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摘 要：目的 观察黄连素（BBR）联合他莫昔芬（TAM）对耐药性乳腺癌细胞生物学行为的影响。方法 乳腺癌

耐药细胞株T-47D分为对照组、TAM组、BBR组、TAM+BBR组，采用CCK-8、划痕实验、流式细胞术、Western blot分别

检测细胞增殖、迁移、细胞周期及 p-AKT、p-AMPK表达。结果 与对照组比较，TAM组、BBR组与TAM+BBR组细胞

增殖率明显降低，而细胞迁移抑制率、细胞周期阻滞率及 p-AKT/AKT、p-AMPK/AMPK 表达均明显增高（P<0.01 或

0.05），以TAM+BBR组最为显著（P<0.01）。结论 BBR联合TAM可能通过激活PI3K/AKT和MAPK通路，抑制T-47D

细胞增殖、迁移，阻滞细胞周期在G1期。
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Effect of berberine and tamoxifen on biological behavior of drug-resistant breast cancer T-47D

cells
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Abstract: Objective To observe the effect of berberine (BBR) and tamoxifen (TAM) on biological behavior of drug-

resistant breast cancer cells. Methods Drug-resistant breast cancer T-47D cells were divided into control, TAM, BBR, and

TAM+BBR groups. Cell proliferation, migration, cell cycle, and expression of p-AKT and p-AMPK were respectively

detected by CCK-8, scratch test, flow cytometry, and Western blot. Results Compared with contrl group, cell proliferation

decreased, while cell migration inhibition, cell cycle arrest, and expression of p-AKT/AKT and p-AMPK/AMPK increased

in TAM, BBR and TAM+BBR groups (P<0.01 or 0.05), especially in TAM+BBR group (P<0.01). Conclusion Combined

BBR and TAM might inhibit cell proliferation and migration and block cell cycle in G1 phase via activating PI3K/AKT and

AMPK pathways.
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乳腺癌是全球高发的恶性肿瘤之一，发病率稳居

高位，严重威胁女性的生命健康。在我国乳腺的发病

率和死亡率逐年上升，且更加年轻化。60%～70%的

乳腺癌属于雌激素受体阳性（ER+）和孕激素受体阳

性（PR+）的激素依赖型恶性肿瘤。近十几年来以内

分泌治疗药物他莫昔芬（TAM）为代表的治疗方案已

经明显降低乳腺癌发病率，提高患者生存率，但在接

受内分泌治疗的患者中，30%～40%患者出现耐药并

复发转移。目前的研究表明乳腺癌的耐药与雌激素

受体的缺失或突变、多种生长因子接到的信号转导通

路异常活跃密切相关，但详细的分子机制尚未阐明。

本研究以乳腺癌耐药细胞株T-47D为研究对象，采用

CCK-8、流式细胞术等实验方法分析黄连素（BBR）联

合 TAM 对细胞的增殖迁移能力的影响及其分子

机制。

1 材料和方法

1.1 实验材料与试剂

细胞培养箱（日本 Espec），q-PCR 仪（roche light‐

cycle480），流式细胞仪。耐药性乳腺癌细胞株T-47D

（购自ATCC）；抗体（cst）；CCK-8（碧云天）。

1.2 方法

1.2.1 分组 根据不同药物干预将乳腺癌细胞株T-
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47D分为4组，即阴性对照（NC）组，他莫昔芬5 μmol/L

（TAM）组，黄连素 50 μmol/L（BBR）组，他莫昔芬 5

μmol/L+黄连素50 μmol/L联合（TAM+BBR）组。

1.2.2 细胞培养 将人乳腺癌细胞株 T-47D 细胞的

冻存管从液氮罐里取出，迅速放入 37 ℃水浴，快速摇

动促使溶液融化。待溶液完全融化后从水浴中取出

冻存管，用酒精消毒冻存管表面后在净工作台打开

冻存管，将含有细胞的冻存液转移至 5 mL离心管中，

1 000 r/min离心 10 min(最大转速不超过 1 500 r/min，

以防损伤细胞)，去除含有 DMSO 的上清液，用含有

10% 胎牛血清、100 mg/L 链霉素和 100 U/mL 青霉素

的完全培养基轻轻吹打混匀后用移液枪转移至 T25

培养瓶中。最后把接种到培养瓶中的细胞用 8 mL

DMEM 完全培养基稀释，轻轻吹打均匀后，37 ℃，含

5%CO2温箱中培养。

1.2.3 CCK-8 实验 取对数生长期的T-47D细胞，以

每孔种 5 000个细胞种于 96孔板中放入培养箱内；待

细胞贴壁后加入药物作用，每组设置 5 个复孔；48 h

后去除药物后，加入CCK-8工作液（现配现用），放入

培养箱孵育 2～3 h；450 nm波长测量吸光值；计算细

胞的增殖能力。3 次单独重复试验的检测结果相对

应的抑制率的计算公式为：抑制率 = [(OD 实验组 －

OD 对照组)/OD 对照组]×100%。

1.2.4 划痕实验 取对数生长期的T-47D细胞，以 8×

105个接种于 6孔板中，待贴壁后用 10 μL的 tip沿标记

好的方向用力均匀地划出相应的划痕，加入相应药物

作用，48 h拍照保留数据进行分析。四次单独重复试

验的检测结果，迁移抑制率的计算公式为：迁移抑制

率=[|(面积实验组－面积对照组)|/面积对照组]×100%

1.2.5 平板单克隆形成实验 取对数生长期的 T-

47D细胞，以每孔 100个细胞种于 6孔板中，加培养液

至3 mL，放入培养箱；待细胞贴壁后加入药物作用，3 d

换一次液；培养 14～17 d 后取出 6 孔板，加细胞固定

液 2 mL固定细胞 20 min；三蒸水冲洗，加结晶紫染色

15 min；三蒸水洗干净，晾干；计数肉眼可见紫色染

色点。

1.2.6 流式细胞周期实验 取对数生长期的 T-47D

细胞，以 106个细胞接种于 60 mm的培养皿，待细胞贴

壁后加入药物作用，48 h后收集细胞，用 70% 的酒精

固定，PI染色后上机检测。

1.2.7 Western blot 实验 取对数生长期的 T-47D 细

胞，以 106个细胞接种于 60 mm 的培养皿，待细胞贴

壁后加入药物作用，48 h 后收集细胞提取蛋白，加

入 loading buffer 变性并配平浓度，95 ℃变性 5 min，

5% 浓缩胶，10% 分离胶，用 80 V 电泳 30 min 后转

成 120 V 继续电泳 60 min，然后取出以 300 mA，2 h

进行转膜；完成后进行 5% 脱脂奶粉封闭，一抗孵

育 2 h、TBST 洗涤，二抗孵育 1 h、TBST 洗涤，进行

曝光。

1.3 统计学处理

使用统计软件SPSS 22.0进行分析，3次独立实验

结果以 x±s表示，多组检验用单因素方差分析。以P<

0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 CCK-8实验结果

与 NC 组比较，TAM 组、BBR 组与 TAM+BBR 组

对乳腺癌细胞 T-47D 细胞增殖率均明显降低 (P<

0.01)，以TAM+BBR组最为显著(P<0.01)，见图1。

2.2 划痕实验结果

与 NC 组比较，TAM 组、BBR 组与 TAM+BBR 组

对乳腺癌细胞 T-47D 细胞迁移的抑制率均明显增高

(P<0.01)，以TAM+BBR组最为显著(P<0.01)，见图2。

2.3 流式细胞术检测结果

与 NC 组比较，TAM 组、BBR 组与 TAM+BBR 组

对乳腺癌细胞T-47D细胞周期阻滞率均明显增高(P<

0.01)，以TAM+BBR组最为显著(P<0.01)，见图3。

2.4 western blot的实验结果

与 NC 组比较，TAM 组、BBR 组与 TAM+BBR

组对 p-AKT/AKT、p-AMPK/AMPK 的表达量均明

显增高 (P<0.05 或 0.01)，以 TAM+BBR 组最为显著

(P<0.01)，见图4。

图1 各组对乳腺癌T-47D细胞增殖率的影响

与AC组比较：*P<0.05，**P<0.01
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图3 各组对乳腺癌T-47D细胞周期G1的影响

A.4 组对乳腺癌 T-47D 细胞阻滞在 G1 期的流式细胞图；B. 4 组对乳腺癌细胞 T-47D 细胞周期阻滞率，与 AC 组

比较：***P<0.01
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图2 各组对乳腺癌T-47D细胞迁移能力的影响

A.4 组对乳腺癌 T-47D 细胞迁徙能力的划痕图；B.4 组作用于 T-47D 细胞 48 h 细胞迁移抑制率（与 AC 组比较：*P<0.05，
**P<0.01）
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3 讨论

TAM 是一种选择性雌激素受体调节剂，由于

TAM效应结构的侧链和ER受体的 351位氨基酸结构

相似[1-3]。因此，TAM 通过竞争结合细胞核内的雌激

素受体，引起构象改变，阻碍共活化剂的绑定，进而减

少雌激素相关基因的转录[4-6]，抑制肿瘤细胞增殖。临

床上约 30%～40%乳腺癌患者在接受TAM治疗后出

现耐药、复发和转移，这是临床上治疗乳腺癌遇到的

大难题，也大幅度降低了乳腺癌患者的生存周期。在

TAM 耐药乳腺癌中 Hh 通路的异常激活受到 PI3K/

AKT 通路的调节，而且在内分泌治疗耐药的乳腺癌

中 PI3K/AKT 过度激活[7]。PI3K/AKT/mTOR 信号通

路是整合细胞外各种信号的共同通路，参与多种细胞

生理活动，如细胞代谢、蛋白合成、细胞生存与增殖、

血管新生及免疫功能等[8]。PI3K/AKT通路是整合细

胞外生长因子受体信号的关键调节通路，在细胞代

谢、生长和存活以及糖类代谢、胞内物质运输及血管

形成的调节中发挥重要作用[9]。PI3K 催化亚基的突

变或者基因的扩增，下游靶点AKT的扩增，上游受体

（HER-2）的增多，PI3K/AKT通路的负调控因子PTEN

基因丢失等都是这一通路在癌细胞中异常激活的关

键因素，且这些因子的异常表达或激活与乳腺癌发生

发展关系密切[10-12]。

植物中提取的纯天然抗肿瘤化合物是抗癌新药

开发的重要手段之一。研究发现中药中许多单体成

分具有抗肿瘤活性，如黄连素可以抑制多种肿瘤细胞

的增殖迁移等活性。黄连素是一种常见的草本科异

喹啉类生物碱，许多研究显示黄连素在抗肿瘤方面有

积极作用，能诱导乳腺癌、肺癌、肠癌、肝癌细胞凋亡，

抑制肿瘤增殖，还能和细胞毒性药物如长春新碱、伊

立替康联用具有协同作用，且可降低肿瘤的耐药作

用[13-14]。在乳腺癌中黄连素可通过调节 PI3K/AKT通

路抑制肿瘤转移[15]。黄连素不仅抑制细胞生长的周

期蛋白从而促进细胞凋亡，也作用于胞质中相关通路

的关键蛋白并发挥抗肿瘤作用，如抑制 Ras、Raf、

MER-K和PI3K等关键蛋白活性而降低PI3K/AKT和

MAPK 通路信号传导功能。黄连素还能作用于 EG‐

FR、HER-2等相关受体而抑制细胞的生长，而内分泌

耐药的乳腺癌患者与其 EGFR 被异常激活进一步激

活PI3K/AKT有着潜在的关系[16]。

本课题通过研究黄连素与 TAM 共同作用对

TAM耐受的乳腺癌细胞株的影响进而阐述其对细胞

生物学行为的影响。本研究过程中通过 CCK-8实验

结果发现，TAM 和 BBR 单独作用于 T-47D 细胞时其

增殖率明显低于对照组，且以两种药物联合的效果更

为显著，说明在药物 TAM和 BBR联合作用下可抑制

细胞的增殖能力。通过划痕实验结果发现 TAM 和

BBR 单独作用于 T-47D 细胞时其迁移抑制率高于对

照组，以联合药物组更为显著，证明了两种药物的联

合作用抑制细胞迁移能力强于单独作用时抑制迁移

能力。通过流式细胞术的检测分析验证了两种药物

单独或联合作用都会将细胞阻滞在 G1期，其中两种

药物联合作用时G1期的阻滞效果相对于两种药物单

独作用时的更强；通过 western blot 检测了 p-AKT 与

p-AMPK 的表达量时，TAM+BBR 组对 p-AKT/AKT、

p-AMPK/AMPK 的表达量均明显增高 (P<0.05 或

A.4 组对乳腺癌 T-47D 细胞 48 h 的 western blot 图；B.p-AKT/AKT 表达量；C.p-AMPK/AMPK 表达量（与 AC 组比较：*P<0.05，
**P<0.01）

图4 各组对乳腺癌T-47D细胞中p-AKT、p-AMPK蛋白表达量的变化
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0.01)，以 TAM+BBR 组最为显著(P<0.01)，说明两种

药物联合作用时上调 p-AMPK 和 p-AKT的表达效果

比两种单独药物作用时更有好。

通过以上实验可以发现 BBR 与 TAM 具有协同

作用。BBR 可以提高 TAM 耐受细胞对 TAM 的敏感

性，进而达到抑制细胞增殖和迁移的作用，将更多的

细胞阻滞在 G1 期，上调 p-AMPK 和 p-AKT 的表达。

并且 BBR 作为成熟的中成药用于临床治疗，本研究

可为临床TAM耐受型乳腺癌治疗提供新的方案与理

论支持。
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