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人非小细胞肺癌ＮＣＩＨ３１２２克唑替尼耐药细胞株的构建及耐药相关 ｍｉＲＮＡｓ的初
步筛选
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　　［摘要］　目的　建立对克唑替尼耐药的非小细胞肺癌细胞株，并对其耐药性进行鉴定，初步筛选
耐药相关的ｍｉＲＮＡｓ。方法　采用克唑替尼药物浓度递增的方法建立人耐药细胞株 ＮＣＩＨ３１２２ＣＲ，并
通过细胞生长曲线、药物敏感性、细胞凋亡和细胞周期的检测评价 ＮＣＩＨ３１２２ＣＲ细胞株的耐药性。第
二代基因测序法和ＲＴＰＣＲ检测耐药后ｍｉｃｒｏＲＮＡ表达量的变化。结果　成功建立了克唑替尼耐药细
胞株Ｈ３１２２ＣＲ，耐药指数为９．８６。流式细胞仪检测结果显示Ｈ３１２２ＣＲ细胞凋亡率比Ｈ３１２２细胞低，并
呈现浓度依赖性的趋势。耐药细胞株的细胞周期分布产生了显著的变化。当前的第二代测序和

ＲＴＰＣＲ检测结果显示：ｍｉＲ３０ａ５ｐ、ｍｉＲ３７４ｃ５ｐ和 ｍｉＲ１２５ｂ５ｐ表达上调，ｍｉＲ３１５ｐ、ｍｉＲ１０ａ５ｐ和
ｍｉＲ２００ｃ３ｐ表达下调。结论　构建的Ｈ３１２２ＣＲ耐药细胞模型对克唑替尼有一定的耐药性，并且耐药
后部分ｍｉＲＮＡｓ表达量产生显著的变化。
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　　肺癌是世界范围内发病率和死亡率较高的恶性肿
瘤之一，其中８０％ ～８５％为非小细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌ
ｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）［１］，且绝大多数患者被确诊时
已到局部晚期或发生了远处转移［２］，严重威胁着人类

健康。分子靶向药物在 ＮＳＣＬＣ临床治疗中占有重要
地位，与传统的化疗、放疗相比，其特异性更强，不良反

应较轻，毒副作用小［３］。棘皮动物微管相关蛋白样４
间变性淋巴瘤激酶（ｅｃｈｉｎｏｄｅｒｍｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｌｉｋｅ４ａｎａｐｌａｓｔｉｃｌｙｍｐｈｏｍａｋｉｎａｓｅ，ＥＭＬ４ＡＬＫ）
融合基因是 ＮＳＣＬＣ新的治疗靶点，在 ＮＳＣＬＣ中出现
的频率为 ３％ ～５％，在不伴有表皮生长因子受体
（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）或ｖＫｉｒａｓ２大
鼠Ｋｉｒｓｔｅｎ肉瘤病毒癌基因同源基因（ｖＫｉｒａｓ２Ｋｉｒｓｔｅｎ
ｒａｔｓａｒｃｏｍａｖｉｒａｌｏｎｃｏｇｅｎｅｈｏｍｏｌｏｇ，ＫＲＡＳ）突变的腺癌
中的表达率为４２．８０％［４］。克唑替尼（Ｃｒｉｚｏｔｉｎｉｂ）是一
种新型的多靶点酪氨酸激酶抑制剂，其靶点包括

ＥＭＬ４ＡＬＫ、肝细胞生长因子受体（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ｃＭＥＴ）、原癌基因蛋白酪氨酸激酶ＲＯＳ
（ｃｒｏｓｏｎｃｏｇｅｎｅ１，ＲＯＳ１）等。２０１１年，美国食品和药
物管理局批准克唑替尼用于治疗 ＡＬＫ基因重排阳性
的局部晚期或转移性 ＮＳＣＬＣ［５］。但是，克唑替尼和其
他的酪氨酸激酶抑制剂（ｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，
ＴＫＩｓ）一样，服用一段时间后也会产生耐药。目前报道
的相关耐药机制主要有 ＡＬＫ激酶域的突变［６］和信号

旁路的激活［７－９］，具体机制仍不明确，尚需进一步研

究。目前 ＥＭＬ４ＡＬＫ表达阳性的肺癌细胞有 ＮＣＩ
Ｈ２２２８和 ＮＣＩＨ３１２２，其中 ＮＣＩＨ３１２２细胞株在国内
应用少，为了更加深入研究克唑替尼的耐药机制，本研

究通过浓度递增法诱导建立克唑替尼耐药模型

Ｈ３１２２ＣＲ，多方面考察耐药细胞与亲本细胞的生物学
差异，并考察耐药细胞差异表达的 ｍｉＲＮＡｓ，为进一步
研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
　　 克唑 替 尼 （Ｃｒｉｚｏｔｉｎｉｂ，ＰＦ０２３４１０６６，商 品 名
ＸＡＬＫＯＲＩ）购自广州亿邦医药科技有限公司；人肺腺
癌细胞株ＮＣＩＨ３１２２（ＥＭＬ４ＡＬＫ融合基因阳性）购自
海德创业（北京）生物科技有限公司；ＲＰＭＩ１６４０为美
国Ｇｉｂｃｏ公司产品；胎牛血清为杭州四季青生物工程
有限公司产品；ＣＣＫ８试剂盒为日本同仁化学研究所
产品；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡检测试剂盒和细胞周期
检测试剂盒购自碧云天生物技术有限公司；ｍｉＲＮｅａｓｙ
Ｍｉｎｉｋｉｔ购自德国 ＱＩＡＧＥＮ公司；ＦａｓｔＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ购自美国ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ；ＴＵＲＢＯＤＮＡ

ｆｒｅｅＫｉｔ购自 Ａｍｂｉｏｎ公司；ｍｉＲＮＡ第１链 ｃＤＮＡ合成
试剂盒和 ＰＣＲ引物购自上海生工公司；Ａｇｉｌｅｎｔ２１００
分析仪器；ＡｇｉｌｅｎｔＲＮＡ６０００ＰｉｃｏＫｉｔ；ＴｒｕＳｅｑＳｍａｌｌ
ＲＮＡＳａｍｐｌｅＰｒｅｐＫｉｔｓ购自Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司。
１．２　细胞培养
　　ＮＣＩＨ３１２２细胞培养在含１０％ 胎牛血清和１％
双抗（青霉素和链霉素）的 ＲＰＭＩ１６４０培养液中，于
３７℃、５％ ＣＯ２的细胞培养箱中进行常规培养。克唑
替尼溶于二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）中，配置成２０ｍｍｏｎ／Ｌ
的储备液，保存于－２０℃的冰箱中备用。
１．３　药物浓度递增法诱导 ＮＣＩＨ３１２２克唑替尼耐药

细胞株

　　采用克唑替尼浓度递增法诱导建立获得性耐药细
胞系［９－１０］。取处于生长对数期的 ＮＣＩＨ３１２２细胞，加
入克唑替尼初始浓度为０．０１μｍｏｌ／Ｌ培养液诱导，１～
２ｄ更换培养液去除死亡的细胞，待细胞生长稳定后
增加药物浓度，一般培养２～３周药物剂量加倍，最终
细胞能够在１μｍｏｌ／Ｌ的克唑替尼培养液中稳定生长，
将其命名为 Ｈ３１２２ＣＲ，并在含有１μｍｏｌ／Ｌ的克唑替
尼培养基中长期培养。

１．４　细胞形态学观察
　　取生长对数期的 Ｈ３１２２细胞和 Ｈ３１２２ＣＲ细胞，
在倒置显微镜下观察两者的形态学差异。

１．５　绘制细胞生长曲线
　　将对数生长期的 Ｈ３１２２和 Ｈ３１２２ＣＲ细胞制备成
单细胞悬液，按１０００个／孔接种于９６孔板，同时设置
６个复孔，细胞贴壁后加 ＣＣＫ８，孵育２ｈ后用酶标仪
测定４５０ｎｍ波长处光密度值，连续观察５ｄ，以培养时
间为横坐标，Ｄ（４５０）值为纵坐标绘制细胞生长曲线。
１．６　药物敏感性实验
　　将处于对数生长期的 Ｈ３１２２和 Ｈ３１２２ＣＲ细胞，
分别以４．０×１０４／ｍＬ和５．０×１０４／ｍＬ的细胞数接种
于９６孔板，１００μＬ／孔。培养１２ｈ后，加入浓度梯度
的克唑替尼（０．０２５、０．０５、０．１、０．２、０．５、１．０、３．０、
５０、７０μｍｏｌ／Ｌ）进行处理，同时设置阴性对照组和空
白对照组，每组６个复孔。３７℃、５％ ＣＯ２的细胞培养
箱中培养７２ｈ，每孔加入１０μＬＣＣＫ８，继续孵育２ｈ，
酶标仪检测４５０ｎｍ波长处光密度值［Ｄ（４５０）］，计算
抑制率，细胞抑制率 ＝｛１－［实验组Ｄ（４５０）值－空白
组Ｄ（４５０）值］／［阴性对照组 Ｄ（４５０）值 －空白组
Ｄ（４５０）值］｝×１００％。实验重复３次。采用ＳＰＳＳ１６０
软件计算半数抑制浓度 ＩＣ５０和耐药指数 ＲＩ，ＲＩ＝耐药
细胞ＩＣ５０／亲本细胞ＩＣ５０。
１．７　流式细胞仪 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染色法检测细

胞凋亡

　　将对数生长期的 Ｈ３１２２和 Ｈ３１２２ＣＲ细胞接种于
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６孔板，待细胞贴壁后分别加入含有克唑替尼０．２μｍｏｌ／Ｌ
和１．０μｍｏｌ／Ｌ的ＲＰＭＩ１６４０培养液，培养４８ｈ，收集细
胞，加入ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和ＰＩ进行染色，同时设置阴性
对照组，流式细胞仪检测细胞凋亡率，实验重复３次。
１．８　细胞周期检测
　　将对数生长期的 Ｈ３１２２和 Ｈ３１２２ＣＲ细胞接种于
无血清培养基中常规培养２４ｈ使其同步化；弃掉旧培
养液更换为１０％胎牛血清新鲜培养液继续培养４８ｈ，
收集细胞，离心，加入０．５ｍＬ冷的 ＰＢＳ重悬细胞，并
将其加入到 １．５ｍＬ９５％ 冰乙醇中，４℃固定过夜，
ＰＢＳ清洗２次，加入ＲＮａｓｅＡ和碘化丙啶染色３０ｍｉｎ，
流式细胞仪进行检测。

１．９　第二代测序技术检测ｍｉＲＮＡ及ＲＴＰＣＲ检测
　　取对数生长期的 Ｈ３１２２细胞和 Ｈ３１２２ＣＲ细胞，
按照ｍｉＲＮｅａｓｙＭｉｎｉｋｉｔ试剂盒说明加一定量的细胞裂
解液提取总 ＲＮＡ。采用 ＡｇｉｌｅｎｔＲＮＡ６０００ＰｉｃｏＫｉｔ试
剂盒测定 ＲＮＡ的浓度，Ａｇｉｌｅｎｔ２１００分析仪器检查
ＲＮＡ的完整性。由 ＴｒｕＳｅｑＳｍａｌｌＲＮＡＳａｍｐｌｅＰｒｅｐ
Ｋｉｔｓ构建文库，应用ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ２５００平台的第二代
测序技术，检测亲本细胞株和耐药细胞株的 ｍｉＲＮＡｓ，
并进行数据分析。筛选出的差异表达的ｍｉＲＮＡｓ采用
ＲＴＰＣＲ进行验证：按上述方法提取总ＲＮＡ，加尾法反
转录为ｃＤＮＡ，以此为模板进行ＰＣＲ扩增，反转录和扩
增分别按照试剂盒说明书操作，以 Ｕ６（生工反转录试
剂盒）为内参对照，实验中 ｍｉＲＮＡ的下游引物为生工
反转录试剂盒中的通用引物，其上游引物序列见表１。

表１　相关ｍｉＲＮＡｓ上游引物序列

基因　　 上游引物（５′→３′）

ｈｓａｍｉＲ３０ａ５ｐ ＣＧＧＣＧＧＴＧＴＡＡＡＣＡＴＣＣＴＣＧ

ｈｓａｍｉＲ３７４ｃ５ｐ ＣＧＧＣＧＧＡＴＡＡＴＡＣＡＡＣＣＴＧＣＴＡ

ｈｓａｍｉＲ１２５ｂ５ｐ ＴＧＣＧＧＴＣＣＣＴＧＡＧＡＣＣＣＴ

ｈｓａｍｉＲ３１５ｐ ＣＧＧＡＧＧＣＡＡＧＡＴＧＣＴＧＧＣ

ｈｓａｍｉＲ１０ａ５ｐ ＣＧＧＴＡＣＣＣＴＧＴＡＧＡＴＣＣＧＡＡ

ｈｓａｍｉＲ２００ｃ３ｐ ＧＣＧＧＴＡＡＴＡＣＴＧＣＣＧＧＧＴＡＡ

１．１０　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件。计量数据经检验均符
合正态分布，以 珋ｘ±ｓ表示，细胞凋亡率的比较采用两
因素析因方差分析，细胞周期以及差异表达ｍｉＲＮＡ的
比较采用独立样本ｔ检验。

２　结果

２．１　克唑替尼耐药细胞株的建立
　　ＮＣＩＨ３１２２细胞经小剂量的克唑替尼作用后细胞
变化不明显；１周后增加药物浓度至０．１μｍｏｌ／Ｌ，观察
细胞出现明显的死亡，继续作用３周后细胞基本稳定；
克唑替尼剂量增加到１μｍｏｌ／Ｌ时细胞出现大量死亡，
剩余的细胞呈蜘蛛状，胞质颗粒增多，少量存活的细胞

生长缓慢，２个月后开始克隆生长，历时 ６个月得到
Ｈ３１２２ＣＲ细胞系，并将其在含有１μｍｏｌ／Ｌ的克唑替
尼的ＲＰＭＩ１６４０培养基中长期培养。
２．２　细胞形态观察
　　倒置显微低倍镜下观察 ＮＣＩＨ３１２２细胞形态不
规则（图 １Ａ）；药物持续诱导 ６个月成功构建了
Ｈ３１２２ＣＲ细胞，其体积增大，长伪足，触角伸长，呈纤
维细胞形态（图１Ｂ）；Ｈ３１２２ＣＲ细胞冻存后重新复苏，
细胞形态有恢复亲本细胞的趋势，多呈类圆形或半圆

形（图１Ｃ），但是与 Ｈ３１２２相比，Ｈ３１２２ＣＲ细胞大，胞
核清晰可见。耐药细胞形态变大可能与增加药物外排

有关。与亲本细胞Ｈ３１２２相比，Ｈ３１２２ＣＲ有典型的上
皮可塑性，可能有上皮间质细胞转化的现象，有待进
一步的考察。

２．３　ＣＣＫ８检测细胞增殖
　　绘制的 Ｈ３１２２细胞和 Ｈ３１２２ＣＲ生长曲线提示：
在相同条件下培养，细胞增殖产生了一定的差异。耐

药细胞株 Ｈ３１２２ＣＲ的生长较亲本细胞 Ｈ３１２２缓慢，
生长曲线的斜率较小（图２）。
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Ａ：Ｈ３１２２细胞；Ｂ：Ｈ３１２２ＣＲ细胞；Ｃ：Ｈ３１２２ＣＲ细胞冻存后重新复苏

图１　倒置显微镜观察Ｈ３１２２、Ｈ３１２２ＣＲ和Ｈ３１２２ＣＲ冻存后重新复苏细胞的形态学变化
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ａ：Ｐ＜００１，与Ｈ３１２２ＣＲ细胞比较
图２　Ｈ３１２２细胞和Ｈ３１２２ＣＲ细胞的生长曲线

２．４　克唑替尼对亲本细胞和耐药细胞抑制率的影响
　　ＣＣＫ８法检测结果显示：随着克唑替尼浓度的增
加，亲本细胞和耐药细胞的存活率都逐渐降低，提示克

唑替尼对两株细胞均有抑制作用，并且克唑替尼对亲

本细胞的抑制率明显高于耐药细胞（表２）。克唑替尼
对 Ｈ３１２２亲本细胞的 ＩＣ５０值为 ０．１６５μｍｏｌ／Ｌ，对
Ｈ３１２２ＣＲ耐药细胞的ＩＣ５０值为１．６２７μｍｏｌ／Ｌ，耐药指
数约为９．８６。经长时间的药物诱导，ＮＣＩＨ３１２２细胞
对克唑替尼的敏感性逐渐降低，产生了显著的耐药。

表２　不同浓度克唑替尼对Ｈ３１２２和Ｈ３１２２ＣＲ细胞的
抑制率（％，珋ｘ±ｓ）

克唑替尼（μｍｏｌ／Ｌ） Ｈ３１２２细胞 Ｈ３１２２ＣＲ细胞 Ｐ值

０．２５ ９．００±３．６８ － －

０．５０ ２３．８２±４．３４ － －

０．１０ ４１．９７±６．３９ １１．１８±７．９５ ０．０１０３

０．２０ ６０．６７±６．４１ １４．６８±３．９７ ０．０００８

０．５０ ６６．８７±６．５１ １８．２６±６．１９ ０．００１３

１．００ ７５．３３±４．９７ ３２．０３±５．９４ ０．０００３

３．００ － ６６．１２±４．６４ －

５．００ － ８０．００±７．５３ －

７．００ － ９３．３９±１．６２ －

２．５　克唑替尼对亲本细胞和耐药细胞凋亡的影响
　　根据ＣＣＫ８实验结果选用０．２、１．０μｍｏｌ／Ｌ克唑
替尼分别作用于 Ｈ３１２２和 Ｈ３１２２ＣＲ细胞，４８ｈ后流
式细胞仪检测细胞凋亡（图３）。０．２、１．０μｍｏｌ／Ｌ克
唑替尼作用于 Ｈ３１２２细胞凋亡率分别为（５０．２１±
４３６）％ 和（５９．９２±２．２４）％，而作用于 Ｈ３１２２ＣＲ细
胞凋亡率分别为（１１．９８±１．５６）％ 和（１４．７３±
３２３）％；与Ｈ３１２２细胞比较，Ｈ３１２２ＣＲ细胞凋亡率显
著降低（Ｐ均＜０．０５）。
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Ａ～Ｃ：Ｈ３１２２细胞；Ｄ～Ｆ：Ｈ３１２２ＣＲ细胞；Ａ、Ｄ：对照；Ｂ、Ｅ：０．２μｍｏｌ／Ｌ克唑替尼；Ｃ、Ｆ：１．０μｍｏｌ／Ｌ克唑替尼
图３　流式细胞仪检测不同浓度克唑替尼对亲本Ｈ３１２２细胞和耐药Ｈ３１２２ＣＲ细胞凋亡的影响
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２．６　耐药后细胞周期的变化
　　流式细胞仪检测结果（图４）显示：Ｈ３１２２细胞 Ｇ１
期细胞比例为（５４．１±７．２３）％，Ｓ期为（３９．５８５±
６３３）％，Ｇ２期为（６．３１５±２．２２）％；Ｈ３１２２ＣＲ细胞 Ｇ１
期细胞比例为（６７．６４±４．７４）％，Ｓ期为（２３．０９±
３７５）％，Ｇ２期为（９．２６８±１．２３）％。与Ｈ３１２２细胞比
较，Ｈ３１２２ＣＲ细胞Ｇ１期和 Ｇ２期细胞比例增加，Ｓ期比
例减少，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
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Ａ：Ｈ３１２２细胞；Ｂ：Ｈ３１２２ＣＲ细胞
图４　流式细胞仪检测Ｈ３１２２和Ｈ３１２２ＣＲ细胞周期

２．７　Ｈ３１２２和Ｈ３１２２ＣＲ细胞中ｍｉＲＮＡ的表达差异
　　第二代基因测序结果发现 ４１个差异表达的
ｍｉＲＮＡｓ（差异倍数大于３），其中１７个上调，２４个下
调。选择其中的部分 ｍｉＲＮＡｓ采用 ＲＴＰＣＲ进行验
证，ｍｉＲ３０ａ５ｐ、ｍｉＲ３７４ｃ５ｐ和 ｍｉＲ１２５ｂ５ｐ表达上
调；ｍｉＲ３１５ｐ、ｍｉＲ１０ａ５ｐ和 ｍｉＲ２００ｃ３ｐ表达下调
（图５）。

!"

!#

!$

%

&

"

#

$

!
"

'
(
)
*
#

$
%

+,!--

+,!--.(

/ - , " 0 &

1

2

1

1

1

2

１：ｍｉＲ３０ａ５ｐ；２：ｍｉＲ３７４ｃ５ｐ；３：ｍｉＲ１２５ｂ５ｐ；４：ｍｉＲ３１
５ｐ；５：ｍｉＲ１０ａ５ｐ；６：ｍｉＲ２００ｃ３ｐ；ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５，
与Ｈ３１２２细胞比较
图５　Ｈ３１２２细胞和Ｈ３１２２ＣＲ细胞中ｍｉＲＮＡｓ的表达

３　讨论

　　近年来随着靶向药物的开发与应用，肺癌患者的
生存期得到明显的改善，从中获益。然而，许多患者服

药一段时间后最终会产生耐药，且绝大多数属于获得

性耐药，使靶向药物治疗在肺癌中的应用陷入困境。

通过体外药物剂量逐渐递增的方法建立耐药模型可以

模拟临床患者的获得性耐药，因此，本实验采用克唑替

尼剂量逐渐递增的方法，成功构建了克唑替尼耐药细

胞Ｈ３１２２ＣＲ模型。实验中耐药细胞在１．０μｍｏｌ／Ｌ的
克唑替尼药物中维持培养，耐药性相对保持稳定，同时

考察了撤药后即耐药细胞在不含药物的完全培养液中

连续培养１、２周和３周对克唑替尼敏感性的变化，结
果发现在不含药物的完全培养液中连续培养２周耐药
性几乎不发生变化，保持相对的稳定，但是３周后耐药
性减弱，说明了耐药细胞株Ｈ３１２２ＣＲ在不含药物的培
养液中在短时间内能够保持稳定的耐药性。细胞周期

检测实验结果显示，耐药后细胞周期分布发生了变化，

与亲本细胞相比，耐药细胞 Ｈ３１２２ＣＲ处于 Ｇ１期的比
例增加，同时Ｓ期比例减少，表明细胞增殖活力有所下
降，与细胞生长曲线耐药细胞株生长缓慢结果一致。

　　有研究报道ｍｉＲＮＡｓ在肺癌中对于抗癌药物的耐
药调控具有潜在的作用，某些ｍｉＲＮＡ可以作为生物标
志物来预测或调节肺癌的治疗［１１－１２］。ｍｉＲＮＡｓ与细
胞的增殖、周期调控、凋亡等信号转导通路有关。在胶

质瘤干细胞替莫唑胺耐药机制研究中发现 ｍｉＲ１２５ｂ
５ｐ表达上调，通过抑制其表达能够促进细胞凋亡，一
定程度的消弱耐药性［１３］；在白血病柔红霉素耐药细胞

中ｍｉＲ１２５ｂ５ｐ能够下调Ｇ蛋白偶联受体激酶２和上
调ｐ５３蛋白表达，调节细胞凋亡［１４］；在顺铂耐药的肺

癌Ａ５４９／ＤＤＰ细胞中ｍｉＲ１０ａ能够调节ｃａｓｐａｓｅ３／８基
因的表达影响细胞凋亡［１５］。本研究初步筛选耐药细

胞与亲本细胞差异表达的 ｍｉＲＮＡｓ，寻找耐药相关的
ｍｉＲＮＡｓ，同时进行了相关的生物信息学分析，结果中
包括凋亡相关基因 ＢＣＬ２ａｎｔａｇｏｎｉｓｔ／ｋｉｌｌｅｒ１（ＢＡＫ１）、
Ｅ２Ｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ３（Ｅ２Ｆ３）和 ＢＣＬ２ｍｏｄｉｆｙｉｎｇ
ｆａｃｔｏｒ（ＢＭＦ），因此，推测本研究中 ｍｉＲ１２５ｂ５ｐ和
ｍｉＲ１０ａ５ｐ表达变化很有可能是通过影响肺癌细胞的
凋亡介导克唑替尼的耐药，有待进一步进行实验验证。

　　上述细胞形态学实验中发现细胞耐药后，形态发
生明显改变，呈纤维状，耐药细胞有上皮间质细胞转
化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）的可能，推
测 ＥＭＴ很可能也是克唑替尼的一种耐药机制［１６］。

Ａｄａｍ等［１７］研究 ｍｉＲＮＡ在 ＥＭＴ诱导的 ＥＧＦＲ靶向治
疗耐药过程中的作用时，通过对比膀胱敏感细胞和耐

药细胞，筛选出一些相关的 ｍｉＲＮＡｓ，其中 ｍｉＲ２００家
族成员可以调控 ＥＭＴ，恢复 ＥＧＦＲ敏感，推测本研究
中Ｈ３１２２细胞对克唑替尼耐药后 ｍｉＲ２００ｃ下调很可
能是与ＥＭＴ有关。

１９６　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（７）



　　本研究成功构建了克唑替尼耐药模型，并且从
ｍｉＲＮＡ入手，初步预测了其耐药机制，但是筛选出的
ｍｉＲＮＡ是通过哪种功能（凋亡、周期，或是迁移和侵
袭）变化介导耐药，以及究竟是通过哪种分子调控机

制参与耐药还需要进一步的考察。本研究中只构建了

１种耐药细胞株，如果能同时采用 ２株或者 ３株
ＥＭＬ４ＡＬＫ阳性的克唑替尼耐药细胞株，并且同时增
加体内试验结果会更具说服力。
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