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祝冰晶，王宇亮，罗　虎，周向东　　（４０００３８重庆，第三军医大学西南医院呼吸内科）

　　［摘要］　目的　在前期体外研究的基础上，建立裸鼠移植瘤模型，观察阻断ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路对肺腺癌细胞Ａ５４９及多
药耐药肺腺癌细胞Ａ５４９／ＣＤＤＰ内ＣＡ９１６７９８基因ｍＲＮＡ表达的影响。方法 　建立Ａ５４９、Ａ５４９／ＣＤＤＰ裸鼠移植瘤模型，
以ＬＹ２９４００２作用Ａ５４９组和Ａ５４９／ＣＤＤＰ组后，比较各组移植瘤生长情况，ＨＥ染色观察组织结构变化，实时荧光定量ＰＣＲ
检测肿瘤细胞中 ＣＡ９１６７９８基因 ｍＲＮＡ的表达水平。结果　 成功建立裸鼠移植瘤模型，以 ＬＹ２９４００２分别阻断 Ａ５４９、
Ａ５４９／ＣＤＤＰ组裸鼠移植瘤细胞的ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路后，移植瘤体积明显缩小，ＣＡ９１６７９８基因的表达明显下调（Ｐ＜０．０５）。
结论　 抑制ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路能够明显抑制肺腺癌细胞Ａ５４９及Ａ５４９／ＣＤＤＰ的恶性增殖。
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　　肺癌是对人类健康危害最大的常见肿瘤，非小细
胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）在肺癌中
约占８０％［１］，大部分肺癌患者在确诊时已属于晚期，

且手术治疗后复发及转移发生率也很高，因此，晚期

ＮＳＣＬＣ的首选治疗仍为化疗［１］。以铂类为基础的联

合化疗方案是目前晚期 ＮＳＣＬＣ的标准一线化疗方
案［２］，顺铂耐药是肺癌化疗失败的主要原因之一。肺

癌耐药是一个多基因参与的复杂过程，到目前为止机

制尚未完全清楚，对耐药相关基因的深入研究有助于

阐明肺癌耐药的机制。ＣＡ９１６７９８基因是我们前期研
究发现的与肺癌顺铂耐药相关的新基因，并证实抑制

该基因可逆转肺癌对顺铂耐药［３］。上调 ＣＡ９１６７９８基
因的表达可促进肺癌对顺铂耐药性的产生，抑制该基

因可逆转肺癌对顺铂耐药［４］，但其机制尚不清楚。
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ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路已被证实参与多种肿瘤的发生、发展，
在促进肿瘤对化疗和放疗的抵抗、抑制细胞凋亡方面

具有重要的作用［５］。我们前期研究证实，抑制 ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ通路或ＣＡ９１６７９８基因均可逆转肺癌对顺铂的耐
药性，而激活 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路或增加 ＣＡ９１６７９８基因
的表达可增强肺癌细胞对顺铂的耐药［６－８］。由此推

测，ＣＡ９１６７９８基因通过ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路参与肺癌顺铂
耐药。前期研究发现，ＣＡ９１６７９８基因位于 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ
通路的下游［９］。本研究拟在前期工作基础上，以肺腺

癌亲代细胞系Ａ５４９及其耐顺铂肺腺癌细胞系 Ａ５４９／
ＣＤＤＰ为对象，建立裸鼠移植瘤模型，用 ＬＹ２９４００２抑
制ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路，观察裸鼠移植瘤体积的变化，并对
肿瘤组织标本切片做 ＨＥ染色观察其组织结构变化，
检测 ＣＡ９１６７９８基因 ｍＲＮＡ的表达，从体内证实
ＣＡ９１６７９８基因与ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路的关系，进一步阐明
该基因参与肺癌顺铂耐药的作用机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞株　　人肺腺癌 Ａ５４９细胞及多药耐药人肺腺癌
Ａ５４９／ＣＤＤＰ细胞在前期工作中诱导，保存于第三军医大学西
南医院中心实验室。

１．１．２　动物　　实验裸鼠购自第三军医大学实验动物中心。
１．１．３　主要试剂　　胎牛血清（ＦＢＳ）、ＲＰＭＩ１６４０购自美国
Ｇｉｂｃｏ，胰蛋白酶购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ，青链霉素（双抗）购自华北
制药股份有限公司，ＰＢＳ购自康为世纪生物科技有限公司，顺
铂注射液（２ｍＬ：１０ｍｇ）购自云南生物谷灯盏花药业有限公司，
ＤＭＳＯ、ＬＹ２９４００２购自Ｓｉｇｍａ，Ｔｒｉｚｏｌ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，实时荧光定
量ＰＣＲ试剂盒购自康为世纪生物科技有限公司。
１．１．４　引物设计与合成　　ＣＡ９１６７９８引物：ｃ１９ｏｒｆ４８ＮＭ＿
１９９２５０．１上下游引物：５′ＧＣＴＴＣＣＴＣＣＴＣＡＡＣＣＴＣＧＴＣＣＴ３′和
５′ＧＴＡＧＣＣＣＡＣＴＴＡＴＣＣＡＣＣＴＴＣＴＣＣ３′。ＧＡＰＤＨ上下游引物：
５′ＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣ３′和 ５′ＧＧＧＧＴＣＡＴＴＧＡＴＧ
ＧＣＡＡＣＡＡＴＡ３′。引物由生工生物工程（上海）有限公司合成。

１．２　方法
１．２．１　药物配置　　顺铂注射液用生理盐水稀释配成
０．２ｍｇ／ｍＬ的溶液。ＬＹ２９４００２用 ＤＭＳＯ溶解，用生理盐水稀
释，使ＬＹ２９４００２终浓度为２．２５ｍｇ／ｍＬ。
１．２．２　细胞培养　　肺腺癌 Ａ５４９细胞、肺腺癌多药耐药
Ａ５４９／ＣＤＤＰ细胞用加入青霉素１００Ｕ／ｍＬ和链霉素１００μｇ／ｍＬ
的含１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基培养，置于３７℃、５％
ＣＯ２孵箱中。根据情况每１～２天换液，用０．２５％胰蛋白酶消化
细胞，每２～３天按１∶２比例传代１次。
１．２．３　裸鼠分组及处理　　将裸鼠随机分为４组，每组５只：
Ａ５４９组、Ａ５４９／ＣＤＤＰ组、Ａ５４９＋ＬＹ２９４００２组、Ａ５４９／ＣＤＤＰ＋
ＬＹ２９４００２组，每只裸鼠皮下注射６×１０５个细胞，观察肿瘤生长情
况。当裸鼠肿瘤长至直径为５ｍｍ大小时，４组均给予４ｍｇ／ｋｇ
顺铂腹腔内注射，１次／周，连续 ３周；Ａ５４９＋ＬＹ２９４００２组和

Ａ５４９／ＣＤＤＰ＋ＬＹ２９４００２组给予２５ｍｇ／ｋｇＬＹ２９４００２，２次／周，
连续３周。给药后观察裸鼠的一般情况和肿瘤生长情况，给药
２１ｄ后处死４组裸鼠。对肿瘤组织进行大体观察和病理切片
ＨＥ染色观察。实时荧光定量ＰＣＲ方法检测各组ＣＡ９１６７９８基
因ＲＮＡ的表达：①取各组肿瘤组织用Ｔｒｉｚｏｌ作用后按 ＲＮＡ提
取试剂盒说明书提取总 ＲＮＡ，并用分光光度计测量吸光度
Ｄ（２６０）值，计算总ＲＮＡ的浓度；②将提取的各组 ＲＮＡ用前述
引物反转录成 ｃＤＮＡ，作为模板 ＰＣＲ扩增目的基因 ＣＡ９１６７９８
及内参βａｃｔｉｎ。ＰＣＲ扩增条件为９５℃ １ｍｉｎ１５ｓ（９５℃１５ｓ，
５７℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ）３９个循环。应用 ＢｉｏＲａｄＣＦＸＭａｎａｇｅｒ
软件对ＰＣＲ产物进行定量分析。

１．３　统计学处理
　　计数资料用 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ２０．０统计软件，两组数
据间比较采用ｔ检验，多组数据比较采用单因素方差分析。

２　结果

２．１　肿瘤组织形态学观察
　　Ａ５４９／ＣＤＤＰ组肿瘤组织的体积均大于 Ａ５４９组，且用
ＬＹ２９４００２处理后，Ａ５４９组及Ａ５４９／ＣＤＤＰ组的肿瘤组织体积均
有明显缩小（图１）。
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Ａ：Ａ５４９／ＣＤＤＰ＋ＬＹ２９４００２组；Ｂ：Ａ５４９＋ＬＹ２９４００２组；Ｃ：Ａ５４９／
ＣＤＤＰ组；Ｄ：Ａ５４９组

图１　各组肿瘤组织大体观察

２．２　肿瘤组织病理切片ＨＥ染色
　　Ａ５４９组肿瘤细胞成条索状、腺管状分布，之间可见大片坏
死，可见病理性核分裂相。Ａ５４９＋ＬＹ２９４００２组未见明显腺管
样结构，其间可见纤维组织增生。Ａ５４９／ＣＤＤＰ组可见细胞排
列紊乱，主要成腺泡样分布，间质血管丰富，可见大量病理性核

分裂相，细胞核深染。Ａ５４９／ＣＤＤＰ＋ＬＹ２９４００２组可见细胞与
周围组织边界不清，细胞质丰富，细胞呈腺泡样、囊性分布，大

量病理性核分裂相可见，间质纤维组织增生，细胞巢间可见黏

液分泌形成黏液湖，见图２。

２．３　实时荧光定量ＰＣＲ检测ｍＲＮＡ表达水平
　　Ａ５４９／ＣＤＤＰ组肿瘤细胞内 ＣＡ９１６７９８基因的 ｍＲＮＡ表达
量明显高于 Ａ５４９组细胞，用 ＬＹ２９４００２处理后，Ａ５４９组和
Ａ５４９／ＣＤＤＰ组肿瘤细胞内 ＣＡ９１６７９８基因的 ｍＲＮＡ表达量均
较前明显下降。各组比较差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见
图３。
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Ａ：Ａ５４９组；Ｂ：Ａ５４９＋ＬＹ２９４００２组；Ｃ：Ａ５４９／ＣＤＤＰ组；Ｄ：Ａ５４９／ＣＤＤＰ＋ＬＹ２９４００２组
图２　显微镜观察ＬＹ２９４００２处理后的各组肿瘤组织病理变化　（ＨＥ×１００）
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１：Ａ５４９组；２：Ａ５４９＋ＬＹ２９４００２组；３：Ａ５４９／ＣＤＤＰ组；４：Ａ５４９／
ＣＤＤＰ＋ＬＹ２９４００２组
ａ：Ｐ＜０．０５，与Ａ５４９组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与Ａ５４９／ＣＤＤＰ组比较
图３　实时荧光定量ＰＣＲ检测ＬＹ２９４００２处理后各组ＣＡ９１６７９８

ｍＲＮＡ表达

３　讨论

　　近年来在肺癌的治疗方面虽然取得了一定进展，
但５年生存率仍未见明显提高［１０］，化疗是肺癌的主要

治疗手段，顺铂是肺癌化疗中有效并广泛使用的一线

药物，肺癌细胞对顺铂的耐受是肺癌患者低生存率的

主要原因之一，但机制尚未完全阐明，目前认为由于损

伤修复过程中 ＤＮＡ剪切物的增加、抗凋亡、与调控信
号通路相关的调节蛋白表达的改变等均可能与对顺铂

的耐药有关［１１－１２］。

　　ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路被认为是癌细胞存活的首要通
路，该通路的异常可引起细胞异常增殖导致肿瘤的发

生。研究表明，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路与肿瘤细胞的抗凋亡、
侵袭和耐药密切相关［１３］。前期研究已证实，抑制ＡＫＴ
的过表达可以逆转肺腺癌多药耐药细胞 Ａ５４９／ＣＤＤＰ
对顺铂的耐药，采用 ＰＩ３Ｋ的抑制剂可显著抑制 ＡＫＴ
的表达并增强Ａ５４９／ＣＤＤＰ对顺铂的敏感性。进一步
研究发现，ＡＫＴ通过 ｍＴＯＲＰ７０Ｓ６Ｋ１信号途径诱导肺
癌细胞对顺铂耐药［６］。此外，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路还参与
调控 ＥＧＦＲ、ｓｕｒｖｉｖｉｎ［１４］、ＣＳＥ［１５］等多种肺癌顺铂耐药
相关基因。

　　ＬＹ２９４００２是一种能够完全特异性抑制ＰＩ３Ｋ活性
的蛋白酶抑制剂，与ＰＩ３Ｋ竞争性的结合ＡＴＰ位点，从
而抑制ＡＫＴ的激活。体外实验发现ＬＹ２９４００２对肺癌

细胞、卵巢癌细胞和食管癌细胞均有抑制生长、促进凋

亡的作用。前期研究发现 Ａ５４９／ＣＤＤＰ细胞系的
ＣＡ９１６７９８ｍＲＮＡ表达量较 Ａ５４９细胞系明显上调
（Ｐ＜０．０５），阻断 ＰＩ３Ｋ或 ｍＴＯＲ的作用后，细胞对顺
铂的耐药性均有明显下调（Ｐ＜０．０５），阻断ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ
通路后，ＣＡ９１６７９８基因的 ｍＲＮＡ表达也明显下调，首
次证实了 ＣＡ９１６７９８基因位于 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路的下
游。本实验是以 ＬＹ２９４００２作用裸鼠移植瘤 Ａ５４９组
及Ａ５４９／ＣＤＤＰ组，检测对肿瘤细胞内 ＣＡ９１６７９８基因
ｍＲＮＡ表达量的影响。结果显示：①ＬＹ２９４００２可抑制
裸鼠移植瘤Ａ５４９组和 Ａ５４９／ＣＤＤＰ组肿瘤的生长，提
示ＬＹ２９４００２可通过抑制ＰＩ３Ｋ的活性，从而抑制 ＡＫＴ
的表达与活化，进一步抑制肺癌细胞的生长；②Ａ５４９／
ＣＤＤＰ组肿瘤细胞 ＣＡ９１６７９８基因的 ｍＲＮＡ表达量明
显高于 Ａ５４９组（Ｐ＜０．０５），且用 ＬＹ２９４００２阻断
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路后，Ａ５４９组和 Ａ５４９／ＣＤＤＰ组肺癌细
胞ＣＡ９１６７９８基因的 ｍＲＮＡ表达量均明显下降，与我
们前期体外研究结果一致，进一步证实 ＣＡ９１６７９８基
因位于ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路的下游，ＣＡ９１６７９８基因可能通
过ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路参与肺癌顺铂耐药。
　　综上，本研究从体内进一步验证 ＣＡ９１６７９８基因
是ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路作用的靶点，揭示了 ＣＡ９１６７９８基
因通过ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路参与肺癌顺铂耐药，有助于深
入研究ＣＡ９１６７９８基因的功能和进一步阐明肺癌顺铂
耐药的机制，为肺癌靶向治疗提供新的思路。
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Ａ：钙化累及小脑齿状核、脑干；Ｂ：基底节、皮质对称性高密度钙化灶
图２　本家系中Ｆａｈｒ病患者先证者Ⅱ４头颅ＣＴ表现

　　先证者胞弟Ⅱ５：男性，４８岁，４年来反复发作剧烈头痛、视
物旋转在外院治疗，考虑“脑血管病”，给予改善微循环治疗，可

自行缓解。头颅ＣＴ提示基底节区、小脑齿状核、大脑脚、杏仁
体、脑干等多部位发现高密度钙化灶。查体及精神检查均未见

异常。通过家系调查，Ⅰ２因心血管疾病去世多年；Ⅱ１及Ⅱ２
失访，Ⅰ１（８９岁）、Ⅲ２（２８岁）、Ⅲ３（２５岁）、Ⅲ４（２３岁）、Ⅳ１
（４岁）均无神经精神相关症状，头颅ＣＴ均显示正常。

２　讨论

　　Ｆａｈｒ病最先由Ｂａｍｂｅｒｇｅｒ提及，其后Ｆａｈｒ做了进一步的描
述，随着ＣＴ扫描的普及，近年文献报道显著增多。本病确诊需
行脑组织活检，临床上多根据 Ｍｏｓｋｏｗｉｔｚ提出的诊断标准［２］，

即：①双侧基底节对称性钙化；②血清钙、磷在正常范围；③排
除假性、假假性甲状旁腺功能减退症及感染、中毒等；④肾小管
对甲状旁腺素反应功能正常；⑤可有或无阳性家族史。
　　我国第１个 Ｆａｈｒ病家系由王国相于１９９１年率先描述，多
倾向本病发生与遗传有关。Ｇｅｓｃｈｗｉｎｄ等［３］将致病基因定位在

１４号染色体长臂的 Ｄ１４Ｓ１０１４、Ｄ１４Ｓ７５、Ｄ１４Ｓ３０６。而我国研究
者通过多个家系研究定位在８号染色体上的ＳＬＣ２０Ａ２基因，该
基因与３型钠依赖性磷酸盐转运体２编码有关，突变后磷酸盐
转运活性显著减弱［４］。其他染色体亦有报道存在变异，表明本

病的遗传异质性。在本例家系中，Ⅰ２不明原因去世多年，第Ⅲ
代随访人员均不满３０岁，而Ｆａｈｒ病多在３０岁以后才开始出现
钙盐沉积，２０年后出现临床症状，因此尚不能确定具体的遗传
方式。除遗传因素外，血管功能改变、代谢异常、炎症改变及免

疫因素等均可能参与了该病的发生。组织学上病灶处除有大

量钙盐外，在小静脉周围亦有黏多糖及铝、砷、钴等微量元素沉

积［５］，病变部位神经元发生变性，胶质纤维环绕增生。在 ＭＲＩ
Ｔ２加权像上呈高信号，提示这是一个慢性代谢性或炎性过程，
在这个过程中血管壁的异常导致血浆成分的漏出、中性粒细胞

渗出，从而引发了钙化及其他矿物质的沉积。临床症状可见于

大约２／３的 Ｆａｈｒ病患者，因累及部位不同而表现形式各异，大
致包括神经、精神、认知三方面异常，常见神经症状有帕金森

病、舞蹈病、共济失调、吞咽困难、言语障碍等；精神分裂症、心

境障碍或情感失调则是常见精神异常；部分患者伴有记忆及或

认知功能减退［６］。对于家族中多人出现神经精神异常尤其头

颅ＣＴ有钙化表现者应高度警惕本病。本家系中患者以神经症
状为主，Ⅱ４除了有较典型的锥体外系征、小脑性共济失调外，
还出现了脑干损害所特有的损害，如中脑萎缩损伤所出现的双

侧眼球垂直运动障碍，延髓脑神经核团损伤出现的自主神经功

能障碍及深浅感觉障碍，在之前病例报告中比较罕见，考虑为

相应解剖部位钙盐沉重所致。

　　Ｆａｈｒ病目前尚无根治方法，以对症治疗为主，随着该病确
诊率的明显提高，进一步探讨将具有非常深远的意义。
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