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　　［摘要］　目的　建立乳腺癌拉帕替尼耐药细胞株，探讨Ｈｉｐｐｏ通路中ＹＡＰ蛋白在ＨＥＲ２阳性乳腺
癌细胞拉帕替尼耐药中的作用及机制。方法　采用逐步增加剂量与高浓度反复间歇诱导乳腺癌细胞株
Ｓｋｂｒ３对拉帕替尼耐药，耐药株命名为 Ｓｋｂｒ３ＬＲ。用拉帕替尼同时处理亲本细胞和耐药细胞株，ＣＣＫ８
法检测其耐药指数；结晶紫染色和平板克隆形成实验检测细胞的存活状况；定量 ＰＣＲ检测上皮间质化
改变。定量ＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＹＡＰ、ＴＡＺ的表达。以维替泊芬阻断耐药细胞株Ｓｋｂｒ３ＬＲ中ＹＡＰ
下游通路的激活，ＣＣＫ８法检测其细胞活性的改变并计算 ＩＣ５０值的变化；结晶紫染色检测细胞存活数
量的变化。定量ＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＹＡＰ表达的改变。结果　与亲本细胞比较，结晶紫染色和平
板克隆形成实验结果均显示，耐药株存活细胞数量明显增多。亲本细胞耐药指数为３．６１μｍｏｌ／Ｌ，耐药
株耐药指数上升约８倍，为２９．２６μｍｏｌ／Ｌ。ＰＣＲ结果显示，与亲本细胞比较，耐药细胞株的上皮标志物
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达降低，而间质标志物Ｔｗｉｓｔ、Ｖｉｎｅｍｔｉｎ和Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ表达上升，ＹＡＰ／ＴＡＺ表达上升，差异均
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，耐药细胞株中总ＹＡＰ和磷酸化ＹＡＰ表达均较亲本细
胞显著上升（Ｐ＜０．０５）。以维替泊芬阻断耐药细胞株 ＹＡＰ下游通路的激活后，其耐药指数为
２．９８μｍｏｌ／Ｌ，较未处理的Ｓｋｂｒ３ＬＲ耐药指数下降约４倍；其存活细胞数量明显降低，ＹＡＰ表达也明显
降低（Ｐ＜０．０５）。结论　成功建立了拉帕替尼获得性耐药的乳腺癌细胞模型，其耐药机制可能与 Ｈｉｐｐｏ
信号通路下游的关键效应因子ＹＡＰ表达异常有关。
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　　乳腺癌是全球高发的疾病，ＨＥＲ２阳性是乳腺癌
预后不良的独立指标。针对 ＨＥＲ２的靶向治疗给
ＨＥＲ２阳性的乳腺癌患者预后带来明显改善。目前针
对ＨＥＲ２的靶向药物主要包括两大类：①针对胞外结
构域的单克隆抗体类，如曲妥珠单抗、帕妥珠单抗及抗

体药物结合体ＴＤＭ１；②针对胞内酪氨酸激酶结构域
的酪氨酸激酶抑制剂，如拉帕替尼、诺拉替尼及阿法替

尼等。其中曲妥珠单抗作为最早的抗 ＨＥＲ２抗体，在
ＨＥＲ２靶向治疗中应用最为广泛和成熟［１］。尽管针对

ＨＥＲ２的靶向治疗给患者的预后带来了极大改善，但
治疗后的继发性耐药或部分患者原发性的耐药仍然是

患者获益的瓶颈。拉帕替尼是２００７年３月美国 ＦＤＡ
批准上市的小分子酪氨酸激酶抑制剂，作为 ＨＥＲ１／
ＨＥＲ２双靶点抑制剂，单药作为一线治疗，有效率可达
到２８％。与卡培他滨联合治疗晚期或转移性乳腺癌，
可明显延长疾病进展时间和无疾病进展时间。尤其是

当其在曲妥珠单抗治疗失败后作为二线药物治疗时，

仍具有８％的有效率。尽管治疗的效果是令人振奋
的，但大部分患者依然会对拉帕替尼的治疗产生耐

药［２］。耐药性的产生依然是拉帕替尼治疗失败的主

要原因。因此，研究拉帕替尼耐药的机制，为临床治疗

和预测提供新的靶向，成为当前急需解决的问题。

　　ＹＡＰ是 Ｈｉｐｐｏ信号通路中的关键因子。该信号
通路通过调节细胞的生长、增殖和凋亡，主要参与调控

器官大小和组织再生，在胚胎发育和组织器官形成等

过程中具有重要作用。ＹＡＰ的表达异常与多种肿瘤

的发生、发展及耐药相关。ＧＵＪＲＡＬ等［３］研究发现，

Ｈｉｐｐｏ信号通路与吉西他滨等细胞毒性药物的耐药有
关；上调ＹＡＰ可引起乳腺癌和卵巢癌细胞对化疗药物
紫杉醇和顺铂的耐药性［４－５］。其机制可能与促进ＥＧＦＲ
的过表达有关［６］。在非小细胞肺癌中，ＹＡＰ可促进酪
氨酸激酶抑制剂厄洛替尼（ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ）耐药的产生，以干
扰ＲＮＡ抑制非小细胞肺癌中 ＹＡＰ的表达，有利于逆
转厄洛替尼的耐药［７］。但在乳腺癌中，靶向 ＨＥＲ２的
酪氨酸激酶抑制剂拉帕替尼耐药中有无 ＹＡＰ的异常
尚不清楚。因此，本研究采用逐步增加剂量法与高浓

度反复间歇诱导的方法诱导乳腺癌细胞株Ｓｋｂｒ３对拉
帕替尼耐药，并利用该耐药细胞株探讨 Ｈｉｐｐｏ信号通
路的关键因子ＹＡＰ在耐药中的作用及机制，为临床对
拉帕替尼耐药的治疗提供新的靶点和思路。

１　材料与方法

１．１　材料
　　拉帕替尼（ｌａｐａｔｉｎｉｂ）购自德诺和生物公司，维替
泊芬（ｖｅｒｔｅｐｏｖｆｉｎ）购自美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ公司，ＣＣＫ８试剂
（ＣＫ０４）购自日本同仁公司，二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌ
ｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ；Ｃ２Ｈ６ＳＯ）购自碧云天生物技术研究所，
ＳＹＢＲ荧光定量 ＰＣＲ试剂盒、逆转录试剂盒均购自
ＴａＫａＲａ公司，ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（００１２１５０６）购自
康为世纪公司，ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶速配试剂盒（Ｌ００６７０
５０Ｔ）购自金斯瑞生物科技公司，抗体均购自 Ａｂｗａｙｓ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，超敏 ＥＣＬ化学发光检测试剂盒
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（ＥＬ０５１１００５）购自爱必信（上海）生物科技有限公司。
１．２　细胞培养
　　人乳腺癌细胞株 Ｓｋｂｒ３购自美国 ＡＴＣＣ公司。用
含有 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养，置于 ３７℃、５％
ＣＯ２的细胞培养箱中培养。０．２５％胰蛋白酶消化传
代，每３天传代１次，倒置显微镜下观察细胞形态。
１．３　耐药细胞模型的建立
　　通过药物浓度递增与高浓度反复间歇诱导的方法
建立乳腺癌拉帕替尼耐药模型。将Ｓｋｂｒ３细胞接种于
１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基中培养，２４ｈ后待细胞
贴壁生长状态良好时加入拉帕替尼药物，作用４８ｈ后
更换为不含拉帕替尼药物的培养基培养，待细胞生长

融合度约为８０％时进行传代处理，再次重复以上加药
培养过程。拉帕替尼作用浓度依次为：０．２５、０．５、０．７５、
１．０、２．５、５．０、７．５、１０．０、１２．５、１５．０、１７．５、２０．０、２２．５、
２５．０μｍｏｌ／Ｌ。期间间歇使用高浓度冲击（２０μｍｏｌ／Ｌ）。
历时７个月，Ｓｋｂｒ３细胞基本可以在含拉帕替尼药物浓
度为２５．０μｍｏｌ／Ｌ的培养基中稳定生长和传代。即耐
药模型建立成功，将此耐药细胞命名为Ｓｋｂｒ３ＬＲ。
１．４　ＣＣＫ８分析细胞药物敏感性改变
　　分别将处于对数生长期的 Ｓｋｂｒ３亲本细胞
（Ｓｋｂｒ３）和耐药细胞（Ｓｋｂｒ３ＬＲ）按８×１０３／孔接种于９６
孔板，１００μＬ培养液，设置 ３个复孔。待细胞完全贴
壁后，按倍比稀释依次加入不同浓度的拉帕替尼。加

药期间观察细胞形态，４８ｈ后行ＣＣＫ８检测。每孔加
入ＣＣＫ８溶液１０μＬ，３７℃孵育２～３ｈ，酶标仪测定波
长４５０ｎｍ处光密度值［Ｄ（４５０）］。３次独立读取后取
平均值，绘制细胞增殖曲线，ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０软件
计算各组ＩＣ５０。
　　将处于对数生长期的 Ｓｋｂｒ３耐药细胞接种于
９６孔板，待细胞完全贴壁后，将细胞分为２组，一组按
倍比稀释依次加入不同浓度的拉帕替尼（Ｓｋｂｒ３ＬＲ
组）。另一组同时加入维替泊芬１０μｍｏｌ／Ｌ（Ｓｋｂｒ３ＬＲ＋
Ｖ组），４８ｈ后行ＣＣＫ８检测。方法同上。
１．５　结晶紫染色实验
　　分别将处于对数生长期的Ｓｋｂｒ３亲本细胞和耐药
细胞接种于６孔板，密度约３０％。待细胞贴壁后，分别
加入终浓度为４０、８０μｍｏｌ／Ｌ的拉帕替尼和空白ＤＭＳＯ
组。培养３～５ｄ后，小心吸弃培养孔中的液体，ＰＢＳ洗
２遍，加入结晶紫溶液常温染色。

　　将处于对数生长期的Ｓｋｂｒ３耐药细胞接种于６孔
板，密度约３０％。待细胞贴壁后，将细胞分为２组，一
组加入终浓度为 ４０、８０μｍｏｌ／Ｌ的拉帕替尼和空白
ＤＭＳＯ组。另一组同时加入维替泊芬１０μｍｏｌ／Ｌ，培养
３～５ｄ后，结晶紫溶液常温染色。方法同上。
１．６　平板克隆形成实验
　　同上，将处于对数生长期的 Ｓｋｂｒ３亲本细胞和耐
药细胞接种于 ６孔板，密度约 １０％。待细胞贴壁后，
加入相应药物，每隔３ｄ换液１次，并持续维持药物浓
度。培养２周后，结晶紫染色并进行细胞克隆计数。
１．７　定量ＰＣＲ分析
　　分别提取对数生长期的Ｓｋｂｒ３亲本细胞和耐药细
胞总ＲＮＡ，逆转录获 ｃＤＮＡ。检测两组细胞上皮间质
化指标的改变，ＹＡＰ／ＴＡＺ及Ｃｙｒ６１的表达。
１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　分别提取 Ｓｋｂｒ３亲本细胞、耐药细胞及耐药细胞
加维替泊芬处理组总蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白浓度，按
照３０ｎｇ上样量进行ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳。电泳结束
后湿转至ＰＶＤＦ膜上，用５％脱脂牛奶ＴＢＳＴ进行封闭，
封闭时间２ｈ。封闭结束后加入一抗（ＹＡＰ、ｐＹＡＰ）孵
育过夜。ＴＢＳＴ漂洗 ３遍后，加入二抗，常温孵育 ２ｈ
后用凝胶成像仪曝光分析条带。

１．９　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０和 ＳＰＳＳ２０．０进行统计
分析。试验均重复３次，数据以 珋ｘ±ｓ表示。多组均数
比较采取单因素方差分析，两组均数比较采取ｔ检验。
检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　对拉帕替尼耐药的乳腺癌细胞株模型鉴定
　　通过药物浓度递增与高浓度反复间歇诱导的方
法，建立了较稳定的乳腺癌拉帕替尼耐药模型（图１Ａ），
命名为Ｓｋｂｒ３ＬＲ，结晶紫染色及克隆形成实验结果显
示，与亲本细胞比较，在致死浓度拉帕替尼的处理下，耐

药模型中存活的细胞数明显增加（图１Ｃ、Ｄ）。ＣＣＫ８检
测结果显示，随着拉帕替尼浓度的升高，细胞存活的比

例逐渐降低；与亲本细胞比较，耐药模型下降的速度较

慢，对拉帕替尼的敏感性降低（图 １Ｂ）。经 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｍ５．０计算，Ｓｋｂｒ３的拉帕替尼ＩＣ５０为３．６１μｍｏｌ／Ｌ，
Ｓｋｂｒ３ＬＲ的ＩＣ５０为２９．２６μｍｏｌ／Ｌ，耐药倍数约为８倍。
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４８ｈ后Ｓｋｂｒ３和Ｓｋｂｒ３ＬＲ细胞活性；Ｃ、Ｄ：结晶紫染色及克隆形成实验检测致死浓度拉帕替尼处理 Ｓｋｂｒ３和

Ｓｋｂｒ３ＬＲ细胞后存活情况

图１　耐药细胞株Ｓｋｂｒ３ＬＲ的鉴定

２．２　定量 ＰＣＲ检测耐药细胞株中上皮间质转化相
关指标的改变

　　挑取上皮间质转化常用指标 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｔｗｉｓｔ、
Ｖｉｎｅｍｔｉｎ和Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ用定量 ＰＣＲ做初步检测。结
果可见，与亲本细胞Ｓｋｂｒ３比较，耐药细胞株的上皮标
志物Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达显著降低，而间质标志物 Ｔｗｉｓｔ、
Ｖｉｎｅｍｔｉｎ和Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ表达显著上升 （Ｐ＜０．０５，图２）。
提示耐药株有上皮间质转化。
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图２　定量ＰＣＲ检测ＥＭＴ标志物的表达

２．３　耐药模型Ｈｉｐｐｏ信号通路中关键效应因子的检测
　　ＰＣＲ结果显示，与亲本细胞比较，耐药细胞中
ＹＡＰ和 ＴＡＺ的表达显著上升，ＹＡＰ的下游基因
ＣＹＲ６１表达也显著升高（Ｐ＜０．０５，图 ３Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ结果可见，耐药细胞株中总ＹＡＰ及磷酸化ＹＡＰ蛋
白的表达均显著上升（Ｐ＜０．０５，图３Ｂ、Ｃ）。
２．４　维替泊芬处理后，耐药细胞株对拉帕替尼敏感性

的改变

　　将耐药细胞株分为 ２组：拉帕替尼处理（Ｓｋｂｒ３
ＬＲ）组和维替泊芬＋拉帕替尼处理（Ｓｋｂｒ３ＬＲ＋Ｖ）组。
ＣＣＫ８结果显示，以维替泊芬处理后，耐药株对拉帕
替尼的敏感性重新升高，其 ＩＣ５０值从 １１．２５μｍｏｌ／Ｌ
逆转到２．９８μｍｏｌ／Ｌ（图 ４Ａ）。结晶紫染色结果可
见，以维替泊芬处理后，在高浓度拉帕替尼培养基中

存活的细胞数量明显降低（图 ４Ｂ）。定量 ＰＣＲ和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ＹＡＰ表达显著降低（Ｐ＜０．０５，
图４Ｃ、Ｄ）。
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图３　定量ＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＹＡＰ的表达
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Ａ：ＣＣＫ８测定４８ｈ后两组细胞活性；Ｂ：结晶紫染色检测两组存活细胞；Ｃ：定量ＰＣＲ检测细胞中ＹＡＰ／ＣＹＲ６１的
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图４　维替泊芬对耐药细胞Ｓｋｂｒ３ＬＲ耐药性的影响

３　讨论

　　ＹＡＰ作为高度保守的 Ｈｉｐｐｏ信号通路关键效应
因子，因其与多种恶性肿瘤的发生、发展密切相关，近

年来引起了人们广泛的关注，成为研究的热点。哺乳

动物Ｈｉｐｐｏ信号通路主要由４部分组成：①多重上游
信号输入因子，包括 Ｆａｔ４、Ｄｃｈｓ１／２、ＦＲＭＤ６、ＮＦ２和

ＫＩＢＲＡ；② 核心激酶级联反应链，包括 ＭＳＴ１／２、
ｈＳＡＶ１、ＬＡＴＳ１／２和 ＭＯＢ１［８］；③下游转录共激活因
子，包括ＹＡＰ／ＴＡＺ和ＴＥＡＤ［９］；④下游调节因子，包括
ＲＡＳＳＦｓ、ＡＳＰＰ１／２和 Ａｊｕｂａ。在上游信号输入因子的
作用下，ＭＳＴ１／２被活化，然后依次磷酸化 ｈＳＡＶ１、
ＬＡＴＳ１／２与 ＭＯＢ１，并相互结合形成聚合物，促进
ＹＡＰ／ＴＡＺ磷酸化并停留在细胞质中。一方面，磷酸化
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的 ＹＡＰ／ＴＡＺ与细胞质中的 １４３３蛋白结合，抑制
ＹＡＰ／ＴＡＺ的促增殖和抗凋亡活性，从而促进细胞凋
亡；另一方面，磷酸化的 ＹＡＰ／ＴＡＺ可能被泛素化降
解［１０］。如果ＭＳＴ１／２ＹＡＰ／ＴＡＺ信号通路被阻断或失
活，ＹＡＰ／ＴＡＺ不能被磷酸化，未被磷酸化的 ＹＡＰ／ＴＡＺ
迁移进入细胞核，并与ＴＥＡＤ等转录因子结合，促进下
游ＣｙｃｌｉｎＥ、ＡＸＬ、ＣＴＧＦ和 Ｃｙｒ６１等靶基因的表达，从
而启动ＹＡＰ／ＴＡＺ的促增殖和抗凋亡活性，促进细胞
增殖。

　　在多种肿瘤的发生中，可以观察到ＹＡＰ表达的异
常。ＹＡＰ在非小细胞肺癌标本中高表达，并且与肿瘤
分期和淋巴结转移显著相关［１１－１２］，ＹＡＰ对肺癌细胞的
调控可能与线粒体应激有关［１３］。胃癌中，升高的

ＳＯＸ９可促进ＹＡＰ的表达，并增加胃癌细胞的上皮间
质转化［１４］。基因敲除ＹＡＰ／ＴＡＺ的表达可降低癌细胞
的迁移及裸鼠体内肿瘤的形成［１５］。乳腺癌的发生与

Ｈｉｐｐｏ信号通路密切相关。Ｈｉｐｐｏ通路中 Ｌａｔｓ表达下
调可导致乳腺癌侵袭性因素增多，如：肿瘤体积增大，

淋巴结转移增多，雌、孕激素受体阴性表达［１６］。Ｌａｔｓ１／
２的低表达甚至缺失会强化乳腺癌细胞的增殖能力，
提高管腔型乳腺癌侵袭性，可能是乳腺恶性肿瘤发生、

发展的关键要素之一，有望成为乳腺癌治疗的新靶

点［１７］。但Ｈｉｐｐｏ信号通路关键效应因子 ＹＡＰ和 ＴＡＺ
在乳腺癌中的表达却充满争议。ＷＡＮＧ等［１８］通过免

疫组化检测乳腺癌标本，显示乳腺癌中 ＹＡＰ表达升
高，认为ＹＡＰ是原癌基因。但更多的研究显示，乳腺
癌中ＹＡＰ表达较癌旁组织降低，ＹＡＰ在乳腺癌中作
为抑癌基因存在。我们总结了近年来关于乳腺癌标本

中ＹＡＰ或ＴＡＺ表达的文献，发现多检测总的 ＹＡＰ表
达，并没有检测 ＹＡＰ在胞质和胞核的分布比率。而
ＹＡＰ蛋白在胞质和胞核中具有不同的功能，这也是我
们下一步要研究的方向。

　　ＹＡＰ蛋白不仅与肿瘤发生相关，也与肿瘤耐药有
关。研究发现，不仅在吉西他滨、紫杉醇和顺铂等化疗

药物的耐药中ＹＡＰ表达异常，在非小细胞肺癌酪氨酸
激酶抑制剂厄洛替尼的耐药中，也可观察到 ＹＡＰ上
调，以干扰ＲＮＡ抑制非小细胞肺癌中ＹＡＰ的表达，有
利于逆转厄洛替尼的耐药［７］。在 ＡＬＫ基因重排的肺
癌细胞中，靶向 ＹＡＰ可逆转 ＡＬＫ抑制剂的获得性耐
药［１９］。同时，ＹＡＰ可促进ＰＤ１／ＰＤＬ１的表达，导致肿
瘤细胞在免疫治疗中逃逸，也是导致靶向治疗耐药的

重要原因［２０］；在 ＢＲＡＦｉ耐药的黑色素瘤中也观察到
类似的结果［２１］。但乳腺癌拉帕替尼耐药的机制中有

无ＹＡＰ的参与尚不清楚。本研究采用逐步增加剂量
与高浓度反复间歇诱导的方法构建了拉帕尼替耐药细

胞株，结晶紫染色和克隆形成实验均可见在高浓度的

拉帕替尼作用下，耐药株对拉帕替尼的敏感性明显降

低；细胞增殖实验显示，随着拉帕替尼浓度的增加，细

胞增殖速度明显降低，但与亲本细胞相比，拉帕替尼对

耐药株的抑制率降低。证明 Ｓｋｂｒ３耐药株构建成功。
本研究结果显示，代表间质化的指标 Ｔｗｉｓｔ、Ｖｉｎｅｍｔｉｎ
和Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ在耐药株中表达上升，而上皮标志物
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ在耐药株中表达下降，提示耐药细胞发生
了上皮间质化转变；与亲本细胞相比，耐药株中 ＹＡＰ
的表达上升明显；进一步 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＹＡＰ结果
与ＰＣＲ结果一致，但和我们预期不同的是不仅总的
ＹＡＰ蛋白表达上升，磷酸化 ＹＡＰ表达也上升。既往
研究显示，磷酸化 ＹＡＰ不稳定，不能进入细胞核诱导
细胞的增殖，相反，磷酸化的 ＹＡＰ很容易在胞质中被
泛素化降解。也有研究提示，磷酸化的ＹＡＰ在胞质中
有抗凋亡的作用。下一步我们将探讨其原因。维替泊

芬可阻断ＹＡＰ蛋白与下游ＴＥＡＤ的结合，从而阻止下
游通路的激活。研究发现，Ｃｙｒ６１是ＹＡＰ的下游基因，
沉默ＹＡＰ的表达可抑制Ｃｙｒ６１的表达水平，从而导致
肝细胞的增殖障碍［２２］。以维替泊芬处理耐药细胞株

后，可以观察到ＹＡＰ表达的下调及下游靶基因 Ｃｙｒ６１
表达的下调，说明维替泊芬可以有效阻断该通路的激

活。ＣＣＫ８结果显示，维替泊芬处理后耐药细胞株对
拉帕替尼的敏感性重新增加，进一步证实在乳腺癌拉

帕替尼耐药的过程中有 ＹＡＰ的参与。本研究为临床
拉帕替尼耐药的治疗提供了新的靶点和思路。
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