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PI3K/AKT 通路参与调控乳腺癌多药耐药和侵袭转移的研究
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摘要 目的：探讨磷脂酰肌醇 -3- 激酶 / 丝苏氨酸蛋白激酶（phosphatidylinositol 3 kinase/serine-threonine kinase,PI3K/AKT）信号通

路与乳腺癌多药耐药和侵袭转移的相关性。方法：以乳腺癌细胞系 MCF-7 为母本，持续低浓度加药诱导建立阿霉素（Adriamycin,
ADR）耐药系 MCF-7/ADR'。细胞免疫荧光检测两细胞系中磷酸化 AKT(phosphorylated AKT, P-AKT)、P- 糖蛋白（P-Glycoprotein,
P-gp）、基质金属蛋白酶 2（matrix metalloproteinase-2，MMP-2）的表达。PI3K 抑制剂 LY294002 作用两系前后，Western Blot 检测

P-AKT、MMP-2、P- gp 的表达改变及 qRT-PCR 检测 MMP-2、MDR1 的表达改变。结果：P-AKT、P-gp(MDR1)、MMP-2 在 MCF-7 中

为低表达或不表达，MCF-7/ADR' 中为高表达。LY294002 作用两系后，P-AKT、P- gp(MDR1)、MMP-2 在 MCF-7/ADR' 中的表达明

显减低（P<0.05），MCF-7 无明显改变。结论：抑制 PI3K/AKT 信号通路可有效降低 MCF-7/ADR' 耐药和侵袭转移能力，PI3K/AKT
通路是调控乳腺癌多药耐药和侵袭转移的重要信号通路之一。
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PI3K/AKT Signalling Pathway Involves in the Modulation of Multidrug
Resistance and Metastasis in Breast Cancer
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ABSTRACT Objective: To study the relationship between phosphatidylinositol 3 kinase/serine-threonine kinase (PI3K/AKT）
signalling pathway and the resistance or invasive ability of breast cancer. Methods: MCF-7/ADR' were established by culturing parental
MCF-7 cells with increasing concentration of adriamycin. The expression of phosphorylated AKT (P-AKT), P-Glycoprotein (P-gp) and
matrix metalloproteinase-2(MMP-2) was investigated by Immunofluorescence assay. The expression of P-AKT, P-gp and MMP-2 with or
without treatment of the PI3K inhibitor LY294002 was investigated by Western blot assay. Real-time quantitative PCR assay was used to
investigate the expression of MDR1 and MMP-2. Results: In MCF-7 cells, P-AKT, P-gp (MDR1) and MMP-2 were neither detected nor
only weakly expressed. In MCF-7/ADR' cells, the expression of P-AKT, P-gp (MDR1) and MMP-2 was increased. Treatment of
MCF-7/ADR' cells with LY294002 can seriously reduced the expression of P-AKT, P-gp (MDR1) and MMP-2. Significant differences
were not observed in MCF-7 cells. Conclusion: The resistance and metastasis can be reduced significantly through suppression of the
PI3K/AKT signalling pathway. PI3K/AKT kinase pathway may be important in the modulation of resistance and metastasis in breast
cancer.
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前言

近年来，乳腺癌的发病率逐年上升，手术、化疗等传统治疗

方法的结果往往不尽如人意。究其原因，肿瘤的多药耐药与复

发转移是导致患者预后不良的重要原因之一。既往对乳腺癌的

多药耐药和复发转移的研究多为独立进行，近年来备受国内外

学者关注。本实验室先前临床研究发现乳腺癌的耐药和转移之

间存在一定的相关性[1]，众多研究表明 PI3K/AKT 通路与肿瘤

的耐药和转移密切相关[2]。本实验拟从体外检测 PI3K/AKT 通

路是否同时参与调控乳腺癌多药耐药和侵袭转移。

1 材料与方法

1.1 材料

阿霉素购自深圳万乐药业公司，鼠抗人 P-gp 抗体购自

Santa-Cruz 公司，LY294002、鼠抗人 P-AKT 及 MMP-2 抗体购

自 Cell Singnaling 公司，羊抗鼠 Cy3 荧光二抗购自 DAKO 公

司，RIPA 裂解液、BCA 蛋白浓度测定试剂盒、DAPI 购自碧云

天公司，Trizol 试剂盒购自 Invitrogen 公司，荧光定量 PCR 试剂

盒购自上海闪晶公司, 胎牛血清、高糖 DMEM 购自 Gibco 公

司。
1.2 细胞系及细胞培养
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既往学术界，MCF-7/ADR 细胞株的真正起源备受争议[3-5]，

本课题组以乳腺癌细胞系 MCF-7 （购自上海生科院，源自

ATCC）为母本，持续低浓度加药诱导，建立 MCF-7/ADR'（耐药

浓度为 5×10-6mol/L）[6]，所有实验前 MCF-7/ADR' 脱药处理 14
天。LY294002 作用浓度为 5mol/L，作用时间为 2 小时。
1.3 细胞免疫荧光

取对数生长期的 MCF-7 及 MCF-7/ADR' 常规消化制做细

胞爬片，取出长满细胞的玻片 PBS 冲洗，4%多聚甲醛固定，

PBS 冲洗，0.5%Triton 穿孔，1%BSA 封闭，加入一抗孵育细胞

过夜，PBS 漂洗，加 Cy3 标记的二抗 IgG 孵育，PBS 漂洗，DAPI
染色液封片，荧光显微镜镜检拍照。
1.4 Western Blot

取未处理和 LY294002 处理的 MCF-7 及 MCF-7/ADR'，
RIPA 裂解液提取总蛋白，BCA 试剂盒蛋白定量，取 30μg 蛋白

进行 SDS-PAGE 电泳，转印至 PVDF 膜上，5%脱脂奶室温封

闭，分别加入相应一抗，4℃过夜，TBST 漂洗，加入相应二抗，

37℃1 小时，TBST 漂洗三次加 ECL 发光剂后显影。
1.5 qRT-PCR

取未处理和 LY294002 处理的 MCF-7、MCF-7/ADR'，加入

600 μL TRIZOL 提取 RNA，逆转录合成 cDNA。引物设计如下，

MDR1 上游引物：5'-GCTCATCGTTTGTCTACAGTTCG-3';

下游引物：5'-ATTTCCAAGGCATCAATTTCAC-3';
MMP-2 上 游 引 物 ：5'-GGCCTCTCCTGACATTGAC-

CTT-3';
下游引物：5'-GGCCTCGTATACCGCATCAATC-3';
内 参 β-actin： 上 游 引 物 ：5'-TGACGTGGACATCCG-

CAAAG-3';
下游引物：5'-CTGGAAGGTGGACAGCGAGG-3'。循环条

件如下：94℃ 4 分钟,1 个循环；94℃ 20 秒，60℃ 30 秒，72℃ 30
秒，共 35 个循环。
1.6 统计学方法

所有结果数据采用 SAS9.0 统计软件包进行统计分析处

理。配对资料的比较采用配对 t 检验，P<0.05 为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 细胞免疫荧光检测 P-AKT、P-gp、MMP-2 在细胞中的表达

P-AKT 为 AKT 的活化形式，主要分布于肿瘤细胞细胞质

内。P-gp、MMP-2 均为跨膜糖蛋白，主要分布于肿瘤细胞的细

胞膜上。在亲本 MCF-7 中，三者的表达为弱表达或不表达。阿

霉素耐药系 MCF-7/ADR' 中，P-gp 表达明显增加，同时伴有

P-AKT 和 MMP-2 的表达增加（见图 1）。

图 1 细胞免疫荧光检测 P-AKT、P-gp 和 MMP-2 在 MCF-7、MCF-7/ADR' 中的表达(×400)

Fig.1 Expression of P-AKT, P-gp and MMP-2 in MCF-7 cells and MCF-7/ADR' cells was examined by immunofluorescence assay(×400)

2.2 Western Blot 检测 PI3K 抑制剂 LY294002 作用 MCF-7 及

MCF-7/ADR' 前后的 P-AKT、MMP-2、P-gp 蛋白水平表达的改

变

LY294002 是 PI3K/AKT 通 路 的 抑 制 剂 ， 可 有 效 阻 断

PI3K/AKT 信号通路，并产生相应的效应。与细胞免疫荧光结果

相似，在 MCF-7 中，P-AKT、MMP-2 和 P-gp 为低表达或不表
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达，表现为条带低密度或淡染。MCF-7/ADR' 中，三者为高表

达，表现为条带密度增加。LY294002 作用前后，三者在 MCF-7
中表达未见明显改变，而 MCF-7/ADR' 中表现为明显降低，表

现为条带密度明显减弱（见图 2）。

2.3 qRT-PCR 检 测 PI3K 抑 制 剂 LY294002 作 用 MCF-7 及

MCF-7/ADR' 前后 MMP-2、MDR1 mRNA 水平表达的改变

qRT-PCR 检测 MMP-2、MDR1mRNA 水平改变。MDR1 是

编码肿瘤细胞 P-gp 的基因。以 MCF-7 作为参照，MCF-7/ADR'
中 MDR1 及 MMP-2 的表达明显升高（P<0.05，图 3A）。

LY294002 作用后，MCF-7 中 MDR1 及 MMP-2mRNA 的

表 达 无 明 显 改 变 （P>0.05， 图 3B）。 LY294002 作 用 后 ，

MCF-7/ADR' 中，MDR1、MMP-2mRNA 的表达下调（P<0.05，

图 3C）。

3 讨论

肿瘤的多药耐药与侵袭转移一直以来都是肿瘤治疗难以

攻克的难题之一，近年来两者之间的联系已备受国内外学者的

关注。本实验室先前临床研究发现乳腺癌的耐药和转移之间存

在一定相关性 [1,7]，PI3K/AKT 信号通路与乳腺癌侵袭转移具有

密切关系[8]，且 MMP-2 及 P-gp 的表达具有明显相关性[9]。那么，

PI3K/AKT 通路是否同时参与调控乳腺癌的多药耐药和侵袭转

移有待进一步证实。
P-gp 介导的多药耐药（multidrug resistance,MDR）是肿瘤化

疗耐药和病人预后不良的的主要原因之一[10-12]。近年来部分研

究发现，P-gp 的高表达除了与多药耐药相关外还与肿瘤的侵袭

转移密切相关[2]。在我们建立 MCF-7/ADR' 的过程中，随着耐药

浓度的逐渐升高，P-gp 的表达增加，同时伴有 MMP-2 的表达

增加，与我们先前的临床研究结果相符[9]，同时 Bjornland 等[13]

在肝癌的体外研究中发现了类似现象。
肿瘤的侵袭转移主要与胞外基质的降解、细胞粘附因子的

连接等密切相关。MMP-2 是降解 IV 胶原酶的主要酶类之一，

IV 型胶原酶的降解意味 着 肿 瘤 细 胞 浸 润 即 将 或 已 发 生。
PI3K/AKT 信号通路与细胞的生长、增殖、凋亡等密切相关，同

时众多研究表明其与肿瘤的多药耐药和侵袭转移有着密切关

系[2]。Barancik 等[14]在白血病的研究中发现，LY294002 抑制

PI3K/AKT 通路可有效逆转 P-gp 介导的细胞对长春新碱的抵

抗。AKT 是细胞生存通路 PI3K/AKT 的关键分子，其被磷酸化

形成 P-AKT 后才具有活性[14]。本实验结果显示，与 MCF-7 相

比，MCF-7/ADR' 中 P-AKT、P-gp 呈现高表达状态，LY294002
抑制 PI3K/AKT 通路后，MCF-7/ADR' 中两者表达同时降低。多

位学者分别在乳腺癌[15]、胃癌[16]、白血病[14]的研究中也得到了相

同结果。Tian 等[17]发现 PI3K/AKT 通路与 MMP-2 表达密切相

关。本 实 验 中 ，MCF-7/ADR' 高 表 达 P-AKT、MMP-2， 抑 制

PI3K/AKT 后，两者均表达下调，而 MCF-7 未见明显变化。同

时，众多学者也在乳腺癌[18]、肝癌[17]、甲状腺癌[19]等的研究中得

到了类似结果。在多种肿瘤组织及细胞中 PI3K/AKT 信号通路

参与调控 P-gp 及 MMP-2 的表达，从而调控肿瘤的多药耐药和

侵袭转移。本实验中，我们发现在阿霉素耐药株 MCF-7/ADR'
中，P-AKT、MMP-2 及 P-gp 的表达明显增高，通路被抑制后，细

胞 P-gp 和 MMP-2 的表达均下调。我们推测可能是阿霉素通过

某种机制激活肿瘤细胞 PI3K/AKT 通路，导致耐药指标 P-gp
和侵袭转移指标 MMP-2 的表达增加。PI3K/AKT 信号通路可

能是通过调控 P-gp 及 MMP-2 的表达从而调节肿瘤的多药耐

药和侵袭转移。在肿瘤的临床治疗中，联合应用能靶向抑制

PI3K/AKT 通路的药物可能会有效提高化疗效果和病人的预

后。
Yang 等 [20] 发现 P-gp 作用底物与 P-gp 作用后，能激活

PI3K/AKT 信号通路，同时伴胞膜边缘波动增加和细胞侵袭转

移能力增强。P-gp 与 PI3K/AKT 之间是否存在正反馈通路有待

进一步证实。同时，有学者研究发现 P- gp 的抑制剂 PSC883 作

用于耐药株后可明显减低其侵袭能力[13]，在我们的前期临床研

究中发现 P-gp、MMP-2 的表达具有一定相关性[9]，且在建立耐

药细胞株 MCF-7/ADR' 过程中，随着耐药浓度的逐渐增加，

图 2 Western Blot 检测 MCF-7、MCF-7/ADR' 中 P-AKT、P-gp 及

MMP-2 的表达

Fig.2 Expression of P-AKT, P-gp and MMP-2 in MCF-7 cells and

MCF-7/ADR' cells was examined by Western Blot assay

图 3 qRT-PCR 检测 MDR1、MMP-2 的表达情况（＊P<0.05）（A）MCF-7
作为参照，MCF-7 和 MCF-7/ADR' 中 MDR1、MMP-2 的表达情况（B）
LY294002 作用 MCF-7 前作为参照，LY294002 作用前后 MCF-7 中

MDR1、MMP-2 的表达情况（C）LY294002 作用 MCF-7/ADR' 前作为参

照，LY294002 作用前后 MCF-7/ADR' 中 MDR1、MMP-2 的表达情况

Fig. 3 Expression of MDR1, MMP-2 was examined by qRT-PCR assay
(A)MCF-7cells was the control group, the expression of MDR1, MMP-2
was examined in MCF-7 cells and MCF-7/ADR' cells. (B) MCF-7cells
which were not treated with LY294002 were the control group, effect of
treatment with or without LY294002 on levels of MMP-2 and MDR1

kinase was detected in MCF-7 cells (C) MCF-7/ADR'cells which were not
treated with LY294002 were the control group, effect of treatment with or

without LY294002 on levels of MMP-2 and MDR1 was detected in
MCF-7/ADR' cells
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P-gp、MMP-2 的表达也逐渐增加，两者之间是否存在其他的联

系或存在一定的信号通路彼此间进行调节需进一步的实验来

证实。
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