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摘  要 

癌症，即恶性肿瘤，是人类的主要死因之一，人类每年近六分之一的死亡

直接或间接地由癌症导致。RAS-ERK等肿瘤相关信号通路的异常激活是肿瘤细

胞的显著特征之一，这些信号通路的激活能降低肿瘤细胞对外界生长信号的依

赖，并赋予它们抗凋亡的能力。HER2/ErbB2是表皮生长因子受体（EGFR）家

族的成员之一，其过度激活与多种癌症相关，并通常预示着肿瘤具有更高的恶

性程度与更糟糕的预后。HER2过表达能显著激活 RAS-ERK信号通路，但学界

普遍认为 HER2需要与家族内其他成员（如 HER3）二聚化才能显著激活 PI3K-

AKT信号通路。目前有研究表明，IRS4能通过组成性地激活 PI3K-AKT通路

诱导乳腺肿瘤发生，并赋予 HER2靶向治疗耐药性。我们也在对 HER2过表达

细胞株的 IP-MS筛选中发现，IRS4蛋白与 HER2蛋白具有较强的相互作用。因

此，本研究旨在通过 Co-IP实验验证 IRS4蛋白与 HER2蛋白的互作关系，并通

过转染和蛋白免疫印迹的方法探究 IRS4蛋白对于 HER2下游 RAS-ERK信号通

路及其他肿瘤相关信号通路的影响，试图解释其对于肿瘤发生发展的意义。这

项研究将为 HER2下游信号通路提供新的认识，并对乳腺癌治疗具有潜在价

值。 
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Abstract 

Cancer, also known as malignant tumors, is one of the main causes of death for humans, 

with nearly 1/6 of deaths each year directly or indirectly caused by cancer. The 

abnormal activation of tumor related signaling pathways such as RAS-ERK is one of 

the significant characteristics of tumor cells, which can reduce the dependence of tumor 

cells on external growth signals and endow them with the ability to resist apoptosis. 

HER2/ErbB2 is a member of the epidermal growth factor receptor (EGFR) family, and 

its excessive activation is associated with various cancers, often indicating higher 

malignancy and poorer prognosis of tumors. Overexpression of HER2 can significantly 

activate the RAS-ERK signaling pathway, but it is widely accepted that HER2 needs to 

dimerize with other members of the family (such as HER3) to significantly activate the 

PI3K-AKT pathway. Currently, a study has shown that IRS4 can induce tumorigenesis 

in breast by constitutive activation of the PI3K-AKT pathway and endow it with HER2-

targeted therapeutic resistance. In the IP-MS screening of HER2 overexpressing cell 

lines, we also discovered the relatively strong interaction between IRS4 and HER2 

protein. Therefore, this study aims to verify the interaction between IRS4 and HER2 

protein through Co-IP experiments, and explore the impact of IRS4 on RAS-ERK 

signaling pathway downstream of HER2 and other tumor-related signaling pathways 

through transfection and western-blot, attempting to explain its significance for tumor 

development. This study will provide a new understanding of HER2 downstream 

signaling pathway and have potential value for the treatment of breast cancer. 

 

 

 

 

 

 

Key words： HER2 protein, IRS4 protein, RAS-ERK signaling pathway
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一、前  言 

1.1 !"#$ 

1.1.1 癌症 

癌症，即恶性肿瘤，是正常细胞失去控制，转化为能够持续生长与分裂的细

胞的一种疾病，具有侵袭性和转移性。生长信号的自给自足（self-sufficiency in 

growth signals）与逃避细胞凋亡（evading apoptosis）是癌细胞的两大显著特征[1]。 

与正常细胞形成鲜明对比的是，肿瘤细胞对生长信号的依赖性大大降低。除

了通过自分泌刺激（autocrine stimulation）大量合成所需的生长因子，受体的过

度表达以及下游通路成分的改组是肿瘤摆脱环境生长信号依赖的重要手段。例如，

表皮生长因子受体（EGFR）在部分胃癌和乳腺癌中上调，而 Ras蛋白的组成性

激活能够持续促进细胞有丝分裂而不需要上游信号的刺激[2, 3]。在相关信号通路

中，RAS-ERK 信号通路的异常激活在许多人类癌症中经常出现，并显著促进了

独立于生长因子的增殖和存活等致癌特性[4]。 

降低细胞凋亡是维持肿瘤细胞快速增殖的重要手段之一。肿瘤细胞可以通过

干扰凋亡过程中的相关蛋白来规避细胞凋亡，例如 p53 的失活和 myc 蛋白的过

表达都可以破坏或抑制凋亡过程的发生[5, 6]。此外，抗凋亡生存信号通路的激活

也可以减少一部分肿瘤细胞的凋亡，如 PI3K-AKT信号通路的激活[7]。 

1.1.2 RAS-ERK等肿瘤相关信号通路 

Ras-细胞外信号调节激酶（RAS-ERK）信号通路和三磷脂酰肌醇激酶-蛋白

激酶 B-雷帕霉素靶点（PI3K-AKT-mTOR）信号通路是响应细胞外信号控制细胞

存活、分化、增殖、代谢和运动的主要机制，也是肿瘤细胞最常激活的两条通路。 

在 RAS-ERK信号通路中，细胞外信号调节激酶（ERK）是一种丝裂原活化

蛋白激酶（MAPK），即 Ras 蛋白的主要效应物。这条信号通路可以归结为经典

的 MAPK 途径，即磷酸化的 GTP 酶调节激酶（MAPKKK）激活中间激酶

（MAPKK），再由该中间激酶磷酸化并激活效应激酶（MAPK）。在 RAS-ERK通

路中，这些成分分别是 Ras、Raf、MEK和 ERK[8]。在细胞质内，活化的 ERK会

磷酸化核糖体 S6激酶（RSK），同时 ERK也会进入细胞核，调节几种转录因子
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的活性，从而诱导生存和增殖所需的多种基因的表达[9]。除此之外，一些研究表

明，RAS通过磷酸戊糖途径（PPP）促进无氧糖酵解、葡萄糖摄取、巨自噬、脂

质合成和核苷酸合成，在肿瘤细胞的代谢重编程中发挥重要作用[10-12]。 

PI3K-mTOR 途径是控制细胞存活、分裂和代谢的另一个关键机制。PI3K-

mTOR 途径下游的 mTOR 是一种对营养水平和生长信号作出反应的蛋白激酶，

是整合生长和代谢的中心信号分子[13]。其中，mTOR复合物 1（mTORC1）能够

响应生长因子、能量状态、氨基酸水平和细胞应激的变化。mTORC1能磷酸化一

系列分子，包括真核细胞起始因子 4E（eIF4E）结合蛋白（4E-BP）和 p70核糖

体 S6激酶（S6K），进而促进核糖体产生和细胞生长和分裂[8]。除此之外，有证

据表明，胰岛素等因素刺激引起的 PI3K 和 AKT 分子的上调可促进整个 PI3K-

AKT 信号通路的传递，进而通过一系列级联反应激活包括葡萄糖转运蛋白、糖

原合成酶激酶、叉头转录因子和内皮一氧化氮合酶在内的多种底物受体分子，从

而增加葡萄糖摄取和脂质代谢[14, 15]，这一作用同样有助于肿瘤细胞保持能量与

物质的代谢平衡。 

1.2 HER2蛋白 

1.2.1 EGFR蛋白家族及其激活方式 

HER2/ErbB2是表皮生长因子受体（epidermal growth factor receptor, EGFR）

家族的成员之一。该家族由四种受体酪氨酸激酶组成，包括 EGFR/ErbB1、

HER2/ErbB2、HER3/ErbB3和 HER4/ErbB4，在胚胎及成体细胞的增殖与分化中

发挥着关键的作用[16]。EGFR家族成员的活性通过配体诱导的同源二聚化或异源

二聚化进行调节，结合生长因子能将受体从非活性单体构象转化为活性二聚化构

象[17]。随后，受体细胞内结构域上的酪氨酸残基被反式磷酸化，并作为各种信号

分子的对接位点向下游传递信号[18]。 

与家族其他成员不同的是，HER2是一种“孤儿受体”（orphan receptor），从

未报道过有任何一种配体可以直接与 HER2 结合[19]，其胞外结构域不会在活性

构象和非活性构象之间转换，而是持续处在活性构象的状态下[20, 21]。基于这个原

因，其他 EGFR家族成员（EGFR、HER3和 HER4）更倾向于与 HER2形成异源

二聚体，这使得 HER2成为了 EGFR家族成员共同的首选二聚化伙伴[19]。 

1.2.2 HER2蛋白与癌症的关联 
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HER2的过度激活与多种癌症相关，如乳腺癌、胃癌、结肠癌、膀胱癌、卵

巢癌、肺癌等[22]。20-30%的乳腺癌存在 HER2 过表达的现象，并且这一现象通

常预示着肿瘤具有更高的恶性程度与更糟糕的预后[23]。有证据表明，HER2扩增

是人类乳腺肿瘤发生的早期事件，在近一半的非侵袭性的原位导管癌（ductal 

carcinoma in situ, DCIS）中都观察到 HER2基因的扩增，并伴随着 HER2蛋白过

表达，这表明 HER2 基因的变异是人类乳腺癌中最早和最常见的遗传损伤之一
[24]。同时，基因表达谱研究显示，HER2基因扩增的乳腺癌组成了一个具有特定

分子特征的疾病亚群，并且在肿瘤进展过程中保持稳定[25, 26]。 

1.2.3 HER2下游信号通路的激活 

HER2 蛋白的致癌能力与其自身及异源二聚化伙伴的下游信号通路息息相

关。然而，目前仅筛选到了少量与 HER2 有相互作用的蛋白，其中包括 Shc 与

Grb2。在其他 EGFR成员中，HER4和 EGFR具有多个结合 Grb2或 Grb2和 Shc

的磷酸化酪氨酸位点，而 HER3 有大量能与磷脂酰肌醇-3-激酶（PI3K）结合的

位点[27]。RAS-ERK信号通路和 PI3K-AKT信号通路是肿瘤中最常见的发生改变

的信号通路，其中 PI3K-AKT 通路的激活可促进肿瘤细胞存活，这是肿瘤细胞永

生所必需的[28]。HER2过表达能显著激活 RAS-ERK信号通路，但学界普遍认为

HER2需要与家族内其他成员（如 HER3）二聚化才能显著激活 PI3K-AKT信号

通路[18, 28]。尽管有少数研究报道了 HER2能直接结合 p85α，以不依赖于 HER3

的方式激活 PI3K-AKT信号[29]，但是暂时没有其他研究重复出相同的结果。 

1.3 IRS4所在的 IRS蛋白家族 

1.3.1 IRS蛋白家族 

胰岛素受体底物（insulin receptor substrate, IRS）是一种细胞质内的衔接蛋白，

能将信号从受体酪氨酸激酶（receptor protein kinase, RTK）传递到具有 SH2结构

域的细胞内蛋白，其中 IRS 上游的 RTK 主要包括胰岛素受体（insulin receptor, 

IR）和胰岛素样生长因子 1受体（Insulin-like Growth Factor I Receptor, IGF-1R）
[30]。IRS蛋白家族共有 6个成员，包括相似性更好的 IRS1、IRS2、IRS3、IRS4，

以及关系较远的 IRS5/DOK4和 IRS6/DOK5。IRS1和 IRS2是目前研究最深入的

成员，在细胞增殖、存活、迁移、代谢和分化中发挥重要作用，并与癌症有关[31]。

Irs3基因只在啮齿类动物中存在，在人类中是假基因[32]。IRS4首先在 HEK293人
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胚胎肾细胞系中发现，在该细胞系中，IRS4 能快速响应胰岛素刺激而酪氨酸磷

酸化[33]。在成体组织内，IRS-1 和 IRS-2 在组织中广泛表达，包括大脑、肌肉、

心脏脂肪细胞、肾脏、卵巢和乳腺[34]等，而 IRS-4仅限于大脑和胸腺[33]。 

1.3.2 IRS蛋白的下游通路的激活 

在经典模型中，RTK结合配体后激活，随后 IRS蛋白的 C末端区域中的许

多酪氨酸残基被磷酸化。这些磷酸化的酪氨酸位点随后可以作为下游含有 SH2

结构域的细胞质效应蛋白（包括 p85和 GRB2）的结合位点，可分别导致 PI3K-

AKT 和 RAS-MAPK 信号通路的激活[31]。目前，有关 IRS1 和 IRS2 的下游信号

通路的研究较清晰。IRS1 和 IRS2 不仅参与 IGF-1R 和 IR 介导的经典 IRS 信号

通路，还参与其他非经典途径，例如，细胞因子受体（cytokine receptor）可以通

过激活 JAK激酶，进而磷酸化并激活 IRS蛋白[35]。此外，据报道，IRS1和 IRS2

的 C末端具有两个特殊的酪氨酸残基，它们的磷酸化可导致酪氨酸磷酸酶 SHP2

的结合，通过去磷酸化负责蛋白（如 p85）结合的酪氨酸残基来提供负反馈回路
[36]。然而，与 IRS1和 IRS2不同的是，IRS4并不具有 SHP2结合的区域，这使

得其不受负反馈机制的调控，并可以组成性地激活 PI3K-AKT信号通路[37]。 

1.3.3 IRS蛋白与癌症的关联 

已有许多证据表明，IRS1和 IRS2功能异常与几种不同癌症的发生和发展有

关，并且通常是因为二者在调控机制失灵的情况下持续地激活了 PI3K-AKT信号

通路[38, 39]。与之相对应的是，IRS4 天生缺少 SHP2 介导的负调控机制，且通常

局限在胚胎期或少数成体器官中表达。已有研究显示，染色体易位事件可激活

IRS4表达，导致多种癌症的发生，如子宫平滑肌瘤、T细胞急性淋巴细胞白血病

等[40, 41]。在非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, NSCLC）中，IRS4也被发

现有过表达，并通过激活 PI3K-AKT 和 RAS-MAPK 信号通路提高了癌细胞对

EGFR的特异性抑制剂吉非替尼（gefitinib）的抗性[42]。类似的，有报道称 IRS4

能通过组成性地激活 PI3K-AKT通路诱导乳腺肿瘤发生，并赋予 HER2靶向治疗

耐药性。在该报道中，IRS4 被认为是一种致癌基因且可作为预后较差的癌症标

志物，并被认为与 HER2具有协同效应[37]。 

1.4 %& 

此处我们简要综述了关于 HER2 蛋白及 IRS 蛋白家族在肿瘤相关信号通路
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方面的研究，其中包括了两个关键的信号通路：RAS-ERK和 PI3K-mTOR。癌症

的研究是一项复杂而又迫切的任务，因为它涉及到细胞的异常生长和转移，而这

些过程常常与多个信号通路的交互相关。与其强调肿瘤细胞与正常细胞的不同点，

不如说肿瘤细胞在这种异常状态下达成了一种与正常细胞截然不同的能量与物

质代谢的稳态。RAS-ERK 信号通路以及 PI3K-mTOR 途径是癌症细胞最常激活

的两个信号通路，它们的异常激活与癌症的发生和发展密切相关。这些通路在肿

瘤细胞中的活化，通常是经由自给自足的生长信号和抑制凋亡等机制而发挥作用，

二者的串扰与平衡也为癌细胞的快速增殖和存活提供了条件。而在 EGFR 家族

中，HER2作为一个关键的“孤儿受体”，其过度表达已被发现与多种癌症的发生

相关，尤其是乳腺癌，其扩增和过表达预示着肿瘤的恶性程度和预后。同时，我

们也详细研究了 IRS 家族中的 IRS4，它在癌症中的异常表达与多种癌症的发生

和耐药性相关，其在 PI3K-AKT信号通路中的持续激活被认为是癌细胞生长和存

活的关键因素之一。总的来说，这些研究为我们更深入地理解癌症的发生和发展

提供了重要线索，也为未来癌症治疗的靶向策略提供了有力的支持。然而，我们

仍然需要进一步的研究来揭示这些信号通路和蛋白家族之间的复杂相互作用，以

及它们在不同类型的癌症中的具体作用机制。因此，本研究将深入探究 IRS4与

HER2的关系，以及二者在下游信号通路中的作用，为 HER2下游信号通路提供

新的认识。这将有助于我们开发更有效的癌症治疗方法，为患者带来更好的预后

和生活质量。 



6 
 

二、材料与方法 

2.1 材料 

2.1.1 细胞与组织样品 

2.1.1.1 细胞 

2.1.1.1.1 293T细胞系 

本研究使用的 293T细胞系来源于我们实验室的细胞库。 

2.2 试剂 

2.2.1 培养基 

2.2.1.1 DMEM（高糖）培养基 

用于培养 293T细胞。使用时加入 10%胎牛血清、1%双抗、1%谷氨酰胺。 
2.2.2 分子克隆与转染相关试剂 
2.2.2.1 同源重组克隆试剂盒 

Hieff Clone® Universal One Step Cloning Kit Cat#10922 
2.2.2.2 质粒抽提试剂 

TIANprep Mini Plasmid Kit Cat#CP103-02 

QIAGEN Plasmid Midi Kit Cat#12143 
2.2.2.3 质粒转染试剂 

PolyJetTM In Vitro DNA Transfection Reagent Cat# SL100688 

2.2.3 Co-IP相关试剂 

2.2.3.1 0.5% NP-40 Lysis Buffer 

表 1  0.5% NP-40 Lysis Buffer 

组成 0.5% NP-40 Lysis Buffer (500 ml) 

1M Tris-HCl (pH=8.0) 25 ml 

NaCl 4.383 g 

EDTA 0.9306 g 

NP-40 2.5 ml 

加水定容至 500 ml 

2.2.3.2 蛋白酶抑制剂 

cOmplete™, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Cat# 04693132001 

PMSF Cat# ST505 

2.2.3.3 PBS溶液 
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表 2  10x PBS 

组成 10x PBS (500 ml) 

NaCl 40.03 g 

KCl 1.01 g 

Na2HPO4·12H2O 17.91 g 

KH2PO4 1.36 g 

加水定容至 500 ml 

2.2.4 蛋白质印迹相关试剂 

2.2.4.1 2x Laemmi Buffer 

表 3  2x Laemmi Buffer 

组成 2x Laemmi Buffer (100 ml) 

1M Tris-HCl (pH=6.8) 6.58 ml 

Glycerol 26.4 g 

SDS 2.1 g 

Bromophenol blue 0.1 g 

加水定容至 100 ml 

2.2.4.2 SDS-PAGE胶 

表 4  SDS-PAGE胶 

组成 10% 分离胶(10ml) 4% 浓缩胶(4 ml) 

ddH2O 4.8 ml 2.42 ml 

40% 丙烯酰胺 2.5 ml 0.5 ml 

Tris-HCl 2.5 ml(1.5M, pH=8.8) 1 ml(1.0M, pH=6.0) 

10% SDS 100 μl 40 μl 

10% APS 100 μl 40 μl 

TEMED 4 μl 4 μl 

2.2.4.3 TBST溶液 

表 5  10X TBST 

组成 10X TBST (500 ml) 

1M Tris-HCl (pH=7.6) 100 ml 

5M NaCl 137 ml 

Tween-20 10 ml 

加水定容至 500 ml 

2.3 实验方法 



8 
 

2.3.1 细胞转染 

2.3.1.1 细胞铺板 

在转染前 18-24小时进行细胞铺板，使 293T细胞的单层细胞密度在转染时

达到 40~50%融合度。转染前 30～60分钟，将含有血清和抗生素的完整培养基

新鲜加入每个孔中。 

2.3.1.2 PolyJetTM DNA复合物的制备及转染 

以下方案中的试剂配比适用于在六孔板的一个孔内转染 1 µg DNA，实验中

按照该比例调整用量。 

对于每个孔，在转染前 30～60分钟将培养基更换为 1ml含有血清和抗生素

的完全培养基。将 1 µg DNA稀释到 50 µl无血清高糖 DMEM中，短暂地涡旋

混合。将 3 µl PolyJetTM 试剂稀释到 50 µl无血清高糖 DMEM中，轻轻地上下

吸 3～4次，使其混合。立即将稀释后的 PolyJetTM 试剂加入稀释的 DNA中，

注意不能以相反的顺序混合。在室温下孵育约 15分钟，形成 PolyJetTM/DNA复

合物。最后，将 50 µl PolyJetTM/DNA混合物均匀滴加到每个孔中，轻摇混匀。 

转染后 12～18小时，移除含有 PolyJetTM/DNA复合物的培养基，并更换为

新鲜的完全培养基。转染后 24-48小时检查转染效率。 

2.3.2 Co-IP (Co-immunoprecipitation) 

2.3.2.1 细胞裂解与免疫沉淀 

将六孔板置于冰上预冷；1x PBS溶液，0.5% NP-40 Lysis Buffer同样在冰

上预冷。弃去培养基，加入 1 ml 预冷过的 PBS，用细胞刮刀收集细胞并加到

EP管中，4℃，10000rpm，离心 3 min。弃去上清，加入 1 ml 0.5% NP-40 Lysis 

Buffer（使用前添加 Protease Inhibitor和 PMSF），轻轻吹散，4℃翻转 30 min。

取下 EP管，4℃，15000 rpm，离心 10min；吸出 100 µl存于-20℃备用，作为

Input组样品；剩余 900 µl吸到新的 EP管中，然后加入 3 µl Anti-Flag M2 

megnetic beads，4℃翻转过夜。 

2.3.2.2 样品制备 

取下翻转摇床上的 EP管，在预冷的磁力架上吸附 1 min，吸弃上清，加入

1 ml 0.5% NP-40 Lysis Buffer（使用前添加 PMSF），从磁力架上取下后轻轻颠倒

混匀几次，4℃翻转 5 min，再磁吸后弃去上清，共洗 3遍。最后一遍吸弃上清
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后，加入 200 µl 1x Laemmi Buffer (with BME)，作为 IP组样品；向前一天的

Input组样品中加入 100 µl 2x Laemmi Buffer (with BME)。将加好 Laemmi Buffer

的 IP组和 Input组样品放在 95℃金属恒温器上煮 15 min。冷却后，将煮好的 IP

组样品放在磁力架上吸附 1 min，将其中的样品转移到新的 EP管中。 

样品冻存于-20℃保存。 

2.3.3 Western blot检测蛋白质的表达 

2.3.3.1 蛋白的抽提 

对于 6孔板的细胞，加入 300 μl的 1x Laemmi Buffer，转移至洁净的 EP管

中，95℃加热 15分钟，即完成细胞样品全蛋白的提取。 

2.3.3.2 蛋白免疫印迹 (Western Blot) 

处理好的蛋白样品通过 SDS-PAGE（4%的浓缩胶和 10%的分离胶）电泳分

离，再通过 Bio-rad公司的蛋白质转印仪转移至 PVDF膜 (Millipore) 上。转膜

结束后将 PVDF膜放置于含 5%脱脂奶粉的 1x TBST溶液中封闭 1小时，封闭

完成后用 1x TBST溶液清洗，之后用一抗 4℃孵育过夜。一抗孵育后的 PVDF

膜放入 1x TBST溶液中洗膜 10分钟，重复三次；放入二抗中常温孵育 1小

时，之后将 PVDF膜放入 1x TBST溶液中洗膜 10分钟，重复三次。孵育均在

摇床上进行。最后进行显影。 
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三、研究结果 

3.1 通过 Co-IP鉴定与 HER2互作的蛋白 

3.1.1 验证 IRS家族成员与 HER2是否互作 

在前期筛选中，我们用慢病毒感染法在 293T细胞系上分别构建了 FLAG-

HER2、HA-HER2、HER2过表达稳定转染细胞株，用来评估 293T细胞系中

HER2蛋白与内源性蛋白互作。分别裂解构建好的过表达细胞系，并用 anti-

FLAG磁珠进行纯化。免疫复合物被洗净、洗化、分离，用高效液相色谱串联

质谱法（LC-MS/MS）鉴定样品中的蛋白。其中，FLAG-HER2过表达细胞株的

样品为实验组，HA-HER2和 HER2过表达细胞株的样品为两组阴性对照。通过

质谱筛选，我们发现 IRS4是 HER2潜在的结合蛋白，其评分甚至高于明确能与

HER2结合的蛋白 Grb2。因此，我们决定探究 IRS4与 HER2的关联。 

为了确定 IRS4蛋白是否在细胞内与 HER2有相互作用，我们决定检测 IRS

家族蛋白是否与 HER2蛋白有相互作用。我们在 293T细胞系中通过质粒的瞬

时转染过表达了带有 FLAG标签的 FLAG-IRS家族蛋白以及带有 HA标签的

HA-HER2蛋白，通过 Co-IP以及WB实验鉴定其相互作用。除此之外，我们还

通过同样的方法检测了 PI3K-AKT通路相关的三种蛋白 PIK3R1/2/3与 HER2的

互作关系。其中，IRS5-v1和 IRS5-v2为 IRS5蛋白的两种剪接异构体。已知

Grb2蛋白与 HER2有互作，因此 FLAG-Grb2蛋白为该实验的阳性对照，而

FLAG-eGFP为该实验的阴性对照。 



11 
 

实验结果显示，HER2与 Grb2的互作为强阳性，HER2与 IRS1/2/4/5-v2的

互作为弱阳性，其余为阴性（图 1）。该实验结果基本证实了 IRS4与 HER2存

在互作关系，但其结合力可能弱于 Grb2。该实验结果也基本证实了 IRS1、

IRS2和 IRS5-v2与 HER2具有互作关系。IRS5-v1和 IRS5-v2与 HER2的结合

能力不同，可能与二者不同的蛋白结构有关，暂时不清楚其生理意义。 

通过 Co-IP与WB实验鉴定与 HER2的相互作用的结果图。HER2与 Grb2的互作
为强阳性，HER2与 IRS1/2/4/5-v2的互作为弱阳性，其余为阴性。在 293T细胞内
同时用质粒瞬时转染 HA-HER2蛋白与带 FLAG标签的待测蛋白，培养 48h后收集
细胞，裂解，离心。取 100 µL上清作为 Input组，另取 900 µL上清作为 IP组，用
anti-FLAG 磁珠免疫沉淀细胞提取物上清液，在 4℃摇床上翻转过夜，最后用 1x 
Laemmi Buffer洗脱。如图所示，通过免疫印迹分析免疫复合物。 

3.1.2 测定 IRS家族成员与 HER2的互作位点或互作区域 

为了测定 IRS1/2/4与 HER2蛋白的互作位点或互作区域，我们对 HER2蛋

白进行了多个位点突变以及截短突变，并对突变后的蛋白进行了互作能力鉴

定。目前已知 HER2与下游蛋白的互作位点主要集中在其羧基末端尾部

（Carboxy-terminal tail）的磷酸化酪氨酸位点（图 2C）[27]。 

为了测定 IRS1/2/4与 HER2的互作位点或互作区域，我突变了 HER2的羧

基末端尾部所有已知能与蛋白质结合的磷酸化酪氨酸位点，将其由酪氨酸突变

为苯丙氨酸。其中 HA-HER2(7YF)包含以下 7个突变位点：Y1005F，Y1023F，

Y1139F，Y1196F，Y1221F，Y1222F，Y1248F；HA-HER2(4YF)包含以下 4个

突变位点：Y1023F，Y1139F，Y1221F，Y1222F。同样的，我们在 293T细胞
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图 1. 通过 Co-IP鉴定与 HER2互作的蛋白 
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系中通过质粒的瞬时转染过表达了 FLAG-IRS家族的蛋白以及带有 HA标签的

HA-HER2蛋白及其突变体，通过 Co-IP以及WB实验鉴定其相互作用。蛋白质

免疫印迹结果显示，HA-HER2与三者的互作均为阳性，而 HA-HER2(7YF)仅与

IRS4的互作为阳性，与 IRS1/2的互作仅有极微弱的条带（图 2A）。这一结果

说明，IRS1/2与 HER2的互作主要依赖于 HER2的羧基末端尾部的磷酸化酪氨

酸位点，而 IRS4与 HER2的互作不依赖于这 7个酪氨酸磷酸化位点。 

为了进一步确认 IRS4与 HER2的互作区域，我对 HER2进行了截短突变，

即构建了一种缺失了 1030-1255号氨基酸残基的 HA-HER2(∆tail)突变体。HA-

HER2(∆tail)不仅切除了几乎整个羧基末端尾部，还包含了两个突变位点 Y1005F

和 Y1023F，排除了羧基末端尾部上的所有酪氨酸位点的影响。同时，我们构建

了 HA-HER2(9YF)突变体，该突变体将 HER2的羧基末端尾部所有已知的磷酸

化酪氨酸位点突变为了苯丙氨酸，即同时包含突变位点 Y1005F，Y1023F，

Y1112F，Y1127F，Y1139F，Y1196F，Y1221F，Y1222F，Y1248F。我们再次

用 Co-IP实验鉴定了突变蛋白与 IRS4的互作能力。蛋白质免疫印迹结果显示，

FLAG-IRS4与 HA-HER2、HA-HER2(9YF)、HA- HER2(∆tail)三者的互作均为阳

性，其中与 HA- HER2(∆tail)的互作为强阳性，暗示二者的相互作用非常强（图

2B）。这一结果表明 IRS4与 HER2的互作位点并不在 HER2的羧基末端尾部，

且羧基末端尾部的存在对二者的结合具有阻碍作用。换言之，该实验确定了

IRS4与 HER2的互作区域在 HER2的激酶区（L720-V987）。 

值得注意的是，虽然质粒转染量、细胞数量等实验条件都是相同的，检测

到的 HA-HER2(∆tail)的蛋白表达量明显高于 HER2及 HER2突变体。一方面，

这可能是因为截短蛋白的表达效率更高，另一方面，这可能暗示了 HER2的羧

基末端尾部上具有负调控位点，如与蛋白降解相关的泛素化位点，从而导致截

短后 HA-HER2(∆tail)的稳定性增强。 
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IRS4与 HER2的互作区域在 HER2的激酶区。(A) 通过 HER2点突变鉴定 IRS1/2/4
与 HER2的互作位点。HA-HER2和 HA-HER2(4YF)与三者的互作均为阳性，而 HA-
HER2(7YF)仅与 IRS4的互作为阳性，与 IRS1/2的互作仅有极微弱的条带。(B) 通
过 HER2 突变体鉴定 IRS4 与 HER2 的互作区域。FLAG-IRS4 与 HA-HER2、HA-
HER2(9YF)、HA- HER2(∆tail)三者的互作均为阳性，其中与 HA- HER2(∆tail)的互
作为强阳性。(C) HER2蛋白的磷酸化酪氨酸位点与已知的具有结合能力的蛋白[27]。 

3.2 HER2、IRS4下游信号通路监测 

3.2.1 IRS4的表达会下调 HER2激活的 RAS-ERK信号通路 

为了探究 IRS4对 HER2下游信号通路的影响，我们检测了瞬时转染后

293T细胞下游通路的变化。其中，HA-HER2 (10YF)包含突变位点 Y0735F，

Y1005F，Y1023F，Y1112F，Y1127F，Y1139F，Y1196F，Y1221F，Y1222F，

Y1248F，即突变了 HER2上所有与 RAS-ERK信号通路的激活相关的位点（图

2C）。实验结果显示，相比于仅转染 HER2的细胞株，同时转染 IRS4和 HER2

能显著下调 HER2激活的 ERK1/2磷酸化水平。对于三种点突变 HER2——HA-

HER2 (7YF)、HA-HER2 (9YF)、HA-HER2 (10YF)，IRS4也能显著下调 ERK1/2

磷酸化水平。除此之外，Akt (pan)和 S6蛋白的磷酸化水平没有显著差异（图

3A）。这一结果说明，当 IRS4和 HER2在 293T细胞系内同时过表达时，IRS4
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图 2. 通过突变分析鉴定 IRS家族蛋白与 HER2的互作位点或区域 
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能抑制 HER2下游 RAS-ERK信号通路的激活。我们还发现，单独转染 HA-

HER2 (10YF)仍能微弱地磷酸化 ERK，说明 HER2还有其他未知的位点能激活

RAS-ERK信号通路（图 3A）。 

 
图 3. 检测 HER2下游信号通路的变化 

IRS4的表达会下调 HER2激活的 RAS-ERK信号通路。(A) 在 293T细胞内瞬时转
染两种质粒，或用对应质粒的空载体补齐，转染 36h后用 1x Laemmi Buffer裂解细
胞。蛋白质免疫印迹法检测瞬时转染后细胞下游信号通路的变化。(B) 在 293T细
胞内瞬时转染两种质粒，或用对应质粒的空载体补齐，转染 36h 后用 1x Laemmi 
Buffer裂解细胞。蛋白质免疫印迹法检测瞬时转染后细胞下游信号通路的变化。 

3.2.2 IRS4对 RAS-ERK信号通路的下调作用是 IRS家族中独有的 

为了进一步探究 IRS4对 RAS-ERK信号通路的下调作用是否是 IRS家族中

特有的，我们检测了 IRS1/2/4三种蛋白对 HER2下游信号通路的影响。蛋白质

免疫印迹结果显示，IRS1/2均不能显著下调 HER2诱导的 ERK磷酸化水平，只

有 IRS4能显著下调 HER2诱导的 ERK磷酸化水平。除此之外，Akt (pan)和 S6

蛋白的磷酸化水平也没有显著差异（图 3B）。这一结果说明，IRS4对 HER2下

游 RAS-ERK信号通路中 ERK磷酸化水平的下调在 IRS家族中是特有的，暗示

了 IRS4对于 HER2的特殊性。 
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四、讨  论 

本研究探究了 IRS4蛋白对 HER2下游 RAS-ERK等肿瘤相关信号通路的影

响。目前已有研究显示，IRS4与 HER2在肿瘤的发生发展中具有关联性。首

先，IRS4的过表达与乳腺癌的不良预后有关，并且在多个 HER2过表达的人类

乳腺癌样本中也发现了 IRS4过表达的现象[29]。其次，有研究表明 IRS4能组成

性地激活 PI3K-AKT通路，并赋予 HER2阳性乳腺癌靶向治疗耐药性[37]。然

后，我们的研究表明 HER2蛋白与 IRS4蛋白在细胞内有相互作用，并且结合的

区域位于 HER2蛋白的激酶区，而非常规的羧基末端尾部。最后，我们证明了

IRS4的过表达能够显著下调 HER2下游 RAS-ERK信号通路的激活，并且这种

下调作用是 IRS家族中特有的。种种迹象表明，IRS4蛋白与 HER2蛋白具有特

殊的关联性，并且很可能在肿瘤的发生发展中具有协同效应。 

研究结果虽然阐述了 IRS4与 HER2存在的关联性，但有一些疑问仍待解

决。第一，虽然 CoIP-WB实验能检测到 IRS1/2/4都和 HER2有相互作用，但

是 IP-MS实验只能检测到 IRS4与 HER2有相互作用。可能的原因是，在慢病

毒稳定转染的条件下，HER2的表达量相对较低，HER2蛋白的丰度、整体构象

和瞬时转染下的状态有一定差异，这种差异造成了 IRS1/2与 HER2互作的假阳

性。 

第二，本研究发现，过表达 IRS4蛋白并未对细胞内的 PI3K-AKT通路产生

影响。这可能是因为，在适宜的培养条件下，293T细胞内的 PI3K-AKT通路本

身就处于持续地、高水平地激活的状态，从而导致 IRS4的过表达并不会对这一

通路造成显著的影响。 

第三，IRS4抑制 ERK1/2磷酸化是一个全新的发现，但这无法解释部分研

究在肿瘤中观察到的 IRS4蛋白与 HER2蛋白的协同效应。我们通常认为，

RAS-ERK信号通路是肿瘤中最常见的发生改变的信号通路，其激活往往具有致

癌性。然而，RAS-ERK信号通路的激活是一把“双刃剑”。例如，该信号通路

的激活可以诱导自噬，从而为位于肿瘤中心区域缺乏营养的癌细胞提供生存优

势[43]。但也有部分研究认为自噬可以抑制肿瘤细胞，即自噬通过抑制基因组损

伤和染色体不稳定而发挥肿瘤抑制机制的作用，并可能会诱导自噬的细胞死亡
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[44, 45]。从这一角度出发，IRS4下调 RAS-ERK通路可能会促进肿瘤细胞的的发

生发展，并有助于肿瘤细胞在营养状况改变后建立新的物质与能量代谢稳态。

当然，这也可能是因为 HER2或 IRS4下游仍有许多未知的通路，弥补了 RAS-

ERK信号通路下调所带来的损害。 

总而言之，IRS4下调 HER2下游 RAS-ERK信号通路的具体分子机制，以

及其二者在肿瘤发生发展中的作用，仍有待进一步的研究探索。在未来，我们

会继续这项研究，一方面，我们将通过更为细致的生化实验探究二者互作的具

体分子机理；另一方面我们将进一步探究 IRS4下调 HER2下游 RAS-ERK信号

通路的生理意义，尤其是在细胞生长、耐受营养缺乏、自噬调控等方面的影

响。我们在 HER2下游信号通路中的研究将为癌症（尤其是 HER2阳性乳腺

癌）的病理机制提供新的见解，这将有助于我们开发更有效的癌症治疗方法，

为患者带来更好的预后和生活质量。 
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