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雌激素受体灢配对盒基因2对ERBB2的调控决定

他莫西芬治疗的反应性

雌激素受体(ER)和孕激素受体(PR)阳性的患者对内分泌治疗有效,预
后好。他莫西芬(tamoxifen,TAM)是治疗激素依赖性乳腺癌最成功有效的
方法之一,但是其产生的耐药现象在临床上很常见。对他莫西芬耐药的乳腺
癌而言,ER的表达水平并不能反应真正的治疗效果,在ER阳性细胞株中如
果ERBB2过度表达就会产生他莫西芬耐药。AntoniHurtado等在2008年
《Nature》杂志上发表题为 “RegulationofERBB2byoestrogenreceptor灢
PAX2determinesresponsetotamoxifen暠的论著,从分子水平上对乳腺癌的
内分泌治疗抵抗机制进行探讨,深入分析了配对盒基因2(pairedboxgene2,
PAX2)与ERBB2在乳腺癌内分泌治疗中的作用。本文对其研究结果进行简
要介绍。

ER和ERBB2/HER灢2两种作用途径的交叉反应涉及到乳腺癌的内分泌
疗效,但在转录水平迄今还没有发现两者的直接关系。该研究表明,通过人类
细胞株中 ERBB2基因的反式调节作用元件,ER 和 TAM 共同直接抑制

ERBB2的转录。以前不为人熟知其作用的PAX2,如今已被证实在 ERBB2
抑制ER阳性乳腺癌的 TAM 治疗中起到关键性介导作用。该研究结果显
示,PAX2和辅助激活因子 AIB灢1/SRC灢3竞争结合 ER受体,以调控 ERBB2
的转录,从而决定TAM 对乳腺癌细胞的抑制反应。乳腺癌分子亚型luminal
A对TAM 治疗的敏感是由于ER灢PAX2抑制ERBB2的作用所致;而表现为
不敏感的ER阳性、ERBB2阳性的乳腺癌,luminalB则是通过抑制上述机制
使肿瘤呈现侵袭性进展。

ER结合点的基因图谱显示了乳腺癌细胞中ER的功能,包括ER很少与
促进剂区域结合,ER的结合需要先导因子(如FoxA1)的存在等。在ER(+)
的 MCF灢7细胞株中,ER基因组免疫沉淀分析结果表明:在8525个ER结合
位点中,86%的 ER 结合位点为正确阳性表达,还有5%为阴性结合点。在

ERBB2/HER灢2基因带的基因内区里,包括新发现的位点,有大量的区段是

ER的结合位点。继而对8525个ER结合位点进一步分析显示PAX转录因
子是有统计学意义(P<0.01)的聚集。虽然作者对PAX蛋白在激素信号调
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节途径中的作用知之甚少,然而已有证据显示,PAX2在乳腺癌的亚型中得以
表达,且被证实为乳腺癌细胞中TAM 的效应分子。

TAM 是治疗激素依赖性乳腺癌最成功有效的方法之一,但是临床上对
其产生抵抗现象很常见。TAM 抵抗型乳腺肿瘤的特征是ERBB2高表达,并
且ER阳性细胞株中如果ERBB2过表达就会产生 TAM 耐药。该研究者评
估了相邻于重要雌激素调节基因的PAX2与选择性ER结合点,包括最新发

现识别的ERBB2基因内的结合位点。在这个位点上,PAX2只有经过 TAM
治疗后才能得到恢复,ERBB2内ER结合点的PAX2则需要雌激素和 TAM
共同治疗后才可修复。先前的证据显示,雌激素和 TAM 都可以抑制ERBB2
表达。该研究者推测PAX2可能像普通的ER灢相关转录抑制因子那样发挥作

用,并且在ERBB2内的ER结合点可能是顺式作用调节因子发挥ER主动抑制
功能。该研究证实,在 MCF灢7细胞株中,雌激素和 TAM 治疗后ERBB2信使

RNA水平降低。免疫共沉淀反应显示:在 TAM 治疗和re灢ChIP实验之后,
ER和PAX2形成一种复合物,占据 ERBB2基因内相同的 ER 结合点。此

外,该研究证实这个ER结合点是ERBB2基因顺式作用调节因子。这个不受
调控区域独立于先前已经识别的可调控区域,虽然这个已知特征的区域在

ERBB2转录调控中可能起间接的作用。
在预后很差的luminalB乳腺肿瘤中,ERBB2表达水平往往较高,并且近半数

ERBB2阳性的乳腺肿瘤ER表达阳性。因此,该研究者提出 TAM 疗法的抗增

殖作用需要抑制ERBB2的表达,并且通过提高ERBB2水平或者抑制正常情
况下控制ERBB2转录的机制,使乳腺癌能够潜在地获得对 TAM 耐药。与

TAM 不同,雌激素对ERBB2的抑制作用可能不是关键性因素,因为雌激素
介导的细胞增殖可能缘于雌激素介导的大量致癌基因上调。

为了解PAX2在雌激素和TAM 介导的ERBB2抑制中的作用,该研究者
特别用短链的干扰RNA(SiRNA)使PAX2沉默。免疫印迹法显示,PAX2蛋

白水平有效降低,ER水平不受影响。通过对照细胞转染,雌激素和 TAM 都
能快速的抑制ERBB2的 mRNA表达,但是,在雌激素和TAM 双重治疗的情

况下,PAX2SiRNA 消除了这种抑制作用,继而 ERBB2 转录增加,并且

ERBB2蛋白水平升高。其结果与PAX2SiRNA 存在时进行雌激素和 TAM
治疗,作为ERBB2促进剂的磷酸化 RNA 聚合酶栻的聚集相一致。研究发
现,转染PAX2SiRNA的细胞接受 TAM 治疗可以导致细胞数增加,而对照

组则得出相反结果。这些实验被其他的PAX2SiRNA证实。用抗ERBB2的
抗体灢赫赛汀阻断PAX2SiRNA 介导的细胞生长,就能确定在PAX2沉默之

后的细胞增长主要是由于ERBB2水平的升高所致。
该研究在另一组乳腺癌 ER(+)细胞株ZR75灢1中来重复这些结果。
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TAM 抑制ZR75灢1细胞株中ERBB2mRNA表达和ERBB2的蛋白质水平,这
种抑制现象在PAX2沉默就会消失。在 MCF灢7细胞株中也有相同的情况,
PAX2SiRNA逆转了TAM 的生长抑制作用,从而导致PAX2缺失的ZR75灢1
细胞株获得TAM 耐药。

与ERBB2水平升高一样,TAM 耐药的乳腺癌患者常伴有ER辅助激活
因子乳腺癌增殖灢1(AIB灢1,也称为SRC灢8)水平的升高。AIB灢1促进肿瘤的发

生,并且是ERBB2驱动乳腺癌变的基础。该研究评定了AIB灢1是否与PAX2
竞争性结合ERBB2,提高ERBB2水平导致他莫西芬耐药肿瘤发生。ChIP结

果显示,在雌激素和TAM 治疗之后,结合在ERBB2顺式作用调节因子上的

AIB灢1水平下降,这很可能是 PAX2发挥取代作用的结果。这个设想被

SiRNA抑制PAX2表达从而使雌激素和 TAM 介导AIB灢1补充ERBB2调节
因子的实验所证实。

该研究结果表明,AIB灢1与PAX2竞争性结合ERBB2顺式作用调节因子,
并且在TAM 存在时即可导致ERBB2转录增加和细胞增殖。AIB灢1水平升高

会阻断PAX2的竞争性结合和抑制ERBB2表达,从而逆转 TAM 的抗增殖作
用。这提示在结合和调控ERBB2方面,辅助激活因子AIB灢1和假定的PAX2抑

制之间有一个化学结构的平衡,为研究 AIB灢1在TAM 反应的功能作用提供了
一个机械学的研究角度。而在 MCF灢7细胞株,AIB灢1水平提高的同时也能提高

PAX2水平,这就解释了为什么 MCF灢7细胞株保留了TAM 治疗敏感性。而且,
该研究也证实了 AIB灢1的表达可以抑制T47D细胞株中TAM 的抗增殖作用,
T47D细胞株是一种没有AIB灢1水平高的细胞株。这些数据均证实了 AIB灢1可

在ER(+)乳腺癌细胞株中逆转TAM 反应。
数据显示,通过用抗ERBB2抗体(赫赛汀)治疗,可以抑制 TAM 耐药的

乳腺癌细胞生长。该研究对ERBB2的抑制作用需要PAX2参与的假设进行
了验证,结果发现TAM 抵抗可能是由于这条路径的变化所致。该研究检测

已获得 TAM 抵抗的 MCF灢7细胞株,发现 ERBB2表达水平升高,但没有

ERBB2扩增。在野生型的 MCF灢7细胞株中,TAM 能够抑制ERBB2mRNA
和ERBB2蛋白的表达水平,但是在 Tam灢R(TAM 抵抗)细胞株中ERBB2水
平并不因为 TAM 作用而下降。用 Westernblot分析对比野生型和 Tam灢R
型 MCF灢7细胞株,结果显示ER蛋白表达没有变化。这进一步支持了临床研
究的结论,即对TAM 抵抗的乳腺癌,ER的表达水平并不能反应真正的治疗

效果。研究发现,在Tam灢R细胞株中,AIB灢1蛋白水平没有改变,而PAX2蛋
白水平较低。这为Tam灢R抵抗的细胞株ERBB2水平的升高提供了解释。

TAM 介导的ER填充到ERBB2顺式作用调节因子中的过程,在 Tam灢R
型和野生型 MCF灢7细胞株均相同。然而,如预期的那样,在Tam灢R细胞株中
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PAX2水平较低,该细胞株中PAX2的结合也明显减少。同样地,仅在野生型
细胞株中出现的组蛋白脱乙酰基酶1(HDAC灢1),Tam灢R 型细胞株中不存

在。由此确定,活性抑制出现在野生型细胞株的 ERBB2顺式作用调节因子
中而非出现在Tam灢R型细胞株中。相反,尽管AIB灢1的水平没有改变,TAM
介导的 AIB灢1的恢复在 Tam灢R 型细胞株中是升高的。为检验这种假说,即
在Tam灢R 型细胞株中 PAX2水平降低会造成 ERBB2表达增加以改变对

TAM 的反应,该研究者再次将PAX2引入到这些细胞中。在 Tam灢R型细胞
株中,PAX2的过度表达使 TAM 又能够抑制ERBB2mRNA 和ERBB2蛋白

的表达水平。PAX2的过度表达导致pol栻与ERBB2促进剂结合以及 AIB灢1
与ER结合降低,进一步证实了AIB灢1和PAX2竞争性结合且调控ERBB2基

因表达的假说。正如 HDAC灢1所显示,PAX2的表达恢复了 TAM 抵抗细胞
株中TAM 抑制细胞增殖的作用。

该研究以BT灢474乳腺癌细胞株来说明这些发现。BT灢474为ER(+)但
对TAM 抵抗的乳腺癌细胞株,这可能是ERBB2基因座染色体扩增的结果。
这种细胞株可能代表另外一种可获得 TAM 抵抗的运行机制。在ER(+)乳
腺癌细胞株中,ERBB2基因的扩增能够抵抗 TAM 抑制细胞生长的作用。
PAX2在 BT灢474细胞株中的表达可抑制 TAM 介导的 ERBB2mRNA 和

ERBB2蛋白表达,从而遏制依赖 TAM 细胞的生长。即使在 ERBB2基因座

扩增的情况下,PAX2可逆转ERBB2的作用使TAM 的抑制功能得到恢复。
该研究者建议:PAX2是 TAM 治疗反应中一个关键的决定性因素。为

了在原发性乳腺癌中证实这些研究结果,该研究对109名 ER(+)、接受

TAM 治疗的乳腺癌患者进行了 PAX2的免疫组化检测,其中68名患者

PAX2(+),41名患者PAX2(-)。与PAX2(-)患者相比,PAX2(+)患者的无

复发生存期(recurrencefreesurvival,RFS)明显延长。另外,在PAX2(+)患者
中,AIB灢1(+)表达比AIB灢1(-)表达者的预后差;PAX2(+)和 AIB灢1(-)的患

者预后最好,且复发率只有5.8%。直线回归分析显示,在已经确定的复发病例
中,PAX2和 AIB灢1的表达水平是一个相对立的独立预测指标(P<0.03)。
PAX2(-)、AIB灢1(-)的患者中ERBB2阳性表达率也很低,这证实了该研究先
前的假设,即PAX2和 AIB灢1之间的平衡最终将影响 ERBB2的表达并决定

TAM 治疗的有效性。
内分泌治疗抵抗是乳腺癌临床治疗中一个亟待解决的难题。对 TAM 抵

抗的乳腺癌患者的临床特征是:AIB灢1和ERBB2表达水平均升高。该研究结
果显示,PAX2是 TAM 作用过程中关键的 ERBB2转录抑制因子,AIB灢1表

达增强能取代其与PAX2结合,直接导致ERBB2表达上升。AIB灢1和PAX2
之间的量化比例决定了TAM 在乳腺癌内分泌治疗中的有效性。这些新数据
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表明了ER为主的肿瘤与ERBB2为主的肿瘤之间有内在的转录关系,这一关
系决定了乳腺癌细胞的增殖差异。目前,PAX2作为抑制因子的作用仍不明
确,因为一般认为,PAX2是转录激活剂,可以通过 TAM 调节基因编码从而
导致子宫内膜癌的发生。已知 TAM 在乳腺癌中有抗增殖的作用,但对子宫
内膜中有主缩肌的特性,因此它的组织特异性将会成为女性生殖器官中选择
雌激素受体调节因子的首要决定因素之一。

(李赛男暋摘译暋耿翠芝暋审校)
(收稿日期:2009灢03灢02)
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