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示前置胎盘中 Snail mRNA表达水平不随 Snail 蛋白表达水平

升高而升高，由于 Snail 蛋白表达水平升高取决于两个方面：

一方面按照 Snail mRNA上的遗传信息合成蛋白质增多，另

一方面是蛋白的降解作用减弱，mRNA水平不升高，而 Snail

蛋白表达水平升高。研究结果表明在前置胎盘中可能存在

Snail 蛋白降解途径受阻，其具体发生机制有待进一步研究。

本研究结果显示，胎盘植入胎盘母体面 Snail 表达较

正常升高，表明 Snail 表达升高可通过促进 EMT变化参与

胎盘植入发病。该研究有助于进一步理解胎盘植入的发病

机制，并在临床上为胎盘植入的诊疗提供思路。
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低糖高乳酸环境下吉非替尼诱导HeLa 细胞 EGFR-TKI 耐药的研究

李苹  李丽娜  李明珠  吕育纯  林丽蓉

【摘要】 目的 探讨低糖高乳酸微环境对表皮生长因子酪氨酸激酶抑制剂（EGFR-TKI）抑制HeLa细胞的影

响和可能机制。方法 HeLa细胞在常糖（葡萄糖10 mmol/L）和低糖高乳酸（葡萄糖3 mmol/L+ 乳酸2.5 mmol/L）

环境下培养，并分别给予2.67 μmol/L吉非替尼干预。采用CCK-8法测定HeLa细胞生长抑制率，流式细胞术检测细

胞周期，荧光定量RT-PCR检测 EGFR和 mTOR mRNA水平的表达。结果 与常糖组比较，低糖乳酸组24 h和 72 h

细胞抑制率均显著升高（P <0.01），48 h细胞抑制率略高于常糖组。与吉非替尼阴性组比较，常糖 + 吉非替尼组

和低糖乳酸+吉非替尼组在24、48、72 h三个时点细胞抑制率均显著上升（P <0.01）。与常糖组相比，低糖乳酸组

48 h细胞诱导凋亡率显著上升（P <0.01），低糖乳酸 + 吉非替尼组细胞诱导凋亡率较低糖乳酸组显著降低

（P <0.01）。与常糖组比较，低糖乳酸组存活细胞的EGFR和 mTOR mRNA表达水平上调（P <0.05）。常糖 + 吉

非替尼组的EGFR和 mTOR mRNA水平均上调（P <0.05）。与低糖乳酸组比较，低糖乳酸 + 吉非替尼组的EGFR

和 mTOR mRNA上调水平有显著差异（P <0.01）。结论 高乳酸低糖环境下吉非替尼可大幅度上调存活HeLa细胞

EGFR和 mTOR表达水平，可能是诱导HeLa细胞抵抗EGFR-TKI的机制。

【关键词】 HeLa 细胞；葡萄糖；乳酸；表皮生长因子受体；雷帕霉素受体

宫颈癌是严重危害女性健康的常见恶性肿瘤之一，尽

管其手术及放化疗治疗日趋成熟，靶向表皮生长因子受体

（EGFR）的药物广泛应用 [1]，但目前部分病例在用药半年左

右出现耐药。肿瘤细胞大部分处于低氧低糖高乳酸环境，这

种环境对抗肿瘤药物的效果是否有影响尚未见报道。本文

通过比较表皮生长因子酪氨酸激酶抑制剂（epidermal growth 

factor receptor tyrosine kinase inhibitors，EGFR-TKI）吉非替尼

对低糖和高乳酸环境下宫颈癌细胞株HeLa 细胞生存和周期
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的影响，以及相关基因表达水平的变化，初步探讨低糖高乳

酸微环境对EGFR-TKI 抗肿瘤效果的影响和可能的机制。

材料与方法

1. 实验材料：人宫颈癌细胞株HeLa 细胞购自北京协

和细胞资源中心。RT-PCR 引物由 Invitrogen 公司化学合

成。Trizol 试剂盒购自 Invitrogen 公司。M-MLV 反转录试剂

盒购自美国 Promega 公司。qPCR mix 购自北京康为世纪科
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技有限公司，CCK-8 试剂盒购自碧云天生物技术研究所，

AnnexinV-FIT/PI 细胞凋亡检测试剂盒和细胞周期检测试剂

盒均购自江苏凯基生物技术股份有限公司，兔抗人 EGFR

抗体，兔抗人mTOR抗体均购自美国 SantaCruz 公司。吉非

替尼购自广州市亿邦医药科技有限公司。

2. 实验方法

（1）细胞培养与分组：HeLa 细胞常规培养于含 10%

胎牛血清的 RPIM-1640 培养液中。取对数生长期贴壁细

胞，分为常糖组（葡萄糖 10 mmol/L）、低糖乳酸组（葡萄

糖 3 mmol/L，乳酸 2.5 mmol/L）及常糖 + 吉非替尼组（吉

非替尼 2.67 μmol/L）和低糖乳酸 + 吉非替尼组。

（2）CCK-8 法检测细胞生长 : 参考文献 [2] 方法，检

测细胞存活状况。取对数生长期细胞调整细胞浓度至

1×105 个 /ml，接种于 96孔板中，100 μl/ 孔，每组 6个复孔。

接种24 h 后上述方法分组，继续培养，24、48、72 h 后分别

取细胞，加入CCK-8液 5 μl，孵育 4 h，450 nm下测定各孔

吸光值，以常糖组为对照，计算抑制率 [抑制率 =（1-实验

组 /对照组）×100%]，绘制细胞生长曲线。

（3）细胞周期的检测：碘化丙啶染色结合流式细胞

术检测细胞周期 [3]：取对数生长期细胞调整细胞浓度至

1×105 个 /ml 接种。接种 24 后按上述方法分组，继续培养

48 h 后以 PBS 洗涤 1次以去除死细胞，胰酶消化，PBS 洗

涤细胞 1次，70%冰乙醇 4 ℃固定 30 min。300 r/min 离心

5 min，流式细胞仪检测 DNA含量。

（4）细胞凋亡的检测：藻红蛋白标记的 annexin V 和

碘化丙啶联合染色（annexin V-PE/PI）结合流式细胞术

检测细胞凋亡 [4]。取对数生长期细胞调整细胞浓度至 1×

105 个 /ml，接种于 6孔板中，2 ml/ 孔，每组 3个复孔。接

种 24 h 后按上述方法分组，培养 46 h 后以 PBS 洗涤 1次

以去除死细胞，更换无血清培养基，继续培养 2 h 以诱导

凋亡。以不含 EDTA 的胰酶消化，收集细胞，PBS 洗涤

细胞 2次，加入 500 μl 的 Binding Buffer 悬浮细胞，加入

5 μl Annexin V-FITC 混匀后，加入 5 μl PI 溶液混匀，室

温避光 15 min。流式细胞仪检测。

（5）EGFR 和 mTOR mRNA 表 达 水 平 的 检 测： 取

对数生长期细胞调整细胞浓度至 1×105 个 /ml， 接

种，100 μl/ 孔， 每 组 6个 复 孔。 接 种 24 h 后 按 上 述

方 法 分 组， 继 续 培 养，48 h 后 以 PBS 洗 1 次 以 去 除

死细胞，然后用 Trizol 试剂提取细胞总 RNA。引物：

EGFR F 5'-GCTTGATTCCAGTGGTTCT -3'，EGFR R 5'-

GACAGAGTGGCTTATCCTAC -3'；mTOR F 5'- GAA TGG 

CTG AGA CGG CTG AG-3'，mTOR R 5'- GCG ATG TCT TGT 

GAG GTG AGG-3'；内参引物 beta-actin F 5'- TTG CCG ACA 

GGA TGC AGA AGG-3'，beta-actin R 5'-AGG TGG ACA 

GCG AGG CCA GGA T -3' 。ABI7500 型荧光定量 PCR仪上

进行扩增。反应条件：94 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，

72 ℃ 30 s，40 个循环；72 ℃ 5 min。参照文献 [5] 采用 2-ΔΔCT

法计算目的基因相对于管家基因的定量。

3. 统计学方法：采用 SPSS 19.0 统计学软件进行数据

分析，细胞生长抑制率、细胞周期和细胞凋亡采用单因素

方差分析，组间比较采用 Dunnett T3 检验。qRT-PCR 结果

采用非参数检验中的 Kruskal-Wallis 单因素 ANOVA分析。

结  果

1. 细胞生长状况的变化：与常糖组比较，低糖乳酸组

24 h 和 72 h 细胞抑制率均显著升高（P <0.01），48 h 细胞

抑制率略高于常糖组（P >0.05）。与吉非替尼阴性组比较，

无论是常糖 + 吉非替尼组还是低糖乳酸 + 吉非替尼组，

24、48、72 h 三个时点细胞抑制率均显著上升（P <0.01），

但 48 h 细胞抑制率最低，见表 1。

表1 吉非替尼对低糖和高乳酸环境中HeLa细胞抑制率
比较（χ±s，%）

组别 例数 24 h 48 h 72 h

常糖组 3 0.24±0.06 0.04±0.20 0.30±0.12

常糖+吉非替尼组 3 7.78±0.42 13.95±3.23 9.34±0.90

低糖乳酸组 3 6.69±0.43 1.76±0.11 21.44±0.41

低糖乳酸+吉非替尼组 3 31.94±0.98 21.57±0.75 42.06±1.15

表3 吉非替尼对不同环境HeLa细胞EGFR和mTOR mRNA
表达水平的影响（χ±s，2-ΔΔCT）

组别 例数 EGFR mTOR

常糖组 3 1.01±0.22 1.07±0.29

常糖+吉非替尼组 3 1.52±0.28 21.22±5.88

低糖乳酸组 3 4.10±1.06 7.33±5.45

低糖乳酸+吉非替尼组 3 12.92±1.33 180.00±36.62

表2 吉非替尼对不同环境HeLa细胞周期的影响（χ±s，%）

组别 例数 G0/G1期 G2/M期 S期

常糖组 3 50.51±3.69 5.77±1.42 28.65±5.02

常糖+吉非替尼组 3 57.18±1.97 6.16±0.90 36.66±2.83

低糖乳酸组 3 65.50±5.11 3.74±1.81 31.42±6.86

低糖乳酸+吉非替尼组 3 55.75±2.18 8.68±0.32 23.71±5.58

2. 细胞诱导凋亡的变化：与常糖组 [（34.94±1.51）%]

相比，低糖乳酸组细胞诱导凋亡率 [（48.83±2.43）%] 显

著上升（P <0.01），常糖 + 吉非替尼组细胞诱导凋亡率与

常糖组接近，低糖乳酸 + 吉非替尼组 [（7.02±2.96）%]

较低糖乳酸组显著降低（P <0.01）。

3. 细胞周期的变化：与常糖组比较，低糖乳酸组 G0/

G1 期和 S期细胞比例均上升（P <0.05），与低糖乳酸

组比较，低糖乳酸 + 吉非替尼组 G2/M 期细胞比例上升

（P <0.01），见表 2。

4.EGFR 和 mTOR mRNA 表达的变化：与常糖组比较，

低糖 + 乳酸组存活细胞的 EGFR 和 mTOR mRNA 表达水

平上调（P <0.05）。常糖 + 吉非替尼组的 EGFR 和 mTOR 

mRNA 水平均上调（mTOR P <0.05）。与低糖 + 乳酸组比

较，低糖 + 乳酸 + 吉非替尼组的 EGFR 和 mTOR mRNA

上调水平有非常显著差异（P <0.01），见表 3。
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讨  论

与正常细胞一样，肿瘤的生长依赖于微环境中的能量

物质。由于实体瘤生长迅速，且瘤体内部新生的血管系统

存在大量畸形，使得实体肿瘤与血管之间的物质交换极其

不完善 [6]，因而瘤体内部的细胞处于低氧低葡萄糖高乳酸

环境中，这种环境使得肿瘤细胞发生代谢程序重排，也使

得药物的分布受到影响。不良环境中能够存活的是对该环境

有耐受能力的细胞。常糖环境下吉非替尼存在与否对 48 h 时

点细胞周期影响不大。低糖高乳酸环境使细胞更多地停留

在 G1/G0 期和 S期。而低糖高乳酸环境中吉非替尼的存在

使细胞更多地停留在 G2/M 期。48 h 时点血清缺乏诱导的细

胞凋亡结果显示，常糖环境下吉非替尼存在与否对细胞诱

导凋亡的影响不大，低糖高乳酸环境下细胞诱导凋亡率显

著升高，提示低糖高乳酸环境下细胞的存活依赖于培养基

中的血清，吉非替尼与低糖高乳酸环境同时存在使得存活

细胞诱导凋亡率大幅下降，提示该环境下可能诱导存活的

细胞启动了某些抵抗凋亡机制。

宫颈癌 EGFR 突变报道不多，但临床标本中宫颈癌

组织 EGFR 高表达 [3,7-8]。有报道显示 EGFR-TKI 的耐药与

mTOR有关 [9]。本实验结果显示，常糖环境下，吉非替尼

的存在使存活的HeLa 细胞的 EGFR 和 mTOR mRNA 表达

水平上调，mTOR上调水平显著。提示HeLa 细胞耐受吉非

替尼与mTOR表达水平上调有关。低糖高乳酸环境下HeLa

细胞 EGFR 表达水平上调显著，低糖高乳酸与吉非替尼共

存的环境中生存的HeLa 细胞 EGFR 和 mTOR mRNA 表达水

平均显著上调，提示低糖高乳酸环境与吉非替尼协同促进

了HeLa 细胞出现 EGFR-TKI 耐药。这可能是导致临床治

疗失败的一个原因。其具体机制有待进一步研究。
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子宫内膜异位症保留生育功能术后 GnRH-a 联合不同

反向添加方案的临床分析

王方方  马楠

【摘要】 目的 探究Ⅲ～Ⅳ期子宫内膜异位症（EMT）保守术后应用促性腺激素释放激素激动剂（GnRH-a）

联合戊酸雌二醇或替勃龙反向添加方案的临床效果。方法 回顾性分析腹腔镜保留生育功能手术后Ⅲ～Ⅳ期 EMT

且应用 GnRH-a 治疗的 88例患者，按照反向添加药物分为 GnRH-a+ 戊酸雌二醇组（GnRH-a+E 组）、GnRH-a+ 替

勃龙组（GnRH-a+T 组）和 GnRH-a 组（对照组）。分析其效果、不良反应和术后 1年复发率。结果 GnRH-a+E

组与 GnRH-a+T 组更年期生活质量评分表（MRS）评分均低于对照组（P <0.05），且雌二醇（E2）水平高于对照

组（P <0.05）；两组潮热出汗的发生率明显低于对照组（P <0.05）；三组患者术后 1年内复发率比较 ,差异无统计

学意义（P >0.05）；GnRH-a+E 组与 GnRH-a+T 组疼痛视觉模拟评分（VAS）评分、MRS评分、E2 水平、不良

反应和术后 1年内复发率比较，差异均无统计学意义（P >0.05）。结论 Ⅲ～Ⅳ期子宫内膜异位症保守术后应用

GnRH-a 联合戊酸雌二醇或替勃龙的反向添加方案不影响 GnRH-a 的治疗效果，具有相似的临床效果及安全性。

【关键词】 子宫内膜异位症；促性腺激素释放激素激动剂；反向添加
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