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目的
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探讨
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在裸鼠体内逆转肝细胞生长因子"
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#诱导的
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肺癌细胞株对吉非替

尼耐药及其机制$方法
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采用
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肺癌细胞株%表皮生长因子受体"
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#法和
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法测定
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的水平&细胞的增殖和蛋白的表达$建立
?@.(

肺癌细胞株的移植瘤模型!设对照组"
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及其下游通道蛋白表达的抑制有关$

"关键词#

!

肝细胞生长因子(吉非替尼(间质表皮转化因子(

=>$$1-0

(耐药

"中图法分类号#

!

<-'0&1

"文献标识码#

!

H

"文章编号#

!

$)-$./'0/

"

1%$(

#

$-.1//$.%;

!"#"$%""&&"'()&*+$$1-0),(-"$"%.%(/,'")&01,

2

'/,'"$'"000.,"345(()

6"&.(.,.7.,81'"87

9

-"

:

/()'

9

("

2

$);(-&/'()$/,8.(%<"'-/,.%<

"

"#$%&'()

%

*+% #)(,()-

%

./%&0()-

%

$%12)-

3

42)-

#

#

56

7

)89:6-9;

<

=64

7

(8)9;8

>

06?(@(-6

%

$

<<

(,()96?#;4

7

(9),;

<

*)-A()-

B-(C684(9

>

%

*)-

D

(

%

'(,(-$''%%%

%

12(-)

$

!!

&

=7%($/'(

'

!

>7

?

"'(.#"

!

I"#,Q7+3#

R

9373277SS763"S=>$$1-0",327K7+#+39,67"S27

4

93"6

T

37

R

K"U32S96.

3"K

#

ABC

$

.#,!V67!:V,

R

69,67K67:::#,7?@.(3"B7S#3#,#L#,,V!78#679,!32787629,#+8327K7"S&@"(-)8%

!

FV,

R

69,67K67:::#,7?@.(

&

8V3937!7

4

#!7K89:

R

K"U32S963"K

#

DBC<

$%

+7,+#3#Q7+3K9#,

'

9,!2V89,78LK

T

",#6

:V,

R

S#LK"L:9+3+

#

E<@.;67::+

$

U7K7+7:7637!&ABC6",67,3K93#",

%

67::

4

K":#S7K93#",

%

9,!

4

K"37#,7W

4

K7++#",

U7K7!737K8#,7!L

T

DFG=H

%

EII

%

9,!J7+37K,L:"3&I273V8"K8"!7:"S?@.(U9+6K7937!&I277W

4

7K#87,3+

U7K7!#Q#!7!#,3"3276",3K":

R

K"V

4

#

R

K"V

4

@

$%

327B7S#3#,#L

R

K"V

4

#

R

K"V

4

B

$%

327ABC

R

K"V

4

#

R

K"V

4

A

$%

327

ABCM=>$$1-0

R

K"V

4

#

R

K"V

4

A=

$%

327ABCM%&$N OE=P

R

K"V

4

#

R

K"V

4

AO

$%

327ABCMB7S#3#,#L

R

K"V

4

#

R

K"V

4

AB

$%

9,!327ABCMB7S#3#,#LM=>$$1-0

R

K"V

4

#

R

K"V

4

AB=

$

&D962

R

K"V

4

9K7+393#+3#69::

T

9,9:

T

X7!

L

T

8",#3"K#,

R

327Q":V879,!89++"S3V8"K+9,!!737K8#,#,

R

3277W

4

K7++#","S6.87+7,62

T

89:.7

4

#327:#9:

3K9,+#3#",S963"K

#

6.E73

$

9,!#3+!"U,+3K798629,,7:

4

K"37#,+&!"%10(%

!

E<@.;67::+69,

4

K"!V672#

R

2:7Q7:"S

ABC3"#8

4

V:+7327

4

2"+

4

2"K

T

:93#","S6.E73

4

K"37#,+9,!!"U,+3K798629,,7:

4

K"37#,+#,?@.(67::+&B7.

S#3#,#L69,#,2#L#3327

R

K"U32"S3K9,+

4

:9,393#",3V8"K#,?@.(67::&J27,?@.(67::+U7K76".#,"6V:937!U#32

E<@.;67::+

%

3277W

4

K7++#",+"S963#Q937!6.E739,!!"U,+3K798629,,7:

4

K"37#,

4

.E73

%

4

.H53

%

4

.=393'9,!

4

.

DK5$

"

1U7K72#

R

27K329,32"+7"S?@.(67::+#,"6V:937!9:",7&PS

R

K"V

4

AB

%

327#,2#L#3"K

T

7SS763",ABC.87.

!#937!3V8"K

R

K"U32U9+:"U7K

#

!

$

%&%;

$%

3273V8"KQ":V87#+:9K

R

7K

#

!

$

%&%;

$%

9,!3277W

4

K7++#","S6.

E73

%

H53

%

=393'9,!DK5$

"

1U7K72#

R

27K329,32"+7"S

R

K"V

4

AB=

#

!

$

%&%;

$

&4),'01%.),

!

I276"8L#,93#",

"S=>$$1-09,!B7S#3#,#L69,K7Q7K+7ABC

#

+76K737!L

T

E<@.;

$

.#,!V67!B7S#3#,#LK7+#+39,67"S:V,

R

69,67K

$//1

重庆医学
1%$(

年
(

月第
0/

卷第
$-

期

"

基金项目!国家自然科学基金项目#

/$$)%1(

$(

!

作者简介!张佳#

$(/)Y

$%主治医师%在读博士研究生%主要从事肺癌的诊治研究(

!

#

!

通信作者%

D.89#:

!

6+.9,1%%'

!

9:#

T

V,&6"8

(



67:::#,7?@.(

%

9,!32787629,#+889

T

L7K7:937!3"327#,2#L#3#","S6.E739,!#3+!"U,+3K798629,,7:

4

K"37#,+&

&

A"

9

;)$8%

'

!

27

4

93"6

T

37

R

K"U32S963"K

)

B7S#3#,#L

)

6.87+7,62

T

89:.7

4

#327:#9:3K9,+#3#",S963"K

)

=>$$1-0

)

K7+#+39,67

!!

吉非替尼开创了非小细胞肺癌#

,",+89::67::

:V,

R

69,67K

%

Z=@F@

$新的靶向治疗模式%但因其尚不

明确的耐药机制%致使肺癌的
;

年生存率仍不容乐

观&

$.'

'

(间质表皮转化因子#

6.87+7,62

T

89:.7

4

#327:#9:

3K9,+#3#",S963"K

%

6.E73

$被证实是唯一能结合肝细胞

生长因子#

27

4

93"6

T

37

R

K"U32S963"K

%

ABC

$的高亲受

体%

ABC

与
6.E73

结合后%
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剂%具有抗肿瘤细胞增殖*侵袭和抗血管生成作用(本

研究旨在进一步探讨
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在裸鼠体内逆转
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诱导的
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肺癌细胞株对吉非替尼耐药及其机制(
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#沪$
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(食物
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高压蒸气灭菌
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无光*
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光照的明暗周期%饮水

过氯化为
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方法
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细胞培养及药物配制
!

将
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细胞悬浮液

放入含
$%N

胎牛血清达尔伯克改良伊格尔培养基

#

OEDE

$的离心管内%离心*洗涤%弃上清液%加入适

当培养基%

'-`

*

;N@P

1

恒温细胞培养箱中孵育%

10

2

后更换
$

次细胞培养液%每
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天待细胞长满培养

瓶时传液换代(取
=>$$1-0$%8
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%用
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二甲

基亚砜#
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$溶解配制成最终浓度小于
%&$N
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法检测
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*吉非替尼*

=>$$1-0

单独

或联合处理后
?@.(

细胞增殖
!

取对数生长期的
?@.

(

细胞用胰酶消化后%以
;[$%

' 个"孔细胞接种在
()

孔板%细胞贴壁后%加入干预药物及细胞因子%细胞培

养箱中孵育
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(将
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#
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#
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$1%%K
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中%充分混匀约
'%8#,
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量波长
;'%,8

时光密度#
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理(
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计算肿瘤体积%肿瘤体积#
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实验组瘤体质量$"对照组瘤体质量
[$%%N

(

B&C&G

!

免疫组织化学#

GA@

$法检测
=>$$1-0

处理后

?@.(

细胞移植瘤组织中
6.E73

及其下游通道蛋白表

达
!

将已经剥离的肿瘤组织按常规方法进行固定*包

埋%并制成石蜡切片(石蜡切片脱蜡并水化后用
?]=

洗涤
'

次
['8#,

(用
'N

的过氧化氢
?]=

溶液孵育

切片
'%8#,

后
?]=

溶液洗涤
'

次
['8#,

(将石蜡

切片用微波法进行抗原修复%

;N

羊血清室温孵育
'%

8#,

后甩去羊血清%加入一抗室温孵育
$2

后
0`

过

夜%孵育二抗后室温孵育
12

(快速加入二氨基联苯

胺#

OH]

$%孵育约
;8#,

%

?]=

溶液洗
'

次
['8#,

(

苏木素染色%

?]=

返蓝
;8#,

%脱水%透明%以中性树胶

封片(拍摄所有切片%每组中随机抽取
$%

张照片%用

G??)&%

图像分析软件进行定量分析(

B&D

!

统计学分析
!

实验数据采用
=?==$-&%

统计学

软件进行处理%计量资料用
Ec4

表示%组间比较采用

单因素方差分析或
9

检验%以
!

$

%&%;

为差异有统计

学意义(

C

!

结
!!

果

C&B

!

E<@.;

细胞分泌
ABC

!

酶联免疫吸附测定

#

DFG=H

$法检测的结果显示%

?@.(

细胞培养上清液中

未检测到
ABC

%而在
E<@.;

细胞的培养上清液中检

测到
ABC

水平为#

$1)1&%-c/(&-/

$

4R

"

8F

%二者比

较差异有统计学意义#

!

$

%&%0

$(

C&C

!

E<@.;

细胞分泌的
ABC

对
Z=@F@

细胞中
6.

E73

及其下游通道蛋白表达的影响
!

J7+37K,L:"3

检

测结果显示%

?@.(

细胞与
E<@.;

细胞培养上清液混

合培养前后%

?@.(

细胞中的
6.E73

及其下游蛋白的表

达差异无统计学意义#

!

%

%&%;

$)而其磷酸化的蛋白

表达活性明显增加#

!

$

%&%;

$(定量检测也可见与

E<@.;

细胞培养上清液混合培养后%

?@.(

细胞中
6.

E73

及其下游蛋白表达水平差异无统计学意义#

!

%

%&%;

$%而
4

.E73

及其下游蛋白水平明显增加#

!

$

%&%;

$%见图
$

(

图
$

!!

ABC

刺激
Z=@F@

细胞中
6.E73

及其下游蛋白表达

C&D

!

=>$$1-0

作用下吉非替尼对
?@.(

细胞各组移

植瘤生长的抑制作用
!

?@.(

细胞移植瘤的
@

*

A

*

A=

*

AO

组在治疗开始时至第
1;

天%组间肿瘤体积比

较差异无统计学意义#

!

%

%&%;

$(在治疗开始第
-

"

1;

天%

B

*

AB

*

AB=

组移植瘤体积均明显缩小#

!

$

%&%;

$%

B

*

AB=

组移植瘤体积在第
1;

天为#

/0&'c

$;&)(

$

88

'

*#

))&$$c$-&-(

$

88

'

%而
AB

组为

#

1%$&;-c0/&;1

$

88

'

(各组裸鼠
?@.(

细胞移植瘤

体积不同时期比较%见表
$

*图
1

(

表
$

!!

各组裸鼠
?@.(

细胞移植瘤体积不同时期比较$

Ec4

%

-b-

%

88

'

&

第
0

天 第
-

天 第
$$

天 第
$0

天 第
$/

天 第
1$

天 第
1;

天

@

组
'(&))c$'&;- $;(&;%c-$&'0

9

101&;'c-0&/;

9

1);&%(c;'&'-

9

0%;&1)c$;;&(

9

0;-&-$c$')&10

9

;(/&10c1''&0$

9

A

组
0%&1'c$0&(1 $-;&/;c-)&$%

9L

1))&'(c--&10

9L

1(-&($c$1(&$1

9L

01$&(;c$;)&-$

9L

;%-&;'c$0'&$%

9L

-$$&1;c''$&;%

9L

A=

组
)-&/1c$/&-; $/1&/;c(0&);

96

1(%&(0c$1;&-)

96

';'&;)c$;-&1%

96

01(&'%c1$1&-$

96

;;%&0/c1;/&;)

96

);(&'0c''1&/;

96

AO

组
;0&/;c1%&01 $);&0(c-1&%$

9

1'(&/-c$1)&)'

9

1;(&'1c$1'&-$

9

'';&%;c$$'&)0

9

01%&(-c$1(&'1

9

;-(&'1c1$%&1$

9

B

组
0$&(%c1'&;; 0-&()c$'&(( )%&$%c$/&'( ;;&$;c/&$( ;$&/;c$'&$- ;(&-(c/&'; /0&'%c$;&)(

AB

组
00&/;c$1&-$ -0&0(c'%&1

9

)(&/c11&';

9

/)&$%c$1&((

9

$$0&1'c$)&'/

9

$'-&)/c1/&%0

9

1%$&;-c0/&;1

9

AB=

组
)'&(/c'$&/) )%&(-c$$&)$ ;/&0'c10&/- -0&'$c$/&;' )%&$)c-&'$

!

)'&-'c1;&1'

!

))&$$c$-&-(

!

!!

9

!

!

$

%&%$

%与
B

组比较)

L

!

!

$

%&%$

%与
AB

组比较)

6

!

!

$

%&%$

%与
AB=

组比较)

!

!

!

$

%&%;

%与
AB

组比较

C&E

!

=>$$1-0

对吉非替尼抑制裸鼠
?@.(

细胞移植

瘤质量的影响
!

第
1;

天时裸鼠处死后称取瘤质量(

在
?@.(

细胞的移植瘤中%其瘤质量
@

组为#

)/%c

'-'

$

8

R

%

A

组为#

/%;c0(1

$

8

R

%

A=

组为#

-$'c

1;/

$

8

R

%

AO

组为#

;))c')0

$

8

R

%

@

*

A

*

A=

*

AO

组

裸鼠移植瘤质量组间比较差异无统计学意义#

!

%

%&%;

$(

B

组瘤质量为#

1(c$1

$

8

R

%

AB

组为#

))c

$%

$

8

R

%

AB=

组为#

''c$-

$

8

R

%

B

组的瘤体质量明

显小于
@

组和
AB

组%其差异有统计学意义#

!

$

%&%;

$)

AB

组肿瘤质量小于
A

组%差异有统计学意义

#

!

$

%&%;

$)

AB=

组肿瘤质量小于
A=

组及
AB

组%

其差异均有统计学意义#

!

$

%&%;

$)而
AB=

组肿瘤质

量与
B

组比较差异无统计学意义#

!

%

%&%;

$%见图
1

(

吉非替尼对
?@.(

细胞
B

组*

AB=

组抑瘤率分别为

'//1

重庆医学
1%$(

年
(

月第
0/

卷第
$-

期



(;&/%N

和
(;&$;N

%而对
AB

组的抑瘤率为
(%&'%N

(

!!

9

!

!

$

%&%;

%与
B

组比较)

L

!

!

$

%&%;

%与
AB

组比较)

6

!

!

$

%&%;

%

与
AB=

组比较

图
1

!!

各组裸鼠
?@.(

细胞移植瘤质量比较$

Ec4

%

-b-

&

C&F

!

=>$$1-0

对
?@.(

细胞移植瘤组织中
6.E73

及

其下游通道蛋白表达的影响
!

将剥离出的裸鼠移植

瘤组织进行
GA@

检测发现
6.E73

和
4

.E73

是位于细

胞膜和细胞质的蛋白(与
A=

*

AB=

组比较%

4

.E73

在
@

*

A

*

AO

*

B

*

AB

组的表达强度明显升高#

!

$

%&%;

$)与
@

*

B

组比较%

A

*

AO

*

AB

组
4

.E73

的表达

强度明显升高#

!

$

%&%;

$(

=393'

在细胞内位于细胞

质%

=393'

经磷酸化后进入细胞核(各组
=393'

的表达

强度比较差异无统计学意义#

!

%

%&%;

$)而
A

*

AO

*

AB

组中可见
4

.=393'

的表达强度%与
@

*

A=

*

B

*

AB=

组比较明显增高#

!

$

%&%;

$(

H53

和
4

.H53

均存在于

细胞质%各组
H53

的表达强度比较%差异无统计学差

异#

!

%

%&%;

$)而
4

.H53

在
A

*

AO

*

AB

组中的表达强

度%明显高于
@

*

A=

*

B

*

AB=

组#

!

$

%&%;

$(

DK5$

"

1

在细胞内的定位在细胞质%其经磷酸化后%生成
4

.

DK5$

"

1

进入细胞核%各组
DK5$

"

1

表达强度差异无统

计学意义#

!

%

%&%;

$)而
4

.DK5$

"

1

表达强度在
A

*

O

*

AB

组明显高于
@

*

A=

*

B

*

AB=

组#

!

$

%&%;

$%见

图
'

*表
1

(

图
'

!!

各组
?@.(

细胞移植瘤组织中
6.E73

及其下游通道蛋白的表达$

GA@

%

[1%%

&

表
1

!!

各组
?@.(

细胞移植瘤组织中
6.E73

及其下游通道蛋白的表达水平比较$

Ec4

%

-b-

&

组别
4

.E73 6.E73

4

.=393' =393'

4

.H53 H53

4

.DK5$

"

1 DK5$

"

1

@

组
%&$)-c%&%'1

9

%&$'(c%&%11

9

%&$%%c%&%01 %&$'1c%&%'1 %&$;-c%&%$$ %&$%$c%&%10 %&$1$c%&%$$ %&$$'c%&%$;

A

组
%&11;c%&%$1

9L

%&$;%c%&%10

9

%&1''c%&%1;

9L

%&$0%c%&%$%

%&11;c%&%%0

9L

%&$%1c%&%1/

%&1$)c%&%'0

9L

%&$11c%&%$-

A=

组
%&%1/c%&%$) %&%;'c%&%'0 %&$$0c%&%;$ %&$1;c%&%$$ %&$0)c%&%%) %&$%%c%&%00 %&$1'c%&%%/ %&$'%c%&%1'

AO

组
%&$-1c%&%%-

9L

%&$;0c%&%%;

9

%&100c%&%1(

9L

%&$11c%&%$%

%&100c%&%%)

9L

%&$%1c%&%'-

%&11$c%&%'/

9L

%&$'-c%&%10

B

组
%&$;0c%&%$/

9

%&$;'c%&%$-

9

%&%()c%&%$( %&$0$c%&%'% %&$;$c%&%%0 %&%(/c%&%$1 %&$%$c%&%%/ %&$$;c%&%%;

AB

组
%&1$/c%&%$-

9L

%&$0-c%&%01

9

%&1;1c%&%11

9L

%&$0%c%&%$-

%&11/c%&%$-

9L

%&$$%c%&%1(

%&1$%c%&%0$

9L

%&$$)c%&%$1

AB=

组
%&%1)c%&%%( %&%'$c%&%$) %&%($c%&%11 %&$1(c%&%$' %&$;'c%&%%( %&$%(c%&%0$ %&$%/c%&%%/ %&$1$c%&%%;

!!

9

!

!

$

%&%;

%与
A=

*

AB=

组比较)

L

!

!

$

%&%;

%与
@

*

B

组比较

D

!

讨
!!

论

!!

在
Z=@F@

的治疗中%表皮生长因子受体酪氨酸

酶抑制剂#

DBC<.I_G+

$有着不可替代的重要地位(

高水平的
ABC

通过促进具有
6.E73

扩增的细胞亚群

生长*活化
6.E73

及下游信号通路及影响
I-(%E

突

变等方式使
DBC<.I_G+

产生获得性耐药&

$0.$;

'

(因此

针对
ABC

"

6.E73

继发突变的靶向治疗%可能逆转

DBC<.I_G+

的耐药(

本实验中%当用
=>$$1-0

处理由
ABC

诱导的

?@.(

细胞时%被激活的
6.E73

和其下游的通道蛋白的

0//1

重庆医学
1%$(

年
(

月第
0/

卷第
$-

期



磷酸化开始受到抑制(而
EII

法测定细胞存活率显

示%

ABC

诱导
?@.(

细胞后存活率增加%而在用

=>$$1-0

处理
-12

之后恢复到原来水平(检测细胞

凋亡的结果示
AB=

组与
AB

组间存在明显差异%这

表明%在
6.E73

抑制剂
=>$$1-0

的作用下%吉非替尼

对
ABC

诱导的
?@.(

细胞的凋亡率都出现显著提高(

免疫印迹结果显示
ABC

可明显刺激
6.E73

磷酸化及

磷酸化的
H53

*

=393'

*

DK5$

"

1

等下游通道蛋白的表

达(

?@.(

细胞中%

ABC

在吉非替尼作用下仍可刺激

6.E73

*

H53

*

=393'

*

DK5$

"

1

的磷酸化%

=>$$1-0

可抑

制其表达(综上表明%

6.E73

的抑制剂
=>$$1-0

能够

逆转由
ABC

诱导的
?@.(

肺癌细胞株对吉非替尼的

耐药%其机制可能与抑制
ABC

活化的
6.E73

及其下

游通道蛋白表达有关(

进一步体内实验中%将
?@.(

细胞与
E<@.;

细胞

混合种植于裸鼠右侧肋下皮下%部分组再分别以吉非

替尼*

=>$$1-0

处理%检测肿瘤的体积及质量%吉非替

尼能够抑制
?@.(

细胞
B

*

AB

*

AB=

组移植瘤的生

长%但是对
B

*

AB=

组的抑制作用更加明显(表明吉

非替尼能够抑制
?@.(

细胞移植瘤的生长#

!

$

%&%$

$%

ABC

可抑制其作用%

=>$$1-0

又可逆转
ABC

的抑制

作用#

!

$

%&%$

$(

GA@

检测结果显示
?@.(

细胞中

A=

*

AB=

组
4

.E73

及
6.E73

表达明显低于其余各组%

而
A

*

AO

*

AB

组中
4

.E73

*

4

.=393'

*

4

.H53

*

4

.DK5$

"

1

表达高于
@

*

A=

*

B

*

AB=

组(

H53

*

=393'

*

DK5$

"

1

在

各组间表达水平比较%差异无统计学意义#

!

%

%&%;

$(

表明
6.E73

的抑制剂
=>$$1-0

能够逆转由
ABC

诱

导的
?@.(

肺癌细胞株对
DBC<.I_G+

的耐药%其机制

可能与抑制
ABC

活化的
6.E73

及其下游通道蛋白表

达有关(

DBC<.I_G+

在
Z=@F@

的治疗中意义重大%因其

耐药的出现限制了其疗效及应用%改善这种限制%提

高患者的疗效是目前最有意义的工作之一(本实验

通过体 内*外实验研究 发 现 经
6.E73

的 抑 制 剂

=>$$1-0

处理后%抑制了
6.E73

及其下游的通道蛋白

6.E73

*

=393'

*

H53

*

DK5$

"

1

的磷酸化%从而逆转了

ABC

诱导的敏感
Z=@F@

细胞株对吉非替尼的耐药(

表明针对
ABC

"

6.E73

靶点的治疗为
Z=@F@

患者能

够获得更有效的个体化靶向治疗提供了很大的可能

性%有望为肺癌患者提供新的生机(
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