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摘要 本文探讨巨噬细胞集落刺激因子（M-CSF）对人乳腺癌 MCF-7 细胞糖代谢的影响及其机制 . 构建胞质稳定转染

M-CSF的MCF-7细胞（MCF-7-M）；ATP检测试剂盒检测MCF-7和MCF-7-M细胞的ATP生成；葡萄糖测定试剂盒、乳酸测

试盒检测MCF-7和MCF-7-M细胞的葡萄糖摄取和乳酸分泌情况；蛋白质印迹法检测在糖酵解抑制剂2-脱氧葡萄糖（2-DG）

和氧化磷酸化抑制剂OLIG处理后，M-CSF对MCF-7细胞的糖酵解关键酶：己糖激酶2 （HK2）、丙酮酸激酶M2 （PKM2）

及葡萄糖转运体1 （GLUT-1）表达的影响；MTT法检测在ATP消耗剂3-溴丙酮酸（3-BrPA）处理后，MCF-7和MCF-7-M

细胞对5-FU敏感性的变化 . 结果发现：MCF-7-M细胞的ATP水平显著高于MCF-7细胞（P<0.05）；2-DG降低了MCF-7和

MCF-7-M细胞的ATP水平，并且降低MCF-7-M细胞ATP的效果更明显（P<0.01）；MCF-7-M细胞的糖摄取能力和乳酸分泌

量显著高于MCF-7细胞（P<0.01），经API-2处理后，MCF-7和MCF-7-M细胞葡萄糖消耗和乳酸分泌量均显著减少（P<

0.01）；MCF-7-M细胞GLUT-1、HK2和PKM2的表达显著高于MCF-7细胞（P<0.01）；LY294002和API-2均可抑制MCF-7-

M细胞GLUT-1的表达（P<0.05）；用3-BrPA处理后，MCF-7-M和MCF-7细胞对5-FU的药物敏感性显著增强（P<0.01） . 综

上，得出结论：胞质M-CSF通过诱导GLUT-1、HK2和PKM2的表达，活化MCF-7细胞糖酵解途径；PI3K/AKT信号通路参

与胞质M-CSF活化MCF-7细胞的糖酵解途径 .
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研究发现［1-3］，肿瘤细胞的糖酵解代谢异常活

跃，但其线粒体氧化磷酸化功能减弱 . 在肿瘤细胞

的 糖 酵 解 过 程 中 ， 葡 萄 糖 转 运 体 （glucose

transporter，GLUT）的活性决定了肿瘤细胞对葡萄

糖的摄取能力 . 己糖激酶 2 （Hexokinase 2，HK2）

是糖酵解的初始和限速步骤，在许多人类癌症中过

度表达，与不良的临床预后相关［4］；丙酮酸激酶

M2（pyruvate kinase M2，PKM2）是一种限制糖酵

解酶，它催化糖酵解的最后一步，是肿瘤代谢和生

长的关键［5］ . 肿瘤细胞HK2和PKM2的表达决定糖

酵解速率［6-8］ . 此外，也可以通过观测葡萄糖摄入

量和细胞外乳酸的分泌量来监测肿瘤细胞糖酵解速

率［9］ . 巨噬细胞集落刺激因子（macrophage colony

stimulating factor，M-CSF） 是一种具有多种生物

学功能的细胞因子 . 有文献报道，M-CSF刺激的巨

噬细胞更容易发生糖酵解作用［10］，但肿瘤细胞

M-CSF的表达与糖代谢之间的具体联系尚不明确 .

本研究构建了胞质 M-CSF 稳定表达的人乳腺癌

MCF-7 细胞 （MCF-7-M），观察胞质 M-CSF 对

MCF-7细胞糖代谢的影响，以期探讨M-CSF调控

肿瘤细胞糖代谢的机制及其意义 .

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞系

人乳腺癌MCF-7细胞购自Abcam公司 .

1.1.2 主要试剂与仪器

ATP检测试剂盒和LY294002购自碧云天生物

技术研究所，葡萄糖和乳酸检测试剂盒购自南京建

成生物工程研究所，2-脱氧葡萄糖（2-DG）、3-溴

丙酮酸 （3-BrPA） 和 5-氟尿嘧啶 （5-FU） 购自
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Sigma公司，API-2购自Adooq公司，GLUT-1抗体

和 PKM2 抗体购自 Abcam 公司，HK2 抗体购自

Proteintech公司，荧光倒置显微镜购自OLYMPUS

公司，synergy HT 多功能微孔板检测仪购自 Bio-

Tek公司 .

1.2 方法

1.2.1 体外培养人乳腺癌MCF-7和MCF-7-M细胞

人乳腺癌 MCF-7 细胞、稳定转染 M-CSF 的

MCF-7细胞（MCF-7-M），用含10%新生牛血清的

高糖型DMEM培养基，置于 37℃含 5% CO2 培养

箱中常规培养 .

1.2.2 胞内ATP的检测

取 5.0×104个/ml 的 MCF-7 和 MCF-7-M 细胞以

500 μl/孔种植于 24 孔培养板，培养 12 h；加入

20 μl 终浓度为 20 mmol/L 的糖酵解抑制剂 2-DG；

弃培养液，冰PBS洗两次，加入100 μl/孔裂解液裂

解，荧光倒置显微镜下观察直到细胞充分裂解逐渐

失去细胞形态；吸取裂解液，4°C，12 000 r/min，

离心10 min；吸取样本上清，按ATP检测试剂盒说

明书配制 ATP 检测液，化学发光法检测样本 ATP

浓度 . 重复检测3次．

1.2.3 蛋白质印迹检测

提取各组细胞蛋白质，测定蛋白质浓度；取蛋

白质样品30 μl进行SDS-PAGE电泳，转膜，封闭；

加入一抗 （1∶1 000） 4℃孵育过夜，TBST 液洗

膜；加入二抗（1∶2 000）常温孵育 1 h，TBST液

洗膜；用电化学发光（electro-chemiluminescence，

ECL） 化学发光试剂反应，曝光后扫描，采用

AlphaImager2200软件进行蛋白质条带灰度值分析．

重复检测3次．

1.2.4 细胞葡萄糖摄入量的检测

取 3.5×105个/ml 的 MCF-7 和 MCF-7-M 细胞以

500 μl/孔种植于 24 孔培养板，培养 12 h；提取

20 μl 的培养液，设阴性对照组 （NC 组） 和空白

组，按葡萄糖测试盒说明书检测各组葡萄糖含量；

多功能酶标仪（505 nm）测吸光度（A）值 . 计算

公式：葡萄糖摄入量/（mmol · L-1） = NC 组葡萄

糖含量/（mmol · L-1） － ［（样本 A 值－空白 A

值） /（标准品 A 值－空白 A 值） ×标准品浓度

（5.55 mmol/L）］ .重复检测3次．

1.2.5 细胞外乳酸分泌量的检测

取 3.5×105个/ml 的 MCF-7 和 MCF-7-M 细胞以

500 μl /孔种植于 24孔培养板；分别在 6、12、18、

24 h 提取孔板内培养液 20 μl，设空白组，按乳酸

测试盒说明书分别检测各组乳酸含量；多功能酶标

仪 （530 nm） 测 A 值 . 计算公式：乳酸含量/

（mmol · L-1） = （样本A值－空白A值） /（标准品

A值－空白A值） ×标准品浓度（3 mmol/L） ×样本

稀释倍数 . 重复检测3次．

1.2.6 MTT检测

以5×103个/孔的MCF-7-M细胞接种至96孔板，

设NC组和空白组，培养 12 h；弃培养液，样本组

加入200 μl终浓度为30 μmol/L 的3-BrPA，NC组和

空白组加入培养液 200 μl，培养 24 h；弃培养液，

样本组加入 200 μl 终浓度分别为 0、6、60、600、

6 000、60 000 μmol/L 的 5-FU，NC 组和空白组加

入培养液 200 μl，培养 24 h；不弃培养液，每孔加

入20 μl MTT（5 g/L）溶液，培养 4 h；弃培养液，

每孔加入150 μl的二甲基亚砜（DMSO）溶解，多

功能酶标仪（570 nm）测A值 . 计算公式：细胞存

活率= （样本组A值－空白组A值） /（NC组A值-

空白组A值）．实验重复检测3次．

1.2.7 统计学分析

采用 SPSS20.0软件进行统计，所有数据采用

单因素方差分析（one way ANOVA），两组均数比

较采用 t检验，数据用均数±标准差（x±SD）表示 .

2 结 果

2.1 胞质M-CSF对MCF-7细胞ATP水平的影响

为了解胞质M-CSF对MCF-7细胞ATP水平的

影响，我们常规培养MCF-7和MCF-7-M细胞12 h，

用ATP检测试剂盒、化学发光法检测两组细胞ATP

的含量 . 结果显示，MCF-7 和 MCF-7-M 细胞的

ATP含量分别为（2.153±0.079） μmol/L和（3.765±

0.371） μmol/L，MCF-7-M细胞ATP水平明显高于

MCF - 7 细胞 （图 1，P<0.05） . 结果提示，胞质

Fig. 1 Cytoplasmic M-CSF induces MCF-7
cells to produce ATP
-x ± SD，n = 3，*P＜0.05.
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M-CSF诱导了MCF-7细胞ATP的产生 .

2.2 胞质M-CSF对MCF-7糖代谢的影响

肿瘤细胞主要通过糖酵解和氧化磷酸化两个途

径产生ATP，为了解胞质M-CSF诱导MCF-7细胞

产生 ATP 的主要代谢途径，我们分别用浓度为

20 mmol/L的糖酵解抑制剂 2-DG和氧化磷酸化抑

制剂OLIG处理MCF-7和MCF-7-M细胞6 h，对照

组细胞用 DMSO 处理，检测各组细胞的 ATP 水平

（表 1） . 与未做任何处理的MCF-7和MCF-7-M细

胞比较，糖酵解抑制剂2-DG降低了MCF-7的ATP

水平（图2，P＜0.05），显著降低了MCF-7-M细胞

的ATP水平（图 2，P＜0.01），而氧化磷酸化抑制

剂 OLIG 和 DMSO 对 MCF-7 和 MCF-7-M 细胞的

ATP 水平影响均不显著 （图 2，P>0.05） . 结果提

示，糖酵解是 MCF-7 细胞和 MCF-7-M 细胞产生

ATP 的主要途径，氧化磷酸化是次要途径，胞质

M-CSF诱导MCF-7细胞主要通过糖酵解途径产生

ATP.

2.3 胞质M-CSF调控MCF-7细胞糖酵解的机制

2.3.1 胞质M-CSF对MCF-7细胞葡萄糖摄取和乳酸

分泌的影响

糖酵解能力较强的肿瘤细胞，需要提高其葡萄

糖摄取量，同时又会造成其最终代谢产物乳酸的胞

外堆积，为探讨胞质M-CSF对MCF-7细胞葡萄糖

摄取和乳酸分泌的影响，我们检测了 MCF-7 和

MCF-7-M细胞的葡萄糖摄取和乳酸分泌情况 . 结果

显示：MCF - 7 细胞的葡萄糖摄取量为 （3.019 ±

0.565）mmol/L，MCF-7-M细胞的葡萄糖摄取量为

（6.702±0.045） mmol/L，MCF-7-M 细胞的葡萄糖

摄取能力显著高于MCF-7细胞（图3a，P<0.01）；

MCF-7-M细胞在6、12、18、24 h的乳酸分泌量显

著高于MCF-7细胞（表 2、图 3b，P<0.01） .结果

Table 1 Effects of cytoplasmic M-CSF on glucose
metabolism in MCF-7 cells

GROUP

MCF-7

MCF-7-M

MCF-7+2-DG

MCF-7-M+2-DG

MCF-7+OLIG

MCF-7-M+OLG

MCF-7+DMSO

MCF-7-M+DMSO

ATP/ （μmol· L-1）

3.891±0.307

7.680±0.145

2.154±0.033*

3.098±0.035**

3.112±0.197

6.596±0.416

3.750±0.200

7.135±0.445

*P<0.05， MCF-7 vs MCF-7 + 2-DG； **P<0.01， MCF-7-M vs

MCF-7-M+2-DG.

Fig. 2 Effects of cytoplasmic M-CSF on glucose
metabolism in MCF-7 cells

-x ± SD，n = 3，*P < 0.05，**P < 0.01，NS means no significant

difference.

Fig. 3 Effect of cytoplasmic M-CSF on glucose
uptake and lactate secretion in MCF-7 cells

-x ± SD， n = 3， **P<0.01. （a） The glucose consumption of

MCF-7 cells and MCF-7-M cells. （b） The lactate secretion of

MCF-7 cells and MCF-7-M cells at 0，6，12，18 and 24 h，

respectively.
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提示，胞质M-CSF增强了MCF-7细胞的葡萄糖摄

取和乳酸分泌 .

2.3.2 胞质 M-CSF 对 MCF-7 细胞糖酵解关键酶

HK2和PKM2表达的影响

己 糖 激 酶 2 （HK2） 和 丙 酮 酸 激 酶 M2

（PKM2） 是细胞糖酵解途径的关键酶，胞质

M-CSF 是否通过对 HK2 和 PKM2 的诱导来影响

MCF-7细胞的糖酵解途径，本实验室使用 pCMV/

myc/cyto-M-CSF稳定转染MCF-7细胞（MCF-7-M），

以转染空载体 pCMV / myc / cyto 的 MCF - 7 细胞

（MCF-7-C）和MCF-7细胞作为对照，用蛋白质印

迹法 （Western-blotting） 检测了各组细胞 HK2 和

PKM2的表达情况 . 结果显示，HK2在MCF-7-M细

胞的表达高于MCF-7和MCF-7-C细胞（图 4，P<

0.05），PKM2 在 MCF-7-M 细胞的表达显著高于

MCF-7和MCF-7-C细胞（图 4，P<0.01），MCF-7

与 MCF-7-C 细胞 HK2、PKM2 的表达无明显差异

（图 4，P >0.05） . 结果提示，胞质 M-CSF 诱导了

MCF-7细胞糖酵解关键酶HK2和PKM2的表达 .

2.3.3 AKT 抑 制 剂 API-2 对 胞 质 M-CSF 诱 导

MCF-7细胞葡萄糖摄取和乳酸分泌的影响

文献证实，PI3K/AKT信号通路能够提升肿瘤

细胞糖摄取和乳酸分泌能力，可以直接诱导肿瘤细

胞转为有氧糖酵解代谢表型进而促进肿瘤的发展，

为探究PI3K/ATK信号通路是否参与胞质M-CSF上

调 MCF -7 细胞的有氧糖酵解，我们用浓度为

20 μmol/L 的 AKT 抑制剂 API-2 预处理 MCF-7 和

MCF-7-M细胞 24 h，对照细胞用DMSO处理，检

测各组细胞的葡萄糖摄取量和乳酸分泌量 （表

3） . 结果显示，MCF-7 和 MCF-7-M 细胞经 API-2

处理后葡萄糖摄取量和乳酸分泌量均显著降低

（图5，P<0.01），对照组无明显变化（图5，P >0.05）.

Table 2 Effect of cytoplasmic M-CSF on lactate secretion
in MCF-7 cells

Time/h

0

6

12

18

24

Lactate Secretion/（mmol·L-1）

MCF-7

1.261±0.045

1.909±0.015

2.689±0.043

3.678±0.092

4.792±0.048

MCF-7-M

1.304±0.018

3.609±0047**

5.589±0.045**

10.527±0.090**

13.864±0.050**

**P<0.01，MCF-7 vs MCF-7-M.

Fig. 4 Cytoplasmic M-CSF induces the expression of
HK2 and PKM2 in MCF-7 cells

-x ± SD，n = 3，* P <0.05，**P<0.01. （a） Western blot showing
the protein levels of HK2 and PKM2 from MCF-7 cells，MCF-7-C
cells and MCF-7-M cells extracts， β - actin was used as an
endogenous control. （b） Significant difference is determined
using t-test.

Table 3 Effect of API-2 on glucose uptake and lactate
secretion in MCF-7 and MCF-7-M cells

Group

MCF-7+DMSO

MCF-7

MCF-7+API-2

MCF-7-M+DMSO

MCF-7-M

MCF-7-M+API-2

Glucose uptake/

（mmol·L-1）

5.681±0.121

5.211±0.243

2.222±0.936**

10.492±0.655

10.582±0.121

5.511±0.918**

Lactate secretion/

（mmol·L-1）

5.001±0.195

4.550±0.235

2.050±0.023**

11.294±0.148

11.832±0.498

3.346±0.2110 **

**P<0.01， MCF-7 vs MCF-7 + API-2； **P<0.01， MCF-7-M vs
MCF-7-M+API-2.

Fig. 5 Effect of API-2 on glucose uptake and lactate
secretion in MCF-7 and MCF-7-M cells-x ± SD，n = 3，**P<0.01，NS means no significant difference.
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结果提示，API-2 可抑制胞质 M-CSF 诱导 MCF-7

细胞的葡萄糖摄取和乳酸的分泌，PI3K/AKT信号

通路在胞质M-CSF诱导MCF-7细胞糖酵解过程中

发挥着重要作用 .

2.3.4 PI3K抑制剂LY294002和AKT抑制剂API-2

对MCF-7细胞GLUT-1表达的影响

在肿瘤细胞的糖酵解途径中，葡萄糖需要通过

存在于细胞膜上的葡萄糖转运体（GLUT）的跨膜

转运作用才能进入细胞内，因此GLUT的活性决定

了葡萄糖的摄取能力 .为探究 PI3K/AKT信号通路

是否参与胞质M-CSF诱导MCF-7细胞GLUT-1的

表达 . 我们分别用 DMSO、PI3K 抑制剂 LY294002

和AKT抑制剂API-2预处理MCF-7和MCF-7-M细

胞 1 h，蛋白质印迹法（Western-blotting）检测各

组细胞GLUT-1的表达 . 结果显示：MCF-7-M细胞

GLUT-1 的表达显著高于 MCF-7 和 MCF-7-C 细胞

（图 6，P<0.05）；LY294002 和 API-2 显著抑制了

MCF-7-M 细胞 GLUT-1 的表达 （图 6，P<0.05），

DMSO组则变化不明显（图 6，P >0.05） . 结果提

示，胞质M-CSF可诱导MCF-7细胞GLUT-1的表

达，PI3K / AKT 信号通路参与胞质 M - CSF 诱导

MCF-7细胞的有氧糖酵解 .

2.3.5 ATP消耗剂3-BrPA增强MCF-7细胞对5-FU
的敏感性

本实验室前期已证明胞质 M-CSF 可以促进

MCF-7细胞对 5-FU耐药，目前认为肿瘤细胞对抗

化疗药物的杀灭过程中均需要 ATP 的消耗，为探

究胞质M-CSF诱导MCF-7细胞对5-FU耐药是否与

有氧糖酵解产生大量的 ATP 有关，我们用浓度为

20 μmol/L 的 ATP 消耗剂 3-BrPA 预处理 MCF-7 和

MCF-7-M细胞24 h，加入不同浓度梯度的5-FU检

测细胞存活率 . 结果显示，在 5-FU 作用下，经

3-BrPA预处理的MCF-7和MCF-7-M细胞存活率均

出现了明显下降 （图 7、表 4，P<0.01） . 结果提

示，3-BrPA可显著增强MCF-7细胞和MCF-7-M细

胞对5-FU的敏感性 .

Fig. 6 Effect of LY294002 and API-2 on the
expression of GLUT-1 in MCF-7 cells

-x ± SD， n = 3， *P<0.05，NS means no significant difference.

（a） Western blot showing the protein levels of GLUT-1 from

different cell team extracts，β - actin was used as an endogenous

control. （b）Significant difference is determined using t-test.

Fig. 7 Effect of 3-BrPA on MCF-7 and MCF-7-M
cells sensitivity to 5-FU

-x ± SD，n = 3，**P<0.01. The fractional suvival of MCF-7 cells

（a） and MCF-7 -M cells （b） to 5-FU with or without the

treatment of ATP depletion by 3-BrPA was observed by MTT

assay.
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3 讨 论

糖代谢是肿瘤细胞获取ATP的主要途径，包括

糖酵解和氧化磷酸化两个途径 .在肿瘤细胞的发生

发展过程中，往往会通过自然选择强化糖酵解功能

而弱化线粒体氧化磷酸化功能，这是因为糖酵解非

常适应肿瘤细胞生长、增殖需要快速大量生成ATP

的要求 . 此外，肿瘤细胞通过糖酵解代谢中间产物

的积累可以增加还原型辅酶Ⅱ（NADPH）和核糖

的产生，这有助于形成肿瘤细胞生长和增殖所必需

的生物大分子 . 因此，糖酵解的能量供应以及合成

代谢对肿瘤细胞生长和分裂是关键因素［11］，可以

通过抑制参与糖酵解途径的关键酶和抑制糖代谢来

发挥抗肿瘤作用［12］ . 研究证实，M-CSF在多种癌

细胞中高度表达［13］ . M-CSF可以促进乳腺癌的发

生发展，在癌变的乳腺细胞中高表达，而在正常的

乳腺细胞中低表达［14］ . 有趣的是，肿瘤糖代谢已

被认为是肿瘤细胞促生长促增殖的主要原因之

一［15］ . M-CSF 是否可以调控肿瘤细胞的糖代谢？

本实验室使用 pCMV/myc/cyto-M-CSF 稳定转染

MCF-7 细胞 （MCF-7-M），以转染空载体 pCMV/

myc/cyto的MCF-7细胞（MCF-7-C）和MCF-7细

胞作为对照，结果发现胞质M-CSF诱导了MCF-7

细胞的ATP产生 . 为了进一步探究胞质M-CSF是对

MCF-7 细胞糖代谢的哪个代谢途径产生了影响才

最终使ATP产生量增加，我们分别用糖酵解抑制剂

2-DG 和氧化磷酸化抑制剂 OLIG 处理 MCF-7 和

MCF-7-M 细胞，发现 2-DG 显著降低了 MCF-7 和

MCF-7-M 细胞的 ATP 水平，而 OLIG 对 MCF-7 和

MCF-7-M细胞的ATP水平影响均不显著 . 因此我们

认为，胞质M-CSF诱导MCF-7细胞ATP的产生主

要通过糖酵解途径，线粒体氧化磷酸化是辅助

途径 .

HK2和PKM2是糖酵解途径中的两个关键酶，

HK2 的蛋白质表达升高会使癌细胞的糖酵解能力

增强［16］， PKM2同样直接起到维持肿瘤细胞糖酵

解表型的功能［17］ ，HK2和PKM2的表达是评价糖

酵解活性的主要标准 . 我们通过实验发现，胞质

M-CSF上调了MCF-7细胞HK2的表达，显著上调

了 PKM2 的表达，而且胞质 M-CSF 显著促进了

MCF-7细胞的葡萄糖摄取和乳酸分泌 . 这些结果充

分证明，胞质M-CSF上调了MCF-7细胞的糖酵解 .

胞质M-CSF活化PI3K/AKT信号通路是本实验

室前期的成果 . 众多研究发现［18-20］，PI3K 抑制剂

LY294002和AKT抑制剂API-2可以通过调控肿瘤

细胞的糖酵解途径以影响肿瘤的发生发展 . 为了探

究 PI3K/ATK 信号通路是否参与胞质 M-CSF 上调

MCF-7细胞的糖酵解途径，我们使用AKT抑制剂

API-2处理MCF-7和MCF-7-M细胞，发现API-2可

抑制胞质M-CSF诱导MCF-7细胞的葡萄糖摄取和

乳酸分泌，提示AKT参与MCF-7和MCF-7-M细胞

有氧糖酵解的调控 . 进一步实验发现，MCF-7-M细

胞 GLUT-1 的表达显著高于 MCF-7 和 MCF-7-C 细

胞，而LY294002和API-2可以显著抑制MCF-7-M

细胞GLUT-1的表达，提示PI3K/AKT信号通路参

与胞质 M-CSF 诱导 MCF-7 细胞 GLUT-1 的蛋白质

表达增加 . 综上所述，我们认为PI3K/AKT信号通

路参与胞质M-CSF诱导MCF-7细胞的糖酵解途径 .

目前认为，癌细胞面对化疗药物的杀灭，至少

会有一种应对方式：增加药物排出、降低胞内药物

活性、强化DNA损伤修复和激活抗凋亡基因的表

达等，所有的这些应对方式都要消耗ATP. 我们推

测胞质M-CSF诱导MCF-7细胞对5-FU耐药的重要

原因是胞质M-CSF通过活化MCF-7细胞的糖酵解

而显著增加胞内 ATP 水平，从而将大量的 ATP 用

于应对5-FU杀灭 . 为验证这种假设，我们用ATP消

耗剂3-溴丙酮酸［21］处理MCF-7和MCF-7-M细胞 .

结果发现， 3 - BrPA 可显著增强 MCF - 7 细胞和

MCF-7-M 细胞对 5-FU 的敏感性 . 因此我们推定，

糖酵解的提升增加了MCF-7细胞ATP的生成，降

低了对5-FU的药物敏感性，从而促进了MCF-7细

胞的生存能力 .

综上所述，我们证实胞质 M-CSF 通过上调

HK2、PKM2和GLUT-1的表达，增加葡萄糖摄取，

促进ATP的产生，产生药物抵抗，使乳腺癌细胞生

存能力得到极大增强，从而降低治疗预后 .研发能

够靶向抑制乳腺癌细胞相关糖酵解酶或ATP的抗癌

药物，或是未来乳腺癌治疗的一个新的切入点 .

Table 4 Effect of 3-BrPA on MCF-7 and MCF-7-M
cells sensitivity to 5-FU

Group

MCF-7

MCF-7+3-BrPA

MCF-7-M

MCF-7-M+3-BrPA

IC50/（μmol·L-1）

4144.693 ± 185.609

462.601 ± 8.481**

24285.802 ± 2444.784

1347.306 ± 97.111**

**P<0.01， MCF-7 vs MCF-7 + 3-BrPA； **P<0.01， MCF-7-M vs

MCF-7-M+3-BrPA
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The Effect and Mechanism of Cytoplasmic M-CSF on Glucose Metabolism in
Human Breast Cancer MCF-7 Cells via PI3K/AKT*

TIAN Yun2,3), LIU Zhen3), NING Qian1), MO Zhong-Cheng3)**,

ZHANG Meng-Xia4), TANG Sheng-Song1,3)**

(1)Hunan Province Key Laboratory for Antibody-based Drug and Intelligent Delivery System, Hunan University of Medicine, Huaihua 418000, China;
2)Department of Histology and Embryology, Changzhi Medical College, Changzhi 046000, China;

3)Insitute of Pharmacy and Pharmacology, Department of Histology and Embryology, University of South China, Hengyang 421001, China;
4)Department of Histology and Embryology, Hunan University of Chinese Medicine, Changsha 410208, China)

Abstract To explore the effect and mechanisms of cytoplasmic M-CSF on glucose metabolism in human breast

cancer MCF-7 cells, MCF-7 cells stable expressing cytoplasmic M-CSF were constructed. Relative ATP content

was measured by ATP assay kit, glucose was measured using glucose assay kit and lactate was measured using

lactate acid assay kit. The expression of HK2, PKM2 and GLUT-1 in three kinds of cell with LY294002 or API-2

was detected by West-blotting. The sensitivity of MCF-7 and MCF-7-M cells to 5-FU with the treatment of ATP

depletion by 3-BrPA was observed by MTT assay. It was found that the ATP level of MCF-7-M cells was

significantly higher than that of MCF-7 cells (P<0.05); 2-DG decreases the ATP level of MCF-7 and MCF-7-M

cells, and the effect of lowering the ATP level of MCF-7-M cells is more obvious (P<0.01). The glucose uptake

and lactate secretion of MCF-7-M cells were significantly higher than those of MCF-7 cells (P<0.01). After the

treatment with API-2, the glucose consumption and lactate secretion of MCF-7 and MCF-7-M cells were

significantly reduced (P<0.01). The expressions of GLUT-1, HK2 and PKM2 in MCF-7-M cells were

significantly higher than those in MCF-7 cells (P<0.01). Both LY294002 and API-2 inhibited the expression of

GLUT-1 in MCF-7-M cells (P<0.05). After the treatment with 3-BrPA, the drug sensitivity of MCF-7-M and

MCF-7 cells to 5 - FU was significantly enhanced (P<0.01). In conclusion, cytoplasmic M-CSF activates

glycolysis by induce GLUT-1, HK2 and PKM2 protein expression in MCF-7 cells; PI3K/AKT signaling involves

the pathway that glycolysis was activated by cytoplasmic M-CSF in MCF-7 cells.
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