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摘 要 目的 探究冬凌草甲素（Ori）逆转乳腺癌MCF-7细胞对氟维司群（Ful）耐药的机制。方法 在体外诱导构建乳腺癌获得性

Ful耐药细胞株MCF-7/Ful；采用MTT法检测MCF-7细胞和MCF-7/Ful细胞的相对细胞活力，Ori对MCF-7/Ful细胞的抑制率；采

用CompuSyn软件分析Ori和Ful的协同效应；将MCF-7/Ful细胞随机分为空白对照组、Ful组（5 μmol/L）、Ori组（8 μmol/L）、Ful（5

μmol/L）+Ori（8 μmol/L）组，采用Western blot法检测各组细胞中磷脂酰肌醇-3-激酶（PI3K）/蛋白激酶B（Akt）信号通路相关蛋白的

磷酸化情况。采用MCF-7/Ful细胞制备裸鼠移植瘤耐药模型，随机分为空白对照组、Ful组（80 μmol/g）、Ori组（50 μmol/g）、Ful（80

μmol/g）+Ori（50 μmol/g）组，计算肿瘤质量和抑瘤率，验证 Ori 在体内的耐药逆转作用。结果 MTT 法检测结果显示，当 Ful≥10

μmol/L时，MCF-7/Ful细胞的相对细胞活力显著高于MCF-7细胞（P＜0.05），耐药性显著增强；Ori对MCF-7/Ful细胞具有明显的抑

制作用，与Ful联合使用对MCF-7/Ful细胞的抑制率显著升高（P＜0.05或P＜0.01），逆转耐药效果显著增加。Western blot法检测

结果显示，与Ful组比较，Ful+Ori组细胞中PI3K、Akt磷酸化水平均显著降低（P＜0.05或P＜0.01）。体内实验结果显示，Ful+Ori

组裸鼠的肿瘤体积和质量显著下降，抑瘤率为（63.90±4.11）％，较Ful组显著升高（P＜0.01）。结论 Ori可以逆转乳腺癌MCF-7细

胞对Ful的耐药性，此作用可能是通过调控PI3K/Akt信号通路实现的。
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Study on the mechanism of oridonin to reverse drug resistance of breast cancer cell MCF-7 to fulvestrant
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ABSTRACT OBJECTIVE To explore the mechanism of oridonin （Ori） reversing the drug resistance of breast cancer cell

MCF-7 to fulvestrant（Ful）. METHODS Ful-resistant breast cancer cell strains MCF-7/Ful were induced and constructed in vitro.

The relative cell viability of MCF-7 cells and MCF-7/Ful cells was detected by MTT assay，inhibitory rate of Ori to MCF-7/Ful

cells was also detected. CompuSyn software was used to analyze the synergistic effect of Ori and Ful. MCF-7/Ful cells were

randomly divided into blank control group，Ful group（5 μmol/L），Ori group（8 μmol/L），Ful（5 μmol/L）+Ori（8 μmol/L）group.

The phosphorylation of phosphatidylinositol 3 kinase （PI3K）/protein kinase B （Akt） signaling pathway related protein in each

group was detected by Western blot. MCF-7/Ful cells were used to prepare drug resistance model of transplanted tumor in nude

mice，and they were randomly divided into blank control group，Ful group（80 μmol/g），Ori group（50 μmol/g），Ful（80 μmol/g）+

Ori（50 μmol/g）group. The tumor weight and tumor inhibition rate were calculated，to verify the reversal effect of Ori and Ful in

vivo. RESULTS MTT assay showed that when Ful≥10 μmol/L，the relative cell viability of MCF-7/Ful cells was significantly

higher than that of MCF-7 cells（P＜0.05），and the drug resistance was significantly enhanced；Ori had a significant inhibitory

effect on MCF-7/Ful cells，the inhibition rate of Ori combined with Ful to MCF-7/Ful cells was significantly increased（P＜0.05 or

P＜0.01），and the effect of reversing drug resistance was significantly increased. The results of Western blot showed that compared

with Ful group，the phosphorylation levels of PI3K and Akt protein in Ful+Ori group were significantly decreased（P＜0.05 or P＜

0.01）. In vivo results showed that the tumor volume and mass of Ful + Ori group were significantly decreased，and the tumor

inhibition rate was（63.90±4.11）％，which was significantly higher than that of Ful group（P＜0.01）. CONCLUSIONS Ori can

reverse drug resistance of breast cancer cell MCF-7 to Ful，

and this effect may be through regulating PI3K/Akt signaling

pathway.

KEYWORDS oridonin； fulvestrant；phosphatidylinositol 3

kinase/protein kinase B signaling pathway； breast cancer；

reversal of drug resistance
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乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，发病率和病

死率高 [1]。据 WHO 国际癌症研究机构数据显示，2020

年乳腺癌全球新发226万例，占新发癌症病例的11.7％，

成为全球第一大癌症。中国是乳腺癌大国，2020年新发

乳腺癌约42万例，并导致近12万人死亡[2]。化疗仍是目

前治疗乳腺癌的主要方式，其在缩小病灶、减少手术造

成的伤残、提高乳腺癌患者生存率等方面具有较大优

势[3]，但耐药性是无法避免的现实问题[4]。氟维司群（ful-

vestrant，Ful）作为治疗乳腺癌的一种新型抗雌激素药

物[5]，其耐药性问题仍是急需突破的瓶颈[6－8]。

冬凌草甲素（oridonin，Ori）是从冬凌草植物中提取

的二萜类化合物，具有良好的抗肿瘤活性，对白血病细

胞、胃癌细胞的耐药性具有较好的逆转作用[9－11]。相关

研究表明，通过调控磷脂酰肌醇-3-激酶（phosphatidylino-

sitol 3 kinase，PI3K）/蛋白激酶 B（protein kinase B，Akt）

信号通路，可以达到逆转肿瘤耐药性的效果[12]。本团队

前期通过研究证明Ori可能通过诱导乳腺癌MCF-7/Ful

细胞产生DNA损伤，引起细胞凋亡、细胞周期阻滞及细

胞自噬，从而逆转乳腺癌 MCF-7细胞对 Ful 的耐药 [13]。

因此，本研究拟通过检测PI3K/Akt信号通路相关蛋白的

表达，以及裸鼠肿瘤质量和体积的变化，进一步探讨Ori

逆转乳腺癌MCF-7细胞对Ful耐药的机制。

1 材料
1.1 主要仪器

本研究所用主要仪器包括BB150型CO2培养箱（美

国Thermo Fisher Scientific公司）、TDL-4型低速离心机

（浙江纳德科学仪器有限公司）、Mini-PROTEAN型电泳

仪（美国Bio-Rad公司）、ChemiScope 6200 Touch 型化学

发光成像系统（上海勤翔科学仪器有限公司）、FA1004N

型电子天平（上海仪天科学仪器有限公司）等。

1.2 主要药品与试剂

本研究所用主要药品与试剂包括Ori对照品（上海

源叶生物科技有限公司，纯度≥98％），Ful对照品（美国

Sigma公司，纯度≥98％），DMEM培养液、胎牛血清（美

国Hyclone公司），MTT（北京索莱宝科技有限公司，批号

1021C018），BCA 蛋白浓度测定试剂盒（上海碧云天生

物技术有限公司，批号P0032），兔源PI3K、磷酸化PI3K

（p-PI3K）、Akt、磷酸化Akt（p-Akt）、甘油醛-3-磷酸脱氢

酶（GAPDH）抗体和辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 IgG

二抗（美国CST公司），青霉素、链霉素（杭州吉诺生物医

药技术有限公司）等。

1.3 细胞与动物

人乳腺癌MCF-7细胞株购自中国科学院上海细胞

库。SPF级BALB/c裸鼠，4周龄，雄性，体质量20～25 g，

购自上海斯莱克实验动物有限责任公司，动物生产合格

证号为SCXK（沪）2017-0009，饲养于浙江中医药大学实

验动物中心。本研究经衢州职业技术学院医学院动物

伦理中心审批通过，伦理号：20191209-09。

2 方法
2.1 Ori体外逆转乳腺癌MCF-7细胞对Ful耐药机制

的验证

2.1.1 耐药细胞诱导及培养 将不耐药的正常乳腺癌

MCF-7细胞培养于含10％胎牛血清、200 U/mL 青霉素、

200 U/mL链霉素的DMEM培养液中，并于培养液中加

入Ful，压力（Ful浓度为 1 μmol/L）筛选 12个月，诱导细

胞耐药。然后调整 Ful 剂量为 0.5 μmol/L，置于 37 ℃、

5％CO2培养箱中继续培养至对数生长期，即得对Ful耐药

的乳腺癌MCF-7/Ful细胞，用于后续实验。药物剂量参考

文献[13]和前期预实验结果设置。

2.1.2 MCF-7和MCF-7/Ful细胞相对细胞活力检测 采

用MTT法进行检测。取对数生长期的正常MCF-7细胞

及“2.1.1”项下 MCF-7/Ful 细胞，接种至 96孔板中，每

孔 3 000个细胞。将细胞置于37 ℃、5％CO2培养箱中培

养过夜，待细胞完全贴壁后，根据预实验结果，每孔加入

不同浓度[0（对照）、0.1、1、10、20、50 μmol/L]的Ful，每个

浓度设置4个复孔；另设空白培养基组，药物剂量参考文

献[13]和前期预实验结果设置。药物作用 48 h后，每孔

加入 5 mg/mL MTT溶液 20 μL，继续培养 4 h后，每孔再

加入三联裂解液（盐酸+十二烷基硫酸钠+异丙醇）200

μL，于 37 ℃恒温培养箱中放置 18 h 后，使用酶标仪在

570 nm波长处测定各孔的光密度（OD），并计算相对细

胞活力。相对细胞活力（％）＝（实验组 OD570－空白培

养基组 OD570）/（对照组 OD570－空白培养基组 OD570）×

100％。实验重复3次。

2.1.3 MCF-7/Ful 细胞抑制率及联合指数检测 采用

MTT法进行检测。取“2.1.1”项下MCF-7/Ful细胞，接种

至96孔板中，每孔3 000个细胞。待细胞贴壁后，用不同

浓度的Ori[0（对照）、5、10 μmol/L]和Ful[0（对照）、4、8、

12、16、20 μmol/L]单独及联合使用处理细胞 48 h，每个

浓度设置 4个复孔。药物剂量依据前期预实验结果设

置。每孔加入MTT溶液20 μL，培养4 h后，再加入三联

裂解液（盐酸+十二烷基硫酸钠+异丙醇）200 μL，继续放

置 18 h 后，使用酶标仪在 570 nm 波长处测定 OD，并计

算细胞抑制率。细胞抑制率（％）＝（对照组 OD570－实

验组 OD570）/对照组 OD570×100％，实验重复 3次。采用

CompuSyn软件绘制不同联合效应下的抑制率-联合指

数关系图，计算不同剂量组合下的联合指数。

2.1.4 MCF-7/Ful 细胞中 PI3K/Akt 信号通路相关蛋白

的检测 采用Western blot法进行检测。取“2.1.1”项下

MCF-7/Ful细胞接种至6孔板中，每孔6×105个细胞。将

细胞随机分为空白对照组、Ful 组（5 μmol/L）、Ori 组（8

μmol/L）、Ful（5 μmol/L）+Ori（8 μmol/L）组，每组设置 4

个复孔。待细胞贴壁后，按上述分组加入相应的药物或

磷酸盐缓冲液。药物剂量依据前期预实验结果设置。
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作用 24 h后加入RIPA裂解液，于冰上裂解 30 min后离

心（3 000 r/min，5 min），取上清液，凝胶电泳分离总蛋

白。电压开始设置为 80 V，当蛋白样品进入分离胶后，

电压提高到120 V，参照预染Marker的位置，待目的条带

进入凝胶最佳分离区时，停止电泳。在凝胶上面铺上经

甲醇和转膜液浸湿的 PVDF 膜，在 PVDF 膜上再放 3层

浸过转膜液的滤纸，放上第2块海绵垫，放入转移槽中，槽

中灌满转膜液，打开电源，稳流200 mA（120 min）。转膜

结束后，取出PVDF膜并做好标记，用TBST洗膜10 min×

3次。将PVDF膜放入孵育盒中，加入含5％脱脂奶粉的

封闭液，摇床振荡1.5～2.0 h；封闭结束后，用TBST洗膜

10 min×3次。加入p-PI3K、PI3K、p-Akt、Akt、GAPDH一

抗（稀释度均为1 ∶1 000），4 ℃孵育过夜；洗膜后，加入辣

根过氧化物酶标记的羊抗兔IgG二抗（稀释度为1 ∶2 000），

室温孵育 2 h，显影。采用 Image J软件对蛋白条带进行

灰度值分析，以PI3K、Akt蛋白与内参蛋白（GAPDH）条带

灰度值的比值表示目标蛋白的表达水平，以 p-PI3K/

PI3K、p-Akt/Akt比值分别表示PI3K、Akt的磷酸化水平。

2.2 Ori体内逆转乳腺癌MCF-7细胞对Ful耐药机制

的验证

采用裸鼠移植瘤模型进行体内实验验证。将裸鼠

随机分为空白对照组、Ful 组（80 μmol/g）、Ori 组（50

μmol/g）、Ful（80 μmol/g）+Ori（50 μmol/g）组，每组8只，分

笼饲养。药物剂量由前期预实验结果确定。取“2.1.1”

项下MCF-7/Ful细胞，胰酶消化后，用生理盐水调整细胞

密度为1×107个/mL，以每只裸鼠0.2 mL接种于裸鼠背部

皮下，观察移植瘤的生长情况。待肿瘤生长至 100 mm3

左右时，按分组腹腔注射相应的药物或磷酸盐缓冲液，

每4天1次，每次注射前用游标卡尺测量肿瘤的长径和短

径，持续28 d。肿瘤体积＝1/2长径×2倍短径。给药结束

后采用CO2处死裸鼠，解剖裸鼠取出肿瘤，称量肿瘤质

量，计算抑瘤率。抑瘤率（％）＝[（空白对照组肿瘤质

量－给药组肿瘤质量）/空白对照组肿瘤质量]×100％。

2.3 统计学方法

采用SPSS 22.0统计软件进行数据分析。计量资料

以 x±s表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间两

两比较采用LSD-t检验。检验水准α＝0.05。

3 结果

3.1 MCF-7和MCF-7/Ful细胞相对细胞活力的检测结果

MTT 法检测结果显示，Ful 能够不同程度地抑制

MCF-7和 MCF-7/Ful 细胞增殖，且具有剂量依赖趋势。

当 Ful≥10 μmol/L 时，MCF-7/Ful 细胞的相对细胞活力

显著高于MCF-7细胞（P＜0.05），结果见图 1。在Ful作

用下，MCF-7/Ful细胞活力越大，代表其耐药性越强。

3.2 Ori对MCF-7/Ful细胞抑制率的影响及联合指数结果

MTT 法检测结果显示，Ori 能够对 MCF-7/Ful 细胞

产生抑制，且具有剂量依赖趋势。当Ori和Ful联合使用

时，与两者相应剂量单独使用时对比，MCF-7/Ful细胞的

抑制率均显著升高（P＜0.05或 P＜0.01），结果见表 1。

结果表明，Ori 能够逆转乳腺癌 MCF-7细胞对 Ful 的耐

药，且与 Ful 联合使用后，逆转耐药效果更强。通过

CompuSyn 软件绘制得到抑制率-联合指数关系图（图

2）。如图 2所示，各剂量组联合指数均在横线下方，即

联合指数均小于 1，具有协同作用 [14]。当 Ori 剂量为 5

μmol/L、Ful剂量为8 μmol/L时，联合指数最小。

表1 乳腺癌MCF-7/Ful细胞抑制率（x±±s，n＝4）

Ori/（μmol/L）

0

5

10

Ful
0 μmol/L

0

17.32±3.23

31.64±4.23

Ful
4 μmol/L

14.23±1.32

32.36±2.36ab

39.69±5.12ab

Ful
8 μmol/L

28.31±2.36

55.32±5.63ac

59.69±5.98ab

Ful
16 μmol/L

35.1±4.23

59.21±5.12ac

69.32±6.12ab

Ful
20 μmol/L

42.12±5.69

60.63±5.41ac

71.69±6.56ac

a：与相应剂量Ful单独使用比较，P＜0.05；b：与相应剂量Ori单独

使用比较，P＜0.05；c：与相应剂量Ori单独使用比较，P＜0.01

3.3 Ori对乳腺癌MCF-7/Ful细胞中PI3K/Akt信号通

路的影响

与空白对照组比较，Ori 组和 Ful + Ori 组细胞中

p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt 比值及 Ful 组细胞中 p-PI3K/

PI3K比值均显著降低（P＜0.05或P＜0.01）；与Ful组比

较，Ful+Ori 组细胞中 p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt 比值均显

著降低（P＜0.05或P＜0.01）。结果见图3。

a：与MCF-7细胞比较，P＜0.05

图1 Ful作用下MCF-7和MCF-7/Ful细胞的相对细胞

活力折线图
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3.4 Ori和Ful的体内抑瘤效应验证结果

与空白对照组和Ful组比较，Ful+Ori组裸鼠的肿瘤

生长速度明显降低，肿瘤体积从12 d开始具有显著差异

（P＜0.05或P＜0.01），各组裸鼠的肿瘤体积变化曲线见

图4。给药结束后，与空白对照组和Ful组比较，Ful+Ori

组裸鼠肿瘤质量著减小（P＜0.01）；Ful+Ori组的抑瘤率

为（63.90±4.11）％，较 Ful 组显著增加（P＜0.01），各组

裸鼠肿瘤质量与抑瘤率见表2。

表2 各组裸鼠肿瘤质量及抑瘤率结果比较（x±±s，n＝8）

组别
空白对照组
Ori组
Ful组
Ful+Ori组

肿瘤质量/g

3.30±0.65

2.84±0.36

2.74±0.25

1.19±0.12ab

抑瘤率/％
－

13.40±3.32

17.00±2.36

63.90±4.11b

a：与空白对照组比较，P＜0.01；b：与 Ful 组比较，P＜0.01；－：无

数据

4 讨论

现阶段乳腺癌的治疗以化疗为主，但长期化疗会造

成人体损伤，引发毒副作用和耐药。耐药性的产生是乳

腺癌患者临床治疗失败的主要原因。Ful是近年来开发

的一种抗雌激素药物，因其可靠的临床效果及独特的作

用机制，受到临床好评，但Ful的耐药性仍是急需解决的

问题[15－17]。

Ori对肿瘤具有一定的预防和治疗作用，能够抑制

肝癌、卵巢癌及胃癌等多种肿瘤细胞的增殖，在逆转肿

瘤耐药方面有一定效果[18－20]。本研究通过Ful诱导乳腺

癌MCF-7细胞获得耐药性MCF-7/Ful细胞，同时不同浓

度的Ori可以对乳腺癌MCF-7/Ful细胞产生明显的抑制

作用，表明 Ori 能够逆转乳腺癌 MCF-7细胞对 Ful 的耐

药。通过CompuSyn软件分析发现，5 μmol/L的Ori和 8

μmol/L的Ful联合作用时，相关联合指数最小，表明二者

联用对乳腺癌MCF-7/Ful细胞抑制效果最好，逆转耐药

效果也最佳。

PI3K/Akt信号通路的异常活化在大多数肿瘤中都

有发生。研究表明，PI3K/Akt信号通路在介导肿瘤多药

耐药导致化疗和放疗抵抗方面发挥着重要作用[21]。本

研究结果显示，与Ful组比较，Ful+Ori组细胞中 p-PI3K/

PI3K比值、p-Akt/Akt比值显著降低，表明Ful和Ori联合

使用后能够有效抑制PI3K和Akt的磷酸化，发挥逆转耐

药的作用。

裸鼠因胸腺缺失，缺乏成熟的T淋巴细胞，能够使

移植后的肿瘤细胞生长良好，并能保持肿瘤细胞原有的

形态和病理特性，成为肿瘤研究中较为理想的动物实验

工具[22]。为进一步验证Ori逆转耐药的体内效应，本研

究采用乳腺癌MCF-7/Ful耐药细胞构建了裸鼠移植瘤模

型。实验结果表明，Ori联合Ful能够明显减缓肿瘤生长

速度，降低肿瘤质量，提高抑瘤率。

综上所述，Ori能够逆转乳腺癌MCF-7细胞对Ful的

耐药，此作用可能是通过调控 PI3K/Akt 信号通路实现

的，逆转耐药效果在裸鼠体内也得到验证，本研究可为

乳腺癌的临床治疗提供实验依据。
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