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ＩＬ６诱导非小细胞肺癌Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ耐药的作用和机制


韩　睿，李　力，林采余，王玉波，何　勇△

（第三军医大学大坪医院呼吸内科，重庆４０００４２）

　　摘　要：目的　明确ＩＬ６诱导非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）细胞对表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂（ＥＧＦＲＴＫＩ）药物吉非替

尼（Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ）发生耐药的作用，探讨其可能机制。方法　使用噻唑蓝（ＭＴＴ）、划痕实验、蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）分别检测

ＩＬ６处理肺腺癌细胞株ＰＣ９后其对Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ的敏感性、细胞迁移能力、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ｐｍＴＯＲ）表达等的变化；构建

ＩＬ６高表达细胞株ＰＣ９ｐｓｂ３８８，检测其与ＰＣ９相比在对Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ的敏感性、细胞迁移能力、ｐｍＴＯＲ蛋白表达等方面的变化；

使用雷帕霉素联合ＩＬ６处理ＰＣ９、ＩＬ６单独处理ＰＣ９以及雷帕霉素单独处理ＰＣ９ｐｓｂ３８８，ＭＴＴ检测３组细胞Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ敏感性

的变化；使用ＰＣ９、ＰＣ９ｐｓｂ３８８细胞构建裸鼠移植瘤模型，对比两组移植瘤大小并用免疫组织化学检测ｐｍＴＯＲ蛋白和ＩＬ６的

表达。结果　ＩＬ６处理ＰＣ９组较未处理组对 Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ的敏感性显著降低，细胞迁移能力增强，ｐｍＴＯＲ蛋白表达增高。ＰＣ

９ｐｓｂ３８８对Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ的敏感性与ＰＣ９相比明显降低，细胞迁移能力增强并且ｐｍＴＯＲ蛋白活化增高。雷帕霉素联合ＩＬ６处理

ＰＣ９组对Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ的敏感性较ＩＬ６单独处理ＰＣ９组升高，ｐｍＴＯＲ蛋白表达降低。同样雷帕霉素处理ＰＣ９ｐｓｂ３８８组对Ｇｅ

ｆｉｔｉｎｉｂ的敏感性较未处理组增高，且ｐｍＴＯＲ蛋白活化降低。在动物实验中，ＰＣ９ｐｓｂ３８８组裸鼠移植瘤体积明显大于ＰＣ９组，

检测移植瘤组织中ＩＬ６和ｐｍＴＯＲ蛋白的表达发现，ＰＣ９ｐｓｂ３８８组显著高于ＰＣ９组。结论　ＩＬ６可能通过活化ｐｍＴＯＲ蛋白

诱导非小细胞肺癌发生ＥＧＦＲＴＫＩ耐药。
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　　表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）信号通路在肺癌的发生、发展

过程中发挥着非常重要的作用，对有ＥＧＦＲ突变的非小细胞

肺癌（ＮＳＣＬＣ）患者，表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂

（ＥＧＦＲＴＫＩ）吉非替尼（Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ）和厄洛替尼（Ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ）已成

为其有效的靶向治疗药物［１］。然而在 ＥＧＦＲＴＫＩ治疗过程

中，许多对ＥＧＦＲＴＫＩ药物敏感的患者逐渐发生ＥＧＦＲＴＫＩ

耐药，即获得性耐药［２］。获得性耐药的机制主要有以下几个方

面：（１）Ｔ７９０Ｍ二次突变；（２）ＭＥＴ扩增；（３）肝细胞生长因子

（ＨＧＦ）过表达；（４）转化为小细胞肺癌；（５）发生上皮间质转化

（ＥＭＴ），此外仍有近３０％的患者耐药机制不详
［３］。因此，进一

步研究ＥＧＦＲＴＫＩ耐药机制及其相关影响因素对 ＮＳＣＬＣ患

者的分子靶向治疗具有非常重要的意义。

临床研究显示，使用ＥＧＦＲＴＫＩ治疗的患者外周血ＩＬ６

水平显著增高，但ＩＬ６是否是导致ＥＧＦＲＴＫＩ耐药的关键始

动因素仍需进一步研究［４］。本实验通过分析多种 ＮＳＣＬＣ细

胞株ＩＬ６表达水平后发现：多种ＥＧＦＲＴＫＩ敏感肺癌细胞株

的ＩＬ６表达水平显著低于对 ＥＧＦＲＴＫＩ耐药细胞株。当

ＥＧＦＲＴＫＩ敏感细胞株经ＩＬ６处理后，其对ＥＧＦＲＴＫＩ药物
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的敏感性降低，与此同时伴随着ｐｍＴＯＲ蛋白活化。前期有

众多研究表明在多种肿瘤细胞中ｐｍＴＯＲ蛋白的活化可以促

进肿瘤细胞的生长以及降低抗癌药物的疗效［５］，故笔者推测

ＩＬ６诱导肺癌ＥＧＦＲＴＫＩ耐药的作用机制可能与ＩＬ６诱导

肺癌细胞ｐｍＴＯＲ活化有关。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂　人肺癌细胞株 ＰＣ９、ＨＣＣ８２７、Ｈ１６５０、

Ｈ１９７５、Ｈ４６０、Ａ５４９购自美国国家细胞库（ＡＴＣＣ），Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ、

ＭＴＴ、雷帕霉素购自Ｓｉｇｍａ公司，ＲＰＭＩ１６４０培养基购自 Ｈｙ

ｃｌｏｎｅ公司，胎牛血清购自Ｇｉｂｃｏ公司，ＩＬ６ＥＬＩＳＡ试剂盒购自

ＵＳＣＮ公司，ＡｎｔｉｍＴＯＲ（ｐｈｏｓｐｈｏ）（Ｓｅｒ２２４８）、ＡｎｔｉｍＴＯＲ、

ＡｎｔｉＩＬ６、山羊抗兔ＩｇＧ等抗体购自美国 Ａｂｃａｍ公司，βａｃｔｉｎ

购自美国ＣＳＴ公司，免疫组化试剂盒购自碧云天公司，６周龄

雌性裸鼠购自第三军医大学动物中心。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　人肺癌细胞株ＰＣ９培养于含１０％胎牛血

清、１００μｇ／ｍＬ青、链霉素的 ＲＰＭＩ１６４０培养基，重组高表达

ＩＬ６肺腺癌细胞株ＰＣ９ｐｓｂ３８８培养于含１０％胎牛血清、１００

μｇ／ｍＬ青、链霉素以及１％嘌呤霉素的ＲＰＭＩ１６４０培养基中，

二者均培养于３７℃、９０％湿度、５％ＣＯ２ 的培养箱中。

１．２．２　ＭＴＴ法检测药物细胞毒性　收集处于对数生长期细

胞，按每孔１×１０４ 个细胞接种９６孔板，培养２４ｈ后弃上清

液，每个实验孔加入含不同浓度的 Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ培养基１５０μＬ。

在培养箱中继续培养４８ｈ后，每孔加入 ＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ）２０

μＬ，３７℃培养４ｈ，加入二甲亚砜（ＤＭＳＯ）１５０μＬ振荡１５ｍｉｎ，

放入全波长酶标仪检测吸光度值。按照以下公式计算细胞增

殖抑制率。细胞增殖抑制率＝［（对照组吸光度值－药物处理

组吸光度值）／对照组吸光度值］×１００％。实验重复３次。

１．２．３　ＥＬＩＳＡ检测ＩＬ６的表达　取处于对数生长期的肺癌

细胞，胰酶消化后用ＲＰＭＩ１６４０培养基重悬成３×１０６ｍＬ－１细

胞悬液，按每孔１００μＬ分别接种于六孔板中，培养４８ｈ换用

无血清培养基继续培养１２ｈ后收集各孔细胞培养液，１０００ｒ／

ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后取上清液，－２０℃保存。使用ＥＬＩＳＡ检测

各实验组细胞株ＩＬ６表达水平，具体操作严格根据ＥＬＩＳＡ试

剂盒说明书要求进行。

１．２．４　蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测ｐｍＴＯＲ、ｍＴＯＲ

蛋白表达　胰酶消化并收集各实验组细胞，磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）洗涤后，按每１×１０７ 细胞加入１００μＬ预冷的细胞裂解

液，超声破碎后冰上静置３０ｍｉｎ，４℃１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０

ｍｉｎ，取上清液加入５×十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）凝胶上样缓冲液

１００℃煮沸变性５ｍｉｎ。样品蛋白通过１０％ＳＤＳ聚丙烯酰胺

凝胶电泳（ＰＡＧＥ）分离后经半干转膜仪转至聚偏氩乙烯

（ＰＶＤＦ）膜上，５％脱脂牛奶常温封闭１ｈ，４℃过夜孵育一抗

［ｐｍＴＯＲ（１∶１０００）、ｍＴＯＲ（１∶１０００）、βａｃｔｉｎ 抗 体

（１∶１０００）］，ＴＢＳＴ洗膜，二抗常温孵育１ｈ［ＧｏａｔＡｎｔｉＲａｂｂｉｔ

（１∶５０００）］，ＴＢＳＴ洗膜、ＥＣＬ发光显影液显影，ＢｉｏＲＡＤ成

像系统采集图像。

１．２．５　裸鼠移植瘤实验　胰酶消化处于对数生长期的ＰＣ９

和ＰＣ９ｐｓｂ３８８细胞，生理盐水洗涤后，用生理盐水混悬成５×

１０７ｍＬ－１细胞悬液。将１２只６周龄的雌性裸鼠分为 Ａ、Ｂ两

组，Ａ组裸鼠于腋下接种 ＰＣ９细胞１００μＬ，Ｂ组接种 ＰＣ

９ｐｓｂ３８８细胞悬液１００μＬ。当裸鼠移植瘤生长到约５０ｍｍ
３

时，两组裸鼠按１ｍｇ／ｋｇ的剂量口服Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ。服药期间每周

测量２次裸鼠移植瘤体积，裸鼠移植瘤体积等于（长×宽２）／２

（长、宽单位：ｍｍ），待口服Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ４周后，处死裸鼠取出移植

瘤，石蜡包埋后用免疫组织化学检测肿瘤组织中ＩＬ６和ｐ

ｍＴＯＲ蛋白的表达情况。

１．２．６　免疫组织化学检测移植瘤组织中ＩＬ６和ｐｍＴＯＲ蛋

白的表达　移植瘤标本固定后，常规石蜡包埋切片，取０．８μｍ

切片，脱蜡、水化、抗原修复、封闭、４℃过夜孵育一抗［ＡｎｔｉＩＬ

６（１∶１００）］、［ＡｎｔｉｍＴＯＲ（ｐｈｏｓｐｈｏ）（１∶１００）］、二抗３７℃孵

育３０ｍｉｎ、ＤＡＢ显色、苏木精复染、脱水封片拍照。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行分析，计量资料

以狓±狊表示，组间比较采用ＬＳＤ狋检验，以犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ耐药肺癌细胞株ＩＬ６表达水平显著高于 Ｇｅ

ｆｉｔｉｎｉｂ敏感株　选取６种处于对数生长期的肺癌细胞株，使用

ＭＴＴ、ＥＬＩＳＡ方法分别检测６种肺癌细胞株对Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ的半

数致死浓度（ＩＣ５０）值以及细胞培养基上清液中ＩＬ６的表达情

况。结果显示：对Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ敏感的肺癌细胞株ＰＣ９、ＨＣＣ８２７

细胞培养基上清液ＩＬ６表达水平较不敏感细胞株 Ｈ１６５０、

Ｈ１９７５、Ｈ４６０、Ａ５４９低（犘＜０．０５），见图１。

　　Ａ：各组细胞Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ的ＩＣ５０值，：犘＜０．０１，与ＰＣ９组比较；Ｂ：

各组细胞ＩＬ６表达水平，：犘＜０．０５，＃：犘＜０．０１，与 ＨＣＣ８２７组

比较。

图１　　Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ耐药肺癌细胞株ＩＬ６表达水平显著

高于Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ敏感株

２．２　外源性ＩＬ６处理ＰＣ９诱导Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ耐药，迁移增强，ｐ

ｍＴＯＲ表达增强　ＰＣ９经外源性１０ｎｇ／ｍＬ浓度的ＩＬ６处理

４８ｈ后通过 ＭＴＴ、划痕实验、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ等方法检测发现：

经ＩＬ６处理后ＰＣ９细胞对Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ的敏感性降低、而迁移能

力以及ｐｍＴＯＲ蛋白表达增高，见图２。

２．３　内源性高表达ＩＬ６诱导ＰＣ９Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ耐药，迁移增强

　ＰＣ９ｐｓｂ３８８细胞是将高表达ＩＬ６的慢病毒载体ｐＳＢ３８８Ｌ．

Ｖ．转染入ＰＣ９细胞后，通过嘌呤霉素筛选所得。ＥＬＩＳＡ实验

证实ＰＣ９ｐｓｂ３８８细胞较ＰＣ９细胞ＩＬ６表达水平显著升高。

取对数生长期的 ＰＣ９ｐｓｂ３８８细胞，通过 ＭＴＴ、划痕实验和

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ等方法检测发现：ＰＣ９ｐｓｂ３８８与 ＰＣ９细胞相比

对Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ的敏感性降低、而迁移能力以及ｐｍＴＯＲ蛋白表

达增高，见图３。

２．４　雷帕霉素降低ＩＬ６诱导的肺腺癌细胞对 Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ耐药

　ＰＣ９经外源性１０ｎｇ／ｍＬ的ＩＬ６联合２０ｎｍｏｌ／Ｌ雷帕霉素

处理４８ｈ后通过 ＭＴＴ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ等方法检测发现：ＩＬ６联

合雷帕霉素处理组ＰＣ９细胞较ＩＬ６单独处理组，ｐｍＴＯＲ蛋

白表达降低且对 Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ的敏感性增高。ＰＣ９ｐｓｂ３８８经２０

ｎｍｏｌ／Ｌ雷帕霉素处理４８ｈ后通过 ＭＴＴ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ等方法

检测发现：经雷帕霉素处理后 ＰＣ９ｐｓｂ３８８较未处理组：ｐ

ｍＴＯＲ蛋白表达降低且对Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ的敏感性增高，见图４。
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２．５　ＩＬ６诱导裸鼠移植瘤对 Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ耐药　移植瘤实验证

实ＰＣ９组裸鼠移植瘤体积增长速度明显小于ＰＣ９ｐｓｂ３８８组

（犘＜０．０５），见图５。

　　Ａ：ＭＴＴ检测ＩＬ６处理的ＰＣ９细胞对ＧｅｆｉｔｉｎｉｂＩＣ５０值；Ｂ：划痕实验检测ＩＬ６处理的ＰＣ９细胞迁移能力变化；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＩＬ６处理

的ＰＣ９细胞ｐｍＴＯＲ表达变化。

图２　　ＩＬ６诱导Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ耐药能力、迁移能力变化

　　Ａ：ＥＬＩＳＡ检测ＰＣ９与ＰＣ９ｐｓｂ３８８的ＩＬ６表达；：犘＜０．０１，与ＰＣ９比较；Ｂ：ＭＴＴ检测ＰＣ９与ＰＣ９ｐｓｂ３８８Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ的ＩＣ５０值；Ｃ：划痕实

验检测ＰＣ９与ＰＣ９ｐｓｂ３８８细胞迁移能力；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＣ９与ＰＣ９ｐｓｂ３８８的ｐｍＴＯＲ表达。

图３　　ＩＬ６高表达诱导Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ耐药能力、迁移能力、ｐｍＴＯＲ蛋白表达变化

　　Ａ：ＭＴＴ检测ＩＬ６、雷帕霉素不同方式处理ＰＣ９、ＰＣ９ｐｓｂ３８８细胞后对Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ的ＩＣ５０值；：犘＜０．０５，与ＰＣ９＋ＩＬ６比较；△：犘＜０．０５，与

ＰＣ９ｐｓｂ３８８比较；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＩＬ６、雷帕霉素不同方式处理ＰＣ９的ｐｍＴＯＲ情况表达。

图４　　雷帕霉素处理后ＩＬ６诱导对Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ耐药影响

　　Ａ：裸鼠移植瘤体积对比图；Ｂ：裸鼠移植瘤体积生长曲线；：犘＜

０．０５，与ＰＣ９组比较。

图５　　ＩＬ６高表达诱导裸鼠移植瘤对Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ耐药的影响

２．６　ＰＣ９ｐｓｂ３８８移植瘤ＩＬ６表达增高，ｐｍＴＯＲ活化增强　

通过对两组裸鼠移植瘤组织提取蛋白做 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，以

及制作石蜡切片做免疫组织化学检测发现：ＰＣ９ｐｓｂ３８８组移

植瘤组织中ＩＬ６和ｐｍＴＯＲ蛋白的表达显著高于ＰＣ９组，见

图６。

　　Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测裸鼠移植瘤ｐｍＴＯＲ蛋白表达；Ｂ：裸鼠移植

瘤ＩＬ６、ｐｍＴＯＲ蛋白表达情况（免疫组织化学×２００）。

图６　　两组移植瘤中ＩＬ６表达及ｐｍＴＯＲ活化情况
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３　讨　　论

据统计，约７０％ ＥＧＦＲ酪氨酸激酶外显子区域突变的肺

癌患者对ＥＧＦＲＴＫＩ药物Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ和Ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ敏感
［６］，但是

多数患者都会出现不同程度的获得性耐药。目前，获得性耐药

的机制一部分已被提出并论证，但仍有许多耐药机制不详。本

研究通过对多种ＮＳＣＬＣ细胞株ＩＬ６表达水平进行分析发现，

对Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ敏感的 ＮＳＣＬＣ细胞株的ＩＬ６表达水平均明显低

于耐药的 ＮＳＣＬＣ 细胞株。当用ＩＬ６ 处理 Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ敏感

ＮＳＣＬＣ细胞株ＰＣ９４８ｈ后，ＰＣ９对Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ的敏感性显著

降低。因此，本研究认为ＩＬ６在ＮＳＣＬＣ患者Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ获得性

耐药中发挥了重要的作用。

ＩＬ６作为一种多功能因子，参与肿瘤的生长、分化和微环

境免疫调节等。对肿瘤细胞血管生成，抑制肿瘤细胞凋亡以及

肿瘤细胞耐药有着重要影响［７］。有研究报道，晚期肿瘤患者其

血清ＩＬ６水平明显升高，ＩＬ６的表达水平在一定程度上预示

患病的风险［８９］。在肺癌发生、发展方面，ＩＬ６也体现出了非常

重要的作用，其与肺癌的发生率关系非常密切［１０］。不仅如此，

ＩＬ６在肿瘤细胞耐药方面也发挥着一定的作用，本实验发现

在对Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ耐药的多种肺癌细胞中ＩＬ６表达普遍较高。此

外，ＩＬ６在乳腺癌中还能诱导ＥＭＴ发生，同时也与肿瘤干细

胞（ＣＳＣ）活性关系密切，而ＥＭＴ与ＣＳＣ进一步又影响着ＥＧ

ＦＲＴＫＩ药物的耐药发生
［１１１２］。本实验通过外源性ＩＬ６处理

的ＰＣ９细胞株、构建内源性高表达ＩＬ６的ＰＣ９ｐｓｂ３８８细胞

株、建立ＰＣ９和ＰＣ９ｐｓｂ３８８两组裸鼠移植瘤模型证实ＩＬ６

可以诱导非小细胞肺癌 Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ耐药的发生同时伴有 ｐ

ｍＴＯＲ蛋白表达增高。ｐｍＴＯＲ信号通路在肿瘤发生、发展

中起着非常重要的作用，与肿瘤密切相关的细胞增殖、细胞周

期蛋白合成、细胞迁移等均受ｐｍＴＯＲ的调节，并且多种肿瘤

如乳腺癌、肺癌中都有ｐｍＴＯＲ信号通路的异常调节情况
［１３］。

此外有研究表明，ｐｍＴＯＲ的活化可直接影响ＥＧＦＲＴＫＩ药

物的敏感性，当用抑制剂抑制ｐｍＴＯＲ蛋白的表达，ＥＧＦＲ

ＴＫＩ对ＮＳＣＬＣ细胞的杀伤效应增强
［１４］。可见ｐｍＴＯＲ在

ＮＳＣＬＣ发生ＥＧＦＲＴＫＩ获得性耐药的过程中发挥着重要的

作用。

本实验通过ＩＬ６处理ＰＣ９细胞、构建内源性高表达ＩＬ６

的ＰＣ９ｐｓｂ３８８模型、建立裸鼠移植瘤模型来研究ＩＬ６对

ＮＳＣＬＣＧｅｆｉｔｉｎｉｂ耐药的影响及其可能的机制，证实了ＩＬ６诱

导的ＮＳＣＬＣＧｅｆｉｔｉｎｉｂ耐药与ＩＬ６诱导ｐｍＴＯＲ蛋白活化密

切相关。至于是否还有其他机制参与其中，如上皮间叶转化和

肿瘤干细胞将在今后做进一步研究。
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