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腺苷酸活化蛋白激酶增强乳腺癌 
对多柔比星化疗敏感性的机制

崔文贤，许柯青，李元国，陈桂金，陆小群

常州市第七人民医院检验科，江苏 常州 213011

　　［摘要］　背景与目的：腺苷酸活化蛋白激酶(AMP-activated protein kinase，AMPK)在调控细胞代谢和

能量平衡方面起着重要作用，并与细胞增殖、生存和多种信号通路密切相关。近年来发现AMPK参与肿瘤的抑制

和耐药。该研究旨在探讨AMPK对多柔比星抑制乳腺癌作用的影响及其机制。方法：采用四甲基偶氮唑蓝(meth-

ylthiazolyl tetrazolium，MTT)法检测多柔比星作用后对MCF-7/adr、MCF-7/adr-vector及MCF-7/adr-AMPKα

细胞增殖的影响；Hoechst染色法观察各组细胞凋亡形态；流式细胞术(flow cytometry，FCM)检测各组细胞

凋亡率；荧光酶标仪检测3组细胞多柔比星累积量；蛋白［质］印迹法(Western blot)检测各组细胞中耐药蛋

白及凋亡相关蛋白的表达。结果：多柔比星对MCF-7/adr细胞增殖抑制作用呈剂量和时间依赖性，其作用24、

48 h的IC50值分别为(36.8±2.1)和(28.8±1.3)µg/mL。过表达AMPKα可增加多柔比星对MCF-7/adr细胞的生长

抑制作用，呈剂量和时间依赖性，其作用24、48 h的IC50值分别为(16.0±0.7)和(4.2±0.2)µg/mL。荧光形态

分析发现多柔比星联合AMPKα能诱导MCF-7/adr细胞凋亡。1.0 µg/mL多柔比星作用48 h后，MCF-7/adr、MCF-

7/adr-vector及MCF-7/adr-AMPKα细胞的凋亡率分别为(12.0±1.4)%、(12.7±1.6)%和(32.0±4.2)%，MCF-

7/adr细胞中AMPKα过表达明显提高MCF-7/adr细胞对多柔比星的敏感性。荧光酶标仪检测显示，过表达AMPKα
能明显提高细胞内多柔比星的累积量，具有浓度依赖性。Western blot实验结果显示，与MCF-7/adr和MCF-7/

adr-vector细胞比较，MCF-7/adr-AMPKα细胞中Bax、细胞色素c(Cyto c)的释放、caspase-3和多聚腺苷二磷

酸-核糖聚合酶降解产物(cleaved PARP)蛋白表达明显增加，而细胞外排泵P-糖蛋白(P-gp)和Bcl-2蛋白表达降

低。结论：AMPKα可通过抑制耐药细胞外排泵以及调控凋亡相关蛋白的表达，从而增强乳腺癌耐药细胞对多柔

比星的化疗敏感性。
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　　［Abstract］ Background and purpose: AMP-activated protein kinase (AMPK) plays an important role in 
the regulation of cell metabolism and energy balance and is associated with cell proliferation, survival and multiple 
signaling pathways. Recent reports found that AMPK is involved in tumor suppression and drug resistance. The aim 
of this study was to explore the effect of AMPK on the anti-tumor effect of adriamycin and underlying mechanism in 
breast cancer MCF-7/adr cells. Methods: The anti-proliferative effects of adriamycin was detected by methyl thiazolyl 
tetrazolium (MTT) assay in MCF-7/adr, MCF-7/adr-vector and MCF-7/adr-AMPKα cells. The cell morphology in each 
group was stained with the fluorescent dye Hoechst 33528, and the effects on apoptosis induction were examined by 
flow cytometry (FCM). The intracellular concentration of adriamycin was detected by fluorescence assay. The resis-
tance- and apoptosis-related proteins were analyzed by Western blot. Results: The growth of breast cancer MCF-7/adr 
cells was inhibited by adriamycin in a dose- and time-dependent manner. The IC50 values at 24 and 48 h were (36.8±2.1) 
and (28.8±1.3) µg/mL, respectively. AMPKα over-expression enhanced the cytotoxic effect of adriamycin in MCF-7/
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　　乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤，居女性

各类恶性肿瘤死亡率的首位。近年来，由于早

期发现和辅助治疗的改进，乳腺癌的治疗疗效

已明显提升，其中多柔比星(doxorubicin)显示出

对晚期乳腺癌独特的疗效，延长乳腺癌患者生

存期［1］。

　　然而，如果多柔比星出现耐药或达到累积

量，乳腺癌临床治疗就相对困难。因此，寻找

可靠的靶点来提高乳腺癌对多柔比星敏感性可

能是乳腺癌治疗上的突破点。腺苷酸活化蛋白

激酶(AMP-activated protein kinase，AMPK)是丝

氨酸、苏氨酸蛋白激酶，主要调控细胞内的代

谢和能量平衡［2］。同时，大量研究证实，肿瘤

细胞中存在能量异常的现象［3］，在大部分乳腺

癌患者中发现AMPK低表达［4］。在人肺癌、卵

巢癌，肾细胞癌中均表明AMPK的活化能增强化

疗敏感性［5-7］。因此AMPK的靶向治疗有望成

为预防和治疗乳腺癌的新手段。本实验采用四

甲基偶氮唑蓝(methylthiazolyl tetrazolium，MTT)

法、蛋白［质］印迹法(Western blot)、Hoechst

染色及流式细胞术(flow cytometry，FCM)检测等

技术，研究AMPKα高表达在乳腺癌化疗中对多

柔比星抗肿瘤作用的影响，并深入研究其相关 

机制。

1　材料和方法

1.1　材料

　　耐多柔比星乳腺癌细胞株MCF-7/adr购自

adr-AMPKα cells in a dose- and time-dependent manner. Its IC50 values at 24 and 48 h were (16.0±0.7) and (4.2±0.2) 
µg/mL, respectively. Fluorescent morphological assay showed that AMPKα overexpression contributed to adriamycin 
induced apoptosis in MCF-7/adr-AMPKα cells. After treatment with 1.0 µg/mL adriamycin for 48 h, the apoptosis rates 
of MCF-7/adr, MCF-7/adr-vector and MCF-7/adr-AMPKα cells were (12.0±1.4)%, (12.7±1.6)% and (32.0±4.2)%, 
respectively, indicating that overexpression of AMPKα enhanced the adriamycin-induced apoptosis in MCF-7/adr 
cells. Fluorescence microplate assay showed that over expression of AMPKα significantly increased the intracellular 
accumulation of adriamycin, in a concentration dependent manner. Western blot analysis showed that, compared with 
MCF-7/adr and MCF-7/adr-vector cells, the expressions of Bax, caspase-3 and cleaved PARP proteins were increased. 
Meanwhile, Bcl-2 and P-gp protein expressions were decreased in MCF-7/adr-AMPKα cells. Furthermore, the release 
of cytochrome c from mitochondria into the cytosol was also observed in MCF-7/adr-AMPKα cells. Conclusion: AMP-
Kα overexpression can enhance the chemosensitivity of breast cancer MCF-7/adr cells to adriamycin through inhibiting 
the drug efflux transporter and regulating the expression of apoptosis-related proteins.
  　［Key words］ Breast cancer；Drug resistance；AMP-activated protein kinase；Apoptosis；Adriamycin

中国科学院上海生命科学研究院生物化学与细

胞生物学研究所细胞库。AMPKα、Bax、细胞色

素c(Cyto c)、caspase-3、Bcl-2、cleaved-PARP和

P-gp抗体购自美国Santa Cruz公司。MTT、Annexin 

Ⅴ-FITC/PI双染试剂盒及Hochest染色试剂盒购

自美国Sigma公司。AMPKα抑制剂(compound C)购

自美国Sigma公司。4’，6-二脒基-2-苯基吲哚

(DAPI)购自上海浩然生物技术有限公司。多柔比

星购自深圳万乐药业有限公司。

1.2　方法

1.2.1　细胞培养

　　在耐多柔比星细胞株MCF-7/adr中构建过表

达AMPKα的稳定株，以MCF-7/adr细胞感染表

达全长AMPKα的慢病毒质粒，且以感染空白病

毒质粒为对照细胞，命名为MCF-7/adr-vector。

感染后3天观察绿色荧光表达情况。出现绿色

荧光表达后加入含嘌呤霉素的完全培养基对阳

性细胞进行筛选。筛选后采用Western blot进行

鉴定，将稳定表达AMPKα的克隆命名为MCF-7/

adr-AMPKα。将上述细胞在含10%胎牛血清、

100 U/mL青霉素、100 μg/mL链霉素的RPMI-

1640完全培养液中，置于在37 ℃、CO2体积分

数为5%的培养箱中培养及传代。

1.2.2　细胞毒性测定

　　采用MTT法，将生长良好的MCF-7/adr、

MCF-7/adr-vector及MCF-7/adr-AMPKα细胞分

别接种于96孔板，每孔5×104个细胞，空白组

加等量的培养液，于37 ℃、CO2体积分数为5%
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的培养箱中温育过夜后，弃去培养液，分别用

0、0.1、1、5、10、20和40 µg/mL多柔比星处

理细胞24和48 h，各取3个平行孔，再加入终

浓度0.5 g/L的MTT，培养4 h，用每孔100 µL的

DMSO溶解沉淀3 h后，用酶标仪进行吸光度(D)

值测定。测定波长490 nm，参考波长630 nm，

计算其抑制率及多柔比星对这3种细胞的半数抑

制浓度IC50。细胞存活率=(D实验组平均值/D空白组平均值) 

×100%。

1.2.3　Hoechst 染色检测AMPKα过表达对

MCF-7/adr细胞形态学的影响

　　将处于对数生长期细胞(2×105个/mL)接种

于24孔板，加入1.0 µg/mL多柔比星，对照组

加入等体积的培养液。作用48 h后离心，弃上

清液，用PBS洗2次，离心去上清液(370×g， 

5 min)。加固定液(甲醇∶乙酸=3∶1)，4 ℃固

定10 min。采用Hoechst33258 (5 µL/mL) 染色 

5 min。356 nm紫外激发，荧光显微镜下观察并

拍照。 

1.2.4　采用流式细胞术检测药物对细胞凋亡的

影响

　　1.0 µg/mL多柔比星作用MCF-7/adr、MCF-

7/adr-vector及MCF-7/adr-AMPKα细胞48 h后，

重悬于Annexin Ⅴ-FITC结合液(1×)中，加入 

5 µL Annexin Ⅴ-FITC，轻轻混匀，室温避光温

育10 min，1 000×g离心5 min，弃上清液，加入

195 µL Annexin Ⅴ-FITC结合液(1×)轻轻重悬细

胞，加入10 µL碘化丙啶染色液，轻轻混匀，冰

浴中避光放置10 min；用FACS流式细胞仪检测

样品，采用Cell Quest软件(Becton)及Modifit软件

分析数据。

1.2.5　细胞内多柔比星浓度测定

　　取对数生长期的各组细胞经培养液洗涤 

2次，将细胞终浓度调至1×104个/mL，培养3天

后加入不同浓度多柔比星，放入温育箱中培养 

3 h，细胞用冷PBS洗2次，洗去培养基中的多柔

比星。应用多功能酶标仪测定其荧光强度，检

测波长530 nm，激发波长为485 nm。

1.2.6　Western blot法检测

　　将对数生长期的各组细胞接种于6孔板中，

然后用5和10 µg/mL多柔比星处理24 h后，细

胞弃去培养基，冷PBS液冲洗2遍，采用细胞

刮片收集细胞，用蛋白裂解液裂解细胞，冰浴 

30 min，12 000 r/min离心10 min，收集上清液，

进行蛋白定量，制备好的蛋白样品置-80 ℃冰

箱保存备用。每泳道以50 g蛋白上样，经SDS-

PAGE凝胶电泳，转至硝酸纤维膜。室温封闭 

3 h，加一抗，室温下温育2 h。再加辣根过氧化

物酶标记二抗，室温下温育1 h，采用NBT/BCIP

系统显色，记录结果并进行光密度值扫描分

析，除以β-actin光密度值所得的比值，并进行

统计学分析。 

1.3　统计学处理

　　采用SPSS 16.0软件进行统计分析，计量资

料的比较采用方差分析(ANOVA)或独立样本t检
验。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　慢病毒感染MCF-7/adr细胞后AMPKα表

达的情况

　　慢病毒感染成功后，用荧光显微镜检测目

的基因的表达(图1)。构建的慢病毒基因组中均

带有绿色荧光蛋白基因，MCF-7/adr-vector和

MCF-7/adr-AMPKα均带有较强的绿色荧光，表

明慢病毒基因组在宿主细胞中稳定表达。

2.2　AMPKα过表达增强MCF-7/adr细胞对多

柔比星的敏感性

　　Western blot检测发现转染AMPKα慢病毒

质粒的MCF-7/adr细胞中AMPKα蛋白过表达 

(图2)。多柔比星作用乳腺癌MCF-7/adr细胞、

MCF-7/adr-vector细胞及MCF-7/adr-AMPKα细

胞24和48 h后，对这3种细胞均呈现浓度依赖

性的生长抑制作用(图3和4)。多柔比星对MCF-

7/adr和MCF-7/adr-vector细胞的细胞毒性作

用相似，作用24 h的IC50值分别为(36.8±2.1)和 

(33.3±1.9)µg/mL，作用48 h的IC50值分别为

(28.8±1.3)和(26.2±1.5)µg/mL。过表达AMPKα
明显增强了乳腺癌细胞MCF-7/adr-AMPKα
对多柔比星的敏感性，作用24 h的IC 50值为 

( 1 6 . 0 ± 0 . 7 ) µ g / m L ， 作 用 4 8  h 的 I C 5 0值 为 

(4.2±0.2)µg/mL。
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图 2　Western blot法检测MCF-7/adr、MCF-7/adr-vector及

MCF-7/adr-AMPKα细胞中腺苷酸活化蛋白激酶α(AMPKα)的

表达情况

Fig. 2    The expression of AMPKα in MCF-7/adr, MCF-7/adr-

vector and MCF-7/adr-AMPKα cells was detected by Western 

blot

1: MCF-7/adr cells; 2: MCF-7/adr-vector cells; 3: MCF-7/adr-AMP-
Kα cells

图 3　多柔比星作用24 h后对MCF-7/adr、MCF-7/adr-vector

及MCF-7/adr-AMPKα细胞的存活率影响

Fig. 3    The effect of adriamycin on the viability of MCF-7/

adr, MCF-7/adr-vector and MCF-7/adr-AMPKα cells after 24 h 

treatment

图 4　多柔比星作用48 h后对MCF-7/adr、MCF-7/adr-vector

及MCF-7/adr-AMPKα细胞的存活率影响

Fig. 4    The effect of adriamycin on the viability of MCF-7/

adr, MCF-7/adr-vector and MCF-7/adr-AMPKα cells after 48 h 

treatment

2.3　过表达AMPKα联合多柔比星对MCF-7/

adr细胞形态学的影响

　　Hoechst实验结果显示，多柔比星作用前，

3种细胞均无明显形态学变化，荧光较均匀。

多柔比星作用后，与MCF-7/adr和MCF-7/adr-

vector细胞相比，过表达AMPKα的细胞呈现核

染色质浓缩、核碎裂以及凋亡小体等细胞凋亡

特征，表明多柔比星联合AMPKα能诱导细胞产

生凋亡(图5)。

2.4　过表达AMPKα增加多柔比星对细胞凋亡

率的影响

　　采用Annexin Ⅴ-FITC/PI双染结合流式细胞

图 1　荧光显微镜观察MCF-7/adr细胞转染后AMPKα的表达

Fig. 1    Expression of AMPKα in transfected-MCF-7/adr cells was observed by fluorescence microscope

A, B: MCF-7/adr-vector; C, D: MCF-7/adr-AMPKα 
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术方法检测多柔比星对MCF-7/adr、MCF-7/adr-
vector和MCF-7/adr-AMPKα细胞凋亡率的影响。

图6所示，1.0 µg/mL多柔比星作用细胞48 h，

与MCF-7/adr-vector和MCF-7/adr细胞组相比，

能明显提高MCF-7/adr-AMPKα细胞的凋亡率。

MCF-7/adr和MCF-7/adr-vector细胞总凋亡率略

高于对照组，分别为(12.0±1.4)%、(12.7±1.6)% 

和(5.2±0.4)%、(6.1±0.6)%，而过表达AMPKα
的MCF-7/adr细胞总凋亡率明显高于对照组

(32.0±4.2)%和(4.4±0.5)%。

图 5　Hoechst 33258荧光核染色对多柔比星作用前后MCF-7/adr、MCF-7/adr-vector及MCF-7/adr-AMPKα细胞凋亡形态的影响

Fig. 5    Fluorescent staining of nuclei in adriamycin-treated or untreated MCF-7/adr, MCF-7/adr-vector and MCF-7/adr-AMPKα cells by 

Hoechst 33258

图 6　多柔比星作用前后MCF-7/adr、MCF-7/adr-vector和MCF-7/adr-AMPKα细胞凋亡率的变化

Fig. 6    Flow cytometry analysis of adriamycin induced apoptosis in MCF-7/adr, MCF-7/adr-vector and MCF-7/adr-AMPKα cells using 

Annexin Ⅴ-FITC/PI
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2.5　过表达AMPKα对细胞内多柔比星累积的

影响

　　多柔比星具有荧光效应，可作为细胞内化

疗药物累积的指示剂［8］。利用荧光酶标仪对3

种细胞内多柔比星的积累量进行测定。过表达

AMPKα能明显提高细胞内多柔比星的累积量，

具有浓度依赖性。

2.6　过表达AMPKα联合多柔比星对p-糖蛋白

(P-gp)及凋亡相关通路的影响

　　多柔比星作用3种细胞后，与MCF-7/adr

和MCF-7/adr-vector细胞相比，MCF-7/adr-

AMPKα细胞中P-gp表达量明显降低，加入

AMPKα抑制剂compound C后，MCF-7/adr-

AMPKα细胞中P-gp表达量增加。此外，MCF-

7/adr-AMPKα细胞中Bax、Cyt-c、cleaved 

PARP、caspase-3蛋白表达明显增加，Bcl-2蛋

白表达减少。加入compound C后，Bax、Cyt-c、

cleaved PARP、caspase-3蛋白表达有所减少，而

Bcl-2蛋白表达有所增加，提示AMPKα过表达

既能降低药物外排泵P-gp蛋白表达水平，增加

多柔比星在细胞内药物浓度，又能激活内源性

凋亡信号通路，增强多柔比星对乳腺癌细胞的

抑制作用(图7)。

图 7　多柔比星以及多柔比星联合AMPK抑制剂作用后，MCF-

7/adr、MCF-7/adr-vector及MCF-7/adr-AMPKα 细胞中P-gp

蛋白及凋亡相关蛋白的表达

Fig. 7    The expression of P-gp and apoptosis related proteins 

in MCF-7/adr, MCF-7/adr-vector and MCF-7/adr-AMPK cells 

after adriamycin treatment or adriamycin combined with AMPK 

inhibitor

1: MCF-7/adr cells; 2: MCF-7/adr-vector cells; 3: MCF-7/adr-
AMPKα cells; 4: MCF-7/adr-AMPKα cells +AMPK inhibitor 
(compound C) 

3　讨　　论

　　乳腺癌的发病率呈逐年上升趋势，其治疗

和预后一直是人们关注的热点。传统的化疗

药物在治疗中占有重要地位，多柔比星仍然是

最为有效和常用的乳腺癌化疗药物。但是临床

上患者在经历数次多柔比星化疗后产生耐药

现象，严重影响化疗效果［9］。因此，提高多

柔比星化疗敏感性在乳腺癌治疗中具有重要的 

作用。

　　研究表明，在不同实体肿瘤中均发现能

表 1　过表达AMPKα对细胞内多柔比星累积的影响

Tab. 1    The effect of AMPKα overexpression on intracellular accumulation of adriamycin 

Group MCF-7/adr MCF-7/adr-vector MCF-7/adr-AMPKα

Control 0.49±0.03 0.36±0.04 0.34±0.05

Adriamycin (1.0 µg/mL) 4.32±0.47 4.79±0.14 34.48±3.50*

Adriamycin (5.0 µg/mL) 9.28±0.31 9.12±0.25 45.26±3.71*

Adriamycin (10.0 µg/mL) 13.79±2.02 12.36±1.78 52.73±3.28*

Adriamycin (20.0 µg/mL) 23.74±1.48 25.67±1.32 60.79±4.52*

Compound C (10 µmol/L) 10.69±0.78 10.31±1.23 38.55±3.90*

*: P<0.05, as compared with control group
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量代谢异常，已被证实是肿瘤细胞的重要特

征 ［10］。与正常细胞相比，在卵巢癌、宫颈

癌、肺癌和乳腺癌等多种肿瘤中均检测到低表

达的AMPK［11］。Pradelli等［12］发现，通过激

活AMPK可增强Jurkat和白血病细胞的凋亡。

AMPK还可控制某些蛋白如抑癌基因p53、p27

的磷酸化，导致肿瘤细胞周期阻滞及生长抑 

制［13-14］。研究表明，肿瘤抑制因子LKB1和

TSC2参与AMPK介导的抗肿瘤作用［15］。此外，

AMPK被电离辐射(ionizing radiation, IR)激活后能

增强肿瘤细胞对放疗的敏感性［16］。有研究发

现，不同的AMPK亚型及表达差异与卵巢癌的分

级和预后有密切关系［17］。但AMPK的过表达是

否能增强乳腺癌耐药细胞对多柔比星的敏感性

目前尚无报道。

　　本研究显示，多柔比星对乳腺癌耐药细胞

有一定的生长抑制作用，但是多柔比星对过表

达AMPKα的乳腺癌耐药细胞有明显的生长抑制

作用，且呈剂量和时间依赖性，提示AMPKα高

表达可显著提高MCF-7/adr耐药细胞对多柔比

星的敏感性。细胞凋亡实验显示，多柔比星作

用对照细胞和过表达AMPKα的细胞后，MCF-7/
adr-AMPKα细胞凋亡效果明显增加，表明AMPK

具有增加多柔比星对MCF-7/adr细胞诱导凋亡敏

感性的作用。为了进一步了解AMPK与多柔比星

联合作用的机制，我们进行对照细胞和过表达

AMPKα的细胞对多柔比星积累量的检测。结果

显示，过表达AMPKα能明显提高细胞内多柔比

星的累积量。这些结果表明AMPK过表达的细胞

能够促进多柔比星进入乳腺癌耐药细胞发挥抗

肿瘤效果，但具体机制需进一步研究。

　　研究报道，AMPK在抑制肿瘤增殖方面具

有直接作用和间接作用，直接作用主要抑制

mTOR、P-gp和COX-2等蛋白的活性或表达，此

外，还可增加抑癌基因的活性。AMPK也通过间

接机制发挥抗肿瘤活性，例如AMPK的表达能抑

制胰岛素和IGF-1的分泌以及雌激素(E2)的合成

和瘦素的分泌，进而抑制癌细胞的增殖以及影

响能量的利用［18］。

　　为了阐明MCF-7/adr细胞中AMPK提高多

柔比星在细胞中的积累并诱导细胞凋亡的作用

机制，我们检测了耐药细胞中药物外排泵P-糖

蛋白(P-gp)及凋亡通路中抑癌及促凋亡相关蛋

白的表达。研究结果发现，多柔比星作用细胞

后，过表达AMPKα的MCF-7/adr细胞中耐药蛋

白P-gp、促凋亡蛋白Bax、Cyto c、caspase-3及

其底物cleaved PARP的表达均明显上调，而凋亡

抑制蛋白Bcl-2的表达明显下调。加入AMPK抑

制剂compound C后，促凋亡蛋白及P-gp蛋白有

所增加，凋亡抑制蛋白Bcl-2表达反而减少。这

些结果表明，AMPKα过表达可以抑制耐药蛋白

P-gp的表达促进多柔比星进入细胞，同时激活

内源性凋亡信号通路，增强多柔比星对乳腺癌

细胞的增殖抑制作用。

　　综上所述，AMPKα过表达在乳腺癌耐药细

胞株MCF-7/adr中不仅影响了耐药表型，而且诱

导细胞凋亡。这为解决乳腺癌耐药问题提供了

新的思路和治疗靶点。AMPK与多柔比星联合方

案有可能成为新的标准治疗方案，并在此基础

上寻找更好的靶向药物，真正实现个体化靶向

治疗，最终达到延长患者生存时间和提高生活

质量的目的。
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