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ＲＯＲ１ 激活 ＡＫＴ ／ ＦＯＸＯ１ 信号介导非小细胞肺癌
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摘要　 ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩ 靶向治疗在非小细胞肺癌（ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ， ＮＳＣＬＣ）综合治疗中显示出

重要作用；然而，耐药性却极大限制其临床治疗效果。 受体酪氨酸激酶样孤儿受体 （ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ⁃ｌｉｋｅ ｏｒｐｈａｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ １， ＲＯＲ１）是 Ｉ 型受体酪氨酸激酶家族中的成员，在肿瘤发生发展

中发挥重要作用。 本研究拟探讨 ＲＯＲ１ 介导非小细胞肺癌吉非替尼耐药的作用及机制。 采用吉非

替尼反复诱导非小细胞肺癌 ＨＣＣ８２７ 细胞，建立吉非替尼耐药细胞株 ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ。 应用荧光定量

ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹检测 ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ 内 ＲＯＲ１ 的表达。 采用 ｓｈＲＮＡ 的方法体外检测 ＲＯＲ１ 敲除

前后 ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ 对吉非替尼耐药的变化，采用体外检测 ＲＯＲ１ 过表达前后 ＨＣＣ８２７ 对吉非替尼耐

药的变化。 体内检测 ＲＯＲ１ 敲除前后 ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ 对吉非替尼耐药的变化。 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹检测

ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ 内 ＲＯＲ１ 下游信号分子的活化。 实时荧光定量 ＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹结果显示，
ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ 耐药细胞中的 ＲＯＲ１ ｍＲＮＡ 和蛋白质表达水平显著高于 ＨＣＣ８２７ 敏感细胞。 体外干

扰 ＲＯＲ１ 表达，可明显增强 ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ 耐药细胞对吉非替尼的敏感性 （ ＩＣ５０ １５􀆰 ３ ± ３􀆰 ６９ ｖｓ． ４􀆰 ２ ±
１􀆰 ３８），增加吉非替尼诱导的细胞凋亡 （２０􀆰 ５ ± ２􀆰 ５２ ｖｓ． ４１􀆰 ８ ± ３􀆰 ７４）。 体外过表达 ＲＯＲ１ 显著增

强 ＨＣＣ８２７ 敏感细胞对吉非替尼的耐药性（ ＩＣ５０ ０􀆰 ８ ± ０􀆰 ５２ ｖｓ． ２􀆰 ２ ± ０􀆰 ８７）。 体内裸鼠移植瘤实验

同样发现，干扰 ＲＯＲ１ 能增强 ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ 移植瘤对吉非替尼的敏感性。 进一步研究发现，ＡＫＴ ／
ＦＯＸＯ１ 信号在 ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ 耐药细胞中异常活化，而干扰 ＲＯＲ１ 能够抑制 ＡＫＴ 的磷酸化，并上调

ＦＯＸＯ１ 的表达。 上述结果表明，ＲＯＲ１ 参与非小细胞肺癌吉非替尼耐药，抑制 ＲＯＲ１ 能够逆转吉非

替尼耐药，其机制与 ＲＯＲ１ 调控 ＡＫＴ ／ ＦＯＸＯ１ 信号有关。
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ＲＯＲ１⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ Ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ Ｃｅｌｌ Ｌｕｎｇ Ｃａｎｃｅｒ ｂｙ
Ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ＡＫＴ ／ ＦＯＸＯ１

ＨＵＡＮＧ Ｙａｎｇ， ＦＥＮＧ Ｙａｎ， ＹＵ Ｌｉａｎｇ， ＺＨＡＯ Ｚｉ⁃Ｌｉａｎｇ， ＺＯＵ Ｊｕｎ⁃Ｑｉｎｇ， ＮＩ Ｊｉａｎ⁃Ｌｉｎ， ＷＡＮＧ Ｚｕｏ⁃Ｇａｎｇ∗
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Ａｂｓｔｒａｃｔ　 ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｔｈｅｒａｐｙ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｐｌａｙｉｎｇ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ
ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ （ＮＳＣＬＣ）． Ｈｏｗｅｖｅｒ， ｕｎａｖｏｉｄａｂｌｅ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｉｍｉｔｓ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ＴＫＩ． Ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ⁃ｌｉｋｅ ｏｒｐｈａｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ １ （ＲＯＲ１） ｉｓ ａ ｍｅｍｂｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｔｙｐｅ Ｉ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ ｆａｍｉｌｙ ａｎｄ ｐｌａｙｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ． Ｔｈｅ
ａｉｍ ｏｆ ｔｈｉｓ ｗｏｒｋ ｉｓ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＲＯＲ１ ｏｎ ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ
ＮＳＣＬＣ． ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｆｒｏｍ ｐａｒｅｎｔａｌ ＨＣＣ８２７ ｃｅｌｌｓ ｂｙ
ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｏ ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ． ＲＯＲ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＲＴ⁃
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ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ＲＯＲ１ ｔｏ ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ
ａｓｓａｙｅｄ ｂｙ ＲＯＲ１ ｓｈＲＮＡ ｉｎ ｖｉｔｒｏ． Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ＲＯＲ１ ｔｏ ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｗａｓ ａｓｓａｙｅｄ ｂｙ ＲＯＲ１
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＨＣＣ８２７ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｏｒ ｂｙ ＲＯＲ１ ｓｈＲＮＡ ｉｎ ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｘｅｎｏｇｒａｆｔ ｍｏｕｓｅ
ｍｏｄｅｌ． ＲＯＲ１ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｓｉｇｎａｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｗｅ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＲＯＲ１ ａｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ． Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ＲＯＲ１ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ．
Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＯＲ１ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ＨＣＣ８２７ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ． Ｍｏｒｅｏｖｅｒ，
ｉｎ ｖｉｖｏ ａｓｓａｙｓ ａｌｓｏ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ＲＯＲ１ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）． Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ， ｗｅ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ａｂｎｏｒｍａｌ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＫＴ ／ ＦＯＸＯ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ
ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ＲＯＲ１ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＫＴ， ｂｕｔ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＯＸＯ１． Ｔａｋｅｎ ｔｏｇｅｔｈｅｒ， ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ＲＯＲ１ ｃｏｕｌｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ
ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ＨＣＣ８２７ ｃｅｌｌｓ， ｂｙ ｗｈｉｃｈ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＫＴ ／ ＦＯＸＯ１
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ 　 ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ； ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ⁃ｌｉｋｅ ｏｒｐｈａｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ １ （ ＲＯＲ１）；
ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ； ＡＫＴ； ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ Ｏ１（ＦＯＸＯ１）

　 　 肺癌是中国发病率和死亡率最高的恶性肿

瘤［１］。 肺癌依据其组织形态和临床特征可分为小

细胞肺癌（ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ， ＳＣＬＣ）和非小细胞

肺癌（ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ， ＮＳＣＬＣ）。 ＮＳＣＬＣ
包括腺癌、鳞癌和腺鳞癌等，占肺癌的 ８０％左右［２］。
ＮＳＣＬＣ 临床治疗方法包括手术、放化疗和靶向治疗

等。 其中，靶向治疗以其选择性作用强，疗效显著，
毒副作用小等优势，在临床 ＮＳＣＬＣ 治疗中展现了不

可替代的作用，已逐渐成为 ＮＳＣＬＣ 临床标准治疗的

一部分［３］。 众多研究发现，ＮＳＣＬＣ 组织存在大量与

肿瘤发生发展、生长增殖、凋亡及生存密切相关的驱

动基因 （ ｄｒｉｖｅｒ ｏｎｃｏｇｅｎｅ） 突变 （ ｄｒｉｖｅｒ ｍｕｔａｔｉｏｎ） 活

化。 如 ＥＧＦＲ （ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ）、
ＫＲＡＳ、ＭＥＴ、ＨＥＲ２、ＡＬＫ、ＲＯＳ、ＲＥＴ、Ｐ５３、ＰＴＥＮ 等基

因的点突变、扩增、重排和缺失等［４， ５］。 表皮生长因

子受体（ＥＧＦＲ）是具有细胞增殖和凋亡调控功能的

跨膜受体酪氨酸激酶（ＲＴＫ），是肺癌最重要的驱动

基因［６］。 近年来，针对 ＥＧＦＲ 靶向治疗越来越受到

人们的重视， 以吉非替尼 （ ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ ）、 厄洛替尼

（ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ ） 为代表的 ＥＧＦＲ⁃酪氨酸激酶抑制剂

（ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ， ＴＫＩ ） 正 在 临 床 用 于

ＮＳＣＬＣ，获得普遍优于传统化疗的疗效［７， ８］。 临床

治疗和研究发现，几乎所有初始 ＥＧＦＲ 靶向治疗有

效的 ＮＳＣＬＣ 患者，经过治疗后不可避免地出现耐

药，致使肺癌总的生存率难以获得明显提高［９］。 因

此，深入研究 ＥＧＦＲ 靶向治疗耐药的分子机制，对于

肺癌临床治疗具有重要意义。
受体酪氨酸激酶样孤儿受体（ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｙｒｏｓｉｎｅ

ｋｉｎａｓｅ⁃ｌｉｋｅ ｏｒｐｈａｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ １， ＲＯＲ１）是 Ｉ 型受体酪

氨酸激酶家族中的重要成员，参与细胞间信号交流、

胞内信号转导等过程，调节细胞增殖、分化和转

移［１０］。 新近研究表明，ＲＯＲ１ 在肺癌组织中高表

达，且与患者临床分期、淋巴结转移和预后不良相

关［１１， １２］。 Ｋａｒａｃｈａｌｉｏｕ 等［１３］研究发现，ＲＯＲ１ 高表达

与非小细胞肺癌 ＴＫＩ 靶向治疗患者无进展生存期显

著负相关，提示 ＲＯＲ１ 可能与 ＮＳＣＬＣ 靶向治疗耐药

有关。 然而，迄今对于 ＲＯＲ１ 在 ＮＳＣＬＣ 靶向治疗耐

药中的作用及机制尚不明确。 本研究拟探讨 ＲＯＲ１
介导非小细胞肺癌 ＨＣＣ８２７ 吉非替尼耐药的作用及

可能机制。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基，胎牛血清，胰蛋白酶购自

Ｇｉｂｃｏ 公 司； ＲＯＲ１， ＦＯＸＯ１， ＦＯＸＯ３ａ， ＦＯＸＯ４， ｐ⁃
ＡＫＴ，ＡＫＴ 抗体购自 ＣＳＴ 公司；ＨＲＰ 标记山羊抗鼠

ＩｇＧ、山羊抗兔 ＩｇＧ、β⁃肌动蛋白购自 Ｓａｎｔａ ｃｒｕｚ 公

司，预染蛋白质标记物购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司；Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ⁃ＦＩＴＣ 细胞凋亡检测试剂盒、ＲＩＰＡ 裂解液购自碧

云天生物技术公司； ＥＣＬ 化学发光底物试剂盒购自

Ｐｉｅｒｃｅ 公司；Ｑｕｉｃｋ Ｓｔａｒｔ Ｂｒａｄｆｏｒｄ 蛋白定量试剂购自

Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司；反转录试剂盒、ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＲＴ⁃ＰＣＲ 试剂

盒购自 ＴａＫａＲａ 公司；ＰＣＲ 引物由上海生工公司合

成；ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ、嘌呤霉素购自 Ｓｉｇｍａ 公司，其余试剂均

为国产分析纯以上。
１􀆰 ２　 细胞及其培养

吉非替尼敏感细胞系 ＨＣＣ８２７ 及其他肺癌细胞

株 Ａ５４９、ＰＣ９、Ｈ１６５０ 等均购自中科院上海细胞所。
ＨＣＣ８２７ 及 Ｈ１６５０ 细胞用 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基，Ａ５４９
及 ＰＣ９ 细胞用 ＤＭＥＭ 培养基，（两种培养基均含

０９１
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１０％胎牛血清、１００ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素、１００ Ｕ ／ ｍＬ 链霉

素），于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的培养箱内饱和湿度培养。
利用低浓度吉非替尼 （ ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ） 持续诱导

ＨＣＣ８２７ 细胞 ６ 个月，期间逐渐提升诱导药物浓度

至 ３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，建立吉非替尼耐药细胞系 ＨＣＣ８２７ ／
ＧＲ。 　
１􀆰 ３　 ＲＯＲ１ 稳定干扰细胞系的筛选

利用慢病毒系统在 ２９３Ｔ 细胞中包装 ＲＯＲ１
ｓｈＲＮＡ 病 毒， 接 种 ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ 耐 药 细 胞 或 者

Ｈ１６５０ 细胞于 ６ 孔细胞培养板，待细胞达到 ７０％ 汇

合度， 去 除 培 养 基， 每 孔 加 入 ２ ｍＬ １０ ｍｇ ／ ｍＬ
ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ，２ ｍＬ 新鲜培养基，０􀆰 ３ ｍＬ 病毒颗粒。
３７ ℃培养 ２４ ｈ，采用嘌呤霉素筛选稳定细胞株。 收

集细胞用于 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 及免疫印迹检测干扰效率。
１􀆰 ４　 ＭＴＳ 检测

以 ２ × １０４ ／ ｍＬ 接种细胞到 ９６ 孔板中，１００ ｍＬ ／
孔，培养过夜使细胞贴壁。 向对应试验孔加入不同浓

度（０， ０􀆰 ２５， ０􀆰 ５， １， ２， ４， ８， １６， ３２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）的吉非

替尼，继续培养 ７２ ｈ，吸去培养基，加入 １００ ｍＬ 含 ０􀆰 ５
ｍｇ ／ ｍＬ ＭＴＳ 的 ＲＰＭＩ⁃１６４０，继续培养 ４ ｈ。 最后用酶

标仪测定 ４９０ ｎｍ 波长下的 Ａ 值，并计算 ＩＣ５０值。
１􀆰 ５　 克隆形成实验

取对数期生长细胞消化计数并制成细胞悬液，
每种细胞在六孔板每孔同时接种 ２００ 个 ／孔，每孔中

加入 ２ ｍＬ 的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基，置于培养箱中培

养 １５ ｄ，ＰＢＳ 清洗 ３ 次，固定液固定细胞 ３０ ｍｉｎ，之
后加入 ０􀆰 １％的结晶紫染色 ２ ｈ，清水冲洗干净后晾

干，拍照。
１􀆰 ６　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ／ ＰＩ 细胞凋亡检测

以 ３ × １０５ ／孔接种细胞到 ６ 孔板中，采用不同浓

度的吉非替尼处理细胞 ４８ ｈ。 收集细胞，按照

Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ／ ＰＩ 凋亡检测试剂盒的说明书操作，先后

加入 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 和 ＰＩ，避光、室温孵育 １０ ｍｉｎ，流式

细胞仪检测细胞凋亡。
１􀆰 ７　 实时荧光定量 ＰＣＲ

按照 Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）说明书方法提取细胞总

ＲＮＡ，按 Ｐｒｉｍｅｓｃｒｉｐｔ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ 反转录试剂盒

（ＴａＫａＲａ）说明书操作，将 ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡ。 引

物由华大基因设计并合成，引物序列见 Ｔａｂｌｅ １。
Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 反 应 体 系 参 照 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ
ＴａｐＴＭ 试剂盒（ＴａＫａＲａ）；反应条件如下：９５ ℃ ３０
ｓ； ９５ ℃ ５ ｓ； ６０ ℃ ３０ ｓ，４０ 个循环。 ２–△△ＣＴ法计算

ｍＲＮＡ 的相对表达量，以 ＧＡＰＤＨ 作为内参。 每个

实验组重复 ３ 次。

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＲＴ⁃ＰＣＲ

Ｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５′⁃３′）

ＲＯＲ１⁃Ｆ ＡＡＴＧＣＡＧＡＧＴＡＡＣＧＴＧＧＡＡＧＴＧＧＴＣ

ＲＯＲ１⁃Ｒ ＴＧＧＴＣＧＣＴＣＡＡＴＣＴＣＣＡＧＧＴＣ

ＧＡＰＤＨ⁃Ｆ ＧＣＡＣＣＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣ

ＧＡＰＤＨ⁃Ｒ ＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴＧＧＡ

１􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹分析

ＰＢＳ 洗涤细胞 ２ 次，加入 ＲＩＰＡ 裂解液冰上放置

３０ ｍｉｎ，收集裂解液于 ４℃ １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０
ｍｉｎ，取上清，采用 ＢＣＡ 法测定蛋白质浓度。 １２％的

ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分离蛋白质，恒流 ２００ ｍＡ 湿转 １００ ｍｉｎ
至 ＰＶＤＦ 膜上，５％脱脂奶粉室温封闭 ２ ｈ，加入一抗

ＲＯＲ１（１∶ １ ０００ 稀释），β⁃肌动蛋白（１∶ １ ０００ 稀释），
４℃孵育过夜，ＰＢＳＴ 洗膜 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ，加入

ＨＲＰ 标记的特异性二抗（１∶ ５ ０００ 稀释），室温孵育

２ ｈ，ＰＢＳＴ 洗膜，采用 ＥＣＬ 化学发光试剂对 Ｘ 光片

显影，扫描图片。
１􀆰 ９　 过表达载体构建及转染

ＬＶ⁃ＲＯＲ１ 慢病毒表达载体及对照载体 ＬＶ⁃
Ｃｏｎｔｒｏｌ 购自于吉凯基因公司。 接种 ＨＣＣ８２７ 细胞于

６ 孔细胞培养板，待细胞达到 ７０％ 汇合度，转染

ＲＯＲ１ 过表达慢病毒载体及对照载体 ４８ ｈ， ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ 检测转染效果。
１􀆰 １０　 裸鼠移植瘤检测

按照每只裸鼠 １ × １０６ 个细胞 ／ ２００ ｍＬ 的体积，
接种 于 稳 定 干 扰 ＲＯＲ１ 的 ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ 细 胞

（ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ ／ ｓｈＲＯＲ１）和对照细胞（ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ ／
ｓｈＣｏｎ）至裸鼠左侧臀部皮下。 待移植瘤长至约 ３０
ｍｍ３，按 ３０ ｍｇ ／ ｋｇ ／ ｄ 腹腔注射吉非替尼。 游标卡尺

测定肿瘤的长径 ａ 和短径 ｂ，按 ｖ ＝ １ ／ ２ａｂ２ 计算肿瘤

体积，每 ３ ｄ 测量 １ 次，绘制肿瘤体积变化曲线。 于

给药后第 ２４ ｄ 采用颈椎脱臼法处死裸鼠，解剖裸

鼠，剥离移植瘤。
１􀆰 １１　 统计学方法

所有实验均重复 ３ 次， 所有数据采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ
Ｐｒｉｍ 软件分析。 数据以平均数 ± 标准差（Ｍｅａｎ ±
ＳＤ）表示，组间差异比较采用 ｔ 检验分析，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５
具有显著性统计学差异。

２　 结果

２􀆰 １　 构建吉非替尼耐药 ＨＣＣ８３７ ／ ＧＲ 细胞株

采用浓度梯度的吉非替尼诱导该药耐药性亚

克隆形成，建立吉非替尼耐药细胞株 ＨＣＣ８２７ ／

１９１
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ＧＲ。 在倒置显微镜下 ＨＣＣ８２７ 呈铺路石状上皮细

胞形态，而 ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ 细胞呈现梭形改变（Ｆｉｇ． １
Ａ）。 采用不同浓度梯度的吉非替尼分别处理

ＨＣＣ８２７ 和 ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ 细胞，结果显示，吉非替

尼 能 够 有 效 抑 制 ＨＣＣ８２７ 细 胞 增 殖， 而 对

ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ 耐药细胞的增殖抑制作用较弱，Ｐ ＜
０􀆰 ０５（ Ｆｉｇ． １Ｂ）；吉非替尼对 ＨＣＣ８２７ 和 ＨＣＣ８２７ ／
ＧＲ 细 胞 的 ＩＣ５０ 分 别 为 ０􀆰 ８６ ± ２􀆰 ３８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 和

１５􀆰 ２３ ± ３􀆰 ６５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ。 结果表明，成功建立吉非

替尼耐药细胞株 ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ。

Ｆｉｇ． １　 Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ， ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ　 　 （Ａ） Ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ
ＨＣＣ８２７ ａｎｄ ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ ｃｅｌｌｓ， ｓｃａｌｅ ｂａｒ： ２０ μｍ． （ Ｂ） ＨＣＣ８２７ ａｎｄ ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ ａｔ ｔｈｅ
ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ （０， ０􀆰 ２５， ０􀆰 ５， １， ２， ４， ８， １６， ３２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ｆｏｒ ４８ ｈｏｕｒｓ， ａｎｄ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＭＴＳ ａｓｓａｙ

Ｆｉｇ． ２　 ＲＯＲ１ ｉｓ ｏｖｅｒ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ ｃｅｌｌｓ　 　 （Ａ） Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＯＲ１ ｉｎ ＨＣＣ８２７ ａｎｄ
ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ． ｂ⁃Ａｃｔｉｎ ｗａｓ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ａｓ ａｎ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ． ∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｂ） Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＲＯＲ１ ｉｎ Ａ５４９， ＰＣ９， Ｈ１６５０， ＨＣＣ８２７ ａｎｄ ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ

２􀆰 ２　 ＲＯＲ１ 在 ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ 耐药细胞中高表达

为明确 ＲＯＲ１ 在细胞中表达水平，采用实时荧

光定量 ＰＣＲ 检测 ＲＯＲ１ 在 ＨＣＣ８２７ 细胞和耐药细

胞 ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ 中 的 表 达 量。 结 果 显 示， ＲＯＲ１
ｍＲＮＡ 在 ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ 细胞内的表达显著高于

ＨＣＣ８２７ 细胞（１ ± ０􀆰 ０５ ｖｓ． ３􀆰 ２ ± ０􀆰 ８） （Ｆｉｇ． ２ Ａ）。

进一步采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹检测肺癌细胞 Ａ５４９、
ＰＣ９、Ｈ１６５０、ＨＣＣ８２７ 和耐药细胞 ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ 中

ＲＯＲ１ 的表达，发现 ＲＯＲ１ 蛋白在 Ｈ１６５０ 和耐药细

胞 ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ 中 的 表 达 水 平 明 显 高 于 其 在

ＨＣＣ８２７ 细胞、Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞中的表达 （ Ｆｉｇ．
２Ｂ）。
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２􀆰 ３　 ＲＯＲ１ 基因沉默增强耐药细胞对吉非替尼的

敏感性

Ｆｉｇ． ３　 Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ＲＯＲ１ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｖｉｔｒｏ　 　 （Ａ） Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＯＲ１ ｉｎ ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ ｃｅｌｌｓ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｈＲＮＡ ｏｒ ＲＯＲ１ ｓｈＲＮＡ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ． β⁃Ａｃｔｉｎ ｗａｓ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ａｓ ａｎ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ． ∗ Ｐ
＜ ０􀆰 ０５． （Ｂ） ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｈＲＮＡ ｏｒ ＲＯＲ１ ｓｈＲＮＡ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ ａｔ ｔｈｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ４８ ｈｏｕｒｓ， ａｎｄ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＭＴＳ ａｓｓａｙ． （Ｃ） ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ
ｓｈＲＮＡ ｏｒ ＲＯＲ１ ｓｈＲＮＡ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ ｆｏｒ １４ ｄａｙｓ， ａｎｄ ｃｏｌｏｎｉｅｓ ｗｅｒｅ ｆｉｘｅｄ ｗｉｔｈ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ⁃ｍｅｔｈａｎｏｌ （１
∶ ４） ａｎｄ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｃｒｙｓｔａｌ ｖｉｏｌｅｔ． （Ｄ） ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｈＲＮＡ ｏｒ ＲＯＲ１ ｓｈＲＮＡ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ
５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ ｆｏｒ ４８ ｈｏｕｒｓ， ａｎｄ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ａｎｄ ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ． Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗａｓ
ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ． （Ｅ） Ｔｈｅ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗｅｒｅ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ． ∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （ Ｆ） Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＯＲ１ ｉｎ
Ｈ１６５０ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｈＲＮＡ ｏｒ ＲＯＲ１ ｓｈＲＮＡ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ． ｂ⁃Ａｃｔｉｎ ｗａｓ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ａｓ ａｎ ｉｎｔｅｒｎａｌ
ｃｏｎｔｒｏｌ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｇ） Ｈ１６５０ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｈＲＮＡ ｏｒ ＲＯＲ１ ｓｈＲＮＡ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ ａｔ ｔｈｅ
ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ４８ ｈｏｕｒｓ， ａｎｄ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＭＴＳ ａｓｓａｙ． （Ｈ） Ｈ１６５０ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ
ｓｈＲＮＡ ｏｒ ＲＯＲ１ ｓｈＲＮＡ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ ｆｏｒ １４ ｄａｙｓ， ａｎｄ ｃｏｌｏｎｉｅｓ ｗｅｒｅ ｆｉｘｅｄ ｗｉｔｈ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ⁃ｍｅｔｈａｎｏｌ （１
∶ ４） ａｎｄ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｃｒｙｓｔａｌ ｖｉｏｌｅｔ

为考察 ＲＯＲ１ 是否介导吉非替尼耐药，本文采

用 ＲＯＲ１ ｓｈＲＮＡ 稳定干扰 ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ 耐药细胞中

ＲＯＲ１ 的表达 （１ ± ０􀆰 ０１ ｖｓ． ０􀆰 ３５ ± ０􀆰 １）（Ｆｉｇ． ３Ａ）。
ＭＴＳ 结果显示，干扰 ＲＯＲ１ 能明显增加 ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ
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耐药细胞对吉非替尼的敏感性 （ ＩＣ５０ １５􀆰 ３ ± ３􀆰 ６９
ｖｓ． ４􀆰 ２ ± １􀆰 ３８） （Ｆｉｇ． ３Ｂ）。 克隆形成实验同样显

示，ＲＯＲ１ 干扰组的克隆形成数明显少于对照组

（５５ ± １５ ｖｓ． ３２ ± ８）（Ｆｉｇ． ３Ｃ）。 进一步采用凋亡检

测干扰 ＲＯＲ１ 对吉非替尼诱导 ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ 细胞凋

亡的影响，结果表明，干扰 ＲＯＲ１ 能够显著增加吉非

替尼诱导的细胞凋亡比率 （２０􀆰 ５ ± ２􀆰 ５２ ｖｓ． ４１􀆰 ８ ±
３􀆰 ７４）（Ｆｉｇ． ３Ｄ，Ｅ）。 采用 ＲＯＲ１ ｓｈＲＮＡ 稳定干扰

高表达 ＲＯＲ１ 细胞 Ｈ１６５０ 中 ＲＯＲ１ 的表达 （ Ｆｉｇ．
３Ｆ），ＭＴＳ 结果表明，干扰 ＲＯＲ１ 能明显增加 Ｈ１６５０
细胞对吉非替尼的敏感性 （ＩＣ５０ ２３􀆰 ４ ± ２􀆰 １５ ｖｓ． ４􀆰 １
± ０􀆰 ５６）（Ｆｉｇ． ３Ｇ）。 克隆形成实验同样显示，ＲＯＲ１

干扰组的克隆形成数明显少于对照组 （３５ ± １７ ｖｓ．
８ ± ５）（Ｆｉｇ． ３Ｈ）。 结果表明，干扰 ＲＯＲ１ 可增强肿

瘤细胞对吉非替尼的敏感性。
２􀆰 ４　 过表达 ＲＯＲ１ 增强敏感细胞对吉非替尼的耐

药性

为考察 ＲＯＲ１ 是否介导吉非替尼耐药，本文在

ＨＣＣ８２７ 吉非替尼敏感细胞株中过表达 ＲＯＲ１（Ｆｉｇ．
４ Ａ）。 ＭＴＳ 分析的结果显示，过表达 ＲＯＲ１ 显著增

强 ＨＣＣ８２７ 敏感细胞对吉非替尼耐药 （ ＩＣ５０ ０􀆰 ８ ±
０􀆰 ５２ ｖｓ． ２􀆰 ２ ± ０􀆰 ８７） （Ｆｉｇ． ４Ｂ）。 克隆形成实验也

显示，过表达 ＲＯＲ１ 组的克隆形成数明显多于对照

组（８ ± ６ ｖｓ． ４０ ± １２）（Ｆｉｇ． ４Ｃ）。

Ｆｉｇ． ４　 Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＯＲ１ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ　 　 （Ａ） Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＯＲ１ ｉｎ ＨＣＣ８２７ ｃｅｌｌｓ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＬＶ⁃Ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｒ ＬＶ⁃ＲＯＲ１ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ． ｂ⁃Ａｃｔｉｎ ｗａｓ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ａｓ ａｎ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ． ∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．
（Ｂ） ＨＣＣ８２７ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＬＶ⁃Ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｒ ＬＶ⁃ＲＯＲ１ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ ａｔ ｔｈｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ４８
ｈｏｕｒｓ， ａｎｄ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＭＴＳ ａｓｓａｙ． ∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｃ） ＨＣＣ８２７ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＬＶ⁃Ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｒ ＬＶ⁃ＲＯＲ１
ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ ｆｏｒ １４ ｄａｙｓ， ａｎｄ ｃｏｌｏｎｉｅｓ ｗｅｒｅ ｆｉｘｅｄ ｗｉｔｈ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ⁃ｍｅｔｈａｎｏｌ （１ ∶ ４） ａｎｄ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ
ｃｒｙｓｔａｌ ｖｉｏｌｅｔ

２􀆰 ５　 ＲＯＲ１ 基因沉默增强 ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ 移植瘤对

吉非替尼的敏感性

进一步采用小鼠移植瘤实验探讨干扰 ＲＯＲ１ 对

吉非替尼耐药性的影响。 皮下接种 ＲＯＲ１ 稳定干扰

的 ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ 细胞（ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ ／ ｓｈＲＯＲ１）和对照

细胞（ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ ／ ｓｈＣｏｎ） 至裸鼠，待肿瘤长至约

３０ ｍｍ３，采用腹腔注射吉非替尼（３０ ｍｇ ／ ｋｇ ／ ｄ）处理

裸鼠。 用游标卡尺测量肿瘤的大小并计算肿瘤体

积。 Ｆｉｇ． ５ Ａ 为移植瘤的图片。 Ｆｉｇ． ５Ｂ 为肿瘤大小

的生长曲线。 与 ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ ／ ｓｈＣｏｎ 移植瘤相比，
ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ ／ ｓｈＲＯＲ１ 移植瘤的生长缓慢 （ Ｆｉｇ． ５
Ａ），ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ ／ ｓｈＲＯＲ１ 移植瘤大小（ Ｆｉｇ． ５Ｂ）和

体积（Ｆｉｇ． ５Ｃ）均小于 ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ ／ ｓｈＣｏｎ 组的移植

瘤，差异具有统计学意义。 结果表明，干扰 ＲＯＲ１ 能

增强 ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ 移植瘤对吉非替尼的敏感性。
２􀆰 ６　 ＲＯＲ１ 基因沉默抑制 ＡＫＴ ／ ＦＯＸＯ１ 信号

研究表明，ＡＫＴ 信号活化是 ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩ 获得性

耐药的重要机制。 本文采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹检测发

现，ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ 耐药细胞 ＡＫＴ 的磷酸化水平明显

高于 ＨＣＣ８２７ 敏感细胞（Ｆｉｇ． ６ Ａ）。 同时发现，ＡＫＴ
下游肿瘤抑制因子 ＦＯＸＯ１ 在 ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ 耐药细

胞的表达显著下调，而 ＦＯＸＯ３ａ、ＦＯＸＯ４ 的表达未见

明显变化（Ｆｉｇ． ６ Ａ）。 为了进一步探讨 ＲＯＲ１ 是否

通过调控 ＡＫＴ ／ ＦＯＸＯ１ 信号介导 ＨＣＣ８２７ 细胞吉非

替尼耐药。 结果发现，在 ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ 细胞中干扰

ＲＯＲ１ 能够明显抑制 ＡＫＴ 的磷酸化，促进 ＦＯＸＯ１ 的

表达（Ｆｉｇ． ６Ｂ）。 结果表明，干扰 ＲＯＲ１ 能够抑制

ＡＫＴ ／ ＦＯＸＯ１ 信号。

３　 讨论

ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩ 靶向治疗以其选择性作用强，疗效

显著，毒副作用小等优势在临床 ＮＳＣＬＣ 治疗中越来

越被重视，然而对其产生耐药性已成为 ＮＳＣＬＣ 治疗

的主要障碍［６⁃９］。 ＴＫＩ 耐药是多因素参与的复杂过

程，其分子机制尚未明确。 因此，本研究首先采用体

外浓度梯度递增的诱导方法处理 ＨＣＣ８２７ 细胞，建
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Ｆｉｇ． ５　 Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ＲＯＲ１ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｖｉｖｏ　 　 （Ａ） ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ
ｓｈＲＮＡ ｏｒ ＲＯＲ１ ｓｈＲＮＡ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｂｕｔｔｏｃｋｓ ｏｆ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ． Ｔｕｍｏｒ⁃ｂｅａｒｉｎｇ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ｉｎｊｅｃｔｅｄ
ｗｉｔｈ ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ （３０ ｍｇ ／ ｋｇ ／ ｄａｙ） ｆｏｒ ４ ｗｅｅｋｓ． （Ｂ） Ａｔ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ｔｕｍｏｒｓ ｗｅｒｅ ｅｘｃｉｓｅｄ． （Ｃ） Ｔｕｍｏｒ ｓｉｚｅｓ ｗｅｒｅ
ｍｅａｓｕｒｅｄ ａｔ ｅｖｅｒｙ ３ ｄａｙｓ ｗｉｔｈ ｃａｌｉｐｅｒｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｖｏｌｕｍｅｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｏｒｍｕｌａ： ｖｏｌｕｍｅ ＝
ｌｅｎｇｔｈ × ｗｉｄｔｈ２ × ０􀆰 ５． ∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５

Ｆｉｇ． ６ 　 Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ＲＯＲ１ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ
ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｖｉａ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＫＴ ／ ＦＯＸＯ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　 　
（Ａ） Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ⁃ＡＫＴ， ＡＫＴ， ＦＯＸＯ１， ＦＯＸＯ３ａ，
ａｎｄ ＦＯＸＯ４ ｉｎ ＨＣＣ８２７ ａｎｄ ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ
ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ． （ Ｂ ） ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｈＲＮＡ ｏｒ ＲＯＲ１ ｓｈＲＮＡ， ａｎｄ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ⁃ＡＫＴ， ＡＫＴ， ＦＯＸＯ１ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ

立了吉非替尼获得性耐药细胞株 ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ，为进

一步探索 ＮＳＣＬＣ 耐药机制的关键分子，寻求耐药逆

转剂来克服耐药提供细胞模型。 ＲＯＲ１ 是 Ｉ 型受体

酪氨酸激酶家族中的重要成员［１０］。 近年的研究发

现，ＲＯＲ１ 在多种恶性肿瘤中异常表达，其肿瘤发生

发展中的作用已引起广泛关注［１１，１４，１５］。 ＭａｃＫｅｉｇａｎ
等最先发现 ＲＯＲ１ 具有原癌基因的作用［ １６］。 随后，
多项研究表明 ＲＯＲ１ 能够体内外促进肿瘤生长，在
肿瘤恶性进展中发挥着促进作用［１７⁃１９］。 研究表明，
ＲＯＲ１ 是 Ｗｎｔ５ａ 的重要受体，Ｗｎｔ５ａ 通过与 ＲＯＲ１
直接结合而激活 ＮＦ⁃κＢ 信号［２０］；Ｗｎｔ５ａ 重组蛋白刺

激能促进 ＲＯＲ１ 与酪蛋白激酶 １ （ ｃａｓｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ１，
ＣＫ１）结合，进而激活 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号［２１］。 新近研

究发现，Ｗｎｔ５ａ 介导多种癌症类型的化疗耐药作

用［２２， ２３］。 然而，作为 Ｗｎｔ５ａ 的重要受体，ＲＯＲ１ 是

否介导肿瘤药物耐受尚无报道。 本研究发现，ＲＯＲ１
在 ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ 耐药细胞中的表达显著高于亲本

ＨＣＣ８２７ 细胞，体内外研究发现，干扰 ＲＯＲ１ 能够增

加 ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ 耐药细胞的药物敏感性。
研究发现 ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩ 耐药的主要机制包括：（１）

ＥＧＦＲ 基因 ２０ 外显子 Ｔ７９０ Ｍ 突变是 ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩ 耐
药的最常见机制，在约 ６０％ 的继发耐药 ＮＳＣＬＣ 患

者中可见 ２０ 外显子 Ｔ７９０ Ｍ 突变［２４， ２５］。 （２）原癌

基因 Ｍｅｔ 扩増是 ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩ 获得性耐药的另一机

５９１
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制，并发现 ２２％ 的 ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩ 获得性耐药患者肿瘤

组织中存在 Ｍｅｔ 基因扩增［２６］。 后续的研究表明，
Ｍｅｔ 基因扩增主要通过激活 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号导致

ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩ 耐药［２７］。 前期研究中，我们在 ＨＣＣ８２７ ／
ＧＲ 耐药细胞中未检测到 Ｔ７９０ Ｍ 突变，却发现

ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ 耐药细胞中 ＡＫＴ 磷酸化水平显著上

调，而其下游的重要肿瘤抑制因子 ＦＯＸＯ１ 则表达下

调，结果表明，ＡＫＴ 信号在 ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ 耐药细胞中

异常活化。 Ｇｅｎｔｉｌｅ 等研究发现，ＲＯＲ１ 是介导 Ｍｅｔ
驱动肿瘤发生的的关键分子［２８］，干扰 ＲＯＲ１ 能够抑

制 Ｍｅｔ 下游信号活化［２９］。 本文进一步研究发现，干
扰 ＲＯＲ１ 能够抑制 ＨＣＣ８２７ ／ ＧＲ 耐药细胞中 ＡＫＴ 的

磷酸化，进而促进 ＦＯＸＯ１ 的表达。 因此，ＲＯＲ１ 可

能参与 Ｍｅｔ 对 ＡＫＴ 信号通路的调控作用，从而促进

ＮＳＣＬＣ 吉非替尼耐药。
总之，本文研究发现， ＲＯＲ１ 可能通过激活

ＡＫＴ ／ ＦＯＸＯ１ 信号在 ＮＳＣＬＣ 吉非替尼耐药中发挥重

要作用，是逆转 ＮＳＣＬＣ 吉非替尼耐药的有效靶点，
但其具体功能和作用机制仍需进一步研究。 随着

ＲＯＲ１ 逆转肿瘤耐药的分子机制的进一步的研究，
针对 ＲＯＲ１ 的靶向干预为 ＮＳＣＬＣ 靶向治疗耐药机

制的研究提出了新的思路，在 ＮＳＣＬＣ 预防与治疗中

必将发挥重要作用。
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