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　　【摘要】　目的　研究国家一类新药盐酸埃克替尼（ Ｉｃｏｔｉｎｉｂ）对人非小细胞肺癌细胞 ＨＣＣ８２７ 的增殖抑
制及细胞周期的影响，并探讨其作用机制。 方法　实验分为空白组、对照组和 Ｉｃｏｔｉｎｉｂ处理组，采用四甲基偶
氮唑盐法（ＭＴＴ）检测 Ｉｃｏｔｉｎｉｂ 对人肺癌 ＨＣＣ８２７ 细胞增殖的影响；流式细胞仪检测细胞周期变化；Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测相关蛋白表达，应用 ＳＰＳＳ １３畅０ 进行统计学分析。 结果　Ｉｃｏｔｉｎｉｂ 以时间唱剂量依赖的方式抑制
ＨＣＣ８２７ 细胞增殖，４８ ｈ的 ＩＣ５０ 为 ０畅６０ μｍｏｌ／Ｌ，７２ ｈ的 ＩＣ５０为 ０畅０６ μｍｏｌ／Ｌ；Ｉｃｏｔｉｎｉｂ诱导 ＨＣＣ８２７ 细胞发生
明显的 Ｇ１期阻滞并具有剂量依赖性。 进一步对周期相关蛋白检测发现，Ｉｃｏｔｉｎｉｂ处理组较对照组相比，显著
上调 ｐ２１蛋白表达，抑制 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１及 ｃｙｃｌｉｎ Ａ表达，但对 ｃｙｃｌｉｎ Ｅ作用不明显。 检测还发现 Ｉｃｏｔｉｎｉｂ处理组明
显下调 ＥＲＫ的磷酸化水平。 结论　Ｉｃｏｔｉｎｉｂ能够明显抑制 ＨＣＣ８２７细胞增殖，引起细胞 Ｇ１期阻滞，其机制可
能与上调 ｐ２１ 及抑制 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、ｃｙｃｌｉｎ Ａ蛋白表达水平相关。 并且 ＭＡＰＫ／ＥＲＫ信号通路在其介导的生物学
效应中起重要作用。
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【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｃｏｔｉｎｉｂ ｏｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｉｎ ｈｕｍａｎ
ｎｏｎ唱ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ （ ＮＳＣＬＣ ） ＨＣＣ８２７ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ｔｏ ｆｕｒｔｈｅｒ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ．
Methods　Ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ＭＴＴ ａｓｓａｙ．Ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ
ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ．Ａｌｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄａｔａ ｗｅｒｅ ｄｅａｌｔ ｗｉｔｈ ＳＰＳＳ
（１３畅０ ｓｏｆｔ）．Results　Ｉｃｏｔｉｎｉｂ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ＨＣＣ８２７ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｉｍｅ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｍａｎｎｅｒ，ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ （ ＩＣ５０） ｆｏｒ ４８ ｈ ｗａｓ ０畅６０ μｍｏｌ／Ｌ，７２ ｈ ｗａｓ ０畅０６ μｍｏｌ／Ｌ．
Ｉｃｏｔｉｎｉｂ ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ Ｇ１ ｐｈａｓｅ ａｒｒｅｓｔ ｏｆ ＨＣＣ８２７ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ唱ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ．Ｆｕｒｔｈｅｒ ｍｏｒｅ，
ｉｃｏｔｉｎｉｂ ｃｏｕｌｄ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ ２１，ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ａｎｄ ｃｙｃｌｉｎ Ａ，ｂｕｔ ｈａｄ ｎｏ
ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｃｙｃｌｉｎ Ｅ．Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ，ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｅｄ ２４ ｈ，ｉｃｏｔｉｎｉｂ ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ＥＲＫ
ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｉｎ ＨＣＣ８２７ ｃｅｌｌｓ．Conclusions　 Ｉｃｏｔｉｎｉｂ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＥＲＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ，ｗｈｉｃｈ
ｃｏｎｓｅｑｕｅｎｔｌｙ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ ２１， ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ａｎｄ ｃｙｃｌｉｎ Ａ ｉｎ ＨＣＣ８２７ ｃｅｌｌｓ．
Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，ＭＡＰＫ／ＥＲＫ ｐａｔｈｗａｙ ｐｌａｙｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｃｏｔｉｎｉｂ ．

【Key words】　Ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ｎｏｎ唱ｓｍａｌｌ唱ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ；　Ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ；　Ｉｃｏｔｉｎｉｂ；　ＭＡＰＫ／ＥＲＫ ｐａｔｈｗａｙ

　　肺癌是恶性肿瘤中发病率最高的肿瘤之一，在发
达国家及发展中国家的发达地区，其病死率在所有肿
瘤中居首位

［１］ 。 对于晚期非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ），以
铂类为基础的联合化疗方案及新一代的细胞毒性化疗

药物如吉西他滨、培美曲塞及紫杉醇的应用，能够改善

晚期患者生活质量，减轻症状，延长生存时间。 目前，
以吉非替尼为代表的表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）分子
靶向药物的出现给肺癌治疗带来了新希望，尤以 ＥＧＦＲ
突变患者为最大获益人群

［２］ 。
盐酸埃克替尼（Ｉｃｏｔｉｎｉｂ）是新型靶向表皮生长因子

受体酪氨酸激酶小分子化学制剂（ＥＧＦＲ唱ＴＫＩｓ），能与
ＡＴＰ特异地、竞争性地结合在 ＥＧＦＲ 酪氨酸激酶功能
区，从而抑制其自发磷酸化活性，阻断癌细胞增殖及凋
亡等相关的信号传导［３］ 。 本实验旨在探讨盐酸埃克替
尼对 ＥＧＦＲ突变的人肺癌 ＨＣＣ８２７细胞增殖抑制及细胞
周期的影响，并对其相关机制进行研究，为该酪氨酸激酶
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抑制剂应用于人 ＮＳＣＬＣ的临床治疗提供理论依据。

材料与方法

一、材料
盐酸埃克替尼（Ｉｃｏｔｉｎｉｂ）由浙江贝达药业有限公司

惠赠，ＲＰＭＩ唱１６４０ 培养基购自 Ｇｉｂｃｏ 公司，胎牛血清购
自天津血液病研究所。 四甲基偶氮唑盐、二甲基亚砜
购自美国 Ｓｉｇｍａ公司。 鼠抗人 ｐ２１、ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、ｃｙｃｌｉｎ Ａ、
ｃｙｃｌｉｎ Ｅ 抗体及兔抗人β唱ａｃｔｉｎ 抗体购自 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公
司。 兔抗人 ｐ唱ＥＲＫ 和 ＥＲＫ 抗体购自 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公
司。 辣根过氧化物酶标记的二抗购自北京中山金桥生
物技术有限公司，ＥＣＬ试剂盒购自 Ｐｉｅｒｃｅ公司。
二、方法
１．细胞培养：肺癌细胞 ＨＣＣ８２７ 由本实验室常规

传代培养，在含 １０％胎牛血清、１００ Ｕ／ｍｌ 庆大霉素的
ＲＰＭＩ唱１６４０ 培养液中，３７ ℃、饱和湿度及 ５％ ＣＯ２ 的培

养箱中培养，每周换液 ２ ～３次，胰酶消化传代。
２．ＭＴＴ 法进行细胞活力检测：取对数生长期

ＨＣＣ８２７ 细胞株，接种于 ９６ 孔板（８０００ 个／孔），培养贴
壁后分别加入 ０畅０１ ～１０ μｍｏｌ／Ｌ 的 Ｉｃｏｔｉｎｉｂ，每组设 ３
个复孔，并设空白组（不接种细胞）、对照组（只含等量
溶剂）和实验组，每孔终体积为 ２００ μｌ。 分别培养 ４８ ｈ
及 ７２ ｈ 后，每孔加入 ＭＴＴ溶液（５ ｍｇ／ｍｌ）２５ μｌ，继续
孵育 ４ ｈ，小心吸掉孔内上清液。 加入二甲基亚砜
２００ μｌ／孔，振荡至结晶物充分溶解，在酶标仪上选择
５７０ ｎｍ 波长，空白孔调零，测定各孔光吸收值，计算半
数抑制浓度（ＩＣ５０）。

３．细胞周期检测：取对数生长期细胞（２ ×１０５ 个／
孔） 接种于 ６ 孔板， 培养贴壁后分为对照组，
０畅０１ μｍｏｌ／Ｌ和 ０畅１ μｍｏｌ／Ｌ的 Ｉｃｏｔｉｎｉｂ 处理组。 ２４ ｈ后
胰酶消化细胞，７０％乙醇（预冷）４ ℃过夜保存。 次日
弃上清，将细胞悬于 ０畅５ ｍｌ 冷 ＰＢＳ 中，加 １０ ｍｇ／ｍｌ 的
ＲＮａｓｅ １０ μｌ，３７ ℃水浴 ３０ ｍｉｎ，加 ０畅５ ｍｇ／ｍｌ 的 ＰＩ 染
剂 １０ μｌ，避光 ３０ ｍｉｎ，用 ＦＡＣＳ唱ｃａｎ 流式细胞仪检测，
ＣＥＬＬＱＵＥＳＴ软件分析结果。

４．Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达：取对数生长期细胞
（２ ×１０５ 个／孔）接种于 ６ 孔板，培养贴壁后分别加入
０畅０１ μｍｏｌ／Ｌ、０畅１ μｍｏｌ／Ｌ 和 １ μｍｏｌ／Ｌ 的 Ｉｃｏｔｉｎｉｂ。 作
用 ２４ ｈ 后收集细胞，用 ２００ μｌ 含有蛋白酶抑制剂
（１００ ｍｇ／Ｌ ＰＭＳＦ， ２ ｍｇ／Ｌ Ａｐｒｏｔｉｔｉｎ） 的裂解液 ［１％
Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ唱１００， ５０ ｍｍｏｌ／Ｌ Ｔｒｉｓ唱ＨＣｌ （ ｐＨ ７畅４ ），
１５０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＮａＣｌ，１０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＥＤＴＡ，１００ ｍｍｏｌ／Ｌ ＮａＦ，
１ ｍｍｏｌ／Ｌ Ｎａ３ＶＯ４ ］，４ ℃裂解 ４０ ｍｉｎ，１２ ０００ ×g 离心
２５ ｍｉｎ，取上清，紫外分光光度计法进行蛋白定量。 与
３ ×样品缓冲液混合后，煮沸 ５ ｍｉｎ。 将样品在 １０％的

ＳＤＳ唱聚丙烯凝胶中进行电泳 ２ ｈ后，转印至硝酸纤维素
膜上。 用含 ５％脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ 室温封闭 １ ｈ 后，加
入相应一抗，４ ℃过夜。 ＴＢＳＴ 漂洗 ４ 次后加入辣根过
氧化物酶标记二抗，室温作用 ２０ ｍｉｎ，ＴＢＳＴ充分漂洗 ４
次，ＥＣＬ法显色，ＧＩＳ凝胶图像分析，使用灰度分析软件
分析周期相关蛋白 ｐ２１、细胞周期蛋白（ｃｙｃｌｉｎ）Ｄ１、ｃｙｃ唱
ｌｉｎ Ａ和 ｃｙｃｌｉｎ Ｅ、ｐ唱ＥＲＫ、ＥＲＫ蛋白表达量，将目的条带
与内参条带蛋白表达量的相对值进行统计学分析。
三、统计学处理
所有数据均为 ３ 次独立实验结果，以均数 ±标准

差（珋x ±s）表示。 采用 ＳＰＳＳ １３畅０ 统计软件进行统计学
分析。 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ灰度分析软件对 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 蛋白
条带进行分析。 两组之间比较采用 t检验，P ＜０畅０５ 有
统计学意义。

结　　果

１．Ｉｃｏｔｉｎｉｂ对 ＨＣＣ８２７ 细胞活力及细胞周期的影
响：０畅０１ ～１０ μｍｏｌ／Ｌ 的 Ｉｃｏｔｉｎｉｂ 处理 ＨＣＣ８２７ 细胞
４８ ｈ 的 ＩＣ５０ 为 ０畅６０ μｍｏｌ／Ｌ， ７２ ｈ 的 ＩＣ５０ 为
０畅０６ μｍｏｌ／Ｌ （ 图 １ ）。 流 式 细 胞 仪 分 析 显 示，
０畅０１ μｍｏｌ／Ｌ和０畅１ μｍｏｌ／Ｌ的 Ｉｃｏｔｉｎｉｂ 作用 ＨＣＣ８２７ 细
胞 ２４ ｈ，Ｇ１ 期比例分别为（５２畅６９ ±１畅５６）％和（６１畅１１
±０畅８４）％，明显高于对照组（４６畅１０ ±０畅４３）％，有统计
学差异 （ P ＜０畅０５ ） （图 ２）。 结果显示， Ｉｃｏｔｉｎｉｂ 对
ＨＣＣ８２７ 细胞有明显抑制细胞增殖及 Ｇ１期阻滞作用。

２．Ｉｃｏｔｉｎｉｂ对 ＨＣＣ８２７ 细胞周期相关蛋白表达的
影响：分别用 ０畅０１ μｍｏｌ／Ｌ、０畅１ μｍｏｌ／Ｌ和 １ μｍｏｌ／Ｌ的
Ｉｃｏｔｉｎｉｂ处理 ＨＣＣ８２７ 细胞 ２４ ｈ，检测周期相关蛋白
ｐ２１、ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、ｃｙｃｌｉｎ Ａ 和 ｃｙｃｌｉｎ Ｅ 蛋白表达情况。 结
果显示：与对照组相比，Ｉｃｏｔｉｎｉｂ处理组可上调 ｐ２１ 蛋白
表达水平，下调 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 及 ｃｙｃｌｉｎ Ａ 表达，但对 ｃｙｃｌｉｎ
Ｅ作用不明显。 且随着 Ｉｃｏｔｉｎｉｂ 剂量的增加，其抑制程
度增加（图 ３）。

３．Ｉｃｏｔｉｎｉｂ对 ＨＣＣ８２７ 细胞 ＥＲＫ磷酸化的影响 Ｉｃ唱
ｏｔｉｎｉｂ 处理ＨＣＣ８２７ 细胞 ２４ ｈ（同上），Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法
进一步检测 ＥＲＫ的磷酸化状态。 结果表明：与对照组
相比，０畅１ μｍｏｌ／Ｌ 和 １ μｍｏｌ／Ｌ 的 Ｉｃｏｔｉｎｉｂ 处理组明显
下调 ＥＲＫ的磷酸化水平（图 ４）。

讨　　论

肿瘤是一种细胞周期紊乱性疾病，细胞周期的调
控异常在肿瘤细胞的发生过程中起重要的作用［４］ 。 目
前的研究发现，利用药物调控肿瘤细胞周期是治疗肿
瘤的一个重要手段。 根据细胞周期中细胞分裂的特
点，可以将其分为三个时相：Ｇ０／Ｇ１ 期，Ｓ 期及 Ｇ２／Ｍ
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期。 Ｇ１／Ｓ是细胞周期进程中重要调节点，其转换与否
受 ｃｙｃｌｉｎ及细胞周期依赖性蛋白激酶抑制因子（ＣＤＫＩ）
的调控

［５］ 。 在细胞周期的每个时相都有其特异的 ｃｙｃ唱
ｌｉｎ表达，ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、ｃｙｃｌｉｎ Ａ 及 ｃｙｃｌｉｎ Ｅ 主要负责调控
Ｇ１／Ｓ 期转换，而 ｃｙｃｌｉｎ Ｂ 是 Ｇ２／Ｍ 期转换的关键因
素

［６］ 。 ｐ２１蛋白是 ＣＤＫＩ家族的一员，作为 ｐ５３的下游蛋
白，在功能上继承了 ｐ５３的抑癌作用，因此是一个重要的
抑癌分子，ｐ２１可以与 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１及 ｃｙｃｌｉｎ Ａ结合，从而抑

制其活性，使细胞周期停滞在 Ｇ１期［７］ 。
Ｉｃｏｔｉｎｉｂ是一种口服的小分子 ＥＧＦＲ唱ＴＫＩｓ，化学结

构和 Ｉｒｅｓｓａ（易瑞沙，吉非替尼）相似，其主要通过竞争
ＥＧＦＲ胞内区酪氨酸的 ＡＴＰ结合位点，进而抑制 ＥＧＦＲ
自发磷酸化作用，阻断下游信号通路的活化。 本研究
结果发现 Ｉｃｏｔｉｎｉｂ 显著抑制突变的 ＮＳＣＬＣ（ＥＧＦＲ Ｅｘｏｎ
１９ ｄｅｌ ｍｕｔａｔｉｏｎ）细胞增殖，明显诱导 ＨＣＣ８２７ 细胞 Ｇ１
期阻滞。 我们进一步的研究证实， Ｉｃｏｔｉｎｉｂ 处理人
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ＨＣＣ８２７ 细胞后，显著上调 ｐ２１ 表达，进而抑制 ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１及 ｃｙｃｌｉｎ Ａ表达水平。
丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ／ＥＲＫ）信号通路是细

胞内重要信号转导通路之一，在促细胞增殖、抑制细胞
凋亡、调控细胞周期等方面起重要作用［８］ 。 细胞外信
号调节激酶（ＥＲＫ），是 ＰＩ３Ｋ 关键下游效应分子之一，
研究表明持续异常活化的 ＥＲＫ 可通过磷酸化多种其
下游底物，如 Ｊｕｎ、Ｍｙｃ、Ｅ２Ｆ等转录因子［９］ ，抑制 ｐ２１ 及
ｐ２７表达，使细胞周期发生紊乱，增殖失控，最终导致癌
症的发生［１０］ 。 相关研究显示癌基因 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ 与包括
ＮＳＣＬＣ在内的多种肿瘤的发生、发展及生物学行为密
切相关

［１１］ ，说明 ＭＡＰＫ／ＥＲＫ 信号通路在 ＮＳＣＬＣ 的生
长中起重要作用。 本研究深入探讨了 Ｉｃｏｔｉｎｉｂ 对人肺
癌 ＨＣＣ８２７细胞 ＭＡＰＫ／ＥＲＫ 通路的影响。 结果表明，
对照组 ＨＣＣ８２７ 细胞存在 ＥＲＫ 活化，０畅１ μｍｏｌ／Ｌ 和
１ μｍｏｌ／Ｌ的 Ｉｃｏｔｉｎｉｂ处理组较对照组细胞相比，显著下
调了 ＥＲＫ 的磷酸化，从而有效抑制了 ＭＡＰＫ／ＥＲＫ 信
号转导通路，提示 ＭＡＰＫ／ＥＲＫ 途径可能在 Ｉｃｏｔｉｎｉｂ 诱
导 ＨＣＣ８２７细胞周期阻滞中发挥重要作用。
总之，我们的研究结果显示 Ｉｃｏｔｉｎｉｂ 能够明显抑制

ＨＣＣ８２７ 细胞增殖，引起细胞周期阻滞，其机制与上调
ｐ２１ 及抑制 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、 ｃｙｃｌｉｎ Ａ 蛋白表达水平相关，
ＭＡＰＫ／ＥＲＫ信号通路可能在其介导的生物学效应中起
重要作用。
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