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抗ENO1抗体联合二甲双胍通过靶向肿瘤干细胞逆转人非小细胞肺癌

A549细胞对西妥昔单抗的抵抗

张蕙雯，杨婷，禹卓玥，孙立新，刘军，遇珑，孙力超，冉宇靓（中国医学科学院 北京协和医学院肿瘤医院 国家

癌症中心，国家肿瘤临床医学研究中心，分子肿瘤学国家重点实验室，北京 100021）

[摘 要] 目的：探究抗烯醇化酶 1（enolase 1，ENO1）抗体、二甲双胍（metformin，MET）通过靶向肿瘤干细胞对西妥昔单抗

（cetuximab，CTX）耐药型非小细胞肺癌A549细胞增殖、迁移、侵袭和干性的影响及其可能的作用机制。方法：10 mmol/L MET

联合40 µg/ml抗ENO1抗体处理CTX（35 µg/ml）耐药型非小细胞肺癌细胞A549，4 d后通过增殖、克隆形成、迁移、侵袭、甲基纤维

素成球实验等检测联合治疗对A549肺癌细胞的影响。同时通过流式细胞术检测CTX、MET和抗ENO1抗体分别以单药及三药

联合处理对ALDH+和CD44+两种肺癌干细胞亚群的影响。结果：CTX、MET和抗ENO1抗体联合处理显著抑制A549细胞的增

殖、迁移、侵袭能力及A549细胞的自我更新能力。流式细胞术分析发现MET可显著抑制ALDH+干细胞亚群，而抗ENO1抗体可

显著抑制CD44+干细胞亚群，三药联合处理可同时显著抑制ALDH+和CD44+干细胞亚群。结论：MET和抗ENO1抗体分别靶向

ALDH+和CD44+肿瘤干细胞亚群，两者联合可有效逆转A549细胞对CTX的抗性，从而更有效地抑制A549细胞的干性、增殖、迁

移和复发。
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Anti-ENO1 antibody combined with metformin reverses the resistance of human
non-small cell lung cancer A549 cells to cetuximab by targeting cancer stem cells
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[Abstract] Objective: To explore the effect of anti-ENO1 (enolase 1) antibody and metformin (MET) treatment on the proliferation,

migration, invasion and stemness of cetuximab (CTX) -resistant non-small cell lung cancer (NSCLC) cells through targeting cancer

stem cells and the possible mechanism. Methods: 10 mmol/L MET combined with 40 μg/ml anti-ENO1 antibody was used to treat CTX

(35 µg/ml)-resistant NSCLC A549 cells for 4 d, and the effects of combined treatment on A549 cells were detected with proliferation

experiment, colony formation assay, migration and invasion experiments and methylcellulose ball formation experiment. In the

meanwhile, FCM was used to detect the effects of CTX, MET and anti-ENO1 antibody single-drug treatment as well as the three-drug

combination treatment on ALDH+ and CD44+ lung cancer stem cell subsets. Results: CTX combined with MET and anti-ENO1

antibody treatment significantly inhibited the proliferation, migration, invasion and self-renewal capacity of A549 cells. FCM analysis

found that MET could significantly inhibit ALDH+ stem cell subpopulations, while anti-ENO1 antibody could significantly inhibit

CD44+ stem cell subpopulations, and the three-drug combination treatment could simultaneously suppress ALDH+ and CD44+ stem cell

subpopulations. Conclusion: MET and anti-ENO1 antibody respectively target ALDH+ and CD44+ cancer stem cell subsets, and the

combined treatment of MET and anti-ENO1 antibody can effectively reverse the resistance of A549 cells to CTX, and thereby more

effectively inhibiting stemness, proliferation, metastasis of A549 cells and tumor recurrence.
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肺癌（lung cancer）是目前发病率最高的癌症，每

年有超过四分之一的癌症患者死于肺癌[1]。超过

85% 的肺癌为非小细胞肺癌（non-small cell lung

cancer，NSCLC），其5年生存率仅为17.8%[2]。我国肺

癌的EGFR突变达 50%左右，显著高于欧美白种人，

其中女性、不吸烟者的突变率更高，但只有25%~30%

的患者适合手术切除[3]，因此研究其他治疗方法对

EGFR突变型肺癌患者具有重要意义。西妥昔单抗

（cetuximab，CTX）作为靶向 EGFR 突变的单克隆抗

体，近15年来主要用于结直肠癌、头颈部鳞状细胞癌

和NSCLC的治疗[4]。临床研究[5]发现，联合化疗或放

疗能显著延长EGFR高表达的晚期NSCLC患者的疾

病进展时间和总体生存期，但只有 10%~20%的患者

对长期治疗有反应。已有研究[6]发现，EGFR靶向药

处理后肿瘤的转移、复发和化疗耐药可能与ALDH+

肺癌干细胞比例上调密切相关。随着肿瘤干细胞假

说的发展，肿瘤干细胞异质性抵抗放疗、化疗和靶向

治疗的作用机制引起广泛关注，但肿瘤干细胞在

CTX 耐药过程中的作用仍较少报道。在肿瘤进展

中，不同肿瘤干细胞亚群促进了不同的恶性表型。

肿瘤干细胞亚群具有代谢可塑性，可通过相互转化

适应代谢危机，因此协同抑制两种甚至更多的代谢

途径才能更有效地抑制肿瘤复发和耐药。

二甲双胍（metformin，MET）是治疗Ⅱ型糖尿病

的一线治疗药物，其可通过抑制氧化磷酸化改善肿

瘤微环境。已有研究[7]证明，MET可单独或与靶向药

联合通过靶向肿瘤干细胞发挥抗肿瘤作用。烯醇化

酶1（enolase 1，ENO1）通过将2-磷酸甘油酸转化为磷

酸烯醇式丙酮酸参与糖酵解过程，同时定位于细胞

膜表面的ENO1作为纤溶酶原受体参与肿瘤细胞的

侵袭和转移。以往发现抗ENO1抗体处理能够靶向

CD44+胃癌干细胞，从而抑制胃癌细胞的迁移和侵

袭。相关研究[8]发现，MET联合2-脱氧葡萄糖等糖酵

解抑制剂在抑制肺癌细胞生长时表现出较强的协同

效应。因此推测MET和抗ENO1抗体联合治疗可作

为一种联合治疗策略，其通过同时抑制氧化磷酸化

和糖酵解途径靶向不同肿瘤干细胞亚群，从而应对

EGFR靶向药处理后ALDH+干细胞比例上调导致的

耐药现象。本研究探讨抗ENO1抗体联合MET治疗

对CTX耐药型肺癌细胞A549增殖、迁移、侵袭、成球

以及ALDH+和CD44+肿瘤干细胞亚群的影响，旨在

为逆转CTX治疗的耐药探索新思路，并寻找 EGFR

突变型非小细胞肺癌的潜在精准治疗新策略。

1 材料与方法

1.1 材料

人肺腺癌A549细胞由中国医学科学院肿瘤医院

细胞及分子生物学实验室保存，CTX（C225）购于德

国Merck Serono公司，MET购于北京瑞京通达生物

科技有限公司，抗ENO1抗体为本课题组前期实验筛

选得到的特异性识别 ENO1 的杂交瘤单抗，CD44

（rabbit）抗体购于Abcam公司，FITC-CD44抗体购于

eBioscience公司，AldefluorTM检测试剂盒购于加拿大

Stemcell Technologies 公司，Transwell 小室购于美国

Millipore公司，Matrigel基质胶购于美国BD公司，甲

基纤维素购于 Sigma公司，0.1%结晶紫溶液购于北

京索莱宝科技有限公司，CCK-8试剂购于日本同仁

化学所，B27、EGF、bFGF均购于 Invitrogen公司。

1.2 检测A549细胞对CTX和MET的耐药性能

取正常培养对数生长期A549细胞制成单细胞悬

液，以 200 µl/孔接种于 96孔板中（5×103个/孔细胞），

待细胞贴壁后分别加入含不同质量浓度CTX、MET

的 200 µl（含 0.1%血清）培养液中，于 37 ℃、5% CO2

孵箱中培养 96 h后，每孔加入 100 µl的 10% CCK-8

试剂，孵育 2 h后在波长 450 nm下测定光密度（D），

分别绘制CTX和MET耐药曲线并计算其 IC50值。

1.3 CCK-8法检测药物处理对A549细胞增殖能力的影响

分别取CTX、MET、抗ENO1抗体单药处理组和

三药联合处理组对数生长期的细胞制成单细胞悬

液，以 200 µl/孔接种于 96孔板中（3×103个/孔），置于

37 ℃、5% CO2孵箱中分别培养 0、24、48、72、96 h，加

入100 µl 10%的CCK-8试剂，孵育2 h后在波长450 nm

下测定D值。

1.4 Transwell实验检测A549细胞的迁移和侵袭能力

分别取CTX、MET、抗ENO1抗体单药处理组和

三药联合处理组处理96 h后的细胞制成单细胞悬液

（2.5×105个/ml），上室加入200 µl无血清单细胞悬液，

下室加入 650 µl 10%完全培养基，进行迁移实验。

提前将基质胶置于 4 ℃溶化，将 Transwell小室、枪

头于-20 ℃预冷。每个小室加入 100 µl 10%基质胶

（基质胶∶双无培养基=1∶9），37℃、5% CO2孵育 1~2 h，

弃去多余基质胶并晾干，上室加入200 µl无血清单细

胞悬液，下室加入 650 µl 10%完全培养基，进行侵袭

实验。置于 37 ℃、5% CO2孵箱中培养 48 h，固定染

色后晾干，切下小室置于载玻片上用中性树脂封胶，

然后在显微镜下观察计数细胞。

1.5 检测药物对A549细胞成球的影响

提前配制0.8%甲基纤维素培养基。将1~2 ml甲

基纤维素培养基加入低黏附 24孔板中，每孔分别加

入10 µl CTX、MET、抗ENO1抗体单药处理组和三药

联合处理组的无血清单细胞悬液（5×10 4个/ml）。置

于 37 ℃、5% CO2培养 11 d后观察并统计成球情况，
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倒置荧光管显微镜下拍照。

1.6 检测A549细胞的克隆形成能力

分别取CTX、MET、抗ENO1抗体单药处理组和

三药联合处理组处理96 h后的细胞制成单细胞悬液

（1×105个/ml），倍比稀释至 1×103个/ml。取 200 µl单

细胞悬液接种于平皿中，轻轻晃动使细胞分散均匀，

于孵箱培养 2~3周，直到出现肉眼可见的克隆时停

止。甲醛固定后用 0.1%结晶紫染液染色，冲洗、晾

干，统计克隆形成数。

1.7 流式细胞术检测药物处理对ALDH+和CD44+细

胞比例的影响

CTX、MET、抗ENO1抗体单药处理组和三药处

理组均设置“Test”和“CON”管。CON管中加入 5 µl

AldefluorTM deab（ALDH抑制剂），立即盖上盖子，防

止挥发。Test管中加入1 ml单细胞悬液（1×106个/ml），

加入5 µl活化的Aldefluor，混匀后立即转移0.5 ml到

CON管，37 ℃、5% CO2孵育45 min，250×g离心5 min，

加入 0.5 ml Aldefluor缓冲液重悬。检测CD44+时加入

100 µl（1∶400）CD44 抗体 4 ℃孵育 1 h，离心弃上

清后洗2次，再加入500 µl PBS重悬。利用流式细胞

仪进行ALDH+和CD44+细胞阳性率分析。

1.8 统计学处理

1.2~1.7 实验均重复 3 次。所有数据采用 SPSS

17.0软件进行统计学分析，正态分布的计量数据采用

x̄±s 表示，组间比较采用独立样本 t检验，以P<0.05或

P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 CTX抑制A549细胞增殖

A549细胞在递增质量浓度CTX处理下细胞增

殖率逐渐下降，IC50=38.47 µg/ml（图 1A）。35 µg/ml

CTX处理 A549 细胞 4 d 后，细胞增殖能力（CON：

D450=2.34±0.03；CTX：D450=1.56±0.01）受到显著抑制

（P<0.01，图 1B）。细胞的迁移和侵袭细胞数量无变

化[migration：CON，（282±11.7）个，CTX：（280±13.6）

个；invasion：CON，（144±2.5）个；CTX，（144±10.4）

个。图1C]；成球数量无显著变化[CON，（51±5.3）个；

CTX，（52±4.4）个。图 1D]。上述结果表明，CTX 虽

然能抑制A549细胞增殖，但对其自我更新、迁移和侵

袭能力无显著抑制作用。

A: Results of CTX resistance of A549 cells; B: CTX inhibited the proliferation of A549 cells (P<0.01); C: CTX did not affect the

migration and invasion of A549 cells (×200); D: CTX did not affect the self-renewal capacity of A549 cells (×5)

图1 CTX对A549增殖、迁移、侵袭和自我更新能力的影响

Fig.1 Effects of CTX on the proliferation, migration, invasion and self-renewal capacity of A549 cells

2.2 CTX上调ALDH+肺癌干细胞比例

FCM检验CTX处理后ALDH+、CD44+肺癌干细

胞比例的结果显示 ，ALDH+ 肺癌干细胞比例显

著上调 [CON：（5.78±1.43）%；CTX：（11.85±3.42）%，

P<0.05。图 2A、C]；CD44+肺癌干细胞无变化[CON：

（97.00±2.76）%；CTX：（95.33±4.22）%。图2B]。结果

显示，35 µg/ml CTX处理细胞4 d后ALDH+肺癌干细

胞比例显著上调，肿瘤干性上升，这将可能进一步促

进治疗后的转移和复发。

2.3 MET抑制A549细胞增殖能力并下调ALDH+肺

癌干细胞比例

递增浓度MET作用下A549细胞增殖能力逐渐
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下降，IC50=7.283 mmol/L（图 3A）。10 mmol/L MET

处理 A549 细胞 4 d 后，细胞增殖能力（CON：D450=

2.93±0.32 ；MET ：D450=0.57±0.13）受 到 显 著抑制

（P<0.01，图3B）。同时，ALDH+肺癌干细胞的比例显

著下 调 [CON ：（9.17±1.86）%；MET：（3.69±1.75）%，

P<0.05。图 3C]；而CD44+肺癌干细胞[CON：（94.20±

9.86）%；MET：（92.43±8.98）%。图 3D]则无显著变

化。结果表明，10 mmol/L MET处理抑制了A549细

胞的增殖能力，并显著下调了ALDH+肺癌干细胞比

例，但对于CD44+肺癌干细胞无明显的影响。

A: CTX treatment increased the proportion of ALDH+ cells (P<0.05);

B: The proportion of CD44+ cells did not change significantly after CTX treatment

图2 CTX对ALDH+、CD44+细胞比例变化的影响

Fig.2 Effects of CTX on ALDH+ and CD44+ cell proportion

A: Results of MET resistance of A549 cells; B: MET inhibited the proliferation of A549 cells (P<0.01); C: MET treatment

downregulated the proportion of ALDH+ cells (P<0.05); D: The proportion of CD44+ cells did not change

significantly after MET treatment

图3 MET对A549增殖能力及ALDH+、CD44+细胞比例的影响

Fig.3 Effects of MET on the proliferation capacity of A549 cells and the proportion of ALDH+ and CD44+ cells

2.4 抗 ENO1抗体抑制A549细胞迁移和侵袭并下

调CD44+肺癌干细胞比例

前期研究发现抗ENO1抗体可调控CD44+胃癌

干细胞从而抑制胃癌细胞的迁移和侵袭能力。本次

实验显示，处理后肺癌细胞增殖能力（CON：D450=

2.45±0.32；anti-ENO1：D450=2.65±0.09。图4A）无显著

差异；但迁移[CON：（212±18.2）个；anti-ENO1：（12±

2.2）个 ，P<0.01] 和侵袭 [CON：（209±2.6）个 ；anti-

ENO1：（63±2.1）个，P<0.01。图 4B]细胞数显著减

少。FCM 检测 40 µg/ml 抗 ENO1 抗体处理 4 d 后

ALDH+、CD44+肺癌干细胞比例，结果显示，虽然

ALDH+ 肺 癌 干 细 胞 比 例 [CON：（9.36±1.42）% ；

anti-ENO1：（10.26±3.93）%。图 4C]无显著变化，但

CD44+肺癌干细胞比例却显著下调 [CON：（78.75±

3.04）%；anti-ENO1：（68.65±1.20）%；P<0.05。图4D]。

结果表明，抗ENO1抗体处理显著抑制了CD44+肺癌

干细胞比例，并显著抑制肺癌细胞的迁移和侵袭

能力。
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A: Anti-ENO1 antibody did not affect the proliferation of A549 cells; B: Inhibition of migration and invasion of A549 cells by

anti-ENO1 antibody treatment (migration, P<0.01; invasion, P<0.01. ×200); C: The proportion of ALDH+ cells did not change significantly

after anti-ENO1 antibody treatment; D: Anti-ENO1 antibody treatment downregulated the proportion of CD44+ cells (P<0.05)

图4 抗ENO1抗体对ALDH+、CD44+细胞比例变化的影响

Fig.4 Effects of anti-ENO1 antibody on ALDH+ and CD44+ cell proportion

2.5 CTX 联合 MET 和抗 ENO1 抗体三药处理可抑

制A549细胞增殖能力

三药联合处理 4 d后细胞增殖实验结果（图 5A）

显示，细胞增殖能力受到显著抑制（time=96 h：CTX+

MET+anti-ENO1，P<0.01），CTX、抗 ENO1 抗体单药

处理细胞增殖能力反而有所增强（time=96 h：CTX，

P<0.01；anti-ENO1，P<0.01），MET处理后细胞增殖能

力没有显著变化（time=96 h，P=2.631）。克隆形成实

验结果（图 5B、C）显示，对照组、三药联合处理组、

CTX处理组、MET处理组和抗ENO1处理组细胞的

克隆形成数分别为（149±6.1）、（2±0.3）、（17±2.8）、

（8±0）和（27±3.5）个，三药联合处理组的克隆形成

能力低于对照组（P<0.01）、CTX处理组（P<0.05）和

抗ENO1抗体处理组（P<0.01）。上述结果表明，CTX

联合MET和抗 ENO1处理能非常显著地抑制A549

细胞的增殖能力。

2.6 CTX 联合 MET 和抗 ENO1 抗体三药处理抑制

A549 细胞迁移、侵袭和成球能力并下调 ALDH+、

CD44+肺癌干细胞比例

迁移和侵袭实验显示，三药联合处理组[migration：

（7±1.7）个，P<0.01；invasion：（8±1.3）个，P<0.01]和抗

ENO1 抗体处理组 [migration ：（ 13±1.5）个，P<0.01；

invasion：（54±5.4）个，P<0.01]迁移和侵袭细胞数显著

减少，CTX处理组[migration：（242±10.5）个；invasion：

（135±5.9）个] 和 MET 组 [migration：（221±2.2）个 ；

invasion：（121±6.4）个]的迁移和侵袭细胞数无变化

（图 6A、C）。成球实验结果显示（图6B、C），三药联

合处理组[（2±1.0）个，P<0.01]、MET组[（29±4.4）个，

P<0.05]细胞成球能力显著下降，而CTX处理组[（59±3.5）

个]和ENO1处理组[（55±2.2）个]细胞成球能力没有显

著差异。流式细胞术结果显示，CTX、MET 和抗

ENO1 抗体三药联合处理组ALDH+细胞比例[CON：

（4.10±0.64）%；CTX+MET+anti-ENO1：（1.65±0.24）%，

P<0.05。图 6D、E]、CD44+细胞比例 [CON：（77.17±

6.18）% ；CTX+MET+anti-ENO1 ：（ 59.20±0.84 ）% ，

P<0.05。图6E、F]均显著下降。上述结果表明，三药联

合处理可同时靶向ALDH+和CD44+肺癌干细胞亚群，

从而抑制了人肺癌细胞A549 的干性，降低了细胞对

CTX 的抗性，显著抑制了 A549 细胞的迁移、侵袭和

成球能力。

3 讨 论

本研究结果发现，CTX在抑制KRAS突变的A549

细胞系的子代肿瘤细胞增殖的同时上调ALDH+肺癌干

细胞的比例，与之前报道[9]的EGFR靶向药处理后ALDH+

肺癌干细胞比例上调的结论一致。上调的ALDH+肿瘤

干细胞具有分化产生子代肿瘤细胞和肿瘤干细胞的特

征，在CTX治疗抵抗过程中发挥重要作用。同时在结

直肠癌中发现特异性靶向结直肠癌肿瘤干细胞使得耐

CTX的KARS突变结直肠癌细胞复敏[10]。因此，提示靶

向ALDH+肺癌干细胞亚群应能有效逆转A549细胞对

CTX治疗的抵抗。

·· 243



中国肿瘤生物治疗杂志, 2021, 28(3)

A: CTX combined with MET and anti-ENO1 antibody treatment inhibited the proliferation of A549 cells (time=96 h: CTX, P<0.01;

anti-ENO1, P<0.01; CTX+MET+anti-ENO1, P<0.01）;B: Number of A549 cell clones after treatment by CTX combined with MET and

anti-ENO1 antibody (CTX: P<0.05; anti-ENO1: P<0.01; CTX+MET+anti-ENO1: P<0.01); C: CTX combined with MET

and anti-ENO1 antibody treatment inhibited clone formation of A549 cells

图5 CTX联合MET和抗ENO1抗体处理对细胞增殖能力的影响

Fig.5 Effects of CTX combined with MET and anti-ENO1 antibody treatment on cell proliferation

MET通过直接作用于线粒体复合物Ⅰ，抑制氧

化磷酸化和ATP的产生，使肿瘤干细胞面临能量危

机，增强肿瘤干细胞对传统治疗的敏感性[11]。MET

与化疗药物联合治疗下调ALDH+干细胞比例并诱导

细胞凋亡[12]；与吉非替尼（gefitinib）联合顺铂治疗抑

制ALDH+上皮型干细胞和CD44+/CD24-间质型干细

胞，在体外有效抑制三阴性乳腺癌的复发[13]。本研究

用MET处理CTX处理后上调的ALDH+肺癌干细胞

亚群，结果发现MET下调ALDH+肺癌干细胞并抑制

肺癌细胞增殖，但对CD44+肺癌干细胞比例无显著影

响。之前关于乳腺癌中存在分别更依赖于氧化磷酸

化和糖酵解代谢途径的上皮细胞特征的ALDH+和间

质细胞特征的CD24-CD44+两种干细胞亚群的报道解

释了上述现象，研究发现CD24-CD44+干细胞亚群肺

转移能力显著强于CD24+/CD44-干细胞亚群[14]，单独

使用一种抑制剂时会诱导两种亚群之间的相互转

换[15]。大量研究表明，肿瘤干细胞具有异质性和代谢

可塑性，不同功能的肿瘤干细胞亚群之间相互转化

使其能够躲避代谢危机，造成治疗后的转移和复发。

只有同时靶向不同的肿瘤干细胞亚群才能阻断它们

之间的相互转化，有效地清除肿瘤干细胞。

CD44是肿瘤坏死因子受体家族成员，可参与细

胞生长和分化、运动、血管生成和细胞膜蛋白酶释放

等多种细胞过程[2]。已在头颈癌[16]、胃癌[17]、神经胶质

瘤[18]、结直肠癌[19]、肺癌[20]等多种类型癌症中证明

CD44+肿瘤干细胞具有更强的侵袭和转移能力。

CD44诱导的干细胞特征被miR-302a抑制，使结直肠

癌细胞对于CTX治疗复敏[21]。

本实验室前期研究发现抗 ENO1 抗体可靶向

CD44+胃癌干细胞。本次研究利用MET和抗ENO1

抗体联合处理 CTX 耐药型肺癌细胞系，同时靶向

ALDH+、CD44+肺癌干细胞亚群，结果发现MET联合

抗ENO1抗体处理能够有效抑制CTX处理后的肿瘤

细胞的增殖、迁移、侵袭和成球能力，同时下调

ALDH+和CD44+肺癌干细胞亚群比例。近期研究发

现，MET联合乙酯利血平（syrosingopine）抑制单羧酸

转运蛋白 MCT1 和 MCT4，进而抑制胞内乳酸的外

排，导致细胞内 NAD+水平降低，从而使肿瘤细胞

ATP生成受到抑制，产生协同致死效应[22]；提示MET

和抗ENO1抗体可能通过同时抑制复合物Ⅰ和烯醇

化酶，降低NAD+的产生，造成ATP合成受阻，导致依

赖于糖酵解途径的肿瘤干细胞的能量危机，而展示

出协同的抗肿瘤效应，这也可能发展为一种通过同

时抑制氧化磷酸化和糖酵解代谢途径而靶向不同的

肿瘤干细胞亚群，从而有效清除肿瘤干细胞的新联

合治疗策略。
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A and C: Combined treatment of three drugs inhibited the migration and invasion ability of A549 cells (migration：anti-ENO1, P<0.01;

CTX+MET+anti-ENO1, P<0.01. invasion: anti-ENO1, P<0.01; CTX+MET+anti-ENO1, P<0.01. ×200); B and C: Combined treatment

of three drugs inhibited the sphere formation of A549 cells (MET, P<0.05; CTX+MET+anti-ENO1, P<0.01); D and F: Combined

treatment of three drugs downregulated the proportion of ALDH+ cells (P<0.05); E and F: Combined treatment

with three drugs downregulated the proportion of CD44+ cells (P<0.05)

图6 CTX联合MET和抗ENO1抗体处理对A549细胞迁移、侵袭、自我更新能力及ALDH+、CD44+细胞比例变化的影响

Fig.6 Effects of CTX combined with MET and anti-ENO1 antibody on migration, invasion, self-renewal

capacity and proportion of ALDH+ and CD44+ cells in A549 cells
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综上所述，本研究发现CTX单独治疗不仅对于

肿瘤细胞增殖的抑制效果不佳，而且更难以有效抑

制肿瘤的转移；而MET和抗ENO1抗体联合CTX处

理肺癌细胞，不仅能抑制子代肿瘤细胞，同时靶向

ALDH+和CD44+肺癌干细胞亚群，从而更有效地抑制

肿瘤的生长、转移和复发。结果提示，CTX和ENO抗

体联合有效的抗肿瘤干细胞治疗可能作为一种应对

非小细胞肺癌EGFR TKIs治疗耐药的潜在新策略，

后续进一步研究三药同时处理时ALDH+和CD44+干

细胞亚群之间的相互转化机制和抑制机制。
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