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窑基础研究窑

南方红豆杉水提物抑制 T790M突变及 c鄄MET扩增
导致的吉非替尼耐药体外研究

张郜晨茜1 摇 杨兴辉1 摇 舒琦瑾2

摘要摇 目的摇 研究南方红豆杉水提物抑制 T790M 突变及 c鄄MET 扩增所致吉非替尼耐药机制遥 方法

应用 MTT 法检测不同浓度南方红豆杉水提物 渊0郾 25尧0郾 5尧1尧2尧4 mg/mL 冤 和吉非替尼 渊3尧6尧12尧18尧
30 滋mol/L冤对 H1975尧H820 细胞株增殖的影响袁根据结果筛选最佳后续实验药物浓度袁计算各组半数抑制

浓度渊 IC50冤和两药联合指数渊CI冤曰将对照组渊1640 培养液冤尧南方红豆杉组渊0郾 25 滋mol/L冤尧吉非替尼组

渊3 滋mol/L冤及联合组渊南方红豆杉 0郾 25 滋mol/L+吉非替尼 3 滋mol/L冤H1975 和 H820 细胞药物处理 72 h
后袁采用 Western Blot 检测 EGFR尧p鄄EGFR尧AKT尧p鄄AKT 及 PI3K 蛋白表达袁采用 qRT鄄PCR 检测 EGFR尧
PI3K 及 AKT mRNA 表达遥 结果摇 在 H1975 和 H820 细胞中联合组达到 IC50 所需的吉非替尼浓度明显小于

吉非替尼组袁且 CI<1遥 在 H1975 细胞中袁与对照组比较袁南方红豆杉组 EGFR尧p鄄EGFR尧PI3K 及 p鄄AKT 蛋白

表达降低渊P<0郾 01袁 P<0郾 05冤袁吉非替尼组 AKT 蛋白表达降低渊P<0郾 05冤袁联合组 EGFR尧p鄄EGFR尧AKT尧p鄄
AKT 及 PI3K 蛋白表达降低渊P<0郾 01袁 P<0郾 05冤遥 与吉非替尼组比较袁南方红豆杉组 EGFR尧p鄄EGFR尧p鄄AKT
蛋白表达降低渊P<0郾 01冤袁联合组 EGFR尧p鄄EGFR尧PI3K 及 p鄄AKT 蛋白表达降低渊P<0郾 01冤遥 在 H820 细胞中袁
与对照组比较袁南方红豆杉组 EGFR尧PI3K尧p鄄AKT 蛋白表达下调渊P<0郾 01冤袁联合组 p鄄EGFR尧PI3K尧p鄄AKT 蛋

白表达降低渊P<0郾 01冤遥 与吉非替尼组比较袁南方红豆杉组 EGFR尧p鄄AKT 蛋白表达降低渊P<0郾 01袁 P<0郾 05冤袁
联合组 p鄄EGFR尧PI3K尧p鄄AKT 蛋白表达降低渊P<0郾 01冤遥 在 H1975 及 H820 细胞中袁与对照组比较袁吉非替尼

组 AKT 及 PI3K mRNA 表达降低渊P<0郾 01袁 P<0郾 05冤袁南方红豆杉组及联合组 EGFR尧AKT 及 PI3K mRNA 表

达降低渊P<0郾 01冤遥 与吉非替尼组比较袁联合组 EGFR尧AKT 及 PI3K mRNA 表达降低渊P<0郾 01冤遥 结论摇 南方

红豆杉水提物能增强吉非替尼对 H1975尧H820 细胞增殖抑制作用袁可抑制 T790M 突变和 c鄄MET 扩增所致的

吉非替尼耐药袁其机制与抑制 EGFR/PI3K/AKT 通路有关遥
关键词摇 南方红豆杉曰 吉非替尼曰 T790M 突变曰 c鄄MET 基因扩增曰 耐药机制

Aqueous Extract of Taxus Chinensis var. Mairei Inhibits Gefitinib Resistance Induced by T790M Muta鄄
tion and c鄄MET Amplification In Vitro 摇 ZHANG Gao鄄chen鄄xi 1袁 YANG Xing鄄hui1袁 and SHU Qi鄄jin2

1 First College of Clinical Medicine袁 Zhejiang Chinese Medical University袁 Hangzhou渊310053冤曰 2 Department
of Oncology袁 First Affiliated Hospital of Zhejiang Chinese Medical University袁 Hangzhou渊310006冤

ABSTRACT摇 Objective摇 To explore the mechanism that aqueous extract Taxus chinensis var. mairei

渊AETC冤 inhibits gefitinib resistance which was caused by T790M gene mutation and c鄄MET gene amplifica鄄
tion. Methods 摇 The inhibitory effect of AETC 渊0郾 25袁 0郾 5袁 1袁 2袁 4 mg/mL冤 and gefitinib 渊3袁 6袁 12袁 18袁 30
滋mol/L冤 against H1975 and H820 cell lines was detected by MTT assay. On the basis of MTT results袁 the
best concentration of follow鄄up experimental drugs was screened袁the 50% inhibitory concentration渊 IC50冤
and the combined index 渊CI冤 were calculated. H1975 and H820 cell were divided to four groups袁i.e. control
group 渊H1640 Culture medium冤袁 AECT group 渊0郾 25 滋mol/L冤袁 gefitinib group 渊3 滋mol/L冤 and combination
group 渊AECT 0郾 25 滋mol/L+ gefitinib 3 滋mol/L冤 . After 72 hours of intervention袁Western Blot and qRT鄄PCR
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were used to determine the protein and mRNA expression of EGFR and its downstream pathways of each
group. Results 摇 In H1975 and H820 cells袁 the concentration of gefitinib required for IC50 in the combina鄄
tion group was significantly lower than that in the gefitinib group袁 and the CI value was less than 1. In
H1975 cells袁 compared with the control group袁 the expression of EGFR袁 p鄄EGFR袁 PI3K and p鄄AKT in
AETC group decreased 渊P<0郾 01袁 P<0郾 05冤袁 the expression of AKT in gefitinib group decreased 渊P<0郾 05冤袁
and the expression of EGFR袁 p鄄EGFR袁 AKT袁 p鄄AKT and PI3K in combination group decreased 渊P<0郾 01袁
P<0郾 05冤 . Compared with gefitinib group袁 the expressions of EGFR袁 p 鄄EGFR and p鄄AKT in AETC group de鄄
creased 渊P<0郾 01冤袁 while the expression of EGFR袁 p鄄EGFR袁 PI3K and p鄄AKT in combination group de鄄
creased 渊P<0郾 01冤 . In H820 cells袁 compared with the control group袁 the expression of EGFR袁 PI3K and p鄄
AKT protein was down鄄regulated in AETC group 渊P<0郾 01冤袁 while the expression of p鄄EGFR袁 PI3K and p鄄
AKT protein was down鄄regulated in combination group 渊P<0郾 01冤 . Compared with gefitinib group袁 the ex鄄
pression of EGFR and p鄄AKT protein in AETC group decreased 渊P<0郾 01袁 P<0郾 05冤袁 while the expression
of p鄄EGFR袁 PI3K and p鄄AKT protein in combination group decreased 渊P<0郾 01冤 . In H1975 and H820 cells袁
the expression of AKT and PI3K mRNA in gefitinib group was lower than that in control group 渊P<0郾 01袁 P
<0郾 05冤袁 while the expression of EGFR袁 AKT and PI3K mRNA in AETC group and combination group was
lower than that in control group 渊P<0郾 01冤 . Compared with gefitinib group袁 the expression of EGFR袁 AKT
and PI3K mRNA in combined group was decreased 渊P<0郾 01冤 . Conclusion 摇 AETC can enhance the inhibi鄄
tory effect of gefitinib on the proliferation of H1975 and H820 cells and inhibit the gefitinib resistance in鄄
duced by T790M mutation and c鄄MET amplification through controlling EGFR/PI3K/AKT pathway.

KEYWORDS摇 Taxus chinensis var. mairei曰 gefitinib曰 T790M mutation曰 c鄄MET gene over鄄expression曰
resistance mechanism

摇 摇 肺癌是世界范围内常见的恶性肿瘤之一袁发病率逐

年增长袁死亡率位居所有癌症之首咱1袁2暂遥 其中非小细胞

肺癌渊non鄄small cell lung cancer袁NSCLC冤占肺癌总

数的 85%袁其 5 年生存率仅为 15% 耀16%袁大部分患者

发现时已是中晚期袁失去手术机会咱3袁4暂遥 表皮生长因子

受体酪氨酸激酶抑制剂渊epidermal growth factor re鄄
ceptor tyrosine鄄kinase inhibitor袁EGFR鄄TKI冤是一种

新兴的 NSCLC 治疗药物袁具有高效尧不良反应少的特

点袁是目前晚期 EGFR 突变 NSCLC 患者的一线治疗方

案咱5暂袁但是应用中发现继发性耐药不可避免袁数据显示

耐药一般在 8耀10 个月出现咱6暂 遥 笔者前期实验研究证

明南 方 红 豆 杉 水 提 物 渊 aqueous extract Taxus

chinensis var. mairei袁AETC冤能增强厄洛替尼对肿瘤

细胞的抑制作用咱7暂袁在此基础上袁本研究通过探究

AETC 抑制 T790M 突变及 c鄄MET 扩增所致吉非替尼

耐药的分子机制袁以期延长靶向药物临床使用时间袁为
中西医联合治疗 NSCLC 提供实验数据遥

材料与方法

1摇 细胞摇 人肺腺癌 H1975 细胞株渊EGFR exon
20 T790M鄄L858R袁吉非替尼耐药细胞株冤院同济大学

附属上海肺科医院周彩存教授惠赠遥 H820 细胞株

渊c鄄MET 基因扩增袁吉非替尼耐药细胞株冤购自上海众

华生物科技有限公司袁货号院 ZH1072遥
2摇 药物摇 南方红豆杉饮片购自宁波泰康红豆杉

生物工程有限公司渊生产批号院100513冤袁并委托该公

司进行质检袁结果显示南方红豆杉符合质量检验标准遥
吉非替尼标准品院100 mg/支袁天津彬馨博澳科技发展

有限公司袁货号院 S1025遥
2郾 1摇 南方红豆杉母液制备方法摇 参照参考文献

咱8暂将 100 g 南方红豆杉置于医用不锈钢锅浸泡过夜袁
加 8 倍水煮沸 30 min袁倒出药液袁加 8 倍水煮沸

20 min袁再加 5 倍水煮沸 20 min遥 将 3 次药液经真空

抽滤器过滤袁置于电磁炉上浓缩至约 100 mL袁置于旋转

蒸发仪 80 益水浴浓缩至约 50 mL袁入真空干燥箱中干

燥袁得浸膏 13郾 02 g袁按 100%浓度计算得率为 13郾 02%遥
用消毒刮刀刮下袁药品呈粉末状遥 取 200 mg AETC袁加
入 10 mL 超 纯 水袁 溶 解 后袁 经 高 速 冷 冻 离 心 机

12 000 r/min 离心 15 min袁取上清液袁经 0郾 22 滋m 微孔

滤膜除菌袁制成母液浓度 20 mg/mL袁置原20 益 冰箱

备用遥
2郾 2摇 吉非替尼母液制备方法摇 参照药物说明书袁

取 44郾 7 mg 吉非替尼标准品粉末溶于 2 mL DMSO
中袁置于超声波仪 37 益水浴 30 min袁使其完全溶解遥
稀释 100 倍后袁用 DMSO 定容至 10 mL袁使吉非替尼

浓度为 0郾 5 mmol/L袁原20 益保存遥 实验时用培养液稀
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释至所需浓度遥
3摇 试剂及仪器 摇 Western Blot 抗体院茁鄄actin

渊No.DW9562冤 购自杭州达文生物有限公司曰PI3K
渊No.AF6241冤尧AKT渊No.AF6261冤购自美国 Affinity
Bioscience 公 司曰 p鄄AKT 渊 No郾 4060S 冤尧 EGFR
渊No郾 4267S冤尧 p鄄EGFR 渊No郾 3777S冤 购自美国 Cell
Signaling 公司曰羊抗鼠渊No. WD鄄0990冤尧羊抗兔渊No.
WD鄄GAR007冤 二抗购自杭州达文生物有限公司曰
qRT鄄PCR 试剂渊No.RN002冤购自奕杉生物科技有限

公司遥 MP4 +ChemidocXRS 型蛋白印记检测系统

渊美国 Bio鄄Rad 公司冤曰3111 型水套式 CO2 细胞培养

箱渊美国 Thermo 公司冤曰ABI7500 全自动荧光定量

PCR 仪渊美国 ABI 公司冤曰细胞培养瓶尧培养皿尧96 孔

板渊美国 Corning 公司冤曰NanoDrop1000 紫外分光光

度计渊美国 Thermo 公司冤曰Western Blot 套装设备

渊美国 Bio鄄Rad 公司冤遥
4摇 细胞培养摇 人肺腺癌 H1975 及 H820 细胞株

在含 10%胎牛血清的 1640 培养液中培养袁培养箱保

持在 5%CO2尧37 益尧饱和湿度条件下袁根据细胞生长

状态袁1耀2 天换液 1 次袁3耀4 天传代 1 次袁取对数生长

期细胞进行实验遥
5摇 MTT 法检测细胞株增殖摇 收集对数期生长的

细胞袁调整细胞悬液浓度约 5伊104 /mL袁接种于 96 孔

板袁每孔加入 100 滋L遥 于 5%CO2尧37 益的培养箱中

培养 24 h袁至细胞单层铺满孔底遥 分为 4 组院 渊1冤
AETC 组院 用不同浓度的 AETC 渊 0郾 25尧 0郾 5尧 1尧 2尧
4 mg/mL冤 咱9暂干预曰渊2冤吉非替尼组院用不同浓度的吉

非替尼渊3尧6尧12尧18尧30 滋moL/L冤干预曰渊3冤联合组院选
取 0郾 25 mg/mL渊低细胞毒性袁<1/10 IC50冤 咱10暂AETC+3尧
6尧12尧18尧30 滋moL/L 吉非替尼进行干预院渊4冤对照组院
加入 1640 培养液每孔均加入 100 滋L遥 每个浓度设置 5
个复孔袁培养箱中培养 72 h遥 取出培养板袁每孔加入 20
滋LMTT溶液渊5 mg/mL袁即 0郾 5%MTT冤袁在培养箱中继

续培养 4 h袁2 000 r/min 离心袁弃去 96孔板培养液遥 每

孔加入 100 滋L DMSO袁置摇床上低速振荡 15 min袁使
结晶物充分溶解遥 在酶标仪 490 nm 波长处测量各孔

的吸光值渊OD 值冤遥 肿瘤细胞生长抑制率渊 inhibition
ratio袁IR冤袁IR渊%冤= 渊1原药物组 OD 值/对照组 OD 值冤伊
100%遥 实验重复 3 次遥

6摇 两药合用指数计算 摇 计算两药合用指数

渊combination index袁 CI冤袁 CI 越 D1/Dx1 垣 D2 /Dx2 垣
aD1D2 /渊Dx1Dx2冤曰其中 Dx1 和 Dx2 为 2 种药物单独

使用时到达效应值渊 fraction of system affected by
drug袁fa冤即抑制率水平时的浓度袁D1 和 D2 则是 2 种

药物联合时到达相同效应值时所需要的浓度遥 当 2 种

药物彼此不抵抗时袁a 越 1曰当 2 种药物彼此抵抗时袁
a越0遥 如果 CI<1袁认为两药物联用为协同作用曰如果

CI越 1袁认为两药联用为相加作用曰如果 CI>1袁则认为

两药联用为拮抗作用遥 计算半数抑制浓度渊50% in鄄
hibitory concentration袁IC50冤袁即凋亡细胞与全部细

胞数之比为 50%时所对应的浓度遥
7 摇 Western Blot 检测 EGFR尧p鄄EGFR尧AKT尧

p鄄AKT 及 PI3K 蛋白表达摇 取对数生长期的人肺腺癌

H1975 及 H820 细胞袁分为对照组尧AETC 组尧吉非替

尼组和联合组袁实验组药物浓度根据 MTT 结果设定袁
分别予以 1640 培养液尧AETC渊0郾 25 mg/mL冤尧吉非替

尼 渊 3 滋mol/L 冤 及 AETC 联 合 吉 非 替 尼 干 预

渊AETC0郾 25 mg/mL +吉非替尼 3 滋mol/L 冤袁 培养

24 h 后刮取并收集培养瓶细胞袁用裂解液提取蛋白袁
测量蛋白浓度袁计算上样量袁根据内参蛋白 茁鄄actin 调

整上样量袁保证每样品孔蛋白量一致袁电泳后转膜

250 mA尧2 h袁将蛋白转至 PVDF 膜袁5%脱脂奶粉封闭

1耀2 h袁根据蛋白分子量切割 PADF 膜袁置入相应一抗

渊抗体稀释浓度为 1 颐1 000袁EGFR尧p鄄EGFR尧AKT尧p鄄
AKT尧PI3K 及 茁鄄actin冤袁4 益孵育过夜袁洗膜后置入二

抗渊抗体稀释浓度为 1 颐1 000袁茁鄄actin 选羊抗鼠袁其余

蛋白选羊抗兔冤袁室温孵育 2 h袁蛋白印记检测仪中曝

光袁比较各组灰度值袁实验重复 3 次遥
8摇 qRT鄄PCR 检测 EGFR尧PI3K 及 AKT mRNA

表达摇 收集对数期生长的细胞袁以 10%胎牛血清的培

养液稀释药物袁调整细胞悬液浓度至约 5伊104/mL袁取 8
mL 接种于培养瓶袁实验组药物根据前期实验结果和

MTT结果设定袁在 37 益尧5%CO2 的细胞培养箱内培养

48 h遥 用 Trizol鄄离心柱法提取细胞总 RNA袁取 1耀2 滋L
溶解后的RNA 用紫外分光光度计测定RNA 浓度袁确定

RNA 的纯度及浓度袁A260/A280 为 1郾 8~2郾 0遥 根据说

明书调整逆转录反应体系与溶解曲线袁以 GAPDH 为内

参袁进行逆转录实验遥 荧光定量结果采用 2原吟吟Ct 方法

分析袁统计相对表达量的差值袁实验重复 3次遥
9摇 统计学方法摇 所有数据输入计算机袁用 SPSS

21郾 0 统计软件分析处理遥 计量资料数据用 x依s 表

示袁多组间两两比较采用 One鄄Way ANOVA袁两组间

均数比较采用独立样本 t 检验袁 P<0郾 05 为差异有统

计学意义遥
结摇 摇 果

1摇 AETC 对细胞 IR 的影响渊图 2冤 摇 不同浓度

AETC渊0郾 25尧0郾 5尧1尧2尧4 mg/mL冤分别作用于H1975 和
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H820 细胞 72 h 后袁对两细胞均有明显的抑制作用袁呈
剂量原效应关系遥 与对照组比较袁H1975 细胞及 H820
细胞 IR 均升高渊P<0郾 01冤遥 H1975 细胞 IC50 为 1郾 508
mg/mL袁H820 细胞 IC50 为 1郾 514 mg/mL遥

摇 摇 注院与对照组比较袁 鄢P<0郾 01
图 1摇 AETC 对 H1975 及 H820 细胞 IR 的影响

2摇 吉非替尼组及联合组 H1975尧H820 细胞 IR
比较渊图 3冤摇 当吉非替尼浓度为 3尧6尧12 滋moL/L 时袁
与吉非替尼组比较袁联合组 H1975尧H820 IR 升高

渊P<0郾 01冤遥 当吉非替尼浓>18 滋mol/L 时袁两组 IR 差

异无统计学意义渊P>0郾 05冤遥

摇 摇 注院与对照组比较袁鄢P<0郾 01曰与吉非替尼组比较袁P<0郾 01
图 2摇 吉非替尼组及联合组 H1975尧H820 细胞 IR 比较

3摇 各组 H1975 和 H820 细胞株 IC50 及 CI 比较

渊表 1冤 摇 与吉非替尼组比较袁联合组 IC50 降低渊P<
0郾 01冤遥 AETC 和吉非替尼 CI 均<1遥
表 1摇 各组 H1975 和 H820 细胞株 IC50 和 CI 比较摇 渊x依s冤

组别 n
H1975

IC50 CI

H820

IC50 CI

AETC 5 1援 508依0援 159 0援 614 1援 514依0援 184 0援 683
吉非替尼 5 11援 477依1援 424 11援 534依0援 294

联合 5 4援 415依0援 245* 5援 130依0援 603*
摇 摇 注院与吉非替尼组比较袁鄢P<0郾 01

4摇 各组 EGFR尧p鄄EGFR尧AKT尧p鄄AKT尧PI3K 蛋

白表达比较渊图 4冤摇 在 H1975 细胞中袁与对照组比较袁
AETC 组 EGFR尧p鄄EGFR尧PI3K 及 p鄄AKT 蛋白表达下

调渊P<0郾 01袁 P<0郾 05冤袁吉非替尼组 AKT 蛋白表达降低

渊P<0郾 05冤袁联合组 EGFR尧p鄄EGFR尧AKT尧p鄄AKT 及

PI3K 蛋白表达降低渊P<0郾 01袁 P<0郾 05冤遥 与吉非替尼

组比较袁AETC 组 EGFR尧p鄄EGFR尧p鄄AKT 蛋白表达降

低渊P<0郾 01冤袁联合组 EGFR尧p鄄EGFR尧PI3K 及 p鄄AKT
蛋白表达降低渊P<0郾 01冤遥 在H820细胞中袁与对照组比

较袁AETC 组 EGFR尧PI3K尧p鄄AKT 蛋白表达下调渊P<
0郾 01冤袁联合组 p鄄EGFR尧PI3K尧p鄄AKT蛋白表达降低渊P
<0郾 01冤遥 与吉非替尼组比较袁AETC 组 EGFR尧p鄄AKT
蛋白表达降低渊P<0郾 01袁 P<0郾 05冤袁联合组 p鄄EGFR尧
PI3K尧p鄄AKT蛋白表达降低渊P<0郾 01冤遥

摇 摇 注院 A 为蛋白表达印记曰B 为各组蛋白表达定量比较曰与对照组比较袁
鄢 P<0郾 05袁鄢鄢P<0郾 01曰与吉非替尼组比较袁 吟P<0郾 05袁吟吟P<0郾 01

图 3摇 各组 EGFR尧p鄄EGFR尧AKT尧p鄄AKT尧
PI3K 蛋白表达比较

5摇 各组 EGFR尧AKT 及 PI3K mRNA 表达比较

渊图 4冤摇 在 H1975 及 H820 细胞中袁与对照组比较袁吉
非替尼组 AKT 及 PI3K mRNA 表达降低渊P<0郾 01袁
P<0郾 05冤袁AETC 组及联合组 EGFR尧AKT及 PI3K mR鄄
NA 表达降低渊P<0郾 01冤遥 与吉非替尼组比较袁联合组

EGFR尧AKT 及 PI3K mRNA 表达降低渊P<0郾 01冤遥

摇 摇 注院与对照组比较袁鄢 P<0郾 05袁 鄢鄢P<0郾 01曰与吉非替尼组

比较袁P<0郾 01
图 4摇 各组 EGFR尧AKT 及 PI3K mRNA 表达比较

讨摇 摇 论

红豆杉作为传统中药材袁在我国历史上流传已久袁
应用广泛袁古称野血榧冶尧野赤杉冶尧野红豆树冶等遥 目前对

红豆杉药性理论等研究和考证尚不完善袁叶钦定授时
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通考曳记载榧野味甘袁平涩袁无毒袁治五痔袁去三虫袁轻身

明目冶 咱11暂 袁李良松等咱12暂 通过整理史料袁提出了红豆杉

味甘尧微苦袁性平袁入肺尧胃尧大肠经袁功效为解毒散积尧
活络止痛尧利水消肿尧化食驱虫遥

南方红豆杉作为红豆杉的一种袁为国家一级重点

保护珍稀抗癌植物袁被称为野活化石冶袁与恐龙同期存

在于地球并留存至今遥 如今袁浙江省作为南方红豆杉

的主要生长区袁已有大量的南方红豆杉种植基地袁其中

新昌尧宁波苗场已形成产业袁社会经济效益佳咱13暂 遥 目

前已在浙江省中医院应用多年袁疗效佳尧未见明显副作

用袁广受患者好评遥
前期实验研究证明 AETC 能增强紫杉醇和厄洛

替尼对人肺腺癌细胞的增殖抑制袁疗效呈相加效果袁说
明 AETC 能增强抗肿瘤药物对人肺腺癌细胞的抑制

作用咱7袁14暂 遥 因此袁笔者推断 AETC 能增强吉非替尼对

耐药细胞株增殖的抑制作用遥 本研究选取的 H1975
和 H820 细胞株均是吉非替尼耐药细胞株袁前者包含

T790M 突变袁后者包含 MET 基因扩增遥
第一代 EGFR鄄TKIs 获得性耐药的机制主要包括

二次耐药突变渊20 外显子 T790M 突变冤尧旁路激活

渊MET 及 HER2 扩增冤尧 组织学转化等咱15袁16暂 袁其中

T790M 突变占 50% 耀60% 咱17袁18暂 袁c鄄MET 基因扩增尧突
变等占 5% 耀22% 咱19袁20暂 袁两者为第一代 EGFR鄄TKIs 获

得性耐药的主要机制遥
T790M 突变是 EGFR20 号外显子发生了 T790M

突变袁即酪氨酸激酶活化区域的苏氨酸残基被蛋氨酸

取代袁且此突变发生在开始治疗与产生耐药的时间段

内遥 该突变使 EGFR 基因激酶域重新与 ATP 结合袁减
少与吉非替尼和厄洛替尼的亲和度袁顺利激活下游

PI3K/AKT/mTOR 等信号通路袁从而引发耐药咱21暂 遥 针

对 T790M 突变袁目前开发了二代靶向药阿法替尼和三

代靶向药奥希替尼渊AZD9291冤袁前者有研究显示其对

总生存期渊overall survival袁OS冤较吉非替尼无明显

改善咱17暂袁后者存在副作用较大尧价格昂贵尧出现再次耐

药咱22暂的缺点遥
MET 基因是一个原癌基因袁类似于 EGFR 的跨膜

TKI 受体袁位于 HGF 基因下游袁其蛋白产物 MET 是肝

细胞生长因子/离散因子渊hepatocyte growth factor/
scatter factor袁HGF/SF冤的受体袁具有酪氨酸激酶活

性遥 临床证据表明袁c鄄MET 既可以作为肺癌的原发致

癌驱动基因袁也是 EGFR鄄TKIs 治疗发生获得性耐药

的原因之一咱23暂 遥 该基因扩增尧突变可以激活 PI3K/
AKT 和 MAPK 信号通路从而绕过被靶向抑制的 EG鄄
FR 基因激活下游信号通路造成耐药袁促进肿瘤细胞

增殖咱23袁24暂遥 Shi P 等咱25暂研究发现联用 EGFR鄄TKIs 与

MET 抑制剂能更好地抑制肿瘤细胞增殖遥 Yang H
等咱26暂研究发现在使用 MET 抑制剂或 MET 敲除后袁患
者对吉非替尼的敏感性得以恢复袁提示 MET 扩增是造

成肿瘤耐药的重要原因之一遥 但目前 c鄄MET 抑制剂

价格昂贵袁不良反应较多袁应用局限袁因此研发高效尧低
毒尧经济的 c鄄MET 抑制剂迫在眉睫遥

本研究发现不同浓度的 AETC 对 H1975 和 H820
细胞具有抑制作用袁随着浓度增加袁对细胞生长的抑制

作用不断增强遥 在吉非替尼浓度<18 滋mol/L 时袁联合

组对 H1975 和 H820 细胞株的增殖抑制作用明显增强

渊P<0郾 05冤袁并且联合组达到 IC50 时所需的吉非替尼浓

度明显降低袁CI 值<1遥 综上袁AETC 能增强吉非替尼对

耐药细胞株的增殖抑制袁两药具有协同作用遥
本研究为进一步探究 AETC 联合吉非替尼克服

T790M 突变和 c鄄MET 扩增所致耐药的机制袁采用

Western Blot 和 qRT鄄PCR 检测 EGFR/PI3K/AKT 信

号通路相关蛋白和 mRNA 表达遥 结果提示联合组

H1975 和 H820 细胞中 p鄄EGFR尧p鄄AKT尧PI3K 等蛋

白及相应mRNA 表达下调袁说明 AETC 联合吉非替尼

对 H1975 和 H820 细胞 EGFR/PI3K/AKT 信号通路有

抑制作用遥 而 mRNA 与蛋白表达相同的下降趋势则

提示 AETC 可能是通过抑制 mRNA 合成尧转录袁实现

对通路的调节袁该结论仍需进一步实验证明遥
中医药在增强 EGFR鄄TKIs 抗肿瘤效果尧克服耐

药等方面开展了一些研究袁但大多针对吉非替尼某一

耐药机制或某种耐药细胞咱27袁28暂 遥 但本研究结果提示

AETC 能增强吉非替尼对 T790M 突变和 MET 扩增的

细胞系的增殖抑制作用袁说明其作用具有广谱性遥
虽然近年来不断出现 EGFR鄄TKIs 新药袁但是耐

药问题尚无法解决遥 而实验结果提示 AETC 有望克

服 T790M 突变和 c鄄MET 扩增所致吉非替尼耐药袁其
作用机制与抑制 PI3K/AKT 通路有关遥 为 AETC 与

EGFR鄄TKIs 联合应用理论依据袁证明两者联合使用的

合理性和有效性袁同时为中医药现代化应用提供新

思路遥
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