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PDK1过表达降低人乳腺癌细胞对他莫昔芬的敏感性
甘德露  蒋玉林  岳姝君  钱胡孙  周婷  张典  石   方文丽  姚梦俐  陈婷梅*

(重庆医科大学, 检验医学院临床检验诊断学教育部重点实验室, 重庆 400016)

摘要      该文探讨了丙酮酸脱氢酶激酶1(pyruvate dehydrogenase 1, PDK1)与乳腺癌细胞他莫

昔芬耐药性产生的关系和作用机制。采用Western blot法检测他莫昔芬敏感性乳腺癌细胞MCF-7
和T47D以及他莫昔芬耐药性细胞MCF-7R和T47DR中p-AKT、AKT、p-mTOR、mTOR、PDK1的
表达水平; 采用脂质体转染法、哌立福辛和二氯乙酸处理改变各细胞中PDK1表达后, 采用Western 
blot法检测C-myc、Cyclin D1、Bcl-2和Bcl-xl蛋白的表达水平; 用CCK-8法检测细胞增殖; 用流式细

胞术检测各细胞的凋亡率。结果显示, 他莫昔芬耐药性人乳腺癌细胞株中PDK1蛋白表达量高于敏

感细胞, 干扰耐药细胞中PDK1蛋白表达后细胞耐药性降低, 增殖能力下降; 耐药细胞中PI3K/AKT/
mTOR通路进一步被激活, 上调PDK1蛋白表达水平; 干扰PDK1表达以及哌立福辛和二氯乙酸联用

可以抑制耐药细胞增殖, 促进细胞凋亡, 为他莫昔芬耐药性乳腺癌的临床治疗提供新的思路。
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PDK1 Overexpression Attenuates Drug Sensitivity of 
Tamoxifen Resistant Breast Cancer Cells
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FANG Wenli, YAO Mengli, CHEN Tingmei*

(Key Laboratory of  Medical Diagnostics of Education, Department of Laboratory Medicine, 
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Abstract       This article explored the correlation and mechanism of PDK1 and tamoxifen resistance in breast 
cancer cells. The levels of PDK1, p-AKT, AKT, p-mTOR, and mTOR in breast cancer MCF-7 and T47D cells as 
well as tamoxifen-resistant MCF-7R and T47DR cells were detected by Western blot. The levels of PDK1 in cells 
were changed by transfection, perifosine and dichloroacetic acid treatments, and then the changes of C-myc, Cyclin 
D1, Bcl-2 and Bcl-xl levels were detected by Western blot. The cell proliferation was detected by CCK-8, and the 
cell apoptosis was detected by FCM. The results showed that, as compared with MCF-7 or T47D cells, the protein 
levels of PDK1 significantly increased in MCF-7R and T47DR cells. After the transfection of PDK1-siRNA into 
MCF-7R and T47DR cells, the IC50 of OHT and proliferations of drug-resistant cells significantly reduced. The 
PI3K/AKT/mTOR pathway was activated, which up-regulated the expression of PDK1 in tamoxifen-resistant breast 
cancer cells. Interfering with the expression of PDK1, and combinatory treatment with perifosine and di-chloroace-
tic acid inhibited the proliferation and promoted the apoptosis of tamoxifen-resistant cells. This study provides a 
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乳腺癌是全球女性发病率居第一位、致死率居

第二位的恶性肿瘤。在美国, 乳腺癌的发病率已高

达女性肿瘤总发病率的30%, 而中国女性乳腺癌的

发病率也已达到女性肿瘤总发病率的15%[1-2]。

乳腺癌属于内分泌相关的肿瘤, 大约75%的乳腺

癌为雌激素受体(estrogen receptor, ER)阳性, 适用于辅

助内分泌治疗[3]。目前, 临床上应用最多的三种辅助

内分泌治疗药物分别为: 选择性雌激素受体调节剂、

芳香化酶抑制剂和选择性雌激素受体下调剂 (selec-
tive estrogen receptor down-regulators, SERDs)[4]。他

莫昔芬属于SERDs中的一种, 是ER阳性乳腺癌患者最

有效且最常用的辅助治疗方法之一[5]。有报道指出, 
使用他莫昔芬辅助治疗5年, 可将乳腺癌复发和死亡

的风险分别降低约40%和20%[6]。然而, 研究也发现, 
在接受他莫昔芬治疗5年的妇女中有三分之一于15年
内复发[7]。因此, 他莫昔芬的内在和获得性耐药成为

临床治疗面临的主要难题。研究者们通过对内分泌

治疗耐药性的分子机制的深入研究和了解, 比如内质

网突变、内质网共激活因子的扩增、致癌基因的过

表达或致癌信号通路的激活等, 为临床提供了新的治

疗策略[8-12]。因此阐明潜在的发病机制、发掘新的治

疗靶点、降低药物耐受率、提高病人生存质量已成

为临床乳腺癌治疗过程中亟待解决的任务。

丙酮酸脱氢酶激酶1(pyruvate dehydrogenase ki-
nase 1, PDK1)是调节线粒体丙酮酸脱氢酶(pyruvate 
dehydrogenase, PDH)活性状态的四种PDK同工酶

(PDK1、PDK2、PDK3、PDK4)之一。在多种类型

肿瘤中均可见PDK1异常高表达, 例如黑色素瘤、结

肠癌、非小细胞肺癌、视网膜母细胞瘤、肾细胞癌、

鼻咽癌[13-16]等。使用特异性的小分子抑制剂如二氯

乙酸(dichloroacetic acid, DCA)靶向抑制PDK1可将

癌细胞代谢从糖酵解转变为氧化磷酸化, 逆转肿瘤

细胞中的Warburg效应, 抑制肿瘤生长[17-18]。

在前期的研究结果中我们发现, 与人乳腺癌亲

本敏感细胞MCF-7、T47D相比, 他莫昔芬耐药细胞

MCF-7R和T47DR中PDK1蛋白的表达水平明显增

加。本研究以他莫昔芬耐药细胞MCF-7R和T47DR
为研究对象, 探讨PDK1对耐药性的影响, 并探究其

相关调节机制, 为临床治疗他莫昔芬耐药性乳腺癌

提供新的思路。

1   材料与方法
1.1   主要材料和试剂

胎牛血清和DMEM培养基购自Gibco公司; PCR
引物由Invitrogen公司合成; 总RNA抽提试剂Trizol、
反转录试剂盒和实时荧光定量PCR检测用SYBR® 
Green mix荧光染料均购自TaKaRa公司; 脂质体转

染试剂LipoFiterTM购自汉恒生物科技(上海)有限公

司; 细胞总蛋白提取试剂盒和BCA蛋白浓度测定试

剂盒购自江苏碧云天生物技术研究所; 蛋白质印迹法

检测用相关试剂购自北京索莱宝生物科技有限公司; 
CCK-8试剂盒购自上海七海复泰生物科技有限公司; 
兔抗人PDK1抗体、兔抗人C-myc抗体、兔抗人细胞

周期蛋白D1(Cyclin D1)抗体、兔抗人p-mTOR抗体、

兔抗人mTOR抗体购自Abcam公司; 鼠抗人Bcl-2抗体、

兔抗人Bcl-xl抗体、兔抗人p-AKT抗体、兔抗人AKT
抗体购自Cell Signaling Technology公司; 兔抗β肌动蛋

白(β-actin)mAb购自Proteintech公司; 辣根过氧化物酶

标记的山羊抗兔IgG和山羊抗鼠IgG购自北京中杉金

桥生物技术有限公司; 哌立福新、二氯乙酸、4-羟基

他莫昔芬(4-hydroxytamoxifen, OHT)购自美国Sigma公
司; Annexin V-APC/碘化丙啶(propidiumiodide, PI)细胞

凋亡检测试剂盒购自美国BD公司。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养      人乳腺癌细胞株MCF-7和T47D
以及他莫昔芬耐药性人乳腺癌细胞株MCF-7R和
T47DR由重庆医科大学检验医学院临床检验诊断学

重点实验室保存。MCF-7、 T47D、MCF-7R、 T47DR
分别接种于含10%胎牛血清和1%青链霉素混合液的

DMEM(高糖)培养液中, 在37 °C、50 mL/L CO2无菌

恒温培养箱中进行培养; 耐药细胞需在培养基中加

入终浓度为5 μmol/L的他莫昔芬维持培养。 
1.2.2   实时荧光定量PCR法检测MCF-7、 MCF-7R、
T47D、T47DR细胞中PDK1 mRNA的表达水平      分
别收集MCF-7、MCF7R、T47D和T47DR细胞 , 用
TRIzol法提取总RNA, 逆转录成cDNA后, qRT-PCR
检测PDK1表达水平。PDK1基因的上游引物序列为

5′-CTG TGA TAC GGA TCA GAA ACC G-3′, 下游引

new  idea for the clinical treatment of tamoxifen-resistant breast cancer.
Keywords        pyruvate dehydrogenase kinase 1 (PDK1); breast cancer; drug resistance; tamoxifen
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物序列为5′-TCC ACC AAA CAA TAA AGA GTG CT-
3′; 内参ACTB的上游引物序列为5′-TGA CGT GGA 
CAT CCG CAA AG -3′, 下游引物序列为5′-CTG GAA 
GGT GGA CAG CGA GG-3′。各组均设 3个复孔 , 
ACTB作为内参, 用2–ΔΔCt计算PDK1的相对表达量。

1.2.3   PDK1过表达质粒和siRNA转染      将对数生长

期的MCF-7、 MCF-7R、T47D、T47DR接种于6 孔板中, 
按LipoFiterTM说明书 , 将PDK1-siRNA和对照siRNA、

PDK1过表达质粒和阴性对照空载质粒转染至MCF-7
和T47D细胞中, 分别命名为MCF-7R-siPDK1、MCF-
7R-siNC、T47DR-siPDK1、T47DR-siNC、MCF-7-NC、
MCF7-PDK1、T47D-NC、T47D-PDK1细胞。

1.2.4   Western blot法检测MCF-7、 MCF-7R、T47D、

T47DR细胞中PDK1、CyclinD1、C-myc、Bcl-2、Bcl-
xl、p-AKT、AKT、p-mTOR、mTOR蛋白水平      将对

数生长期的MCF-7、MCF-7R、T47D、T47DR接种

细胞于6孔板中, 对细胞进行处理后提取细胞总蛋白, 
BCA法测定总蛋白浓度。各细胞蛋白以40 μg/孔的量

上 样, 进行10% SDS-PAGE以分离目的蛋白 (80 V 
30 min, 120 V 1.5 h); 将分离后的蛋白以恒流电转移

(0.21 A, 1~2 h)至孔径为0.45 μm的 PVDF膜上; 洗膜

后, 放入含5%脱脂奶粉封闭1 h; 分别加入相应一抗

(体积稀释比例均为1000 1׃) 4 °C孵育过夜; 洗膜后

加入二抗(体积稀释比例均为1000 2׃)室温孵育1 h, 
TBST洗膜后显影。应用ImageJ软件分析目的条带

的灰度值, 以目的蛋白条带与内参β-actin条带灰度

值之比表示目的蛋白的相对表达水平。

1.2.5   CCK8法检测MCF-7、MCF-7R、T47D、T47DR
细胞增殖      将对数生长期 MCF-7、MCF-7R、

T47D接种于96孔板中, 培养24 h后, 更换为含有OHT
的新鲜培养液, 其中OHT终浓度分别为5、10、15、
20和25 μmol/L; 同时设OHT未处理对照组和无细胞

空白调零孔。将细胞继续培养48 h, 用酶联免疫检测

仪在450 nm波长处测定各孔的D值, 并计算细胞相对

存活率和IC50。 另外, 将MCF-7R和T47DR接种于96孔
板中, 每种细胞分别设5个复孔。培养6 h后, 每孔加

入10 mmol/L二氯乙酸和5 μmol/L哌立福新继续培养

6 h 后, 更换相同体积的新鲜无血清培养液, 每孔加

入10 μL CCK-8, 继续培养1 h。然后检测450 nm波长

处各孔的D值, 以此反映各细胞的增殖活性。

1.2.6   流式检测MCF-7R、T47DR细胞凋亡      将对

数生长期的MCF-7R和T47DR接种于6孔板中。培

养6 h后, 每孔加入10 mmol/L二氯乙酸和5 μmol/L哌
立福新继续培养6 h。获得细胞悬液后加入Annexin 
V-APC染液, 混匀后于4 °C避光反应15 min; 随后加

入PI混匀, 4 °C避光反应5 min; 最后置于流式细胞仪

(型号: BectonDickinson)上检测细胞凋亡率。

1.2.7   统计学分析      采用SPSS 20.0软件对各实验结

果数据进行统计分析。各实验均独立重复3次, 计量

资料x
_
±s表示。多组间数据的比较采用单因素方差

分析, 组内两两比较采用LSD-t检验。以P<0.05为差

异有统计学意义。

2   结果
2.1   乳腺癌他莫昔芬耐药细胞中PDK1表达上调

为探究人乳腺癌亲本敏感细胞与他莫昔芬耐

药细胞中PDK1蛋白表达水平差异, 分别提取MCF-
7、T47D和MCF-7R、T47DR细胞的总RNA和总蛋

白, qRT-PCR和Western blot检测结果显示, 耐药细胞

MCF-7R和T47DR中PDK1的mRNA水平和蛋白表达

水平均明显高于敏感细胞(图1)。
2.2   干扰乳腺癌他莫昔芬耐药细胞中PDK1表达

及在敏感细胞中过表达PDK1
采用脂质体转染法分别在敏感细胞MCF-7和

T47D中过表达PDK1, 在耐药细胞MCF-7R和T47DR
中敲低PDK1, Western blot检测结果显示, MCF-7和
T47D细胞中PDK1蛋白表达水平上调(图2A), MCF-
7R和T47DR中PDK1蛋白表达被明显干扰(图2B), 
且PDK1-si63干扰效果最好(图2C), 之后实验所用

siRNA均选用si63。
2.3   干扰PDK1表达可增强乳腺癌耐药细胞对他

莫昔芬的敏感性

为了探究PDK1对乳腺癌细胞耐药性的影响, 我
们分别在低表达PDK1的敏感细胞MCF-7、T47D中过

表达PDK1, 以及在高表达PDK1的耐药细胞MCF-7R、
T47DR中干扰PDK1表达。用不同浓度(5、10、15、
20、25 μmol/L)他莫昔芬处理细胞, CCK-8检测结果(图
3A和图3B)显示, 在敏感细胞MCF-7、T47D中过表达

PDK1后, 与对照组相比细胞活力增加, IC50值增高; 在
耐药细胞MCF-7R、T47DR中干扰PDK1表达后, 与对

照相比细胞活力降低, IC50值减少。Western blot检测

结果(图3C和图3D)显示, 在敏感细胞MCF-7、T47D
中过表达PDK1后, 增殖相关蛋白CyclinD1、C-myc和
抗凋亡相关蛋白Bcl-xl表达量增高; 在耐药细胞MCF-
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A: qRT-PCR实验检测MCF-7和MCF-7R细胞中PDK1 mRNA表达水平; *P<0.05, 与MCF-7组比较; B: qRT-PCR实验检测T47D和T4DR细胞中

PDK1 mRNA表达水平; *P<0.05, 与T47D组比较; C: Western blot实验检测MCF-7和MCF-7R细胞中PDK1蛋白表达水平; D: 统计学分析PDK1在
MCF-7R细胞的表达比例; **P<0.01, 与MCF-7组比较; E: Western blot实验检测T47D和T47DR细胞中PDK1蛋白表达水平; F: 统计学分析PDK1
在T47DR细胞的表达比例; *P<0.05, 与T47D组比较。

A: the expression of PDK1 in MCF-7 and MCF-7R cells detected by qRT-PCR. *P<0.05 compared with MCF-7. B: the expression of PDK1 in T47D 
and T4DR cells detected by qRT-PCR. *P<0.05 compared with T47D. C: the expression of PDK1 in MCF-7 and MCF-7R cells detected by Western 
blot. D: the expression rate of PDK1 in MCF-7R cells analysed by statistics. **P<0.01 compared with MCF-7. E: the expression of PDK1 in T47D and 
T4DR cells detected by Western blot. F: the expression rate of PDK1 inT47DR cells analysed by statistics. **P<0.01 compared with T47D.

图1   乳腺癌他莫昔芬耐药细胞与敏感细胞中PDK1表达量的差异

Fig.1   Differences in the expression levels of PDK1 between tamoxifen-resistant and sensitive breast cancer cells
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通路激活情况, Western blot检测结果显示, 与敏感

细胞MCF-7和T47D相比, 他莫昔芬耐药细胞MCF-
7R和T47DR中p-AKT、p-mTOR蛋白表达增加(图
4A), 统计结果分析显示, 他莫昔芬耐药细胞MCF-7R
和T47DR中p-AKT/AKT和p-mTOR/mTOR比率显著提

高(图4B和图4C)。以上结果表明在耐药细胞中, PI3K/
AKT/mTOR信号通路被进一步激活。使用5 μmol/L 
AKT抑制剂哌立福辛处理他莫昔芬耐药细胞MCF-
7R和T47DR 6 h后, Western blot检测结果显示, 处理

组细胞中p-AKT、AKT、p-mTOR、PDK1蛋白表达

明显减少(图4D和图4E)。以上结果提示, 在他莫昔

芬耐药细胞MCF-7R和T47DR中PI3K/AKT/mTOR信

7R、T47DR中干扰PDK1表达后, CyclinD1、C-myc、
Bcl-xl蛋白表达量下降。以上结果提示, 干扰耐药细

胞MCF-7R、T47DR中PDK1蛋白表达可显著抑制耐

药细胞的增殖能力和抗凋亡能力。

2.4   乳腺癌他莫昔芬耐药细胞中 PI3K/AKT/
mTOR通路激活上调PDK1蛋白表达

为了探究乳腺癌他莫昔芬耐药细胞中调控PDK1
蛋白表达的信号通路, 我们查阅文献和生物信息学

网站(https://www.kegg.jp/)发现, 在多种肿瘤细胞

中, PI3K/AKT/mTOR信号通路异常激活导致其下

游分子PDK1转录增加, 蛋白表达上调。我们检测

乳腺癌他莫昔芬耐药细胞中PI3K/AKT/mTOR信号
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A: Western blot实验检测过表达PDK1效率; B: 统计学分析PDK1在MCF-7和T47D细胞的表达比例; **P<0.01, 与MCF-7-NC组比较; ##P<0.01, 
与T47D-NC组比较; C: Western blot实验检测敲低PDK1效率; D: 统计学分析PDK1在MCF-7R和T47DR细胞的表达比例; *P<0.05, **P<0.01, 与
siNC组比较。

A: the overexpression of PDK1 detected by Western blot. B: the expression rate of PDK1 in MCF-7 and T47D cells analysed by statistics. **P<0.01 
compared with MCF-7-NC. ##P<0.01 compared with T47D-NC. C: the knockdown of PDK1 detected by Western blot. D: the expression rate of PDK1 
in MCF-7R and T47DR cells analysed by statistics. *P<0.05, **P<0.01 compared with siNC.

图2   干扰和过表达PDK1效果验证

Fig.2   Verify the effects of interference and overexpression of PDK1
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A: CCK8实验检测不同浓度他莫昔芬处理后, MCF-7-NC、MCF7-PDK1、MCF-7R-siPDK1、MCF-7R-siNC细胞D450; B: CCK8实验检测不同浓

度他莫昔芬处理的T47D-NC、T47D-PDK1、T47DR-siPDK1、T47DR-siNC细胞D450; C: Western blot实验检测MCF-7-NC、MCF7-PDK1、MCF-
7R-siPDK1、MCF-7R-siNC细胞中CyclinD1、C-myc、Bcl-xl、Bcl-2蛋白表达水平; D: Western blot实验检测T47D-NC、T47D-PDK1、T47DR-
siPDK1、T47DR-siNC细胞中CyclinD1、C-myc、Bcl-xl、Bcl-2蛋白表达水平。

A: the D450 of MCF-7-NC, MCF7-PDK1, MCF-7R-siPDK1 and MCF-7R-siNC cells treated with OHT detected by CCK8; B: the D450 of T47D-NC, 
T47D-PDK1, T47DR-siPDK1, T47DR-siNC cells treated with OHT detected by CCK8; C: the expression of CyclinD1、C-myc、Bcl-xl、Bcl-2 in 
MCF-7-NC, MCF7-PDK1, MCF-7R-siPDK1 and MCF-7R-siNC cells detected by Western blot; D: the expression of CyclinD1、C-myc、Bcl-xl、Bcl-
2 in T47D-NC, T47D-PDK1, T47DR-siPDK1, T47DR-siNC cells detected by Western blot.

图3   PDK1对乳腺癌细胞他莫昔芬耐药性的影响

Fig.3   Effects of PDK1 on tamoxifen resistance in breast cancer cells
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号通路调控下游PDK1蛋白表达, 抑制此信号通路可

显著减少PDK1蛋白表达量。

2.5   哌立福辛和二氯乙酸联用可进一步诱导乳腺

癌耐药细胞凋亡并抑制其增殖

为了探究哌立福辛和二氯乙酸处理对乳腺癌细

胞增殖和凋亡的影响, 我们分别单独使用5 μmol/L哌
立福辛以及联合使用10 mmol/L二氯乙酸和5 μmol/L哌
立福辛处理MCF-7R和T47DR细胞6 h。与单独使用

哌立福辛相比, 联合使用二氯乙酸和哌立福辛处理

耐药细胞后, CCK-8检测结果显示, MCF-7R和T47DR
的增殖能力进一步降低(图5A和图5B); FCM检测结

果显示, MCF-7R和T47DR的凋亡细胞数明显增多(图
5C~图5F); 同时Western blot检测结果(图5G和图5H)
也显示联合用药后, MCF-7R和T47DR中增殖相关蛋

白C-myc和抗凋亡相关蛋白Bcl-xl表达量明显减少。

以上结果提示, 联合应用二氯乙酸和哌立福辛能够

更好地诱导耐药细胞凋亡, 抑制其增殖。

3   讨论
目前对于PDK1影响肿瘤细胞耐药性的研究多

集中于PDK其余三种同工酶PDK2、PDK3、PDK4。
比如PDK2的过表达和高糖酵解与头颈癌的顺铂耐

药性有关[19]; PDK4高表达影响卵巢癌化疗耐药[20], 
有关PDK1与肿瘤耐药的研究较少, 且没有研究报道

PDK1对乳腺癌他莫昔芬耐药的影响。本研究在细

胞水平模拟临床上产生的他莫昔芬耐药性抵抗, 发
现在耐药细胞MCF-7R和T47DR中PDK1的表达水平

明显高于敏感细胞MCF-7和T47D, 干扰PDK1表达

后可抑制耐药细胞的增殖并促进其凋亡, 一定程度

上恢复耐药细胞对他莫昔芬的敏感性。初步探究了

PDK1表达对ER阳性乳腺癌细胞他莫昔芬耐药的作

用, 具有一定的新意。

A: Western blot实验检测MCF-7、MCF-7R、T47D、T47DR细胞中p-AKT、AKT、p-mTOR、mTOR蛋白表达水平; B、C: 统计学分析p-AKT、
AKT、p-mTOR、mTOR在MCF-7R和T4DR细胞的表达比例。*P<0.05, **P<0.01, 与MCF-7组比较; #P<0.05, ##P<0.01, 与T47D组比较; D: 使用

5 μmol/L哌立福辛处理MCF-7R和T47DR 6 h后, Western blot实验检测MCF-7R和T47DR细胞中p-AKT、AKT、p-mTOR、mTOR、PDK1蛋白表

达水平; E: 统计学分析PDK1在MCF-7R和T4DR细胞的表达比例; **P<0.01, 与MCF-7R组比较; ##P<0.01, 与T47DR组比较。

A: the expression of p-AKT, AKT, p-mTOR, mTOR in MCF-7, MCF-7R, T47D and T47DR cells detected by Western blot. B,C: the expression rate of 
p-AKT, AKT, p-mTOR, mTOR in MCF-7R and T47DR cells analysed by statistics. *P<0.05, **P<0.01 compared with MCF-7;  #P<0.05, ##P<0.01 
compared with T47D. D: MCF-7R and T47DR treated with 5 μmol/L perifoxine for 6 hours, the expression of p-AKT, AKT, p-mTOR, mTOR, PDK1 
in MCF-7R and T47DR cells detected by Western blot. E: the expression rate of PDK1 in MCF-7R and T47DR cells analysed by statistics. **P<0.01 
compared with MCF-7; ##P<0.01 compared with T47D.

图4   PI3K/AKT/mTOR信号通路调控他莫昔芬耐药细胞中PDK1表达

Fig.4    PI3K/AKT/mTOR signaling pathway regulates PDK1 expression in tamoxifen-resistant cells
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PI3K/AKT/mTOR是一条在多种肿瘤发生发展

过程中被激活的经典信号通路, 调控着PDK1的表

达[21-23]。本研究分析了敏感细胞和乳腺癌他莫昔芬

耐药细胞中此条信号通路的激活情况, 发现在耐药细

胞中PI3K/AKT/mTOR通路被进一步激活; 当使用哌

立福辛抑制此条通路激活后, 耐药细胞中PDK1的表

达量也被明显抑制, 说明在乳腺癌他莫昔芬耐药细胞

中PDK1的表达也同样受到PI3K/AKT/mTOR调控。

DCA能够抑制PDK1的表达和活性, 在临床上

主要应用于治疗先天性乳酸性酸中毒、疟疾、家族

性高胆固醇血症等疾病[24]。现有的一些临床试验结

果表明, DCA具有潜在的抗癌作用[25]。临床癌症研

究人员报告说, DCA与不同药物联用可通过逆转对

化疗的耐药性并促进细胞凋亡来发挥协同作用[17,26], 
比如DCA处理使PDK2过表达的耐药性头颈癌细胞

对顺铂敏感[19]; DCA还可通过诱导耐紫杉醇的肺腺

A: CCK8实验检测MCF-7R细胞增殖能力; **P<0.01, 与NC组比较; B: CCK8实验检测T47DR细胞增殖能力; **P<0.01, 与NC组比较; C、E: 流
式细胞术检测MCF-7R和T47DR细胞凋亡; D、F: 统计学分析MCF-7R和T4DR细胞凋亡比例; **P<0.01, 与NC组比较; G: Western blot实验检测

MCF-7R细胞中C-myc和Bcl-xl蛋白表达水平; H: Western blot实验检测T47DR细胞中C-myc和Bcl-xl蛋白表达水平。

A: the proliferation of MCF-7R cells detected by CCK8. **P<0.01 compared with NC. B: the proliferation of T47DR cells detected by CCK8. 
**P<0.01 compared with NC. C,E: the apoptosis of MCF-7R and T47DR cells detected by FCM. D,F: the apoptosis rate of PDK1 in MCF-7R and 
T47DR cells analysed by statistics. **P<0.01 compared with NC. G: the expression of C-myc, Bcl-xl in MCF-7R cells detected by Western blot. H: the 
expression of C-myc, Bcl-xl in T47DR cells detected by Western blot.

图5   哌立福辛和二氯乙酸对他莫昔芬耐药细胞增殖和凋亡的影响

Fig.5   Effects of perifaxin and DCA on the proliferation and apoptosis of tamoxifen-resistant cells
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癌细胞内柠檬酸盐的积累克服耐药性[27]。综上所述, 
DCA作为佐剂与其他药物在癌症治疗中联合应用能

够达到协同治疗效果, 最大程度降低或延迟诱导耐

药性。哌立福辛是一种AKT抑制剂, 在多种人类肿

瘤模型中均显示出显著的抗增殖促凋亡活性, 因其

具有良好的代谢稳定性和胃肠道耐受性被广泛应用

于临床治疗。单独使用的哌立福辛仅在肉瘤和巨球

蛋白血症中有用。目前越来越多的研究聚焦于将哌

立福辛与其他药物联合应用于癌症治疗, 比如与索

拉非尼、舒尼替尼、紫杉醇、吉西他滨等药物联用[28]。

本研究使用DCA和哌立福辛联合处理乳腺癌他莫昔

芬耐药细胞MCF-7R和T47DR。结果显示, 与单独使

用哌立福辛相比, 联合用药更能显著抑制耐药细胞

增殖, 促进其凋亡。

综上所述, 本研究发现, ER阳性乳腺癌细胞在

对他莫昔芬产生耐药性后, 胞内PI3K/AKT/mTOR信
号通路被进一步激活, 导致下游PDK1蛋白表达水平

升高; 干扰PDK1表达后, 能在一定程度上恢复耐药

细胞对他莫昔芬的敏感性; 而联合应用哌立福辛和

DCA能进一步抑制耐药细胞增殖, 促进其凋亡。后

续本课题组将深入探讨PI3K/AKT/mTOR信号通路

调控PDK1表达和PDK1影响他莫昔芬耐药产生的具

体分子机制, 设计动物实验进一步证明联合用药的

疗效, 以期为临床上治疗对他莫昔芬抵抗的乳腺癌

患者提供潜在新治疗方案。
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