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利多卡因调节PINK1/Parkin信号通路对胃肠间质瘤

细胞伊马替尼耐药性的影响
王长勇1  陈威龙1*  李龙浩2

(1重庆市梁平区人民医院肿瘤科, 重庆 405200; 2重庆医科大学附属第一医院肿瘤科, 重庆 400016)

摘要      该文探讨利多卡因(LIC)调节PTEN诱导激酶1(PINK1)/Parkin信号通路对胃肠间质瘤

(GIST)细胞伊马替尼耐药性的影响。体外培养GIST细胞(GIST-T1), 并利用伊马替尼诱导产生耐药性

GIST-T1细胞。将耐药性GIST-T1细胞随机分成NC组(0 μmol/L LIC处理)、LIC低剂量组(500 μmol/L 
LIC处理)、LIC中剂量组(750 μmol/L LIC处理)、LIC高剂量组(1 000 μmol/L LIC处理)、T0467
组(1 000 μmol/L LIC+5 μmol/L PINK1/Parkin信号通路激活剂T0467), 选取正常GIST-T1细胞为

GIST-T1组(即对照组)。采用MTT法检测细胞活力; 克隆形成实验检测细胞增殖情况; 流式细胞

术检测细胞凋亡情况; 划痕和Transwell实验检测细胞迁移、侵袭情况; JC-1法检测线粒体膜电位; 
DCFH-DA检测试剂盒检测活性氧(ROS)含量; Western blot检测自噬相关蛋白[细胞微管相关蛋白1
轻链3Ⅱ/Ⅰ(LC3Ⅱ/Ⅰ)、苄氯素1(Beclin-1)]以及PINK1/Parkin信号通路蛋白表达情况。裸鼠致瘤实验

观察LIC对伊马替尼耐药性胃肠间质瘤细胞移植瘤的影响。与GIST-T1组相比, NC组细胞凋亡率、

ROS、存活率、迁移率、侵袭数、线粒体膜电位以及LC3Ⅱ/Ⅰ、Beclin-1、PINK1、Parkin表达水平

无统计学差异(P>0.05); 与NC组相比, LIC低剂量组、LIC中剂量组、LIC高剂量组凋亡率、ROS
水平均升高(P<0.05), 存活率、迁移率、侵袭数、线粒体膜电位以及LC3Ⅱ/Ⅰ、Beclin-1、PINK1、
Parkin水平均降低(P<0.05); 与LIC高剂量组相比, T0467组凋亡率、ROS含量均降低(P<0.05), 存活

率、迁移率、侵袭数、线粒体膜电位以及LC3Ⅱ/Ⅰ、Beclin-1、PINK1、Parkin表达水平均升高(P<0.05)。
裸鼠移植瘤结果显示, LIC组裸鼠移植瘤生长速度较慢, 移植瘤体积和质量减少, LC3Ⅱ/Ⅰ、Beclin-1、
PINK1、Parkin蛋白表达水平降低(P<0.05)。LIC可增强GIST-T1细胞对伊马替尼的敏感性, 可能与

抑制PINK1/Parkin信号通路有关。

关键词      利多卡因; PTEN诱导激酶1/Parkin; 胃肠间质瘤细胞; 伊马替尼耐药性

Effect of Lidocaine on Imatinib Resistance in Gastrointestinal Stromal 
Tumor Cells by Regulating PINK1/Parkin Signaling Pathway

WANG Changyong1, CHEN Weilong1*, LI Longhao2

(1Department of Oncology, Liangping District People’s Hospital, Chongqing 405200, China; 
2Department of Oncology, the First Affiliated Hospital of Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China)

Abstract       This study was to explore the effect of LIC (lidocaine) on imatinib resistance in GIST (gastro-
intestinal stromal tumor) cells by regulating PINK1 (PTEN induced putative kinase 1)/Parkin signaling pathway. 
GIST cells (GIST-T1) were cultured in vitro and treated with imatinib to induce drug resistant cells. Drug resistant 
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GIST-T1 cells were randomly assigned into NC group (0 μmol/L LIC treatment), LIC low-dose group (500 μmol/L LIC 
treatment), LIC medium-dose group (750 μmol/L LIC treatment), LIC high-dose group (1 000 μmol/L LIC treat-
ment), and T0467 group (1 000 μmol/L LIC+5 μmol/L PINK1/Parkin signaling pathway activator T0467). Normal 
GIST-T1 cells were selected as GIST-T1 group (control group). MTT assay was performed to detect cell viability. 
Clone formation experiment was performed to measure cell proliferation. Flow cytometry was used to measure cell 
apoptosis. Scratch experiment and Transwell experiment were used to measure cell migration and invasion. The 
JC-1 method was used to detect mitochondrial membrane potential. DCFH-DA detection kit was used to detect 
ROS (reactive oxygen species). Western blot was used to measure autophagy related proteins (LC3Ⅱ/Ⅰ, Beclin-1) 
and PINK1/Parkin signaling pathway proteins. Compared with GIST-T1 group, there was no significant difference 
in apoptosis rate, ROS, survival rate, migration rate, invasion number, mitochondrial membrane potential, and the 
level of LC3Ⅱ/Ⅰ, Beclin-1, PINK1 and Parkin in NC group (P>0.05). Compared with the NC group, the LIC low-
dose group, LIC medium-dose group, and LIC high-dose group showed an increase in apoptosis rate and ROS 
(P<0.05), and a decrease in survival rate, migration rate, invasion number, mitochondrial membrane potential, 
LC3Ⅱ/Ⅰ, Beclin-1, PINK1, and Parkin (P<0.05). Compared with the LIC high-dose group, the T0467 group showed 
a decrease in apoptosis rate and ROS (P<0.05), and an increase in survival rate, migration rate, invasion number, 
mitochondrial membrane potential, LC3Ⅱ/Ⅰ, Beclin-1, PINK1, and Parkin (P<0.05). The results of nude mice trans-
planted tumors showed that the growth rate of nude mice transplanted tumors in the LIC group was slower, the 
volume and mass of transplanted tumors were reduced, and the expression of LC3 Ⅱ/Ⅰ, Beclin-1, PINK1 and Parkin 
protein was decreased (P<0.05). LIC can enhance the sensitivity of GIST-T1 cells to imatinib, which may be re-
lated to the inhibition of PINK1/Parkin signaling pathway.

Keywords       lidocaine; PTEN induced putative kinase 1/Parkin; gastrointestinal stromal tumor cells; ima-
tinib resistance

胃肠间质瘤 (gastrointestinal stromal tumor, 
GIST)是胃肠道最常见的间叶性肿瘤 , 主要来源于

Cajal间质细胞或其前体细胞 , 伴有广泛的淋巴结和

骨骼转移 [1-2]。Cajal间质细胞是胃肠道中的起搏细

胞 , 主要负责调节胃肠道蠕动 [3]。GIST多发于中老

年人 , 最常见于胃 , 其次是小肠 , 其治疗方式主要是

手术切除, 辅以靶向治疗[4]。大多数GIST中KIT或血

小板衍生生长因子α(platelet-derived growth factor α, 
PDGFRα)突变是致癌驱动因素 [5]。伊马替尼是一种

KIT和PDGFRα酪氨酸激酶抑制剂, 用于GIST一线治

疗, 使用后可产生初始肿瘤反应和疾病控制[6]。然而, 
伊马替尼长时间的应用 , 会导致GIST细胞产生耐药

性, 不利于GIST治疗。目前关于伊马替尼耐药GIST
的治疗药物包括舒尼替尼、瑞派替尼 , 但仍存在局

限性。因此, 亟需深入研究新的药物或治疗靶点, 降
低GIST细胞的耐药性, 提高GIST患者生存预后。利

多卡因 (lidocaine, LIC)属于一种局部麻醉药和抗心

率失常药 , 广泛用于术后疼痛和恢复 [7]。LIC的主

要作用机制是阻断电压门控钠通道 (voltage-gated 
sodium channels, VGSCs), VGSCs在电兴奋细胞的生

理中起着重要作用 , 促进动作电位的上升 , 被认为是

LIC的主要药理靶点。已有研究发现LIC能够通过下

调miR-10b表达, 降低胃癌细胞顺铂耐药性[8]。PTEN
诱导激酶1(PTEN induced putative kinase 1, PINK1)
属于线粒体靶向的丝氨酸 /苏氨酸激酶 , 主要定位于

线粒体外膜 , 对线粒体质量至关重要 [9]。Parkin是一

种E3泛素连接酶, 在正常情况下分布于细胞质, 但在

PINK1的调控下可被招募到线粒体上 [10]。PINK1/Par-
kin信号通路主要参与清除受损或功能异常的线粒体 , 
即线粒体自噬 [11]。有研究表明PINK1/Parkin依赖性线

粒体自噬促进胃癌顺铂耐药[12]。然而, LIC是否能够

通过调节PINK1/Parkin信号通路对伊马替尼耐药性

GIST细胞产生影响却未见报道。本研究以GIST-T1
细胞为研究对象, 构建伊马替尼耐药细胞, 深入探究

LIC调节PINK1/Parkin信号通路对GIST-T1细胞伊马

替尼耐药性的影响。
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1   材料与方法
1.1   细胞株、试剂及仪器

GIST-T1细胞 (货号 : STM-CL-5520)购自思泰

默上海生物科技有限公司 ; 伊马替尼购自安庆奇

创药业有限公司 ; PINK1/Parkin信号通路激活剂

T0467(货号 : GC63669)购自上海宏叶生物科技有限

公司 ; MTT试剂盒 (货号 : A600799)购自上海生工生

物工程有限公司 ; JC-1线粒体膜电位检测试剂盒、

DCFH-DA活性氧(reactive oxygen species, ROS)荧光

探针(货号 : J6004S、D1002)购自优逸兰迪生物科技

有限公司 ; 抗体细胞微管相关蛋白1轻链3Ⅱ/Ⅰ(micro-
tubule-associated protein 1 light chain 3Ⅱ/Ⅰ, LC3Ⅱ/Ⅰ)、
苄氯素 1(Beclin-1)、PINK1、Parkin、GAPDH、

HRP-conjugated Goat Anti-Rabbit IgG(H+L)(货号 : 
14600-1-AP、11306-1-AP、23274-1-AP、14060-1-
AP、10494-1-AP、SA00001-2)购自武汉三鹰生物技

术有限公司 ; 荧光显微镜 (型号 : WSF400)购自广州

微域光学仪器有限公司 ; 酶标仪 (型号 : Infinite® 200 
PRO)购自恩科生物科技有限公司 ; 流式细胞仪 (型
号: EVA)购自成都棱镜泰克生物科技有限公司。

1.2   方法

1.2.1   制备伊马替尼耐药性GIST-T1细胞      GIST-
T1细胞在DMEM培养基中培养 , 培养基中含10%血

清和 1%双抗。细胞在恒温 37 °C、5% CO2的培养

箱中过夜培养 , 传代处理。按照秦龙等 [13]的文献方

法制备伊马替尼耐药性GIST-T1细胞。使用浓度

25 μmol/L的伊马替尼处理细胞 , 48 h更换新培养

基 , 继续培养 , 重复操作至GIST-T1细胞能够在含

25 μmol/L的伊马替尼培养液中正常生长, 然后将伊

马替尼浓度再增加至37.5 μmol/L培养, 最终将伊马

替尼浓度增加到50 μmol/L, 且细胞能正常生长, 与
此同时检测伊马替尼耐药性GIST-T1细胞的半数

抑制浓度 , 当其高于野生型GIST-T1细胞时 , 提示

伊马替尼耐药性GIST-T1细胞成功制备。

1.2.2   LIC浓度的筛选      为了研究不同浓度LIC对
GIST-T1细胞的影响 , 设置6个不同浓度LIC药物处

理组 : 0、250、500、750、1 000、1 250 μmol/L。
细胞在含不同浓度LIC的DMEM完全培养基中处理

48 h, 将MTT试剂加入细胞培养基孵育细胞, 使用酶

标仪在450 nm波长下检测吸光度值, 绘制标准曲线, 
根据标准曲线计算细胞存活率。为了探讨LIC对伊

马替尼耐药性GIST-T1细胞株的影响, 通过上述不同

浓度处理后, 观察细胞存活率。

1.2.3   细胞分组      将伊马替尼耐药性 GIST-T1
细胞随机分为5个实验组 :  NC组 (0 μmol/L LIC
处理 ,  作为对照)、LIC低剂量组(500 μmol/L LIC
处理 )、LIC中剂量组 (750 μmol/L LIC处理 )、
LIC高剂量组(1 000 μmol/L LIC处理)、T0467组
(1 000 μmol/L LIC+5 μmol/L PINK1/Parkin信号通路

激活剂T0467[14])。
1.2.4   细胞增殖能力的检测      将各组细胞悬液分

别按每孔2×104/mL和5×105/mL接种至96孔板和6孔
板中。接种过程中, 需轻轻混匀, 以确保细胞均匀分

布于孔板底部。96孔板主要用于细胞存活率检测, 6
孔板则用于克隆形成实验。接种完成后 , 继续培养

细胞。将CCK-8试剂加入96孔板, 按说明书进行孵育, 
使用酶标仪测定波长为450 nm处的吸光度值, 记录

数据并分析存活率。在 6孔板中 , 当肉眼可见克隆

团时 , 停止培养。PBS清洗细胞后 , 加入多聚甲醛

室温固定细胞30 min, 然后加入结晶紫染色进行室

温下染色处理 20 min。清洗后 , 在显微镜下观察 , 
并计算克隆数。

1.2.5   细胞迁移能力的检测      将制备好的细胞悬

液均匀铺于 6孔板中 , 接着把细胞置于适宜的环境

(恒温37 °C、5% CO2)下继续培养, 取用200 μL的无

菌枪头垂直于培养皿底部 , 进行划线操作。划线完

成后, 使用PBS清洗细胞, 继续在培养箱中培养。在

0 h和24 h时 , 将培养皿放置于倒置显微镜下观察划

痕区域细胞状态 , 使用 ImageJ软件进行分析细胞的

迁移率。

1.2.6   细胞侵袭能力的检测      将预先配制好的基

质胶与无血清DMEM培养基充分混合 , 并均匀加入

Transwell上室。同时在Transwell下室加入含10%血

清的DMEM培养基。将细胞悬液以每孔5×105/mL均
匀铺至Transwell上室, 继续培养细胞24 h, 然后取出

Transwell小室 , 使用专门的4%多聚甲醛固定液对细

胞进行固定处理30 min(室温), 再使用结晶紫染液对

细胞进行染色20 min(室温), 于显微镜下观察细胞的

侵袭情况。

1.2.7   流式细胞术检测细胞凋亡能力和ROS水平      
将各组细胞通过胰酶37 °C消化3 min后 , 制成细胞

悬液 , 分成两部分 , 一部分用于细胞凋亡能力的检

测 , 一部分用于ROS水平检测。使用凋亡试剂盒和

DCFH-DA ROS荧光探针分别处理对应的细胞悬液 , 
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实验步骤严格按照说明书操作 , 并通过流式细胞仪

分析细胞凋亡和ROS水平。

1.2.8   线粒体膜电位的检测      将各组细胞以每孔

1×105/mL均匀铺至24孔板, 在恒温37 °C、含5% CO2

浓度的培养箱中培养过夜, 每孔加入JC-1工作液, 室
温避光孵育1 h, PBS清洗细胞3次 , 每次5 min, 然后

使用胰酶消化细胞(37 °C消化3 min), 将其制成细胞

悬液。最后于倒置显微镜下观察各组细胞的荧光表

达情况。

1.2.9   自噬以及PINK1/Parkin信号通路相关蛋白检

测      将各组细胞悬液1 mL中加入含蛋白酶抑制剂

的裂解液, 充分混合确保细胞完全裂解。随后, 将裂

解液以1 500 r/min (4 °C)离心15 min, 取上清液为总

蛋白。使用定量试剂盒对总蛋白浓度进行检测。采

用试剂盒制备分离胶和浓缩胶 , 根据计算的上样量

上样 , 电泳分离。电泳完成后 , 将蛋白转移至膜上 , 
无蛋白快速封闭液室温封闭30 min, TBST洗膜。与

一抗LC3Ⅱ/Ⅰ(1000 1׃)、Beclin-1(1000 1׃)、PINK1 
(000 2׃1)以及GAPDH(000 1׃1)Parkin、(000 1׃1)
进行过夜孵育(4 °C)。随后, TBST清洗膜后, 室温继

续孵育二抗 h。最后在膜上滴加发光液 1 (000 3׃1) , 
在凝胶成像系统下拍照 , 并使用图像分析软件分析

并计算各组蛋白表达量。

1.2.10   裸鼠致瘤试验      实验用6周龄BALB/c裸鼠

(体质量 18~22 g)均购自武汉云克隆动物有限公司

[许可证号 : SCXK(鄂 )2023-0021], 在SPF环境中适

应性饲养7天, 实验通过重庆市梁平区人民医院动物

伦理委员会审查 (批准号 : 202503-17)。选取处于对

数生长期的伊马替尼耐药性GIST-T1细胞, 使用PBS
缓冲液调整细胞浓度为1×107/mL, 将10 μL伊马替尼

耐药性 GIST-T1细胞悬液注射至小鼠右前肢腋下

皮下组织, 持续监测肿瘤生长情况, 待肿瘤体积达

到 30 mm3时进行分组干预。将裸鼠随机分为Con-
trol组和LIC组 , 每组各6只 , 其中LIC组每周2次注

射 30 mg/kg LIC[15], Control组以同样方式注射等量

生理盐水。使用游标卡尺每周测量肿瘤长径和短径, 
计算体积。28天后安乐死小鼠, 称量肿瘤湿质量, 检
测移植瘤LC3Ⅱ/Ⅰ、Beclin-1、PINK1、Parkin蛋白表

达情况。

1.3   统计学分析

本研究采用SPSS Statistics 26.0软件进行统计

学分析。所有实验数据均经过正态性检验 , 符合正

态分布的计量资料以均值±标准差 (x
_
±s)表示。使用

单因素方差分析 (One-Way ANOVA)进行多组间比

较。对于两组间比较, 选用SNK-q检验, 设定显著性

水平为P<0.05。

2   结果
2.1   LIC浓度的确定

250、500、750、1 000、1 250 μmol/L LIC
与 0 μmol/L LIC处理的GIST-T1细胞相比 , 存活率

无统计学意义 (P>0.05)(表 1), 说明LIC对细胞没有

杀伤作用。进一步通过上述浓度继续处理伊马替

尼诱导耐药性GIST-T1细胞 , 发现随着LIC浓度升

高 , 细胞存活率降低 (P<0.05)(表2), 其半数抑制浓

度(IC50)值为1 087.56 μmol/L。基于研究结果, 将
500、750、1 000 μmol/L作为LIC低剂量组、LIC
中剂量组、LIC高剂量组的处理浓度。

2.2   LIC对各组细胞增殖的影响

NC组与GIST-T1组相比 , 细胞存活率、克隆形

成数无明显变化(P>0.05); LIC低剂量组、LIC中剂量

组、LIC高剂量组与NC组相比 , 细胞存活率、克隆

形成数降低 (P<0.05); T0467组与LIC高剂量组相比 , 
细胞存活率、克隆形成数升高(P<0.05)。见表3和图1。

表1   LIC对GIST-T1细胞存活的影响

Table 1   Effects of LIC on survival of GIST-T1 cells 

LIC /μmol·L–1 存活率/%
Survival rate /%

       0 99.17±0.83

   250 98.69±1.31

   500 99.58±0.42

   750 97.86±2.14

1 000 99.63±0.37

1 250 98.27±1.73

n=6, x
_
±s.
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2.3   LIC对各组细胞迁移、侵袭的影响

NC组与GIST-T1组相比 , 细胞迁移率、侵袭数

无明显变化 (P>0.05); LIC低剂量组、LIC中剂量组、

LIC高剂量组与NC组相比 , 细胞迁移率、侵袭数降

低(P<0.05); T0467组与LIC高剂量组相比, 细胞迁移

率、侵袭数升高(P<0.05)。见图2、图3和表4。
2.4   LIC对各组细胞凋亡的影响

NC组与GIST-T1组相比 , 细胞凋亡率无明显变

化(P>0.05); LIC低剂量组、LIC中剂量组、LIC高剂

量组与NC组相比 , 细胞凋亡率升高(P<0.05); T0467
组与LIC高剂量组相比 , 细胞凋亡率降低 (P<0.05)。

见图4和表5。
2.5   LIC对各组细胞线粒体功能的影响

NC组与GIST-T1组相比 , 细胞ROS水平、线粒

体膜电位无明显变化 (P>0.05); LIC低剂量组、LIC
中剂量组、LIC高剂量组与NC组相比 , 细胞ROS水
平升高(P<0.05), 线粒体膜电位降低(P<0.05); T0467
组与LIC高剂量组相比, 细胞ROS水平降低(P<0.05), 
线粒体膜电位升高(P<0.05)。见图5、图6和表6。
2.6   LIC对各组细胞自噬以及PINK1/Parkin信号

通路相关蛋白的影响

NC组与GIST-T1组相比 , 细胞 LC3Ⅱ/Ⅰ、Be-

表2   LIC对伊马替尼耐药性的GIST-T1细胞存活的影响

Table 2   Effects of LIC on the survival of imatinib resistant GIST-T1 cells

LIC /μmol·L–1 存活率/%
Survival rate /%

      0 99.17±0.83

   250 89.52±6.84*

   500 80.37±5.45*

   750 70.49±6.83*

1 000 50.78±5.26*

1 250 37.36±6.12*

*P<0.05, 与0 μmol/L比较。n=6, x
_
±s。

*P<0.05 compared with 0 μmol/L. n=6, x
_
±s.

图1   克隆形成实验检测细胞增殖情况

Fig.1   Cell proliferation was detected by colony formation assay

GIST-T1 group NC group LIC low dose group

LIC medium dose group LIC high dose group T0467 group
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clin-1、PINK1、Parkin蛋白表达水平无明显变化

(P>0.05); LIC低剂量组、LIC中剂量组、LIC高剂

量组与NC组相比 , 细胞LC3Ⅱ/Ⅰ、Beclin-1、PINK1、

Parkin蛋白表达水平降低(P<0.05); T0467组与LIC高
剂量组相比 , 细胞LC3Ⅱ/Ⅰ、Beclin-1、PINK1、Par-
kin蛋白表达水平升高(P<0.05)。见图7和表7。

表3   LIC对细胞存活率、增殖率的影响

Table 3   Effects of LIC on cell viability and proliferation rate
组别

Groups
存活率/%
Survival rate /%

克隆数

Number of clones

GIST-T1 group 98.26±0.96 129.47±18.57

NC group 99.32±0.68 132.73±21.24

LIC low dose group 84.83±5.94#   95.26±17.42#

LIC medium dose group 73.75±6.58#@   63.65±13.89#@

LIC high dose group 50.96±5.60#@%   33.49±8.83#@%

T0467 group 86.72±7.91& 124.27±27.16&

F value 67.309 28.082

P value <0.001 <0.001
#P<0.05, 与NC组比较; @P<0.05, 与LIC低剂量组比较; %P<0.05, 与LIC中剂量组比较; &P<0.05, 与LIC高剂量组比较。n=6, x

_
±s。

#P<0.05 compared with NC group; @P<0.05 compared with LIC low dose group; %P<0.05 compared with LIC medium dose group; &P<0.05 compared 
with LIC high dose group. n=6, x

_
±s.

GIST-T1 group

  0 h

24 h

NC group LIC low dose group LIC medium dose group LIC high dose group T0467 group

100 μm

100 μm

图3   Transwell实验检测细胞侵袭情况

Fig.3   Cell invasion of cells was detected by Transwell assay

GIST-T1 group NC group LIC low dose group

LIC medium dose group LIC high dose group T0467 group

50 μm

50 μm

图2   划痕实验检测细胞的迁移情况

Fig.2   The migration of cells was detected by scratch assay
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2.7   LIC对裸鼠移植瘤影响

L I C组裸鼠移植瘤生长速度减慢 ,  移植瘤

质量(0.54±0.08) g低于 Control组(1.16±0.15) g; 
移植瘤体积(498.85±34.75) mm3低于 Control组
(914.26±57.14) mm3。与Control组比较, 裸鼠移植瘤

中LC3Ⅱ/Ⅰ、Beclin-1、PINK1、Parkin蛋白表达水平

降低(P<0.05), 见图8~图10、表8和表9。

3   讨论
GIST是一种罕见但具有高度侵袭性的肿瘤 , 由

于其早期症状不明显 , 诊断往往较为困难 [16]。尽管

手术切除是目前治疗GIST最有效的方法 , 但术后复

发和转移发生率较高 [17]。伊马替尼作为一线治疗药

物 , 显著改善复发型、转移性、不可切除的GIST患
者预后。然而 , 大部分患者在治疗后出现获得性耐

表4   各组细胞迁移和侵袭的比较

Table 4   Comparison of cell migration and invasion in each group 
组别

Groups
迁移率/%
Mobility /%

侵袭数

Number of invasion

GIST-T1 group 39.27±5.96 109.84±14.52

NC group 42.56±10.18 116.25±12.75

LIC low dose group 31.71±7.57#   91.83±14.27#

LIC medium dose group 20.83±4.61#@   69.67±9.22#@

LIC high dose group   9.25±3.42#@%   47.92±8.31#@%

T0467 group 39.18±5.06& 109.62±18.54&

F value 23.836 24.455

P value <0.001 <0.001
#P<0.05, 与NC组比较; @P<0.05, 与LIC低剂量组比较; %P<0.05, 与LIC中剂量组比较; &P<0.05, 与LIC高剂量组比较。n=6, x

_
±s。

#P<0.05 compared with NC group; @P<0.05 compared with LIC low dose group; %P<0.05 compared with LIC medium dose group; &P<0.05 compared 
with LIC high dose group. n=6, x

_
±s.

图4   流式细胞仪检测细胞的凋亡情况

Fig.4   Apoptosis of cells was measured by flow cytometry
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药, 限制其长期疗效[18]。针对这一现状, 迫切需要寻

找新的治疗策略和生物标记物 , 以期改善患者的预

后和生活质量。

LIC作为一种常见的局部麻醉剂 , 长期以来被

广泛应用于临床手术和疼痛管理 [19]。然而 , 最近的

研究表明LIC可能具备显著的抗肿瘤特性 , 这一发

现在学术界引起广泛关注 [20]。GUAN等 [21]研究发

现, LIC调节circ_ANO5/miR-21-5p/LIFR轴, 抑制胃

癌细胞增殖、迁移、侵袭 , 促进胃癌细胞凋亡 , 对
胃癌细胞具有抗增殖和抗转移作用 , 为胃癌治疗提

供新的见解。ZHANG等 [8]研究表明 , LIC通过抑制

miR-10b表达 , 进而抑制AKT/mTOR和β-catenin通
路 , 降低胃癌细胞顺铂耐药性 , 促进胃癌细胞凋亡 , 
抑制胃癌细胞转移。以上研究均显示 , LIC在抑制

胃癌进展方面发挥重要的作用。本研究结果发现 , 
LIC能够呈剂量依赖性抑制伊马替尼耐药性GIST-

表5   各组细胞凋亡率的比较

Table 5   Comparison of apoptosis rate in each group 
组别

Groups
凋亡率/%
Apoptosis rate /%

GIST-T1 group   0.96±0.27

NC group   1.28±0.32

LIC low dose group 13.67±3.58#

LIC medium dose group 28.41±4.26#@

LIC high dose group 42.59±8.29#@%

T0467 group   8.52±1.84&

F value 95.204

P value <0.001
#P<0.05, 与NC组比较; @P<0.05, 与LIC低剂量组比较; %P<0.05, 与LIC中剂量组比较, &P<0.05, 与LIC高剂量组比较。n=6, x

_
±s。

#P<0.05 compared with NC group; @P<0.05 compared with LIC low dose group; %P<0.05 compared with LIC medium dose group; &P<0.05 compared 
with LIC high dose group. n=6, x

_
±s.

图5   流式细胞仪检测细胞的ROS水平

Fig.5   ROS level in cells was measured by flow cytometry
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T1细胞的增殖、迁移和侵袭 , 促进细胞凋亡 , 提示

LIC可以提高GIST-T1细胞对伊马替尼的敏感性。

PINK1/Parkin信号通路是细胞内一个重要的质

量控制机制 , 主要参与线粒体自噬的调控 , 该通路

在维持线粒体功能以及细胞凋亡过程中起关键作

用 [22]。近年来 , 研究发现PINK1/Parkin信号通路在

癌症中扮演着复杂而重要的角色 [23]。WANG等 [24]研

究显示 , 8-paradol通过调节PINK1/Parkin相关自噬 , 
诱导线粒体功能障碍 , 从而诱导胃腺癌细胞凋亡。

XIAO等 [12]研究发现, 二甲双胍通过激活AMPK信号

通路, 进而通过激活PINK1/Parkin信号通路, 促进胃

癌细胞的线粒体裂变和线粒体自噬 , 导致ATP产生

减少 , 保护胃癌细胞免受顺铂的细胞毒性。以上研

究表明, PINK1/Parkin信号通路参与线粒体自噬, 在
胃癌的进展过程中发挥重要作用。本研究结果发

现, 不同剂量LIC处理伊马替尼耐药性GIST-T1细胞

能下调 PINK1、Parkin、LC3Ⅱ/Ⅰ、Beclin-1蛋白表

达 , 抑制PINK1/Parkin信号通路 , 从而抑制线粒体自

噬, 促进ROS生成, 降低线粒体膜电位, 有效抑制伊马

替尼耐药性GIST进展。然而, 使用PINK1/Parkin信号

通路激活剂T0467, 可促进伊马替尼耐药性GIST-T1
细胞增殖、迁移和侵袭 , 抑制细胞凋亡 , 加快GIST

红色(JC-1聚合物)代表健康细胞线粒体; 绿色(JC-单体)代表凋亡或不健康细胞线粒体。

Red (JC-1 polymer) represents healthy cell mitochondria; green (JC-monomer) represents apoptotic or unhealthy cell mitochondria.
图6   JC-1检测各组细胞线粒体膜电位的变化

Fig.6   JC-1 detection of changes in mitochondrial membrane potential in each group of cells

GIST-T1 group NC group LIC low dose group

LIC medium dose group LIC high dose group T0467 group

25 μm

25 μm

表6   各组细胞ROS水平的比较

Table 6   Comparison of ROS levels in each group
组别

Groups
ROS水平/%
ROS levels /%

JC-1绿/红
JC-1 green/red

GIST-T1 group   5.83±0.86 1.39±0.24

NC group   6.49±1.16 1.56±0.32

LIC low dose group 12.58±1.82# 1.19±0.17#

LIC medium dose group 22.73±3.57#@ 0.82±0.21#@

LIC high dose group 35.26±5.75#@% 0.45±0.09#@%

T0467 group   7.95±1.38& 1.39±0.26&

F value 92.481 20.575

P value <0.001 <0.001
#P<0.05, 与NC组比较; @P<0.05, 与LIC低剂量组比较; %P<0.05, 与LIC中剂量组比较; &P<0.05, 与LIC高剂量组比较。n=6, x

_
±s。

#P<0.05 compared with NC group; @P<0.05 compared with LIC low dose group; %P<0.05 compared with LIC medium dose group; &P<0.05 compared 
with LIC high dose group. n=6, x

_
±s.
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图7   Western blot检测各组细胞自噬以及PINK1/Parkin信号通路相关蛋白表达情况

Fig.7   Western blot detection of autophagy and PINK1/Parkin signaling pathway-related protein expression in each group
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表7   各组细胞自噬以及PINK1/Parkin信号通路相关蛋白表达水平比较

Table 7   Comparison of autophagy and PINK1/Parkin signaling pathway-related protein expression in each group
组别

Groups
LC3Ⅱ/Ⅰ Beclin-1 PINK1 Parkin

GIST-T1 group 0.96±0.15 1.04±0.18 0.94±0.13 1.02±0.16

NC group 0.98±0.22 1.02±0.23 0.91±0.17 0.99±0.11

LIC low dose group 0.74±0.16# 0.75±0.12# 0.69±0.08# 0.75±0.14#

LIC medium dose group 0.49±0.13#@ 0.48±0.14#@ 0.51±0.13#@ 0.46±0.09#@

LIC high dose group 0.25±0.06#@% 0.21±0.05#@% 0.33±0.04#@% 0.24±0.07#@%

T0467 group 0.85±0.09& 0.92±0.11& 0.78±0.05& 0.93±0.21&

F value 23.936 29.538 27.633 31.788

P value <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
#P<0.05, 与NC组比较; @P<0.05, 与LIC低剂量组比较; %P<0.05, 与LIC中剂量组比较; &P<0.05, 与LIC高剂量组比较。n=6, x

_
±s。

#P<0.05 compared with NC group; @P<0.05 compared with LIC low dose group; %P<0.05 compared with LIC medium dose group; &P<0.05 compared 
with LIC high dose group. n=6, x

_
±s.

进展 , 提示LIC可增强GIST-T1细胞对伊马替尼的敏

感性 , 其机制可能是通过调控PINK1/Parkin信号通

路实现的 , 本研究继续构建裸鼠致瘤模型发现 , 与
Control组相比, LIC组裸鼠移植瘤体积和质量减少, 

LC3Ⅱ/Ⅰ、Beclin-1、PINK1、Parkin蛋白表达水平降低, 
进一步证实上述结论。然而 , 已有研究表明胃肠间

质瘤细胞GIST常发生KIT和AKT信号通路的变化[13]。

后续研究可能探讨不同剂量LIC对伊马替尼耐药性

图8   裸鼠移植瘤外观图

Fig.8   Appearance of transplanted tumor in nude mice

Control group

           LIC group
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胃肠间质瘤细胞KIT与AKT信号通路的影响。

综上所述 , LIC能够通过抑制PINK1/Parkin信号

通路, 抑制线粒体自噬, 从而增强GIST细胞对伊马替

尼的敏感性。本研究为临床治疗GIST伊马替尼耐药

*P<0.05, 与Control组比较。

*P<0.05 compared with Control group.
图9   移植瘤体积变化曲线

Fig.9   Change curve of transplanted tumor volume

图10   移植瘤中自噬以及PINK1/Parkin信号通路相关蛋白表达情况

Fig.10   Autophagy and PINK1/Parkin signaling pathway related protein expression in xenograft tumors
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表8   各组裸鼠移植瘤LC3Ⅱ/Ⅰ、Beclin-1、PINK1、Parkin蛋白表达水平比较

Table 8   Comparison of LC3Ⅱ/Ⅰ, Beclin-1, PINK1 and Parkin protein expression
 in xenograft tumors of nude mice in each group 

组别

Groups
LC3Ⅱ/Ⅰ Beclin-1 PINK1 Parkin

Control group 0.92±0.11 0.98±0.13 0.89±0.12 1.06±0.14

LIC group 0.42±0.06* 0.39±0.04* 0.36±0.05* 0.45±0.07*

t value 9.775 10.625 9.986 9.546

P value <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

*P<0.05, 与Control组比较。n=6, x
_
±s.

*P<0.05 compared with Control group. n=6, x
_
±s.

性患者提供一定参考, 但LIC的临床作用和机制尚未

被完全阐明。为了更全面地评估其在临床应用中的

可行性, 未来的研究将转向动物模型, 以进行深入研

究, 为开发新型治疗策略奠定坚实的科学基础。
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表9   裸鼠移植瘤体积和质量比较

Table 9   Comparison of volume and mass of transplanted tumor in nude mice
组别

Groups
体积/mm3

Volume /mm3

质量/g
Weight /g

Control group 914.26±57.14 1.16±0.15

LIC group 498.85±34.75* 0.54±0.08*

t value 15.215 8.933

P value <0.001 <0.001

*P<0.05, 与Control组比较。n=6, x
_
±s。

*P<0.05 compared with Control group. n=6, x
_
±s.


