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摘要 目的 建立人非小细胞肺癌吉非替尼 ( Gefitinib) 耐

药的细胞株 PC9 /Gefitinib，并研究其可能的耐药机制。方法

采用体外浓度梯度递增的诱导方法建立 Gefitinib 获得性

耐药细胞株 PC9 /Gefitinib; MTT 法计算出 PC9 和 PC9 /Ge-
fitinib 的半数抑制浓度 ( IC50 ) 和耐药指数 ( ＲI) 及 PC9 /Ge-
fitinib 细胞对多西他赛、培美曲塞及吉西他滨的敏感性; 流式

细胞仪检测其细胞周期分布; Western blot 法检测 p-AKT 和

Bcl-2 蛋白的表达。结果 建立了对 Gefitinib 耐药的 PC9 /
Gefitinib 细胞株，其 ＲI 是亲代 PC9 的 106. 95 倍，且 PC9 /Ge-
fitinib 细胞株对化疗药物多西他赛的敏感性增加，而对培美

曲塞表现出轻度耐药。耐药前后 2 种细胞株的 G0 /G1 期、S
期差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) ，G2 /M 期差异无统计学意

义。与 PC9 细胞相比，PC9 /Gefitinib 中 Bcl-2 蛋白表达升高，

而 p-AKT 表达水平下降。结论 成功建立一株耐 Gefitinib

的人非小细胞肺癌细胞株 PC9 /Gefitinib，推测其耐药机制与

Bcl-2 蛋白表达升高及 p-AKT 表达下降有关。
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肺癌是全球癌症相关性死亡的主要原因，其中

非小细胞肺癌 ( non-small cell lung cancer，NSCLC )

是肺 癌 中 最 常 见 的 类 型，占 所 有 肺 癌 的 80% ～
85%［1］。化疗作为晚期 NSCLC 的主要治疗手段，其

疗效已达到了平台期，很难进一步提高患者的生存

率［2 － 3］。随着肺癌分子靶向治疗的深入研究，以表

皮生长因子受体 ( epidermal growth factor receptor，
EGFＲ) 为靶点的小分子酪氨酸激酶抑制剂 ( tyrosine
kinase inhibitor，TKI ) 吉非替尼 ( Gefitinib ) 在含有

EGFＲ 突变的晚期 NSCLC 患者的临床治疗中疗效

显著［4 － 5］。然而，即使对 Gefitinib 初始治疗敏感的

NSCLC 患者，在治疗 1 年后仍不可避免的出现获得

性耐药，最终导致肿瘤复发［6］。该研究使用对 Ge-
fitinib 高度敏感的肺腺癌细胞株 PC9，通过体外诱导

对 Gefitinib 产生获得性耐药，建立 PC9 /Gefitinib 耐

药细胞株，并研究其可能耐药机制。

1 材料与方法

1． 1 实验材料 DMEM 培养液和胎牛血清购自美

国 Hyclone 公 司; 二 甲 基 亚 砜 ( DMSO ) 、碘 化 丙 啶

( PI) 和 MTT 购自美国 Sigma 公司; p-AKT、AKT 抗

体购自美国 CST 公司; Bcl-2、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 ECL 购自美国 Millipore 公司; 人 NSCLC PC9 细胞

株由广东省医学科学院( 广东省肺癌研究所) 惠赠;

Gefitinib 由英国阿斯利康公司惠赠; 盐酸吉西他滨

由美国礼来公司惠赠; 多西他赛购自江苏恒瑞医药

有限公司; 培美曲塞购自齐鲁制药有限公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 细胞培养 PC9 细胞培养于含 10% 胎牛血

清、100 U /ml 青霉素、100 μg /ml 链霉素的 DMEM
培养液，培养于 37 ℃、5% CO2 的恒温培养箱中，倒

置显微镜下观察细胞形态及生长状态，每 1 ～ 2 d 传

代一次，取对数生长期细胞进行实验。
1． 2． 2 耐药细胞株 PC9 /Gefitinib 的建立 采用体

外逐步递增浓度方法诱导。取对数生长期的 PC9
细胞加入含 Gefitinib 的培养液，Gefitinib 从低浓度

10 nmol /L( 1 /2 IC50浓度) 开始，作用 24 h，敏感细胞

逐渐死亡，弃去培养液，用 PBS 缓冲液洗 3 遍，换新

鲜培养液，耐药细胞在不含药物的培养液中继续培

养至对数期，逐渐提高 Gefitinib 的浓度，如此反复诱

导，换液传代，直至该细胞株能够在 1. 0 μmol /L Ge-
fitinib 浓度下稳定生长。历时 6 个月，最终得到耐

受 Gefitinib 1. 0 μmol /L 的细胞株。
1． 2． 3 MTT 法检测 PC9 /Gefitinib 耐药指数( resist-
ance index，ＲI) 及药物敏感性 取对数生长期的细

胞，用胰酶消化，制成单细胞悬液，并调整细胞浓度

至 3. 5 × 104 个 /ml，接种于 96 孔板，每孔接种 100
μl，置于恒温培养箱中，孵育过夜，吸出原培养液，加

入用培养液稀释的不同浓度各种药物 200 μl，记为
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实验组。每个药物浓度设置 6 个复孔，同时设置空

白对照组( 仅含培养基不含细胞) 、细胞对照组( 仅

含细胞和培养液不含药物) 。培养 72 h 后，加入 5
mg /ml MTT 溶液 20 μl，置于培养箱中培养 4 h，用 1
ml 注射器小心吸出培养基，加入 150 μl DMSO，震荡

10 min 使结晶溶解，用酶标仪测定 490 nm 波长处吸

光度值 ( OD) ，计算生长抑制率。生长抑制率 =［

( 细胞对照组 OD 值 － 实验组 OD 值) / ( 细胞对照组

OD 值 － 空白对照组 OD 值) ］× 100%。根据生长抑

制率，采用 SPSS 16. 0 软件计算药物半数抑制浓度

( IC50 ) 。ＲI = 耐药细胞 IC50 / 亲本细胞 IC50。实验

至少重复 3 次。
1． 2． 4 流式细胞仪细胞周期测定 取对数生长期

的 PC9 和 PC9 /Gefitinib 细胞，调整细胞浓度为 1 ×
104 个 /ml，分别接种于 6 孔板中，待细胞生长至约

90%时收集细胞，800 r /min 离心沉淀后用冷 PBS
洗 2 次，加入 75%冰乙醇 4 ℃固定过夜，次日 800 r /
min 离心，弃上清液，冷 PBS 洗 2 次，加入 PI 染液，

避光作用 30 min，上流式细胞仪检测，用 ModFit 软

件分析细胞周期分布。
1． 2． 5 Western blot 检测 p-AKT、AKT 和 Bcl-2 蛋白

表达 取对数生长期的细胞，以 1 × 105 个 /ml 接种

在 60 mm2 的培养皿内，待细胞长满后应用细胞裂

解液分别裂解 PC9、PC9 /Gefitinib 细胞，取上清液。
BCA 法测量样品中总蛋白浓度。取蛋白样品 ( 20
μg /孔) 加入 10% 聚丙烯酰胺凝胶，经电泳、转膜、
5%脱脂奶粉室温封闭 2 h，加入一抗 ( p-AKT、AKT
和 Bcl-2 按 1 ∶ 1 000 稀释) 4 ℃ 孵育过夜。TBST 洗

膜 3 次，加入相应二抗( 1 ∶ 5 000 稀释) ，常温孵育 1
h，最后转入暗室加 ECL 发光液，X 线片曝光。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 统计软件进行

分析，数据以珋x ± s 表示，两组样本均数比较采用 t 检

验。

2 结果

2． 1 形态学变化 诱导前细胞形态规则，生长良

好，贴壁生长，见图 1A; 在诱导耐药的过程中，细胞

形态不规则，表现为体积变大，呈长梭形，胞质颗粒

及空泡增多，见图 1B; 随着培养时间延长，细胞稳定

传代后，细胞形态渐渐恢复亲本细胞状态，见图 1C。
2． 2 PC9 /Gefitinib 的耐药程度及药物敏感性分析

MTT 法检测 PC9 和 PC9 /Gefitinib 对 Gefitinib 的

IC50分别为 ( 0. 023 ± 0. 003 ) 、( 2. 46 ± 0. 36 ) μmol /
L。PC9 /Gefitinib 细胞对 Gefitinib 的 ＲI 为 106. 95。

图 1 倒置显微镜下细胞形态变

化 × 200

A: PC9 亲本细胞; B: 耐药诱

导过程中( 诱导 1 个月后) 的 PC9

细胞; C: PC9 /Gefitinib 细胞

两种细胞株对其他 3 种化疗药物的敏感性，见表 1。
耐药细胞 PC9 /Gefitinib 对多西他赛的敏感性增加，

对培美曲塞的敏感性降低，对吉西他滨的敏感性和

亲本细胞无明显差别。

表 1 PC9 细胞和 PC9 /Gefitinib 细胞的药物敏感性( n = 3，珋x ± s)

药物
IC50 ( μmol /L)

PC9 PC9 /Gefitinib
ＲI

Gefitinib 0． 023 ± 0． 003 2． 460 ± 0． 360 106． 950
多西他赛 0． 002 2 ± 0． 000 41 0． 001 2 ± 0． 000 10 0． 530 00
培美曲塞 0． 24 ± 0． 016 0． 72 ± 0． 170 3． 00
吉西他滨 13． 43 ± 1． 01 14． 60 ± 0． 54 1． 08

2． 3 流式细胞仪检测细胞周期 PC9 细胞的 G0 /
G1 期 为 ( 64. 61 ± 3. 01 ) %，S 期 为 ( 23. 29 ±
0. 23) %，G2 /M 为 ( 12. 09 ± 3. 12 ) % ; PC9 /Gefitinib
细胞 G0 /G1 期为( 53. 36 ± 1. 41) %，S 期为( 40. 66 ±
1. 16) %，G2 /M 为 ( 5. 97 ± 2. 42 ) %，见图 2。PC9 /
Gefitinib 较亲本细胞相比 S 期增加 ( F = 3. 584，t =
25. 263，P ＜ 0. 01 ) ，G0 /G1 期 下 降 ( F = 2. 610，t =
5. 852，P = 0. 004) ，G2 /M 期改变差异无统计学意义

( F = 0. 289，t = 2. 679，P = 0. 055) 。
2． 4 Western blot 检 测 蛋 白 表 达 与 亲 本 细 胞

PC9 相比，PC9 /Gefitinib 细胞中 Bcl-2 蛋白表达量明

显增加，而 p-AKT 的表达下降，耐药前后总 AKT 无

显著变化，见图 3。

3 讨论

Gefitinib 被批准作为肺癌治疗的靶向药物，主

要用于以铂类为基础的一线化疗失败的患者［7］。
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图 2 流式细胞术检测 PC9 和 PC9 /Gefitinib 的周期变化

A: PC9; B: PC9 /Gefitinib

图 3 PC9 和 PC9 /Gefitinib 细胞中 p-AKT、AKT、Bcl-2 蛋白的表达

1: PC9; 2: PC9 /Gefitinib

研究［8］显示，NSCLC 患者对 Gefitinib 的敏感性与肿

瘤是否含有 EGFＲ 基因激活突变密切相关，含有

EGFＲ 基因突变的患者，可明显获益于 Gefitinib 治

疗。但是，随着治疗时间的延长，尽管对 Gefitinib 初

期治疗敏感的 EGFＲ 激活突变的患者，都不可避免

的会出现获得性耐药［9］。

本研究通过体外递增药物浓度的方法建立耐

Gefitinib 的人 NSCLC 细胞株 PC9 /Gefitinib，其对 Ge-
fitinib 的 ＲI 为亲本细胞的 106. 95 倍。耐药前后，细

胞的形态学无明显变化，细胞周期分布发生改变，耐

药细胞处于增殖阶段( S 期) 的细胞比例高于亲本细

胞，而静止期 ( G0 /G1 期) 细胞比例较亲代减少，提

示耐药细胞 DNA 合成增加，细胞获得了更强的增殖

活性。PC9 /Gefitinib 细胞对不同化疗药物的敏感性

表现出对多西他赛的敏感性升高，而对培美曲塞的

敏感性降低，笔者推测，对 Gefitinib 初始治疗敏感患

者在出现耐药后选用多西他赛作为二线化疗药物可

能优于培美曲塞。
AKT 是 PI3K 信号通路下游的一个丝氨酸 /苏

氨酸蛋白激酶，具有抑制细胞凋亡和促进细胞增殖

的作用［10］。研究［11］显示，在多种肿瘤组织中都存

在 AKT 的过度表达和活化，并且肿瘤组织中 p-AKT
的表达水平与 Gefitinib 的治疗反应率及预后呈正相

关。Bcl-2 是 Bcl-2 家族中最主要的抗凋亡蛋白，在

抵御外界凋亡诱导刺激中起直接作用。Bcl-2 与凋

亡逃避和抗药性密切相关，高表达 Bcl-2 的肿瘤细

胞可通过抑制细胞凋亡而增强细胞的生存力［12 － 13］。
本研究中，与亲本细胞相比，耐药细胞的 Bcl-2 水平

明显升高，而 p-AKT 的表达水平明显下调，从而推

测所建 PC9 /Gefitinib 细胞的耐药机制可能和 p-AKT
表达水平下调及 Bcl-2 蛋白的表达上调有关。本研

究结果与 Koizumi et al［14］建立的 Gefitinib 耐药细胞

株 PC9 /ZD 的发现相似。
NSCLC Gefitinib 获得性耐药的机制在分子水平

上已经开展了广泛的研究，目前几个潜在的机制主

要包括: EGFＲ 基 因 二 次 突 变 学 说 ( 如 T790M 突

变) ，Met 受体酪氨酸激酶基因扩增以及其他受体酪

氨酸激酶的过度表达等［15］。本研究成功建立了耐

Gefitinib 人 NSCLC PC9 /Gefitinib 细胞株，初步探讨

了其耐药机制，但肿瘤细胞的耐药机制十分复杂，要

完全了解其耐药机制，尚需进一步研究。
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Establishment of a gefitinib-resistant human non-small
cell lung cancer cell line and investigation of

its resistance mechanism
Wu Min1，Yuan Yuan2，Pan Yueyin3，et al

( 1Dept of Cadres Ward，The Third Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230061;
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Abstract Objective To establish PC9 cell line resistant to gefitinib and investigate its possible resistant mecha-
nisms． Methods Human gefitinib-resistant non-small cell lung cancer cell line PC9 /Gefitinib was established by
gradually increasing concentration of gefitinib from its parental cell line PC9 in vitro． The IC50 value and resistance
index( ＲI) of gefitinib were determined by MTT． MTT was also used to evaluate the sensitivity of docetaxel，peme-
trexed and gemcitabine in PC9 /Gefitinib cell line． Cell cycles were assayed by flow cytometry． Western blot analy-
sis was used to investigate the expression of p-AKT and Bcl-2． Ｒesults Gefitinib-resistant human non-small cell
lung cancer PC9 /Gefitinib had been established successfully，with the ＲI being 106. 95． Compared to PC9 cells，
PC9 /Gefitinib cells had an increased sensitivity to docetaxel and showed certain resistance to pemetrexed． The cell
cycles of G0 /G1 period and S period had a significant difference between these two cell lines( P ＜ 0. 05) ，the G2 /M
period change was not obvious． Compared with its parental PC9 cell line，the expression of Bcl-2 was significantly
increased while the levels of p-AKT were obviously decreased in PC9 /Gefitinib cell line． Conclusion Human ge-
fitinib-resistant non-small cell lung cancer cell line PC9 /Gefitinib is established successfully，and we speculate that
the activation of Bcl-2 and decrease of p-AKT expression appeared to be associated with resistance to gefitinib．
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