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乳腺癌拉帕替尼耐药模型建立及二甲双胍逆转
其耐药性的初步探讨
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【摘 要】目的：建立乳腺癌拉帕替尼耐药模型并初步探讨二甲双胍对其耐药性的逆转作用。方法：体外建立乳腺癌拉帕替尼耐

药模型；实验分为亲本组、空白耐药组、拉帕替尼组二甲双胍组和联合用药组（n=3）；CCK-8 法检测并计算空白耐药组细胞耐药

倍数及二甲双胍组细胞逆转耐药倍数；流式细胞术（flow cytometry，FCM）检测各组细胞凋亡率和周期；Western blot 检测各组细

胞 PI3K 信号通路相关蛋白的表达水平。结果：空白耐药组细胞对拉帕替尼敏感性降低；亲本组、空白耐药组及二甲双胍组细胞

IC50 值分别为（2.64±0.12）、（11.21±0.03）、（5.62±0.13）μmol/L，耐药倍数约为 4.25，逆转耐药倍数约为 2.0；二甲双胍组

（0.73±0.04）细胞增殖指数较空白耐药组（1.11±0.02）明显降低（P=0.004），联合用药组（0.63±0.06）细胞增殖指数较空白耐药

组（1.11±0.02）同样明显降低（P=0.031）；二甲双胍组[（10.70±0.76）%]细胞凋亡率较空白耐药组[（5.05±0.59）%]明显增高（P=
0.007），联合用药组[（24.68±1.52）%]细胞凋亡率较空白耐药组[（5.05±0.59）%]同样明显增高（P=0.006）；联合用药组中 PI3K 信

号通路相关磷酸化蛋白和非磷酸化蛋白表达较空白耐药组均下降。结论：成功建立乳腺癌拉帕替尼耐药模型；二甲双胍通过抑

制 PI3K 信号通路逆转乳腺癌拉帕替尼耐药性。
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Establishment of lapatinib-resistant breast cancer and preliminary study on
the resistance-reversing function of metformin
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【Abstract】Objective：To establish a model of lapatinib-resistance in breast cancer and explore the reversal effect of metformin on the
resistance. Methods：The model of lapatinib-resistance in breast cancer was established in vitro. The experiment cells were divided
into the parent group，blank resistance group，lapatinib group，metformin group and lapatinib-metformin group（n=3）. CCK-8 method
was used to detect and calculate the resistance times of blank resistance group and the resistance-reversing times of metformin group.
The apoptosis rate and cycle of each group were detected by FCM，and the expressions of proteins related to PI3K signaling pathway
in each group by Western blot. Results：The sensitivity of cells to lapatinib in blank resistance group was lowered. IC50 values in the
parent group，blank resistance group，and metformin group were （2.64±0.12），（11.21±0.03），and （5.62±0.13）μmol/L respectively.
The drug resistance was about 4.25 and the reversal of drug resistance was approximately 2.0. Compared with the blank resistance
group，the cell proliferation index significantly decreased in both metformin group（0.73±0.04 vs. 1.11±0.02）（P=0.004）and the
lapatinib-metformin group（0.63±0.06 vs. 1.11±0.02）（P=0.031），while the cell apoptosis rate significantly increased in both metformin
group（[（10.70±0.76）%] vs. [（5.05±0.59）%]）（P=0.007）and the lapatinib-metformin group（[（24.68±1.52）%] vs. [（5.05±0.59）%]）
（P=0.006）. The expressions of PI3K signaling pathway-associated phosphorylated and non-phosphorylated proteins in lapatinib-
metformin group were lower than those in the blank resistance group. Conclusion：The lapatinib-resistant model of breast cancer has

been successfully established. Metformin can reverse the drug
resistance of lapatinib in breast cancer cell by inhibiting the
PI3K signaling pathway.
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乳腺癌是全球高发性疾病，严重威胁女性健
康 [1]。其中表皮生长因子受体-2（human epidermal
growth factor receptor-2，HER2）阳性的患者肿瘤恶
性程度更高、更易复发和远处转移[2-3]。近年来，新型
靶向药物拉帕替尼（lapatinib）是治疗 HER2 阳性乳

腺癌的重要手段之一[4-5]。然而，相当一部分患者最
终会发展为拉帕替尼耐药，为临床治疗带来了新的
障碍和难题[6]。目前为止，人们对拉帕替尼的耐药机

制尚不完全清楚。二甲双胍（metformin，MET）是一
类广泛用于治疗 2 型糖尿病的降糖药物。近来有研
究表明，二甲双胍可抑制包括乳腺癌在内的多种肿

瘤的发生和发展[7-8]，且能够增加非小细胞肺癌对化
疗药物的敏感性[9]，逆转卵巢癌细胞对化疗药物的
耐药性[10]。本文拟建立拉帕替尼乳腺癌耐药株模型，

试探究二甲双胍能否逆转乳腺癌细胞对拉帕替尼
的耐药性，以及是否通过调节 PI3K 信号通路中相关
磷酸化和非磷酸化蛋白的表达而发挥作用，以期对

乳腺癌临床治疗提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞 人乳腺癌细胞株 SKBR3 购自美国 ATCC 公

司。
1.1.2 主要试剂 拉帕替尼购自德诺和生物公司（04），二甲

双胍购自美仑生物公司（MB1927），CCK-8 试剂购自日本同

仁公司（CK04），结晶紫试剂、二甲基亚砜（dimethyl sulfoxide，

DMSO）（C2H6SO）均购自碧云天生物技术研究所，BCA 蛋白

定量试剂盒购自康为世纪公司（00121506），SDS-PAGE 凝胶

速配试剂盒购自金斯瑞生物科技公司（L00670-50T），兔抗人

PI3K 抗 体、P-PI3K（Ser249）抗 体、mTOR 抗 体、P-mTOR
（Ser2448）抗体、AKT 抗体和 P-AKT（Ser473）抗体均购自 Cell
Signaling Technology（CST），超敏 ECL 化学发光检测试剂盒

购自爱必信（上海）生物科技有限公司（EL0511005）。
1.1.3 主要仪器 Thermo 二氧化碳细胞培养箱（371），Ep－
pendorf 低温离心机（5415D），Thermo 全波长酶标仪（Multi－
skan GO），Bio-Rad 电泳仪（1645050），Bio-Rad 自动凝胶成像

仪（Universal Hood，DOC）。
1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养及药物配制 用含有 10%胎牛血清的 DMEM
高糖培养基培养细胞，置于 37 ℃、5%CO2 的细胞培养箱中，

当细胞融合度约为 80%时传代。拉帕替尼药物用 DMSO 溶解

配制成浓度为 20 mmol/L 的储备液，二甲双胍药物用双蒸水

溶解配制成浓度为 20 mmol/L 的储备液，-20 ℃保存，使用时

根据需要再稀释成不同浓度的工作液。
1.2.2 耐药细胞模型的建立与鉴定

1.2.2.1 耐药模型建立与分组 采用逐步增加拉帕替尼药

物浓度方法建立耐药模型。拉帕替尼浓度依次为 0.5、1.0、

2.5、5.0、7.5、10.0、15.0、20.0、22.5、25.0 μmol/L。历时 7 个月，

SKBR3 细胞可在含 25 μmol/L 拉帕替尼培养液中稳定生长。
将此模型细胞命名为 SKBR3-LR。本实验分 5 组，亲本组、空
白耐药组、拉帕替尼组（25 μmol/L 拉帕替尼）、二甲双胍组

（5 mmol/L 二甲双胍）和联合用药组（25 μmol/L 拉帕替尼和

5 mmol/L 二甲双胍）（n=3）。
1.2.2.2 结晶紫染色实验 将处于对数增殖期的细胞用胰

蛋白酶消化后，以每孔 1×105 数量接种于 6 孔板，24 h 后待细

胞贴壁，分别加入浓度为 25 μmol/L 和 10 μmol/L 的拉帕替尼

及药物溶剂 DMSO。培养 48 h 后，吸弃培养液，PBS 清洗 2遍，

加入结晶紫染液常温染色。
1.2.2.3 CCK-8 法检测细胞敏感性 将处于对数增殖期的

细胞用胰蛋白酶消化后，以每孔 5×103 数量接种于 96 孔板。
设置空白对照组和阴性对照组，设 3 个复孔。24 h 后，依次加

入不同浓度的拉帕替尼（0.5、1.5、5.0、15.0 和 40.0 μmol/L）。
48 h后每孔加入 10 μL CCK-8 溶液，37 ℃孵育 3 h 后终止培

养。酶标仪（波长 450nm）测吸光度值，实验重复 3 次取均值，

计算 IC50 值、耐药倍数及逆转耐药倍数。耐药倍数=耐药细

胞株 IC50 值/亲本细胞株 IC50 值。逆转耐药倍数=使用逆转剂

前 IC50 值/使用逆转剂后 IC50 值。
1.2.3 流式细胞术揭示的细胞周期的改变

1.2.3.1 流式细胞术检测细胞周期 取对数增殖期的各组

细胞，用胰蛋白酶消化收集。800 r/min 离心 5 min，弃上清。
PBS 液清洗 2 次后用预冷的 70%乙醇固定过夜，PBS 清洗去

除乙醇。流式细胞仪检测细胞周期，根据公式计算细胞增殖

指数。增殖指数=（S 期百分比+G2/M 期百分比）/（G0/G1 期百分

比）。
1.2.3.2 流式细胞术检测细胞凋亡率 取对数增殖期的各

组细胞，用胰蛋白酶消化收集。800 r/min 离心 5 min，弃上

清。PBS 液清洗 2 次后用预冷的 PBS 重悬细胞并进行计数，

流式细胞仪检测细胞凋亡率。
1.2.4 Western blot 检测各组细胞 PI3K/AKT/mTOR 信号通

路相关蛋白表达 各组细胞用相应药物处理 48 h 后，按试

剂盒步骤处理收集蛋白，BCA 法检测各蛋白样本浓度；10%
SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，随后转移至 PVDF 膜；用 5%
脱脂牛奶封闭 2 h；加入一抗（mTOR、P-mTOR、AKT、P-AKT、
PI3K、P-PI3K 和 β-action，均 1∶1 000 稀释）4 ℃过夜，TBST溶

液摇床洗 5 min，重复 3 次；加入二抗（1∶3 000）室温孵育 2 h；

TBST 溶液摇床洗 5 min，重复 3 次；于自动曝光显影仪检测。
1.3 统计学分析

使用 GraphPad Prism5.0 和 SPSS 20.0 统计学软件进行

数据分析，结晶紫染色结果和存活率结果采用析因分析；其

余数据的比较用单因素方差分析，其中两两比较采用SNK-
q 检验；实验数据采用均数±标准差（x±s）表示，检验水准

α=0.05。

2 结 果

2.1 结晶紫染色结果

随着拉帕替尼药物浓度的增加，空白耐药组（A~C）活细
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胞数量明显多于亲本组（D~F），且差异具有统计学意义。说

明耐药组细胞对拉帕替尼的敏感性明显降低（图 1）。

2.2 CCK-8 检测结果

拉帕替尼浓度为 1.5、5.0、15 μmol/L 时，空白耐药组存

活率明显高于亲本组，差异具有统计学意义；拉帕替尼浓度

为 5 和 15 μmol/L 时，二甲双胍组存活率明显低于空白耐药

组，差异具有统计学意义。计算结果显示，亲本组细胞、空白

耐药组细胞及二甲双胍组细胞 IC50 值分别为（2.64±0.12）、
（11.21±0.03）、（5.62±0.13）μmol/L。耐药倍数约为 4.25。耐

药逆转倍数约为 2.0（表 1，图 2）。
2.3 各组细胞周期及增殖指数变化

各组细胞周期结果见表 2。根据公式计算增殖指数，结

果显示（F=23.895，P=0.000）二甲双胍组增殖指数低于空白耐

药组（P=0.004），联合用药组增殖指数低于空白耐药组（P=
0.031），差异具有统计学意义。

2.4 各组细胞凋亡变化

亲本组、空白耐药组、拉帕替尼组、二甲双胍组和联合用

药组的细胞凋亡率分别为（6.12±1.10）%、（5.05±0.59）%、
（7.90±0.74）%、（10.7±0.76）%、（24.68±1.52）%。统计结果

显示（F=193.001，P=0.000）二甲双胍组凋亡率高于空白耐药

组（P=0.07），联合用药组凋亡率高于空白耐药组（P=0.06）。差
异具有统计学意义（图 3）。
2.5 各组细胞内 PI3K/AKT/mTOR 信号通路相关蛋白表达

变化

相比于空白耐药组细胞，联合用药组细胞 PI3K 信号通

图 1 亲本组（SKBR3）与空白耐药组（SKBR3-LR）

细胞结晶紫染色结果

表 1 CCK-8 法检测亲本组(SKBR3)、空白耐药组(SKBR3-LR)

及二甲双胍组(SKBR3-LR+MET)细胞对拉帕替尼的敏感性

亲本组、空白耐药组及二甲双胍组细胞存活率（%）

亲本组 空白耐药组 二甲双胍组 P1 值 P2 值

0.5 μmol/L

1.5 μmol/L

5.0 μmol/L

15.0 μmol/L

90.73±0.31

56.54±7.22

39.60±6.01

13.79±2.55

97.68±2.37

93.80±1.87

64.63±2.15

44.91±2.07

95.37±1.76

88.50±2.08

43.88±0.08

30.89±2.64

0.125

0.000

0.000

0.000

0.951

0.071

0.000

0.000

注：P1 为亲本组与空白耐药组相比；P2 为空白耐药组和二甲双胍组相比

图 2 CCK-8 法检测亲本组(SKBR3)、空白耐药组(SKBR3-LR)及

二甲双胍组(SKBR3-LR+MET)细胞对拉帕替尼的敏感性

表 2 流式细胞术检测各组细胞周期结果及增殖指数

指标 亲本组 空白耐药组 拉帕替尼组 二甲双胍组 联合用药组 F 值 P 值

G0/G1 期（%）

G2/M 期（%）

S 期（%）

增殖指数

51.31±2.41

6.37±1.56

42.31±3.14

0.95±0.09

47.44±0.47

10.76±4.29

41.80±4.14

1.11±0.02

53.30±2.50

5.65±2.10

37.00±7.29

0.88±0.09

57.61±1.33

9.72±1.72

32.66±2.53

0.73±0.04

61.53±2.36

5.58±1.45

32.89±3.62

0.63±0.06

22.947

2.952

3.248

23.895

0.000

0.075

0.060

0.000

E. 联合用药组

图 3 流式细胞术检测各组细胞凋亡结果

A. 亲本组 B. 空白耐药组 C. 拉帕替尼组 D. 二甲双胍组
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路 P-mTOR 蛋白表达水平降低（P=0.019），mTOR 蛋白表达水

平降低（P=0.017），P-PI3K 蛋白表达水平降低（P=0.045），

PI3K 蛋白表达水平降低（P=0.009），P-AKT 蛋白表达水平降

低（P=0.005），AKT 蛋白表达水平降低（P=0.010），差异具有

统计学意义（表 3，图 4、图 5）。

3 讨 论

乳腺癌拉帕替尼耐药的发生是其治疗的主要
障碍，故寻找合适的耐药逆转剂成为改善乳腺癌靶
向治疗效果的关键[11]。近年来，二甲双胍的抗肿瘤作
用被日益关注，其机制可能与下调 mTOR 表达有
关[12-13]。而乳腺癌中常见 PI3K/AKT/mTOR 信号通路
的异常激活，是肿瘤细胞抗凋亡的主要机制之一[14-15]。
因此，本实验主要探究二甲双胍能否提高乳腺癌耐
药细胞对拉帕替尼的敏感性。

结果显示，耐药细胞对拉帕替尼的敏感性明显
降低，且耐药倍数约为 4.25 倍，表明乳腺癌拉帕替
尼耐药模型建立成功。二甲双胍处理后的乳腺癌耐
药细胞对拉帕替尼的敏感性明显增加，其耐药逆转
倍数约为 2.0 倍，说明二甲双胍对乳腺癌耐药细胞
具有逆转耐药作用。流式细胞术结果显示二甲双胍
组和联合用药组凋亡率明显增高且增殖指数明显
降低，凋亡率增加可能与二甲双胍激活 bax、p53 等基

表 3 Western blot 法检测各组细胞中 PI3K、AKT、mTOR、P-PI3K、P-AKT 和 P-mTOR 蛋白表达变化

亲本组 空白耐药组 拉帕替尼组 二甲双胍组 联合用药组 F 值 P 值

P-mTOR

mTOR

P-PI3K

PI3K

P-AKT

AKT

0.020±0.003

0.030±0.003

1.31±0.35

0.020±0.007

0.93±0.51

0.91±0.21

0.03±0.01

0.03±0.01

1.48±0.45

0.03±0.01

1.73±0.51

1.03±0.12

0.020±0.008

0.030±0.006

1.31±0.34

0.020±0.004

1.07±0.35

0.91±0.17

0.020±0.009

0.03±0.01

1.48±0.43

0.03±0.01

0.98±0.44

1.06±0.10

0.002±0.004

0.009±0.002

0.50±1.78

0.001±0.000

0.31±0.22

0.51±0.10

3.881

5.253

3.928

6.324

5.871

6.820

0.037

0.015

0.036

0.008

0.011

0.006

图 5 Western blot 法检测各组细胞中 PI3K、AKT、mTOR、P-PI3K、P-AKT 和 P-mTOR 蛋白表达变化
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图 4 Western blot 法检测各组细胞中 PI3K、AKT、mTOR、

P-PI3K、P-AKT 和 P-mTOR 蛋白表达变化
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因有关[16-17]。增殖指数降低且细胞多被阻滞于 G0/G1

期，说明二甲双胍可抑制乳腺癌耐药细胞的增殖。朱
智峰等[18]研究同样证实，二甲双胍可抑制人结肠癌
细胞增殖，并促进细胞凋亡。

磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）信号通路异常表达
是乳腺癌拉帕替尼耐药发生的重要机制之一[19-20]。金
晶晶等[21]发现，二甲双胍可通过降低 PI3K 和AKT 的
表达而影响多卵巢综合征的发生。因此本研究选用

PI3K 信号通路进行深入探究。Western blot 检测结
果显示，二甲双胍组中相关蛋白表达变化不明显，而
联合用药组中 PI3K，AKT 和 mTOR 蛋白及其磷酸
化蛋白表达水平均明显降低，说明二甲双胍联合拉
帕替尼可降低 PI3K 信号通路及其下游分子的表
达。Yu 等[22]研究同样表明，二甲双胍可抑制 PI3K、
AKT 和 mTOR 在体内的表达，对其活化起负调控作
用。然而单独使用二甲双胍对 PI3K 信号通路的抑
制作用并无差异，其原因可能是在此乳腺癌细胞中，
二甲双胍单独使用时并非通过 PI3K 信号通路而发
挥逆转作用，具体通过何种信号通路，目前尚不清
楚。据此，临床上可联合二甲双胍和拉帕替尼共同治
疗 HER2 阳性乳腺癌，以降低其化疗耐药性的发生。

综上所述，以体外建立乳腺癌拉帕替尼耐药细
胞株模型为基础，初步研究证实二甲双胍对乳腺癌
拉帕替尼耐药细胞 SKBR3-LR 具有逆转耐药作用。
二甲双胍与拉帕替尼的联合应用，可有效增加耐药
细胞的凋亡率、抑制细胞的增殖指数、阻碍耐药细
胞周期进程；其机制可能与抑制 PI3K 信号通路相关
蛋白表达有关。这为临床 HER2 阳性乳腺癌的治疗
提供了新的理论参考。
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