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自噬在Ａ５４９肺腺癌细胞耐厄洛替尼中的作用研究
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　　摘　要：目的　探讨自噬在Ａ５４９肺腺癌细胞耐厄洛替尼中的作用。方法　不同水平厄洛替尼处理Ａ５４９细胞及其获得性耐

厄洛替尼细胞（Ａ５４９／ＥＲ）后，细胞免疫荧光和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ观察自噬标记蛋白微血管相关蛋白１轻链３Ⅱ（ＭＡＰ１ＬＣ３Ⅱ）的变

化；应用自噬抑制剂３甲基腺嘌呤（３ＭＡ）抑制自噬，流式细胞仪（ＦＣＭ）检测用药后细胞周期及凋亡率。结果　低水平（１、５

μｍｏｌ／Ｌ）厄洛替尼作用下两种细胞 ＭＡＰ１ＬＣ３Ⅱ表达水平较对照组（０．１％ ＤＭＳＯ）均升高，高水平（２５μｍｏｌ／Ｌ）厄洛替尼作用下

Ａ５４９细胞 ＭＡＰ１ＬＣ３Ⅱ表达水平较低水平时降低，而Ａ５４９／ＥＲ细胞 ＭＡＰ１ＬＣ３Ⅱ表达水平较低水平时仍升高。厄洛替尼水

平提高至１００μｍｏｌ／Ｌ可诱导Ａ５４９／ＥＲ细胞凋亡，３ＭＡ抑制自噬后Ａ５４９／ＥＲ细胞的凋亡率从７．７６％上升至１８．８５％。结论　

自噬增强了Ａ５４９／ＥＲ的耐厄洛替尼作用，抑制自噬可增强厄洛替尼的抗肿瘤作用。
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　　肺癌中非小细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）约占

８０％
［１］。近年来分子靶向治疗在 ＮＳＣＬＣ的治疗中表现出良

好的临床效果，尤以厄洛替尼（ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ）为代表
［２］。然而，临床

上部分患者在应用厄洛替尼过程中逐步产生耐药，导致治疗的

有效率降低甚至无效［３］。因此，研究厄洛替尼的耐药机制及增

加药物敏感性的方法，已成为亟待解决的问题。

自噬的作用是在细胞营养不良时分解较不重要的细胞结

构来提供养分，以满足细胞代谢需要并维持细胞内稳态［４５］。

已有文献表明，肿瘤细胞可通过提高自噬水平来抵抗放化疗打

击［６１０］，因此，自噬可能在ＮＳＣＬＣ细胞耐厄洛替尼作用中发挥

作用。本研究中将探讨自噬在 Ａ５４９肺腺癌细胞耐厄洛替尼

中的作用。

１　材料与方法

１．１　材料　细胞株：人肺腺癌 Ａ５４９细胞株购自上海复祥生

物有限公司，Ａ５４９获得性耐厄洛替尼细胞（Ａ５４９／ＥＲ）为本实

验室诱导所得［１１］。药品与试剂：盐酸厄洛替尼购自南京安格

化工有限公司，纯度为９９．１３％。ＲＰＭＩ１６４０培养基及新生胎

牛血清购自杭州四季青生物有限公司。蛋白质提取和定量试

剂盒、ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶配置试剂盒、细胞免疫荧光试剂盒、细胞

周期和细胞凋亡检测试剂盒购自上海碧云天公司。３甲基腺

嘌呤（３ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ，３ＭＡ）购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。四甲基

偶氮唑盐（ＭＴＴ）、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、兔抗人 ＡｎｔｉＬＣ３Ｂ抗

体购自Ｓｉｇｍａ公司。ＧＡＰＤＨ 抗体购自美国Ｓｉｇｎａｌｗａｙ公司，

羊抗兔二抗购自北京中杉金桥生物技术有限公司。ＥＣＬ试剂

盒购自美国Ｐｉｅｒｃｅ公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　人肺腺癌Ａ５４９细胞株培养于含１０％胎牛

血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基，Ａ５４９／ＥＲ细胞培养于厄洛替尼终

水平为２５μｍｏｌ／Ｌ的ＲＰＭＩ１６４０培养基（含１０％胎牛血清），

两种细胞均置于３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度的细胞培养箱中培

养，取对数生长期细胞为实验对象。

１．２．２　ＭＴＴ实验　Ａ５４９细胞及 Ａ５４９／ＥＲ细胞以５×１０３／

孔接种于９６孔板中，培养２４ｈ后加厄洛替尼０．０１、０．１０、

１．００、１０．００和１００．００μｍｏｌ／Ｌ，同时设对照组（０．１％ＤＭＳＯ）

和空白组，每组５个复孔。培养４８ｈ后，每孔加入水平５ｍｇ／

ｍＬＭＴＴ的溶液２０μＬ，孵育４ｈ后，弃上清液，加入１５０μＬ

ＤＭＳＯ，置摇床低速振荡１０ｍｉｎ，用酶标仪检测求出５７０ｎｍ处的

ＯＤ值。根据公式求出相应的细胞生长抑制率，求得ＩＣ５０值。

４２３１ 重庆医学２０１３年４月第４２卷第１２期

 基金项目：国家自然科学基金资助项目（８１１７２０７０）；军队临床高新技术重大项目（２０１０ｇｘｊｓ０７０）。　作者简介：徐睿（１９８８～），在读研究

生，主要从事肺癌靶向药物耐药方面的研究。　△　通讯作者，Ｔｅｌ：（０２３）６８７５５６２５；Ｅｍａｉｌ：ｚｈｅｎｇｔａｎｇｃｈｅｎ＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ。



１．２．３　细胞免疫荧光测定 ＭＡＰ１ＬＣ３Ⅱ　Ａ５４９细胞及

Ａ５４９／ＥＲ细胞以１×１０５／孔接种于２４孔板，培养２４ｈ细胞贴

壁后，分别加入含５、２５μｍｏｌ／Ｌ厄洛替尼的培养基继续培养６

ｈ，同时设对照组（０．１％ＤＭＳＯ），每组３个复孔。６ｈ后４％多

聚甲醛固定１５ｍｉｎ，含０．１％的ＴｒｉｔｏｎＸ１００的洗涤液于摇床

上洗涤３次，每次３～５ｍｉｎ，含５％ＢＳＡ的封闭液封闭６０ｍｉｎ，

５００μＬ稀释的兔抗人 ＡｎｔｉＬＣ３Ｂ（１∶１００），４℃作用过夜，洗

涤液洗涤３次，每次３～５ｍｉｎ，加１ｍＬ稀释的抗兔ＦＩＴＣ（１∶

１０００），室温下置于摇床避光孵育６０ｍｉｎ，洗涤液洗涤３次，每

次３～５ｍｉｎ（避光操作），ＤＡＰＩ染核５ｍｉｎ后置于荧光倒置相

差显微镜下观察。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＭＡＰ１ＬＣ３Ⅱ的表达　按５×

１０４／孔接种 Ａ５４９细胞及 Ａ５４９／ＥＲ细胞于六孔板中，培养２４

ｈ后加入厄洛替尼１、５、２５μｍｏｌ／Ｌ，同时设对照组（０．１％ＤＭ

ＳＯ），分别于加药后３、６、９、１２ｈ后提取蛋白质，调整蛋白水平

后变性，１２％ＳＤＳＰＡＧＥ分离蛋白质，转膜后５％脱脂牛奶封

闭６ｈ，加一抗［ＡｎｔｉＬＣ３Ｂ（１∶１０００）；甘油醛３磷酸脱氢酶

（ＧＡＰＤＨ）为（１∶１０００）］，４℃作用过夜，ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲盐溶

液（ＴＢＳＴ）洗膜，ＥＣＬ化学发光检测试剂显影，重复３次实验

后用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件ＣｈｅｍｉＤＯＣＸＲＳ成像系统采集图像，

计算各组ＬＣ３Ⅱ／ＧＡＰＤＨ灰度比值。

１．２．５　流式细胞仪检测细胞周期与细胞凋亡率　Ａ５４９／ＥＲ

细胞按１×１０６／瓶接种于４瓶７５ｍＬ的培养瓶内，培养２４ｈ后

分别予以以下处理：（１）０．１％ＤＭＳＯ；（２）３ＭＡ５ｍｍｏｌ／Ｌ处

理２ｈ；（３）厄洛替尼１００μｍｏｌ／Ｌ；（４）３ＭＡ５ｍｍｏｌ／Ｌ预处理

２ｈ后加入厄洛替尼１００μｍｏｌ／Ｌ。置于３７℃、５％ ＣＯ２、饱和

湿度的细胞培养箱中培养２４ｈ后收集细胞加入７０％预冷乙醇

１ｍＬ，混匀，４ ℃固定１２ｈ，离心去上清液，磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）洗两次，加入碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）染液１ｍＬ，

３７℃水浴箱静置３０ｍｉｎ，用流式细胞仪检测细胞周期与细胞

凋亡率。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行处理，计量

资料用狓±狊表示，组间比较采用单因素方差分析进行统计学

处理，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＭＴＴ法检测 Ａ５４９／ＥＲ细胞耐药性　不同水平的厄洛

替尼对Ａ５４９细胞及 Ａ５４９／ＥＲ细胞的抑制效应见表１。根据

ＳＰＳＳ软件及ＩＣ５０计算软件得到的厄洛替尼对 Ａ５４９细胞的

ＩＣ５０值为１５．７１μｍｏｌ／Ｌ；厄洛替尼对 Ａ５４９／ＥＲ细胞的ＩＣ５０值

为１０９．４１μｍｏｌ／Ｌ。Ａ５４９／ＥＲ细胞的ＩＣ５０值是 Ａ５４９细胞的

ＩＣ５０值的６．９５倍。说明Ａ５４９／ＥＲ细胞具有耐药性。

表１　　厄洛替尼对Ａ５４９细胞及Ａ５４９／ＥＲ细胞的

　　抑制效应（狓±狊，狀＝３）

厄洛替尼水平

（μｍｏｌ／Ｌ）

抑制率（％）

Ａ５４９细胞 Ａ５４９／ＥＲ细胞

０．０１ ８．１８±３．１２ ８．３１±４．０５

０．１０ ２７．４２±３．６５ １５．４３±６．５０

１．００ ３１．４５±２．１８ ２３．２４±４．３１

１０．００ ３６．１４±４．２１ ３０．５４±６．９５

１００．００ ６７．５３±７．８５ ５２．６８±７．９４

２．２　免疫荧光检测自噬标记蛋白 ＭＡＰ１ＬＣ３Ⅱ　ＭＡＰ１ＬＣ３Ⅱ

为自噬体膜上的特异蛋白，利用ＡｎｔｉＬＣ３Ｂ的一抗与之特异性

结合，进而利用ＦＩＴＣ标记的二抗特异性与ＡｎｔｉＬＣ３Ｂ的一抗结

合，在荧光倒置显微镜下观察。可见厄洛替尼作用后细胞中有

绿色荧光分布于胞质内，而对照组未见明显绿色荧光，见图１。

　　Ａ：Ａ５４９／ＥＲ对照组（０．１％ＤＭＳＯ）；Ｂ：Ａ５４９／ＥＲ２５μｍｏｌ／Ｌ厄洛替尼；Ｃ：Ａ５４９对照组（０．１％ＤＭＳＯ）；Ｄ：Ａ５４９５μｍｏｌ／Ｌ厄洛替尼。

图１　　免疫荧光检测自噬标记蛋白ＬＣ３Ⅱ（ＦＩＴＣ染色×１００）

图２　　不同水平厄洛替尼作用３、６ｈ后ＬＣ３Ⅱ的表达

２．３　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检 测 ＭＡＰ１ＬＣ３Ⅱ 的 表 达 　 在 １、５

μｍｏｌ／Ｌ水平厄洛替尼作用３、６ｈ后，Ａ５４９细胞及Ａ５４９／ＥＲ细

胞ＬＣ３Ⅱ的表达较对照组均增强；在２５μｍｏｌ／Ｌ水平厄洛替

尼作用３、６ｈ后，Ａ５４９细胞ＬＣ３Ⅱ的表达与５μｍｏｌ／Ｌ时相比

降低，ＬＣ３Ⅱ与 ＧＡＰＤＨ 光密度比值分别由０．８４±０．０７、

１．４９±０．０７下降至０．３６±０．０４、０．７２±０．０６（犘＜０．０５），而

Ａ５４９／ＥＲ细胞ＬＣ３Ⅱ的表达与５μｍｏｌ／Ｌ时相比仍然增强，

ＬＣ３Ⅱ与ＧＡＰＤＨ 光密度比值分别由０．２４±０．０４、０．５２±

０．０７增加至０．２６±０．０８，０．７５±０．１０（犘＜０．０５），见图２、３。

２．４　流式细胞仪（ＦＣＭ）检测细胞周期与细胞凋亡率　Ｗｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔ证实厄洛替尼为２５μｍｏｌ／Ｌ时，Ａ５４９细胞已不发生明

显的自噬，经ＦＣＭ检测后发现此水平下 Ａ５４９细胞即发生凋

亡，凋亡率为１２．９６％，而此水平下 Ａ５４９／ＥＲ细胞无凋亡产

生。将厄洛替尼水平提高至１００μｍｏｌ／Ｌ后，ＦＣＭ检测后发现

此水平下Ａ５４９／ＥＲ细胞发生凋亡，凋亡率为７．７６％；而此水

平下Ａ５４９／ＥＲ细胞ＬＣ３Ⅱ的表达水平仍高于低水平下ＬＣ３
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Ⅱ的表达水平（图４）；应用自噬抑制剂３ＭＡ
［１２１４］抑制细胞自

噬作用后，可以看出相对于单独应用１００μｍｏｌ／Ｌ厄洛替尼组，

联合应用了５ｍｍｏｌ／Ｌ３ＭＡ和１００μｍｏｌ／Ｌ厄洛替尼组细胞

的凋亡率升高，为１８．８５％，可见抑制自噬后，细胞的凋亡

增多。

图３　　不同水平厄洛替尼作用３、６ｈ后ＬＣ３Ⅱ

与ＧＡＰＤＨ光密度比值

图４　　１００μｍｏｌ／Ｌ作用６ｈ后Ａ５４９／ＥＲ细胞

ＬＣ３Ⅱ的表达增强

３　讨　　论

近年来厄洛替尼已经作为治疗 ＮＳＣＬＣ的二线乃至一线

药物被逐渐推广开来，原发性或者继发性耐药的问题也随之凸

显出来。因此，研究其耐药的机制成为临床前和临床研究的

热点。

自噬是细胞一种重要的防御和自我保护机制。已有文献

表明，自噬是肿瘤细胞对抗各种抗肿瘤作用的有效手段，针对

恶性肿瘤的化疗及放疗均已被证明可以诱导肿瘤细胞的自噬

作用［６１０］。最近研究发现，多种针对不同恶性肿瘤的分子靶向

药物，如针对慢性粒细胞白血病的伊马替尼以及针对乳腺癌的

曲妥珠单抗［１５１６］，亦可诱导肿瘤细胞的自噬作用。本实验中，

应用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ａ５４９细胞和 Ａ５４９／ＥＲ细胞在不同水

平厄洛替尼作用下不同时间的自噬水平，发现 Ａ５４９／ＥＲ的

ＬＣ３Ⅱ表达水平随着厄洛替尼水平（１～２５μｍｏｌ／Ｌ）的增加而

升高，而在Ａ５４９细胞中，当厄洛替尼水平为较高的水平（２５

μｍｏｌ／Ｌ）时，自噬水平较低水平厄洛替尼时降低；同时，ＦＣＭ

检测出２５μｍｏｌ／Ｌ厄洛替尼即可诱导出Ａ５４９细胞的凋亡，其

凋亡率为１２．９６％，而在同种水平下，未诱导出Ａ５４９／ＥＲ细胞

的凋亡；当将厄洛替尼水平提高至１００μｍｏｌ／Ｌ时才检测出

Ａ５４９／ＥＲ细胞凋亡的发生，且此时 Ａ５４９／ＥＲ细胞的ＬＣ３Ⅱ

表达水平仍显著高于低水平时的ＬＣ３Ⅱ表达水平；应用自噬

抑制剂抑制Ａ５４９／ＥＲ细胞的自噬后，Ａ５４９／ＥＲ细胞的凋亡率

升高。以上研究说明，Ａ５４９／ＥＲ细胞耐受厄洛替尼的可能原

因之一是 Ａ５４９／ＥＲ细胞有较强的自噬能力，在较高水平的厄

洛替尼作用下产生的自噬水平比低水平厄洛替尼下以及非耐

药Ａ５４９细胞更高，自噬增强了耐药细胞在高水平厄洛替尼中

生存能力，而抑制自噬可以降低Ａ５４９／ＥＲ细胞的存活能力，细

胞凋亡增加，提示抑制Ａ５４９细胞自噬可增强厄洛替尼的抗肿

瘤作用。
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的ＦＴ４／Ｃｒ值进行配对狋检验，差异有统计学意义（狋＝２．４３６，

犘＜０．０５），见表１。

图５　　晨尿和随机尿中ＦＴ４／Ｃｒ的平均水平

３　讨　　论

除尿常规检查外，临床应用最广泛的是尿清蛋白检测［５６］，

其次包括尿液中Ｃｒ、尿酸、电解质、Ｉｇ及几种肿瘤标记物
［７］的

检测，与血液的检测项目相比仅是冰山一角。与其他留取方式

相比，随机尿标本最容易留取，如能用随机尿代替晨尿（或８、

２４ｈ尿）进行检测和研究，则可使尿液检测和研究更加简便

易行。

多种疾病后期均可发展成肾脏疾病，而ＲＢＰ是评判肾小

管损伤的理想指标，并可估计损伤范围［８９］，本研究参照本实验

室醇类沉淀法提取尿液蛋白的最优策略［１０］，提取尿蛋白并行

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证，可以用随机尿代替晨尿来检测和研究

ＲＢＰ，这使ＲＢＰ在肾脏疾病诊断及预后判断方面的应用和研

究更加方便可行。

甲状腺是机体重要的内分泌器官，甲状腺功能紊乱影响人

体的生长发育和新陈代谢，特别是对孕妇及胎儿影响极

大［１１１３］。有研究表明，妊娠期合并亚临床甲状腺功能减退、亚

临床甲状腺功能亢进、甲状腺功能减退和甲状腺功能亢进的发

生率分别为３．５３％、２．５７％、１．１２％和０．３２％
［１４］，其中妊娠合

并甲减对孕妇和胎儿的健康造成不可逆影响，及早诊断并干预

治疗可大大降低对孕妇和胎儿健康的损害［１５］。本研究尝试开

拓尿液检测的新领域，探索甲状腺功能检测的新途径。结果表

明，经Ｃｒ校正后，晨尿和随机尿中ＴＳＨ、ＦＴ３水平的差异无统

计学意义（犘＞０．０５），可以尝试用随机尿研究这些项目与相关

疾病的关系；晨尿和随机尿中ＦＴ４水平的差异有统计学意义，

需要进一步探讨和研究。
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