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地高辛逆转乳腺癌MCF-7/阿霉素细胞的耐药性及其机制

李伯和，袁 磊，时冉冉，王建国
*

漯河医学高等专科学校分子医学实验室，漯河 462002

摘  要：本研究旨在探究地高辛对乳腺癌MCF-7/阿霉素(ADR)细胞耐药性的影响，并探讨其分子机制。将正常培养的MCF-7
和MCF-7/ADR细胞分别设为对照组和ADR组；经地高辛(100 nmol/L)处理48 h后的MCF-7/ADR细胞为ADR + digoxin组；用

shRNA技术沉默HIF-1α基因的MCF-7/ADR细胞为shHIF-1α组，并设置对照组为shcontrol组。采用CCK-8法检测ADR的细胞

毒作用，以测定IC50与耐药指数；用RT-PCR法检测缺氧诱导因子-1α (HIF-1α)和多药耐药基因1 (multidrug resistance-1, MDR1)
的mRNA水平；用Western blot方法检测HIF-1α和MDR1蛋白的表达水平；用流式细胞术检测细胞凋亡。结果显示，ADR组细

胞对ADR的耐药指数高达115.6，地高辛使其耐药指数下降至47.2 (P < 0.05)；ADR组细胞中HIF-1α与MDR1的mRNA和蛋白

水平均高于对照组细胞(均P < 0.05)，而地高辛可显著降低ADR组细胞HIF-1α与MDR1的蛋白水平，以及MDR1的mRNA水平

(P < 0.05)，但对HIF-1α的mRNA水平无明显影响；经shRNA干扰HIF-1α基因表达后，HIF-1α和MDR1的蛋白水平均显著降低

(P < 0.05)；沉默HIF-1α基因能显著增强ADR对ADR组细胞的促凋亡作用(P < 0.05)。地高辛可有效地诱导shcontrol组和

shHIF-1α组细胞凋亡(P < 0.05)，但二组之间无显著差异。以上结果提示，地高辛可通过下调HIF-1α蛋白表达从而在转录水

平抑制MDR1的表达，也可通过不依赖HIF-1α的通路诱导MCF-7/ADR细胞凋亡，进而在一定程度上逆转MCF-7/ADR细胞的

耐药性。 
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Reversal of adriamycin resistance by digoxin in human breast cancer cell line 
MCF-7/adriamycin and its mechanism
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Abstract: The aim of this study was to investigate the effects of digoxin on the chemoresistance of human breast cancer cell line 
MCF-7/adriamycin (ADR) and its underlying mechanism. MCF-7 and MCF-7/ADR cells were designated as control and ADR groups, 
respectively. MCF-7/ADR cells in ADR + digoxin group received 48 h of digoxin (10 nmol/L) treatment; MCF-7/ADR cells transfected 
with pLKO.1-shHIF-1α and pLKO.1-shcontrol plasmids were named shHIF-1α and shcontrol groups, respectively. CCK-8 assay was 
employed to detect the cytotoxic effect of ADR on MCF-7/ADR cells, and IC50 value and resistance index were calculated according 
to CCK-8. RT-PCR was used to measure the mRNA levels of hypoxia inducible factor-1α (HIF-1α) and multidrug resistance-1 
(MDR1). Western blot was used to analyze the protein levels of HIF-1α and MDR1. Flow cytometry was used to determine the apop-
tosis. The result showed that the resistance index of MCF-7/ADR cells was 115.6, and it was reduced to 47.2 under the action of 
digoxin (P < 0.05). In comparison with control group, ADR groups showed increased protein and mRNA levels of HIF-1α and MDR1 
(P < 0.05). Digoxin reduced the protein levels of HIF-1α and MDR1, as well as the mRNA level of MDR1, but did not affect the 
mRNA level of HIF-1α. After HIF-1α gene was silenced, the protein levels of HIF-1α and MDR1 were down-regulated (P < 0.05), 
and the pro-apoptotic effect of ADR on MCF-7/ADR cells was enhanced. Although it was also observed that digoxin promoted cell 
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apoptosis in both shcontrol and shHIF-1α groups, the difference between the two groups was not significant. In conclusion, the results 
suggest that digoxin may partially reverse the ADR resistance in human breast cancer cell line MCF-7/ADR by means of down-regu-
lating the expression levels of HIF-1α and MDR1 and promoting apoptosis via HIF-1α-independent pathway. 

Key words: digoxin; MCF-7/ADR; hypoxia inducible factor-1α; multidrug resistance gene 1; apoptosis 

乳腺癌是全球女性最常见的癌症之一，2012 年

全球新增乳腺癌病例约 170 万例，约占全球新增

癌症病例的 12%，占全球女性新增癌症病例的 25%
以上 [1]。根据目前乳腺癌的发病趋势，预计到 2030
年，全球乳腺癌的发病人数和死亡人数将分别达到

264 万和 170 万 [2]。尽管近年来针对乳腺癌开展的

综合疗法大大提高了治疗效果，但多药耐药仍是导

致乳腺癌复发的重要原因 [3]。

地高辛是一种从毛花洋地黄中提纯制得的强心

苷，可选择性与心肌细胞膜 Na+/K+-ATP 酶结合而

抑制其活性，用于治疗充血性心力衰竭和某些室上

性心律失常。Semenza 等在细胞水平对 3 120 种药

物筛选后发现，地高辛等强心苷可显著抑制人肝癌

Hep3B 细胞缺氧诱导因子 -1α (hypoxia inducible fac-
tor-1α, HIF-1α) 蛋白表达，同时还发现地高辛可使

裸鼠皮下移植瘤生长停滞 [4]。其实早在 Semenza 等

之前，就已有研究者开始关注强心苷的抗肿瘤作

用 [5]。相关的研究显示，地高辛可改善乳腺癌患者

的预后 [6]，抑制裸鼠乳腺癌原位移植瘤向肺的转

移 [7]，抑制紫杉醇诱导的乳腺癌干细胞富集 [8]。

目前，地高辛是一种潜在的 HIF-1α 抑制剂的

观点已被多数学者所接受。在氧含量正常的条件下，

化疗药物可诱导乳腺癌细胞 HIF-1α 表达，进而使

多药耐药基因 1 (multidrug resistance-1, MDR1) 表达

水平升高 [9,10]，这表明 HIF-1α 与乳腺癌多药耐药性

的产生密切相关。然而地高辛能否抑制乳腺癌耐药

细胞中 HIF-1α 的表达，并进一步影响其耐药性，

这些目前尚未见报道。本研究以乳腺癌耐药株

MCF-7/ADR 为研究对象，观察地高辛对其耐药性

和凋亡的影响，并检测 HIF-1α 和 MDR1 的 mRNA
和蛋白表达水平以探讨其可能的分子机制。

1  材料与方法

1.1  材料　　人乳腺癌 MCF-7 细胞和 MCF-7/ADR
细胞均由本实验室提供；胎牛血清 (FBS) 和 RPMI1640
培养基购自 Hyclone ；pLKO.1 质粒载体购自 Addgene ；
地高辛、阿霉素 (adriamycin, ADR) 和 Annexin V-FITC
凋亡检测试剂盒购自 Sigma ；Cell Counting Kit-8 

(CCK-8 试剂盒 ) 购自碧云天；Trizol 试剂和脂质体

Lipofectamine 2000 购自 Invitrogen ；第一链 cDNA
合成试剂盒 (PrimeScript 1st Strand cDNA Synthesis 
Kit)、Taq DNA 聚合酶 (TaqTM)、T4 DNA 连接酶、

PCR 引物和人 HIF-1α 特异性 shRNA 干扰序列均购

自大连宝生物公司；鼠抗人 HIF-1α、MDR1、β-actin
抗体和 HRP 标记山羊抗鼠 IgG 购自 Santa Cruz。
1.2  细胞培养　　人乳腺癌 MCF-7 细胞在含 10% 
FBS 的 RPMI1640 培养基中，于 37 °C、5% CO2 细

胞培养箱内长期传代培养。MCF-7/ADR 细胞连

续培养在含 1 μmol/L ADR 的上述培养液中以维持

细胞的耐药性，培养条件相同。实验分成三组：(1) 
对照组 (Control 组 ) ：正常培养的 MCF-7 细胞；(2) 
耐药组 (ADR 组 ) ：正常培养的 MCF-7/ADR 细胞；

(3) 地高辛处理组 (ADR + 地高辛组 )：经地高辛 (100 
nmol/L) 作用 48 h 的 MCF-7/ADR 细胞。

1.3  CCK-8 法检测细胞耐药性　　取对数生长期细

胞，制成密度为 5 × 104 /mL 的细胞悬液，每孔 200 
μL 接种于 96 孔板，于 37 °C、5% CO2 细胞培养箱

中培养 24 h。加入工作浓度分别为 0.01、0.1、1、
10 和 100 μmol/L 的 ADR，每组设 5 个复孔，同时

设调零孔 ( 内含培养基、MTT 和二甲基亚砜 ) 和对

照孔 ( 内含细胞、培养基、MTT 和二甲基亚砜 )，
于 37 °C、5% CO2 细胞培养箱中培养 48 h。每孔加

入 20 μL CCK-8 溶液，37 °C 培养 1 h，用酶标仪检

测各孔 450 nm 波长吸光度 A 值。细胞生长抑制

率 = (1 − 加药孔 A 值 / 对照孔 A 值 ) × 100%。采用

SPSS 16.0 软件 Probit 回归模型计算 ADR 对细胞的

半数抑制浓度 (half maximal inhibitory concentration, 
IC50)，以确定耐药指数 (resistance index, RI)，RI = 
耐药细胞的 IC50/敏感细胞的 IC50。以上实验重复3次。

1.4  构建 pLKO.1-shRNA 表达质粒　　HIF-1α 的

靶序列为5’-GCTGGAGACACAATCATATCT-3’ (1511- 
1531)[7]。将 pLKO.1 质粒载体用 AgeI 和 EcoRI 酶
切后，与合成的 shRNA 寡核苷酸双链 ( 见表 1) 于
16 °C 连接 1 h。将构建好的重组质粒送大连宝生

物公司测序。测序结果正确的质粒分别命名为

pLKO.1-shHIF-1α 和 pLKO.1-shcontrol。
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1.5  重组质粒转染 MCF-7/ADR 细胞　　将构建好

的重组质粒 pLKO.1-shHIF-1α 和 pLKO.1-shcontrol
分别转染 MCF-7/ADR 细胞，转染方法参照 Lipo-
fectamine 2000 操作说明书进行，置于 37 °C、5% 
CO2 培养箱中培养 48 h。得到两组细胞：(1) shcon-
trol 组：转染重组质粒 pLKO.1-shcontrol 的 MCF-7/
ADR 细胞；(2) shHIF-1α 组：转染重组质粒 pLKO.1- 
shHIF-1α 的 MCF-7/ADR 细胞。

1.6  RT-PCR 检测 mRNA 水平　　参照 Trizol LS
说明书抽提各组细胞总 RNA，取 2 μg 总 RNA 进行

反转录，反转录条件：42 °C 60 min，70 °C 15 min，
所得反转录反应液于 −20 °C 冻存备用。取 2 μL 上

述反转录反应液进行 PCR，PCR 反应条件 ：94 °C 
1 min，94 °C 30 s，60 °C 30 s，72 °C 1 min，第 2
步至第 4 步进行 35 个循环。引物采用 Primer pre-
mier 5.0 软件设计，经 PubMed Blast 验证。HIF-1α
上游引物：5’-ACAAGTCACCACAGGACAG-3’，下

游引物：5’-TTTGTTGAAGGGAGAAAAT-3’，产物

长度为 176 bp ；MDR1 上游引物：5’-ATATCAGCAG-
CCCACATCAT-3’，下游引物：5’-GAAGCACTGG-
GATGTCCGGT-3’，产物长度为 154 bp ；GAPDH
上游引物：5’-GCCAAAAGGGTCATCATCTC-3’，下

游引物：5’-GTAGAGGCAGGGATGATGTTC-3’，产

物长度为 287 bp。PCR 结果采用琼脂糖凝胶电泳

成像，使用 ImageJ 软件进行条带灰度值分析。

1.7  Western blot 检测蛋白水平　　裂解各组细

胞提取总蛋白，取 25 μg 蛋白样品，经 10% SDS-
PAGE 电泳分离后转移至 PVDF 膜，用封闭液 (5% 
BSA/TBST) 封 闭 1 h， 加 入 HIF-1α、MDR1 和 β- 
actin 一抗 (1:500 稀释 )，4 °C 孵育过夜，TBST 洗

膜 3 次，加入二抗 (1:200 稀释 ) 室温下孵育 1 h，
TBST 洗膜 3 次，加入 ECL 进行发光反应，暗室 X
胶片显影，胶片用凝胶成像系统 (Infinity 3000，购

自法国 Vilber 公司 ) 携带的白色光源拍照，使用

ImageJ 软件进行灰度分析，β-actin 蛋白条带为内

参照。

1.8  流式细胞术检测细胞凋亡　　制备各实验组细

胞悬液，用 PBS 洗涤细胞两次，加入结合缓冲液悬

浮细胞，加入 Annexin V-FITC 轻轻混匀后于 4 °C
避光孵育 10 min。800 r/min 离心 5 min，弃上清，

重悬细胞于结合缓冲液中，加入 PI 染色液轻轻混

匀后于 4 °C 避光孵育 5 min，送流式细胞仪 (BriCyte 
E6，购自中国迈瑞公司 ) 检测。

1.9  统计分析方法　　实验数据用 mean ± SD 表示，

采用 SPSS 16.0 分析数据，多组间比较采用单因素

方差分析 (one-way ANOVA)，组间两两比较采用最

小显著性差异法 (LSD 法 )，图片均由 GraphPad 
Prism 5.0 软件绘制，P < 0.05 时认为差别具有统计

学意义。

2  结果

2.1  地高辛对MCF-7/ADR细胞耐药性的影响

CCK-8 法检测结果显示，ADR 组对 ADR 的

IC50 和 IR 分别为 (12.72 ± 1.05) μmol/L 和 115.6，显

著高于对照组 (P < 0.05)。和 ADR 组相比，ADR + 
地高辛组细胞经地高辛 (100 nmol/L) 作用 48 h 后，

IC50 和 IR 分别下降至 (5.19 ± 0.58) μmol/L 和 47.2，
差异具有显著性 (P < 0.05)( 见表 2)。
2.2  地高辛对MCF-7细胞HIF-1α和MDR1蛋白水平

的影响

ADR 组细胞中 HIF-1α 和 MDR1 蛋白表达水平

分别为 1.030 5 ± 0.127 4 和 1.126 1 ± 0.115 6，均显

著高于对照组 ( 均 P < 0.05)；经地高辛 (100 nmol/L)
处理 48 h 后， ADR + 地高辛组细胞中 HIF-1α 和

MDR1 蛋白表达水平分别降至 0.363 0 ± 0.053 8 和

表1. shRNA干扰序列

Table 1. The sequence for shRNAs oligonucleotide
Name  Sequence
shHIF-1α	  Forward: 5’-CCGGGCTGGAGACACAATCATATCTCTCGAGAGATATGATTGTGTCTCCAGCTTTTTG-3’
	  Reverse: 5’-AATTCAAAAAGCTGGAGACACAATCATATCTCTCGAGAGATATGATTGTGTCTCCAGC-3’
shcontrol  Forward: 5’-CCGGGGAATCTCATTCGATGCATACCTCGAGGTATGCATCGAATGAGATTCCTTTTTG-3’
  Reverse: 5’-AATTCAAAAAGGAATCTCATTCGATGCATACCTCGAGGTATGCATCGAATGAGATTCC-3’

表2. 地高辛逆转MCF-7/ADR细胞耐药性

Table 2. Digoxin reverses drug resistance of MCF-7/ADR cells
Group IC50 (μmol/L) Resistance index (RI)
Control 0.11 ± 0.02	 1
ADR 12.72 ± 1.05* 115.6
ADR + digoxin 5.19 ± 0.58*# 47.2
Mean ± SD, n = 3. *P < 0.05 vs control, #P < 0.05 vs ADR group.
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0.714 9 ± 0.087 2，和 ADR 组差异显著 ( 均 P < 0.05)
( 见图 1)。
2.3  地高辛对MCF-7/ADR细胞HIF-1α和MDR1 
mRNA水平的影响

ADR 组细胞中 HIF-1α 和 MDR1 的 mRNA 表

达水平分别是 1.041 1 ± 0.089 5 和 1.070 7 ± 0.119 5，
显著高于对照组 (P < 0.05) ；经地高辛 (100 nmol/L)
作用 48 h 后，ADR + 地高辛组细胞中 MDR1 的

mRNA 表达水平降至 0.700 2 ± 0.084 7，和 ADR 组

差异显著 (P < 0.05)，而 HIF-1α mRNA 表达水平无

明显变化 ( 见图 2)。
2.4  沉默 HIF-1α基因对 MCF-7/ADR 细胞 HIF-1α
和 MDR1 蛋白表达水平的影响

shcontrol 组细胞 HIF-1α 和 MDR1 的蛋白表达

水平分别为 0.934 5 ± 0.123 2 和 1.071 4 ± 0.125 9，
与 ADR 组相比无显著差异；shHIF-1α 组细胞中

HIF-1α 和 MDR1 的蛋白表达水平分别为 0.088 2 ± 
0.021 6 和 0.355 1 ± 0.048 7，均显著低于 shcontrol
组细胞 ( 均 P < 0.05)( 见图 3)。
2.5  沉默 HIF-1α基因对 MCF-7/ADR 细胞凋亡的

影响

shHIF-1α 组细胞凋亡率为 (1.17 ± 0.53)%，与

图    1. 各组HIF-1α和MDR1蛋白表达

Fig. 1. Protein levels of HIF-1α and MDR1 in different groups 
detected by Western blot. Mean ± SD, n = 3. *P < 0.05 vs control 
group, #P < 0.05 vs ADR group.

图   2. 各组HIF-1α和MDR1 mRNA水平

Fig. 2. mRNA levels of HIF-1α and MDR1 in different groups 
detected by RT-PCR. Mean ± SD, n = 3. *P < 0.05 vs control 
group, #P < 0.05 vs ADR group. A and D: control group; B and E: 
ADR group; C and F: ADR + digoxin. Marker: 1 000, 700, 500, 
400, 300, 200, and 100 bp.

图   3. 沉默HIF-1α基因对HIF-1α和MDR1蛋白水平的影响

Fig. 3. Effect of HIF-1α silencing on protein expressions of HIF-
1α and MDR1. Mean ± SD, n = 3. *P < 0.05 vs shcontrol group.

shcontrol 组相比无显著差异，这表明沉默 HIF-1α
基因并不影响 MCF-7/ADR 细胞凋亡；然而经 10 
μmol/L ADR 作用 24 h 后，shcontrol 组和 shHIF-1α
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图   4. 沉默HIF-1α基因和/或地高辛对各组细胞凋亡的影响

Fig. 4. Effects of HIF-1α silencing and/or digoxin on apoptosis in different groups detected by flow cytometry. Mean ± SD, n = 3. *P < 
0.05 vs shcontrol group; #P < 0.05 vs shHIF-1α group; ∆P < 0.05 vs shcontrol + ADR group.
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组细胞凋亡率分别升高至 (9.43 ± 1.87)% 和 (27.68 ± 
2.73)%，后者显著高于前者 (P < 0.05)，这表明沉默

HIF-1α 基因可显著增强 ADR 对 MCF-7/ADR 细胞

的促凋亡作用。100 nmol/L 地高辛作用 24 h 可有效

诱导 shcontrol 组和 shHIF-1α 组细胞凋亡，但二组

间无显著差异 ( 见图 4)。

3  讨论

在本研究中，我们发现地高辛能够提高乳腺

癌 MCF-7/ADR 细胞对 ADR 的敏感性并促进 MCF-
7/ADR 细胞凋亡。Western blot 结果显示，地高辛

可显著降低乳腺癌 MCF-7/ADR 细胞中 HIF-1α 和

MDR1 的蛋白表达水平。RT-PCR 结果显示，地高

辛可下调乳腺癌 MCF-7/ADR 细胞中 MDR1 的 mRNA
水平，但不影响 HIF-1α 的 mRNA 水平。在采用

shRNA 技术沉默 HIF-1α 基因表达后，我们发现沉

默 HIF-1α 基因表达可显著降低 MDR1 蛋白水平，

并促进 ADR 诱导的 MCF-7/ADR 细胞凋亡，但未

能影响地高辛对 MCF-7/ADR 细胞的促凋亡作用。

化疗是肿瘤治疗的基石，然而多药耐药是化疗

失败的常见原因。MDR1 基因的过表达是肿瘤产生

多药耐药的主要机制之一。MDR1 是一种分子量为

170 kDa 的跨膜糖蛋白，故又被成为 P- 糖蛋白 (P-gp)
或 P170。MDR1 通过水解 ATP 获取能量，将多种

化疗药物泵出肿瘤细胞，以减少肿瘤细胞内的药物

浓度，导致多药耐药 [11]。许多研究证实，通过 RNA
干扰技术沉默 MDR1 基因表达，可提高多种肿瘤细

胞对化疗药物的敏感性，如肺癌 [12]、乳腺癌 [13]、

肝癌 [14]、胃癌 [15] 等。Chen 等 [16] 研究证实，在结

肠癌中 HIF-1α 可与 MDR1 基因的启动子结合，沉

默HIF-1α基因可下调MDR1的mRNA和蛋白水平，

从而逆转缺氧诱导的多药耐药性。本研究结果也表

明，在乳腺癌 MCF-7/ADR 细胞中 MDR1 是 HIF-1α
的靶基因。

Semenza 等研究发现 HIF-1α 在紫杉醇诱导的乳

腺癌肿瘤干细胞 (breast cancer stem cells, BCSCs) 富
集过程中发挥着重要作用，这可能与 HIF-1α 上调

IL-6、IL-8 和 MDR1 的表达有关，地高辛能有效阻

断该富集作用；同时 Semenza 等也指出紫杉醇可能

是通过提高活性氧簇 (reactive oxygen species, ROS)
水平诱导 HIF-1α 表达的 [8]。Cao 等的研究表明，在

小鼠乳腺癌 4T1 细胞中，ADR 通过激活 STAT1- 
iNOS-NO 信号通路促进 HIF-1α 表达 [9]。Zhu 等 [10]

研究发现，MCF-7/ADR 细胞核中 HIF-1α 的表达水

平显著高于 MCF-7 细胞，当采用 siRNA 技术抑制

瞬时受体电位通道 1 (transient receptor potential chan-
nel 1, TrpC1) 表达后，MCF-7/ADR 细胞核中 HIF-
1α 的表达水平显著下降；同时 Zhu 等还发现，在

接受 ADR 或紫杉醇治疗的乳腺癌患者活检样本中

TrpC1 与 HIF-1α 的表达水平均显著高于未接受化疗

的乳腺癌患者，且 TrpC1 与 HIF-1α 的表达水平呈

显著正相关 [10]。由此可见，化疗药物诱导 HIF-1α
表达的分子机制还有待进一步阐明。

地高辛可在多种肿瘤细胞中抑制 HIF-1α 的表

达，但其机制却不尽相同。在前列腺癌 C4-2 细胞、

三阴乳腺癌细胞 MDA-MB-231、黑色素瘤细胞

MDA-MB-435 和肺腺癌 A549 细胞中，地高辛可同

时下调 HIF-1α 的 mRNA 和蛋白水平 [7,17,18] ；而在肝

癌 Hep3B 细胞中，地高辛可显著抑制 HIF-1α 蛋白

表达，但对其 mRNA 水平无影响 [4]。本研究证实，

在乳腺癌 MCF-7/ADR 细胞中地高辛是在转录后水

平抑制 HIF-1α 的表达，由此我们推测地高辛可能

对 HIF-1α mRNA 翻译、HIF-1 蛋白的二聚化及其降

解等环节产生影响。

综上所述，本研究结果表明，地高辛一方面通

过抑制 HIF-1α 下调 MDR1 表达，另一方面通过不

依赖 HIF-1α 的途径诱导细胞凋亡，从而在一定程

度上逆转 MCF-7/ADR 细胞的耐药性。而地高辛如

何抑制 HIF-1α 表达和促进 MCF-7/ADR 细胞凋亡将

是本研究团队下一步拟探究的问题。
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