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摘要   目的：探讨细胞缝隙连接对乳腺癌细胞紫杉醇敏感性的影响。方法：以乳腺癌 T47D 细胞为研究对

象，采用 CCK8 法检测细胞毒性。结果：紫杉醇 (TAX) 的细胞毒性有细胞密度依赖性，与低密度相比，

细胞在高密度时的毒性显著增加。这说明，细胞在高密度有缝隙连接（Gap Junction, GJ）形成的情况下，

TAX 的细胞毒性显著增加。此外，细胞在高密度的情况下，分别采用维甲酸（RA）和甘草次酸（18-

α-GA）增强或抑制 GJ 功能，结果发现，RA 组的 TAX 细胞毒性显著高于正常组，相反，给予 18-α-

GA 抑制 GJ 功能后，TAX 的细胞毒性显著降低。结论：增强 GJ 功能可显著提高乳腺癌细胞对 TAX 的敏

感性。GJ 可能是提高 TAX 对乳腺癌疗效的新靶点。
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Abstract   Objective:   To investigate the effect of gap junction on the sensitivity of breast cancer cells to 
Paclitaxel (TAX). Methods: Breast cancer T47D cells were used as objects and CCK8 assay was used to detect 
cytotoxicity. Results: The cytotoxicity of TAX was cell density dependent and the toxicity of cells at high 
densities has significantly increased compared to that at low density, indicating that the cell cytotoxicity of TAX 
significantly increased under the condition of high density and gap junction (GJ) formation. In addition, in the 
case of high density of cells, retinoic acid (RA) and glycyrrhetinic acid (18-α-GA) were used to enhance or inhibit 
GJ function respectively. The results showed that TAX cytotoxicity of RA group was significantly higher than that 
of the normal group, while the TAX cytotoxicity of 18-α-GA group reduced significantly. Conclusion: Enhancing 
GJ function can significantly improve the sensitivity of breast cancer cells to TAX. GJ may be a novel target spot 
to improve the efficacy of TAX in breast cancer.
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细胞缝隙连接对乳腺癌细胞紫杉醇敏感性的影响

李夏蔚，朱颖 *，原野，许亚，陈文林（徐州市中心医院，徐州 221000）

乳腺癌是世界范围内最常见的危害女性健康

的癌症[1]。目前，乳腺癌的治疗包括手术、放疗、

化学治疗（化疗）、内分泌治疗、基因靶向治疗

等[2]。在这些治疗方法中，化疗仍是治疗乳腺癌的

主要手段之一。紫杉醇（Paclitaxel，TAX）是从红

豆杉植物树皮中提取的代谢产物，通过增加微管聚

合、抑制微管解聚、抑制细胞进行有丝分裂诱导细

胞死亡而发挥抗肿瘤作用[3]。由于TAX的抗肿瘤活

性强，对G2和M期细胞敏感，因此，常常和蒽环类

药物联合应用以提高治疗效果。然而，TAX在乳腺
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癌治疗中耐药性的出现，大大降低了乳腺癌细胞对

TAX的敏感性，从而影响了其在临床上的使用。因

此，寻找提高乳腺癌对TAX敏感性的方法可为临床

提高TAX治疗乳腺癌的疗效提供依据。

缝隙连接（Gap Junction, GJ）是相邻细胞间的

跨膜通道，它由6个缝隙连接蛋白（Connexin, Cx）

组成[4]。GJ沟通相邻细胞的胞浆，细胞浆中分子量

＜2kDa的离子、细胞信号分子和代谢物质等可通

过GJ扩散、转运到与其毗邻的细胞浆，从而介导

细胞内环境稳定、同步细胞的活动、控制细胞的生

长发育和肿瘤形成等生物学事件[5-6]。研究发现，

在多数肿瘤的形成过程中，常伴随GJ功能降低或

消失，恢复肿瘤细胞的GJ，能抑制肿瘤细胞的生

长分化[7]。在肿瘤治疗方面，GJ可增加多种抗肿瘤

药的疗效[8]。乳腺癌组织的GJ主要由Cx43组成， 

Cx43组成的GJ能否提高TAX的敏感性尚未见文献报

道。因此，本研究以乳腺癌T47D细胞为模型探讨

GJ对乳腺癌TAX敏感性的影响。

1   材料与方法
1.1   试剂、仪器及细胞株  

T A X 、 甘 草 次 酸 （ 1 8 - α - G A ） 和 维 甲 酸

（RA）均购自Sigma-Aldrich公司；DMEM培养基、

胎牛血清（FBS）、胰酶和青链霉素均购自Gibico公

司；CCK8细胞毒性检测试剂盒购自日本Dojindo公

司；酶标仪购自美国BioTek公司。其他试剂均为常

用分析纯。乳腺癌T47D细胞购自ATCC公司。

1.2   细胞培养及给药

T47D细胞常规培养于含10% FBS和1%青链

霉素的DMEM中，细胞按照高低密度接种于96孔

板，高密度接种后细胞发生融合，低密度接种细

胞之间不接触。接种后，将TAX（终浓度为0.01、

0.05、0.1、0.5 μmol·L-1）和10 μmol·L-1 18-

α-GA加入细胞共同作用6 h。30 μmol·L-1 RA则

在与细胞作用18 h后，再加入上述浓度的TAX，共

同作用6 h。

1.3   细胞毒性检测  

采用CCK8细胞毒性试剂盒检测TAX对细胞的

毒性作用。具体过程：TAX作用后，吸去培养液，

每孔加入100 μL CCK8溶液。将细胞放入37℃ 5％

CO2培养箱孵育2 h后，用酶标仪在450 nm波长条件

下测定吸光度，得到对应OD值。数据处理：

细胞生存率 = 

1.4   统计学方法 

采用SPSS 17.0统计软件。计量资料采用均数

±标准差（Mean±SD）表示，组间比较采用t检
验。P ＜0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   细胞密度对乳腺癌TAX敏感性的影响

在高密度接种情况下，细胞生长融合，细胞

间紧密接触，有GJ形成；而在低密度接种的情况

下，细胞之间没有接触，因此，GJ未形成。实验

结果表明，TAX的细胞毒性在高密度和低密度的情

况下均具有浓度依赖性；且在TAX浓度为0.05和0.1 

μmol·L-1时，高密度接种的细胞生存率显著高于

低密度接种的细胞（图1）。这说明当细胞接触有

可能形成GJ的情况下，TAX的细胞毒性显著增加。

各组平均OD值-空白组平均OD值

对照组平均OD值-空白组平均OD值
×100%

细胞采用高、低密度接种，与高密度组相比，**P ＜ 0.01。

图 1   细胞密度对乳腺癌 TAX 敏感性的影响
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2.2   GJ对TAX细胞毒性的影响

TAX细胞毒性具有浓度依赖性表明：Cx43组

成的GJ可能对TAX细胞毒性产生影响。研究报道，

RA可以通过影响Cx43蛋白表达而增强GJ的功能，

而18-α-GA则可显著抑制GJ功能[9-10]。为了探讨

Cx43组成的GJ对TAX细胞毒性的影响，在细胞高密

度接种的情况下，分别采用GJ通道增强剂RA和GJ

功能抑制剂18-α-GA来改变GJ功能。图2结果表

明，当TAX的浓度为0.05 μmol·L-1时，在给予GJ

通道增强剂RA后，TAX作用后细胞生存率与正常

组相比显著降低，这说明增强GJ功能可显著增加

TAX的细胞毒性；当给予GJ抑制剂18-α-GA后，

TAX浓度在0.05 μmol·L-1时，细胞生存率与正常

组相比显著升高，这表明抑制GJ功能可显著降低

TAX的细胞毒性。上述实验结果提示，细胞在高密

度相互接触形成GJ后，提高Cx43组成GJ功能可显

著提高乳腺癌对TAX的敏感性。

细胞用 GJ 功能增强剂维甲酸（RA）或 GJ 功能抑制剂甘草次酸（18-α-GA）作用后，

采用 CCK8 细胞毒性试剂盒检测 TAX 的细胞毒性，与正常组相比，**P ＜ 0.01。

图 2   GJ 对 TAX 细胞毒性的影响

3   讨论
TAX耐药的出现大大限制了其临床使用[11-12]。

因此，寻找提高TAX敏感性的方法，对提高TAX 

疗效、降低 TAX治疗后肿瘤复发率具有重要意

义。在本实验中，先采用细胞高、低密度接种的

方法探讨细胞密度对TAX细胞毒性的影响。在高

密度的情况下，细胞之间相互接触，有可能形成

GJ；而细胞在低密度接种后，细胞之间没有直接

接触，不可能形成GJ。结果发现，TAX在高密度

时的细胞毒性显著高于低密度（图1）。这说明，

在高密度的情况下，细胞之间的GJ可能提高TAX

的乳腺癌细胞毒性。

研究发现，RA通过提高Cx43表达而显著提高

GJ功能，是GJ功能常用的增强剂[13]。文献报道，

100 μmol·L-1 RA作用T47D细胞72 h不影响细胞

活性[14]，因此，本研究采用30 μmol·L-1 RA作用

T47D细胞24 h并不影响细胞活性。研究表明，18-

α-GA可显著抑制不同Cx组成的GJ功能，是公认

的GJ功能抑制剂[15]。因此，为了进一步探究GJ对

TAX细胞毒性的影响，在细胞高密度接种有GJ形成

的情况下，分别以RA和18-α-GA作用细胞增强或

抑制GJ功能，结果发现，RA组的TAX细胞毒性显

著高于正常组，相反，给予18-α-GA抑制GJ功能

后，TAX的细胞毒性显著降低（图2）。这表明，

增强GJ功能可显著提高乳腺癌细胞对TAX的敏感

性。GJ可能是提高TAX对乳腺癌疗效的新靶点。
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