＤ值）］×１００％。计算ＩＣ５０
值和联合指数（ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ，ＣＩ）。对于后续的
细胞凋亡实验、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验均采用 ＴＡＭ
（２６７７μｍｏｌ／Ｌ）、ＳＩＶ（１６２３９μｍｏｌ／Ｌ）浓度作为处
理细胞的实验组用药浓度。

１．２．３　荧光显微镜　取ＭＣＦ７细胞，１×１０５／ｍｌ的
浓度接种于６孔板，贴壁后加入３组药物，实验组分
别为ＴＡＭ组（２７μｍｏｌ／Ｌ）、ＳＩＶ组（１６２μｍｏｌ／Ｌ）

和 ＴＡＭ ＋ＳＩＶ组（ＴＡＭ２６μｍｏｌ／Ｌ＋ＳＩＶ１６２
μｍｏｌ／Ｌ），仅含培养基和细胞的为细胞对照组。２４
ｈ后，按照说明书操作加入试剂，覆盖 ６孔板的底
面，４℃冰箱避光反应１５ｍｉｎ，荧光显微镜下观察及
拍照。

１．２．４　流式细胞术　取对数生长期细胞，以 １×
１０５／ｍｌ的浓度接种于小皿，细胞贴壁后加入３组药
物，分别为细胞对照组、ＴＡＭ组（２７μｍｏｌ／Ｌ），ＳＩＶ
组（１６２μｍｏｌ／Ｌ）和ＴＡＭ＋ＳＩＶ组（ＴＡＭ２７μｍｏｌ／
Ｌ＋ＳＩＶ１６２μｍｏｌ／Ｌ）作用２４ｈ，收集细胞，ＰＢＳ洗
涤两遍，按使用说明书加入试剂，上流式细胞仪测细

胞凋亡情况。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法　收集药物实验的细胞新鲜
样本，ＢＣＡ法蛋白定量，加入 ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ后９５℃
变性１５ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，－８０℃冰箱
中保存，用于蛋白表达水平检测。将样品（１０μｌ／
孔）加入 １０％的 ＳＤＳ聚丙烯凝胶电泳分离。电泳
１２０Ｖ９０ｍｉｎ分离完毕后切胶，制做三文治盒。冰
水中转膜２ｈ。５％脱脂奶粉封闭２ｈ，一抗（Ｂｃｌ２、
Ｂａｘ、Ａｃｔｉｎ，１∶１０００）常温孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次，
每次１２ｍｉｎ，二抗（１∶５０００）常温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗
膜３次，每次８ｍｉｎ，加 ＥＣＬ发光液后，转入暗室，化
学发光法曝光感光底片，显影定影洗涤后烘干裁片

保存。

１．３　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ１６０统计学软件处
理，数据以 珋ｘ±ｓ表示，实验重复３次，多组均数间比
较采取方差分析。检验水准Ｐ＜００１。

２　结果

２．１　ＭＴＴ检测结果　ＭＣＦ７细胞在 ＴＡＭ组、ＳＩＶ
组作用 ９６ｈ后的 ＩＣ５０值分别为（２６７７±０１３０）
μｍｏｌ／Ｌ、（１６２３９±２７８０）μｍｏｌ／Ｌ，ＴＡＭ与 ＳＩＶ两
药对ＭＣＦ７细胞增殖的抑制作用随着药物浓度的
增加而增强，具有浓度依赖性，见图１。检测两药联
合作用时，采用各梯度浓度ＳＩＶ组与ＴＡＭ组同时处
理ＭＣＦ７细胞，显示两药联合时，ＣＩ值 ＜１，呈协同
作用，见图２。倒置光学显微镜（×２００）下观察细胞
形态，可见经药物处理后，正常贴壁细胞逐渐减少、

细胞轮廓不清、体积缩小、间隙增加，细胞外形改变，

漂浮状细胞增多，见图３。
２．２　荧光显微镜观察　ＴＡＭ组、ＳＩＶ组及 ＴＡＭ＋
ＳＩＶ组浓度作用ＭＣＦ７细胞２４ｈ后，与细胞对照组
比较，实验组凋亡增多（荧光增多），而 ＴＡＭ＋ＳＩＶ
组较 ＴＡＭ组、ＳＩＶ组细胞凋亡增多，见图４。
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图１　ＭＴＴ法检测ＴＡＭ、ＳＩＶ对ＭＣＦ７细胞的体外抑制作用

２．３　流式细胞术　ＴＡＭ及 ＳＩＶ浓度作用于 ＭＣＦ７
细胞２４ｈ后，经ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和ＰＩ荧光染色，观
察到细胞凋亡率不同，ＳＩＶ组、ＴＡＭ组及 ＴＡＭ＋ＳＩＶ
组凋亡率分别为：（４５７±０５３）％、（１５５９±
０９９）％、（２４６６±０９２）％。ＴＡＭ＋ＳＩＶ组较 ＴＡＭ
组、ＳＩＶ组细胞凋亡增多，各组间差异有统计学意义

（Ｆ＝４３４１１，Ｐ＜００１）。见图５。
２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法　与细胞对照组相比，ＴＡＭ
组、ＳＩＶ组及ＴＡＭ＋ＳＩＶ组均可以上调 ＭＣＦ７细胞
中Ｂａｘ和下调 Ｂｃｌ２水平的表达，其中联合组作用
更为明显，差异有统计学意义（Ｆ＝９７０１７、９０６１９，
Ｐ＜００１），见图６。

图２　ＭＴＴ法检测ＴＡＭ与ＳＩＶ对ＭＣＦ７细胞协同效应

３　讨论

　　乳腺癌是目前对中国女性健康危害最大的恶性
肿瘤，内分泌治疗对多数乳腺癌病患有很好的疗效。

ＴＡＭ是目前临床上最常见的用于治疗乳腺癌的内
分泌治疗药物之一，有临床研究［７－８］显示ＴＡＭ可以
有效降低ＥＲ＋乳腺癌患者的复发死亡风险。通过
降低乳腺癌细胞中抗凋亡 Ｂｃｌ２表达，增加促凋亡
Ｂａｘ表达从而促使癌细胞凋亡可能是其作用机制之
一［９－１０］。

图３　ＴＡＭ和ＳＩＶ作用后对ＭＣＦ７细胞形态学的影响　×２００

Ａ：细胞对照组；Ｂ：ＳＩＶ组；Ｃ：ＴＡＭ组；Ｄ：ＳＩＶ＋ＴＡＭ组；１：０ｈ；２：２４ｈ
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图４　荧光显微镜下ＴＡＭ及ＳＩＶ单药及

联合处理后对ＭＣＦ７细胞凋亡的影响　×４００

　　Ａ：细胞对照组；Ｂ：ＳＩＶ组；Ｃ：ＴＡＭ组；Ｄ：ＳＩＶ＋ＴＡＭ组

图５　流式细胞术ＴＡＭ及ＳＩＶ单药及

联合处理对ＭＣＦ７细胞凋亡率的影响

　　Ａ：细胞对照组；Ｂ：ＳＩＶ组；Ｃ：ＴＡＭ组；Ｄ：ＳＩＶ＋ＴＡＭ组

图６　ＴＡＭ、ＳＩＶ单药及联合处理后对

ＭＣＦ７细胞中Ｂｃｌ２、Ｂａｘ表达的影响

　　Ａ：细胞对照组；Ｂ：ＳＩＶ组；Ｃ：ＴＡＭ组；Ｄ：ＳＩＶ＋ＴＡＭ组

　　ＳＩＶ在临床上常用于降低患者血脂，最近有研
究［１１］显示ＳＩＶ具有抗癌作用。实验人员发现，ＳＩＶ
可通过下调Ｂｃｌ２，增加Ｂａｘ表达来诱导不同肿瘤细
胞发生凋亡［１２］。本实验也显示ＴＡＭ与 ＳＩＶ单药都
可抑制ＭＣＦ７细胞增殖，而两药联合时抑制作用增
强。荧光显微镜及流式细胞实验则显示 ＴＡＭ及
ＳＩＶ作用于ＭＣＦ７时可诱导细胞发生凋亡，两药联
合时细胞凋亡率增加。

　　在不利因素的影响下，细胞会在基因的调控下
发生自动死亡，这个过程称为凋亡。凋亡是细胞自

发过程，对维持细胞正常活动有重要作用。凋亡程

序的启动相当复杂，其中 Ｂｃｌ２家族和促凋亡蛋白
（Ｂａｘ）是常见的与凋亡相关的蛋白［１３］。Ｂｃｌ２对维
持线粒体外膜的完整性有着相当重要的意义，通过

保持线粒体的完整，Ｂｃｌ２可防止线粒体内细胞色素
Ｃ等促凋亡分子进入胞内，防止细胞发生凋亡。而
Ｂａｘ蛋白对线粒体膜有破坏作用，通过促进各种促
凋亡分子从线粒体中释放，可促进细胞发生凋

亡［１４］。在正常情况下，Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ可形成二聚体，
相当于细胞中死亡通路中的开关，在受到外界条件

刺激后，细胞内的Ｂｃｌ２表达可能会异常增高，进而
引起 Ｂａｘ二聚体发生分离，抑制细胞出现凋亡，继
而引发肿瘤。已有研究［１０，１２］证实 ＴＡＭ和 ＳＩＶ可以
降低肿瘤细胞内 Ｂａｘ表达上升，Ｂｃｌ２表达下降，本
实验亦显示ＴＡＭ及ＳＩＶ单独作用于ＭＣＦ７细胞４８
ｈ后，Ｂａｘ表达上升，Ｂｃｌ２表达下降；ＴＡＭ与 ＳＩＶ联
合作用于ＭＣＦ７细胞４８ｈ后，Ｂａｘ表达上升及 Ｂｃｌ
２表达下降且较单药更为明显，暗示两药联合应用
于乳腺癌治疗的潜在性。

　　综上所述，ＴＡＭ和ＳＩＶ对乳腺癌细胞株 ＭＣＦ７
存在增殖抑制及诱导凋亡效应，而两药联合作用时

对ＭＣＦ７作用更强，并且联合使用时可以降低ＴＡＭ
的使用剂量，有利于减少其副反应，这提示两药联合

使用可能使乳腺癌患者受益。需要说明的是本实验

为细胞基础实验，ＴＡＭ和 ＳＩＶ联合使用在动物体内
的抗肿瘤作用及机制未被研究，值得深入研究探讨。
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