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自噬与非小细胞肺癌对吉非替尼耐药关系的实验研究 *
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摘要 目的：探讨细胞自噬与非小细胞肺癌对 Gefitinib耐药的相关性，寻找逆转非小细胞肺癌对 Gefitinib耐药的新靶点。方法：以
体外培养的人非小细胞肺癌 Gefitinib敏感细胞 PC-9与 Gefitinib耐药细胞 PC-9/GR为研究对象，通过 MTT法检测 Gefitinib对
PC-9及 PC-9/GR细胞存活率的影响；Western blot检测 Gefitinib对 PC-9及 PC-9/GR细胞中自噬相关蛋白 LC3的表达的影响；流
式细胞术检测自噬诱导剂雷帕霉素和 Gefitinib对 PC-9/GR细胞凋亡率的影响。结果：PC-9/GR细胞 Gefitinib IC50为 PC-9细胞的
200倍以上，具有非常明显的耐药性。PC-9/GR细胞中 LC3II的表达显著低于 PC-9/GR细胞(P<0.05)。Rapamycin联合 Gefitinib作
用于 PC-9/GR细胞可以明显提高其细胞凋亡率(P<0.05)。结论：细胞自噬减弱与非小细胞肺癌对 Gefitinib耐药有关，诱导细胞自
噬可能逆转非小细胞肺癌对 Gefitinib耐药。
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Study on the Correlation of Autophagy with Gefitinib Resistance of
Non-small-cell Lung Cancer*

To explore the correlation of autophagy with gefitinib resistance of non-small-cell lung cancer and
investigate a novel approach to reverse drug resistance. Gefitinib-sensitive cell line PC-9 and Gefitinib-resistant cell line
PC-9/GR were cultured in vitro. MTT assay was applied to test the cell viabilities of PC-9 and PC-9/GR cells after gefitinib treatment.
Western blot analysis was used to determine the expression of autophagy related protein LC3. Flow cytometry was also used to measure
the apoptosis after rapamycin and/or gefitinib treatments. The IC50 of PC-9/GR cells was 200-fold higher than that of PC-9 cells.
PC-9/GR cells were obviously resistant to gefitinib. The expression of LC3 protein in PC-9/GR cells was significantly lower than that of
PC-9 cells. Induction of autophagy by rapamycin reversed resistance and promoted the apoptosis in PC-9/GR cells. The
decrease of autophagy was associated with gefitinib resistance in lung cancer, induction of autophagy might be a novel approach to
reverse gefitinib resistance.

Non-small-cell lung cancer; Gefitinib; Resistance; Autophagy

前言

吉非替尼(Gefitinib)是一种口服的表皮生长因子受体酪氨
酸酶抑制剂 (epidermal growth factor receptor-tyrosine kinase in-
hibitors，EGFR-TKIs)，在临床上广泛用于治疗具有 EGFR第 19
外显子缺失或第 21 外显子点突变的非小细胞肺癌
(non-small-cell lung cancer，NSCLC)[1,2]。IPASS和 OPTIMAL等
大规模前瞻性随机对照临床试验显示 EGFR突变的肺癌患者
服用靶向药物在疾病控制、症状缓解、生活质量等方面优于常

规化疗，患者疾病无进展期(progression free survival，PFS)显著
延长[3]。但几乎全部 NSCLC患者在使用 EGFR-TKIs一段时间
后出现对 EGFR-TKIs的获得性耐药，导致疾病进展[4]，这也严

重限制了 EGFR-TKIs 在临床上的应用价值。因此，阐明
NSCLC患者对 EGFR-TKIs的耐药机制，并寻找逆转耐药的策

略，是亟待解决的科学问题，对改善 NSCLC患者的预后具有重
要的临床意义。

目前已知的 EGFR-TKIs耐药机制主要有两种：T790M耐
药突变和原癌基因Met扩增。肺癌细胞发生 T790M突变后，吉
非替尼与 EGFR酪氨酸激酶结合位点的结合能力下降，以致于
EGFR信号不能被完全阻断，细胞表现为对吉非替尼耐受[5,6]。

Met 基因扩增后可与 ERBB3 形成异源二聚体，二者绕过
EGFR直接活化其下游的 PI3K/Akt，STAT 和 Erk细胞生长信
号[7]。临床上 50%的耐药标本可检出 T790M，约 30%的耐药标
本可检出 Met，另外还有 20%的标本耐药机制不明[8]。

自噬(autophagy)是真核细胞中高度保守的生命过程，是细
胞应对内外环境变化的一种应激反应，其目的是实现细胞内大

分子物质的降解和再循环，满足细胞物质和能量代谢需要，维

持细胞内环境稳定[9]。自噬对于肿瘤细胞具有保护和杀伤双重
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作用，适度自噬可以促进细胞生存，过度自噬又可以促进细胞

死亡，它在不同类型的组织细胞中发挥的作用不一而论[10]。近

年研究显示放疗和化疗可以诱发肿瘤细胞自噬，临床上常用的

紫杉醇、环磷酰胺、阿霉素、表柔比星、地塞米松等药物能够引

起胃癌、肝癌、淋巴瘤、白血病、骨髓瘤等恶性肿瘤自噬，亦有报

道称 EGFR分子靶向药物能够诱发肺癌细胞自噬[11,12]。自噬的

双向调节作用可以影响放化疗和分子靶向药物杀伤肿瘤细胞

的作用。此外，自噬信号还可能参与了耐药过程，但自噬到底是

促进耐药还是抑制耐药，学术界尚未达成统一意见。本研究旨

在探讨自噬信号是否参与了肺癌细胞对 EGFR-TKIs耐药的过
程，以期通过调控耐药细胞中异常的自噬恢复其对 EGFR-TKIs
的敏感性，逆转 EGFR-TKIs耐药，进而改善 NSCLC患者的临
床疗效和预后。

1 材料与方法

1.1 材料
Gefitinib敏感的非小细胞肺癌 PC-9细胞株由广东省人民

医院吴一龙教授惠赠，在体外通过吉非替尼慢性刺激，我们建

立了 PC-9 Gefitinib 耐药细胞株 PC-9/GR[13]，经测序和 PCR 鉴
定，PC-9/GR 细胞中未发现 T790M 和 Met。吉非替尼由 As-
traZenca公司惠赠，雷帕霉素 (Rapamycin)、四甲基偶氮唑蓝
(MTT)、青链霉素(P/S)、二甲基亚砜(DMSO)购自 Sigma 公司，
RPMI 1640培养基购自 Hyclone公司，胎牛血清购自 Gibco公
司，蛋白酶抑制剂 Cocktail购自 Roche公司，RIPA细胞裂解液
和蛋白定量试剂盒购自博士德生物工程有限公司，兔抗 LC3B

抗体，鼠抗 茁-actin 抗体，辣根过氧化酶 (HRP)偶联的羊抗兔
IgG、辣根过氧化酶偶联的羊抗鼠 IgG购自 Cell Signaling Tech-
nology公司，ECL发光液购自 Millipore公司。
1.2 方法
1.2.1 细胞培养与加药处理 PC-9和 PC-9/GR细胞均用含 10
%胎牛血清和 1 %青链霉素的 RPMI 1640培养基培养，于 37
℃、5 % CO2饱和湿度的培养箱中培养，待细胞融合度达 80 %

时传代，每 2~3天更换培养液。PC-9/GR细胞培养液中另加入
10 nM Gefitinib以维持其耐药性。

PC-9/GR细胞分为 4组，溶剂对照组(Control)、Rapamycin
组、Gefitinib组、Gefitinib+Rapamycin组，Control组给予等体积
溶剂 DMSO 处理，Rapamycin 组加入终浓度 10 nM Ra-
pamycin，Gefitinib 组加入终浓度为 10 滋M Gefitinib，Gefi-
tinib+Rapamycin组先用终浓度为 10 nM Rapamycin 预处理 2
h，再加入终浓度为 10 滋M Gefitinib。各组细胞均在药物处理
48 h后行相关检测。
1.2.2 MTT法检测细胞的存活率 分别取对数生长期的 PC-9、
PC-9/GR细胞，经 0.25 %胰酶消化后以 3000个细胞 /孔接种
96孔板，培养箱中过夜使细胞完全贴壁。次日按梯度给予终浓
度分别为 5 nM、10 nM、50 nM、100 nM、1 滋M 和 5 滋M Gefi-
tinib，每个浓度设置 5个复孔。培养 48 h后每孔加入 20 滋L无
菌 5 mg/ml MTT溶液，继续孵育 4 h后吸去培养液，每孔加入
100 滋L DMSO，充分震荡，用酶标仪在 570 nm处测定吸光度值
(A)，按照下式计算细胞存活率，细胞存活率(%)=[A实验孔 -A
空白孔 /(A对照孔 -A空白孔)]× 100 %，并计算出半数有效抑
制浓度(IC50)。
1.2.3 Western blot检测自噬相关蛋白的表达 收集各处理组

细胞，冰浴 30 min，超声粉碎机粉碎细胞样品，继续冰浴 10
min，4 ℃ 12000 r/min离心 15 min，取上清，蛋白定量试剂盒测
蛋白质浓度，向各组细胞蛋白样品中加入 1/5体积的上样缓冲
液，煮沸 5 min，使蛋白完全变性。取 50 滋g 蛋白进行
SDS-PAGE并电转移至硝酸纤维素膜，5 %脱脂奶粉室温封闭
1 h，使用抗 LC3B(1/1000)、抗 茁-actin(1/1000)抗体过夜杂交，
HRP标记的抗兔 IgG或抗鼠 IgG(1/5000)室温孵育 1 h后滴加
ECL发光液，化学发光成像系统成像分析。
1.2.4 流式细胞术检测细胞的凋亡率 收集各处理组细胞，常

规消化离心，预冷 PBS漂洗 2次，75 %乙醇固定 10 min，向各
组细胞中加入 10 滋L Annexin V-FITC和 10 滋L PI，充分混合，
避光孵育 20 min，PBS漂洗 3次，流式细胞仪检测细胞 Annex-
in V-FITC和 PI信号，判定细胞凋亡情况。
1.3 统计学处理

每个实验重复 3次。用 Graphpad Prism 5.0软件、Image J

软件完成作图及数据分析。多组组间比较采用单因素方差分析

(One-Way ANOVA)，两两比较采用 t 检验，数据以 mean± SD
表示，P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 Gefitinib对 PC-9、PC-9/GR细胞存活率的影响
将 Gefitinib 按照 5 nM、10 nM、50 nM、100 nM、1 滋M 和 5

滋M浓度梯度分别作用于 PC-9和 PC-9/GR细胞，结果显示随
着 Gefitinib 浓度的增加，PC-9 细胞的细胞存活率明显下降，
Gefitinib以剂量依赖性的方式抑制 PC-9细胞的增殖，其 IC50

为 (99.21± 14.42) nM；而 Gefitinib 的耐药细胞 PC-9/GR 对
Gefitinib 耐受，其 IC50为(22.98± 2.076) 滋M，二者的 IC50相差

200倍以上(图 1)。

2.2 Gefitinib耐药对细胞自噬水平的影响
为了检测两种细胞的自噬水平，我们通过Western blot检

测其自噬标记物 LC3的表达。LC3存在 LC3I和 LC3II两种亚
型，当细胞发生自噬时 LC3I可转化为 LC3II[14]。Western blot结
果显示 PC-9 细胞中的 LC3II 的表达显著高于 PC-9/GR 细胞
(图 2)，表明 Gefitinib耐药的细胞自噬水平降低。
2.3 雷帕霉素诱导自噬能够逆转 Gefitinib耐药

上述结果表明 PC-9细胞 Gefitinib耐药后的自噬水平明显

图 1 不同浓度的 Gefitinib对 PC-9、PC-9/GR细胞存活率的影响

Fig. 1 The effect of different concentrations of Gefitinib on cell viability

of PC-9 and PC-9/GR cells
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减弱，我们设想能否通过诱导细胞自噬从而逆转耐药。雷帕霉

素(Rapamycin)是一种常用的自噬诱导剂，我们使用 Rapamycin
处理 PC-9/GR耐药细胞，结果显示溶剂对照组细胞的凋亡率为
(2.08± 0.1317) %，Rapamycin单药组为(2.61± 0.1664) %，Gefi-
tinib单药组为(11.75± 0.7016) %，而 Gefitinib+Rapamycin联合
组的凋亡率为(21.64± 1.39) %，差异具有统计学意义(P<0.05)
(图 3)。

3 讨论

肺癌已成为我国发病率和死亡率最高的恶性肿瘤，近 85 %
肺癌为非小细胞肺癌 (non-small-cell lung carcinoma，NSCLC)，
寻求敏感高效的治疗方案迫在眉睫。NSCLC的治疗方案除了
手术切除和传统放化疗，分子靶向治疗(molecular targeted ther-
apy)亦具有一定的疗效，且毒副反应较轻，为延长肺癌患者的
生存期带来希望。然而，很多患者在治疗初期对该药高度敏感，

但经过约 10-14个月的中位疾病无进展生存期后对药物发生
抵抗而导致病情反复。因此，深入研究肺癌细胞对 EGFR-TKIs
的耐药机制，可为指导临床用药，扩大药物获益人群提供依据。

自噬又称为 II型程序性细胞死亡 (programmed cell death
type II)，大量研究表明肿瘤细胞在缺氧、营养缺乏、细胞器受损
等刺激下可以发生自噬。Ito H等发现自噬通过清除受损的线
粒体使肿瘤细胞逃避电离辐射引起的细胞凋亡，使肿瘤细胞在

不利的环境下得以生存[15]。而 Scott等研究发现调控自噬基因
Atg1活化细胞自噬可以使肿瘤细胞增殖明显变慢，促进细胞
凋亡[16]。自噬在肿瘤细胞中究竟是发挥“促生存”还是“促凋亡”

作用，这个问题一直存在争论，至今尚无明确定论。目前的研究

认为自噬对肿瘤细胞具有保护和杀伤双重作用，适度的自噬维

持肿瘤细胞物质代谢和能量供给，保护肿瘤细胞在不利环境中

继续生存，而过度自噬则导致重要蛋白质和细胞器受损，促使

细胞坏死或者凋亡[17]。

近期的研究表明肿瘤细胞耐药或许与异常自噬有关，但不

同实验室的结论却截然相反。Eimer等认为抑制自噬能够增强
EGFR-TKIs 的细胞毒作用，siRNA 介导的自噬抑制可以使
EGFR-TKIs更有效的杀伤胶质瘤细胞，提示活化自噬可能导致
EGFR-TKIs耐药[18]。而在 Moreira-Leite等的研究中，活化自噬
信号则可逆转 T790M突变后的 EGFR-TKIs耐药，自噬似乎又
是逆转耐药的靶点[19]。这也进一步证明了自噬对肿瘤细胞保护

和杀伤的双重作用，研究肺癌细胞 EGFR-TKIs耐药前后自噬
信号的变化有望成为逆转耐药的新靶点。

本研究以 19 外显子缺失突变的 Gefitinib 敏感细胞株
PC-9为亲本细胞，利用 Gefitinib慢性刺激诱导出具有良好耐
药性的 PC-9/GR细胞，经测序和 PCR鉴定，PC-9/GR细胞中未
发现 T790M和 Met，提示本研究所使用的 PC-9/GR细胞具有
新的耐药机制。研究结果显示 PC-9/GR细胞自噬标记物 LC3
的含量下降，表明 Gefitinib耐药可能与自噬减弱有关，恢复细
胞的自噬活性可能逆转 Gefitinib耐药。为了证明这一假设，我
们使用自噬诱导剂 Rapamycin激活 PC-9/GR细胞自噬，通过
流式细胞术评估自噬活化后 PC-9/GR 细胞对 Gefitinib 的反
应，结果显示 Gefitinib单独作用于 PC-9/GR细胞引起约 10 %
的细胞凋亡，而 Rapamycin预先激活自噬再给予 Gefitinib，细
胞凋亡率显著增加，升至 20 %左右，表明活化自噬可能逆转
Gefitinib耐药。

自噬是细胞生存和死亡的桥梁和纽带，适当调节细胞自噬

具有“促生存”或“促凋亡”双重作用。本研究通过 Rapamycin增
强自噬以逆转耐药，促进了 Gefitinib耐药细胞的凋亡。结合现
有的数据，我们认为调控细胞自噬对于改进现有的肿瘤治疗策

略和抗肿瘤药物的研发具有重要意义，调节自噬对于逆转

Gefitinib耐药可能是一个新思路，具有很好的研究前景。
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