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Mcl-1参与非小细胞肺癌对吉非替尼耐药的实验研究 *
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摘要 目的：探究人髓细胞白血病基因 -1(myeloid cell leukemia-1，Mcl-1)是否参与非小细胞肺癌对吉非替尼的耐药。方法：应用

Western blot检测Mcl-1在吉非替尼敏感细胞 PC-9和耐药细胞 H1975表达差异；梯度浓度的吉非替尼作用于 PC-9细胞后，West-

ern blot实验检测 B淋巴细胞瘤 -2基因 (B-cell lymphoma-2，Bcl-2) 家族中抗凋亡蛋白的表达变化；应用Western blot实验检测

Mcl-1在 PC-9和 H1975细胞内降解速度差异。结果：Mcl-1在 PC-9细胞内的表达明显低于 H1975细胞，差异有统计学意义（P＜

0.05），并且随着吉非替尼作用浓度的升高，Mcl-1表达逐渐降低，而 Bcl-2和 Bcl-xL表达基本不变，并且 PC-9细胞内Mcl-1降解

更迅速，半衰期明显缩短。结论：非小细胞肺癌对吉非替尼耐药可能与Mcl-1的表达量上调，降解速度减慢，半衰期延长有关。
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Mcl-1 was involved in the Drug Resistance of Gefitinib
in the Non-small Cell Lung Cancer*

Explore whether Mcl-1 (myeloid cell leukemia-1) participates in gefitinib resistance of non-small cell lung

cancer. Western blot was used to test Mcl-1 expression in gefitinib sensitive cell PC-9 and resistant cell H1975; PC-9 cell was

treated by gradient concentration of gefitinib, then western blot was used to test antiapoptotic proteins expressions of the Bcl - 2(B-cell

lymphoma-2) family and Mcl-1 degradation speed in PC -9 cell and H1975 cell. The expression of Mcl-1 in PC-9 was signifi-

cantly lower than that in the H1975 cell(P<0.05), and the expression of Mcl - 1 gradually reduced along with the increase of gefitinib con-

centration, while the expression of Bcl - 2 and Bcl - xl showed no signiifcant change, and Mcl-1 was degraded more quickly in PC-9 cell

than in H1975 cell. Up-regulated expression, slow degradation and the half-life extension of mcl-1 may contribute to the

gefitinib resistance of non-small cell lung cancer.
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前言

肺癌的发病率呈逐年上升的趋势，死亡率亦位居各系统肿

瘤第一位[1]。到目前为止，肺癌的化疗疗效非常有限[2]。随着近年

来靶向治疗的进展，表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂(epi-

dermal frowth factor receptor tyrosine kinase inhibitors，

EGFR-TKIs)如吉非替尼、厄洛替尼等已应用于临床，疗效明显

优于常规化疗[3]，但接受靶向治疗后 8-10月患者易出现耐药，

被迫重新选择化疗[4]。目前已明确的耐药机制有 T790M突变、

Met基因扩增等[5]，但约 20 %的耐药机制仍不明确。

研究表明凋亡逃逸是肿瘤细胞产生耐药的重要机制，

Bcl-2家族中抗凋亡蛋白 Bcl-2、Mcl-1和 Bcl-xL等负向调控细

胞凋亡过程[6]，并且Mcl-1在肝癌[21]、宫颈癌[22]、乳腺癌[23]等肿瘤

中均呈高表达状态，而下调Mcl-1表达可以提高化疗(放疗)药

物敏感性，因此 Mcl-1与肿瘤细胞耐药有关。此外，研究显示

Mcl-1在非小细胞肺癌中呈过表达状态，下调Mcl-1表达可有

诱导非小细胞肺癌细胞凋亡。因此，本研究探究了 Bcl-2家族

抗凋亡蛋白在人非小细胞肺癌吉非替尼敏感细胞和耐药细胞

内的表达差异以及是否参与吉非替尼杀伤肿瘤细胞过程，旨在

为非小细胞肺癌的 EGFR-TKIs耐药机制以及提高靶向治疗疗

效提供理论依据。

1 材料及方法

1.1 材料
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人非小细胞肺癌细胞株 PC-9、H1975 均购买于中国科学

院上海细胞库。RPMI 1640培养液、青链霉素购买于 Hyclone

公司，胎牛血清、胰蛋白酶购买于科昊生物技术有限公司，Gefi-

tinib购买于 Selleckchem公司，RIPA细胞裂解液、BCA蛋白定

量试剂盒、5× Loading Buffer购买于碧云天生物技术研究所，

蛋白酶抑制剂 cocktail购买于 Roche公司，预染 Marker购买于

Fermentas公司，兔抗人 Mcl-1抗体、鼠抗人茁-actin抗体、HRP
标记鼠二抗、HRP标记兔二抗购买于 Cell Signaling Technology

公司，PVDF膜、ECL化学发光试剂盒购买于 Millipore 公司，

DEPC水购买于 Sigma公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 PC-9、H1975均为贴壁细胞，使用含 10 %胎

牛血清(FBS)的 RPMI1640 培养液，将冻存在液氮内的 PC-9、

H1975细胞快速取出，37℃水浴迅速融化，将细胞悬液转入无

菌的 10 mL离心管中，并加入 8 mL培养液，800 rpm室温下离

心 5 min，吸弃上层液体，将细胞转入装有新鲜培养液的培养瓶

中，在 37℃、5% CO2、饱和空气湿度的孵箱内培养。

1.2.2 Western blot实验 将细胞样品转移至 1.5 mL Ep管中，

加入含有蛋白酶抑制剂 cocktail的 RIPA裂解液，冰上裂解得

到细胞蛋白样品。BCA法测定蛋白样品 OD值，计算各组样品

蛋白浓度，加入 loading buffer，100℃煮沸 10 min，冷却待用。配

制 SDS-PAGE 蛋白电泳凝胶，将制备好的蛋白样品和蛋白

Marker 缓慢加入泳道，设置电泳电压(浓缩胶 120 V，分离胶

160 V)开始电泳。取出 SDS-PAGE胶，装转膜装置，设置电泳仪

电压为 100 V，转膜时间为 1.5 h开始转膜。取出转膜夹，根据

预染蛋白 marker做好标记，放入封闭液中室温封闭 1 h。取出

PVDF膜，加入第一抗体，摇床上室温孵育 30 min后转入 4℃

冰箱过夜，次日取出 PVDF膜放入缓冲液内漂洗，加入相应的

第二抗体室温孵育 1 h。TBST缓冲液漂洗 PVDF膜，暗室内

ECL成像系统曝光，保存结果图像。

1.3 统计学分析

每组实验重复 3次，每次实验重复 3个复孔。采用 SPSS16.

0统计软件进行数据分析。计量资料采用均数± 标准差(x± s)

表示，并进行两独立样本 t检验，以 P<0.05表示有统计学差异。

2 结果

2.1 PC-9和 H1975细胞中 Bcl-2家族抗凋亡蛋白的表达差异

采用Western blot实验检测吉非替尼敏感细胞 PC-9和耐

药细胞 H1975内 Bcl-2家族中抗凋亡蛋白 Bcl-2、Mcl-1、Bcl-xL

表达，结果显示：与 H1975细胞相比，PC-9细胞内抗凋亡蛋白

Bcl-xL表达基本相同；Mcl-1呈显著低表达，差异有统计学意

义（P＜0.05）；Bcl-2呈明显高表达，差异有统计学意义（P＜

0.05）(图 1)。

图 1 Western blot检测 PC-9和 H1975细胞中 Bcl-2家族抗凋亡蛋白的表达差异

Fig.1 The expressions of antiapoptotic proteins of Bcl - 2 family Bcl-2 family in gefitinib sensitive cell PC-9 and resistant cell H1975 Western blot test

*P＜0.05.

2.2 不同浓度吉非替尼对 PC-9细胞 Bcl-2家族抗凋亡蛋白表

达的影响

分别给予 0(DMSO)、0.1 滋M、0.5 滋M和 1 滋M的吉非替尼
作用于 PC-9细胞 24小时，采用Western blot检测 PC-9细胞内

Bcl-2家族中抗凋亡蛋白 Mcl-1、Bcl-2、Bcl-xL的表达变化，结

果显示随着吉非替尼作用浓度的升高，Mcl-1表达量明显降低，

而 Bcl-2和 Bcl-xL表达量基本无变化(图 2)。

2.3 PC-9和 H1975细胞中Mcl-1蛋白降解速度比较

给予 PC-9、H1975细胞 50 滋g/mL放线菌素抑制细胞内的
蛋白质合成，分别于 0、20 min、40 min、60 min、120 min收集细

胞，Western blot检测 PC-9和 H1975细胞内 Mcl-1降解速度，

结果显示与 H1975细胞相比，PC-9细胞Mcl-1降解更迅速，半

衰期明显短(图 3)。

3 讨论

肺癌发生于支气管粘膜上皮，其发病率呈逐年上升的趋

势，死亡率亦位居首位[7]。肺癌的治疗方法有手术治疗、化疗、放

疗以及免疫治疗等[7]，外科手术是肺癌治疗的首选方法，但是由

于肺癌患者早期多无症状，确诊时已为晚期而错过手术时机[8]。

化疗是晚期肺癌患者的主要治疗方法，但对于非小细胞肺癌患

者只有 40 %通过化疗可以获益[9]，并且化疗并不能改变肺癌的

自然演变。EGFR是原癌基因 HER1的表达产物，与其配体结合

后激活下游信号通路，促进 DNA复制、细胞增殖转移等生物学

过程[10]。EGFR基因突变后下游信号通路可以在无配体作用下
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激活，导致肿瘤的发生发展，对于伴有 EGFR基因阳性突变(第

21外显子 L858R点突变和第 19外显子缺失)[11,12] 的非小细胞

肺癌患者，靶向抑制 EGFR信号通路可以杀伤肿瘤细胞。吉非

替尼、厄洛替尼、埃克替尼等[13]是第一代 EGFR-TKIs，通过阻断

EGFR信号通路诱导肿瘤细胞凋亡。伴有 EGFR阳性突变的肺

癌患者 EGFR-TKIs有效率高达 71 %-100 %，患者的 PFS明显

延长以及 QOL明显提高[14-17]。但临床工作者发现大部分患者在

用药 8-10月后出现药物耐受，严重限制了 EGFR-TKIs的远期疗

效[18]。因此，探究 EGFR-TKIs耐药机制成为近几年的研究热点。

Mcl-1是 Bcl-2家族中的抗凋亡蛋白，主要定位于线粒体

外膜，通过调控细胞色素 c的释放参与细胞凋亡过程[19,20]。研究

证实在肝癌[21]、宫颈癌[22]、乳腺癌[23]等肿瘤中抗凋亡蛋白 Mcl-1

呈高表达状态，下调 Mcl-1表达可以促进肿瘤细胞凋亡，提高

肿瘤对化疗(放疗)药物敏感性，因此认为 Mcl-1与肿瘤细胞耐

药有关。EGFR-TKIs耐药机制中仍有约 20 %不明确，研究发现

Mcl-1在非小细胞肺癌中呈高表达状态[24]，并且参与肿瘤细胞

的耐药过程[25,26]。本研究结果显示吉非替尼敏感细胞和耐药细

胞中 Bcl-2家族抗凋亡蛋白表达存在差异，具体为与吉非替尼

耐药细胞相比，敏感细胞内抗凋亡蛋白Mcl-1呈低表达、Bcl-2

呈高表达状态、Bcl-xL基本相同，说明 Bcl-2家族抗凋亡蛋白

可能参与吉非替尼耐药过程，尤其是存在差异性表达的抗凋亡

蛋白Mcl-1和 Bcl-2。进一步研究显示吉非替尼杀伤肿瘤细胞

时 Bcl-2家族抗凋亡蛋白Mcl-1表达量的降低更显著，并且随

着吉非替尼作用浓度的升高，细胞内 Mcl-1的表达量逐渐降

低，而 Bcl-xL和 Bcl-2表达量均无该变化趋势，因为 Mcl-1蛋

白为抗凋亡蛋白，表达降低时可以促进细胞的凋亡。因此，我们

认为吉非替尼诱导肿瘤细胞凋亡是通过降低细胞内抗凋亡蛋

白Mcl-1的表达量实现的。此外，与耐药细胞相比，吉非替尼敏

感细胞内 Mcl-1降解更迅速，半衰期明显更短，表明 Mcl-1在

吉非替尼耐药的非小细胞肺癌内降解速度减慢、半衰期明显延

长，提示吉非替尼诱导非小细胞肺癌凋亡是通过促进Mcl-1降

解、缩短 Mcl-1半衰期从而降低细胞内 Mcl-1的表达量，最终

诱导细胞凋亡。因此，吉非替尼诱导非小细胞肺癌凋亡是通过

促进 Mcl-1降解、缩短 Mcl-1半衰期实现的，促进 Mcl-1降解

很可能逆转非小细胞肺癌的 EGFR-TKIs耐药。

综上所述，吉非替尼通过降低Mcl-1的表达杀伤非小细胞

肺癌细胞，Mcl-1可能成为提高 EGFR-TKIs疗效以及逆转耐药

的新靶点，但 Mcl-1参与非小细胞肺癌 EGFR-TKIs耐药的具

体机制以及逆转耐药方法还需要进一步的研究以明确。
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