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摘要　 目的　 探究人血管生成素样蛋白 ４（ＡＮＧＰＴＬ４）对肺

腺癌吉非替尼耐药细胞（ＰＣ９ ／ ＧＲ）侵袭、迁移能力的影响及

其作用机制。 方法　 通过 ｓｉＲＮＡ 方法干扰 ＰＣ９ ／ ＧＲ 细胞中

的 ＡＮＧＰＴＬ４ 表达，并以 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证干扰效

果；以 ＣＣＫ⁃８ 实验验证干扰 ＡＮＧＰＴＬ４ 对 ＰＣ９ ／ ＧＲ 细胞增殖

的抑制作用；通过划痕实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验等检测各组细胞

的侵袭、转移能力；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验测定各组细胞中上皮间

质化（ＥＭＴ）相关蛋白 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 及 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的

表达水平。 结果　 ＰＣ９ ／ ＧＲ 细胞中 ＡＮＧＰＴＬ４ 表达高于 ＰＣ９
细胞，ＣＣＫ⁃８ 实验显示 ＰＣ９ ／ ＧＲ 细胞对吉非替尼的 ＩＣ５０高于

ＰＣ９ 细胞，且干扰 ＰＣ９ ／ ＧＲ 细胞中 ＡＮＧＰＴＬ４ 表达后，ＩＣ５０ 降

低；划痕实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 迁移实验显示，干扰 ＰＣ９ ／ ＧＲ 细胞中

ＡＮＧＰＴＬ４ 表达后，细胞伤口愈合能力、迁移及侵袭能力减

弱。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验结果显示干扰 ＡＮＧＰＴＬ４ 后 ＰＣ９ ／ ＧＲ
细胞中 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 表达降低而 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达增

加。 结论　 ＡＮＧＰＴＬ４ 可能参与肺腺癌吉非替尼获得性耐

药，并促进 ＰＣ９ ／ ＧＲ 细胞的侵袭转移，干扰 ＡＮＧＰＴＬ４ 可抑制

ＰＣ９ ／ ＧＲ 细胞的 ＥＭＴ 过程。
关键词　 非小细胞肺癌；ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩ 耐药；人血管生成素样蛋

白 ４；上皮间质化
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　 　 肺癌是世界上发病率第 ２ 的恶性肿瘤，每年全

球的确诊患者中有 １ ／ ３ 来自中国［１］。 非小细胞肺癌

中常见突变基因为 ＥＧＦＲ，与患者预后密切相关［２］。
吉非替尼是第 １ 代表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑

制剂 （ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅ ｉｎ⁃
ｈｉｂｉｔｏｒ，ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩｓ），被广泛用于晚期非小细胞肺癌

（ｎｏｎ ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＮＳＣＬＣ）的治疗。 但

是大部分对 ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩｓ 敏感的 ＮＳＣＬＣ 患者在经过

９ ～ １３ 个月的治疗后对吉非替尼获得性耐药［３］，严
重影响了 ＮＳＣＬＣ 患者的生存率，故其耐药机制的研

究成为了全球范围内研究的热点。 人血管生成素样

蛋白 ４（ｈｕｍａｎ ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ４，ＡＮＧＰＴＬ４）
是一种多功能蛋白，其在人类的肿瘤发生中起重要

作用［４］，研究［５ － ６］表明 ＡＮＧＰＴＬ４ 与乳腺癌的远处转

移及预后密切相关。 而 ＡＮＧＰＴＬ４ 是否在肺腺癌的

获得性吉非替尼耐药过程中发挥作用尚未知。 该研

究旨在探究肺腺癌获得性耐药前后 ＡＮＧＰＴＬ４ 的表

达差异以及 ＡＮＧＰＴＬ４ 表达影响 ＰＣ９ ／ ＧＲ 细胞迁移

侵袭的潜在机制，为吉非替尼耐药的肺腺癌患者寻

找新的治疗靶点。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 细胞培养　 人肺腺癌细胞株 ＰＣ９ 购自中南

大学细胞库、人肺腺癌耐吉非替尼细胞株 ＰＣ９ ／ ＧＲ
由安徽医科大学病毒研究所赠予，培养基为添加了

１０ ％胎牛血清及 １ ％双抗的高糖 ＤＭＥＭ 培养基，置
于 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 细胞培养箱中培养。
１． １． ２　 试剂与仪器　 胎牛血清、ＥＣＬ 发光试剂盒均

购自上海赛默飞世尔科技公司；ＣＣＫ⁃８ 试剂盒、ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ 试剂盒均购自日本 ｔａｒａｋａ 生物科技公司；
ＲＮＡｅａｓｙＴＭ动物 ＲＮＡ 抽提试剂盒、ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室、细
胞培养 ６ 孔板均购自上海碧云天生物技术有限公

司；ＡＮＧＰＴＬ４ 一抗、β⁃ａｃｔｉｎ 一抗均购自英国 ＡＢｃａｍ
公司；ＩｇＧ（Ｈ＆Ｌ）⁃ＨＲＰ（羊抗兔）购自美国 Ｂｉｏｗｏｒｄ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司；吉非替尼购自美国 ＭＣＥ 公司，按说

明书配置为 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 浓度的溶液后置于 － ２０ ℃
保存；ＡＮＧＰＴＬ４⁃ｓｉＲＮＡ、空白对照组 ｓｉＲＮＡ 均购自

上海吉凯基因技术有限公司；ＡＮＧＰＴＬ４ 及 ＧＡＰＤＨ
引物购自滁州通用生物科技有限公司，引物序列见

表 １。
１． ２　 方法

１． ２． １　 ｓｉＲＮＡ 干扰细胞 ＡＮＧＰＴＬ４ 基因表达　 将融

合度达 ８０％的细胞消化离心，重悬后进行 ６ 孔板铺

板（１ × １０５ ／孔），继续置于恒温培养箱中培养 １６ ～
２４ ｈ。 待细胞融合度达 ５０％ ，进行慢病毒转染。 冰

上解冻 ｓｉＲＮＡ，取一洁净无酶 １ư ５ ｍｌ ＥＰ 管标记为 Ａ
管 ，加入４ μｌ ｓｈＲＮＡ 和 ２５０ μｌ Ｏｐｔｉｍ⁃ｍｅｍ培养基，
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表 １　 ＡＮＧＰＴＬ４⁃ｓｈＲＮＡ 序列及 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 引物序列

基因名称 引物序列（５′⁃３′）
ＡＮＧＰＴＬ４⁃ｓｉＲＮＡ Ｆ：ＧＡＣＣＡＣＡＡＧＣＡＣＣＴＡＧＡＣＣＡＴ

Ｒ：ＡＴＧＧＴＣＴＡＧＧＴＧＣＴＴＧＴＧＧＴＣ
ＮＣ⁃ｓｉＲＮＡ Ｆ：ＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴ

Ｒ：ＡＣＧＴＧＡＣＡＣＧＴＴＣＧＧＡＧＡＡ
ＡＮＧＰＴＬ４ Ｆ：ＧＴＣＣＡＣＣＧＡＣＣＴＣＣＣＧＴＴＡ

Ｒ：ＣＣＴＣＡＴＧＧＴＣＴＡＧＧＴＧＣＴＴＧＴ
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＧＧＡＧＣＧＡＧＡＴＣＣＣＴＣＣＡＡＡＡＴ

Ｒ：ＧＧＣＴＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣＴＴＣＴＣＡＴＧＧ

混匀后常温放置 ３ ｍｉｎ。 另取一洁净无酶 １ư ５ ｍｌ ＥＰ
管标记为 Ｂ 管，加入 ４ μｌ ｌｉｐ２０００ 和 ２５０ μｌ Ｏｐｔｉｍ⁃
ｍｅｍ 培养基，混匀后加入 Ａ 管中。 轻轻吹打混匀脂

质体复合物，室温放置 ２０ ｍｉｎ 后加入已弃去原培养

液并漂洗干净的细胞中，每孔细胞中另加入 Ｏｐｔｉｎ⁃
ｍｅｍ 培养基 １ư ５ ｍｌ。 将处理好的细胞放回恒温培

养箱中，６ ｈ 后弃去原培养基换入新鲜的完全培养

基继续孵育 ２４ ｈ。
１． ２． ２　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞活力　 将消化重悬后的

ＰＣ９ ／ ＧＲ、ＰＣ９ ／ ＧＲ⁃ｓｉＲＮＡ、ＰＣ９ ／ ＧＲ⁃ｓｉＮＣ 细胞以 １ ×
１０４ ／孔接种至 ９６ 孔板中，共设 ６ 个平行复孔。 细胞

生长 ２４ ｈ 贴壁后，弃去原培养基，加入按 ０、０ư ０１、
０ư ５、１、２、４、８、１６、３２、１００ μｍｏｌ ／ Ｌ 梯度稀释的吉非

替尼药物溶液并加入完全培养基至 ２００ μｌ。 培养

２４ ｈ 后，每孔加入 ＣＣＫ⁃８ 药物 １０ μｌ 并避光继续培

育 ２ ｈ。 在酶标仪 ４５０ ｎｍ 波长条件下，测定各孔吸

光度值。
１． ２． ３　 划痕实验检测细胞迁移能力　 将各组细胞

以 １ × １０５ 密度均匀接种于 ６ 孔板中，培养 ２４ ｈ。 待

细胞融合度达 １００ ％时，以 ２００ μｌ 枪头在孔中央做

１ 条垂直线，以 ＰＢＳ 轻轻洗去未贴壁细胞后仍放回

培养箱培养，２４ ｈ 后于 × １００ 显微镜下拍照并计算

痕迹宽度。 每次实验重复 ３ 次，取平均值。
１． ２． ４　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法检测细胞迁移及侵袭能力　 迁

移实验：将 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室放入 １２ 孔板中以构建小

室模型，各组细胞消化重悬并稀释至 ６ × １０４ 密度

后，向 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室内加入含 ２００ μｌ 的细胞混悬

液，下室加入 ４００ μｌ 完全培养基，后放入恒温培养

箱继续培养。 ２４ ｈ 后将上室取出，轻轻除去上室膜

上残余贴壁细胞，在室温下以 ４ ％的多聚甲醛溶液

固定 ３０ ｍｉｎ 后以 ０ư ４％ 结晶紫染液进行染色，约 ５
ｍｉｎ 后洗去浮色。 在显微镜下观察细胞并计数，每
孔随机选择 ３ 个视野进行计数，取平均值。 侵袭实

验：按试剂盒说明书配置基质胶，均匀加在上室滤膜

上，室温放至融合。 细胞以无血清培养基稀释至 ５

× １０４ 个 ／ ｍｌ。 向上室内加入 ２００ μｌ 细胞悬液，下室

加入 ６００ μｌ 完全培养基，培养 ２４ ｈ 后取出擦去上室

残余细胞，进行固定、染色、观察计数。 每孔随机选

择 ３ 个视野进行计数，取平均值。
１． ２． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞蛋白表达　 待 ６ 孔

板中细胞生长至融合度达 ７０ ％ ～ ８０ ％ 时，弃去原

培养基以 ＰＢＳ 漂洗细胞 ２ 次，每孔加入配置好的细

胞裂解液 ２５０ μｌ 冰上孵育 ３ ｍｉｎ。 于显微镜下观察

细胞裂解完全后，将混合液吸出置于洁净 ＥＰ 管中。
混合物冰上孵育 １０ ｍｉｎ 后 ４ ℃ 、２７ ６９０ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

２０ ｍｉｎ，取上清液，加入 １ ／ ４ 体积的 × ５ 上样缓冲液

充分混匀，１００ ℃沸水加热 １０ ｍｉｎ。 配置合适浓度

的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 胶，每泳道加入适量蛋白质样品后在

７５ Ｖ、２５ ｍｉｎ、１２０ Ｖ、５５ ｍｉｎ 的条件下进行电泳。 经

过转膜、封闭后，将带有蛋白质条带的 ＰＶＤＦ 膜放入

稀释好的一抗溶液（１ ∶ １ ０００）中 ４ ℃摇床孵育过

夜。 次日，取出 ＰＶＤＦ 膜并用 ＴＢＳＴ 溶液漂洗，每 １０
ｍｉｎ １ 次，共进行 ４ 次。 ４０ ｍｉｎ 后将 ＰＶＤＦ 膜置于二

抗溶液中（羊抗兔或羊抗鼠，１ ∶ ５ ０００），摇床孵育 ２
ｈ。 ２ ｈ 后再次以 ＴＢＳＴ 溶液漂洗，每 １０ ｍｉｎ １ 次，共
进行 ４ 次。 向膜上滴加适量 ＥＣＬ 发光液，充分润湿

膜后于紫外凝胶成像仪上进行拍照分析。
１． ２． ６ 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测细胞 ｍＲＮＡ 表达 　 按照

ＲＮＡｅａｓｙＴＭ动物 ＲＮＡ 抽提试剂盒说明书提取细胞

ｍＲＮＡ，并测量浓度。 用 × ５ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 逆转录试剂

盒将上述所得到的 ＲＮＡ 样本进行反转录以得到对

应的 ｃＤＮＡ，并测量浓度，获得的 ｃＤＮＡ 可置于 － ２０
℃短期保存。 按 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 试剂盒说明书配置反应

体系，并设置反应条件，于全自动荧光定量 ＰＣＲ 系

统下进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ。 设置 ＧＡＰＤＨ 为管家基因，采
用 ２ －△△Ｃｔ法计算基因的相对表达强度。
１． ３　 统计学处理　 该研究中所有实验均独立重复

３ 次，数据以 �ｘ ± ｓ 表示。 采用 ＳＰＳＳ ２５ư ０ 软件和

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６ư ０ 进行数据分析。 两组间数据比

较采用 ｔ 检验，多组间数据比较采用单因素方差分

析，Ｐ ＜ ０ư ０５ 表示差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＡＮＧＰＴＬ４ 在 ＰＣ９、ＰＣ９ ／ ＧＲ 细胞间的表达情

况　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 实验结果显示 ＡＮＧＰＴＬ４
在 ＰＣ９ ／ ＧＲ 细胞中表达量高于 ＰＣ９ 细胞株，差异有

统计学意义（Ｐ ＜ ０ư ００１，Ｆ ＝ ７５ư ０２８）（图 １）。
２． ２　 ｓｉＲＮＡ 对细胞 ＡＮＧＰＴＬ４ 基因表达的影响　
提取 ＰＣ９ ／ ＧＲ 组、ＰＣ９ ／ ＧＲ⁃ｓｉＮＣ 组、ＰＣ９ ／ ＧＲ⁃ｓｉＡＮＧ⁃
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ＰＴＬ４ 组共 ３ 组细胞的蛋白与 ＲＮＡ，分别进行 Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ ｂｌｏｔ、ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 实验以验证敲低效率。 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ、ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 实验结果显示，与 ＰＣ９ ／ ＧＲ 组、ＰＣ９ ／
ＧＲ⁃ｓｉＮＣ 组相比，ＰＣ９ ／ ＧＲ⁃ｓｉＡＮＧＰＴＬ 组中 ＡＮＧＰＴＬ４
蛋白表达含量下降，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０ư ０５，Ｆ
＝ ３３ư ７８４）（图 ２）。
２． ３　 ＣＣＫ⁃８ 测定细胞增殖能力　 将细胞培养至对

数生长期， 分别对 ＰＣ９、 ＰＣ９ ／ ＧＲ、 ＰＣ９ ／ ＧＲ⁃ｓｉＮＣ、
ＰＣ９ ／ ＧＲ⁃ｓｉＲＮＡ 共 ４ 组细胞进行 ＣＣＫ⁃８ 实验。 实验

结果显示，４ 组细胞的增殖能力均随着吉非替尼药

物浓度的增高而下降，表明吉非替尼可抑制各组细

胞的增殖。 在相同浓度吉非替尼药物浓度作用下，
ＰＣ９ 细胞增殖能力低于 ＰＣ９ ／ ＧＲ 细胞，差异有统计

学意义（Ｐ ＜ ０ư ０５，Ｆ ＝ ８０３ư ６０８）；ＰＣ９ ／ ＧＲ⁃ｓｉＲＮＡ 细

胞增殖能力低于 ＰＣ９ ／ ＧＲ 细胞，差异有统计学意义

（Ｐ ＜ ０ư ０５，Ｆ ＝ ４８３ư ８３７）；而 ＰＣ９ ／ ＧＲ、ＰＣ９ ／ ＧＲ⁃ｓｉＮＣ
两组细胞间差异不明显，差异无统计学意义（图 ３）。
２． ４　 敲低 ＡＮＧＰＴＬ４ 对细胞迁移的影响　 取生长

对数期的 ＰＣ９ ／ ＧＲ、 ＰＣ９ ／ ＧＲ⁃ｓｉＲＮＡ、 ＰＣ９ ／ ＧＲ⁃ｓｉＮＣ
共 ３ 组细胞进行迁移实验。 划痕实验结果表明

ＰＣ９ ／ ＧＲ⁃ｓｉＲＮＡ 组伤口大于 ＰＣ９ ／ ＧＲ 组，迁移至伤

口的细胞数目也少于 ＰＣ９ ／ ＧＲ 组，差异有统计学意

图 １　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＡＮＧＰＴＬ４ 在 ＰＣ９、ＰＣ９ ／ ＧＲ 细胞间的表达差异

　 　 Ａ：ＰＣ９ 与 ＰＣ９ ／ ＧＲ 细胞中蛋白的相对表达；Ｂ：ＰＣ９ 组与 ＰＣ９ ／ ＧＲ 组细胞中蛋白相对表达量统计学分析；Ｃ：ＰＣ９ 组与 ＰＣ９ ／ ＧＲ 组细胞中

ｍＲＮＡ 的表达；与 ＰＣ９ 组比较： ∗∗∗Ｐ ＜ ０ư ００１

图 ２　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测干扰 ＰＣ９ ／ ＧＲ 中 ＡＮＧＰＴＬ４ 表达效率

Ａ：各组细胞中蛋白相对表达量；Ｂ：各组细胞中蛋白相对表达量统计学分析；Ｃ：各组细胞中 ｍＲＮＡ 的相对表达量；１：ＰＣ９ ／ ＧＲ 组；２：ＰＣ９ ／
ＧＲ⁃ｓｉＮＣ 组；３：ＰＣ９ ／ ＧＲ⁃ｓｉＡＮＧＰＴＬ４ 组；与 ＰＣ９ ／ ＧＲ 组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０ư ０１

图 ３　 ＣＣＫ⁃８ 实验检测 ４ 组细胞的增殖活力

１：ＰＣ９ 组；２：ＰＣ９ ／ ＧＲ 组；３：ＰＣ９ ／ ＧＲ⁃ｓｉＮＣ 组；４：ＰＣ９ ／ ＧＲ⁃ｓｉＲＮＡ 组；与 ＰＣ９ ／ ＧＲ 组比较： ∗∗Ｐ ＜ ０ư ０１
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义（Ｐ ＜ ０ư ０１，Ｆ ＝ ６３ư ６７）。 而 ＰＣ９ ／ ＧＲ 组和 ＰＣ９ ／
ＧＲ⁃ｓｉＮＣ 组相比较，差异无统计学意义（图 ４Ａ、Ｂ）。
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验中，ＰＣ９ ／ ＧＲ⁃ｓｉＲＮＡ 组迁移至小室底

膜的细胞少于 ＰＣ９ ／ ＧＲ 组，差异有统计学意义（Ｐ ＜
０ư ０５，Ｆ ＝ １２６ư ９４３）；ＰＣ９ ／ ＧＲ 组和 ＰＣ９ ／ ＧＲ⁃ｓｉＮＣ 组

相比较，差异无统计学意义（图 ４Ｃ、Ｄ）。
２． ５　 敲低 ＡＮＧＰＴＬ４ 对细胞侵袭能力的影响　 在

构建小室模型并恒温培育 ２４ ｈ 后，取出模型中上室

在显微镜下观察细胞并计数。 实验数据显示，ＰＣ９ ／
ＧＲ⁃ｓｉＡＮＧＰＴＬ４ 组小室底部细胞数目少于 ＰＣ９ ／ ＧＲ
组，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０ư ０５，Ｆ ＝ ５９６ư ６４５），而
ＰＣ９ ／ ＧＲ 组与 ＰＣ９ ／ ＧＲ⁃ｓｉＮＣ 组相比，差异无统计学

意义（图 ５）。
２． ６　 敲低 ＡＮＧＰＴＬ４ 对细胞上皮间质化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
－ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）过程的影响 　 通

过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 对 ＥＭＴ 相关蛋白的表达进行检测提

取 ＰＣ９ ／ ＧＲ、 ＰＣ９ ／ ＧＲ⁃ｓｉＮＣ、 ＰＣ９ ／ ＧＲ⁃ｓｉＲＮＡ 组细胞

蛋白质进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验结

果显示，ＰＣ９ ／ ＧＲ⁃ｓｉＲＮＡ 组细胞相较于 ＰＣ９ ／ ＧＲ 与

ＰＣ９ ／ ＧＲ⁃ｓｉＮＣ 组细胞 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 表达降低

而 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达增加，且 ＰＣ９ ／ ＧＲ 与 ＰＣ９ ／ ＧＲ⁃
ｓｉＮＣ 组细胞 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 及 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达

差异均无统计学意义（图 ６）。

３　 讨论

　 　 ＮＳＣＬＣ 约占肺癌总数的 ８５％ ，大部分患者确诊

时已处于晚期，治疗难度较大，生存期短［７］。 在过

去的 １０ 年中，肺癌的治疗取得了巨大的突破［８］，靶
向药物的出现提供了新的有效治疗手段。 其中，由
于ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩｓ类药物具有显著的有效性和安全性

图 ４　 干扰 ＡＮＧＰＴＬ４ 对耐吉非替尼肺腺癌细胞 ＰＣ９ ／ ＧＲ 迁移能力的影响

Ａ：细胞划痕实验检测各组细胞迁移愈合能力 × ２００；Ｂ：各组细胞迁移愈合率统计图；Ｃ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 迁移实验检测各组细胞迁移能力 × ４００；

Ｄ：各组迁移细胞数目统计图；１：ＰＣ９ ／ ＧＲ 组；２：ＰＣ９ ／ ＧＲ⁃ｓｉＮＣ 组；３：ＰＣ９ ／ ＧＲ⁃ｓｉＲＮＡ 组；与 ＰＣ９ ／ ＧＲ 组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５，∗∗Ｐ ＜ ０ư ０１

图 ５　 干扰 ＡＮＧＰＴＬ４ 对耐吉非替尼肺腺癌细胞 ＰＣ９ ／ ＧＲ 侵袭能力的影响

Ａ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 迁移实验检测各组细胞侵袭能力 × ４００；Ｂ：各组迁移细胞数目统计图；１：ＰＣ９ ／ ＧＲ 组；２：ＰＣ９ ／ ＧＲ⁃ｓｉＮＣ 组；３：ＰＣ９ ／ ＧＲ⁃ｓｉＲＮＡ

组；与 ＰＣ９ ／ ＧＲ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０ư ０１
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图 ６　 干扰 ＡＮＧＰＴＬ４ 表达对 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达的影响

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组细胞中 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ
蛋白质表达；Ｂ：各组细胞蛋白相对表达量统计学分析；１：ＰＣ９ ／ ＧＲ

组；２：ＰＣ９ ／ ＧＲ⁃ｓｉＮＣ 组；３：ＰＣ９ ／ ＧＲ⁃ｓｉＲＮＡ 组；与 ＰＣ９ ／ ＧＲ 组比较：∗Ｐ

＜ ０ư ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０ư ０１

而得到广泛运用。 然而，ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩｓ 继发耐药性的

产生极大影响了治疗效果［９］。 ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩｓ 继发耐药

性的产生机制有多种，如 ＦＧＬ１ 高表达、ＰＤ１ 高表达

等，而在更多的研究中，学者认为 ＥＧＦＲ 突变以外的

ＥＭＴ 是 ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩｓ 获得性耐药的主要机制［１０］，而
有关 ＥＭＴ 如何促使 ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩｓ 获得性耐药产生的

机制目前仍无定论。
ＡＮＧＰＴＬ４ 蛋白属于分泌蛋白超家族，在结构上

与调节血管生成的因子有关，又被称为血管生成

素［１１］。 起初，ＡＮＧＰＴＬ４ 由于在肝脏和脂肪组织中

的普遍表达而被认为是一种参与脂质代谢的因子，
最近的研究［１２］ 表明 ＡＮＧＰＴＬ４ 是一种多功能蛋白，
在癌症发生发展、失巢凋亡抵抗、新生血管形成中均

发挥关键作用。 该研究表明 ＰＣ９ ／ ＧＲ 细胞 ＩＣ５０明显

高于 ＰＣ９ 细胞，表明 ＰＣ９ ／ ＧＲ 细胞较之 ＰＣ９ 细胞对

吉非替尼具有更高的耐药性。 此外，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、
ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 实验结果均显示 ＰＣ９ ／ ＧＲ 细胞中 ＡＮ⁃
ＧＰＴＬ４ 的表达量明显高于 ＰＣ９ 细胞，且提示 ＡＮ⁃
ＧＰＴＬ４ 可能参与 ＰＣ９ 细胞对吉非替尼耐药性的形

成。 ＣＣＫ⁃８ 实验结果显示，在不同浓度的吉非替尼

处理下，ＰＣ９ ／ ＧＲ 细胞的增殖活性远高于 ＰＣ９ 细胞、
ＰＣ９ ／ ＧＲ⁃ｓｉＡＮＧＰＴＬ４ 组细胞，且 ＰＣ９ 细胞与 ＰＣ９ ／
ＧＲ⁃ｓｉＡＮＧＰＴＬ４ 细胞之间增殖活性并无明显差异。
实验结果显示沉默 ＡＮＧＰＴＬ４ 表达可在一定程度上

恢复 ＰＣ９ ／ ＧＲ 细胞对吉非替尼的敏感性。
Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ 为一种钙依赖性蛋白的跨膜蛋白，

广泛分布于人体的各类上皮细胞中，在细胞黏附和

极性维持中起重要作用。 Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达的丧失导

致接触抑制的丧失，从而促进肿瘤细胞的迁移侵袭

过程［１３］。 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 为神经性钙依赖蛋白，与 Ｅ⁃
Ｃａｄｈｅｒｉｎ 多在上皮组织中表达不同的是 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ
主要在神经组织、肌肉和成纤维细胞中表达且在肺

癌、乳腺癌等多种肿瘤组织中表达水平增高［１４］。 Ｅ⁃
Ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 均与 ＥＭＴ 密切相关。 该研究

采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法显示：与 ＰＣ９ ／ ＧＲ 细胞比较，
ＰＣ９ ／ ＧＲ⁃ｓｉＡＮＧＰＴＬ４ 细胞中 Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达上升而

Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达下调。 在划痕实验与 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 迁移

实验中，ＰＣ９ ／ ＧＲ⁃ｓｉＡＮＧＰＴＬ４ 组细胞迁移能力明显

低于 ＰＣ９ ／ ＧＲ，且在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 侵袭实验中得到了相

同的结果。 波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）作为另外一种重要

的参与 ＥＭＴ 的蛋白，其具有特殊的动态性质以保证

细胞的形态，常在多种肿瘤组织中过度表达并与肿

瘤生长转移密切相关［１５］。 该实验结果显示，ＰＣ９ ／
ＧＲ⁃ｓｉＡＮＧＰＴＬ４ 组细胞相较于 ＰＣ９ ／ ＧＲ 细胞，Ｖｉｍｅｎ⁃
ｔｉｎ 的表达量明显下降，而综合该研究中划痕实验、
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 迁移实验结果也表明沉默 ＡＮＧＰＴＬ４ 表达

可降低 ＰＣ９ ／ ＧＲ 细胞中 ＥＭＴ 的发生，从而抑制细胞

迁移。
综上所述，在敲低 ＰＣ９ ／ ＧＲ 细胞株中 ＡＮＧＰＴＬ４

表达后，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 与 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达量明显下降，而
Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达上升，与划痕实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 迁移实

验等结果一致，结合细胞增殖实验提示 ＡＮＧＰＴＬ４
或可通过介导 ＥＭＴ 过程调控肺腺癌细胞侵袭、转
移，并促进肺腺癌细胞对吉非替尼耐药性的产生。
但有关 ＡＮＧＰＴＬ４ 促进肺腺癌细胞吉非替尼获得性

耐药性的具体机制还需进一步研究。
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