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己糖激酶２在ＮＳＣＬＣ厄洛替尼耐药中的作用及机制
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　　［摘要］　目的　观察糖酵解关键酶己糖激酶２（ｈｅｘｏｋｉｎａｓｅ２，ＨＫ２）在人非小细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌ
ｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）组织中的表达，探讨ＨＫ２在ＮＳＣＬＣ厄洛替尼耐药中的作用及机制。方法　在
线数据库分析肺癌组织中 ＨＫ２的表达与预后的关系以及厄洛替尼对 ＮＳＣＬＣＨＫ２基因表达的影响；
ｑＰＣＲ体外验证ＨＫ２在正常肺上皮细胞、肺癌细胞中的表达差异；ｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测厄洛替尼敏
感细胞（ＰＣ９）、耐药细胞（ＰＣ９／ＥＲ）中 ＨＫ２的基础表达以及厄洛替尼干预后 ＨＫ２的表达情况；进而使
用ＨＫ２抑制剂３溴丙酮酸处理ＰＣ９／ＥＲ，采用ＣＣＫ８法检测ＰＣ９／ＥＲ耐药性、流式细胞术分析ＰＣ９／ＥＲ
的增殖能力。结果　ＨＫ２与肺癌患者预后不良相关，ＨＫ２高表达组患者的总体生存期（ｏｖｅｒａｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ，
ＯＳ）较低表达组明显缩短（Ｐ＜０．０５）；细胞实验证实ＨＫ２在ＰＣ９／ＥＲ中相对高表达，且厄洛替尼可降低
ＰＣ９细胞中ＨＫ２的表达，而对ＰＣ９／ＥＲ细胞 ＨＫ２的表达无显著影响；３溴丙酮酸可有效抑制 ＰＣ９／ＥＲ
中ＨＫ２的表达，ＣＣＫ８法结果表明，ＰＣ９／ＥＲ３溴丙酮酸处理组厄洛替尼ＩＣ５０值较ＰＣ９／ＥＲ对照组显著
降低［（０．００５±０．００１）ｖｓ（１．９６７±０．４３６）μｍｏｌ／Ｌ，Ｐ＝０．０１６］，提示３溴丙酮酸处理后能让耐药的 ＰＣ９／
ＥＲ细胞恢复对厄洛替尼的敏感性；３溴丙酮酸处理组增殖指数为（１４．１±０．８）％，较对照组（３０．４±
２．３）％显著减少（Ｐ＝０．００８），提示３溴丙酮酸能明显抑制耐药细胞增殖。结论　ＨＫ２是 ＮＳＣＬＣ患者
的不良预后指标，可诱导ＮＳＣＬＣ厄洛替尼耐药。可能和其促进糖酵解的机制有关，抑制其表达有望成
为逆转ＮＳＣＬＣ厄洛替尼耐药的有效策略。
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　　肺癌是全球发病率和死亡率最高的恶性肿瘤，其
中非小细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）
约占８０％［１－２］。表皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）异常突变与ＮＳＣＬＣ的发生和进
展有关，亦是其治疗的重要靶标。目前已开发和研究

出了多种抗 ＥＧＦＲ抑制剂用于临床，包括单克隆抗体
和小分子酪氨酸激酶抑制剂（ｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，
ＴＫＩ）。第一代ＥＧＦＲＴＫＩ厄洛替尼用于存在ＥＧＦＲ敏
感突变（１９号外显子缺失或２１号外显子Ｌ８５８Ｒ突变）
的晚期ＮＳＣＬＣ的一线治疗，且其疗效明显优于传统的
化疗［３－４］。然而，使用 ＴＫＩ治疗的患者将不可避免出
现耐药，已发现的 ＴＫＩ耐药机制包括 ＥＧＦＲ二次突变
Ｔ７９０Ｍ、旁路激活、表型转化等［５－７］。但还有相当部分

耐药机制尚未阐明。因此，为改善这一部分患者的生

存，进一步探索合适、有效的策略来逆转ＴＫＩ耐药具有
重要的意义。

　　越来越多的证据表明细胞能量代谢在肿瘤的发
生、发展过程中发挥了重要作用。与正常组织的供能

方式不同，无论是有氧或无氧状态，肿瘤细胞均以糖酵

解为主要能量来源，即有氧酵解或称为“Ｗａｒｂｕｒｇ效
应”［８］。糖酵解不仅为肿瘤细胞增殖提供了能量，其

产生的中间产物乳酸、丙酮酸等也是合成肿瘤细胞所

需的重要原料［９］，抑制糖酵解可以增强 ＮＳＣＬＣ对
ＥＧＦＲＴＫＩ的敏感性，并防止耐药的产生［１０］。己糖激

酶（ｈｅｘｏｋｉｎａｓｅｓ，ＨＫｓ）是催化糖酵解的第一个重要的
限速酶，主要有４种不同的亚型在哺乳动物组织中表
达，分别为ＨＫ１、ＨＫ２、ＨＫ３和ＨＫ４［１１］。除己糖激酶家
族其他成员外，ＨＫ２在人类癌症和胚胎组织中过表
达［１２］，但在正常的成人组织中表达数量较低［１３］。鉴

于此，ＨＫ２有望成为潜在的癌症治疗靶标［１４－１５］，但

ＨＫ２是否与ＮＳＣＬＣ厄洛替尼耐药有关，是否能成为治

疗厄洛替尼耐药的靶标，目前尚不清楚。

　　为了探索 ＨＫ２在 ＮＳＣＬＣ厄洛替尼耐药中的作
用，本研究首先通过在线网站分析肺癌和肺腺癌组织

中ＨＫ２的表达与预后的关系；其次通过 ＧＥＯＤａｔａＳｅｔｓ
数据库研究厄洛替尼对ＮＳＣＬＣ细胞中 ＨＫ２基因差异
表达的影响，然后采用 ｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ进行体
外验证实验，检测在厄洛替尼干预下ＮＳＣＬＣ厄洛替尼
耐药细胞和敏感细胞中ＨＫ２的表达差异，并采用抑制
ＨＫ２表达的手段，观察 ＨＫ２对 ＮＳＣＬＣ细胞厄洛替尼
耐药及细胞增殖的影响。

１　材料与方法

１．１　材料
　　肺腺癌厄洛替尼敏感细胞 ＰＣ９购自上海生物化
学与细胞生物学研究所（中国上海），耐药细胞 ＰＣ９／
ＥＲ由本课题组韩静博士诱导；厄洛替尼敏感细胞
ＨＣＣ８２７购自ＡＴＣＣ细胞库，人正常肺上皮细胞ＢＥＡＳ
２Ｂ由华中科技大学黄珊珊博士赠送；ＲＰＭＩ１６４０培养
基、胎牛血清、胰蛋白酶消化液均购自 ＨｙＣｌｏｎｅ公司
（美国）；ＣＣＫ８试剂购自同仁化学研究所（日本）；
ｑＰＣＲ反转录试剂盒购自 ＴａＫａＲａ公司（日本）；细胞
增殖试剂盒购自ＧｅｎｅＣｏｐｏｅｉａ公司（美国）；ＲＩＰＡ裂解
液、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒、ＳＤＳＰＡＧＥ电泳液和转
膜液均购自碧云天公司（中国上海）；厄洛替尼、ＨＫ２
抑制剂（Ｂｒｏｍｏｐｙｒｕｖｉｃａｃｉｄ，３溴丙酮酸）购自 Ｓｅｌｌｅｃｋ
Ｃｈｅｍ公司（美国）；ＨＫ２抗体购自 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ公司（美国）；βａｃｔｉｎ抗体购自中杉金桥公司
（中国北京）。

１．２　方法
１．２．１　肺癌组织中ＨＫ２的表达与预后分析　　①登
录ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒＰｌｏｔｔｅｒ网站（ｈｔｔｐ：／／ｋｍｐｌｏｔ．ｃｏｍ／ａｎａｌ
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ｙｓｉｓ／ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ），选择肺癌，输入“ＨＫ２”，获取预后分
析数据；②登录 ＧＥＰＩＡ网站（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｐｉａ．ｃａｎｃｅｒ
ｐｋｕ．ｃｎ），进入 ＳｕｒｖｉｖａｌＰｌｏｔｓ，输入基因“ＨＫ２”并选择
肺腺癌，点击“Ｐｌｏｔ”获取预后分析数据。
１．２．２　厄洛替尼对 ＮＳＣＬＣ细胞中 ＨＫ２基因差异表
达的影响　　登录 ＧＥＯＤａｔａＳｅｔｓ网站，输入“ＨＫ２、
ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ”，筛选出数据库（ＧＳＥ６７０５１），获取数据并统
计分析结果。

１．２．３　ＣＣＫ８法检测细胞增殖　　将处于对数生长
期的ＰＣ９、ＰＣ９／ＥＲ细胞以５０００个／孔接种于９６孔板，
每个浓度设置３个平行孔，于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中
培养２４ｈ，以含有５０μｍｏｌ／Ｌ３溴丙酮酸的不同浓度
厄洛替尼（０、０．００１、０．０１、０．１、１、１０μｍｏｌ／Ｌ）处理细胞
４８ｈ，每孔加入１０μＬＣＣＫ８试剂于细胞培养箱中继
续培养１ｈ，然后在酶标仪上测定波长４５０ｎｍ处的光
密度值［Ｄ（４５０）］，计算生存率，并得出ＩＣ５０值。
１．２．４　细胞分组　　体外实验：ＰＣ９、ＰＣ９／ＥＲ细胞均
分为２组，用１μｍｏｌ／Ｌ厄洛替尼处理的为厄洛替尼处
理组，未用厄洛替尼处理的为对照组。抑制实验：以含

有１μｍｏｌ／Ｌ厄洛替尼的不同浓度３溴丙酮酸（０、２０、
５０μｍｏｌ／Ｌ）处理ＰＣ９／ＥＲ细胞，分别为０、２０、５０μｍｏｌ／Ｌ
３溴丙酮酸组。
１．２．５　实时定量 ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）检测　　采用 ＴＲＩｚｏｌ
试剂盒提取细胞总 ＲＮＡ，超微量分光光度计测定总
ＲＮＡ浓度，经逆转录反应合成 ｃＤＮＡ，以 βａｃｔｉｎ作为
内参，使用 ＳＹＢＲ试剂盒在 ＣＦＸ３８４荧光定量 ＰＣＲ仪
上检测基因表达情况。引物序列：βａｃｔｉｎ上游 ５′
ＧＣＧＡＧＣＡＣＡＧＡＧＣＣＴＣＧＣＣＴＴ３′，下游 ５′ＣＡＴＣＡＴＣ
ＣＡＴＧＧＴＧＡＧＣＴＧＧＣＧＧ３′；ＨＫ２上游 ５′ＧＡＧＣＣＡＣ
ＣＡＣＴＣＡＣＣＣＴＡＣＴ３′，下游５′ＣＣＡＧＧＣＡＴＴＣＧＧＣＡＡＴ
ＧＴＧ３′。

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　含有蛋白酶抑制剂的
ＲＩＰＡ裂解液提取细胞总蛋白，ＢＣＡ试剂盒测定总蛋
白浓度；通过ＳＤＳＰＡＧＥ分离等量的蛋白质，然后转移
到ＰＶＤＦ膜上；用５％蛋白质粉封闭膜，并在４℃下与
特异性一抗一起孵育过夜，使用山羊抗兔 ＩｇＧ抗体和
化学发光检测系统检测蛋白质。

１．２．７　ＥｄＵ法检测细胞增殖　　将 ＰＣ９／ＥＲ细胞以
３×１０５个／孔接种于六孔板，每个浓度设置３个平行孔，
置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱培养２４ｈ，以含有１μｍｏｌ／Ｌ
厄洛替尼的不同浓度３溴丙酮酸（０、５０μｍｏｌ／Ｌ）处理细
胞４８ｈ，然后根据ＥｄＵ检测试剂盒说明书进行检测。
１．３　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 Ｇｒａｐｈｐａｄｐｒｉｓｍ５．０１软件
进行分析，两组间变量资料比较采用配对ｔ检验，多组
间比较采用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５表示差异有统计
学意义。

２　结果

２．１　ＨＫ２高表达与肺癌及肺腺癌患者预后不良相关
　　为了探索ＨＫ２与肺癌和肺腺癌患者的预后关系，
使用ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒＰｌｏｔｔｅｒ获取了１９０８例肺癌患者的
生存数据，并在ＧＥＰＩＡ网站获取了４７８例肺腺癌患者
的生存数据。分析显示，ＨＫ２在肺癌、肺腺癌组织中
高表达，并与患者的总体生存期（ｏｖｅｒａｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ，ＯＳ）
差异显著相关，ＨＫ２高表达组患者的 ＯＳ较低表达组
明显缩短（Ｐ＜０．０５，图１Ａ、Ｂ）。进一步在人正常肺上
皮细胞株和人肺腺癌细胞株中验证了ＨＫ２的表达，结
果显示与正常人肺上皮细胞相比，ＨＫ２在肺腺癌细胞
中的表达更高（Ｐ＜０．０１，图１Ｃ）。提示 ＨＫ２高表达可
能是肺癌尤其肺腺癌患者的不良预后因子。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ＨＫ２低表达比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与正常人肺上皮细胞 ＢＥＡＳ２Ｂ比较；Ａ：肺癌患者总体生存期；Ｂ：肺
腺癌患者总体生存期；Ｃ：ｑＰＣＲ检测ＨＫ２ｍＲＮＡ的表达　１：正常人肺上皮细胞ＢＥＡＳ２Ｂ；２：人肺腺癌细胞ＰＣ９；
３：人肺腺癌细胞ＨＣＣ８２７

图１　不同ＨＫ２表达的肺癌及肺腺癌患者生存情况及不同细胞中ＨＫ２的表达
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２．２　厄洛替尼可下调ＮＳＣＬＣ敏感细胞中ＨＫ２的表达
　　为了探究厄洛替尼对肺腺癌基因表达的影响，利
用ＧＥＯＤａｔａＳｅｔｓ数据库分析厄洛替尼对 ＮＳＣＬＣ细胞
中ＨＫ２基因差异表达的影响。结果发现，在厄洛替尼
（１μｍｏｌ／Ｌ）的作用下，厄洛替尼敏感 ＮＳＣＬＣ细胞中
ＨＫ２的表达相对下调［ＰＣ９细胞：（１４２０．７６７±８５．０１４）
ｖｓ（６１８．２３３±４８．１８３），Ｐ＝０．００９；ＨＣＣ８２７细胞：
（１３８８．３３３±４７．５７９）ｖｓ（９５４．７３３±２２．０５６），Ｐ＝
０．００１］。说明在厄洛替尼干预 ＴＫＩ敏感 ＮＳＣＬＣ细胞
ＰＣ９和ＨＣＣ８２７的过程中，ＨＫ２的表达相应减少，提示
厄洛替尼对敏感细胞的抑制作用可能与其诱导的

ＨＫ２下调有关。
２．３　厄洛替尼对 ＴＫＩ敏感和耐药 ＮＳＣＬＣ细胞 ＨＫ２

表达的不同影响

　　ＣＣＫ８检测结果见图 ２Ａ，得到 ＮＳＣＬＣ细胞厄洛
替尼的 ＩＣ５０值为：ＰＣ９ｖｓＰＣ９／ＥＲ为（０．０１２±０．００２）
μｍｏｌ／Ｌｖｓ（３．５６０±０．７６３）μｍｏｌ／Ｌ（Ｐ＝０．０１５），说明两
者对厄洛替尼的敏感性差异甚大。ｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测结果显示厄洛替尼耐药细胞中 ＨＫ２的表达
明显高于敏感细胞（Ｐ＜０．０１，图 ２Ｂ～Ｄ），提示耐药细
胞中ＨＫ２的相对高表达可能与厄洛替尼耐药相关。

与 ＧＥＯＤａｔａＳｅｔｓ数据库分析结果一致，无论在基因
水平还是蛋白水平，厄洛替尼可降低敏感细胞 ＰＣ９
中 ＨＫ２的表达，但对耐药细胞中 ＨＫ２的表达无显著
影响。

２．４　３溴丙酮酸可明显抑制耐药细胞中ＨＫ２的表达
　　由于ＨＫ２在厄洛替尼耐药细胞中的表达高于敏
感细胞，进一步使用不同浓度３溴丙酮酸来抑制其在
耐药细胞中的表达。结果表明，无论在基因还是蛋白

水平，３溴丙酮酸可成功抑制耐药细胞中 ＨＫ２的表
达，且３溴丙酮酸浓度越高，其对 ＨＫ２的抑制效果越
明显（Ｐ＜０．０１，图３）。提示３溴丙酮酸亦是厄洛替尼
耐药细胞ＨＫ２的抑制剂。
２．５　抑制ＨＫ２可恢复耐药细胞对厄洛替尼的敏感性
　　在使用３溴丙酮酸成功抑制ＨＫ２表达的同时，采
用ＣＣＫ８法检测耐药细胞的 ＩＣ５０值（图 ４）。结果显
示，与０μｍｏｌ／Ｌ３溴丙酮酸组比较，５０μｍｏｌ／Ｌ３溴丙
酮酸组细胞厄洛替尼ＩＣ５０值明显降低［（０．００５±０．００１）
ｖｓ（１．９６７±０．４３６）μｍｏｌ／Ｌ，Ｐ＝０．０１６］。表明３溴丙酮
酸成功抑制ＨＫ２的表达后，ＮＳＣＬＣ耐药细胞对厄洛替
尼的敏感性得以恢复，提示ＨＫ２抑制剂能够加强厄洛
替尼对耐药ＮＳＣＬＣ细胞的抑制作用。
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Ａ：ＣＣＫ８检测结果　１～５：分别为０．００１、０．０１、０．１、１、１０μｍｏｌ／Ｌ厄洛替尼处理组；Ｂ：ｑＰＣＲ检测结果　１、２：分
别为ＰＣ９细胞对照组和厄洛替尼组；３、４：分别为ＰＣ９／ＥＲ细胞对照组和厄洛替尼组；ａ：Ｐ＜０．０１，与ＰＣ９细胞对照
组比较；Ｃ、Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果及半定量分析　１、２：分别为 ＰＣ９细胞对照组和厄洛替尼组；３、４：分别为
ＰＣ９／ＥＲ细胞对照组和厄洛替尼组；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＰＣ９细胞对照组比较

图２　厄洛替尼干预ＰＣ９、ＰＣ９／ＥＲ细胞ＨＫ２的表达
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图３　３溴丙酮酸可抑制耐药细胞ＰＣ９／ＥＲ中ＨＫ２的表达
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１～５：分别为０．００１、０．０１、０．１、１、１０μｍｏｌ／Ｌ厄洛替尼处理组

图４　ＣＣＫ－８检测３－溴丙酮酸影响厄洛替尼对ＰＣ９／ＥＲ
细胞的抑制

２．６　ＨＫ２可促进细胞增殖
　　在证实抑制 ＨＫ２可增强耐药细胞对厄洛替尼的
敏感性后，进一步分析 ＨＫ２对 ＮＳＣＬＣ细胞耐药表型
的影响。结果发现厄洛替尼（１μｍｏｌ／Ｌ）联合 ３溴丙
酮酸组（５０μｍｏｌ／Ｌ）的ＥｄＵ阳性细胞的比例低于单用
厄洛替尼组［（１４．１±０．８）％ ｖｓ（３０．４±２．３）％，Ｐ＝
０．００８，图５］，说明３溴丙酮酸可以加强厄洛替尼抑制
细胞增殖的作用。在厄洛替尼无法有效抑制耐药细胞

增殖的情况下，联合ＨＫ２抑制剂可以增强抗细胞增殖
的作用，进而提示ＨＫ２可促进细胞增殖。

３　讨论

　　ＥＧＦＲＴＫＩ靶向治疗一直是存在 ＥＧＦＲ敏感突变
的晚期ＮＳＣＬＣ患者的首选治疗方式，与使用传统放、
化疗的患者相比，使用 ＥＧＦＲＴＫＩ治疗的患者临床获
益更佳，但患者终会因耐药而使临床获益受限。因此，

寻找逆转 ＴＫＩ耐药的策略对改善患者的生存至关重
要。本研究首先通过在线数据库发现 ＨＫ２与肺癌患
者的预后相关，ＨＫ２高表达的肺癌、肺腺癌患者总体
生存期更短；体外实验也证实肺腺癌细胞中 ＨＫ２较
人正常肺上皮细胞高表达，提示 ＨＫ２在肺癌尤其是
肺腺癌中发挥着促癌作用，是肺腺癌的不良预后因

子。但 ＨＫ２是否与 ＮＳＣＬＣ厄洛替尼耐药相关有待
进一步研究。

　　本课题组前期研究发现，在同样的生存环境下
ＮＳＣＬＣ厄洛替尼耐药细胞较敏感细胞产酸、产ＡＴＰ的
能力更强，意味着耐药细胞更倾向于依赖糖酵解供能。

糖酵解是肿瘤细胞的核心表型之一，可通过多种机制

参与耐药。己糖激酶是一种组织特异性同工酶，是催

化糖酵解途径的第一个重要的限速酶，而 ＨＫ２则
是催化过程中必不可少的一个己糖激酶亚型［１６－１７］，并

且ＨＫ２在肿瘤中过表达对糖酵解至关重要［１８］。本研
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Ａ：ＥｄＵ检测结果；Ｂ：ＥｄＵ阳性细胞比例　１：０μｍｏｌ／Ｌ３溴丙酮酸组；２：５０μｍｏｌ／Ｌ３溴丙酮酸组；ａ：Ｐ＜０．０１，与
０μｍｏｌ／Ｌ３溴丙酮酸组比较

图５　抑制ＨＫ２可降低ＰＣ９／ＥＲ细胞的增殖
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究发现厄洛替尼可抑制ＮＳＣＬＣ敏感细胞中 ＨＫ２的表
达，ｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ也证实 ＨＫ２在耐药细胞中
相对高表达，且厄洛替尼不能抑制耐药细胞中ＨＫ２的
上调。提示我们耐药细胞对厄洛替尼的抵抗作用可能

与ＨＫ２的过表达有关，ＨＫ２过表达促进耐药细胞糖酵
解，继而诱导ＮＳＣＬＣ厄洛替尼耐药。
　　ＨＫ２过表达可通过促进糖酵解来诱导肿瘤进
展［１９］，抑制ＨＫ２可在癌细胞中诱导凋亡、辅助抗癌药
物渗透肿瘤细胞，提高肿瘤细胞对抗癌药物的敏感

性［２０－２２］。ＨＫ２敲低后，癌细胞中的葡萄糖消耗和乳酸
产量显著降低，而厄洛替尼耐药 ＮＳＣＬＣ细胞中 ＨＫ２
上调加强了细胞糖酵解，继而产生大量乳酸造成肿瘤

微环境的酸化，微环境酸中毒是癌症进化和恶性进展

的关键因素，酸化的微环境还提供了强大的进化选择

压力，从而促进了侵略性和抗治疗性克隆的出现［２３］。

我们前期的研究发现厄洛替尼耐药细胞产生的乳酸含

量高于敏感细胞，表明在酸性环境中耐药细胞具有更

强的生存优势，耐酸的厄洛替尼抗性细胞逐渐被选择

出来。同时，糖酵解增强造成的酸中毒会引起基因组

不稳定，肿瘤细胞将出现更多突变以适应不断变化的

肿瘤微环境，进而导致新生的癌细胞对治疗产生抵

抗［２４］。增强的糖酵解会产生大量的ＡＴＰ，从而为耐药
细胞合成生物大分子提供丰富的能量，糖酵解途径的

中间代谢产物也用以合成耐药细胞进而驱动肿瘤生

长，此外，糖酵解还可通过促进表型转化赋予癌细胞转

移优势导致细胞耐药［２５］。Ｐ糖蛋白是一种外排转运
蛋白，可将抗肿瘤药物排出胞外，增多的乳酸使细胞外

环境酸化加强了Ｐ糖蛋白作为外排泵的功能，同时细
胞膜两侧形成的ｐＨ梯度也会减少弱碱性抗癌药物向
细胞内的扩散［２６］。ＨＫ２的许多抑制剂，如 ３溴丙酮
酸、２脱氧葡萄糖等可成功抑制多个瘤种的糖酵解并
初步显示出抗癌功效［２７］。本研究表明 ＨＫ２在厄洛替
尼耐药细胞中的表达更高，使用３溴丙酮酸可成功抑
制厄洛替尼耐药细胞 ＨＫ２的表达。当 ＨＫ２被成功抑
制后，厄洛替尼耐药细胞对厄洛替尼的敏感性得以恢

复。研究表明ＨＫ２在癌症中过表达可通过调节糖酵
解促进肿瘤增殖［２８］，本研究也证实经３溴丙酮酸干预
后，耐药细胞ＥｄＵＡＰＣ＋细胞的比例显著下降，表明抑
制ＨＫ２可降低细胞的增殖能力，ＨＫ２可通过调节糖酵
解促进耐药细胞增殖。

　　本研究表明 ＨＫ２与肺腺癌患者的生存预后呈显
著负相关，ＨＫ２高表达组患者的ＯＳ明显降低，并证实
ＨＫ２在肺腺癌细胞中明显高表达，表明ＨＫ２可能是肺
腺癌的标志物并与不良预后密切相关，提示ＨＫ２在肺
腺癌的发生进展中发挥了重要作用。体外联合 ＨＫ２
抑制剂能够显著提高厄洛替尼对耐药细胞的抑制作

用，提高耐药细胞对厄洛替尼的敏感性，抑制耐药细胞

的增殖。因此，ＨＫ２可作为治疗 ＮＳＣＬＣ患者 ＥＧＦＲ
ＴＫＩ耐药后的一个有效新靶点，ＨＫ２抑制剂单用或与
ＥＧＦＲＴＫＩ组合应用可能是应对 ＥＧＦＲＴＫＩ治疗后出
现耐药的一种新策略。

　　综上所述，ＨＫ２上调促进糖酵解在ＮＳＣＬＣ厄洛替
尼耐药机制中发挥重要作用，其具体作用机制还需进

一步探讨，但抑制其表达降低糖酵解水平有望成为逆

转ＮＳＣＬＣ厄洛替尼耐药的有效策略。
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