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ＥＲα３６对乳腺癌细胞Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ敏感性的影响
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　　［摘要］　目的　探讨乳腺癌细胞中雌激素受体α３６（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒα３６，ＥＲα３６）对人表皮生长
因子受体２（ｈｕｍａｎｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＨＥＲ２）人源化单克隆抗体赫赛汀（Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ）治疗
敏感性的影响。方法　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ对 Ｇ４１８筛选的 ＢＴ４７４／ＥＲα３６细胞和对照细胞 ＢＴ４７４／Ｖ进行表
型鉴定；细胞增殖分析观察常规培养条件下和雌二醇（Ｅ２）存在与否的条件下配对细胞对 Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ敏
感性的差异；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ处理前后配对细胞中Ｅ２诱导的Ａｋｔ及ＭＡＰＫ磷酸化差异。结果
　 筛选并鉴定了ＥＲα３６过表达的ＢＴ４７４／ＥＲα３６细胞及对照细胞ＢＴ４７４／Ｖ；常规培养下，Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ对
ＢＴ４７４／ＥＲα３６和ＢＴ４７４／Ｖ细胞的增殖抑制率分别为（２２．００±０．０６）％和（４２．００±０．０６）％，与对照细
胞比较，ＢＴ４７４／ＥＲα３６细胞对Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ的敏感性明显减弱（Ｐ＜０．０１）；细胞经去类固醇处理后，在 Ｅ２
存在的情况下，Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ对ＢＴ４７４／ＥＲα３６和ＢＴ４７４／Ｖ细胞的增殖抑制率分别为（３４．００±０．０６）％和
（５３．００±０．０６）％，Ｅ２显著降低了ＢＴ４７４／ＥＲα３６对 Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ的敏感性（Ｐ＜０．０１）；ＢＴ４７４／ＥＲα３６细
胞Ｅ２诱导的ＨＥＲ２下游信号分子Ａｋｔ和ＭＡＰＫ磷酸化水平分别上调了３．０８倍和２．６３倍，而ＢＴ４７４／Ｖ
细胞Ｅ２诱导的Ａｋｔ和ＭＡＰＫ磷酸化水平仅分别上调了２．３７倍和１．７２倍，与对照细胞比较，ＢＴ４７４／
ＥＲα３６细胞具有更强的Ｅ２非基因组活性，并且该细胞中Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ抑制Ａｋｔ及ＭＡＰＫ磷酸化的效应明
显减弱（Ｐ＜０．０１）。结论　 ＥＲα３６可通过非基因组活性影响乳腺癌细胞Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ的敏感性。
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　　 表皮生长因子受体 （ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）和雌激素受体（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＲ）
途径是乳腺癌细胞增殖、存活、发育和分化等生理活动

所依赖的主要信号途径［１］。表皮生长因子受体超家

族包括 ＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ＨＥＲ３和 ＨＥＲ４［２］，赫赛汀
（Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ，ＨＰＴ）是针对 ＨＥＲ２的人源化单克隆抗
体，用于 ＨＥＲ２阳性的乳腺癌患者治疗，但临床７０％
ＨＥＲ２过表达的乳腺癌患者对 Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ的治疗没效
果，而且治疗初始对 Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ有效的大多数患者在１
年以内也很快出现 Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ抵抗［３－４］。Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ抵
抗的产生涉及多种机制，比如ｐ２７蛋白的下调，组成性
激活的Ａｋｔ、胰岛素样生长因子受体 ＩＧＦ１Ｒ过表达或
激活，ＰＴＥＮ基因功能的失活、ＥｒｂＢ受体家族成员间的
相互作用［５］以及 ＨＥＲ２变异体的生成［６－８］等，但其确

切的机制或始发因素尚待进一步研究。

　　ＥＲ属于核受体超家族成员，包括 ＥＲα６６、ＥＲ
α３６、ＥＲα４６、ＥＲβ等，ＥＲα６６即我们通常所说的
ＥＲα，进入细胞核的 ＥＲα６６可直接结合靶基因启动
区的雌激素反应元件并通过募集核受体辅调节蛋白

（ｃｏｒｅｇｕｌａｔｏｒ）调节基因转录（即发挥基因组活性）；而
细胞膜和细胞质中的ＥＲα６６通过与信号中间分子如
Ｓｈｃ等的相互作用，激活生长因子酪氨酸激酶受体如
ＨＥＲ２或胰岛素样生长因子受体（ＩＧＦ１Ｒ），导致其下
游激酶ＭＡＰＫ和 Ａｋｔ的活化，活化的 ＭＡＰＫ和 Ａｋｔ可
磷酸化位于细胞核的 ＥＲ及其辅调节蛋白，导致靶基
因的快速转录（即发挥非基因组活性）［９］。我们以前

的工作发现ＥＲα６６的非基因组活性参与了Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ
抵抗［１０］。与 ＥＲα６６类似，ＥＲα３６也具有这两种活
性，由于ＥＲα３６主要表达于乳腺癌细胞膜和细胞质
中并介导雌激素的非基因组活性［１１－１２］。因此，ＥＲ
α３６很可能通过快速的非基因组活性和ＨＥＲ２途径之
间进行广泛的串话，影响乳腺癌细胞Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ的治疗

效果。本研究筛选和鉴定了 ＢＴ４７４／ＥＲα３６以及
ＢＴ４７４／Ｖ细胞作为研究对象，观察了乳腺癌细胞中
ＥＲα３６对Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ敏感性的影响。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　质粒与细胞株　　野生型 ＢＴ４７４细胞株由本
教研室保存。ＥＲα３６表达质粒与空载体质粒由美国
Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ大学医学院王兆一教授惠赠。为了获取ＢＴ４７４／
ＥＲα３６及ＢＴ４７４／Ｖ细胞株，我们将 ＥＲα３６表达质粒
与空载体质粒分别转染 ＢＴ４７４／细胞，采用５００μｇ／ｍＬ
的Ｇ４１８筛选３周，获取的单克隆用１００μｇ／ｍＬＧ４１８维
持培养和扩增。

１．１．２　主要试剂　　ＤＭＥＭ高糖培养基、１６４０培养
基、无酚红的ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清、经木炭葡聚糖
处理的胎牛血清（ＣＤＦＢＳ，Ｇｉｂｃｏ公司），１００×ＮＥＡＡ
和 １００ｍｍｏｌ／Ｌ丙酮酸钠（ＨｙＣｌｏｎｅ公司），Ｇ４１８、
Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ、Ｃｏｃｋｔａｉｌ蛋白酶抑制剂（Ｒｏｃｈｅ公司），雌二
醇（１７βｅｓｔｒａｄｉｏｌ，Ｅ２）、二甲基亚砜（Ｓｉｇｍａ公司），
ＣＣＫ８试剂、ＲＩＰＡ裂解液、ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶配制试剂
盒、ＢＣＡ浓度测定试剂盒（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公司），ＥＣＬ化学
发光显色试剂盒，ＥＲＫ及其磷酸化抗体、Ａｋｔ及其磷酸
化抗体、ＨＥＲ２抗体、ＥＲα６６抗体（ＣＳＴ公司），ＥＲα３６
抗体（ＣｅｌｌＡｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ公司），ＧＡＰＤＨ抗体（北京中杉
公司），Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（ＨＰＴ，Ｒｏｃｈｅ公司）。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养与分组　　ＢＴ４７４／ＥＲα３６与ＢＴ４７４／Ｖ
细胞株常规培养于含 １０％胎牛血清、１％ＮＥＡＡ、
１ｍｍｏｌ／Ｌ丙酮酸钠、１００Ｕ／ｍＬ青霉素、１００μｇ／ｍＬ链
霉素、１００μｇ／ｍＬＧ４１８的 ＤＭＥＭ培养基中。Ｅ２处理
的细胞需经去内源性激素的上述ＤＭＥＭ培养基（１０％
ＣＤＦＢＳ／无酚红ＤＭＥＭ）继续培养７２ｈ，然后分别用含
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１０×１０－９ｍｏｌ／ＬＥ２，１×１０－６ｍｏｌ／ＬＨｅｒｃｅｐｔｉｎ，１０×
１０－９ｍｏｌ／ＬＥ２＋１×１０－６ｍｏｌ／ＬＨｅｒｃｅｐｔｉｎ的细胞培养
液处理１５ｍｉｎ（用于Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测）或７ｄ（用于细
胞增殖分析），以ＤＭＳＯ作为对照。实验细胞分为４组
（ｎ＝５）：ＤＭＳＯ组（对照组）、Ｅ２组、ＨＰＴ组和 Ｅ２＋
ＨＰＴ组。
１．２．２　ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ细胞增殖分析　　ＢＴ４７４／
ＥＲα３６与ＢＴ４７４／Ｖ细胞在常规培养基中培养接种于
９６孔板，１０×１０３个／孔，每个样品设置 ５个复孔，过
夜，然后各组细胞分别用含 ＤＭＳＯ，１×１０－６ｍｏｌ／Ｌ
Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ的 培 养 基 处 理 ５ｄ；ＢＴ４７４／ＥＲα３６与
ＢＴ４７４／Ｖ细胞在无酚红去类固醇激素的 ＤＭＥＭ培养
基中培养７２ｈ后接种到９６孔板，１０×１０３／孔，每个样
品设置 ５个复孔，过夜，然后各组细胞分别用含
ＤＭＳＯ，１０×１０－９ｍｏｌ／ＬＥ２，１×１０－６ｍｏｌ／ＬＨｅｒｃｅｐｔｉｎ，
１０×１０－９ｍｏｌ／ＬＥ２＋１×１０－６ｍｏｌ／ＬＨｅｒｃｅｐｔｉｎ的１％
无酚红 ＤＭＥＭ培养基处理７ｄ，每隔３ｄ换１次培养
基。在相应处理天数后将 ＣＣＫ８试剂与细胞培养基
按１０μＬ∶１００μＬ均匀混合，吸弃旧培养基，加入
１１０μＬ／孔，放入ＣＯ２孵箱，分别在１、２、３、４ｈ后用酶标
仪测定样品在波长４５０ｎｍ处的光密度值［Ｄ（４５０）］。
１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　按上述处理的细胞用预
冷ＰＢＳ洗２次，加入适量的细胞裂解液（含Ｃｏｃｋｔａｉｌ蛋
白酶抑制剂），细胞悬液放置冰上裂解３０ｍｉｎ，ＢＣＡ浓
度测定试剂盒测定蛋白质浓度。８０μｇ细胞列解物进
行ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳后，用半干转仪将蛋白转移到
ＰＶＤＦ膜上，然后用１×ＴＢＳＴ缓冲液配制的５％封闭液
（ｐＥＲＫ、ｐＡｋｔ用含５％牛血清蛋白 Ｖ的 ＴＢＳＴ）封闭
１ｈ，用相应的封闭液１∶１０００稀释 ＥＲα６６、ＥＲα３６、
ＨＥＲ２、ｔＥＲＫ、ｔＡｋｔ抗体；１∶５０００稀释 ＧＡＰＤＨ抗体，
与膜４℃孵育过夜，用ＴＢＳＴ漂洗５次，每次５ｍｉｎ。用
相应的封闭液１∶５０００稀释二抗，与膜３７℃缓慢震荡
１ｈ。ＴＢＳＴ漂洗５次，每次５ｍｉｎ。将 ＰＶＤＦ膜浸入显
影液，置于机器中曝光。

１．３　数据采集与统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，使用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件采集
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果中各条带的光密度值，采用 ＳＰＳＳ
１３０统计软件进行方差分析。

２　结果

２．１　细胞株模型的选择与鉴定
　　为了观察ＥＲα３６对乳腺癌细胞Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ敏感性
的影响，我们筛选了稳定转染 ＥＲα３６的 ＢＴ４７４／ＥＲ
α３６细胞系和转染空质粒的ＢＴ４７４／Ｖ细胞系（作为对
照），采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测了两种细胞中 ＥＲα６６、

ＥＲα３６及ＨＥＲ２的表达（图１）。ＢＴ４７４／ＥＲα３６的表
型为ＥＲα３６（＋）／ＥＲα６６（＋）／ＨＥＲ２（＋）；ＢＴ４７４／
Ｖ的表型为ＥＲα３６（－）／ＥＲα６６（＋）／ＨＥＲ２（＋）。
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１：ＢＴ４７４／Ｖ；２：ＢＴ４７４／ＥＲα３６
图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＢＴ４７４／ＥＲα３６与ＢＴ４７４／Ｖ细胞中

ＥＲα６６、ＥＲα３６和ＨＥＲ２的表达

２．２　常规培养条件下 ＢＴ４７４／Ｖ与 ＢＴ４７４／ＥＲα３６细
胞对Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ敏感性的差异

　　ＣＣＫ８用于检测在常规培养下 Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ抑制
ＢＴ４７４／Ｖ与ＢＴ４７４／ＥＲα３６细胞增殖的差异。Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ
对ＢＴ４７４／Ｖ细胞的增殖抑制率明显优于 ＢＴ４７４／ＥＲ
α３６细胞，两组比较有显著差异（Ｐ＜０．０１，图２），表明
ＥＲα３６显著降低了ＢＴ４７４细胞对Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ的敏感性。
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ａ：Ｐ＜０．０１，与ＤＭＳＯ对照组比较
图２　ＣＣＫ８检测Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ抑制ＢＴ４７４／Ｖ与ＢＴ４７４／ＥＲα３６

细胞增殖的差异（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

２．３　Ｅ２存在与否的条件下 ＢＴ４７４／Ｖ与 ＢＴ４７４／ＥＲ
α３６对Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ敏感性的差异

　　细胞经去类固醇处理后，在 Ｅ２不存在的情况下，
Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ对 ＢＴ４７４／Ｖ与 ＢＴ４７４／ＥＲα３６细胞增殖抑
制率近似，两组比较无显著差异（Ｐ＞０．０１）。Ｅ２显著
增强了 ＢＴ４７４／Ｖ与 ＢＴ４７４／ＥＲα３６细胞的增殖率
（Ｐ＜０．０１）；但Ｅ２存在的情况下，Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ对ＢＴ４７４／Ｖ
细胞的增殖抑制率明显优于ＢＴ４７４／ＥＲα３６细胞，两组
比较有显著差异（Ｐ＜０．０１，图３），表明Ｅ２通过ＥＲα３６
显著降低了ＢＴ４７４细胞对Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ的敏感性。
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ａ：Ｐ＜０．０１，与ＤＭＳＯ对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与 ＨＰＴ处
理组比较

图３　ＢＴ４７４／Ｖ与ＢＴ４７４／ＥＲα３６在Ｅ２存在与否的条件下对
Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ抵抗的差异（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

２．４　Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ处理前后 ＢＴ４７４／Ｖ与 ＢＴ４７４／ＥＲα３６
细胞中Ｅ２诱导的Ａｋｔ及ＭＡＰＫ磷酸化差异

２．４．１　Ａｋｔ磷酸化水平的改变　　ＨＥＲ２下游信号分
子Ａｋｔ及 ＭＡＰＫ的磷酸化水平检测用于反映 ＥＲα３６
介导的非基因组活性对 Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ抑制 ＨＥＲ２下游信
号分子机制的干扰效应，结果见图４。与相应的ＤＭＳＯ
组比较，ＢＴ４７４／Ｖ细胞在 Ｅ２作用下 Ａｋｔ磷酸化水平
上调了２．３７倍（Ｐ＜０．０１）；ＢＴ４７４／ＥＲα３６细胞Ｅ２诱
导的Ａｋｔ磷酸化水平上调了３．０８倍（Ｐ＜０．０１）；与单
独的 Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ组比较，Ｅ２＋Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ使 ＢＴ４７４／Ｖ与
ＢＴ４７４／ＥＲα３６细胞Ａｋｔ磷酸化水平分别上调了３．０６
倍（Ｐ＜０．０１）和５．６３倍（Ｐ＜０．０１）。

２．４．２　ＭＡＰＫ磷酸化水平的改变　　与相应的
ＤＭＳＯ组比较，ＢＴ４７４／Ｖ与 ＢＴ４７４／ＥＲα３６细胞在 Ｅ２
作用下，ＭＡＰＫ磷酸化水平分别上调了１．７２倍（Ｐ＜
００１）和２．６３倍（Ｐ＜０．０１），结合上述 Ａｋｔ磷酸化水
平的改变结果，表明 ＢＴ４７４／ＥＲα３６细胞比对照细胞
具有更强的非基因组活性。与相应的 Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ组比
较，Ｅ２＋Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ使ＢＴ４７４／Ｖ与ＢＴ４７４／ＥＲα３６细胞
ＭＡＰＫ磷酸化水平分别上调了１．７４倍（Ｐ＜０．０１）和
３．６６倍（Ｐ＜０．０１），结合上述 Ａｋｔ磷酸化水平的改变
结果，表明Ｅ２刺激的ＥＲα３６非基因组活性显著干扰
了Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ抑制ＨＥＲ２下游信号分子磷酸化的效应。

３　讨论

　　ＥＲ超家族成员包括 ＥＲα６６、ＥＲα３６、ＥＲα４６、
ＥＲβ等，ＥＲα６６我们通常所说的 ＥＲα，它是被最早
发现的雌激素受体，ＥＲα３６是新发现的 ＥＲα６６的变
异体，与 ＥＲα６６相比较，ＥＲα３６缺少 ＡＦ１和 ＡＦ２
两个转录激活结构域，仍保留ＤＮＡ结合结构域和部分
二聚体化及雌激素结合结构域，不具有 ＥＲα６６外显
子７和８，因此在Ｃ末端形成了一个特异的由２７氨基
酸组成的结构域［１３－１４］。由于ＥＲα３６缺少ＥＲα６６的
ＡＦ１和ＡＦ２两个反式激活结构域，但保留了 ＤＮＡ结
构域，它与ＥＲα６６共存于细胞核中，可能通过与 ＥＲ
α６６竞争结合雌激素反应基因上的雌激素反应元件而
发挥抑制ＥＲα６６Ｅ２依赖和Ｅ２非依赖的反式激活功
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１：ＤＭＳＯ组；２：Ｅ２组；３：ＨＰＴ组；４：Ｅ２＋ＨＰＴ组；ａ：Ｐ＜０．０１，与ＤＭＳＯ对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＨＰＴ处理组比较
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＢＴ４７４／Ｖ细胞中 Ａｋｔ和 ＭＡＰＫ磷酸化水平；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＢＴ４７４／ＥＲα３６细胞中 Ａｋｔ
和ＭＡＰＫ磷酸化水平；Ｃ：ＭＡＰＫ磷酸化相对表达量；Ｄ：Ａｋｔ磷酸化相对表达量

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｅ２对ＢＴ４７４／Ｖ与ＢＴ４７４／ＥＲα３６细胞中Ａｋｔ和ＭＡＰＫ磷酸化的影响
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能的作用。因此，ＥＲα３６被认为是雌激素经典基因组
信号通路的一个潜在抑制分子［１５］。

　　大量实验证明ＥＲα３６主要定位于细胞膜和细胞
质中［１６－１７］，研究表明，ＥＲα３６与雌激素结合后可迅速
引发生长因子酪氨酸激酶受体如 ＨＥＲ２和 ＩＧＦ１Ｒ（胰
岛素样生长因子受体）相关的信号通路的下游信号转

导事件，如有丝分裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）／细胞外
信号调节激酶（ＥＲＫ）信号转导通路、磷脂酰肌醇３激
酶（ＰＩ３Ｋ）／蛋白激酶Ｂ（Ａｋｔ）信号通路，胞内钙离子浓
度上调，同时上调众多基因的表达，即定位于细胞膜和

细胞质中的ＥＲα３６介导了雌激素的非基因组活性［１８］。

　　由于ＥＲα３６主要参与雌激素介导的非基因组活
性，推测其可能在乳腺癌内分泌治疗抵抗中发挥重要

作用。他莫昔芬（ｔａｍｏｘｉｆｅｎ，Ｔａｍ）是最常见的内分泌
治疗一线药物，但只有一半的乳腺癌患者对Ｔａｍ治疗
有效，即 Ｔａｍ抵抗在临床内分泌治疗抵抗中十分常
见，研究表明 ＥＲα３６可通过其非基因组活性导致乳
腺癌Ｔａｍ的抵抗，此时Ｔａｍ不能作为治疗药物而是作
为ＥＲα３６的激动剂发挥作用。
　　我们以前的研究发现 Ｅ２可通过 ＥＲα６６非基因
组活性影响ＥＲ＋的乳腺癌细胞 Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ的治疗效果
并可能参与了Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ抵抗的发生［１０］。由于位于细

胞膜或细胞质中的ＥＲα３６可通过非基因组活性激活
作为Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ治疗靶点的ＨＥＲ２途径并且ＥＲα３６与
雌激素结合后可迅速引发生长因子相关的信号通路的

下游信号转导事件，激活ＭＡＰＫ与Ａｋｔ，产生相应的生
理效应，因此，ＥＲα３６很可能通过快速的非基因组活
性和 ＨＥＲ２途径之间进行广泛的串话，影响乳腺癌细
胞 Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ的治疗效果。本研究筛选和鉴定了
ＢＴ４７４／ＥＲα３６及其野生型 ＢＴ４７４／Ｖ细胞株，以这一
配对细胞作为研究对象，研究了 ＥＲα３６在乳腺癌细
胞Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ治疗抵抗中的影响及其作用机制。我们
的研究发现，常规培养下 ＥＲα３６过表达的细胞株对
Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ的敏感性减弱；细胞经去类固醇处理后，Ｅ２
通过ＥＲα３６显著降低了 ＢＴ４７４细胞对 Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ的
敏感性，表明ＥＲα３６干扰了乳腺癌细胞 Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ的
治疗效果。进一步的研究发现，ＥＲα３６过表达的细胞
株比对照细胞具有更强的非基因组活性，Ｅ２刺激的
ＥＲα３６非基因组活性干扰了 Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ抑制 ＨＥＲ２下
游信号分子磷酸化的效应，这可能是 ＥＲα３６对乳腺
癌细胞Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ治疗效果产生干扰效应的信号机制
之一。关于ＥＲα３６是否通过与ＨＥＲ２相互作用影响乳
腺癌细胞Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ的治疗效果，还需进一步研究证实。
　　综上所述，ＥＲα３６在乳腺癌细胞 Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ治疗
抵抗中可能发挥了重要的作用，该效应涉及了 ＥＲ
α３６／ＭＡＰＫ／Ａｋｔ途径。该研究结果可为乳腺癌细胞

Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ治疗抵抗提供一个新的重要机制，为临床乳
腺癌患者基于 Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ的联合应用治疗策略的实施
提供新的理论依据。
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结核感染Ｔ细胞斑点试验在结节性红斑诊疗中的价值

成琼辉，陈　年，张道军，伍津津，雷　霞　　（４０００４２重庆，第三军医大学大坪医院野战外科研究所皮肤科）

　　［关键词］　 结节性红斑；结核；Ｔ细胞斑点试验
　　［中图法分类号］　Ｒ７５８．６１　［文献标志码］　Ｂ
　　结节性红斑（ｅｒｙｔｈｅｍａｎｏｄｏｓｕｍ）是一种常见的炎
症性脂膜炎。其病因尚不十分清楚，目前认为与致病

微生物感染、药物或自身免疫性疾病相关。其中结核

杆菌感染被认为是结节性红斑的一个重要病因，且抗

结核治疗有一定疗效。多数结节性红斑患者并无结核

感染的证据，抗结核治疗并无循证依据，限制了抗结核

疗法的应用。结核感染Ｔ细胞斑点试验（Ｔｓｐｏｔ）是一
种敏感性及特异性均较强的诊断结核菌感染的方

法［１］。我们尝试以 Ｔｓｐｏｔ检查指导结节性红斑的诊
疗，以期为此类患者采用抗结核疗法提供依据。

１　资料与方法

１．１　研究对象
　　收集２０１１年６月至２０１２年６月在本科就诊并行
皮肤病理检查明确诊断为结节性红斑患者６７例。满
足如下标准：①无明确的结核感染史，如肺结核、肠结
核、皮肤结核等；②无严重肝肾功能障碍；③未合并其
他自身免疫性疾病；④均接受 Ｔｓｐｏｔ检查；⑤随访
１年，且临床资料完整。

［通信作者］　雷　霞，电话：（０２３）６８７５７５９３，Ｅｍａｉｌ：ｌｅｉｘｉａ１９７９＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ
［优先出版］　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／５１．１０９５．Ｒ．２０１５０３１０．

１６１８．００２．ｈｔｍｌ（２０１５０３１０）

１．２　方法
　　６７例患者均接受 Ｔｓｐｏｔ检查，具体为：抗凝管采
集患者外周血５ｍＬ，采用 Ｔｓｐｏｔ检测试剂盒检测，阳
性结果定义为测量孔点数比阴性对照多５个点或点数

为阴性对照组的２倍以上［２］。５１例阳性患者依据随
机数字表将患者分为两组，其中观察组（接受抗结核治

疗）２７例，对照组（未接受抗结核治疗）２４例。两组患者
一般资料比较差异无统计学意义（Ｐ＞００５，表１）。
　　急性期嘱患者休息，抬高患肢，避免过度运动；合
并感染者可视情况给予抗生素；疼痛较重者可给予止

痛药；重症患者给予糖皮质激素。观察组除以上一般

治疗外给予为期６个月的抗结核治疗，抗结核方案具
体为：异烟肼（Ｈ）０．３ｇ／ｄ，乙胺丁醇０．７５ｇ／ｄ，利福平
（Ｒ）０．４５ｇ／ｄ［３］。
１．３　观察指标
　　分析结节性红斑 Ｔｓｐｏｔ检查阳性率；比较观察组
及对照组治疗后１年结节性红斑复发率。
１．４　统计学方法
　　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件。计量资料以 珋ｘ±ｓ表
示，比较采用ｔ检验。率的比较采用 χ２检验。累积复
发率应用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ曲线计算，复发率的比较采用
Ｌｏｇｒａｎｋ检验。

２　结果

　　６７例患者中Ｔｓｐｏｔ检查结果阳性的有５１例，阳性
率为７６．１２％。两组患者经治疗后皮损均于１～４周
内消退，未出现治疗无效的病例。观察组在抗结核治

疗过程中有部分出现药物毒副作用，其中４例出现胃
肠道反应；３例谷丙转氨酶轻度升高；３例出现皮疹。
无患者因药物毒副作用停药。观察组治疗后１年累积
复发率显著低于对照组（Ｐ＜０．０１，表１）。
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