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c-Src 在 TAM 治疗耐药的人乳腺癌 MCF-7 细胞株
中的表达及其意义
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摘   要 目的：探讨 c-Src 在乳腺癌三苯氧胺（TAM）中耐药的表达及意义。

方法：用 Western blot 法检测 TAM 治疗耐药与敏感的两种人乳腺癌 MCF-7 细胞中 c-Src 的表达及

其磷酸化水平；用 c-Src 阻滞剂 PP2 处理两种细胞后，采用酶联免疫吸附试验（ELISA）及吖啶橙 / 

溴化乙锭（AO/EB）双荧光染色法检测细胞凋亡情况。

结 果： 与 TAM 敏 感 MCF-7 细 胞 比 较，TAM 耐 药 MCF-7 细 胞 c-Src 的 表 达 量 及 其 磷 酸 化 水 平 均

明 显 增 高；PP2 处 理 后，TAM 敏 感 MCF-7 细 胞 的 富 集 指 数（EF） 及 细 胞 凋 亡 率 高 于 TAM 耐 药

MCF-7 细胞（均 P<0.05）。

结论：c-Src 在 TAM 治疗耐药的人乳腺癌 MCF-7 细胞株中处于高表达及高活性状态，并可能参与

乳腺癌内分泌治疗耐药的机制。
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Expression and significance of c-Src in human breast cancer MCF-7 
cells resistant to tamoxifen therapy
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ABSTRACT Objective: To investigate c-Src expression in breast cancer resistant to tamoxifen (TAM) therapy and its 
significance.
Methods: The expression and phosphorylation level of c-Src in TAM-resistant and sensitive human breast 
cancer MCF-7 cells were detected by Western blot analysis. The apoptosis in these two cell lines was detected 
by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and acridine orange/ethidium bromide (AO/EB) double 
fluorescent staining after treatment with c-Src inhibitor PP2.
Results: Compared with TAM-sensitive MCF-7 cells, the levels of c-Src expression and phosphorylation in 
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自 20 世 纪 70 年 代 以 来， 三 苯 氧 胺

（tamoxifen，TAM）作为重要的内分泌治疗药物

被用于雌激素受体 α（ER-α）阳性乳腺癌的治

疗，获得了较好的临床效果。但长期应用该药后

会产生内分泌治疗耐药，且其耐药机制目前尚不

十分明了。研究表明，c-Src 在曲妥单抗治疗表皮

生长因子受体 2（Her-2）阳性的乳腺癌耐药中发

挥重要作用 [1]。但其在内分泌治疗耐药的人乳腺

癌 MCF-7 细胞株中的表达如何，是否参与了内分

泌治疗耐药？此等问题尚未解决。为此，本研究

检测 TAM 治疗耐药的人乳腺癌 MCF-7 细胞株中

c-Src 的表达，并应用其阻滞剂处理耐药细胞，以

期初步阐明乳腺癌内分泌治疗耐药的可能机制。

1　材料与方法

1.1  主要材料

包括人乳腺癌 MCF-7 细胞株（ATCC，美国），

TAM 治 疗 耐 药 的 人 乳 腺 癌 MCF-7 细 胞 株（ 美 国

Fox Chase Cancer Center 范萍教授赠予），杜伯

克改良伊波尔培养基（DEME 培养基）（GIBCO，

美 国）， 胎 牛 血 清（GIBCO， 美 国），10 cm 培

养 皿（Corning， 美 国 ）, 小 鼠 抗 人 c-Src 单 克 隆

抗 体（CST， 美 国 ）, 兔 抗 人 c-Src（Tyr416） 磷

酸 抗 体（CST， 美 国）, 甘 油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶

（GAPDH）内参（Abmart，中国）, 二抗（Abmart，

中 国）, 酶 联 免 疫 吸 附 试 验（ELISA） 细 胞 凋 亡

检测试剂盒（Roche，德国）, 吖啶橙（AO）, 溴

化乙啶 (EB)（Sigma，美国）及 c-Src 阻滞剂 PP2

（Sigma，美国）。

1.2  实验方法

1.2.1  细 胞 培 养　 实 验 组 为 TAM 治 疗 耐 药 的 人

乳 腺 癌 MCF-7 细 胞 株， 对 照 组 为 TAM 治 疗 敏

感 的 人 乳 腺 癌 MCF-7 细 胞 株， 分 别 放 入 10 cm

的 细 胞 培 养 皿 中 培 养， 均 用 含 10% 胎 牛 血 清 的

DMEM 培 养 基 置 于 细 胞 培 养 箱 中 培 养（37 ℃，

95%O2）， 每 隔 2 天 换 液 1 次， 待 80%~90% 的

细胞融合后进行实验。

1.2.2  c-Src 的 表 达 及 其 磷 酸 化 水 平 的 检 测　 细

胞 生 长 稳 定 后，0.25% 胰 酶 消 化， 磷 酸 盐 缓 冲

液（PBS） 洗 涤 离 心 2 次， 沉 淀 加 入 细 胞 裂 解 液 

1 mL 混匀，超声粉碎、离心（冰上粉碎 30 s，离

心 14 000 r/min，10 min） 后， 保 留 上 清 液， 蛋

白定量。将两组蛋白上样量调整一致，加入 1×

上样缓冲液进行蛋白变性（98 ℃，5 min），上

样 行 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳（SDS-PAGE）； 电 泳

结束后将蛋白转移到聚偏二氟乙烯膜（PVDF 膜），

然后用含 5% 脱脂奶粉的溶解有吐温 -20 的磷酸

盐缓冲液（PBST）封闭；一抗（c-Src 抗体、c-Src

磷酸化抗体、GAPDH 内参）孵育（4 ℃静置过夜），

PBST 漂洗膜 3 次（10 min/ 次）；二抗孵育（室

温轻摇 1 h），PBST 漂洗膜 3 次（10 min/ 次），

辣根过氧化物酶 HRP-ECL 发光法显影曝光。

1.2.3  细胞凋亡测定　两组细胞分别置于 12 孔板

（ 细 胞 密 度 为 8×104/ 孔） 中 培 养 2 d 后， 加 入

PP2（5 µmol/L）处理 48 h 后胰酶消化收集细胞，

然后用 ELISA 法测定细胞凋亡（具体按试剂盒操

作步骤进行）。用抗组蛋白抗体包被酶标板，加

入含有核小体和寡聚核小体的细胞凋亡裂解物，

再加入过氧化物酶标记的抗 DNA 抗体。显色后，

用酶标仪分析，测定 405 nm 处的 OD405 值；凋亡

细 胞 越 多，OD405 值 越 高。 细 胞 凋 亡 用 富 集 指 数

（enrichment factor，EF）表示。EF=（实验 OD 值 -

本底 OD 值）（诱导凋亡处理的细胞）/ 阴性对照

OD 值（未经诱导凋亡处理的细胞）。

1.2.4  细胞凋亡率测定　细胞培养、处理及收集

TAM-resistant MCF-7 cells were significantly increased. After exposure to PP2, the enrichment factor and cell 
apoptotic rate in TAM-resistant MCF-7 cells were significantly higher than those in TAM-sensitive MCF-7 
cells (both P<0.05).
Conclusion: There is a higher c-Src expression and activity in human breast cancer MCF-7 cell lines resistant 
to TAM therapy, which may probably be associated with the mechanism of endocrinotherapy resistance of 
breast cancer.
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同上。调整细胞密度为 1×106/mL。取 100 µL 细

胞 悬 液， 加 入 4 µL AO/EB 染 色 液（100 µg/mL 

AO 和 100 µg/mL EB），混匀。荧光显微镜下观

察计数 200 个细胞，计算细胞凋亡率。细胞凋亡

率用凋亡细胞数占总细胞数的百分比表示。

1.3  统计学处理

数据用 x±s 表示。两组样本均数的比较采用

t 检验，由 SPSS17.0 统计软件完成。P<0.05 为差

异有统计学意义。

2　结　果

2.1  c-Src 的表达及其磷酸化水平

实 验 组的 c-Src 表 达 量 和 磷 酸 化 水 平 均 较 对

照组明显增高 ( 图 1)。

1 2

c-Src

磷酸化 c-Src

GAPDH

图 1　两组细胞 c-Src 的表达及其磷酸化水平　　1：对照

组；2：实验组
Figure 1　The expression levels of c-Src and phosphorylated 

c-Src in two groups of cells　　1: Control group;  
2: Experimental group

2.2  PP2 处理后的细胞凋亡情况

c-Src 阻 滞 剂 PP2 处 理 两 组 细 胞 后，实 验 组

的 EF 值 及 细 胞 凋 亡 率 均 较 对 照 组明 显 增 高（均

P<0.05）（表 1）。

表 1　两组细胞 PP2 处理后的凋亡情况比较（x±s）
Table 1　Comparison of apoptosis in the two groups of cells 

after PP2 treatment (x±s)
组别 EF 值 细胞凋亡率（%）

对照组 1.54±0.30 13.7±1.2
实验组 3.95±0.52 35.8±1.4

t 26.837 37.907
P <0.05 <0.05

3　讨　论

研究表明，雌激素受体 [2]、内皮生长因子受

体 [1] 及信号传导分子 [3-4] 等的异常变化与乳腺癌

内分泌治疗耐药密切相关。对于 ER-α 阳性的乳

腺 癌 患 者， 以 TAM 为 主 的 内 分 泌 治 疗 可 以 显 著

改善其 5 年生存率 [5]，但长期应用后所产生的获

得性耐药可导致肿瘤复发和死亡，限制了其临床

应用。因此，乳腺癌内分泌治疗耐药的机制及耐

药的逆转一直被视为研究热点。

c-Src 作 为 一 种 非 受 体 型 酪 氨 酸 激 酶， 在

多 种 肿 瘤 中 表 达， 包 括 胰 腺 癌、 结 肠 癌 及 乳 腺

癌 [6-7]。 研 究 [8] 表 明，Src 激 酶 的 活 化 在 胰 腺 肿

瘤 形 成 中 是 一 个 早 期 事 件， 与 胰 腺 癌 的 不 良 预

后 有 关， 且 Src 是 Src 家 族 激 酶 中 主 要 的 活 性 蛋

白。 此 外，Src 活 性 的 增 强 与 胰 腺 癌 对 吉 西 他 滨

治 疗 的 耐 药 有 关，Src 抑 制 剂 的 应 用 可 克 服 这 种

耐 药 性 [9]。 作 为 治 疗 转 移 性 结 肠 癌 的 主 要 药 物

伊 立 替 康（irinotecan） 同 样 也 因 原 发 性 耐 药 和

获 得 性 耐 药 而 限 制 了 其 在 临 床 上 的 广 泛 应 用，

而获得性耐药的产生伴随着表皮生长因子受体 1

（EGFR）,Her-2，Her-3 和 Src 蛋 白 的 过 度 表 达

及 Src 活化 [10]。Sánchez-Bailón 等 [11] 研究显示，

c-Src 的 活 化 可 促 进 人 乳 腺 癌 MDA-MB-231 细 胞

增 殖、 迁 移、 生 存 和 转 移， 阻 断 c-Src 的 活 性 可

抑制乳腺癌细胞的迁移和侵犯。Karim 等 [12] 研究

表 明， 应 用 达 沙 替 尼（dasatinib） 阻 断 Src 的 活

性可抑制乳腺癌的进展。在人 MCF-7 乳腺癌细胞

中，c-Src 可 调 控 细 胞 周 期 进 展， 应 用 PP2 或 基

因沉默阻断 c-Src 可下调细胞周期蛋白 D1（cyclin 

D1） 和 细 胞 周 期 蛋 白 E（cyclin E） 的 表 达 [13]。

Zhang 等 [1] 研究表明，c-Src 的活化导致曲妥单抗

治疗 HER2 阳性乳腺癌的获得性和原发性耐药，

阻 断 c-Src 同 时 应 用 曲 妥 单 抗 将 恢 复 其 治 疗 乳 腺

癌的敏感性。由此可见，c-Src 与肿瘤的进展及多

种治疗耐药密切相关。

本研究检测了 c-Src 在 TAM 治疗敏感及耐药

的人乳腺癌 MCF-7 细胞株中的表达情况，结果显

示 实 验 组 c-Src 的 表 达 明 显 高 于 对 照 组， 磷 酸 化

c-Src 水平亦较对照组明显增高。提示 c-Src 在内

分泌治疗耐药的人乳腺癌 MCF-7 细胞株中处于高

表达及高活性状态，耐药细胞已依赖 c-Src 生长。

同 时 也 说 明 c-Src 的 过 度 活 化 可 能 是 ER-α 阳 性

的乳腺癌内分泌治疗耐药的重要机制之一。研究
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表明 Src 抑制剂与内分泌治疗相结合，可以明显

推迟乳腺癌耐药性的产生 [14-18]。提示 c-Src 可能

在乳腺癌内分泌治疗耐药中发挥重要作用。本研

究结果与之一致。

既 然 耐 药 细 胞 已 依 赖 c-Src 生 长， 那 么 其 对

于 c-Src 抑 制 剂 的 治 疗 可 能 更 为 敏 感。 本 研 究 通

过 应 用 c-Src 抑 制 剂 PP2 处 理 乳 腺 癌 细 胞， 结 果

发现实验组内分泌治疗耐药细胞的富集指数较对

照组内分泌治疗敏感细胞明显增高（P<0.05）；

提示实验组细胞凋亡较对照组增多，细胞凋亡率

也明显增高（P<0.05）。本研究达到了预期结果。

综上所述，c-Src 在 TAM 治疗耐药的人乳腺

癌 MCF-7 细胞中处于高表达及高活性状态，这种

耐药细胞已依赖 c-Src 生长，并对 c-Src 抑制剂的

治疗更敏感。此结果为临床上内分泌治疗耐药的

乳腺癌患者提供了一个新思路。本课题组下一步

将 进 行 c-Src 相 关 通 路 及 内 分 泌 治 疗 耐 药 逆 转 研

究，以期进一步阐明乳腺癌内分泌治疗耐药的可

能机制。
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