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曲古抑菌素 Ａ联合厄洛替尼对肺腺癌细胞株 ＰＣ９／ＥＲ增殖及
凋亡的影响

张群成，刘庆亮，安云霞

（河南省人民医院呼吸与危重症医学科，河南　郑州　４５００００）

摘要：　目的　探讨曲古抑菌素Ａ联合厄洛替尼对获得性耐厄洛替尼肺腺癌细胞株ＰＣ９／ＥＲ增殖、凋亡及耐药

性的影响。方法　取对数生长期ＰＣ９／ＥＲ细胞，接种于９６孔培养板，将细胞分为０．０、２．５、５．０、１０．０、２０．０μｍｏｌ·Ｌ－１

厄洛替尼组和曲古抑菌素Ａ＋０．０μｍｏｌ·Ｌ－１厄洛替尼组、曲古抑菌素 Ａ＋２．５μｍｏｌ·Ｌ－１厄洛替尼组、曲古抑菌素

Ａ＋５．０μｍｏｌ·Ｌ－１厄洛替尼组、曲古抑菌素Ａ＋１０．０μｍｏｌ·Ｌ－１厄洛替尼组、曲古抑菌素Ａ＋２０．０μｍｏｌ·Ｌ－１厄洛替

尼组；０．０、２．５、５．０、１０．０、２０．０μｍｏｌ·Ｌ－１厄洛替尼组细胞分别加入对应浓度的厄洛替尼１００μＬ，曲古抑菌素Ａ联合

厄洛替尼组分别加入２５０ｎｍｏｌ·Ｌ－１的曲古抑菌素Ａ１００μＬ和对应浓度的厄洛替尼１００μＬ，４８ｈ后采用四甲基偶氮

唑盐法检测各组细胞增殖抑制率。取对数生长期ＰＣ９／ＥＲ细胞接种于６孔板，将细胞分为厄洛替尼组和曲古抑菌素Ａ＋厄

洛替尼组；厄洛替尼组细胞给予２０μｍｏｌ·Ｌ－１厄洛替尼１００μＬ，曲古抑菌素Ａ＋厄洛替尼组细胞给予２５０ｎｍｏｌ·Ｌ－１曲古抑

菌素Ａ１００μＬ和２０μｍｏｌ·Ｌ－１厄洛替尼１００μＬ进行处理，２４ｈ后采用流式细胞术检测２组细胞周期分布情况。取对数

期ＰＣ９／ＥＲ细胞分为空白对照组、曲古抑菌素Ａ组、厄洛替尼组、曲古抑菌素 Ａ＋厄洛替尼组；空白对照组细胞给予

二甲基亚砜１００μＬ，曲古抑菌素Ａ组细胞给予２５０ｎｍｏｌ·Ｌ－１曲古抑菌素Ａ１００μＬ，厄洛替尼组细胞给予２０μｍｏｌ·Ｌ－１

厄洛替尼１００μＬ，曲古抑菌素Ａ＋厄洛替尼组细胞给予２５０ｎｍｏｌ·Ｌ－１曲古抑菌素Ａ１００μＬ和２０μｍｏｌ·Ｌ－１厄洛替

尼１００μＬ处理细胞，２４ｈ后采用免疫荧光细胞化学法检测４组细胞中Ｅ钙黏蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）的表达并观察 ＰＣ９／

ＥＲ细胞凋亡情况，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测４组细胞中磷酸化表皮生长因子受体（ｐＥＧＦＲ）、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ及 Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３

蛋白的表达。结果　不同浓度厄洛替尼联合曲古抑菌素Ａ对 ＰＣ９／ＥＲ细胞增殖的抑制作用均强于单用厄洛替尼组

（Ｐ＜０．０５）。不同浓度厄洛替尼联合曲古抑菌素Ａ对ＰＣ９／ＥＲ细胞抑制作用的联用指数均＜１，二者具有协同作用。

曲古抑菌素Ａ＋厄洛替尼组Ｇ２／Ｍ期细胞所占的比例高于厄洛替尼组，Ｇ０／Ｇ１和 Ｓ期细胞所占比例低于厄洛替尼组

（Ｐ＜０．０５）。曲古抑菌素Ａ＋厄洛替尼组ＰＣ９／ＥＲ细胞中Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白的表达水平高于空白对照组、厄洛替尼组

和曲古抑菌素Ａ组。Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色结果显示，曲古抑菌素 Ａ ＋厄洛替尼组细胞核染色强度明显增加，细胞凋亡

现象多于空白对照组、厄洛替尼组和曲古抑菌素Ａ组。厄洛替尼组、曲古抑菌素 Ａ组和厄洛替尼 ＋曲古抑菌素 Ａ组

细胞中ｐＥＧＦＲ、Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达水平均高于空白对照组（Ｐ＜０．０５），曲古抑菌素 Ａ组和厄洛替

尼＋曲古抑菌素Ａ组细胞中ｐＥＧＦＲ、Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达水平高于厄洛替尼组（Ｐ＜０．０５），厄洛替

尼＋曲古抑菌素Ａ组细胞中 ｐＥＧＦＲ、Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达水平高于曲古抑菌素 Ａ组（Ｐ＜０．０５）。

结论　曲古抑菌素Ａ联合厄洛替尼可以促进ＰＣ９／ＥＲ细胞凋亡，其机制可能为通过促进Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达而抑制信号

转导通路，促进肿瘤细胞凋亡。

关键词：　曲古抑菌素Ａ；厄洛替尼；Ｅ钙黏蛋白；磷酸化表皮生长因子受体
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ｔｏｒｒｅｃｅｐｔｅｒ（ｐＥＧＦＲ），ＥｃａｄｈｅｒｉｎａｎｄＣｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．
Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｅｒｌｏｔｉｎｉｂｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｔｒｉｃｈｏｓｔａｔｉｎＡｇｒｏｕｐｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆ
ＰＣ９／ＥＲｃｅｌｌｓｗａｓｓｔｒｏｎｇｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｅｒｌｏｔｉｎｉｂｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｉｎｄｅｘｏｆｉｎｈｉ
ｂｉｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｅｒｌｏｔｉｎｉｂｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｔｒｉｃｈｏｓｔａｔｉｎＡｏｎＰＣ９／ＥＲｃｅｌｌｓｗｅｒｅａｌｌ＜１，ａｎｄｔｈｅｔｗｏ
ｄｒｕｇｓｈａｄｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔｓ．ＴｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆｔｈｅＧ２／ＭｐｈａｓｅｃｅｌｌｓｉｎｔｒｉｃｈｏｓｔａｔｉｎＡ＋ｅｒｌｏｔｉｎｉｂｇｒｏｕｐｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎ
ｔｈｅｅｒｌｏｔｉｎｉｂｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆｔｈｅＧ０／Ｇ１ａｎｄＳｐｈａｓｅｃｅｌｌｓｗａｓｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｅｒｌｏｔｉｎｉｂｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．
ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎＰＣ９／ＥＲｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｔｒｉｃｈｏｓｔａｔｉｎＡ＋ｅｒｌｏｔｉｎｉｂｇｒｏｕｐｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ，ｅｒｌｏｔｉｎｉｂｇｒｏｕｐａｎｄｔｒｉｃｈｏｓｔａｔｉｎＡｇｒｏｕｐ．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＨｏｅｃｈｓｔ３３２５８ｓｔａｉｎｉｎｇｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｎｕｃｌｅａｒｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｔｅｎｓｉｔｙ
ｉｎｔｒｉｃｈｏｓｔａｔｉｎＡ＋ｅｒｌｏｔｉｎｉｂｇｒｏｕｐｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｗａｓｍｏｒｅｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｅｒｌｏｔｉｎｉｂｇｒｏｕｐａｎｄ
ｔｒｉｃｈｏｓｔａｔｉｎＡｇｒｏｕｐ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｐＥＧＦＲ，Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３，ＥｃａｄｈｅｒｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎＰＣ９／ＥＲｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｅｒｌｏｔｉｎｉｂｇｒｏｕｐ，
ｔｒｉｃｈｏｓｔａｔｉｎＡｇｒｏｕｐａｎｄｅｒｌｏｔｉｎｉｂ＋ｔｒｉｃｈｏｓｔａｔｉｎＡｇｒｏｕｐｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｐＥＧＦＲ，Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３，ＥｃａｄｈｅｒｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎＰＣ９／ＥＲｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｔｒｉｃｈｏｓｔａｔｉｎＡｇｒｏｕｐａｎｄｅｒｌｏｔｉｎｉｂ＋ｔｒｉ
ｃｈｏｓｔａｔｉｎＡｇｒｏｕｐｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｅｒｌｏｔｉｎｉｂｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｐＥＧＦＲ，Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３，Ｅｃａｄ
ｈｅｒｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎＰＣ９／ＥＲｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｅｒｌｏｔｉｎｉｂ＋ｔｒｉｃｈｏｓｔａｔｉｎＡｇｒｏｕｐｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｔｒｉｃｈｏｓｔａｔｉｎＡ（Ｐ＜０．０５）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｒｉｃｈｏｓｔａｔｉｎＡｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｅｒｌｏｔｉｎｉｂｃａｎｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＰＣ９／ＥＲｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅｐｏｓｓｉｂｌｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｉｓ
ｔｏｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｂｙｐｒｏｍｏｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｔｒｉｃｈｏｓｔａｔｉｎＡ；ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ；Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ；ｐｈｏｓｐｈｏｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｅｒ

　　目前，针对表皮生长因子受体的靶向药物对非
小细胞肺癌显示出了良好的效果，尤其是第３代表
皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂 （ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，ＥＧＦＲ
ＴＫＩ）药物的问世，对第１代 ＥＧＦＲＴＫＩ耐药患者显
示出了明显的疗效［１］，但第３代靶向药物也将不可
避免地出现获得性耐药问题［２３］。通过联合其他药

物解决ＴＫＩｓ药物获得性耐药问题是近年来研究的
热点。表观遗传学在肿瘤的发生、发展中起着重要

作用，其中最重要的是组蛋白乙酰化及去乙酰化，主

要由组蛋白乙酰转移酶和组蛋白去乙酰酶调控。组

蛋白去乙酰酶抑制剂作为一种新型的抗肿瘤药物，

可以通过影响肿瘤细胞的分化及增殖，下调抗凋亡蛋

白表达，促进肿瘤细胞凋亡。本研究旨在探讨组蛋白

去乙酰化酶抑制剂曲古抑菌素Ａ联合厄洛替尼对耐
药肺腺癌细胞株ＰＣ９／ＥＲ凋亡的影响及机制。

１　材料与方法

１．１　细胞、试剂与仪器　获得性耐厄洛替尼肺腺癌
细胞株ＰＣ９／ＥＲ由郑州大学实验室赠送，曲古抑菌
素Ａ购自美国 Ｂｉｏｖｉｓｉｏｎ公司，厄洛替尼购自美国
Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ公司，ＢＵ膜联蛋白（ＡｎｎｅｘｉｎＶ）异硫氰
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酸荧光素（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，ＦＩＴＣ）凋亡试
剂盒购自美国 Ｂｉｏｕｎｉｑｕｅｒ公司，细胞周期试剂盒购
自美国 ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司，Ｅ钙黏蛋白（Ｅｃａｄ
ｈｅｒｉｎ）兔抗人单克隆抗体购自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，磷酸化表皮生长因子受体 （ｐｈｏｓ
ｐｈｏｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｅｒ，ｐＥＧＦＲ）和
ｃａｓｐａｓｅ３抗体购自美国 ＰｒｏｔｅｉｎＴｅｃｈＧｒｏｕｐ公司；倒
置相差显微镜购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司，流式细胞仪
购自美国 ＢＤ公司，电泳仪购自美国 ＢｉｏＲａｄ公司，
酶标仪购自美国ＢｉｏＴｅｋ仪器公司。
１．２　细胞培养及试剂配制　人肺腺癌细胞株 ＰＣ
９／ＥＲ培养于含体积分数 １０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ
１６４０培养基中，置于３７℃、含体积分数５％ＣＯ２培
养箱中培养４８ｈ。取５０ｍｇ厄洛替尼溶解至１３ｍＬ
二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）中，使其终浓
度为１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１，－２０℃条件下保存，待实验需
要时，将配置好的母液稀释成所需要浓度，曲古抑菌

素Ａ原液置于－２０℃条件下保存，根据所需浓度进
行稀释。

１．３　四甲基偶氮唑盐（ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ，
ＭＴＴ）法检测曲古抑菌素 Ａ单独及联合厄洛替尼
对ＰＣ９／ＥＲ细胞增殖的抑制作用　取对数生长期
ＰＣ９／ＥＲ细胞，磷酸盐缓冲液洗涤３次，消化、收集
细胞，每孔４０００个接种于９６孔培养板中，将细胞分
为０．０、２．５、５．０、１０．０、２０．０μｍｏｌ·Ｌ－１厄洛替尼组和
曲古抑菌素Ａ＋０．０μｍｏｌ·Ｌ－１厄洛替尼组、曲古抑
菌素Ａ＋２．５μｍｏｌ·Ｌ－１厄洛替尼组、曲古抑菌素Ａ＋
５．０μｍｏｌ·Ｌ－１厄洛替尼组、曲古抑菌素 Ａ＋
１０．０μｍｏｌ·Ｌ－１厄洛替尼组、曲古抑菌素 Ａ＋
２０．０μｍｏｌ·Ｌ－１厄洛替尼组。０．０、２．５、５．０、１０．０、
２０．０μｍｏｌ·Ｌ－１厄洛替尼组细胞分别加入对应浓度
的厄洛替尼１００μＬ，曲古抑菌素Ａ联合厄洛替尼组
分别加入２５０ｎｍｏｌ·Ｌ－１的曲古抑菌素Ａ１００μＬ和
对应浓度的厄洛替尼１００μＬ，每组设３个复孔。置于
３７℃，含体积分数５％ＣＯ２的培养箱中。４８ｈ后用胰

蛋白酶消化细胞，加入ＭＴＴ２０μＬ（５ｇ·Ｌ－１），在波
长４９０ｎｍ处测每孔吸光度值，计算每组平均吸光度
值。细胞抑制率 ＝（１

!

实验组平均吸光度值／对
照组吸光度值）×１００％，上述实验重复３次，计算均
值。计算联用指数（ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ，ＣＩ），判断
２种药物是否有协同作用。ＣＩ＞１表示２种药物相
互拮抗，ＣＩ＝１表示２种药物作用叠加，ＣＩ＜１表示
２种药物有协同作用，且ＣＩ越小，协同作用越明显。

１．４　流式细胞术检测细胞周期　取对数生长期
ＰＣ９／ＥＲ细胞，按每孔２×１０５个接种于６孔板，将
细胞分为厄洛替尼组和曲古抑菌素 Ａ＋厄洛替尼
组。厄洛替尼组细胞给予２０μｍｏｌ·Ｌ－１厄洛替尼
１００μＬ，曲古抑菌素 Ａ＋厄洛替尼组细胞给予
２５０ｎｍｏｌ·Ｌ－１曲古抑菌素Ａ１００μＬ和２０μｍｏｌ·Ｌ－１

厄洛替尼１００μＬ进行处理，每组设 ３个复孔。将
６孔板置于３７℃，含体积分数５％ＣＯ２的培养箱中

孵育２４ｈ。胰蛋白酶消化细胞后，１０００ｒ·ｍｉｎ－１离
心 ５ｍｉｎ，加入４００μＬ１×ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ轻轻重悬
细胞，加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ轻轻混匀，室温避
光１５ｍｉｎ，然后加入１０μＬ碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏ
ｄｉｄｅ，ＰＩ）染色液，混匀，避光５ｍｉｎ。用流式细胞仪
检测各组细胞的细胞周期分布。

１．５　免疫荧光细胞化学法检测 ＰＣ９／ＥＲ细胞中
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达及 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色法观察 ＰＣ
９／ＥＲ细胞凋亡　将无菌盖玻片置于６孔板中，取对
数期ＰＣ９／ＥＲ细胞，爬片，培养过夜。将细胞分为空
白对照组、曲古抑菌素Ａ组、厄洛替尼组、曲古抑菌素
Ａ＋厄洛替尼组。空白对照组细胞给予 ＤＭＳＯ
１００μＬ，曲古抑菌素Ａ组细胞给予２５０ｎｍｏｌ·Ｌ－１曲古抑
菌素Ａ１００μＬ，厄洛替尼组细胞给予２０μｍｏｌ·Ｌ－１

厄洛替尼１００μＬ，曲古抑菌素Ａ＋厄洛替尼组细胞
给予 ２５０ｎｍｏｌ· Ｌ－１曲 古 抑 菌 素Ａ１００μＬ和
２０μｍｏｌ·Ｌ－１厄洛替尼 １００μＬ。然后置于 ３７℃，
含体积分数５％ＣＯ２的培养箱中孵育２４ｈ。胰蛋白

酶消化细胞后，吸尽培养液，４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛固
定３０ｍｉｎ，５００μＬＴｒｉｔｏｎＸ１００通透 ３０ｍｉｎ，山羊血
清封闭 ３０ｍｉｎ，弃封闭液。Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ一抗孵育过
夜，加入荧光二抗，室温避光孵育１ｈ。加入０．５ｍＬ
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色细胞核５ｍｉｎ，加１滴抗荧光淬灭
液，荧光显微镜下观察Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达情况，细胞内
可见绿色荧光为表达阳性，细胞内无绿色荧光为表

达阴性。根据Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色判断ＰＣ９／ＥＲ细胞
凋亡情况。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＰＣ９／ＥＲ细胞中Ｅｃａｄ
ｈｅｒｉｎ、ｐＥＧＦＲ、Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达　将
ＰＣ９／ＥＲ细胞接种于６孔板，置于３７℃、含体积分
数５％ＣＯ２培养箱中孵育２４ｈ。胰蛋白酶消化细胞
后，将细胞分为空白对照组、曲古抑菌素 Ａ组，厄洛
替尼组、曲古抑菌素 Ａ＋厄洛替尼组。空白对照组
细胞给予ＤＭＳＯ１００μＬ，曲古抑菌素Ａ组细胞给予
２５０ｎｍｏｌ·Ｌ－１曲古抑菌素Ａ１００μＬ，厄洛替尼组细
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胞给予２０μｍｏｌ·Ｌ－１厄洛替尼１００μＬ，曲古抑菌素
Ａ＋厄洛替尼组细胞给予２５０ｎｍｏｌ·Ｌ－１曲古抑菌
素Ａ１００μＬ和２０μｍｏｌ·Ｌ－１厄洛替尼１００μＬ，２４ｈ
后提取总蛋白，测蛋白质浓度。各组取等量蛋白质

分别采用十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶垂直电泳
进行分离，然后转至聚偏二氟乙烯膜上。１００ｇ·Ｌ－１

牛奶室温下摇动封闭后加入 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、ｐＥＧＦＲ、
Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、βａｃｔｉｎ一抗，４℃过夜，室温下洗
膜后加入二抗，孵育１ｈ。三乙醇胺缓冲盐水溶液洗
膜３次，每次１０ｍｉｎ。然后进行发光显影，观察不同
蛋白表达情况。采用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析蛋白表
达灰度值，蛋白相对表达水平为目的蛋白灰度值与

内参蛋白灰度值的比值，以βａｃｔｉｎ为内参。

１．７　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计
分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间比
较采用ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　厄洛替尼单独及联合曲古抑菌素 Ａ对 ＰＣ９／
ＥＲ抑制率比较　结果见表１。不同浓度厄洛替尼
联合曲古抑菌素 Ａ对人肺腺癌 ＰＣ９／ＥＲ细胞增殖
的抑制作用均强于单用厄洛替尼组，差异有统计学意

义（Ｐ＜０．０５）。不同浓度厄洛替尼联合曲古抑菌素Ａ
对ＰＣ９／ＥＲ细胞抑制作用的ＣＩ均＜１，说明二者具有
协同作用。其中曲古抑菌素Ａ联合２０μｍｏｌ·Ｌ－１厄
洛替尼协同效果最强（ＣＩ＝０．３６２５７）。

表１　厄洛替尼单独或联合曲古抑菌素Ａ对肺腺癌细胞株ＰＣ９／ＥＲ抑制作用

Ｔａｂ．１　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｅｒｌｏｔｉｎｉｂａｌｏｎｅｏｒｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｗｉｔｈｔｒｉｃｈｏｓｔａｔｉｎＡｏｎｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅＰＣ９／ＥＲ

组别 ｎ 细胞抑制率／％ ＣＩ

０．０μｍｏｌ·Ｌ－１厄洛替尼组 ３ ４．６±０．５ 

２．５μｍｏｌ·Ｌ－１厄洛替尼组 ３ ７．４±０．３ 

５．０μｍｏｌ·Ｌ－１厄洛替尼组 ３ １２．２±１．５ 

１０．０μｍｏｌ·Ｌ－１厄洛替尼组 ３ １６．５±１．８ 

２０．０μｍｏｌ·Ｌ－１厄洛替尼组 ３ ２１．２±２．３ 

曲古抑菌素Ａ＋０．０μｍｏｌ·Ｌ－１厄洛替尼组 ３ １５．０±０．５ａ 

曲古抑菌素Ａ＋２．５μｍｏｌ·Ｌ－１厄洛替尼组 ３ １６．６±１．２ａ ０．９３０２４

曲古抑菌素Ａ＋５．０μｍｏｌ·Ｌ－１厄洛替尼组 ３ ２６．２±２．１ａ ０．８１６９３

曲古抑菌素Ａ＋１０．０μｍｏｌ·Ｌ－１厄洛替尼组 ３ ３４．７±２．４ａ ０．６７２７４

曲古抑菌素Ａ＋２０．０μｍｏｌ·Ｌ－１厄洛替尼组 ３ ５６．４±３．２ａ ０．３６２５７

　　注：与对应浓度厄洛替尼组比较ａＰ＜０．０５；－：无数据。

２．２　厄洛替尼联合曲古抑菌素 Ａ对肺腺癌细胞株
ＰＣ９／ＥＲ细胞周期的影响　结果见表２。曲古抑菌
素Ａ＋厄洛替尼组Ｇ２／Ｍ期细胞所占的比例高于厄
洛替尼组，Ｇ０／Ｇ１和 Ｓ期细胞所占比例低于厄洛替
尼组，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
表２　２组细胞周期比较

Ｔａｂ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ

（珋ｘ±ｓ）

组别
ＰＣ９／ＥＲ细胞周期

Ｇ０／Ｇ１／％ Ｓ／％ Ｇ２／Ｍ／％

厄洛替尼组 ５６．１±０．８ ２０．２±０．６ ２１．１±１．２

曲古抑菌素Ａ＋厄洛替尼组 ３９．１±０．７ ７．９±０．５ ５２．１±１．１

ｔ ２７．６７０ ２７．２５５ －３３．０２６

Ｐ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

２．３　各组 ＰＣ９／ＥＲ细胞中 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达及细
胞凋亡情况　曲古抑菌素Ａ＋厄洛替尼组ＰＣ９／ＥＲ
细胞中Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达水平高于空白对照组、厄洛替
尼组和曲古抑菌素 Ａ组（图１）。Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色
结果显示，曲古抑菌素Ａ＋厄洛替尼组细胞核染色强

度明显增加，细胞凋亡现象多于空白对照组、厄洛替

尼组和曲古抑菌素Ａ组（图２）。

Ａ：空白对照组；Ｂ：厄洛替尼组；Ｃ：曲古抑菌素 Ａ组；Ｄ：曲古抑菌素

Ａ＋厄洛替尼组。

图１　各组ＰＣ９／ＥＲ细胞中Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达（荧光显微镜，

×２００）

Ｆｉｇ．１　ＥｃａｄｈｅｒｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＰＣ９／ＥＲｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐ（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，×２００）
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Ａ：空白对照组；Ｂ：厄洛替尼组；Ｃ：曲古抑菌素 Ａ组；Ｄ：厄洛替尼 ＋
曲古抑菌素Ａ组。

图２　各组ＰＣ９／ＥＲ细胞凋亡情况（荧光显微镜，×２００）
Ｆｉｇ．２　ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＰＣ９／ＥＲｃｅｌｌｓ（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏ
ｓｃｏｐｅ，×２００）

２．４　各组ＰＣ９／ＥＲ细胞中Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、ｐＥＧＦＲ、
Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３表达　结果见图３和表３。厄洛
替尼组、曲古抑菌素Ａ组和厄洛替尼 ＋曲古抑菌素
Ａ组细胞中 ｐＥＧＦＲ、Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ
蛋白表达水平均高于空白对照组，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）；曲古抑菌素 Ａ组和厄洛替尼 ＋曲古抑
菌素Ａ组细胞中 ｐＥＧＦＲ、Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、Ｅｃａｄ
ｈｅｒｉｎ蛋白表达水平高于厄洛替尼组，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）；厄洛替尼 ＋曲古抑菌素 Ａ组细胞
中ｐＥＧＦＲ、Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达
水平高于曲古抑菌素Ａ组，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。

Ａ：空白对照组；Ｂ：厄洛替尼组；Ｃ：曲古抑菌素 Ａ组；Ｄ：厄洛替尼 ＋
曲古抑菌素Ａ组。

图３　各组ＰＣ９／ＥＲ细胞中Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、ｐＥＧＦＲ、Ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎ，ｐＥＧＦＲａｎｄＣｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ３ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＰＣ９／ＥＲｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ）

表３　４组细胞中ｐＥＧＦＲ、Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白相对表达量比较
Ｔａｂ．３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＥＧＦＲ，Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３ａｎｄＥｃａｄｈｅｒｉｎｐｒｏｔｅｉｎａｍｏｎｇｔｈｅｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ

（珋ｘ±ｓ）
组别 ｎ ｐＥＧＦＲ蛋白 Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白
空白对照组 ３ ０．１２±０．０２ ０．１５±０．０３ ０．１３±０．０２
厄洛替尼组 ３ ０．２０±０．０３ａ ０．３０±０．０９ａ ０．３２±０．０８ａ

曲古抑菌素Ａ组 ３ ０．２１±０．０５ａｂ ０．９８±０．１２ａｂ １．０２±０．１２ａｂ

曲古抑菌素Ａ组＋厄洛替尼组 ３ ０．２８±０．０４ａｂｃ １．２５±０．２３ａｂｃ ２．１３±０．４７ａｂｃ

　　注：与空白对照组比较ａＰ＜０．０５；与厄洛替尼组比较ｂＰ＜０．０５；与曲古抑菌素Ａ组比较ｃＰ＜０．０５。

３　讨论

肺癌的发生和发展是多种机制共同作用的结

果，表观遗传学在肺癌发生、发展中起着重要作用，

其中包括甲基化和组蛋白的去乙酰化。组蛋白去乙

酰化酶抑制剂作为表观遗传学的重要组成部分越来

越多地应用于肿瘤研究［４］。目前研究已证实，组蛋

白去乙酰化酶抑制剂与肺癌的发生、发展有直接联

系，组蛋白去乙酰化酶抑制剂可以抑制组蛋白去乙

酰化酶的活性，提高组蛋白和非组蛋白乙酰化水平，

导致染色体凝集、基因转录过程发生改变，从而使基

因表达受到抑制［５］，最终导致肿瘤细胞凋亡。

组蛋白去乙酰化酶抑制剂可通过不同的机制逆

转癌细胞对靶向药物ＴＫＩｓ的耐药性，ＣＨＥＮ等［６］研

究发现，组蛋白去乙酰化酶抑制剂Ｖｏｒｉｎｏｓｔａｔ可通过
影响凋亡前蛋白 ＢＩＭ和 ＢＡＸ及自噬逆转非小细胞
肺癌细胞珠对吉非替尼的耐药性。ＰＡＲＫ等［７］研究

证实，组蛋白去乙酰化酶抑制剂 ＳＡＨＡ能够通过调
节Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达而促进对厄洛替尼获得性耐药

的胰腺癌细胞株的凋亡。曲古抑菌素 Ａ是组蛋白
去乙酰化酶抑制剂中的一种，可以诱导肿瘤细胞凋

亡，抑制肿瘤细胞生长。ＴＡＮＧ等［８］研究发现，曲古

抑菌素Ａ能够通过促进ＩＧＦＢＰ２蛋白表达及细胞自
噬作用逆转肺癌细胞对化学治疗药物的耐药过程。

还有研究发现，曲古抑菌素 Ａ可通过调节转化生长
因子β表达逆转放射治疗引起的上皮间充质转化
过程，调节Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达，从而促进肺癌 Ａ５４９细
胞凋亡［９］。本研究发现，曲古抑菌素 Ａ联合厄洛替
尼对耐ＴＫＩ细胞株有明显的抑制作用，细胞凋亡较
单一用药组明显增多，且细胞周期阻滞在Ｇ２／Ｍ期。

Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ属于钙黏蛋白家族中重要的细胞黏
附分子，在肿瘤的发生、发展及转移中发挥重要作

用，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ是上皮间充质转化的重要标志之
一［１０］，其表达下调与乳腺癌的不良预后有关［１１］。

有研究证实，曲古抑菌素 Ａ能够上调 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的
表达，从而阻止非小细胞肺癌细胞的转移和侵

袭［１２］。本研究结果显示，曲古抑菌素Ａ能够增强耐
药厄洛替尼的敏感性，促进细胞凋亡，且能够促进ｐ
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ＥＧＦＲ、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达，联合用药组Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达
明显增多，且 Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达也明显增
多，提示曲古抑菌素Ａ可能是通过上调Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的
表达而逆转厄洛替尼的耐药过程，促进细胞凋亡。

综上所述，组蛋白去乙酰酶抑制剂曲古抑菌素

Ａ能够逆转肺癌细胞对厄洛替尼的耐药过程，其机
制可能为通过上调Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达而影响ｃａｓｐａｓｅ３
传导通路，促进细胞凋亡，但 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ如何调节肺
癌细胞对厄洛替尼的耐药过程及具体信号通路尚需

要进一步研究。
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（上接第４０３页）
本研究结果显示，对照组２种细胞株 ＣＮＲＩＰ１基因
呈甲基化状态，０．５μｍｏｌ·Ｌ－１组也呈现甲基化状
态，而１．０、１．５μｍｏｌ·Ｌ－１组呈非甲基化状态，这可
能与浓度较低时作用不完全有关。葛畅等［９］、许春

伟等［１０］研究中也存在类似现象。

总之，ＣＮＲＩＰ１基因是一种潜在的抑癌基因，其
异常甲基化改变可能是导致肺鳞状细胞癌发生的重

要因素，其导致疾病发生的原因是引起蛋白失活。

因此，期待未来能够对甲基化进一步研究，寻求导致

恶性肿瘤更多的基因靶点，为制定靶向治疗及基因

层面治疗提供一定的理论依据。
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