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吉非替尼通过自噬促进ＰＣ９肺癌细胞凋亡的实验研究
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　　［摘要］　目的　探讨自噬对吉非替尼（Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ）诱导 ＥＧＦＲ突变型 ＮＳＣＬＣＰＣ９细胞凋亡的影响及机制。方法　
ＭＴＴ法检测Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ对ＰＣ９细胞的生长抑制作用；ＡＯ染色观察经Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ处理后ＰＣ９细胞嗜酸性自噬泡（ａｃｉｄｉｃｖｅｓｉｃｕ
ｌａｒｏｒｇａｎｅｌｌｅｓ，ＡＶＯｓ）的变化情况；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测自噬标记物 ＬＣ３、凋亡相关蛋白 ＰＡＲＰ、Ｃａｓｐａｓｅ３以及 Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号
通路的表达；流式细胞术检测Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ及Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ联合自噬诱导剂Ｒａｐａｍｙｃｉｎ作用下细胞凋亡情况。结果　 ＭＴＴ及流式
细胞术显示Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ呈剂量依赖性抑制ＰＣ９细胞生长并促进其凋亡，ＡＯ染色后，经Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ处理的ＰＣ９细胞内可观察
到红染的ＡＶＯｓ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ能够诱导ＰＣ９细胞自噬标记物 ＬＣ３表达。Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ联合 Ｒａｐａｍｙｃｉｎ显著增强
Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ对于ＰＣ９细胞的杀伤作用，并且降低ＰＣ９细胞中Ａｋｔ／ｍＴＯＲ的磷酸化水平。结论　 Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ能够诱导ＰＣ９细
胞发生自噬，增强细胞自噬能够促进Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ杀伤ＰＣ９细胞的作用。
　　［关键词］　 非小细胞肺癌；吉非替尼；自噬
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　　自噬（ａｕｔｏｐｈａｇｙ）是真核细胞应对内外环境变化
的一种应激反应，实现对蛋白质等大分子和细胞器的

降解，用于合成新的蛋白质和细胞器，在维持细胞内环

境稳定中发挥重要作用［１］。其监测主要依赖于形态

学观察和自噬标记物检测［２］。研究表明，自噬对于肿

瘤细胞具有“保护”和“杀伤”双重作用［３］。如骨髓瘤

细胞自噬信号增强后肿瘤细胞对阿霉素和长春新碱的

敏感性降低，自噬促进细胞存活［４］；而在胶质瘤细胞

中活化自噬信号可增强ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ抑制剂ＬＹ２９４００２的
细胞毒性作用，自噬则发挥杀伤肿瘤细胞的作用［５］。

　　吉非替尼（Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ）是一种口服的表皮生长因子
受体酪氨酸激酶抑制剂（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，ＥＧＦＲＴＫＩｓ），临床上用于治
疗 ＥＧＦＲ基因突变的非小细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌ
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ｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）［６－７］。大规模临床试验表明ＥＧＦＲ
基因突变的ＮＳＣＬＣ患者使用 ＥＧＦＲＴＫＩｓ疗效优于化
疗［８］。近期实验研究显示Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ能够诱导 ＥＧＦＲ野
生型ＮＳＣＬＣＡ５４９和Ｈ１２９９细胞自噬，使用氯喹或ｓｉＲＮＡ
抑制Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ诱导的自噬可以显著增强 Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ杀伤
Ａ５４９和Ｈ１２９９细胞的作用，说明Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ诱导的自噬
对于ＥＧＦＲ野生型肺癌细胞具有促生存（ｐｒｏｓｕｒｖｉｖａｌ）
作用［９］。但亦有报道证明Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ诱导的自噬具有促
凋亡（ｐｒｏａｐｏｐｔｏｔｉｃ）作用［１０－１２］。

　　由此可见，自噬在肿瘤的发生、发展过程中似乎扮
演着双重角色，自噬在 ＮＳＣＬＣＥＧＦＲ分子靶向治疗中
究竟发挥促生存还是促凋亡作用？Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ诱导的自
噬在ＥＧＦＲ野生型和 ＥＧＦＲ突变型 ＮＳＣＬＣ细胞中发
挥的作用是否相同？究竟抑制自噬还是促进自噬有利

于Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ杀伤肺癌细胞？这些问题至今尚无定论。本
研究综合运用吖啶橙（ａｃｒｉｄｉｎｅｏｒａｎｇｅ，ＡＯ）染色、流式细
胞术和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ等方法对这一系列问题进行探讨。

１　材料与方法

１．１　材料
　　人肺腺癌ＰＣ９细胞（ＥＧＦＲ１９外显子缺失）由广东省人民
医院吴一龙教授惠赠。Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ由 ＡｓｔｒａＺｅｎｃａ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，ＲＰＭＩ１６４０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、Ｃａｓｐａｓｅ３、ＰＡＲＰ、ｍＴＯＲ、
ｐｍＴＯＲ、Ａｋｔ、ｐＡｋｔ抗体，鼠抗 βａｃｔｉｎ抗体，辣根过氧化酶
（ＨＲＰ）偶联的羊抗兔 ＩｇＧ、ＨＲＰ偶联的羊抗鼠 ＩｇＧ购自 Ｃｅｌｌ
ＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，ＥＣＬ发光液购自Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　ＰＣ９细胞用含１０％胎牛血清和１％青链
霉素的ＲＰＭＩ１６４０培养基于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。
１．２．２　ＭＴＴ法检测细胞存活率　　分别取对数生长期的ＰＣ９
细胞，经０．２５％胰酶消化后以３×１０３／孔密度接种９６孔板，过
夜使细胞完全贴壁。次日按梯度给予终浓度分别为５、１０、５０、
１００、５００ｎｍｏｌ／Ｌ，１、５μｍｏｌ／ＬＧｅｆｉｔｉｎｉｂ，每个浓度设置８个复孔。
培养４８ｈ后每孔加入２０μＬ无菌５ｍｇ／ｍｌＭＴＴ溶液，继续孵育
４ｈ后吸去培养液，每孔加入１００μＬＤＭＳＯ，充分震荡，用酶标
仪在５７０ｎｍ处测定光密度值［Ｄ（５７０）］，按照公式计算细胞存
活率。

　　细胞存活率＝［Ｄ（５７０）实验孔 －Ｄ（５７０）空白孔］／［Ｄ（５７０）对照孔 －
Ｄ（５７０）空白孔］×１００％
１．２．３　ＡＯ染色观察细胞自噬现象　　取对数生长期细胞，常
规胰酶消化，离心，ＰＢＳ漂洗，以１×１０５／孔密度接种６孔板，待
细胞贴壁后分别给予 ＤＭＳＯ（对照），５０、１００、５００ｎｍｏｌ／Ｌ、
１μｍｏｌ／ＬＧｅｆｉｔｉｎｉｂ。自噬诱导剂 Ｒａｐａｍｙｃｉｎ作为阳性对照。细

胞经上述处理４８ｈ后加入终浓度为５０μｍｏｌ／Ｌ的 ＡＯ染料，
３７℃ 避光孵育１５ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗３次，每次５ｍｉｎ，荧光显微镜下
观察红染的嗜酸性自噬泡（ａｃｉｄｉｃｖｅｓｉｃｕｌａｒｏｒｇａｎｅｌｌｅｓ，ＡＶＯｓ）。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测自噬标志蛋白、凋亡相关蛋白以及
Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路表达水平　　收集处理过的细胞，冰上裂
解３０ｍｉｎ，超声粉碎细胞后继续裂解１０ｍｉｎ，４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ
离心１５ｍｉｎ，吸取上清，蛋白定量试剂盒测定蛋白质浓度，加入
１／５体积的上样缓冲液煮沸５ｍｉｎ制备成蛋白样品。取５０μｇ蛋
白样品进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳并转移至硝酸纤维素（ＮＣ）膜，５％脱
脂奶粉室温封闭１ｈ，抗ＬＣ３Ｂ（１∶１０００）、Ｃａｓｐａｓｅ３（１∶１０００）、
ＰＡＲＰ（１∶１０００）、ｍＴＯＲ（１∶１０００）、ｐｍＴＯＲ（１∶１０００）、Ａｋｔ
（１∶１０００）、ｐＡｋｔ（１∶１０００）、βａｃｔｉｎ（１∶１０００）抗体４℃过夜杂
交，ＨＲＰ标记的二抗室温孵育１ｈ，滴加ＥＣＬ发光液，化学发光
成像系统成像分析。

１．２．５　流式细胞仪检测细胞凋亡率　　细胞常规消化离心，
预冷ＰＢＳ漂洗２次，７５％冰乙醇４℃固定，制备成单细胞悬液，
每个样品加入１０μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和１０μＬ碘化丙啶（ＰＩ），
充分混合，流式细胞仪检测细胞凋亡率。

１．３　统计学处理
　　采用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ５．０软件作图并分析数据。多组组间
比较采用单因素方差分析，两两比较采用 ｔ检验，数据以 珋ｘ±ｓ
表示。每个实验重复３次。

２　结果

２．１　Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ抑制ＰＣ９细胞增殖
　　ＰＣ９细胞经不同浓度Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ（５、１０、５０、１００、５００ｎｍｏｌ／Ｌ，
１μｍｏｌ／Ｌ和５μｍｏｌ／Ｌ）处理４８ｈ后ＭＴＴ结果显示细胞增殖明
显受到抑制，细胞生存率显著下降，且 Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ浓度越大，ＰＣ９
细胞的活力越低（图１），表明Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ抑制ＰＣ９细胞生长且呈
剂量依赖性。
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图１　不同浓度Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ作用下ＰＣ９细胞的生存曲线

２．２　Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ诱导ＰＣ９细胞凋亡
　　将 Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ按照 ０、５０、１００、５００ｎｍｏｌ／Ｌ、１μｍｏｌ／Ｌ和
５μｍｏｌ／Ｌ浓度梯度作用 ＰＣ９细胞 ４８ｈ，细胞凋亡率分别为
（０９４±０．１９）％、（７．００±１．３３）％、（１５．６４±１．５１）％、（１９．６４±
１６６）％、（２８．５７±１．９７）％、（３８．３７±１．８２）％，细胞凋亡率随
着Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ浓度的增加而递增（图２），Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ各处理组细胞
凋亡率与对照组比较差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
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Ａ：ＤＭＳＯ（对照）（０ｎｍｏｌ／ＬＧｅｆｉｔｉｎｉｂ）；Ｂ：５０ｎｍｏｌ／ＬＧｅｆｉｔｉｎｉｂ；
Ｃ：１００ｎｍｏｌ／ＬＧｅｆｉｔｉｎｉｂ；Ｄ：５００ｎｍｏｌ／ＬＧｅｆｉｔｉｎｉｂ；Ｅ：１μｍｏｌ／Ｌ
Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ；Ｆ：５μｍｏｌ／ＬＧｅｆｉｔｉｎｉｂ
图２　不同浓度Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ作用下ＰＣ９细胞的凋亡情况

２．３　Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ诱导ＰＣ９细胞发生自噬
　　经终浓度为１０ｎｍｏｌ／Ｌ的自噬诱导剂 Ｒａｐａｍｙｃｉｎ（阳性对
照）处理４８ｈ后，ＰＣ９细胞内出现大量红染的 ＡＶＯｓ。ＤＭＳＯ
处理后细胞很少出现 ＡＶＯｓ。经 Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ处理后，细胞内均出
现大量红染的ＡＶＯｓ（图３）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果亦显示，随着
Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ浓度的增加，细胞自噬标记物ＬＣ３的表达增加（图４）。
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Ａ：阳性对照 （１０ｎｍｏｌ／ＬＲａｐａｍｙｃｉｎ）；Ｂ：ＤＭＳＯ（对照）；
Ｃ：５０ｎｍｏｌ／ＬＧｅｆｉｔｉｎｉｂ；Ｄ：１００ｎｍｏｌ／ＬＧｅｆｉｔｉｎｉｂ；Ｅ：５００ｎｍｏｌ／Ｌ
Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ；Ｆ：１μｍｏｌ／ＬＧｅｆｉｔｉｎｉｂ

图３　Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ促进ＰＣ９细胞ＡＶＯｓ产生
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１：阳性对照（１０ｎｍｏｌ／ＬＲａｐａｍｙｃｉｎ）；２：ＤＭＳＯ（对照）；３：５０ｎｍｏｌ／Ｌ
Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ；４：１００ｎｍｏｌ／ＬＧｅｆｉｔｉｎｉｂ；５：５００ｎｍｏｌ／ＬＧｅｆｉｔｉｎｉｂ；６：１μｍｏｌ／Ｌ
Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ；７：２μｍｏｌ／ＬＧｅｆｉｔｉｎｉｂ

图４　Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ上调ＰＣ９细胞自噬标记物ＬＣ３表达

２．４　增强自噬促进Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ诱导ＰＣ９细胞凋亡
　　流式细胞术结果（图５）显示１μｍｏｌ／ＬＧｅｆｉｔｉｎｉｂ处理 ＰＣ９
细胞４８ｈ可以引起（２５．８４±３．５３）％细胞发生凋亡率，自噬诱
导剂Ｒａｐａｍｙｃｉｎ（１０ｎｍｏｌ／Ｌ）处理 ＰＣ９细胞并不引起凋亡，而
Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ＋Ｒａｐａｍｙｃｉｎ联合处理ＰＣ９细胞后细胞凋亡率增加为
（４５．２３±２．５７）％，与 Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ单药处理组相比差异具有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ作用于ＰＣ９细胞可引起ＰＡＲＰ剪
切及Ｃａｓｐａｓｅ３活化，而 Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ＋Ｒａｐａｍｙｃｉｎ联合作用于 ＰＣ９
细胞，ＰＡＲＰ剪切和Ｃａｓｐａｓｅ３活化程度明显增加（图６）。
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Ａ：ＤＭＳＯ；Ｂ：１０ｎｍｏｌ／ＬＲａｐａｍｙｃｉｎ；Ｃ：１μｍｏｌ／ＬＧｅｆｉｔｉｎｉｂ；
Ｄ：１μｍｏｌ／ＬＧｅｆｉｔｉｎｉｂ＋１０ｎｍｏｌ／ＬＲａｐａｍｙｃｉｎ
图５　Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ和Ｒａｐａｍｙｃｉｎ处理ＰＣ９细胞引起细胞凋亡
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１：ＤＭＳＯ；２：１０ｎｍｏｌ／ＬＲａｐａｍｙｃｉｎ；３：１μｍｏｌ／ＬＧｅｆｉｔｉｎｉｂ；４：１μｍｏｌ／Ｌ
Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ＋１０ｎｍｏｌ／ＬＲａｐａｍｙｃｉｎ

图６　Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ和Ｒａｐａｍｙｃｉｎ处理ＰＣ９细胞引起凋亡相关蛋白的变化

２．５　自噬抑制ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路的活化
　　Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ作用于ＰＣ９细胞可以引起ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号
转导抑制，导致Ａｋｔ和ｍＴＯＲ蛋白磷酸化（ｐＡｋｔ和ｐｍＴＯＲ）表
达减少。自噬诱导剂 Ｒａｐａｍｙｃｉｎ对 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ也有一定
抑制作用。当 Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ联合 Ｒａｐａｍｙｃｉｎ作用于 ＰＣ９细胞后，
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号受到强烈抑制，细胞生存信号明显减弱，
细胞更易发生凋亡或坏死（图７）。
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１：ＤＭＳＯ；２：１０ｎｍｏｌ／ＬＲａｐａｍｙｃｉｎ；３：１μｍｏｌ／ＬＧｅｆｉｔｉｎｉｂ；４：１μｍｏｌ／Ｌ
Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ＋１０ｎｍｏｌ／ＬＲａｐａｍｙｃｉｎ
图７　Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ和Ｒａｐａｍｙｃｉｎ处理ＰＣ９细胞ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号

蛋白表达

３　讨论

　　自噬又称为Ⅱ型程序性细胞死亡，与肿瘤的发生、
发展关系密切。自噬既可以促进细胞生存，又可以促

进细胞死亡，在不同类型的组织细胞中发挥的作用不

一而论［１３－１４］。自噬对于肿瘤细胞具有保护和杀伤双

重作用，适度自噬可以促使肿瘤细胞降解部分蛋白质

和细胞器维持能量供给，过度自噬则导致重要功能蛋白

质和细胞器受到破坏，进而发生细胞凋亡或坏死［１５］。

　　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。前期研究表明ＥＧＦＲ靶向
药物 Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ诱发 ＥＧＦＲ野生型 ＮＳＣＬＣＡ５４９和
Ｈ１２９９细胞自噬，并且这种自噬具有细胞保护作用，能
够部分抵抗Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ的细胞毒作用［９］。本研究重点探

讨Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ在 ＥＧＦＲ突变型 ＮＳＣＬＣ细胞自噬过程中
的作用和机制。结果显示ＥＧＦＲ１９外显子缺失突变的
人肺腺癌ＰＣ９细胞经Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ处理后细胞内ＡＶＯｓ数
量显著增加，自噬标记物 ＬＣ３表达上升，说明 Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ
能够剂量依赖的诱发ＥＧＦＲ突变型ＮＳＣＬＣ细胞自噬。
ＭＴＴ、流式细胞术和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果也证明
Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ抑制ＰＣ９细胞增殖，诱导细胞凋亡。
　　本研究结果发现 ＰＣ９细胞自噬可能是一种促凋
亡作用。自噬诱导剂 Ｒａｐａｍｙｃｉｎ可以显著增加
Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ杀伤ＰＣ９细胞的作用，促进细胞凋亡，ＰＡＲＰ
剪切和Ｃａｓｐａｓｅ３活化。同时，我们还注意到 Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ
和Ｒａｐａｍｙｃｉｎ对 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号的调控作用。
大量研究已证实 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ是细胞增殖和存活
的关键信号，该信号受到抑制后，细胞增殖变慢，活力

降低，细胞皱缩，最后发生凋亡。Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ和 Ｒａｐａｍｙ
ｃｉｎ处理ＰＣ９细胞均可引起 ｐＡｋｔ和 ｐｍＴＯＲ表达降
低，而 Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ联合 Ｒａｐａｍｙｃｉｎ处理 ＰＣ９细胞后，
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号受到显著抑制，ｐＡｋｔ和ｐｍＴＯＲ
蛋白表达进一步降低，提示 Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ和自噬可能协同
抑制ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号，两者协同进一步诱发 ＰＣ
９细胞凋亡［１６－１８］。

　　综上所述，我们认为调控细胞自噬对于改进肿瘤
治疗策略和抗肿瘤药物的研发具有重要意义，阐明自

噬在不同来源和类型的肿瘤细胞中发挥的具体作用，

将调控自噬作为辅助治疗可能是未来肿瘤个体化治疗

的新思路，具有良好的研究价值和应用前景。
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