
收稿日期：２０１９０７１９
ＤＯＩ：１０．１３２６７／ｊ．ｃｎｋｉ．ｓｙｚｌｚｚ．２０１９．０６．００６
基金项目：国家自然科学基金（８１５６０３７９）；江西省自然科学基金面上项目（２０１８１ＢＡＢ２０５０４６）；江西省科技支撑计划项目

（２０１５ＢＢＧ７０２３６）；江西省教育厅重点项目（ＧＪＪ１７００１２）
作者简介：张欣伟（１９９５），女，江西上饶人，硕士生，从事肺癌基础与临床研究
通信作者　Ｅｍａｉｌ：ｌｉｙｏｎｇｃｓｃｏ＠ｅｍａｉｌ．ｎｃｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

·临床研究·

自噬相关蛋白在 ＥＧＦＲＴＫＩ耐药 ＮＳＣＬＣ
患者中的表达及其相关性
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摘要：目的　探讨自噬相关蛋白在表皮生长因子酪氨酸激酶受体抑制剂（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｏ
ｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＥＧＦＲＴＫＩ）耐药非小细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）患者中的表达及其相关性。
方法　选取对吉非替尼敏感（ＥＧＦＲＳ组）和耐药（ＥＧＦＲＲ组）的晚期肺腺癌患者肿瘤组织标本各４０例，采用免疫
组织化学、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＲＴｑＰＣＲ检测自噬相关蛋白Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ⅱ和ｐ６２的表达，并与ＥＧＦＲ耐药进行相关性分
析。结果　免疫组织化学和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示，与ＥＧＦＲＳ组比较，Ｂｅｃｌｉｎ１和 ＬＣ３Ⅱ蛋白在 ＥＧＦＲＲ组中表达
更低；ｐ６２蛋白在 ＥＧＦＲＲ组中表达更高（均 Ｐ＜０．０５）。ＲＴｑＰＣＲ检测显示，ＥＧＦＲＲ组较 ＥＧＦＲＳ组 Ｂｅｃｌｉｎ１
ｍＲＮＡ表达下调为（０．５５±０．６５），ＬＣ３Ⅱ ｍＲＮＡ表达下调为（０．５４±０．４３），ｐ６２ｍＲＮＡ表达上调为（２．５４±０．８６）倍
（均Ｐ＜０．０５）。Ｂｅｃｌｉｎ１和ＬＣ３Ⅱ蛋白（ｒ＝－０．７２３，ｒ＝－０．７０５）及 ｍＲＮＡ（ｒ＝－０．４６２，ｒ＝－０．４１７）表达与 ＥＧＦＲ
耐药负相关（均Ｐ＜０．０１），ｐ６２蛋白（ｒ＝０．７４２，Ｐ＜０．０１）及ｍＲＮＡ（ｒ＝０．４６０，Ｐ＜０．０１）表达与ＥＧＦＲ耐药正相关。
结论　自噬水平的低下与ＥＧＦＲＴＫＩ耐药密切相关，自噬表达水平与ＥＧＦＲＴＫＩ耐药的出现呈负性相关。

关键词：癌，非小细胞肺／药物疗法；肺肿瘤／药物疗法；自噬；蛋白酪氨酸激酶类／治疗应用；蛋白酪氨酸激酶
类／拮抗剂和抑制剂；受体，表皮生长因子／治疗应用；抗药性，肿瘤；免疫组织化学
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　　肺癌是最常见恶性肿瘤之一。在我国，肺癌是
第１位癌症死因，也是人群死亡率上升最快的癌症，
其中８０％为非小细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃ
ｅｒ，ＮＳＣＬＣ）。表皮生长因子酪氨酸激酶受体抑制剂
（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｉｎ
ｈｉｂｉｔｏｒ，ＥＧＦＲＴＫＩ）在 ＥＧＦＲ突变的 ＮＳＣＬＣ中具有
良好的疗效，选择高，不良反应较小，不仅能够改善

患者预后，还可以延缓肿瘤进展。ＥＧＦＲＴＫＩ是通
过抑制酪氨酸激酶的活性，阻断肿瘤细胞增殖和生

长的通路，从而抑制肿瘤细胞的生长、迁移和加快其

凋亡。但不同个体疗效差异很大，最终 ＥＧＦＲＴＫＩ
耐药的出现和疾病的进展还是难以避免。自噬是在

饥饿、缺氧和应激等条件下细胞内部分物质降解的

现象，普遍发生在真核细胞内［１］。自噬与肿瘤

ＥＧＦＲＴＫＩ抑制剂耐药有关，通过调控自噬的表达
可能逆转肿瘤细胞对ＥＧＦＲＴＫＩ的耐药［２］。但目前

关于自噬与 ＮＳＣＬＣ患者出现 ＥＧＦＲＴＫＩ耐药的关
系及其机制尚不明确。本研究初步探讨自噬相关蛋

白在ＥＧＦＲＴＫＩ耐药 ＮＳＣＬＣ患者中的表达水平及
与ＥＧＦＲＴＫＩ耐药的相关性，为后续机制深入探究
及ＮＳＣＬＣ患者出现 ＥＧＦＲＴＫＩ耐药寻找有效标志
物提供理论依据。

１　资料与方法
１．１　一般资料

标本来自于２０１８年２月至２０１９年２月南昌大
学第一附属医院５２例和赣州市人民医院２８例晚期
肺腺癌患者，所有患者均经支气管镜或经皮肺穿刺

活检获取足量组织标本。患者分为 ＥＧＦＲ敏感
（ＥＧＦＲＳ）组 ４０例与 ＥＧＦＲ耐药（ＥＧＦＲＲ）组 ４０
例。ＥＧＦＲＳ组为经基因检测确定为 ＥＧＦＲ敏感突
变患者；ＥＧＦＲＲ组为经基因检测确定为 ＥＧＦＲ原
发耐药突变患者，或敏感突变患者口服吉非替尼出

现进展，再次活检经基因检测确定为继发耐药患者。

８０例肺腺癌患者均为Ⅳ期，其中男性４７例，女性３３
例，年龄４８～７８岁，（６２．１８±７．６９）岁。ＥＧＦＲＳ组
４０例，男性２５例，女性１５例，年龄（６１．４０±７．４０）
岁；ＥＧＦＲＲ组４０例，男性２２例，女性１８例，年龄
５０～７８岁，（６２．９５±７．９０）岁。两组在性别、年龄和
分期方面比较，差异均无统计学意义（均Ｐ＞０．０５）。

蛋白质提取试剂盒购自美国 Ｐｉｅｒｃｅ公司。Ｂｅｃ
ｌｉｎ１抗体购自上海 Ａｂｃａｍ公司。ＬＣ３Ⅱ抗体购自美
国Ｓｉｇｍａ公司。ｐ６２抗体购自美国 ＢＤｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公
司。兔抗多克隆抗体购自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司。
羊抗兔二抗抗体购自美国Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司。ＥＣＬ发
光试剂盒购自上海碧云天公司。Ｔｒｉｚｏｌ购自法国
Ｔｒａｎｓｇｅｎｅ公司。逆转录试剂盒和２×ＳＹＢＲ试剂盒
购自日本Ｔａｋａｒａ公司。
１．２　免疫组织化学法

４％多聚甲醛常规灌注固定，取材置于２０％蔗
糖溶液４℃中固定过夜。放入包埋盒，脱水透明处
理，然后石腊浸腊２次，制作包埋块，切片与贴片后
进行脱蜡，抗原修复，３％Ｈ２Ｏ２灭活内源性过氧化氢
酶，１０％羊血清、４℃过夜封闭，一抗４℃孵育过夜，
ＴＢＳＴ洗膜，二抗３７℃孵育１ｈ，洗膜，滴加ＤＡＢ显色
液显色，苏木精复染，脱水透明，中性树胶封固，

拍照。

１．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
冷ＰＢＳ洗２遍，加入细胞裂解液，组织破碎仪

破碎，４℃下２０００ｒ／ｍｉｎ离心，２０ｍｉｎ，取上清，提取
细胞总浓度，ＢＣＡ法测蛋白浓度，取２０μｇ样品煮沸
变性，然后进行 ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ电泳，转膜，５％
脱脂奶粉３７℃封闭２ｈ，一抗４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ洗
膜，二抗３７℃孵育１ｈ，洗膜，ＥＣＬ显色，分析条带灰
度值，以目的条带与βａｃｔｉｎ调对灰度比值来表示蛋
白质表达量。
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１．４　ＲＴｑＰＣＲ检测自噬相关蛋白ｍＲＮＡ分子表达
采用ＲＮＡ提取试剂盒抽提组织中 ＲＮＡ，检测

ＲＮＡ浓度，使用反转录试剂盒将 ＲＮＡ反转录为
ｃＤＮＡ，经过染色后进行荧光实时定量 ＰＣＲ反应。
ＰＣＲ反应：９５℃ ３０ｓ，６０℃ ３０ｓ，４０个循环。Ｂｅｃｌｉｎ１
正向引物为５′ＴＡＣＣＡＣＡＧＣＣＣＡＧＧＣＧＡＡＡＣ３′，反向
引物为５′ＣＣＡＧＴＧＡＣＣＴＴＣＡＧＴＣＴＴＣＧＧＣ３′；ＬＣ３Ⅱ
正向引物为 ５′ＴＣＡＧＡＣＣＧＧＣＣＴＴＴＣＡＡＧＣＡ３′，反
向引物为５′ＣＴＣＧＡＴＧＡＴＣＡＣＣＧＧＧＡＴＴＴＴＧ３′；ｐ６２
正向引物为５′ＴＴＣＣＡＧＣＡＣＡＧＡＧＧＡＧＡＡＧＡＧＣ３′，
反向引物为５′ＧＡＴＴＣＴＧＧＣＡＴＣＴＧＴＡＧＧＧＡＣＴＧ３′；
ＧＡＰＤＨ正向引物为 ５′ＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧ
ＧＡＴ３′，反向引物为 ５′ＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧ
ＧＡＴ３′。以ＧＡＰＤＨ作为内参。
１．５　统计学分析

采用ＳＰＳＳ２５．０软件分析数据。计量资料以均
数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示。组间比较采用ｔ检验。蛋

白阳性表达在ＥＧＦＲＳ组和ＥＧＦＲＲ组的差异用 χ２

检验（或Ｆｉｓｈｅｒ精确检验）。采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分
析评估自噬相关蛋白表达与 ＥＧＦＲ耐药的相关性。
以Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结　果
２．１　自噬相关蛋白在ＥＧＦＲＳ组与ＥＧＦＲＲ组中
的表达情况

免疫组织化学法检测发现，与 ＥＧＦＲＳ组比较，
自噬相关蛋白 Ｂｅｃｌｉｎ１和 ＬＣ３Ⅱ在 ＥＧＦＲＲ组中表
达更低；ｐ６２在 ＥＧＦＲＲ组中表达更高（图 １）。在
ＥＧＦＲＳ组和 ＥＧＦＲＲ组中，Ｂｅｃｌｉｎ１阳性表达率分
别为９２．５％（３７／４０）和１２．５％（５／４０），ＬＣ３Ⅱ阳性
表达率分别为９５．０％（３８／４０）和１５．０％（６／４０），自
噬负性相关蛋白 ｐ６２阳性表达率分别为５．０％（２／
４０）和９０．０％（３６／４０），差异均具有统计学意义（均
Ｐ＜０．０１，表１）。

图１　免疫组织化学法检测自噬相关蛋白Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ⅱ和ｐ６２在ＥＧＦＲＳ组和ＥＧＦＲＲ组中的表达（ＨＥ×２００）
Ｆｉｇ．１　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｙｄｅｔｅｃｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅＥＧＦＲＳａｎｄＥＧＦＲＲｇｒｏｕｐｓ
（ＨＥ×２００）

表１　免疫组织化学法检测 Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ⅱ和 Ｐ６２蛋白在
ＥＧＦＲＳ和ＥＧＦＲＲ组中的表达（例，％）
Ｔａｂｌｅ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅＥＧＦＲ
ＳａｎｄＥＧＦＲＲｇｒｏｕｐｓｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（ｃａｓｅ，％）

检测蛋白 总例数
ＥＧＦＲＳ组
（ｎ＝４０）

ＥＧＦＲＲ组
（ｎ＝４０）

Ｐ值

Ｂｅｃｌｉｎ１
　－～＋ ３８ ３（７．５） ３５（８７．５） ＜０．０１
　＋＋～＋＋＋ ４２ ３７（９２．５） ５（１２．５）
ＬＣ３Ⅱ
　－～＋ ３６ ２（５．０） ３４（８５．０） ＜０．０１
　＋＋～＋＋＋ ４４ ３８（９５．０） ６（１５．０）
ｐ６２
　－～＋ ４２ ３８（９５．０） ４（１０．０） ＜０．０１
　＋＋～＋＋＋ ３８ ２（５．０） ３６（９０．０）

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＥＧＦＲ敏感及耐药肺腺癌患
者组织中自噬相关蛋白的表达发现，ＥＧＦＲＲ组较
ＥＧＦＲＳ组 Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白质表达下调为（０．２３±
００９）；ＬＣ３Ⅱ蛋白表达下调为（０．３９±０．１５）；自噬
负性相关蛋白 ｐ６２蛋白表达上调为（２．７６±０．２１）
倍，差异均具有统计学意义（均Ｐ＜０．０５，图２）。
２．２　ＥＧＦＲＳ和ＥＧＦＲＲ组自噬相关蛋白ｍＲＮＡ
的表达情况

ＥＧＦＲＲ组较ＥＧＦＲＳ组Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡ表达下
调为（０．５５±０．６５），ＬＣ３Ⅱ ｍＲＮＡ表达下调（０．５４±
０．４３），ｐ６２ｍＲＮＡ表达上调（２．５４±０．８６），差异均
具有统计学意义（均Ｐ＜０．０５，图３）。

·０１５· ＪｏｕｒｎａｌｏｆＰｒａｃｔｉｃａｌＯｎｃｏｌｏｇｙＶｏｌ．３４　Ｎｏ．６２０１９　ｗｗｗ．ｓｙｚｌｚｚ．ｃｏｍ



　　注　Ａ：采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ⅱ和ｐ６２蛋白表

达；Ｂ：ＱｕａｎｌｉｔｙＯｎｅ软件半定量分析 Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ⅱ和 ｐ６２蛋白

表达倍数变化；与ＥＧＦＲＳ组比较，Ｐ＜０．０５

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测自噬相关蛋白 Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ⅱ和
ｐ６２在ＥＧＦＲＳ组和ＥＧＦＲＲ组中的表达
Ｆｉｇ．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｄｅｔｅｃｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙ
ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅＥＧＦＲＳａｎｄＥＧＦＲＲｇｒｏｕｐｓ

　　注　Ｐ＜０．０５

图３　ＲＴｑＰＣＲ检测 Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ⅱ和 Ｐ６２ｍＲＮＡ在
ＥＧＦＲＳ和ＥＧＦＲＲ组中的表达
Ｆｉｇ．３　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅ
ＥＧＦＲＳａｎｄＥＧＦＲＲｇｒｏｕｐｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴｑＰＣＲ

２．３　自噬相关蛋白与ＥＧＦＲ耐药相关性分析
应用Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析表明，通过免疫组织化

学法检测自噬相关蛋白，ＥＧＦＲ耐药与 Ｂｅｃｌｉｎ１（ｒ＝
－０７２３，Ｐ＜００１）、ＬＣ３Ⅱ（ｒ＝－０７０５，Ｐ＜００１）
呈负相关，与 ｐ６２呈正相关（ｒ＝０７４２，Ｐ＜００１）；
通过ＲＴＰＣＲ检测自噬相关蛋白ｍＲＮＡ，ＥＧＦＲ耐药
与 Ｂｅｃｌｉｎ１（ｒ＝－０４６２，Ｐ＜００１）、ＬＣ３Ⅱ（ｒ＝
－０４１７，Ｐ＜００１）呈低度负相关，与 ｐ６２呈低度正
相关（ｒ＝０４６０，Ｐ＜００１）。

３　讨　论
随着分子靶向药物的出现，以 ＥＧＦＲ为靶点的

ＥＧＦＲＴＫＩ为晚期ＮＳＣＬＣ患者的治疗带来希望［３４］。

但是，不同个体对于ＥＧＦＲＴＫＩ疗效差异很大，而且
无论其短期疗效如何，几乎所有的患者最终都不可

避免地出现ＥＧＦＲＴＫＩ耐药和疾病进展［５６］。因此，

寻找可预测ＥＧＦＲＴＫＩ耐药的标志物将有助于筛选
适合应用 ＥＧＦＲＴＫＩ治疗的 ＮＳＣＬＣ患者。目前临

床上对ＥＧＦＲ突变的检测是对吉非替尼疗效和是否
出现耐药有力的预测手段。ＥＧＦＲ突变与吉非替尼
的疗效具有相关性，ＥＧＦＲ突变使 ＥＧＦＲ活性增加，
下游增殖通路激活。其中外显子１９缺失和２１点突
变是最常见的 ＥＧＦＲ突变类型［７８］。ＥＧＦＲ耐药机
制非常复杂，最主要机制是 Ｔ７９０Ｍ突变，占５０％ ～
６０％，其他机制包括人类表皮生长因子受体２（ｅｐｉ
ｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＨＥＲ２）扩增、ｃＭｅｔ扩
增和磷脂酰肌醇３激酶催化亚基 α（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉ
ｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅｃａｔａｌｙｔｉｃｓｕｂｕｎｉｔα，ＰＩＫ３ＣＡ）突变［９］。

自噬是细胞内受损、变性或衰老的蛋白质和细

胞器运输到溶酶体，被溶酶体消化降解的细胞自我

消化过程。近年来因自噬异常与肿瘤的能量代谢、

细胞死亡及抗癌治疗的反应相联系而受到广泛关

注［９１０］。自噬过程复杂多样，通过多种自噬相关基

因表达来调节不同的细胞信号通路。Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３
Ⅱ和ｐ６２是自噬的重要标志蛋白，参与自噬相关信
号通路调控自噬水平。其中，Ｂｅｃｌｉｎ１和 ＬＣ３Ⅱ参与
自噬的起始阶段，激活多种细胞信号通路而上调自

噬；而ｐ６２可以下调自噬，其表达与自噬水平呈负相
关［１１１２］。自噬与 ＥＧＦＲＴＫＩ的耐药密切相关，但目
前的观点存在极大分歧。本研究结果显示，在对

ＥＧＦＲ敏感的肺腺癌组织中，自噬正性相关蛋白Ｂｅ
ｃｌｉｎ１和ＬＣ３Ⅱ蛋白及其ｍＲＮＡ高表达，负性相关蛋
白ｐ６２及其ｍＲＮＡ低表达；而在 ＥＧＦＲ耐药的肺腺
癌组织中，表达却成相反趋势。表明在对 ＥＧＦＲ
ＴＫＩ敏感的ＮＳＣＬＣ组织中自噬处于高表达水平，而
出现耐药的组织中自噬处于低表达水平。并通过相

关性分析发现，自噬表达水平与 ＥＧＦＲ耐药的出现
呈现负性相关。激活与自噬相关的 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ和
ｍＴＯＲ信号通路后下调细胞自噬水平，能够造成
ＥＧＦＲＴＫＩ耐药的产生［１３］。在使用雷帕霉素上调自

噬水平后，ＥＧＦＲＴＫＩ的抗癌作用明显增强［１４］。但

也有研究则持相反观点，即激活自噬，能够减弱

ＥＧＦＲＴＫＩ的药效，引起耐药［１５］。另外，也有观点表

示自噬对ＥＧＦＲＴＫＩ的耐药影响有双重作用，这取
决于肿瘤的类型［１２］。

有学者认为，自噬对 ＥＧＦＲＴＫＩ的作用取决于
自噬水平，当自噬低水平时，对肿瘤细胞起到保护作

用，帮助细胞清除残骸而促进其生长，引起耐药；当

自噬达到高水平时，能够诱导肿瘤细胞凋亡，提高

ＥＧＦＲＴＫＩ的敏感性，增强药物疗效［１６１７］。该观点

与本研究结果一致。可见，自噬水平的低下可能与

ＥＧＦＲＴＫＩ耐药的出现密切相关。自噬相关蛋白及
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其ｍＲＮＡ的表达水平高低可能可以作为肺腺癌患
者对ＥＧＦＲＴＫＩ是否敏感的预测分子，但这也有待
进一步大量研究样本的证实。

综上所述，自噬在 ＥＧＦＲＴＫＩ耐药的肺腺癌组
织中处于低水平表达，自噬表达水平与 ＥＧＦＲＴＫＩ
耐药的出现呈负性相关。可见细胞自噬水平的变化

与ＥＧＦＲＴＫＩ的耐药有着密切的关系。但其具体机
制尚不清楚，仍有待于进一步研究。
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