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目的
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蛋白耦联受体
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"
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$受体在低表达表皮生长因子受体
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2Y61

$的乳腺癌
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细胞中激活

2Y61

的分子机制和生物学意义%方法
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用
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的方法检测
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$&三苯氧胺"

D7Z

$的活性代谢产物"
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$或
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激动剂"

W.$

$作用于乳腺癌
Z3[.-

细胞后
2Y61

和下游信号分子
Y6T$
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磷酸化水平的变化%在
Z3[.-

细胞

被不同的抑制剂
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拮抗剂"
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酪氨酸激酶抑制剂"

7W$0-/
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2Y61

酪氨酸激酶抑制剂"

7W/1:
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8BH

家族激酶抑

制剂"
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$或
ZZ>

抑制剂"
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$预处理
1=

后!再次检测
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和
Y6T$
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的磷酸化水平变化%最后用
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方法检

测
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引起的
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细胞迁移和侵袭能力的变化%结果
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细胞在用
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和
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酸化水平增加!该变化在用
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WZ)%%$
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通过激活
2Y61.Y6T$
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信号转导途径可促进
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细胞的迁移和侵袭%
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乳腺癌是全世界女性发病率第一的恶性肿瘤)内分泌治

疗是雌激素受体$
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%阳性乳腺癌患者的主

要治疗手段之一#三苯氧胺$
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D7Z

%是绝经前此类患

者的最常用药物#但其中约一半的患者最终对
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耐药#研

究发现
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和表皮生长因子受体$
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%信号系统之间的相互作用参与了耐

药机制的形成&
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YBCV+

系统包括配体和受体两大部分#受体

部分即
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受体家族#目前成员包括!
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)其中
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在
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的乳腺癌存在过表达#该类乳腺癌表现为更具侵袭性且对

内分泌治疗反应差)已有研究发现较长时间使用
D7Z

后#乳

腺癌细胞发生
2Y61

过表达且对
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发生耐药&
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%基因编码#因其与雌激素有

高度亲和力而被归类为新型
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)有研究发现#
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和
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之间存在信号的正反馈#导致乳腺癌的恶性表型增加且

对内分泌治疗耐药&
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仍少见报道#仅在对乳腺癌组织样本的免疫组织化学研究中发

现二者的表达存在正相关&
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)本课题组前期研究发现#
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的表达并通过激活
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途径促进乳腺癌细胞的迁移和侵袭#并且

这种效应不依赖于
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的表达状态&
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)本研究将探讨在非过

表达
2Y61

的乳腺癌
Z3[.-

细胞中激活
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后#

2Y61

及

其下游信号分子的变化#并进一步检测
Z3[.-

细胞迁移和侵

袭能力的改变#旨在为乳腺癌转移及内分泌耐药的形成机制提

供新的解释)

@

!

材料与方法

@&@

!

材料
!

$

$

%细胞株!人乳腺癌细胞株
Z3[.-

购自中国科

学院典型培养物保藏委员会细胞库#使用添加
$%]

胎牛血清

$

[V8

%的
ZYZ

培养液#培养于含
:]3̂

1

的饱和湿度
'-\

恒

温培养箱中#每隔
1

#

'!

传代)$

1

%主要试剂!

ZYZ

培养液购

自
WQV3̂

)

W>6'%

兔抗人多克隆抗体和
Y6T1

兔抗人多克隆

抗体购自
7V37Z

公司#

2Y61

兔抗人单克隆抗体,磷酸化

YBP$

$

F

D1%1

"

F

U1%0

%"

YBP1

$

F

D$/:

"

F

U$/-

%兔抗人单克隆抗

体,磷酸化
YW[6

$

F

U$%)/

%兔抗人单克隆抗体购自
Y

F

#A"5#H+

公司#磷酸化
2Y61

兔抗人单克隆抗体$

F

U$11$

"

F

U$111

%购

自
38D

公司)

YW[6

兔抗人多克隆抗体购自
V#"L#+#",

(

,

.AMC;#,

鼠抗兔单克隆抗体购自
V@

J

"A#5@

)

$-.

%

.

雌二醇$

Y

1

%,

D7Z

的

活性代谢产物$

0.̂ 2D

%,

2Y61

酪氨酸激酶抑制剂$

7W/1:

%,

8BH

家族激酶抑制剂$

>>1

%,

ZZ>

抑制剂$

WZ)%%$

%购自
8#

N

.

5I.7;!B#H=

(

YW[6

酪氨酸激酶抑制剂$

7W$0-/

%购自
38D

(

W>6'%

激动剂$

W.$

%和抑制剂
W>6'%

拮抗剂$

W.$:

%购自

Z@BHP

)

Z.>Y6

哺乳动物蛋白提取试剂盒和
V37

蛋白分析

试剂盒购自
D=@B5"+H#@,A#G#H

#毛细管电泳
.

电化学发光法$

Ỳ.
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法检测蛋白表达
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按说明书提取各细胞

株总蛋白#按照
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蛋白定量试剂盒操作说明测定蛋白浓度#

样品均定量为
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以凝胶显像仪显像)
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法检测细胞迁移和侵袭能力
!

细胞用只含

$][V8

的无酚红培养基培养
10=

后#再换用加入处理药物的

无酚红无血清培养基培养
10=

)接下来#细胞被胰酶消化#磷

酸盐缓冲液$

>V8

%清洗并用相应的含有
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牛血清清蛋白

$
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%的培养基重悬)以总细胞数
$g$%

: 的
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处理药物的培养基加于
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的
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无酚红培养基#并在
'-\:]3̂

1

的条
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)侵袭实验与迁移实验不同之处在于上室的聚
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的比例配制%包被)在孵育
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后#先将上室的多余培

养基小心吸出#然后将上室浸入
0]

多聚甲醛固定
1%5#,

#再

浸入
%&$]

结晶紫内染色
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#接着用小棉签小心擦净上室

膜上表面#而下表面附着的细胞则为穿膜的细胞)再在倒置显

微镜下选择
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个视野计数#取其平均数进行分析)
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不同药物处理后
Z3[.-

细胞的
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磷酸化水平检

测
!

$

$

%分别用
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代谢活性产
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特异性激动剂
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的特异性拮抗剂
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处理
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细胞#
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后检测

2Y61

磷酸化水平($
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%先用
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预处理
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后#再加入
Y
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,

0.̂ 2D
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细胞#
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处理
Z3[.-
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和
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细

胞#在
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后分别检测
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和
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的磷酸化水平)
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统计学处理
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采用统计学软件
WBI
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进行

统计学分析#计量资料用
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表示#不同处理组间的多重比较

选用
DO".OI

J

74̂ c7

方法#在此基础上的两两比较选用
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信号在乳腺癌细胞
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中反式激活
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和
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#但不过表达
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#

用
$%,5";

"

<Y

1

#

$%%,5";
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Y

1

引

起的
2Y61

磷酸化也被部分抑制#见图
1

)

图
$

!!

不同药物处理
0/=

后
2Y61

磷酸化水平

图
1

!!

W.$:

预处理后再用不同药物处理

0/=

后的
2Y61

磷酸化水平

!!

$

!标记物(

1

!

W.$

(

'

!

7W/1:

(

0

!

7W$0-/

(

:

!

>>1

(

)

!

WZ)%%$

)

图
'

!!

W>6'%

信号在
Z3[.-

细胞激活
2Y61.Y6T$

)

1

途径

A&A

!

YW[6

参与了
W>6'%

反式激活
2Y61

的机制
!

YW[6

()$$
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酪氨酸激酶抑制剂
7W$0-/

不仅抑制了
W.$

引起的
YW[6

激

酶活性及其下游的
Y6T$

"

1

激活#同时也部分抑制了
W.$

引起

的
2Y61

磷酸化)而
2Y61

酪氨酸激酶抑制剂
7W/1:

虽然

明显抑制了
2Y61

的激活#但仅部分抑制了
W.$

引起的
YW[6

和
Y6T$

"

1

磷酸化)实验还发现
8BH

家族激酶抑制剂
>>1

或

ZZ>

抑制剂
WZ)%%$

不仅部分抑制了
W.$

引起的
YW[6

酪

氨酸激酶磷酸化#也部分抑制了
W.$

引起的
2Y61

激活$图

'

%)而
W.$

引起
YW[6

,

2Y61

和
Y6T$

"

1

的持续激活#在加

入
W.$

后
$%5#,

即能检测到并维持至少
1=

)

W>6'%

信号在

Z3[.-

细胞引起
YW[6

,

2Y61

,

Y6T$

"

1

的持续激活#见图
0

)

A&B

!

W>6'%

信号对
2Y61

的激活促进
Z3[.-

细胞的迁移和

侵袭
!

W.$

能明显促进
Z3[.-

细胞的迁移和侵袭$

!

$

%&%:

%(

而用
W.$:

,

7W$0-/

,

7W/1:

,

>>1

或
WZ)%%$

预处理
1=

后#

W.$

促进
Z3[.-

细胞迁徙和侵袭的能力受到部分抑制$

!

$

%&%:

%#见图
:

,

)

)

图
0

!!

W>6'%

信号在
Z3[.-

细胞引起
YW[6

%

2Y61

%

Y6T$

)

1

的持续激活

图
:

!!

W.$

和各种信号通路抑制剂对
Z3[.-

细胞迁移和侵袭能力的影响

!!

I

!

!

$

%&%:

#与不加
W.$

比较)

图
)

!!

W>6'%

信号促进
Z3[.-

细胞迁移和侵袭

B

!

讨
!!

论

W>6'%

属于
W>36

#雌激素或其他配体与其结合后#后者

被激活并活化其耦联
W

蛋白#解离出
,

%

/

亚基进而激活
8BH

相

关酪氨酸激酶#接着活化基质金属蛋白酶$

ZZ>+

%促使肝素结

合表皮生长因子$

2V.YW[

%释放#后者反式激活
YW[6

#随后

快速活化
Z7>T+.Y6T$

"

1

和
>Q'T

"

7PA

途径#继而参与细胞

的增殖,迁移和分化等&

(

'

)已有研究在宫颈癌和乳腺癌细胞中

发现
YW[6

的配体
YW[

,转化生长因子$

DW[

%

.

,

能通过
YW.

[6.Z7>T

信号途径上调
W>6'%

的表达&

0

'

)本课题组前期研

究证 实
2Y6'

的 配 体
=@B@

N

M;#,

%

.$

能 通 过
2Y61

"

2Y6'.

Z7>T

"

Y6T

通路上调
W>6'%

表达&

-./

'

)本研究中进一步发

现
W>6'%

不仅能反式激活
YW[6

#也能在
YW[6

参与下激活

2Y61

及其下游
Z7>T

"

Y6T

信号途径)因此#在
YW[6

系

统和
W>6'%

之间存在信号的正反馈#不断放大下游信号)大

量的文献已经证明雌激素能激活
YW[6

和
2Y61

&

$

'

)与经典

Y6

不同的是#

Y

1

和
D7Z

都是
W>6'%

的激动剂#因此在表达

W>6'%

的
Y6

阳性的乳腺癌细胞#

D7Z

作为
Y6

的拮抗剂仍

然可以激活
W>6'%

#导致雌激素相关的信号应答#从而对

D7Z

耐药&

$%.$$

'

)

2Y61

的配体迄今为止还未被发现#仍是孤儿受体)在

2Y61

过表达的细胞#

2Y61

能自身形成同二聚体激活下游信

号途径)在非过表达
2Y61

的细胞#

2Y61

也能和其他
2Y6

家族成员形成功能性的异二聚体&

$1

'

)如为了获得完全的癌基

因能力#

2Y61

可以和
YW[6

形成异二聚体发生相互作用从而

激活下游信号途径&

$'

'

)有研究发现#让
Z3[.-

细胞过表达

2Y61

后#

Y6

和
YW[6

$或
2Y61

%受体间的相互激活增加从

而导致了下游信号途径的进一步激活#最终对
D7Z

抑制作用

的应答减少&

$$

'

)本研究结果提示#在
2Y61

并不过表达的乳

腺癌细胞#

W>6'%

信号引起的
2Y6.1

磷酸化需要
YW[6

激酶

活性的参与)

有研究表明#

W>36

可以调节
2Y61

表达导致
2Y61

激

活增加)在人乳腺癌组织中#

2Y61

表达和
W>6'%

呈正相

%-$$
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关&

)

'

)本课题组前期研究结果表明#

2Y61

上调
W>6'%

表达

与
Y6

状态无关)在本研究中#

W>6'%

信号并不上调
2Y61

表达#但能激活
2Y61

)过去的研究主要集中于
2Y6

表达水

平改变的生物学意义#但
2Y6

酪氨酸激酶磷酸化才是该类受

体活化并发挥生物学功能的信号标志#因此活化形式的受体比

受体本身的表达水平能传达更多的信息)如磷酸化形式的人

类
YW[6

可能与乳腺癌患者预后有潜在的作用)单因素分析

研究发现#磷酸化的
YW[6

$

F

YW[6

%,

2Y61

和
2Y6'

与较差

的无病生存率呈正相关&

$0

'

)在
2Y61

阴性和
2Y61

阳性患

者中比较#磷酸化
2Y61

与总生存期显著负相关)在淋巴结

阳性患者中#磷酸化的
2Y61

对预后判断也有价值&

$'

'

)因此#

W>6'%

信号激活
2Y61

应该对乳腺癌的生物学行为的影响具

有更重要的意义)本课题前期对乳腺癌术后病理组织的研究#

揭示
W>6'%

与磷酸化
2Y61

的表达呈强相关性#且
W>6'%

和

磷酸化
2Y61

表达在淋巴结转移组明显高于淋巴结未转移

组&

$:

'

)本研究发现在
Z3[.-

细胞中#

W>6'%

信号引起
YW.

[6

,

2Y61

及
Y6T$

"

1

持久的激活#并促进了
Z3[.-

细胞的

迁移和侵袭)

因此#雌激素信号系统和
YBCV+

之间存在复杂的反馈机

制#本研究将有助于理解两个系统之间的相互作用现象和乳腺

癌内分泌治疗耐药机制#并为建立新的乳腺癌治疗方法和途径

提供新的理论基础)
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