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　 　 【摘　 要】 　 目的　 探讨 Ｂｉｍ 在克唑替尼诱导 ＥＭＬ４⁃ＡＬＫ 融合基因阳性肺腺癌细胞株 Ｈ２２２８ 凋亡过程中的作用机制。
方法　 在不同时间点（２４、４８、７２ｈ）用不同浓度克唑替尼分别处理 ＥＭＬ４⁃ＡＬＫ 阳性肺腺癌 Ｈ２２２８ 细胞株和 ＥＭＬ４⁃ＡＬＫ 阴性肺

癌 Ａ５４９ 细胞株，采用 ＭＴＴ 法检测克唑替尼作用 ７２ｈ 的细胞增殖抑制情况；ＰＩ 单染流式细胞仪检测经 ３００ｎｍｏｌ ／ Ｌ 克唑替尼作

用 ２４、４８ 和 ７２ｈ 的细胞凋亡率；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测克唑替尼诱导前后 Ｂｉｍ 蛋白（Ｂｉｍ⁃ＥＬ、Ｂｉｍ⁃Ｌ 和 Ｂｉｍ⁃Ｓ）的表达水

平，同时对促凋亡分子 Ｂｉｄ 和抗凋亡分子 Ｂｃｌ⁃２、Ｂｃｌ⁃ｘＬ 的蛋白水平进行联合检测；采用 ｓｉＲＮＡ 技术“沉默”Ｂｉｍ 基因的表达，用
流式细胞仪检测 ｓｉＲＮＡ“沉默”Ｂｉｍ 基因后克唑替尼诱导 Ｈ２２２８ 细胞株的凋亡率。 结果　 克唑替尼作用 ７２ｈ 后，肺腺癌 Ｈ２２２８
细胞株和 Ａ５４９ 细胞株的细胞增殖抑制率均随着克唑替尼药物浓度的增加而逐渐升高，呈剂量依赖性。 克唑替尼作用于

Ｈ２２２８ 细胞 ７２ｈ 的 ＩＣ５０ 值为 ３３５ｎｍｏｌ ／ Ｌ。 ３００ｎｍｏｌ ／ Ｌ 克唑替尼作用 Ｈ２２２８ 细胞株 ２４、４８、７２ｈ 后的凋亡率分别为（１９􀆰 １９±
０􀆰 ６１）％、（３５􀆰 ４７±１􀆰 １７）％、（４３􀆰 ５８±４􀆰 ８４）％，作用 Ａ５４９ 细胞株的凋亡率分别为（１２􀆰 ７１±０􀆰 １）％、（１８􀆰 ２２±０􀆰 １３）％、（１９􀆰 ３６±
０􀆰 ４５）％。 随着克唑替尼（３００ｎｍｏｌ ／ Ｌ）作用时间的延长，细胞凋亡率亦随之增加，并呈时间依赖性（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 在凋亡细胞中发

现 Ｂｉｍ 蛋白水平升高，以及抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２、Ｂｃｌ⁃ｘＬ 表达降低，但促凋亡蛋白 Ｂｉｄ 在不同药物浓度及时间点的表达水平无明

显变化。 此外，经 ｓｉＲＮＡ 技术“沉默”Ｂｉｍ 基因后，克唑替尼诱导的 Ｈ２２２８ 细胞株凋亡率明显降低。 结论　 克唑替尼通过下调

抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２、Ｂｃｌ⁃ｘＬ 及上调 Ｂｉｍ 的表达水平来发挥其诱导细胞凋亡作用，该过程可被 Ｂｉｍ ｓｉＲＮＡ 抑制。
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　 　 随着对癌症机制的深入研究，近年来出现了以

表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）突变为靶点的靶向治疗

药物，并且在临床上取得了显著的疗效。 而棘皮动

物微管相关蛋白样 ４⁃间变性淋巴瘤激酶（ＥＭＬ４⁃
ＡＬＫ）融合基因阳性的非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）是近

年来发现的一种新的肺癌亚型，克唑替尼是该融合

基因 及 间 叶 细 胞 表 皮 生 长 因 子 （ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ， ｃ⁃Ｍｅｔ）的双靶点小分子酪氨

酸激酶抑制剂，于 ２０１１ 年获美国食品药物管理局

（ＦＤＡ）批准用于临床，在 ＡＬＫ 易位癌症患者的治疗

中取得良好的疗效［１］。
Ｂｉｍ（Ｂｃｌ⁃２ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｍｅｄｉａｔｏｒ ｏｆ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ）是

Ｂｃｌ⁃２ 家族中 ＢＨ３⁃ｏｎｌｙ 亚家族成员，是近年研究较

多的一种重要凋亡调节基因。 已有研究证实，在吉

非替尼等靶向治疗药物治疗有效的肺癌患者中，其
癌细胞内 Ｂｉｍ 表达明显增加，提示 Ｂｉｍ 基因在肿瘤

的靶向治疗中起到重要作用［２］。 但 Ｂｉｍ 在克唑替

尼治疗 ＥＭＬ４⁃ＡＬＫ 阳性肺癌中的作用还有待研究。
本研究拟通过流式细胞术、免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔｔｉｎｇ）等方法对克唑替尼作用下肺癌细胞的生长

和凋亡及 Ｂｉｍ 信号通路相关蛋白进行比较和分析，
并采用 ｓｉＲＮＡ 干扰 Ｂｉｍ 蛋白的表达以进一步了解

Ｂｉｍ 的功能，探索 Ｂｉｍ 在克唑替尼治疗 ＮＳＣＬＣ 中的

作用机制，为今后临床筛选酪氨酸激酶抑制剂（ ｔｙｒｏ⁃
ｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，ＴＫＩｓ）敏感优势人群、靶向药物

疗效评估及耐药机制提供理论依据和分子生物学

参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试剂及仪器 　 克唑替尼粉末制剂购自美国

Ｓｅｌｌｅｃｋｃｈｅｍ 公司，将其溶解于二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）
中，制成浓度为 １０７ｎｍｏｌ ／ Ｌ 的溶液后储存于－８０℃的

冰箱中备用，使用时用新鲜 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基稀释

到相应浓度，并使其中 ＤＭＳＯ 的终浓度小于 ０􀆰 １％。
ＲＰＭＩ １６４０ 培养基购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司，胎牛血清、胰
蛋白酶替代物均购自 Ｇｉｂｃｏ 公司，乙二胺四乙酸

（ＥＤＴＡ） 购自 Ｈｙｃｌｏｎ 公司， 三羟甲基氨基甲烷

（Ｔｒｉｓ⁃ｂａｓｅ）、十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）、甘氨酸均购自

Ｓｉｇｍａ 公司，聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ 膜）购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
公司，Ｂｃｌ⁃ｘＬ、Ｂｃｌ⁃２ 抗体、Ｂｃｌ⁃２、Ｂａｄ、磷酸化 Ｂａｄ、
ｐｏｌｙ （ ＡＤＰ⁃ｒｉｂｏｓｅ ） ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ （ ＰＡＲＰ ）、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃
ＰＡＲＰ、Ｂｉｍ 抗体、β⁃ａｃｔｉｎ 抗体以及兔源和鼠源二抗

均购自 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公司，ＭＴＴ 试剂盒购自启动子

生物有限公司， ＢＣＡ 试剂盒购 自 Ｍｅｒｃｋ 公 司，
Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 细胞凋亡检测试剂盒和细胞周期检

测试剂盒均购自 ＢＤ 公司。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 仪器设

备购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司。
１􀆰 ２　 细胞株及细胞培养 　 ＥＭＬ４⁃ＡＬＫ 融合基因阳

性的 ＮＳＣＬＣ 细胞株 Ｈ２２２８ 与 ＥＭＬ４⁃ＡＬＫ 阴性的

ＮＳＣＬＣ 细胞株 Ａ５４９ 由广东省肺癌研究所赠送。 细

胞株置于 ３７℃、５％ＣＯ２ 细胞培养箱内，并用含 １０％
灭活新生牛血清的 ＲＰＭＩ １６４０ 培养液进行传代培

养，每 １～２ 天换液 １ 次，每 ７～９ 天传代 １ 次，选取对

数生长期的细胞用于实验。
１􀆰 ３　 ＭＴＴ 比色法检测 　 取生长良好的对数期

Ｈ２２２８ 细胞和 Ａ５４９ 细胞，用培养基将细胞浓度调

至 ６×１０３ ～６×１０４ ／ ｍｌ，加入 ９６ 孔细胞培养板中，每孔

２００μｌ，置于培养箱 ２４ｈ 后，更换培养液为含不同浓

度克唑替尼的培养液，Ｈ２２２８ 细胞按浓度 ０、１０、３０、
９０、２７０、８１０ｎｍｏｌ ／ Ｌ 分为 ６ 组，Ａ５４９ 细胞按浓度 ０、
１０、１００、１０００、１０ ０００、１００ ０００ｎｍｏｌ ／ Ｌ分为 ６ 组。 每

组设 ４ 个复孔，每孔终体积为 ２００μｌ，再置于培养箱

继续培养 ７２ｈ，小心吸去孔内培养液，每孔避光加入

ＭＴＴ（５ｍｇ ／ ｍｌ）溶液 ２０μｌ，继续避光培养 ４ｈ，去上

清，每孔加入 ＤＭＳＯ 后低速震荡 １０ｍｉｎ，在酶标仪

４９２ｎｍ 波长处测量各孔的吸光值（Ａ）并计算细胞的

增殖抑制率和 ＩＣ５０值。 增殖抑制率（％）＝ ［１－加药

组 Ａ 值 ／对照组 Ａ 值］ × １００％；ＩＣ５０ ＝ Ｌｏｇ－１ ｛Ｘｍ－ ｉ
［Σｐ－（３－Ｐｍ－Ｐｎ） ／ ４］｝ （Ｘｍ：设计的最大浓度的对

数值；ｉ：最大剂量比相临剂量的对数值；Σｐ：各组生

长抑制率之和；Ｐｍ：最大阳性反应率；Ｐｎ 最小阳性

反应率）。
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１􀆰 ４　 流式细胞术检测 　 取生长良好的对数期

Ｈ２２２８ 细胞和 Ａ５４９ 细胞，细胞浓度分为 ４×１０５ ／ ｍｌ、
５×１０５ ／ ｍｌ、６×１０５ ／ ｍｌ 共 ６ 组分别加入 ６ 孔板中，每
孔 １ｍｌ，待细胞贴壁后，更换为含克唑替尼的培养基

（根据 ＭＴＴ 结果选择浓度为 ３００ｎｍｏｌ ／ Ｌ）。 Ｈ２２２８
细胞和 Ａ５４９ 细胞均按细胞浓度从大到小分别培养

２４、４８、７２ｈ，分别收集各孔培养液，用 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次

后，用不含 ＥＤＴＡ 的胰酶消化细胞，消化完全后加入

培养液吹打细胞，将原培养液、洗涤液、消化液及吹

打细胞的培养液收集到同一离心管，以 １０００ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １０ｍｉｎ，每 ２ 孔 １ 个离心管，弃上清液；按照细

胞凋亡试剂盒说明书进行细胞染色，避光孵育

１５ｍｉｎ 后加入缓冲液，用流式细胞仪检测细胞凋亡。
实验重复 ３ 次。
１􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 　 按照蛋白质提取试剂

盒说明书操作，提取各细胞株的总蛋白质。 所得蛋

白质经 １０％聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后，转移至

ＰＶＤＦ 膜。 然后分别使用 ＴＢＳＴ 稀释的 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体

（按照 １ ∶１０００ 稀释）及 ＣＯＬ４Ａ３ 抗体（按照 １ ∶１０００
稀释）室温孵育 ＰＶＤＦ 膜 ２ｈ。 用 ＴＢＳＴ 稀释的 ＨＲＰ
标记的兔、鼠二抗（按照 １ ∶ １５ ０００稀释）室温孵育

ＰＶＤＦ 膜 ２ｈ。 红外荧光二抗（ＤｙＬｉｇｈｔ ６８０ ｃｏｎｊｕｇａｔｅ）
显色，计算机扫描蛋白质条带并作灰度分析。
１􀆰 ６　 ＲＮＡ 干扰　 将对数生长期的 Ｈ２２２８ 细胞株分

为 ４ 组，分别为 Ｂｉｍ ｓｉＲＮＡ＋克唑替尼组、ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｓｉＲＮＡ＋克唑替尼组、克唑替尼单独作用组及空白对

照组。 将细胞株接种于 ６ 孔、２４ 孔细胞培养板中，
接种时分别调整细胞密度为 ４×１０５ ／孔和 １×１０５ ／孔，
用含 １０％小牛血清无抗生素的 ＨｙＱ ＤＭＥＭ 培养液

培养，３７℃饱和湿度培养下过夜，待细胞贴壁。 Ｂｉｍ
ｓｉＲＮＡ＋克唑替尼组和 ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｉＲＮＡ＋克唑替尼组

转染前需用无血清无抗生素的 ＨｙＱ ＤＭＥＭ 培养液

稀释特异性 Ｂｉｍ ｓｉＲＮＡ、ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｉＲＮＡ 及脂质体

２０００（ Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００），使 Ｂｉｍ ｓｉＲＮＡ、 ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｓｉＲＮＡ 和脂质体 ２０００ 的最终浓度分别为 １００ｎｍｏｌ ／ Ｌ
和 １２０ｍｌ ／ Ｌ。 两者在室温混匀静置，期间将培养板

中培养液换成含 ５％小牛血清无抗生素的 ＨｙＱ 培养

液，２０ｍｉｎ 后再将稀释好的 Ｂｉｍ ｓｉＲＮＡ 和 ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｓｉＲＮＡ 加入相应的实验孔中，转染 ６ｈ 换成含 １０％小

牛血清 ＨｙＱ ＤＭＥＭ 继续培养。 转染 ２４ｈ 后用

０􀆰 ３μｍｏｌ ／ Ｌ 克唑替尼处理细胞 ４８ｈ，待药物作用后

收集各孔细胞，在流式细胞仪中进行检测。 每组实

验重复 ３ 次。

１􀆰 ７　 统计学分析　 应用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件进行统计

学处理。 数据用均数±标准差表示，组间比较用 ｔ 检
验。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结　 果

２􀆰 １　 克唑替尼对 Ｈ２２２８ 和 Ａ５４９ 细胞株增殖抑制

作用的影响　 克唑替尼作用 ７２ｈ 后，Ｈ２２２８ 和 Ａ５４９
细胞的增殖抑制率随着克唑替尼药物浓度的升高

相应增加，且呈剂量依赖性。 克唑替尼作用 Ｈ２２２８
细胞 ７２ｈ 的 ＩＣ５０值为 ３３５ｎｍｏｌ ／ Ｌ。 见表 １、图 １。

表 １　 不同浓度的克唑替尼处理 Ｈ２２２８ 和 Ａ５４９ 细

胞 ７２ｈ 后的增殖抑制率（􀭰ｘ±ｓ，％）

克唑替尼
（ｎｍｏｌ ／ Ｌ） Ｈ２２２８ 克唑替尼

（ｎｍｏｌ ／ Ｌ） Ａ５４９

１０ ３􀆰 ４１±３􀆰 ０１ １０ ２􀆰 １８±１􀆰 ２２
３０ ８􀆰 ９８±２􀆰 ３１ １００ ９􀆰 ０２±２􀆰 ６１
９０ ２０􀆰 ６８±３􀆰 ５６ １０００ ９􀆰 ８６±１􀆰 ３４

２７０ ２７􀆰 ３９±３􀆰 ５１ １０ ０００ ３１􀆰 ０２±３􀆰 ８０
８１０ ６６􀆰 ２５±４􀆰 ３４ １００ ０００ ３７􀆰 ４２±３􀆰 ９９

图 １　 不同浓度的克唑替尼处理 Ｈ２２２８ 和 Ａ５４９
细胞 ７２ｈ 后的增殖抑制率

２􀆰 ２　 克唑替尼诱导 Ｈ２２２８ 和 Ａ５４９ 细胞株凋亡的

情况 　 ３００ｎｍｏｌ ／ Ｌ 克唑替尼作用 Ｈ２２２８ 细胞 ２４、
４８、７２ｈ 的凋亡率分别为（１９􀆰 １９±０􀆰 ６１）％、（３５􀆰 ４７±
１􀆰 １７）％、（４３􀆰 ５８±４􀆰 ８４）％，作用 Ａ５４９ 细胞株的凋

亡率分别为 （ １２􀆰 ７１ ± ０􀆰 １）％、 （ １８􀆰 ２２ ± ０􀆰 １３）％、
（１９􀆰 ３６±０􀆰 ４５）％。 随着克唑替尼（３００ｎｍｏｌ ／ Ｌ）作用

时间的延长，细胞凋亡率亦随之增加，并呈时间依

赖性（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 ３００ｎｍｏｌ ／ Ｌ 克唑替尼作用 Ａ５４９ 细

胞 ４８ｈ 的凋亡率仅为 １８􀆰 ２２％，而作用 Ｈ２２２８ 细胞

２４ｈ 的凋亡率为 ３５􀆰 ４７％，表明 Ｈ２２２８ 细胞对克唑

替尼诱导的凋亡相对 Ａ５４９ 细胞更具有敏感性。 见

图 ２。
２􀆰 ３　 Ｂｉｍ、促凋亡分子 Ｂｉｄ 及抗凋亡分子 Ｂｃｌ⁃２、Ｂｃｌ⁃
ｘＬ 的蛋白表达水平 　 结果显示 Ｂｉｍ ３ 个异构体
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Ａ：作用 Ａ５４９ 细胞 ７２ｈ；Ｂ：作用Ｈ２２２８ 细胞 ２４ｈ；Ｃ：作用Ｈ２２２８ 细
胞 ４８ｈ；Ｄ：作用 Ｈ２２２８ 细胞 ７２ｈ

图 ２ 　 ３００ｎｍｏｌ ／ Ｌ 克唑替尼在不同时间点诱导
Ｈ２２２８ 和 Ａ５４９ 细胞凋亡的情况

Ｂｉｍ⁃Ｓ、Ｂｉｍ⁃Ｌ、Ｂｉｍ⁃ＥＬ 在 Ｈ２２２８ 细胞株中的表达水

平随着作用时间的延长（０、２４、４８、７２ｈ）均呈上升趋

势，且在 ４８ｈ 达到高峰；而在相对不敏感的 ＥＭＬ４⁃
ＡＬＫ 阴性细胞株 Ａ５４９ 中的表达变化不明显。 ２ 个

细胞株中，促凋亡蛋白 Ｂｉｄ 的表达水平无明显变化，
而抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂｃｌ⁃ｘＬ 随着克唑替尼作用时

间的延长，蛋白的表达水平呈不同程度的下降趋

势。 在 Ｈ２２２８ 细胞株中，Ｂｃｌ⁃ｘＬ 的表达水平在克唑

替尼作用 ２４ｈ 时明显下降，而 Ｂｃｌ⁃２ 的表达水平在

克唑替尼作用 ４８ｈ 时才明显下降；在 Ａ５４９ 细胞株

中，Ｂｃｌ⁃ｘＬ 的表达水平在克唑替尼作用 ４８ｈ 时下降，
而 Ｂｃｌ⁃２ 的表达水平在克唑替尼作用 ７２ｈ 出现下

降。 见图 ３、图 ４。
２􀆰 ４　 采用 ｓｉＲＮＡ 技术“沉默”Ｂｉｍ 基因表达对克唑

替尼诱导 Ｈ２２２８ 细胞株凋亡的影响 　 结果显示经

克唑替尼作用并转染 Ｂｉｍ ｓｉＲＮＡ 的细胞中 Ｂｉｍ 蛋

白水平较克唑替尼单独作用组及空白对照组明显

下降。 Ｂｉｍ ｓｉＲＮＡ＋克唑替尼组、ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｉＲＮＡ＋克
唑替尼组、克唑替尼单独作用组及空白对照组的凋

亡率分别为（２８􀆰 ５±４􀆰 ５８）％、（４２􀆰 ６±３􀆰 ９７）％、（４７􀆰 ６
±２􀆰 ２１）％和（６􀆰 １±１􀆰 １４）％。 见图 ５。

图 ３　 克唑替尼（３００ｎｍｏｌ ／ Ｌ）在不同时间点作用
Ｈ２２２８ 和 Ａ５４９ 细胞 Ｂｉｍ 的表达情况

图 ４　 克唑替尼（３００ｎｍｏｌ ／ Ｌ）在不同时间点作用
Ｈ２２２８ 和 Ａ５４９ 细胞 ＢＨ３⁃ｏｎｌｙ 家族成员的
表达情况

１：克唑替尼；２：Ｂｉｍ ｓｉＲＮＡ＋克唑替尼；３：ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｉＲＮＡ＋克唑替
尼；４：空白对照组

图 ５ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检 测 Ｂｉｍ ｓｉＲＮＡ 转 染
Ｈ２２２８ 细胞株后 Ｂｉｍ 蛋白表达水平

３　 讨　 论

Ｂｃｌ⁃２ 家族蛋白是细胞凋亡的关键调节分子，在
细胞凋亡的内在信号通路中扮演重要作用。 内在

信号通路即线粒体凋亡通路，是内部传感器的破坏

和细胞应激下的物理化学改变引起 Ｂａｘ 活化转运到

线粒体外膜使外膜通透性改变继而释放细胞色素

Ｃ，激活下游的 Ｃａｓｐａｓｅ ９ 而诱导凋亡［３］。 ５０％ ～
９０％ 肺癌中 Ｂｃｌ⁃２ 过表达，这表明 Ｂｃｌ⁃２ 在肺癌的发

病机制中起关键作用，但是 Ｂａｘ 的过表达只在肺癌

细胞中才具有促凋亡作用，而在正常细胞系中无此

作用［４］。 Ｂｉｍ 为 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白家族的促凋亡成员，属
于 Ｂｃｌ⁃２ 家族蛋白 ＢＨ３ 亚家族成员，均被认为是重

要的凋亡诱导因子。 目前已证实能够结合于 Ｂｉｍ
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启动子上的转录因子，如 ＦＯＸ３ａ（ ＦＫＨＲＬ１）、Ｍｙｂ、
ＲＵＮＸ３ 等［５⁃８］，在转录后按不同剪接可形成不同的

Ｂｉｍ 异构体，即短型（Ｂｉｍ⁃Ｓ）、长型（Ｂｉｍ⁃Ｌ）和超长

型（Ｂｉｍ⁃ＥＬ），不同的异构体活性亦不完全相同。 此

外，在翻译后水平通过磷酸化来调控 Ｂｉｍ 的活

性［９］。 目前已知 Ｂｉｍ 广泛表达于各种正常细胞，其
凋亡调节功能已在造血细胞、神经细胞、前列腺癌

细胞、乳腺癌细胞等多种细胞系中得到了肯定。 有

研究发现 Ｂｉｍ 基因的缺失可导致多种肿瘤的

发生［１０］。
ｐ５３ 上 调 的 细 胞 凋 亡 调 控 因 子 （ ｐ５３ ｕｐ⁃

ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｍｏｄｕｌａｔｏｒ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ＰＵＭＡ）也属于 Ｂｃｌ⁃２
家族蛋白 ＢＨ３ 亚家族成员，可依赖和不依赖 ｐ５３ 快

速诱导凋亡［１１］，其通过与 Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂｃｌ⁃ｘＬ 和 Ｂａｘ ／ Ｂａｋ
相互作用发挥其促凋亡作用。 Ｓｕｎ 等［１２］ 通过对头

颈细胞癌的研究证明了 ＥＧＦＲ 抑制 ＰＵＭＡ 的表达，
因而用 ＥＧＦＲ 选择性 ＴＫＩｓ 可以使 ＰＵＭＡ 表达上调。
提示 ＰＵＭＡ 在靶向治疗中可能起到重要作用。 而

Ｂｉｍ 和 ＰＵＭＡ 同属 ＢＨ３ 亚家族成员，目前已有多项

研究表明 Ｂｉｍ 在靶向药物诱导肿瘤细胞凋亡中起

到重要作用。 Ｐｉｅｃｈｏｃｋｉ 等［１３］ 通过构建 ＨＥＲ２ ／ Ｎｅｕ
和 Ｆａｓ 过表达的细胞株发现吉非替尼治疗导致促凋

亡因子（Ｂｉｍ 和 Ｂａｘ）增加和抗凋亡因子（Ｂｃｌ⁃２ 和

Ｂｃｌ⁃ｘＬ）下降具有剂量依赖性。 吉非替尼诱发了内

在凋亡通路。 Ｇｏｎｇ 等［１４］ 对于 ＥＧＦＲ 突变的肺腺癌

细胞株（Ｈ３２５５、ＰＣ⁃９、Ｈ１６５０、Ｈ１９７５） 给予厄洛替

尼，发现在敏感细胞株中 Ｂｉｍ 表达增强。 而在用

ＲＮＡ 干扰技术阻断 Ｂｉｍ 的表达消除了厄洛替尼诱

导突变细胞株凋亡的能力后，在耐药细胞株中 Ｂｉｍ
的表达变化并不明显，此外还发现 ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩｓ 是通

过抑制细胞外信号调节激酶（ＥＲＫ）信号途径上调

Ｂｉｍ 表达， 从而诱导癌细胞凋亡。 Ｃｏｓｔａ 等［２］ 研究

证实，Ｔ７９０Ｍ 突变阻断了吉非替尼诱导的 Ｂｉｍ 表达

上调和细胞株凋亡；在吉非替尼等靶向治疗药物有

效的肺癌患者中，其癌细胞内 Ｂｉｍ 表达明显增加，
而原来对靶向药物敏感的癌细胞在 Ｂｉｍ 基因被敲

除后出现耐药，并发现吉非替尼可能通过抑制

ＡＫＴ、ＥＲＫ 信号途径提高 Ｂｉｍ 表达，提示 Ｂｉｍ 基因

在靶向治疗中起到重要作用。 Ｌｉ 等［１５］ 通过类似

ＢＨ３ 结构域模拟肽，表明其对肺癌的靶向作用，提
示 Ｂｉｍ 等 ＢＨ３ 促凋亡亚家族成员在靶向治疗中可

能起到关键作用。
克唑替尼为针对 ＡＬＫ ／ ｃ⁃Ｍｅｔ 双靶点的小分子酪

氨酸激酶抑制剂，进入胞浆后与位于细胞膜内侧的酪

氨酸激酶 ＡＴＰ 结合域相结合，通过阻断该通路的信

号传导来实现细胞的生长抑制和促进凋亡。 ２０１２ 年

Ｓｈａｗ 等［１６］报道克唑替尼用于二线治疗的随机多中

心Ⅲ期临床研究（ＰＲＯＦＩＬＥ １００７），结果显示克唑替尼

组中位无进展生存期为 ７􀆰 ７ 个月，客观缓解率高达

６５％。 目前已经证明 ＥＭＬ４⁃ＡＬＫ 参与了 ３ 条包括受

体酪氨酸激酶 （ＲＴＫｓ） 的主要信号通路：ＭＡＰＫ ／
ＭＥＫ ／ ＥＲＫ、ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 和 ＲＡＳ ／ ＳＴＡＴ３［１７］。 有研究表

明，ＥＭＬ４⁃ＡＬＫ 融合基因通过激活 ＥＲＫ 和 ＳＴＡＴ３ 信

号通路，引起 Ｂｉｍ 水平下降及生存素水平升高，从
而发挥抗凋亡及促进肿瘤生长的作用，而 ＡＬＫ 抑制

剂可通过抑制 ＥＲＫ 信号通路上调 Ｂｉｍ 诱导细胞凋

亡，发挥抗肿瘤作用［１８］。 本研究亦发现克唑替尼作

用 ＥＭＬ４⁃ＡＬＫ 阳性细胞株 Ｈ２２２８ 时，其细胞凋亡率

明显高于对照细胞株 Ａ５４９，且呈时间依赖性。 克唑

替尼能诱导 ＥＭＬ４⁃ＡＬＫ 阳性细胞凋亡，抑制其增

殖，这与其他研究结果［１９］一致。 本研究在凋亡细胞

中还检测出 Ｂｉｍ 蛋白水平显著升高，推测克唑替尼

可能通过上调 Ｂｉｍ 诱导 ＥＭＬ４⁃ＡＬＫ 阳性细胞凋亡。
目前认为 Ｂｉｍ 的促凋亡机制为 Ｂｉｍ 通过与抗

凋亡分子 Ｂｃｌ⁃２ 家族成员，如 Ｂｃｌ⁃２、Ｂｃｌ⁃ｘＬ 的结合，
使后者不能与促凋亡分子如 Ｂｉｄ、Ｂａｘ 和 Ｂａｋ 结合，
从而发挥促凋亡作用［２０］。 因此我们采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ 的方法进一步对促凋亡分子 Ｂｉｄ，抗凋亡分

子 Ｂｃｌ⁃２、Ｂｃｌ⁃ｘＬ 进行蛋白水平的检测，结果显示促

凋亡蛋白 Ｂｉｄ 在各时间点的表达无明显变化，而抗

凋亡分子 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂｃｌ⁃ｘＬ 随着克唑替尼作用时间的

延长，蛋白表达水平均有不同程度的减少趋势，其
中 Ｈ２２２８ 细胞株中的 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂｃｌ⁃ｘＬ 蛋白水平下降

均早于 Ａ５４９ 细胞株，两种细胞系中抗凋亡分子 Ｂｃｌ⁃
ｘＬ 的蛋白表达水平降低都早于抗凋亡分子 Ｂｃｌ⁃２。
推测克唑替尼诱导的细胞凋亡中，Ｂｉｍ 通过抑制抗

凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２、Ｂｃｌ⁃ｘＬ 的表达，而不是增强凋亡分

子 Ｂｉｄ 的表达，从而促进细胞的凋亡，且 Ｂｃｌ⁃ｘＬ 分子

发挥作用早于 Ｂｃｌ⁃２ 分子。
ＲＮＡ 干预指双链 ＲＮＡ 对基因表达的阻断作

用，双链 ＲＮＡ 经酶切后会形成很多小片段，称为小

分子 ＲＮＡ （ｓｍａｌｌ⁃ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡｓ， ｓｉＲＮＡｓ），这些小

片段一旦与信使 ＲＮＡ （ｍＲＮＡ）中的同源序列互补

结合，会导致 ｍＲＮＡ 失去功能，使相应基因沉默。
通过 ＲＮＡ 干扰技术抑制基因表达，有可能成为抗肿

瘤治疗研究的新方向［３３⁃３８］。 本研究将 Ｂｉｍ 作为分
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子靶点，采用 ｓｉＲＮＡ 技术特异性“沉默”Ｂｉｍ 基因在

克唑替尼诱导 Ｈ２２２８ 细胞株中的表达。 经流式细

胞仪发现转染 Ｂｉｍ ｓｉＲＮＡ 组细胞凋亡率显著下降，
说明 Ｂｉｍ 分子在克唑替尼诱导 Ｈ２２２８ 细胞凋亡中

的表达与细胞的凋亡率呈正相关，Ｂｉｍ 是克唑替尼

诱导细胞凋亡重要的效应子。 然而，我们也观察到

Ｈ２２２８ 细胞株经 Ｂｉｍ 基因“沉默”后克唑替尼诱导

的细胞凋亡并未完全被抑制，推测在 ｓｉＲＮＡ 转染细

胞之前的胞浆内 Ｂｉｍ 遗留有关，此外可能与其他促

凋亡因子活性升高有关。 因此，推测克唑替尼诱导

细胞凋亡可能还有其他信号通路分子参与该过程，
这需要今后进一步研究。

综上所述，克唑替尼通过抑制抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃
２、Ｂｃｌ⁃ｘＬ 的表达上调 Ｂｉｍ 水平从而诱导 ＥＭＬ４⁃ＡＬＫ
阳性细胞凋亡，促凋亡分子 Ｂｉｍ 是该过程的关键因

子。 由于克唑替尼等 ＴＫＩｓ 类药物作用于靶细胞后，
通常会引发多通路、多分子的后继变化，通过研究

其诱导细胞凋亡的分子机制，有助于遴选关键分

子，通过诱导上调肿瘤细胞中相关促凋亡分子的表

达水平或联合“沉默”降低相关抗凋亡分子的表达，
为今后深入研究靶向耐药机制提供分子生物学

基础。
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［ ７ ］ 　 Ｂｉｓｗａｓ ＳＣ， Ｌｉｕ ＤＸ， Ｇｒｅｅｎｅ ＬＡ， ｅｔ ａｌ． Ｂｉｍ ｉｓ ａ ｄｉｒｅｃｔ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ａ

ｎｅｕｒｏｎａｌ Ｅ２Ｆ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ ］ ． Ｊ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ，
２００５， ２５（３７）：８３４９－８３５８．

［ ８ ］ 　 Ｙａｎｏ Ｔ， Ｋｏｓｅｉ Ｉ， Ｈｉｒｏｘｈｉ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ＲＵＮＸ３ ｔｕｍｏｒ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ
ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｓ Ｂｉｍ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｕｎｄｅｒｇｏｉｎｇ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒβ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ［ Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ， ２００６， ２６
（１２）：４４７４－４４８８．

［ ９ ］ 　 Ｐｕｔｃｈａ ＧＶ， Ｌｅ Ｓ， Ｆｒａｎｋ Ｓ， ｅｔ ａｌ． ＪＮＫ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ Ｂｉｍ ｐｈｏｓｐｈｏ⁃
ｒｙｌａｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｔｅｓ Ｂａｘ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］ ． Ｎｅｕｒｏｎ， ２００３，
３８（６）：８９９－９１４．

［１０］ 　 Ｓｈａｗ ＡＴ，Ｋｉｍ ＤＷ，Ｎａｋａｇａｗａ Ｋ，ｅｔ ａｌ． Ｃｒｉｚｏｔｉｎｉｂ ｖｅｒｓｕｓ ｃｈｅｍｏ⁃
ｔｈｅｒａｐｙ ｉｎ ａｄｖａｎｃｅｄ ＡＬＫ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ］ ． Ｎ Ｅｎｇｌ Ｊ
Ｍｅｄ，２０１３， ３６８（２５）： ２３８５－２３９４．

［１１］ 　 Ｙｕ Ｊ，Ｚｈａｎｇ Ｌ． Ｎｏ ＰＵＭＡ，ｎｏ ｄｅａｔｈ： ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｐ５３⁃ｄｅ⁃
ｐｅｎｄｅｎｔ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｃｅｌｌ， ２００３，４ （４）： ２４８－２４９．

［１２］ 　 Ｓｕｎ Ｑ， Ｍｉｎｇ Ｌ， Ｔｈｏｍａｓ ＳＭ， ｅｔ ａｌ． ＰＵＭＡ ｍｅｄｉａｔｅｓ ＥＧＦＲ ｔｙｒｏ⁃
ｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｈｅａｄ ａｎｄ ｎｅｃｋ ｃａｎｃｅｒ
ｃｅｌｌｓ［Ｊ］ ． Ｏｎｃｏｇｅｎｅ， ２００９， ２８（２４）： ２３４８－２３５７．

［１３］ 　 Ｐｉｅｃｈｏｃｋｉ ＭＰ， Ｙｏｏ ＧＨ， Ｄｉｂｂｌｅｙ ＳＫ， ｅｔ ａｌ． Ｉｒｅｓｓａ ｉｎｄｕｃｅｓ ｃｙ⁃
ｔｏｓｔａｓｉｓ ａｎｄ ａｕｇｍｅｎｔｓ Ｆａｓ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ａｃｉｎｉｃ ｃｅｌｌ ａｄｅ⁃
ｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＨＥＲ２ ／ ｎｅｕ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｃａｎｃｅｒ，２００６，
１１９（２）： ４４１－４５４．

［１４］ 　 Ｇｏｎｇ Ｙ， Ｓｏｍｗａｒ Ｒ， Ｐｏｌｉｔｉ Ｋ， ｅｔ ａ１．Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＢＩＭ ｉｓ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ
ｆｏｒ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ ｂｙ ＥＧＦＲ ｋｉｎａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｉｎ ｍｕｔａｎｔ
ＥＧＦＲ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｓ［Ｊ］ ． ＰＬｏＳ Ｍｅｄ，２００７， ４
（１０）：２９４．

［１５］ 　 Ｌｉ Ｚ，Ｚｈａｏ Ｊ，Ｄｕ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ １４⁃３⁃３ｚｂｅｔａ ｓｕｐ⁃
ｐｒｅｓｓｅｓ ａｎｃｈｏｒａｇｅ⁃ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ
ｔｈｒｏｕｇｈ ａｎｏｉｋｉｓ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ［ Ｊ］ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡ， ２００８，
１０５（１）：１６２－１６７．

［１６］ 　 Ｓｈａｗ ＡＴ，Ｋｉｍ ＤＷ，Ｎａｋａｇａｗａ Ｋ，ｅｔ ａｌ． Ｃｒｉｚｏｔｉｎｉｂ ｖｅｒｓｕｓ ｃｈｅｍｏ⁃
ｔｈｅｒａｐｙ ｉｎ ａｄｖａｎｃｅｄ ＡＬＫ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ］ ． Ｎ Ｅｎｇｌ Ｊ
Ｍｅｄ， ２０１３， ３６８（２５）： ２３８５－２３９４．

［１７］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｓ， Ｗａｎｇ Ｆ， Ｋｅａｔｓ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｃｒｉｚｏｔｉｎｉｂ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｍｕｔａｎｔｓ ｏｆ
ＥＭＬ４⁃ＡＬＫ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ａｎ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ ｓｃｒｅｅｎ
［Ｊ］ ． Ｃｈｅｍ Ｂｉｏｌ Ｄｒｕｇ Ｄｅｓ， ２０１１，７８（６）： ９９９－１００５．

［１８］ 　 Ｔａｋｅｚａｗａ Ｋ， Ｏｋａｍｏｔｏ Ｉ， Ｎｉｓｈｉｏ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｒｏｌｅ ｏｆ ＥＲＫ⁃ＢＩＭ ａｎｄ
ＳＴＡＴ３⁃ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ＡＬＫ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐ⁃
ｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＥＭＬ４⁃ＡＬＫ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］ ． Ｃｌｉｎ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ，
２０１１， １７（８）：２１４０－２１４８．

［１９］ 　 Ｚｏｕ ＨＹ， Ｌｉ Ｑ， Ｌｅｅ ＪＨ， ｅｔ ａｌ． Ａｎ ｏｒａｌｌｙ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｓｍａｌｌ⁃ｍｏｌｅｃｕｌｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ｃ⁃Ｍｅｔ， ＰＦ⁃２３４１０６６， ｅｘｈｉｂｉｔｓ ｃｙｔｏｒｅｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｔｉｔｕｍｏｒ
ｅｆｆｉｃａｃｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ａｎｔｉｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ａｎｄ ａｎｔｉａｎｇｉｏｇｅｎｉｃ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ
［Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ， ２００７，６７（９）： ４４０８－４４１７．

［２０］ 　 Ｓｔｒａｓｓｅｒ Ａ． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ＢＨ３⁃ｏｎｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ
［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２００５， ５（３）： １８９－２００．

收稿日期：２０１４－０２－１２；　 修回日期：２０１４－０３－２６

·５９６·　 临床肿瘤学杂志 ２０１４ 年 ８ 月第 １９ 卷第 ８ 期　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｏｎｃｏｌｏｇｙ，Ａｕｇ． ２０１４，Ｖｏｌ．１９，Ｎｏ．８　


