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　　［摘要］　目的　探讨Ｒａｂ２５在非小细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）厄洛替尼获得性
耐药中的作用。方法　传代培养ＰＣ９及其厄洛替尼耐药 ＰＣ９／ＥＲ细胞，采用 ＣＣＫ８法检测 ＰＣ９／ＥＲ细
胞的耐药指数。应用实时荧光定量ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅ，ｑＰＣＲ）及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测对比同等厄洛
替尼浓度（０．１、０．２、０．３μｍｏｌ／Ｌ）处理条件下，Ｒａｂ２５在两种细胞中的 ｍＲＮＡ及蛋白表达差异，并以免
疫荧光法定位Ｒａｂ２５在细胞中的分布。用小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲａｂ２５）转染ＰＣ９／ＥＲ细胞，并以流式细胞仪及
ＣＣＫ８法分别检测Ｒａｂ２５敲减后ＰＣ９／ＥＲ细胞的增殖指数（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ，ＰＩ）及厄洛替尼 ＩＣ５０值的
变化。结果　ＰＣ９／ＥＲ细胞的耐药指数是６８．８２±２１．４２。相同厄洛替尼浓度处理４８ｈ后，ＰＣ９／ＥＲ细
胞Ｒａｂ２５ｍＲＮＡ及蛋白水平均高于ＰＣ９细胞（Ｐ＜０．０５），增高的Ｒａｂ２５蛋白主要表达于细胞膜。而且
ＰＣ９／ＥＲ细胞Ｒａｂ２５蛋白水平随厄洛替尼处理浓度（０．１、０．２、０．３μｍｏｌ／Ｌ）递增而增高。ｓｉＲａｂ２５在
ＰＣ９／ＥＲ细胞中成功转染后，转染组的厄洛替尼 ＩＣ５０值及 ＰＩ均明显低于对照组（Ｐ＜０．０５）。结论　
Ｒａｂ２５在ＮＳＣＬＣ厄洛替尼获得性耐药细胞中高表达，起着促进耐药的作用。
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　　 非小细胞肺癌 （ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，
ＮＳＣＬＣ）因绝大部分患者诊断时已处于中晚期而预后
不佳［１］，传统化疗的５年生存率低于１４％［２］。厄洛替

尼（Ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ）作为表皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）酪氨酸激酶抑制剂（ｔｙｒｏｓｉｎｅ
ｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＴＫＩ）的代表，自 ２００４年获批应用于
ＮＳＣＬＣ靶向治疗后在优势人群中带来了巨大获益，其
一线治疗无进展生存期（ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌ，ＰＦＳ）
显著优于化疗［３］。然而，在治疗９～１２个月后多数患
者会产生耐药［４］，探讨其产生耐药的机制已成为近年

来研究的热点。

　　Ｒａｂ２５是Ｒａｓ超家族的一种小 ＧＴＰ酶，被认为是
调控受体蛋白及黏附蛋白膜定位的分子开关［５］，在肿

瘤中发挥促癌或抑癌作用［６］。高通量基因芯片检测

结果提示Ｒａｂ２５在多种ＴＫＩｓ耐药细胞中异常表达［７］，

而其与ＮＳＣＬＣ厄洛替尼获得性耐药的关系有待实验
进一步证实。本研究以课题组前期工作中诱导的厄洛

替尼获得性耐药细胞（ＰＣ９／ＥＲ）与其亲本细胞（ＰＣ９）
为研究对象［８］，对比在同等厄洛替尼浓度处理条件下

Ｒａｂ２５的表达差异，利用小干扰 ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）技术敲
减Ｒａｂ２５在 ＰＣ９／ＥＲ细胞中的表达，检测敲减后增殖
指数（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ，ＰＩ）及厄洛替尼 ＩＣ５０值的变
化，以期探讨Ｒａｂ２５在ＮＳＣＬＣ厄洛替尼获得性耐药中
的作用。

１　材料与方法

１．１　材料
　　人肺腺癌ＰＣ９细胞株购于上海生物研究所；获得
性耐药细胞株（ＰＣ９／ＥＲ）由ＰＣ９细胞利用大剂量厄洛
替尼（１～５μｍｏｌ／Ｌ）冲击诱导８个月，并以低剂量厄
洛替尼（０．１μｍｏｌ／Ｌ）维持培养获得，该细胞由本实验
室韩静博士诱导并馈赠。

　　ＲＰＭＩ１６４０培养基购于上海拜力生物科技公司；
ＴＢＤ标准胎牛血清购于天津灏洋公司；盐酸厄洛替尼
购于上海安格化工；ＲＮＡ提取、反转录及荧光实时定
量ＰＣＲ试剂盒购于大连宝生物（ＴａＫａＲａ）；蛋白提取、
ＢＣＡ蛋白浓度测定、ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳试剂盒购于
江苏碧云天公司；ＣＣＫ８细胞毒性检测试剂盒购于东
仁化工；ｈＲＡＢ２５＿单基因ｓｉＲＮＡ套装Ｂ购于广州锐博
生物；一抗：ＧＡＰＤＨ、Ｒａｂ２５分别购于武汉三鹰公司、
美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＣＳＴ）公司；二抗：山羊
抗兔及山羊抗鼠辣根过氧化物酶均购于武汉博士德

生物。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　细胞培养液利用 ＲＰＭＩ１６４０培

养基加经过过滤后的１０％标准胎牛血清和１％的青霉
素链霉素溶液制成，ＰＣ９／ＥＲ的培养液始终添加
０．１μｍｏｌ／Ｌ的厄洛替尼溶液维持培养。各细胞均在
５％ＣＯ２、３７℃恒温孵箱中培养，取对数生长期细胞为
实验对象。

１．２．２　ＣＣＫ８法检测药物毒性　　分实验孔、对照
孔、空白孔。实验孔、对照孔以５×１０３／孔的细胞量均
匀铺种于９６孔板，细胞贴壁后吸尽培养液。实验孔分
别加入含厄洛替尼终浓度为 １０－３、１０－２、１０－１、１００、
１０１、１０２μｍｏｌ／Ｌ的培养液，对照孔加入含二甲基亚砜
（ＤＭＳＯ）终浓度为０．１μｍｏｌ／Ｌ的培养液，空白孔只加培
养液。以上各孔培养液均为１００μＬ，且各设有３个复
孔。孵育４８ｈ后更换标准胎牛血清加ＣＣＫ８液配制成
的混合液（体积比９∶１），每孔１００μＬ，室温孵育３０ｍｉｎ
后在酶标仪中４５０ｎｍ波长处的光密度值［Ｄ（４５０）］，
利用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６．０计算 ＩＣ５０值。生存分数 ＝
［Ｄ（４５０）实验孔 － Ｄ（４５０）空白孔 ］／［Ｄ（４５０）对照孔 －
Ｄ（４５０）空白孔］×１００％，耐药指数 ＝ＩＣ５０（ＰＣ９／ＥＲ细
胞）／ＩＣ５０（ＰＣ９细胞）。
１．２．３　实时荧光定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）　　各处理细胞以
ＰＢＳ溶液洗涤细胞 ２遍后，吸干。每瓶加入 ＲＮＡｉｓｏ
Ｐｌｕｓ溶液１ｍＬ，按说明书抽提总 ＲＮＡ，分光光度计测
定浓度和纯度后，以１０００ｎｇＲＮＡ量计算并配制反转
录体系，并按 ＴａＫａＲａ反转试剂盒说明书反转录。反
转录获得的ｃＤＮＡ用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ仪（ＡＢＩ７５００）进行
扩增检测。扩增引物：βａｃｔｉｎ（上游：５′ＧＣＧＡＧＣＡ
ＣＡＧＡＧＣＣＴＣＧＣＣＴＴ３′；下 游：５′ＣＡＴＣＡＴＣＣＡＴＧＧＴ
ＧＡＧＣＴＧＧＣＧＧ３′，产物大小：７１ｂｐ）；Ｒａｂ２５（上游：５′
ＧＴＣＧＴＣＡＴＧＣＴＣＧＴＧＧＧＴＡ′３；下游：５′ＧＡＣＡＧＴＣＴ
ＣＡＡＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＡ３′，产物大小：１５３ｂｐ）。扩增条
件：９５℃ ３０ｓ（９５℃ ５ｓ，６０℃ ３４ｓ，共４０个循环）。
以２－△△Ｃｔ法计算样品中ＲＮＡ相对量。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　各处理细胞在贴壁生长
４８ｈ后，以ＰＢＳ溶液洗涤细胞２遍后，吸干。按说明
书提取细胞总蛋白。ＢＡＣ法测定总蛋白浓度后，加入
１／４体积的ＳＤＳＰＡＧＥ上样缓冲液，沸浴５ｍｉｎ充分变
性。以１５μｇ蛋白计算各孔上样量后凝胶电泳（上层
胶８０Ｖ，下层胶１００Ｖ），切胶后区分各分子量大小以
１５０ｍＡ恒流湿转到ＰＶＤＦ膜上。用５％ＢＳＡ室温封闭
１ｈ，一抗 ４℃ 孵育过夜，稀释比分别为 Ｒａｂ２５
（１∶１０００）、ＧＡＰＤＨ（１∶１０００）。翌日取出复温３０ｍｉｎ
后以ＴＢＳＴ溶液洗膜３次，每次５ｍｉｎ。分别孵育对应
种属二抗（稀释比１∶５０００）１ｈ，再次以 ＴＢＳＴ溶液洗
膜后滴加显影剂曝光。
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１．２．５　细胞免疫荧光检测　　首先在２４孔板中铺种
细胞爬片，每孔１×１０５个细胞。细胞贴壁后用４％多
聚甲醛固定３０ｍｉｎ，用 ＰＢＳ溶液洗涤３次。以０．５％
Ｔｒｉｔｏｎ打孔，ＰＢＳ溶液洗涤３次后用 ＢＳＡ封闭１ｈ，吸
干后孵育 Ｒａｂ２５一抗（稀释比１∶５０），在４℃湿盒过
夜。翌日吸尽一抗并以 ＰＢＳ洗涤３次后，在湿盒避光
下以山羊抗兔ＩｇＧ ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８（稀释比１∶１００）
孵育二抗１ｈ，经ＤＡＰＩ复染、ＰＢＳ洗涤、抗荧光淬灭封
片后在激光共聚焦显微镜下成像。随机取３个不连续
视野，并利用ＬＡＳＡＦＶｅｒｓｉｏｎ２．３．０软件得到Ｒａｂ２５平
均荧光密度值。

１．２．６　转染 ＰＣ９／ＥＲ细胞　　分为各敲减组
（ｓｉＲａｂ２５１、ｓｉＲａｂ２５２、ｓｉＲａｂ２５３）、阴性对照组（Ｎｃｏｎ
ｔｒｏｌ）。将ＰＣ９／ＥＲ细胞以５×１０５／孔均匀接种６孔板，
贴壁后按 ｓｉＲＮＡ产品说明书，用 １×ｒｉｂｏＦＥＣＴＴＭＣＰ
Ｂｕｆｆｅｒ分别稀释各组储存液，分别再加入 ｒｉｂｏＦＥＣＴＴＭ

ＣＰＲｅａｇｅｎｔ轻轻吹打，室温孵育１５ｍｉｎ后分别加入细
胞培养液中。２４ｈ后以 ｑＰＣＲ检测 ＲＮＡ水平敲减效
率，４８ｈ后以Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白水平的敲减效率。
１．２．７　细胞周期检测　　取对数生长期细胞经胰蛋
白酶消化后悬浮于 ＰＢＳ溶液，４℃ １０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，弃上清，在沉淀中加入１ｍＬ预冷处理的７０％乙
醇固定，边加边涡旋振荡。４℃过夜后离心、ＰＢＳ洗涤
乙醇，并加入碘化丙啶染液（５０μｇ／ｍＬ，含５０μｇ／ｍＬ
ＲＮａｓｅ），４℃避光孵育３０ｍｉｎ后上流式细胞仪检测。
按公式计算细胞增殖指数（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ，ＰＩ）。增
殖指数＝（Ｓ期百分比 ＋Ｇ２／Ｍ期百分比）／（ＧＯ／Ｇ１期
百分比）×１００％。
１．３　统计学分析
　　实验数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１８．０统计软件
进行方差齐性分析，２组间均数比较采用成组 ｔ检验，
检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　诱导获得性耐药ＰＣ９／ＥＲ细胞株的鉴定
　　传代培养本实验室前期诱导的获得性耐药 ＰＣ９／
ＥＲ及亲本ＰＣ９细胞株，低倍镜下可观察到 ＰＣ９细胞
为梭形，而ＰＣ９／ＥＲ细胞为类圆形；高倍镜下可观察到
前者呈散在生长，而后者呈连续片状生长（图１）。
　　ＣＣＫ８检测结果显示：随着厄洛替尼加药浓度的
递增，两种细胞的生存分数均有不同程度的下降（图

２）。计算两者的ＩＣ５０值，ＰＣ９／ＥＲ细胞的ＩＣ５０值远高于
ＰＣ９细胞［（７．８５±１．５３）ｖｓ（０．１２±０．０４）μｍｏｌ／Ｌ，
Ｐ＜０．０１）］，ＰＣ９／ＥＲ细胞的耐药指数为 ６８．８２±
２１４２，提示ＰＣ９／ＥＲ细胞建株成功，可用于后续实验。

!

"

#

$

Ａ、Ｃ：ＰＣ９细胞；Ｂ、Ｄ：ＰＣ９／ＥＲ细胞；Ａ、Ｂ：×１００；Ｃ、Ｄ：×４００
图１　光学显微镜下观察ＰＣ９细胞及ＰＣ９／ＥＲ细胞形态
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＰＣ９细胞比较
图２　厄洛替尼处理ＰＣ９及ＰＣ９／ＥＲ细胞４８ｈ后的

生存分数

２．２　Ｒａｂ２５在ＰＣ９及ＰＣ９／ＥＲ中的差异表达
　　由于检测厄洛替尼对 ＰＣ９细胞的 ＩＣ５０均值为

０１２μｍｏｌ／Ｌ，故我们以同等浓度厄洛替尼（０．１μｍｏｌ／Ｌ）
处理ＰＣ９及 ＰＣ９／ＥＲ细胞，观察 Ｒａｂ２５的表达差异。
ｑＰＣＲ检测ｍＲＮＡ表达结果可见：处理４８ｈ后，Ｒａｂ２５
的ｍＲＮＡ表达在 ＰＣ９／ＥＲ细胞中明显高于 ＰＣ９细胞
（Ｐ＜０．０５，图 ３Ａ）。激光共聚焦显微镜观察显示：
Ｒａｂ２５绿色荧光主要分布在细胞膜（图３Ｂ），而且其荧
光强度在 ＰＣ９／ＥＲ细胞中明显高于 ＰＣ９细胞（Ｐ＜
００１，图３Ｃ）。
　　为进一步观察Ｒａｂ２５的表达与厄洛替尼浓度的剂
量关系，以不同浓度厄洛替尼（０．１、０．２、０．３μｍｏｌ／Ｌ）处
理ＰＣ９及ＰＣ９／ＥＲ细胞。４８ｈ后 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果可
观察到相同厄洛替尼浓度处理下 ＰＣ９／ＥＲ细胞 Ｒａｂ２５
蛋白表达较 ＰＣ９细胞高；而且随厄洛替尼浓度递增，
Ｒａｂ２５在ＰＣ９／ＥＲ细胞中表达呈正相关变化，而 ＰＣ９
中的Ｒａｂ２５表达无明显变化（图３Ｄ）。
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Ａ：ｑＰＣＲ检测０．１μｍｏｌ／Ｌ厄洛替尼处理后ＰＣ９及ＰＣ９／ＥＲ细胞中Ｒａｂ２５的ｍＲＮＡ表达　ａ：Ｐ＜０．０５，与ＰＣ９细胞比
较；Ｂ：激光共聚焦显微镜下观察ＰＣ９及ＰＣ９／ＥＲ细胞中 Ｒａｂ２５的蛋白定位（×４００）；Ｃ：０．１μｍｏｌ／Ｌ厄洛替尼处理后
ＰＣ９及ＰＣ９／ＥＲ细胞中Ｒａｂ２５的蛋白表达　ａ：Ｐ＜０．０５，与ＰＣ９细胞比较；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同浓度厄洛替尼处理
细胞后Ｒａｂ２５蛋白的表达

图３　Ｒａｂ２５在ＰＣ９及ＰＣ９／ＥＲ细胞中的差异表达

２．３　Ｒａｂ２５在ＰＣ９／ＥＲ细胞中的敲减效率
　　为筛选高效率的 Ｒａｂ２５敲减工具，ｑＰＣＲ检测各
组转染ＰＣ９／ＥＲ细胞 ２４ｈ后发现：与阴性对照组比
较，３个敲减组（ｓｉＲａｂ２５１、ｓｉＲａｂ２５２、ｓｉＲａｂ２５３）转染
后，Ｒａｂ２５的ｍＲＮＡ相对表达量均有不同程度下降，其
中 ｓｉＲａｂ２５１组敲减效率更强（Ｐ＜００１，图 ４Ａ）。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示：ｓｉＲａｂ２５１能在蛋白水平能较
好地敲低Ｒａｂ２５的表达（图４Ｂ）。故后续实验均选取
ｓｉＲａｂ２５１作为基因敲减工具。
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Ａ：ｑＰＣＲ检测基因水平敲减　ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５，与阴性
对照组比较；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白水平敲减　１～４分别为
ｓｉＲａｂ２５１组、ｓｉＲａｂ２５２组、ｓｉＲａｂ２５３组、阴性对照组

图４　筛选并检测Ｒａｂ２５敲减效率

２．４　敲低Ｒａｂ２５可改善ＰＣ９／ＥＲ细胞对厄洛替尼耐药
　　采用ＣＣＫ８法检测药物毒性，结果显示：Ｒａｂ２５敲
减组（ｓｉＲａｂ２５１）、阴性对照组细胞生存分数随着厄洛替
尼加药浓度的增加均有不同程度的下降（图５）。计算
Ｒａｂ２５敲减组ＩＣ５０值远小于阴性对照组［（０．５９±０．３３）
ｖｓ（６．１４±０．９２）μｍｏｌ／Ｌ，Ｐ＜０．０５］，提示在 ＰＣ９／ＥＲ
细胞中敲减Ｒａｂ２５能部分改善其对厄洛替尼的耐药。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与阴性对照组比较
图５　厄洛替尼处理４８ｈ后各组细胞的生存分数

　　为检测各转染组细胞在厄洛替尼处理后增殖指数
（ＰＩ）的差异，在各组转染时同时加入厄洛替尼６μｍｏｌ／Ｌ
处理４８ｈ，根据流式细胞仪读取细胞周期数据计算 ＰＩ
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（表 １）。结果显示：Ｒａｂ２５敲减组 ＰＩ明显低于阴性对
照组（Ｐ＜０．０５）。

表１　厄洛替尼处理后各组ＰＣ９／ＥＲ细胞的细胞周期及
增殖指数（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别 Ｇ１（％） Ｇ２（％） Ｓ（％） ＰＩ
阴性对照组 ５２．７１±３．１１１１．１８±２．８７３６．１１±２．４９ ０．８９±０．０６
ｓｉＲａｂ２５１组 ６５．３２±２．４１ ８．４０±３．７５２６．２８±２．８２ ０．５３±０．１０ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与阴性对照组比较

３　讨论

　　２００４年６月哈佛学者提出，ＥＧＦＲ酪氨酸激酶编
码区的基因突变是应用 ＥＧＦＲＴＫＩ治疗 ＮＳＣＬＣ的前
提［９］，肺癌的靶向治疗越来越依赖于病人基因型的个

体化。ＥＧＦＲＴＫＩｓ通过与 ＡＴＰ竞争性结合在 ＥＧＦＲ
胞内段激酶区，抑制其与 ＡＴＰ的相互作用，继而抑制
ＥＧＦＲ的酪氨酸磷酸化及下游信号通路的激活，从而
发挥抑制肿瘤作用。但究竟是何种机制导致的多数患

者产生耐药仍不完全清楚，目前发现的继发性耐药机

制有Ｔ７９０Ｍ点突变、ＭＥＴ基因扩增、ＩＧＦ１旁路激活、
上皮间质转化等，但仍有约３０％的患者发生获得性耐
药的原因不明［１０］。

　　Ｒａｂ２５属于 Ｒａｓ超家族 ＧＴＰａｓｅ，仅分布在上皮细
胞，主要功能有细胞间信息传递、胞膜再循环、小 ＧＴ
Ｐａｓｅ介导的信号转导等 ［５］。有研究表明 Ｒａｂ２５还能
通过调控整合素（ｉｎｔｅｇｒｉｎ）来控制肠细胞的极性［１１］，

而其异常表达被证实与直肠癌、卵巢癌的增殖、转移等

相关［６，１２］。本研究观察到ＰＣ９／ＥＲ细胞与亲本ＰＣ９细
胞形态差异大，机制、原因尚不清楚，这是否与 Ｒａｂ２５
表达差异有关联还需要进一步实验证实。

　　课题组前期基因芯片比对结果发现Ｒａｂ２５在肺腺
癌干细胞中的表达比普通肺腺癌细胞上调１８．１倍［１３］，

总结临床病理资料时也发现 Ｒａｂ２５在 ＮＳＣＬＣ中高表
达，而且分期越晚表达越高［１４］，说明 Ｒａｂ２５在肺癌中
也是促癌因子。最新研究发现：在 ＥＧＦＲ野生型的肺
癌细胞株中，ＥＧＦＲ内吞作用的状态是吉非替尼治疗
敏感性的靶标［１５］，而Ｒａｂ２５的表达在ＥＧＦＲ内吞作用
中发挥着促进作用，提示 Ｒａｂ２５可能与 ＥＧＦＲ野生型
肺癌吉非替尼原发性耐药相关。为研究Ｒａｂ２５在ＥＧＦＲ
敏感型的肺癌细胞株中是否也参与 ＥＧＦＲＴＫＩｓ的获
得性耐药，我们设计并实施了本研究。

　　本研究选取了 ＥＧＦＲ敏感型的肺腺癌细胞株
ＰＣ９，并在前期的实验中诱导出了其厄洛替尼获得性
耐药株细胞模型（ＰＣ９／ＥＲ）。在利用ＣＣＫ８法验证耐

药细胞株后，我们在ＲＮＡ及蛋白水平检测了相同条件
下Ｒａｂ２５在两者之间的表达差异，发现 ＰＣ９细胞发生
获得性耐药后 Ｒａｂ２５在 ｍＲＮＡ和蛋白表达上均不同
程度升高。为了证实 Ｒａｂ２５在 ＰＣ９细胞发生厄洛替
尼获得性耐药中发挥了作用，我们利用 ｓｉＲＮＡ技术敲
减其在 ＰＣ９／ＥＲ细胞株中的表达，ＣＣＫ８法检测和流
式细胞周期检测结果明确 Ｒａｂ２５的敲减能使耐药的
ＰＣ９／ＥＲ细胞株部分改善药物耐药性，进一步证实
Ｒａｂ２５在ＰＣ９细胞发生厄洛替尼获得性耐药中发挥了
促进作用。

　　有报道在膀胱癌 Ｔ２４和 ＥＪ细胞中过表达 Ｒａｂ２５
能够激活Ａｋｔ通路，促进其上皮间质转化［１６］，而发生

上皮间质转化的 ＮＳＣＬＣ被认为是引起厄洛替尼敏感
性下降的重要原因［１７－１８］；也有报道称Ｒａｂ２５在上皮性
卵巢癌中通过激活 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路调控了顺铂的耐
药［１９］。后续我们将应用基因芯片比对 ＰＣ９／ＥＲ及亲
本ＰＣ９细胞，发现差异表达的信号通路蛋白；利用慢
病毒包裹ｓｉＲａｂ２５稳定转染 ＰＣ９／ＥＲ细胞检测通路改
变情况；并在动物实验中阐明 Ｒａｂ２５与厄洛替尼获得
性耐药的关系。
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