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c-Src 介导的 ERα 与 EGFR 互作关系在乳腺癌 
三苯氧胺耐药中的作用
胡浩，顾元龙，钱毅，朱从元，李建平

（江苏省无锡市第三人民医院 普通外科，江苏 无锡 214041）

                                                                                                                                                                                                                                                                                 

摘   要 目的：探讨雌激素受体（ER）与表皮生长因子受体（EGFR）的关系及其在乳腺癌三苯氧胺（TAM）

治疗耐药中的作用与机制。

方 法： 选 用 TAM 治 疗 敏 感（TAM-S） 与 耐 药（TAM-R） 的 两 种 人 乳 腺 癌 MCF-7 细 胞， 用 免 疫 沉

淀（IP） 法 检 测 ERα 和 EGFR 在 两 种 细 胞 中 的 结 合 情 况， 以 及 c-Src 与 前 两 者 的 结 合 情 况， 并 用

Western blot 法检测两种细胞中 c-Src 的磷酸化水平；c-Src 阻滞剂 PP2 处理两种细胞后，IP 法再次

检测 ERα 和 EGFR 结合情况。

结果：ERα 和 EGFR 在两种细胞中均以复合物的形式结合，但在 TAM-R 细胞中的结合量明显高于

TAM-S 细胞（P<0.05）；c-Src 与 ERα、EGFR 在两种细胞中均以复合物的形式结合，其磷酸化水

平在 TAM-R 细胞中明显高于 TAM-S 细胞（P<0.05）；PP2 阻断 c-Src 的活性后，两种细胞中 ERα

和 EGFR 结合量均降低，且在 TAM-R 细胞中的降低程度明显大于 TAM-S 细胞（P<0.05）。

结论：ERα 和 EGFR 之间存在结合的现象，且两者的互作关系可能在乳腺癌 TAM 治疗耐药中起了

重要作用，而 c-Src 的活化（磷酸化）是可能是介导了两者结合的关键机制。

                                                  [ 中国普通外科杂志 , 2014, 23(5):618-623]
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ABSTRACT Objective: To investigate the relationship between estrogen receptor (ER) and epidermal growth factor receptor 
(EGFR), and its role and mechanism in tamoxifen (TAM) therapy resistance of breast cancer.

Methods: Two types of cells namely the TAM therapy-sensitive (TAM-S) and -resistant (TAM-R) human 

breast cancer MCF-7 cells were used. In these two types of cells, immunoprecipitation (IP) was performed to 
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三 苯 氧 胺（tamoxifen，TAM） 作 为 乳 腺 癌 内

分 泌 治 疗 的 重 要 药 物， 在 临 床 上 广 为 应 用， 但 长

期 应 用 后 的 治 疗 耐 药 限 制 了 其 应 用， 其 耐 药 机 制

复杂，目前尚不十分清楚 [1]。雌激素受体（estrogen 

receptor，ER） 作 为 乳 腺 癌 内 分 泌 治 疗 的 重 要 靶

点，在乳腺癌的发生发展中发挥重要作用 [2]，其有

α 和 β 两 种 亚 型， 起 主 要 作 用 的 是 ERα[3]。 应

用 TAM 长 期 阻 断 乳 腺 癌 细 胞 的 ERα 后， 表 皮 生

长 因 子 受 体（epidermal growth factor receptor，

EGFR） 的 表 达 增 加 或 功 能 增 强 [4]， 提 示 ER 和

EGFR 两条通路关系密切，可能在功能上相互影响，

共同导致乳腺癌 TAM 治疗耐药。

前期研究 [5] 表明，非受体型酪氨酸激酶 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，提示其可能参与乳腺癌内分

泌治疗耐药。那么，c-Src 是如何介导乳腺癌 TAM

治 疗 耐 药？ 其 是 否 可 能 作 为 ERα 和 EGFR 之 间

的连接蛋白并介导乳腺癌 TAM 治疗耐药？为此，

本 研 究 将 在 前 期 研 究 基 础 上 进 行 c-Src、ERα、

EGFR 三 者 关 系 研 究， 以 期 初 步 阐 明 乳 腺 癌 TAM

治疗耐药的可能机制。

1　材料与方法

1.1  主要材料

TAM 治 疗 敏 感 的 人 乳 腺 癌 MCF-7 细 胞 株

（TAM-S）（ATCC， 美 国 ），TAM 治 疗 耐 药 的

人 乳 腺 癌 MCF-7 细 胞 株（TAM-R）（ 美 国 Fox 

Chase Cancer Center 范 萍 教 授 赠 予 ），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 ERα

单克隆抗体（Abcam，美国），小鼠抗人 EGFR 单

克隆抗体（Abcam，美国），小鼠抗人 c-Src 单克

隆 抗 体（CST， 美 国）， 兔 抗 人 c-Src（Tyr416）

磷 酸 化 抗 体（CST， 美 国），GAPDH 内 参（ 艾 比

玛 特， 上 海）， 二 抗（ 艾 比 玛 特， 上 海），c-Src

阻滞剂 PP2（Sigma，美国），蛋白 A/G 琼脂糖珠（艾

比玛特，上海）。

1.2  实验方法

1.2.1  细 胞 培 养　 两 组 乳 腺 癌 细 胞（TAM-R、

TAM-S） 分 别 置 于 10 cm 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 d 换液 1 次，

待 80%~90% 的细胞融合后进行实验。

1.2.2  免 疫 沉 淀 法（IP） 检 测 ERα 和 EGFR 的

结合　细胞生长稳定后，0.25% 胰酶消化，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，离心条件 14 000 g、 

10 min），保留上清，加入 100 μL 蛋白 A/G 琼脂糖

珠（50%），4 ℃摇晃 10 min，离心（4 ℃、14 000 g、

10 min）去除蛋白 A/G 琼脂糖珠，保留上清，蛋白

定量，将两组蛋白量调整一致，加入 EGFR 抗体孵

育（4 ℃ 摇 晃 过 夜）， 再 加 入 100 μL 蛋 白 A/G 琼

脂糖珠，4 ℃摇晃过夜，瞬时离心（4 ℃、14 000 g、

5 s），去上清，收集琼脂糖珠 - 抗原抗体复合物，

去 上 清， 用 预 冷 的 PBS 洗 3 遍，800 μL/ 遍， 用

detect the connection between ERα and EGFR, and the connection of c-Src to the two former receptors, and the 

phosphorylation level of c-Src was also determined by Western blot analysis. After treatment with c-Src inhibitor 

PP2, the connection between ERα and EGFR was examined again by IP method. 

Results: ERα and EGFR linked in a complex form in both types of cells, but the linkage level in TAM-R cells was 

significantly higher than that in TAM-S cells (P<0.05). c-Src linked in a complex form to either ERα or EGFR 

in both types of cells, and the phosphorylation level of c-Src in TAM-R cells was significantly higher than that 

in TAM-S cells (P<0.05). After the c-Src activity was inhibited by PP2, linkage level between ERα or EGFR was 

decreased in both types of cells, while the decreasing degree in TAM-R cells was significantly greater than that in 

TAM-S cells (P<0.05).

Conclusion: There is a connection between ERα and EGFR, which may play an important role in TAM therapy 

resistance of breast cancer, and c-Src activation (phosphorylation) may be the crucial mechanism for their linkage.

[Chinese Journal of General Surgery, 2014, 23(5):618-623]
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60 μL 2× 上样缓冲液将琼脂糖珠 - 抗原抗体复合

物悬起，轻轻混匀，蛋白变性（98 ℃、5 min），

离 心， 收 集 上 清 行 SDS-PAGE 电 泳， 电 泳 结 束 后

将蛋白转移到 PVDF 膜，然后用含 5% 脱脂奶粉的

PBST 封闭，加入 ERα 抗体孵育（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），

HRP-ECL 发光法显影曝光。

1.2.3  IP 法 检 测 c-Src、ERα、EGFR 三 者 关 系

　 细 胞 培 养、 处 理 及 蛋 白 提 取 同 上。 应 用 c-Src

抗 体 进 行 免 疫 沉 淀 后， 再 用 免 疫 印 迹 法 分 别 检 测

ERα 和 EGFR，具体方法同上。

1.2.4  Western blot（WB） 法 检 测 c-Src 磷 酸 化

水平　细胞生长稳定后，0.25% 胰酶消化，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，离心条件 14 000 g、

10 min）后，保留上清，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 SDS-PAGE 电泳，电

泳结束后将蛋白转移到 PVDF 膜，然后用含 5% 脱

脂 奶 粉 的 PBST 封 闭， 一 抗（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），HRP-ECL 发 光

法显影曝光。

1.2.5  PP2 对 ERα 和 EGFR 结 合 量 的 影 响　 细

胞生长稳定后，加入 c-Src 阻滞剂 PP2（5 μM）处

理 48 h，胰酶消化收集细胞，然后用 IP 及 WB 法

检测 ERα 和 EGFR 结合量的变化，具体方法同上。

1.3  统计学处理

数 据 用 均 数 ± 标 准 差（x±s） 表 示， 两 组 样

本均数的比较采用 t 检验，由 SPSS 17.0 统计软件

完成，P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  ERα 和 EGFR 结合情况检测

ERα 和 EGFR 在两组细胞中上均以受体复合

物的形式结合在一起，但 TAM-R 两受体的结合量

明显高于 TAM-S 细胞（P<0.05）（图 1）。

2.2  c-Src 的磷酸化水平及其与 ERα、EGFR

的结合情况

c-Src 与 ERα、EGFR 在两种细胞上均以复合

物的形式结合（图 2），且 TAM-R 细胞 c-Src 的磷

酸化水平高于 TAM-S 细胞（P<0.05）（图 3）。

2.3  PP2 对 ERα 和 EGFR 结合量的影响

c-Src 阻 滞 剂 PP2 处 理 后， 两 种 细 胞 的

ERα 和 EGFR 结 合 量 均 较 未 应 用 PP2 前 下 降，

但 TAM-R 细 胞 中 两 者 结 合 量 下 降 程 度 明 显 大 于

TAM-S 细胞（P<0.05）（图 4）。

TAM-S      TAM-R TAM-S      TAM-R

WB: EGFR WB: ERα

IP: c-Src

c-Src

图 2　TAM-S 和 TAM-R 细 胞 中 c-Src 与 ERα、EGFR 的

结合检测 
Figure 2　Measurement of the connection of c-Src to ERα and  

EGFR in TAM-S cells and TAM-R cells
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图 1　TAM-S 和 TAM-R 细胞中 ERα 和 EGFR 的结合与结合量检测　　A：IP 结果显示 ERα 和 EGFR 在两种细胞中均以复
合物的形结合；B：ERα 和 EGFR 在两种细胞中的结合量比较

Figure 1　Measurement of the connection between ERα and EGFR and connection level in TAM-S cells and TAM-R cells　　A: IP results 
showing the ERα and EGFR connection in a complex form; B: Comparison of the connection level of ERα and EGFR in the two types 
of cells
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3　讨　论

乳 腺 癌 内 分 泌 治 疗 耐 药 机 制 复 杂， 可 能 与

ER 信号通路自身各组份的反常、细胞周期和细胞

存 活 信 号 分 子 的 改 变 以 及 肿 瘤 逃 逸 通 路 的 活 化 等

有 关 [2，6]。ERα 与 脂 联 素（adiponectin）[7]、Na+/H+ 

交 换 调 节 因 子 2（Na+/H+ exchanger regulatory 

factor 2，NHERF-2）[8]、转录因子 Ets1（transcription 

factor Ets1）[9]、类固醇受体共激活因子 -2（steroid 

receptor coactivator-2，SRC-2）[10] 等之间存在交叉

反应或调节作用，其与 c-Src 亦存在交叉反应 [11]，

而 c-Src 又 与 EGFR[12] 等 存 在 交 叉 反 应， 上 述 交

叉 反 应 错 综 复 杂， 共 同 导 致 了 乳 腺 癌 的 进 展， 这

就 为 乳 腺 癌 TAM 治 疗 耐 药 奠 定 了 分 子 基 础。 研

究 [13] 表 明， 乳 腺 癌 的 ER 与 人 类 表 皮 生 长 因 子 受

体 2（human epidermal growth factor receptor 2，

HER-2）通路交叉反应增强导致了其 TAM 治疗耐

药， 生 长 因 子 受 体 抑 制 剂 吉 非 替 尼（gefitinib）

的 应 用 可 消 除 此 交 叉 反 应 进 而 恢 复 TAM 的 抗 肿

瘤 效 应。 此 外，Massarweh 等 [14] 研 究 显 示，TAM

治 疗 耐 药 的 乳 腺 癌 高 表 达 EGFR/HER2， 同 时 受

ER 调节的胰岛素样生长因子 1 受体（insulin-like 

growth factor 1 receptor，IGF-1R）磷酸化水平增

高 并 被 激 活， 其 活 化 后 又 可 与 EGFR 及 膜 ER 相

互 作 用，gefitinib 的 应 用 可 提 高 TAM 的 抗 肿 瘤 效

应并推迟 TAM 治疗耐药，由此认为生长因子受体

通路功能的增强导致了 TAM 治疗耐药。上述研究

提示 ER 与生长因子受体之间的交叉反应在乳腺癌

TAM 治疗耐药中发挥重要作用。本文研究了乳腺

癌 MCF-7 细 胞 上 ERα 和 EGFR 的 关 系， 结 果 显

示两者以复合物的形式连接在一起，且在 TAM-R

上的结合量增高，提示 ERα 和 EGFR 之间存在交
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图 3　TAM-S 和 TAM-R 细胞 c-Src 的磷酸化水平检测　　A：WB 检测两种细胞 c-Src 的磷酸化水平；B：两种细胞 c-Src 的磷
酸化水平比较

Figure 3　Determination of expression level of phosphorylated c-Src in TAM-S cells and TAM-R cells　　A: The level of phosphorylated 
c-Src was detected by WB in the two types of cells; B: Comparison of phosphorylated c-Src level in two types of cells

图 4　PP2 对 TAM-S 和 TAM-R 细胞 ERα 和 EGFR 结合的影响　　A：IP 检测两种细胞经 PP2 处理前后的 ERα 和 EGFR
结合量；B：PP2 处理前后 ERα 和 EGFR 结合量变化程度比较

Figure 4　Effect of PP2 treatment on connection of ERα and EGFR in TAM-S cells and TAM-R cells　　A: IP assay for the connection level 
between ERα and EGFR in the two types of cells before and after PP2 treatment; B: Comparison of the changing degree of ERα-EGFR 
connection level between the two types of cells
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叉反应，且在 TAM-R 上的交叉反应增强，这就表

明 ERα 和 EGFR 交叉反应增强可能导致了乳腺癌

TAM 治疗耐药，为 EGFR 抑制剂联合 TAM 治疗乳

腺 癌 提 供 理 论 依 据， 研 究 结 果 与 Shou 等 [13] 报 道

相一致。

由于 ER 没有疏水性跨膜区域及膜定位序列 [15]，

不 能 与 生 长 因 子 受 体 直 接 结 合， 因 此 一 定 存 在 某

种介导蛋白介导两者之间的交叉反应。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 [16]、结肠癌 [17] 及乳腺癌 [5,18] 等。TAM 治

疗耐药的乳腺癌细胞上 c-Src 的磷酸化水平增高，

活 性 增 强， 其 可 与 黏 着 斑 激 酶（focal adhesion 

kinase，FAK）[19] 及 β- 连 接 素 /E- 钙 黏 素

（beta-catenin/E-cadherin）[20] 相互作用使耐药的

乳 腺 癌 细 胞 移 动 性 增 强， 从 而 使 耐 药 细 胞 更 具 浸

润性，这就提示 c-Src 活化后可能与其他信号分子

共同作用导致了乳腺癌的内分泌治疗耐药及转移。

本文研究了 c-Src 在两组细胞上的磷酸化水平，并

研究了其与 ERα 及 EGFR 之间的关系，结果显示

c-Src 在 TAM-R 上的活性增强，并且为连接 ERα

和 EGFR 的介导蛋白，这就表明 c-Src 的活化与乳

腺癌 TAM 治疗耐药有关，与上述研究相一致，其

介导了 ERα 和 EGFR 之间的交叉反应，有可能作

为打断交叉反应的靶点来克服或逆转乳腺癌 TAM

治疗耐药。

既 然 c-Src 介 导 了 ERα 和 EGFR 之 间 的 交

叉反应，且其在 TAM-R 上的活性增强，那么其就

可能影响两者交叉反应的水平。本研究应用 c-Src

抑 制 剂 PP2 处 理 两 组 细 胞， 结 果 显 示 PP2 可 打

断 ERα 和 EGFR 之 间 的 交 叉 反 应， 使 TAM-R 上

ERα 和 EGFR 的 结 合 量 明 显 下 降， 并 可 使 TAM

治疗耐药的乳腺癌细胞凋亡增加 [4]，这就表明 c-Src

的过度活化使 ERα 和 EGFR 之间的交叉反应增强，

导致了 TAM 治疗耐药，耐药细胞已依赖 c-Src 生长，

从而 PP2 阻断其活性后，可使 ERα 和 EGFR 之间

的交叉反应明显被打断，引起耐药细胞凋亡增加。

综 上，ERα 和 EGFR 在 乳 腺 癌 MCF-7 细 胞

上存在交叉反应，并且在 TAM 治疗耐药的乳腺癌

上 的 交 叉 反 应 增 强。c-Src 为 连 接 ERα 和 EGFR

的介导蛋白，其在 TAM-R 上的活性增强，从而使

两 者 的 交 叉 反 应 增 强， 这 可 能 为 人 乳 腺 癌 MCF-7

细 胞 TAM 治 疗 耐 药 的 重 要 机 制 之 一， 但 c-Src 介

导 TAM 治疗耐药的机制仍需进一步探讨。
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