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Abstract Objective: To investigate if PUMA gene transfection could increase the sensitivity of breast cancer cells (MCF-7) on

Epirubicin-induced apoptosis. Methods: PUMA-pCDNA3, which contains full length PUMA cDNA or -pCDNA3, was transfected into the

human breast cancer cell line MCF-7 by using lipofectamine. G418 selection was used to select positive cells. MCF-7, MCF-7/PUMA, and

MCF-7/pCDNA3 cells were respectively treated with serial concentrations of Epirubicin (0.01 μmol/L to 100 μmol/L). MTT assay was

performed to determine the cell survival rate in each group. IC50 of Epirubicin was then calculated. TUNEL and FCM were employed to

investigate cell apoptosis. Western blot was performed to detect PUMA protein expression. Results: The Epirubicin IC50 values of MCF-7,

MCF-7/PUMA, and MCF-7/pCDNA3 cells were (13±1.4), (1.8±0.2), and (10.7±1.3) μmol/L, respectively. The sensitivity of MCF-7/PUMA

cells had a 7.2-fold increase. The Epirubicin-induced apoptosis of MCF-7 cells behaved in a dose-dependent manner. The apoptosis of MCF-7/

PUMA cells was more prominent than that of MCF-7 and MCF-7/ pCDNA3 cells. At a low concentration (0.1 μmol/L), Epirubicin could

only slightly induce MCF-7/ pCDNA3 cells [(1.15±0.26)%] and MCF-7 cells [(0. 9±0.24)%], as well as the apoptosis in MCF-7/PUMA cells

[(6.44±1.46)%]. At a high concentration, Epirubicin (1.0 μmol/L) could induce apoptosis in all groups. The apoptotic rate was significantly

higher in MCF-7/PUMA cells [(35.47±9.36)%] than in MCF-7/ pCDNA3 cells [(15.2±5.17)%] and in MCF-7 cells [(12.6±3.73)%], both

P<0. 01). Results obtained from FCM and TUNEL were the same. PUMA protein expression was significantly higher in MCF-7/PUMA cells

than in MCF-7 and MCF-7/pCDNA3 cells. Conclusion: PUMA gene transfection greatly enhances the sensitivity of MCF-7 cells during

Epirubicin-induced apoptosis.
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PUMA基因转染乳腺癌MCF-7细胞增强表柔比星致

凋亡敏感性的研究*

姜 真①② 孙长岗① 庄 静① 刘瑞娟① 王华庆③ 王 兴④ 曲美婷⑤

摘要 目的：探讨PUMA基因转染是否增强乳腺癌MCF-7细胞对表柔比星致凋亡的敏感性。方法：应用脂质体介导重组真

核表达载体PUMA-pCDNA3和空载体pCDNA3质粒瞬时转染至乳腺癌MCF-7细胞中，G418筛选阳性细胞。将系列浓度（0. 01～
100 μmol/L）的表柔比星分别作用于MCF-7、MCF-7/PUMA和MCF-7/ pCDNA3细胞 72 h，MTT法测定各组细胞的存活率并计算

IC50，FCM、TUNEL法检测细胞凋亡情况，Western blotting检测各组细胞PUMA蛋白表达的变化。结果：MCF-7、MCF-7/PUMA和

MCF-7/pCDNA3细胞的表柔比星 IC50分别为（13±1.4）、（1.8±0.2）和（10.7±1.3）μmol/L，MCF-7/PUMA细胞对表柔比星作用的敏感

性增加了 7.2倍。表柔比星以剂量依赖方式诱导MCF-7细胞凋亡，但对MCF-7/PUMA细胞所诱导的凋亡比MCF-7和MCF-7
pCDNA3更明显。低浓度表柔比星（0.1 μmol/L）轻微引起MCF-7/ pCDNA3［（1.15±0.26）%］和MCF-7细胞凋亡［（0. 9±0. 24）%］，

但能诱导MCF-7/PUMA细胞明显凋亡［（6.44±1.46）%］；高浓度表柔比星（1 μmol/L）诱导各组细胞凋亡，但表柔比星MCF-7/PU⁃
MA细胞凋亡率［（35.47±9.36）%］明显高于MCF-7［（12.6±3.73）%］和MCF-7/ pCDNA3细胞［（15.2±5.17）%］，差异均有统计学意义

（P<0. 01）；FCM和TUNEL方法检测显示相同的结果。PUMA蛋白在MCF-7/PUMA细胞中的表达明显高于MCF-7和MCF-7/pCD⁃
NA3细胞。结论：PUMA基因稳定转染明显地增强了乳腺癌MCF-7细胞增强表柔比星致凋亡作用的敏感性。
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乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，近年其

发病率呈明显上升的趋势［1］。目前普遍认为乳腺癌

是基因环境交互作用的复杂疾病。乳腺癌传统的治

疗方法是以手术切除、辅以放疗、化疗及内分泌治
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疗。随着人类对恶性肿瘤发病机制认识的不断深入

和分子生物学技术的飞速发展，基因治疗成为其生

物学治疗的重要探索方向［2］。p53上调凋亡调控因子

（p53up-regulatedmodulatorofapoptosis，PUMA）是近年

来报道新发现的Bcl-2蛋白家族中的促凋亡成员，有

强大的促凋亡作用。研究表明 PUMA在 p53依赖和

非依赖途径的细胞凋亡启动与肿瘤发生过程中发挥

着重要的作用，并且比 p53的促凋亡作用更强大、稳

定，因此在近年肿瘤基因治疗的研究中受到广泛关

注［3］。体外实验表明，转染外源性PUMA基因可以诱

导肿瘤细胞的快速凋亡和抑制集落形成，并且PUMA
基因转染明显增加体内外食管癌、头颈细胞癌、绒膜

癌、肺癌细胞的化疗和放疗敏感性，增加治疗效果［4-5］。

本研究对PUMA基因转染是否增强乳腺癌MCF-7细
胞对表柔比星致凋亡的敏感性进行分析。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞株与试剂 PUMA-pCDNA3和 pCDNA3
购自上海浩然生物技术有限公司；鼠抗人PUMA多克隆

抗体购自CellSignals公司；G418、LipofectinamineTM2000
购自 Cibco公司；Western blotting、TUNEL、MTT和小

量质粒快速抽提纯化试剂盒购自上海华舜公司；蛋

白质分子量标准购自中国科学院上海生物化学研究

所。乳腺癌细胞株MCF-7购自中国科学院上海细胞

所，用含10%胎牛血清的1640培养液培养，培养条件

为37℃恒温、饱和湿度和5%CO2，对数生长的细胞供

实验使用。

1.1.2 细胞转染 将对数生长期MCF-7细胞按 2×
105/孔的密度悬于 2 mL完全培养液中，接种在 6孔

板，37℃、5%CO2培养箱中过夜，至细胞长至约60%～

80%融合。用无血清和无抗生素的培养液冲洗每孔

加入 2 μL目的基因质粒 PUMA- pCDNA3或空载体

质粒pCDNA3和8 μL脂质体，然后置于CO2培养箱中

37℃培养 5 h。再将培养液换成加入含 20% FBS的

DMEM培养液培养 72 h，然后换用G418培养液继续

培养（含G4183 mg/mL）进行筛选，3～5 d换液1次，2
周后从稳定表达的细胞克隆中挑选出多个单细胞克

隆继续培养。将PUMA- pCDNA3和pCDNA3转染的

细胞分别命名为MCF-7/PUMA和MCF-7/ pCDNA3。
1.2 方法

1.2.1 MTT法检测PUMA/ MCF-7对表柔比星细胞毒

性的敏感性 将 MCF-7、MCF-7/PUMA 和 MCF-7/
pCDNA3细胞分别接种在96孔培养板（1×104/孔），次

日每孔更换含系列浓度表柔比星（0.01、0.1、0.5、1、5、
10、20、50、100 μmol/L）的培养液100 μL。48 h后，每

孔加入10 μL的MTT溶液（2.5 mg/mL），继续孵育4 h，

去除培养液，每孔加入100 μL的DMSO（Sigma公司），

溶解已形成的结晶，震摇 5 min，在波长 570 nm处测

定光密度值（0D）。设置空白对照：与实验孔平行设

置，仅加培养液，检测时以此为空白调零。实验进行

3次，结果取平均值。细胞存活率（%）=（实验组 0D-
空白对照0D）/（对照组0D-空白对照0D）×100%。

1.2.2 流 式 细 胞 术 检 测 肿 瘤 细 胞 的 凋 亡 将

MCF-7、MCF-7/PUMA和MCF-7/ pCDNA3细胞各按

1×106/孔接种于24孔培养板培养过夜，第2天分别加

入1 μmol/L的表柔比星 100 μL常规培养72h，然后按

照说明书加入 FITC和 PI双染色，上流式细胞仪检

测。实验以不加表柔比星作为对照组。结果判断：

凋亡细胞对所有用于细胞活性鉴定的染料如PI有抗

染性，坏死细胞则不能；细胞膜有损伤的细胞DNA可

被PI着染产生红色荧光，而细胞膜保持完好的细胞

则不会有红色荧光产生。因此，在细胞凋亡早期 PI
不会着染而没有红色荧光信号。正常活细胞与此相

似。在双变量流式细胞仪的散点图上，左下象限显

示活细胞，为（FITC-PI-）；右上象限是非活性细胞，

即坏死细胞，为（FITC+/PI+）；而右下象限为凋亡细

胞，显现（FITC+/PI-）。
1.2.3 TUNEL法测定表柔比星诱导的肿瘤细胞的凋

亡 离心重悬各组细胞，接种细胞于内置盖玻片的

3. 5 cm培养皿（1×108/皿），37℃温箱孵育24h后加入

0.1 μmol/L或 1 μmol/L的表柔比星 10 μL继续孵育

72 h，实验以不加表柔比星组作为对照。采用TUNEL
试剂盒，按试剂盒说明书操作，计算每个高倍视野下

凋亡细胞数，每一个样本随机计数5个视野。

1.2.4 Western blotting检测肿瘤细胞 PUMA蛋白的

表达 提取经表柔比星或无表柔比星作用 72h的细

胞总蛋白进行Western blotting检测。SDS-PAGE上

样量为15 μg/L。SDS电泳：恒流，每块板20～40 mA，

电泳时间约 2h。转膜：恒流，每张膜 42 mA，时间为

3.5h。
1.3 统计学处理

所有数据结果应用SPSS 17.0统计软件处理。率

的比较采用χ2检验。实验结果以 x±s表示，两个独立

样本组间均数比较用 t检验，多组的组间比较用方差

分析，P<0.05为有显著性差异。

2 结果

2.1 PUMA基因导入乳腺癌细胞增强对表柔比星致

凋亡作用的敏感性

通过MTT法测定了乳腺癌细胞对表柔比星致

凋亡作用的敏感性。结果发现，表柔比星的浓度为

0.01～100 μmol/L时细胞存活率与表柔比星浓度之

间均存在剂量依赖性，随着表柔比星浓度增高，细胞
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存活率逐渐下降；与MCF-7和MCF-7/pCDNA3细胞

相比，MCF-7/PUMA细胞存活率下降更为明显。利

用Excel软件计算得出，MCF-7和MCF-7/pCDNA3细
胞的 IC50分别为（13±1.4）和（10.7±1.3）μmol/L。相比

之下，MCF-7/PUMA 比 MCF-7 细胞敏感 7.2 倍，其

IC50为（1.8±0.2）μmol/L（图 1）。由此可见，乳腺癌细

胞转染PUMA基因可增加对表柔比星致凋亡作用的

敏感性。

图1 PUMA基因转染增强MCF-7细胞对表柔比星细胞毒作用的敏

感性

Figure 1 PUMA gene transfection in enhancing the sensitivity of MCF-7
cells on pirarubicin cytotoxicity

2.2 MCF-7/PUMA细胞凋亡的FCM检测结果

细胞经AnnexinV-PI标记后于流式细胞仪上检测

其凋亡情况。细胞凋亡率（图2）提示：MCF-7细胞的

凋亡率为（5.50±1.03）%，作用于表柔比星（1 μmol/L）

后MCF-7细胞凋亡率为（18.1±2.13）%，而表柔比星

（EPI）作用后MCF-7/PUMA的细胞凋亡率为（52.18±
10.2）% ，明 显 高 于 MCF-7 组（P<0.01）和 MCF-7/
PUMA组（P<0.05）。表柔比星作用于MCF-7/pCDNA3
后的细胞凋亡率为（18.55±4.32）%，与MCF-7/表柔比

星细胞（18.1±2.13）%相比无显著性差异（P>0.05），提

示PUMA转染增强表柔比星的促细胞凋亡作用。

2.3 MCF-7/PUMA细胞凋亡的TUNEL检测结果

0.1 μmol/L的表柔比星作用 72h，MCF-7/PUMA
细胞的凋亡率为（6.44 ± 1.46）%，MCF-7 细胞和

MCF-7/pCDNA3细胞凋亡率为（0.9±0.24）%和（1.15±
0. 26）%。1 μmol/L的表柔比星作用 72 h后，各组细

胞中均可见凋亡细胞，MCF-7和MCF-7/pCDNA3细
胞 的 凋 亡 率 为（12.6 ± 3.73）% 和（15.2 ± 5.17）% ，

MCF-7/PUMA细胞的凋亡率为（35.47±9. 36）%，差异

均有统计学意义（P<0.05）。
2.4 PUMA 转染和表柔比星作用致乳腺癌细胞

PUMA蛋白表达的改变

PUMA转染是否与表柔比星诱导的凋亡有关，本

研究分析了PUMA蛋白的变化。MCF-7细胞含有少

量内源性PUMA蛋白表达，经表柔比星作用后PUMA
蛋白表达增加；MCF-7/PUMA细胞被表柔比星作用

后，PUMA表达增加更明显；而MCF-7/pCDNA3细胞

表柔比星作用后，PUMA的蛋白表达与MCF-7/表柔

比星组相似（图3）。
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图3 表柔比星诱导的MCF-7/PUMA细胞PUMA蛋白的表达

Figure 3 Pirarubicin-induced PUMA protein expression in MCF-7/
PUMA cells

3 讨论

乳腺癌的发病率居女性恶性肿瘤的首位，随着

人们生活水平的提高，其发病率也随之上升并呈低

龄趋势，已成为女性健康的第一杀手。目前主要治

疗为术后辅以蒽环类药物化疗为主。表阿霉素是一种

蒽环类化合物，是临床上广谱抗肿瘤抗生素，主要作用

是直接嵌入DNA碱基对之间，干扰转录过程，阻止

mRNA的形成，从而达到对肿瘤细胞的杀伤作用［6］。
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图2 流式细胞仪检测表柔比星诱导的MCF-7/PUMA细胞的凋亡

Figure 2 Flow cytometry of pirarubicin-induced apoptosis in MCF-7/PUMA cells
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然而，在大多数肿瘤的化学药物治疗中，含蒽环类化

疗方案很多已耐药或达到心脏毒性累积剂量。乳腺

癌的生成是肿瘤细胞增殖及凋亡平衡失调的结果，

细胞周期失控导致细胞过度增殖，但更重要的是细

胞凋亡受阻，直接导致了衰老、受损及异常细胞的生

命延长。因此，寻找到一种能够增加化疗药物敏感

性的药物成为目前研究的热点。增强蒽环类药-表
柔比星化疗敏感性的方法较多，除了传统的化疗药

物联合外，表柔比星联合基因治疗也是增强表柔比

星敏感性的新方法，并取得了明显的疗效。PUMA作

为p53下游的凋亡促进基因，在许多肿瘤细胞中表达

缺失或低表达［7-10］，增加细胞内PUMA表达能显著促

进肿瘤细胞凋亡，并且能显著增强肿瘤细胞对放化

疗的敏感性，提示PUMA可以作为化疗增敏剂用于肿

瘤治疗。

本研究观察PUMA基因转染是否增强MCF-7细
胞对表柔比星的治疗敏感性。结果发现，将系列浓

度的表柔比星作用于MCF-7/PUMA细胞，PUMA能明

显地增强MCF-7细胞对表柔比星的治疗敏感性，降

低 IC50平均值。进一步分析了表柔比星是否通过诱

导细胞凋亡而发挥作用，结果表明，0.1 μmol/L的表

柔比星仅能诱导转染PUMA的细胞发生凋亡，而不能

诱导MCF-7细胞和载体对照细胞的凋亡；高浓度的

表柔比星（1 μmol/L）能诱导全部细胞系的细胞凋亡，

但凋亡率在转染 PUMA的细胞中明显高于不转染

PUMA的MCF-7细胞和转染空载体的MCF-7细胞。

结果提示，PUMA能增强表柔比星诱导MCF-7的凋

亡作用。细胞内 PUMA蛋白表达检测发现，MCF-7
细胞仅含有少量内源性PUMA表达，经表柔比星作用

后PUMA蛋白表达增加，转染PUMA基因的细胞作用

表柔比星后，PUMA蛋白表达增加更明显，所以表柔

比星化疗敏感性的增强是通过增加PUMA表达实现

的。因此，开发相应能导致PUMA激活的DNA元件、

转录因子及其他无毒性的小分子物质，利用这些物

质激活PUMA在肿瘤细胞内强表达是增强表柔比星

化疗敏感性的可行措施，也是乳腺癌治疗的新方向。
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