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ＴＧＦβ１介导的上皮间质转分化在Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ耐药中的作用
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　　［摘要］　目的　调查上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）在非小细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇ
ｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）患者接受吉非替尼（Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ）治疗反应性中的作用及机制。方法　 突变富集 ＰＣＲ法检测 ＮＳＣＬＣ患者
ＥＧＦＲ突变状况；免疫组化法检测癌组织中上皮钙粘蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）和纤维连接蛋白（Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ）的表达情况，探讨
ＥＭＴ与表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，ＥＧＦＲＴＫＩｓ）治疗敏
感性的关系。体外选取人肺腺癌细胞系ＰＣ９细胞，经 ＴＧＦβ１反复处理４周，观察细胞形态学变化；ＭＴＴ检测 ＴＧＦβ１处
理后细胞对Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ敏感性的影响；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证ＥＭＴ相关标记蛋白表达变化并检测 ＥＧＦＲ信号通路下游蛋白的变
化。结果　４３例ＮＳＣＬＣ标本中，ＥＧＦＲ１９、２１外显子突变率为５８．１４％（２５／４３）。具有ＥＧＦＲ基因突变的肿瘤Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ
的表达水平显著高于ＥＧＦＲ野生型（７０．００％ ｖｓ３０．００％，Ｐ＜０．０５）。接受Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ总体有效率为４６．５１％（２０／４３），具有
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ阳性表达的患者治疗反应性明显好于Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ阳性的患者（６５．００％ ｖｓ３０．４３％，Ｐ＜０．０５）。ＴＧＦβ１可诱导
ＰＣ９细胞向间质型细胞形态转化，上调Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ的表达；与亲本ＰＣ９细胞相比，ＴＧＦβ１处理的细胞对Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ的敏感性
下降（Ｐ＜０．０５）；这种敏感性的下降伴随着ＡＫＴ和 ＳＴＡＴ３的持续活化。结论　 ＥＭＴ在 ＥＧＦＲＴＫＩ耐药中发挥着重要作
用，ＴＧＦβ１诱导的ＥＭＴ可影响ＰＣ９细胞对Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ的敏感性，这种效应可能是通过持续活化ＡＫＴ和ＳＴＡＴ３而发挥作用。
　　［关键词］　 肺肿瘤；ＴＧＦβ１；上皮间质转化；表皮细胞生长因子受体；耐药
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ＲｏｌｅｏｆＴＧＦβ１ｉｎｄｕｃｅｄｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏｇｅｆｉｔｉｎｉｂ
ｉｎｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ
ＬｉｕＭｉｎｇ１，ＲｅｎＤｕｎｑｉａｎｇ２，ＺｈｅｎｇＬｉｘｉａ１，ＹｕＢａｏｄａｎ１，ＸｕＪｕｎ１（１ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＲｅｓｐｉｒａｔｏｒｙＤｉｓｅａｓｅｓ，ＧｕａｎｇｚｈｏｕＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆ
ＲｅｓｐｉｒａｔｏｒｙＤｉｓｅａｓｅｓ，ＳｔａｔｅＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＲｅｓｐｉｒａｔｏｒｙＤｉｓｅａｓｅ，ＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＧｕａｎｇｚｈｏｕＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ，
ＧｕａｎｇｄｏｎｇＰｒｏｖｉｎｃｅ，５１０１２０；２ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＲｅｓｐｉｒａｔｏｒｙＤｉｓｅａｓｅｓ，ＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＱｉｎｇｄａｏＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ，ＱｉｎｇｄａｏＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，
Ｑｉｎｇｄａｏ，ＳｈａｎｄｏｎｇＰｒｏｖｉｎｃｅ，２６６００３，Ｃｈｉｎａ）

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏｃｌａｒｉｆｙｔｈｅｒｏｌｅａｎｄｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ
（ＥＭＴ）ｉｎｔｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ（ＮＳＣＬＣ）ｐａｔｉｅｎｔｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｇｅｆｉｔｉｎｉｂ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　
Ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ（ＥＧＦＲ）ｍｕｔａｔｉｏｎｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｍｕｔａｎｔｅｎｒｉｃｈｅｄＰＣＲａｓｓａｙ，ａｎｄｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎａｎｄｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎｗｅｒｅｅｖａｌｕａｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（ＩＨＣ）．ＣｕｌｔｕｒｅｄＰＣ９ｃｅｌｌｓ
ｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＴＧＦβ１ｆｏｒ４ｗｅｅｋｓ，ａｎｄｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｐｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔｍｉｃｒｏｓ
ｃｏｐｙ．ＭＴＴａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆｃｅｌｌｓｔｏｇｅｆｉｔｉｎｉｂ．Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥＭＴ
ｒｅｌａｔｅｄｍａｒｋｅｒｐｒｏｔｅｉｎｓ（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎａｎｄｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ）ａｎｄＥＧＦＲｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｓｉｇｎａｌｉｎｇｍｏｌｅｃｕｌｅｓ（ｐＥＲＫ，
ｐＡＫＴａｎｄｐＳＴＡＴ３）ｗｅｒｅａｓｓｅｓｓｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＥＧＦＲｇｅｎｅｍｕｔａｔｉｏｎｓｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｉｎ
２５ｏｆ４３ｓａｍｐｌｅｓ（４６．５１％）．ＴｈｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎｔｈｅ
ｓａｍｐｌｅｓｗｉｔｈＥＧＦＲｍｕｔａｎｔｓｔｈａｎｉｎｔｈｏｓｅｗｉｔｈｗｉｌｄｔｙｐｅＥＧＦＲ（７０．００％ ｖｓ３０．００％，Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈｅ
ｏｖｅｒａｌｌｒｅｓｐｏｎｓｅｒａｔｅｔｏｇｅｆｉｔｉｎｉｂｗａｓ４６．５１％ （２０／４３）．ＴｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓｉｎｔｈｅＥｃａｄｈｅｒｉｎ
ｐｏｓｉｔｉｖｅｐａｔｉｅｎｔｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎｐｏｓｉｔｉｖｅｐａｔｉｅｎｔｓ（６５．００％ ｖｓ３０．４３％，
Ｐ＜０．０５）．ＴＧＦβ１ｃｏｕｌｄｉｎｄｕｃｅａｎＥＭＴｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌａｌｔｅｒａｔｉｏｎａｎｄｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ
ｉｎＰＣ９ｃｅｌｌｓ．ＴｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｔｏｇｅｆｉｔｉｎｉｂｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅＰＣ９ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＴＧＦβ１，ａｎｄｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
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ｏｆＡＫＴａｎｄＳＴＡＴ３ｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｖｉｔｒｏ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＥＭＴｐｌａｙｓａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｏｌｅｉｎｔｈｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏ
ＥＧＦＲｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ（ＴＫＩｓ）．ＩｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆＥＭＴｂｙＴＧＦβ１ｍａｙｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｔｏｔｈｅｄｅｃｒｅａｓｅｄｅｆｆｉｃａｃｙ
ｏｆｇｅｆｉｔｉｎｉｂｔｈｅｒａｐｙｔｈｒｏｕｇｈｓｕｓｔａｉｎｉｎｇａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＡＫＴａｎｄＳＴＡＴ３．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｌｕｎｇｎｅｏｐｌａｓｍｓ；ＴＧＦβ１；ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ；ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ

ｒｅｃｅｐｔｏｒ；ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１２０００５０）ａｎｄｔｈｅＰｒｏｊｅｃｔｆｏｒＹｏｕｎｇＳｃｈｏｌａｒｓｏｆＳｔａｔｅＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＲｅｓｐｉｒａｔｏｒｙＤｉｓｅａｓｅｓ
（２０１１Ａ８）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＸｕＪｕｎ，Ｔｅｌ：８６２０３４２８１６０６，Ｅｍａｉｌ：ｘｕｆｅｉｌｉ＠１６３．ｃｏｍ

　　肺癌发病率高、死亡率高，大多数患者就诊时已为
晚期，失去手术根治机会，传统的放、化疗效果差［１－３］。

以表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂（ｅｐｉｄｅｒｍａｌ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，ＥＧＦＲ
ＴＫＩｓ）为代表的分子靶向药物的发现及临床应用，为非
小细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）患者
的治疗带来了曙光，然而随着治疗的进行，该药不可避

免地发生耐药［３－４］。因此探索耐药机制，开发新的克

服耐药策略显得尤为关键。近年研究表明，上皮间质
转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）可能是
非小细胞肺癌患者对 ＥＧＦＲＴＫＩｓ耐药的机制之
一［５－６］，然而详细机制尚不明确。本研究探讨ＥＭＴ状
态与ＥＧＦＲＴＫＩｓ耐药之间的联系及可能的分子机制，
旨在为ＮＳＣＬＣ患者耐药的治疗提供新的思路。

１　资料与方法

１．１　临床资料
　　收集广州医学院第一附属医院２００６年９月至２０１１年６月
行手术切除，接受吉非替尼（Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ）治疗并经病理证实为肺
腺癌标本４３例。包括男性２０例，女性２３例，中位年龄６２（３４
～８１）岁。患者骨髓造血功能、肝肾功能基本正常。入选者均
签署知情同意书，均接受２５０ｍｇ／ｄＧｅｆｉｔｉｎｉｂ口服治疗，根据实
体瘤的疗效评价标准 （ＲｅｓｐｏｎｓｅＥｖａｌｕａｔｉｏｎＣｒｉｔｅｒｉａｉｎＳｏｌｉｄ
Ｔｕｍｏｒｓ，ＲＥＣＩＳＴ）［７］进行疗效评估。

１．２　材料及试剂
　　人肺腺癌 ＰＣ９细胞由上海市肺科医院周彩存教授惠赠，
ＴＧＦβ１购自 Ｒ＆Ｄ公司，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、ＳＴＡＴ３、ｐＳＴＡＴ３、ＡＫＴ、
ｐＡＫＴ、ＥＲＫ、ｐＥＲＫ购 自 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公 司，
Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，ＨＲＰ标记山羊抗小鼠或抗兔
ＩｇＧ购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，即用型免疫组织化学超
敏ＵｌｔｒａＳｅｎｓｉｔｉｖｅＴＭＳＰ试剂盒、ＤＡＢ显色试剂盒购自福建迈
新公司。

１．３　细胞培养
　　ＰＣ９细胞在 ３７℃、５％ ＣＯ２条件下用含 １０％胎牛血清、

１６４０培养基中培养。细胞经ＴＧＦβ１５ｎｇ／ｍＬ处理４周，每３天
换液１次。

１．４　ＥＧＦＲ突变分析
　　２片１０μｍ石蜡切片经脱蜡、脱水后提取 ＤＮＡ，按本室前
期建立的酶切富集 ＰＣＲ法［８］检测 ＥＧＦＲ基因１９、２１外显子突
变情况。结果进一步进行测序验证。

１．５　免疫组织化学检测肺癌组织标本蛋白表达
　　石蜡切片经脱蜡、水化、抗原修复等处理后加入一抗４℃
过夜。二抗室温孵育１ｈ，ＤＡＢ显色，苏木精复染；盐酸酒精分
化；脱水、透明；中性树脂封固。用已知阳性切片做阳性对照，

ＰＢＳ代替一抗做阴性对照。结果判定：细胞膜和（或）细胞质着
棕黄色染色颗粒提示阳性显色结果。随机观察１０个高倍视
野，根据切片中癌细胞阳性数的百分率将表达结果分为：阴性

为无棕黄色染色或染色阳性细胞数＜１０％；阳性细胞数≥１０％
均为阳性。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达
　　收集细胞提取蛋白，ＢＣＡ试剂盒计算蛋白浓度。上样，
９０Ｖ电泳３０ｍｉｎ，１１０Ｖ电压分离蛋白，３８０ｍＡ转膜２ｈ，５％脱
脂牛奶封闭３０ｍｉｎ。加入一抗４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ洗膜５ｍｉｎ×
３次后，加入对应ＨＲＰ标记二抗，室温下孵育１ｈ后，ＴＢＳＴ洗
膜５ｍｉｎ×３次，然后显色，ＫＯＡＤＡ成像系统成像。

１．７　统计学方法
　　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，两组间比较行ｔ检验，多组间比
较行方差分析。

２　结果

２．１　Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ在 ＮＳＣＬＣ组织标本中的
表达及与ＥＧＦＲ突变和治疗反应性的关系

　　在 ＮＳＣＬＣ组织中 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ阳性表达率为 ４６．５１％
（２０／４３），表达主要定位于肿瘤细胞膜，部分可见细胞核染色；
Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ阳性表达率为５３．４９％（２３／４３），主要表达于细胞膜
和细胞质（图１）。４３例ＮＳＣＬＣ标本中２５例检测存在ＥＧＦＲ基
因１９、２１外显子的突变，突变率为 ５８．１４％（２５／４３）。其中
１６例为外显子１９缺失突变，９例为外显子２１Ｌ８５８点突变。具有
ＥＧＦＲ基因突变的肿瘤 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达水平显著高于 ＥＧＦＲ
野生型（７０．００％ ｖｓ３０．００％，Ｐ＜０．０５）。接受Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ总体有
效率为４６．５１％（２０／４３），具有Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ阳性表达的患者治疗
反应性明显好于Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ阳性的患者（Ｐ＜０．０５）。见表１。

! "

Ａ：Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达；Ｂ：Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ表达
图１　ＥＣａｄｈｅｒｉｎ和Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ蛋白在ＮＳＣＬＣ组织中的表达　（×４００）
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表１　Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ表达与ＥＧＦＲＴＫＩｓ治疗反应性的关系

ＥＧＦＲＴＫＩｓ治疗反应性 ＥＧＦＲ１９、２１外显子突变
阳性表达 例数

有效 无效 Ｐ 阳性 阴性 Ｐ

Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ２０ １３（６５．００％）７（３５．００％） ０．０２３１５（７５．００％）５（２５．００％） ０．０３７

Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ２３ ７（３０．４３％）１６（６９．５７％） １０（４３．４８％）１３（５６．５２％）

２．２　ＭＴＴ法检测 ＴＧＦβ１处理后细胞对 Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ敏
感性的影响

　　经ＴＧＦβ１处理４周后的细胞，再给予Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ０．０２μｍｏｌ／Ｌ
作用４８ｈ，ＭＴＴ法检测细胞对药物的敏感性发现，与正常未经
ＴＧＦβ１处理的 ＰＣ９细胞相比，ＴＧＦβ１处理 ４周后的细胞对
Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ的敏感性明显下降［抑制率（４１．６±８．５）％ ｖｓ（２８．８±
７．２）％，Ｐ＜０．０５］。

２．３　ＴＧＦβ１诱导 ＰＣ９细胞形态学变化以及对上皮
间质标记蛋白表达的影响

　　通过相差显微镜观察，未处理的 ＰＣ９细胞呈上皮细胞形
态，经ＴＧＦβ１刺激后，部分细胞呈现梭形改变（图２）。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ均显示 ＴＧＦβ１并对 ＰＣ９细胞上皮标记蛋白 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的
表达影响并不明显，然而纤连蛋白Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ的表达量却显著
增加（图３）。

! "

Ａ：未处理ＰＣ９细胞；Ｂ：经ＴＧＦβ１刺激后的ＰＣ９细胞

图２　相差显微镜下观察ＴＧＦβ１诱导ＰＣ９细胞形态学变化　（×２００）
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１：未处理ＰＣ９细胞；２：经ＴＧＦβ１刺激后的ＰＣ９细胞

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＥＣａｄｈｅｒｉｎ和Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ蛋白的表达变化

２．４　ＴＧＦβ１对ＥＧＦＲ下游相关信号通路的影响
　　ＰＣ９细胞和经 ＴＧＦβ１处理的 ＰＣ９细胞，给予 Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ
００２μｍｏｌ／Ｌ作用６ｈ，收集蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示，ＰＣ９细
胞经Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ作用后，ＥＧＦＲ下游的 ｐＥＲＫ、ｐＳＴＡＴ３均被明显
抑制，ｐＡＫＴ被部分抑制；而经ＴＧＦβ１处理的ＰＣ９细胞ｐＥＲＫ
表达降低，而 ｐＳＴＡＴ３、ｐＡＫＴ则明显激活，经 Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ处理仍
然处于持续活化状态（图４）。
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１：ＰＣ９细胞；２：经Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ处理的ＰＣ９细胞；３：经ＴＧＦβ１处理的

ＰＣ９细胞；４：经Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ＋ＴＧＦβ１处理的ＰＣ９细胞

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＥＧＦＲ信号通路下游相关蛋白的表达变化

３　讨论

　　ＥＧＦＲＴＫＩｓ在改善 ＮＳＣＬＣ疗效与提高患者生活
质量中的价值已经得到国际多中心临床研究的肯定，

特别是对具有 ＥＧＦＲ激酶区域特征性突变的 ＮＳＣＬＣ
患者疗效显著。但随着治疗的进行，这些患者均不可

避免地产生耐药而导致疾病进展。因此，阐明 ＥＧＦＲ
ＴＫＩｓ耐药的机制，对于更好发挥吉非替尼的药效潜
力，进一步提高肺癌的临床治疗水平，具有重要意义。

Ｔ７９０Ｍ突变及ｃＭｅｔ原癌基因的扩增被认为是ＮＳＣＬＣ
患者对ＥＧＦＲＴＫＩｓ产生耐药的最主要机制，然而这些
机制仅能解释部分患者的耐药，仍有许多机制尚不清

楚［９－１０］。本研究通过体内外实验进一步发现并证实，

ＥＭＴ状态可在一定程度上反映 ＥＧＦＲＴＫＩｓ治疗的反
应性，ＴＧＦβ１可诱导 ＰＣ９细胞发生 ＥＭＴ从而影响
ＰＣ９细胞对 Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ的敏感性，这种效应可能是通过
持续活化ＡＫＴ和ＳＴＡＴ３而发挥作用。
　　ＥＭＴ是指上皮细胞在形态学上发生向成纤维细
胞或间充质细胞表型的转变并获得迁移的能力，是正

常发育、伤口愈合以及恶性上皮肿瘤发生的基础［１１］。

近年研究显示，ＥＭＴ可能参与了ＥＧＦＲＴＫＩｓ的耐药发
生［５－６］。Ｙａｕｃｈ等［１２］报道对ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ不敏感的肺癌组
织往往合并 ｖｉｍｅｎｔｉｎ和／或 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ等标记物的表
达，进而推测 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达水平可作为预测 ＮＳＣＬＣ
患者对ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ临床效果的一个新的生物学标记。邓
沁芳等［１３］探讨了肿瘤 ＥＭＴ状态与 ＥＧＦＲ基因型，以
及该患者临床病理特征的关系，发现以上皮或间质型

来区分那些最可能受益于靶向ＥＧＦＲ治疗的患者人群
具有重要的临床意义；女性患者的上皮表型显著高于
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男性，差异具有统计学意义；腺癌类型以及非吸烟者也

倾向于呈现上皮表型，与临床上 Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ有效人群的
特征一致。本研究进一步探讨了肿瘤 ＥＭＴ状态与
ＥＧＦＲＴＫＩｓ的治疗反应性关系，提示 ＥＭＴ与ＥＧＦＲ
ＴＫＩｓ的治疗敏感性直接相关。
　　为了进一步探讨 ＥＭＴ与 ＥＧＦＲＴＫＩｓ治疗敏感性
的关系及相关机制，我们进行了相关的体外实验。利

用ＴＧＦβ１作为诱导剂模拟 ＥＭＴ的发生，结果显示经
ＴＧＦβ１处理的 ＰＣ９细胞部呈现梭形改变，相应的间
质标记蛋白Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ的表达上调。这个结果与张慧
君等［１４］的研究报道一致。我们进一步研究发现 ＴＧＦ
β１诱导的ＥＭＴ可降低细胞对 Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ的敏感性。对
于肿瘤发生ＥＭＴ后 ＥＧＦＲＴＫＩｓ治疗敏感性下降的机
制尚不十分清楚，有研究认为可能是ＥＭＴ降低了肿瘤
细胞生长或增殖对ＥＧＦＲ信号通路的需求。研究证实
ＴＧＦβ、经典及非经典 Ｗｎｔ３条信号通路协同作用诱
导激活细胞ＥＭＴ程序，之后以自分泌的方式维持最终
的间质细胞状态，在上皮细胞中下调内源的自分泌信

号抑制因子可诱导细胞启动ＥＭＴ程序。与之相反，当
在细胞中添加相关信号通路抑制剂时，发现自分泌信

号破坏可导致原代乳腺上皮细胞迁移及自我更新受到

抑制，并降低了转化衍生物诱导的肿瘤形成及转

移［１５］。也有研究提示，ＥＭＴ促进耐药的发生可能是由
于肿瘤细胞由对ＥＧＦＲ信号依赖转变为其他信号通路
依赖，如成纤维生长因子受体（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＦＧＦＲ）、血小板源性生长因子（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＤＧＦＲ）或者 α５β１整合素［１６］。

除了经典的 Ｓｍａｄ信号，ＴＧＦβ也可通过激活 ＥＲＫ
ＭＡＰＫ激酶，ＲｈｏＧＴＰ酶和 ＰＩ３激酶／Ａｋｔ等激活的非
Ｓｍａｄ信号通路参与上皮间质转化的发生。本研究发
现ＴＧＦβ１激活ＡＫＴ和ＳＴＡＴ３参与了ＥＭＴ的发生，进
而影响了患者对Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ治疗的敏感性。
　　综上所述，ＥＭＴ状态可部分反映 ＥＧＦＲＴＫＩ治疗
的反应性，ＴＧＦβ１可诱导ＰＣ９细胞发生 ＥＭＴ，从而影
响ＰＣ９细胞对Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ的敏感性，这种效应可能是通
过持续活化ＡＫＴ和ＳＴＡＴ３而发挥作用。
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