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摘!要!目的!探讨舒尼替尼用于对吉非替尼耐药的非小细胞肺癌的效果及其作用机制% 方法!选取 "#$=年 $月至 "#$C年 $月
内蒙古自治区人民医院收治的非小细胞肺癌患者 =H 例#对其肿瘤组织进行切除#提取肿瘤细胞后进行原代培养#提取细胞总
B;E并测定其纯度以及浓度% 采用四甲基偶氮唑蓝"]<<$法检测舒尼替尼对吉非替尼耐药的非小细胞肺癌细胞的增殖抑制作
用’采用Q50*52- R(,*法检测舒尼替尼处理后对吉非替尼耐药细胞中的多药耐药"]IB$&核因子 (b";S4(b$&血管内皮生长因子
"9%‘S$及血小板衍生生长因子"hI‘S$蛋白表达水平% 结果!$LH #Y,(>P的舒尼替尼对吉非替尼耐药细胞的半数抑制浓度
"K8H#$为"D#LH=m$LAF$ #Y,(>P#明显低于 # #Y,(>P舒尼替尼对吉非替尼耐药细胞的 K8H#*"@HLF"m$L=C$ #Y,(>P+’舒尼替尼可
显著增加耐药细胞对吉非替尼的敏感性#可降低吉非替尼的K8H#’此外#舒尼替尼还可明显降低耐药细胞中的]IB&;S4(b&9%‘S
及hI‘S蛋白表达水平#其中hI‘S蛋白表达水平降低 @@LDAf#影响最为显著% 结论!吉非替尼与舒尼替尼具有协同作用#舒尼
替尼可逆转对吉非替尼耐药的非小细胞肺癌的疗效#为临床应用提供更多理论依据#其机制仍需进一步研究%
关键词!舒尼替尼’ 吉非替尼’ 非小细胞肺癌’ 血小板衍生生长因子
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!!非小细胞肺癌#-,-40Y’((N5((()-3N’-N52’;e8P8$为肺癌
常见类型之一’发病率约为 A#f’主要临床特点为恶性肿瘤细

胞增殖缓慢(转移扩散较晚)$* & 手术是治疗 ;e8P8的首选方
法’但大多数 ;e8P8患者发现时已错过手术机会’;e8P8虽
然对放化疗敏感’但放化疗后 ;e8P8的缓解率仅约 $Hfg
DHf)"* & 近年来’靶向治疗成为肿瘤研究的热点’其中抗血管
生成治疗广受关注’并被美国+科学,杂志评为-世界十大科技
突破. )D* & 作为新型表皮生长因子受体 #57+.52Y’(32,a*6
1’N*,225N57*,2’%‘SB$酪氨酸激酶抑制剂’吉非替尼被广泛应
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用于治疗%‘SB外显子 $C 缺失或外显子 "$ 点#PAHAB$缺失
的患者’包括肺癌(卵巢癌)@* (乳腺癌)H*和结肠癌等)F* %约 A#f
携带%‘SB突变阳性的;e8P8患者经吉非替尼治疗后无进展
生存期显著延长)=* & 随着化疗次数的增加’机体会对化疗药
逐渐产生耐药性’降低临床疗效& 因此’如何克服耐药性’提
高肺癌患者化疗后的缓解率’是目前亟需解决的主要问题&
查阅中国知网(万方数据库等发现’国内针对吉非替尼耐药的
;e8P8患者临床治疗的相关研究较少’本研究针对这一现状
探讨了舒尼替尼用于对吉非替尼耐药的 ;e8P8的作用’以期
为临床治疗;e8P8提供更可靠的理论依据&

5G资料与方法
5H5G资料来源

随机选取 "#$=年 $月至 "#$C 年 $ 月于内蒙古自治区人
民医院就诊的;e8P8患者 =H例%其中男性 @D例’女性 D"例%
平均年龄#HALF"m$HLFC$岁%鳞癌 "= 例’腺癌 @A 例%肿瘤%
D NY的患者 $C例’肿瘤UD NY的患者 HF例%<;]分期$2’
期的患者 $H例’)2*期的患者 F# 例& 所有患者年龄(性别
等临床资料比较’差异均无统计学意义#!l#L#H$& 纳入标准"
#$$所有患者均经临床与病理检查证实为对吉非替尼耐药的
;e8P8患者%#"$所有患者均同意将手术切除的恶性肿瘤组织
用于本研究’并签署知情同意书%#D$所有患者的临床资料完
整)A4C* & 排除标准"#$$具有严重心脏(肝脏等重要脏器衰竭
者%#"$具有严重认知功能障碍’不能配合检查者%#D$具有乙
型肝炎等传染性疾病者& 本研究已取得伦理委员会批准&
5HIG方法
$L"L$!细胞培养"经患者知情并同意后’对其肿瘤组织进行
切除’提取恶性肿瘤细胞后进行原代培养& 通过胶原酶与分
散酶消化 D# Y+- 后’以 $ ### 2>Y+- 离心 A Y+-’去上清液’用
#L"Hf胰蛋白酶消化 $# Y+-后’以 $ ### 2>Y+-离心 $# Y+-’用
含 $#f胎牛血清($## _>Y(青霉素和 $## Y3>Y(链霉素的完
全培养基’置于 D= k(Hf8J" 培养箱中培养& 提取细胞总
B;E并测定其纯度以及浓度&
$L"L"!吉非替尼和舒尼替尼以及吉非替尼联合舒尼替尼对
细胞增殖率的影响"取对数生长期细胞以每孔 $H# #(接种于
CF孔板’细胞贴壁后’分别加入吉非替尼##($LH(D(F($" 和
"@ #Y,(>P$(舒尼替尼##($LH(D(F($" 和 "@ #Y,(>P$以及舒
尼替尼#$LH #Y,(>P$ 联合不同浓度的吉非替尼##($LH(D(F(
$"和 "@ #Y,(>P$进行药物干预’对照组仅含有二甲基亚砜
#I]eJ$的溶剂%继续培养 =" 6 后加入四甲基偶氮唑蓝
#]<<$#H 3>P$$# #(’D= k培养 @ 6后低速离心 $# Y+-吸弃上
清液’再加入I]eJ$H# #(’充分振荡使沉淀充分溶解’用酶联
免疫检测仪在波长 H=# -Y处测定吸光度#JI$’实验重复
D次& 细胞生长抑制率#f$n#实验组平均 JIG空白组平均
JI$>#对照组平均JIG空白组平均 JI$s$##f’空白组为含
有 # #Y,(>P舒尼替尼& 采用直线回归方法计算药物的半数抑
制浓度#K8H#$’实验重复 D次&
$L"LD!Q50*52- R(,*法检测"#$$细胞总蛋白提取及定量& 将
不同处理后的细胞用胰酶消化后’以 F ### 2>Y+- 低温离心

H Y+-收集细胞’预冷磷酸盐缓冲溶液#hbe$洗涤’重悬’再离
心’重复 D 次后弃上清’加入含有 $f蛋白酶抑制剂细胞裂解
液’吹匀后冰上放置 $H Y+-’以 $@ ### 2>Y+-低温离心 $H Y+-’
上清为总蛋白提取液’通过考马斯亮蓝法测定其浓度&
#"$eIe4hE‘%凝胶电泳& 取蛋白提取物约 H# #3’加入蛋白
上样缓冲液’超纯水补足不足体积’总反应体系 D# #(’煮沸
H Y+-后进行电泳& 设置恒压 A# 9#A 9>NY$’当染料前沿进
入分离胶 D# Y+-后’提高电压至 $##g$"# 9#$H 9>NY$’继续
电泳直至溴酚蓝到达分离胶底部上方约 $ NY’然后关闭电源&
#D$将电泳产物转移至常规 h9IS膜’用含 Hf脱脂牛奶的
<be<封闭液封闭过夜& 血管内皮生长因子 #9%‘S$
#$j$ ###$(血小板衍生生长因子#hI‘S$ #$ j$ ###$(多药耐
药#]IB$#$jA##$以及核因子 (b#;S4(b$#$jA##$抗体 @ k
孵育过夜’$j" ### 稀释的 B̂h标记的’抗室温孵育 $ 6’用
<be<洗 D次’%8P显色液显色& 目的条带用KY’354h2,h()0分
析软件进行灰度值分析’以 !4’N*+-为内参照校正&
5HJG统计学方法

所有数据采用 ehee $AL#软件进行统计学分析’用单变量
分析方差进行数据比较’实验数据运用均数m标准差#""m#$表
示’$检验进行组间比较’!U#L#H 为差异有统计学意义’采用
直线回归方法计算K8H#&

IG结果
IH5GU,,法检测舒尼替尼对吉非替尼耐药细胞的增殖抑制
作用

$LH #Y,(>P的舒尼替尼对吉非替尼耐药细胞的增殖抑制率
为#$FL=Am$L"$$f’细胞毒性较低’因此’后续选择 $LH #Y,(>P
的舒尼替尼进行实验’见图 $&

图 5G舒尼替尼对吉非替尼耐药细胞增殖抑制作用
Q)9 5GL+0).)%)’+#""#$%’"&:+)%)+).’+23’/)"#3-%)’+’"

9#")%)+).3#&)&%-+%$#//&

!!$LH #Y,(>P的舒尼替尼对吉非替尼耐药细胞的 K8H# 为
#D#LH=m$LAF$ #Y,(>P’显著低于 # #Y,(>P舒尼替尼对吉非
替尼耐药细胞的K8H#)#@HLF"m$L=C$ #Y,(>P*’提示舒尼替尼
可显著增加耐药细胞对吉非替尼的敏感性’降低吉非替尼抑
制耐药细胞增殖的K8H#’见图 "&
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图 IG舒尼替尼影响耐药细胞对吉非替尼的敏感性
Q)9 IGA#+&)%)P)%; ’"@3:9N3#&)&%-+%$#//&%’ 9#")%)+)..; &:+)%)+).

IHIGD#&%#3+./’%法蛋白测定
Q50*52- R(,*法检测结果显示’$LH #Y,(>P舒尼替尼处理

后的]IB(;S4(b(9%‘S以及 hI‘S蛋白表达水平均有所降
低’见图 D& 通过对灰度值的分析发现’上述 @种蛋白中hI‘S
表达量降低 @@LDAf’影响最为显著’其次为 ]IB#降低
D"LH$f$%;S4(b蛋白表达量受舒尼替尼的影响最小’见表 $&

图 JG舒尼替尼对吉非替尼耐药细胞中UF8%VQN#(%
[!<Q及=F<Q蛋白表达影响

Q)9 JG!""#$%&’"&:+)%)+).’+#R23#&&)’+’"UF8$ VQN#($
[!<Q-+@=F<Q)+9#"")%)+).3#&)&%-+%$#//&

表 5G5HX $*’/7M舒尼替尼对吉非替尼耐药细胞中UF8%
VQN#(%[!<Q及=F<Q蛋白表达的灰度值"#!K"#

,-.5G<3-; P-/:#’"&:+)%)+).’+UF8$VQN#($[!<Q-+@
=F<Q23’%#)+#R23#&&)’+)+9#")%)+).3#&)&%-+%$#//&"#!K"#

舒尼替尼浓度>
##Y,(>P$

]IB蛋白表
达量>#-3>#($

;S4(b蛋白
表达量>#-3>#($

9%‘S蛋白
表达量>#-3>#($

hI‘S蛋白
表达量>#-3>#($

# "DL$FmDL@A DDL$Dm@L$F H#L"=mALCD ""L=AmHLHF
$LH $HLFDm@LAF ""L=$mFL=F DAL"DmFL"= $"LF=mDLA=
$ "LA$= "LCDH "L@F= DLDD=
! U#L#H U#L#H U#L#H U#L#H

JG讨论
吉非替尼耐药包括原发性耐药和继发性耐药’其耐药机

制主要与 %‘SB的二次突变(N4]5*扩增(代偿信号建立与调

节因子表达改变和肿瘤微环境改变等相关)$#* %其中’发生原发

性耐药的原因包括 i42’0突变和 h<%;功能丧失)$$* & 有研究

结果表明’;e8P8发生i42’0突变常提示对于吉非替尼天然耐

药’此外还可提示肿瘤预后不佳)$"* & 对于 i42’0突变诱发的

肿瘤对吉非替尼天然耐药的原因’可能与该突变导致的 %2d

或Ed*活化有关)$D* & 舒尼替尼为一种新型小分子多靶点酪氨

酸激酶抑制剂’能够抑制多种酪氨酸激酶’理论上讲’同时阻

断9%‘S(hI‘S及其他多种酪氨酸激酶活性比单独阻断 $ 种

酪氨酸蛋白激酶活性的抗肿瘤效果更强)$@* & 舒尼替尼在肾细

胞癌和胃肠间质瘤的治疗中已显示出确切的抗肿瘤效应& 魏

长江等)$H*对比了舒尼替尼与帕尼单抗治疗晚期 ;e8P8的临

床疗效’发现舒尼替尼组患者的治疗有效率(病情控制率(生

活质量(无进展生存期和总体生存期均优于帕尼单抗组’但舒
尼替尼易引发较为严重的不良反应& "##= 年’美国临床肿瘤

学会年会上发布了一项关于舒尼替尼联合吉非替尼治疗 D$

例转移性肾细胞癌患者的’期临床研究的初步结果’提示舒

尼替尼联合吉非替尼治疗转移性肾细胞癌具有较好的耐受性

和临床有效性)$F* &

探讨舒尼替尼用于对吉非替尼耐药的;e8P8的临床疗效

研究较少& 郁莉等)$=*经研究发现’舒尼替尼可显著增加耐药

细胞对吉非替尼的敏感性’降低吉非替尼的K8H#& 本研究在上

述研究的基础上进一步发现’舒尼替尼对吉非替尼耐药细胞

株中 hI‘S蛋白表达水平的影响最为显著’其次为 ]IB(

9%‘S& 众所周知’新血管的形成在肿瘤生长中发挥了关键作
用’一些促血管形成因子可以促进肿瘤血管的形成& 在生理

或病理血管形成过程中’9%‘S具有重要的作用)$A* & hI‘S在

其受体介导下发挥着强有丝分裂原的作用’还可以调节细胞

外基质的合成及分解’是较为重要的血管形成因子& 研究结
果证实’;e8P8组织分泌了大量的hI‘S4b(hI‘SB4&’两者的

阳性表达高达 AHf及以上’与正常的癌旁组织相比差异有统

计学意义’说明 hI‘S信息传导通路组成部分有可能参与了
;e8P8的发生(发展)$C* & 本研究结果表明’舒尼替尼可能主

要通过下调吉非替尼耐药细胞株中 hI‘S蛋白表达’从而增

强细胞对吉非替尼的敏感性’但 hI‘S信号通路与肺癌细胞

对吉非替尼耐药机制的关联性需要进一步研究&

本研究结果进一步证实了舒尼替尼与吉非替尼具有协同

作用’舒尼替尼可显著增加吉非替尼耐药细胞的敏感性& 其

机制可能与舒尼替尼可以降低吉非替尼耐药细胞中 hI‘S(

]IB以及9%‘S蛋白表达相关’但需要进一步研究进行验证&

本研究主要针对舒尼替尼对吉非替尼原发性耐药细胞进行研

究’但在临床中大多数 ;e8P8患者属于继发性耐药’因此’对

于舒尼替尼逆转;e8P8继发性吉非替尼耐药的研究更具有临
床价值&
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