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整合素β１信号通路参与非小细胞肺癌吉非替尼获得性耐药
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　　［摘要］　目的　探讨整合素β１及其下游信号转导通路在非小细胞肺癌表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂（ＥＧＦＲ
ＴＫＩ）吉非替尼获得性耐药中的作用。方法　以人肺腺癌细胞株ＰＣ９和吉非替尼耐药株ＰＣ９／Ｇ作为研究对象，免疫印迹
分析检测整合素β１、Ａｋｔ、磷酸化 Ａｋｔ蛋白的表达；用 ＭＴＴ 法检测吉非替尼和（或）磷脂酰肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）抑制剂

ＬＹ２９４００２、细胞外调节蛋白激酶（ＥＲＫ）抑制剂ＰＤ９８０５９对细胞增殖的影响；用ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ试剂盒和ＴＵＮＥＬ试剂盒检测

细胞凋亡。结果　吉非替尼耐药株ＰＣ９／Ｇ高表达整合素β１，ＲＮＡ干扰抑制整合素β１ 表达能够抑制ＰＣ９／Ｇ细胞的生长和
促进凋亡。ＰＣ９／Ｇ细胞中吉非替尼对Ａｋｔ磷酸化的抑制作用弱于ＰＣ９细胞，ＲＮＡ干扰抑制整合素β１ 表达后Ａｋｔ的磷酸化

水平降低。ＥＲＫ抑制剂ＰＤ９８０５９不能恢复ＰＣ９／Ｇ细胞对吉非替尼的敏感性，ＰＩ３Ｋ抑制剂ＬＹ２９４００２能恢复ＰＣ９／Ｇ细胞对

吉非替尼的敏感性。结论　整合素β１ 过表达可以通过ＰＩ３Ｋ途径激活下游信号分子，这可能是一种重要的ＥＧＦＲＴＫＩ耐药
机制。
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ＴＫＩｓ．
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１２，３３（６）：５８５５８９］

　　表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂（ｅｐｉｄｅｒ
ｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉ
ｔｏｒ，ＥＧＦＲＴＫＩ）已广泛用于非小细胞肺癌（ｎｏｎ
ｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）患者的临床治疗，并
显示出良好的疗效［１２］。然而，ＮＳＣＬＣ 患者易对

ＥＧＦＲＴＫＩ产生获得性耐药，因此克服ＥＧＦＲＴＫＩ
耐药是临床上有待解决的问题。

　　近年来，细胞黏附介导的耐药（ｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎ
ｍｅｄｉａｔｅｄｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＣＡＭＤＲ）日益受到人们
的关注。肿瘤生长的微环境尤其是肿瘤细胞黏附分
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子及其受体、细胞因子和细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）成分如纤连蛋白（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｏｎ，ＦＮ）、

Ⅰ型胶原蛋白（ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ，ＣⅠ ）等的改变均可能参
与ＥＧＦＲＴＫＩ耐药［３４］。整合素（ｉｎｔｅｇｒｉｎ）是参与

ＣＡＭＤＲ最重要的黏附分子，诸多证据表明，整合
素β１信号通路在血液系统恶性肿瘤、乳腺癌和肺癌
的化疗耐药中起着重要的作用［５８］。本课题组前期
实验发现ＥＧＦＲＴＫＩ吉非替尼获得性耐药细胞株
中整合素β１的表达水平明显升高，整合素β１表达上
调可降低肿瘤细胞对吉非替尼的敏感性［９１０］。本研
究在前期实验的基础上进一步探讨整合素β１及其下
游信号转导通路在吉非替尼获得性耐药中的作用。

１　材料和方法

１．１　材料　ＰＣ９肺腺癌细胞株由上海市肺科医院
肺癌免疫室保存，吉非替尼获得性耐药细胞株ＰＣ
９／Ｇ由本研究室建立［１１］，给予０．０５μｍｏｌ／Ｌ吉非替
尼维持ＰＣ９／Ｇ细胞的耐药性。吉非替尼购自阿斯
利康公司；磷 脂 酰肌醇 ３ 激 酶 （ＰＩ３Ｋ）抑 制 剂

ＬＹ２９４００２、细胞外调节蛋白激酶（ＥＲＫ）抑制剂

ＰＤ９８０５９均购自 Ｓｉｇｍａ公司；四甲基偶氮唑盐
（ＭＴＴ）购自上海华美生物试剂公司；ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ
试剂盒购自上海杰美基因医药有限公司；ＴＵＮＥＬ
试剂盒购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；整合素 β１单抗购自

Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司；Ａｋｔ、ｐＡｋｔ（Ｓｅｒ４７３）单抗均购自

ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司；甘油醛３磷酸脱氢酶（ＧＡＰ
ＤＨ）内参购自上海康成生物工程有限公司；ＤＭＥＭ
培养液购自 Ｇｉｂｃｏ公司。整合素β１ｓｈＲＮＡ 载体
（ｐＲＮＡＴＵ６．１／Ｎｅｏ）由上海康成生物工程有限公
司构建。以目标ｓｈＲＮＡ 序列（５′ＧＧＡＴＴＣＴＧＡ
ＣＡＧＣＴＴＴＡＡＡ３′）构建载体ｐｌａｓｍｉｄ１；以错配
序列（５′ＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴ３′）构
建载体ｐｌａｓｍｉｄ０，并作为对照载体。转染按照Ｌｉ
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ 说明书的步骤进行。Ｗｅｌｌｓｃａｎ
ＭＫ３酶标仪购自芬兰Ｌａｂｓｙｓｔｅｍｓ公司。

１．２　免疫印迹分析检测整合素β１、Ａｋｔ、ｐＡｋｔ蛋白
的表达　用ＲＩＰＡ 裂解液裂解ＰＣ９和ＰＣ９／Ｇ细
胞，采用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法检测总蛋白浓度，每个样品调节
浓度至１μｇ／μｌ。按免疫印迹操作说明进行蛋白电
泳操作，检测整合素β１、Ａｋｔ、ｐＡｋｔ的表达。用２００
ｍＡ恒流湿转 ＮＣ膜２～２．５ｈ，５％脱脂牛奶封闭

１ｈ，０．２％ ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ，分别加入

１１００稀释的一抗（整合素β１、Ａｋｔ、ｐＡｋｔ）４℃过夜，

０．２％ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ。加入对应的二
抗及ＧＡＰＤＨ内参３７℃孵育３０ｍｉｎ，洗膜后采用化
学发光法检测目的蛋白及内参的表达。

１．３　ＭＴＴ法检测细胞增殖抑制率　实验分为未转
染组、转染对照载体组（ｐｌａｓｍｉｄ０）和转染整合素干
涉载体组（ｐｌａｓｍｉｄ１）。将未转染的细胞按每孔３×
１０３个细胞、转染对照载体（ｐｌａｓｍｉｄ０）和整合素干扰
载体（ｐｌａｓｍｉｄ１）的细胞按每孔１×１０４个细胞接种于

９６孔板中，培养２ｈ后分别加入不同浓度（０、０．００１、

０．００５、０．０１、０．０５、０．５、５、１０、２０、４０μｍｏｌ／Ｌ）吉非替
尼、吉非替尼（浓度同上）＋ＬＹ２９４００２（２５μｍｏｌ／Ｌ）、
吉非替尼（浓度同上）＋ＰＤ９８０５９（２０μｍｏｌ／Ｌ）。继
续培养７２ｈ，实验终止前４ｈ加入２０μｌＭＴＴ溶液
（５ｍｇ／ｍｌ）。弃去每孔培养液，加２００μｌＤＭＳＯ，振
荡至结晶溶解，用 ＷｅｌｌｓｃａｎＭＫ３酶标仪测定５３０
ｎｍ波长处各孔光密度（Ｄ）值。设药物处理孔、细胞
对照孔和空白对照孔，各３个复孔，实验重复３次。
细胞增殖抑制率（％）＝［１－（药物处理孔Ｄ 值－空
白对照孔Ｄ值）／（细胞对照孔Ｄ 值－空白对照孔Ｄ
值）］×１００％。按Ｂｌｉｓｓ法计算半数抑制浓度（ＩＣ５０）。

１．４　细胞凋亡检测　（１）未转染细胞用ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／

ＰＩ试剂盒进行凋亡检测。用ＥＰＩＣＳＸＬ型流式细胞
仪（ＢｅｃｈｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司）检测凋亡细胞并计算凋亡
细胞比例（％）。（２）转染细胞用ＴＵＮＥＬ试剂盒进行
凋亡检测。凋亡结果判定标准：凋亡细胞核呈棕黄
色，并出现凋亡形态学特征。在４００倍光镜下，随机选
择１０个视野并计数１０００个肿瘤细胞，记录凋亡细胞
数，并计算细胞凋亡指数（ＡＩ）。ＡＩ（％）＝（凋亡细胞
数／１０００）×１００％。

１．５　统计学处理　实验结果以珚ｘ±ｓ表示，用ＳＰＳＳ
１３．０统计软件包进行数据处理。组间比较采用方差
分析，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　吉非替尼耐药株中整合素β１表达水平增
高　免疫印迹分析检测结果（图１）显示，未转染的

ＰＣ９／Ｇ细胞的整合素β１表达水平高于未转染的

ＰＣ９细胞株，说明吉非替尼耐药株高表达整合
素β１。以整合素干扰载体（ｐｌａｓｍｉｄ１）转染后，ＰＣ９
和ＰＣ９／Ｇ细胞中整合素β１的表达与相应的脂质体
载体以及转染对照载体组相比均受到抑制。

２．２　抑制整合素β１表达恢复吉非替尼耐药株的敏
感性　给予吉非替尼后，未转染组、转染对照载体组
（ｐｌａｓｍｉｄ０）、整合素β１干扰载体转染组（ｐｌａｓｍｉｄ１）
的ＰＣ９／Ｇ 细胞的ＩＣ５０分别为 （７．２９±０．３９）、
（６．８５±０．２５）、（０．０９±０．００６）μｍｏｌ／Ｌ，整合素β１干
扰载体转染组与其他两组相比差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。此外，ＰＣ９／Ｇ细胞转染整合素β１干扰
载体后，以０．０３μｍｏｌ／Ｌ的吉非替尼处理２４ｈ，细胞



第６期．邓沁芳，等．整合素β１信号通路参与非小细胞肺癌吉非替尼获得性耐药 ·５８７　　 ·

凋亡率增加，与未转染组和转染对照载体组比较差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，表１），说明ＰＣ９／Ｇ细胞
恢复了对吉非替尼的敏感性。

图１　ＰＣ９和ＰＣ９／Ｇ细胞株中整合素β１的表达

Ｆｉｇ１　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｎｔｅｇｒｉｎβ１ｉｎＰＣ９ａｎｄＰＣ９／Ｇｃｅｌｌｓ
Ｌａｎｅ１ａｎｄ２：ＵｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＰＣ９ａｎｄＰＣ９／Ｇｃｅｌｌｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；

Ｌａｎｅ３５：ＰＣ９ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００，ｐｌａｓｍｉｄ１
（ｓｉＩｎｔｅｇｒｉｎβ１）ａｎｄｐｌａｓｍｉｄ０ （ｓｃｒａｍｂｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅ），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；

Ｌａｎｅ６８：ＰＣ９／Ｇｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００，ｐｌａｓｍｉｄ

１ａｎｄｐｌａｓｍｉｄ０，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

表１　吉非替尼 （０．０３μｍｏｌ／Ｌ）对ＰＣ９和

ＰＣ９／Ｇ细胞株凋亡的影响

Ｔａｂ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｇｅｆｉｔｉｎｉｂ（０．０３μｍｏｌ／Ｌ）ｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ｏｆＰＣ９ａｎｄＰＣ９／Ｇｃｅｌｌｓ
ｎ＝３，珚ｘ±ｓ，％

Ｇｒｏｕｐ ＰＣ９ ＰＣ９／Ｇ

Ｕｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ２３．２±０．９２ ６．５±０．４０

Ｐｌａｓｍｉｄ０（ｓｃｒａｍｂｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅ） ２１．０±０．８７ ７．６±０．２５

Ｐｌａｓｍｉｄ１（ｓｉＩｎｔｅｇｒｉｎβ１） ３８．０±１．６１ ２１．４±０．７６

　Ｐ＜０．０５ｖｓｐｌａｓｍｉｄ１ｇｒｏｕｐ

２．３　吉非替尼耐药株中Ａｋｔ呈持续激活状态　ＰＣ
９细胞中不同浓度（０．０２、０．２、２μｍｏｌ／Ｌ）吉非替尼
对ｐＡｋｔ的抑制作用呈剂量依赖性，表明在敏感株
中Ａｋｔ的活化依赖ＥＧＦＲ信号；不同浓度吉非替尼
对未转染ＰＣ９／Ｇ细胞ｐＡｋｔ的抑制作用弱于ＰＣ９
细胞（图２），说明吉非替尼耐药株中 Ａｋｔ处于非

ＥＧＦＲ依赖性的持续激活状态。对ＰＣ９／Ｇ细胞转
染整合素β１干扰载体后，干扰载体转染组的ｐＡｋｔ
表达水平降低（图３）。

２．４　ＰＩ３Ｋ抑制剂能恢复吉非替尼耐药株的敏感
性　用不同浓度（０、０．００１、０．００５、０．０１、０．０５、０．５、

５、１０、２０和４０μｍｏｌ／Ｌ）的吉非替尼联合ＰＩ３Ｋ抑制
剂ＬＹ２９４００２（２５μｍｏｌ／Ｌ）分别处理ＰＣ９和ＰＣ９／Ｇ
细胞。吉非替尼联合ＬＹ２９４００２后，ＰＣ９细胞的未
转染组、转染对照载体组（ｐｌａｓｍｉｄ０）、整合素β１干扰
载体转染组（ｐｌａｓｍｉｄ１）的ＩＣ５０均下降，细胞凋亡率
增加，较吉非替尼单独处理组差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５，表２）。ＰＣ９细胞的整合素β１干扰载体
转染组（ｐｌａｓｍｉｄ１）的ＩＣ５０下降幅度更大，表明在

ＰＣ９细胞中存在ＰＩ３Ｋ上调，ＰＩ３Ｋ活化主要由ＥＧ
ＦＲ信号通路介导。

　　吉非替尼联合ＬＹ２９４００２后，ＰＣ９／Ｇ细胞的未
转染组、转染对照载体组（ｐｌａｓｍｉｄ０）的ＩＣ５０均下降，
细胞凋亡率增加，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；吉
非替尼联合ＬＹ２９４００２与单独吉非替尼处理整合素

β１干扰载体转染组（ｐｌａｓｍｉｄ１）的ＩＣ５０及凋亡率相
似，差异无统计学意义（表２），表明细胞恢复了对吉
非替尼的敏感性。

　　ＥＲＫ抑制剂ＰＤ９８０５９（２０μｍｏｌ／Ｌ）联合吉非替
尼（０、０．００１、０．００５、０．０１、０．０５、０．５、５、１０、２０、４０

μｍｏｌ／Ｌ）或单用吉非替尼后，ＰＣ９和ＰＣ９／Ｇ的各
组细胞的ＩＣ５０无明显降低，细胞的凋亡率无明显增
加（表２）。

图２　吉非替尼对ＰＣ９（Ａ）和ＰＣ９／Ｇ（Ｂ）细胞株

Ａｋｔ信号通路的影响

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｇｅｆｉｔｉｎｉｂｏｎＡｋｔ

ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎＰＣ９（Ａ）ａｎｄＰＣ９／Ｇ（Ｂ）ｃｅｌｌｓ

图３　转染整合素β１干扰载体对

ＰＣ９／Ｇ细胞株中ｐＡｋｔ表达的影响

Ｆｉｇ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｉｎｔｅｇｒｉｎβ１ｄｅｐｌｅｔｅｄｂｙＲＮＡｉｏｎ

ｐｈｏｓｐｈｏＡｋｔ（ｐＡｋｔ）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＰＣ９／Ｇｃｅｌｌｓ
Ｌａｎｅ１：ＵｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＰＣ９／Ｇｃｅｌｌｓ；Ｌａｎｅ２：ＰＣ９／Ｇｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔ

ｅｄｗｉｔｈｐｌａｓｍｉｄ０（ｓｃｒａｍｂｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅ）；Ｌａｎｅ３：ＰＣ９／Ｇｃｅｌｌｓｔｒａｎｓ

ｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐｌａｓｍｉｄ１（ｓｉＩｎｔｅｇｒｉｎβ１）

３　讨　论

　　ＥＧＦＲＴＫＩ靶向治疗 ＮＳＣＬＣ在临床上显示出
较好的疗效和较低的毒副反应［１２］，与传统的化疗相
比具有显著的优越性。然而，多数ＥＧＦＲＴＫＩ治疗
有效的ＮＳＣＬＣ患者易复发，中位疾病进展时间仅有

６～１２个月［１２］。目前ＥＧＦＲＴＫＩ耐药机制研究主
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要集中在以下方面：ＥＧＦＲ基因２０外显子获得性突
变、下游效应分子的结构性活化、ＥＭＴ现象与原发
性耐药相关；ｃＭＥＴ基因扩增、血管生成增加及肿

瘤微环境参与耐药等［１３１５］。但这些机制尚不能完全
解释ＮＳＣＬＣ对ＥＧＦＲＴＫＩ的耐药。

表２　吉非替尼联合ＬＹ２９４００２／ＰＤ９８０５９或单用吉非替尼对ＰＣ９和ＰＣ９／Ｇ细胞增殖和凋亡的影响

Ｔａｂ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｇｅｆｉｔｉｎｉｂｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔＬＹ２９４００２ｏｒＰＤ９８０５９ｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＰＣ９ａｎｄＰＣ９／Ｇｃｅｌｌｓ
ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ

ＩＣ５０ｃＢ／（μｍｏｌ·Ｌ１）

Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ＋
ＬＹ２９４００２

Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ＋
ＰＤ９８０５９

Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅａ（％）

Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ＋
ＬＹ２９４００２

Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ＋
ＰＤ９８０５９

ＰＣ９

　Ｕｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ０．０４±０．０１ ０．００２０±０．０００８ ０．０４３±０．００７６ ４．５±０．２２ ２１．０±０．８５ ５．２±０．４３

　Ｐｌａｓｍｉｄ０（ｓｃｒａｍｂｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅ） ０．０４±０．０２ ０．００２４±０．０００７ ０．０４７±０．００７５ ４．８±０．３０ ２１．４±０．７６ ５．８±０．５０
　Ｐｌａｓｍｉｄ１（ｓｉＩｎｔｅｇｒｉｎβ１） ０．０７±０．０１４０．００１４±０．０００６ ０．００９±０．０００４ ８．５±０．４１ ２３．２±０．７９ ８．８±０．６６
ＰＣ９／Ｇ

　Ｕｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ７．２９±０．３９ ０．０９２±０．００５ ６．４３±０．３１ ６．７±０．３６ ２１．０±０．８１ ６．４±０．５３

　Ｐｌａｓｍｉｄ０（ｓｃｒａｍｂｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅ） ６．８５±０．２５ ０．０９８±０．００９ ６．３７±０．２１ ６．６±０．５１ ２２．４±１．１０ ６．２±０．４２
　Ｐｌａｓｍｉｄ１（ｓｉＩｎｔｅｇｒｉｎβ１） ０．０９±０．００６ ０．０８７±０．００４ ０．０８５±０．００８ ２４．０±１．１２ ２６．０±０．９１ ２３．２±１．４１

　ａ：ＰＣ９ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ０．００１μｍｏｌ／Ｌｇｅｆｉｔｉｎｉｂｆｏｒ２４ｈａｎｄＰＣ９／Ｇｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ０．０１μｍｏｌ／Ｌｇｅｆｉｔｉｎｉｂｆｏｒ２４ｈ．Ｃｏｎｃｅｎｔｒａ

ｔｉｏｎｓｏｆＬＹ２９４００２ａｎｄＰＤ９８０５９ｗｅｒｅ２５μｍｏｌ／Ｌａｎｄ２０μｍｏｌ／Ｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｐ＜０．０５ｖｓｇｅｆｉｔｉｎｉｂｇｒｏｕｐ

　　整合素是由α和β亚基组成的异源双体跨膜蛋
白，介导细胞细胞外基质的黏附。此外，整合素在
信号转导中也发挥关键作用，包括由整合素直接介
导的细胞内信号成分的级联激活以及由整合素调控

的生长因子触发的信号转导过程，而且后一种方式
可能更加重要［１６］。除了直接激活胞内信号分子，整
合素还通过与酪氨酸激酶受体联合的方式介导信号

传递［１７］。本课题组前期研究结果显示，整合素β１信
号通路不仅与化疗耐药有关，也与ＮＳＣＬＣ对ＥＧＦＲ
靶向药物的耐药有关［９１０］。在本研究中，我们发现

ＲＮＡ干扰抑制整合素β１表达后能恢复ＰＣ９／Ｇ对
吉非替尼的敏感性，进一步证实了整合素β１参与

ＮＳＣＬＣ对ＥＧＦＲＴＫＩ耐药。

　　整合素直接介导的信号转导是通过整合素与酪
氨酸磷酸化的局灶黏附激酶（ｆｏｃａｌａｄｈｅｓｉｏｎｋｉｎａｓｅ，

ＦＡＫ）的结合激活胞内信号通路［１８］。在这一信号转
导过程中，最关键的是ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ和促分裂原活化
蛋 白 激 酶 （ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ，

ＭＡＰＫ）途径，两者均在肿瘤发生以及肿瘤耐药中起
关键作用［１９］。近来有研究报道，整合素β１能在不依
赖ＦＡＫ和ＥＧＦＲ的情况下激活 Ａｋｔ［２０２１］。本研究
发现，吉非替尼耐药株ＰＣ９／Ｇ的ｐＡｋｔ水平高于

ＰＣ９细胞，提示ＰＣ９／Ｇ细胞株存在非ＥＧＦＲ依赖
性的 Ａｋｔ激活。ＲＮＡ 干扰抑制整合素β１表达后

Ａｋｔ的磷酸化水平显著降低，提示耐药株中 Ａｋｔ的
持续激活与整合素β１有关。本研究进一步发现吉非
替尼联合ＰＩ３Ｋ抑制剂ＬＹ２９４００２处理耐药株，细胞
增殖率下降伴随凋亡率增加，其程度与单独使用吉

非替尼处理ＲＮＡ干扰抑制整合素表达细胞株的结
果类似。结果提示ＰＣ９／Ｇ中整合素β１ 主要通过

ＰＩ３Ｋ持续激活补偿降低的ＥＧＦＲ信号，从而介导

ＥＧＦＲＴＫＩ耐药。而ＥＲＫ抑制剂ＰＤ９８０５９单独使
用或联合吉非替尼后，各组细胞的增殖率无明显降
低，细胞凋亡率无明显增加。结果提示整合素β１介
导的吉非替尼耐药与 ＰＩ３Ｋ 信号途径有关，而与

ＥＲＫ途径无关。

　　Ａｋｔ磷酸化能够正向调节 ＮＦκＢ，反向调节如

Ｂａｄ、ｃａｓｐａｓｅ９和ｆｏｒｋｈｅａｄ转录因子等数个凋亡前
体，所以上述的任何一种下游分子均可能参与了整
合素β１介导的肿瘤耐药

［２２］。我们的前期研究中，基
因芯片分析结果提示在ＰＣ９／Ｇ细胞株中存在ＮＦ
κＢ的高表达［１１］，而 ＮＦκＢ的主要生理功能之一是
通过诱导凋亡抑制基因的转录而发挥抗凋亡作用，
这或许提示了一种可能：ＰＣ９／Ｇ细胞中 Ａｋｔ持续
激活正向调节 ＮＦκＢ的高表达赋予吉非替尼耐药
株更大的生存优势。

　　综上所述，本研究的结果显示耐药株中高表达
的整合素β１是通过下游的ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路持续
激活参与了ＮＳＣＬＣ获得性吉非替尼耐药。从而可
以预测，在将来联合靶向整合素β１以及ＥＧＦＲ的治
疗药物是克服此类耐药的可选策略。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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