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 ［摘要］  背景与目的：目前，酪氨酸激酶抑制剂(tyrosine kinase inhibitors，TKI)应用于存在表皮生长因

子受体(epithelial growth factor receptor，EGFR)突变的患者虽然取得了重大突破，但大约70%的患者仍难以避

免地出现TKI耐药，治疗效果不尽人意。本研究通过研究Lyn激酶对EGFR突变肺腺癌细胞株的调节作用，探讨

Lyn激酶对EGFR下游信号通路的影响，以期寻找新的分子靶点，提高肺癌的临床诊治水平。方法：采用慢病毒

转染方法构建Lyn激酶高表达的EGFR突变细胞株Hcc827(Hcc827-Lyn+/+)，通过裸鼠荷瘤实验、MTT实验、克隆

实验、侵袭实验及蛋白［质］印迹法(Western blot)，检测高表达Lyn激酶的Hcc827细胞株移植于裸鼠皮下后的

生长状况，以及Lyn激酶高表达Hcc827细胞株在体外培养时增殖、克隆、侵袭能力及EGFR下游信号通路相关蛋

白的表达水平。结果：与Hcc827细胞株比较，Hcc827-Lyn+/+细胞株在裸鼠荷瘤实验中表现出更强的增殖能力，

但各组荷瘤裸鼠均未见明显远处转移。体外培养时，Hcc827-Lyn+/+细胞株增殖、克隆及侵袭能力强于Hcc827细
胞株。Hcc827-Lyn+/+细胞株EGFR及其下游PI3K/AKT、JAK/STAT信号通路相关蛋白表达上调。结论：Lyn激酶

高表达能通过EGFR下游信号通路上调EGFR突变肺腺癌细胞株的增殖、侵袭能力。
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［Abstract］ Background and purpose: The application of tyrosine kinase inhibitor (TKI) in lung cancer 
patients with epidermal growth factor receptor (EGFR) mutations has been a significant breakthrough recently. 
However, almost 70% patients would suffer from TKI drug resistance inevitably so that the treatment effect is 
unsatisfactory. In order to look for new molecular target for improving the level of clinical diagnosis and treatment of 
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lung cancer, this study aimed to investigate the regulatory effects of Lyn kinase on cell line with EGFR mutation and 
the influence of Lyn kinase on EGFR downstream signaling pathway. Methods: The lentiviral vector expressing Lyn 
was used to construct the Lyn kinase high expression Hcc827 cell lines (Hcc827-Lyn+/+). By means of tumor bearing 
experiment in nude mice, MTT experiment, cloning experiment, invasion experiment and Western blot method, 
we detected the ability of proliferation, cloning and invasion of high Lyn kinase expression Hcc827 cell lines and 
expression level of EGFR signaling pathway related proteins. Results: Compared with Hcc827 cell lines, Hcc827-
Lyn+/+ cell lines showed stronger ability of proliferation in nude mice tumor bearing experiment. However, there was 
no distant metastasis in any nude mouse. Results of in vitro culture showed Hcc827-Lyn+/+ cell lines had stronger 
ability of proliferation, cloning and invasion compared with Hcc827 cell lines. The related proteins of EGFR and its 
downstream signaling pathway were upregulated in Hcc827-Lyn+/+ cell lines. Conclusion: High expression of Lyn 
kinase can promote the proliferation, cloning and invasion ability of Hcc827 cell lines. These effects are achieved by 
EGFR signaling pathway upregulation.

［Key words］ Lyn kinase; Lung adenocarcinoma; Epidermal growth factor receptor; Nude mice; 
Proliferation; Invasion

　　我国由于工业化速度加快、环境污染加重

等因素，现已位居肿瘤发病率和死亡率榜首，

成为因肺癌死亡人数攀升最快的国家。国家癌

症中心发布数据显示，2006—2011年，我国肺

癌发病率为130.2万，其中，男性84.6万，女性

45.6万［1］。到2015年，我国全年约有429万例新

发癌症患者和281万例因癌症导致的死亡患者，

其中，无论是发病率还是死亡率，肺癌均占据

第1位［2］。据美国发布的数据显示，2016年美

国大约有224 390例新发肺癌患者，共15  808例
患者死于肺癌［3］。由此可见，肺癌在全球范围

内都是发病率、死亡率极高的肿瘤，造成的社

会负担日趋沉重，是一个亟待解决的公共健康

问题。目前我国肺癌采用的是手术、化疗、放

疗及生物治疗相结合的综合治疗方法，但其1
和5年生存率仅为44%和17%，其中小细胞肺癌

的5年生存率仅7%［4］。肺癌的发生、发展是一

个多基因参与、多因素影响和多步骤进展的复

杂过程，近年来，虽然针对非小细胞肺癌的分

子靶向药物取得了一定的疗效，但仍有较多限

制，因此深入研究肺癌，正确认识其生物学特

性，进一步寻找新的调节靶点，并由此发现新

的药物针对潜在分子治疗靶点进行治疗，对于

肺癌的防治至关重要。

　　Lyn激酶是受体酪氨酸蛋白激酶(Src family 
of protein tyrosine kinases，SFK)家族的重要成员

之一，该家族作为细胞信号转导的关键酶，广

泛参与机体免疫应答、炎性反应等病理生理过

程［5］。在进一步的研究中，越来越多的证据表

明，SFK家族成员参与多种实体肿瘤的发生、

发展。本研究着重探讨Lyn激酶通过影响表皮

生长因子受体(epithelial growth factor receptor，
EGFR)下游信号通路调节EGFR突变肺腺癌细胞

株Hcc827发生、发展的分子机制，对于肺腺癌

的诊断、分子靶向治疗都有重要的意义。

1  材料和方法

1.1  实验试剂

　　人肺腺癌细胞株Hcc827(EGFR外显子19缺
失突变，购自美国模式培养物保藏所)由澳门科

技大学中药质量研究国家重点实验室冻存并复

苏；5周龄雄性裸鼠购自重庆腾鑫比尔实验动物

公司；EFIA-eGFP-puro、EFIA-eGFP-Lyn-puro
慢病毒载体构建于赛业(广州)生物科技有限公

司；Lyn、EGFR、p-EGFR、STAT3、p-STAT3
和Bcl-2抗体购自英国Abcam公司；PI3K、

p-PI3K、AKT1、p-AKT1、小鼠抗兔二抗和猴

抗小鼠二抗购自美国Santa公司。

1.2  实验方法

1.2.1  Hcc827细胞株培养及慢病毒转染

　　将合适密度的Hcc827细胞置于37 ℃、CO2

体积分数为5%的恒温箱中培养，培养基为预

热的RPMI-1640完全培养基(含10%胎牛血清、

100  U/mL青霉素和0.1 mg/mL链霉素双抗)，隔

天更换培养基，所有操作均在超净工作台上完

成。选择对数生长期细胞，当细胞汇合度约为

85%时，常规胰酶消化计数，将细胞按2×105/ 孔
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接种于6孔板，待细胞汇合度达到30%时，弃

原培养基，每孔加入1 mL新鲜无血清培养基，

分别加入适量EFIA-eGFP-puro(Hcc827-GFP，
空载体对照组)或EFIA-eGFP-Lyn-puro(Hcc827-
Lyn+/+，Lyn高表达实验组)病毒液，培养24 h后
观察细胞状态并更换新鲜全培养基，培养48 h后
在荧光显微镜下观察到明显绿色荧光表达证实

转染成功。

1.2.2  裸鼠荷瘤实验

　　5周龄Balb/c-nu裸鼠15只，随机分为3组
(n=5)，选择对数生长期Hcc827细胞和稳定转染

的Hcc827-GFP、Hcc827-Lyn+/+细胞，常规胰酶

消化，用无血清的RPMI-1640培养基调整细胞

浓度为1×106/mL，用1 mL注射器将细胞与基质

胶1∶1混合液注射至裸鼠前腿根部皮下，每只

裸鼠注射0.2 mL，第2天使用游标卡尺测量肿

瘤大小，长轴记为A，短轴记为B，肿瘤体积

=A×B2/2，绘制肿瘤生长曲线。第35天脊髓离断

处死裸鼠，剥离瘤块。裸鼠的饲养及相关操作

均于西南医科大学SPF级实验动物房中完成。

1.2.3  免疫荧光检测肿瘤细胞Lyn蛋白表达

　　选择对数生长期Hcc827、Hcc827-GFP和
Hcc827-Lyn+/+细胞，以较低密度接种于共聚焦

皿，第2天换液，待观察到形成细胞克隆群时以

4%多聚甲醛固定细胞30 min，依次完成细胞核

穿孔、封闭、温育一抗、二抗及DAPI染色等步

骤，在共聚焦显微镜下观察Lyn蛋白表达水平。

1.2.4  MTT实验

　　选择对数生长期Hcc827、Hcc827-GFP
和Hcc827-Lyn+/+细胞，按5×103个 /孔接种于

96孔板上，每孔100 µL，每组设10个复孔， 

37 ℃、CO2体积分数为5%的条件下分别培养

24和48 h；另将上述3种细胞按3×103个/孔接种

于96孔板上，每孔100 µL，每组设10个复孔， 

37 ℃、CO2体积分数为5%的条件下培养72 h。
避光条件下每孔加入MTT溶液10 µL，在培养箱

中继续培养3 h取出，300×g离心5 min，弃上清

液，每孔加入100 µL Formanzan溶解液，继续培

养4 h，在显微镜下观察到黑紫色结晶完全溶解

后，摇床振荡摇匀，酶标仪检测570 nm波长处

吸光度(D)值，并计算存活率，存活率(%)=(实
验组D值－空白组D值)/(对照组D值－空白组D
值)×100%。

1.2.5  克隆实验

　　选择对数生长期Hcc827、Hcc827-GFP
和Hcc827-Lyn+/+细胞，调整细胞浓度后按500 
个/皿接种于直径60 mm的培养皿中，第2天更换培

养基。10 d后弃培养基，4%多聚甲醛固定30 min，
瑞氏-吉姆萨染液染色，观察克隆形成情况。

1.2.6　侵袭实验

　　低温下用无血清的R P M I - 1 6 4 0分别将

Matrigel稀释至3 mg/mL，人纤维连接蛋白稀

释至125 µg/mL，分别均匀涂在Transwell上室

的内、外表面，超净工作台内过夜干燥，使用

前用紫外线照射1 h。水化1 h后在下室中加入

1 mL RPMI-1640全培养基，将对数生长期的

Hcc827、Hcc827-GFP和Hcc827-Lyn+/+细胞按

1×105个/mL的密度重悬于含0.1%胎牛血清蛋白

的RPMI-1640无血清培养基中，每孔300 µL细胞

悬液，每组设置3个复孔，37 ℃、CO2体积分数

为5%的条件下培养24 h，4%多聚甲醛固定上室

外表面30 min，瑞氏-吉姆萨染液染色，在显微

镜下观察穿膜细胞数。

1.2.7  蛋白［质］印迹法(Western blot)检　

测EGFR、p-EGFR、PI3K、p-PI3K、Akt、
p-Akt、STAT3、p-STAT3、Bcl-2和Caspase-3蛋

白表达水平

　　将对数生长期Hcc827细胞和稳定转染的

Hcc827-GFP、Hcc827-Lyn+/+细胞接种于6孔板

上，37 ℃、CO2体积分数为5%的条件下培养

48 h，提取总蛋白并测定蛋白浓度；配制SDS-
PAGE凝胶，按步骤完成电泳，转膜，封闭，一

抗、二抗温育，洗膜，显影，测量灰度值。

1.3  统计学处理

　　采用SPSS 17.0软件对实验结果进行统计学

分析。除裸鼠荷瘤实验外，所有实验均重复3
次，计量数据用x±s表示，完成数据正态性检验

和方差齐性检验，多组比较采用单因素方差分

析，组间比较采用LSD或Tamhane’s法，P<0.05
为差异有统计学意义。

2  结　　果

2.1  裸鼠荷瘤实验结果

　　裸鼠荷瘤实验结果显示，以相同细胞数目
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接种在相同条件下饲养35 d，Hcc827-Lyn+/+细

胞表现出更强的成瘤能力，接种Hcc827-Lyn+/+

细胞的裸鼠最终成瘤体积平均值为591.0  mm3，

明显大于Hcc827细胞(253.2 mm3)和Hcc827-GFP
细胞(240.9 mm3)接种裸鼠，差异有统计学意

义(F=8.583，P=0.005，图1A)。瘤块生长曲线

显示，Hcc827-Lyn+/+细胞组成瘤能力明显高于

Hcc827细胞和Hcc827-GFP细胞组，后两者生长

曲线趋于一致(图1B)；组间比较结果显示，在

不同时间点，Hcc827细胞组和Hcc827-GFP细胞

组接种裸鼠之间，瘤体大小差异无统计学意义

(P>0.05)，而Hcc827-Lyn+/+细胞接种裸鼠的瘤

体大小大于Hcc827细胞组，差异有统计学意义

(P<0.05，图1C)。

图 1  Lyn 激酶高表达促进体内种植的Hcc827细胞生长

Fig. 1  Over-expression of Lyn kinase promotes growth of Hcc827 cell line in vivo experiment

A: Comparison of tumor volume at 35th day in each group; B: The growth curve of each group; C: Comparison of tumor volume among different 
groups with time (n=5, α=0.05, *: P>0.05, **: P<0.05)

2.2  免疫荧光检测肿瘤细胞Lyn蛋白表达

　　在共聚焦显微镜下观察，Hcc827-Lyn+/+细

胞组荧光强度高于Hcc827和Hcc827-GFP细胞

组，即Hcc827-Lyn+/+细胞组Lyn蛋白表达高于

Hcc827细胞组和Hcc827-GFP细胞组，提示转染

成功(图2A)。
2.3  MTT实验检测Lyn激酶高表达对Hcc827细

胞生长的影响

　　结果显示，培养24、48和72 h时，Hcc827-
Lyn+/+细胞组D值均高于Hcc827细胞组和Hcc827-
GFP细胞组，以Hcc827细胞组为参照，Lyn激
酶高表达提高了Hcc827细胞的存活力。而空

载体对照组Hcc827-GFP细胞组与Hcc827细胞

组比较，差异无统计学意义(P>0.05，表1，图 

2B、C)。
2.4  克隆实验检测Lyn激酶高表达对Hcc827细

胞增殖能力的影响

　　结果显示，Hcc827细胞组克隆形成数为

94.67个/皿，Hcc827-GFP细胞组克隆形成数为

96.00个/皿，Hcc827-Lyn+/+细胞组克隆形成数

为166.33个/皿。Hcc827-GFP细胞组与Hcc827
细胞组比较，差异无统计学意义(P=0.909)，
而Hcc827-Lyn+/+细胞组克隆形成数明显高于

Hcc827细胞组和Hcc827-GFP细胞组，组间比

较，差异有统计学意义(P均=0.001)。Lyn激酶明

显促进了Hcc827细胞的增殖(图3)。
2.5  侵袭实验检测Lyn激酶高表达对Hcc827细

胞侵袭能力的影响

　　在10倍目镜下观察，结果显示，Hcc827细
胞组穿膜细胞数为27.27个/视野；Hcc827-GFP
细胞组穿膜细胞数为26.47个/视野；Hcc827-
Lyn +/+细胞组穿膜细胞数为54 .87个 /视野。

Hcc827-GFP细胞组与Hcc827细胞组比较，差异

无统计学意义(P=0.776)，而Hcc827-Lyn+/+细胞

组穿膜细胞数明显高于Hcc827细胞组和Hcc827-
GFP细胞组，组间比较，差异有统计学意义(P
均<0.001)。Lyn激酶高表达增强了Hcc827细胞

的侵袭能力(图3)。
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2.6  Western blot检测EGFR及其下游信号通路

相关蛋白表达水平

　　Western blot结果显示，与Hcc827细胞组和

Hcc827-GFP细胞组比较，Hcc827-Lyn+/+细胞组

Bcl-2蛋白表达升高，Caspase-3蛋白表达降低，

提示Lyn激酶高表达改变了Hcc827细胞凋亡相

关蛋白平衡，上调了抑凋亡蛋白表达水平同时

下调了促凋亡蛋白表达水平。并且，Hcc827-

图 2  Lyn激酶高表达促进体外培养的Hcc827细胞增殖

Fig. 2  Over-expression of Lyn kinase promotes proliferation of Hcc827 cell line in vitro experiment

A: The expression level of Lyn kinase protein in each group by immunofluorescence microscopy (n=3); B: MTT experiment to detect D value of 
different groups after cultured 24, 48 and 72 h (n=20, α=0.05); C: Comparison of survival rate among different groups

表 1  MTT实验比较各组D值及存活率

Tab. 1  Comparison of D value and survival rate among each group by MTT experiment

Time
D value Survival rate

24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h

    Hcc827 0.164 2±0.021 0 0.294 7±0.020 0 0.435 2±0.126 0 100.00% 100.00% 100.00%

    Hcc827-GFP 0.160 6±0.017 0 0.291 7±0.015 0 0.413 7±0.228 0 97.80% 98.98% 95.06%

    Hcc827-Lyn+/+ 0.244 8±0.026 0 0.357 7±0.018 0 0.786 3±0.154 0 147.09% 121.38% 180.68%

    F value 49.544 45.626 14.375 - - -

    P value 0.000 0.000 0.000 - - -

图 3  Lyn激酶高表达增强体外培养的Hcc827细胞的克隆和侵袭能力

Fig. 3  Over-expression of Lyn kinase enhances the ability of cloning and invasion of Hcc827 cell line

A: The formation of cell colonies in each group was detected by colony formation assay; B: Transmembrane cells were captured by tumor invasion 
assay; C: Comparison of the number of colony formation and transmembrane cells among each group (n=3, α=0.05)
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Lyn+/+细胞组EGFR、p-EGFR，以及其下游信

号通路相关蛋白PI3K、p-PI3K、Akt、p-Akt、
STAT3和p-STAT3的表达均明显升高，提示Lyn

激酶高表达进一步激活了EGFR信号通路，通过

该信号通路发挥其促进Hcc827细胞增殖、侵袭

的作用(图4、5)。

图 4  Western blot检测相关蛋白表达水平

Fig. 4  Expression level of the related proteins detected by Western blot

图 5  Lyn激酶通调节EGFR信号通路影响Hcc827细胞生物学特性

Fig. 5  Lyn kinase affects the biological characteristics of Hcc827 cell line through EGFR signal pathway

A: Expression level of the related proteins were detected by Western blot; B: Mechanism diagram of Lyn regulation on EGFR signaling pathway

3  讨　　论

　　SFK属于非受体类蛋白酪氨酸激酶家族，

该家族成员之间的蛋白质结构具有高度的同源

性，包括SH1(酶促反应结构域)、SH2和SH3(调
节SFK活性的关键结构域)、特异性N端SH4结
构域及C端酪氨酸激酶功能域，当SH1区域的

416位点正控区发生磷酸化时SFK被激活，进而

通过其形成的一系列不同细胞膜受体在细胞生

长、分化、迁移、形态特征及生存等信号转导

中发挥着关键作用［6-7］。近年来，越来越多的

证据显示，SFK通过生长因子信号级联参与实

体肿瘤的发生、发展［8-12］，其中Lyn激酶是SFK
家族重要成员，在整合素信号途径中扮演关键

角色，该信号通路与肿瘤浸润转移关系密切，

同时已经明确EGFR是肺腺癌生长、侵袭的关键

表面受体之一，EGFR通过持续激活，形成二

聚化后刺激Ras蛋白，导致磷酸化级联反应的发

生来激活其下游PI3K/Akt信号通路，从而引起

肿瘤的发生、发展。因此，我们预测Lyn激酶与

EGFR信号通路存在关联，进而对肺腺癌发挥调

节作用。

　　多变量分析中提到，Lyn表达水平与总体低

存活率有关，尤其在不吸烟的女性肺腺癌患者

中表现突出，使用SFK抑制剂达沙替尼抑制Lyn

戴  曦，等  Lyn激酶对肺腺癌EGFR下游信号通路的调节作用研究
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活性后能降低Lyn高表达的肺腺癌细胞株的存活

率和远处转移能力［13］。另有学者提出，EGFR
磷酸化调节与Lyn激酶活性有关，该效应是通

过RACK1和Cbp/PAG蛋白实现的［14］。此外，

国内外尚缺乏更多相关研究报道。在前期研究

中，我们发现人肺腺癌组织中Lyn表达明显高于

癌周正常组织，但我们在鳞癌、小细胞癌组织

中，并没有发现Lyn高表达，进一步支持Lyn激
酶与EGFR可能存在的相关性。本研究选用19号
密码子缺失的EGFR突变细胞株Hcc827，通过建

立Lyn激酶高表达细胞株，发现Lyn对该细胞株

的增殖、克隆及侵袭能力均起到了促进作用，

裸鼠荷瘤实验中，Hcc827-Lyn+/+细胞株也表现

出更强的成瘤能力和倍增能力。进一步的机制

研究证实，Lyn明显上调了EGFR表达和磷酸化

水平，并且激活了下游PI3K/PDK/AKT和JAK/
STAT3信号通路，将EGFR信号转导入细胞中。

　　在肿瘤中，PI3K/PDK/AKT信号通路的编

码基因存在DNA水平的结构突变，缺乏iSH2和
C-SH2结构域，这种突变直接导致PI3KT/AKT信
号通路的活化和细胞转化，尤其AKT，是针对

肿瘤细胞凋亡、增殖、侵袭及转移进行调节的

关键信号因子［15］。Lyn激酶不仅通过持续激活

EGFR影响肺腺癌细胞生物学特性，也与EGFR
下游信号通路形成Lyn/PI3K/Akt、Lyn/STAT3信
号途径，直接磷酸化STAT3［16］，参与EGFR突

变肺腺癌细胞株的增殖、凋亡、侵袭及转移。

Lyn激酶对肺癌的调节还有待更深入的研究，进

一步阐释其机制，这有助于将肺癌生物靶向治

疗和个体化精准治疗推向一个新的高度。
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