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·论　　著·

人肺腺癌吉非替尼耐药细胞系Ａ５４９／ＧＲ的建立及

小白菊内酯逆转耐药机制研究

刘　英，姚开泰，肖广惠△

（南方医科大学肿瘤研究所，广州５１０５１５）

　　摘　要：目的　建立人肺腺癌吉非替尼耐药细胞系Ａ５４９／ＧＲ，研究其耐药机制，探讨小白菊内酯（ＰＡＲ）逆转Ａ５４９／ＧＲ耐药

的机制。方法　以吉非替尼为诱导剂，人肺腺癌细胞系Ａ５４９为诱导对象，采用大剂量冲击和逐步增加剂量相结合的方法，诱导

建立人肺腺癌吉非替尼耐药细胞系Ａ５４９／ＧＲ。采用细胞毒实验（ＭＴＴ）法测定细胞耐药指数，免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）检

测细胞耐药相关蛋白表达水平，进一步通过 ＭＴＴ法检测ＰＡＲ对Ａ５４９／ＧＲ的逆转倍数，ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ双标法检测ＰＡＲ的促

凋亡作用，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测细胞凋亡相关蛋白表达水平。结果　所建立的人肺腺癌吉非替尼耐药细胞系 Ａ５４９／ＧＲ耐药指

数为１８．７。Ａ５４９／ＧＲ细胞中 ＭＤＲ和ＡＢＣＧ２耐药相关蛋白表达水平较Ａ５４９升高。ＭＴＴ结果显示ＰＡＲ对耐药细胞Ａ５４９／ＧＲ

的逆转倍数为８．６６。ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ凋亡检测结果显示ＰＡＲ能有效促进Ａ５４９／ＧＲ细胞凋亡，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测显示ＰＡＲ

能有效降低ｓｕｒｖｉｖｉｎ、Ｂｃｌ２两种抑制凋亡相关蛋白的表达。结论　成功建立了人肺腺癌吉非替尼耐药细胞系 Ａ５４９／ＧＲ；ＰＡＲ通

过促进Ａ５４９／ＧＲ细胞凋亡有效逆转其耐药。
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　　肺癌是最常见的肺原发性恶性肿瘤，近年来，肺癌的发病

率和病死率均迅速上升。肺癌的治疗方案是以手术为主的综

合治疗，随着靶向药物的问世，使肺癌的治疗向前迈进了一大

步。靶向药物是目前最先进的用于治疗恶性肿瘤的药物，它通

过与癌症发生、发展所必需的特定分子靶点的作用来阻止癌细

胞的生长。故靶向药物以其高特异性、低细胞毒性的特点，逐

渐成为临床肿瘤治疗的首选药物［１２］。吉非替尼（ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ，商

品名Ｉｒｅｓｓａ）是一种选择性表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）酪氨酸

激酶抑制剂，２００３年被美国食品药品管理局（ＦＤＡ）批准作为

非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）的三线治疗药物，主要用于治疗既往

接受过化学治疗的局部晚期或转移性 ＮＳＣＬＣ
［３４］。然而在用

药过程中出现吉非替尼耐药使得肺癌治疗再次陷入困境，为此

寻找高效、低毒的逆转剂逆转肿瘤治疗过程中出现的多药耐药

已是一个重要研究方向。

研究发现，许多天然植物成分能诱导肿瘤细胞凋亡，并能

使肿瘤细胞发生细胞周期阻滞，抑制其增殖。小白菊内酯

（ｐａｒｔｈｅｎｏｌｉｄｅ，ＰＡＲ）是从菊科植物野甘菊中提取的一种倍半

萜内酯化合物，西方国家曾主要用于治疗皮肤感染、风湿病和

偏头疼。近年来，发现ＰＡＲ具有多种生物活性，并且对多种肿

瘤株有抑制作用。本研究通过体外实验检测ＰＡＲ能否逆转人

肺癌吉非替尼耐药细胞Ａ５４９／ＧＲ的耐药性，并探讨其逆转耐

药的机制。

１　材料与方法

１．１　药品与试剂　吉非替尼，阿斯利康公司产品，剂型：２５０

毫克／片；ＰＡＲ、二甲基四氮唑蓝（ＭＴＴ）和二甲基亚砜（ＤＭ

ＳＯ）均为Ｓｉｇｍａ公司产品。ＰＲＭＩ１６４０完全培养液、胎牛血清
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和胰蛋白酶为 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司产品。抗体 ＭＤＲ、ＡＢＣＧ２、ｓｕｒ

ｖｉｖｉｎ、Ｂｃｌ２和内参磷酸甘油醛脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）单克隆抗体均

为ＳａｎａｔａＣｒｕｚ公司产品。ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ凋亡试剂盒为

ＫｅｙＧＥＮ公司产品。

１．２　方法

１．２．１　细胞系、细胞培养及耐药细胞诱导方法　人肺腺癌细

胞株Ａ５４９为南方医科大学肿瘤研究所保存、复苏传代所得。

用含１０％胎牛血清和青霉素、链霉素各１００Ｕ／ｍＬ的１６４０培

养基，置于３７℃５％ＣＯ２ 饱和湿度的培养箱中培养。０．２５％

胰蛋白酶消化传代。取对数生长期的细胞进行实验。耐药细

胞采用大剂量冲击和逐渐增加剂量相结合的方法诱导产

生［５６］。先用细胞毒实验（ＭＴＴ）法测定吉非替尼对敏感细胞

的半数抑制浓度（ＩＣ５０）为１．８８μｍｏｌ／Ｌ，然后用含１８μｍｏｌ／Ｌ

吉非替尼的培养基培养２４ｈ，立即更换含半数抑制浓度吉非替

尼的培养基培养５～１０ｄ，直至细胞稳定生长并传代３次，再次

测定ＩＣ５０。然后再次用含１８μｍｏｌ／Ｌ吉非替尼的培养基培养

冲击２４ｈ，更换吉非替尼半数抑制浓度渐次提高了的培养基。

直至细胞在含有１８μｍｏｌ／Ｌ吉非替尼的培养基中稳定生长并

连续传代３次，最后测定吉非替尼的ＩＣ５０为３５．１０μｍｏｌ／Ｌ，命

名为Ａ５４９／ＧＲ。

１．２．２　ＭＴＴ法　实验前将 Ａ５４９／ＧＲ细胞传代，在不含吉非

替尼的培养基中培养至少７ｄ。选取对数生长期的细胞，调整

细胞密度为１×１０５／ｍＬ，加入９６孔板，每孔１００μＬ。置于３７

℃、５％ＣＯ２ 饱和湿度的培养箱中培养至细胞完全贴壁。次日

换液后再分别加入１００μＬ呈半数药物浓度梯度的培养基，每

孔总体积为２００μＬ，共设置７个浓度梯度，１个空白对照，各种

药物浓度做３个平行孔。培养７２ｈ后，每孔加入５ｍｇ／ｍＬ的

ＭＴＴ２０μＬ，继续培养４ｈ，吸出培养基，每孔加入ＤＭＳＯ１５０

μＬ，轻微振荡１０ｍｉｎ溶解结晶。以４９０ｎｍ为检测波长，在酶

标仪上检测各孔的吸光度（犃）值，细胞存活率＝（实验组犃值／

对照组犃 值）×１００％，计算ＩＣ５０值。耐药倍数＝耐药细胞

ＩＣ５０／亲代细胞ＩＣ５０，逆转倍数＝使用逆转剂前ＩＣ５０／使用逆转

剂后ＩＣ５０。ＭＴＴ实验在不同日重复３次。

１．２．３　细胞凋亡检测　将生长状态良好的 Ａ５４９／ＧＲ细胞分

别设置对照组和ＰＡＲ处理组两组，加药作用７２ｈ后，用不含

乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）的胰酶消化收集细胞团块。用磷酸盐缓

冲液（ＰＢＳ）洗涤２次（２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ）收集（１～５）×１０５

个细胞；加入５００μＬ的Ｂｉｎｄｉｎｇ缓冲液悬浮细胞；加入５μＬ

ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ混匀后，加入５μＬ 碘化丙啶（ＰＩ），混匀；室

温，避光、反应５～１５ｍｉｎ；在１ｈ内进行流式细胞仪的观察和

检测，收集图片并进行数据分析。

１．２．４　蛋白提取和免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）检测　用冰

预冷的ＲＩＰＡ细胞裂解液（５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓｏｎＨＣｌｐＨ７．４，

１５０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＮａＣｌ，１％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ１００，１％ ｓｏｄｉｕｍ ｄｅｏｘｙ

ｃｈｏｌａｔｅ，０．１％ＳＤＳ，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，１ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ）分别

裂解Ａ５４９、Ａ５４９／ＧＲ（对照组、单药吉非替尼组及ＰＡＲ联合

吉非替尼组）共４组细胞，离心收集上清。ＢＣＡ法测定蛋白浓

度。取２０μｇ蛋白上样，经１０％十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝

胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）后转膜，室温封闭 ９０ ｍｉｎ，加入一抗

（Ｍｄｒ，１∶５００；ＡＢＣＧ２，１∶５００；ｓｕｒｖｉｖｉｎ，１∶５００；Ｂｃｌ２，１∶

５００；ＧＡＰＤＨ，１∶１０００），４℃过夜；洗膜缓冲液（ＴＢＳＴ）洗膜５

ｍｉｎ，３次后加入二抗（１∶１０００）室温孵育９０ｍｉｎ，用ＴＢＳＴ洗

膜５ｍｉｎ，３次，ＥＣＬ化学发光显色，由ＢｉｏＲＡＤ凝胶成像仪摄

取凝胶图像，用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件进行吸光度分析，实验重复

３次。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行描述性统计分析。

２　结　　果

２．１　细胞耐药指数检测　通过大剂量冲击和逐步增加剂量相

结合的方法，历时８个月建立了吉非替尼的耐药细胞系，命名

为Ａ５４９／ＧＲ，以细胞存活率为纵坐标、吉非替尼浓度为横坐标

作图（图１）。可见在相同吉非替尼浓度下，Ａ５４９／ＧＲ的存活

率高于Ａ５４９，吉非替尼对两细胞的ＩＣ５０分别为３５．１０μｍｏｌ／Ｌ

（Ａ５４９／ＧＲ）和１．８８μｍｏｌ／Ｌ（Ａ５４９），耐药指数为１８．７。

图１　　Ａ５４９／ＧＲ细胞的耐药性检测

２．２　耐药相关蛋白的检测　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测耐药相关

蛋白，结果显示与亲代细胞Ａ５４９对比，耐药细胞Ａ５４９／ＧＲ中

ＭＤＲ和ＡＢＣＧ２两种耐药相关蛋白都明显升高，见图２。

图２　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测Ａ５４９和Ａ５４９／ＧＲ细胞中

ＭＤＲ和ＡＢＣＧ２蛋白表达水平

２．３　ＰＡＲ体外逆转耐药实验　联合低剂量ＰＡＲ（２０μｍｏｌ／Ｌ）

用药可明显降低吉非替尼对 Ａ５４９／ＧＲ半数抑制浓度，以细胞

存活率为纵坐标、吉非替尼浓度为横坐标作图（图３）。联合应

用ＰＡＲ前后吉非替尼对Ａ５４９／ＧＲ的ＩＣ５０分别为３５．１０μｍｏｌ／

Ｌ吉非替尼单药组和４．０５μｍｏｌ／Ｌ吉非替尼联合ＰＡＲ用药

组），其逆转倍数为８．６６。

图３　　ＰＡＲ逆转Ａ５４９／ＧＲ耐药实验

２．４　ＰＡＲ逆转耐药机制的探讨　ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ凋亡检测

结果显示，低剂量ＰＡＲ（２０μｍｏｌ／Ｌ）作用于 Ａ５４９／ＧＲ可以有
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效诱导细胞凋亡（图４）。同时 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测结果显

示，与对照组相比，低剂量ＰＡＲ及联合吉非替尼用药组细胞

中，ｓｕｒｖｉｖｉｎ、Ｂｃｌ２两种抑制凋亡相关蛋白都明显降低，且联合

用药降低更明显，见图５。

图４　　Ａ５４９／ＧＲ细胞凋亡分析

图５　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测蛋白ｓｕｒｖｉｖｉｎ及Ｂｃｌ２的

表达水平

３　讨　　论

当肿瘤对一种抗肿瘤药物产生耐药性的同时，对结构和作

用机制不同的其他抗肿瘤药物也产生交叉耐药性，通常称之为

多药耐药性（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＭＤＲ），早在１９７０年Ｂｉｅ

ｄｌｅｒ等
［７］就首次报道肿瘤存在 ＭＤＲ现象。在对肿瘤 ＭＤＲ现

象的研究过程中发现，有些肿瘤经诱导才会产生耐药性，即在

首次用药或前几个疗程是敏感的，到后来才逐渐耐药，这种称

之为获得性耐药即后天耐药。在临床肿瘤患者中，绝大多数是

属于获得性耐药，即一开始是对治疗敏感的，但是用药治疗几

个周期后，肿瘤开始对药物耐受并出现复发或者转移现象。采

用大剂量冲击和逐步增加药物剂量相结合的方法诱导产生的

耐药细胞株，这与临床上肿瘤患者出现耐药的机制类似，更有

研究价值。故本课题采用大剂量冲击和逐步增加药物剂量相

结合的方法历时８个月，成功诱导建立人非小细胞肺癌吉非替

尼耐药细胞系 Ａ５４９／ＧＲ，通过 ＭＴＴ实验证实该耐药细胞系

的耐药指数高达１８．７。

关于 ＭＤＲ的产生已经提出几种较为肯定的机制，其中最

为重要的机制被认为是细胞膜上存在一种Ｐ糖蛋白（Ｐｇｌｙｃｏ

ｐｒｏｔｅｉｎ，Ｐｇｐ）引起，１９７６年Ｊｕｌｉａｎｏ等
［８］在耐药的中国仓鼠卵

巢癌细胞中发现一种相对分子质量为１．７×１０５ 的糖蛋白，被

命名Ｐｇｐ，它是多药耐药基因 ＭＤＲ１基因编码的产物
［９］。Ｐ

ｇｐ能将细胞内的化疗药物泵出胞外，从而降低细胞内的有效

药物浓度产生耐药，呈现典型的 ＭＤＲ表型。ＡＢＣＧ２是 ＡＢＣ

转运体超家族的成员之一。ＡＢＣ转运体的表达是肿瘤细胞对

化疗药物耐受的一个重要机制，现在已经发现３个人类的

ＡＢＣ转运体与多药耐药相关，这３个转运体是Ｐｇｐ、ＭＲＰ１

（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｐｒｏｔｅｉｎ１）和 ＡＢＣＧ２。这３个转运体的

转运底物特异性很广，而且在一定程度上重叠，能够转运当前

癌症化疗中的主要药物［１０］。本研究建立的人肺腺癌吉非替尼

耐药细胞Ａ５４９／ＧＲ中 ＭＤＲ、ＡＢＣＧ２耐药相关蛋白，表达较亲

代细胞Ａ５４９明显升高，这可能是 Ａ５４９／ＧＲ产生耐药的主要

机制。

肺癌是严重威胁人类生命健康的恶性肿瘤之一，在治疗过

程中出现的多药耐药现象使得肺癌对化疗和靶向治疗不敏感，

从而导致治疗效果不理想、病死率高。因此，逆转人肺癌多药

耐药性是提高肺癌疗效的有力手段。目前，逆转剂主要有

Ｃａ２＋通道拮抗剂（如维拉帕米）及其衍生物、免疫调节剂（如环

孢菌素Ａ）、抗雌激素类（如三苯氧胺）等，但这些药物因其固有

的药理作用而限制了临床应用，因此，研究筛选高效低毒的

ＭＤＲ逆转剂，是提高恶性肿瘤疗效的重要途径。已有研究证

明，ＰＡＲ能促进细胞毒药物顺铂对肝癌细胞 ＨｅｐＧ２凋亡，二

者联合具有协同作用［１１］。亦有研究表明ＰＡＲ通过促进胃癌

细胞ＳＧＣ７９０１凋亡达到抗肿瘤作用
［１２］。本研究针对自主诱

导产生的人肺腺癌吉非替尼耐药细胞系Ａ５４９／ＧＲ，ＭＴＴ实验

结果显示，联合低剂量ＰＡＲ（２０μｍｏｌ／Ｌ）应用后，吉非替尼对

Ａ５４９／ＧＲ的ＩＣ５０较单独应用吉非替尼组ＩＣ５０明显降低，逆

转倍数高达８．６６，从而证实ＰＡＲ能有效逆转人 Ａ５４９／ＧＲ耐

药作用。而且对比第一、二代逆转剂，ＰＡＲ具有高效低毒的特

点，从而突破前几代逆转剂不良反应太大而限制其临床应用的

局限性。ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ双标凋亡检测显示低剂量ＰＡＲ可

有效诱导Ａ５４９／ＧＲ细胞凋亡，同时 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测发现

ＰＡＲ可降低凋亡抑制蛋白ｓｕｒｖｉｖｉｎ和Ｂｃｌ２表达，结果表明

ＰＡＲ逆转Ａ５４９／ＧＲ可能的耐药机制是通过降低凋亡抑制蛋

白表达进而促进耐药细胞凋亡实现的，至于ＰＡＲ是否存在其

他逆转耐药有关的机制还有待进一步研究。

本研究成功建立稳定的人肺腺癌吉非替尼耐药细胞系

Ａ５４９／ＧＲ，并寻找到一种高效、低毒的逆转剂ＰＡＲ逆转细胞

耐药，为解决肺癌患者 ＭＤＲ问题提供了一个可能的新途径。
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细胞凋亡［９］。

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ细胞转导通路被认为是肿瘤细胞存活的首要

通路，与肿瘤的发生、发展密切相关，在肿瘤细胞恶性增殖、转

移以及对放、化疗的拮抗起着重要作用［１０］。近年来应用信号

通路靶点抑制剂与放、化疗结合治疗的方法，为肿瘤的治疗开

辟了一条新的途径，日益受到癌症研究者得重视。研究发现，

磷酸化的 Ａｋｔ可以将Ｂａｄ磷酸化，磷酸化的Ｂａｄ失去与Ｂｃｌ

ＸＬ结合的能力，恢复了Ｂｃｌ２的抗凋亡能力，通过控制细胞色

素Ｃ从线粒体的释放来介导Ｃｓａｐａｓｅｓ家族的活性
［１１］。Ｆｕｊｉ

ｗａｒａ等
［１２］发现，ＣＤＤＰ可以诱导胰腺癌细胞中 Ａｋｔ活化，

ＬＹ２９４００２通过抑制 Ａｋｔ和Ｂａｄ的磷酸化，上调Ｃａｓｐａｓｅ３的

表达，从而增加了胰腺癌ＡｓＰＣ１、ＰＡＮＣ１细胞对ＣＤＤＰ的敏

感性，并在动物实验中得到证实。Ａｓｅｃｈｉ等
［１３］认为，ｓｕｒｖｉｖｉｎ

的表达上调介导了大鼠肝癌细胞 Ｋ２５１对 ＣＤＤＰ的耐药，

ＬＹ２９４００２通过抑制ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达增加肿瘤细胞对ＣＤＤＰ的

敏感性。

本研究主要探讨ＬＹ２９４００２联合ＣＤＤＰ是否可以增强对

神经胶质瘤Ｕ８７细胞的增殖抑制作用，以期改善化疗药物对

预防脑胶质瘤术后复发的效果。本研究发现，在体外环境下

ＬＹ２９４００２联合ＣＤＤＰ能增强对胶质瘤 Ｕ８７细胞的增殖抑制

作用。当 ＬＹ２９４００２浓度为５μｍｏｌ／Ｌ、ＣＤＤＰ０．６２５μｇ／ｍＬ

时，联合用药存在协同作用（犙＝１．２１），说明ＬＹ２９４００２有增加

ＣＤＤＰ治疗效果的作用。ＦＣＭ结果表明，用相同剂量的ＣＤＤＰ

作用 Ｕ８７细胞，在ＬＹ２９４００２干预后，Ｇ１ 期细胞比例增加，Ｓ

期细胞减少，Ｇ２ 期变化不大。本研究发现，ＬＹ２９４００２和ＣＤ

ＤＰ单药组可以抑制细胞增殖，联合用药组抑制作用更加明显。

总之，本研究已证实ＬＹ２９４００２和ＣＤＤＰ能协同抑制人胶

质瘤细胞株 Ｕ８７增殖，但ＬＹ２９４００２增强胶质瘤对ＣＤＤＰ敏

感性的分子机制尚未明确，有待进一步研究。
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