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· 论著 ·

甲磺酸伊马替尼和苹果酸舒尼替尼联合应用对胃肠道

间质瘤细胞迁移和侵袭能力的影响

李祉剑1，王文思2，马鸿滢1，贾钧凯1，张天彪3，赵滢1

（1. 中国医科大学附属盛京医院胃肠营养外科，沈阳  110004； 2. 辽宁省疾病预防控制中心免疫规划所，沈阳  110005； 3. 中国医科大学生命科

学学院生物化学与分子生物学教研室，沈阳  110122） 

摘要  目的  探讨甲磺酸伊马替尼和苹果酸舒尼替尼对胃肠道间质瘤 （GIST） 细胞迁移和侵袭能力的影响。方法  GIST细胞

原代培养鉴定后，利用原子力显微镜 （AFM） 观察细胞形态表征；给予药物作用后，用实时定量PCR检测PI3K/AKT信号通路相关

基因表达的变化，用AFM检测相关分子结合力的变化；用划痕实验、Transwell实验和流式细胞术测定细胞迁移、侵袭能力和凋

亡的变化。 结果  AFM成像提示伪足平铺在GIST细胞周围，GIST细胞具有易于转移的特征；单独应用甲磺酸伊马替尼或苹果

酸舒尼替尼后，PI3K/AKT信号通路相关基因表达明显降低，GIST细胞表面表皮生长因子受体 （EGFR） 密度下降，与表皮生长因

子 （EGF） 的分子结合力下降，联合用药时上述变化更加明显；单独用药时，GIST细胞侵袭和迁移能力均显著下降，而联合用药对

GIST迁移和侵袭的抑制更为显著。结论  甲磺酸伊马替尼和苹果酸舒尼替尼单独用药均能显著抑制PI3K/AKT信号通路相关基

因表达，降低GIST细胞表面EGFR密度，并减弱其与EGF的分子结合力，减弱GIST细胞迁移和侵袭的能力，联合用药比单独用药

效果更显著。
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Abstract  Objective  To investigate the effects of  imatinib mesylate and sunitinib malate on the migration and invasion of gastroin-
testinal stromal tumor （GIST） cells. Methods  After identifying primary-cultured GIST cells，their morphology was characterized using 

atomic force microscopy （AFM）. Changes in the expression of genes related to the PI3K/AKT signaling pathway were analyzed using quan-
titative real-time PCR following drug treatments. Changes in the binding of related molecules were detected using AFM，and alterations 

in cell migration，invasive ability，and apoptosis were determined using scratch assay，Transwell assay，and flow cytometry，respectively. 

Results  AFM imaging showed that pseudopods were flatly spread around the GIST cells，indicating characteristics consistent with easy 

metastasis. Administration of either imatinib or sunitinib significantly reduced the expression of genes related to the PI3K/AKT signaling 

pathway，the density of epidermal growth factor receptor （EGFR） on the surface of GIST cells，and molecular binding force with EGF. 

These changes were more pronounced with the combination treatment. Correspondingly，the invasive and migratory abilities of GIST cells 

were significantly reduced when either drug was administered alone and the inhibitory effect was more significant when the drugs were 

combined. Conclusion  Both imatinib and sunitinib can significantly inhibit the expression of genes related to the PI3K/AKT signaling 

pathway，reduce the density of EGFR on the surface of GIST cells，and attenuate their molecular binding to EGF，thereby reducing the 

migration and invasion of GIST cells. However，the combination of these two drugs has a more significant effect.
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胃肠道间质瘤 （gastrointestinal stromal tumor，GIST） 

是一类起源于胃肠道间叶组织的肿瘤，虽然全球年

发病率仅约为7/1 000 000~19/1 000 000［1-2］，但因临

床特征不显著、术后复发率高、化疗效果不佳等，导

致其临床治疗非常困难［3-5］。受体酪氨酸激酶抑制

剂甲磺酸伊马替尼作为首个GIST靶向药物广泛应

用于一线治疗，但40%~50%的患者在服用甲磺酸伊

马替尼半年之后出现耐药［6］。苹果酸舒尼替尼作为

甲磺酸伊马替尼耐药GIST的二线疗法可在3年以上

的时间里使患者达到完全缓解 （complete remission，

CR） ［7］，然而其有限的临床反应、药物毒性和活化环

突变体的耐药性［6］致使临床上需要寻找更加高效的

治疗方法，因此，联合应用多靶点抑制剂成为近年

来GIST治疗策略的新方向。

研究［8-10］证实，对于甲磺酸伊马替尼耐药的GIST，

应用其他受体酪氨酸激酶抑制剂和PI3K/AKT通路

抑制剂这类GIST非一线药物治疗有效，且比尼美替

尼［11-12］、BGJ938［13］、MK-4440 ［14］ 等非一线药物与一

线药物甲磺酸伊马替尼联合应用可获得更显著的

疗效。因此，将同为受体酪氨酸激酶抑制剂的非一

线药物苹果酸舒尼替尼与甲磺酸伊马替尼联合应

用，以达到多靶点抑制作用理论上可行。本研究拟

观察甲磺酸伊马替尼和苹果酸舒尼替尼联合应用

对GIST细胞迁移和侵袭能力的影响，并探讨其联合

应用价值。

1 材料与方法 

1.1  材料

GIST来自中国医科大学附属盛京医院GIST患

者手术切除标本；甲磺酸伊马替尼购自瑞士Novartis 

Pharma Schweiz AG公司；苹果酸舒尼替尼购自美国

Pfizer公司；Dimension Icon型原子力显微镜 （atomic 

force microscope，AFM）、氮化硅探针MLCT购自德国

BRUKER公司。BD基质胶购自美国Corning公司。本

研究获得中国医科大学附属盛京医院医学伦理委

员会批准 （伦理编号2023PS422）。

1.2  方法

1.2.1  细胞分组：原代培养GIST细胞后，将其分

为空白对照组 （未加药物处理）、甲磺酸伊马替尼 

（31.25 μmol/L） 单独用药组、苹果酸舒尼替尼 （15.63 

μmol/L）单独用药组、联合用药组 （31.25 μmol/L甲磺

酸伊马替尼+15.63 μmol/L苹果酸舒尼替尼）。

1.2.2  实时定量PCR：在96孔板中加入PCR反应体

系20 μL，包含2×Go Taq®qPCR Master Mix 10 μL，10 

μmol/L正向和反向引物各0.4 μL，cDNA 4 μL，RNase-

free 水5.2 μL。引物序列如下：Gab1，正向5’-ATTCAC

CACCACGACAACATTC-3’，反向5’-ATGAGCAGGA

GGAGGAACTTG-3’；Grb2，正向 5’-GCTTCATTCCC

AAGAACTACATAG-3’，反向5’-GCTCTCACTCTCTC

GGATAAG-3’；PI3K，正向5’-GGTGACTGTGTGGGA

CTTATTGAG-3’，反向5’-CTGATGTAGTGTGTGGCT

GTTGAA-3’；AKT，正向5’-GACCATGAACGAGTTT

GAGTA-3’，反向5’-CACGATGACTTCCTTCTTGAG-

3’；GSK-3β，正向 5’-GCTACCATCCTTATTCCTCCT

CAT-3’，反向5’-TGTCCACGGTCTCCAGTATTAG-3’；

GAPDH，正向5’-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3’，

反向5’-TGGTGAAGACGCCAGTGGA-3’。反应条件：

95 ℃ 2 min，95 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，40次循环，72 ℃ 

10 min。GAPDH为内参照。用2-ΔΔCt法计算基因的相

对表达量。

1.2.3  探针功能化及表皮生长因子 （epithelial growth 

factor，EGF） 与表皮生长因子受体 （epithelial growth 

factor receptor，EGFR） 间分子作用力测量：应用AFM

观察GIST细胞。用氯仿浸泡清洗AFM探针，在干燥

氩气环境下与APTES和 NN-diisopropylethylamine反

应以吸附氨基。用NHS-PEG-MAL修饰探针，与SATP

修饰的EGF结合，清洗后保存于4 ℃ PBS溶液中。通

过AFM操控界面将针尖移动至各组细胞表面局部

区域，并将AFM成像模式转换为力测量模式，在细

胞表面局部区域获取EGF与EGFR间分子作用力曲

线。

1.2.4  免疫荧光染色：在24孔板中加入细胞悬液 

（1×105/mL），培养48 h后固定细胞。TritonX-100通

透，封闭，一抗孵育，二抗孵育，DAPI显色，封片，免

疫荧光检测。

1.2.5  划痕实验：接种GIST细胞于6孔板并培养48 

h，用200 μL无菌移液器枪头轻轻划痕，弃培养液，

PBS洗3次。加入含不同浓度药物及2%胎牛血清的

RPMI-1640培养液，培养24 h、48 h、72 h，倒置显微镜

下对划痕拍照。 

1.2.6  Transwell实验：向24孔板中带有BD基质胶的

Transwell小室上层加入以100 μL无血清培养基稀释
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的细胞悬液 （1.5×104/孔），下层加入600 μL含10%

胎牛血清的完全培养基。培养48 h后，弃上室培养

液，固定，清洗，结晶紫染色，光学显微镜下观察并

拍照。用ImageJ软件计算每个视野中穿过膜的细胞

数。

1.2.7  流式细胞检测：将各组处理后的GIST细胞

消化离心，重悬于1×Binding Buffer，调整密度为

2×105/mL~5×105/mL，取195 μL细胞悬液，加入5 μL 

AnnexinV-FITC，避光混匀，室温孵育。用 1×Binding 

Buffer洗涤细胞，离心后弃上清，将细胞重悬于190 

μL 1×Binding Buffer，加入10 μL 碘化丙啶，用流式

细胞仪检测。

1.3  统计学分析

采用SPSS 22.0软件进行统计学分析。计量资料

用x-±s表示，多组间比较采用单因素方差分析，2组

间比较采用t检验。计数资料用率 （%） 表示，采用χ2

检验或Fisher确切概率法比较，P < 0.05为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1  原代培养GIST细胞鉴定

CD117蛋白是GIST 细胞的重要分子标志物和鉴

定依据。免疫荧光染色结果显示，原代培养GIST细胞

中CD117均为阳性，表明原代培养GIST细胞成功。

2.2  GIST单细胞纳米级成像 

应用AFM对原代培养GIST细胞进行纳米级成

像，结果如图1所示，偏差图可见有利于GIST细胞转

移的伪足平铺于GIST细胞周边。

A，deviation map；B，height map；C，3D map.

图1  GIST 细胞的纳米级成像 ×108

Fig.1  Nanoscale imaging of GIST cells  ×108

*P < 0.05 vs. control group；#P < 0.05 vs. imatinib group and sunitinib group.

图2  各组GIST细胞中PI3K/AKT信号通路相关基因mRNA 的相对表达量

Fig.2  Relative mRNA expression levels of PI3K/AKT pathway associated genes in GIST cells of each group

2.3  实时定量PCR结果

通过实时定量PCR检测各组GIST细胞中PI3K/

AKT信号通路相关基因Gab1、Grb2、PI3K、AKT、GSK-
3β mRNA表达水平的变化情况。结果如图2所示，甲

磺酸伊马替尼、苹果酸舒尼替尼单独及联合用药均

可抑制Gab1、Grb2、PI3K、AKT、GSK-3β mRNA的表达，

差异有统计学意义 （P < 0.05）。

2.4  探针功能化结果

探针功能化检测结果显示，功能化探针呈现明

亮的荧光，且针尖附近区域荧光亮度明显强于其他

区域，证明EGF蛋白成功连接至探针的针尖部位。

2.5  EGF与EGFR间分子作用力
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利用修饰有EGF分子的探针测量药物作用

24 h后EGF分子与GIST细胞表面EGFR之间的作

用力。结果如图3所示，空白对照组探针从细胞表

面回退过程所对应的力曲线有明显的突变峰，说

明针尖逼近过程中细胞表面受体分子EGFR与针

尖表面配体分子EGF发生了结合，而单独及联合

用药组曲线突变峰显著减小，提示药物阻断了

EGF与EGFR的结合。二维灰度图反映了EGFR在

GIST细胞表面的分布情况，可见细胞表面EGFR

分布密度随用药时间推移下降。与空白对照组

［ （341.90±33.87） pN］比较，甲磺酸伊马替尼单独

用 药 组［ （202.44±19.02） pN］、苹 果 酸 舒 尼 替 尼

单独用药组［ （226.85±16.38） pN］及联合用药组

［ （98.35±18.53） pN］ GIST细胞EGF与EGFR间分子作

用力降低，其中联合用药组降低最显著，差异均有

统计学意义 （P < 0.01）。

A，control group；B，imatinib group；C，sunitinib group；D，combination group.

图3  各组GIST细胞EGF与EGFR分子结合曲线及二维灰度图

Fig.3  EGF and EGFR molecular binding curves and two-dimensional grey-scale plots of GIST cells

**P < 0.01 vs. control group；#P < 0.05 vs. imatinib group and sunitinib group.

图4  GIST细胞划痕实验结果 ×10

Fig.4  Results of the scratch assay of GIST cells ×10

2.6  甲磺酸伊马替尼和苹果酸舒尼替尼对GIST细

胞迁移的影响

划痕实验结果如图4所示，处理24 h、48 h、72 h

时，联合用药组细胞迁移率均低于空白对照组 （P < 

0.01）；48 h、72 h时，联合用药组细胞迁移率低于单

独用药组 （P < 0.05）。

2.7  甲磺酸伊马替尼和苹果酸舒尼替尼对GIST细

胞侵袭的影响

Transwell实验结果如图5所示，药物作用48 h

后，甲磺酸伊马替尼和苹果酸舒尼替尼联合用药组

较单独用药组对GIST细胞侵袭的抑制作用更显著 

（P < 0.05）。
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2.8  甲磺酸伊马替尼和苹果酸舒尼替尼诱导GIST

细胞凋亡情况检测

流式细胞检测结果显示，药物作用24 h后，甲

磺酸伊马替尼单独用药组 （3.44%±0.55%）、苹果酸

舒尼替尼单独用药组 （2.92%±0.82%）及联合用药

组 （5.55%±0.73%） 细胞凋亡率显著高于空白对照

组 （1.07%±0.40%），差异有统计学意义 （P < 0.05）。

表明甲磺酸伊马替尼及苹果酸舒尼替尼均可抑制

GIST细胞生长，诱导其凋亡，联合用药效果更显著。

3 讨论

GIST临床特征不显著，术后复发率高，化疗效

果不佳，预后差。本研究采用AFM对原代培养的GIST

细胞进行纳米级成像，结果显示，GIST细胞周边富

含平铺的细胞伪足，这样的形态特征有利于其转移

和侵袭，在一定程度上解释了GIST难以被根治的原

因。

现阶段用于治疗GIST的药物中，一线药物甲磺

酸伊马替尼疗效较好，但容易出现耐药。苹果酸舒

尼替尼等二线药物虽然对甲磺酸伊马替尼耐药的

患者疗效较好，但其毒性反应较严重，且无法根绝

耐药性。受临床上某些一二线药物联合用药化疗方

案的启发，推测甲磺酸伊马替尼和苹果酸舒尼替尼

联合应用可能加强对GIST的疗效。

GIST细胞可通过PI3K/AKT/GSK-3β途径激活下

游信号通路［15］，刺激自身增殖，因此，抑制PI3K/AKT

信号通路被认为是治疗GIST的一种有前途的靶向

治疗策略［16］。EGFR是PI3K/AKT信号通路上游最

重要的受体蛋白之一，共同靶向 EGF和 PI3K/AKT

通路，可使药物发挥协同作用，从而提高疗效［17］。 

甲磺酸伊马替尼是c-KIT靶向药物，c-KIT抑制细胞

凋亡的必要途径是 PI3K/AKT 途径，该途径在蛋白

质合成、增殖和存活等细胞过程中至关重要［18］，因

此推测甲磺酸伊马替尼能够抑制AKT活化，影响细

胞迁移、侵袭和存活过程。苹果酸舒尼替尼的主要

作用位点包括KIT和VEGFR等，而VEGFR与EGFR

均属于受体酪氨酸激酶的亚家族，其机制有很多相

似之处，酪氨酸激酶抑制剂治疗GIST的机制在一定

程度上也是相似的，因此猜测苹果酸舒尼替尼和甲

磺酸伊马替尼可抑制EGFR蛋白和PI3K/AKT相关蛋

白的表达。为了验证联合用药效果，本研究采用实

时定量PCR检测了单独及联合用药后PI3K/AKT通

路相关基因表达的变化，并利用AFM力曲线测定药

物对细胞表面EGFR数量和结合力的影响，结果表

明，联合用药较单独用药可更显著抑制PI3K/AKT信

号通路相关基因的表达，也可更显著降低GIST表面

EGFR的密度。

为了验证联合用药对GIST细胞迁移、侵袭和增

殖的抑制作用，本研究通过划痕实验、Transwell实验

和流式细胞术，观察了单独及联合用药后GIST细胞

迁移、侵袭和增殖状况的变化，结果表明，与单独用

药相比，联合用药对GIST细胞的迁移、侵袭和增殖

的抑制作用更显著。

本研究的不足之处如下：仅从细胞层面证实了

A，control group （×10）；B，imatinib group （×10）；C，sunitinib group （×10）；D，combination group （×10）；E，histograms of  the results of Transwell 

assay. **P < 0.01 vs. control group；#P < 0.01 vs. imatinib group and sunitinib group. 

图5  Transwell实验结果

Fig.5  Results of Transwell assay
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的可行性，并未在临床上验证其实际疗效。因此，未

来将进一步扩大样本量，并在条件和伦理允许的前

提下进行临床试验，以探寻联合用药方案的临床应

用价值。

综上所述，本研究结果显示，甲磺酸伊马替尼

和苹果酸舒尼替尼联合用药对GIST细胞迁移和侵

袭的抑制作用较单独用药更显著，有望为GIST的临

床治疗方案提供新的参考。
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