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PBK/TOPK在乳腺癌细胞中介导MEK非依赖性

ERK激活中作用机制分析
李晓勇1  刘涛1  李建1  刘超1  刘宇宏2* 

(1延安大学附属医院普外科, 延安 716000; 2延安大学附属医院风湿免疫科, 延安 716000)

摘要      该文探讨了乳腺癌细胞中表皮生长因子(EGF)介导的MEK非依赖性ERK激活通路。

Western blot检测EGF刺激下, siRNA抑制MEK1/2后的T47D细胞的p-ERK水平, 以验证T47D细胞

中存在EGF介导的MEK非依赖性ERK激活的通路。接着使用可能参与MEK非依赖性ERK激活的

激酶的小分子抑制剂抑制相关激酶(AC、PKC、Src、PI3K、PDK1和Akt)活性后, 检测T47D细胞

EGF介导ERK的磷酸化水平。siRNA抑制MEK1/2表达后, T47D细胞在EGF刺激后的仍保留部分

p-ERK, 即在T47D细胞中, 存在EGF介导的MEK非依赖性的ERK磷酸化通路。小分子抑制剂抑制

AC、PKC、Src对MEK非依赖性ERK激活途径影响不大。而使用小分子抑制剂抑制PI3K、PDK1
和Akt后, ERK的磷酸化水平显著降低, 提示PI3K/Akt通路下游的激酶参与T47D中EGF介导的MEK
非依赖性ERK激活途径。siRNA干扰PI3K/Akt通路下游PBK/TOPK后并使用U0126抑制MEK功能

后, 几乎检测不到p-ERK, 提示PBK/TOPK参与T47D细胞中EGF介导的MEK非依赖性ERK激活途

径。乳腺癌抗雌激素药物耐药株T47D细胞存在EGF介导的MEK非依赖性ERK激活途径, 且该途径

受PI3K/Akt下游的PBK/TOPK调控。

关键词      乳腺癌细胞; MEK; ERK;  PBK/TOPK

Mechanism of PBK/TOPK in Mediating MEK-Independent ERK 
Activation in Breast Cancer Cells
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(1Department of General Surgery, Affiliated Hospital of Yan'an University, Yan’an 716000, China; 
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Abstract       The aim of this article was to investigate the EGF (epidermal growth factor)-mediated MEK-
independent ERK activation pathway in breast cancer cells. Under the stimulation of EGF detected by Western blot, 
siRNA inhibited the p-ERK level of T47D cells after MEK1/2 treatment. This article was to confirm the presence 
of EGF-mediated MEK-independent ERK activation in T47D cells. The phosphorylation level of ERK mediated 
by EGF in T47D cells was then measured after inhibition of the activity of related kinases (AC, PKC, SRC, PI3K, 
PDK1 and Akt) by small molecular inhibitors of kinases that may be involved in MEK independent ERK activation. 
After MEK1/2 inhibiton, T47D cells retained partial p-ERK under the stimulation of EGF, EGF-mediated MEK-
independent ERK phosphorylation pathway in T47D cells. The AC, and PKC and Src inhibiton by small molecule 
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inhibitors have little effect on MEK-independent ERK activation pathway. The phosphorylation level of ERK was 
significantly decreased after inhibition of PI3K, PDK1 and Akt by small molecule inhibitors, suggesting that the 
kinase downstream of the PI3K/Akt pathway was involved in the EGF-mediated MEK-independent ERK activa-
tion pathway in T47D cells. After PBK/TOPK downstream of PI3K/Akt pathway interfered by siRNA and MEK1/2 
function inhibited treated by U0126, p-ERK was almost undetectable, suggesting that PBK/TOPK was involved in 
EGF-mediated MEK-independent ERK activation pathway in T47D cells. EGF-mediated MEK-independent ERK 
activation pathway is present in breast cancer anti-estrogen drug-resistant strain T47D cells, and this pathway is 
regulated by PBK/TOPK downstream of PI3K/Akt.

Keywords        breast cancer cells; MEK; ERK; PBK/TOPK

表皮生长因子受体(epithelial growth factor 
receptor, EGFR)是ErbB(ErbB1~4)家族的一员 , 即
ErbB1, 是一种跨膜酪氨酸激酶受体, 其通过调节细

胞分化及细胞形态参与正常乳腺的生长及发育过

程[1-2]。超过15%乳腺癌患者的癌组织中有EGFR基
因的过度表达。近年来, 越来越多的临床和实验结

果提示, EGFR信号通路与乳腺癌内分泌治疗耐药

密切相关[3-4]。Ras/Raf/MEK[mitogen-activated pro-
tein kinase (MAPK) kinase]/ERK通路和PI3K/PDK1/
Akt(又 名protein kinase B, PKB)通 路 是EGF/EGFR
下游的两条主要的经典通路。磷酸化的ERK、Akt
及其底物向细胞核内的移位导致特定基因的表达, 
从而调控细胞的增殖、分化、黏附、迁移、细胞

骨架重排、代谢变化等。本课题组在研究EGF/
EGFR与内分泌治疗耐药相关性时, 发现一个有趣

的现象: EGF能提高小分子抑制剂抑制MEK1/2后
的T47D细胞的ERK磷酸化水平, 而MCF7细胞则无

该现象。雌激素受体阳性乳腺癌T47D和MCF7细胞

常常作为对照模型用于乳腺癌内分泌治疗研究, 其
中T47D为抗雌激素药物耐药株, 而MCF7为抗雌激

素药物敏感株[5]。故推测在T47D细胞中, 有一个由

EGR介导的MEK非依赖的ERK激活途径。为深入

了解该EGR介导的MEK非依赖的ERK激活途径, 本
课题组进行了以下研究。

1   材料与方法
1.1   细胞系与细胞培养

本实验使用的人乳腺导管癌细胞T47D和MCF7
均购于上海斯信生物科技有限公司。其中T47D细

胞用含10%胎牛血清、青霉素(100 U/mL)、链霉素

(100 μg/mL)、20 μg/mL牛胰岛素的RPMI 1640培
养基培养。MCF7细胞用含10%胎牛血清、青霉素

(100 U/mL)和链霉素 (100 μg/mL)的DMEM/F-12培
养基培养。所有细胞均在37 °C、5% CO2培养箱中

培养。

1.2   配体刺激实验

细胞在培养皿中用完全培养基培养至对数生

长期, 以1×106个/孔接种于6孔板, 完全贴壁后, 更换

无血清培养基饥饿细胞24 h。加入相应浓度的EGF
等配体, 在37 °C条件下培养指定的时间间隔。

1.3   小分子抑制剂抑制实验

本研究所使用的小分子抑制剂均购于中国爱

必信生物有限公司, 各小分子抑制剂的名称及其对

应靶蛋白名称如表1所示。细胞在培养皿中用完全

培养基培养至对数生长期, 小分子抑制剂处理组细

胞更换含有相应浓度的小分子抑制剂的新鲜培养基

培养; 对照组细胞则更换新鲜培养。小分子抑制后

若需进行配体刺激实验则在加入小分子抑制剂3 h后
加入配体。

1.4   siRNA干扰实验

本研究中使用siRNA均购于赛默飞世尔科技公

司, siRNA序列为经验证的序列。取对数生长期的

细胞, 胰酶消化后用不含抗生素的完全培养基重悬

细胞, 把细胞悬液以8×105个/管的浓度加入EP管, 分
装3管, 室温下90 ×g离心10 min。去上清后, 分别用

100 μL含有20 nmol/L siRNA的Nucleofector V溶液(购
买于上海翊圣生物科技有限公司)重悬细胞。将重悬

后的细胞加入转染杯并置入转染仪转染10 s, 取出细

胞继续培养。

1.5   蛋白提取及Western blot
细胞用预冷的PBS清洗3遍, RAPI裂解, 收集

各组细胞裂解物, 离心后收集上清液。BCA法测定

样品蛋白质浓度, 加入4× 上样缓冲液煮沸5 min, 于
4 °C条件下保存。依据蛋白质浓度测定结果上等量
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样品, 进行SDS-PAGE(10%或12%)后, 恒流350 mA, 
100 min, 将蛋白转至PVDF膜上。用含5%脱脂奶粉

的TBS封闭液, 将膜室温封闭1 h, 加入一抗4 °C孵育

过夜, 用TBST洗3遍, 每遍10 min, 加入荧光标记二

抗室温孵育1 h, 用TBST洗3遍后, 滴加化学发光剂

溶液(electrochemiluminescence, ECL)在显影仪上进

行显影。

1.6   数据处理

采用SPSS 25软件对实验数据进行分析统计, 实验

结果重复3次, 以平均数±标准差(x
_
±s)来表示, P<0.05表

示差异有统计学意义。 

2   结果
2.1   EGF诱导的T47D细胞ERK磷酸化仅部分依

赖于MEK活性

EGF介导的MEK/ERK和PI3K/Akt信号通路应

答及各种小分子抑制剂的靶蛋白位点如图1所示。

为验证T47D细胞中存在EGF介导的MEK非依

赖性ERK激活的通路。利用siRNA抑制T47D细胞

MEK1/2表达, 阴性对照采用scrambled siRNA干扰

(Scr siRNA), Western blot检测p-ERK与MEK1/2蛋白

水平。结果如图2所示, 在野生型组(WT)没有EGF
刺激时, 几乎检测不到p-ERK。转染MEK1/2 siRNA
的细胞中MEK1/2的表达明显被抑制, 较阴性对照组

(Scr siRNA) MEK1/2表达量被抑制90%以上, 差异有

统计学意义(P<0.01)。而MEK1/2 siRNA组的ERK磷

酸化水平仅比Scr siRNA组低10%, 差异有统计学意

义。即MEK1/2表达水平与ERK的磷酸化水平呈现

出非等比例的下降。结果提示, 尽管MEK1/2 siRNA
抑制了大部分的MEK1/2表达, 但是ERK磷酸化水平

却没有伴随着MEK1/2大幅下降, 即T47D细胞中存

在EGF介导的MEK非依赖性ERK磷酸化途径。

2.2   T47D细胞中MEK非依赖性ERK激活仅由

ErbB家族配体触发

上述结果表明, T47D细胞中存在一条由EGF
介导的MEK非依赖性的ERK激活途径。为进一步

验证这种MEK非依赖性的ERK激活途径是否为

ErbB受体家族特异性。ErbB家族受体除了受EGF
调控外, 还受另外10种配体调控, 如转化生长因

子 -α(transforming growth factor-α, TGF-α)、HRG-
β(heregulin-β)、双调蛋白 (amphiregulin)、epigen等。

分别用EGF、TGF-α和HRG-β刺激T47D细胞不同时

间, 并检测p-ERK, 结果如图3所示, 在没有U0126时, 
3种ErbB家族受体的配体(EGF、TGF-α和HRG-β)均
能显著引起ERK磷酸化, 而在U0126抑制MEK1/2后, 
也能明显检测到p-ERK。 

分别用PDGF、FGF、PRL与乳腺癌发生发展

密切相关的非ErbB家族受体的配体刺激T47D细胞, 
Western blot检测p-ERK水平。结果如图3所示, PDGF、
FGF和VEGF组 , 即使没有U0126抑制MEK1/2功能 , 
p-ERK的水平也均很低。在U0126存在时, p-ERK显著

降低(P<0.01)。上述结果说明, T47D细胞中MEK非

依赖性ERK激活仅由ErbB家族配体触发。

2.3   MEK非依赖性ERK激活受PI3K/Akt下游的

激酶调控

为进一步探究T47D细胞中EGF介导的MEK非

依赖性ERK激活途径, 使用可能参与MEK非依赖性

ERK激活的激酶的小分子抑制剂抑制相关激酶活性

后, 检测T47D细胞EGF介导ERK的磷酸化水平。相

关小分子抑制剂及其抑制的激酶如表1所示。结果

表1   本研究使用的小分子抑制剂及其对应靶蛋白的名称

Table 1   Small molecule inhibitors used in this study and their corresponding target proteins
小分子抑制剂

Small molecule inhibitor 
靶蛋白

Target proteins

U0126 MEK [mitogen-activated protein kinase (MAPK) kinase]

WT (wortmannin) PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase)

OSU-03012 PDK1 (phosphoinositide-dependent protein kinase-1)

Akt-VIII Protein kinase B (eg. Akt1~3)

SQ22536 AC (adenylate cyclase)

Gö6850 PKC (protein kinase C)

Gö6983 PKC (protein kinase C)

Su6656 Src-family protein kinases
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如图4所示, 分别使用多种小分子抑制剂抑制AC、
PKC、Src后, ERK磷酸化水平与单独使用U0126
无显著差异, 即AC、PKC、Src等对MEK非依赖性

ERK激活途径影响不大。然而, 使用小分子抑制剂

抑制PI3K、PDK1和Akt后, ERK的磷酸化水平显

著降低。结果提示, PI3K/Akt通路下游的激酶参与

T47D中EGF介导的MEK非依赖性ERK激活途径。

2.4   MEK非依赖性的ERK激活依赖于PBK/TOPK
激酶

上述结果提示, ERK的MEK非依赖性的ERK激

活途径受PI3K/Akt下游的激酶调控。

根据文献报道, 其中涉及到ERK激活的Akt下
游激酶主要有胆绿素还原酶(biliverdin reductase, 
BVR)[6-7]、PDZ连接激酶/T-LAK细胞源蛋白激酶

**P<0.01.
图2   siRNA干扰MEK1/2后, EGF刺激T47D细胞后的ERK磷酸化水平

Fig.2   EGF stimulates ERK phosphorylation in T47D cells after MEK1/2 interfered by siRNA
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图1   EGF介导的MEK/ERK和PI3K/Akt信号通路应答及对应小分子抑制剂作用位点示意图

Fig.1   Schematic diagram of EGF-mediated response to MEK/ERK and PI3K/Akt signaling pathways and 
corresponding sites of small molecule inhibitors
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(PDZ-binding kinase/T-LAK cell-originated protein ki-
nase, PBK/TOPK)[8-10]、受体相互作用蛋白2(receptor 
interacting protein 2, RIP2)[11-12]和Fer激酶(Fer kinase, 
Fer)[13]。分别使用对应的siRNA干扰相应的蛋白表

达后, 检测EGF刺激的ERK磷酸化水平, 结果如图5
所示, Scr siRNA组中, 可检测到明显的磷酸化ERK, 
此外, BVR、RIP2和Fer siRNA处理组的同样也能

检测到明显的磷酸化ERK, Scr siRNA组中无显著差

异。然而, PBK/TOPK siRNA组的ERK磷酸化水平

明显较对照组低。

此外 , 在 PBK/TOPK siRNA组再加入U0126
抑制剂抑制MEK1/2功能后, 几乎检测不到磷酸化

ERK。结果提示, U0126通过抑制MEK1/2功能抑制

了大部分的ERK磷酸化, 然而在T47D细胞中存在

MEK非依赖性的ERK激活途径, 故仍能检测到磷酸

化的ERK。siRNA抑制PBK/TOPK表达和U0126抑
制MEK1/2功能双重作用下, 几乎检测不到p-ERK, 
此时的MEK依赖性的ERK激活通路与EGF介导的非

图3   ErbB家族配体与非ErbB家族配体对ERK磷酸化水平的影响

Fig.3   Effects of ErbB family ligands and non-ErbB family ligands on ERK phosphorylation
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Fig.4   Effects of different inhibitors on the phosphorylation level of ERK after inhibiting corresponding protein kinases 

**P<0.01.
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MEK依赖性的ERK激活均被抑制。即PBK/TOPK参

与T47D细胞中EGF介导的MEK非依赖性ERK激活

途径。

3   讨论
细胞存活(Ras/MAPK)通路和有丝分裂(PI3K/

Akt)通路是EGFR等多种膜受体信号向细胞内转导

的重要途径, 它们调节着细胞凋亡、生长以及一些

重要基因的表达。两条信号通路常常会发生复杂的

串扰(crosstalk), 形成复杂的调控网络[14-16]。这种复

杂的相互作用可使细胞外的致瘤信号增强或提高肿

瘤细胞的耐药性。

本课题组在前期实验中发现, EGF均能引起

T47D(抗雌激素药物耐药株)和MCF7细胞(抗雌激

素药物敏感株)的ERK的磷酸化而形成活化形式的

ERK1/2(p-ERK1/2), 但其激活模式明显不同。小分

子抑制剂U0126抑制MEK1/2功能后, 能明显降低

MCF7细胞的ERK磷酸化水平。但是在T47D细胞中, 
使用小分子抑制剂U0126抑制MEK蛋白激酶功能

或是直接使用siRNA干扰MEK的表达, 仅能降低部

分的ERK磷酸化。我们推测, 在T47D细胞中或存在

EGF介导的非MEK依赖性的ERK激活途径。

EGFR是ErbB家族的一员, 在人类中, 该家族包括

Her1(EGFR、ErbB1)、Her2(Neu、ErbB2)、Her3(ErbB3)
和Her4(ErbB4)[17]。目前研究报道, 共有11种生长因子

可激活ErbB受体 , 如EGF、TGF-α、HB-EGF、am-
phiregulin、betacellulin等[18-19]。本研究通过对比EGF、

图5    抑制PBK/TOPK激酶对MEK非依赖性的ERK磷酸化水平的影响

Fig.5   Effect of inhibition of PBK/TOPK kinase on MEK-independent ERK phosphorylation
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TGF-α和HRG-β等 ErbB家族配体与另外 PDGF、
FGF、PRL等与乳腺癌发生发展相关的非ErbB家族

配体对U0126抑制MEK后的T47D细胞ERK的 磷 酸

化水平的影响, 发现T47D细胞中MEK非依赖性ERK
激活途径为ErbB家族配体特异性的。

通过一组广泛的小分子抑制剂抑制相应蛋白

激酶(包括AC、PKC、Src、PI3K、PDK1和Akt)活性后, 
检测对MEK非依赖性ERK激活途径的影响, 发现抑

制PI3K、PDK1和Akt活性后, MEK非依赖性ERK激

活途径也明显受到抑制。结果提示, 这种MEK非依

赖性ERK激活途径受PI3K/Akt下游的蛋白激酶调

控。PI3K/Akt信号通路参与ERK的激活已有相关文

献报道, PI3K/Akt下游的BVR、PBK/TOPK、RIP2
和Fer激酶均可能参与MEK非依赖性ERK激活途径。

本研究通过siRNA抑制BVR、PBK/TOPK、RIP2和
Fer激酶表达后, 发现PBK/TOPK为PI3K/Akt信号通

路下游参与MEK非依赖性ERK激活途径的关键激

酶。

PBK/TOPK是近年来新发现的一种Ser/Thr, 最
早由GAUDET等[20]在酵母双杂交筛选中发现, 可与

人肿瘤抑制因子hDlg的PDZ2结构域结合, 故被命名

为PDZ-binding kinase。另一个研究小组在淋巴因

子激活的杀伤性T细胞中发现了一种类似有丝分裂

原活性蛋白激酶激酶(MAPKK)的蛋白激酶[21]。后

面通过序列分析发现两者为同一种基因, 故命名为

PBK/TOPK。PBK/TOPK在很多肿瘤细胞中高表达, 
与这些肿瘤细胞的快速增殖和耐药密切相关。本研
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究的结果提示, PBK/TOPK参与乳腺癌T47D细胞的

MEK非依赖性ERK激活途径, 我们推测, 该途径可

能与T47D细胞的抗雌激素药物耐药有关。

综上所述, 本研究发现, 在抗刺激素药物耐药

细胞株T47D中存在一条由EGF介导的MEK非依

赖性ERK激活通路, 该激活途径受PI3K/Akt下游的

PBK/TOPK调控。后续将继续研究该通路与乳腺癌

内分泌治疗耐药的相关性, 为逆转乳腺癌内分泌治

疗耐药提供一个潜在的靶点。
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