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赫赛汀获得性耐药胃癌细胞非标定量蛋白质组学研究 
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摘要: 基于非标定量 (label-free quantitative) 蛋白质组学对 HER2 表达阳性胃癌细胞 (N87) 和赫赛汀获得
性耐药细胞 (N87/R) 进行蛋白质组学研究, 发现耐药细胞蛋白质组的变化。提取的蛋白质样品经还原烷基化、
FASP 酶解; 肽段经自制反相柱 (small manual reversed phase, sRP) 分离、LC-MS/MS 分析; 获取的数据通过
Protein Database 2.1软件搜库鉴定。采用基于强度定量法 (intensity based quantification, IBQ) 进行蛋白质定量, 
寻找差异表达蛋白质。基于Web Gestalt数据库对差异蛋白质进行基因本体分析 (gene ontology, GO)、基因–疾病
网络构建及通路富集分析。共鉴定蛋白质 8 509个, 对其中 7 163个蛋白质进行生物信息学分析, 与母本组相比, 
耐药组中 110个蛋白质显著上调, 70个下调。GO富集显示, 差异蛋白质在细胞成分、生物过程、分子功能方面
明显不同; 基因–疾病网络分析表明, 差异蛋白质与肿瘤转移、肿瘤侵袭及炎症等相关; Wikipathway 富集表明, 
IL-2、MAPK/ERK、mTOR、aurora A、Ret激酶、NF-κB、免疫调控及代谢通路在耐药细胞中有显著变化; Western 
blot证实, ERK1/2在耐药组中表达显著增加; MAPK/ERK通路抑制剂 SCH772984能够选择性降低耐药细胞活力。
结果表明, MAPK/ERK 通路激活是赫赛汀获得性耐药的重要机制。本研究为胃癌赫赛汀耐药机制研究提供了理
论基础。 
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Abstract: This study was designed to explore proteins differentially expressed in HER2 positive gastric cancer 

N87 cells and N87/R cells with an acquired resistance to herceptin based on label-free quantitative proteomics.  
The extracted proteins were reduced and alkylated, then digested using filter aided sample preparation (FASP); 
peptides were separated via small manual reversed phase column, analyzed by LC-MS/MS, and identified with 
protein database 2.1 search engine.  Proteins were quantified by intensity based quantification (IBQ) to search for 
differential proteins by comparison with relatively quantified proteins.  The enrichment and network construction 
in gene ontology (GO) terms, genes-disease and Wikipathway of differential proteins were established through 
Web Gestalt.  A total of 8 509 proteins were detected, among them, 7 163 proteins were further analyzed by 
bioinformatics, of which 110 proteins were up-regulated and 70 were down-regulated in N87/R cells.  The       
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differential proteins showed a significant difference in cellular component, biological process and molecular 
function in GO terms, respectively.  Genes-disease network analysis indicated the association of these differential 
proteins with neoplasm metastasis, neoplasm invasiveness and inflammation, etc.  Wikipathway enrichment 
analysis revealed the relevance of several signaling pathways to herceptin resistance, which included IL-2, 
MAPK/ERK, mTOR, aurora A, Ret, NF-κB, immune-regulatory and metabolic pathway.  Western blot showed        
a significant increase of ERK1/2 activities in N87/R cells compared with N87 cells.  Correspondingly, 
SCH772984, a MAPK/ERK inhibitor, preferentially reduced the viability of N87/R cells.  Taken together, our 
data suggested that the MAPK/ERK signaling pathway is one of the key pathways that mediate herceptin       
resistance.  This study provides the basic information for exploring the mechanisms of acquired resistance to 
herceptin in gastric cancer cells. 
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赫赛汀是靶向 HER2 的人源单克隆抗体, 能够    
结合 HER2 胞外段亚结构域 IV, 通过抗体依赖细胞    
介导细胞毒作用  (antibody-dependent cell-mediated 
cytotoxicity, ADCC) 和抑制信号转导发挥对肿瘤细
胞的杀伤作用[1−3]。该药于 1998年首次获准用于HER2
表达阳性转移性乳腺癌的治疗, 2010 年又获准用于
HER2表达阳性晚期胃癌的治疗。作为第一个用于临
床的单克隆抗体药物和信号转导抑制剂, 赫赛汀在
肿瘤治疗中表现出良好的应用潜能[4]。 

尽管赫赛汀能够延长乳腺癌及胃癌患者的总生

存期和无进展生存期, 然而由于客观治疗有效率不
高, 且起初接受赫赛汀治疗有效的多数患者, 在用药
8 个月后肿瘤细胞即产生明显抗药性, 导致药效降低
甚至无效 [5−7]。由于赫赛汀用于胃癌治疗时间尚短, 
因此, 胃癌赫赛汀耐药机制研究尚未深入开展, 加之
肿瘤耐药的复杂性和多样性, 导致人们对其耐药机
制的认识还不够, 已报道的研究结果仍无法系统阐
明胃癌赫赛汀耐药的速度和广度。因此, 探索并研究
其耐药机制, 不仅为延迟或逆转肿瘤耐药治疗提供
科学依据, 也为新型靶向药物的设计、开发提供理论
指导。 

蛋白质组学 (proteomics) 本质是研究生物体蛋
白质的表达、翻译后再修饰、蛋白质与蛋白质相互作

用等, 由此获得蛋白水平上关于疾病发生、发展的变
化规律[8, 9]。以质谱为手段的蛋白质组学的快速发展

是蛋白质组高通量筛选的重要保障。基于蛋白质组学

技术, 可以批量研究生物体在外界刺激下, 或病理生
理状态下蛋白质谱的变化, 探索并洞察蛋白质量变
背后隐藏的生物学意义。近年来, 国家蛋白质科学中
心秦钧教授团队发展了一种非标定量蛋白质新技术, 
能够在 12 h有效质谱时间内检测并定量超过 7 000个
蛋白质[10], 该技术已广泛应用于细胞、组织、体液等
生物样本的蛋白质组研究, 为实现大样本蛋白质的

快速鉴定与定量研究提供了技术保障。 
本研究以赫赛汀敏感细胞 N87 及赫赛汀耐药细

胞 N87/R 为研究对象, 分析母本和耐药细胞蛋白质
组表达水平的差异, 以获得与赫赛汀耐药相关蛋白
质谱信息。采用生物信息学技术对差异蛋白质进行基

因本体 (gene ontology, GO) 分析、基因–疾病分析、
激活通路富集及网络构建分析, 并对发生显著改变
的信号通路进行生物学验证。本研究为深入研究胃癌

赫赛汀耐药机制及延迟或逆转耐药治疗提供了理论

基础。 
 

材料与方法 
仪器   质谱仪  (Obitrap FUSION)、Easy-nLC 

1000 nano-液相色谱系统 (Thermo 公司); 自制反相
C18预分离柱 [填料粒径 3 μm, 孔径 120 Å (1 Å = 0.1 
nm), 2 cm × 100 μm]、自制反相 C18分析柱 (填料粒
径 1.7 μm, 孔径 120 Å, 15 cm × 150 μm, SunChrom公
司)。多功能超声仪 (Uibracell 公司); 光学显微镜 
(Olympus 公司)。质谱参数: 母离子 (precursor ions) 
的质量扫描范围为 m/z 300～1 400, 分辨率为 120 000, 
扫描模式为 Top-speed, 母离子选择后进入高能碰撞
室 (higher energy collision-induced dissociation, HCD) 
进行碎裂, 碰撞能为 37%, 获得的子离子 (daughter 
ions) 进入线性离子阱进一步检测。母离子的肽段电
荷数设为  +2、+3、+4、+5 和+6。Orbitrap 一级扫描
的自动增益控制 (automatic gain control, AGC) 为
5e5, MS/MS二级扫描的 AGC为 5e3; 动态排除时间
设定为 18 s。 

材料  N87 和 N87/R 细胞株由军事医学科学院
施明教授提供; 赫赛汀 (罗氏制药); 胎牛血清 (FBS, 
Gibco公司); DMEM培养基、胰酶 (Mediatech公司); 
双抗 (北京钮英泰克生物公司); HER2 抗体 (Abcam
公司, #16901); ERK1/2 抗体 (#8544)、β-actin (#12620) 
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(Cell Signaling Technology 公司); HRP标记山羊抗兔
二抗 (中杉金桥, #ZB-2301); 二硫苏糖醇 (DTT)、吲
哚-3-乙酸 (IAA)、尿素、碳酸氢钠、氢氧化钠 (Sigma
公司); 甲醇、乙腈、甲酸、质谱级水、蛋白酶抑制剂 
(Thermo公司); SCH772984 (MedChem Express 公司, 
#HY-50846); CCK-8 kit (同仁化学); Bradford 蛋白定
量试剂盒、高灵敏化学发光检测试剂 (天根生化科技)。 

细胞培养  N87和N87/R细胞培养于含 10% FBS
和 1%  双抗的完全培养液中, 根据细胞生长状态换
液、清洗和传代。耐药细胞培养期间加入定量赫赛汀, 
最终质量浓度为 20 μg·mL−1。 

细胞增殖实验  取对数期生长的母本和耐药细
胞, 均匀吹打制成单细胞悬液, 种于 96孔培养皿, 细
胞数约为 4 000个/孔, 培养过夜, 弃去旧培养液, 每孔
加入新鲜培养液 100 μL。耐药细胞加入质量浓度分别
为 0、5、10和 20 μg·mL−1赫赛汀, 每个浓度设 3个
复孔, 培养 5天, 弃去旧培养液, 加入含 10% CCK-8
的无血清培养液 100 μL, 避光孵育 3 h, 检测OD450 nm

处吸光度, 实验重复 3次。 
提取蛋白  收集细胞, 沉淀用预冷磷酸盐缓冲

液 (PBS) 洗涤 2次; 加入 4倍体积、浓度为 8 mol·L−1

尿素和 1%  的蛋白酶抑制剂, 震荡混匀, 冰上裂解 10 
min; 超声 2 min; 4  ℃, 16 000 ×g离心 10 min; 取上清, 
Bradford法测蛋白浓度。 

还原烷基化  取蛋白样品 100 μg, 加入浓度为
0.5 mol·L−1, 1/100体积的 DTT, 震荡混匀, 56 ℃水浴

反应 30 min; 加入浓度为 1 mol·L−1, 1/50体积的 IAA, 
震荡混匀, 室温避光 30 min; 加入浓度为 0.5 mol·L−1, 
1/100体积的 DTT, 混匀, 室温避光 15 min; 16  000 ×g
离心 5 min, 取上清, 待用。 

FASP 酶解[11]  蛋白样品加入 10 kD 超滤管中, 
16 000 ×g 离心 40 min; 加入浓度为 50 mmol·L−1 
NH4HCO3溶液 300 μL, 16 000 ×g 离心 3 次, 每次      
40 min, 弃去滤液。另取干净超滤管, 加入浓度为 50 
mmol·L−1 NH4HCO3 50 μL和 5 μg胰蛋白酶混合液, 
于 37 ℃恒温箱酶解 4 h; 补加 50 mmol·L−1 NH4HCO3 
150 μL 和 5 μg 胰蛋白酶, 于 37 ℃旋转酶解过夜;       
16 000 ×g离心 40 min, 收集液体, 加入 300 μL质谱水
清洗 1次, 离心; 合并两次洗脱液, 混匀, 真空抽干。 

样品纯化及 sRP 柱分离  称取 C18 粉末, 加适
量乙腈, 充分震荡后等分到 Tip 400 柱, 加乙腈洗脱     
2 次, 使用乙腈体积分数分别为 50%、80%、50%、
0%、0%  的 NH4HCO3依次洗脱 1次, 每次 100 μL, 加
入 NH4CO3 80 μL洗去非特异结合肽段; 使用乙腈体

积分别为 6%、9%、12%、15%、18%、21%、25%、
30%  和 35%  的 NH4HCO3溶液洗脱 4 次, 收集各组分
洗脱液, 按照 6%+25%、9%+30%、12%+35%、15%、
18%  和 21%  方式合并组分段; 减压抽干, 样品储存于 

−20 ℃, 备用。 
洗脱系统、蛋白鉴定、定量及差异蛋白质的筛选  

肽段样品用 0.1%  甲酸溶解, 充分振荡, 16 000 ×g 离
心 10 min, 取上清, 采用 Easy-nLC 1000 nano-液相系
统进行分离。液相条件: 流动相 A (0.1%甲酸−水), 流
动相 B (0.1%甲酸−乙腈), 洗脱梯度为 0～5 min, 95% 
A; 5～21 min, 95%～92% A; 21～55 min, 92%～45% 
A, 55～65 min, 45%～35% A, 65～75 min, 35%～5% 
A; 流速为 600 nL·min−1, 分离后的肽段进入 Obitrap 
FUSION 质谱仪在线检测。采用搭载 Mascot 2.3 
(Matrix Science Inc.) 的 Proteome Discover 2.1 (Thermo
公司) 数据库进行搜库, 数据库为人类生物技术信    
息中心  (Human National Center for Biotechnology 
Information, NCBI) 蛋白质库  (更新至 04/07/2013, 
包含蛋白质 32 015 个)。检索参数设置如下: 母离子
质量公差  (mass tolerances) 为 20 ppm, 子离子为    
0.5 Da; 允许胰酶漏切数≤2; 肽段长度为 7～25个氨
基酸 ; 蛋白质修饰为 : 半胱氨酸末端的脲甲基化 
(carbamidomethylation) 为固定修饰, 蛋氨酸 N-端乙
酰化及氧化 (N-term acetylation 和 oxidation) 为动态
修饰 , 肽段水平的假阳性率  (false discovery rate, 
FDR) 设定为 1%。采用 IBQ方法进行蛋白质定量, 其
基本原理为每个蛋白质鉴定的全部肽段曲线下的面

积和 (areas under the curve, AUCs) 与该蛋白质理论
酶切肽段数  (N) 之比为该蛋白质的表达量 
(AUCs/N)。采用 FOT (fraction of total) 代表蛋白质标
准化后的峰值, 其定义为每个蛋白质的 IBQ 除以该
样本中鉴定的所有蛋白质的 IBQ。为了使数据具有可
读性, 将 FOT乘以 105得到 FOT5。肽段筛选标准为: 
每个蛋白质被检测的特异肽段数 (unique peptides) 
≥2, 且 Mascot ions scores ≥20。数据分析采用两样
本的配对 t检验, 若某蛋白的定量在母本和耐药组中
的比值≥2 且满足 P < 0.05, 则认为该蛋白质为差异
表达蛋白。 

Western blot  按上述方法制备蛋白样品, 取等
量蛋白, 加入 2×上样缓冲液 10 μL, 95 ℃煮 5 min; 上
样; 聚丙烯酰胺凝胶电泳; 湿法转膜; 用含 5%  脱脂

牛奶的 TBST室温封闭 1 h; 4 ℃一抗孵育过夜; TBST
漂洗 5次, 每次 5 min; 二抗室温孵育 1 h; TBST漂洗
5次, 每次 5 min; 加入高灵敏化学发光检测试剂, 暗
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室曝光, 冲洗胶片, 扫描图像。 
SCH772984 对细胞增殖的影响  取对数期生长

的母本和耐药细胞, 均匀吹打制成单细胞悬液, 种于
96孔板, 细胞数约为 6 000个/孔, 于 37 ℃培养 24 h, 
弃去旧培养液, 每孔加入新鲜培养液 100 μL, 过夜培
养。用不同浓度的 SCH772984 (0.1、1、10、100、400
和 1 600 nmol·L−1) 处理细胞 48 h (DMSO为参照, 浓
度≤0.1%, v/v); 加入含 10% CCK-8的无血清培养基
100 μL, 避光孵育 3 h, 测定 OD450 nm处的吸光度, 实
验重复 3次。 
 

结果 
1  赫赛汀获得性耐药细胞模型评价 

细胞在赫赛汀质量浓度分别为 5、10 和 20 
μg·mL−1的培养液中连续培养 5 天, 测得母本和耐药
细胞的相对细胞活力分别为 84.27%、74.02%、69.15%
和 96.31%、95.72%、94.60%。与耐药组相比, 母本
组细胞活力随药物浓度增加显著降低 (图 1), 而耐药
细胞活力无明显变化, 表明 N87 细胞经赫赛汀长时
间诱导后产生了抗药性。 
 

 
Figure 1  Cell viability was evaluated by CCK-8 kit.  n = 3, 
x ± s.  *P < 0.05, **P < 0.01 vs control 
 
2  HER2表达检测 

基于 Western blot 检测了母本和耐药细胞中
HER2的表达水平。结果显示, 母本组和耐药组HER2
均高表达, 且二者差异无统计学意义 (图 2)。 

 
Figure 2  Expression of HER2 in N87 and N87/R cells was 
confirmed by Western blot  
 
3  质谱鉴定及差异表达蛋白的筛选 

首先, 在肽段水平设置了 1% FDR, 12个样本共
检测到蛋白质 10 308个; 在此基础上, 执行了更加严
格的筛选, 即在蛋白水平设置了 1% FDR, 得到 8 509
个蛋白质; 其中 7 163 个蛋白质在 8 个样本中覆盖 
(这些蛋白的定量具有高可信性); 将这 7 163 个蛋白
质用于生物信息学及统计学分析。为了明确数据整体

分布, 对耐药组和母本组中所有蛋白质的变化倍数 
(fold change) 进行分析。将耐药组与母本组 6次生物
重复样本中蛋白质峰面积均值的比值作为变化倍数, 
再进行对数转化, 得图 3。由图得知, 超过 95%  的蛋

白质在耐药组/母本组中的变化倍数介于上下调 2 倍
范围内; 不足 5%  的蛋白质丰度波动较大 (这些蛋白
质具有较小的 iFOT (iFOT < 1), 或者在样本中被检测
的随机性较大, 均值偏差较大)。分析可知, 耐药组/
对照组数据整体呈正态分布态势, 因此, 数据适合配
对样本的 t检验分析。根据显著性水平及均值的变化
倍数绘制了火山图 (volcano plot) (图 3)。差异表达    
蛋白质的指认标准为: fold change (N87/R/N87) ≥2
且 P < 0.05为上调; fold change≤0.5且 P < 0.05为下
调。代表上调蛋白质对应的点在火山图中注释为红色 
(右上侧位置), 代表下调蛋白质对应点的注释为蓝色
(左上侧位置), fold change  < 2 或 P≥0.05 的蛋白质, 

 

 
Figure 3  The distribution of protein abundance ratios is displayed with histogram and differentially expressed proteins are illustrated by 
volcano plot  
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认为其表达未发生显著变化, 图中注释为灰色 (中
间和下侧位置)。筛选发现 180 个蛋白质在耐药组中
发生了显著改变 , 其中上调 110 个  (占总蛋白的
1.5%), 下调 70个 (占总蛋白的 0.9%), 表达未显著改
变的蛋白质 6 983个 (占总蛋白的 97.6%)。 
4  差异表达蛋白基因本体分析 

基于 Web Gestalt (http://bioinfo.vanderbilt.edu/ 
webgestalt/option.php) 数据库对差异表达蛋白分别
从生物过程 (biological process)、细胞成分 (cellular 
component) 和分子功能 (molecular function) 层面进
行 GO注释分析 (图 4)。就细胞成分而言, 上调蛋白
质主要位于细胞质膜、细胞衔接处及细胞外围, 而下
调蛋白质主要定位在胞外区及 MHC蛋白复合物; 在
分子功能方面, 上调蛋白质主要表现为调节 cAMP
反应元件结合蛋白活性、转录因子结合活性、环蛋白

依赖性蛋白激酶活性方面, 下调蛋白质则主要参与
调控清道夫受体活性、Aldo-keto 还原酶活性及乙醇
脱氢酶活性方面。从生物过程来看, 上调蛋白质主要
体现在调控 T 细胞因子活性、免疫效应及有机酸的
转运过程, 而下调蛋白质在外界刺激反应、上皮细胞
发育及转运调控方面具有重要作用。 
5  差异表达蛋白对应基因−疾病关联性分析 

为了探索差异表达蛋白质对应的基因可能参与

调控的疾病类型, 基于Web Gestalt数据库对基因–疾
病关联性进行分析。结果表明, 部分基因直接或间接
参与调控包括肿瘤在内的多种疾病, 以及与肿瘤转
移、侵袭及恶化程度相关的多个生物学过程。依据 P
值筛选出相关性最高的 9类, 分别为表皮癌、肿瘤转

移、肿瘤侵袭、胃肠道肿瘤、肿瘤、炎症、肿瘤过程、

胃溃疡及骨肉瘤。富集结果见图 5。 
 

 
Figure 5  Genes associated with diseases were shown according 
to the enrichment analysis in Web Gestalt.  Each square indicates 
one disease.  Red and green nodes represent up/down-regulated 
proteins respectively 
 
6  信号通路富集分析 

为了进一步探明耐药细胞信号通路的变化, 利
用 STRING (v10.5) 数据库对相互作用得分大于 0.7
的差异表达蛋白质进行网络构建, 进一步基于 Web 
Gestalt数据库中Wikipathway模块, 对差异表达蛋白
质执行了通路富集分析, 利用 Cytoscape (v3.6.0) 软
件对富集结果进行了可视化展示 (图 6)。筛选出显著
性水平P < 1×10−4的通路有 8条, 分别为 IL-2、MAPK/     

 

 
Figure 4  GO enrichment of up-regulated proteins (red bar) and down-regulated proteins (blue bar) involved in cell component,       
molecular function and biological process 
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Figure 6  Wikipathway analysis identified major signaling pathways in which the differential proteins are involved.  Each colored line 
indicated a different pathway  
 
ERK、mTOR、aurora A、NF-κB、Ret激酶、免疫调控
及代谢通路。显而易见, MAPK/ERK和 IL-2通路具有
较小的 P值 (P = 1.6E−7和 P = 8.1E−6), 提示激活 IL-2
和MAPK/ERK信号是N87细胞赫赛汀耐药的重要机制。 
7  差异表达蛋白质网络分析 

利用 STRING 数据库对差异表达蛋白质的相互
作用执行了网络构建, 采用 Cytoscape 软件对得分大
于 0.7的网络进行可视化展示 (图 7)。分析网络得知, 
具有不同相互作用关系的蛋白质分子构成了网络中

的蛋白节点, 节点大小代表了相互作用关系的蛋白
质数目, 节点越大表示与之关联的蛋白数越多, 反之
越少。按照上述规则, 发现整个网络存在两个具有方
向指向性的蛋白质集合, 分别代表了上调和下调蛋
白质 ,  其中代表上调方向的主要节点蛋白质是
MAPK1、MAPK3、MAPK8、mTOR、RPS6KB1、
CDK4 和 EHHADH, 代表下调方向的主要节点蛋白
质是 SHC1、AKT1S1和 CASP8。分析这些蛋白质功
能发现, MAPK1、MAPK3 和 MAPK8 属于 MAPK/    
ERK 家族重要分子; mTOR、RPS6KB1 和 AKT1S1
属于 mTOR通路中的主要调控蛋白质; CDK4是重要
的丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶家族成员, 在细胞 DNA合
成和有丝分裂过程中发挥重要作用, 同时还参与细
胞增殖、分化、黏附和迁移等过程, 也参与调控恶性
肿瘤的发展、转移等过程[12, 13]; EHHADH在调控肿瘤
代谢过程中发挥了重要作用[14]; SHC1参与细胞骨架
的重塑, 对细胞损伤后修复具有重要作用[15]; CASP8 
是重要凋亡蛋白, 在细胞凋亡过程中, 直接参与凋亡 

 
Figure 7  Network analysis of differential proteins was accomp-
lished with Cytoscape software.  Red nodes represent up-    
regulated proteins and green nodes represent down-regulated ones  

 
启动及凋亡信号活化, 同时还参与细胞分化和转移
等生物学过程[16, 17]。上述蛋白质分别从不同角度诠释

了耐药细胞的生物学特性, 为全方位理解胃癌细胞
赫赛汀耐药提供了广阔的洞察视角。 
8  激活 MAPK/ERK 通路是胃癌赫赛汀获得性耐药
的重要机制 

由蛋白质组数据得知, MAPK1、MAPK3、MAPK8、
MAPK14 和 MAPK15 的表达在耐药组中显著上调 
(图 8A), 这些蛋白质的变化趋势与激活 MAPK/ERK 
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Figure 8  Validation of differentially expressed MAPK/ERK pathway proteins by mass spectrometry (A) and Western blot (B, C).  
SCH772984 preferentially inhibited the viability of N87/R cells (D).  *P < 0.05, **P < 0.01 vs N87 
 
通路的结论相符。为了进一步研究 MAPK/ERK通路
在母本和耐药细胞中的变化, 基于Western blot检测
了MAPK/ERK通路中的关键调控蛋白ERK1/2的表达
水平 (图 8B, C)。结果表明, ERK1/2在耐药组中显著
上调, 表明MAPK/ERK信号在耐药细胞中显著激活, 
提示激活该通路是诱发胃癌赫赛汀耐药的重要机制。 

另一方面, 使用 MAPK/ERK 通路特异性抑制剂
SCH772984 处理细胞, 观察药物对两组细胞活力的
影响。结果表明 , 与母本细胞相比 , 100 nmol·L−1 
SCH772984可使耐药细胞活力降低 (P < 0.05); 随着
药物浓度的增加 (400 和 1 600 nmol·L−1), 二者差异
愈加显著 (P < 0.01) (图 8D); 表明 SCH772984 对耐
药细胞的增殖表现为偏好性抑制作用 , 提示抑制
MAPK/ERK通路能够降低耐药细胞的增殖。 
 

讨论 
获得性耐药是导致肿瘤化疗失败的主要原因。近

年来, 探索肿瘤耐药机制及其逆转耐药策略已成为肿
瘤领域中的研究热点。肿瘤诱发耐药是一个极其复杂

的过程, 需要启动一系列生物学过程, 包括信号通路的
激活及生存信号的转变, 以及某些调控基因的突变。 

HER2是当前肿瘤靶向分子治疗中研究最成熟、
疗效最确切的治疗靶标之一[18−20]。赫赛汀作为第一

个抗 HER2 的人源化单克隆抗体药物, 在转移性乳    
腺癌治疗中显示出良好的治疗效果[21]。近年来, 该药
物在HER2表达阳性晚期胃癌治疗中备受关注, 随着
药物的使用, 临床上胃癌赫赛汀耐药已成为当前面
临的一项亟待解决的科学问题。文献报道的胃癌赫赛

汀耐药机制包括: IL-6/STAT3/Jagged-1/Notch 环路活
化[22]; FGFR3过表达及其配体 FGF9活化[23]; MACC1
通过激活 PI3K/AKT 信号促使 Warburg 效应 [24]; 
MUC4上调引起肾上腺β2受体激活; MUC1和MUC4
上调激活 STAT3信号[25, 26]; mTOR信号激活[27]。亦有

文献报道, 赫赛汀耐药的N87细胞发生HER2表达上
调, 过表达的 HER2 分子活化下游 PI3K/AKT 信号, 

引起肿瘤细胞增殖、迁移、侵袭及恶性程度增强[28]。

本研究中, 母本和耐药细胞中HER2表达无显著差异 
(P > 0.05) (图 2), 提示本实验中诱发赫赛汀耐药的机
制可能与文献报道不同。 

结果显示, 多条通路在耐药细胞中显著改变, 包
括 IL-2、MAPK/ERK、mTOR、aurora A、Ret激酶、
NF-κB、代谢和免疫调控。结合生物学实验证实, 抑
制MAPK/ERK信号能够显著降低耐药细胞的增殖能
力, 表明激活该通路是导致胃癌赫赛汀耐药的重要
机制, 提示针对该通路的治疗有可能成为延迟或逆
转赫赛汀耐药的治疗靶标。 

研究表明, 活化或抑制HER2分子可触发细胞内
多条复杂的信号转导, 包括 Ras/Raf/MAPK、PI3K/    
AKT 和 PLC/PKC 通路等。MAPK/ERK 作为 HER2
下游的重要信号分子, 在HER2参与调控的信号转导
过程中发挥着重要作用, 通过和其他信号分子相互作
用形成复杂的正反馈或负反馈参与信号转导过程, 共
同调控恶性肿瘤的生物学行为[29, 30]。本实验证实, 采
用赫赛汀抑制肿瘤细胞HER2分子的生物功能后, 其
MAPK/ERK通路则异常活化, 提示在赫赛汀持续加压
诱导下, 肿瘤细胞赖以生存的信号发生了转变, 这些
信号通路的改变对肿瘤获得性耐药具有重要意义。有

文献报道, MAPK/ERK 通路的异常活化诱导肿瘤细
胞抗凋亡能力增强, 进一步促使肿瘤的恶性行为, 因
此针对该通路的药物治疗具有重要临床意义[31−33]。

近年来还有一种观点认为, 刺激激活 MAPK/ERK 信
号转导, 进一步激活下游抑癌基因, 导致肿瘤生长抑
制 [34], 这些不同的研究结果, 为科学家重新探索和
研究该通路提出新的挑战。因此, 深入研究 MAPK/    
ERK 通路在胃癌赫赛汀获得性耐药中的机制, 将为
HER2 阳性表达胃癌的靶向治疗提供科学依据, 也将
为延迟或逆转胃癌赫赛汀耐药提供治疗策略。 
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