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摘　 要　 目的　 探讨 Ｊａｂ１ 在 ＨＥＲ２ 过表达乳腺癌中对曲妥珠单抗治疗敏感性的影响ꎮ 方法　 收集使用曲妥珠单

抗治疗的 ２６ 例 ＨＥＲ２ 过表达乳腺癌患者的标本ꎬ其中曲妥珠单药敏感组 １４ 例ꎬ耐药组 １２ 例ꎬ应用实时荧光定量聚合酶

链反应(ｑ￣ＰＣＲ)检测乳腺癌组织标本中 Ｊａｂ１ 的表达ꎮ 运用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 方法检测人乳腺癌细胞系 ＢＴ４７４ 及曲妥珠单

抗耐药乳腺癌细胞系 Ｃ５ 和 Ｃ６ 中 Ｊａｂ１ 的表达ꎻ 通过 ｓｉＲＮＡ 干扰技术敲除 Ｊａｂ１ 后ꎬ检测 Ｃ５ 及 Ｃ６ 细胞对曲妥珠单抗治疗

敏感性的变化ꎬ以及对曲妥珠单抗诱导的凋亡作用的影响ꎮ 结果　 与曲妥珠单抗敏感的乳腺癌患者比较ꎬＪａｂ１ 在曲妥珠

单抗耐药的乳腺癌患者中表达水平显著增高(Ｐ<０.０５)ꎻ在曲妥珠单抗耐药细胞株中 Ｃ５ 和 Ｃ６ 中ꎬＪａｂ１ 的蛋白表达水平

显著高于药物敏感株ꎻ敲除 Ｊａｂ１ 后ꎬ耐药株可重获对曲妥珠单抗的敏感性ꎬ由曲妥珠单抗诱导的凋亡作用显著增强ꎬ在
Ｃ５ 细胞系中ꎬ５ μｇ􀅰ｍＬ－１曲妥珠单抗处理 ２４ ｈ 后ꎬＪａｂ１ 敲低组与对照组凋亡率分别为(１２.８±２.９)％ 和(２.７±０.５)％(Ｐ<
０.０５)ꎻ在 Ｃ６ 细胞系中ꎬＪａｂ１ 敲低组与对照组的凋亡率分别为(１８.８±３.６)％ 和(４.１±１.１)％(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 Ｊａｂ１ 表达

上调导致 ＨＥＲ２ 过表达乳腺癌细胞对曲妥珠单抗治疗敏感性下降ꎬ敲除 Ｊａｂ１ 后有望逆转耐药ꎮ
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病率不断上升ꎮ 人类表皮因子受体 ２(ｈｕｍａｎ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣２ꎬＨＥＲ２)是一个重要的原癌基

因ꎬ编码具有酪氨酸激酶活性的跨膜受体样蛋白[１]ꎮ
ＨＥＲ２ 基因扩增导致肿瘤细胞表面 ＨＥＲ２ 蛋白表达增

加ꎬ从而使 ＨＥＲ２ 受体活化[２]ꎮ 在原发性乳腺癌患者

中有 ２５％~３０％患者 ＨＥＲ２ 过度表达[３]ꎮ 目前研究表

明ꎬＨＥＲ２ 是重要的乳腺癌预后判断因子ꎬＨＥＲ２ 过表

达与乳腺癌侵袭转移密切相关ꎬ而且往往提示乳腺癌

患者预后不佳[４]ꎮ 曲妥珠单抗(ｔｒａｓｔｕｚｕｍａｂ)是一种人

源化单克隆抗体ꎬ靶向作用于 ＨＥＲ２ 受体ꎬ致使肿瘤细

胞在 Ｇ１ 阶段的生长终止ꎬ可以有效地抑制 ＨＥＲ２ 过

􀅰４１􀅰 Ｈｅｒａｌｄ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｖｏｌ􀆰 ３８ Ｎｏ􀆰 １ Ｊａｎｕａｒｙ ２０１９



表达肿瘤细胞的增殖ꎬ是 ＨＥＲ２ 过表达乳腺癌的最有

效靶向治疗方式[５]ꎮ 尽管如此ꎬ对曲妥珠单抗的原发

或继发耐药现象仍是临床上乳腺癌治疗的一大难

题[６￣８]ꎮ 目 前 研 究 显 示ꎬ Ｊａｂ１ / ＣＳＮ５ ( Ｊｕｎ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ
ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ) 作为 ＣＯＰ９ 信号体的第 ５ 个亚单位ꎬ
在乳腺癌、卵巢癌、肝癌、头颈部肿瘤等实体肿瘤中发

挥重要作用ꎮ 笔者检测正常组织和乳腺癌组织中

Ｊａｂ１ 表达水平ꎬ分析其与临床病理特征的相关性ꎬ利
用小干扰 ＲＮＡ(ｓｉＲＮＡ)技术敲除乳腺癌细胞中 Ｊａｂ１ꎬ
观察 Ｊａｂ１ 对于导致 ＨＥＲ２ 过表达乳腺癌对曲妥珠单

抗治疗敏感性的影响ꎮ
１　 材料与方法　
１.１　 材料　 人正常乳腺组织和乳腺癌组织标本来源

于华中科技大学同济医学院附属同济医院病理科ꎮ 人

乳腺癌细胞(ＢＴ４７４、Ｃ５、Ｃ６)由华中科技大学同济医

学院附属同济医院肿瘤中心实验室保存ꎮ 达尔伯克改

良伊格尔培养基(ＤＭＥＭ / Ｇ)及 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基购

自 Ｈｙｃｌｏｎｅ ꎻ胎牛血清、胰蛋白酶购自 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎬ曲妥

珠单抗 ( Ｔｔｚｍꎬ赫赛汀ꎬＲｏｃｈｅ 公司)ꎬＲＩＰＡ 裂解液、
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００ 脂质体 ( Ｉｎｖｉｔｍｇｅｎ 公司)ꎬ抗体

Ｊａｂ１ 及二抗(Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司)ꎻＪａｂ１ ｓｉＲＮＡ 由 Ａｍｂｉｏｎ
公司合成ꎮ
１.２　 细胞培养和 Ｊａｂ１ ｓｉＲＮＡ 转染　 ＢＴ４７４ 细胞培养于

含有 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ/ Ｇ 培养基ꎻ人曲妥珠单抗

耐药乳腺癌细胞系 Ｃ５、Ｃ６ 培养于含有 １０％胎牛血清及

２ μｇ􀅰ｍＬ－１曲妥珠单抗的 ＤＭＥＭ/ Ｇ 培养基常规培养ꎮ
根据 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ 说明书ꎬ将 ＢＴ４７４ 和 ＳＫＢＲ３
以 ２×１０５􀅰ｍＬ－１密度接种 ６ 孔板ꎬ每个细胞系分为两组:
①转染空白 ｓｉＲＮＡ 的对照组ꎻ②转染 Ｊａｂ１ ｓｉＲＮＡ 的实

验组ꎬ每组分别使用 １００ ｐｍｏｌ ｓｉＲＮＡ 转染细胞 ６ ｈ 后ꎬ
换新鲜培养基培养 ４８ ｈꎬ收集细胞进行相应实验ꎮ
１.３　 ３￣(４ꎬ５￣二甲基吡啶￣２￣基) ￣５￣(３￣羧基甲氨基苯

基) ￣２￣(４￣磺苯基￣２Ｈ￣四唑)(ＭＴＳ)实验检测曲妥珠单

抗在乳腺癌细胞系中对细胞增殖的影响 　 ＭＴＳ 实验

分为两部分ꎬ第一部分验证乳腺癌细胞系 ＢＴ４７４ 及曲

妥珠耐药株 Ｃ５ 和 Ｃ６ 的药物敏感性ꎻ第二部分检测

Ｊａｂ１ 敲低后ꎬＣ５ 和 Ｃ６ 耐药株对曲妥珠单抗敏感性的

影响ꎬ每个细胞系分为两组: ｓｉＮＣ 空白组及 Ｊａｂ１
ｓｉＲＮＡ 组ꎬ依据“１.２”项中实验步骤转染 ２４ ｈ 后ꎬ用不

同梯度浓度的曲妥珠单抗处理细胞ꎮ 两部分实验的药

物处理时间均为 ７２ ｈꎬ药物梯度为 １２.５ꎬ２５ꎬ５０ꎬ１００ꎬ
２００ μｇ􀅰ｍＬ－１药物处理完毕后ꎬ用 ＭＴＳ 法检测每孔中

的细胞活性ꎬ计算并制作曲妥珠单抗的生长抑制曲线ꎬ
并计算半数抑制浓度(ＩＣ５０)ꎮ

１.４　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ / ＰＩ 双染法检测细胞凋亡 　 取对数生

长期细胞ꎬ消化计数后ꎬ将耐药株 Ｃ５ 和 Ｃ６ 细胞以细

胞密度为 ２.５×１０５􀅰ｍＬ－１接种于直径 ６ ｃｍ 的细胞培养

皿中ꎬ每个细胞系的实验分组如下:①空载体 ｓｉＲＮＡ＋
二甲亚砜(ＤＭＳＯ)组ꎻ②空载体 ｓｉＲＮＡ＋曲妥珠单抗

组ꎻ③Ｊａｂ１ ｓｉＲＮＡ＋ＤＭＳＯ 组ꎻ④Ｊａｂ１ ｓｉＲＮＡ＋曲妥珠单

抗组ꎮ 第 ２ 天细胞贴壁后ꎬ依照“１.２”项所述ꎬ行细胞

转染ꎬ２４ ｈ 后ꎬ依分组加入 ５ μｇ􀅰ｍＬ－１曲妥珠单抗或

对应体积的 ＤＭＳＯꎬ处理２４ ｈ后ꎬ收集每组中含有上清

液里细胞的全部细胞ꎬ１０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ３ ｍｉｎꎬ吸弃

上清液ꎬ加入磷酸盐缓冲液(ＰＢＳ)重悬漂洗细胞ꎬ再次

以１０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心３ ｍｉｎꎬ吸弃上清液 ＰＢＳꎬ加入凋

亡抗体反应缓冲液１００ μＬꎬ然后加入 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ５ μＬꎬ
于室温下避光反应５~ １０ ｍｉｎꎬ于上机前加入碘化丙啶

(ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅꎬＰＩ)４００ μＬꎬ用流式细胞仪检测每组

中的凋亡细胞比例ꎬ其中 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 阳性 / ＰＩ 阴性的细

胞为早期凋亡细胞ꎬＡｎｎｅｘｉｎ Ｖ 阳性 / ＰＩ 阳性的细胞则

为晚期凋亡细胞ꎬ统计这两部分细胞在整体细胞中的

比例作为该组的凋亡率ꎮ
１.５　 定量聚合酶链反应(ｑ￣ＰＣＲ)实验检测乳腺癌组织

标本中 Ｊａｂ１ 表达　 按流程提取 ＲＮＡꎬ并逆转成 ｃＤＮＡꎬ
在 ＰＣＲ 仪上完成 ｑ￣ＰＣＲꎬ实验条件:变性温度为 ９５ ℃ꎬ
退火 温 度 为 ５５ ℃ꎬ Ｊａｂ１ 引 物 序 列 如 下: Ｆ: ５′￣
ＧＣＡＡＴＣＧＧＧＴＧＧＴＡＴＣＡＴＡＧＣ￣３′ꎻ Ｒ: ５′￣ＴＧＣＧＧＡＴＡ￣
ＴＴＧＴＴＣＴＴＧＴＴＧＧＡ￣３′ꎬ完成 ＰＣＲ 取得每个标本 ＣＴ 值

后ꎬ取曲妥珠单抗敏感中 １ 例乳腺癌组织当做对照组ꎬ
其 Ｊａｂ１ 表达记为 １ꎬ依照公式:其他组织表达量倍数 ＝
２￣△Ｃｔꎬ其中△Ｃｔ ＝其他组织 ＣＴ 值－对照组 ＣＴ 值ꎬ计算

完毕后ꎬ使用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ５.０ 制图ꎬ并计算两组间

Ｊａｂ１ 表达量的差异ꎮ
１.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 Ｊａｂ１ 水平　 ＲＩＰＡ 裂解液提

取蛋白ꎬＢＣＡ 法测定蛋白浓度ꎮ 每个样本取 ３０ μｇ 蛋

白进行十二烷基硫酸钠￣聚丙烯酰胺凝胶电泳( ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ)电泳ꎬ转印至聚偏氟乙烯(ＰＶＤＦ)膜ꎬ用 ５％脱

脂乳封闭 １ ｈꎬ４ ℃ 一抗孵育过夜( Ｊａｂ１ １􀏑１０００、β￣
ａｃｔｉｎ １􀏑１０００)ꎮ 磷酸盐吐温缓冲液(ＰＢＳＴ)洗涤 ３×
１０ ｍｉｎꎬ室温二抗孵育 １ ｈ(１􀏑３０００)ꎮ ＰＢＳＴ 洗涤 ３×
１０ ｍｉｎꎬ增强型化学发光试剂(ＥＣＬ)法显色后显影成

像ꎬ以 β￣ａｃｔｉｎ 作为内参ꎮ
１.７　 统计学方法　 计量资料用均数±标准差(ｘ±ｓ)表
示ꎬ所有实验均重复 ３ 次ꎬ组间差异通过 ｓｔｕｄｅｎｔ￣ｔ 检验

统计两组间差异ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ
２　 结果　
２.１　 Ｊａｂ１ 在曲妥珠单抗耐药及敏感乳腺癌组织中的
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表达　 ２６ 例使用曲妥珠单抗治疗的乳腺癌患者组织

ｑ￣ＰＣＲ 结果显示ꎬ在曲妥珠单抗耐药的乳腺癌组织中

Ｊａｂ１ 的表达水平显著高于敏感的乳腺癌组织(图 １)ꎬ
耐药组中 Ｊａｂ１ 表达的平均值为敏感组的 ２.１ 倍( ｔ ＝
３.５６４ꎬＰ<０.０１)ꎮ

图 １　 Ｊａｂ１ 在乳腺癌患者中表达情况　
Ｆｉｇ.１　 Ｊａｂ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ　

２.２　 Ｊａｂ１ 在乳腺癌细胞株中的表达　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ
检测结果显示 Ｊａｂ１ 在曲妥珠单抗耐药株乳腺癌细胞

Ｃ５、Ｃ６ 中的表达水平显著高于曲妥珠单抗敏感乳腺癌

细胞系 ＢＴ４７４(图 ２)ꎬ灰度值分析显示ꎬＣ５ 和 Ｃ６ 细胞

系中 Ｊａｂ１ 在蛋白水平的表达分别是 ＢＴ４７４ 细胞的

１８.３和 １５.１ 倍ꎮ

图 ２　 Ｊａｂ１ 在乳腺癌细胞系中的表达　

Ｆｉｇ.２　 Ｊａｂ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ　

２.３　 Ｊａｂ１ 敲除对曲妥珠单抗耐药性的影响　 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测结果显示ꎬＪａｂ１ ｓｉＲＮＡ 能够显著降低 Ｃ５
及 Ｃ６ 细胞系中 Ｊａｂ１ 的表达(图 ３)ꎬ灰度值分析显示

Ｃ５ 细胞系中ꎬＪａｂ１ ｓｉＲＮＡ 组中 Ｊａｂ１ 的表达为对照组

的 ２３.５％ꎬ而 Ｃ６ 细胞系中ꎬＪａｂ１ ｓｉＲＮＡ 组为对照组的

４５.６％ꎮ ＭＴＳ 结果显示ꎬＪａｂ１ 敲除后对曲妥珠单抗耐

药的乳腺癌细胞株系 Ｃ５ 和 Ｃ６ 重新对曲妥珠单抗敏

感(Ｐ<０.０５)(图 ４)ꎮ
２.４　 Ｊａｂ１ 敲除对曲妥珠单抗治疗诱导的凋亡的影

响　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ / ＰＩ 染色结果显示ꎬ在 Ｊａｂ１ 敲除后的细

胞系 Ｃ５ 和 Ｃ６ꎬ曲妥珠单抗导致的凋亡作用显著增强ꎬ
在 Ｃ５ 细胞系中ꎬ１００ μｇ􀅰ｍＬ－１曲妥珠单抗处理 ２４ ｈ
后ꎬＪａｂ１ 敲除组与对照组凋亡率为(１２.８±２.９)％ 和

(２.７±０.５)％(Ｐ<０.０５) (图 ５)ꎮ 而在 Ｃ６ 细胞系中ꎬ
Ｊａｂ１ 敲除组与对照组的凋亡率分别为(１８.８±３.６)％
和(４.１±１.１)％(Ｐ<０.０５)(图 ６)ꎮ

图 ３　 敲除后 Ｊａｂ１ 在 Ｃ５ 和 Ｃ６ 中的表达　
Ｆｉｇ.３　 Ｊａｂ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｃ５ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ Ｃ６ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ Ｊａｂ１

ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ　

图 ４　 Ｊａｂ１ 敲除后对 Ｃ５ 和 Ｃ６ 细胞存活率的影响　
Ｆｉｇ. ４ 　 Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｃ５ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ Ｃ６ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ Ｊａｂ１

ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ　

图 ５　 Ｊａｂ１ 敲除后对 Ｃ５ 细胞凋亡的影响　
Ｆｉｇ.５　 Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ Ｃ５ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ Ｊａｂ１ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ　

３　 讨论　
ＨＥＲ２ 是乳腺癌重要的预后判断因子ꎬ目前以
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图 ６　 Ｊａｂ１ 敲除后对 Ｃ６ 细胞凋亡的影响　
Ｆｉｇ.６　 Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ Ｃ６ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ Ｊａｂ１ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ　

ＨＥＲ２ 为靶点药物曲妥珠单抗在大部分 ＨＥＲ２ 阳性的

乳腺癌患者中取得了良好的疗效ꎬ改善了预后ꎬ但是在

治疗过程中大部分患者发生了曲妥珠单抗耐药的情

况ꎬ这也是目前乳腺癌治疗研究中的热点与难点ꎮ 在

乳腺癌中ꎬＨＥＲ２ 的过表达能够激活一些重要的信号

通路ꎬ如 ＭＡＰＫ 及 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路等ꎬ这些重要

信号通路的激活能够促进肿瘤的增殖及侵袭ꎮ 基于此

现象ꎬ通过抑制这些重要通路来逆转曲妥珠单抗耐药

取得了进展ꎬ动物实验及前期临床试验表明ꎬ以这些信

号通路为靶点的药物联合曲妥珠单抗在 ＨＥＲ２ 乳腺癌

治疗中取得了一定疗效ꎬ但对 ＨＥＲ２ 过表达乳腺癌曲

妥珠单抗耐药的进一步研究仍然是必要的ꎮ Ｊａｂ１ /
ＣＳＮ５ 是 ＣＯＰ９ 信号体的第 ５ 个亚单位ꎬ在许多恶性肿

瘤组织中过表达的现象ꎬ包括乳腺癌、胃癌、结直肠癌、
胶质瘤等ꎬ实验表明ꎬＪａｂ１ 对这些肿瘤的增殖及侵袭

性有显著影响ꎬ因此 Ｊａｂ１ 在很多肿瘤中认为是一个潜

在的治疗靶点ꎬ此外ꎬＨＥＲ２ 能够在转录水平激活 Ｊａｂ１
从而在诸多肿瘤发生发展中发挥重要作用[９]ꎮ 在乳

腺中ꎬＨＥＲ２ 是重要的治疗靶点ꎬＨＥＲ２ 和 Ｊａｂ１ 的联系

使得笔者做了大胆的假设ꎬ并研究 Ｊａｂ１ 在曲妥珠单抗

耐药中是否发挥一定的作用ꎮ 本研究结果显示ꎬＪａｂ１
在曲妥珠单抗耐药乳腺癌患者组织中表达显著高于曲

妥珠单抗敏感乳腺癌患者ꎬ同样的ꎬ在曲妥珠单抗耐药

的乳腺癌细胞株 Ｃ５ 和 Ｃ６ 中ꎬＪａｂ１ 蛋白表达水平显著

高于敏感组细胞株ꎮ 这提示 Ｊａｂ１ 可能作为预测 ＨＥＲ２
过表达乳腺癌对于曲妥珠单抗治疗敏感性的有效预测

指标ꎮ 进一步利用 ＲＮＡ 干扰技术敲除耐药细胞株中

Ｊａｂ１ 的表达ꎬ可见细胞株 ＩＣ５０明显下降ꎮ 凋亡实验显

示ꎬＪａｂ１ 敲除后增强了曲妥珠单抗诱导的凋亡作用ꎮ
本研究结果提示ꎬ在乳腺癌中ꎬＪａｂ１ 过表达可能诱导

其发生对曲妥珠单抗治疗耐药ꎬ虽然这一现象的具体

机制需要进一步的研究ꎬ但是本研究对临床上逆转乳

腺癌治疗中的曲妥珠单药耐药提供了新的思路ꎮ
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