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摘 要!%目的& 探讨
;<=

的表达能否影响含
>?@A

突变肺癌细胞的生长增殖能力' %方法&

研究使用了含
>?@A

第
7C

外显子突变的
D-C

细胞株及具有更强增殖活性的耐吉非替尼的
D-C

细胞(

D-C?A

$"使用基因工具使
D-C

细胞
;<=

过表达"及敲除
;<=

在
D-C?A

的表达"

然后分别采用
EFF

试验检测转染后细胞的活力"比较实验组和对照组细胞对吉非替尼的敏
感性"并计算

G-

HI

"评估细胞的增殖能力"另外选取
$C

例
>?@A

突变肺癌患者的组织标本进
行免疫组织化学染色"分析

;<=

表达状态与患者各项临床特征之间的关系' %结果&

D-C

细
胞

;<=

过表达后"细胞增殖能力明显增强"敲除
D-C?A

细胞
;<=

表达后"耐药细胞的增殖
能力减弱"免疫组织化学染色结果发现

;<=

阳性患者的肿瘤分化程度较阴性患者低"肿块
大小明显大于

;<=

阴性患者' %结论&

;<=

与
D-C

肺癌细胞的增殖能力相关"同样也与临床
患者的肿瘤分化程度和肿瘤大小相关"提示
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可能成为一个潜在的肺癌治疗靶点'
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肺癌已成为全球范围肿瘤所致死亡的首要原因%
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约
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肺癌类型为非小细胞肺癌!

:Z-=-

*"传统治

疗方法包括手术,化疗,放疗"但即使采用最有效的

铂类为基础的化疗方案" 目前患者
H

年生存率仍未

超过
!IY

%

!

&

+ 表皮生长因子受体!

>?@A

*基因活性突

变在
:Z-=-

中的发现"具有里程碑的意义"

>?@A

在

:Z-=-

中高表达与肿瘤形成,进展和预后密切相关"

:Z-=-

患者的
>?@A

突变率在亚洲非吸烟女性腺癌

患者突变率较世界其他地区高" 可达
KIY

以上 %
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和厄洛替尼!能延长患者平均无进展生存期"但影响

%&'(

突变患者肿瘤发生发展的因素仍有待研究!

近年许多体内外研究得出
)*+

与
%&'(

突变肺癌的

发生发展#耐药及预后相关!本研究使用了基因敲除

和过表达的方法验证
)*+

对含
%&'(

突变肺癌细胞

系增殖能力的影响!使用免疫组织化学染色的方法分

析
)*+

表达状态与肺癌患者临床表型的关联"

#

材料与方法

!"!

细胞培养

含
%&'(

基因
#,

外显子突变的
-.,

细胞和

-.,&(

细胞由同济大学附属上海肺科医院赠予!

-.,&(

细胞由
-.,

细胞经吉非替尼持续刺激半年

以上获得!作用期间吉非替尼浓度逐渐增加!以培育

出吉非替尼耐药细胞株" 细胞培养使用含
/"0

胎牛

血清$

&1234

%的
56%6

高糖培养基$

&1234

%!置于含

70 .8

!

的
9:!

细胞培养温箱"

!"# 6;;

试验

,$

孔板每孔铺
9 """

至
9 7""

个细胞过夜使细

胞贴壁!加入不同浓度的吉非替尼作用
:!<

!然后加

入
!"!= 6;;

溶液!置于
9:!

恒温箱
><

!吸尽上清并

加入
/7?!= 56@8

置于摇床在室温下摇晃
/"A1B

以

溶解细胞中的甲瓒颗粒! 最后使用酶标仪$

C14"(DE

64EF= $GH

% 在
>,"BA

波长下检测每孔吸光度$

85

%"

细胞活力$

0

%

I85

>,"

$吉非替尼作用细胞%

J85

>,H

$对照

组细胞%

##HH0

!并使用
@-@@

软件计算
K.

7H

$半数抑制

浓度%" 共
G

组不同浓度!每组浓度设置
$

个复孔"

!"$

转 染

具有
)*+

基因过表达和敲除功能的慢病毒载

体委托上海吉凯基因化学技术有限公司构建" 转染

具体步骤根据产品说明书进行"转染前一天铺板!细

胞密度约
9H0

并进行细胞计数!根据预实验所得最

佳
68K

值进行转染!转染使用
#A=

体系!加入
7!LJA=

-4=M2NFBF

! 病毒作用于细胞
GO/!<

后更换为含
/"P

血清的新鲜培养基继续培养!

:!<

后荧光显微镜下

观察绿色荧光强度和密度初步判断转染效率! 再提

取
(Q)

和蛋白进一步使用
(;R-.(

和凝胶电泳验

证转染效率!再进行后续实验"

!"%

免疫组织化学染色

选取南京大学医学院附属鼓楼医院
!H/9O!H/>

年间
$,

例
%&'(

突变住院患者的手术切除后石蜡

包埋的肺组织标本进行免疫组织化学染色" 免疫组

化切片厚度约
>!A

!进行二甲苯脱蜡!梯度乙醇脱

水及
90

双氧水去过氧化氢酶后应用高压修复抗原!

加一抗
>!

孵育过夜!

-C@

冲洗
9

遍后加二抗
9:!

孵育
!7A1B

!

-C@

冲洗
9

遍后
5)C

显色!行苏木素复

染#

:70

乙醇再脱水#封片后显微镜下观察" 染色结

果由该院病理科两名病理学家独立判定"

!"&

统计学处理

采用
@-@@/$S"

统计软件分析实验数据"

)*+

的

表达与患者临床特征之间的关系应用
"

! 检验或

'1T<FN

确切概率法"转染前后实验组和对照组间
K.

7"

的差异采用
@UVEFBU!U

检验"

-WHSH7

为差异具有统计

学意义"

!

结 果

#"! )*+

上调使
-.,

细胞的增殖能力增强

通过转染使
-.,

细胞
)*+

表达上调!荧光显微

镜下观测转染效率在
:H0

以上!

(;R-.(

验证转染

效率后! 采用
6;;

检测转染后的细胞活力! 发现

)*+

过表达组与不含
)*+

敲除功能病毒转染的对

照组相比!细胞增殖能力明显增强!对吉非替尼的反

应减弱!

)*+

上调组细胞的
K.

7H

$

9$S7$$/SG:BLJA=

%较

对照组$

/>S>G$!SHGBLJA=

%明显升高$

-IHSHHG

%$

'1L"

VNF /

%" 说明
)*+

过表达可增强
%&'(

突变细胞的

增殖能力"

#"# )*+

敲除使
-.,&(

细胞的增殖能力降低

通过转染敲除
-.,&(

细胞的
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表达! 采用
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同前的方法验证转染效率后!

RVV

检测转染后细胞

活力!比较敲除
OYM

的细胞与对照组细胞增殖能力!

发现敲除组细胞增殖能力明显减弱!且对吉非替尼的

反应增强!相应敲除组的
Z-

NL

"

$9K$"L9I!%4[E+

#较对照

组"

779PJ"L97K%4[E+

$亦降低%

@\L9LLP

$"

C/4'(0 !

$!同

样说明了
OYM

与
ABCD

突变肺癌细胞的增殖能力

相关&

!"# OYM

表达与
ABCD

突变肺癌患者临床特征的

关系

选取南京大学医学院附属鼓楼医院
!L7IX!L7J

年间
$G

例含
ABCD

突变的
:S-M-

患者! 卡方检验

发现
OYM

的表达与患者
ABCD

突变类型' 年龄'性

别'吸烟与否及肿瘤分期无明显关系!但与患者肿瘤

的分化程度和肿块的大小明显相关!

N

例
OYM

阳性

患者均处于低分化状态 ! 肿瘤分期也相对较高

%

V*]+0 7

#! 另外!

OYM

阳性患者的肿块大小明显大

于阴性患者
=C/4'(0 I?

!亦说明了
OYM

与
ABCD

突变

肺癌细胞的生长增殖有关&

I

讨 论

近几十年来! 同许多其他类型肿瘤治疗取得的

明显进展相比!肺癌的治疗进展相对缓慢!与肺癌恶

性程度较高'发生发展快及发病机制复杂密切相关!

发现新的治疗靶点显得尤为迫切& 已有多项研究证

实
OYM

在多种肿瘤中出现表达上调!包括乳腺癌(

J

)

'

胃癌(

N

)

'前列腺癌(

$

)

'卵巢癌(

P

!

K

)

'肺癌(

G

!

7L

)等!并与肿瘤

的形成'侵袭'转移'耐药'预后等病理生理过程相关&

OYM

属于
DV^1

亚家族! 与
V5(&I

'

R0(

共同组

成
VOR

家族!

OYM

为分子量
#JLTH*

的跨膜蛋白!

由胞外区'跨膜区和胞内区组成!胞外区包括两个免

疫球蛋白样区和两个纤连蛋白
#

样区! 广泛表达在

上皮细胞'间质细胞和造血细胞等!最初从人类慢性

粒细胞性白血病"

-RM

$患者分离而来(

##

)

&

OYM

配体

为
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!由生长停滞特异性基因
$

"
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$编码的蛋白!为一维生素
^

依赖的蛋白&
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可通过多种机制激活! 包括与配体
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的结
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所介导的下游信号通路有
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!
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"具有抑制凋亡的效应 #

#1

$

"具有使细胞转化

的潜能%

%&'

正常表达时并没有分裂原活性"而当

高表达时"可使细胞过度增殖"诱导肿瘤形成%

我们的研究验证了
%&'

与
/230

突变细胞的

生长增殖能力相关" 同时免疫组化染色结果说明

%&'

与肺癌的肿瘤分化和肿瘤大小相关%

%&'

过表

达可以使吉非替尼对细胞的作用减弱"而抑制
%&'

可以增强对吉非替尼的反应性"提示
%&'

可作为含

/230

突变肺癌治疗的新靶点" 并可改善对靶向药

的敏感性%已有许多研究得出
%&'

基因敲除和特异

性单克隆抗体均能减慢肺癌的生长速度并调节抗肿

瘤药的疗效#

#4

"

#$

$

"

%&'

特异性抑制剂
01!5

&

626*!1

'

已于
!"7*

年进入
!

期临床试验"有望用于治疗慢性

粒细胞性白血病 #

78

$

"而在肺癌中的作用还有待进一

步研究% 从另一方面看
%&'

对肺癌的影响"

%&'

抑

制剂与其他
0-+

抑制剂联合应用较单独用药效果

可能更佳"有文献报道"联合抑制
%&'

和
.9:

可促

进肺癌细胞凋亡! 阻碍肺癌细胞生长并提高对化疗

的敏感性#

75

$

%同样"

%&'

抑制剂与
/230!-+)

联合应

用可亦能较两者单独作用效果好%

%&'

抑制剂和

/230!-+)

联合应用治疗
/230

突变肺癌的可能性

体现在"两者有共同的下游信号通路"主要是
()*+,

%+-

和
.%(+,/0+7,!

#

7;

$

% 有 文 献 发 现
%&'

和

/230

在空间位置上存在共定位现象"

/230

活性被

/230!-+)

抑制后可反式激活
%&'

来激活其共同的

下游通路"而此时
%&'

的激活及下游更加复杂更加

多样化的通路"更利于肿瘤细胞的生长增殖"甚至诱

发
/230!-+)

获得性耐药 #

!"

$

" 故
%&'

抑制剂和

/230!-+)

联合应用不失为治疗
/230

突变肺癌的

一种方法% 综上所述"我们的结论验证了
%&'

可以

影响
/230

突变肺癌细胞的增殖能力的观点" 可能

是治疗肺癌的一个新的有效靶点%
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