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紫杉醇 顺铂对HCC1937人乳腺癌细胞MAPK信号

通路影响*

查全斌① 张 华② 唐金海② 吴建中③ 季明华④

摘要 目的：研究紫杉醇、顺铂对BRCA1基因缺陷型三阴性乳腺癌细胞HCC1937的增殖抑制作用及与MAPK信号通路的关

系。方法：采用CCK-8试剂盒检测紫杉醇、顺铂分别对HCC1937细胞、MCF-7细胞的 50%抑制浓度（IC50）；采用流式细胞仪和

Western blot分别检测两药作用HCC1937细胞48 h后的细胞周期和MAPK通路蛋白表达状况。结果：HCC1937细胞（IC50 6～9 μg/mL）
对顺铂敏感性显著高于MCF-7细胞（IC50 18～20 μg/mL）（P<0.01）；而HCC1937细胞（IC50 3～4.6 μg/mL）对紫杉醇的敏感性则明

显低于MCF-7细胞（IC50 0.12～0.3 μg/mL）（P<0.01）。紫杉醇使HCC1937细胞阻断在G2～M期，呈剂量-效应趋势，顺铂使其阻断

在G0/G1期；紫杉醇、顺铂作用HCC1937细胞48 h后，P-JNK和P-P38蛋白表达显著增加，顺铂组P-ERK蛋白表达较对照组明显降

低。结论：1）三阴性乳腺癌细胞HCC1937对顺铂的敏感性明显优于紫杉醇；2）紫杉醇、顺铂皆可激活HCC1937细胞 JNK/SAPK、

P38通路，同时不同浓度的顺铂可以抑制ERK通路激活。
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Abstract Objective: This study aimed to investigate the inhibitory effects of paclitaxel and cisplatin against the triple-negative

breast cancer cell line HCC1937 in vitro, and to explore the underlying mechanisms in relation to the MAPK signaling pathway. Meth-

ods: A Cell Counting Kit-8 assay was used to detect the 50% inhibitory concentration (IC50) of paclitaxel and cisplatin on HCC1937 and

MCF-7 cells. Flow cytometry and Western blot analysis were used to determine the cell cycle distribution and MAPK signaling path-

way protein expression after incubating the HCC1937cells with paclitaxel or cisplatin for 48 h. Results: The HCC1937 cells were sig-

nificantly more sensitive to cisplatin (IC50 = 6-9 μg/ml) than MCF-7 cells (IC50 = 18-20 μg/ml) (P < 0.01), whereas the HCC1937 cells

were less sensitive to paclitaxel (IC50 = 3-4.6 μg/ml) than the MCF-7 cells (IC50 = 0.12-0.3 μg/ml) (P < 0.01). Paclitaxel caused the

MCF-7 cells to arrest at the G2/M phase in a concentration-dependent manner, whereas cisplatin acted by arresting cells at the G0/G1

phase. P-JNK and P-P38 protein expression significantly increased after the cells were treated with the two drugs for 48 h compared

with the control group. However, P-ERK protein expression in the cisplatin group was significantly lower than in the control group for

the HCC1937cells. Conclusion: HCC1937 cells have higher chemosensitivity to cisplatin than to paclitaxel. Paclitaxel and cisplatin can

both activate the JNK/SAPK and P38 signaling pathways in HCC1937 cells, whereas different cisplatin concentrations can inhibit the

activation of the ERK signaling pathway.
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三阴性乳腺癌是指雌激素受体（ER）、孕激素受

体（PR）和人表皮生长因子受体2（CerbB-2）均为阴性

的乳腺癌，约占乳腺癌的15%［1］。这类乳腺癌具有相

似的特征、极高的同源性，组织分化往往较差，多属

于基底样乳腺癌，与乳腺癌易感基因-1（BRCA1）相

关性乳腺癌具有许多相似性［2］。三阴性乳腺癌与

BRCA1相关性乳腺癌的发病机理具有众多相似的分

子学特征。两者不仅预后均较差，而且还有相似的
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分子特征、发病途径和遗传性改变［3］。由于缺乏针对

这种特殊类型乳腺癌的治疗指南，目前仍按常规标

准方式进行治疗，但效果不佳，局部复发和远处转移

率均较高。丝裂原活化蛋白激酶（Mitogen-activated
protein kinases，MAPKs）是细胞内重要的信号转导途

径，在细胞的恶性转化和肿瘤的发生发展中起重要

作用，包括 4个成员：ERK、P38、JNK、ERK5［4］。近来

发现，MAPK与乳腺癌发生机制密切相关，从而使

MAPK通路在临床上可作为一个潜在的分子治疗

靶。HCC1937人乳腺癌细胞是BRCA1基因缺失的三

阴性乳腺癌细胞，因此本实验通过在体外寻找紫杉

醇、顺铂对该类特殊类型的乳腺癌细胞适宜剂量浓

度，初步探讨其与MAPK通路之间的关系。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试剂和仪器 HCC1937细胞、MCF-7细胞购

自中国科学院上海细胞生物研究，紫杉醇注射液购

自四川太极制药有限公司（30 mg/5mL），顺铂注射液

（10 mg）购自江苏豪森药业股份有限公司；RPMI
1640、高糖DMEM培养液、FBS均购自GBICO公司，

CCK8试剂盒购自凯基科技生物发展有限公司；内参

购自Millipore公司；兔抗P-ERK1/2、ERK1/2、P-JNK/
SAPK、JNK/SAPK、P-p38为 Cell Signaling公司产品；

Western blot仪器为美国Bio-Bad公司制造，ECL发光

试剂为Millipore公司产品。

1.1.2 细胞及培养方法 HCC1937细胞、MCF-7细

胞分别给予含 10%FBS 的 RPMI medium 1640 培养

液，10%FBS的高糖DMEM培养液，37℃5%CO2饱和

湿度的恒温培养箱内传代培养，待细胞生长至对数

期时加药。

1.2 实验方法

1.2.1 CCK8 法 检测紫杉醇、顺铂对 HCC1937 细

胞、MCF-7细胞毒性 1）将HCC1937细胞、MCF-7细
胞分别用0.25%的胰酶消化后按照每孔5×104个和1×
104个细胞接种到 96孔板，在 37℃、5％CO2的培养箱

中培养 24 h；2）待细胞贴壁后，按 0、0.01、0.1、1、10、
50、100 μg/mL浓度的紫杉醇，顺铂 100 μL加入培养

孔，每个培养条件重复3个孔，设3个对照孔，孵育48
h后测450 nm的OD值。

1.2.2 实验分组 实验分为紫杉醇组和顺铂组，细

胞生长至对数期，分别以 0、0.625、1.25、2.5、5 μg/mL
的紫杉醇作用HCC1937细胞，以0、2、4、6、8 μg/mL的

顺铂作用HCC1937细胞48 h后收获以测细胞周期和

Western blot。
1.2.3 细胞周期的测定 用 2 mL离心管取 1×105个

细胞，加生理盐水 1 mL以 1 200 rpm离心 5 min，重复

3次；加 100 μL 0.9%NaCl，混匀，加入 1 mL 70%酒精

固定；4 ℃，溴化碘啶染液染色30 min，流式细胞仪检

测细胞周期。

1.3 Western blot蛋白印迹

收获细胞后加入预冷至 0 ℃的裂解液裂解细胞

30 min后，4 ℃ 12 000 r/min离心5 min，取上清液。考

马斯亮蓝法测蛋白浓度后加 1×SDS 上样缓冲液，

100 ℃煮沸5 min。每泳道加样100 μg蛋白，10%SDS
聚丙烯酰胺凝胶电泳后将电泳产物转移至硝酸纤维

膜上。用封闭液（含5%BSA）封闭2 h，加一抗稀释液

（1∶1 000），4 ℃孵育过夜。TBST洗膜 5 min×3次，辣

根过氧化物酶标记的二抗置室温下作用1.5 h（1∶2 000），

TBST洗膜5 min×3次，ECL显色2～5 min，压片。

1.4 统计学方法

使用 SPSS 13.0统计学软件，实验结果以 x±s表
示，统计方法采用方差分析（ANOVA），组间比较采用

LSD法，P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 紫杉醇、顺铂对MCF-7、HCC1937细胞抑制作用

紫杉醇、顺铂对两种细胞皆有抑制作用，抑制作

用随药物浓度增加而逐渐增强，呈剂量依赖性。

HCC1937细胞（IC50 6～9 μg/mL）对顺铂敏感性高于

MCF-7细胞（IC50 18～20 μg/mL）。而HCC1937细胞

（IC50 3～4.6 μg/mL）对紫杉醇的敏感性则明显低于

MCF-7细胞（IC50 0.12～0.3 μg/mL）。表明三阴性乳

腺癌细胞HCC1937对抗微管类药物化疗敏感性不如

导致DNA损伤的铂类药，而ER阳性的MCF-7细胞

对紫杉类药物敏感性强于铂类药物（P<0.05，表1）。
表1 紫杉醇、顺铂对人乳腺癌细胞MCF-7、HCC1937细胞IC50

对比 x±s
Table 1 Comparison of the IC50 values of paclitaxel and cisplatin on

HCC1937 and MCF-7 cells

2.2 流式细胞技术检测细胞周期变化结果

在紫杉醇达到细胞50%抑制浓度前，随药物浓度

增加，G0～G1、S期细胞逐渐减少，G2～M期细胞明显

增多，呈剂量-效应趋势。顺铂使HCC1937阻断在

G0/G1期，随浓度增加，S期有所增加，G2/M期缩短，细

胞周期的改变与药物浓度之间未发现相关性（表 2，
3）。

IC50（μg/mL）

紫杉醇

顺铂

*紫杉醇、顺铂对MCF-7细胞的IC50与HCC1937细胞相比较，P<0.01

MCF-7

0.21±0.05*

19.26±1.11*

HCC1937

3.69±0.49

7.62±0.97

1398



2012年第39卷第19期

表2 不同浓度紫杉醇对HCC1937细胞周期的影响

Table 2 Cell cycle distribution after HCC1937 cells were treated with

different paclitaxel concentrations

表3 不同浓度的顺铂对HCC1937细胞周期的影响

Table 3 Cell cycle distribution after HCC1937 cells were treated with

different cisplatin concentrations

2.3 紫杉醇对HCC1937细胞MAPK通路蛋白的影响

紫杉醇作用细胞48h后，加药组P-JNK和P-P38
蛋白表达较对照组增加，各浓度组P-JNK/SAPK表达

无明显差异，2.5、5 μg/mL 两组 P-P38 蛋白表达较

0.625、1.25 μg/mL两组显著增加。各浓度组P-ERK、

ERK、JNK/SAPK蛋白表达较对照组无明显差异（图

1）。

0、1、2、3、4分别代表用紫杉醇浓度为0、0.625、1.25、2.5、5 μg/mL

图1 不同浓度紫杉醇作用HCC1937细胞48 h后MAPK通路蛋白表

达的影响

Figure 1 MAPK pathway protein expression after HCC1937cells were

treated with paclitaxel for 48 h

2.4 顺铂对HCC1937细胞MAPK通路蛋白的影响

加药组P-JNK蛋白表达较对照组增加，2.5、5 μg/mL
两组P-JNK/SAPK蛋白表达较0.625、1.25 μg/mL两组显

著增加。随顺铂浓度增加P-P38蛋白表达明显增加，而

P-ERK蛋白表达较对照组降低。各浓度组P-ERK、ERK、
JNK/SAPK蛋白表达较对照组无明显差异（图2）。

0、1、2、3、4分别代表用顺铂浓度为0、2、4、6、8 μg/mL

图2 不同浓度顺铂作用HCC1937细胞48 h后MAPK通路蛋白表达

的影响

Figure 2 MAPK pathway protein expression after HCC1937 cells were

treated with cisplatin for 48 h

3 讨论

本实验发现紫杉醇可以抑制人乳腺癌细胞HCC1937
增殖，但其抑制作用较ER阳性的MCF-7细胞显著降低，

而该细胞对顺铂的敏感性明显高于MCF-7细胞。BRCA1
和BRCA2同为抑癌基因，二者突变皆可造成乳腺癌的

发病风险增加，BRCA1主要功能是维持基因组的稳定

性，既可以感知又能传送DNA损伤信息，同时起着DNA
局部修复作用［5］。顺铂作为一种周期非特异性药物，与

细胞内DNA链上的碱基作用，可引起DNA复制障碍。

因此对于BRCA1基因缺失的乳腺癌细胞顺铂的敏感性

更强。该结果与Tassone等［6］报道的结果一致，其发现

HCC1937细胞对阿霉素类的药物的敏感性同样低于

MCF-7细胞和激素依赖性不敏感的MDA-MB-231细
胞。研究显示BRCA1相关性乳腺癌对双功能烷化剂、

铂类等可引起链间交联的药物和对依托泊、博莱霉素

等可引起DAN双链断裂的药物极其敏感，但对抗有丝

分裂纺锤体药物如紫杉烷类、长春新碱类药物耐药［7］。

由此通过抑制BRCA1基因的活性来增加细胞对铂类药

物的敏感性可能会成为临床上乳腺癌治疗的一种有效

手段。

虽然HCC1937细胞对紫杉醇的敏感性不强，细

胞周期变化仍呈现剂量效应关系。G0～G1、S期细胞

随浓度增加逐渐减少，G2～M期细胞逐渐增多。这与

紫杉醇作为其他癌细胞的杀伤机制并无明显不同，

癌细胞分裂停滞于 G2/M 期直至死亡。顺铂作用

HCC1937细胞后，细胞阻断在G0/G1期，随着浓度的增

加，S期有所增加，G2/M期缩短，细胞周期的改变与药

细胞周期（μg/mL）

0

0.625

1.25

2.5

5

*加药组与不加药组比较，P<0.05；*△与各浓度组间比较，P<0.05

G0/G1期

37.26±1.71

35.08±2.07

20.13±0.9*△

8.55±0.46*△

6.42±0.66*

S期

47.91±0.15

22.07±1.07*

28.28±1.09*

17.21±0.56*

19.20±1.12*

G2/M期

14.83±1.55

42.87±1.01*△

51.58±1.02*△

74.14±1.01*

74.33±1.78*

细胞周期（μg/mL）

0

2

4

6

8

*加药组与不加药组比较，P<0.05

G0/G1期

37.26±1.71

45.5±0.75*

44.3±0.5*

38.3±0.52

41.37±0.20

S期

47.91±0.15

48.45±0.29

51.47±0.63

56.26±0.27*

54.01±0.13*

G2/M期

14.83±1.55

6.01±0.82*

4.21±0.19*

5.43±0.77*

4.62±0.30*

P-ERK

ERK

P-JNK/SAPK

JNK/SAPK

P-P38

内参

0 1 2 3 4

P-ERK

ERK

P-JNK/SAPK

JNK/SAPK

P-P38

内参

0 1 2 3 4
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物浓度之间没有发现相关性。BRCA1能够调节S、G1
和G2M检测点从而保证发生了DNA损伤的细胞不发

生复制［5］。顺铂引起DNA损伤，通过P53依赖途径诱

导CDK抑制因子的激活，抑制CDK表达，继而使细胞

阻断在G2/M期。该过程中可能BRCA1基因缺失与

铂类存在交叉，共同作用细胞周期，同时与BRCA1基
因缺陷或失活程度也可能有关［8］。

本研究发现，紫杉醇、顺铂均可诱导HCC1937细
胞P-JNK/SAPK和P-P38蛋白表达显著增加，顺铂随

浓度增加还可以抑制P-ERK蛋白表达。MAPK通路

是细胞对顺铂反应的重要调节因素，但是其触发机

制目前仍不清楚。顺铂可使癌细胞线粒体内产生活

性氧（ROS），激活 JNK与 P38MAPK氧化应激激酶途

径而使细胞凋亡，激活ERK信号途径可能利于细胞

生存［9］。顺铂缓慢而持久的激活 SAPK/JNK，JNK活

化后又可以增强细胞对顺铂的敏感性，减轻顺铂的

耐药性［10］。有学者研究顺铂诱导 SAPK/JNK激活可

能是结肠腺癌细胞株死亡的关键凋亡介导因子［11］。由

此，顺铂和MAPK途径间存在相互作用，从而影响细

胞的增殖和凋亡。虽然对细胞杀伤作用不如顺铂明

显，但紫杉醇仍可激活 JNK通路，JNK激活能使线粒

体释放细胞色素C并介导Bax磷酸化使之激活，还可

介导 Bcl-2、Bcl-xL、Mcl-1磷酸化使之失活，从而调

节凋亡的发生［12］。另外，三阴性乳腺癌和BRCA1基
因缺失乳腺癌常表达 c-myc且p53常发生突变，张丽

敏等［13］发现多西紫杉醇和顺铂联合后由于抑制了肿

瘤细胞癌基因 c-myc的表达可以很好地抑制MCF-7
细胞的生长，而该基因参与了 hTERT mRNA的表达

调控，从而降低肿瘤细胞的端粒酶活性。由此可知，

紫杉醇、顺铂诱导细胞的凋亡除了与MAPK通路有关

外，与癌细胞受体的表达和BRCA1基因的缺失也可

能有关。但是两药在诱导BRCA1基因缺失的三阴性

乳腺癌细胞凋亡过程中与MAPK通路详细机制还不

明确，因此深入研究该通路可能为三阴性乳腺癌的

控制和治疗提供新的思路和方法。
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