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大豆苷元增强多西紫杉醇体外杀伤三阴性乳腺癌作用研究 *
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摘要 目的：研究大豆苷元通过调节 BRCA1 表达逆转多西紫杉醇耐药的具体机制。方法：应用三阴性人乳腺癌细胞系
MDA-MB-231、SUM-1315作为研究对象，通过 MTT法评估分析不同治疗组的抑瘤率，应用流式细胞仪检测各治疗组细胞的凋亡
情况；应用 western-blot分析各治疗组 BRCA1及凋亡相关蛋白的表达情况。结果：研究发现大豆苷元、多西紫杉醇及联合组对乳
腺癌MDA-MB-231、SUM1315细胞的抑制呈浓度依赖的原则。并且 BRCA1表达的细胞系MDA-MB-231比 BRCA1突变的细胞
系 SUM1315抑瘤率更高，两个细胞系不同治疗组分别与对照组相比较，凋亡率明显升高，均具有统计学意义；且随着大豆苷元的
加入，可使多西紫杉醇的凋亡率显著增加，并且可减少多西紫杉醇的用量。在 SUM-1315细胞系，大豆苷元逆转多西紫杉醇耐药，

增加凋亡比率更为显著。大豆苷元可使 BRCA1突变型的三阴性乳腺癌细胞系 SUM-1315表达 BRCA1，并具有浓度依赖性。对各

组细胞的凋亡蛋白的变化进行免疫印迹分析表明大豆苷元联合多西紫杉醇可通过调节 caspase依赖的凋亡通路活性来增强多西
紫杉醇的凋亡作用，从而增强乳腺癌细胞杀伤。结论：大豆苷元可通过调节 BRCA1表达量，协同增强多西紫杉类药物杀伤三阴性
乳腺癌细胞，促进凋亡进而逆转化疗耐药。
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Effects of Daidzein Reverse Docetaxel Resistance
by Regulating the Expression of BRCA1*

To study the specific mechanism of daidzein to reverse docetaxel resistance by regulating the expression of
BRCA1. The tri-negative human breast cancer cell line MDA-MB-231 and SUM-1315 were used as the study, and the MTT
method was used to evaluate the rate of tumor grow inhibition during different treatment groups, and the cell apoptosis was detected by
flow cytometry. Apoptosis related proteins expressions were analyzed by western-blot. We found that the inhibition rate of the
daidzein, docetaxel and combined groups were concentration-dependent in the MDA-MB-231 and SUM1315 cells. And the inhibitory
rate in MDA-MB-231is higher than SUM1315. Different treatment groups compared with control group in both two cell lines, apoptosis
rate increased significantly. And all groups have statistically significant. With the addition of daidzein, the apoptosis rate of docetaxel
groups can be significantly increased, at the same time, the dosage of docetaxel can be reduced. In the SUM-1315 cell line, daidzein can
reverse docetaxel resistance and increase apoptosis ratios. Daidzein can change the expression of BRCA1 accroding to the concentration
dependence in the tri-negative breast cancer cell line. The change of apoptosis protein immunoblot analysis in each cell line showed that
daidzein and docetaxel by adjusting apoptotic pathways of caspase dependent activity to enhance the apoptosis effect of docetaxel, thus
improve cytotoxicity. This paper illustrates the daidzein enhance docetaxel killing activity and reverse the drug resistance
mechanism by regulating the expression of BRCA1in tri-negative breast cancer cells.
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前言

全世界每年有一百万新发乳腺癌患者[1,2]，其中 10%-17%为
受体三阴性乳腺癌(Triple negative breast cancer，TNBC)。TNBC

患者发病年龄早，组织学分级及预后均较差，淋巴结的阳性率

高，易出现局部复发和远处转移，复发转移后生存期短（70%的
TNBC患者在确诊后 5年内死亡）[3,4]。BRCA1在 TNBC发病中
发挥重要作用，Lafarge等发现 BRCA1突变表达的乳腺癌细胞

系的信号监督作用异常，导致抗微管类化疗药 VCR和 Taxol

疗效降低[5]。Jennifer E. Quinn等体外利用 si-RNA抑制内源性
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BRCA1 表达后使 BRCA1 缺陷细胞系重新表达野生型 BR-

CA1，其对紫杉类化疗敏感性增加大于 1000 倍 [6]。另外，

Bernard-Gallon DJ等人用染料木素 (5 滋g/mL) 和大豆苷元(20

滋g/mL) 处理乳腺癌细胞系后发现大豆苷元明显增加了三阴性

乳腺癌细胞系中野生型 BRCA1蛋白表达水平，与对照组相比

有明显统计学意义[7]。Anna Cabanes等学者在乳腺癌大鼠体内

也证实大豆异黄酮类可持续上调乳腺组织 BRCA1 mRNA 表

达水平，进而降低乳腺癌风险[8]。故本文拟研究大豆苷元通过调

节 BRCA1的表达水平，改变 TNBC患者对多西紫杉类化疗药

物敏感性的具体机制。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

凋亡和坏死检测试剂盒购自 Beyotime Institute of Biotech-

nology，Annexin V-FITC 凋亡试剂盒购自美国 BD 公司，BR-

CA-1、bcl-2、bax、anti-cleaved caspase-9 和 茁-actin 抗体购自
Santa Cruz Biotechnology, USA。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养 MDA-MB-231（BRCA1野生型三阴性乳腺

癌细胞系）应用 1640培养基，SUM1315（BRCA1突变型三阴性

乳腺癌细胞系）细胞应用 Ham's F12 medium培养基，均在 37

℃及 5% CO2条件下培养。

1.2.2 MTT法筛选最佳浓度及最佳作用时间 两个细胞系实

验均分为九组，包括对照组、大豆苷元组、多西紫杉醇组及大豆

苷元 +多西紫杉醇组，参照既往实验和文献结果[9]，设立不同大

豆苷元（15 or 30 滋mol/L）及多西紫杉醇(1 nmol/L、2 nmol/L)浓

度其中加入化疗药物前细胞与大豆苷元孵育 24小时，加入化

疗药物后继续孵育 24小时，用 MTT方法加入 MTT(5 mg/ mL)

20 滋L，孵育 4 h后弃上清液，每孔加入 150 滋L DMSO，振荡 10

min，溶解结晶物。用波长为 490 nm的酶标仪测定各组肿瘤细

胞 OD值，分别测定不同浓度的大豆苷元与多西紫杉联合后对

MDA-MB-231、SUM1315细胞生长抑制率的影响，并与单用大

豆苷元或多西紫杉醇进行比较分析，同时计算出二种药物不同

浓度间相互作用的 combination index（CI）。

1.2.3 细胞周期及凋亡的检测 应用(FITC)-标记的锚定蛋白

v(Annexin V)及碘化丙啶（PI），将细胞悬液与凋亡试剂盒中的
binding buffer缓冲液混匀，将离心后的细胞团计数，并调整细

胞密度为为 1× 105 cells/mL。按 490 滋L细胞悬液内加 5 滋L

Annexin V 及 5 滋L PI的比例染色，避光条件下孵育 15分钟

后，通过流式细胞仪来检测上述条件下不同组别中细胞周期的

变化及凋亡率，将上述结果进行比较、分析。

1.2.4 BRCA1表达变化的检测 提取 BRCA1的蛋白提取物，

应用Western blotting，检测各组中 BRCA1的蛋白表达的变化，

并将结果进行比较、分析。具体实验步骤如下：1）提取 BRCA1

总蛋白质：用蛋白提取试剂盒。2）目的蛋白 BRCA1及内参

茁-actin的浓度测定：应用 BCA试剂盒进行检测。3）电泳、转膜、

封闭：常规进行 SDS-PAGE 电泳、转膜，将标记好的 PVDF膜

在封闭液中，室温振摇封闭 2 h。4）孵育一抗、二抗：加入 茁-actin

和鼠抗人一抗(1:500)进行杂交，4 ℃过夜，TBST漂洗 10 min×

3 次，加入 HRP标记羊抗鼠二抗( 1：2000)，室温 1 h 并摇匀，
TBST漂洗 8 min× 2次、5 min× 3次。5）显像、分析：洗涤后的
PVDF膜用化学发光成像仪显影，最后条带灰度值使用 Quanti-

tyone分析，得出结论。通常应用目的条带与内参条带的比值来

代表目的蛋白的表达水平。

1.2.5 凋亡相关蛋白的检测 用 Western blotting方法分别加

入 Bcl-2、Bax、caspase9 抗体测定 Bcl-2、Bax、caspase9 蛋白的

表达差异。分析大豆苷元联合多西紫杉醇通过调节 BRCA1对

凋亡蛋白表达的影响，对 caspases依赖通路信号的影响（具体

实验步骤同 1.2.4）。
1.2.6 统计学分析 实验数据以 x± s表示，采用方差分析检

验方法、非参数检验，使用 SPSS13.0软件系统进行统计分析，
P<0.05有统计学意义。

2 结果

2.1 肿瘤生长抑制及细胞凋亡的检测
应用 MTT方法检测各组（对照组、大豆苷元 -15 滋M 组、

30 滋M组、多西紫杉醇 1 滋M组、2 滋M组、大豆苷元 15 滋M+

多西紫杉醇 1 滋M组、大豆苷元 15 滋M+多西紫杉醇 2 滋M组、

大豆苷元 30 滋M+多西紫杉醇 1 滋M组、大豆苷元 30 滋M+多

西紫杉醇 2 滋M组）24 h的抑瘤率。随着加入药物浓度的增加，

各组的抑瘤率均呈现逐渐增高的趋势，与对照组相比，统计学

上均有明显差异(P<0.05)。大豆苷元、多西紫杉醇及联合组对乳

腺癌 MDA-MB-231、SUM1315细胞的抑制均呈浓度依赖的原

则。并且 BRCA1表达的细胞系 MDA-MB-231比 BRCA1突变

的细胞系SUM1315各组的抑瘤率均高，具体见图1。
Annexin V-FITC/PI （Annexin V-Fluoresceine Isothio-

cyanate/Propidium Iodide）染色，流式细胞仪检测结果表明：根

据 MTT实验结果，检测大豆苷元 30 滋M组；多西紫杉醇 1 滋M

组；2 滋M组及大豆苷元 30 滋M+ 多西紫杉醇 1 滋M 组的凋亡

率，两个细胞系不同治疗组分别与对照组相比较，凋亡率明显

升高，均具有统计学意义(P＜ 0.05)；且随着大豆苷元的加入，可

使多西紫杉醇的凋亡率进一步增加，并且在减少多西紫杉醇的

用量至 1 滋M的情况下，凋亡率与 2 滋M时的凋亡率相当。在

SUM-1315细胞系，大豆苷元逆转紫杉醇耐药，增加凋亡比率

较MDA-MB-231细胞系更为显著，具体数值及统计情况见图2。
2.2 BRCA1表达的检测

大豆苷元可使 BRCA1 突变型的三阴性乳腺癌细胞系
SUM-1315表达 BRCA1，并具有浓度依赖性，同时，随着大豆苷

元浓度增高，也可使野生型 BRCA1 表达的细胞系
MDA-MB-231的 BRCA1表达量轻度增高，见图 3。
2.3 凋亡相关蛋白的检测

对各组细胞的凋亡蛋白的变化进行免疫印迹分析，大豆苷

元联合多西紫杉醇组 Bcl-2（28 kDa）蛋白表达量较单独用药组
减低，Bax（26 kDa）、具有活性的裂解 Caspase-9 (17 kDa)片段蛋

白表达量与之相反，表明大豆苷元联合多西紫杉醇可通过调节

caspase依赖的凋亡通路活性来增强多西紫杉醇的凋亡作用，

增强细胞杀伤，具体如图 4所示。
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图 1 两个乳腺癌细胞系不同治疗组的抑瘤率

Fig.1 Comparison of the grown inhibition of breast cancer cells among different groups

Note: Data are expressed as x± SD, n=3. *P<0.05.

3 讨论

近年来国内外对于 TNBC的治疗始终效果不佳，尽管分
子靶向治疗[10]、生物治疗已广泛应用，但化疗仍然是 TNBC 最
主要的治疗方法[11,12]。尽管铂类化疗药物广泛应用[13]，但治疗效

果已经达到了一个平台期，并且化疗药物的巨大细胞毒作用始

终限制了其有效剂量的提高，加之耐药的频繁出现，严重影响

了肿瘤的治疗效果，因此寻找具有减毒增效作用的物质与其联

合成为肿瘤治疗的一个突破点。在本研究中我们提出利用纯天

然、无任何毒副作用的植物雌激素逆转化疗药物耐药，并从

TNBC乳腺癌细胞 BRCA1突变的特点入手，研究植物雌激素
逆转 BRCA1突变，进一步分析其影响各种凋亡相关蛋白及凋
亡通路的具体生物学机制，较为系统的阐述联合应用增加疗效

图 2 两个乳腺癌细胞系不同治疗组凋亡率的比较

Fig.2 Comparison of the apoptosis of breast cancer cells among different

groups

Note: Data are expressed as x± SD, n=3. *P<0.05.

图 3 BRCA1蛋白表达变化

Fig.3 The BRCA1 protein expression of different breast cancer cells

图 4 不同治疗组凋亡相关蛋白的表达情况

Fig.4 The apoptosis proteins expression of breast cancer cells among

different groups
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的机理，为临床应用提供理论依据。

BRCA1基因可以调控多种细胞通路，研究表明它是一种

具有肿瘤抑制作用的多功能蛋白[14,15]。由于遗传等因素可以造

成 BRCA1表达突变甚至缺失，这可直接影响基因组的稳定，

以及 DNA损伤后的修复异常，并且影响到中心粒扩增、与细胞

周期相关的细胞重要检测点功能异常。通常来说，在中心粒复

制过程中 BRCA1 可发挥负性调节，其突变后中心粒扩增异

常。酌-微球蛋白负责有丝分裂过程中纺锤体形成，它是中心体

中的重要部分，BRCA1可与之作用。有研究证实 25％的鼠胚

胎成纤维细胞 9（FEMs）细胞有多个中心粒，具体分析是由于
BRCA1表达缺失，导致细胞在有丝分裂期形成多级纺锤体，染

色体运动方向紊乱，微核形成，导致中心粒无法正常复制[16]。此

外，BRCA1还参与转录调控，既可以与 RNAhelicaseA、DNA聚

合酶Ⅱ等相互作用，调节 p53、P300、STAT1、c-myc、和 CtIP·
CtBP等下游基因的转录活性[17]。

研究表明，80%~90%的 BRCA1相关性乳腺癌为三阴性乳

腺癌，而且 BRCA1基因与化疗敏感性相关。直接作用于 DNA

的细胞毒性药物使 DNA产生损伤后，激活磷脂酰肌醇 3激酶
相关底物 ATM 和 ATR 以及蛋白激酶 CHK2。ATM 可以使
BRCA1 的丝氨酸 Ser1387、Ser1423、Ser1457 和 Ser1524 磷酸

化，ATR使 Ser1423等 6个丝氨酸或苏氨酸残基磷酸化。蛋白

激酶(CHK2)使 BRCA1在 Ser988位点磷酸化。从而激活 BR-

CA1介导的细胞周期(S→G2期)检查点效应[18]，使肿瘤细胞进

入DNA修复途径，导致化疗药物抵抗。Lafarge等通过体外抑制
BRCA1的表达，可以使细胞系对 DDP、VP-16等化疗药物的敏
感性有所增加，但由于 BRCA1突变后影响了中心粒的扩增、

纺锤体的形成，使得抗微管药物 VCR和 Taxol的疗效降低[5]。

从而出现了在 BRCA1突变的 TNBC患者，紫杉类化疗药物的
疗效不佳，出现耐药的情况。

流行病学观察发现消费大量植物雌激素的亚洲女性乳腺

癌的发病率远低于西方女性[19]，由此植物雌激素与乳腺癌之间

的关系引起了人们的广泛关注。植物雌激素是一类从植物中提

取的具有生物活性的多酚成份，其结构与哺乳动物的雌激素

17茁-雌二醇类似。其中异黄酮是植物雌激素最常见也是研究

的最广泛、最深入的成份。研究已证实，植物雌激素具有抑制肿

瘤、调节细胞周期、促进凋亡[20]、抗炎、抗氧化、抑制血管生成、

抑制转移、逆转耐药等多方面的作用。

由于植物雌激素具有类雌激素样作用，其应用于乳腺癌的

安全性一直为人们所担心，植物雌激素在体外低浓度条件下会

促进 ER、PR阳性的乳腺癌细胞生长，但证据表明其对 ER、PR

阴性的细胞却表现出不同的作用。在 ER、PR阴性的乳腺癌细

胞系 MDA-MB-468，白藜芦醇甚至在低于 10 nm的所有浓度

均抑制细胞增殖[21]，同样，在由高到低所有浓度的染料木素、槲

皮素均可以减少或不影响 ER、PR 阴性的 MDA-MB-231、
HCC-38细胞的生长[22]。这些文献排除了我们对安全性的顾虑。

综上所述，本文结合 BRCA1与肿瘤细胞凋亡的部分关
系，进一步明确大豆苷元协同增强紫杉类药物杀伤三阴性乳腺

癌细胞，逆转耐药的机制，为大豆苷元结合紫杉类药物的临床

应用研究提供了实验基础。
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的供血供氧，使原来病变处于低血流灌注、低饱和度状态下并

且还未死亡的脑细胞或软化灶周边的残存脑细胞的功能慢慢

开始恢复，从而使已失去功能联系的神经网络得以重新建立[20]。

目前，体外反搏治疗在儿童脑外伤中的研究相对较少，但是随

着早期康复治疗的脑保护作用不断被证实和应用。近年来，一

些国外学者开始逐渐将这种干预手段引入到颅脑外伤的研究

中[21]，为儿童脑外伤恢复期患者功能障碍的康复提供新的思路

及方法，值得我们进一步深入探讨。
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