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　　［摘要］　目的　了解雌激素受体α（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒα，ＥＲα）通路代偿性激活在乳腺癌细胞ＢＴ４７４的拉帕替尼获得性耐

药发生过程中的作用和可能机制。方法　利用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和蛋白质印迹检测ＢＴ４７４被拉帕替尼作用后人表皮生长因子
受体２（ＨＥＲ２）通路和ＥＲα通路活性的改变；利用拉帕替尼浓度递增、持续培养的方法建立乳腺癌细胞ＢＴ４７４的拉帕替尼获

得性耐药细胞（ｒＢＴ４７４）模型；采用流式细胞术检测拉帕替尼对ｒＢＴ４７４细胞凋亡的影响，进一步以蛋白质印迹法分析ＢＴ４７４

和ｒＢＴ４７４在 ＨＥＲ２通路和ＥＲ通路上的差别；应用 ＭＴＴ法检测ｒＢＴ４７４在拉帕替尼和氟维司群作用下的生长情况；利用克

隆形成实验观察双靶点治疗对预防拉帕替尼获得性耐药的可能性。结果　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和蛋白质印迹检测显示拉帕替尼抑
制ＢＴ４７４细胞 ＨＥＲ２磷酸化，同时诱导叉头蛋白３Ａ （ＦＯＸＯ３ａ）和孕激素受体（ＰＲ）的表达升高；成功获得的耐药细胞株

ｒＢＴ４７４在含有５μｍｏｌ／Ｌ拉帕替尼的培养液中仍可持续生长；蛋白质印迹结果显示，ｒＢＴ４７４细胞与ＢＴ４７４细胞相比，其磷脂

酰肌醇３激酶／蛋白激酶Ｂ（ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ）通路受抑制，而促分裂素原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）通路激活，ＥＲ通路的活化更加明

显；ＭＴＴ法检测结果显示，与单用拉帕替尼相比，联合使用拉帕替尼和氟维司群可抑制ｒＢＴ４７４细胞活力（Ｐ＜０．０１）；克隆形

成实验结果表明，与二甲亚砜组、拉帕替尼组和氟维司群组相比，拉帕替尼和氟维司群联合用药组可抑制ＢＴ４７４细胞克隆形成

（Ｐ＜０．０１），具有预防获得性耐药发生的可能。结论　ＥＲα通路的代偿性激活可能是导致ＨＥＲ２（＋）／ＥＲα（＋）的乳腺癌细胞
对拉帕替尼产生获得性耐药的机制之一，而ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ抑制和 ＭＡＰＫ激活可能是ＥＲα代偿激活的主要原因。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１３，３４（６）：６１６６２２］

　　拉帕替尼（ｌａｐａｔｉｎｉｂ）是继曲妥珠单抗（赫赛汀）

之后第２个被美国ＦＤＡ批准用于人类表皮生长因

子受体２（ｈｕｍａｎｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ

２，ＨＥＲ２）阳性乳腺癌的分子靶向药物，可以同时抑

制表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）和 ＨＥＲ２的酪氨酸激

酶活性，具有相对分子质量小、可以通过血脑屏障，

且口服给药的特点。临床研究证实，其治疗曲妥珠

单抗耐药的乳腺癌患者仍然有效，可降低乳腺癌脑

转移的发生风险，且心脏毒性小。但同其他靶向治

疗药物一样，原发性和获得性耐药严重限制了其疗

效。拉帕替尼单药反应率约为２４％，初始治疗有效

的患者多数在半年左右出现耐药［１２］。因此深入了

解拉帕替尼获得性耐药的机制，是发挥其疗效的关

键。目前对拉帕替尼获得性耐药机制研究尚不深

入，仅有的一些结果提示获得性耐药细胞的存活不

再完全依赖 ＨＥＲ２通路，而转而依赖一些代偿性生

存通路的激活［３４］。由于 ＨＥＲ２通路与雌激素受体
（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＲ）通路存在交互作用［４６］，拉帕

替尼可能在抑制 ＨＥＲ２通路同时也对ＥＲ通路发挥

作用。关于ＥＲ通路代偿性活化在拉帕替尼获得性

耐药过程中的意义和具体机制还存在争议。为进一

步了解拉帕替尼对ＥＲ通路的影响，及耐药株与敏

感株在 ＨＥＲ２／ＥＧＦＲ和ＥＲ通路方面的差异，本研

究应用临床治疗浓度的拉帕替尼长期培养筛选乳腺

癌细胞。模拟临床过程，体外建立拉帕替尼获得性

耐药模型；明确ＥＲ通路激活在拉帕替尼获得性耐

药发生过程中的作用，并探讨其可能的分子机制。

１　材料和方法

１．１　细胞及试剂　ＢＴ４７４乳腺癌细胞株购于中国

科学院上海生命科学研究院细胞资源中心；拉帕替

尼 （Ｃａｔ．Ｓ１０２８）和 氟 维 司 群 （ｆｕｌｖｅｓｔｒａｎｔ，Ｃａｔ．

Ｓ１１９１）购于ＳｅｌｌｅｃｋＣｈｅｍｉｃａｌｓ公司；ＲＰＭＩ１６４０培养

基和胎牛血清（ＦＢＳ）购于 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；ＨＥＲ２抗体、

磷酸化ＨＥＲ２抗体、ＥＲ抗体、孕激素受体（ＰＲ）抗体、

叉头蛋白３Ａ（ＦＯＸＯ３ａ）抗体购于 Ｅｐｉｔｏｍｉｃｓ公司、

ＡＫＴ抗体、磷酸化ＡＫＴ抗体（Ｓｅｒ４３７）、ＥＲＫ抗体、磷

酸化ＥＲＫ抗体和羊抗兔ＩｇＧ二抗购于Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公

司；ＴＲＩｚｏｌ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＲＩＰＡ蛋白裂解液购

于碧云天生物技术有限公司；ＭＭＬＶＲＴａｓｅｃＤＮＡ

Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ试剂盒和ＳＹＢＲＲ○ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ试剂盒购

于ＴａＫａＲａ公司；ＣＣＫ８细胞增殖毒性检测试剂盒购

于日本同仁化学研究所（Ｄｏｊｉｎｄｏ）；吉姆萨（Ｇｉｅｍｓａ）染

液购自上海博光生物技术有限公司，ＰＣＲ引物由上海

捷瑞生物工程有限公司合成。

１．２　细胞培养及拉帕替尼获得性耐药细胞模型的

建立　ＢＴ４７４细胞用含１０％ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０培

养液，在３７℃、５％ＣＯ２的培养箱中培养；分别以

０．２５～５μｍｏｌ／Ｌ浓度的拉帕替尼共持续培养１２周

后，获得能持续在含５μｍｏｌ／Ｌ拉帕替尼的完全培养

液下存活的拉帕替尼耐药细胞株ｒＢＴ４７４，用含５

μｍｏｌ／Ｌ拉帕替尼、１０％ ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养液

在３７℃、５％ＣＯ２的培养箱中培养。

１．３　细胞ＲＮＡ抽提和ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ　按ＴＲＩｚｏｌ
说明书方法分别提取 ＢＴ４７４和ｒＢＴ４７４细胞总

ＲＮＡ，并以ｏｌｉｇｏｄＴ为引物，用 ＭＭＬＶ反转录酶，

反转录获得ｃＤＮＡ，按ＳＹＢＲＲ○ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ试

剂盒说明书进行ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测。ＨＥＲ２引物

序列为：５′ＧＧＡＴＧＴＧＣＧＧＣＴＣＧＴＡＣＡＣ３′，
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５′ＴＡＡＴＴＴＴＧＡＣＡＴＧＧＴＴＧＧＧＡＣＴＣＴＴ

３′；ＥＲα引物：５′ＣＴＧＣＣＣＴＧＧＡＧＡＣＣＡＣＡＡ

ＡＴ３′，５′ＧＧＡＣＴＴＴＡＣＴＧＣＴＧＡ ＴＧＴＴＧＴ

ＴＣＴＴＴ３′；ＰＲ 引物：５′ＴＴＣＡＣＣＡＧＧ ＴＣＡ

ＡＧＡ ＣＡＴ ＡＣＡ ＧＴＴ Ｇ３′，５′ＴＴＧ ＴＣＡ ＴＧＴ

ＣＣＴＧＣＡＴＡＧＡＴＣＡＣＡ３′；ＦＯＸＯ３ａ引物：５′

ＴＣＴＡＣＧＡＧＴＧＧＡＴＧＧＴＧＣＧＴＴ３′，５′ＣＧＡ

ＣＴＡＴＧＣＡＧＴＧＡＣＡＧＧＴＴＧＴＧ３′。

１．４　 蛋白质印迹检测 ＨＥＲ２、ＥＲ 通路相关蛋

白　收集细胞，ＰＢＳ洗涤２次，加入含１ｍｍｏｌ／Ｌ的

ＲＩＰＡ蛋白裂解液提取总蛋白，ＢＣＡ 法定量后行

ＳＤＳＰＡＧＥ，电转移至硝酸纤维素膜，室温封闭２ｈ，

加入相应比例的抗体，４℃反应过夜，Ｔｒｉｓ盐酸缓冲

液洗膜，加入相应二抗反应２ｈ，增强型化学发光检

测，成像。

１．５　流式细胞术检测拉帕替尼对ＢＴ４７４和ｒＢＴ４７４
细胞凋亡的影响　以５μｍｏｌ／Ｌ拉帕替尼分别处理

ＢＴ４７４和ｒＢＴ４７４细胞６ｈ后收集细胞，用ＰＢＳ洗

涤２次，加入５００μＬ的结合缓冲液悬浮细胞；加入５

μＬＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ和５μＬ碘化丙啶（ＰＩ）混匀后，

室温避光反应１０ｍｉｎ，上机检测。

１．６　ＭＴＴ法检测拉帕替尼、氟维司群对ＢＴ４７４和

ｒＢＴ４７４增殖的影响　取对数生长期的 ＢＴ４７４和

ｒＢＴ４７４细胞分别以５×１０４／孔接种于９６孔板，将两

者各分为１０ｎｍｏｌ／Ｌ氟维司群处理和未处理组，再

以０、０．５、１和５μｍｏｌ／Ｌ拉帕替尼处理，每组设５个

复孔。在处理后４８ｈ加入５ｇ／Ｌ的 ＭＴＴ２０μＬ，

３７℃避光孵育４ｈ，弃培养液，每孔加１００μＬ二甲亚

砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ），避光震荡１０ｍｉｎ，

完全溶解后，用酶标仪在５７０ｎｍ处检测光密度（Ｄ）

值，按 Ｄ试验组／Ｄ对照组 ×１００％ 计算各组细胞活力

（％），以未加药的ｒＢＴ４７４组为对照，实验重复３次。

１．７　克隆形成实验观察拉帕替尼／氟维司群对

ＢＴ４７４增殖的影响　将ＢＴ４７４细胞分为４组，以

３００个细胞／孔的密度接种于６孔板中，分别以含

０．１％ＤＭＳＯ、１μｍｏｌ／Ｌ拉帕替尼、１０ｎｍｏｌ／Ｌ氟维

司群和１μｍｏｌ／Ｌ拉帕替尼／１０ｎｍｏｌ／Ｌ氟维司群的

ＲＰＭＩ１６４０培养液持续培养２１ｄ。ＰＢＳ洗涤２次，

甲醇固定１５ｍｉｎ后，用吉姆萨染色，观察活细胞克

隆形成个数（细胞数超过５０个的为一个克隆）。按

（克隆数／接种细胞数）×１００％计算克隆形成率

（％），实验重复３次。

１．８　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１４．０软件进行统计

分析。数据以珚ｘ±ｓ表示，组间比较采用方差分析或

ｔ检验。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　拉帕替尼对敏感株ＢＴ４７４细胞中ＥＲα通路和

ＨＥＲ２通路的影响　应用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和蛋白质

印迹法分别检测１μｍｏｌ／Ｌ拉帕替尼处理２４ｈ后的

敏感株ＢＴ４７４细胞中的ＥＲα通路与 ＨＥＲ２通路的

改变（图１），结果显示拉帕替尼能抑制 ＨＥＲ２通路，

ＨＥＲ２、ＡＫＴ和ＥＲＫ的磷酸化水平降低；并激活ＥＲ
通路，ＰＲ和ＦＯＸＯ３ａ表达水平上升（Ｐ＜０．０１）。

图１　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ（Ａ）和蛋白质印迹法（Ｂ）检测拉帕替尼对敏感株ＢＴ４７４细胞中ＥＲα通路和ＨＥＲ２通路的影响

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｌａｐａｔｉｎｉｂｏｎＥＲαａｎｄＨＥＲ２ｐａｔｈｗａｙｓｉｎＢＴ４７４ｃｅｌｌｓａｓｒｅｖｅａｌｅｄ

ｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ（Ａ）ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ（Ｂ）

ＥＲα：Ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒα；ＨＥＲ２：Ｈｕｍａｎｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ２；ＰＲ：Ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ；ＦＯＸＯ３ａ：Ｆｏｒｋ

ｈｅａｄｂｏｘｐｒｏｔｅｉｎＯ３Ａ．Ｐ＜０．０１ｖｓｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ
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２．２　拉帕替尼获得性耐药细胞模型的建立　根据

临床患者的血药浓度范围２．４３～４．８７μｇ／ｍＬ，应用

不同浓度拉帕替尼培养液（０．２５～５μｍｏｌ／Ｌ）持续培

养ＢＴ４７４细胞２１ｄ。选取在含有５μｍｏｌ／Ｌ拉帕替

尼培养液中仍然存活的单细胞克隆，获得耐药细胞

株ｒＢＴ４７４。可见ＢＴ４７４在５μｍｏｌ／Ｌ拉帕替尼处

理２４ｈ后细胞数减少，而ｒＢＴ４７４的细胞数无明显

改变（图２Ａ）。流式细胞术检测也表明，在５μｍｏｌ／

Ｌ拉帕替尼处理６ｈ后ｒＢＴ４７４的凋亡率［（１１．４２±

３．６７）％］低于ＢＴ４７４［（６５．６４±２．１４）％］，差异有统

计学意义（Ｐ＜０．０１，图２Ｂ、２Ｃ），说明成功建立获得

性耐药细胞模型。

图２　拉帕替尼获得性耐药细胞株ｒＢＴ４７４的鉴定

Ｆｉｇ２　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒＢＴ４７４ｃｅｌｌｓｗｉｔｈａｃｑｕｉｒｅｄｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏｌａｐａｔｉｎｉｂ

Ａ：ＣｅｌｌｕｌａｒｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＢＴ４７４ａｎｄｒＢＴ４７４ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｂｙ５μｍｏｌ／Ｌｌａｐａｔｉｎｉｂ２４ｈ；Ｂ：ＡｐｏｐｔｏｓｉｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆＢＴ４７４

ａｎｄｒＢＴ４７４ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｂｙ５μｍｏｌ／Ｌｌａｐａｔｉｎｉｂ６ｈ；Ｃ：ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆＢＴ４７４ａｎｄｒＢＴ４７４ｃｅｌｌｓ．Ｐ＜０．０１ｖｓｒＢＴ４７４

ｗｉｔｈ５μｍｏｌ／Ｌｌａｐａｔｉｎｉｂ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００（Ａ）

２．３　蛋白质印迹法检测ｒＢＴ４７４和ＢＴ４７４中 ＥＲα
通路和 ＨＥＲ２通路的活性差异　５μｍｏｌ／Ｌ拉帕替

尼持续培养的ｒＢＴ４７４细胞和未经处理的ＢＴ４７４细

胞相比，其ＥＲ通路激活，ＥＲα和ＰＲ的蛋白水平增

加；ＨＥＲ２及其下游的磷脂酰肌醇３激酶／蛋白激酶

Ｂ（ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ）通路受抑制而促分裂素原活化蛋白激

酶（ＭＡＰＫ）ＥＲＫ通路被激活，磷酸化的 ＨＥＲ２和

ＡＫＴ表达下降，磷酸化的ＥＲＫ表达增加。见图３。

图３　蛋白质印迹法检测耐药细胞株ｒＢＴ４７４和敏感株ＢＴ４７４中ＥＲα通路和ＨＥＲ２通路的活性差异

Ｆｉｇ３　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆＥＲａｎｄＨＥＲ２ｐａｔｈｗａｙａｃｔｉｖｉｔｉｏｎｉｎＢＴ４７４ａｎｄｒＢＴ４７４ｃｅｌｌｓ

ＥＲα：Ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒα；ＦＯＸＯ３ａ：ＦｏｒｋｈｅａｄｂｏｘｐｒｏｔｅｉｎＯ３Ａ；ＰＲ：Ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ

２．４　抑制ＥＲα通路可逆转耐药细胞株ｒＢＴ４７４对

拉帕替尼的敏感性　上述结果表明，ＥＲα通路代偿

性激活参与拉帕替尼耐药性产生的分子机制，因此

我们推测使用 ＥＲα通路抑制剂可能有助于恢复
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ｒＢＴ４７４对拉帕替尼的敏感性。雌激素受体的灭活

剂氟维司群可以有效降解ＥＲα，因此我们采用氟维

司群抑制ＥＲα通路，并用ＭＴＴ法检测。结果显示，

单独使用５μｍｏｌ／Ｌ拉帕替尼处理ｒＢＴ４７４细胞，其

细胞活力［（７７．８５±６．３７）％］未受到明显抑制；而联

合使用５μｍｏｌ／Ｌ拉帕替尼和１０ｎｍｏｌ／Ｌ氟维司群

处理后，其细胞活力［（４１．１９±８．２４）％］低于单用５

μｍｏｌ／Ｌ拉帕替尼处理组（Ｐ＜０．０１，图４）。结果提

示，拉帕替尼和氟维司群联合使用能抑制耐药细胞

株ｒＢＴ４７４ 的 生 长，逆 转 拉 帕 替 尼 的 获 得 性

耐药。　　　　

２．５　双靶点治疗可预防ＢＴ４７４对拉帕替尼的获得

性耐药　结果显示用药２１ｄ后，１μｍｏｌ／Ｌ拉帕替

尼／１０ｎｍｏｌ／Ｌ氟维司群组ＢＴ４７４细胞所形成的克

隆数少于 ＤＭＳＯ 组、１μｍｏｌ／Ｌ拉帕替尼组和１０

ｎｍｏｌ／Ｌ氟维司群组（Ｐ＜０．０１），其克隆形成率分别

为 （１０．６７±３．０６）％、（９５．６７±４．０４）％、（６０．６７±

４．７３）％和（７０．３３±５．５１）％，表明拉帕替尼和氟维

司群联合用药可抑制ＢＴ４７４细胞克隆形成，具有预

防获得性耐药发生的可能。见图５。

图４　拉帕替尼和氟维司群对

ＢＴ４７４和ｒＢＴ４７４增殖的影响

Ｆｉｇ４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｌａｐａｔｉｎｉｂａｎｄｆｕｌｖｅｓｔｒａｎｔ

ｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＢＴ４７４ａｎｄｒＢＴ４７４ｃｅｌｌｓ
Ｐ＜０．０１ｖｓｒＢＴ４７４ｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

图５　拉帕替尼和氟维司群联用对ＢＴ４７４克隆形成的影响

Ｆｉｇ５　ＥｆｆｅｃｔｏｆｌａｐａｔｉｎｉｂｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｆｕｌｖｅｓｔｒａｎｔｏｎｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＢＴ４７４ｃｅｌｌｓ

Ａ：０．１％ ＤＭＳＯ；Ｂ：１μｍｏｌ／Ｌｌａｐａｔｉｎｉｂ；Ｃ：１０ｎｍｏｌ／Ｌｆｕｌｖｅｓｔｒａｎｔ；Ｄ：１μｍｏｌ／Ｌｌａｐａｔｉｎｉｂ＋１０ｎｍｏｌ／Ｌｆｕｌｖｅｓｔｒａｎｔ

３　讨　论

　　有２５％的乳腺癌患者高表达 ＨＥＲ２基因，

ＨＥＲ２表达阳性的乳腺癌恶性程度高，侵袭性强，患

者预后极差［１２］。针对ＨＥＲ２基因的靶向治疗药物

是目前的研究热点，其中曲妥珠单抗和拉帕替尼已

经获批应用于临床。拉帕替尼可作用于 ＨＥＲ１和

ＨＥＲ２双靶点，故对曲妥珠单抗耐药的乳腺癌仍然

有效；相对分子质量小，可穿透血脑屏障，降低乳腺

癌脑转移的发生风险；并且心脏毒性小，可口服给

药，应用方便；上市之初就被寄予厚望［７８］。但人们

发现拉帕替尼的有效率仅为２４％，原发性和获得性

耐药严重限制了其疗效，大多数患者在用药半年左

右出现耐药［９１０］。因此，明确拉帕替尼获得性耐药

的机制并加以预防是发挥其疗效的关键，但目前对

拉帕替尼的耐药机制研究尚不深入。研究表明，磷

脂酰肌醇３激酶催化亚单位α（ＰＩＫ３ＣＡ）基因突变

导致ＰＩ３Ｋ信号通路的过度活化是拉帕替尼原发和

继发性耐药的主要机制［１１］；ＴＫ 激酶受体 Ｂｒｋ和

ＨＥＲ２共表达可导致 Ｒａｓ／ＭＡＰＫ 和Ｅ／ｃｄｋ２两条

通路共同激活，增强细胞增殖信号，导致拉帕替尼原

发性耐药［１２］。ＨＥＲ３受体过度表达，与 ＨＥＲ２形成

ＨＥＲ２／ＨＥＲ３杂合体，导致下游ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路的

过度激活，拉帕替尼只能抑制 ＨＥＲ２受体的ＴＫ激

酶活性，而对 ＨＥＲ３的 ＴＫ激酶无效；因此 ＨＥＲ３
受体的过度表达被认为是所有针对 ＨＥＲ２ＴＫ抑制

剂的共同机制［１３］。目前认为，获得性耐药的机制主

要是拉帕替尼强力抑制 ＨＥＲ２通路后，引发原有通
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路之间的交互影响发生改变，导致其他代偿通路的

激活，从 而 使 癌 细 胞 不 再 单 纯 依 赖 ＨＥＲ２ 通

路［５，１４１７］。也有临床试验支持 ＨＥＲ２和ＥＲ通路联

合用药，以延长 ＨＥＲ２（＋）／ＥＲ（＋）患者的无病生

存期［７］。但现有的研究中关于拉帕替尼获得性耐药

机制中 ＨＥＲ２和ＥＲα通路的激活状态和激活机制

存在不同观点，有研究发现耐药株中存在着ＰＩ３Ｋ／

ＡＫＴ通路的代偿性激活［１８］。

　　我们以 ＨＥＲ２（＋）和 ＥＲ（＋）的乳腺癌细胞

ＢＴ４７４为模型，检测了拉帕替尼对其 ＨＥＲ２和ＥＲ
通路的影响，发现拉帕替尼可抑制 ＨＥＲ２通路活

化，使 ＨＥＲ２、ＡＫＴ和ＥＲＫ的磷酸化水平降低；并

可诱导ＥＲα通路活性，使ＥＲα的靶基因ＰＲ表达升

高。通过参照临床拉帕替尼治疗乳腺癌的剂量，我

们获 得 了 ＢＴ４７４ 的 拉 帕 替 尼 获 得 性 耐 药 株

ｒＢＴ４７４，并检测了敏感株ＢＴ４７４和耐药株ｒＢＴ４７４
细胞之间 ＨＥＲ２和ＥＲ通路活化状态的差异。结果

发现ｒＢＴ４７４细胞内的ＥＲ通路确实存在活化；并且

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路受到抑制，磷酸化ＡＫＴ表达降低，

ＦＯＸＯ３ａ表达降低；而 ＭＡＰＫ 通路激活，磷酸化

ＥＲＫ有所增加。

　　研究已证实，ＦＯＸＯ３ａ是ＥＲ的转录激活因子，

在乳腺癌细胞系中ＥＲ的表达与活化的ＦＯＸＯ３ａ水

平呈正相关，异源性的ＦＯＸＯ３ａ可诱导ＥＲ蛋白水

平和启动子活性，下调ＦＯＸＯ３ａ降低ＥＲ水平；而

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路激活可使ＦＯＸＯ３ａ磷酸化失活，从

而使ＥＲ表达降低［１９］。ｒＢＴ４７４细胞中ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ
通路受抑制，解除对ＦＯＸＯ３ａ的抑制作用，从而激

活ＥＲ通路。此外，大量研究表明，ＭＡＰＫ通路在乳

腺发育和乳腺癌中，对 ＨＥＲ２和ＥＲ之间的交互作

用起重要的核心作用［２０２３］。在ＥＲ（＋）的乳腺癌细

胞中，ＭＡＰＫ可以通过Ｓｒｃ磷酸化ＥＲ及其共调节

因子，使之活化并增强其对靶基因的转录活性［２４］。

ｒＢＴ４７４细胞中 ＭＡＰＫ通路的异常激活可能是ＥＲ
通路代偿性激活的重要机制。

　　为评价抑制ＥＲ通路对拉帕替尼获得性耐药的

逆转和预防作用，我们进行了 ＭＴＴ检测和克隆形

成实验，发现拉帕替尼和氟维司群联合用药可抑制

ｒＢＴ４７４细胞的增殖，并有效地抑制ＢＴ４７４细胞的

克隆形成。针对 ＨＥＲ２和ＥＲ通路的联合用药可能

是预防拉帕替尼获得性耐药的有效方法，进一步的

临床试验有待开展。
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数值的修约规则

　　对某一表示测量结果的数值，根据保留位数的要求，将多余的数字进行取舍，按照一定的规则，选取一个近似数来代替原

来的数，这一过程称为数值修约。数值修约时应注意遵循以下规则：

　　（１）拟舍弃数字的最左一位数字小于５时，则舍去，即保留的各位数字不变。如将１２．１４９８修约到一位小数，则得１２．１。

　　（２）拟舍弃数字的最左一位数字大于５；或者是５，而其后跟有并非全部为０的数字时，则进一，即保留的末位数字加１。如

将１２６８修约到 “百 ”数位，得１３×１０２ 或１３００；将１．０５００１修约到一位小数，得１．１。

　　（３）拟舍弃数字的最左一位数字为５，而右面无数字或皆为０时，若所保留的末位数字为奇数（１，３，５，７，９）则进一，为偶数

（２，４，６，８，０）则舍弃。如将１．０５０修约到一位小数，得１．０；而将１．１５修约到一位小数，则得１．２。

　　（４）负数修约时，先将它的绝对值按上述３条规定进行修约，然后在修约值前面加上负号。

　　（５）拟修约数字应在确定修约位数后一次修约获得结果，而不得连续修约。


