
miＲ-107 mimics or negative control using Lipofectamine 2000． After transfection，the expression level of miＲ-107
was tested by qＲT-PCＲ． Cell proliferation was tested by methylthiazol tetrazolium (MTT) assay． Cell cycle was de-
tected by flow cytometry． The expression level of CDK6 protein was measured by Western blot． Ｒesults Compared
with the blank control group，the expression level of miＲ-107 in miＲ-107 mimics group was significantly increased
(P ＜ 0. 05) ． In addition，the proliferation of HepG2 cells was inhibited(P ＜ 0. 05)，G0 /G1 phase cells were in-
creased (P ＜ 0. 05)，and the expression level of CDK6 protein was decreased (P ＜ 0. 05) in miＲ-107 mimics
group． Conclusion These results demonstrate that miＲ-107 inhibits the proliferation and induces G0 /G1 phase ar-
rest in HepG2 cells，which may be related to the inhibition of CDK6 expression．
Key words hepatocellular carcinoma;miＲ-107;proliferation;cell cycle;CDK6

依西美坦与低剂量甲氨蝶呤对依西美坦耐药

人乳腺癌细胞的协同效应及逆转耐药机制
居伶俐

1，袁 媛
2，潘跃银

1

摘要 目 的 研 究 依 西 美 坦 (EXE) 与 低 剂 量 甲 氨 蝶 呤

(MTX) 对 依 西 美 坦 耐 药 人 乳 腺 癌 MCF-7 细 胞 (MCF-7 /
EXE)的增殖抑制作用及意义。方法 使用 MTT 法 检 测

EXE 与低剂量 MTX 单药和联合给药对 MCF-7 /EXE 细胞的

增殖抑制作用，计算依西美坦与低剂量甲氨蝶呤联合给药时

的联合指数(CI)，评价两药间的相互作用。流式细胞术检

测 IC50浓度药物 EXE 组(120 μmol /L)、低剂量 MTX 组(60
nmol /L) 、EXE + MTX 组处理后的 MCF-7 /EXE 细胞周期变

化。荧光染 色 观 察 单 药 及 联 合 作 用 对 细 胞 凋 亡 的 影 响。
Western blot 法检测各组细胞 Bcl-2、AKT、P-AKT、COX-2 蛋

白的表达情况。结果 MTT 法表明，与单药作用相比，联合

治疗明显降低 MCF-7 /EXE 细胞的活性(CI ＜ 0. 9)。此外，

EXE 和低剂量 MTX 的联合使用表现对细胞增殖的协同抑制

作用，细胞周期显著阻滞于 S 期，Western blot 法显示联合组

与对照组或单个药物组相比对 P-ATK、Bcl-2、COX-2 蛋白的

表达有更强的抑制作用。结论 EXE 与低剂量 MTX 联合使

用时对 MCF-7 /EXE 细胞产生协同抑制作用，可逆转耐药。

关键词 依西美坦;甲氨蝶呤;耐药细胞;乳腺癌
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在激素受体阳性(EＲ + )乳腺癌患者中，芳香化

酶抑制剂(AIs) 表现出很好的疗效
［1］，有研究

［2］
显

示 AIs 在绝经后激素反应性乳腺癌妇女的辅助内分

泌治疗和解救治疗效果优于他莫昔芬。当前治疗绝

经后雌激素依赖性乳腺癌患者以 AIs 作为一线治

疗，但是仍 然 有 一 半 的 EＲ + 乳 腺 癌 患 者 治 疗 失

败
［3］。同时，随着药物治疗的深入，AIs 的耐药也逐

渐显现。有研究
［4］

表明在很多种耐药癌细胞中，

COX-2 过表达是诱导多药耐药基因表达的因素，继

而产生耐药。目前 COX-2 抑制剂作为抗炎，抗类风

湿治疗药物，也用于抗肿瘤治疗，虽然先前研究
［5］

显示选择性 COX-2 抑制剂取得了良好的临床疗效，

但是由于存在心血管毒性限制了其长期服用。甲氨

蝶呤(methotrexate，MTX)作为一种抗肿瘤代谢药也

可用于抗炎治疗类风湿( rheumatoid，ＲA)，其机制尚

不明确，有研究
［6］

显示低剂量的 MTX 能够抑制体内

COX-2 的的水平治疗 ＲA，且长期使用是安全的，肿

瘤的内分泌治疗一般也是需要长期服药，所以肿瘤

的内分泌治疗与低剂量的 MTX 联合使用对防止内

分泌治疗耐药可能有效，该研究将探讨 AIs 耐药机

制及低剂量的 MTX 如何逆转耐药。

1 材料与方法

1． 1 实验材料 DMEM 培养液、胎牛血清购于美

国 Hyclone 公司;二甲基亚砜(DMSO)、MTT、碘化丙

啶(PI)、ＲNase A、P-AKT 和 AKT 购于美国 Sigma 公

司;Bcl-2、β-actin 抗体购于北京中杉金桥生物技术
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有限公司;COX-2 购于 Bioworld 科技股份有限公司;

免疫印迹化学发光剂 ECL 购于美国 Millipore 公司。
依西美坦耐药人乳腺癌细胞株(MCF-7 /EXE) 由安

徽医科大学第一附属医院实验室研究时构建
［7］;依

西美坦(exemestane，EXE)为辉瑞公司惠赠;MTX 由

上海信谊药厂有限公司生产。
1． 2 实验方法

1． 2． 1 细胞培养 MCF-7 /EXE 细胞株于含 10%
胎牛血清、100 U /ml 链霉素、100 U /ml 青霉素的

DMEM 培养液，置于 37 ℃、5% CO2、90% 相对湿度

的培养箱中培养，细胞贴壁生长，2 ～ 3 d 传代 1 次，

取对数生长期细胞用于实验。
1． 2． 2 MTT 法 MCF-7 /EXE 用胰酶消化后，用

DMEM 培养液吹打成细胞悬液均匀接种于 96 孔培

养板，每孔 100 μl，在 37 ℃、5% CO2 培养箱培养

24 h，待细胞完全贴壁后，实验组加入 6 组不同浓度

梯度 EXE 12. 5 ～ 400. 0 μmol /L 与 MTX 10 ～ 320
nmol /L 浓度依次倍比稀释，分别测得各自的半数抑

制浓度(half inhibitory concentration，IC50)值，联合组

则按照 6 组倍比稀释浓度梯度的 EXE，每孔 100 μl，
再加入低浓度 MTX(60 nmol /L)，每 100 μl 用培养

液稀释的药物，同时设细胞对照组( 含培养基和细

胞) 及空白对照组( 含培养基无细胞)，及 MTX 组

(60 nmol /L) 培养箱孵 育 72 h。加 入 5 mg /ml 的

MTT 20 μl，继续在培养箱培养 4 h，取出 96 孔板吸

去上清液，加入 DMSO 每孔 150 μl，在摇床上震动

摇匀 10 min，在酶标仪 490 nm 的波长下测得各孔

OD 值。细胞抑制率(% ) =［1 － ( 加药组 OD 值 －
空白对照组 OD 值 /(细胞对照组 OD 值 － 空白对照

组 OD 值)］× 100%。采用 SPSS 计算单药处理组

IC50值和 CompuSyn 软件计算联合组方的联合指数

(combination index，CI)值。通过实验数据与查阅相

关文献
［8 － 9］，以治疗 ＲA 的剂量作为参考，本实验以

60 nmol /L 作为低剂量标准。对于后期细胞周期检

测，Western blot 法 及 荧 光 染 色 均 采 用 EXE (120
μmol /L)、MTX(60 nmol /L) 浓度作为处理细胞的单

药或联合组用药浓度。
1． 2． 3 细胞周期的测定 取对数生长期的 MCF-7 /
EXE 细胞调整细胞数为 1 × 104

个 /ml 分别接种于 6
孔板中，分为 4 组:对照组、EXE 组(120 μmol /L)，

MTX 组(60 nmol /L) 及 EXE + MTX 联合组，待细胞

达 90%融合时收集细胞，离心 1 000 r /min，5 min 沉

淀后用 PBS 重悬细胞，置于 70% 的冰酒精中固定，

然后加入 PI 50 mg /L 和 ＲNase A 10 mg /L 避光 30

min，置流式细胞仪检测。
1． 2． 4 Annexin V-FITC、PI 荧光染色观察细胞凋亡

取对数生长期细胞，以 1 × 105 /ml 的浓度接种于

6 孔板，次日细胞贴壁后加入 3 组药物，分别为低剂

量 MTX 组 (60 nmol /L)，EXE 组 (120 μmol /L) 和

EXE + MTX 联 合 组 ( EXE 120 μmol /L，MTX 60
nmol /L)分别作用 72 h 诱导细胞发生凋亡，并设立

对照组，作用时间结束后，PBS 洗涤两遍，加入配好

的荧光试剂［Binding Buffer、Annexin V-FITC、PI;比

例为 100 ∶ 1 ∶ 1］，均匀覆盖 6 孔板底面，室温避光

反应 5 min。于荧光显微镜下观察拍照，Annexin V-
FITC 荧光信号为绿色，PI 荧光信号为红色。
1． 2． 5 Western blot 法检测 Bcl-2 、COX-2、AKT 和

P-AKT 蛋白表达 收集药物实验的细胞新鲜样本，

BCA 法蛋白定量，加入 Loading Buffer 后 95 ℃ 变性

10 min，12 000 r /min 离心 5 min，保存于 － 80 ℃ 冰

箱中，用于蛋白表达水平和蛋白生物活性检测。将

蛋白样品(50 μg /孔) 加入 10% 浓度的 SDS-聚丙烯

凝胶电泳分离。电泳 220 V 120 min 分离完毕后，切

胶，制三 文 治 盒。进 行 转 膜，将 样 品 蛋 白 电 转 至

PVDF 膜上。后经 5%脱脂奶粉封闭，4 ℃一抗(Bcl-
2 、COX-2、AKT 和 P-AKT 蛋白，1 ∶ 500) 孵育过夜，

洗 膜 后，加 入 辣 根 过 氧 化 物 酶 标 记 的 二 抗

(1 ∶ 10 000)二抗常温孵育 1 h，TBST 洗膜后，然后

转入暗室加 ECL 发光液，化学发光法曝光感光底

片，显影定影洗涤。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 16． 0 统计软件进行

处理，数据以 珋x ± s 表示，实验重复 3 次，多组均数间

比较采用方差分析。

2 结果

2． 1 单药对 MCF-7 /EXE 细胞的体外增殖抑制作

用 两药物单药作用于 MCF-7 /EXE 细胞 72 h 的

IC50值分别为 EXE:(120. 37 ± 8. 33) μmol /L，MTX:

(96. 33 ± 2. 26) nmol /L，各药物对 MCF-7 /EXE 细胞

增殖的抑制作用随着药物浓度的增加而增强，具有

浓度依赖性，见图 1。
2． 2 两药联合对 MCF-7 /EXE 细胞的作用 根据

以上单药组对细胞的生长抑制曲线，由此得出，EXE
的 IC50 约 为 120 μmol /L，MTX 的 IC50 约 为 100
nmol /L，本次测联合作用时，采用各梯度浓度 EXE
组与低剂量 MTX 组(60 nmol /L) 联合作用于 MCF-
7 /EXE 细 胞 的 各 组 的 CI 值，MTT 法 检 测 EXE +
MTX 表现为协同作用(CI ＜ 0. 9)，见图 2。
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图 1 MTT 法检测 EXE、MTX 对 MCF-7 /EXE

细胞的体外抑制作用

A:EXE;B: MTX

图 2 MTT 法检测 EXE 与低剂量 MTX 对 MCF /

EXE 细胞协同效应(CI ＜ 0. 9)

2． 3 单药及联合用药对 MCF-7 /EXE 细胞周期的

影响 EXE 组(120 μmol /L) 与 MTX 组(60 nmol /
L)分别阻滞细胞于 G0 /G1 期和 S 期，联合作用时 S
期明显阻滞，结果显示联合组与单药组及对照组相

比 MCF-7 /EXE 细胞 S 期阻滞更显著(F = 51. 956，P
＜ 0. 05)，G0 /G1 期下降，G2 /M 期改变不明显。见表

1、图 3。

表 1 EXE 及低剂量 MTX 单药及联合处理后 MCF-7 /EXE

细胞周期的变化(n = 3，% ，珋x ± s)

组别 G0 /G1 S G2 /M
对照 57． 02 ± 0． 92 29． 42 ± 3． 19 13． 56 ± 2． 30
EXE 70． 85 ± 2． 19 22． 13 ± 2． 09* 7． 01 ± 0． 16
MTX 49． 33 ± 1． 21 36． 33 ± 3． 11* 14． 35 ± 2． 40
EXE + MTX 39． 65 ± 0． 96 49． 54 ± 2． 69* 10． 81 ± 1． 75

与对照组比较:* P ＜ 0． 05

图 3 流式细胞术检测不同处理方式 72 h 细胞的周期图

A:对照组; B:EXE 单药组;C:低剂量 MTX 单药组;D:联合组

2． 4 EXE 与 MTX 单药及联 合 使 用 对 MCF-7 /
EXE 细胞凋亡作用 EXE(120 μmol /L) 及低剂量

MTX (60 nmol /L)浓度作用于 MCF-7 /EXE 细胞 72
h 后，经 Annexin V-FITC 和 PI 荧光染色，观察到细

胞凋亡率不同，EXE + MTX 组较 EXE、MTX 单药组

细胞凋亡增多，见图 4。

图 4 荧光显微镜下细胞凋亡 × 400

A:对照组; B:EXE 单药组;C:低剂量 MTX 单药组;D:联合组
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2． 5 Western blot 法检测 EXE(120 μmol /L)，

MTX(60 nmol /L)单药组及两药联合均可以抑制 P-
AKT、Bcl-2、COX-2 蛋白水平的表达，与对照组及单

药组相比，联合组抑制作用更明显。见图 5。

图 5 EXE 和(或)MTX 对 MCF-7 /EXE 细胞中 COX-2、

P-AKT、AKT、Bcl-2 表达的影响

1:对照组; 2:EXE 单药组;3:低剂量 MTX 单药组;4:联合组

3 讨论

Mello et al［6］
用低剂量的 MTX 治疗 ＲA 患者，评

估其对血浆中 COX-1 /COX-2 水平的影响，结果显

示同健康对照者相比 MTX 能够明显降低患者血浆

中 COX-2 的水平。研究
［10］

表明 COX-2 表达的失调

是乳腺癌形成的重要病理生理过程，同时显示乳腺

癌组织中 COX-2 mＲNA 和蛋白表达水平较正常组

织中明显提高。
研究

［11］
表 明 COX-2 和 芳 香 化 酶 存 在 正 相 关

性。正是这种相关性，使得乳腺癌中 COX-2 的产物

PGE2 可以通过 G 蛋白偶联 EP1、EP2 受体活化 PKA
和 PKC 信号通路使芳香化酶的合成增加，从而增加

雌激素的表达量
［12］，这正可以解释 COX 或选择性

COX-2 抑制剂降低芳香化酶水平的机制
［13］。当前

主要认为 AIs 获得性耐药与 EＲ 和生长因子信号通

路的串扰通话介导肿瘤细胞的存活和增殖有关，

Ghayad et al［14］
发现 AIs 耐药后 EGFＲ /HEＲ2 通路

活化，下游的 PI3K /AKT 信号通路生长因子 AKT 活

性增加。Chuang et al［15］
研究发现在乳腺癌的转移

过程与 ATK 的活化介导 COX-2 的表达的上调密切

相关，推测 COX-2 与 AKT 通路转导系统可能存在交

互点。本研究显示 P-AKT 蛋白的表达与 COX-2 蛋

白呈正相关性。Bcl-2 蛋白产物在大部分的乳腺癌

组织中存在着高表达，且有一部分伴随雌或孕激素

受体的阳性表达，Bcl-2 属于 Bcl-2 家族中抗凋亡蛋

白，与凋亡逃避和抗药性密切相关，Bc1-2 在抵御外

界凋亡诱导刺激中起直接作用，同时 Bcl-2 高表达

的肿瘤细胞通过抑制细胞凋亡不断增殖与侵袭。有

研究
［16］

显示，在乳腺癌细胞中抑制 AKT 的活化后

可抑制 Bcl-2 的表达，从而抑制抗凋亡作用，促进凋

亡。本研究显示使用 MTX 作用于 MCF-7 /EXE 细胞

后，Bcl-2 出现下调，这可能是 MTX 抑制 COX-2 后，

下调 P-AKT 的表达，从而级联抑制了 Bcl-2 水平，提

示低剂量 MTX 能够抑制 COX-2 的表达及可能存在

COX-2 与 PI3K /AKT 通路的相互作用而发挥促凋亡

作用，当 EXE 联合 MTX 后，COX-2、P-AKT、Bcl-2 下

调更明显，提示低剂量 MTX 能够作为潜在的 COX-2
抑制剂通过与 AIs 耐药通路的交互作用，发挥逆转

耐药作用。通过流式周期分析显示，两药联合组 S
期阻滞较 MTX 单药显著，提示低剂量的 MTX 与 AIs
联合使用，可能成为逆转 AIs 耐药的新方法，这种高

效低毒逆转方式值得进一步的研究。
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Synergistic effect of exemestane and low-dose methotrexate on
exemestane-resistant MCF-7 human breast cancer cells and

reversal mechanism of drug-resistance
Ju Lingli1，Yuan Yuan2，Pan Yueyin1

( 1Dept of Oncology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022;
2The Central Laboratory of Binhu Hospital，Hefei 230601)

Abstract Objective To investigate the combined effect of exemestane and low-dose methotrexate on exemestane-
resistant MCF-7 human breast cancer cells( MCF-7 /EXE) ． Methods Antiproliferative effects of exemestane and
low-dose of methotrexate，alone and in combination on growth of MCF-7 /EXE cells were assessed by using the MTT
assay． Synergistic interaction between the two drugs was evaluated in vitro by using the combination index (CI)
method． The cell cycle distribution was analyzed by flow cytometry in a half inhibitory concentration of exemestane
and low-dose of methotrexate ． The changes of apoptosis on MCF-7 /EXE cells exposed to two drugs alone or in com-
bination were observed by fluorescence microscope． The expression of Bcl-2，AKT，P-AKT and cyclooxygenase-2 was
investigated by Western blot． Ｒesults MTT assays indicated that the combination treatment apparently decreased
the viability of MCF-7 /EXE cells compared to single drug treatment (CI ＜ 0． 9) ． In addition，the combination of
exemestane and low-dose methotrexate exhibited a synergistic inhibition of cell proliferation，arrested the cell cycle
in the S phase significantly and produced a stronger inhibitory effects on P-AKT，Bcl-2 and cyclooxygenase-2 ex-
pression than control or individual drug treatment． Conclusion The combination of the two inhibitors significantly
increases the response as compared to single agent treatment，suggesting that combination treatment which can re-
verse the resistance of exemestane could be a more effective approach to breast cancer．
Key words exemestane;methotrexate;drug-resistance cell; breast cancer
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