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3-MA 3-Methyladenine 3-甲基腺嘌呤 

AMPK Adenosine Monophosphate Activated Protein Kinase 腺苷酸活化蛋白激酶 

ATG autophagy-related gene 自噬相关基因 

Atg14L Autophagy-related protein 14L 自噬相关蛋白 14L 

Atg6 Autophagy-related protein 6 自噬相关蛋白 6 

AP Ammonium persulfate 过硫酸铵 

BA Bafilomycin A 巴伐洛霉素 A 

Bax BCL2-Associated X Protein BCL2 相关 X 蛋白 

Bcl-2 B-cell lymphoma-2 B 淋巴细胞瘤-2 基因 

BR Berberine 小檗碱 

BSA Albumin from Bovine Serum 牛血清白蛋白 

CMA chaperone-mediated autophagy 分子伴侣介导的自噬 

CML chronic myelocytic leukemia 慢性粒细胞性白血病 

CQ Chloroquine 氯喹 

CSCs Cancer Stem Cells 肿瘤干细胞 

DCFH-DA Dichloro-dihydro-fluorescein diacetate 二氯-二氢-荧光素二乙酸盐 

DRAM  Damage-Regulated Autophagy Modulator 损伤调控自噬调节子 

DAPI 4'.,6-diamidino-2-phenylindole 4'.,6-二脒基-2-苯基吲哚 

EdU 5-ethynyl-2-deoxyuridine 5-乙炔基-2-脱氧尿嘧啶核苷 
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EGF  Epidermal Growth Factor 表皮生长因子 

EGFR Epidermal Growth Factor Receptor 表皮生长因子受体 

ER Estrogen Receptor 雌激素受体 

GFP-LC3 LC3 fused Green Fluorescence Protein  LC3 融合绿色荧光蛋白 

GSH Glutathione 谷胱甘肽 

GSK GlaxoSmithKline 葛兰素史克 

HCQ Hydroxychloroquine 羟化氯喹 

HER2 Human Epidermal growth factor Receptor-2 人表皮细胞生长因子受体 

HO-1 Heme oxygenase 1 血红素加氧酶 1 

JNK c-Jun N-terminal kinase c-Jun 氨基末端激酶 

LC3-Ⅰ TypeⅠ LC3 Ⅰ型 LC3 蛋白 

LC3-Ⅱ TypeⅡ LC3 Ⅱ型 LC3 蛋白 

MAPK Mitogen-activated protein kinase  丝裂原活化的蛋白激酶 

mTOR Mammalian Target of Rapamycin  哺乳动物雷帕霉素靶蛋白 

MTT 
3- (4,5-cimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl 

tetrazolium bromide 

3-(4, 5-二甲基噻唑-2)-2, 5-二

苯基四氮唑溴盐 

NAC N-acetyl cysteine N-乙酰半胱氨酸 
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还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

磷酸 

OS Overall Survival 总体生存期 

p70SK Stress Kinases S6 kinase p70  应激激酶 S6-p70 

PFS Progression-Free Survival 无疾病进展生存期 

PI3K Phosphoinositide 3-kinase  磷脂酰肌醇-3-激酶 

PR Progesterone Receptor 孕激素受体 
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PTEN Phosphatase and tensin homolog 磷酸酯酶与张力蛋白同源物 

PUMA p53 upregulated modulator of apoptosis p53 上调的凋亡调节子 

ROS  reactive oxygen species 活性氧 

shRNA short hairpin RNA 短发卡 RNA 

SOD Superoxide Dismutases  超氧化物歧化酶 

TKI Tyrosine Kinase Inhibitor 酪氨酸激酶抑制剂 

TTP Time to Progression  疾病进展时间 

UVRAG UV radiation resistance-associated gene  紫外线照射抵抗相关基因 
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中文摘要 
 

从 20 世纪 70 年代末开始，全球乳腺癌的发病率呈持续上升趋势。2014 年美国

肿瘤学会在《肿瘤临床医生期刊》（A Cancer Journal for Clinicians）公布的数据显示，

乳腺癌依旧是女性人群中最为常见的癌症。据其预计，乳腺癌将占女性所有新发肿

瘤（Estimated New Cases）的四分之一左右，死亡率（Estimated Deaths）也仅次于肺

癌，排名第二。中国虽然不是乳腺癌的高发国家，但近年来发病率却一直处于高位。

截至 2008 年，中国乳腺癌新发数量占全世界的 12.2%，死亡数量则占到了 9.6%。尤

其值得注意的是，我国乳腺癌患者的平均诊断年龄约为 50 岁，与西方女性的平均年

龄（约为 61 岁）相比提前了约 11 年时间。由此可见，无论在西方国家还是在我国，

乳腺癌都已成为女性最常见的、发病率最高的恶性肿瘤，而且在我国的发病年龄正

趋于年轻化，严重影响着女性身心健康。 

目前，乳腺癌的治疗方法主要包括手术、化疗、放疗和分子靶向药物治疗等多

种手段。其中，分子靶向药物的研发和应用最为迅速。依据人表皮细胞生长因子受

体 2（Human Epidermal growth factor Receptor-2, HER2）、雌激素受体（Estrogen 
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Receptor, ER）和孕激素受体（Progesterone Receptor, PR）三种受体在乳腺癌细胞的

不同表达水平，将乳腺癌分为四种不同的亚型，即 Luminal A 型、Luminal B 型、HER2

阳性和三阴型。HER2 是一个与肿瘤发生密切相关的细胞膜表面受体，它的高表达与

乳腺癌患者的不良预后密切相关。经统计显示，有近 1/4 的乳腺癌患者属于 HER2

阳性，而这类患者的预后较差，且恶性程度较高。因此，针对 HER2 受体的分子靶

向药物研究显得尤为重要。美国 Genentech 公司研发了人源化 HER2 单克隆抗体--曲

妥珠单抗（Trastuzumab，商品名：赫塞汀，Herceptin），因其联合化疗可以显著延长

HER2 阳性转移性乳腺癌的总生存期，于 1998 年获得美国食品药品监督管理局(Food 

and Drug Administration, FDA)批准上市，成为单克隆抗体类靶向药物研究的里程碑。

随后，FDA 又批准将 Trastuzumab 第一个用于乳腺癌的新辅助治疗。不幸的是，大

部分 HER2 阳性患者在使用 Trastuzumab 治疗 1 年左右会出现耐药现象，进而导致肿

瘤转移复发。 

拉帕替尼（Lapatinib）是葛兰素史克公司（GlaxoSmithKline, GSK）研发的一种

针对 HER2 的新型小分子抑制剂，它可以同时抑制 HER2 和表皮生长因子受体

（Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR）胞内段的 ATP 结合位点，阻断下游增殖

信号的传递，从而达到抗肿瘤的目的。2007 年该药被 FDA 批准应用于临床，与卡培

他滨（Capecitabine）合并治疗晚期或复发性的乳腺癌，特别是已经发生 Trastuzumab

耐药的乳腺癌。临床研究发现，联合应用 Capecitabine 和 Lapatinib 治疗复发性晚期

或转移性乳腺癌，可明显延长疾病的进展时间（Time to Progression, TTP）和无疾病

进展生存期（Progression-Free Survival, PFS）。这证明 Lapatinib 对进展期乳腺癌具有

明显的治疗效果。研究表明，表皮生长因子（Epidermal Growth Factor, EGF）等配体

与 HER2 受体结合后可以激活 HER2 信号转导通路，诱发下游信号分子通路的级联

反应。HER2 受体的活化可以诱导 PI3K、Akt、mTOR、p70SK 等分子的活化，促使

其发生磷酸化，加速肿瘤细胞的增殖。而 Lapatinib 则通过阻断 HER2 下游促增殖信

号的传递，抑制 PI3K、Akt 等分子活化和 HER2 阳性乳腺癌细胞的增殖，从而达到

治疗肿瘤的目的。可是，临床试验显示 Lapatinib 的临床反应率仅有 24%左右，获益

率也处于较低水平。原发性或获得性耐药严重制约着 Lapatinib 在临床的应用，治疗

失败的主要原因是产生耐药，阐明其耐药性机制并进行有效的干预，将有助于进一

步提高该药的临床应用价值。 



第四军医大学硕士学位论文 

-6- 

自噬（Autophagy）是细胞在营养不足、药物干预等极端条件下进行自我保护的

重要机制之一。自噬可以促进细胞生存，但是过度的自噬却促进细胞凋亡。因此，

究竟“细胞自噬是促进还是抑制肿瘤细胞的存活”是一个充满争议的话题。近期有研

究表明，细胞自噬可能参与肿瘤细胞获得耐药性的过程，而 PI3K/Akt/mTOR、

LKBI/AMPK/mTOR 等信号通路可能是细胞自噬发生的主要上游调控分子。同时，细

胞中的活性氧类（Reactive Oxygen Species, ROS）与自噬也表现出密切的关系，参与

到肿瘤细胞耐药性的获得过程中，激活耐药细胞的 ROS 水平可能成为逆转肿瘤耐药

的重要机制之一。 

基于以上研究背景，我们试图通过本课题的探索回答如下问题：（1）在 HER2

阳性乳腺癌细胞获得 Lapatinib 耐药性的过程中，细胞自噬是否发挥重要作用？（2）

是否可以通过抑制细胞自噬过程恢复 Lapatinib 的治疗敏感性？（3）细胞自噬活化的

分子机制是什么？（4）小檗碱（Berberine, BR）等药物是否可以通过上调 ROS 水平

杀伤 Lapatinib 耐药细胞？通过解答以上问题，我们将明确 HER2 阳性乳腺癌细胞获

得 Lapatinib 耐药性的机制，并为恢复 Lapatinib 的治疗敏感性提供重要理论依据。 

研究方法和结果： 

1. 具有 Lapatinib 耐药性的 HER2 阳性细胞株的筛选及耐药性分析：（1）利用 Lapatinib

处理 HER2 高表达的乳腺癌细胞系 BT-474 和 AU-565，逐渐增加 Lapatinib 的作用

浓度，维持筛选 12 个月，最终获得具有 Lapatinib 耐药性的细胞；（2）利用 MTT、

平板克隆和软琼脂克隆形成能力分析等方法对 BT-474 耐药细胞（BT-474
LapR）和

AU-565 耐药细胞（AU-565
LapR）的耐药能力进行检测。结果：所筛选的耐药细胞

经过细胞增殖、平板克隆形成以及软琼脂克隆形成等多方面检测均表现出稳定的

耐药性，可以满足后续机制研究的需要。 

2. 细胞自噬促进 HER2 阳性细胞株获得 Lapatinib 耐药性的功能评价：（1）利用透射

电镜分析细胞自噬体是否在 BT-474
LapR 和 AU-565

LapR 细胞中增加；（2）用细胞自

噬标记分子 GFP-LC3 融合蛋白转染 BT-474 和 AU-565 细胞系，并用激光共聚焦

显微镜观察自噬体的分布变化；（3）利用 MTT、EDU、平板克隆和流式细胞术等

方法对 BT-474
LapR 和 AU-565

LapR 细胞进行检测，观察细胞的功能变化；（4）利用

细胞自噬的抑制剂 3-甲基腺嘌呤（3-Methyladenine, 3-MA）、氯喹（Chloroquine, CQ）

和巴伐洛霉素 A （Bafilomycin A, BA）联合 Lapatinib 作用耐药细胞，并进行细胞
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增殖能力和凋亡分析。结果：细胞自噬可以促进 HER2 阳性细胞株获得 Lapatinib

耐药性，抑制细胞自噬可以显著增强耐药细胞对 Lapatinib 的治疗敏感性。 

3. 细胞自噬在 Lapatinib 耐药细胞中活化的机制分析：（1）利用 Western-blotting 技术

分析 AMPK-mTOR 信号通路相关分子在 BT-474
Par 和 BT-474

LapR 细胞中的表达差

异；（2）利用 AMPK 磷酸化的抑制剂 Compound C 阻断 AMPK 下游信号通路，分

析其对耐药细胞功能的影响。结果：磷酸化 AMPK 在 BT-474
LapR 细胞中的表达明

显增加，提示 AMPK 在耐药细胞中处于活化状态，这可能是诱发细胞自噬的主要

原因。Compound C 阻断 AMPK 下游信号通路后，LC3-Ⅰ向 LC3-Ⅱ的转化受到明

显的阻断，细胞水平的 Lapatinib 治疗敏感性显著增加。 

4. Lapatinib 耐药细胞的 ROS 状态分析及 BR 干预研究：（1）利用 MTT、EdU、流式

细胞术等方法检测 Lapatinib 和/或 BR 对 BT-474
LapR 细胞增殖和凋亡功能的影响；

（2）利用 ROS 试剂盒检测 BR 对 BT-474
Par 和 BT-474

LapR 细胞 ROS 水平的影响。

结果：利用 DCFH-DA 标记和流式细胞术分析，发现 BT-474
LapR 细胞的 ROS 水平

显著低于 BT-474
Par 细胞。BR 可以通过上调 ROS 水平显著增加耐药细胞对

Lapatinib 的治疗敏感性，并诱导耐药细胞凋亡。 

结论： 

1. 所筛选的 Lapatinib 耐药乳腺癌细胞系 BT-474 和 AU-565 具有稳定的耐药性； 

2. Lapatinib 耐药细胞的自噬形成能力增加，并促进 HER2 阳性细胞获得 Lapatinib

耐药性； 

3. 利用自噬抑制剂阻断耐药细胞的自噬过程有助于恢复耐药细胞对 Lapatinib 的治

疗敏感性； 

4. BR 可通过上调 ROS 水平恢复耐药细胞的治疗敏感性。 

 

关键词：拉帕替尼；人表皮细胞生长因子受体 2；乳腺癌；耐药性；自噬；凋亡；

氯喹；3-甲基腺嘌呤；巴伐洛霉素 A 
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Abstract 
 

Since late 1970s, the global incidence of breast cancer increase a lot. The American 

Cancer Society released cancer statistics data on A Cancer Journal for Clinicians every 

year, which showing that breast cancer is still one of the most common cancers among 

women. Breast cancer is expected to account for about a quarter of the new estimated new 

cases of all women cancer types. Its mortality rate (estimated deaths) ranks the second 

after lung cancer.  

Although China is not with high incidence of breast cancer, however, in recent years 

the incidence rate of breast cancer increased a lot. Until 2008, the new cases of breast 

cancer in China accounts for 12.2% of the global, deaths accounted for 9.6%.  

Data released from the Chinese National Cancer Center and Bureau of Disease 

Prevention and Control of Ministry of Health in 2009 showed that breast cancer incidence 

ranked the first of female malignant tumors. Notably, however, the average diagnostic age 

of Chinese breast cancer patients is about 50 years old, ahead about 11 years than the 
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average age of the western women (about 61 years old). Thus, breast cancer has become 

one of the most common and highest incidences of malignant tumors both in the western 

countries and China. Especially, the onset age of breast cancer in our country is becoming 

more younger, seriously affecting women's physical and mental health.  

Now there are several different therapy strategies of breast cancer, including surgery, 

radiotherapy, chemotherapy and molecular targeting therapy etc. And the molecular 

targeting drugs developed most rapidly among all the fields. According to the expression 

levels of three different receptors of HER2 (Human Epidermal growth factor Receptor-2), 

ER (estrogen receptor) and PR (progesterone receptor), breast cancer is classified into four 

different subtypes, such as Luminal A, Luminal type B, HER2 positive and triple negative.  

HER2 is a cell membrane receptor closely related to tumorigenesis. Its high 

expression will predict the worse prognosis of breast cancer patients. The statistics show 

that nearly a quarter of breast cancer patients are HER2 positive, and most of them with 

advanced malignant diagnosis. Therefore, it’s vital significance to develop the molecular 

drugs targeting HER2 receptor.  

The humanized HER2 monoclonal antibody (Trastuzumab), developed by Genentech 

company, can significantly extend the overall survival of HER2 positive metastatic breast 

cancer. Trastuzumab was approved by the United States FDA in 1998, and became the 

milestone of monoclonal antibody targeting drugs research. Later, FDA approved 

Trastuzumab as the first drug for the neoadjuvant therapy of breast cancer. However, most 

of HER2 positive patients acquired resistance after one year treatment of Trastuzumab, 

and finally caused distant metastasis.  

Lapatinib is a new small molecule inhibitor, which can inhibit the intracellular ATP 

binding sites of HER2 and EGFR, and block the downstream proliferation signal 

transduction. Clinical studies have confirmed that combination of Capecitabine and 

Lapatinib can significantly extend the time to progression (TTP) and progression-free 

survival (PFS). Especially, Lapatinib was still effective to breast cancer patients resistant 

to Trastuzumab treatment. Lapatinib targeting HER2 was approved to treat the advanced 

or recurrent breast cancer with combination of Capecitabine by USA FDA and China 
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SFDA in 2007 and 2013 respectively.  

Studies have shown that EGF (epidermal growth factor) can activate HER2 receptor 

signal transduction signaling, triggering downstream signal cascade reactions. HER2 

receptor activation can induce PI3K, Akt, mTOR and p70SK activation, and promote the 

proliferation of tumor cells. Lapatinib can inhibit PI3K and Akt activation to block 

downstream signal transduction and the proliferation of HER2 positive breast cancer cells. 

However, the clinical response rate of Lapatinib is only about 24%. Primary or acquired 

resistance to Lapatinib severely limited its therapeutic efficacy. Therefore, the 

development of drug resistance is the major reason of treatment failure of Lapatinib. The 

resistance mechanism elucidation and effective intervention will help to further improve 

its clinical application.  

Autophagy is one of important mechanisms of cellular self-protection under extreme 

conditions, such as nutritional deficiencies and drug intervention etc. Autophagy can 

promote cell survival, but excessive autophagy induces cell apoptosis. Therefore, whether 

autophagy to promote or inhibit the tumor cell survival is still under controversy. Recent 

studies have shown that autophagy may participate in the process of tumor cells acquiring 

resistance. And PI3K/Akt/mTOR, LKBI/AMPK/mTOR signaling pathway might be the 

main upstream regulatory signaling. At the same time, the response of cellular reactive 

oxygen species (ROS) was also involved in the process of tumor cells to acquire resistance. 

To activate the cellular ROS level might be one of important mechanisms to reverse tumor 

drug resistance. 

Based on the above research background, in this subject we mainly answer the 

following questions: (1) Whether cellular autophagy plays important role in HER2 

positive breast cancer cells acquiring resistance of Lapatinib; (2) Whether autophagy 

inhibition can restore Lapatinib treatment sensitivity; (3) What is the molecular 

mechanism of autophagy activation? (4) Compare the ROS level differences between 

parental and resistant cells and elucidate whether berberine can kill Lapatinib resistant 

cells through raising cellular ROS levels. Answering these questions will clarify the 

mechanism of Lapatinib resistance of HER2 positive breast cancer cells. And provide 
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important therapeutic strategy to restore Lapatinib sensitivity.  

Methods and Results: 

1. Screening and validation of HER2 positive cell lines with Lapatinib resistance: (1) 

Treat HER2 positive breast cancer cell lines BT-474 and AU-565 with gradual 

increasing dosage of Lapatinib. And maintain for 12 months to select the stable cells 

with Lapatinib resistance; (2) Analyze the resistance ability of BT-474 and AU-565 

cells through MTT, plate cloning and soft agar colony formation ability etc. Results: 

The selected resistant cells demonstrated Lapatinib resistance capacity with cell 

proliferation, colony formation, which is suitable for the following experiments.  

2. Functional evaluation of autophagy promoting HER2 positive breast cells to acquire 

Lapatinib resistance: (1) Whether autophagy increases in BT-474 and AU-565 

resistant cells using transmission electron microscopy analysis; (2) Transfect 

GFP-LC3 fusion protein (autophagy biomarker) into BT-474 and AU-565 cells and 

then detect the autophagosome distribution using laser confocal microscope; (3) 

Determining the function of BT-474 and AU-565 Lapatinib-resistant cells by MTT, 

EDU, colony formation and flow cytometry analysis respectively; (4) Treat the 

Lapatinib-resistant cells with autophagy inhibitors (CQ, 3-MA and BA) and analyze 

the cell proliferation and apoptosis. Results: Autophagy can promote the HER2 

positive cell lines acquiring Lapatinib resistance. And inhibiting autophagy may 

significantly enhance the sensitivity of resistant cells to Lapatinib.  

3. Mechanism analysis of autophagy activation in Lapatinib resistant cells: (1) Analyze 

the expression difference of AMPK/mTOR signaling pathway in BT-474
Par

 and 

BT-474
LapR

 cells using Western blot; (2) Use AMPK phosphorylation inhibitor 

Compound C to block AMPK signaling pathway and analyzes its impact on drug 

resistant cells function. Results: The phosphorylation level of AMPK increased in 

BT-474
LapR

 cells, suggesting AMPK activation in resistant cells, maybe the main 

reason inducing cell autophagy. Compound C could block the downstream signaling 

pathways of AMPK and the transformation from LC3-Ⅰ to LC3-Ⅱ. Thus, increase 

the sensitivity of Lapatinib treatment. 
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4. Analyze reactive oxygen species status in Lapatinib resistant cells and berberine 

intervention research: (1) Using MTT, EdU and flow cytometry analysis to determine 

whether berberine could inhibit BT-474
LapR

 cells proliferation and increase apoptosis; 

(2) Using reactive oxygen species detection kit to analyze how berberine affecting the 

proliferation of BT-474
LapR

 cells. Results: DCFH-DA labeling and flow cytometry 

analysis showed that there was less ROS in BT-474
LapR

 cells. Berberine can 

dramatically increased the sensitivity to Lapatinib and induced resistant cell apoptosis 

through increasing intracellular ROS levels.    

Conclusion: 

1. The resistant breast cancer cells of BT-474 and AU-565 had stable resistance to 

Lapatinib. 

2. Autophagy increased in Lapatinib resistant breast cancer cells, and promoted the cells 

acquiring Lapatinib resistance. 

3. Autophagy inhibitors could restore sensitivity of resistant cells to Lapatinib treatment. 

4. Berberine can increase ROS levels of BT-474
LapR

 to increase the sensitivity of 

Lapatinib treatment. 

 

Key words：Lapatinib; HER2; Breast cancer; Drug resistance; Autophagy; Apoptosis; 

CQ; 3-MA; BA. 
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前    言 
 

从 20 世纪 70 年代末开始，全球乳腺癌的发生率呈持续上升趋势。美国肿瘤学

会公布的 2014 年统计数据显示，乳腺癌依然是女性人群最常见的肿瘤。乳腺癌每年

新发病例约占所有肿瘤类型的四分之一左右，稳居女性肿瘤的首位，而其死亡率也

仅次于肺癌，排名第二。虽然中国不是乳腺癌的高发国家，但是，近年来其发病率

在我国却一直处于高位。值得关注的是，我国乳腺癌患者的平均诊断年龄约为 50 岁，

比西方女性的平均年龄（约为 61 岁）提前了约 11 年时间。由此可见，乳腺癌已成

为女性最常见的、发病率最高的恶性肿瘤。 

HER2 是一个与肿瘤发生密切相关的细胞膜表面受体，它的高表达与乳腺癌患者

的不良预后密切相关系。人源化 HER2 单克隆抗体 Trastuzumab 联合化疗可以显著延

长 HER2 阳性转移性乳腺癌的总生存期。然而，大部分 HER2 阳性患者在使用

Trastuzumab 治疗 1 年左右会出现耐药。小分子抑制剂 Lapatinib 可以同时抑制 HER2

和 EGFR 胞内段的 ATP 结合位点，阻断下游增殖信号的传递、抑制肿瘤生长。它与

Capecitabine 联合治疗晚期或复发性、特别是已经发生 Trastuzumab 耐药的乳腺癌可

以收到良好的效果。但耐药同样困扰和限制着 Lapatinib 在临床的应用，阐明 Lapatinib

的耐药机制并进行有效的干预，将有助于提高其临床应用价值。 

研究表明，细胞自噬可能参与了肿瘤细胞获得耐药性的过程，而

PI3K/Akt/mTOR、LKBI/AMPK/mTOR 等信号通路则是细胞自噬发生的主要上游调控

分子。本课题首先明确细胞自噬是否在 HER2 阳性乳腺癌细胞获得 Lapatinib 耐药性

过程中发挥重要作用，并阐明其分子作用机制。通过分析亲本细胞和耐药细胞中 ROS

水平的差异，明确小檗碱等药物是否可以通过上调ROS水平杀伤Lapatinib耐药细胞。

上述疑问的解答，使我们初步明确了 HER2 阳性乳腺癌细胞获得 Lapatinib 耐药性的

机制，为恢复其治疗敏感性提供了重要理论依据。 
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文献回顾 
 

一、 HER2 阳性乳腺癌及 Lapatinib 应用现状 

（一） HER2 阳性乳腺癌的特点及作用 

乳腺癌是女性人群最常见的恶性肿瘤，严重威胁着女性健康。据美国肿瘤协会

公布的 2014 年数据显示，乳腺癌的发病率为女性罹患肿瘤的首位，约占所有女性新

发肿瘤的四分之一，其死亡率也仅次于肺癌，排名第二，约占肿瘤死亡患者的 15%。

预计美国 2015 年将有乳腺癌新发病例 231,840 人[1]。由于社会经济形态、生活方式

等因素的快速转变，近年来，乳腺癌在我国的发病率呈急剧上升趋势。2008 年的数

据显示，我国共有 169,452 例患者被诊断为进展型乳腺癌（invasive breast cancer）。

中国乳腺癌新发数量占全世界的 12.2%，死亡数量则占到了 9.6%
[2]。我国乳腺癌患

者的平均诊断年龄约为 50 岁，比西方女性的平均年龄（约为 61 岁）提前了约 11 年

时间。预计到 2021 年，每 10 万名女性（55-69 岁）中乳腺癌发病人数将从现有的少

于 60 人激增至 100 人左右[2]。由此可见，乳腺癌已成为女性最常见的、发病率最高

的恶性肿瘤。 

HER2、ER 和 PR 三种受体在乳腺癌中有不同的表达状态。根据表达水平的不同，

并结合细胞形态学特征，通常可将乳腺癌分成四种亚型，即 Luminal A 型 (ER 阳性

和/或 PR 阳性，HER2 阴性)、Luminal B 型(ER 阳性和/或 PR 阳性，HER2 阳性)、HER2

阳性(ER 和 PR 阴性，且 HER2 阳性)和 Basal-like 型或称三阴型(ER、PR 和 HER2 均

为阴性)。其中 HER2 阳性乳腺癌约占总体的 20%-25%
[3]。现已明确，HER2 的过度

表达可显著增加乳腺癌细胞的增殖、侵袭和远处转移能力，是乳腺癌患者死亡的重

要原因。研究显示，即使控制了乳腺癌原发病灶，仍有超过 37%的 HER2 阳性乳腺

癌患者出现脑转移[4-7]。因此，针对 HER2 的分子靶向药物研发受到人们的高度关注。 

人表皮生长因子受体（HER/EGFR）家族属于酪氨酸激酶受体，共有 4 个成员，

分别是 EGFR（HER1）、HER2、HER3 和 HER4（图 1）。其结构主要包括细胞膜外

侧的配体结合域、跨膜结合域和细胞膜内侧的酪氨酸激酶结合域[8]。这些受体的活化

可激活 PI3K/Akt 等多条下游信号通路，调控细胞的增殖、凋亡、侵袭和转移，HER2
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是其中最为重要的成员之一，目前尚未发现 HER2 的天然配体。EGF 等可与 HER2

的胞外段结合，促使其发生同源性或异源性二聚体化，从而激活胞内段的构象改变

和磷酸化，并激发下游级联反应[8]。利用特异性的抗体封闭其胞外段的受体结合区，

或利用小分子抑制剂阻断其胞内段的 ATP 结合位点，都可以抑制 HER2 的促增殖作

用（图 1）。由于 EGFR 家族的四种受体、多种配体之间存在交互作用，同时其下游

分子 MAPK 和 PI3K 等信号通路之间存在着数种反馈回路和多个不同层次的调控，

使得 HER2 的分子调控网络变得异常复杂[9]。 

 

Slamon DJ 等首次发现，HER2/neu 在大约 30%的乳腺癌组织中存在扩增，并且

HER2 的高表达与乳腺癌患者的不良预后密切相关[10]。体内外实验结果均证实 HER2

是一个癌基因，可以促使肿瘤细胞的快速增殖。这一特性使得 HER2 成为乳腺癌的

图 1  人表皮生长因子家族成员及受体酪氨酸激酶抑制剂作用示意图 

Figure 1  Members of epidermal growth factor family and working model of 

receptor tyrosine kinase inhibitors 

(Reference from: Rimawi MF et al. Annu Rev Med. 2015; 66: 111-28) 
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重要分子标记，并成为 HER2 阳性乳腺癌治疗的重要靶标[11]。因此，人们分别针对

HER2 的胞外段配体结合区和胞内段磷酸化区域进行靶向干预，研发分子靶向治疗药

物，抑制 HER2 的生物活性，阻断该受体向下游传递信号，从而抑制肿瘤的生长。 

（二） HER2 分子靶向药物及 Lapatinib 研究现状 

由于 HER2 的表达水平是决定 HER2 阳性乳腺癌增殖侵袭能力的关键因素，因

此，针对 HER2 的分子靶向药物成为治疗 HER2 阳性乳腺癌的有力工具。目前，该

领域的研发已经取得一定的成果，分子靶向治疗药物如 Trastuzumab、帕妥珠单抗

（Pertuzumab）和 Lapatinib 等已在临床开始应用，而 HER2 的阳性状态是应用该类

靶向治疗药物的重要指标。 

Trastuzumab 是 Genetech 公司研发的特异性针对 HER2 胞外结合区的人源化抗

体，于 1998 年获得美国 FDA 批准上市，用于进展期乳腺癌的治疗，之后又被批准

用于乳腺癌的新辅助化疗。在与阿霉素、环磷酰胺和紫杉醇等化疗药物联用时，

Trastuzumab 可显著延长 HER2 阳性患者的临床治疗反应率、无病生存期和总体生存

期[12]。然而，由于 HER2 可以与 EGFR、HER3 形成异源二聚体，激活下游增殖信号

通路。因此，Trastuzumab 单药应用的临床反应率只有 12-34%，仅 35 %左右的 HER2

阳性乳腺癌患者对 Trastuzumab 治疗方案有效，并且多数患者在治疗 1 年左右出现耐

药现象[13]。乳腺癌细胞通过 HER2 受体基因突变、其它受体旁路途径启动 HER2 下

游信号通路、PI3K/Akt 及 Ras/MAPK 信号通路的持续活化、HER2 受体内化转位入

核等多种机制获得 Trastuzumab 的耐药性，最终导致治疗失败[14, 15]。在此情况下，研

发新型的小分子抑制剂帮助克服 Trastuzumab 耐药性成为临床急需解决的问题。 

新开发的 Pertuzumab 可以阻断 HER2 与 EGFR、HER3 的结合。临床试验显示，

Pertuzumab 联合 Trastuzumab 的治疗效果优于 Trastuzumab 的单药应用[16]。GSK 公司

研发的小分子抑制剂 Lapatinib 也已应用于 HER2 阳性乳腺癌的治疗。Lapatinib 作为

新型的受体酪氨酸激酶抑制剂（Tyrosine Kinase Inhibitor），可以同时抑制 EGFR 和

HER2 胞内段激酶区 ATP 结合位点。这种双重抑制作用可以更有效的拮抗 HER2 下

游信号通路的传递，从而抑制肿瘤细胞的快速增殖。相对于 Trastuzumab 等单一受体

阻断剂，Lapatinib 具有更好的治疗效果，尤其是已产生 Trastuzumab 耐药的患者，在

应用 Lapatinib 时依然可以获得良好的疗效。值得关注的是，由于分子结构较小，

Lapatinib 更易透过血脑屏障，在乳腺癌脑转移的治疗方面发挥作用。目前利用
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Lapatinib 治疗转移性脑肿瘤已经成为临床研究的热点，并被证实可以用于已经发生

转移的肿瘤治疗[17]。同时，相对于 Trastuzumab 严重的心脏毒性而言，Lapatinib 的不

良反应主要表现为腹泻和皮疹等症状，患者依从性会更好[18]。 

单独应用 Lapatinib 治疗难治性 HER2 阳性转移乳腺癌的疗效并不显著，但在联

用化疗药物如 Capecitabine 时则可收到较好的效果。通过Ⅲ期临床随机试验证实，

Lapatinib 与 Capecitabine 的联用效果明显优于 Capecitabine 的单独使用。Lapatinib 与

紫杉醇的联用相对于安慰剂与紫杉醇的组合也可显著提高肿瘤治疗的反应率，延长

患者 PFS 和总体生存期（Overall Survival, OS）[19-21]。 

（三） Lapatinib 耐药机制研究现状 

虽然 Lapatinib 在 HER2 阳性乳腺癌的治疗中显示出很好的应用前景，但是仍有

相当多的患者无法从中获益。临床研究显示，Lapatinib 的临床治疗反应率仅为 24%，

而原发性和获得性（继发性）耐药是导致 Lapatinib 治疗失败的主要原因。因此，有

针对性的研究 Lapatinib 的耐药机制或许可以为恢复其治疗敏感性提供新的思路。 

目前已经发现的 Lapatinib 耐药机制主要包括：（1）PI3K 突变或 p110α 过表达，

可导致下游的增殖信号过度活化，而 PI3K 抑制剂 BAY 80-6946 和 p110α 特异性抑制

剂 BYL719 有助于逆转耐药性[22, 23]（图 2）；（2）AXL 等其它受体的活化，可导致

HER2 受体非依赖的 Akt 等下游信号通路的活化[24]；（3）癌基因 Ras 的过表达，可导

致MEK-ERK等增殖信号活化，MEK抑制剂联合Lapatinib可以促进耐药细胞的凋亡；

（4）Src 激酶的过度活化，可促进细胞增殖；（5）缺氧导致 HIF1α 信号通路的活化，

可抑制 DUSP2 的表达，促进 HER2 阳性乳腺癌细胞在缺氧状态下对 Lapatinib 耐药。

虽然针对 Lapatinib 的研究已经取得一定的进展，但是其耐药机制仍未能完全阐明。 
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二、 细胞自噬研究进展 

（一） 细胞自噬的发生过程 

Ashford 和 Porter 于 1962 年首次发现了细胞自噬现象（autophagy）。“Autophagy”

一词来源于希腊语，意思是“自己吃自己”。在生理或病理条件下都可能诱发自噬，

这是细胞适应外界环境变化的重要机制之一。当细胞经受理化因素、能量不足等应

激条件刺激时，自噬过程即被启动。需降解的细胞器、结构异常的蛋白质、部分细

胞质内容物等成分被双层膜结构的自噬小泡包裹形成自噬体（autophagosome），并最

终与溶酶体融合形成自噬溶酶体，降解其所包裹的内容物，从而促进细胞能量代谢

的再利用和某些细胞器的更新[25]。 

根据降解底物被转运至溶酶体的途径不同，可将细胞自噬分为以下三种不同类

型：微自噬（microautophagy)、巨自噬（macroautophagy）和分子伴侣介导的自噬 

(chaperone-mediated autophagy, CMA）[26, 27]。一般意义上的自噬通常指的是巨自噬。

自噬是真核细胞中普遍存在的一种生物现象，在细胞生理活动中负责降解异常的蛋

白、细胞器等成分，对维持正常的细胞结构和功能起到至关重要的作用。尤其是在

图 2  曲妥珠单抗和拉帕替尼的分子耐药机制 

Figure 2  Molecular mechanism of Trastuzumab and Lapatinib resistance 

(Reference from: Esteva FJ. et al. Nat Rev Clin Oncol. 2010; 7(2): 98-107) 
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饥饿等营养条件不足时，细胞可以通过自噬过程选择性的降解部分蛋白和线粒体等，

以维持能量的供应。 

细胞自噬过程以自噬体的形成作为特征性的标志。尽管人们对自噬体形成的具

体步骤和详细分子机制尚未完全阐明，但已明确其形成的三个基本阶段（见图 3）[28]。

（1）初始阶段：在内质网或高尔基体上形成新月形的隔离膜，称为初始吞噬泡

（phagophore），这一过程主要受到 AMPK、mTOR、ATG1/ULK 等上游信号分子的

调控；（2）自噬体膜延伸阶段：所形成的新月形隔离膜不断延伸，最终闭合，形成

球形的自噬体或吞噬小体，其内包含有将被降解的细菌、蛋白质或受损细胞器。这

一过程受到众多自噬相关基因（autophagy-related gene, ATG）的调控，主要包括

Beclin、ATG5、ATG12 和 ATG16L 等分子的调控。球形的自噬体膜结构形成后，

ATG5/ATG12/ATG16L 复合物从自噬体上脱离。随后，ATG4 和 ATG3、ATG7 相继酶

切 LC3，并促使 LC3-Ⅰ转化为 LC3-Ⅱ。LC3-Ⅱ与自噬体膜结合后，促进其闭合并与

溶酶体融合；（3）自噬体成熟阶段：自噬体和溶酶体膜融合形成自溶酶体，所包裹

的线粒体细胞器、蛋白等内容物被降解，释放氨基酸、脂肪酸等代谢物供细胞循环

利用。 

 

 

图 3  细胞自噬体的形成过程 

Figure 3  Autophagosome formation process 

(Reference from: Xie Z. et al. Nat Cell Biol. 2007; 9(10): 1102-9.) 
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（二） 细胞自噬与细胞凋亡、肿瘤细胞耐药 

大量研究证实，细胞自噬在肿瘤发生、发展过程中发挥重要作用。然而，文献

报道的结果并不一致。究其原因主要是细胞自噬在肿瘤发生、快速增殖和耐药等不

同阶段扮演着不同的角色。总体而言，细胞自噬在肿瘤演进中可能发挥了抑制和促

进的双重作用，但具体发挥何种作用则取决于肿瘤的进展程度以及整体状况[29]。在

肿瘤发生阶段，细胞自噬可通过控制炎症状况、组织损伤以及基因的不稳定性等，

最终诱发细胞凋亡，抑制肿瘤细胞增殖。然而，在肿瘤发展、转移和产生耐药性的

过程中，自噬通过降解自身细胞器和蛋白等结构成分，维持能量供应，使得细胞能

在缺氧、营养缺陷等极端不利条件下存活，成为促进肿瘤细胞生长的重要原因[25, 30]。 

细胞自噬与凋亡之间的关系十分密切[31]，自噬在促进或抑制细胞凋亡两方面都

有一定的证据支持。自噬相关基因 Atg5 和 Atg7 的基因剔除小鼠均表现出进行性的运

动功能和行为障碍，其主要原因是细胞自噬不能有效清除结构异常的蛋白质。自噬

关键调控基因 Beclin 1 被认为是一个抑癌基因，其在乳腺癌等肿瘤组织中的表达明显

降低。Beclin 1 杂合性缺失小鼠易发多种肿瘤[32]。然而，大量证据表明，细胞自噬可

以促进细胞在葡萄糖剥夺、生长因子缺乏、缺氧或放化疗等不利条件下的存活，有

助于维持细胞的能量供应，并保护基因组的完整性[33, 34]。 

细胞自噬在肿瘤细胞耐药过程中的作用备受关注，大量研究显示自噬有利于肿

瘤细胞在放化疗等极端条件下存活，这成为导致肿瘤细胞耐药和转移复发的重要原

因[31]。细胞自噬可以促进 HER2 阳性细胞对 Trastuzumab 产生耐药，LC3 shRNA 则

可以抑制细胞自噬过程，并恢复耐药细胞对 Trastuzumab 治疗的敏感性[35]。细胞自噬

也可以促进慢性粒细胞性白血病（chronic myelocytic leukemia，CML）细胞获得对分

子靶向药物伊马替尼（Imatinib）的耐药性[36]、促使结直肠癌细胞获得对顺铂和 5-

氟尿嘧啶（5-FU）等药物的耐药性[37]。而利用 RNAi 干预细胞自噬关键分子的表达

或自噬抑制剂都可以恢复这些耐药细胞对治疗的敏感性。因此，阐明细胞自噬在肿

瘤细胞获得耐药性过程中的机制和生物学功能有助于克服肿瘤细胞耐药性，为临床

治疗提供重要的药物作用靶点。 

细胞自噬抑制剂可以阻断细胞自噬过程，在逆转肿瘤耐药研究中广泛应用。最

常用的自噬抑制剂包括 CQ 或羟化氯喹（Hydroxychloroquine，HCQ）、3-MA 和 BA

等[31]。它们的作用机制不尽相同，CQ 和 HCQ 属于溶酶体腔碱化剂，主要通过中和
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溶酶体 pH 值阻断自噬发生过程；3-MA 通过抑制Ⅲ型 PI3K 的激活抑制自噬的启动

过程；BA 属于质子泵抑制剂，通过抑制自噬体与溶酶体的融合而抑制自噬体的形成。

目前已有部分临床试验开始评价细胞自噬抑制剂联合化疗是否有助于提高肿瘤的疗

效。  

（三） 细胞自噬的分子调控机制 

如前描述，细胞自噬过程包括自噬信号的激活、细胞自噬体形成等多个步骤，

其调控过程涉及上游调控环节和细胞自噬体形成过程的调节。细胞自噬的启动过程

是主要调控环节，主要包括 PI3K-Akt-mTOR, LKB1-AMPK-mTOR, P53, Beclin1 和

Bcl-2 等分子信号通路。 

PI3K-Akt-mTOR 是调控细胞增殖状态的主要信号通路之一，在多种肿瘤细胞中

发现了 PI3K（I 型）的突变，如 E542K、E545D 和 E545K 等。这些突变导致 PI3K-Akt

信号的组成型活化，激活 mTOR (mammalian target of rapamycin)而抑制细胞自噬过

程。抑癌基因 PTEN 可以阻断 Akt 的活化信号，从而激活细胞自噬。mTOR 是感应

细胞增殖的主要信号，mTOR 信号通路的活化直接抑制 Atg1/ULK 激酶的活化和细胞

自噬。而 mTOR 抑制剂雷帕霉素（Rapamycin）和 RAD001 则可以抑制 mTOR 活化

启动细胞自噬过程[38, 39]。 

AMP 激活的蛋白激酶(AMP-activated protein kinase, AMPK) 由 α、β 和 γ 三个亚

基组成，是感应细胞能量状态的感受器。当细胞能量供应不足时，细胞内 ATP 浓度

的降低伴随 AMP 浓度的增加并与 AMPK 的 γ 亚基结合，促使其空间构象发生变化。

LKB1等可催化AMPKα亚基的 172位苏氨酸发生磷酸化，从而激活AMPK
[40]。AMPK

可拮抗 mTOR 的活化进而激活细胞自噬过程，抑制肿瘤细胞增殖。AMPK 抑制剂

Compound C 则可阻断细胞自噬过程。值得注意的是，二甲双胍、阿司匹林、白藜芦

醇、小檗碱、洛伐他汀、没食子酸和辣椒素等均可以激活 AMPK/mTOR 信号通路，

无论是单独使用还是联合其他化疗药物，在治疗中都表现出抑制肿瘤生长的作用[41]。

目前正有 40 余项临床随机试验正在观察单独或联合使用二甲双胍和阿司匹林预防或

治疗肿瘤的效果，其实验结果可能为抗肿瘤治疗提供更多的选择。 

抑癌基因 p53 可以激活 AMPK 并抑制 mTOR，激活细胞自噬过程。同时 p53 还

可以激活凋亡相关的下游分子诱发细胞自噬过程，如 Sestrin2 、 DRAM 

(damage-regulated autophagy modulator)、Bax 和 PUMA 等[42, 43]。Beclin1 也被称为
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Atg6，它主要通过与 Vps34，UVRAG 和 Atg14L 等形成复合物参与细胞自噬体形成

初始阶段的调控。而 Bcl-2 则主要通过与 Beclin1 结合，抑制细胞自噬过程[31]。除此

之外，缺氧、内质网应激（Endoplasmic Reticulum Stress）、反应活性氧、营养代谢、

炎症等多种信号通路也可以调控细胞自噬过程。 

三、 活性氧（ROS）与肿瘤耐药 

活性氧（ROS, Reactive oxygen species）包括超氧阴离子、过氧化物和含氧自由

基等。ROS 是细胞能量代谢过程中的副产物，成对电子在线粒体氧化呼吸链传递时

发生泄漏是 ROS 产生的主要来源。药物处理、理化因素等多种应激条件均可造成大

量 ROS 的产生，导致线粒体结构和功能受损、基因组不稳定性增加等，从而诱发细

胞发生周期阻滞、细胞自噬、细胞凋亡等[44]。  

ROS 可与细胞基因组、线粒体、蛋白质等结合，破坏蛋白质的空间结构，促使

细胞核和线粒体发生 DNA 断裂、突变等一系列损伤，是导致细胞基因组结构不稳定

的重要原因[45]。为了维持相对稳定的细胞氧化还原水平，细胞内存在着相应的 ROS

清除体系，如超氧化物歧化酶(SOD)、谷胱甘肽还原酶（GSH）、NADPH 等抗氧化酶

体系等，及时的清除代谢过程中不断产生的 ROS。但是，缺氧、营养不足、癌基因

过度激活等因素可诱发大量的 ROS 产生，破坏细胞氧化还原稳态，易诱发细胞发生

恶性转化[46]。研究证实，ROS 与肿瘤的发生、发展密切相关。癌基因 Kras 可以通过

上调 ROS 水平诱导正常上皮细胞发生非锚定依赖性的生长，而拮抗线粒体途径的

ROS 产生则可以抑制 Kras 的在体成瘤能力[46]。 

然而，在肿瘤细胞获得耐药性的过程中，细胞内低水平的 ROS 反而更有利于耐

药细胞和肿瘤干细胞的存活。抑制细胞内源性 ROS 水平，减少 ROS 对其基因组等

结构的破坏是维持肿瘤细胞的耐药性和恶性表型的重要机制之一[47]。肿瘤细胞通过

促进 ROS 的清除和降低细胞内源性 ROS 的产生等两方面的机制，降低细胞的 ROS

水平，有利于肿瘤细胞在化疗药物干预作用下的存活（图 4）。氯硝柳胺等药物可通

过增加 ROS 水平选择性的杀伤肿瘤干细胞，提高肿瘤治疗效果[48]。5-FU、奥沙利铂

等化疗药物也是通过增加 ROS 水平杀伤肿瘤细胞[49, 50]。可见，增加细胞内源性 ROS

水平将成为新的肿瘤治疗策略，有助于提高化疗药物的临床疗效。 
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四、 小檗碱的抗肿瘤作用研究 

小檗碱（BR）又称黄连素，是我国的一种传统药物，为毛莨科植物黄连根茎中

提取的异喹啉生物碱。BR 具有很强的抑菌作用，能够对痢疾杆菌、肺炎球菌等多种

病菌产生抑制作用，尤其对痢疾杆菌的作用最强。BR 口服后不易入血，基本以原药

形式从肠道排出体外。因此，BR 的血药浓度较低，副作用较少，在临床上常用来治

疗细菌性胃肠炎、痢疾等消化道疾病。 

除抗菌作用外，近期的研究表明 BR 还具有许多其它药理活性，可用于肿瘤和炎

症、心血管和代谢紊乱等疾病的治疗[51-53]，特别是其抗肿瘤活性备受关注。研究发

现，BR 可以抑制乳腺癌、肺癌、结肠癌和肝癌等多种肿瘤细胞的增殖，促进细胞凋

亡或细胞周期停滞[51]，使其在 G0/G1 期或 G2/M 期表现出停滞状态[54, 55]。BR 与长

春新碱或伊立替康等药物联用时具有明显的协同效应，可抑制肝癌细胞的增殖能力，

图 4  ROS 与肿瘤发生和肿瘤耐药 

Figure 4  Redox adaptation in cancer development and drug resistance 

(Reference from: Trachootham D. et al. Nat Rev Drug Discov. 2009; 8(7): 579-91. ) 
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并降低其耐药性。在人非小细胞肺癌细胞 (A54 和 H1299)、人乳腺肿瘤干细胞 

(Cancer Stem Cells, CSCs) 和前列腺癌细胞 (DU145/PC-3 和 LNCaP) 的体内、体外实

验中均证实了 BR 的抗肿瘤作用[56-59]。另外，BR 还可以通过激活 Beclin-1 和抑制

mTOR 信号通路激活细胞自噬凋亡[60]。最近的一项研究发现，BR 可以通过 p53 通路

竞争性的结合 Sp1 和 Ets1，从而在转录水平下调人黑色素瘤细胞系 A375 的 DAXX

的表达，促进肿瘤细胞凋亡[61]。图 5 是 BR 抗肿瘤作用的可能机制[62]。 

 

 

如前所述，ROS 在肿瘤发生、发展过程中具有十分重要的作用，而耐药细胞通

常 ROS 水平较低，而且维持这一低水平状态有利于耐药细胞的生存。那么，BR 能

否通过调控 ROS 水平杀伤肿瘤细胞呢？研究显示，BR 可以通过上调 ROS 水平增加

AMPK 活性，抑制肿瘤细胞的黏着和侵袭，而 AMPKα1 的下调则可抵消 BR 的这些

效果。进一步研究发现，BR 可以通过抑制 MAPK、JNK、Akt 和钙离子通道等多种

途径增加 ROS 水平，诱导肝癌细胞凋亡[63]。同时，通过上调 ROS，激活 Caspase-3

图 5  小檗碱的抗肿瘤作用 

Figure 5  Proposed model for BR -mediated anti-cancer effect 

(Reference from: Ho YT. et al. Anticancer Res. 2009; 29(10): 4063-70) 
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和线粒体依赖的细胞凋亡通路，促进人舌鳞癌细胞凋亡[62]。BR 还可以联合放疗提高

具有放射治疗抵抗的前列腺癌细胞的凋亡，其主要作用机制是通过激活 Bax, 

caspase-3 等凋亡信号，并抑制 HO-1 清除 ROS 的能力[64]。但是，针对 BR 调控 ROS

的研究结果不尽相同。也有部分报道显示，BR 可以抑制 ROS 的产生。考虑可能与

细胞模型、处理条件、检测指标等多个因素相关。例如，BR 可以诱导 ROS 在前列

腺癌细胞生成，而在正常上皮细胞则无此表现[65, 66]。 
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正    文 
 

 

第一部分 Lapatinib耐药HER2阳性细胞株的

筛选及耐药性分析 
 

乳腺癌是女性最常见、发病率最高的恶性肿瘤，约占女性肿瘤的四分之一。目

前，全球每年约有 1,300,000 名女性被诊断为乳腺癌，并有约 470,000 名女性患者死

于乳腺癌。我国的乳腺癌发病率和死亡率近年来均呈现出明显的上升趋势，且发病

年龄更趋向于年轻化。HER2 阳性乳腺癌约占乳腺癌总数的 25%左右，通常预后较差。

目前，HER2 阳性乳腺癌的治疗多以 HER2 靶向治疗结合化疗为主。Lapatinib 是 GSK

公司生产的同时抑制 EGFR 和 HER2 的小分子抑制剂，可与 Capecitabine 联合治疗晚

期或转移性乳腺癌。然而令人遗憾的是，Tomasello G 等将 Lapatinib 作为一线药物进

行的临床实验结果显示，该药的总体反应率仅为 24%左右，其临床反应率和获益率

等均处于较低水平。可见耐药问题是 Lapatinib 治疗失败的主要原因。为了研究

Lapatinib 的耐药机制，并寻求解决问题的方法。在本部分实验中，我们着重进行

Lapatinib 耐药株的筛选。首先选取 HER2 阳性乳腺癌细胞 BT-474 和 AU-565，分别

给予 Lapatinib 处理并维持 12 个月，最终获得具有耐药性的细胞株。为评价耐药细胞

对 Lapatinib 的耐药能力，分别利用 MTT、平板克隆和软琼脂克隆形成能力等方法进

行检测，证实所筛选的耐药细胞具有稳定耐药性，为后续实验奠定基础。 

1 材料 

1.1 细胞系 

人HER2阳性乳腺癌细胞系BT-474和AU-565 均购自美国ATCC (American Type 

Tissue Culture Collection)。 
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1.2 主要试剂与材料 

Lapatinib 美国 Selleck Chemicals 公司 

DMEM 培养基 美国 Gibco 公司 

RPMI-1640 培养基 美国 Gibco 公司 

胎牛血清 美国 Gibco 公司 

胰蛋白酶 美国 Sigma-Aldrich 公司 

DMSO 美国 Sigma-Aldrich 公司 

MTT 美国 Sigma-Aldrich 公司 

Giemsa stain 美国 Sigma-Aldrich 公司 

Cell-Light
TM 

EdU DNA Cell Proliferation  Kit 广州锐博生物科技有限公司 

脂质体 Lipofectamine 
TM

2000 Invitrogen 公司 

质粒提取试剂盒 天根公司 

GFP-LC3 浙江大学惠赠 

DAPI 美国 Sigma-Aldrich 公司 

细胞裂解液（RIPA） 碧云天生物技术研究所 

细胞培养瓶、冻存管、细胞培养皿 美国 CORNING 公司 

Triton X-100 美国 Sigma-Aldrich 公司 

甲醛 美国 Sigma-Aldrich 公司 

1.3 主要仪器设备 

移液器 法国 Gilson 公司 

光学显微镜 日本 Olympus 公司 

超净工作台 西安净化仪器设备厂 

CO 2 培养箱 美国 Thermo Scientific 公司 

普通医用冰箱 DW-25W388 型 青岛海尔公司 

超低温冰箱 Forma 702 型 美国 Thermo Scientific 公司 

415D 微量高速离心机 德国 Eppendorf 公司 

电子天平 美国 Thermo Scientific 公司 

Infinite
®

F500 多功能酶标仪 瑞士 Tecan 公司 
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荧光显微镜 日本 Olympus 公司 

1.4 常用缓冲液 

PBS 缓冲液：KCl 0.2 g，NaCl 8.0 g，Na2HPO4 1.44 g，KH2PO4 0.24 g，加蒸馏水至

800 mL，定容至 1 L，并将 pH 值调至 7.4。 

 

2 方法 

2.1 细胞培养、传代、冻存和复苏 

人HER2阳性乳腺癌细胞系BT-474用含 10%胎牛血清的DMEM培养基，AU-565

用含 10%胎牛血清的 RPMI-1640 培养基在 37℃、5%CO2 的培养箱中培养。利用光学

显微镜观察细胞状态，根据生长情况，每 3 天左右更换一次培养基。 

1) 常规耗材的消毒： 

实验用玻璃吸管、离心管、细胞培养皿等均使用强酸浸泡过夜、高压蒸汽灭菌 30

分钟，烘箱烘干备用；细胞培养瓶、96 孔板等均使用强酸浸泡过夜，烘干后 60
Co

照射消毒。 

2) 超净台的消毒： 

每次无菌操作前均需用 75% 酒擦拭干净台面，再以紫外线照射 30 分钟以上。 

3) 细胞实验常用液体的配制： 

细胞培养基：DMEM 和 RPMI–1640 培养基经微孔滤膜过滤后，在无菌环境下按

9:1 的比例加入胎牛血清进行配制，并进行无菌实验验证。将配制好的培养基置

于无菌 6 孔板中，每孔约 2 mL，静置于 CO2 培养箱中 72 小时。肉眼观察无浑浊、

异物，光学显微镜下观察无微生物生长时方可使用。保存条件：4℃密封冷藏。 

0.25%胰蛋白酶消化液：将胰蛋白酶粉末与 PBS 按 0.25 g : 100 mL 的比例进行配

制，充分溶解后过滤除菌。保存条件：4℃密封冷藏。 

细胞冻存液：含 10%胎牛血清的培养基和 DMSO 按照 9:1 的比例混合，使用时

在无菌环境下现配。 

4) 其它实验用液体的配制： 

根据具体情况采用高压蒸汽灭菌法消毒，或利用一次性无菌滤器于超净台内过滤

除菌，并分装成小包装，以避免多次冻融。保存条件：根据需要 4℃密封冷藏或 
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-20℃密封冻存。 

5) 无菌操作： 

在进行无菌操作前，应在洁净流动水源下清洗双手及手腕，待干燥后戴上一次性

乳胶手套，以 75%酒精擦拭消毒。操作台中物品应摆放有序，避免手或其它物品

接触容器口。开瓶时，应用 75%酒精棉球擦拭瓶口，待干燥后用酒精灯外焰快速

灼烧，开盖后用外焰依次消毒瓶口及瓶盖。使用完毕后仍需用酒精灯外焰灭菌后

方可盖住瓶盖。 

6) 细胞培养和传代： 

在无菌条件下，细胞培养瓶中加入适量细胞和足量的含 10%胎牛血清的培养基，

静置于 37℃、5%CO2 的培养箱，待细胞增殖至培养瓶底约 80%时即可进行传代。

用弯头滴管吸取培养瓶中液体轻吹瓶壁数次，弃去瓶中培养基和悬浮的死细胞。

用 2-3 mL PBS 缓冲液冲洗细胞后，在瓶中加入约 1 mL 的 0.25%胰蛋白酶消化

细胞。室温下水平静置 2-3 分钟后，利用光学显微镜观察细胞形态。当细胞开

始变圆并部分的脱离瓶壁时，加入 1 mL 含有血清的培养基终止消化。用弯头滴

管轻吹瓶底使细胞悬浮于培养基中。把细胞悬液收集到离心管中，800 rpm 离心

5 分钟。弃去管中上清，加入适量的培养基，并以滴管轻吹，使细胞重悬。将细

胞悬液均匀分成 2-3 份，分别移入细胞培养瓶中常规培养。通常细胞会在 24 小

时内贴壁生长。 

7) 细胞冻存和复苏： 

细胞的冻存和复苏应遵循“慢冻快融”的原则。 

细胞冻存：应选取对数生长期的细胞，提前 24 小时更换一次培养基。冻存时先

用 0.25%胰蛋白酶消化细胞，将细胞悬液移入离心管 800 rpm 离心 5 分钟。弃去

上清液，加入细胞冻存液，以滴管重悬细胞并移入冻存管中。消毒管口，密封

并标注细胞相关信息、冻存时间。冻存的细胞先放置于 4℃ 冰箱保存 30 分钟，

再置于-20℃ 冰箱冻存 2 小时，-80℃冰箱冻存过夜，液氮罐中长期保存。 

细胞复苏：取出冻存管，于 37℃温水中快速融化细胞，在无菌环境中将细胞悬

液移入离心管，并加入 9 倍体积的培养基，800 rpm 离心 5 分钟。弃去上清，用

培养基重悬细胞后接种于细胞培养瓶，加入足量培养基，静置于 37℃、5% CO2

培养箱中培养，24 小时后可再更换一次培养基。 
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2.2 BT-474 和 AU-565 耐药细胞的构建及培养 

1) Lapatinib 储备液的配制： 

Lapatinib 呈黄色粉末状，分子量为 581，可在无菌环境下用 DMSO 溶解稀释成 2 

mM 的储备液，经滤器过滤除菌后分装于 EP 管中，标注名称、浓度及配制时间，

避光保存于-20℃冰箱。 

2) BT-474 耐药细胞的构建及培养： 

将人乳腺癌细胞株 BT-474 利用含有 Lapatinib（终浓度为 0.5 - 2 μM）的培养基持

续培养，逐渐增加 Lapatinib 的浓度，维持筛选 12 个月，以形成 BT-474 的 Lapatinib

耐药细胞（Resistant，以下简写为 BT-474
LapR）。用含 10% 胎牛血清的 DMEM 培

养基，于 37℃、5%CO2 细胞培养箱中培养。0.25%胰蛋白酶消化传代，根据细胞

生长情况，每 3 天左右传代 1 次，光学显微镜下观察细胞形态。 

3) AU-565 耐药细胞的构建及培养： 

将人乳腺癌细胞株 AU-565 利用含终浓度为 1 - 5 μM Lapatinib 的 RPMI-1640 培

养基持续培养，逐渐增加 Lapatinib 浓度，维持筛选 12 个月，以形成 AU-565 的

Lapatinib 耐药细胞（Resistant，以下简写为 AU-565
LapR）。用含有 10% 胎牛血清

的 RPMI-1640，于 37℃、5%CO2 的细胞培养箱中培养。0.25%胰蛋白酶消化传代，

根据细胞生长情况，每 3 天左右传代 1 次，光学显微镜下观察细胞形态。 

2.3 MTT 法分析细胞对拉帕替尼的敏感性 

1) MTT 溶液的配制： 

MTT 呈黄色粉末状，需在无菌、避光环境下按 100 mg : 20 mL 的比例溶解于 PBS

中，充分搅拌使之溶解，经滤器过滤除菌后分装于 EP 管中，标注名称、浓度及

配制时间，避光保存于 4 ℃冰箱。效期：2 周。 

2) 将处于对数生长期的 BT-474 亲本细胞（Parental，以下简写为 BT-474
Par）和

BT-474
LapR 分别用 0.25%胰蛋白酶常规消化后离心，收集细胞沉淀。用含血清的

培养基重悬细胞并计数，按 1×10
4 个细胞/孔的标准接种于 96 孔板，添加培养基

至 100 μL。 

AU-565 亲本细胞（Parental，以下简写为 AU-565
Par）和 AU-565

LapR 按 8×10
3 个细

胞/孔接种，操作方法同上。 
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3) 接种 24 小时后观察细胞生长情况，待贴壁后弃去原培养基，加入 200 μL 含不同

浓度 Lapatinib 的培养基（0，0.25，0.5，1，2，4，8 和 16 μM），每个浓度设 5

个复孔，放入 37℃、5%CO2 培养箱中常规培养。 

4) 加药 96 小时后每孔加入浓度为 5 mg/mL 的 MTT 溶液 20 μL，37℃孵育 4 小时

后终止培养。 

5) 小心吸弃孔内培养基，加入 150 μL/孔的 DMSO，震荡 10 分钟，使紫色结晶物充

分溶解。利用酶标仪在 490 nm 波长测定吸光度值并计算均值。以 Lapatinib 浓度

为横坐标，细胞相对增殖率为纵坐标，用 GraphPad Prism 5.0 软件绘制细胞增殖

曲线。 

2.4 EdU 分析 

5-乙炔基-2-脱氧尿嘧啶核苷（5-ethynyl-2-deoxyuridine，EdU）是一种胸腺嘧啶

核苷结构类似物，在细胞增殖时能掺入正在复制的 DNA 分子中。基于 EdU 与染料

的共轭反应（呈红色），可以高效快速地检测处于 S 期的细胞比例，反映细胞的增殖

状态。 

1) 常规培养并收集 BT-474 和 AU-565 细胞系，消化离心后制成单细胞悬液。 

2) 细胞计数后按照 4 × 10
4 个细胞/孔，将细胞接种至 24 孔板，培养基补至 500 μL。 

3) 待细胞贴壁后，更换新鲜培养基并加入 Lapatinib（0.5 - 2 μM）于 37℃、5% CO2

培养箱中培养 48 小时，空白对照组培养基中仅含 DMSO。 

4) 用细胞培养基稀释 EdU 溶液至终浓度为 50 µM，每孔加入 200 µL 含 EdU 的培

养基孵育细胞 4 小时。 

5) 吸弃上清，用 PBS 洗涤 2 次，每孔加入 200 µL 含 4%多聚甲醛的细胞固定液，

孵育 30 分钟。 

6) 用含甘氨酸的脱色液漂洗并吸弃上清，PBS 洗涤 2 次，每次 5 分钟；每孔加入

200 µL 含 0.5% Triton X-100 的 PBS 脱色，摇床孵育 10 分钟；PBS 清洗细胞 2 次，

每次 5 分钟。  

7) EdU 检测： 

按如下列顺序配置适量 1×Apollo 反应液（现用现配）：去离子水- Apollo 反应缓

冲液（试剂 B）- Apollo 催化剂溶液（试剂 C）- Apollo 荧光染料（试剂 D）- Apollo



第四军医大学硕士学位论文 

-32- 

缓冲添加剂（试剂 E）。 

8) 每孔加入 100 µL 1× Apollo 染色反应液，避光，室温孵育 30 分钟。 

9) 吸弃上清，PBS 洗涤 2 次后加入 DAPI 反应液（100 µL/孔），避光，室温孵育 30

分钟；然后用 PBS 洗涤 2 次，洗脱 DAPI 反应液，每次 5 分钟。 

10) 用荧光显微镜分析结果并记录数据，进行统计学分析。 

表 1  1×Apollo 反应液的配制 

试剂     

Apollo 染色反应液 500 µL 1 mL 5 mL 10 mL 

去离子水 469 µL 938 µL 4.69 mL 8.39 mL 

Apollo 反应缓冲液（试剂 B） 25 µL 50 µL 250 µL 500 µL 

Apollo 催化剂溶液（试剂 C） 5 µL 10 µL 50 µL 100 µL 

Apollo 荧光染料溶液（试剂 D） 1.5 µL 3 µL 15 µL 30 µL 

Apollo 缓冲添加剂（试剂 E） 5 mg 9 mg 44 mg 88 mg 

2.5 软琼脂克隆形成能力分析 

1) 取对数生长期 BT-474
Par 和 BT-474

LapR 细胞分别用 0.25%胰蛋白酶消化后离心，收

集细胞沉淀，重悬后进行细胞计数，调整细胞密度至 1×10
3 个/mL。  

2) 制备下层琼脂（浓度为 0.5%），按 0.5 mL/孔浇注 24 孔板，室温凝固。 

3) 制备上层琼脂（浓度为 0.3%），与细胞悬液混匀，使达到 500 个细胞/mL，按 1 mL/

孔浇注 24 孔板，室温凝固。 

4) 常规培养 3-4 周。 

5) 将培养板置于光学显微镜下，观察细胞克隆数，并计算克隆形成率（克隆形成率

=（集落数/接种细胞数）×100%）。 

2.6 统计学分析 

用 SPSS 16.0 统计软件对实验中所得到的数据进行统计分析。对结果进行 T-test

分析，评价各处理组间是否存在统计学差异。统计学显著差异设置为*p < 0.05，有统

计学意义。 
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3 结果 

3.1 MTT 法分析细胞对 Lapatinib 的耐药性 

分别给予 BT-474
Par 和 BT-474

LapR、AU-565
Par 和 AU-565

LapR 不同浓度的 Lapatinib

作用 96 小时。结果显示 BT-474
Par 和 AU-565

Par 在 Lapatinib 浓度为 0.125 μM 时，增

殖均受到明显的抑制。随着 Lapatinib 浓度的增加，细胞增殖能力显著降低。而

BT-474
LapR 和 AU-565

LapR 在 Lapatinib 浓度为 4 μM 时仍能维持 60%以上的增殖能力

（图 1-1）。耐药细胞的 IC50 显著高于亲本细胞，说明耐药细胞具有很好的耐药能力。 

 

3.2 EdU 法分析亲本细胞和耐药细胞在 Lapatinib 处理时细胞增殖能力差异 

为进一步明确耐药细胞和亲本细胞在 Lapatinib 处理时细胞增殖能力的差异，利

用 EdU 标记法检测在 2 μM Lapatinib 处理时的差异。结果如图 1-2 所示，BT-474
Par

和 AU-565
Par仅有 15%左右的细胞处于 S 期（DNA 复制），而 BT-474

LapR和 AU-565
LapR

有近 50%的细胞在 Lapatinib 作用下仍然处于快速增殖状态，说明耐药细胞具有很好

的耐药性。 

图1-1  MTT分析在不同浓度的Lapatinib作用下，BT-474和AU-565亲本细胞和耐药

细胞的增殖能力 

Fig 1-1  Proliferation analysis of parental and resistant BT-474 and AU-565 cells 

treated with different concentration of lapatinib 
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3.3 软琼脂克隆法分析亲本细胞和耐药细胞在Lapatinib处理时克隆形成能力的差异 

为了分析 BT-474 细胞在三维培养状态下的克隆形成能力，利用软琼脂克隆形成

实验进行评价。随着 Lapatinib 浓度的增加，BT-474
Par 形成克隆的数目逐渐减少，在

100 nM 的 Lapatinib 作用下几乎不能形成细胞克隆。而 BT-474
LapR 的克隆形成能力较

BT-474
Par 显著增强（图 1-3，p < 0.05），即使在高浓度 Lapatinib 的作用下，依然有约

40%的细胞可以形成显著的细胞克隆。这一结果说明，BT-474
LapR 在 Lapatinib 作用下

依然具有很好的软琼脂克隆形成能力。 

 

 

图1-2  EdU分析在不同浓度Lapatinib作用下，BT-474和AU-565亲本和耐药细胞

的增殖能力 

Fig 1-2  Proliferation and DNA replication analysis of parental and resistant 

BT-474 and AU-565 cells treated with different concentration of 

Lapatinib (EdU assay) 
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4 讨论 

Lapatinib 治疗 HER2 阳性乳腺癌的疗效严重受限于耐药性的产生，阐明其耐药

机制显得尤为重要。而获得具有稳定的 Lapatinib 耐药性的细胞株是我们开展耐药机

制和功能研究的重要基础。本部分实验中，我们利用 HER2 阳性的乳腺癌细胞系

BT-474 和 AU-565，分别给予 0.5 - 2 µM 和 1 - 5 µM 的 Lapatinib 长期处理，逐渐增

加药物剂量，持续筛选 12 个月以获得耐药株。再利用 MTT、EdU 和软琼脂克隆形

成能力分析等多种方法，证实所筛选出的耐药细胞具有稳定的 Lapatinib 耐药性。该

部分工作为阐明 Lapatinib 的耐药分子机制研究奠定重要基础。 

 

图 1-3  软琼脂克隆形成实验分析 BT-474
Par

和 BT-474
LapR 细胞的克隆形成能力(n=3) 

Fig 1-3  Soft agar colony formation analysis of BT-474
Par

 and BT-474
LapR

 cells treated 

with different concentration of Lapatinib (n=3) 
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第二部分 细胞自噬促进 HER2 阳性细胞株

获得 Lapatinib 耐药性的功能评价 

 

在第一部分的实验中，我们通过 12 个月的筛选最终获得稳定的 BT-474 和

AU-565 的 Lapatinib 耐药细胞株。相比国内外相同领域的实验室，我们此次建立的

BT-474
LapR 和 AU-565

LapR 的 IC50 值比文献报道的细胞系更高，而且具有十分稳定的

耐药性。撤除 Lapatinib 一个月后，对耐药细胞再次进行耐药性分析，结果显示 IC50

仅有部分的降低，与未撤药组的耐药性接近。 

虽然关于 Lapatinib 耐药性的研究已有部分报道，但是其耐药性机制仍未完全阐

明。利用之前已建立的耐药细胞株，在此部分实验中，我们着重研究细胞自噬在 HER2

阳性细胞株获得 Lapatinib 耐药过程中的作用。 

我们首先利用透射电镜分别对 BT-474 和 AU-565 的亲本和耐药细胞形态进行观

察，确认自噬体是否在耐药细胞中增加。进而利用 GFP-LC3 分别转染亲本和耐药细

胞，观察自噬体关键分子 LC3 在细胞中的分布情况。利用自噬抑制剂 CQ、3-MA 等

阻断自噬过程，再给予 Lapatinib 作用，分析细胞增殖状况。最后，利用平板克隆形

成、流式细胞技术等检测细胞的克隆形成能力和凋亡情况，评价细胞自噬是否能够

促进 HER2 阳性乳腺癌细胞获得 Lapatinib 的耐药性。 

1 材料 

1.1 主要试剂与材料 

Lapatinib 美国 Selleck Chemicals 公司 

DMEM 培养基 Gibco 公司 

RPMI-1640 培养基 Gibco 公司 

胎牛血清 Gibco 公司 

胰蛋白酶 华美生物技术有限公司 

DMSO 美国 Sigma-Aldrich 公司 

MTT（ThiazolylBlue Tetrazolium Bromide） 美国 Sigma-Aldrich 公司 
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Giemsa stain 美国 Sigma-Aldrich 公司 

3-MA 美国 Sigma-Aldrich 公司 

BA 美国 Sigma-Aldrich 公司 

CQ 美国 Sigma-Aldrich 公司 

Cell-Light
TM 

EdU DNA Cell Proliferation  Kit 广州锐博生物科技有限公司 

TritonX-100 上海源叶生物科技有限公司 

Glycine 美国 Sigma-Aldrich 公司 

Propidium Iodide BD Pharmingen
TM

 

Annexin V-FITC BD Pharmingen
TM

 

脂质体 Lipofectamine 
TM

2000 Invitrogen 公司 

质粒提取试剂盒 天根公司 

GFP-LC3 浙江大学惠赠 

DAPI 美国 Sigma-Aldrich 公司 

细胞培养瓶 美国 CORNING 公司 

冻存管 美国 CORNING 公司 

细胞培养皿 美国 CORNING 公司 

1.2 主要仪器设备 

CO2 恒温细胞培养箱 美国 Thermo Scientific 公司 

冷冻高速离心机 美国 Thermo Scientific 公司 

高速离心机 美国 Thermo Scientific 公司 

微量高速离心机 德国 Eppendorf 公司 

多功能酶标仪 瑞士 Tecan 公司 

共聚焦荧光显微镜 日本 Olympus 公司 

JEM-1230 透射电子显微镜 日本电子株式会社 

流式细胞仪 美国 Becton Dickinson 公司 

Nanodrop-2000c 美国 Thermo 公司 

 

http://www.biomart.cn/ff80808122fb54b401230471ad5b2053/index.htm


第四军医大学硕士学位论文 

-38- 

2 方法 

2.1 细胞培养、传代、冻存和复苏 

操作方法与第一部分相同。 

2.2 透射电镜检测细胞自噬体 

A  撤除 Lapatinib，将处于对数生长期的 BT-474
LapR 和 AU-565

LapR 耐药细胞用不含

Laptinib 的培养基培养一周。 

B 用 0.25%胰蛋白酶分别消化 BT-474
Par

/BT-474
LapR 和 AU-565

Par
/AU-565

LapR，移入

EP 管，以 1500 rpm，离心 15 分钟，使细胞形成团块。 

C 吸弃上清液，将 1 mL 电镜固定液沿管壁轻轻加入离心管内，送电镜室包埋处理，

干燥切片后进行电镜观察。 

2.3 GFP-LC3 转染及细胞定位分析 

1) 撤除Lapatinib，将处于对数生长期的BT-474
LapR和AU-565

LapR细胞用不含Laptinib

的培养基培养一周。 

2) 将 BT-474
Par

/BT-474
LapR 和 AU-565

Par
/AU-565

LapR 常规消化、离心，重悬细胞并计

数。 

3) 在 6 孔板内预先放入高压灭菌的载玻片，按 1×10
5 个细胞/孔接种于 6 孔板中，补

充培养基至 2 mL。“十”字形晃动 6 孔板，使细胞在孔中均匀分布，放入 37℃、

5% CO2 培养箱中培养至细胞贴壁且密度达到 60%。 

4) 配制转染液： 

A A 液：（100 μL 无血清培养基+ 2 μg GFP-LC3 质粒）/孔，用移液器轻轻吹打均匀，

室温下放置 5 分钟。 

B B 液：（100 μL 无血清培养基+ 5 μL TurboFect 转染试剂）/孔，用移液器吹打均匀，

室温下放置 5 分钟。 

C 将 A 液与 B 液充分混匀，室温下放置 15 分钟，使脂质体和质粒充分混合。 

5) 弃去 6 孔板中原培养基，以不含血清的培养基漂洗 2 次，并在每孔中加入 1.3 mL。 

6) 将 A、B 混合液以 200 μL/孔与培养基混匀，放置 37℃、5% CO2 培养箱中，6 小

时后更换成含 10%血清的培养基。 
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7) 细胞转染 24 小时后，用 PBS 冲洗细胞 2 次，4%多聚甲醛室温避光孵育 15 分钟。 

8) 用 PBS 漂洗细胞 2 次，加入 1 mL DAPI 工作液（PBS 稀释，1:1000），室温避光

孵育 10 分钟。PBS 漂洗细胞 2 次，以荧光封片剂封片。  

9) 共聚焦显微镜下观测，照相。 

2.4 MTT 检测耐药细胞的药物敏感性 

1) 自噬抑制剂的配制： 

A CQ：PBS 稀释，配制浓度为 40 mM 的储备液，-20℃避光保存。 

B 3-MA：PBS 稀释，配制浓度为 40 mM 的储备液，-20℃避光保存。 

C BA：DMSO 稀释，配制浓度为 20 µM 的储备液，-20℃避光保存。  

2) 将 BT-474
LapR 和 AU-565

LapR 细胞常规消化、离心，重悬细胞并计数，按 BT-474
LapR

细胞 1×10
4 个/孔，AU-565

LapR 细胞 8×10
3 个/孔的标准分别接种于 96 孔板，培养

基补至 100 µL/孔，37℃、5% CO2 培养箱中培养。 

3) 24 小时后观察细胞生长情况，待贴壁后弃去原培养基，将细胞设为 4 组：Control

组、Lapatinib 组（Lapatinib 2 µM），自噬抑制剂单药组（CQ 20 µM / 3-MA 500 µM 

/ BA 20 nM）和 Lapatinib+自噬抑制剂联用组（Lapatinib 2 µM，CQ 20 µM / 3-MA 

500 µM / BA 20 nM）。根据分组加入相应药物，37℃、5% CO2 培养箱中常规培养。 

4) 加药 96 小时后，每孔加入浓度为 5 mg/mL MTT 溶液 20 μL，37℃孵育 4 小时。 

5) 吸弃孔内培养基，加入 150 μL/孔的 DMSO，震荡 10 分钟，使紫色结晶物充分溶

解。利用酶标仪在 490 nm 波长测定吸光度值并计算均值。以药物分组为横坐标，

细胞相对增殖率为纵坐标，用 GraphPad Prism 5.0 软件绘制细胞增殖曲线。 

2.5 EdU 分析检测耐药细胞的药物敏感性 

1) 常规培养 BT-474
LapR 和 AU-565

LapR 细胞，消化、离心，重悬细胞并计数，按

BT-474
LapR 细胞 1×10

5个/孔，AU-565
LapR 细胞 8×10

4 个/孔的标准分别接种于 6 孔

板，添加培养基至 4 mL/孔，37℃、5% CO2 培养箱中常规培养 24 小时。 

2) 待细胞贴壁后弃去原培养基，将细胞设为 4 组：Control 组、Lapatinib 组（Lapatinib 

2 µM），自噬抑制剂单药组（CQ 20 µM）和 Lapatinib+自噬抑制剂联用组（Lapatinib 

2 µM，CQ 20 µM）。根据分组加入相应药物及培养基，37℃、5% CO2 培养箱中

常规培养。 
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3) 药物作用 96 小时后，每孔加入 200 µL 终浓度为 50 µM 的 EdU 进行细胞增殖能

力检测。EdU 分析的具体操作步骤参见第一部分。 

2.6 细胞平板克隆形成能力分析 

1) 将处于对数生长期的 BT-474
Par、BT-474

LapR、AU-565
Par 和 AU-565

LapR 分别用

0.25 %胰蛋白酶消化后离心，收集细胞沉淀，重悬细胞并计数，按 1×10
3 个细胞

/孔接种于 6 孔板，添加培养基至 2 mL。 

2) 细胞接种 24 小时后，将 BT-474
Par 分为 Control 组和 Lapatinib 组（Lapatinib 400 

nM）；将 BT-474
LapR 分为 Control 组、Lapatinib 组（Lapatinib 400 nM），自噬抑

制剂组（CQ 5 µM）和 Lapatinib+自噬抑制剂联用组（Lapatinib 400 nM，CQ 5 µM）。

AU-565
Par 和 AU-565

LapR 细胞分组方法与 BT-474 细胞相同，给药量为：Lapatinib 

2 µM，CQ 5 µM。每 3 天换液一次，并重新加入相应的药物，常规培养 10-14 天。 

3) 肉眼观察出现细胞克隆时终止培养，甲醛固定 15 分钟，PBS 冲洗 2 次。 

4) 加入 2 mL 吉姆萨染色液/孔，常温染色 20 分钟后用 PBS 洗涤 2 次，自然干燥后

计数细胞克隆数并拍照。 

2.7 流式细胞术检测细胞凋亡 

1) 常规培养 BT-474
Par

/BT-474
LapR 和 AU-565

Par
/AU-565

LapR。BT-474
Par 分为 Control

组和 Lapatinib 组（Lapatinib 2 µM）；BT-474
LapR 分为 Control 组、Lapatinib 组

（Lapatinib 2 µM），自噬抑制剂单药组（CQ 10 µM / 3-MA 500 µM）和 Lapatinib 

+ 自噬抑制剂联用组（Lapatinib 2 µM，CQ 10 µM / 3-MA 500 µM）。根据分组加

入相应的药物，37℃、5 % CO2 培养箱常规培养 72 小时。 

AU-565
Par分为Control组和Lapatinib组（Lapatinib 2 µM）；AU-565

LapR分为Control

组、Lapatinib 组（Lapatinib 2 µM），自噬抑制剂单药组（CQ 20 µM / 3-MA 500 µM）

和 Lapatinib + 自噬抑制剂联用组（Lapatinib 2 µM，CQ 20 µM / 3-MA 500 µM），

操作方法同上。 

2) 用 0.25% 胰蛋白酶将细胞消化后收集细胞沉淀，以 800 rpm 离心 5 分钟，预冷

PBS 液洗涤 2 次，保证细胞数大于 1×10
6 个/mL。 

3) 用孵育缓冲液洗涤 1 次，1000 rpm 离心 5 分钟。 

4) 用 100 μL 标记溶液重悬细胞，室温下避光孵育 15 分钟。 
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5) 离心 5 分钟（1000 rpm），收取细胞沉淀，并用孵育缓冲液清洗 1 次。 

6) 流式细胞仪分析，选用激发波长 488 nm，分别检测 FITC 荧光（515 nm）和 PI

（560 nm）  

3 结果 

3.1 透射电镜观察到自噬体形成 

细胞自噬体的形成是细胞自噬过程活化的特征性标志。为了明确细胞自噬是否

在 Lapatinib 耐药细胞中处于活化状态，我们利用透射电镜分别分析了 BT-474 和

AU-565 的亲本和耐药细胞。结果如图 2-1 所示，相对于 BT-474
Par 和 AU-565

Par 细胞，

在 BT-474
LapR 和 AU-565

LapR 细胞中有明显的细胞自噬体形成，呈典型的双层模式结

构。这说明细胞自噬在 Lapatinib 耐药细胞中处于活化状态。 

 

 

3.2 激光共聚焦显微镜观察 GFP-LC3 转染的细胞自噬体聚集状态 

LC3 由Ⅰ型转化为Ⅱ型并聚集在自噬体膜上是自噬体形成的典型标记。将

GFP-LC3 融合基因转染细胞后，利用激光共聚焦显微镜观察 GFP-LC3 在细胞内的分

布聚集形式可以反映细胞的自噬体形成状态。如图 2-2 所示，GFP-LC3 在 BT-474
Par

和 AU-565
Par 细胞中以弥散性分布为主，而在 BT-474

LapR 和 AU-565
LapR 细胞中则呈现

图 2-1  透射电镜检测自噬体形成 

Figure 2-1  Autophagosome detection with Transmission Electron Microscopy (TEM) 

（箭头所指为形成的细胞自噬体） 
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出聚集状态。这一结果说明细胞自噬体在 Lapatinib 耐药细胞中明显增加。 

 

 

3.3 MTT 分析耐药细胞的药物敏感性 

明确细胞自噬在耐药细胞中表达明显增加后，我们进一步分析自噬是否参与了

HER2 阳性细胞获得 Lapatinib 耐药性的过程。分别利用细胞自噬抑制剂 CQ、3-MA

或 BA 单独或联合 Lapatinib 处理 BT-474
LapR 和 AU-565

LapR 细胞，以 MTT 分析细胞

增殖状态。结果显示，三种细胞自噬抑制剂 CQ、3-MA 和 BA 均能不同程度的增加

Lapatinib 的抑制增殖能力（图 2-3），说明抑制细胞自噬过程有助于提高耐药细胞对

Lapatinib 的治疗敏感性。 

图2-2  激光共聚焦显微镜观察GFP-LC3转染的细胞自噬体聚集状态 

Fig 2-2  Detection of autophagosome distribution with GFP-LC3 transfection 

under confocal microscope 
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3.4 EdU 分析耐药细胞的药物敏感性 

为进一步证明细胞自噬促进 HER2 阳性乳腺癌细胞获得 Lapatinib 的耐药性，我

们分别利用自噬抑制剂 CQ 单独或联合 Lapatinib 作用于 BT-474
LapR和 AU-565

LapR细

胞，EdU 方法检测细胞的增殖状态。结果如图 2-4 所示，CQ 可以显著增强 Lapatinib

的疗效，具有联合效应。结合 MTT 和 EdU 的分析结果，阻断细胞自噬过程可以恢

复耐药细胞对 Lapatinib 的治疗敏感性。 

图2-3  激光共聚焦显微镜观察GFP-LC3转染的细胞自噬体聚集状态 

Fig 2-3  Detection of autophagosome distribution with GFP-LC3 transfection 

under confocal microscope 
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3.5 平板克隆检测耐药细胞克隆生长情况明显改变 

为进一步明确自噬在耐药细胞获得 Lapatinib 耐药性过程中的作用，我们利用平

板细胞克隆形成实验，检测细胞自噬抑制剂 CQ 单独或联合 Lapatinib 作用于耐药细

胞的效果，分析 CQ 能否增强 Lapatinib 抑制耐药细胞克隆形成的能力。结果如图 2-5

所示，Lapatinib 显著抑制 BT-474
Par 和 AU-565

Par 的克隆形成能力，但 BT-474
LapR 和

AU-565
LapR 在 Lapatinib 作用下依然可以形成克隆。CQ 的加入可协助 Lapatinib 抑制

BT-474
LapR 和 AU-565

LapR 的克隆形成。该结果说明，阻断细胞自噬过程有助于提高

Lapatinib 抑制耐药细胞克隆形成的能力。 

图2-4  EdU分析耐药细胞的药物敏感性 

Fig 2-4  Detection of autophagosome distribution with GFP-LC3 transfection 

under confocal microscope 
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3.6 流式细胞检测可见耐药细胞凋亡状态改变 

在明确细胞自噬抑制剂可以促进 Lapatinib 抑制耐药细胞增殖能力的基础上，我

们利用流式细胞术分析自噬抑制剂是否可以提高 Lapatinib 诱导耐药细胞凋亡的作

用。结果如图 2-6 所示，Lapatinib 可以明显诱导 BT-474
Par 和 AU-565

Par 的凋亡，凋亡

率达到 25%左右。而 BT-474
LapR 和 AU-565

LapR对 Lapatinib 具有显著的耐药性，单药

应用时仅有约 5%的凋亡率，在联用 CQ 或 3-MA 时则可产生良好的联合杀伤效果。

特别是，CQ 联用 Lapatinib 的杀伤效果最为强烈，凋亡率约为 25%，明显高于 Lapatinib

单药应用组。 

图2-5  阻断细胞自噬过程抑制耐药细胞的平板克隆形成能力 

Fig 2-5  Autophagy inhibitor synergized with Lapatinib to block the plate 

colony formation of resistant cells（A：BT-474 cells；B：AU-565 cells） 



第四军医大学硕士学位论文 

-46- 

 

 

 

4 讨论 

在本部分实验中，我们首先利用透射电镜观察到 Lapatinib 耐药细胞中的自噬小

体增加。结合 GFP-LC3 融合基因在耐药细胞内的聚集分布状态，可以说明细胞自噬

图2-6  阻断细胞自噬过程促进Lapatinib诱导耐药细胞的凋亡 

Fig 2-6  Autophagy inhibitor synergized with Lapatinib to promote the 

apoptosis of Lapatinib resistant cells（A：BT-474 cells；B：AU-565 cells） 
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在 Lapatinib 耐药细胞中处于活化状态。 

为明确细胞自噬能否导致耐药细胞获得耐药性，我们分别利用三种抑制剂阻断

自噬过程，并通过 MTT、EdU 方法分析自噬抑制剂对耐药细胞增殖能力的影响，以

平板克隆形成能力检测耐药细胞克隆生长情况，利用流式细胞术检测自噬抑制剂对

耐药细胞凋亡状态的影响。通过以上多个实验从不同角度均证实阻断细胞自噬过程

有利于恢复耐药细胞对 Lapatinib 的治疗敏感性。目前，国际上基于相同观点的临床

试验正在进行中。我们的实验结果为这一新的治疗策略提供了有力的理论支撑。 
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第三部分 细胞自噬在 Lapatinib 耐药细胞中

活化的分子机制研究 
 

在前两部分实验中，我们首先建立了 HER2 阳性乳腺癌细胞的 Lapatinib 耐药细

胞株，明确细胞自噬在 Lapatinib 耐药细胞中增加，并且发挥了保护性作用，成为促

进细胞获得 Lapatinib 耐药性的重要因素。本部分实验中我们重点解析细胞自噬在耐

药细胞中活化的原因和分子机制。 

首先，我们利用 Western Blotting 技术对自噬的关键调控分子 AMPK 的活化状态

进行了检测。进而利用 AMPK 的抑制剂拮抗 AMPK 下游信号通路，分析细胞自噬标

记分子的表达水平，并联合 AMPK 抑制剂和 Lapatinib 共同作用于耐药细胞，分析

AMPK-mTOR-autophagy 信号通路在 Lapatinib 耐药细胞获得耐药性过程中的生物学

功能。本部分的实验结果初步明确了细胞自噬在 Lapatinib 耐药细胞中活化的分子机

制，为后续功能研究的深入奠定基础。 

1 材料 

1.1 主要试剂与材料 

DMEM 细胞培养基 美国 Hyclone 公司 

胎牛血清 美国 Gibco 公司 

胰蛋白酶 美国 Gibco 公司 

蛋白裂解液 美国 Gibco 公司 

Cocktail 蛋白酶抑制剂 美国 Roche 公司 

MTT 美国 Sigma-Aldrich 公司 

Lapatinib 美国 Selleck Chemicals 公司 

BSA 中国碧云天公司 

Compound C (Dorsomorphin) 美国 Sigma-Aldrich 公司 
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Tris 和甘氨酸 宝泰克生物工程公司 

Tween-20 BIB 公司 

辣根过氧化物酶标记的羊抗兔或鼠 IgG 抗体 中国博士德公司 

GAPDH 抗体 中国博士德公司 

兔抗人 p-AMPK、AMPK、p-mTOR、mTOR、

LC3B 抗体 
美国 Cell signaling 公司 

β-actin 抗体 中国博士德公司 

增强型化学发光系统（ECL） 美国 Pierce 公司 

5×Loading Buffer 碧云天生物技术研究所 

过硫酸铵（AP） 碧云天生物技术研究所 

BCA 蛋白定量试剂盒 美国 Thermo Scientific 公司 

蛋白印迹 Marker #SM1851 加拿大 Fermentas 公司 

蛋白印迹 Marker #SM0671 加拿大 Fermentas 公司 

NC 膜 美国 Millipore 公司 

1.2 常用缓冲液 

PBS 缓冲液：配方同前。 

TBST 缓冲液：Tris 24.2 g，NaCl 80 g，加入 600 mL 蒸馏水，搅匀使其溶解，加蒸

馏水使其定容至 1 L，加入盐酸调整 pH 值至 7.6，即为 10×TBS 储存

缓冲液。使用时取 100 mL TBS 储存缓冲液，加 900 mL 蒸馏水、1 mL 

吐温-20，混匀后即为 TBST 工作缓冲液。 

1.3 常用仪器 

细胞培养瓶及细胞培养板 美国 Corning 公司 

CO2 恒温细胞培养箱 美国 Heraeus 公司 

低温高速离心机 德国 Eppendorf 公司 
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光学倒置显微镜 日本 Olympus 公司 

Nano-drop2000c 美国 Thermo 公司 

全自动化学发光图像分析仪 上海天能公司 

蛋白电泳和电转移槽 美国 Bio-Rad 公司 

多功能酶标仪 瑞士 Tecan 公司 

2 方法 

2.1 细胞培养 

人 HER2 阳性乳腺癌细胞系 BT-474
Par和 BT-474

LapR以含 10%胎牛血清的 DMEM

培养基在 37℃、5% CO2 的培养箱中常规培养。BT-474
LapR 的 Lapatinib 维持浓度为 2 

μM。利用光学显微镜观察细胞状况，根据生长情况，3 天左右更换一次培养基。AMPK

抑制剂 Compound C 的浓度分别为 0, 1, 5 和 10 μM。 

2.2 细胞样品收集、蛋白定量和 Western Blotting 分析 

1) 分别收集 BT-474
Par 和 BT-474

LapR、以及药物处理后的细胞。将收集的细胞样品置

于冰上，并用冰浴的 PBS 漂洗 2 次。刮取细胞样品，并收集于 1.5 mL 离心管中。

3000 rpm 离心 5 分钟（4℃），弃上清，保留细胞沉淀。加入含有蛋白酶抑制剂

（Cocktail）的 RIPA 蛋白裂解液重悬细胞沉淀，并置于冰上裂解 20 分钟，不时

利用移液器吹打细胞，彻底裂解细胞样品。然后，12, 000 rpm 离心 20 分钟（4℃），

将离心上清（细胞裂解液）转移至新的离心管中，进行细胞样品的蛋白含量测定。 

2) 蛋白定量（BCA 法）及样品变性 

A 按照 BCA 法蛋白定量试剂盒操作说明，以 200 μL/孔计算所需 A 液和 B 液的用

量（96 孔板），按 50:1 的比例配置 A 液: B 液。 

B 将 BSA 蛋白标准品（2 mg/mL）等比稀释，分别在对照和待测孔内加入 10 μL 蛋

白标准品或 2 μL 蛋白样品，并以 2、1、0.5、0.25、0.125、0（mg/mL）的蛋白

标准品吸光度绘制标准曲线。 

C 将加样后的 96 孔板置于 37℃、5% CO2 的培养箱孵育 30 分钟。 

D 利用酶联免疫检测仪，分别测定不浓度的蛋白标准品和待测样品在 A560 的吸光

度值。根据不同浓度标准品的吸光值，绘制标准曲线，并计算各待测样品的浓度。 
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E 根据所计算的蛋白浓度，取适量细胞样品并加入四分之一体积的 5×Loading 

buffer，置于 100℃加热 10 分钟使蛋白变性，12,000 rpm 离心 10 分钟，取上清液

进行蛋白电泳分析。 

3) 蛋白电泳和 Western Blotting 分析 

A 依据待检测目的蛋白的分子量，选择并配制 9% - 15%浓度的分离胶。 

B 蛋白质电泳：蛋白样品在浓缩胶泳动时，电压维持在 120 V；样品进入分离胶后，

将电压调高至 160 V，直至溴酚蓝（指示剂）泳动至分离胶底部时终止电泳。 

C 转膜：轻轻取下蛋白电泳胶，使 NC 膜与胶充分贴合，不留气泡；然后按照滤纸、

胶、NC 膜、滤纸的顺序放入转移夹槽，以恒压 100 V 转膜 120 -150 分钟。 

D 染色：转移结束后，取出 NC 膜置于 5%丽春红溶液中染色，并观察转膜效果；

利用 1 × TBST 缓冲液洗涤 NC 膜 2 次，清洗丽春红。 

E 封闭：5%脱脂牛奶室温封闭 1 小时。 

F 一抗孵育：p-AMPK、AMPK、p-mTOR、mTOR、LC3B、β-actin 抗体均按 1:1000

稀释，抗体置于 4℃过夜。 

G 用 1×TBST 洗膜 3 次，每次 5 分钟，二抗（兔抗和鼠抗 HRP 标记二抗，1:3000）

室温孵育 1 小时。 

H 显影：用 1×TBST 缓冲液洗膜 3 次，每次 5 分钟，利用全自动 ECL 图像分析仪

或在暗室 X 光片显影。 

2.3 MTT 检测 AMPK 抑制剂对 BT-474
LapR耐药细胞药物敏感性的影响 

为明确 AMPK 信号通路所诱发的细胞自噬功能，利用 AMPK 抑制剂 Compound 

C 与 Lapatinib 联合应用，检测 Compound C 是否能增强耐药细胞的药物敏感性。

Lapatinib 浓度为 2 μM，Compound C 浓度为 5 μM，药物作用于细胞 96 小时后进行

MTT 分析。细胞接种以及 MTT 分析的具体操作步骤见第一部分 2.3。 

3 结果 

3.1 AMPK 在 BT-474
LapR 耐药细胞中处于活化状态 

我们分别收集 BT-474
Par 和 BT-474

LapR 细胞样品，进行 Western Blotting 检测。

AMPK-mTOR 信号通路是调控细胞自噬最关键的上游调控机制之一，第 172 位苏氨

酸磷酸化状态反映了AMPK的活化水平。如图3-1显示，p-Thr172 AMPK在BT-474
LapR

中的表达明显增加。同时，细胞自噬的标记分子 LC3 在 BT-474
LapR 中由Ⅰ型转为Ⅱ

型的比例明显增加，说明细胞自噬在耐药细胞中处于活化状态。 



第四军医大学硕士学位论文 

-52- 

 

 

3.2 抑制 AMPK 信号通路可以阻断细胞自噬过程 

在明确 AMPK 信号通路在 BT-474
LapR 细胞中活化的基础上，我们进一步分析

AMPK 信号通路的活化是否成为调控细胞自噬的关键因素。利用浓度分别为 0，1，

5 和 10 μM 的 AMPK 抑制剂 Compound C 阻断 AMPK 信号通路，然后收集细胞样品

进行 AMPK/mTOR 信号通路相关分子的表达检测。如图 3-2 所示，磷酸化 AMPK 的

表达水平随着 Compound C 的剂量增加逐渐降低，但磷酸化 mTOR 的表达水平却逐

渐增加。同时 LC3 由Ⅰ型转为Ⅱ型的效率受到明显抑制。 

 

 

图 3-1 AMPK在BT-474
LapR耐药细胞中处于活化状态 

Fig 3-1 AMPK signaling activates in BT-474
LapR

 cells 

图 3-2 抑制 BT-474
LapR细胞的 AMPK 信号通路阻断细胞自噬过程 

Fig 3-2 AMPK signaling inhibition abrogates autophagy of BT-474
LapR

 cells 
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3.3 抑制 AMPK 信号通路增加 BT-474
LapR细胞对 Lapatinib 的治疗敏感性 

鉴于 AMPK 抑制剂可以有效拮抗 BT-474
LapR 细胞的自噬过程，我们进一步利用

MTT 方法分析 AMPK 抑制剂能否增加 Lapatinib 的治疗敏感性。分别利用 1 µM 

Lapatinib 单药或联合 5 µM Compound C 作用于 BT-474
LapR 细胞，96 小时后分析细胞

增殖状态。结果如图 3-3 所示，Compound C 可以显著增强 BT-474
LapR 对 Lapatinib 的

治疗敏感性，说明阻断 AMPK 信号通路和细胞自噬过程有助于恢复耐药细胞对

Lapatinib 的临床疗效。 

 

 

 

 

4 讨论 

已有越来越多的证据表明，细胞自噬在肿瘤细胞获得放化疗耐药过程中发挥着

重要作用。我们在前两部分实验中证实细胞自噬水平在 Lapatinib 耐药细胞中明显增

加，但细胞自噬活化的机制尚未阐明。在本部分实验中，我们对细胞自噬的关键调

控分子-AMPK/mTOR 信号通路进行了表达水平分析。结果显示，磷酸化 AMPK 在

耐药细胞中显著增加，使用 AMPK 活化的抑制剂可以明显阻断细胞自噬过程。这证

明，AMPK 的活化可以促进细胞自噬过程，而抑制 AMPK 信号通路将解除细胞自噬

的保护性作用，从而恢复耐药细胞对 Lapatinib 的处理敏感性。 

图 3-3  抑制 AMPK 信号通路增加 BT-474
LapR细胞对 Lapatinib 的治疗敏感性 

Fig 3-3  Inhibition of AMPK signaling promotes sensitivity of BT-474
LapR

 cells to 

Lapatinib treatment. 
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在本部分实验中，我们仅选用了 BT-474 细胞。而 AU-565 细胞的 AMPK 本底表

达水平较低，很难检测到。这也反映出了细胞遗传背景等多方面因素均会影响实验

结果。或许 AMPK 信号通路的活化并非 AU-565
LapR细胞中细胞自噬激活的主要原因，

但这需要我们在后续的工作中继续对细胞自噬活化的其它原因进行分析。 
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第四部分 Lapatinib 耐药细胞的 ROS 水平分析

及 BR 干预研究 

活性氧（ROS）与细胞自噬的发生密切相关。我们在前三部分实验中首先建立

了 HER2 阳性乳腺癌细胞株，明确了自噬在耐药细胞中呈高表达状态。利用自噬抑

制剂阻断细胞自噬过程后，耐药细胞对 Lapatinib 的敏感性明显增加。由于 ROS 与

细胞自噬高度相关，因此在本部分研究中我们拟阐明 ROS 在 Lapatinib 耐药细胞中

的变化规律。实验主要利用 DCFH-DA 标记方法，以明确 Lapatinib 耐药细胞与亲

本细胞间的 ROS 水平差异。 

据文献报道，BR 可以上调 ROS 促进肿瘤细胞的凋亡。我们在此利用 BR 作用

于耐药细胞，分析它是否可以协同 Lapatinib 提高耐药细胞的敏感性。本部分实验

主要依靠 MTT、流式细胞术分析细胞增殖和凋亡等指标。 

1 材料 

1.1 主要试剂与材料 

DMEM 细胞培养基、胎牛血清 

胰蛋白酶 
美国 Gibco 公司 

MTT 美国 Sigma-Aldrich 公司 

活性氧检测试剂盒 中国碧云天公司 

DCFH-DA 美国 Sigma-Aldrich 公司 

Lapatinib 美国 Selleck Chemicals 公司 

N-乙酰半胱氨酸 (NAC) 美国 Sigma-Aldrich 公司 

BR 美国 Sigma-Aldrich 公司 

1.2 常用缓冲液 

PBS 缓冲液：配制方法同前。 
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1.3 常用仪器 

细胞培养瓶、培养板 美国 Corning 公司 

CO2 恒温细胞培养箱 美国 Heraeus 公司 

低温高速离心机 德国 Eppendorf 公司 

光学倒置显微镜 日本 Olympus 公司 

酶标仪 美国 Bio-Rad 公司 

低温超速离心机 美国 Beckman 公司 

流式细胞仪 美国 Beckman 公司 

激光共聚焦显微镜 日本 Nikon 公司 

2 方法 

2.1 细胞 ROS 水平检测（DCFH-DA 标记法） 

1) BR 溶液的配制：DMSO 稀释，配制浓度为 1 mM 的储备液，-20℃保存。 

2) ROS 检测试剂盒（Reactive Oxygen Species Assay Kit）主要利用荧光探针

DCFH-DA 进行 ROS 水平的检测。DCFH-DA 探针自身并不产生荧光，但可以自

由穿透细胞膜进入细胞。进入细胞的 DCFH-DA 可被相应的酯酶水解，生成

DCFH，并且所生成的 DCFH 不能自由穿出细胞膜，从而使得 DCFH 探针富集

在细胞内。细胞内的 ROS 可进一步氧化 DCFH 探针，生成具有荧光的 DCF。因

此，DCF 的荧光强度就可以反应细胞的 ROS 水平。本部分实验主要是利用 ROS

检测试剂盒分析 Lapatinib 耐药细胞与亲本细胞之间 ROS 水平的差异，并明确

BR 是否可以上调细胞的 ROS 水平。同时，NAC 可以作为谷胱甘肽转移酶的底

物，增加细胞抗氧化能力，清除 ROS。利用 NAC 可阻断 BR 诱导的 ROS 水平

上调。 

A 选取生长状态良好的 BT-474
Par 和 BT-474

LapR，0.25%胰蛋白酶消化细胞，常规离

心收集细胞沉淀。 

B 用含 10%胎牛血清的 DMEM 培养基重悬细胞，制成单细胞悬液。 

C 细胞计数板计数，调整细胞浓度，按 8×10
4 个/孔接种于 24 孔板中，每个样品设

3 个复孔，每孔溶液体积为 200 μL，置于 37℃、5% CO2 孵箱中过夜。 
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D 实验分组为：BT-474
Par，BT-474

LapR；BT-474
LapR 

(control)，BT-474
LapR 

+ BR (10 μM)，

BT-474
LapR

 + BR (10 μM) + NAC (100 μM)，NAC 提前 1 hr 加入。 

E 细胞培养 72 小时后，利用无血清 DMEM 培养基，配制终浓度为 10 μM 的

DCFH-DA 探针工作液（1:1000）。去除培养基，每孔加入 400 μL 稀释好的

DCFH-DA，37℃、5% CO2 保温箱培养 20 分钟。 

F 以无血清 DMEM 培养基清洗细胞 3 次，充分去除未进入细胞的残留 DCFH-DA

探针。 

G 0.25%胰蛋白酶消化收集细胞，用流式细胞仪选取 488 nm 激发波长，525 nm 发

射波长检测 DCF 的荧光强度。 

H 重复实验 3 次，并进行统计分析，以*p<0.05 具有统计学意义。 

2.2 细胞增殖状态检测 

MTT 法分析 BR 和/或 Lapatinib 作用下细胞的增殖情况，以评价 BR 是否能协同

Lapatinib 抑制 BT-474
LapR 的增殖。所使用的 BR 的浓度为 10 μM，Lapatinib 的浓度设

为 2 μM。实验分组为：BT-474
LapR 

(control)，BT-474
LapR 

+ Lapatinib (2 μM)，BT-474
LapR 

+ BR (10 μM)，BT-474
LapR 

+ Lapatinib (2 μM) + BR (10 μM)。加药 72 小时后检测细胞

的增殖状态，具体操作方法同前。 

EdU 法分析 BR 和/或 NAC 作用下细胞的 DNA 复制能力，以评价 BR 抑制

BT-474
LapR 增殖是否依赖于 ROS 水平的增加。所使用的 BR 的浓度为 10 μM，NAC

为 100 μM，需提前 1 小时加入。实验分组为：BT-474
LapR 

(control)，BT-474
LapR 

+ BR 

(10 μM)，BT-474
LapR 

+ BR (10 μM) + NAC (100 μM)。加药 72 小时后检测细胞的增殖

状态，具体操作方法同前。 

2.3 流式细胞仪检测细胞凋亡状态 

1) 选取生长状态良好的 BT-474
LapR，0.25%胰蛋白酶消化细胞，离心收集细胞沉淀。 

2) 用含 10%胎牛血清的 DMEM 培养基重悬细胞，制成单细胞悬液。将细胞均匀分

种至 6 个 25 cm
2 细胞培养瓶中，置于 37℃、5% CO2 孵箱中培养。 

3) 待细胞状态良好并生长至 80%，按如下分组加入相应浓度的药物：Control 组，

Lapatinib (2 μM)，BR (10 μM)，Lapatinib (2 μM) + BR (10 μM)，NAC (100 μM)，

Lapatinib (2 μM) + BR (10 μM) + NAC (100 μM)，NAC 提前 1 小时加入，置于

37℃、5% CO2 培养箱培养。 
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4) 药物作用 72 小时后，0.25%胰蛋白酶消化细胞，离心收集细胞沉淀，使细胞数

大于 1×10
6 个/mL。 

5) 流式细胞仪分析，具体检测参数见第二部分实验 2.7。 

3 结果 

3.1 BR 可以协同 Lapatinib 抑制 BT-474
LapR 的增殖 

虽然关于 BR 的抗肿瘤作用已有相关研究，但在抑制具有 Lapatinib 耐药性的

BT-474 细胞增殖方面的效果尚不明确。为此，分别利用 10 μM 的 BR 单药或联合

Lapatinib (2 μM)作用于 BT-474
LapR细胞，并进行 MTT 分析。结果显示，BR 可以明显

增强 Lapatinib 的增殖抑制能力（图 4-1），证明 BR 可以协同 Lapatinib 抑制 BT-474
LapR

的增殖。 

 

 

3.2 BT-474
LapR 的 ROS 水平降低 

为了明确 ROS 在 BT-474
Par 与 BT-474

LapR 细胞之间的差异，利用 DCFH-DA 荧光

染料分别标记 BT-474
Par 与 BT-474

LapR，用流式细胞术分析 DCF 的荧光强度。实验结

果显示，DCF 阳性细胞在 BT-474
Par中的比例约为 15.25%，而在 BT-474

LapR 仅为 4.52%

图4-1  BR可以协同Lapatinib抑制BT-474
LapR细胞的增殖（BR, 10 μM; Lapatinib, 

2 μM) 

Figure 4-1  BR synergized with Lapatinib to inhibit the proliferation of 

BT-474
LapR

 cells. (BR, 10 μM; Lapatinib, 2 μM) 
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（图 4-2）。这一结果说明 BT-474
LapR 细胞的 ROS 水平较 BT-474

Par 明显降低，低 ROS

水平可能是其获得耐药性的机制之一。 

 

 

3.3 BR 可以上调 BT-474
LapR的 ROS 水平 

为了明确 BR 是否能上调 BT-474
LapR 的 ROS 水平，我们利用 10 μM 的 BR 作用

BT-474
LapR，72 小时后收取样品进行 ROS 水平分析。同时，利用 100 μM 的 NAC 预

处理细胞 1 小时后再加入 BR 进行 ROS 水平分析。结果如图 4-3 所示，BR 可以显著

上调 BT-474
LapR 的 ROS 水平（平均从 7.25%上调至 26.39%），但这一作用又可以受

到 NAC 的抑制（从 26.39%降低至 18.16%）。 

 

图 4-2  BT-474
Par 和 BT-474

LapR的 ROS 水平分析(DCFH-DA 标记) 

Figure 4-2  ROS level analysis between BT-474
Par

and BT-474
LapR

 cells using 

DCFH-DA labelling 
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3.4 BR 抑制 BT-474
LapR 的 DNA 复制能力依赖于 ROS 水平的增加（EdU 分析） 

为了明确 BR 是否通过上调 ROS 水平抑制 BT-474
LapR 的增殖能力，分别应用 BR

和/或 NAC 作用于 BT-474
LapR 

72 小时，然后利用 EdU 方法检测细胞的 DNA 复制能

力。结果如图 4-4 所示，BR 可以显著抑制 BT-474
LapR 的 DNA 复制能力。但是，ROS

清除剂NAC可以拮抗 BR的抑制作用，说明 BR是通过上调ROS水平抑制BT-474
LapR

的 DNA 复制能力。 

 

 

3.5 BR 协同 Lapatinib 促进 BT-474
LapR 的凋亡依赖于 ROS 水平的增加（流式细胞术

分析） 

为进一步明确 BR 是否能协同 Lapatinib 促进 BT-474
LapR 的凋亡，分别利用 BR

和/或 Lapatinib 处理 BT-474
LapR，72 小时后收取细胞样品进行流式细胞术检测细胞凋

亡水平。如图 4-5 所示，BR 可以诱导 BT-474
LapR 的凋亡，并且可协同促进 Lapatinib

诱导耐药细胞的凋亡，而这种促凋亡能力可以被 NAC 所拮抗。 

图 4-3  BR 可以上调 BT-474
LapR细胞的 ROS 水平 

Figure 4-3  BR increased ROS level of BT-474
LapR

 cells (Berberine, 10 μM; NAC, 

100 μM) 

图 4-4  BR 抑制 BT-474
LapR的 DNA 复制能力依赖于 ROS 水平增加 

Figure 4-4  BR inhibited DNA synthesis ability of BT-474
LapR

 cells dependent on 

ROS level increase (BR, 10 μM; NAC, 100 μM) 
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4 讨论 

在本部分实验中，我们重点利用 DCFH-DA 荧光标记分析发现 BT-474
LapR的 ROS

水平明显低于 BT-474
Par。进一步研究证实 BR 可以上调 BT-474

LapR 的 ROS 水平，并

抑制耐药细胞的增殖和 DNA 复制能力，促进耐药细胞的凋亡。联合应用 BR 和

Lapatinib 可以显著增强后者杀伤耐药细胞的能力。同时，利用 ROS 清除剂 NAC 可

以明显拮抗 BR 的功能，说明 BR 的抗肿瘤活性依赖于其上调 ROS 水平。 

虽然 BR 并非传统的肿瘤化疗药物，但其抗肿瘤活性日益受到重视。我们的研究

进一步证明了 BR 有助于恢复 Lapatinib 耐药细胞的药物敏感性。BR 上调 ROS 的机

制可能是通过调控细胞线粒体代谢途径、或清除 ROS 的氧化还原相关信号通路等，

但具体机制还需要进一步研究。揭示 BR 调控 ROS 的分子机制将有助于为解决

Lapatinib 的耐药问题提供新的研究思路。 

图 4-5  BR 可以协同 Lapatinib 促进 BT-474
LapR的凋亡 

Figure 4-5  BR synergized with Lapatinib to induce the apoptosis of BT-474
LapR

 cells 

dependent on ROS level increase (BR, 10 μM; NAC, 100 μM) 
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小    结 
 

1. 建立了具有稳定的 Lapatinib 耐药性的 HER2 阳性乳腺癌细胞株 BT-474
LapR 和

AU-565
LapR。 

2. 分别通过 MTT、EdU、软琼脂克隆形成等方法确认所筛选耐药细胞的耐药性。 

3. 利用透射电镜分析细胞自噬体、GFP-LC3 融合基因转染细胞分析自噬体聚集分

布状态等方法，发现细胞自噬在 Lapatinib 耐药细胞中处于活化状态。 

4. 利用自噬抑制剂拮抗耐药细胞的自噬过程，证实细胞自噬抑制剂可以协同

Lapatinib 抑制耐药细胞的增殖、促进耐药细胞的凋亡。 

5. 发现 AMPK-mTOR 信号通路在 BT-474
LapR 细胞中处于活化状态，是细胞自噬水

平增加的重要原因。 

6. 抑制 BT-474
LapR 中 AMPK-mTOR 信号通路可以促进耐药细胞对 Lapatinib 的治疗

敏感性。 

7. BT-474
LapR 细胞的 ROS 水平较 BT-474

Par 细胞低，BR 可以通过上调 BT-474
LapR

的 ROS 水平抑制细胞增殖、促进细胞凋亡。 
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