
近年来，随着人们生活环境的改变，癌症的发生率

也逐年增加。2015年国际癌症研究机构发布的数据显

示，2012年全世界癌症新增人数为1410万，死亡人数达

到了820万。其中，乳腺癌的发病率逐年提升，已成为

威胁女性健康的首要问题［1］。目前，对于乳腺癌的治疗

仍以手术和放化疗为主，但是继发性耐药的出现导致了

整体治疗效果的不理想。因此，克服肿瘤耐药，增加肿

瘤对化疗药物的敏感性已成为研究热点。通过靶向糖

酵解达到“饿死”肿瘤的治疗策略在肿瘤领域受到广泛

研究，并取得了一系列有力的证据［2-5］。3-溴丙酮酸

（3-BrPA）是一种糖酵解抑制剂，能通过抑制肿瘤细

胞糖酵解来减少三磷酸腺苷（ATP）的产生，导致细胞

死亡［6］。虽然研究证实3-BrPA具有不错的抗肿瘤效

果［7-8］，但仍有部分癌细胞对其敏感性较差。
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摘要：目的 探究单羧酸转运蛋白1（MCT1）在增强乳腺癌细胞对3-溴丙酮酸（3-BrPA）敏感性中的作用，为乳腺癌治疗提供新思

路。方法 MTT法检测3-BrPA对乳腺癌细胞的增殖抑制作用，溴化丙啶单染法流式细胞术检测细胞凋亡，ELISA试剂盒检测细

胞内己糖激酶Ⅱ、乳酸脱氢酶、乳酸、三磷酸腺苷水平，Western blot检测MCT1蛋白的表达，瞬时转染cDNA上调MCT1的表达

后，检测3-BrPA对MDA-MB-231细胞的增殖和三磷酸腺苷水平的影响。结果 3-BrPA对MDA-MB-231细胞增殖和凋亡的影

响不明显，200 μmol/L作用24 h后增殖抑制率和凋亡率仅为8.72%和7.8%；但200 μmol/L 3-BrPA作用MCF-7细胞24 h后其增

殖抑制率和凋亡率为 84.6%和 82.3%。MDA-MB-231细胞的MCT1过表达后，200 μmol/L 3-BrPA对细胞的增殖抑制率为

72.44%，明显高于对照组（P<0.05）；25、50、100、200 μmol/L 3-BrPA作用细胞6 h后，细胞内三磷酸腺苷水平和对照组相比分别

为96.98%、88.44%、43.3%、27.56%。结论 MCT1能增强乳腺癌细胞对3-BrPA的敏感性，其机制可能是将3-BrPA转运到细胞

内，从而抑制细胞糖酵解来发挥抗肿瘤作用。
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Abstract: Objective To investigate the role of monocarboxylate transporter 1 (MCT1) in enhancing the sensitivity of breast
cancer cells to 3-bromopyruvate (3-BrPA). Methods The inhibitory effect of 3-BrPA on the proliferation of breast cancer cells
was assessed with MTT assay, and brominated propidium bromide single staining flow cytometry was used for detecting the
cell apoptosis. An ELISA kit was used to detect the intracellular levels of hexokinase II, lactate dehydrogenase, lactate, and
adenosine triphosphate, and Western blotting was performed to detect the expression of MCT1. MDA-MB-231 cells were
transiently transfected with MCT1 cDNA for over-expressing MCT1, and the effect of 3-BrPA on the cell proliferation and
adenosine triphosphate level was deteced. Results 3-BrPA did not produce significant effects on the proliferation and
apoptosis of MDA-MB-231 cells, and the cells treated with 200 μmol/L 3-BrPA for 24 h showed an inhibition rate and an
apoptosis rate of only 8.72% and 7.8% , respectively. The same treatment, however, produced an inhibition rate and an
apoptosis rate of 84.6% and 82.3% in MCF-7 cells, respectively. In MDA-MB-231 cells with MCT1 overexpression, 200 μmol/L
3-BrPA resulted in an inhibition rate of 72.44%, significantly higher than that in the control cells (P<0.05); treatment of the cells
with 25, 50, 100, and 200 μmol/L 3-BrPA for 6 h resulted in intracellular adenosine triphosphate levels of 96.98%, 88.44%, 43.3%
and 27.56% relative to the control level respectively. Conclusion MCT1 can enhance the sensitivity of breast cancer cells to
3-BrPA possibly by transporting 3-BrPA into cells to inhibit cell glycolysis.
Keywords: breast cancer; 3-BrPA; monocarboxylate transporter 1; glycolysis; Warburg effect
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单羧酸转运蛋白是广泛分布在哺乳动物细胞膜上

的一类跨膜转运蛋白，在肿瘤的发生发展过程中具有重

要的意义［9-10］。单羧酸转运蛋白1（MCT1）作为单羧酸

转运蛋白家族中的一员，负责调控乳酸、丙酮酸、脂肪酸

等一元羧酸的转运，并受到了大量关注，但目前MCT1

在调控3-BrPA敏感性方面的研究尚浅。本课题检测不

同乳腺癌细胞对3-BrPA的敏感性，选择低敏感性的乳

腺癌细胞，通过上调MCT1表达进一步探究其在增强

3-BrPA敏感性中的作用，以期为乳腺癌的临床治疗提

供新的方法和思路。

1 材料和方法

1.1 细胞株

人乳腺癌细胞株MDA-MB-231和MCF-7购于中

科院上海细胞库，冻存培养于蚌埠医学院生化药理实验

室。培养于含10%新生胎牛血清的DMEM高糖培养基

中（青霉素1×105 U/L、链霉素100 mg/L），置于37 ℃、

5%CO2培养箱中。

1.2 主要试剂

DMEM高糖培养基、Opti-MEM培养基、胰蛋白

酶、胎牛血清购于Gibco，3-BrPA、MTT、溴化丙啶购于

Sigma，兔抗人 MCT1 抗体、兔抗人β-actin 抗体购于

Abcam，MCT1过表达质粒购于上海吉玛基因有限公

司，Lipo2000购于Invitrogen，ATP检测试剂盒购自碧云

天生物技术研究所。

1.3 MTT法检测细胞增殖抑制

取对数生长期细胞种于96孔板中，每孔分别加入

100 μL含有MDA-MB-231（1×104/孔）和MCF-7（5×103/

孔）细胞的培养液，在培养箱中培养24 h后，弃去孔中培

养液，加入含有不同浓度（0、25、50、100、200 μmol/L）

3-BrPA的新鲜培养液，并设置调零孔，每组5个复孔。

培养24 h后，在显微镜下观察细胞形态学变化，每孔加

入15 μL MTT，避光操作。培养箱中培养4 h后，弃去孔

中培养液，每孔加入150 μL二甲基亚砜溶解，37 ℃温箱孵

育30 min后，酶标仪检测波长在490 nm处各孔吸光度。

1.4 溴化丙啶法检测细胞凋亡

取对数生长期细胞种于12孔板中，每孔加入1 mL

新 鲜 DMEM 培 养 液 ，调 整 细 胞 悬 液 浓 度 ，使

MDA-MB-231和MCF-7浓度分别为 2×105/孔和 1.5×

105/孔，培养24h后，更换含有不同浓度（0、25、50、100、

200 μmol/L）3-BrPA的培养液，继续培养24 h，收集细

胞，加入1 mL 75%冰乙醇固定，4 ℃过夜。用溴化丙啶

染液染色2 h后，用流式细胞仪检测细胞凋亡率。

1.5 己糖激酶Ⅱ和乳酸脱氢酶活性的测定

取对数生长期细胞种于6孔板中，每孔加入2 mL

培养液，调整MDA-MB-231和MCF-7细胞悬液浓度分

别为3.5×105/孔和2.5×105/孔，培养24 h后，更换含有不

同浓度（0、25、50、100、200 μmol/L）3-BrPA的培养液，继

续培养24 h后收集细胞，4 ℃ 12 000 r/min离心30 min

取上清用于后续分析。分别使用己糖激酶Ⅱ检测试剂

盒（Cloud-Clone Crop.）和乳酸脱氢酶测定试剂盒(南京

建成)并按其说明书操作，检测酶活性。实验重复3次。

1.6 细胞内乳酸、ATP水平的测定

取生长状态良好的细胞种于 6 孔板中，调整

MDA-MB-231和MCF-7细胞悬液浓度分别为3.5×105/

孔和2.5×105/孔，培养箱中培养24 h后，加入含有不同浓

度（0、25、50、100、200 μmol/L）3-BrPA的培养液处理

24 h或 6 h（检测乳酸和ATP分别处理 24 h和 6 h）后

收集细胞加入适量磷酸盐缓冲液重悬并转移至1.5 mL

EP管中，-20 ℃反复冻融3次，使细胞膜充分裂解，4 ℃
12 000 r/min离心30 min取上清用于后续分析。分别

使用乳酸测定试剂盒（BioVision）和ATP测定试剂盒

（碧云天）进行检测。实验重复3次。

1.7 Western blot检测蛋白表达

将细胞接种于60 mm平皿24 h后，收集细胞，加入

适量的蛋白裂解液，冰上裂解30 min。4 ℃低温离心机

12 000 r/mim离心30 min，提取蛋白上清，使用BCA法

进行蛋白定量，使各组蛋白至等浓度。每组取40 μg蛋

白进行SDS-PAGE电泳；转至聚偏氟乙烯膜；用5%脱脂

牛奶封闭4 h；四聚丙烯（烷基）苯磺酸盐溶液洗膜3次，

5 min/次；4 ℃一抗过夜，四聚丙烯（烷基）苯磺酸盐溶液

洗膜3次；二抗室温下孵育2 h；四聚丙烯（烷基）苯磺酸

盐溶液洗膜3次；ECL试剂盒暗室发光显影，Bio-Rad凝

胶成像系统获取图像。

1.8 过表达质粒转染

取生长状态良好的细胞种于6孔板中，调整MDA-

MB-231细胞悬液浓度分别为3.5×105/孔，培养箱中培

养 24 h后，使用 lipo2000和Opti-MEM培养基与质粒

（对照组为空载体质粒）形成的复合物加入不含抗生素

和血清的 Opti-MEM 培养基中，6 h 后换用新鲜的

DMEM培养基，继续培养48 h后用于后续分析。

1.9 统计分析方法

采用SPSS13.0软件对实验结果进行分析，实验数

据均以均数±标准差表示，各组间差异采用单因素方差

分析和LSD检验比较组间差异，P<0.05为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 3-BrPA对人乳腺癌细胞MDA-MB-231和MCF-7

的增殖抑制作用

MTT结果表明：随着药物浓度增加和作用时间延

长，3-BrPA对人乳腺癌细胞MDA-MB-231和MCF-7
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的增殖抑制作用也相应增加（图1）。MDA-MB-231细

胞相对不敏感，200 μmol/L 3-BrPA作用MDA-MB-231

细胞72 h后抑制率仅为16.64%，而100 μmol/L药物作

用MCF-7细胞24 h后抑制率达到84.64%，与对照组比

较具有统计学差异（P<0.05，图1A）。在倒置显微镜同

一视野下观察不同浓度3-BrPA处理后的细胞形态，结

果显示：随着药物浓度的增加，MDA-MB-231细胞的形

态和密度未见明显改变；而MCF-7细胞的形态和密度

有明显改变（图1B）。
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图1 3-BrPA对MDA-MB-231和MCF-7细胞的增殖抑制作用
Fig.1 Inhibitory effect of 3-BrPA on MDA-MB-231 and MCF-7 cells. A: Cell viability; B: Morphological changes of the cells. (*P<0.05
vs control ).

2.2 3-BrPA 诱 导 人 乳 腺 癌 细 胞 MDA-MB-231 和

MCF-7凋亡的作用

流式细胞术检测结果显示，3-BrPA 对 MDA-

MB-231 细胞的凋亡未有明显影响，200 μmol/L 的

3-BrPA作用于细胞后，凋亡率仅为7.8%，3-BrPA能显

著诱导MCF-7细胞的凋亡，200 μmol/L的3-BrPA作用

于细胞后，其凋亡率为82.3%（图2）。

2.3 3-BrPA对人乳腺癌细胞MDA-MB-231和MCF-7

的糖酵解酶活性的影响

ELISA结果显示，与对照组比，随着药物浓度的增

加，MDA-MB-231细胞内己糖激酶Ⅱ和乳酸脱氢酶

的活性未出现显著下降，差异不具有统计学意义（P>

0.05）；而MCF-7细胞内的己糖激酶Ⅱ和乳酸脱氢酶活

性在100、200 μmol/L时均有明显下降，差异具有统计

学意义（P<0.05，图3）。

2.4 3-BrPA对人乳腺癌细胞MDA-MB-231和MCF-7

中乳酸和ATP水平的影响

ELISA试剂盒检测表明，MDA-MB-231细胞内乳

酸和ATP水平随着3-BrPA浓度的增加并未出现明显降

低，与对照组比较差异均无统计学意义（P>0.05）；而

MCF-7细胞内的乳酸和ATP水平随着3-BrPA浓度的

增加出现明显下降，在3-BrPA浓度为100、200 μmol/L

时与对照组比较差异有统计学意义（P<0.05，图4）。

2.5 上调MCT1增强MDA-MB-231细胞对3-BrPA的

敏感性

通过 Western blot 法检测发现，MCT1 在 MDA-
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MB-231细胞中几乎不表达，而在MCF-7细胞中表达较

高（图5A）。为了证实MCT1对3-BrPA敏感性的影响，

将MCT1 cDNA转染到MDA-MB-231细胞中（图5B），

并检测3-BrPA对过表达MCT1的MDA-MB-231细胞

的增殖抑制作用和ATP水平的影响。结果表明（图5C、

D），3-BrPA对于过表达MCT1的MDA-MB-231细胞有

明显的增殖抑制作用，同时也能显著降低细胞内的ATP

水平。
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图2 3-BrPA对MDA-MB-231和MCF-7细胞凋亡的影响
Fig.2 Effect of 3-BrPA on apoptosis of MDA-MB-231 and MCF-7 cells.
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图3 3-BrPA对MDA-MB-231和MCF-7细胞的糖酵解酶活性的影响
Fig.3 Effect of 3-BrPA on glycolysis enzyme activity in MDA-MB-231 and MCF-7 cells. A: HexokinaseⅡ activity;
B: Lactate dehydrogenase activity (*P<0.05 vs control group).
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图4 3-BrPA影响MDA-MB-231和MCF-7细胞的乳酸和ATP含量
Fig.4 3-BrPA affects the level of lactic acid (A) and ATP (B) in MDA-MB-231 and MCF-7 cells. *P<0.05 vs control.
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3 讨论

肿瘤细胞即使在氧气含量充足的情况，仍然以

糖酵解作为主要的产能方式，这种现象被称为“瓦博格

效应”［11］。相比于有氧氧化而言，糖酵解是一种低效率、

不经济的产能方式。但是由于肿瘤细胞快速增殖的特

点，便注定着其需要以糖酵解这种快速供能的产能方式

来维持存活［12］。

3-BrPA是一种靶向糖酵解抑制剂，能够抑制糖酵

解，减少ATP的产生、切断肿瘤的能量供应，从而导致细

胞大量死亡［13］。因此，3-BrPA受到了广泛的关注，并有

望成为一种新型的抗肿瘤药物。已有大量研究证明

3-BrPA对于多种肿瘤细胞具有增殖抑制和诱导凋亡

的作用，如胃癌细胞SGC-7901［14］、淋巴癌［15-16］、间皮细胞

瘤［17］、人肝癌细胞HepG2［18-19］。同时，也有研究证实［20］，

3-BrPA对于肝、肾、心肌细胞和骨骼肌细胞均无明显毒

副作用。虽然很多肿瘤细胞对3-BrPA具有不错的敏感

性,但仍有癌细胞对其敏感性较差。因此，克服肿瘤耐

药、增加肿瘤细胞对3-BrPA的敏感性，将为其成为新型

的抗肿瘤药物打下坚实的基础。本研究发现，3-BrPA

对MCF-7细胞具有明显的增殖抑制和诱导凋亡作用，

也能显著降低细胞内ATP产生，但对MDA-MB-231细

胞几乎无影响，证明MDA-MB-231细胞对3-BrPA的敏

感性差。

单羧酸转运蛋白家族共有 14 位成员，均由

SLC16A基因编码，主要通过参与调控肿瘤细胞能量代

谢和肿瘤微环境酸碱度两方面来影响肿瘤细胞的生物

学行为。MCT1作为单羧酸转运蛋白家族的一员，主要

调控乳酸、丙酮酸，脂肪酸等一元羧酸的转运，并通

过 1∶1方式共转运H+和单羧酸阴离子，这对于肿瘤细

胞的糖酵解代谢尤为重要［21］。肿瘤细胞上某些特定蛋

白的异常表达使得其可将小分子物质转运到细胞内，所

以肿瘤细胞能将一些毒性物质吸收进入细胞内而正常

细胞不能［22］。因此，可以利用这种特点来选择性杀死肿

瘤细胞。已有研究证实3-BrPA可通过MCT1蛋白转运

进入细胞，抑制己糖激酶Ⅱ的活性，减少细胞内ATP 的

产生，促使细胞能量供应不足而死亡［23］。正因为MCT1

在肿瘤细胞膜表面呈现高表达［24］，使得3-BrPA对大多

数肿瘤细胞具有不错的治疗效果。本实验结果表明，

MCT1蛋白在两株细胞上的表达存在明显差异，其在

MDA-MB-231细胞中几乎不表达。因此，上调MCT1

能否增强MDA-MB-231细胞对3-BrPA的敏感性引起

了我们极大的兴趣。实验结果显示，3-BrPA对过表达

MCT1的MDA-MB-231细胞具有明显的增殖抑制作

用，并能显著降低ATP水平，证实上调MCT1能够增强

乳腺癌MDA-MB-231细胞对3-BrPA的敏感性。另外，

Toda等［25］研究发现，黑姜提取物中的黄酮类化合物能增

加细胞MCT1蛋白的表达，这一发现将有望解决肿瘤细

胞对于3-BrPA的耐药问题，为我们后续的实验提供指

导意义。

综上所述，本实验证明了MCT1能够增强3-BrPA

的抗肿瘤作用，其机制可能是上调MCT1表达后，更多

的3-BrPA被转运进入细胞内,通过靶向作用于糖酵解、
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图5 过表达MCT1增强MDA-MB-231细胞对3-BrPA的敏感性
Fig.5 Overexpression of MCT1 enhances the sensitivity of MDA-MB-231 cells to 3-BrPA. A: Expression
of MCT1 in MDA-MB-231 and MCF-7 cells; B: MDA-MB-231 cells transfected with control or MCT1
cDNA; C, D: MDA-MB-231 cells transfected with control or MCT1 cDNA for 48 h and cultured with
3-BrPA (0, 25, 50, 100, and 200 μmol/L). (*P<0.05 vs control).
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减少细胞ATP生成，促使肿瘤细胞因能量供应不足而死

亡。本研究为糖酵解抑制剂的临床应用提供了实验基

础，也为乳腺癌治疗提供了新的治疗方法和思路。
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