
耐药乳腺癌MCF-7/Adr细胞c-myc的表达上调及与耐药的关系  

    c-myc是一个功能甚多的早期反应基因，参与细胞增殖、分化和凋亡等生理过程。近年来研究发现c-myc具有

调节多种化疗药物诱导肿瘤细胞凋亡的效应[1][2]，提示c-myc的异常可能参与肿瘤多药耐药。本研究观察多药

耐药乳腺癌MCF-7/Adr细胞c-myc的表达状态及c-myc反义寡核苷酸对MCF-7/Adr细胞阿霉素耐药的调节效应，初

步探讨c-myc表达异常与肿瘤细胞耐药的关系。 

    

1  材料和方法 

    1.1  细胞系和培养条件 

    耐药乳腺癌细胞MCF-7/Adr系阿霉素(Doxorubicin，DOX)低剂量逐级诱导MCF-7产生的耐药亚系，对阿霉

素、环磷酰胺、足叶乙甙等多种药物交叉耐药，抗药程度分别为几十至上百倍，其耐药机制主要为多药耐药基因

MDR1介导[3]。MCF-7/Adr 和其亲本药敏系MCF-7均引自中国医学科学院药物研究所。两种细胞均于DMEM完全培

养基(10%小牛血清，2 mmol/L谷氨酰胺，100 U/ml青霉素，100 μg/ml链霉素)中贴壁生长，37 ℃、5%CO
2
、

100% 湿度下培养至对数生长期进行实验。MCF-7/Adr在传代培养时培养基中加入5 μmol/L的DOX(Farmitalia，

意大利)以维持抗药性。实验前一周将DOX撤除。 

    1.2  流式细胞术检测c-myc表达 

    0.25%胰酶-EDTA消化MCF-7/Adr和MCF-7，调整细胞浓度至5×106/ml。以1%甲醛4 ℃固定5 min，加入99%

甲醇30 min，PBS洗两遍。用细胞打孔液(0.01 mol/L PBS，0.1% Triton-X-100，1%枸橼酸钠)4 ℃作用45 

min，PBS清洗；2% BSA封闭20 min，加入1∶50稀释的抗人c-myc单抗(Santa cruz)，37 ℃作用1 h，PBS清洗3

遍；加入1∶10 羊抗鼠FITC-IgG(Santa cruz)(二抗)，37 ℃作用30 min，PBS再清洗3遍。流式细胞仪

FACScalibur (Becton Dickinson，Mountain View，CA)检测。 

    1.3  c-myc 硫代反义寡核苷酸的设计和合成 

    参照文献[4]，c-myc 硫代反义寡核苷酸(antisense oligonucleotide，ASODN)序列为：p-AAC GTT GAG 

GGG CAT，该序列针对c-myc基因核苷酸序列2 298～2 312，即与第2外显子开头5个三联码序列互补，经检索与

c-myc以外的人类基因无同源性。同时设计无反义作用的4个碱基错配的反义错配寡核苷酸序列(mismatch 

oligonucleotide，MMODN)作为对照，序列为：p-AAC GAG TTG GGG CAT，划线部分为错配碱基。上述硫代反义

寡核苷酸序列由中国科学院上海生化所合成。 

    1.4  半数抑制浓度(IC
50
)的测定 

    0.25%胰酶-EDTA 消化MCF-7/Adr和MCF-7，调整细胞浓度至1×105 /ml，100 μl/孔接种于96孔板，37 

℃、5% CO2培养过夜。每孔加入不同浓度梯度(0.05、0.5、5、50 μmol/L)的DOX，而后分别加入4 μmol/L c-

myc ASODN 或c-myc MMODN，每组设3个复孔。对照组只加入相应体积的DMEM培养液。72 h后，每孔吸出100 μl

培养液上清，加入10 μl MTT(5 mg/mL MTT溶于PBS液中)孵育4 h。平板离心机离心，小心吸去上清，每孔加入

100 μl 二甲亚砜。待甲瓒溶解， 置ELISA检测仪570 nm处读取D(λ)值，按下式计算生长抑制率：抑制率=[1－

实验组D(λ)值/对照组D(λ)值]×100%。以抑制率为纵坐标Y、药物浓度对数(lgX)为横坐标作图。 

    1.5  统计学处理 
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    应用SPSS 8.0统计软件，采用两样本均数t检验。曲线拟合(Y=b
0
lgX+b

1
)求出DOX 单独或与反义寡核苷酸共

孵育情况下的IC
50
。 

    

2  结果 

    2.1  MCF-7/Adr耐药细胞c-myc的表达上调 

    MCF-7/Adr c-myc表达率为70.48%，MCF-7 c-myc表达率仅为46.02%(图1)，表明MCF-7/Adr c-myc表达明

显高于MCF-7(P<0.05)，处于上调表达状态。 

    图1  流式细胞仪检测c-myc 在MCF-7/Adr 和MCF-7 细胞上表达 
    Fig.1  c-myc expression in MCF-7/Adr and MCF-7 cells detected by flow cytometry

    2.2  c-myc反义寡核苷酸对MCF-7/Adr耐药性的逆转 

    在预实验中观察到，c-myc ASODN在4 μmol/L浓度下基本不影响MCF-7/Adr的增殖速率，因此本实验c-myc 

ASODN的作用浓度选定为4 μmol/L。DOX单独作用于MCF-7/Adr，IC
50
值为(22.00±1.92) μmol/L；在c-myc 

MMODN共孵育情况下，IC
50
值为(20.60±3.20) μmol/L；但与c-myc ASODN共孵育时，IC

50
值降至(9.60±1.04) 

μmol/L，较DOX单独作用降低52.4%，与前两者比较差异显著(P<0.05)。表明c-myc反义寡核苷酸可显著增强DOX

对MCF-7/Adr的杀伤效应，即部分逆转MCF-7/Adr对DOX的耐药性。同时本实验还观察到DOX单独作用于MCF-7时，

IC
50
值为(0.15±0.04) μmol/L，与c-myc ASODN 共孵育时，IC

50
值为(0.13±0.02) μmol/L，两者无明显差

异，表明c-myc ASODN无增强DOX对MCF-7的杀伤效应。 

    

3  讨论 

    c-myc过度表达或失控与多种肿瘤的发生和转移密切相关，它可改变细胞内的基因调控，使细胞易于转化为

恶性表型[5]。近来研究显示，idarubicin、camptothecin等拓扑异构酶Ⅰ、Ⅱ抑制剂可诱导MCF-7细胞DNA损伤

并抑制c-myc表达[2]。Nebsit等[6]报道c-myc的表达增强了鼠D32肿瘤细胞对顺铂、阿霉素、足叶乙甙等多种药

物的敏感性。这些研究提示c-myc可调节化疗药物杀伤肿瘤细胞的效应，c-myc表达异常可能参与肿瘤细胞耐药性

调控。 



    Mituzani等[7]报道c-myc反义核酸可增强顺铂对膀胱肿瘤细胞的杀伤效应；国内张浩等[8]报道将反义c-

myc基因转染胶质瘤细胞BT325，顺铂诱导凋亡的过程明显受阻；还有学者观察到经过单一剂量顺铂治疗，DA大鼠

体内的残存肿瘤细胞c-myc表达上升了两倍[9]。这些报道提示c-myc的过表达与肿瘤细胞对顺铂的抗药性明显相

关。本研究发现MCF-7/Adr c-myc 表达水平明显高于其亲本系MCF-7，表明耐药的MCF-7/Adr c-myc表达上调。

那么c-myc上调表达是否参与MCF-7/Adr的耐药调节呢？我们观察到c-myc ASODN显著增强了DOX对MCF-7/Adr的杀

伤效应并显著降低其IC
50
值，而对药敏的MCF-7则无此效应，这一结果提示抑制c-myc表达可部分逆转MCF-7/Adr

对DOX的抗药性。由此可推断，c-myc上调表达参与MCF-7/Adr耐药细胞对DOX的抗药性。c-myc上调表达与多药耐

药的相关性为深入研究多药耐药的调控网络拓宽了新的思路。Naishiro等[10]认为c-myc联合mdr1基因可以抑制

肠上皮细胞的死亡过程。c-myc上调表达增强 MCF-7/Adr耐药性的机制还有待进一步研究。我们推测可能与c-myc

转录激活因子功能有关，c-myc表达上调可促进mdr1等抗药基因的转录活化及表达。 
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