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抗雌激素治疗对耐酪氨酸激酶抑制剂非小细胞肺癌细胞株
抗增殖作用的机制探讨

徐瑞彤１，孙康俊２，戴冠群１，徐　 静３

　 　 ［摘要］ 　 目的　 探讨氟维司群逆转吉非替尼耐药非小细胞肺癌细胞株耐药性的可能性及其机制。 　 方法　 分别用不同

浓度的氟维司群和吉非替尼，单药以及联合对非小细胞肺癌细胞株 Ｈ１９７５［含表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ） Ｌ８５８Ｒ ＆ Ｔ７９０ｍ 突

变］、Ｈ１６５０（含 ＥＧＦＲ Ｄｅｌ Ｅ７４６⁃Ａ７５０ ＆ ＰＴＥＮ Ｄｅ 突变）、ＰＣ⁃９（含 ＥＧＦＲ Ｄｅｌ Ｅ７４６⁃Ａ７５０ 突变）细胞进行干预后，采用 ＭＴＴ 法检

测细胞增殖变化，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＥＧＦＲ、雌激素受体（ＥＲ）、磷酸化表皮生长因子受体（ｐ⁃ＥＧＦＲ）的蛋白表达。 　 结果　
①Ｈ１９７５、Ｈ１６５０、ＰＣ⁃９ 肺癌细胞中均有 ＥＧＦＲ 及 ＥＲ 表达；②吉非替尼及氟维司群联合用药较单药可明显抑制 Ｈ１９７５、Ｈ１６５０、
ＰＣ⁃９ 肺癌细胞的增殖（Ｐ＜０􀆰 ００１）；③Ｈ１９７５ 耐药细胞株内 Ｔ７９０ｍ 突变型 ＥＧＦＲ 的磷酸化水平可以快速地被雌激素升高或被

氟维司群抑制；④ 在酪氨酸激酶抑制剂（ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩ）获得性耐药的肺癌细胞株中雌激素、表皮生长因子（ＥＧＦ）分别下调

ＥＧＦＲ、ＥＲ 的水平，氟维司群、吉非替尼分别上调 ＥＧＦＲ、ＥＲ 的水平。 　 结论　 采用 ＥＧＦＲ 的靶向治疗与抗雌激素治疗相结合

的治疗方案提高 ＥＧＦＲ 和 ＥＲ 阳性的 ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩ 获得性耐药的 ＮＳＣＬＣ 的治疗效果在理论上是可行的。
　 　 ［关键词］ 　 氟维司群；吉非替尼；非小细胞肺癌；表皮生长因子受体；耐药
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　 　 随着全球社会经济的快速发展，环境污染愈加

严重，加上人口老龄化、不健康的生活方式等等，使
得恶性肿瘤的发病率连年增长［１］。 根据最新的统
计数据，肺癌是影响我国居民健康的排名第一的恶

性肿瘤，发病和死亡呈现逐年上升趋势［２］。 目前对

于肺癌的治疗有很多新的进展，其中针对肺癌发生

发展的信号通路中各个靶点的分子靶向药物进一

步提高了肿瘤的缓解率，降低了复发率，带来了可

喜的疗效。 而表皮生长因子受体（ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ
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ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）是现阶段研究最多的治疗靶

点。 ＥＧＦＲ 是 ｅｒｂＢ ／ ＨＥＲ 家族的成员之一，多在非

小细胞肺癌（ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）肿

瘤组织中过表达 （４０％ ～ ８０％），并与预后不良相

关［３］。 ＥＧＦＲ 信号通路激活后可启动下游多个与肿

瘤细胞相关的信号级联反应，包括抑制细胞凋亡，
促进细胞增殖、增强细胞侵袭性以及诱导血管生

成等［４］。
吉非替尼和厄洛替尼作为酪氨酸激酶抑制剂

（ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩ） 的代表药物， 结构类似 ＡＴＰ， 可与

ＥＧＦＲ⁃ＴＫ 催化区域位点竞争性结合，从而阻断胞内

外的信号传递，抑制肿瘤细胞的增殖和转移，目前

已在全球范围内用于治疗晚期 ＮＳＣＬＣ［５］。 前瞻性

和回顾性研究结果显示，ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩ 临床受益的预

测因素包括女性、无吸烟史、腺癌、亚裔、治疗相关

皮疹的严重程度、存在 ＥＧＦＲ 突变等［６⁃９］。 约 ９０％的

ＮＳＣＬＣ 组织中存在基因突变，多表现为 ＥＧＦＲ 外显

子 １９ 的缺失以及外显子 ２１ 的替代突变，这两种突

变 都 可 以 增 加 ＮＳＣＬＣ 对 ＥＧＦＲ⁃ＥＫＩ 的 敏 感

性［６，１０⁃１１］。 虽然在这类患者中，使用吉非替尼或厄

洛替尼后疾病可获得缓解，但是部分患者经过一段

时间后，疾病可能会出现再次进展，中位时间为 ３～８
个月，称为获得性耐药现象［１２⁃１４］。 目前已知最常见

的获得性耐药的分子机制为 ＥＧＦＲ Ｔ７９０ｍ 二次突

变［１５］ 以 及 ＭＥＴ 原 癌 基 因 扩 增［１６］。 Ｔ７９０ 位 于

ＥＧＦＲ 与 ＡＴＰ 结合的关键区域，也称为“ｇａｔｅｋｅｅｐｅｒ”
残基。 从临床获得的耐药患者的组织标本以及耐

药的 ＮＳＣＬＣ 细胞株的分子研究显示，Ｔ７９０ｍ 突变就

是除一次活化性突变外，Ｔ７９０ 位点上出现以大量甲

硫氨酸残基替代苏氨酸的二次替代突变，这种替代

突变不影响 ＥＧＦＲ 的催化活性，因此有研究猜想大

量的甲硫氨酸残基对 ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩ 的结合形成了位

阻，影响其与 ＥＦＦＲ 激酶区的结合，从而产生获得性

耐药［１７］。
Ｓｔａｂｉｌｅ 等［１８］ 曾报道联合吉非替尼及抗雌激素

药物氟维司群同时作用于 ＮＳＣＬＣ 细胞的 ＥＧＦＲ 及

雌激素受体（ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ＥＲ）２ 个靶点，可较单

药明显增强其抗肿瘤细胞增殖的作用；并证明吉非

替尼可持续上调肺癌细胞内 ＥＲ 的表达。 这提示我

们在体内可能存在 ＥＧＦＲ 信号转导途径和雌激素信

号通路的交叉，共同影响吉非替尼的活性和疗效。
考虑 ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩ 使用的优势人群包括女性、 腺

癌［６⁃９］，并且用药治疗一段时间后经常会出现耐药

现象［１２⁃１３，１９］，我们推测这可能也是由于吉非替尼持

续上调了肿瘤细胞内 ＥＲ 的表达水平，通过 ＥＲ 介导

的其他途径补偿了被抑制的 ＥＧＦＲ 介导的信号通

路，从而表现出耐药。 本实验在细胞水平上比较了

吉非替尼和氟维司群联合与单一用药对 ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩ
获得性耐药的 ＮＳＣＬＣ 细胞生长的影响，并初步探讨

了与之相关的 ＥＲ ／ ＥＧＦＲ 信号通路相互作用的分子

机制，希望为 ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩ 获得性耐药的 ＮＳＣＬＣ 的分

子靶向治疗提供新的途径及理论支持。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料　 非小细胞肺癌细胞株 Ｈ１９７５（含 ＥＧＦＲ
Ｌ８５８Ｒ ＆ Ｔ７９０ｍ 突 变 ） 采 购 自 ＡＴＣＣ （ Ｕｎｉｔｅｄ
Ｓｔａｔｅｓ），Ｈ１６５０（含 ＥＧＦＲ Ｄｅｌ Ｅ７４６⁃Ａ７５０ ＆ ＰＴＥＮ Ｄｅ
突变）由本实验室保存，ＰＣ⁃９（含 ＥＧＦＲ Ｄｅｌ Ｅ７４６⁃
Ａ７５０ 突变）由上海肺科医院周彩存教授赠送。 药品

吉非替尼购自 Ｔｏｃｒｉｓ 公司（Ｕｎｉｔｅｄ Ｋｉｎｇｄｏｍ），氟维司

群及 １７β⁃雌二醇购自 Ｃａｙｍａｎ Ｃｈｅｍｉｃａｌ 公司（Ｕｎｉｔｅｄ
Ｓｔａｔｅｓ）。 ２ 种药品粉剂溶于 ＤＭＳＯ（ＧＩＢＣＯ 公司），
加入 ＲＰＭＩ１６４０ 培养基稀释成所需浓度用于实验。
重组人表皮生长因子（ＥＧＦ）购自 Ｐｅｐ Ｒｏｔｅｃｈ 公司

（Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ），溶于无菌去离子水，加入 ＲＰＭＩ１６４０
培养基稀释成所需浓度用于实验。 ＲＰＭＩ１６４０、胎牛

血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司），ａｎｔｉ⁃ＥＧＦＲ 单克隆抗体（Ｍｏｎｏ⁃
ｃｌｏｎａｌ Ａｎｔｉｂｏｄｙ，ＭＡｂ），ａｎｔｉ⁃ＥＲαＭＡｂ、ｐｈｏｓｐｈｏ⁃ＥＧＦＲ
Ｙ１０６８ ＭＡｂ（Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ），ａｎｔｉ⁃ＥＲβ 多

克隆抗体（Ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ Ａｎｔｉｂｏｄｙ，ＰＡｂ） （ＰａｎＶｅｒａ），其
余实验试剂为国产分析纯试剂。 ＨＥＲＡ ｃｅｌｌ 细胞培

养箱（德国 Ｈｅｒａｅｒｓ 公司），低温高速离心机（德国

Ｈｅｒａｅｒｓ 公司），酶标仪（美国 Ｃｌｉｎｉｂｉｏ 公司），Ｇｅｌ Ｄｏｃ
１０００ 凝胶成像系统（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司），紫外分光光度

计（ＮａｎｏＤｒｏｐ 公司），ＰＣＲ 仪（Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公

司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＭＴＴ 法检测吉非替尼、氟维司群单药及联

合用药作用后肺癌细胞的存活率 　 采用 ＭＴＴ 法观

察氟维司群和吉非替尼单药和联合用药对肺癌细

胞增殖的影响。 实验时，取对数生长期细胞，制备

单细胞悬液，以 ４×１０４ ／ ｍＬ 的浓度，接种于 ９６ 孔细

胞培养板中，每孔 ２００ μＬ（边缘孔用无菌 ＰＢＳ 填

充），在 ３７ ℃、５％ＣＯ２的细胞培养箱中孵育 ２４ ｈ 贴

壁后，加入浓度梯度的吉非替尼、氟维司群、吉非替

尼＋氟维司群，每组浓度设 ５ 个复孔，在 ３７ ℃、５％
ＣＯ２培养箱中继续培养 ４８ ｈ（浓度梯度的确定方法

为：结合文献，先采用 １０ 个浓度梯度，根据所得
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结果，采用细胞存活率分布于 ２０％ ～ ８０％之间的药

物浓度，再定 ５ 个浓度梯度）。 实验结束后每个孔

内加入 ２０ μＬ 的 ＭＴＴ（５ ｍｇ ／ ｍＬ），３７ ℃培养 ４ ｈ 后，
终止培养，弃上清，每孔加入 １５０ μＬ 的 ＤＭＳＯ，置摇

床上低速振荡 １０ ｍｉｎ，使蓝色结晶充分溶解。 用自

动酶标仪测定 ４９０ ｎｍ 波长处每孔的吸光度 Ａ，计算

各实验组肿瘤细胞的存活率。 细胞存活率（％） ＝
［（Ａｓ－Ａｂ） ／ （ Ａｃ －Ａｂ）］ × １００％。 其中 Ａｓ：试验孔

（含有细胞的培养基、ＭＴＴ、吉非替尼 ／氟维司群），
Ａｃ：对照孔（含有细胞的培养基、ＭＴＴ），Ａｂ：空白孔

（不含细胞的培养基、ＭＴＴ）。 运用 ＳＰＳＳ１０􀆰 ０ 软件

根据药物浓度与细胞存活率求出不同时间的半数

抑制浓度（ＩＣ５０）。
１􀆰 ２􀆰 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＥＲ、ＥＧＦＲ 在肺癌细胞株

中的表达情况以及吉非替尼、氟维司群对 ＥＧＦＲ 信

号通路的调控 　 取实验用细胞，以冰 ＰＢＳ 洗涤 ３
遍，加入 ＲＩＰＡ 细胞裂解液，镜下观察细胞充分裂解

后，收集细胞总蛋白。 经过 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳分离，转
移至 ＰＶＤＦ 膜，将膜置入 ５％脱脂牛奶中封闭，４ ℃
过夜。 次日，将膜置于 ３７ ℃复温 ３０ ｍｉｎ 后，加入一

抗（一抗以 ５％脱脂牛奶 ＴＢＳＴ 液稀释，一抗稀释浓

度 １ ∶１０００，β⁃ａｃｔｉｎ 为 １ ∶５００），与膜反应，３７ ℃ ２ ｈ，
ＴＢＳＴ 漂洗 ３ 遍后，加入二抗（二抗以 ５％脱脂牛奶

ＴＢＳＴ 液稀释，均为 １ ∶３０００），３７ ℃ ３０ ｍｉｎ。 化学发

光显影成像。 所有实验均重复 ３ 次。 ＥＧＦＲ 介导的

信号通路的开启是需要通过 ＥＧＦＲ 的快速活化来实

现的，其重要标志是 ＥＧＦＲ 磷酸化急剧上升。
１􀆰 ３　 统计学分析　 运用 ＳＰＳＳ２０􀆰 ０ 软件进行数据分

析，计量资料以均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，采用单因

素方差分析和相关分析，以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计

学意义。

ａ：吉非替尼；ｂ：氟维司群

图 ２　 ＭＴＴ 法检测不同浓度的吉非替尼或氟维司群对 Ｈ１９７５、Ｈ１６５０ 及 ＰＣ⁃９的抗增殖效应

２　 结　 果

２􀆰 １　 Ｈ１９７５、Ｈ１６５０ 及 ＰＣ⁃９ 肺癌细胞中 ＥＲ 和 ＥＧＦＲ
的表达情况　 ＷＢ 结果显示 ＥＧＦＲ 和 ＥＲ 在 ３ 株肺癌

细胞株中均有表达，ＥＧＦＲ 的表达量 ＰＣ⁃９ 细胞要明

显高于 Ｈ１９７５ 细胞，在 Ｈ１６５０ 细胞中仅微弱表达。
ＥＲα 在 Ｈ１６５０ 细胞及 ＰＣ⁃９ 细胞中表达量近似，均略

高于 Ｈ１９７５，而 ＥＲβＨ１６５０ 细胞及 Ｈ１９７５ 中表达量相

近，在 ＰＣ⁃９ 细胞中表达量较少。 见图 １。

图 １　 ＥＧＦＲ、ＥＲα、ＥＲβ 在 Ｈ１９７５、Ｈ１６５０ 及 ＰＣ⁃９ 肺癌细

胞株的基础表达量

２􀆰 ２　 吉非替尼和氟维司群单药对 Ｈ１９７５、Ｈ１６５０ 及

ＰＣ⁃９ 细胞增殖的影响　 不同浓度吉非替尼 ／氟维司

群作用下，Ｈ１９７５、Ｈ１６５０ 及 ＰＣ⁃９ 细胞的细胞存活

率见图 ２。 随着药物浓度增加，细胞存活率减少。
实验中所用 Ｈ１９７５、Ｈ１６５０ 及 ＰＣ⁃９ 肺癌细胞株的

ＥＧＦＲ 均含有不同位点的突变，在单药实验中也体

现出了这些突变对吉非替尼敏感性的影响：Ｈ１９７５
及 Ｈ１６５０ 因分别含有二次突变 Ｔ７９０ｍ 及 ＰＴＥＮ Ｄｅｌ
表现出耐药（ＩＣ５０＞１０ μｍｏｌ ／ Ｌ），ＰＣ⁃９ 细胞株仅含有

位于 ｅｘｏｎ１９ 的一次突变而表现出对药物的敏感

（ＩＣ５０≈０􀆰 ０３ μｍｏｌ ／ Ｌ）。
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２􀆰 ３　 吉非替尼和氟维司群联合用药对比单药对

Ｈ１９７５、Ｈ１６５０ 及 ＰＣ⁃９ 细胞抗增殖的影响 　 采用

ＭＴＴ 比色法检测的结果显示，１ μｍｏｌ ／ Ｌ 的吉非替尼

和 ３ μｍｏｌ ／ Ｌ 的氟维司群联合或单药处理细胞 ４８ ｈ
后，ＰＣ⁃９ 细胞的增殖率明显低于单独使用吉非替尼

或氟维司群的实验组（Ｐ＜０􀆰 ００１），处理 Ｈ１６５０ 细胞

得到的结果一致（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），而这种差异在含有

ＥＧＦＲ Ｔ７９０ｍ 突变的 Ｈ１９７５ 细胞株中体现得更加突

出（Ｐ＜０􀆰 ０００１）。 见图 ３。

图 ３　 ＭＴＴ 法检测吉非替尼与氟维司群联合与单一用药

对 Ｈ１９７５、Ｈ１６５０ 及 ＰＣ⁃９ 细胞的抗增殖作用的

比较

２􀆰 ４　 雌激素及其拮抗剂对 Ｔ７９０ｍ 突变型 ＥＧＦＲ 信

号通路 的 调 控 　 以 １０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ １７β⁃雌二醇处理

Ｈ１９７５ 细胞 １０ ｍｉｎ 发现 ＥＧＦＲ 磷酸化水平明显增

高，以 １μｍｏｌ ／ Ｌ 的吉非替尼和 ３μｍｏｌ ／ Ｌ 的氟维司群

分别处理 Ｈ１９７５ 细胞 １０ ｍｉｎ 可以下调 ＥＧＦＲ 的磷

酸化水平，当叠加这 ２ 种处理时这种变化更加显著。
表明 ＥＧＦＲ 及雌激素信号通路间存在交叉现象。 见

图 ４。

图 ４　 吉非替尼与氟维司群联合与单一用药以及雌激素

对 Ｈ１９７５ 细胞株中 ＥＧＦＲ 磷酸化水平的影响

２􀆰 ５　 在 ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩ 获得性耐药的肺癌细胞株中雌

激素、ＥＧＦ 分别下调 ＥＧＦＲ、ＥＲ 的水平，氟维司群、
吉非替尼分别上调 ＥＧＦＲ、ＥＲ 的水平　 以 １０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ
１７β⁃Ｅ２ 的处理 Ｈ１９７５ 细胞 ７ ｄ 发现细胞内 ＥＧＦＲ 的

蛋白量与对照组相比均明显减少，加入 ３ μｍｏｌ ／ Ｌ 氟

维司群处理的细胞 ＥＧＦＲ 则呈现相反的表达趋势。
表明雌激素除了可以激活 ＥＧＦＲ 信号通路，也能抑

制 ＥＧＦＲ 的表达。 Ｈ１９７５ 细胞分别给予１０ ｎｇ ／ ｍＬ表
皮生长因子（ＥＧＦ），１ μｍｏｌ ／ Ｌ 吉非替尼培养 ７ ｄ，检
测发现与未经处理的细胞相比，ＥＧＦ 下调 ＥＲｓ 的表

达，而吉非替尼则上调 ＥＲ 的表达。 见图 ５。

图 ５　 吉非替尼、氟维司群、雌激素、表皮生长因子长时间

作用后（７ ｄ）对 Ｈ１９７５ 细胞 ＥＧＦＲ 及 ＥＲ 表达量的

影响

３　 讨　 论

近年来有越来越多的证据表明，类固醇激素

（包括雌激素）在肺癌的发生发展中起到了重要的

作用［２０⁃２１］。 雌激素可以刺激 ＮＳＣＬＣ 细胞的增殖，并
且可以促使细胞中的 ＥＧＦＲ 发生快速磷酸化，从而

激活其下游信号通路［２２］。 此外，一些研究也表明雌

激素受体（ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＥＲα＆β），尤其是 ＥＲβ
在肺肿瘤的发生和存活中扮演着重要的角色［２３⁃２４］。
无论从男性还是女性患者肺癌组织中分离所得的

肺癌细胞株均可检测出 ＥＲｓ，并受到雌激素的调

控［２５］。 ＥＲ 一方面可通过形成雌激素⁃受体复合物，
与细胞核内染色质的特定部位结合，刺激 ｍＲＮＡ 转

录，产生多种影响细胞生长及代谢的蛋白质［２２］；另
一方面，通过蛋白与蛋白间的作用与其他转录因子

信号通路产生交叉，对细胞的增殖和分化产生重要

调控。 比如生长因子 ＥＧＦ 可以替代雌激素，通过

ＥＲＫ 通路激活 ＥＲ 的促转录活性［２６］；另外，最近有

研究也表明存在非核的 ＥＲ 可以激活 ＰＩ３Ｋ 和 ＥＧＦＲ
家族受体［２７］。 这些研究揭示在 ＥＲ 和 ＥＧＦＲ 共表达

的肿瘤细胞中，ＥＲ 和 ＥＧＦＲ 均可能通过这些相互
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交叉的信号通路促进细胞增殖，同时增强雌激素和

表皮生长因子的生物学效应。 因此有科学家猜想

结合 ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩ 与抗雌激素同时靶向两个信号通路

对于治疗肺癌可能是可行的方案，２０１３ 年 Ｇａｒｏｎ
等［２０］就曾在一个Ⅱ期临床试验中应用厄洛替尼联

合氟维司群治疗晚期 ＮＳＣＬＣ 患者，并获得了一定的

疗效。
考虑到雌激素及 ＥＲ 在肺癌发生发展中的作

用，以及 ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩ 的使用优势人群和获得性耐药

现象，我们推测 ＥＧＦＲ⁃ＥＫＩ 可能持续上调了肿瘤细

胞内 ＥＲ 的表达，通过 ＥＲ 介导的其他途径补偿了被

抑制的 ＥＧＦＲ 介导的信号通路，从而表现出耐药。
因此，我们猜想联合 ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩ 和抗雌激素治疗能

有利于阻断 ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩ 耐药肺癌细胞株中交叉的生

长途径间的信号传导，有助于推迟吉非替尼耐药性

的出现。 为此，我们选取了 ３ 株 ＮＳＣＬＣ 细胞株：
Ｈ１９７５（Ｔ７９０ｍ 耐药）、Ｈ１６５０（ＰＴＥＮ 耐药）和 ＰＣ⁃９
（Ｄｅｌ Ｅ７４６⁃Ａ７５０ 敏感），联合或单独使用 ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩ
吉非替尼与雌激素受体拮抗剂氟维司群分别处理 ３
株细胞，在细胞水平上比较两药联合对肿瘤细胞增

殖的抑制效果，希望为两药联合治疗对 ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩ
获得性耐药的 ＮＳＣＬＣ 提供一些理论上的依据。 我

们首先从分子学水平检测了 ３ 株 ＮＳＣＬＣ 细胞株中

ＥＧＦＲ 及 ＥＲ 的表达， Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 显示 Ｈ１９７５、
Ｈ１６５０ 和 ＰＣ⁃９ 细胞中均有 ＥＧＦＲ 和 ＥＲ 表达，但两

种蛋白在不同细胞株中的表达量有所差异。 随后

的细胞增殖的检测结果证明，两药联合与单独一种

药物处理比，３ 株细胞的增殖率明显降低。 以上这

些实验结果从细胞水平上表明：吉非替尼联合氟维

司群可放大对 ＥＲ 阳性 Ｔ７９０ｍ 突变型 ＥＧＦＲ 的

ＮＳＣＬＣ 的抗增殖效应。
为了从分子水平上研究 ＥＲ 与 Ｔ７９０ｍ 突变型

ＥＧＦＲ 信号通路的交叉关联，我们用表皮生长因子

（ＥＧＦ）和雌激素分别处理 Ｈ１９７５ 细胞，观察到处理

后的 Ｈ１９７５ 细胞中 ＥＲ 和 ＥＧＦＲ 的表达量下调，以
吉非替尼和氟维司群分别处理后，上述受体的表达

量则明显上调，这提示我们耐药细胞株内 ＥＲ 和

Ｔ７９０ｍ 突变型 ＥＧＦＲ 交叉的信号通路存在不同的时

间效应：一方面，雌激素可通过与 ＥＲ 结合快速激活

Ｔ７９０ｍ 突变型 ＥＧＦＲ 下游的信号通路；另一方面，两
者在较长时间相互作用后，可通过互逆的表达调控

相互影响。 这揭示了吉非替尼联合氟维司群逆转

ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩ 耐药肺癌细胞增殖的分子机制：氟维司

群阻断吉非替尼上调 ＥＲ 表达量进而导致的 ＥＲ 信

号通路的增强，抑制 ＥＲ 介导的 ＥＧＦＲ 信号通路的

激活。 这样一种两个通路之间相互调控的机制为

尝试联合两种药物进行治疗提供了有力的理论

依据。
总之，我们的研究初步证明了针对 ＥＲ 和 ＥＧＦＲ

的信号交叉，采用 ＥＧＦＲ 的靶向治疗与抗雌激素治

疗相结合的治疗方案提高 ＥＧＦＲ 和 ＥＲ 阳性的

ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩ 获得性耐药的 ＮＳＣＬＣ 的治疗效果在理论

上是可行的。
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（Ｍｏｓｃ），２０１０，７５（１２）：１４２１⁃１４２７．

［２４］ 　 Ｎａｖａｒａｔｎａｍ Ｓ， Ｓｋｌｉｒｉｓ Ｇ， Ｑｉｎｇ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｒｏｌｅ ｏｆ
ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｂｅｔａ ｉｎ ｅａｒｌｙ ｖｅｒｓｕｓ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ
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［２５］ 　 Ｓｔａｂｉｌｅ ＬＰ， Ｄａｃｉｃ Ｓ， Ｌａｎｄ ＳＲ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ β⁃１ ａｎｄ ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｄｅｎｔｉ⁃
ｆｉｅｓ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｐｏｏｒ ｏｕｔｃｏｍｅ［Ｊ］ ． Ｃｌｉｎ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ，
２０１１，１７（１）： １５４⁃１６４．

［２６］ 　 Ｙｕｎ ＣＨ，Ｍｅｎｇｗａｓｓｅｒ ＫＥ，Ｔｏｍｓ ＡＶ，ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ Ｔ７９０Ｍ ｍｕｔａｔｉｏｎ
ｉｎ ＥＧＦＲ ｋｉｎａｓｅ ｃａｕｓｅｓ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｂｙ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｈｅ ａｆｆｉｎｉｔｙ
ｆｏｒ ＡＴＰ ［ Ｊ ］ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡ， ２００８， １０５ （ ６ ）：
２０７０⁃２０７５．

［２７］ 　 Ｅｎｇｅｌｍａｎ ＪＡ，Ｍｕｋｏｈａｒａ Ｔ，Ｚｅｊｎｕｌｌａｈｕ Ｋ，ｅｔ ａｌ． Ａｌｌｅｌｉｃ ｄｉｌｕｔｉｏｎ
ｏｂｓｃｕｒｅｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ
ｉｎ ＥＧＦＲ⁃ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎ Ｉｎｖｅｓｔ， ２００６， １１６
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