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YAP1激活Wnt/β-catenin通路调控细胞间质样干性

参与乳腺癌曲妥珠单抗耐药
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摘要      Yes相关蛋白1(Yes associated-protein 1, YAP1)被报道可以与HER4相互作用调控上皮–
间质转化(epithelial-mesenchymal transition, EMT), 在胃癌曲妥珠单抗耐药的发生中发挥重要作用, 
但其是否通过调控细胞发生间质样干性(mesenchymal-like stemness)参与曲妥珠单抗的耐药尚不

清楚, 该文探讨YAP1通过参与细胞间质样干性转化在乳腺癌细胞曲妥珠单抗耐药中发挥的作用

及其分子机制。建立乳腺癌曲妥珠单抗的耐药细胞株, 通过分别对野生株(wild-type, WT)和耐药

株(trastuzumab resistance, TR)转染YAP1的过表达载体(pcDNA3.1-YAP1)和小干扰序列(si-YAP1), 
逆转其在野生株和耐药株中的表达情况。采用qRT-PCR检测其上皮–间质性标志物[E-钙黏蛋白

(E-cadherin)、波形蛋白(Vimentin)]和干细胞标志物(CD44和Nanog) mRNA水平的表达情况; 采用

Western blot检测E-cadherin、Vimentin、CD44以及Nanog的表达水平; 采用Transwell实验检测细胞

侵袭能力; 采用肿瘤细胞成球实验检测细胞自我更新能力和干细胞特征; 采用MTT和平板克隆形

成实验检测细胞耐药性和增殖能力。在干扰YAP1的表达后, 使用Western blot以及qRT-PCR检测耐

药细胞株中β-catenin、Cyclin D1以及CD44的表达水平, 进而鉴定Wnt/β-catenin通路的激活情况。

在耐药株中, 下调YAP1可以升高E-cadherin, 降低Vimentin、CD44以及Nanog的表达水平, 抑制细胞

间质转化, 降低细胞侵袭、成球能力, 减弱干细胞特征, 增强细胞对曲妥珠单抗的敏感性。反之, 在
野生株中, 过表达YAP1蛋白可以降低E-cadherin, 升高Vimentin、CD44以及Nanog的表达水平, 促进

细胞间质转化, 提高细胞侵袭和成球能力, 增强干细胞特征, 同时增强细胞对曲妥珠单抗的耐药性。

在耐药株中沉默YAP1的表达后, 可降低Wnt/β-catenin通路的激活水平。我们的研究表明, YAP1可
调控乳腺癌细胞间质性和干性特征的表达, 进而参与曲妥珠单抗的耐药, 并且其作用与激活Wnt/
β-catenin通路相关。进一步地, YAP1与HER2阳性乳腺癌患者较差的预后显著相关。
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Abstract       YAP1 has been reported to be involved in trastuzumab resistance through regulating EMT 
in gastric carcinoma. However, the role of mesenchymal-like stemness in the TR (trastuzumab-resistant) 
breast cancer is still elusive. Here, the function and mechanism of YAP1 related mesenchymal-like stemness in 
trastuzumab-resistant breast cancer were explored. TR breast cancer cell line was established. YAP1 plasmid 
(pcDNA3.1-YAP1) or YAP1 siRNAs were transfected into SKBr-3 (WT and TR) cells to overexpress or silence 
YAP1, respectively. The sensitivities of breast cancer cells to trastuzumab were detected by MTT assay. Prolif-
eration was detected by clone formation. Invasiveness capability of cells was detected by Matrigel invasion as-
says. Stemness of cells was detected by tumor sphere formation. qRT-PCR (real-time fluorescence quantitative 
polymerase chain reaction) and Western blot were applied to detect mRNA and protein expression of YAP1, E-
cadherin, Vimentin, CD44, Nanog, β-catenin and Cyclin D1. Compared with NC group, knockdown of YAP1 de-
creased the resistance of TR cells to trastuzumab (P<0.01), capacity of clone formation (P<0.01), invasiveness 
and sphere formation (P<0.01 and P<0.001). The expression of mesenchymal marker Vimentin and stem cell 
markers CD44 and Nanog was significantly down-regulated, whereas E-cadherin was significantly up-regulated 
(all P<0.05). Conversely, compared with NC group, overexpression of YAP1 increased the resistance of WT 
cells to trastuzumab (P<0.01), capacity of clone formation (P<0.001), invasiveness and sphere formation (all 
P<0.001). The expression of mesenchymal marker vimentin and stem cell marker CD44 and Nanog was signifi-
cantly up-regulated, whereas E-cadherin was significantly down-regulated (all P<0.05). Furthermore, silencing 
of YAP1 reduced the expression of β-catenin, cyclin D1 and CD44 in TR cells (all P<0.01). These data indicated 
that YAP1 contributes to the mesenchymal-like stemness of breast cancer cell through Wnt/β-catenin signaling 
pathway; targeting YAP1 may inhibit trastuzumab resistance of BC. Furthermore, YAP1 leads to poor prognosis 
in HER2+ breast cancer patients.

Keywords       Yes associated-protein 1; breast cancer; trastuzumab resistance; mesenchymal-like stemness; 
Wnt/β-catenin signaling pathway

人表皮生长因子受体2(human epidermal growth 
factor receptor 2, HER2)是表皮生长因子受体家族

(ErbB family)的成员之一 , 25%~30%的乳腺癌出现

HER2过表达 , 这导致了更加恶性的肿瘤表型以及较

差的预后 [1]。曲妥珠单抗是针对HER2基因的重组人

源化单克隆抗体 , 作为HER2阳性乳腺癌治疗的一线

药物 , 可使患者的无进展生存期显著延长 [2]。然而 , 
大部分病人在治疗效果初显后会发展为药物耐受并

且肿瘤细胞发生远端转移[3]。

肿瘤细胞干性化已经被证实在曲妥珠单抗耐

药的发生中发挥重要作用 [4,5], 这导致了肿瘤的复发

与转移。有报道显示 , 大部分的恶性表型发生于具

有正常干细胞特征的肿瘤细胞中, 被称为“肿瘤初始

细胞 ”, 这些细胞具有自我更新 (self-renew)能力 , 推
动疾病进展, 并且具有致癌属性, 提示这些肿瘤初始

细胞在肿瘤复发过程中的潜在能力 [6-7]。Ai等 [8]首次

报道了乳腺癌中肿瘤初始细胞的存在 , 这些细胞具

有明显的干细胞特征。间充质干细胞 (mesenchymal 

stem cells, MSCs)是组成肿瘤微环境中的一个重要

部分 , 作为乳腺肿瘤干细胞 (breast cancer stem cell, 
BCSC)的重要组成部分之一 , 其具有促进上皮肿瘤

形成和增强药物耐受的能力[9]。

转录共激活因子YAP1蛋白作为Hippo通路的

一个重要调控分子 , 可以通过转录调控一系列的基

因表达参与信号通路的活化 , 这使其不仅在各种

癌症的进展中作为致癌基因发挥作用 , 而且参与

了肿瘤细胞上皮–间质转化 (epithelial-mesenchymal 
transition, EMT)和干细胞化的调控[10-11]。然而, 在乳

腺癌曲妥珠单抗耐药的过程中 , 其通过调控细胞发

生间质样干性转化所发挥的功能还有待探讨。我

们在前期的研究中发现 , YAP1可以通过miR-18a被
LncRNA UCA1所调控, 进而参与乳腺癌曲妥珠单抗

的耐药 [12], 这与他人的研究结果一致 [13]。在本研究

中 , 我们进一步阐述了YAP1在曲妥珠单抗耐药的过

程中对细胞间质化以及干性转化的影响 , 并对其分

子机制进行了初步探讨 , 旨在为临床上治疗曲妥珠
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单抗耐药提供新的思路。

1   材料和方法
1.1   细胞系及主要试剂

HER2阳性人乳腺癌细胞系SKBr-3(wild type, 
WT)购自美国ATCC, 培养条件为: 将细胞用含10%
胎牛血清的RBMI 1640细胞培养液在 37 ℃、5% 
CO2的环境中进行培养。曲妥珠单抗耐药细胞系

(trastuzuamb resistant, TR)为药物压力筛选细胞系, 
诱导方法为 : 用含 5 μg/mL曲妥珠单抗的细胞培养

液RBMI 1640培养SKBr-3, 药物压力筛选耐药细胞

克隆6个月, 所得细胞株即被认定为耐药细胞株。

曲妥珠单抗 (赫赛汀 )(货号 : N3742)购自美国

Roche公司。胎牛血清及RBMI 1640细胞培养液 (货
号: 26010074)购自美国Gibco公司。反转录试剂盒(货
号 : 9109-036-820)购自日本TaKaRa公司。YAP1干
扰小片段、干扰对照片段均由上海吉玛基因医学科

技股份有限公司合成。YAP1过表达载体pcDNA3.1-
YAP1以及对照组 pcDNA3.1-control由厦门安提

海拉生物技术公司构建合成。蛋白一抗YAP1(货
号 : 14074)、E-cadherin(货号 : 3195)、Vimentin(货
号 : 5741)、β-catenin(货号 : 8482)、Cyclin D1(货号 : 
55506)、GAPDH(货号 : 2118)、Anti-YAP1(货号 : 
14074)、阴性对照 IgG(货号 : 2729)均购自美国Cell 
Signaling Technology公司。CD4(货号 : EPR18668)、
Nanog(货号 : EPR2027)自英国Abcam公司。羊抗兔

二抗 (货号 : BA1039)均购自武汉博士德生物工程有

限公司。LipofectamineTM 2000(货号: 11668019)购自

Invitrogen公司。EZ Magna ChIP™试剂盒(货号: 17-
371)购自美国Millipore公司。

1.2   细胞转染与分组

取对数生长期的WT和TR两组乳腺癌细胞并将

其分别接种 [调整密度为 (1.8~2.5)×105/孔 ]至6孔板中 , 
待细胞长至70%, 更换无血清培养基 , 分别加入5 μL
的LipofectamineTM 2000脂质体以及2 μg的表达质粒

或RNAi干涉片段, 4 h后更换为含10%的血清细胞培

养基。48 h后 , 收集细胞用于后续实验。将WT细胞

分为过表达对照组 (oe-control)和过表达YAP1组 (oe-
YAP1); 将TR细胞分为干涉对照组(si-control)和干涉

YAP1组(si-YAP1)。
1.3   MTT检测细胞增殖能力

在转染48 h后, 将细胞(3 000/孔)接种至96孔板, 

加入不同浓度 (1~5 μg/mL)的含有曲妥珠单抗的细胞

培养液 , 血清饥饿过夜在37 ℃、5% CO2的环境中培

养 , 替换转染培养基为含5 μg/mL MTT的无血清培养

基 , 37 ℃培养4 h后 , 吸走MTT培养基并且加入50 μL 
DMSO, 37 ℃孵育10 min, 用酶标仪检测490 nm处每

孔的吸光度(D)值, 绘制生长曲线。

1.4   平板克隆形成实验

将细胞以 2 000/孔的密度种于 6孔细胞培养

板中 , 分别用含有或不含有 5 μg/mL曲妥珠单抗的

RPMI 1640细胞培养液在37 ℃、5% CO2的环境中

进行培养 , 7~14 d至肉眼可见克隆形成时终止培养。

甲醇室温固定15 min, 用结晶紫染色液染色 20 min
后, 移至相机下拍照。

1.5   侵袭实验

将基质胶按15׃的比例用无血清RPMI 1640细胞

培养液进行稀释 , 后按200 μL/孔加入小室内 , 37 ℃
放置1 h使其聚合。无菌吸走培养瓶中旧培养液 , 加
入无菌PBS, 轻轻晃动瓶底覆盖细胞层 , 吸弃 ; 重复

1~2次。加1 mL胰酶室温消化细胞1~3 min, 加入含

血清完全培养基终止消化 , 收集细胞悬液室温离心

(800 r/min、5 min)后 , 用无血清细胞培养液将细胞

密度调整为3 000/mL, 加入已经凝固的基质胶上方, 
每孔80 μL。取24孔板, 将含20%血清的细胞培养液

加入孔中, 每孔400 μL。将小室提起放入24孔板液面

上方。将24孔板放入37 ℃、5% CO2的环境中培养

48 h。取出小室用甲醇室温固定30 min, 用结晶紫染

色液室温染色20 min后 , 自来水冲洗 , 于显微镜下进

行拍照。每个小室选3个视野, 计算平均细胞数。

1.6   肿瘤细胞成球实验

将200 μL基质胶按15׃的比例稀释后加入24孔
细胞培养板内, 37 ℃放置1 h使其聚合。无菌吸走培

养瓶中旧培养液 , 加入无菌PBS, 轻轻晃动瓶底覆盖

细胞层, 吸弃; 重复1~2次。加1 mL胰酶室温消化细胞

1~3 min, 加入含血清完全培养基终止消化 , 收集细胞

悬液室温离心 (800 r/min、5 min)后制成单细胞悬液 , 
用无血清细胞培养液将细胞密度调整为 3 000/mL, 
加入已经凝固的基质胶上方 , 每孔500 μL, 将24孔
板放入37 ℃、5% CO2的环境中进行培养。待细胞

定植于基质胶内 , 用含5%的基质胶以及适量生长因

子的细胞培养基替换之前的上层培养基 , 继续培养

7~10 d。待观察到单细胞成球时 , 消化成球的细胞 , 
制成单细胞悬液, 再次进行成球培养。7~10 d后, 置

׃



1831叶星明等:  YAP1激活Wnt/β-catenin通路调控细胞间质样干性参与乳腺癌曲妥珠单抗耐药

于显微镜下观察 , 计算成球数量并拍照 , 每个孔选3
个视野, 计算平均成球数。

1.7   qRT-PCR检测相关基因

将各组细胞提取RNA, 用反转录试剂盒合成的

cDNA作为模板, qRT-PCR反应体系为25 μL, 其中包括

2 μL模板, 上下游引物各1 μL, 9 μL双蒸水, 2 μL SYBR 
Green qPCR预混液。反应条件为: 95 ℃预变性10 min; 
95 ℃变性15 s, 60 ℃退火30 s, 72 ℃延伸1 min, 共38
个循环。各组基因上下游引物详见表1。
1.8   蛋白质印迹法(Western blot)

将各组细胞提取总蛋白, 定量后每孔上样100 μg, 
进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳 (sodium 
dodecylsulphate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-
PAGE), 结束后 , 将分离的条带电转至聚偏二氟乙烯

(polyvinylidene fluoride, PVDF)膜上 , 用5%的脱脂

奶粉进行封闭 , 分别温育一抗YAP1(1000 1׃)、E-
cadherin(1000 1׃)、Vimentin(1000 1׃)、CD44(1000 1׃)、
Nanog(1000 1׃)、β-catenin(1000 1׃)、Cyclin D1(1000 1׃), 4 ℃
过夜。洗膜后 , 加入羊抗鼠二抗或兔二抗 (000 5׃1)
室温孵育1 h。洗膜后, 电化学发光(electrochemical 
luminescence, ECL)显影。用凝胶成像仪拍照并分

析各条带灰度值 , 以GAPDH为内参计算相对表达

量。

1.9   染色质免疫共沉淀(chromatin immunoprecipitation, 
ChIP)

根据EZ Magna ChIP™试剂盒说明书进行染色

质免疫共沉淀ChIP检测: 先是细胞被交联, 然后被超

声裂解成DNA片段 , 使用Anti-YAP1(150׃)和阴性对

照 IgG抗体 进行免疫沉淀。最后(50׃1) , 对免疫沉淀

的DNA进行qRT-PCR分析。

1.10   统计学处理

采用SPSS 23.0进行数据分析和处理 , 用Graph-
Pad Prism 5.0软件进行图表绘制。每组实验重复3次, 
计量资料以 x

_
±s表示。多组间比较采用单因素方差

分析, 两两比较采用LSD-t检验。两组间比较采用独

立样本t检验, P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   TR细胞株具有更强的干细胞特征、EMT特
征以及更高的YAP1表达水平

MTT实验结果显示 , 与乳腺癌细胞野生株SK-
Br-3(WT)相比较 , 随着细胞培养液中曲妥珠单抗药

物浓度的增加 , 耐药株 (TR)仍然保持了显著的高增

殖能力(P<0.001)(图1A)。而平板克隆形成实验显示, 
与WT比较 , TR细胞株显示出明显更强的克隆形成

能力(P<0.001)(图1B), 表明TR细胞株具有对曲妥珠

单抗药物的抵抗能力以及更强的增殖能力。蛋白质

印迹实验结果发现, 与WT相比, TR细胞株中干细胞

标志物CD44以及Nanog的表达量明显上调 (图1C); 
肿瘤干细胞成球实验也显示, 与WT相比, TR细胞具

有非常显著的成球能力(P<0.001)(图1D)。这些结果

均提示 , TR细胞具有明显的肿瘤干细胞特征。qRT-
PCR检测结果表明, 与WT相比, TR细胞的EMT特性

标志物E-cadherin mRNA水平发生明显下调, 同时波

形蛋白(Vimentin) mRNA水平发生明显上调(P<0.01)
(图1E)。侵袭实验结果则发现 , 与WT相比 , TR细胞

株的侵袭力明显增强 (P<0.001)(图1F)。此外 , 蛋白

质印迹和qRT-PCR显示, TR细胞株中YAP1的蛋白表

达水平以及mRNA表达水平均明显高于WT细胞株

(P<0.001)(图1C)。综上所述, 与WT株相比, TR细胞

表1   qRT-PCR引物序列

Table 1   Sequences of primers for qRT-PCR
基因

Gene
正义引物(5′→3′)
Forward primer (5′→3′)

反义引物(5′→3′)
Reverse primer (5′→3′)

YAP1 GTA GCC AGT TAC CAA CAC TG CTG TTC AGG AAG TCA TCT GG

E-cadherin AGT CAC TGA CAC CAA CGA TAA T ATC GTT GTT CAC TGG ATT TGT G

Vimentin AGT CCA CTG AGT ACC GGA GAC CAT TTC ACG CAT CTG GCG TTC 

β-catenin TCT TGC CCT TTG TCC CGC AAA TCA TCC ACA AAT TGC TGT GTC CCA C

Cyclin D1 GCT GCG AAG TGG AAA CCA TC CCT CCT TCT GCA CAC ATT TGA A 

CD44 GGT GAA CAA GGA GTC GTC TTC CAA GAT AAT GGT GTA GGT G

Nanog GAT TTG TGG GCC TGA AGA AA TTG GGA CTG GTG GAA GAA TC

GAPDH   CGG AGT CAA CGG ATT TGG TCG  TAT AGC CTT CTC CAT GGT GGT GAA GAC
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株具有更加明显的肿瘤干细胞特征、EMT特征、耐

药性以及更高的YAP1表达水平。

2.2   YAP1可以促进乳腺癌细胞的上皮–间质转

化、提高侵袭力以及耐药性

对 WT以及 TR细胞株分别转染 pcDNA3.1-
YAP1质粒和YAP1干涉片段 (si-YAP1)。qRT-PCR和
蛋白质印迹实验结果显示 , 与阴性对照组相比 , 在
WT中 , 过表达YAP1之后 , 上皮 –间质转化标志物

Vimentin表达量明显上调而E-cadherin表达量明显

下调(P<0.05); 而在TR中, 抑制YAP1的表达之后, 上
皮–间质转化标志物Vimentin表达量明显下调而E-
cadherin表达量明显上调 (P<0.01)(图 2A和图 2B)。
这些结果提示 , YAP1可以促进细胞发生上皮–间质

转化。侵袭实验结果表明 , 与阴性对照组相比 , 在

WT中 , 促进YAP1的表达后 , 细胞侵袭数量显著增

加(P<0.001); 而在TR中, 抑制YAP1的表达后, 细胞

侵袭数量显著下降 (P<0.001)(图 2C), 这说明YAP1
可以增强细胞的侵袭能力。平板克隆实验显示 , 与
阴性对照组相比, 在WT中, 促进YAP1的表达后, 细
胞克隆形成数量显著增加 (P<0.001); 而在TR中 , 
抑制YAP1的表达后 , 细胞克隆形成数量显著下降

(P<0.001)(图 2D), 提示YAP1可以增强细胞的增殖

能力。与此同时, MTT实验结果也证明了, 在WT中, 
促进YAP1的表达后 , 细胞对曲妥珠单抗药物的耐

受能力显著增强 (P<0.01); 在TR中 , 抑制YAP1的表

达后 , 细胞对曲妥珠单抗药物的耐受能力显著下降

(P<0.01)(图2E)。总结以上研究结果 , YAP1可以促

进细胞的上皮 –间质转化特性、增强细胞侵袭能力
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qRT-PCR检测细胞中EMT标志物mRNA; F: Transwell迁移实验检测细胞侵袭情况。**P<0.01, ***P<0.001。
A: MTT assays was performed for cell proliferation detection; B: colony formation was used to observe cell proliferation; C: Western blot was used to 
observe stem cell markers expression; D: tumor sphere formation assay for cells; E: qRT-PCR assay was used to observe EMT markers mRNA expres-
sion; F: Transwell assays was used to performed for cell invasion detection. **P<0.01, ***P<0.001.

图1   曲妥珠单抗耐药细胞株的EMT特性、干细胞特性以及YAP1表达水平的检测

Fig.1   Detection of EMT characteristics, stemness and YAP1 expression levels in TR cell line
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以及耐药特征。

2.3   YAP1可以促进乳腺癌细胞的干性特征

对WT以及TR细胞株分别转染pcDNA3.1-YAP1
质粒和YAP1干涉片段 (si-YAP1)。qRT-PCR和蛋白

质印迹实验结果同时表明 , 与阴性对照组相比 , 在
WT中 , 过表达YAP1之后 , 干细胞标志物CD44以及

Nanog的表达明显上调 (P<0.01); 而在TR中 , 抑制

YAP1的表达之后 , CD44以及Nanog的表达明显下

调 (P<0.05)(图 3A和图 3B)。肿瘤细胞成球实验显

示, 与阴性对照组相比, 在WT中, 过表达YAP1之后, 
细胞成球能力显著增强 (P<0.001), 而在TR中 , 抑制

YAP1的表达之后 , 细胞成球能力显著降低 (P<0.01)
(图3C)。总的来说 , 实验结果揭示 , YAP1可以促进

乳腺癌细胞发生干细胞转化。

A: qRT-PCR检测细胞中EMT标志物mRNA; B: Western blot检测细胞中EMT标志物蛋白表达情况; C: Transwell迁移实验检测细胞侵袭情况; D: 

平板克隆实验检测细胞增殖情况; E: MTT实验检测细胞增殖情况。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, 与control组比较。

A: qRT-PCR assay was used to observe EMT markers mRNA expression; B: Western blot was used to observe stem cell markers expression; C: Tran-
swell assays was used to performed for cell invasion detection; D: colony formation was used to observe cell proliferation; E: MTT assays was per-
formed for cell proliferation detection. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 compared with control group.

图2   YAP1敲低或过表达对乳腺癌细胞株EMT特性、侵袭力以及耐药性的影响

Fig.2   The effect of knockdown or overexpression of YAP1 on the EMT, invasiveness and drug resistance in breast cancer cell lines
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2.4   TR中Wnt/β-catenin信号通路被YAP1激活 
蛋白质印迹实验结果显示 , 与WT相比 , TR细

胞中Wnt/β-catenin通路相关蛋白β-catenin、Cyclin 
D1表达量明显升高 (图 4A)。同时 qRT-PCR实验检

测显示 , 除了上述蛋白外 , 其下游相关蛋白CD44的
mRNA水平也发生明显升高(P<0.01)(图4B), 提示在

TR细胞中 , Wnt/β-catenin通路为激活状态。对TR细
胞分别转染YAP1干涉片段 (si-YAP1)以及阴性对照

后 , 蛋白质印迹实验结果表明 , 与阴性对照相比 , 干
涉YAP1组Wnt/β-catenin通路相关蛋白β-catenin、Cy-

clin D1表达量明显下调 (图4C)。同时qRT-PCR实验

检测显示, 除了上述蛋白外, 其下游相关蛋白CD44的
mRNA水平也发生明显下调(P<0.01)(图4D)。染色质

免疫共沉淀(ChIP)实验结果表明, YAP1可与β-catenin
相互作用 , 同时能直接结合Wnt/β-catenin通路协同

激活关键基因 SLC2A1(Glut1)[13]的启动子区域 , 并
上调该基因的转录水平 (图5A和图5B)。此外 , GE-
PIA2网站的生物信息学预测显示 , 在乳腺癌患者

中, YAP1与β-catenin(CTNNB1)的表达呈显著正相

关(图5C)。qRT-PCR也显示, 在TR细胞中, 过表达
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A: qRT-PCR检测细胞中的干细胞标志物mRNA表达情况; B: Western blot检测细胞中的干细胞标志物蛋白表达情况; C: 肿瘤球形成实验。

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, 与control组比较。

A: qRT-PCR assay was used to observe EMT markers mRNA expression; B: Western blot was used to observe stem cell markers expression; C: tumor 
sphere formation assay for cells. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 compared with control group.

图3   YAP1敲低或过表达对乳腺癌细胞株干细胞特性的影响

Fig.3   The effect of knockdown or overexpression of YAP1 on stemness in breast cancer cell lines
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β-catenin, 可以部分逆转由YAP1敲低导致的CD44
和 Nanog的 mRNA表达水平下降的情况 (图 5D)。
综上所述 , YAP1激活TR细胞中的Wnt/β-catenin通
路, 并与β-catenin协同作用促进其下游相关基因的

表达。

2.5   YAP1在HER2阳性乳腺癌患者中与较差的预

后相关

在乳腺癌生存/预后预测网站 Kaplan-Meier 
Plotter对HER2阳性乳腺癌患者的预后进行分析显

示 , YAP1高表达亚组患者的无复发 (relapse-free sur-
vival, RFS)以及无远端转移生存期 (distance metasta-

sis-free survival, DMFS)较短, 但总生存期(overall su-
rival, OS)和进展后生存期 (post-progression survival, 
PPS)无显著差异(图6A~图6D)。此外 , 在HER2阳性

乳腺癌患者中 , 对曲妥珠单抗治疗有效以及复发患

者的临床组织样本进行YAP1免疫组织化学染色 , 结
果显示, 与有效治疗组织样本相比, 复发组织样本中

YAP1表达量更高(图6E)。

3   讨论
曲妥珠单抗耐药以及远端转移是导致HER2阳

性乳腺癌病人死亡的主要原因 , 其相关的分子机制
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A: Western blot检测在WT和TR细胞中Wnt/β-catenin通路相关蛋白表达情况; B: qRT-PCR检测WT和TR细胞中Wnt/β-catenin通路相关mRNA表达; 
**P<0.01, ***P<0.001, 与WT组比较; C: Western blot检测在TR细胞中下调YAP1的表达后Wnt/β-catenin通路相关蛋白表达情况; D: qRT-PCR检
测在TR细胞中下调YAP1的表达后Wnt/β-catenin通路相关mRNA表达情况; **P<0.01, ***P<0.001, 与si-control组比较。

A: Western blot for Wnt/β-catenin signaling pathway relative protein in WT and TR cells; B: qRT-PCR assay for Wnt/β-catenin signaling pathway 
relative mRNA in cells; **P<0.01, ***P<0.001 compared with WT group; C: Western blot for Wnt/β-catenin signaling pathway relative protein in TR 
cells following silencing YAP1 compared with control group; D: qRT-PCR assay for Wnt/β-catenin signaling pathway relative mRNA  in 
TR cells following silencing YAP1. **P<0.01, ***P<0.001 compared with si-control group.

图 4   YAP1激活了乳腺癌耐药细胞株中的Wnt/β-catenin信号通路

Fig.4   YAP1 activates the Wnt/β-catenin signaling pathway in TR cells
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已经被部分阐明 [14]。比如 : 肿瘤细胞HER2表达水

平下降 , 会降低细胞表面受体与曲妥珠单抗的结合

亲和力 ; 受体激酶发生变异可持续激活促生长信号

级联反应 ; 此外 , PTEN基因缺失等改变也会重塑胞

内信号转导网络 , 诱发耐药与转移表型 [15]。然而 , 
HER2阳性乳腺癌细胞发生曲妥珠单抗耐药的机制

是复杂而多变的 , 从多个角度和方向去探讨也是阐

明和逆转曲妥珠单抗耐药的必然选择。本研究从

乳腺肿瘤细胞发生间质化干性的角度出发 , 探讨了

YAP1分子通过调控上皮–间质转化以及干细胞特征

来参与曲妥珠单抗的耐药和细胞的侵袭作用 , 及其

潜在的分子机制。

肿瘤干细胞具有复杂的表型以及很强的可塑
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Wnt/β-catenin signaling pathway related mRNA in cells. nsP>0.05; **P<0.01, ***P<0.001, si-YAP1 group vs si-control group; #P<0.05, si-YAP1+oe-β-
catenin group vs si-YAP1 group.

图5   YAP1激活了乳腺癌耐药细胞株中的Wnt/β-catenin信号通路

Fig.5   YAP1 activates the Wnt/β-catenin signaling pathway in TR cells

性 , 被证实在肿瘤的发生、复发以及药物耐受方面起

着重要的推进作用 [16]。乳腺肿瘤干细胞 (breast cancer 
stem cell, BCSC)分别存在上皮–间质转化 (EMT)以及

间质–上皮转化(mesenchymal-epithelial transition, MET)
两种状态。间质样干性BCSC以CD44+C24–为特征, 定
植于肿瘤侵袭前端位置 , 而上皮样乳腺肿瘤干细胞以

ALDH+为特征 , 定植于肿瘤中心位置 [17]。参考在正

常乳腺组织中对干细胞基底型和管腔型的划分 [18], 对
两种类型的乳腺癌干细胞的基因表达进行分析 , 分成

上述两种特征亚型。在我们的研究中发现 , 曲妥珠单

抗耐药的乳腺癌细胞除具有间质样干性特征外 , 还具

有较明显的侵袭能力, 这与前期研究 [17]对间质样干性

BCSC的研究结果相一致。



1837叶星明等:  YAP1激活Wnt/β-catenin通路调控细胞间质样干性参与乳腺癌曲妥珠单抗耐药

YAP1蛋白已经被证实在人类肿瘤进展中扮演

重要的角色 [19]。作为Hippo通路重要的组成部分 , 
YAP1与TAZ协同发挥转录共激活因子功能 , 进而激

活多种致癌基因 [19], 并且在乳腺肿瘤组织中 , 其过表

达与病人较低的生存率和较差的预后密切相关 [20]。

YAP1被报道可以与HER4相互作用调控上皮–间质转

化在胃癌的曲妥珠单抗耐药中发挥作用 [21], 也可以通

过YAP1/TEAD的形式激活Hippo通路参与乳腺癌曲妥

珠单抗的耐药[22]。我们在前期的研究中发现, YAP1通
过被LncRNA UCA1以及miR-375调控参与了乳腺癌

曲妥珠单抗的耐药 [12,23], 但具体机制尚不清楚。我们

发现YAP1不仅能够介导乳腺癌细胞对曲妥珠单抗产

生耐药, 还可促进肿瘤细胞侵袭、上皮–间质转化, 并
诱导细胞获得干细胞样特性。

Wnt/β-catenin信号通路在肿瘤细胞发生侵袭、

转移、上皮 –间质转化以及获得干细胞特征过程中

发挥重要作用 [24], 并且β-catenin信号主要调控因子的

突变是肿瘤细胞在转移过程中发生上皮 –间质转化

以及自我更新的关键之一 [25]。Deng等 [26]发现 , YAP1
通过激活Wnt/β-catenin信号通路来参与胃癌细胞间

质样干性的发生。而在我们的研究中发现, β-catenin
的表达量在 TR细胞中显著上升 , 并且干扰 YAP1
表达后 , 其表达量也随之下调。此外 , 其下游基因

CD44以及Cyclin D1的表达量也随之下调。这些结

果提示 , YAP1可能是通过激活Wnt/β-catenin信号通

路来参与乳腺癌细胞间质样干性的调控的。

本文研究的局限性在于: (1) 临床相关的样本验

证相对较少; (2) 缺少动物水平的实验验证; (3) 需要

开展更多的生物学实验 , 进一步探索YAP1在介导乳

腺癌细胞HER2靶向耐药中的分子生物学机制。

综上所述 , YAP1作为一个重要的致癌基因以

及转录共激活因子 , 可以通过对Wnt/β-catenin信号

通路的调控参与乳腺癌细胞的上皮 –间质转化、干

细胞特征、侵袭以及曲妥珠单抗的耐药。本研究从 
YAP1调控肿瘤细胞间质样干细胞特性的角度阐释

乳腺癌曲妥珠单抗耐药的形成机制 , 为曲妥珠单抗

耐药的解决提供新的思路和治疗途径。
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