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顺铂耐药乳腺癌细胞株的建立及FANCF基因在耐药中的作用
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[摘 要] 目的：探讨三阴性乳腺癌顺铂（cisplatin, DDP)耐药细胞和敏感细胞中FA/BRCA通路关键基因FANCF的表达和功能,

以及与DDP耐药的相关性。方法：DDP浓度递增法诱导建立乳腺癌细胞MDA-MB-231的DDP耐药细胞株MDA-MB-231/DDP；

通过RNAi技术敲减MDA-MB-231敏感细胞和DDP耐药细胞中FANCF，并在mRNA和蛋白水平进行敲减效果验证。CCK-8法检

测DDP耐药细胞株增殖活性，Western blotting 法检测该细胞中FANCF蛋白表达，流式细胞仪检测MDA-MB-231细胞周期和凋亡

情况，实时定量PCR（RT-qPCR）法检测FANCF mRNA的表达。结果：MDA-MB-231细胞DDP诱导3个月建立的MDA-MB-231/DDP

细胞株耐药指数为13.5，其G0/G1期细胞增多、S期和G2/M期细胞减少。MDA-MB-231/DDP细胞中FANCF mRNA和蛋白表达水

平显著升高（均P<0.01）。FANCF敲低后MDA-MB-231/DDP细胞凋亡增加，细胞对DDP的药物敏感性显著升高（均P<0.01）。结论：
FANCF基因通过抗凋亡作用导致MDA-MB-231细胞对DDP的耐药性，FANCF是乳腺癌治疗的一个潜在靶点。
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Establishment of cisplatin-resistant breast cancer cell line and role of FANCF
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[Abstract] Objective: To investigate the expression profile and function of FANCF gene (a key gene in FA/BRCA pathway) in both

cisplatin (DDP)-resistant and DDP-sensitive human triple-negative breast cancer cell lines and to analyze its correlation with DDP-resis-

tance in breast cancer. Methods: The DDP-resistant breast cancer MDA-MB-231 cell line (MDA-MB-231/DDP) was established by in-

duction of gradient DDP. The expression of FANCF gene in both sensitive and resistant cell lines was knocked-down by RNAi interfer-

ence technology and the knockdown efficiency was validated at both RNA and protein level. The cell viability of MDA-MB-231 cells

and MDA-MB-231/DDP cells was determined by the CCK8 assay; Flow cytometry was used to examine the cell cycle distribution and

apoptosis; the mRNA and protein expressions of FANCF gene were examined by using qRT-PCR and western blotting, respectively. Re-

sults: The resistance index of MDA-MB-231 / DDP cells was 13.5 after 3-month induction. The mRNA and protein expressions of

FANCF were significantly increased in MDA-MB-231/DDP cells (all P<0.01). Cell cycle analysis indicated that the DDP treatment sig-

nificantly induced G0/G1 arrest and decreased the cell proportion in phase S and G2/M. siRNA-mediated knockdown of FANCF could

not only be able to increase sensitivity of MDA-MB-231 to DDP but also promote the cell apoptosis (all P<0.01). Conclusion: FANCF

attributes to the occurrence of DDP-resistance through anti-apoptosis effect, which might be served as a potential treatment target for

drug-resistant human breast cancer.
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乳腺癌是导致妇女死亡的首要原因，2012年全

球 20个区域内大约有 1 410万新发侵袭性乳腺癌病

例和 820 万死亡病例，而 2015 年美国妇女中有

23.184 0万新发病例，其中4.029 0万人死亡[1]。乳腺

癌是我国 30～59岁妇女最常见的恶性肿瘤，是 45岁

以下妇女肿瘤相关死亡的首要原因[2]。有研究[3]显

示，2011年我国乳腺癌新发病例 24.862 0万例（其中

城市 15.808 7万例、农村 9.053 3万例），占所有新发

恶性肿瘤的17.10％。尽管近年来乳腺癌的诊断和治

疗取得了巨大的进步，但乳腺癌的发病率和病死率

仍呈上升趋势。化疗是乳腺癌除了外科手术之外行

之有效的治疗方法，尽管近年来乳腺癌在早期发现

和治疗方面取得了巨大的进步，仍有 50％的病例很

快对化疗药物产生耐药[4]。顺铂（cisplatin，DDP）是

一种临床常用的广谱抗肿瘤药，近年来铂类药物在

三阴性乳腺癌化疗中的越来越重要[5]。作为一种周

期非特异性抗肿瘤药物广泛用于治疗进展期乳腺癌

和多种实体瘤，但由于肿瘤本身对DDP存在的原发

性耐药或用药后快速产生的获得性耐药限制了其在

临床的运用。有研究[6]证实，FA/BRCA通路不仅参

与恶性肿瘤的发生，还参与肿瘤细胞化疗耐药的产

生，然而机制目前尚不清楚。本研究旨在通过诱导

并建立三阴性乳腺癌MDA-MB-231/DDP细胞株，并

在此基础上研究 FA/BRCA通路中关键蛋白 FANCF

在诱导三阴性乳腺癌细胞株MDA-MB-231/DDP耐

药过程中的表达变化，从而探讨FANCF基因在乳腺

癌DDP耐药发生发展中的作用。

1 材料与方法

1.1 细胞株、主要试剂及仪器

乳腺癌细胞株MDA-MB-231购自中国科学院昆

明动物研究所。胎牛血清（10099 - 141）和 DMEM

(Hyclon)购自 Gibco 公司，TRIzol (TR118)购自 MRC

公司，DDP（D8810）购自索莱宝公司，cDNA合成试剂

盒 All-in-OneTM First-Strand cDNA Synthesis Kit 试剂

盒、实时荧光定量SYBR Green Master with Rox试剂

盒购自GeneCopoeia公司，FANCF抗体（35736）购自

SAB公司，凋亡检测试剂盒（559763）购自美国BD公

司 ，β - Actin（AB6276）购 自 Abcam 公 司 ，Lipo-

fectamine 2000（11668-027）购自 Invitrogen公司。流

式细胞仪（FACSCantoⅡ）购自美国BD公司。

1.2 建立DDP耐药乳腺癌细胞株

6 孔板中对数生长期 MDA-MB-231 细胞长至

60%~80%汇合度时，2 μg/ml DDP作为起始浓度进行

诱导耐药，以药物浓度递增法连续诱导 3个月，收集

细胞进行实时定量PCR（RT-qPCR）和CCK-8实验。

1.3 CCK-8法检测DDP对MDA-MB-231细胞增殖

活性的抑制

用CCK-8实验检测DDP对乳腺癌细胞的抑制活

性。将 1×104个细胞接种到 96孔细胞培养板上，过

夜孵育后加入含系列稀释药物的新鲜培养基，每个

浓度设 3个重复孔，同时设不含药物的细胞对照孔。

48 h 后用加入CCK-8并测定 570/630 nm光密度（D）

值，计算 IC50值（即对 50%的细胞产生抑制时的药物

浓度）。实验重复3次。

1.4 FANCF-siRNAs序列的合成与转染

FANCF-siRNAs由广州锐博生物科技有限公司

设计合成，序列如下：SiFANCF_1：5' - GGTCAAC-

GTTTGCACTATG - 3'，SiFANCF_2：5' - GTACCTG-

GTCTTAGCATCT-3'，SiFANCF_3：5' -CTTCGTAGT-

GGTGCATTTA-3'；非特异性序列 NControl_05815

（SiN05815122147）为阴性对照。细胞接种于 6孔板，

汇合度达60%～70%时通过Lipofectamine 2000进行

转染。siRNA终浓度为20 nmol/L，设实验组、阴性对

照组和空白对照组。转染48 h 后收获细胞进行各项

指标检测。实验重复3次。

1.5 RT-qPCR 法检测 MDA-MB-231 细胞中 FANC

mRNA表达

细胞RNA提取采用TRIzol法，按照试剂说明书

进行。逆转录用All-in-OneTM First-Strand cDNA Syn-

thesis Kit试剂盒进行，随后采用 SYBR Green Master

with Rox试剂盒在ABI 7900HT仪器上进行定量PCR

反应。引物序列如下, FANCF：5'-CTAACTGCCCT-

GGAGACCTG-3'，5' - CGCTGAGACCCAAAACTT-

GT-3'，GAPDH：5'-CGCTGAGTACGTCGTGGAGTC-

3', 5'-GCTGATGATCTTGAGGCTGTTGTC-3'。反应

条件：95 ℃ 10 min，95 ℃ 15 s，60 ℃ 30 s，40个循

环。mRNA表达变化以2-ΔΔCt方法进行分析。实验重

复3次。

1.6 Western blotting 法检测MDA-MB-231细胞中蛋

白表达

收集细胞加入RIPA裂解液，沸水中煮沸 5 min，

BCA法定量蛋白。40 μg蛋白上样，10% SDS-PAGE

后，0.45 μm PVDF膜转印，5%脱脂奶粉封闭 1 h，加

入 FANCF 一抗（SAB35736，1:500 稀释）4℃孵育过

夜，加入二抗 Anti - Rabbit IgG - Peroxidase antibody

（SigmaA6154, 1:5 000稀释）室温孵育 1 h，以 β-actin

作为内参，ECL化学发光底物进行曝光显色，扫描图

像用 Image J 软件进行灰度分析。实验重复3次。

1.7 流式细胞仪检测MDA-MB-231细胞周期

取 6孔板中对数生长期MDA-MB-231细胞DDP

（2 μg/ml）处理2 h后更换新鲜培养基，36 h后采用PI
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染色技术（BD-Pharmingen，550825）检测细胞周期。

按照试剂盒说明书进行操作，采用BD FACSCantoⅡ

流式细胞仪检测。实验重复3次。

1.8 流式细胞仪检测MDA-MB-231细胞凋亡情况

对数生长期的细胞6孔板中培养24 h，汇合度达

到70%左右后进行 siRNA转染，分为敲低实验组、阴

性对照组和未处理组。48 h后收集细胞进行流式检

测。按照凋亡检测试剂盒（BD，559763）说明书进行

操作：加入 500 μl的Binding Buffer悬浮细胞，加入 5

μl Annexin V-FITC和 10 μl PI混匀，室温避光孵育 15

min，采用流式细胞仪进行检测。实验重复3次。

1.9 统计处理

采用 SPSS 19.0统计学软件，计数资料以百分率

（%）表示，组间比较采用 χ2检验；计量资料以 x̄±s表

示，组间比较采用 t检验，多组间比较采用单因素方

差分析;采用 Gaphpad prism 6.0 进行分析与作图。

以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 DDP耐药细胞株MDA-MB-231/DDP的耐药指

数明显提高

DDP 连续诱导培养乳腺癌 MDA-MB-231 细胞 3

个月后，显微镜下观察耐药细胞与亲本细胞的形态

时发现：耐药后细胞的生长速度变慢，形态变圆，细

胞聚集成团的特性减弱，更趋向于分散生长（图 1A）。

通过 CCK - 8 抑制活性实验发现诱导 3 个月后的

MDA-MB-231细胞对DDP的药物敏感性显著降低，

IC50 由原来的（3.66±0.16）µg / ml 上升为（49.31±

0.51）µg/ml（图 1B），其耐药指数达13.5。将耐药细胞

命名为MDA-MB-231/DDP。

A: Breast cancer MDA-MB-231 resistant cells and parental cells（×100）;

B: Drug sensitivity of MDA-MB-231 cells and MDA-MB-231/DDP cells

图1 DDP耐药MDA-MB-231/DDP细胞系的建立及其药物敏感性

Fig .1 Establishment of DDP-resistant MDA-MB-231 cell line (MDA-MB-231/DDP) and its drug sensitivity

2.2 DDP 耐药细胞 MDA-MB-231/DDP 阻滞于 G0/

G1周期

流式细胞仪检测细胞周期结果（图2）发现，MDA-

MB-231/DDP与敏感细胞（MDA-MB-231）相比，G0/

G1期细胞数量增加，G2/M期细胞减少，表明MDA-

MB-231/DDP耐药细胞生长较敏感细胞缓慢。

图2 DDP耐药对MDA-MB-231细胞周期的影响

Fig .2 Effect of DDP resistance on the cell cycle of MDA-MB-231 cells

2.3 FANCF在MDA-MB-231/DDP细胞中表达显著

升高

RT-qPCR 和 Western blotting 检测结果（图 3）显

示，MDA-MB-231/DDP细胞中FANCF mRNA的表达

量较诱导前提高45倍，FANCF的蛋白表达水平也显

著提高（P<0.01）。
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图3 MDA-MB-231和MDA-MB-231/DDP细胞中FANCF

mRNA（（A））和蛋白(B)表达水平

Fig. 3 Expression of FANCF mRNA (A) and protein (B) in

MDA-MB-231 and MDA-MB-231/DDP cells

2.4 FANCF敲低后MDA-MB-231细胞中mRNA和

蛋白表达水平显著降低

检测结果（图4）显示，FANCF敲低后，siFANCF-3

组的MDA-MB-231细胞中mRNA（图4A）和蛋白（图

4B)表达量较阴性和空白对照组均显著降低(0.32±

0.01 vs 0.88±0.05，0.41±0.09 vs 1.03±0.21，均 P<

0.01)，表示 siFANCF-3干扰组效果最好。

2.5 FANCF 敲低后乳腺癌 MDA-MB-231 细胞对

DDP的药物敏感性显著提高

FANCF敲低后CCK-8法检测MDA-MB-231细胞

的增殖活性结果（图5）显示，转染后48 h，siFANCF实

验组中DDP对MDA-MB-231细胞的 IC50明显低于对

照组[（0.85±0.19) vs（3.64±0.11) μg/ml，P<0.01]。

同样,在DDP耐药细胞组中，siFANCF实验组中DDP

对MDA-MB-231/DDP细胞的生长抑制率 IC50明显低

于对照组 [(7.55±0.13) vs (38.3±0.28) μg / ml，P<

0.01]，表明FANCF敲低后乳腺癌细胞对DDP的药物

敏感性显著提高。

1: Cell control; 2：NC；3：siFANF-1;

4: siFANCF-2; 5:siFANCF-3
**P<0.01 vs Cell control or NC group

图4 FANCF敲低明显降低MDA-MB-231细胞中

mRNA（（A））和蛋白(B)表达水平

Fig. 4 FNACF knockdown significantly reduced the expression

of mRNA（（A））and protein (B) in MDA-MB-231 cells

图5 FANCF-siRNA转染抑制MDA-MB-231和MDA-MB-231/DDP细胞增殖

Fig 5. FANCF-siRNA transfection inhibited the proliferation of MDA-MB-231 and MDA-MB-231/DDP cells

2.6 FANCF敲低后促进MDA-MB-231细胞凋亡

siFANCF转染 48 h后，流式细胞仪检测结果（图

6）显示，敲低组的MDA-MB-231细胞凋亡率明显高

于敲低对照组，同样在耐药MDA-MB-231/DDP细胞

中，敲低组细胞凋亡率显著高于对照组，且 MDA-

MB-231/DDP耐药细胞的凋亡水平显著高于MDA-

MB-231正常细胞（均P<0.05)。
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图6 FANCF敲低对MDA-MB-231和 MDA-MB-231/DDP细胞凋亡的影响

Fig. 6 Effect of FANCF knockout on the apoptosis of MDA-MB-231 and MDA-MB-231/DDP cells

3 讨 论

DDP是第一代铂类药物，在临床上使用超过了

30年，能与DNA形成链内交联连接（占 85%～90%）

和链间交联连接（占 1%～3%），通过激活多条DNA

修复通路和加强DNA损伤修复对肿瘤细胞起作用，

常用于某些恶性肿瘤（如睾丸癌、膀胱癌、肺癌、食道

癌、胃癌、卵巢癌、乳腺癌等）的治疗[7]。据报道[8],它

可以使80％的睾丸胚胎源性的肿瘤达到治愈。尽管

DDP 是非常有效的化疗药物，但仍有不少患者对

DDP产生获得性耐药。有研究[9]显示，50％的卵巢癌

在使用DDP后短时间内即可产生耐药。对于某种特

定的肿瘤，DDP的耐药往往是多因素共同作用的结

果，包括影响细胞生存和信号通路的改变、DNA损伤

的增加、增加DNA损伤修复、凋亡的抑制、对BRCA1

的影响、细胞摄入和外排药物的改变、DNA的甲基

化、染色体重塑和miRNA生物源性的干扰等[10-11];而

DNA损伤修复是DDP主要的耐药机制之一，导致肿

瘤细胞耐药的各原因之间的关系和相互作用仍未能

完全清楚。

范可尼贫血（Fanconi anemia，FA）是一种罕见的

隐匿性遗传疾病，有发生恶性肿瘤的倾向，基因的不

稳定性被认为是FA患者容易发生恶性肿瘤倾向的原

因。尽管FA少见，但FA基因的体细胞突变或表观遗

传学沉默在散发性癌（尤其乳腺癌、卵巢癌和胰腺

癌）中通常可以见到；FA/BRCA通路中的任何一个基

因发生突变或者缺失都可能引起相应的临床疾病

谱，包括出生缺陷、认知障碍、骨髓衰竭、癌症和早衰

症等[11]。目前已知的 FA/BRCA通路涉及的基因有

19个，主要通过下面 3个步骤参与DNA损伤修复：

FA核心复合体的形成、FANCD2的单泛素化和FA通

路下游的DNA修复。FA核心复合体由 8个FA基因

组成，单泛素化FANCD2，后者激活FA通路下游的核

酸酶参与DNA损伤修复[12]。FANCF是FA核心复合

体中的关键蛋白，发挥着稳定FA复合体的作用，同时

还参与FANCD2泛素化激活过程。FA/BRCA通路通

过参与DNA损伤修复以维持基因的完整性，BRCA1

和 BRCA2 也被认为是 FA 因子。研究[13]发现，FA/

BRCA通路的破坏可导致散发性恶性肿瘤的发生率

增加。此外，FA/BRCA通路还与肿瘤治疗的反应相

关，抑制该通路与对交联药物有较好的敏感性有关，

FA 通路的过度激活参与肿瘤耐药的发生[14]。

FANCF 是 FA / BRCA 通路中的关键因子，它参与

DNA修复的多个通路蛋白相互作用，包括BACA1、

RAD51、ATM和NBS1等[15]。研究[16]显示，在不同的

恶性肿瘤中均出现FANCF的沉默, 推测在肿瘤发生

的早期，它能导致基因的不稳定和异常突变。此外，

还有研究[17-19]发现，FANCF与肿瘤耐药的发生也有

一定关系，FANCF启动子的甲基化和基因沉默与卵

巢癌顺铂的敏感性有关。

本实验采用DDP药物浓度递增法构建了三阴性

乳腺癌 MDA-MB-231 DDP 耐药细胞株 MDA-MB-

231/DDP。在细胞周期研究中发现DDP处理乳腺癌

细胞后MDA-MB-231/DDP与MDA-MB-231细胞相

比，G0/G1期细胞数量增加，S期和G2/M期细胞减

少。耐药细胞生长较敏感细胞缓慢，表明DDP能够

阻滞乳腺癌细胞增殖，这与细胞培养过程中发现耐

药细胞的增殖速度减慢相一致。在检测MDA-MB-

231细胞及MDA-MB-231/DDP细胞的 FANCF基因

的表达中发现，MDA-MB-231/DDP细胞中FANCF基

因mRNA和蛋白的表达量显著上调。CHEN等[20]研

究发现，关于多发性骨髓瘤的FANCF在敏感肿瘤细

胞中的表达较耐药细胞明显减少，这与本实验结果

相一致。

在此基础上，通过RNAi干扰技术对MDA-MB-

231/DDP耐药细胞中FANCF的表达进行敲减，并在

mRNA 和蛋白水平进行了效果验证。结果显示在

MDA-MB-231 细胞和 MDA-MB-231 /DDP 细胞中

FANCF 敲低后细胞对 DDP 的敏感性都显著提高。

DAI等[6]的研究同样发现，通过RNAi干扰技术沉默

FANCF，可以抑制FA/BRCA通路并对DDP起协同作

用，以抑制肺癌DDP耐药细胞的增殖。siFANCF转
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染 48 h后细胞凋亡的情况，检测结果发现敲低组的

MDA-MB-231细胞和MDA-MB-231/DDP细胞的细

胞凋亡率显著高于对照组。FANCF 敲低后 MDA-

MB-231细胞凋亡增加，并且对DDP的药物敏感性升

高。本实验通过诱导三阴性乳腺癌MDA-MB-231细

胞对DDP产生耐药，并检测了FA/BRCA通路基因的

关键因子FANCF的表达水平，MDA-MB-231/DDP细

胞较MDA-MB-231细胞中FANCF的mRNA和蛋白

表达水平均显著升高，采用 RNAi 干扰技术敲低

FANCF后，可以使细胞凋亡增加，同时增加了DDP的

敏感性。因此，推测FANCF在DDP耐药发生过程中

具有一定作用，可能通过抗凋亡作用而降低了细胞

对药物的敏感性，其具体机制尚待进一步研究。

本实验首次报道了 FA/BRCA通路中关键基因

FANCF 在 DDP 诱导三阴性乳腺癌耐药细胞 MDA-

MB-231/DDP中的表达变化，并对FANCF进行了耐

药机制的初步研究和探讨，最终认为FANCF基因通

过抗凋亡作用抑制了MDA-MB-231细胞对DDP的

药物敏感性，导致耐药性的产生，FANCF是乳腺癌治

疗的一个潜在靶点。
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