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粒状头样蛋白 2 下调诱导上皮间质转化促进肿瘤细胞对吉非替尼耐药
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[摘要] 目的 探讨粒状头样蛋白 2（GRHL2）在肿瘤靶向治疗药物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和可能机制。方法　利用吉非替尼浓度逐步递增的体外诱导方法培养

人结直肠癌细胞 DiFi 和人肺腺癌细胞 HCC4006，获得吉非替尼耐药细胞株。通过 RNA 测序方法筛选在耐药细胞

株与其亲代细胞中差异表达的基因并进行实时荧光定量 PCR 验证。使用 pcDNA3.1-GRHL2 质粒转染耐药细胞株

使 GRHL2 过表达，用 CCK-8 法检测细胞对吉非替尼的敏感性。采用蛋白质印迹法检测耐药细胞株中上皮标志物 
E-cadherin 和间质标志物 Vimentin 的表达变化，并通过 CellMinerTM 数据库分析 60 株人肿瘤细胞系中 GRHL2 表达与 

E-cadherin 和 Vimentin 表达的关系。结果　成功获得 DiFi 和 HCC4006 的耐药细胞株。通过 RNA 测序和实时荧光

定量 PCR 验证发现 GRHL2 在耐药细胞株中表达下调，而在耐药细胞株中过表达 GRHL2 后细胞恢复了对吉非替尼

的敏感性。蛋白质印迹分析表明耐药细胞株中上皮标志物 E-cadherin 表达下调，而间质标志物 Vimentin 表达上调；

CellMinerTM 数据库分析表明 GRHL2 的表达与 E-cadherin/Vimentin 比值高度一致。结论　GRHL2 表达下调通过诱导

上皮间质转化介导肿瘤细胞对吉非替尼的耐药。
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Down-regulation of grainyhead-like protein 2 promotes drug resistance of tumor cell to gefitinib by inducing 
epithelial-mesenchymal transformation
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[Abstract]　Objective　To explore the role and possible mechanism of grainyhead-like protein 2 (GRHL2) down-
regulation in acquired drug resistance to tumor-targeted therapeutic drug gefitinib, an epidermal growth factor receptor 
tyrosine kinase inhibitor (EGFR-TKI). Methods　Human colon cancer cell line DiFi and human lung adenocarcinoma cell 
line HCC4006 were cultured in a stepwise increasing concentration of gefitinib to obtain gefitinib-resistant cell lines. The 
differentially expressed genes between gefitinib-resistant cell lines and parent cells were selected by RNA sequencing and 
verified by real-time fluorescent quantitative PCR (qRT-PCR). The pcDNA3.1-GRHL2 plasmid was transfected into the 
gefitinib-resistant cell lines to overexpress GRHL2, and the sensitivity of the cells to gefitinib was detected by CCK-8 method. 
The expression of epithelial marker (E-cadherin) and mesenchymal marker (Vimentin) in the gefitinib-resistant cells was 
detected by Western blotting. The relationship between GRHL2 expression and expression of E-cadherin and Vimentin in 60 
human tumor cell lines was analyzed by CellMinerTM database. Results　We successfully obtained two gefitinib-resistant cell 
lines. RNA sequencing and qRT-PCR confirmed that the expression of GRHL2 in the gefitinib-resistant cells was decreased, 
while the sensitivity of the cells to gefitinib was restored after overexpressing GRHL2 in the gefitinib-resistant cells. Western 
blotting analysis showed that the E-cadherin expression was decreased and the Vimentin expression was increased in the 
gefitinib-resistant cell line. CellMinerTM database analysis showed that the expression of GRHL2 was highly consistent with 
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the ratio of E-cadherin to Vimentin. Conclusion　Down-regulation of GRHL2 mediates drug resistance of tumor cell to 
gefitinib by inducing epithelial-mesenchymal transition. 
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随着对肿瘤信号转导研究的不断深入，针对

细胞受体、细胞周期和血管生成等性状的靶向治

疗已成为继手术、放射治疗和化学治疗后的重要

治疗方式[1]。迄今为止，很多靶向药物已经在临床

中起到了极其重要的作用，有些已经按照循证医

学原则被纳入国际肿瘤学界的标准治疗方案和规

范[2]。但是，正是由于靶向治疗仅仅针对一个或几

个信号转导通路，只有少数患者适合接受靶向治

疗并从中获益；而且即便是靶向治疗初期效果明

显的患者，随着治疗时间的延长也可能会出现获

得性耐药而最终治疗失败[3]。

表 皮 生 长 因 子 受 体 酪 氨 酸 激 酶 抑 制 剂

（epidermal growth factor receptor-tyrosine kinase 
inhibitor，EGFR-TKI）被广泛应用于非小细胞

肺癌等肿瘤的治疗，但多数患者在用药半年到 
2 年内会发生耐药 [4]。目前已发现表皮生长因子

受体（epidermal growth factor receptor，EGFR）

T790M 突变、MET 原癌基因扩增等耐药机制，

但这些机制仅能解释 60%～70% 的耐药突变，仍

有 30%～40% 的患者耐药机制不明[4]。粒状头样

蛋白 2（grainyhead-like protein 2，GRHL2）是粒

状头样家族成员之一，近年研究表明，GRHL2 
下调可促进肿瘤细胞的上皮间质转化（epithelial-
mesenchymal transition，EMT），而 EMT 与肿瘤

耐药密切相关 [5]。本研究利用浓度逐步递增的体

外诱导方法[6-7]获得了 EGFR-TKI 耐药的肿瘤细胞

株，分析 GRHL2 在耐药细胞株中的表达及其与 
EMT 的关系，为探讨 EGFR-TKI 耐药的关键基因

和相关耐药机制提供依据。

1　材料和方法

1.1　细胞株与主要试剂　人结直肠癌细胞 DiFi 和
人肺腺癌细胞 HCC4006 购自南京科佰生物科技

有限公司；DMEM、RPMI 1640 培养液和胎牛血

清（fetal bovine serum，FBS）购自美国 Hyclone 
公司；CCK-8 试剂盒购自日本同仁化学公司；

E-cadherin、Vimentin、GRHL2 抗体购自 Sigma-
Aldrich 公司；β-actin 抗体购于北京中杉金桥生

物技术有限公司；免疫印迹化学发光试剂购自美

国 Millipore 公司；吉非替尼购自英国阿斯利康

公司。脂质体转染试剂 LipofectamineTM 2000 购
自美国 Thermo Fisher Scientific 公司。pcDNA3.1-
GRHL2 由本实验室构建。

1.2　细胞培养　DiFi 细胞培养于含 10% FBS 的 
DMEM 培养液中，HCC4006 细胞培养于含 10% 
FBS 的  RPMI 1640 培养液中，培养条件均为  
37 ℃、5% CO2。在倒置显微镜下观察细胞形态及

生长状态，每隔 1～2 d 传代 1 次，取对数生长期

细胞进行实验。

1.3　耐药细胞株的建立　采用剂量逐步递增的

方法 [6-7]体外诱导耐药细胞株。取对数生长期的 
DiFi 细胞和 HCC4006 细胞，加入含吉非替尼的

培养液，吉非替尼从低浓度 20 nmol/L 开始，敏

感细胞逐渐死亡，弃去培养液，用磷酸盐缓冲液

（phosphate buffer saline，PBS）漂洗 3 次后，

换不含药物的新鲜培养液继续培养至对数期。逐

渐提高吉非替尼的浓度，通过反复诱导、换液传

代，经过 8 个月筛选，直至细胞能够在 1.0 μmol/L 
吉非替尼中稳定生长，最终得到耐药细胞株 DiFi-
GR、HCC4006-GR1 和 HCC4006-GR2。
1.4　CCK-8 法检测细胞的耐药性　取对数生长期

的细胞，加入胰酶消化成单细胞悬液，调整细胞

密度至 4×104/mL，将细胞接种于 96 孔板，每孔

100 μL，培养 24 h 后吸弃培养液，将含不同浓度

吉非替尼的新鲜培养液加入培养孔。培养 48 h 后
吸弃培养液并用 PBS 清洗，每孔加入 100 pL 含
10% CCK-8 的培养液并于 37 ℃ 孵箱中避光孵育 
1.5 h。取出培养板，用酶标仪测定 450 nm 波长

处各孔光密度（D）值，绘制细胞生长曲线，计

算药物作用后细胞的半数抑制浓度（half maximal 
inhibitory concentration，IC50）。

1.5　RNA 测序分析细胞转录组差异　取对数生长
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期的 DiFi 细胞与耐药细胞株 DiFi-GR、HCC4006 
细胞与耐药细胞株 HCC4006-GR1，委托欧易生物

技术有限公司进行 RNA 测序，提取出差异表达基

因（标准为差异倍数≥1.3 且 P＜0.05）并进行聚

类分析。利用实时荧光定量 PCR 对差异表达基因

进行验证。

1.6　耐药细胞株中  GRHL2 拯救实验　培养耐

药细胞株 DiFi-GR、HCC4006-GR1 至对数生长

期，经胰酶消化后传代至 6 孔板，24 h 后利用 
LipofectamineTM 2000 转染 pcDNA3.1-GRHL2 质
粒，以  pcDNA3.1 空载体转染作为阴性对照。

转染后 24 h 传代到 96 孔板，加入含不同浓度

吉非替尼的培养液。用蛋白质印迹法检测细胞

中 GRHL2 的表达，CCK-8 法检测 DiFi-GR 和 
HCC4006-GR1 细胞过表达  GRHL2 后的耐药 
情况。

1.7　蛋白质印迹法检测 EMT 标志物 E-cadherin、
Vimentin 的表达　取对数生长的 HCC4006 细胞、

DiFi 细胞及相应的耐药细胞株，消化后计数并调

整细胞密度，以每孔 2×105 个细胞的密度接种于 
6 孔板中，将培养板置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中

培养 24 h 至其生长良好后，收集细胞。先用预冷

的 PBS 洗 2 次，裂解细胞 1 h，提取细胞总蛋白，

收集于离心管中，沸水煮 10 min，－20 ℃ 保存备

用。以每个样品 30 μg 的蛋白量上样，在 10% 分
离胶、5% 浓缩胶的十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝

胶中进行电泳，转膜后室温封闭 2 h。TBST 洗 3 
次，加入一抗缓慢摇动并孵育过夜。洗膜后加入用 
TBST 稀释的二抗，化学发光显色。

1.8　CellMinerTM 数据库分析 GRHL2 在 60 种细

胞系中的表达　利用 CellMinerTM 数据库[8]（https://
discover.nci.nih.gov/cellminer）分析 GRHL2 在美

国国立研究所 60 种人类肿瘤细胞系（NCI-60）中

的表达，并与 Park 等[9]通过蛋白质印迹法检测的 
NCI-60 中 EMT 标志蛋白 E-cadherin 与 Vimentin 
的比值进行比较。Park 等 [9]根据 E-cadherin 与
Vimentin 的比值将 NCI-60 细胞系分为 3 类：上皮

细胞表型、间质细胞表型和不确定型。

1.9　统计学处理　应用 GraphPad Prism 19.0 软件

进行统计学分析，数据以 x±s 表示，两组间的比

较采用独立样本 t 检验，多组间的比较采用单因素

方差分析。检验水准（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　吉非替尼耐药细胞株的筛选和建立　选择 2 
株对吉非替尼敏感的细胞系 DiFi 和 HCC4006，利

用浓度逐步递增的体外诱导法，获得了吉非替尼

耐药 DiFi 克隆和耐药 HCC4006 克隆各 2 个，其

中在 DiFi 的一个耐药克隆中发现 K-Ras 的扩增，

未做进一步研究；其余 3 个克隆均未发现 EGFR
（T790M）、K-Ras、BRAF（V600E）、PIK3A 
中常见的获得性耐药突变，也没有发现 MET 原癌

基因的扩增，提示可能存在其他的耐药机制，用

于后续研究。将获得的 3 株耐药细胞株分别命名

为 DiFi-GR、HCC4006-GR1 和 HCC4006-GR2。
采用 CCK-8 法检测耐药细胞对吉非替尼的敏感

性，发现耐药细胞在吉非替尼作用下的活力与对照

细胞相比明显增强。经计算，DiFi 细胞的 IC50 为 
52  nmol /L，耐药细胞株  DiFi -GR 的  IC 50 为 
1 600 nmol/L；HCC4006 细胞的 IC50 为 112 nmol/L，
耐药细胞株 HCC4006-GR1 和 HCC4006-GR2 的 
IC50 分别为 19 000 和 18 000 nmol/L。
2 . 2 　 亲 本 细 胞 和 耐 药 细 胞 差 异 表 达 基 因 的 
筛选　利用 RNA 测序的方法比较 DiFi 与 DiFi-
GR、HCC4006 与 HCC4006-GR1 的基因表达谱

差异，共获得 51 个共同的差异表达基因。对差

异表达基因进行聚类分析和实时荧光定量 PCR 验
证，发现癌基因 Ras 相关蛋白 Rab25、转录因子 
GRHL2 以及上皮相关分子 Claudin4 和 E-cadherin 
在吉非替尼耐药细胞株  DiFi-GR、HCC4006-
GR1、HCC4006-GR2 中表达下调，而间质标志蛋

白 Vimentin 和调控因子 ZEB1 表达上调（图 1）。

2.3　过表达 GRHL2 增强耐药细胞对吉非替尼的

敏感性　在 DiFi-GR 和 HCC4006-GR1 细胞中转

染 pcDNA3.1-GRHL2 质粒后，蛋白质印迹分析结

果表明细胞中 GRHL2 表达量明显升高，CCK-8 
实验结果表明细胞对吉非替尼的敏感性明显增强 
（图 2）。说明 GRHL2 是 DiFi-GR 和 HCC4006-
GR1 耐药的关键因子之一。

2.4　耐药细胞发生 EMT　利用蛋白质印迹法检

测 EMT 关键分子的表达，结果显示耐药细胞 DiFi-
GR、HCC4006-GR1、HCC4006-GR2 中上皮标志蛋

白 E-cadherin 表达下调，而间质标志蛋白 Vimentin 
表达上调（图 3）。证实耐药细胞发生了 EMT。
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图 2　过表达 GRHL2 增强 DiFi-GR 和 HCC4006-GR1 细胞对吉非替尼的敏感性

Fig 2　Overexpression of GRHL2 enhances sensitivity of DiFi-GR and HCC4006-GR1 cells to gefitinib
A: Gefitinib-resistant cell line DiFi-GR; B: Gefitinib-resistant cell line HCC4006-GR1. GRHL2: Grainyhead-like protein 2. *P＜0.05 

vs DiFi-GR cell or HCC4006-GR1 cell, respectively. n＝3, x±s

图 1　DiFi 和 HCC4006 细胞与相应的吉非替尼耐药细胞株差异表达基因的筛选

Fig 1　Differentially expressed gene screening in DiFi and HCC4006 cells and corresponding gefitinib-resistant cell lines
A: Clustering analysis; B: Quantitative real-time PCR. DiFi-GR and HCC4006-GR1 cells are the gefitinib-resistant cell lines. GRHL2: 

Grainyhead-like protein 2. *P＜0.05 vs DiFi cell or HCC4006 cell, respectively. n＝3, x±s

图 3　蛋白质印迹法检测 E-cadherin 和 Vimentin 在 DiFi-GR、HCC4006-GR1 和 HCC4006-GR2 细胞中的表达

Fig 3　Expression of E-cadherin and Vimentin in DiFi-GR, HCC4006-GR1 and HCC4006-GR2 cells by Western blotting
DiFi-GR, HCC4006-GR1 and HCC4006-GR2 cells are the gefitinib-resistant cell lines

2.5　GRHL2 表达下调与 EMT 表型密切相关　利

用 CellMinerTM 数据库分析 GRHL2 在 NCI-60 细
胞系中的表达，结果显示 GRHL2 的表达与 Park  

等[9]检测的 NCI-60 中 E-cadherin/Vimentin 的比值

高度一致（图 4）。表明 GRHL2 表达下调可能是

耐药细胞发生 EMT 进而耐药的原因。
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3　讨　论

目前比较明确的 EGFR-TKI 耐药机制主要有 

2 种：50% 的获得性耐药与 EGFR 的 T790M 突变

有关[10]，15%～20% 与 MET 的扩增有关[11]。另外

有研究发现，EGFR 相关信号通路中 K-Ras 突变、

PTEN 表达缺失、AKT 和 MAPK 的异常活化等也

与吉非替尼的反应性有关 [7]。EGFR 家族的其他

成员（如 HER-2 和 HER-3）和其他生长因子受体

（如 IGFR-1和 PDGFR）的突变和（或）活性增强

在耐受机制中也发挥了重要作用[12]，但这些突变所

占的比例较小，目前仍有 30%～40% 的患者耐药

机制不明[4]。

为了探讨  EGFR-TKI 耐药的关键基因和耐

药机制，本研究选择了 2 种对吉非替尼敏感的细

胞系：结直肠癌细胞系 DiFi（高表达 EGFR，野

生型，K-Ras、BRAF 和 PIK3CA 均为野生型）

和 HCC4006 肺癌细胞系 [高表达 EGFR，敏感型

突变（exon19del L747～E749），K-Ras 为野生 

型][13]，利用低剂量递增的体外诱导法[6-7]获得吉非

替尼耐药的 DiFi 克隆和 HCC4006 克隆各 2 个，

其中 DiFi 的一个耐药克隆中发现 K-Ras 扩增，其

余 3 个克隆均未发现 EGFR（T790M）、K-Ras、

BRAF（V600E）、PIK3A 中常见的获得性耐药突

变，也没有发现 MET 原癌基因的扩增，提示可能

存在其他的耐药机制。

图 4　GRHL2 表达与 NCI-60 细胞系的 EMT 表型相一致

Fig 4　GRHL2 expression is consistent with EMT phenotype of NCI-60 cell lines
The ratio of E-cadherin to Vimentin was examined by Park, et al[9], and the GRHL2 expression was available at CellMinerTM database 

(https://discover.nci.nih.gov/cellminer/CellMiner). GRHL2: Grainyhead-like protein 2; EMT: Epithelial-mesenchymal transition
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利用 RNA 测序的方法对 DiFi 与 DiFi-GR、

HCC4006 与 HCC4006-GR1 的基因表达谱进行研

究，共获得了 51 个共同的差异表达基因。进一步

对差异表达基因的功能进行聚类分析，发现了一

个重要的转录因子 GRHL2，经实时荧光定量 PCR 

验证，该分子在耐药细胞株 DiFi-GR、HCC4006-

GR1 和 HCC4006-GR2 中均表达下调；而 GRHL2 

拯救实验发现在耐药细胞中过表达 GRHL2 后细

胞恢复了对吉非替尼的敏感性。说明 GRHL2 是 

DiFi-GR、HCC4006-GR1 和 HCC4006-GR2 耐药的

关键因子之一。

近年来研究发现，EMT 是西妥昔单抗耐药的

机制之一[14]。Fuchs 等[15]将 12 种人肝癌细胞系根

据上皮细胞标志分子 E-cadherin 和间质细胞标志分

子 Vimentin 的表达分为上皮和间质样细胞系，发

现上皮细胞系对 EGFR 抑制剂西妥昔单抗、吉非

替尼敏感，而间质细胞系对上述药物不敏感，进

一步研究发现间质细胞系能够不依赖于 EGFR 而

激活下游 AKT 和 STAT3 信号转导途径。类似的，

Basu 等[16]发现，间质样头颈癌细胞系中 EGFR 的

表达降低，激活 AKT 和 ERK 信号转导途径产生耐

药。Frederick 等[17]的研究也表明，检测头颈癌和

非小细胞肺癌细胞系 EMT 标志分子 E-cadherin、

claudin-4 和 claudin-7 的表达能够预测细胞对吉非

替尼的敏感性。

GRHL2 是粒状头样蛋白 3 个家族成员之一，

参与调控胚胎发育、上皮细胞分化、表皮屏障形

成以及表皮损伤修复等一系列重要生命过程[18]，

并可通过靶向上皮表型基因 E-cadherin 和 Cludin-4 

调控上皮顶端连接复合体的形成[19]。由于细胞损

伤修复与 EMT 具有很多类似的特性[20]，而 Cieply  

等[21]也报道了 GRHL2 在乳腺癌间质样上皮细胞

中表达降低。本研究利用 CellMinerTM 数据库 [8]

（http://discover.nci.nih.gov/cellminer/）分析了 

GRHL2 的表达，结果发现 GRHL2 的表达与 NCI-

60 细胞系的上皮和间质表型高度[9]一致。因此，

GRHL2 表达下调促进细胞的 EMT 可能是其耐药

机制之一。

总之，本研究结果提示，GRHL2 可能是 DiFi-

GR、HCC4006-GR1 和 HCC4006-GR2 对吉非替尼

耐药的关键因子。GRHL2 表达下调可能通过诱导 

EMT 促进肿瘤细胞对吉非替尼耐药，但 GRHL2 

调控 EMT 的分子机制及相关信号通路尚需进一步

深入研究。
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