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摘要:目的 通过比较酪氨酸激酶抑制药 GW2974 给药后母本细胞株 BT474 与
耐药株 rBT474 之间代谢相关因子 mＲNA 表达的差异，探讨 rBT474 可能的耐药
机制。方法 收集对数生长期 rBT474 和 BT474 细胞，接种于 96 孔板，加入含有
GW2974 的培养基，分别于孵育 0，12，24 和 48 h后，通过噻唑蓝法检测 BT474 与
rBT474 细胞的增殖情况。用逆转录实时定量 －聚合酶链反应检测 12 种相关代
谢因子葡萄糖转运体 4( GLUT4) 、2，6 －二磷酸果糖激酶( PFK － 2) 、丙酮酸激酶 2
( PKM2) 、乳酸脱氢酶( LDHA) 、丙酮酸羧化酶( PC) 、6 －磷酸果糖激酶( G －6 － PD) 、

脂肪酸合成酶 ( FASN ) 、脂酰肉碱转移酶 1 ( CPT1A ) 、葡萄糖调节蛋白 75
( GＲP75) 、电压依赖性阴离子通道蛋白 1 ( VDAC1 ) 、葡萄糖调节蛋白 78
( GＲP78) 和钙网蛋白( CALＲ) 的 mＲNA 在 BT474 细胞和 rBT474 细胞中给药前
后的表达水平。结果 给予 GW2974 后，母本细胞 BT474 中糖脂代谢相关因子
GLUT4、PFK － 2、PKM2、LDHA、PC、G － 6 － PD、FASN 和 CPT1A 的 mＲNA 表达水
平均明显下调，线粒体应激因子 GＲP75、VDAC1 与内质网应激因子 CALＲ表达水
平均明显下调，内质网应激因子 GＲP78 表达明显上调。而在耐药株 rBT474 中
给药后这 12 种代谢相关因子的 mＲNA 表达水平均明显上调。结论 耐药株
rBT474 可能通过调控糖脂代谢以及细胞应激等过程使细胞耐受性增强。
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Abstract: Objective To investigate the possible resistance mechanisms
of rBT474 by comparing the mＲNA expression of metabolism － related
factors between parental cell line BT474 and resistant strain rBT474 cells
after GW2974 administration. Methods The logarithmic phase rBT474
and BT474 cells were collected and inoculated into 96 hole cell culture
plate. Then supplemented the medium with GW2974 and incubated 0，
12，24 and 48 h， respectively. The proliferation characteristics of
BT474 and rBT474 cells were detected by methyl thiazolyl tetrazolium as-
say. The expressions of mＲNA of twelve metabolism － related factors in-
cluding glucose transporter 4 ( GLUT4 ) ，6 － phosphofructo － 2 － kinase
( PFK －2) ，pyruvate kinase M2 isoform ( PKM2 ) ，lactate dehydrogen-
ase A ( LDHA) ，phosphatidyl cholines ( PC) ，glucose 6 － phosphatede-
hydrogenase ( G － 6 － PD ) ，fatty acid synthase ( FASN ) ，carnitine
palmitoyltransferase － I ( CPT1A ) ， glucose － regulated protein 75
( GＲP75) ，voltage － dependent anion channel ( VDAC1 ) ，glucose －
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regulated protein 78 ( GＲP78 ) and calreticulin ( CALＲ) were detected by real － time quantitative polymerase chain
reaction detecting system. Ｒesults After GW2974 administration，the mＲNA of GLUT4，PFK － 2，PKM2，LDHA，
PC，G － 6 － PD，FASN and CPT1A，related with glucose and lipid metabolism in BT474 cells were down － regulated，
the mitochondrial stress factors GＲP75，VDAC1 and the endoplasmic reticulum stress factor CALＲ were down － regula-
ted，the endoplasmic reticulum stress factor GＲP78 was up － regulated. While the mＲNA of twelve factors were up －
regulated in resistant strains rBT474 after administration. Conclusion The glucose and lipid metabolism as well as cellu-
lar stress tolerance and the up － regulation of other metabolic － related proteins make GW2974 － resistance in rBT474 cells.
Key words: GW2974; breast cancer; metabolism; drug resistance; tyrosine kinase inhibitor

近年来，乳腺癌高居女性恶性肿瘤死亡率的首
位，且其发病率呈逐年上升的趋势［1 － 2］。人表皮生长
因子受体 － 2( HEＲ2) 表达阳性的乳腺癌恶性程度高、
侵袭性强、患者预后极差，患者中存在 HEＲ2 的过表
达高达 20% ～ 30%［3］。小分子酪氨酸激酶抑制药针
对 HEＲ2 靶向作用明显，临床治疗效果突出，现已逐
渐成为乳腺癌治疗中的一线用药［4 － 5］，但有部分患者
应用后有获得性耐药现象产生［6］，其可能通过糖脂代
谢途径耐药［7］。GW2974 是一种小分子的表皮生长因
子受体 ( EGFＲ) /HEＲ2 酪氨酸激酶抑制药。本文利
用诱导建立的 GW2974 乳腺癌细胞耐药株 rBT474，与
母本 BT474 细胞株相比较，以期从代谢角度对
GW2974 诱导 BT474 耐药的机制进行探讨。

材料与方法

1 材料
细胞株 人乳腺导管癌细胞株 BT474，购自中国

科学院上海细胞库; rBT474，由本实验室筛选并保存。
药品与试剂 GW2974，规格:每支 250 mg，批号:

G0668，瑞士 Sigma 公司生产。Trizol，美国 Invitrogen
公司产品; ＲvertAid First Strand cDNA Synthesis kit，美
国 Thermo scientic 公司产品; SYBＲ Premix Ex Taq，日
本 Takara 公司生产; Protein Marker，加拿大 Fermentas
公司产品;噻唑蓝( MTT) ，美国 Amresco公司生产。

仪器 普通聚合酶链反应 ( PCＲ) 仪，购自德国
Thermo cycler 公司; Eclipse TE2000U 倒置显微镜，购
自日本 Nikon公司; Step One Ｒeal time PCＲ System，购
自美国 AB公司产品; M －26 核酸蛋白分析仪，购自英
国 UVP 公司; Image Pro Plus V6. 0 图像分析软件，购
自美国 Media Cybernetics公司。
2 实验方法
2. 1 用MTT法检测药物对细胞增殖的影响

收集处于对数生长期的 BT474 与 rBT474 细胞，
制成 2. 5 × 104 cell·mL －1的单细胞悬液，然后接种于
96 孔板中，每孔 200 μL，当细胞贴壁后，弃去培养液

并加入含有 0. 5 μmol·L －1 GW2974 的 1640 培养基。
分别孵育 0，12，24 和 48 h，弃去培养液，用磷酸盐缓
冲溶液( PBS) 洗涤后，加入MTT液 70 μL，培养 4 h，弃
去上清液，加入 150 μL二甲亚砜( DMSO) ，终止反应，
然后将 96 孔板振荡 10 min，MTT 还原产物溶解，用酶
标仪于 570 nm 处测定每孔光密度，并以空白对照孔
调零，计算相对抑制率，结果用 珋x ± s表示，每组设 5 个
平行，实验重复 3 次。
2. 2 细胞总 ＲNA抽提

收集细胞 1 × 106 ～ 1 × 107，加入 Trizol 1 mL，将细
胞悬液吹打均匀，于冰上放置 5 min。然后加入氯仿
200 μL并振荡 15 s，在室温下放置 3 min。于 4 ℃下，
以 1. 2 × 104 r·min －1离心 15 min( 最上层的是 ＲNA，
在中间层的白色部分为 DNA，最底层的红色部分为蛋
白质) 。将上层小心吸出，移至干净的离心管中，然后
加入经过预冷的等量的异丙醇，在 － 20 ℃进行 10 min
静置。于 4 ℃下，以 1. 2 × 104 r·min －1离心 10 min，
移去上清液，向下层白色絮状沉淀中加入用 DEPC水配
制的 75%乙醇 1 mL，充分振荡然后洗涤沉淀，于 4 ℃下，
以 1. 2 × 104 r·min －1离心 5 min。去除上清液，真空干
燥，然后溶于双蒸水(无 ＲNase)中，置于 －80 ℃保存。
2. 3 逆转录实时定量 PCＲ( ＲT － PCＲ)反应

将提取好的 ＲNA依据试剂盒逆转录合成 cDNA，
按以下条件进行逆转录: 30 ℃ 10 min; 42 ～ 55 ℃
15 ～ 30 min; 99 ℃ 5 min; 5 ℃ 5 min。将获得的 cDNA
按照荧光定量 PCＲ扩增试剂盒进行扩增。预变性: 95
℃ 30 s; PCＲ 反应: 95 ℃ 5 s，60 ℃ 30 s，40 个循环。
融解曲线分析: 95 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，95 ℃ 15 s。扩
增的荧光信号通过 Step One Ｒeal time PCＲ System 检
测，以 β － actin为内参计算母本细胞 BT474 与耐药株
rBT474 中葡萄糖转运体 4 ( GLUT4 ) 、2，6 －二磷酸果
糖激酶( PFK －2) 、丙酮酸激酶 2( PKM2) 、乳酸脱氢酶
( LDHA) 、丙酮酸羧化酶 ( PC ) 、6 － 磷酸果糖激酶
( G －6 － PD) 、脂肪酸合成酶 ( FASN) 、脂酰肉碱转移
酶 1( CPT1A) 、葡萄糖调节蛋白 75 ( GＲP75 ) 、电压依
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赖性阴离子通道蛋白 1( VDAC1) 、葡萄糖调节蛋白 78
( GＲP78) 和钙网蛋白( CALＲ) 基因的相对表达水平。
引物序列由上海英潍捷基贸易有限公司合成。
3 统计学处理

用 SPSS 16. 0 软件进行统计分析。计量资料用
珋x ± s表示，组内比较用配对 t检验，组间比较用独立样
本 t检验。

结 果

1 GW2974 对 rBT474、BT474 的生长抑制率的影响
干预 12，24 和 48 h时，耐药细胞的存活率明显较

高( 均 P ＜ 0. 05) ，见表 1。
2 检测 GW2974 对 BT474、rBT474 细胞代谢相关蛋
白 mＲNA水平的影响

给予 GW2974 后，母本细胞 BT474 中 8 种糖脂代
谢相关因子 GLUT4、PFK － 2、PKM2、LDHA、PC、
G － 6 － PD、FASN 和 CPT1A 的 mＲNA 表达水平均明
显下调，线粒体应激因子 GＲP75、VDAC1 与内质网应

表 1 0. 5 μmol·L －1 GW2974 对 BT474 细胞和 rBT474 细胞生
长抑制率的影响( n = 3，珋x ± s)
Table 1 The proliferation inhibitory rate of 0. 5 μmol· L －1

GW2974 on BT474 and rBT474 cells( n = 3，珋x ± s)

Time BT474 cell rBT474 cell

0 h 0. 98 ± 0. 01 1. 01 ± 0. 02
12 h 0. 48 ± 0. 07＊＊ 1. 02 ± 0. 04##

24 h 0. 39 ± 0. 09＊＊ 0. 87 ± 0. 07* ##

48 h 0. 28 ± 0. 12＊＊ 0. 91 ± 0. 10##

Compared with 0 h group，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; Compared with BT474

cell group，#P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01

激因子 CALＲ 表达水平均明显下调，内质网应激因子
GＲP78 表达上调 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) 。在耐药株
rBT474 中，给予 GW2974 后糖脂代谢相关因子
GLUT4、PFK － 2、PKM2、LDHA、PC、G － 6 － PD、FASN、
CPT1A与应激相关因子 CALＲ、GＲP78、GＲP75、VDAC1
的 mＲNA 表达水平均明显上调 ( P ＜ 0. 05 或
P ＜ 0. 01) 。结果见表 2。

表 2 12 种相关代谢因子 mＲNA在 BT474 细胞和 rBT474 细胞中的表达( 珋x ± s)
Table 2 The expression of twelve metabolism － related factors mＲNA in BT474 and rBT474 cells( 珋x ± s)

mＲNA
BT474 cell rBT474 cell

0 h 12 h 24 h 0 h 12 h 24 h

GLUT4 1. 13 ± 0. 10 0. 73 ± 0. 12* 0. 26 ± 0. 09＊＊ 13. 27 ± 0. 46 18. 34 ± 0. 52* 30. 36 ± 3. 72＊＊
PFK － 2 1. 07 ± 0. 04 0. 62 ± 0. 05＊＊ 0. 71 ± 0. 03＊＊ 1. 78 ± 0. 06 4. 06 ± 0. 11＊＊ 4. 89 ± 0. 27＊＊

PKM2 0. 98 ± 0. 03 0. 41 ± 0. 05＊＊ 0. 52 ± 0. 08＊＊ 2. 02 ± 0. 31 4. 97 ± 0. 58＊＊ 3. 66 ± 0. 17＊＊

LDHA 1. 06 ± 0. 03 0. 48 ± 0. 07＊＊ 0. 93 ± 0. 04 0. 61 ± 0. 05 1. 42 ± 0. 24＊＊ 1. 33 ± 0. 09＊＊
PC 1. 02 ± 0. 02 0. 63 ± 0. 11* 0. 36 ± 0. 03＊＊ 0. 72 ± 0. 03 1. 37 ± 0. 10＊＊ 1. 51 ± 0. 05＊＊

G － 6 － PD 0. 97 ± 0. 01 0. 78 ± 0. 04＊＊ 0. 48 ± 0. 02＊＊ 1. 21 ± 0. 02 1. 78 ± 0. 09＊＊ 1. 93 ± 0. 16＊＊

FASN 1. 02 ± 0. 02 0. 45 ± 0. 06＊＊ 0. 77 ± 0. 08＊＊ 0. 23 ± 0. 02 0. 37 ± 0. 03＊＊ 0. 58 ± 0. 09＊＊
CPT1A 0. 98 ± 0. 01 0. 83 ± 0. 02* 0. 39 ± 0. 02＊＊ 0. 38 ± 0. 07 0. 72 ± 0. 03＊＊ 0. 71 ± 0. 03＊＊

GＲP75 1. 04 ± 0. 01 0. 49 ± 0. 03＊＊ 0. 64 ± 0. 02＊＊ 0. 41 ± 0. 03 0. 85 ± 0. 02＊＊ 0. 83 ± 0. 03＊＊

VDAC1 0. 96 ± 0. 02 0. 68 ± 0. 05＊＊ 0. 95 ± 0. 07 0. 40 ± 0. 04 0. 69 ± 0. 02＊＊ 1. 04 ± 0. 04＊＊
GＲP78 0. 97 ± 0. 02 1. 91 ± 0. 03＊＊ 1. 34 ± 0. 02＊＊ 0. 69 ± 0. 02 2. 14 ± 0. 05＊＊ 2. 81 ± 0. 16＊＊
CALＲ 1. 03 ± 0. 03 0. 86 ± 0. 04＊＊ 0. 97 ± 0. 04 0. 91 ± 0. 06 2. 47 ± 0. 03＊＊ 3. 64 ± 0. 08＊＊

GLUT4: Glucose transporter 4; PFK － 2: 6 － phosphofructo － 2 － kinase; PKM2: Pyruvate kinase M2 isoform; LDHA: Lactate dehydrogenase A; PC:

Phosphatidyl cholines; G －6 － PD: Glucose 6 － phosphatedehydrogenase; FASN: Fatty acid synthase; CPT1A: Carnitine palmitoyltransferase － I; GＲP75:

Glucose － regulated protein 75; VDAC1: Voltage － dependent anion channel; GＲP78: Glucose － regulated protein 78; CALＲ: Calreticulin; Compared with 0

h group，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

讨 论

WAＲBUＲG［8］研究发现，相比人体正常的细胞，肿
瘤细胞代谢糖的数量明显增多，据此提出了肿瘤代谢
可能采用有氧糖酵解的这一假说。MTT法证明，耐药
细胞比母本细胞对 GW2974 的耐受作用明显增强。
mＲNA检测结果发现，在母本细胞株中给予 GW2974
后糖酵解与磷酸戊糖途径被阻断，脂肪酸氧化合成降
低，细胞能量耗竭而死; 而在耐药株中细胞耐受性增
强，糖酵解与磷酸戊糖途径反馈性增强，脂肪酸氧化

合成增强，提供细胞生长繁殖所需的能量与供体，因
此细胞易于存活。

给予 GW2974 后，母本细胞株 BT474 中线粒体应
激蛋白 GＲP75、VDAC1 与内质网应激蛋白 CALＲ 的
mＲNA表达水平下调，而内质网应激蛋白 GＲP78 表达
上调。细胞的内质网稳态失衡将导致错误折叠蛋白
积累，从而诱发内质网应激。当细胞处于内质网应激
状态时，可以激活相关的降解途径，清除细胞内积累
的错误折叠的蛋白，减弱细胞应激水平，如果内质网
功能紊乱持续，将最终启动细胞凋亡程序［9］。由此可
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以推测，在 GW2974 给药后，肿瘤细胞 BT474 主要通
过内质网应激对抗细胞损伤，最终因紊乱持续而引起
细胞死亡。而在 GW2974 给药后，耐药株 rBT474 中
GＲP75、GＲP78、VDAC1 与 CALＲ 表达水平迅速上调，提
示在耐药株中线粒体应激保护与内质网应激保护均得
到加强，能够更好地抵抗损伤，从而导致细胞耐药。

因此，本课题组推断在母本细胞株 BT474 中
GW2974 抑制糖脂代谢相关因子的表达，导致糖酵解
及磷酸戊糖途径均被阻断，肿瘤细胞能量供给不足，
引发内质网应激而造成肿瘤细胞死亡。而在耐药株
中代谢途径发生了改变，GW2974 诱导的 rBT474 细胞
通过调控糖脂代谢以及细胞应激等过程使细胞耐受
性增强。本课题通过研究小分子酪氨酸激酶抑制药
对乳腺癌细胞的耐药途径，以期为进一步寻找逆转
GW2974 耐药的方法提供新的视角。
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