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　　［摘要］　目的　研究洛伐他汀克服吉非替尼耐药与整合素β１、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ的相关性，并探讨其可能机制。方

法　将吉非替尼耐药的非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）细胞株ＰＣ９分为４组：无药对照组（ＲＰＭＩ１６４０培养液培养）、吉非替尼

组（１μｍｏｌ／Ｌ吉非替尼）、洛伐他汀组（５μｍｏｌ／Ｌ洛伐他汀）和吉非替尼与洛伐他汀联合组（１μｍｏｌ／Ｌ吉非替尼＋

５μｍｏｌ／Ｌ洛伐他汀）。各组细胞分别用相应药物处理后，采用ＣＣＫ８法检测细胞的增殖抑制率，ＰＣＲ法检测细胞中整

合素β１、犛狌狉狏犻狏犻狀ｍＲＮＡ的表达水平，蛋白质印迹法检测整合素β１、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的表达水平。结果　与无药对照组、

洛伐他汀组及吉非替尼组相比，洛伐他汀与吉非替尼联合组对吉非替尼耐药ＰＣ９细胞增殖的抑制作用增强（犘＜

０．０１），细胞中整合素β１、ＳｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ及蛋白的表达水平降低（犘＜０．０１）。结论　洛伐他汀联合吉非替尼克服吉

非替尼耐药是通过阻断整合素β１ｐＡｋｔＳｕｒｖｉｖｉｎ信号通路来实现的，有望成为克服吉非替尼耐药的一种有效策略。
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第２期．吉　泽，等．洛伐他汀克服吉非替尼耐药与整合素β１、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ的相关性分析

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｍｉｇｈｔｂｅａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｓｔｒａｔｅｇｙｆｏｒｇｅｆｉｔｉｎｉｂｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｒｃｉｎｏｍａ；ｎｅｏｐｌａｓｍｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ；ｌｏｖａｓｔａｔｉｎ；ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ；ｉｎｔｅｇｒｉｎβ１；ｓｕｒｖｉｖｉｎ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１７，３８（２）：１７２１７６］

　　随着表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂

（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＥＧＦＲＴＫＩ）被广泛应用于临床治疗伴有

ＥＧＦＲ突变的非小细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇ

ｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）患者，ＥＧＦＲＴＫＩ获得性耐药成为

靶向治疗的新难题。Ｔ７９０Ｍ 突变导致５０％的

ＥＧＦＲＴＫＩ不能有效阻断信号通路而产生耐药。临

床上针对ＴＫＩ耐药的处理策略分为不停用ＴＫＩ和

停用ＴＫＩ两种，继续ＴＫＩ治疗是多联合局部治疗或

者化疗，而停用ＴＫＩ治疗则是改为化疗或更换其他

靶向药物治疗，如第３代ＴＫＩ药物ＡＺＤ９２９１、ＣＯ

１６８６等，但ＡＺＤ９２９１的耐药同样不可避免
［１］。本

课题组前期实验证实，洛伐他汀联合吉非替尼治疗

可克服吉非替尼耐药，但相关机制尚不清楚［２］。

肿瘤生长的微环境中如肿瘤细胞黏附分子及其

受体、细胞因子和细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，

ＥＣＭ）等成分的改变均可能参与ＥＧＦＲＴＫＩ耐药。

而整合素是参与细胞黏附介导的耐药 （ｃｅｌｌ

ａｄｈｅｓｉｏｎｍｅｄｉａｔｅｄｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＣＡＭＤＲ）中最

重要的黏附分子，已有研究证实整合素β１能介导细

胞与ＥＣＭ间的黏附，从而影响肿瘤细胞的增殖、侵

袭。Ｆｏｒｎａｒｏ等
［３］在体外实验中发现整合素可以通

过激活整合素蛋白激酶Ｂ／ＡｋｔＳｕｒｖｉｖｉｎ信号通路

使前列腺癌细胞逃避细胞凋亡；Ｏｋａｍｕｒａ等
［４］研究

发现整合素β１整合素连接激酶（ｉｎｔｅｇｒｉｎｌｉｎｋｅｄ

ｋｉｎａｓｅ，ＩＬＫ）ｐＡｋｔ信号通路是一种新的 ＮＳＣＬＣ

的预后标记物和治疗靶点；Ｏｋａｍｏｔｏ等
［５］发现吉非

替尼诱导肿瘤细胞凋亡主要是通过阻断磷脂酰肌醇

３激酶蛋白激酶Ｂ（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ

ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，ＰＩ３ＫＡｋｔ）Ｓｕｒｖｉｖｉｎ信号通路实

现的。本课题组前期实验证实洛伐他汀联合吉非替

尼可使对ＴＫＩ耐药的ＮＳＣＬＣＰＣ９细胞中信号通路

蛋白ｐＥＧＦＲ、ｐＡｋｔ等的表达水平明显下调，在此

基础上本研究进一步观察两药联合是否干扰Ａｋｔ上

游的整合素β１以及下游的Ｓｕｒｖｉｖｉｎ信号通路蛋白

的表达，探讨洛伐他汀克服吉非替尼耐药与阻断整

合素β１ｐＡｋｔＳｕｒｖｉｖｉｎ信号通路的相关性。

１　材料和方法

１．１　细胞株及其培养　吉非替尼耐药的ＮＳＣＬＣ

细胞株ＰＣ９由上海市肺科医院肿瘤科周彩存教授

惠赠，用ＲＰＭＩ１６４０培养液培养，培养液内含１０％

新生胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素、１００μｇ／ｍＬ链霉

素，置于ＣＯ２培养箱中进行传代培养。

１．２　实验试剂　吉非替尼由英国ＡｓｔｒａＺｅｎｅｃａ公

司生产（生产批号：ＭＲ０９９），去糖衣后用二甲基亚砜

（ＤＭＳＯ）溶解，制成浓度为２．５×１０４μｍｏｌ／Ｌ的溶

液，实验时用ＲＰＭＩ１６４０培养液稀释，使ＤＭＳＯ体

积分数＜０．００５％。ＣＣＫ８购自日本株式公社同仁

化学研究所；洛伐他汀购自美国Ｓｉｇｍａ公司；整合素

β１抗体、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ兔抗人多克隆抗体和βａｃｔｉｎ（内对

照）购自英国Ａｂｃａｍ公司；整合素β１、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ引物

购自生工生物工程（上海）股份有限公司；磷酸甘油

醛脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）引物购自美国Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司。

ＰＣＲ试剂盒购自日本ＴａＫａＲａ公司，总ＲＮＡ提取

试剂盒购自美国Ｏｍｅｇａ公司，反转录试剂盒购自美

国Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司。其他试剂为国产分析纯。

１．３　实验分组　洛伐他汀、吉非替尼分别用无水乙

醇和ＤＭＳＯ溶解，药物配制浓度和处理时间以及研

究方法参照前期实验［２］。分组如下：（１）无药对照

组，以ＲＰＭＩ１６４０培养液培养；（２）吉非替尼组，吉

非替尼终浓度为１μｍｏｌ／Ｌ；（３）洛伐他汀组，洛伐他

汀终浓度为５μｍｏｌ／Ｌ；（４）吉非替尼与洛伐他汀联

合组（两药联合组），吉非替尼和洛伐他汀终浓度分

别为１μｍｏｌ／Ｌ和５μｍｏｌ／Ｌ。

１．４　ＣＣＫ８法检测洛伐他汀联合吉非替尼对细胞

增殖的影响　取对数生长期的细胞按２×１０３／孔的密

度将细胞悬液铺于９６孔板，按１．３项下分组各孔分

别加入不同浓度的药物孵育２４、４８、７２ｈ，每孔加入

１０μＬＣＣＫ８，继续孵育４ｈ后，用酶联免疫检测仪检

测各孔在波长４５０ｎｍ处的光密度（犇）值。实验设空

白对照组（只加ＤＭＳＯ液），实验重复３次。按下式计

算细胞生长抑制率，细胞生长抑制率（％）＝１－

（犇药物组－犇空白对照组）／（犇无药对照组－犇空白对照组）×１００％。
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１．５　ＰＣＲ法检测整合素β１、犛狌狉狏犻狏犻狀ｍＲＮＡ的表

达　取对数生长期的ＰＣ９细胞，胰酶消化后，用磷

酸盐缓冲液（ＰＢＳ）冲洗，离心２ｍｉｎ，弃上清后收集

细胞。用总ＲＮＡ提取试剂盒提取细胞的总ＲＮＡ，

按试剂盒操作说明反转录合成ｃＤＮＡ。分别扩增整

合素β１、犛狌狉狏犻狏犻狀和内参犌犃犘犇犎。设计引物序列

如下，整合素β１：正义５′ＣＧＴＡＧＣＡＡＡＧＧＡ

ＡＣＡＧＣＡＧＡ３′，反义５′ＧＴＡＡＧＡＣＡＧＧＴＣ

ＣＡＴＡＡＧ ＧＴＡ ＧＴＡ Ｇ３′，扩增片段长度为

１６８ｂｐ；犛狌狉狏犻狏犻狀：正义 ５′ＣＡＣＣＧＣ ＡＴＣＴＣＴ

ＡＣＡＴＴＣＡＡ３′，反义５′ＣＡＣＴＴＴＴＴＣＧＣＡ

ＧＴＴＴＣＣＴ３′，扩增产物长度为３４５ｂｐ；犌犃犘犇犎：

正义５′ＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴ３′，

反义５′ＧＡＣＡＡＧＣＴＴＣＣＣＧＴＴＣＴＣＡＧ３′，扩

增产物长度为１８５ｂｐ。ＰＣＲ反应条件：９５℃预变性

１０ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ、５５℃退火３０ｓ、７２℃延伸３０ｓ，

共３０个循环。ＰＣＲ产物用２％琼脂糖凝胶电泳鉴

定，用ＢｉｏＲａｄ凝胶成像系统拍照记录。将图像传

入ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ分析系统对扩增产物进行图像分

析，以相对光密度代表基因的表达丰度，以整合素

β１、犛狌狉狏犻狏犻狀表达丰度分别与犌犃犘犇犎 表达丰度的

比值表示ｍＲＮＡ的相对表达强度。

１．６　蛋白质印迹法检测整合素β１、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的

表达　取对数生长期的ＰＣ９细胞，以不同药物孵育

４８ｈ后收集细胞并提取蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白浓

度。ＳＤＳＰＡＧＥ分离蛋白后转膜，转膜成功后置于

含５％脱脂奶粉的 Ｔｒｉｓ盐缓冲液吐温液（Ｔｒｉｓ

ｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅＴｗｅｅｎ，ＴＢＳＴ）中，４℃条件下孵育过

夜，然后用ＴＢＳＴ进行漂洗。分别加入整合素β１抗

体（１∶５００）、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ兔抗人多克隆抗体（１∶１０００）

室温温育２ｈ，ＴＢＳＴ漂洗３次，每次１０ｍｉｎ；然后加

入相应的二抗（１∶１００００稀释）进行漂洗。用电化

学发光法进行显像，检测目的蛋白条带；以βａｃｔｉｎ

作为内对照，实验重复３次。蛋白相对表达量计算

公式：蛋白相对表达量＝（目的蛋白条带灰度值－本

底灰度值）／（βａｃｔｉｎ条带灰度值－本底灰度值）。

１．７　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计

学分析，结果以珔狓±狊表示。组间比较采用单因素方

差（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）分析，组间两两比较采用

ＳＮＫ法。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　洛伐他汀与吉非替尼联用对ＰＣ９细胞增殖的

影响　ＣＣＫ８法检测结果显示，分别处理２４、４８、

７２ｈ后，与无药对照组相比，洛伐他汀组、吉非替尼

组以及两药联合组ＰＣ９细胞均呈现增殖抑制，差异

有统计学意义（犘＜０．０５或犘＜０．０１）；洛伐他汀组

与吉非替尼组差异无统计学意义（犘＞０．０５）；两药

联合组细胞增殖的抑制效应强于吉非替尼组和洛伐

他汀组，差异有统计学意义（犘＜０．０１，图１）。

图１　各组药物对耐药犘犆９细胞增殖的抑制作用

犉犻犵１　犐狀犺犻犫犻狋犻狅狀狅犳犘犆９犮犲犾犾狊狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀犪犳狋犲狉

狋狉犲犪狋犿犲狀狋狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋犱狉狌犵狊

Ｃｏｎ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｇｅｆ：Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂｇｒｏｕｐ；Ｌｏｖ：Ｌｏｖａｓｔａｔｉｎｇｒｏｕｐ；

Ｇｅｆ＋Ｌｏｖ：Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ＋ｌｏｖａｓｔａｔｉｎｇｒｏｕｐ．犘＜０．０５，犘＜０．０１ｖｓ

Ｃｏｎｇｒｏｕｐ；△△犘＜０．０１ｖｓＧｅｆｇｒｏｕｐａｎｄＬｏｖｇｒｏｕｐ．狀＝３，珔狓±狊

２．２　洛伐他汀与吉非替尼联用对整合素β１、

犛狌狉狏犻狏犻狀ｍＲＮＡ表达的影响　ＰＣＲ法检测结果显

示，与无药对照组相比，洛伐他汀组、吉非替尼组细

胞中整合素β１、犛狌狉狏犻狏犻狀ｍＲＮＡ 的表达均降低

（犘＜０．０５或犘＜０．０１），而两药联合组与洛伐他汀

组、吉非替尼组相比，整合素β１、犛狌狉狏犻狏犻狀ｍＲＮＡ的

表达降低，差异有统计学意义（犘＜０．０１，图２）。

图２　各组药物处理后的犘犆９细胞中整合素β１、

犛狌狉狏犻狏犻狀犿犚犖犃表达水平

犉犻犵２　犔犲狏犲犾狊狅犳犛狌狉狏犻狏犻狀犪狀犱犻狀狋犲犵狉犻狀β１犿犚犖犃

犻狀犘犆９犮犲犾犾狊犪犳狋犲狉狋狉犲犪狋犿犲狀狋狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋犱狉狌犵狊

Ｃｏｎ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｇｅｆ：Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂｇｒｏｕｐ；Ｌｏｖ：Ｌｏｖａｓｔａｔｉｎｇｒｏｕｐ；

Ｇｅｆ＋Ｌｏｖ：Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ＋ｌｏｖａｓｔａｔｉｎｇｒｏｕｐ．犘＜０．０５，犘＜０．０１ｖｓ

Ｃｏｎｇｒｏｕｐ；△△犘＜０．０１ｖｓＧｅｆｇｒｏｕｐａｎｄＬｏｖｇｒｏｕｐ．狀＝３，珔狓±狊

２．３　洛伐他汀与吉非替尼联用对整合素β１、

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达的影响　应用蛋白质印迹法检测
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第２期．吉　泽，等．洛伐他汀克服吉非替尼耐药与整合素β１、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ的相关性分析

整合素β１、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的表达水平，结果显示，与

吉非替尼组、洛伐他汀组相比，两药联合组细胞中整

合素β１蛋白、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的表达均降低（犘＜

０．０１，图３）。

图３　不同药物处理后犘犆９细胞中整合素β１、

犛狌狉狏犻狏犻狀蛋白表达水平

犉犻犵３　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狊狅犳犛狌狉狏犻狏犻狀犪狀犱犻狀狋犲犵狉犻狀β１

狆狉狅狋犲犻狀犻狀犘犆９犮犲犾犾狊犪犳狋犲狉狋狉犲犪狋犿犲狀狋狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋犱狉狌犵狊

Ｃｏｎ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｇｅｆ：Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂｇｒｏｕｐ；Ｌｏｖ：Ｌｏｖａｓｔａｔｉｎｇｒｏｕｐ；

Ｇｅｆ＋Ｌｏｖ：Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ＋ｌｏｖａｓｔａｔｉｎｇｒｏｕｐ．犘＜０．０５，犘＜０．０１ｖｓ

Ｃｏｎｇｒｏｕｐ；△△犘＜０．０１ｖｓＧｅｆｇｒｏｕｐａｎｄＬｏｖｇｒｏｕｐ．狀＝３，珔狓±狊

３　讨　论

整合素β１表达上调可降低细胞株或移植瘤对

吉非替尼的敏感性，而其过表达可通过ＰＩ３Ｋ途径

激活下游信号分子，这可能是一种重要的ＥＧＦＲ

ＴＫＩ耐药机制
［６］。Ｏｋａｍｕｒａ等

［４］检测了１１８例病

理证实的ＮＳＣＬＣ组织标本发现，整合素β１、ＩＬＫ、

ｐＡｋｔ的表达水平与ＮＳＣＬＣ的预后呈负相关，提示

三者同时过表达与传统的预后因素如Ｔ因子以及

淋巴管浸润相比是一个独立的预后因素。

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ是目前发现的功能最强的凋亡抑制因

子，它可以通过有丝分裂促进细胞增殖，抑制细胞凋

亡。Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白可直接作用于细胞凋亡途径中的

终末效应酶半胱氨酸蛋白酶Ｄｉｓｐｏｓｅ３、ｃａｓｐａｓｅ７，

从而促进细胞增殖和参与血管形成。Ｓｕｒｖｉｖｉｎ在许

多肿瘤组织中表达而在成人正常组织中不表达，可

作为临床评估肿瘤的进展、转移、预后及治疗的重要

检测指标［７８］。Ｏｋａｍｏｔｏ等
［５］发现吉非替尼诱导细

胞凋亡是通过同时中断ＰＩ３ＫＡｋｔＳｕｒｖｉｖｉｎ和Ｒａｆ／

丝裂原激活蛋白激酶的激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｋｉｎａｓｅ，ＭＥＫ）细胞外调节蛋白激酶

（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ）Ｂｉｍ

（Ｂｃｌ２ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｍｅｄｉｃａｔｏｒｏｆｃｅｌｌｄｅａｔｈ）上游的信

号通路来实现的。另有一项研究也证实，联合应用

ＰＩ３Ｋ抑制剂和ＭＥＫ抑制剂可通过抑制ＰＩ３ＫＡｋｔ

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ和 ＭＥＫＥＲＫＢｉｍ信号通路来治疗伴有

犈犌犉犚突变的ＮＳＣＬＣ
［９］。

本课题组前期在体外实验中已经证实洛伐他汀

能够克服吉非替尼耐药，发现洛伐他汀联合吉非替

尼可诱导耐药ＰＣ９细胞凋亡，同时使耐药ＰＣ９细胞

中ｐＥＧＦＲ、ｐＡｋｔ和ｐＥＲＫ１／２蛋白的表达水平明

显下调［２］，这与Ｐａｒｋ等
［１０］的研究结果基本一致。

近期有研究在体内和体外实验中联合应用洛伐他汀

和吉非替尼处理吉非替尼耐药的胆管癌细胞株

ＳＳＰ２５和ＨｕＨ２８，结果发现洛伐他汀主要通过诱

导肿瘤坏死因子α的表达来克服吉非替尼耐药
［１１］。

本研究进一步证实，洛伐他汀克服吉非替尼耐药的

机制可能主要是干扰上游整合素β１蛋白的表达，进

而阻断Ａｋｔ、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ等下游信号通路蛋白的表达，

从而促进耐药ＰＣ９细胞的凋亡。Ｈｗａｎｇ等
［１２］研究

证实，辛伐他汀可以通过阻断Ａｋｔ／β链蛋白依赖的

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ信号通路来抑制伴有犈犌犉犚Ｔ７９０Ｍ突变

的ＮＳＣＬＣ细胞凋亡，与本研究结果一致。

综上所述，本研究结合前期实验结果证实洛伐

他汀联合吉非替尼克服继发性吉非替尼耐药主要是

通过抑制Ａｋｔ上游整合素β１及下游Ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表

达，进而阻断整合素β１ｐＡｋｔＳｕｒｖｉｖｉｎ信号通路实

现的，因此，洛伐他汀联合吉非替尼有望成为克服吉

非替尼耐药的一种有效策略。
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