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!基础研究!

蟾毒灵联合吉非替尼对肺癌细胞
7#<M:

的

影响及机制研究

康小红$龚亚斌$王立芳$王中奇$邓海滨$赵晓珍$吴$继$徐振晔

摘要$目的$观察蟾毒灵联合吉非替尼对肺癌细胞
7#<M:

生长的影响"探讨蟾毒灵增强吉非替尼抗肿

瘤作用的可能机制# 方法$应用
+))

法检测蟾毒灵$

#

%

#"" OC23N6

%&吉非替尼$

"

!

#

%

!" !C23N6

%及两

药联合干预对
7#<M:

细胞增殖的抑制作用'流式细胞术观察蟾毒灵$

#" OC23N6

%&吉非替尼$

# !C23N6

%及

联合用药对
7#<M:

细胞凋亡的影响'

*@/0@PO Q320

检测单独用药或联合用药对表皮生长因子受体$

@REI@P

"

CD3 .P2S0H TDK02P P@K@R02P

"

BUVW

%&

+@0

信号通路相关蛋白表达的影响# 结果$

+))

结果显示"吉非替

尼浓度超过
: !C23N6

时才见到其对
7#<M:

细胞生长的抑制作用'蟾毒灵与吉非替尼联合后"可明显抑制肿

瘤细胞的生长# 流式细胞术结果显示"蟾毒灵联合吉非替尼干预后肿瘤细胞凋亡率为$

A#

!

A=

&

:

!

A#

%

X

"明

显高于单用蟾毒灵的$

#%

!

$=

&

$

!

=!

%

X

和单用吉非替尼的$

M

!

$!

&

#

!

"%

%

X

"差异有统计学意义$

; Y

"

!
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%#

*@/0@PO Q320

结果显示"蟾毒灵联合吉非替尼能明显下调
7#<M:

细胞
R

"

BUVW

&

R

"

+@0

&磷酸化蛋

白激酶
Z

$

R

"

,F0

%&磷酸化哺乳动物雷帕霉素靶蛋白$

R

"

C)LW

%蛋白表达# 结论$蟾毒灵联合吉非替尼可

显著抑制
7#<M:

细胞的增殖"促使肿瘤细胞凋亡'其抗肿瘤活性的机制可能与阻断
BUVW

#磷酯酰肌醇#

$

激酶$

;($F

%

N,F0

信号通路有关#

关键词$蟾毒灵'吉非替尼'肺癌'表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂'磷酯酰肌醇#
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Z-TD3EO

&

U@TE0EOEQ

&

3-O. KDOK@P

&

@REI@PCD3 .P2S0H TDK02P P@K@R02P 0_P2/EO@ FEOD/@ EOHEQ

"

E02P

&

RH2/RH2EO2/E0EI@ $

"

FEOD/@NRP20@EO FEOD/@ Z RD0HSD_

$$表皮生长因子受体$

@REI@PCD3 .P2S0H TDK02P

P@K@R02P

!

BUVW

%是调控细胞增殖)血管生成及转移

的原癌基因* 在多种恶性肿瘤中!常可见到
BUVW

异

常表达!因而
BUVW

成为分子靶向治疗的主要靶分

子* 第一代可逆性表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制

剂$

BUVW 0_P2/EO@ FEOD/@ EOHEQE02P/

!

BUVW

"

)9(/

%

吉非替尼和厄洛替尼对于
BUVW

突变的肺癌患者有

显著的临床疗效+

#

,

!但随后耐药的产生!严重限制了

其临床应用* 对此!目前临床尚缺乏有效的治疗手段*

因此!开发防治
BUVW

"

)9(/

耐药的治疗方案是全球

的研究热点* 蟾毒灵是中药蟾酥和蟾皮的主要活性成

分之一!是中药制剂华蟾素注射液中主要的抗肿瘤成

分* 现代药理研究发现其具有显著的抗肿瘤活

性+

!

!

$

,

!那么蟾毒灵能否逆转
BUVW

"

)9(/

耐药!目前

还未见相关报道* 本研究通过观察蟾毒灵联合吉非替

尼对
BUVW

"

)9(/

耐药肺癌细胞
7#<M:

增殖的影响!

探讨其可能的作用机制*

材料与方法

#

$药物)试剂及仪器$蟾毒灵$

Z-TD3EO

!纯度
c

<<X

!

+V&? """:A:!:

%)二甲基亚砜$

?+`L

%)四甲

基偶氮蓝$

+))

%# 美国
`E.CD

公司&吉非替尼$

U@

"

TE0EOEQ

!

&,`

#

#%==M:

#

$:

#

!

%# 美国
`@33@KF

公司*

蟾毒灵用无水乙醇配成
#" CC23N6

储备液! #

!"

'

保存* 吉非替尼用
?+`L

配成
!" CC23N6

储备液!

#

!"

'保存* 重组人表皮生长因子$

P@K2CQEODO0

H-CDO @REI@PCD3 .P2S0H TDK02P

!

HBUV

%# 美国

;@RP20@KH

公司&

W;+(

"

#A="

培养液#美国
7_K32O_

公司&胎牛血清$

VZ`

%# 美国
U(Z&L

公司&

,OO@GEO

1

"

V()&N;(

凋亡检测试剂盒#美国
Z?

公司&

*@/0@PO

Q320

用抗体
BUVW

)

R

"

BUVW

$

R>#"A%

%)

+@0

)

R

"

+@0

$

R>#$=<

%# 美国
BRE02CEK/

公司& 蛋白激酶
Z

$

,F0

%)

R

"

,F0

$

`@P=M$

%)哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

$

CDCCD3EDO 0DP.@0 2T PDRC_KEO

!

C)LW

%)

R

"

C)LW

$

`@P!==%

%# 美国
&`)

公司* 主要仪器有

层流超净台$

`*

"

&'

"

!?

%# 苏州净化公司&荧光倒置

显微镜$

?+($"""Z

%# 德国
6@EKD

公司&

&L

!

培养箱

$

+&L

"

!",(&

%# 日本
`,5>L

公司&酶标仪$

`R@K

"

0PD +DG +:

%# 美国
+?

公司&流式细胞仪$

V,&`

"

1@P/@

%# 美国
Z?

公司&台式高速冷冻离心机

$

:=$"W

%# 德国
BRR@OI2PT

公司&蛋白质电泳及电转

移装置#美国
ZE2

"

WDI

公司*

!

$方法

!

!

#

$细胞培养$ 人肺腺癌细胞株
7#<M:

$

BUVW @G2O !" )M<"+

"

6%:%W

%购于美国物种保存

中心$

,C@PEKDO )_R@ &-30-P@ &233@K0E2O

!

,)&&

%*

用含
#"X

胎牛血清及
#"" ^NC6

青)链霉素的

W;+(

"

#A="

培养基!置于
$M

')

:X&L

!

饱和湿度的

培养箱中常规培养!用
"

!

!:X

胰蛋白酶消化传代*

!

!

!

$

+))

染色法测定肿瘤细胞增殖$取指数生

长期的
7#<M:

细胞!

# """ P NCEO

离心
: CEO

!弃去上

清液!用培养液打匀!制成细胞悬液* 用血细胞计数板

计数后!稀释成浓度为
$

(

#"

= 个细胞
NC6

的细胞悬

液!接种于
<A

孔板!每孔
#"" !6

!置于培养箱培养*

!= H

后分别给予蟾毒灵$

#

%

#"" OC23N6

%)吉非替尼

$

"

!

#

%

!" !C23N6

%及蟾毒灵$

#" OC23N6

%加吉非替

尼$

# !C23N6

%联合干预!每个浓度设置
:

个复孔*

M! H

后!每孔加入
!" !6 +))

$

: C.NC6

%!在细胞培

养箱中继续培养*

= H

后弃去上清!每孔加入
#:" !6

?+`L

!振荡后置酶标仪上于
=<" OC

处测定每孔的

吸光度$

L?

值%* 细胞存活率$

X

% )$给药组
L?

均

值#凋零孔
L?

值%

N

$对照组细胞
L?

均值 #凋零孔

L?

值% (

#""X

*

!

!

$

$流式细胞术检测细胞凋亡$取对数生长

期
7#<M:

细胞!接种于
!=

孔板中常规培养
!= H

!换

含
#XVZ`

的
W;+(

"

#A="

培养
#! H

使细胞同步化*

分别用蟾毒灵$

#" OC23N6

!根据
+))

实验筛选的剂

量%)吉非替尼$

# !C23N6

%及两药联合干预
M! H

!并

设空白对照组* 弃去培养液用不含
B?),

的胰酶消

化!

%"" P NCEO

离心
: CEO

!

;Z`

洗涤
!

遍!用
,O

"

O@GEO 1

"

V()&N;(

凋亡检测试剂盒检测!具体步骤按

说明书进行!细胞凋亡情况应用
&@33 d-@/0

软件进

行分析*

!

!

=

$

*@/0@PO Q320

法检测
BUVW

)

+@0

信号通

路相关蛋白表达$应用
*@/0@PO Q320

方法检测

7#<M:

细胞中
BUVW

)

R

"

BUVW

)

+@0

)

R

"

+@0

)

,F0

)

R

"

,F0

)

C)LW

及
R

"

C)LW

蛋白表达* 细胞接种于

A

孔板中!常规培养
!= H

!加入蟾毒灵$

#" OC23N6

%)

吉非替尼$

# !C23N6

%及两药联合干预
!= H

!并设空白

对照组* 加入
HBUV

刺激
$" CEO

!弃上清!用预冷的
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;Z`

冲洗
$

次!加入蛋白裂解液!冰上裂解
# H

!

=

'

#! """ P NCEO

离心
#: CEO

!取上清!应用
Z&,

分析试

剂盒测定蛋白浓度!

:" !.

蛋白质在
`?`

"

;,UB

电泳

分离!半干法转移至
;1?V

膜上!

:X

脱脂奶粉室温封

闭
! H

!一抗
=

'过夜!

)Z`)

洗膜
$

次!加入二抗室温

孵育
! H

!

)Z`)

洗膜
$

次!加入
B&6

发光液暗室中
[

线片显影!图像扫描!以
U,;?7

蛋白的表达为内参

照!应用凝胶图像分析软件分析目标条带灰度值*

!

!

:

$统计学方法$实验至少重复
$

次!应用

`;`` #%

!

"

统计软件进行统计学分析!计量资料以

G

&

/

表示!采用单因素方差分析*

; Y"

!

":

为差异有

统计学意义*

结$$果

#

$各组
7#<M:

细胞增殖比较$图
#

%$

+))

结

果显示!

#

%

#"" OC23N6

蟾毒灵作用于
7#<M:

细胞

M! H

!随着浓度的增加!其对
7#<M:

细胞生长抑制

作用不断增强!半数抑制浓度 $

(&

:"

%为 $

!"

!

:<

&

!

!

"M

%

OC23N6

* 当吉非替尼浓度超过
: !C23N6

时

才见到其对
7#<M:

细胞生长的抑制作用!其
(&

:"

为

$

<

!

"$

&

#

!

:=

%

!C23N6

&但当吉非替尼$

# !C23N6

%

与蟾毒灵$

#" OC23N6

%联合后!

7#<M:

细胞生长被

明显抑制*

!

$各组
7#<M:

细胞凋亡比较$图
!

%$药物作用

于
7#<M:

细胞
M!H

后!应用
,OO@GEO 1N;(

双染细胞!

流式细胞术检测凋亡情况!结果显示!单用蟾毒灵

$

#" OC23N6

%细胞凋亡率为$

#%

!

$=

&

$

!

=!

%

X

!单用

吉非替尼 $

# !C23N6

% 细胞凋亡率为 $

M

!

$!

&

#

!

"%

%

X

!两药合用后细胞凋亡率为 $

A#

!

A=

&

:

!

A#

%

X

!与单用吉非替尼或蟾毒灵比较!细胞凋亡率

显著增加$

; Y"

!

"#

%*

$

$各组
7#<M:

细胞
BUVW

)

+@0

信号通路相关

$$注#与蟾毒灵组比较!

!

; Y"

!

"#

&与吉非替尼组比较!

"

; Y"

!

"#

图
#

$各组
7#<M:

细胞增殖比较

蛋白表达比较$图
$

%$蟾毒灵及联合用药对
BUVW

)

+@0

)

,F0

)

C)LW

蛋白表达无明显影响!但可不同程

度下调
R

"

BUVW

)

R

"

+@0

)

R

"

,F0

)

R

"

C)LW

蛋白表达*

$$注#

,

为空白对照组&

Z

为吉非替尼组&

&

为蟾毒灵组&

?

为联合用药组

图
!

$各组
7#<M:

细胞凋亡比较
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%

$$注#

,

为空白对照组&

Z

为
HBUV

组&

&

为吉非替尼组&

?

为蟾

毒灵组&

B

为联合用药组&与蟾毒灵组比较!

!

; Y "

!

":

!

!!

; Y

"

!

"#

&与吉非替尼组比较!

"

; Y"

!

"#

图
$

$各组
7#<M:

细胞
BUVW

)

+@0

信号通路

相关蛋白表达比较

讨$$论

肺癌是全球死亡率最高的恶性肿瘤!其中约
%:X

为非小细胞肺癌* 研究发现!亚州人中约有
:"X

的肺

癌患者存在原癌基因
BUVW

突变!这些肿瘤细胞依赖

于突变的
BUVW

进行扩增和生存!因此!

BUVW

"

)9(/

对这部分肿瘤患者有很好的临床疗效+

=

,

* 但几乎所

有初治有效的肺癌患者在
#

年内均会对
BUVW

"

)9(/

产生耐药+

:

,

* 研究发现!耐药机制主要包括
BUVW

"

)M<"+

二次突变和
K

"

+@0

扩增!其中约
:"X

的患者

耐药原因在于
BUVW

"

)M<"+

二次突变+

A

,

*

K

"

+@0

原

癌基因扩增可引起
BPQZ$

#磷酯酰肌醇 #

$

激酶
N

蛋

白激酶
Z

$

RH2/RH2EO2/E0EI@ $

"

FEOD/@NRP20@EO FE

"

OD/@ Z

!

;($9N,F0

%信号通路的激活!从而使肿瘤细胞

绕过被抑制的
BUVW

信号通路!继续增殖和生存!导致

BUVW

"

)9(/

耐药+

M

,

*

)M<"+

突变增加了
BUVW

与

,);

的亲和力!减少了
BUVW

与
BUVW

"

)9(/

的结合!

引起下游
;($9N,F0NC)LW

等信号通路的持续活化!导

致
BUVW

"

)9(/

耐药的产生+

%

,

* 针对
BUVW

二次突变!

目前已研发出二代不可逆性
BUVW

"

)9(/

!如
,TD0EOEQ

$

Z(Z*!<<!

%和
?DK2CE0EOEQ

$

;V!<<%"=

%* 它们通过

不可逆地与
BUVW

结合!阻断
BUVW

的活化!对含有

BUVW

"

)M<"+

二次突变的肺癌细胞有显著的抗肿瘤活

性!有望成为含有
BUVW

"

)M<"+

突变的晚期肺癌患者

的标准治疗方案+

<

,

* 但最近报道的一项
"

期临床试验

结果显示!

,TD0EOEQ

对吉非替尼或厄洛替尼耐药的晚期

肺癌患者的有效率不足
#"X

!并不能提高肺癌患者的

总生 存 期+

#"

,

* 此 外! 突 变 选 择 性
BUVW

"

)9(/

$

*8=""!

%以及
BUVW

"

)9(/

联合
;($9N,F0

抑制剂等

治疗手段也被用于治疗靶向药物耐药!但这些方案确切

的疗效还有待于进一步评估!故临床迫切需要研发新的

治疗策略来克服
BUVW

"

)9(/

耐药*

蟾毒灵是中药蟾皮)蟾酥的主要成分之一!具有较

强的抗肿瘤活性* 现代研究发现!蟾毒灵可通过线粒

体或死亡受体介导的途径诱导肿瘤细胞凋亡+

##

,

!通过

抑制
BUVW

活化)阻断
;($9N,F0

信号通路抑制肿瘤

细胞增殖+

#!

!

#$

,

* 因此!在理论上推测蟾毒灵可防治

BUVW

"

)9(/

耐药*

BUVW

"

)M<"+

突变是可逆性
BUVW

"

)9(/

耐药的

主要原因* 所以!本实验以
7#<M:

肺癌细胞$

BUVW

@G2O !" )M<"+

"

6%:%W

%为研究对象!观察蟾毒灵)吉

非替尼及两药联合的抗肿瘤作用*

+))

结果显示!吉

非替尼在
# !C23N6

$最大血药浓度%时!对
7#<M:

细

胞生长无明显抑制作用!但当吉非替尼与蟾毒灵联合

后!抑瘤效果明显增强&

,OO@GEO 1

"

V()&N;(

凋亡检测

结果显示!吉非替尼联合蟾毒灵后!与单用药物组比

较!

7#<M:

细胞凋亡率显著提高* 这些结果提示蟾毒

灵可使耐药细胞
7#<M:

对吉非替尼再次敏感*

为探讨蟾毒灵联合吉非替尼可能的作用机制!本

研究应用
*@/0@PO Q320

检测
BUVW

)

+@0

信号通路相

关蛋白的表达* 结果显示!蟾毒灵及联合用药对

BUVW

)

+@0

)

,F0

)

C)LW

总蛋白表达均无明显影响!

却能下调
R

"

BUVW

)

R

"

+@0

)

R

"

,F0

)

R

"

C)LW

蛋白表达*

提示蟾毒灵联合吉非替尼对
BUVW

"

;($FN,F0

信号通

路有抑制作用* 虽然本研究发现在
7#<M:

细胞中存

在
+@0

的活化!蟾毒灵也可抑制
+@0

的活化$下调

R

"

+@0

%!但由于
7#<M:

细胞不含有
+@0

扩增!其对吉

非替尼耐药的主要原因是
BUVW

"

)M<"+

的二次突

变!因此推测蟾毒灵增强吉非替尼的抗肿瘤作用可能

在于阻断
BUVW

"

;($FN,F0

信号通路*

总之!蟾毒灵联合吉非替尼可显著抑制
7#<M:

耐
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"!"#+$"

药细胞的增殖!促使肿瘤细胞凋亡&蟾毒灵增强吉非替

尼抗肿瘤活性的机制可能与阻断
BUVW

"

;($FN,F0

信

号通路有关* 此外!本研究结果显示!蟾毒灵对
+@0

的活化有抑制作用!那么蟾毒灵能否通过阻断
+@0

信

号通路来防治因
+@0

扩增或过表达而引起的
BUVW

"

)9(/

耐药- 这有待于后续的研究进一步证实*
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