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Ｍｄｍ２过表达诱导ＡＬＫ阳性非小细胞肺癌克唑替尼耐药的实验研究
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　　［摘要］　目的　探究Ｍｄｍ２过表达在间变性淋巴瘤激酶（ａｎａｐｌａｓｔｉｃｌｙｍｐｈｏｍａｋｉｎａｓｅ，ＡＬＫ）突变的
非小细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）Ｈ３１２２细胞中对克唑替尼敏感性的影响。方法　通过
转染Ｍｄｍ２质粒构建过表达 Ｍｄｍ２蛋白的 Ｈ３１２２Ｍｄｍ２过表达组细胞，对照组转染空载体构建 Ｈ３１２２
空载组细胞，给予不同浓度克唑替尼处理后进行ＭＴＴ、平板克隆、ＴＵＮＥＬ染色等实验评估Ｍｄｍ２表达状
态对ＡＬＫ靶向药物克唑替尼敏感性的影响。通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验探究过表达Ｍｄｍ２后对ＡＬＫ及其下
游信号通路转导以及上皮间质转化过程（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）标记物的影响。
结果　与Ｈ３１２２空载组细胞相比，Ｈ３１２２Ｍｄｍ２过表达组细胞出现克唑替尼耐药表型，对药物诱导的细
胞凋亡耐受，且过表达Ｍｄｍ２并不能维持 ＡＬＫ及其下游分子的磷酸化水平。过表达 Ｍｄｍ２后，细胞发
生ＥＭＴ，获得间质细胞特征。结论　过表达 Ｍｄｍ２可能通过诱导 ＥＭＴ过程导致 Ｈ３１２２细胞对克唑替
尼耐药。

　　［关键词］　ＡＬＫ靶向治疗；克唑替尼；耐药；Ｍｄｍ２；ＥＭＴ
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　　２００７年日本科学家 ＨｉｒｏｙｕｋｉＭａｎｏ从１例晚期肺
腺癌患者肿瘤组织中克隆出 ＥＭＬ４ＡＬＫ融合基因，该
融合基因包含了间变性淋巴瘤激酶 （ａｎａｐｌａｓｔｉｃ
ｌｙｍｐｈｏｍａｋｉｎａｓｅ，ＡＬＫ）结构域，可持续激活 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ
信号通路，具有使细胞恶变的能力［１］。除了 ＥＭＬ４
ＡＬＫ，从肺癌组织中还鉴定出 ＫＩＦ５ＢＡＬＫ、ＴＦＧＡＬＫ、
ＮＰＭ３ＡＬＫ等融合形式，但不论是何种融合类型，这些
肺癌组织都高表达ＡＬＫ且 ＡＬＫ蛋白发生自动磷酸化
（ａｕｔｏｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ），使用特异性抗体可检出 ＡＬＫ
融合蛋白［２－３］。３％～５％非小细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌ
ｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）发生ＡＬＫ基因融合，称为 ＡＬＫ阳
性ＮＳＣＬＣ，这部分患者对 ＡＬＫ靶向治疗药物（例如克
唑替尼，阿来替尼，布加替尼等）敏感。研究表明克唑

替尼（Ｃｒｉｚｏｔｉｎｉｂ）一线治疗 ＡＬＫ阳性 ＮＳＣＬＣ的有效率
达７４％，显著优于含铂两药方案静脉化疗（４５％），疾
病无进展期（ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌ，ＰＦＳ）明显延长
（１０．９个月 ｖｓ．７．０个月），克唑替尼组患者１年生存
率高达８４％［４］。因此ＡＬＫ靶向药物推荐用于ＡＬＫ阳
性ＮＳＣＬＣ标准一线治疗。
　　不幸的是大部分ＡＬＫ阳性 ＮＳＣＬＣ患者在克唑替
尼靶向治疗 １０个月后产生获得性耐药（ａｃｑｕｉｒｅｄ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ），相关耐药机制包括 ＡＬＫ激酶结构域点突
变（Ｃ１１５６Ｙ，Ｌ１１９６Ｍ），ＡＬＫ扩增，ＥＧＦＲ和 ｃｋｉｔ旁路
活化等［５－６］，前者可以通过升级 ＡＬＫ靶向药物（色瑞
替尼，阿来替尼，劳拉替尼）进而克服耐药，联合 ＥＧＦＲ
和ｃｋｉｔ靶向药物则可逆转旁路途径引起的耐药。然
而，仍有 ３０％患者耐药机制尚未明确，这些患者缺少
有效的治疗方案，生活质量迅速恶化，预后较差。故探

究未知的ＡＬＫ靶向耐药机制一直是基础研究和临床
实践的热点和难点。

　　鼠双微体基因 ２（ｍｕｒｉｎｅｄｏｕｂｌｅｍｉｎｕｔｅ２，Ｍｄｍ２）
定位于 １２ｑ１３１４，编码分子量 ９０ｋＤ的 Ｍｄｍ２蛋白。
Ｍｄｍ２蛋白主要在胞浆和细胞核内表达，通过降解ｐ５３
等细胞周期蛋白促进细胞增殖［７］。骨肉瘤、软组织肉

瘤、卵巢癌、淋巴瘤、胃癌、ＮＳＣＬＣ等实体瘤中通常可
以检出Ｍｄｍ２高表达，并且 Ｍｄｍ２表达水平和肿瘤侵
袭转移能力正相关，Ｍｄｍ２高表达的肿瘤患者生存期
短，提示Ｍｄｍ２是驱动肿瘤细胞恶性表型的重要因子，
目前亦开发出处于临床研究阶段的 Ｍｄｍ２抑制剂
Ｎｕｔｌｉｎ３，与化疗联合用于治疗晚期恶性肿瘤患者［８－９］。

然而 Ｍｄｍ２对 ＡＬＫ靶向治疗敏感性的调控作用仍不
甚清楚，Ｍｄｍ２过表达能否导致耐药表型亟待明确。
因此，本研究拟使用ＭＴＴ、平板克隆、ＴＵＮＥＬ染色等多
种实验方法，探究 Ｍｄｍ２过表达在 Ｈ３１２２细胞中对
ＡＬＫ靶向治疗敏感性的影响，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验

初步探究其导致耐药的分子机制，以期为ＡＬＫ靶向治
疗耐药后药物的研发提供新的靶点。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
　　ＲＰＭＩ１６４０、胎牛血清购自Ｇｉｂｃｏ公司，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
３０００转染试剂购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，克唑替尼购自
Ｓｅｌｌｅｃｋ公司，ＭＴＴ、ＤＭＳＯ购自 Ｓｉｇｍａ公司，吉姆萨染
液购自碧云天公司，ＴＵＮＥＬ试剂盒购自诺唯赞公司，
ｐＡＬＫ、ＡＬＫ、ｐＡｋｔ、Ａｋｔ、ｐＥｒｋ、Ｅｒｋ、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｓｎａｉｌ、Ｓｌｕｇ抗体购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司，Ｍｄｍ２抗体购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，ＧＡＰＤＨ抗体
购自Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司。
１．２　细胞培养和转染
　　ＡＬＫ阳性 ＮＳＣＬＣＨ３１２２细胞由麻省总医院胸部
肿瘤中心 ＪｅｆｆｒｅｙＥｎｇｅｌｍａｎ教授惠赠，用含 １０％ 胎牛
血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基置于 ３７℃、５％ＣＯ２培养箱
中常规培养。

　　转染前１天，将 Ｈ３１２２细胞接种到 ６ｃｍ培养皿
中，次日使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００转染空载体（ｅｍｐｔｙ
ｖｅｃｔｏｒ，ＥＶ）或Ｍｄｍ２过表达质粒，转染４８ｈ后用于功
能学实验。

１．３　ＭＴＴ实验
　　转染后，将空载或 Ｍｄｍ２过表达的 Ｈ３１２２细胞以
３０００／孔密度接种到９６孔板中，次日加入梯度克唑替
尼（０、１、１０、１００、１０００ｎｍｏｌ／Ｌ），继续培养４８ｈ。培养
结束后向各孔加入５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ溶液，孵育４ｈ后吸
弃上清，ＤＭＳＯ溶解甲瓒结晶，酶标仪读取各孔４９０ｎｍ
处吸光度值［Ｄ（４９０）］。
１．４　平板克隆实验
　　转染后，将空载或 Ｍｄｍ２过表达的 Ｈ３１２２细胞以
１０００／孔密度接种到３．５ｃｍ培养皿中，次日待细胞贴
壁后加入终浓度为 ２０ｎｍｏｌ／Ｌ克唑替尼，每 ３天换液
一次，置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养。培养约２周
有肉眼可见细胞克隆时停止培养，甲醇—冰醋酸固定

细胞克隆，１％吉姆萨染液对细胞克隆进行染色。
１．５　ＴＵＮＥＬ细胞凋亡检测
　　常规制备细胞爬片，４％多聚甲醛室温固定３０ｍｉｎ，
ＰｒｏｔｅｉｎａｓｅＫ溶液室温孵育５ｍｉｎ，每个样本滴加１００μＬ
１×ＥｑｕｉｌｉｂｒａｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ室温孵育 ３０ｍｉｎ，５０μＬＴｄＴ孵
育缓冲液室温孵育 １ｈ，ＰＢＳ漂洗后 ＤＡＰＩ室温染色
５ｍｉｎ。在荧光显微镜下分析各组细胞爬片，６２０ｎｍ
波长下检测ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４０红色荧光，４６０ｎｍ波长下
检测ＤＡＰＩ蓝色荧光。

１０５２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２４）
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Ａ：荧光显微镜下检测质粒转染效率；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染后Ｍｄｍ２蛋白表达情况

图１　Ｈ３１２２细胞转染ｐＥＧＦＰＮ３ＥＶ或ｐＥＧＦＰＮ３Ｍｄｍ２质粒后Ｍｄｍ２表达验证

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验
　　细胞经过药物处理后使用 ＲＩＰＡ裂解液冰上裂
解，ＢＣＡ法检测细胞蛋白样品浓度，ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电
泳后湿法转膜，５％脱脂牛奶室温封闭１ｈ。一抗４℃
冰箱过夜孵育后ＨＲＰ标记的二抗室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ
漂洗后进行ＥＣＬ化学发光显像。
１．７　统计学分析
　　每组实验至少重复３次，结果采用 ＳＰＳＳ２５．０进
行统计分析，ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０绘制统计图。两组
比较采用Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验，以 Ｐ＜０．０５视为差异具有
统计学意义。

２　结果

２．１　过表达Ｍｄｍ２诱导Ｈ３１２２细胞克唑替尼耐药
　　Ｈ３１２２细胞为 ＥＭＬ４ＡＬＫ阳性 ＮＳＣＬＣ，该细胞对
ＡＬＫ靶向治疗敏感，故本研究主要在Ｈ３１２２细胞中评
估Ｍｄｍ２表达状态与克唑替尼敏感性的关系。在
ｐＥＧＦＰＮ３表达载体中插入Ｍｄｍ２ｃＤＮＡ序列，构建了
Ｍｄｍ２表达载体，该载体在Ｎ端有ＥＧＦＰ序列，可在荧
光显微镜下观察目的基因表达情况。Ｈ３１２２细胞转染
ｐＥＧＦＰＮ３Ｍｄｍ２编码质粒或ｐＥＧＦＰＮ３空载体（ＥＶ）
质粒后，荧光显微镜下可见明亮的绿色荧光，提示质粒

转染成功（图１Ａ），将空载组或Ｍｄｍ２过表达组的细胞
提取蛋白后，经 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证，发现 Ｍｄｍ２过表达
组Ｈ３１２２细胞 Ｍｄｍ２蛋白表达量明显增加，说明转染
质粒在细胞内表达（图１Ｂ）。
　　通过 ＭＴＴ实验评估 Ｍｄｍ２表达状态对克唑替尼
敏感性的影响。结果显示：克唑替尼能有效抑制

Ｈ３１２２空载组细胞增殖，药物处理４８ｈ估算ＩＣ５０值约
１８９．５ｎｍｏｌ／Ｌ；相反，Ｈ３１２２Ｍｄｍ２过表达组细胞对克
唑替尼处理不敏感，细胞可以在低浓度克唑替尼条件

下继续增殖，估算克唑替尼 ＩＣ５０值约 ６７４．３ｎｍｏｌ／Ｌ。
加入不同浓度的克唑替尼后，Ｍｄｍ２过表达组的细胞
存活率均高于空载组细胞，差异均具有统计学意义

（Ｐ＜０．０５，图２）。因此，过表达Ｍｄｍ２可以诱导Ｈ３１２２
细胞对克唑替尼的耐药性。
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与空载组比较

图２　ＭＴＴ实验测定克唑替尼对Ｈ３１２２空载组细胞和 Ｈ３１２２
Ｍｄｍ２过表达组细胞的抑制作用　（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

２．２　Ｍｄｍ２促进Ｈ３１２２细胞克隆性增殖
　　ＭＴＴ实验仅能反应药物对肿瘤细胞的短期杀伤
作用，为了评估 Ｍｄｍ２诱导克唑替尼耐药性的作用是
否持久稳定，将Ｈ３１２２空载组细胞和Ｈ３１２２Ｍｄｍ２过表
达组细胞接种培养皿后在低浓度克唑替尼（２０ｎｍｏｌ／Ｌ）
刺激下长时间培养，进行平板克隆实验。本研究发现

ＤＭＳＯ溶剂组Ｈ３１２２空载组细胞和Ｈ３１２２Ｍｄｍ２过表
达组细胞均出现克隆性增殖，培养皿中可见大量细胞

克隆（图３）；经克唑替尼处理后 Ｈ３１２２空载组细胞的
增殖被显著抑制，培养皿中很少形成细胞克隆，而

Ｈ３１２２Ｍｄｍ２过表达组细胞在克唑替尼存在条件下仍
能继续生长，培养２周后仍有较多细胞克隆形成，说明
Ｍｄｍ２过表达可以稳定持久地诱导 Ｈ３１２２细胞 ＡＬＫ
靶向治疗耐药表型。

２０５２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图３　平板克隆实验评估Ｍｄｍ２过表达对Ｈ３１２２细胞克
隆生长的影响

２．３　过表达Ｍｄｍ２导致Ｈ３１２２细胞凋亡抵抗
　　本研究探究了 Ｍｄｍ２诱导的 Ｈ３１２２细胞克唑替
尼耐药是否与凋亡减少有关。细胞凋亡过程通常伴随

ＤＮＡ断裂，使用荧光素标记的 ｄＵＴＰ在脱氧核糖核苷
酸末端转移酶（ｔｅｒｍｉｎａｌｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＴｄＴ）
催化下可连接到凋亡细胞断裂 ＤＮＡ的 ３’ＯＨ末端，
原位显示发生凋亡的细胞。本研究发现溶剂 ＤＭＳＯ
处理组 Ｈ３１２２空载组和 Ｈ３１２２Ｍｄｍ２过表达组细胞
几乎不发生凋亡，视野下几乎看不到提示凋亡的红色

荧光（图４）；１μｍｏｌ／Ｌ克唑替尼处理６ｈ后 Ｈ３１２２空
载组细胞视野下可见大片红色荧光，说明克唑替尼诱

导了细胞凋亡，而 Ｈ３１２２Ｍｄｍ２过表达组细胞经克唑
替尼处理后并未发生凋亡。故过表达Ｍｄｍ２可以导致
Ｈ３１２２细胞对克唑替尼耐受，并且对抗克唑替尼诱导
的细胞凋亡。
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图４　ＴＵＮＥＬ染色实验检测克唑替尼诱导Ｈ３１２２空载组细胞和Ｈ３１２２Ｍｄｍ２过表达组细胞凋亡情况

３０５２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２４）



２．４　过表达 Ｍｄｍ２诱导 Ｈ３１２２细胞克唑替尼耐药的
机制探究

　　上述结果证实过表达 Ｍｄｍ２可以诱导 ＡＬＫ靶向
治疗耐药，那么导致耐药的具体机制如何？本研究首

先探究了过表达 Ｍｄｍ２是否对 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ和 ＭＡＰＫ／
Ｅｒｋ信号活化状态造成影响。本研究发现克唑替尼可
以有效抑制对照组Ｈ３１２２空载细胞ＡＬＫ磷酸化，随着
ｐＡＬＫ表达量减少，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ和 ＭＡＰＫ／Ｅｒｋ信号通路
也被阻断，Ａｋｔ和 Ｅｒｋ磷酸化水平被完全抑制（图
５Ａ）；Ｍｄｍ２过表达后 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ和 ＭＡＰＫ／Ｅｒｋ信号仍
然能被克唑替尼抑制，如图５Ａ所示，克唑替尼能够完
全抑制 Ｈ３１２２Ｍｄｍ２过表达组细胞 ＡＬＫ、Ａｋｔ和 Ｅｒｋ
磷酸化水平，说明Ｍｄｍ２并不是通过激活ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ和
ＭＡＰＫ／Ｅｒｋ信号导致Ｈ３１２２细胞对克唑替尼耐药。
　　本研究发现过表达 Ｍｄｍ２后 Ｈ３１２２细胞形态上
出现改变：Ｈ３１２２空载组细胞大多呈圆形，细胞间缝隙
小，细胞黏附力强，细胞聚集成团、成片生长；Ｈ３１２２
Ｍｄｍ２过表达组细胞形态上呈扁圆形或梭形，细胞表
面有伪足突起样结构，细胞间粘附不再紧密，细胞间有

缝隙（图５Ｂ）。上述形态学特征让我们联想到与肿瘤
侵袭转移密切相关的上皮间质转化 （ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）。
　　因此，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测了 Ｈ３１２２空载组细
胞和Ｈ３１２２Ｍｄｍ２过表达组细胞 ＥＭＴ标记物的表达
情况，发现Ｈ３１２２空载组细胞主要表达上皮细胞标记
物Ｅ钙粘素 （Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ），而转录因子 Ｓｎａｉｌ和 Ｓｌｕｇ
处于低表达状态，Ｈ３１２２Ｍｄｍ２过表达组细胞主要表

达间质细胞标记物波形蛋白 （Ｖｉｍｅｎｔｉｎ），Ｓｎａｉｌ和 Ｓｌｕｇ
表达量明显增加（图５Ｃ）。因此，过表达Ｍｄｍ２可以诱
导Ｈ３１２２细胞 ＥＭＴ过程的产生，后者可能促进克唑
替尼耐药和凋亡抵抗。

３　讨论

　　越来越多的ＡＬＫ阳性ＮＳＣＬＣ患者从靶向治疗中
获益，患者的生活质量和生存时间得到了极大提高，且

随着二代和三代ＡＬＫ靶向药物的问世，患者的获益得
到进一步提高，实现长时间带瘤生存已成为现

实［１０－１１］。但是 ＡＬＫ靶向治疗的获得性耐药不可避
免，耐药机制尚未完全解析。本研究发现 Ｍｄｍ２过表
达可以诱导 Ｈ３１２２细胞克唑替尼耐药表型，并且
Ｈ３１２２Ｍｄｍ２过表达组细胞抵抗克唑替尼诱导的凋
亡，过表达Ｍｄｍ２后细胞发生ＥＭＴ，因此认为Ｍｄｍ２有
可能通过改变细胞上皮细胞表型促进克唑替尼耐药。

　　既往对Ｍｄｍ２的研究主要关注它在细胞周期调控
方面的作用：Ｍｄｍ２通过降解 ｐ５３，减少 ｐ２１、ｐ１６ＩＮＫ４ａ、
ｐ１４ＡＲＦ等下游细胞周期相关蛋白的表达，增加细胞周
期蛋白ｃｙｃｌｉｎＥ活性，最终加速细胞周期转化，促进细
胞分裂［１２］。真实世界研究中 Ｍｄｍ２基因扩增在
ＮＳＣＬＣ发生率约２１％，与年龄、性别、疾病分期和组织
学分级等临床病理特征无明确相关性，Ｍｄｍ２扩增组
患者中位无进展生存期（ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌ，ＰＦＳ）
３个月，中位总生存期（ｏｖｅｒａｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ，ＯＳ）９个月，而
非扩增组中位ＰＦＳ长达３１个月，中位 ＯＳ３３个月，说
明Ｍｄｍ２表达水平越高，患者预后越差［１３］。体外研究
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Ａ：Ｈ３１２２空载组细胞和Ｈ３１２２Ｍｄｍ２过表达组细胞经梯度克唑替尼（０、２００、５００、１０００ｎｍｏｌ／Ｌ）处理６ｈ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡＬＫ
及下游信号通路；Ｂ：Ｈ３１２２空载组细胞和Ｈ３１２２Ｍｄｍ２过表达组细胞形态学特点；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｈ３１２２空载组细胞和
Ｈ３１２２Ｍｄｍ２过表达组细胞ＥＭＴ标记物和转录因子表达情况

图５　Ｍｄｍ２过表达后下游信号通路及ＥＭＴ的检测

４０５２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



还发现 Ｍｄｍ２高表达影响肿瘤细胞对烷化剂、拓扑异
构酶抑制剂等化疗药物的敏感性，可能机制为 Ｍｄｍ２
与胞内ＴｏｐｏⅡ相结合下调其含量，使肿瘤细胞对化疗
药敏感性下降，使用ＲＮＡｉ降低胞内Ｍｄｍ２表达可稳定
ＴｏｐｏⅡ表达，缓解化疗药物耐受［１４］。上述结果均提

示Ｍｄｍ２参与了肿瘤细胞分裂、增殖、耐药等恶性生物
学过程，因此靶向Ｍｄｍ２可能作为肿瘤治疗的新思路。
目前在研的 Ｍｄｍ２抑制剂有 Ｎｕｔｌｉｎ３、ＲＧ７１１２、ＭＩ
７７３０１、ＭＩ８８８等，这些小分子抑制剂阻断 Ｍｄｍ２ｐ５３
相互作用从而阻滞细胞周期，诱导细胞凋亡，在肿瘤动

物模型中甚至实现了肿瘤的完全消退，在人体内初步

药代动力学和药理活性研究亦显示较好的抗肿瘤活

性，主要不良反应包括中性粒细胞减少和腹泻，后续可

能通过优化药物剂量来缓解［１５－１６］。本研究重点关注

了Ｍｄｍ２表达状态与 ＡＬＫ靶向治疗敏感性之间的联
系，发现 Ｍｄｍ２过表达可导致 Ｈ３１２２细胞克唑替尼耐
药，这与目前已知的 ＡＬＫ靶向治疗耐药机制不尽相
同：①Ｍｄｍ２不直接引起ＡＬＫ磷酸化和ＡＬＫ总蛋白表
达水平变化，且Ｈ３１２２Ｍｄｍ２过表达组细胞的 ＡＬＫ磷
酸化水平能够有效地被克唑替尼抑制，说明 Ｍｄｍ２并
不通过影响ＡＬＫ信号通路诱导耐药；②Ｍｄｍ２没有激
酶活性，不能够像 ＥＧＦＲ、ｃｋｉｔ等激酶那样旁路激活
下游 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ和 ＭＡＰＫ／Ｅｒｋ信号通路，在 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ实验中也发现 Ｍｄｍ２过表达不能维持 Ａｋｔ和 Ｅｒｋ
磷酸化。因此，Ｍｄｍ２过表达是诱导克唑替尼耐药的
新机制。

　　因此，本研究对 Ｍｄｍ２诱导的耐药机制进行了初
步探究，特别是 Ｈ３１２２Ｍｄｍ２过表达组细胞在形态学
上的改变引起了我们的注意，通过形态学对比和

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，本研究认为Ｍｄｍ２过表达的 Ｃｒｉｚｏｔｉｎｉｂ耐
药细胞发生了 ＥＭＴ。ＥＭＴ不仅是细胞形态学上的改
变，还伴有细胞骨架重塑、细胞运动能力增强、细胞极

性改变等，细胞发生 ＥＭＴ后细胞间粘附减弱，细胞运
动能力增强，且表现出肿瘤干细胞特征，对抗肿瘤治疗

敏感性下降。而在分子水平，其发生过程是上皮细胞

标记 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达减少，而间质细胞标记 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ
表达增加，细胞间粘附变弱，运动能力增强，逐步浸润

周围组织，并导致远处转移。在这个过程中Ｓｎａｉｌ、Ｓｌｕｇ
等转录因子活性增强，与 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ上游启动子结合
后抑制其转录［１７－１８］。在研究中，Ｈ３１２２Ｍｄｍ２过表达
组细胞Ｓｎａｉｌ和Ｓｌｕｇ等调控ＥＭＴ的转录因子表达水平
增加，使 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ转录受到抑制，细胞获得间质表
型，进而对克唑替尼敏感性下降，出现凋亡抵抗，最终

导致克唑替尼耐药。因此，在靶向治疗前评估 Ｍｄｍ２
表达水平有可能预测患者靶向治疗效果。

　　综上所述，本研究发现 Ｍｄｍ２过表达有可能通过
诱导细胞ＥＭＴ促进克唑替尼耐药，这种全新的耐药机
制提示临床上通过可以检测基线状态下Ｍｄｍ２表达水
平预测患者后续出现耐药的风险，联合 Ｍｄｍ２抑制剂
有可能逆转ＡＬＫ靶向治疗耐药。
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