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乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤，多发病于绝

经期前后的妇女，其发病率约占女性恶性肿瘤的

6,%f*!%,%f

g!h，严重威胁着女性的生命健康。在乳腺

癌的发生发展过程中，雌激素及其受体信号通路发

挥了重要作用，相关数据显示 6%f左右乳腺癌患者

呈雌激素受体阳性（12d）g.h。目前，内分泌治疗是

12d乳腺癌的主要治疗方法之一，其可显著延缓乳

腺癌的进展，减少乳腺癌的复发率，提高患者生存

率g-h。临床常采用的内分泌治疗药物主要有他莫昔

芬、托瑞米芬、氟维司群、阿那曲唑等。既往他莫昔

芬被公认为是内分泌治疗绝经前乳腺癌的经典药

物，但仍有 -%f的 12d乳腺癌患者发生原发性耐

药，i%f的患者发生获得性耐药，相关数据显示该类

患者仅有 .*- 年的中位生存时间，存活大于 .% 年

的患者极少gih。因此，如何降低 12d乳腺癌患者他莫

昔芬耐药，提高内分泌药物的疗效，对目前 12d乳

腺癌的治疗具有十分重要意义。近年来，有研究报

道 9(8 通路蛋白异常磷酸化对 12d乳腺癌他莫昔

芬耐药具有促进作用g/h。而关于乳腺癌他莫昔芬耐药

机制的研究，尤其是 '()*/! 通过蛋白激酶 )（9(8）

信号通路促进 12d乳腺癌他莫昔芬耐药的机制研
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究仍比较欠缺，本实验就该机制进行研究。

! !"#$%

!"! !" 人乳腺癌细胞株 #$%&'，高糖型

(#)# 培养液（购自 *+,-. 公司）/胎牛血清（购自

*+,-. 公司），他莫昔芬 （购自 0+123 公司），人

%4567! 抗体（购自北京合生基因科技有限公司）。

!"8 #$

!"8"! 细胞培养 在 (#)# 培养基中注入 !9:胎

牛血清培养 #$%&' 细胞，将其置于温度为 ;' !，含

7"$<

8

饱和湿度的培养箱进行常规培养，实验时间

在细胞对数生长期。

!"8"8 他莫昔芬耐药细胞株（#$%&'=32.>+?@A B@C+C

=3A= -@DD D+A@，#$%&'EFG#H）的建立 采用高浓度

短时间他莫昔芬冲击法诱导 #$%&' 野生型细胞株

建立 #$%&'EFG#H 细胞株。取大约 !#!9

I 个对数生

长期的 #$%&' 细胞并接种于培养皿，待细胞贴壁

后加入含他莫昔芬的培养液（终浓度为 !#!9

&I

2.DE

J），KL M 换液 ! 次，换液完成后加入含他莫昔芬完

全培养液（浓度为 !#!9

&I

2.DEJ），培养 8! N 后进行

无药物干预下扩增细胞 ' N。细胞长期培养于含他

莫昔芬的完全培养液（终浓度为 !#!9

&'

2.DEJ）使

#$%&'EFG#H 细胞株维持耐药性。

!"8"; #FF 法检测他莫昔芬耐药乳腺癌细胞的抑

制率及耐药指数 以 I#!9

;

E孔将 #$%&'、#$%&'$

FG#H 细胞接种于 OI 孔板中，#$%&' 为对照组，

#$%&'EFG#H 为实验组。!N 后细胞贴壁，开始进入

对数生长期，梯度给药。;N 后以 !9 !JE孔将 #FF 溶

液加入 OI 孔板中并置于 ;'!培养箱中孵育 KM，酶

标仪 KO9A2 检测吸光度。用吸光度值计算细胞抑制

率，求出半数抑制浓度（P$

79

）。实验重复 ; 次。细胞

抑制率Q（!&实验组平均 <( 值E对照组平均 <( 值）

#!99:，耐药指数（HP）Q耐药细胞 P$

79

E诱导前细

胞P$

79

。

!"8"K R@C=@BA 5D.= 检测 %4567! 及 G4F 信号通路

相关蛋白表达 提取各组细胞蛋白，采用 ;9!1E泳道

给予蛋白上样，以恒定电压为 L9S 进行 89 2+A 聚合

胶电泳和恒定电压为 !89S 进行 I9 2+A 分离胶电

泳，然后采用恒定电流为 879 2G 进行 O9 2+A 转膜，

以浓度为 7:的脱脂牛奶溶液进行 ! M 封闭，一抗孵

育过夜；第 8 天采用 F50F 溶液进行漂洗条带，洗净

一抗，二抗常温孵育 !M，洗净二抗，用 )$J 发光剂

进行条带处理并用化学发光成像仪进行分析。

!"8"7 6$H 检测乳腺癌人组织中 %4567! 的 2HTG

表达水平 按照总 HTG 提取步骤提取人乳腺癌组

织中的总 HTG，紫外分光光度计检测总 HTG 浓度

及纯度。6$H反应体系为 -(TG!!J，前引物（!9!2.D）

!!J，后引物（!9 !2.D）!!J，8#F3U 6D3A=+AV2 6$H

#3C=@B#+> !9 !J，NNW
8

9 '!J，-(TG 的 量 不 大 于

!!1，加样后混匀，短暂离心；上机进行 6$H，设置循

环参数，"O7 ! !92+A，#O7 ! ;9C，$77 ! ;9C，

%'8 ! !2+A，&'8 ! 72+A，'至%设置 ;9 个循环；

然后取 L!J6$H 产物进行琼脂糖凝胶电泳，!89S

电泳半小时后于紫外灯下观察实验结果并拍照。引

物信息：%4567!&前引物&7’& GF*GG*GGG*$$$$

G$G*$ &;’X%4567!&后引物&7’& $$F$G$$GFF$$

$$G$F$F &;’X *G6(W&前引物&7’& **G*$*G*G

F$$$F$$GGGGF &;’；*G6(W & 后 引 物 &7’&

**$F*FF*F$GFG$FF$F$GF** &;’。

!"8"I 基因敲除 E过表达慢病毒载体构建验证

%4567! 在他莫昔芬耐药中的作用 将构建好的

%4567! 敲除质粒E过表达质粒与慢病毒包装质粒

YC6GZ8、慢病毒包装质粒 Y#(8* 按 K[;[8 比例混合

均匀后，使用罗氏转染试剂将混合质粒转入 8O;F

细胞，在 8O;F 细胞中各种组分的质粒进行融合从

而产生并分泌可以敲除E过表达 %4567! 片段的慢

病毒。小心收集含有慢病毒的 8O;F 细胞培养基，高

速离心并滤器过滤后培养待敲除E过表达的 #$%'

细胞，即可得到实验所需的敲除E过表达 %4567! 细

胞，#FF 验证细胞增殖活性变化，\@C=@BA 5D.= 检测

G4F 信号通路相关蛋白表达变化。

!"; %&'() 采用 0600 !'"9 软件包进行统计

学分析，组间比较采用 ! 检验，"]9"97 为差异有统计

学意义。

" &'

8"! *+ )H

^

,-./ #$%&'EFG#H 通过 8!N

他莫昔芬（浓度为 !#!9

&I

2.DEJ）处理及 'N 无药扩增

后，#$%&'EFG#H细胞株成功建立，细胞形态见图 !。

8"8 01234 #$%&' 5 #$%&'EFG#H 678

9:;<=> 给予 #$%&' 和 #$%&'EFG#H 细胞

不同浓度的他莫昔芬处理 8K M 后，他莫昔芬对乳腺

癌细胞生长的抑制率随着其浓度增加而上升，但等浓

G 5 $

G"野生型#$%&'细胞株5"他莫昔芬 !#!9

&I

2.DEJ培养 !9N后的#$%&'

细胞 $" #$%&'EFG#H 细胞株

( ! )*+,#$%&'-./01234567891!()*:

%+,! -./ ,0123. 14 #$%&' 5/66 6+7/ 879/0 9+44/0/73 30/:3;/73

5(**!:
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! ! "#$%&'"#($%&'()*+,-.

")*& +,- -..-/0 1. #21/3)2* 4152 16 17-6-896-::)2* "#;%&' 12

/-<< 961<).-6=0)12

! > >?,/0123456789:();<=>?,@A

")*> 0,- /1@9=6):12 1. /-<< *6150, )2,)A)0)12 6=0-: )2 051 *61B9:

5)0, 4)..-6-20 /12/-206=0)12 1. 0=@18).-2 =.0-6 >? ,1B6:

度下他莫昔芬对 !"#$% 的抑制率显著高于 !&#$%'

()!*，差异具有统计学意义（!+,-,.），如图 /。!"01%2

()!*组的半数抑制浓度（3&

.,

）为（45-65!5-.%）!7'89，

高于 !&#1% 组的 3&

.,

值（:-;.!,-.:）!7'89。其中

!&01%'()!*的耐药指数为（4-.:!,-44）。

/-4 0<=>.5 !"#$% )<( &'()*+,

!"0$% - !"0$%2()!* ./012 我们通过

?@AB@CD EFGB 实验，在 !"01% 及 !"01%2()!* 细胞

中检测了 0<=>.5 蛋白和 )<( 信号通路中的关键

分子磷酸化 )<(（H1)<(）及下游分子表达的变化。

发现 0<=>.5 在 !&01%2()!* 细胞中表达水平相

比于 !&01% 中表达水平降低，见图 4。同时，观察到

总的 )<( 水平没有明显变化，但是 )<( 的磷酸化

水平在耐药细胞中有明显的升高，)<( 下游效应分

子 H1ICJ52/ 和 H16I1=>5 也随着 )<( 磷酸化水平

的增加而表达升高（图 4）。

/-6 ,34567809: 0<=>.5!"12 收

集了他莫昔芬敏感乳腺癌病人及他莫昔芬耐药病

人的新鲜癌组织，提取组织的 *K)，通过 HGFL1) 为

引物的 *K) 反转录，得到 MNK)，通过 >&* 技术，

发现 #<=>.5 在他莫昔芬耐药的癌组织比他莫昔芬

敏感的组织中表达水平降低（见图 6），与细胞系的

结果相一致。

/-. #<=>.5 ;<'=!">./?@ABC 为

了验证 #<=>.5 蛋白在乳腺癌他莫昔芬耐药过程中

的作用，我们在 !&#1% 细胞中敲低 #<=>.5，在

!&#1%'()!* 细胞中过表达 #<=>.5，通过 !(( 实

验检测细胞在 .!7'89 的他莫昔芬培养基中的生长

情况。发现 !&#1% 中 #<=>.5 敲低后能够增强

!&#1% 对他莫昔芬的耐药，在 !&#1%'()!* 细胞

中过表达 #<=>.5 能够增强细胞对他莫昔芬的敏感

性（见图 .）。

/-; #<=>.5 ;<'=!"> )<( &'()AB

C 为了验证 #<=>.5 蛋白在乳腺癌他莫昔芬耐药

过程中对 )<( 信号通路的影响，我们在 !&#1% 细

胞中敲低 #<=>.5，在 !&#1%'()!* 细胞中过表达
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! ! "#$%&'"#($%&' )#*()*+,

"+,! -.,/012+34 35 )#* 6+,410+4, 712891: ;: <43=<+4, >394 3?

3@.? .A7?.66+4, "#$%&'

!"#$%&，通过 '()*(+, -./* 实验观察 0"1 信号通路

的变化。发现 !"#$%&的敲低能够增强 230"1的水

平，下游效应分子 234+5&67 和 28943#$& 也随着

0"1磷酸化水平的增加而表达升高；过表达则相反。

见图 :。

B -.

据国家癌症中心和卫生部疾病预防控制局最

新公布的乳腺癌发病数据显示，全国肿瘤登记地区

乳腺癌发病率位居女性恶性肿瘤的第 & 位，乳腺癌

已成为当前社会的重大公共卫生问题;:<。随着医疗

救治技术的不断发展，结合化疗、放疗、靶向治疗及

免疫治疗等治疗手段的综合治疗方式已逐渐在临

床普及;=<。乳腺癌按照基因的临床分型有多种亚类，

其中多数为 4>?患者。目前针对乳腺癌的激素依赖

性，采取内分泌治疗的手段，通过服用雌激素类似

物达到拮抗雌激素受体从而阻断受体通路的目的。

他莫昔芬是雌激素类似物代表性药物之一;@<。随着

他莫昔芬临床应用，目前关于 4>?患者对他莫昔芬

耐药的相关报道也逐渐增多。

乳腺作为激素依赖性器官，女性体内分泌的孕

激素、雌激素等可通过相应 4> 及 $> 受体相结合

的过程促进乳腺增生、增殖;A<。对于 4>?的乳腺癌患

者，机体对乳腺癌内分泌治疗方案较为敏感，通常

预后较好，但内分泌耐药的出现使得疗效受到严重

影响，所以对于内分泌耐药机制的研究逐渐成为热

点问题。

!"#$%& 是肽基脯氨酰基异构酶主酶家族成员

之一，人类基因组测序显示其基因位于人类染色体

:B7&!C"7&!7，其基因总长度为 &%:5-，该蛋白含有

9%= 个氨基酸，其蛋白质 D 末端基序具有肽基脯氨

酰基异构酶活性;A<。

目前研究显示，!"#$%& 可通过与类固醇激素

受体相互作用产生生物学效应;&E<，韩樱松等;&&<指出，

雌激素、孕激素可迅速上调 !"#$%& 在相关组织中

的表达水平。目前认为，!"#$%& 能够作为孕激素的

靶基因，同时参与孕激素抑制乳腺癌细胞生长及促

乳腺癌细胞分化的作用;&73&C<。笔者怀疑 4>?乳腺癌

患者 !"#$%& 表达水平的降低可能参与了他莫昔芬

耐药。本研究利用高浓度短时间他莫昔芬冲击法诱

导 FG!8= 野生型细胞株建立 FG!8=610F> 细胞

株，同时检测非耐药乳腺癌细胞及耐药乳腺癌细胞

中 !"#$%& 的表达情况，而后通过 '()*(+, -./* 检测

0"1 信号通路相关蛋白表达情况。结果显示，通过

浓度为 &E

8:

H/.6I 的他莫昔芬连续培养 C 周再通过

& 周的扩增后，成功培养出 FG!8=610F> 耐药株。

给予 FG!8= 和 FG!8=610F> 细胞不同梯度浓度的

他莫昔芬 79J 后，他莫昔芬对乳腺癌细胞增殖的抑

制率随着其浓度增加而上升，但等浓度下他莫昔芬

对 FG!8= 的抑制率显著高于 FG!8=610F>KFG!3

=L10F> 耐药性显著高于 FG!3= 细胞。 !"#$%&

在 FG!3=L10F> 细胞中的相对表达量显著低于在

FG!3= 细胞中的相对表达量。说明在他莫昔芬耐药

株中，!"#$%& 表达显著降低，同时与 FG!3= 细胞

相比较，在 FG!3=L10F> 细胞株中 230"1 及其下

游蛋白表达均明显增加，结果说明当 FG!3= 细胞

产生他莫昔芬耐药后，其细胞内 0"1 通路被激活，

相关蛋白表达明显升高。!"#$%& 敲低及过表达实

验结果也证明了 !"#$%& 表达水平的降低，激活了

0"1 信号通路，促进乳腺癌细胞他莫昔芬耐药。有

相关研究显示，!"#$%& 能够通过 D!35# 通路参与

细胞凋亡及增殖调控，同时可增加细胞内微观系统

稳定性，上调 !"#$%& 表达可明显抑制胰腺癌细胞

增殖，提升化疗敏感性。但尚缺乏 !"#$%& 乳腺癌内

分泌耐药机制中与 0"1 通路的作用研究。本研究表

明 FG!3=L10F> 细胞株 0"1 通路的激活可能与

!"#$%& 表达的降低有关，促进 4>?患者对他莫昔

芬的耐药。

综上所述，!"#$%& 表达水平的降低促进 4>?

患者对他莫昔芬耐药，其主要机制可能与激活细胞

内 0"1 信号通路有关。
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