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体外探讨热疗提高乳腺癌对顺铂的敏感性

宁贻崇,夏良娥,周翠,黄伟,冯绍华

(广西崇左市人民医院,崇左市生物医学临床转化重点实验室,广西 崇左 532200)

摘 要:目的 在细胞层面探讨热疗是否增强乳腺癌对顺铂的敏感性。方法 将 MDA-MB-231细胞分为4组进行对比

研究:常规培养对照组(T37)、T40组、DDP组、T40+DDP组。首先测定顺铂在 MDA-MB-231细胞中的IC50值,再运用

MTT、流式检测凋亡和周期分析细胞增殖,划痕和侵袭检测细胞转移能力;接着收集DDP组和T40+DDP组上清培养

液分别培养 HUVEC细胞,检测两组上清对 HUVEC细胞的增殖、转移、血管生成的影响;最后运用蛋白质免疫印迹实

验探讨分子机制。结果 顺铂在 MDA-MB-231细胞中的IC50值为13.60nM;与对照组相比,T40组、DDP组、T40+

DDP组均抑制了细胞增殖和转移;T40+DDP组较DDP组具有更显著的抑制作用;T40+DDP组上清培养液较DDP组

更加显著地抑制了 HUVEC细胞的增殖、转移和血管生成;蛋白质免疫印迹实验结果表明提高温度刺激了 MDA-MB-

231细胞中热休克蛋白 HSPA8的表达和分泌,从而影响了增殖和转移相关蛋白的表达。结论 研究结果提示适当提高

温度可以刺激 MDA-MB-231细胞的 HSPA8表达,增强对顺铂的敏感性,从而对细胞的增殖和转移起到更强的抑制作

用,为后续体内研究提供研究基础和临床上开展热疗提供理论依据。
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Exploringthesensitivityofbreastcancertocisplatinenhancedbyhyperthermiainvitro

NINGYichong,XIALiange,ZHOUCui,HUANGWei,FENGShaohua

(ThePeople’sHospitalofChongzuo,KeyLaboratoryofBiomedicalClinical
TranslationalinChongzuoCity,Chongzuo532200,Guangxi,China)

  Abstract: Objective Toexplorewhetherhyperthermiaenhancesthesensitivityofbreastcancertocispla-
tinatthecellularlevel. Methods MDA-MB-231cellsweredividedintofourgroupsforcomparativestudy:

theconventionalculturecontrolgroup(T37),theT40group,theDDPgroup,andtheT40+DDPgroup.
First,theIC50valueofcisplatininMDA-MB-231cellswasdetermined.Then,MTTassay,flowcytometryfor
apoptosisdetection,andcellcycleanalysiswasusedtoassesscellproliferation.Wound-healingandinvasionas-
sayswereemployedtoevaluatecellmigrationability.Subsequently,thesupernatantculturemediafromthe
DDPgroupandtheT40+DDPgroupwerecollectedtocultureHUVECcells,andtheeffectsofthesesuperna-
tantsonHUVECcellproliferation,migration,andangiogenesiswereexamined.Finally,WesternBlotassay
wasconductedtoinvestigatethemolecularmechanism. Results TheIC50valueofcisplatininMDA-MB-231
cellswas13.60nM.Comparedwiththecontrolgroup,theT40group,theDDPgroup,andtheT40+DDP
groupallinhibitedcellproliferationandmigration.TheT40+DDPgroupexhibitedamoresignificantlyinhibi-
toryeffectthantheDDPgroup.ThesupernatantculturemediumfromtheT40+DDPgroupmoresignificantly
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inhibitedHUVECcellproliferation,migration,andangiogenesiscomparedwiththatfromtheDDPgroup.
WesternBlotresultsindicatedthatelevatedtemperaturestimulatedtheexpressionandsecretionofheatshock
proteinHSPA8inMDA-MB-231cells,therebyaffectingtheexpressionofproliferation-andmigration-related
proteins. Conclusion ThefindingssuggestthatappropriateelevationoftemperaturecanstimulateHSPA8
expressioninMDA-MB-231cells,enhancesensitivitytocisplatin,andexertastrongerinhibitoryeffectoncell
proliferationandmigration,providingafoundationforsubsequentinvivostudiesandatheoreticalbasisforthe
clinicalapplicationofhyperthermia.
  Keywords: breastneoplasms;hyperthermia;cisplatin;proliferation;migration

  乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一,而且呈现

年轻化、发病率逐年升高的趋势。具有高度侵袭性并

早期易复发、易发生远处转移的特点,且缺乏有效的治

疗靶点,临床治疗效果差、预后差[1]。阐明乳腺癌的发

病机制及寻找高效安全的治疗方法成为了目前的研究

热点,而护理在肿瘤治疗中起到很好的保障作用,在减

轻患者心理压力和身体不适上具有很大的帮助。目前

应用于乳腺癌患者的护理方面的辅助治疗手段主要有

局部的热疗、缺氧和紫外线(Ultraviolet,UV)照射

等[2],已有研究表明将温度提升到42℃后,对正常细

胞无明显伤害,而温度升高对于肿瘤细胞来说则具有

较大的杀伤力[3-4]。很多研究报道表明肿瘤细胞对温

度敏感,在宫颈癌HeLa细胞中升高温度可下调 miR-
574-5p,从而抑制宫颈癌的增殖和迁移[2];在乳腺癌中

进行肿瘤热疗可通过STING信号通路发挥作用[5];
且已有相当多关于乳腺癌患者进行热疗的效果评估报

告[6-8]。研究报道提高温度能够快速地诱导热休克蛋

白大量表达[9]。热休克蛋白(HeatShockProteins,

HSPs)是从细菌到哺乳动物中广泛存在的一类热应激

蛋白质,当有机体暴露于高温的时候,就会由热激发合

成此种蛋白,来保护有机体自身,许多热休克蛋白具有

分子伴侣活性[10-11]。HSP在进化过程中的高度保守

性,说明它们具有普遍存在的重要生理功能[12]。HSP
可提高细胞的应激能力,特别是耐热能力。HSPA8
是热休克蛋白70家族中的一员,在乳腺癌组织中的表

达显著高于正常组织,是潜在的治疗靶点和预后标志

物。因此,本研究进一步探讨热疗在乳腺癌中是否能

够通过激活HSPA8发挥作用。

1 材料和方法

1.1 实验材料 二氧化碳培养箱(BIOBASE公司,

QP-80),生物安全柜(BIOBASE公司,BSC-1500IIB2-
X),倒置显微镜和成像系统(ThermoFisherScientific
公司,EVOSM5000),流式细胞仪(BD公司,FACS-
Via),电泳仪(Tanon公司,EPS300),转膜槽(Tanon
公司,VE-186C),显影仪(Tanon公司,5200multi),离
心机(湖南湘立医疗设备股份有限公司,Cenlee18R),
金属浴(山东欧莱博仪器有限公司,OLB-DH300),酶

标仪(Rayto公 司,RT-6100)。顺 铂(aladdin公 司,

15663-27-1),MDA-MB-231和 HUVEC细胞购自中

国科学院细胞库,抗体:HSPA8(Abclonal,A0415),

Snail(Abclonal,A5243),Slug(Abclonal,A1057),Bax
(CST,2772),p21(Abclonal,A1483),Bcl-2 (Wan-
leibio,Wl01556),CDH1(Abclonal,A3044),CCND1
(Abclonal,A19038),GAPDH(Abclonal,A19056),

GAR(Abclonal,AS014),GAM(Abclonal,AS003),

AngiogenesisAssayKit(InVitro)(Abcam 公司,

ab204726),PI 染 色 试 剂 盒 (Invitrogen 公 司,

2256797),PageRulerTMPrestainedProteinLadder,10
to180kDa(ThermoFisherScientific公司,26617),

FBS、RPMI1640、青霉素-链霉素双抗溶液、0.25%
胰蛋白酶购自 Gibco公司,AnnexinV凋亡试剂盒、

BCA、RIPA、MTT、ECL、SDS-PAGE凝胶配制试剂盒

等购自生工生物工程(上海)股份有限公司。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养 将 MDA-MB-231和 HUVEC细

胞培养于含10%FBS、1%双抗的DMEM 培养基中,
放置在37℃或40℃、湿度95%、5% CO2 的细胞培

养箱中培养。将细胞分为T37组(37℃常规培养对照

组)、T40组(40℃培养组)、DDP组(10nM 顺铂处理

组)、T40+DDP组(40℃培养加10nM 顺铂处理组)
进行实验研究。

1.2.2 细胞活力检测 将各组 MDA-MB-231铺入

96孔板,每孔5000个细胞。按分组处理细胞并培养

4d。根据制造商的说明进行3-(4,5-二甲基噻唑-2-
基)-2,5-二 苯 基 四 唑 溴 化 铵(MTT,5 mg/mL,含

PBS,储存于-20℃下)测定。将 MTT溶液以1∶10
的稀释度添加到每个孔中。细胞在37℃下培养4h,
生成的晶体溶解在100μLDMSO中。使用酶标仪测

量490nm波长下的吸光值,该波长与相对活力呈正

相关。所有实验均进行3个平行组。以第1天测得的

OD值为基数,将2~4d测得的OD值除以基数,得到

细胞增殖倍数。

1.2.3 血管生成实验 使用试剂盒 Angiogenesis
AssayKit(InVitro)(ab204726)进行血管生成实验,
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根据试剂盒的说明书操作,使用InvitrogenEVOS
M5000荧光显微镜拍照检测。

1.2.4 流式检测细胞凋亡和周期 用生工生物工程

(上 海)股 份 有 限 公 司 Annexin V 凋 亡 试 剂 盒

(E606336)分析细胞凋亡,用PI(propidiumiodide)染
色试剂盒(Invitrogen公司,2256797)分析细胞周期,
根据制 造 商 的 说 明 书 进 行,使 用 流 式 细 胞 仪(BD
FACSVia)检测。

1.2.5 伤口愈合实验分析 取6孔板在底部的每个

孔中用马克笔画两条平行线,通过计数然后分别将各

组细胞均匀铺于6孔板中,每孔1×106 个细胞,按上

述分组,十字法摇匀后放于37℃细胞培养箱中,待细

胞在孔中长满,用200μL移液枪tip头垂直平行线划

出伤痕,PBS将脱壁细胞清洗干净,按分组加入相应

培养基(无FBS),将划线与划痕交叉处拍照记录,继续

拍照记录24h的细胞迁移状态,利用 AdobePhoto-
shop进行迁移能力分析。

1.2.6 Transwell侵袭实验分析 选用已经铺好基

质胶的 MillicellHangingCellCulture24WellPET8
um48/pk小室,根据实验需要取出小室,放到24孔板

中加入100μL基础培养基到上室面,细胞培养箱中温

育30min;细胞计数后,按上述分组取每组的细胞1×
104 个加到小室的上室面,加入相应培养基(无FBS)

200μL,做好各组标记;下室面加500μL含15%FBS
的相应完全培养基;在细胞培养箱中根据细胞的侵袭

能力观察培养,待侵袭时间结束(48h),连同24孔板

一起取出小室,棉花擦除内室面的基质胶和未侵袭过

的细胞,PBS清洗干净;将小室侵泡在甲醇溶液中15

min,目的是将细胞固定;用实验前配置好的浓度为

1%的结晶紫室温染色5min;蒸馏水将多余的结晶紫

清洗干净,晾干,用相差显微镜拍照。

1.2.7 蛋白质免疫印迹(WesternBlot) 收集各组

细胞:去除上清废液,用4℃的PBS清洗细胞3次,吸
去PBS,加适量的裂解液到孔中,收取蛋白。冰上10
min,14000r/min和4℃的条件离心10min,将蛋白

移到新的EP管中。利用BCA试剂盒测定蛋白浓度,
相应步骤参照生工的BCA试剂盒说明书进行,加入适

量的变性剂SDS,用金属浴加热到105 ℃变性10
min。选择10%的分离胶,电泳的电压为100V,电流

为一块胶10mA,电泳3~4h;200mA转膜2h。用1
×TBS50mL加2.5g的脱脂奶粉于摇床上封闭1h。
一抗4℃过夜,50mL的 TBST洗膜3次,每次10
min;二抗室温孵育1h,50mL的TBST洗膜3次,每
次10min。用天能5100显影仪进行显影。

1.3 统计学方法 所有统计分析均使用SPSS26.0
进行。数值为(췍x±s)表示 ,用Student’s-t检验分析

两组间的差异。以P<为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 提高温度增强顺铂(DDP)对 MDA-MB-231细

胞活力的抑制 首先进行 MDA-MB-231细胞对顺铂

的耐药性分析,通过不同的顺铂浓度处理细胞48h,

MTT检测,分析得到IC50值为13.60nM。选择终浓

度为10nM的DDP进行后续实验,通过 MTT测定1
~4d的细胞活力,结果显示处理组细胞活力均被显

著抑制,T40+DDP组较DDP组更加显著地抑制了

MDA-MB-231细胞活力,见图1。

注:A为 MDA-MB-231细胞在正常条件下检测顺铂的IC50值;B为 MTT法检测4组细胞活力。

图1 提高温度增强顺铂对 MDA-MB-231细胞活力的抑制

2.2 提高温度增强顺铂对 MDA-MB-231细胞凋亡和

周期阻滞的作用 进一步运用流式细胞术检测4组细

胞的凋亡和周期,结果显示DDP组和T40+DDP组的

凋亡比例显著增加,T40+DDP组较DDP组凋亡比例

更高,差异有统计学意义(P<0.01),见图2A。DDP

组和T40+DDP组细胞 G1期增加,S期和 G2期减

少,说明细胞被阻滞在G1期;T40+DDP组较DDP组

阻滞更明显,差异有统计学意义(P<0.01),见图2B。
表明提高温度增强了 MDA-MB-231细胞对顺铂的敏

感性。
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注:A为流式细胞术检测4组细胞的凋亡,左图为代表性图片,右图为统计分析图;

B为流式细胞术检测4组细胞的周期,左图为代表性图片,右图为统计分析图。

与T37组比较,*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001;与DDP组比较,#P<0.05,##P<0.01。

图2 提高温度增强顺铂对 MDA-MB-231细胞凋亡和周期阻滞的作用

2.3 提高温度增强顺铂抑制 MDA-MB-231细胞的转

移 进一步运用划痕实验和侵袭实验检测4组细胞的

转移能力,结果显示处理组细胞的转移能力均被显著

抑制,T40+DDP组较 DDP组 更 加 显 著 地 抑 制 了

MDA-MB-231细胞的转移能力,差异有统计学意义

(P<0.05),见图3。这更加表明提高温度增强了

MDA-MB-231细胞对顺铂的敏感性。
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注:A为伤口愈合实验检测4组细胞的迁移能力,左图为代表性图片,右图为统计分析图;

B为Transwell侵袭实验检测4组细胞的侵袭能力,左图为代表性图片,右图为统计分析图。

与T37组比较,*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001;与DDP组比较,##P<0.01。

图3 提高温度增强顺铂抑制 MDA-MB-231细胞的转移

2.4 提高温度增强顺铂抑制血管生成 本研究收集

DDP组和 T40+DDP组上清培养液分别培养 HU-
VEC细胞,检测两组对血管生成的影响。研究结果显

示T40+DDP组较DDP组的上清更加显著地抑制了

HUVEC细胞的增殖、转移和血管生成,见图4。表明

提高温度确实增强了细胞对顺铂的敏感性,并更加抑

制了细胞的血管生成能力。

注:A为流式细胞术检测两组细胞的凋亡,上图为代表性图片,下图为统计分析图;B为流式细胞术检测

两组细胞的周期,上图为代表性图片,下图为统计分析图;C为伤口愈合实验检测两组细胞的迁移

能力,上图为代表性图片,下图为统计分析图;D为Transwell侵袭实验检测两组细胞的侵袭能力,

上图为代表性图片,下图为统计分析图;E为血管形成实验检测两组上清液对血管生成的影响,

上图为代表性图片,下图为统计分析图。与DDP组比较,#P<0.05,##P<0.01。

图4 提高温度增强顺铂抑制血管生成的能力

2.5 提高温度激活了 HSPA8蛋白并调控增殖和转

移相关蛋白的表达 运用蛋白质免疫印迹实验检测4
组 MDA-MB-231细胞的蛋白表达情况,提高温度有效

地刺激了 MDA-MB-231细胞中 HSPA8蛋白的表达,
但是顺铂对HSPA8蛋白的表达影响不大。处理组中

的p21、Bax、CDH1蛋白的表达显著提高,CCND1、
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Bcl-2、Snail、Slug蛋白的表达显著降低;T40+DDP组

较DDP组的蛋白表达具有显著性差异。实验结果表

明,提高温度增强了 MDA-MB-231细胞对顺铂的敏感

性,刺激了细胞中 HSPA8蛋白的表达,调控增殖、转

移、血管生成相关的下游蛋白表达,从而抑制 MDA-
MB-231细胞的肿瘤特性。另外,对两组 HUVEC细

胞提取蛋白检测蛋白,结果与 MDA-MB-231细胞的蛋

白表达情况一致,见图5。

注:A为 WesternBlot检测 MDA-MB-231细胞相关蛋白;B为 WesternBlot检测

HUVEC细胞相关蛋白;C为 MDA-MB-231和 HUVEC细胞相关蛋白相对表达量分析。

与T37比较,*P<0.05,**P<0.01;与DDP组比较,#P<0.05,##P<0.01。

图5 蛋白质免疫印迹实验检测各组细胞蛋白相对表达量

3 讨论

热疗作为肿瘤治疗的新辅助治疗方法之一[13],由
于其具备安全有效的特性,正越来越受到临床的重

视[14]。近年来,关于热疗的成果报道也越来越多,对
热疗的研究正不断地深入挖掘[15]。热疗可通过调控

多种RNA发挥抑癌作用[16],也可通过调控信号通路

关键节点蛋白发挥抑癌作用[5],更多的是通过辅助化

疗和放疗发挥抑癌作用[17-18]。通常肿瘤细胞对顺铂敏

感的 情 况 下 Bax、p21、CDH1表 达 上 调,Bcl-2、CC-
ND1、Snail、Slug表达下调,故本研究检测 MDA-MB-
231细胞和HUVEC细胞不同处理组的相应蛋白表达

情况。研究结果表明将培养 MDA-MB-231细胞的条

件改成40℃的情况下,相比于37℃的培养条件,能够

显著提高细胞对顺铂的敏感性,抑制 MDA-MB-231细

胞的增殖和转移;初步探讨阐述的分子机制是通过温

度的刺激,MDA-MB-231细胞中 HSPA8蛋白表达上

调,增强了细胞对顺铂的敏感性,调控了与增殖、迁移、
侵袭、血管生成相关标志蛋白的表达。这与赵运华

等[19]研究热疗能够增强喉癌 Hep-2细胞对顺铂的敏

感性,热疗与顺铂联合有协同抗肿瘤作用的报道相一

致,刘佳佳[20]在胃癌的研究中也做了热疗联合顺铂治

疗相关的报道。在分子机制方面,本研究发现提高温

度能够刺激 MDA-MB-231细胞中热休克蛋白 HSPA8
表达上调,热休克蛋白 HSPA8在乳腺癌中的研究也

早有报道,王羽纶报道了 HSPA8在乳腺癌细胞系和

癌组织 中 mRNA、蛋 白 表 达 水 平 高 于 正 常 乳 腺 组

织[21],唐琳[22]研究表明c-Myc调控的has-mir-365a/

Hsc70(HSPA8)途径在乳腺癌的发生发展过程中起重

要作用。
顺铂是临床上成熟应用于肿瘤化疗的药物之一,

顺铂的主要作用机制为抑制DNA复制和转录,从而

抑制细胞增殖并促使细胞凋亡。大量研究报道了各类

西药和中药制剂与顺铂联合治疗的临床应用以及相关

分子机制,近年来还有很多报道放疗联合顺铂方面的

研究[23]。目前,热疗联合顺铂的研究主要在肺癌[24]、
宫颈癌[25]、卵巢癌[26]、鼻咽癌[27]等方面;在乳腺癌中

少有报道,较多的研究报道是热疗联合其他化疗药物

或放疗等;热疗联合顺铂在 MDA-MB-231细胞中的作

用及分子机制未见报道。因此,在细胞层面上对热疗

联合顺铂在 MDA-MB-231细胞中的作用及分子机制

进行初步的研究,并对本研究结果进行归纳总结。
综上所述,本研究表明提高温度增强了 MDA-

MB-231细胞对顺铂的敏感性,通过刺激热休克蛋白

HSPA8蛋白表达,联合顺铂调控了下游增殖相关蛋白

CCND1、Bax、p21、Bcl-2和转移相关蛋白Sulg、Snail、

CDH1的表达,增强了顺铂抑制 MDA-MB-231细胞的

增殖和转移能力,从而抑制乳腺癌的发生发展。希望

能为后续的体内研究提供研究基础,为临床上开展热

疗提供理论依据。
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