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摘   要 目的：探讨维生素 C（VitC）对乳腺癌细胞紫杉醇（PTX）化疗的增敏作用及机制。

方法：分别将 VitC 与 PTX 单独或联合作用原代培养的人乳腺癌细胞后，用 MTS 法、流式细胞仪、

Western blot 检测细胞的增殖、凋亡以及 caspase-3 与 Bcl-2 的表达。

结果：单独用药时，VitC 对乳腺癌细胞的 IC50 为 2.5 mmol/L，PTX 为 8.6 nmol/L，但联合 1 mmol/L 的 VitC 后，

PTX 对乳腺癌细胞的 IC50 为 2.8 nmol/L；VitC 单用有一定的促乳腺癌细胞凋亡作用，PTX 与 VitC 联用

后的促乳腺癌细胞凋亡作用明显大于 PTX 单用，且随着 VitC 浓度的增加而增强（均 P<0.05）；PTX

单独作用后，乳腺癌细胞 caspase-3 的表达上调，Bcl-2 的表达下调，联合 VitC 后该作用更加明显，且

随 VitC 浓度的增加而增加（均 P<0.05）。

结论：VitC 可提高乳腺癌细胞 PTX 化疗的敏感性，该作用可能与其进一步提高 caspase-3、降低 Bcl-2

的表达有关。
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Abstract Objective: To investigate to the eff ect of vitamin C (VitC) on enhancing the sensitivity of breast cancer cells to 

paclitaxel (PTX) chemotherapy and the mechanism.

Methods: In primary cultured human breast cancer cells after exposure to VitC alone or PTX alone or their 

combination, the proliferation, apoptosis and expressions of caspase-3 and Bcl-2MTS were determined by MTS 

assay, fl ow cytometry and Western blot analysis, respectively. 

Results: In breast cancer cells, the IC50 of VitC alone was 2.5 mmol/L and PTX alone was 8.6 nmol/L, while 

IC50 of PTX combined with 1 mmol/L VitC was 2.8 nmol/L. VitC alone had certain apoptosis inducing eff ect on 

breast cancer cells, and the apoptosis inducing eff ect of PTX combined with VitC was signifi cantly greater than 

that of PTX alone, which was also increased with increase of the concentration of VitC (all P<0.05). Th e caspase-3 

expression was increased and Bcl-2 expression was decreased signifi cantly aft er exposure of PTX alone, and these 
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乳腺癌是女性常见肿瘤之一 [1-2]，约占女性全

身肿瘤的7%~10%，是30~59岁中国女性发病率第

一 的 恶 性 肿 瘤 [ 3 ]。 化 疗 是 乳 腺 癌 的 重 要 治 疗 手 段

之 一 ， 但 是 许 多 患 者 在 进 行 化 疗 时 出 现 了 恶 心 、

脱 发 、 感 觉 异 常 、 骨 髓 抑 制 等 化 疗 反 应 ， 这 些 副

作 用 阻 碍 了 临 床 治 疗 的 进 行 [ 4 ]， 也 同 时 加 大 了 患

者 对 化 疗 的 恐 惧 心 理 。 据 文 献 [ 5 ]报 道 ， 维 生 素 C

（Vi tC）对肿瘤 化疗药具有增敏的效应，该效应

可以减少紫杉醇（pacl i taxe l，PTX）的用量以及

化 疗 反 应 ， 同 时 可 以 提 高 化 疗 药 物 的 疗 效 ， 该 效

应 在 乳 腺 癌 中 鲜 有 报 道 。 本 研 究 采 用 的 实 验 材 料

是 临 床 上 已 经 确 诊 为 乳 腺 癌 的 癌 组 织 ， 进 行 体 外

培养[6]，来研究VitC对PTX的增敏效应，进一步探

索临床使用VitC对PTX提高疗效降低毒副作用的可

行性。

1　材料与方法

1.1  材料

1.1.1  肿瘤细胞　由郑州大学第三附属医院乳腺

二科提供乳腺癌标本。标本收集已征得患者本人及

家属同意，符合医学伦理委员会要求。

1.1.2  主要试验药物及试剂　VitC 购自上海现代

哈 森（ 商 丘） 药 业 有 限 公 司； 注 射 用 紫 杉 醇 购 自

上海创诺制药有限公司；DMEM 培养基、FBS、胰

酶、MTS、PMS 均 购 自 美 国 Gibco 公 司；Annexin 

V-FITC 购 自 南 京 诺 唯 赞 生 物 科 技 有 限 公 司；Bax

抗体和 Bcl-2 抗体均购自美国 BD 公司；免疫印迹

试剂盒购于赛默飞世尔科技有限公司。

1.1.3  主要仪器　ELx808 吸收光酶标仪购于美国

伯腾仪器，MACSQuant 流式细胞仪购于广州誉维

生物科技仪器有限公司，多色 Western blot 分析仪

购于美国森西科技有限公司。

1.2  实验方法

1.2.1  乳 腺 癌 细 胞 培 养　 取 术 中 乳 腺 癌 标 本 用

加 有 双 抗 的 PBS 组 织 洗 液 清 洗 8~10 次， 用 2 把

手 术 刀 交 叉 相 切 将 组 织 切 碎， 将 碎 组 织 移 至 含 有

DMEM 培养基的胶原蛋白酶 III 中，放入气浴恒温

振荡器中振荡 40~60 min，随后将消化的碎组织块

倒入 200 目的滤网中过滤，将过滤液体放入 50 mL

离 心 管 中， 放 入 离 心 机，800 r/min 离 心 8 min，

弃 上 清 液， 加 入 PBS， 反 复 吹 打，1 200 r/min 离

心 5 min， 弃 上 清 加 入 DMEM 培 养 基 移 至 细 胞 培

养瓶。倒置显微镜下观察，用反复贴壁法和低浓度

消化法去除成纤维细胞和肌细胞，得到肿瘤细胞。

细胞置于 5%O2、5% CO2、37 ℃培养箱内进行培养，

取对数生长期细胞用于实验。

1.2.2  细胞增殖实验　将处于对数期的细胞以每

孔约 5 000 个细胞铺于 96 孔板中，每孔 100 μL，

每 组 设 置 6 个 复 孔， 设 置 空 白 组 和 对 照 组。 放 入

细 胞 培 养 瓶 培 养 24 h， 待 细 胞 贴 壁 后 加 药。 加 药

方式如下：⑴ 不同浓度 VitC 单独 24 h；⑵ 不同

浓 度 PTX 单 独 24 h； ⑶ 不 同 浓 度 的 VitC 与 一 定

浓度的 PTX 联合 24 h。两种药物单药使用时设置

9 个等比的浓度梯度，VitC 浓度为 5、2.5、1.25、

0.625、0.312 5、0.156 23、0.078 1、0.039 0、0.019 

5 mmol/L，PTX 浓 度 为 19、9.5、4.75、2.375、

1.187、0.593、0.296、0.148、0.074 nmol/L， 联

合 时 PTX 浓 度 为 19、9.5、4.75、2.375、1.187、

0.593、0.296、0.148、0.074 nmol/L，VitC 浓 度

为 1 mmol/L。IncuCyte Zoom® 设置每 2 h 拍照 1 次，

72 h 后 将 96 孔 板 取 出 后 每 孔 加 入 MTS 和 PMS

（20:1）混合液 20 μL。培养箱静置 3 h 后，酶标

仪测定 490 nm 处每孔的 OD 值（A490 nm）。分别计

算 出 VitC、PTX 的 IC50。 实 验 重 复 3 次， 取 3 次

的平均值为实验结果。肿瘤细胞增殖抑制率 =（细

胞对照组 OD 值 A490nm- 实验对照组 OD 值 A490nm）/ 

（ 细 胞 对 照 组 OD 值 A490 nm- 空 白 对 照 组 OD 值

A490nm）×100%。按照金氏修正公式计算 q 值，公式

为 q=E（A+B）/（EA+EB-EA×EB）。E（A+B）为

两种药物联合使用的效应，EA 为 A 药单用的效应

EB 为 B 药单用的效应。分子为实测合并效应，分

effects were enhanced by combination with VitC, and increased with the increase of the concentration of VitC 

added (all P<0.05). 

Conclusion: VitC can enhance the sensitivity of breast cancer cells to PTX chemotherapy, and this action may be 
related to its further increase caspase-3 and decrease Bcl-2 expressions.

Key words Breast Neoplasms; Drug Therapy, Combination; Paclitaxel; Ascorbic Acid
CLC number: R737.9
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母为预测合并效应。如果 q 值为 0.85~1.15 之间则

表明药效单纯叠加，1.15~20 说明药物之间有协同

效应，<1.15 说明药物之间有拮抗作用。

1.2.3  细胞凋亡实验　取对数期增长的细胞，细

胞计数后以每孔 1×105 细胞铺于 12 孔板中，待置

于 5%CO2，37 ℃的培养箱中 24 h 后分为对照组，

高、 中、 低 浓 度（2、1、0.5 mmol/L）VitC 组，

PTX（4 nmol/L） 组，PTX（4 nmol/L） 联 合 VitC

（2、1、0.5 mmol/L）组，每组 3 个复孔。待同步

细胞周期加药 48 h，用不含 EDTA 的胰酶消化后，

1 200 r/min 离心 5 min 收集细胞。按照试剂盒说明

书步骤依次加入 FITC 和 PI 混匀后避光室温下反应

10 min 后进行流式细胞仪检测。实验重复 3 次。

1.2.4  Western blot 检测增殖和凋亡相关蛋白　乳

腺癌原代细胞培养 24 h 后等待同步细胞周期，按

照 实 验 设 计 加 药： 对 照 组，PTX（4 nmol/L） 组， 

PTX（4 nmol/L）联合 VitC（2、1、0.5 mmol/L）组，

每组设 3 个复孔。按照试剂盒说明书提取总蛋白，

加入裂解液，12 000 r/min、4 ℃、离心 5 min，移取

上清液。10%SDS-PAGE 凝胶电泳（80 V 25~35 min

后调整至 120 V 电泳 1~1.5 h），将蛋白质电转移至

NC 膜，5% 脱脂奶粉室温封闭 1 h，PBS 冲洗 3 次。

将 抗 体 caspase-3 和 Bcl-2 抗 体 稀 释 至 0.1 μg/mL 

后 加 到 NC 膜 正 面，4 ℃ 冰 箱 过 夜。 之 后 加 入 

1:4 000 稀释的红色荧光标记的羊抗兔 IgG，室温

反 应 2 h，PBS 冲 洗 3 次。 以 β-actin 为 内 参，

Odyssey 双 色 红 外 荧 光 成 像 系 统 扫 描 结 果 并 使 用

Image J 软件分析蛋白条带灰度值，以目的蛋白与

内参灰度比值来表示目的蛋白的相对表达量。实验

重复 3 次。

1.3  统计学处理  

采用统计学软件SPSS 21.0，结果用均值±标

准差（x±s）表示，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SNK-q

检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  细胞培养结果

48  h后观察细胞，细胞贴壁生长，并见有成

纤维细胞和肌细胞生长。待72 h后采用差速贴壁法

去 除 成 纤 维 细 胞 和 肌 细 胞 。 等 细 胞 长 满 后 传 代 培

养，培养3~7 d传至3代以后。乳腺癌细胞形态不

规 则 ， 镜 下 观 察 细 胞 形 态 不 一 ， 成 纤 维 细 胞 呈 长

梭形易于区分（图1）。

图 1　乳腺癌细胞原代培养（×40）　　A：培养 48 h；B：培养 3 d；C：培养 5 d；D：培养 7 d
Figure1　Primary culture of breast cancer cells (×40) 　　A: Cultured for 48 h; B: Cultured for 72 h; C: Cultured for 3 d; D: Cultured for 7 d

A B

C D
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2.2  VitC 和 PTX 单药及联合对乳腺癌细胞增殖

抑制作用

由 实 验 结 果 得 出 ， P T X 单 独 用 药 对 乳 腺 癌 细

胞的增殖抑制呈药物浓度依赖性，IC 50=8.6 nmol /

L；VitC单独用药药物浓度>1.25 mmol/L时对乳腺

癌细胞的增殖抑制呈浓度相关性，浓度<1.25 mmol/L

抑制率大幅度降低且无浓度相关性，IC50=2.5 mmol/L； 

VitC和PTX联合用药对乳腺癌细胞增殖抑制呈药物

浓度依赖性（图2），IC50=2.8 nmol/L。VitC联合

PTX组的增值抑制率均大于同浓度单用PTX组。VitC

浓度为1 mmol/L时的有效抑制率为3%，PTX单用

药浓度分别为0.004 75 μmol/L、0.002 3 μmol/L、 

0 .001  18  μmol/L时的有效抑制率为55%、45%、

29%，VitC浓度为1 mmol/L分别与浓度为0.004 75、

0.002 37、0.001 18 μmol/L的PTX联合用药时的增

值抑制率为82%、67%、50%，按金氏公式计算 q

值分别为1.37、1.36、1.52。以上浓度依赖联合实

验q值均>1.15，实验结果提示VitC对PTX有增敏效

应。

2.3  VitC 联合 PTX 对乳腺癌细胞凋亡的影响

Vi tC低浓度（0.5  mmol /L）组与对照组相比

较，凋亡率差异无统计学意义（ P > 0 .05），但中

（1 mmol /L）、高浓度（2 mmol /L）组凋亡率高

于对照组（均P<0.05）。PTX组和VitC联合PTX组

与 对 照 组 相 比 较 ， 凋 亡 率 均 明 显 升 高 ， 且 V i t C

联 合 P T X 组 凋 亡 率 明 显 高 于 P T X 组 （ 均 P < 0 . 0 5 ） 

（表1）（图3）。

2.4  检测增殖和凋亡相关蛋白

P T X 单 药 及 联 合 不 同 浓 度 V i t C 作 用 后 乳 腺 癌

细 胞 c a s p a s e - 3 和 B c l - 2 蛋 白 的 表 达 。 乳 腺 癌 细 胞

经 P T X 单 药 及 与 不 同 浓 度 的 V i t C 联 合 作 用 ， 随 着

V i t C 浓 度 的 增 加 凋 亡 抑 制 蛋 白 B c l - 2 的 表 达 逐 渐

降低，凋亡促进蛋白caspase -3的表达逐渐升高。

PTX单药、PTX+0.5  mmol /L  Vi tC组、PTX+VitC 

1 mmol/L组、PTX+Vi tC  2  mmol /L组与空白对照

组 比 较 蛋 白 相 对表达量差异均有统计学意义（均

P<0.05）（图4）。

表 1　各组乳腺癌细胞的凋亡率（x±s）
Table 1　The apoptosis rates of each group of breast cancer cells 

(x±s)
　组别 凋亡率（%）
对照组 10.9±2.9
2 mmol/L VitC 组 55.6±4.91)

1 mmol/L VitC 组 30.5±5.01)

0.5 mmol/L VitC 组 12.3±3.6
PTX 组 22.6±3.51)

PTX+2 mmol/L VitC 组 79.1±5.61), 2) 
PTX+1 mmol/L VitC 组 61.1±4.91), 2)

PTX+0.5 mmol/L VitC 组 34.9±4.71), 2)

F 89.8
P 0.00

注：1） 与 对 照 组 比 较，P<0.05；1） 与 PTX 组 比 较，
P<0.05

Note: 1) P<0.05 vs. control group; 2) P<0.05 vs. PTX alone group
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图 2　PTX 和 VitC 单药及联合对乳腺癌细胞生长的抑制作用　　 A：不同浓度的 VitC 单药；B：不同浓度的 PTX 单药； 

C：不同浓度的 PTX 联合 1 mmol/L VitC
Figure 2　Inhibitory effects of PTX and VitC alone and combination on growth of breast cancer cells　　 A: Different concentrations of 

VitC; B: Different concentrations of PTX; C: Different concentrations of PTX plus 1 mmol/L VitC
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图 4　caspase-3 和 Bcl-2 蛋白表达检测　　1： 对 照 组；

2：PTX 单 药；3：PTX+0.5 mmol/L VitC 组；4：PTX+

1 mmol/L VitC 组；5：PTX+2 mmol/L VitC 组　　
1）与对照组比较，P<0.05

Figure 4　Determination of caspase-3 and Bcl-2 protein 
expressions　　1: Control group; 2: PTX alone group; 
3: PTX+0.5 mmol/L VitC group; 4: PTX+1 mmol/L 
VitC; 5: PTX+2 mmol/L VitC　　1) P<0.05 vs. control 
group

1)

1)

1) 1)

1)

1)

1)

1)

3　讨　论 

P T X 作 为 临 床 常 用 化 疗 药 ， 用 于 治 疗 肺 癌 、

乳 腺 癌 、 胃 癌 、 卵 巢 癌 、 头 颈 部 鳞 状 细 胞 癌 以 及

其他的实体肿瘤[7]。但是，PTX化疗的副作用会随

着剂量的增加而增加 [8]。有文献 [9]报道，VitC在与

顺 铂 联 合 治 疗 结 肠 癌 时 可 以 显 著 降 低 顺 铂 的 毒 副

作 用 。 在 临 床 当 中 我 们 需 要 找 寻 一 种 既 能 不 降 低

化疗效果又能减少PTX副作用的方法。

VitC在肿瘤治疗当中一直作为辅助药物，所以

使用剂量都较低[10]。低剂量的VitC（25~50 μg/mL）

并 不 能 诱 导 凋 亡 ， 与 此 相 反 ， 它 与 干 细 胞 的 增 殖

和维持有关[11-12]。后来，人们发现口服和静脉注射

VitC具有不同的药代动力学 [13]。早在1979年就有

相关文献[14]报道，大剂量（10 g/d）在治疗肿瘤方

面是有效的。近期国外有研究 [15]报道，Vi tC联合

其 他 抗 肿 瘤 药 物 能 对 肿 瘤 细 胞 产 生 抑 制 作 用 。 也

有相关报道 [16]，大剂量VitC在动物模型中也具有

明 显 的 抗 肿 瘤 作 用 。 鉴 于 这 些 研 究 结 果 ， 越 来 越

多的I、II期临床试验评估静脉注射VitC治疗癌症

的可行性[17-20]。在本研究中，体外实验得到大剂量

VitC可明显诱导乳腺癌肿瘤细胞凋亡的结论 。而

且，VitC浓度<1.25 mmol/L之后抑制肿瘤增值效应

显著下降。这些发现为进一步研究VitC增敏PTX来

提 高 对 乳 腺 癌 细 胞 杀 伤 作 用 和 降 低 毒 副 作 用 提 供
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图 3　流式细胞仪检测细胞凋亡　　A：对照组；B：2 mmol/L VitC 组；C：1 mmol/L VitC 组；D：0.5 mmol/L VitC 组；E：PTX 组；

F：PTX+2 mmol/L VitC 组；G：PTX+1 mmol/L VitC 组；H：PTX+0.5 mmol/L VitC 
Figure 3　Apoptosis detection by fl ow cytometry　　A: Control group; B: 2 mmol/L VitC group; C: 1 mmol/L VitC group; D: 0.5 mmol/L 

VitC group; E: PTX group; F: PTX+2 mmol/L VitC group; G: PTX+1 mmol/L VitC group; H: PTX+0.5 mmol/L VitC group
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了依据。

VitC治疗肿瘤的确切机制还不是很清楚。目

前提出了几种假说。Vi t C 抑制了透明质酸酶的活

性，防止了胶原蛋白的水解 [ 21]，从而加强了胶原

蛋白的结构抑制了肿瘤细胞的转移。Vi t C 是驱动

双 氧 加 酶 反 应 的 辅 助 因 子 ， 包 括 组 蛋 白 去 甲 基 化

酶 ， 缺 氧 诱 导 因 子 脯 氨 酰 羟 化 酶 和 胶 原 脯 氨 酰 羟

化 酶 [ 2 2 ]。 由 C r e a g a n 等 [ 2 3 - 2 4 ]在 美 国 梅 奥 诊 所 所 做

的临床试验表明 口服相同剂量的Vi t C 治疗肿瘤是

无效的。VitC通 过静脉而不是口服的方法在外周

血 中 达 到 毫 摩 尔 级 别 的 浓 度 可 以 杀 死 肿 瘤 细 胞 而

不伤害正常细胞 。Vi t C 在肿瘤细胞周围能介导促

氧化作用产生过氧化氢（H 2O 2）从而杀死肿瘤细

胞。有文献 [25]报道Vi tC作为一种促氧化剂，可以

激活ATM/AMTK信号传导通路，导致卵巢癌细胞

中 的 雷 帕 霉 素 蛋 白 受 到 抑 制 并 促 进 了 卵 巢 癌 细 胞

的死亡。

本研究显示，VitC和PTX单独用药时对乳腺癌

细 胞 有 增 殖 抑 制 和 诱 导 凋 亡 的 作 用 ， 作 用 呈 浓 度

依 赖 性 。 通 过 流 式 细 胞 仪 测 得 结 果 显 示 ， 联 合 用

药后PTX的促凋亡作用明显增强，均大于单用PTX

时的促凋亡作用。Western blot检测VitC对PTX的

增敏作用，结果凋亡蛋白caspase -3的表达较PTX

单用明显增多，凋亡抑制蛋白Bcl-2明显减少。Ma

等 [2 5 ]有相关研究表明，Vi t C 可以引起SHIN3人卵

巢癌细胞的DNA严重损伤，但是加入过氧化氢酶

后这种作用可以被逆转。Vi t C 高剂量静脉注射似

乎意外的安全并没有较为严重副作用 [ 26]。国内外

也有许多学者在 研究Vi t C 联合其他的化疗药物治

疗肿瘤的相关研 究，结果基本一致，Vi t C 联合化

疗 药 物 可 以 减 少 化 疗 药 物 的 用 量 并 提 高 药 物 的 疗

效，这些结果是 令人鼓舞的。综上所述，VitC联

合PTX可以成为治疗乳腺癌低毒高效的药物组合。
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