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EGFR TKIs 联合化疗的给药顺序对 
NSCLC 细胞促凋亡的影响
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摘要 ：目的  探究表皮生长因子受体络氨酸激酶抑制剂（EGFR TKIs）与化疗药物单用、联用，以及顺

序给药时，对获得性 TKI 耐药的非小细胞肺癌（NSCLC）细胞系凋亡的影响。方法  选用存在 TKI 耐药基

因突变（T790M，cMET）的 NSCLC 细胞系 PC9ER、H1975 和 HCC827GR，以及 TKI 敏感基因突变（19 外

显子突变）的细胞系 PC9 和 HCC827。采用 MTS 法检测化疗药物顺铂和紫杉醇，以及 TKI 厄洛替尼单用、

联用，或者顺序给药干预各 NSCLC 细胞系时的细胞活性状态，并利用集落形成试验加以验证。采用 Western 

blot 检测各处理组蛋白裂解液中细胞凋亡标志物 cPARP 含量变化。结果  MTS 法和集落形成试验结果发

现，EGFR TKIs 联合化疗能协同增加 NSCLC 细胞系的细胞毒性。同时给予 EGFR TKIs 和化疗或先化疗再用

EGFR TKIs，可获得最佳干预效果。Western bolt 检测结果表明，联合用药后 cPARP 蛋白表达升高。而且先

化疗后 EGFR TKIs 干预比两者顺序颠倒的促凋亡作用更强。结论  先化疗后 EGFR TKIs 干预的最优给药顺

序可使对获得性 TKI 耐药的 NSCLC 细胞系产生最强的促凋亡作用。

关键词 ：  非小细胞肺癌 ；获得性耐药 ；化疗 ；表皮生长因子受体络氨酸激酶抑制剂

中图分类号 ：  R734.2                                               文献标识码 ：  A

Effect of EGFR-TKIs and chemotherapy combinations and 
administration sequence on apoptosis of NSCLC cells

Feng Gao, Ze-feng Zhang, Tao Wang, Rui Wang
(First Department of Thoracic Surgery, the Fourth Hospital of Hebei Medical University, Shijiazhuang, 

Hebei 050011, China)

Abstract:  Objective  To explore the effect of epidermal growth factor receptor-tyrosine kinase inhibitors 
(EGFR-TKIs) and chemotherapeutic drug alone, concurrent and sequential administration on apoptosis of non-small 
cell lung cancer (NSCLC) cells with acquired TKI-resistance.  Methods  NSCLC cell lines with TKI-resistance gene 
mutations (T790M and cMET) such as PC9ER, H1975 and HCC827GR as well as TKI-sensitive gene mutation 
(exon 19) cell lines PC9 and HCC827 were selected. Cell viability was detected by MTS assay when chemotherapy 
drugs Cisplatin, Paclitaxel and TKI Erlotinib were used alone, in combination or in sequential administration for 
intervention of NSCLC cell lines, and verified using colony formation assay. The content of apoptosis marker cPARP 
in cell lysate was detected in each treatment group by Western blot.  Results  MTS assay and colony formation 
revealed that the combination of EGFR-TKIs and chemotherapeutic drugs could synergistically increase the 
cytotoxicity to NSCLC cell lines. Simultaneous use of EGFR-TKIs and chemotherapeutic drugs or chemotherapy 
followed by EGFR-TKIs provided the maximum intervention. Western blot showed that the apoptotic marker 
cPARP expression was significantly increased when two drugs were simultaneously used. Moreover, chemotherapy 
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表 皮 生 长 因 子 受 体（epidermal growth factor 

receptor，EGFR）突变的非小细胞肺癌（non-small cell 

lung cancer，NSCLC）细胞具有对 EGFR 络氨酸激酶抑

制剂（tyrosine kinase inhibitors，TKIs）高度敏感的反

应特性 [1]。由于患者对 EGFR TKIs 具有极高的耐受性，

以及其对无进展生存期的显著改善，一线应用 EGFR 

TKIs 成 为 晚 期 NSCLC 患 者 的 标 准 化 治 疗 方 案 [2-3]， 

但是患者在接受 9 ～ 13 个月的 EGFR TKIs 治疗后，

开始出现获得性 TKIs 耐药 [4-5]。持续用药后难以回

避的耐药成为制约 TKIs 应用的最大瓶颈 [6]。根据实

体瘤疗效评价标准，肿瘤耐药后，继续应用 EGFR 

TKI 单药或者联合其他治疗方式依旧值得考虑 [7]，为

此，本文探究 EGFR TKIs 联合化疗的不同给药方案对

NSCLC 细胞系促凋亡的影响。

1    材料与方法

1.1    细胞系和试剂

EGFR 突 变 的 NSCLC 细 胞 系 ：PC9（19 号 外 显

子突变）、H1975（L858R+T790M 突变）、HCC827（19

号外显子突变）和 HCC827GR（19 号外显子突变 + 

cMET 扩增）由广东肺癌研究所馈赠。PC9ER（19 号

外显子突变 +T790M 突变）由郑州大学医学科学院临

床药理研究所馈赠。

厄洛替尼、WZ4002、顺铂和紫杉醇购自武汉永

璨生物科技有限公司，溶于 DMSO 或水（顺铂），小剂

量分装存储于 -20℃冰箱。

1.2    MTS 细胞毒性试验

各细胞系用含 10% 胎牛血清（四季青，浙江天

杭生物科技有限公司）的 DMEM 高糖培养基（美国

HyClone 公司）在 37℃、5% 二氧化碳 CO2 细胞培养

箱（美国 Thermo 公司 Forma Steri-Cult 型）中培养。

待细胞处于对数生长期时，取 96 孔细胞培养板，加

入 100μl/ 孔含 1×104 个细胞的完全培养基铺板，培

养 72 h 后，PC9、PC9ER、HCC827、HCC827GR 及

H1975 细胞分别加入顺铂（终浓度为 0.01、0.10、1.00

和 10.00μmol/L）或紫杉醇（终浓度为 0.001、0.010

和 0.100μmol/L），各处理组设置 3 ～ 6 个复孔。药

物 处 理 72 h 后， 加 入 20μl/ 孔 MTS 复 合 物（ 美 国

Promega 公司）继续培养 4 h 后显色。检测前摇晃培

养板 10 s，混匀颜色。用酶标仪（美国 Bio-TeK 公司

Elx800 型）于 490 nm 波长处检测吸光度值。实验重

复 3 次，结果用 Graph Pad Prism 软件进行分析，使用

非线性回归模型对曲线进行拟合。各药物处理组相对

空白对照组减少的细胞数用百分比表示。

1.3    集落形成试验

待细胞处于对数生长期时，取 24 孔细胞培养板，

加入 500μl/ 孔含 1×103 个细胞的完全培养基铺板，

不同药物处理组设置≥ 2 个复孔，实验重复 3 遍。7 d

后抽弃药物，更换为完全培养基，使细胞培养增殖。

当细胞克隆生长出现差异时，弃培养基，用 PBS 缓冲

液冲洗 2 次，甲醇固定，0.005% 结晶紫（德国默克公司）

对细胞核染色后用倒置显微镜（日本奥林巴斯公司，

IX83）拍照。显微镜下计数 <50 个细胞克隆数，计算

集落形成率。集落形成率（%）=（集落数 / 接种细胞 

数）×100%。

1.4    Western bolt 检测

将细胞以 2×105 个 / 孔铺于 6 孔板，1 ml/ 孔铺

于完全培养基。待其贴壁生长 1~2 d 后进行相应药物

干预。用 PBS 缓冲液冲洗 3 次，使用细胞裂解液进行

裂解。使用 Bio-Rad 蛋白分析仪（美国 Bio Rad 公司，

Hercules）在 595 nm 波长处测定各组蛋白浓度。将各

组蛋白用去离子水平衡后，加入 3× 蛋白分离缓冲液

煮沸 5 min，-80℃存储。

取 5μl 蛋白 Marker，以及包含不加药对照组在内

的 6 组各 25μl 样品上样，进行 SDS- 聚丙烯酰氨凝胶

电泳，然后电转于 PVDF 膜。将膜封闭处理以防抗体

非特异性结合，4℃一抗孵育过夜。次日，充分洗膜后，

加入含辣根过氧化物酶 HRP 标记的二抗，避光孵育 1 h

后洗膜，最后暗室曝光，晾干胶片后，扫描。实验独立

重复 3 次，采用 Image J 软件对灰度值进行分析。

抗体的使用 ：cPARP、ERK1/2 和兔抗 IgG HRP-

then EGFR-TKIs intervention could obtain a more powerful pro-apoptotic performance than the reverse order 
intervention.  Conclusions  The sequence of chemotherapy followed by EGFR-TKI is likely to be the most active 
strategy, and could have the greatest effect on apoptosis in cell lines with acquired TKI-resistance.

Keywords:  NSCLC; acquired resistance; chemotherapy; EGFR-TKIs
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抗体（英国 Abcam 公司）溶于 5% BSA 的 TBST 溶液中，

稀释倍数分别为 1 ∶ 10 000、1 ∶ 3 000 和 1 ∶ 5 000。

1.5    统计学方法

数据分析采用 SPSS 17.0 统计软件，计量资料以

均数 ± 标准差（x±s）表示，比较用 t 检验，P <0.05

为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    EGFR 突变细胞系对不同浓度 EGFR TKIs
和化疗药物的耐受性

为建立药物细胞毒性梯度，本实验首先采用顺

铂或紫杉醇处理 EGFR 突变细胞系 72 h，采用 MTS

法检测细胞活性变化。结果 ：①当采用顺铂干预

时，对照组细胞活力为（1.36±5.92）%，而干预组

为（-7.32±6.81）%，经 t 检验，差异有统计学意义

（t  =2.353，P  =0.040）。 浓 度 达 1μmol/L 即 可 对 PC9

和 PC9ER 细胞产生毒性作用。对于其他细胞系，顺

铂浓度 >3.3μmol/L 才能检测到细胞毒性（见图 1A）。 

②当采用紫杉醇对细胞进行干预时，3.3μmol/L 浓度

下能检测到细胞毒性，且 PC9 对紫杉醇最为敏感（见

图 1B）。③在集落形成试验中，笔者同样对各细胞系

进行更长时间的顺铂、紫杉醇和 EGFR TKIs 干预。顺

铂在 7 d 的集落形成试验中对受测细胞系产生的细胞

毒性与 MTS 法结果相似（见图 1C）。由于 H1975 对

紫杉醇高度敏感，而无法判断给药顺序差异对其产生

的细胞毒性影响。耐药细胞系（PC9ER、HCC827GR

和 H1975） 对 厄 洛 替 尼 高 度 耐 受， 但 PC9ER 对

WZ4002 却极为敏感。

总 之， 对 EGFR TKIs 敏 感 和 耐 药 的 PC9、

HCC827 细胞系在对化疗药物的敏感性上几乎没有差

别，说明 TKI 与化疗药物的敏感及耐药机制并不相同

（见图 1A、B）。为了后续试验，本实验选择顺铂干预

PC9 和其他细胞系的浓度分别为 1.0 和 3.3μmol/L ；

选取不仅能够对全系细胞产生细胞毒性且不会导致细

胞全部死亡的紫杉醇浓度为 3.3μmol/L。对于 EGFR 

TKIs，笔者总结前人和自己的研究结果，选取能够使

敏感和耐受细胞系产生最大细胞毒性差异的厄洛替尼

和 WZ4002，浓度均为 1μmol/L。

2.2    EGFR TKIs 和化疗不同给药顺序对细胞毒性
的影响

为 探 究 EGFR TKIs 和 化 疗 不 同 给 药 顺 序 对 各

EGFR 突变细胞系的影响，本实验将药物单用、联用，

以及顺序给药干预各细胞系 7 d，并采用集落形成试

验进行分析。对照组细胞活力为（0.56±1.86）%，而

干预组为（-7.06±5.91）%，经 t 检验，差异有统计学

意义（t =3.013，P =0.013），HCC827GR、H1975 细胞

对顺铂和紫杉醇具有更高的敏感性，特别是在 PC9 或

PC9ER 细胞中，厄洛替尼或 WZ4002 与顺铂或紫杉醇

联用比单用能产生更强的细胞毒性。当 EGFR TKIs 和

化疗药物顺序给药时，在 TKI 干预前先给予化疗比两

者顺序颠倒能产生更强的细胞毒性。实际上，在大多

数情况下，先 TKI 后化疗的给药顺序完全屏蔽了后者

对细胞产生的毒性作用。相似的结果也出现在那些对

EGFR TKIs 耐药和特殊的突变抑制剂 WZ4002 干预的

细胞系中。在预实验中，笔者同样检测了联合用药时

不同的组合时间（4 d 或 2+2 d）对 PC9ER 细胞系的

影响，结果与 6 d 或 3+3 d 的干预时间并无区别。此外，

因 HCC827 细胞系对厄洛替尼太过敏感，联合用药时

因效果难以评估而将其从后续实验中剔除。见图 2。

2.3    化疗药物和厄洛替尼联用对厄洛替尼耐药模

型凋亡的影响

在厄洛替尼耐药细胞系中研究厄洛替尼和化疗

药物同时或顺序给药（6 d 或 3+3 d）时，细胞裂解

蛋白中的细胞凋亡标志物 cPARP 的表达，以表示细

胞凋亡反应率的差异。厄洛替尼本身对 PC9ER 和

HCC827GR 的诱导凋亡作用极弱，但在 H1975 细胞系

凋亡相对明显。顺铂对 PC9ER 和 H1975 细胞都有一

定的促凋亡作用，而紫杉醇只对后者有促凋亡作用。

然而发现仅在 HCC827GR 细胞中，紫杉醇和厄洛替尼

联用较两者前后顺序使用细胞凋亡率升高。在某些情

况下，两药同时干预甚至出现细胞凋亡率下降。最显

著的凋亡反应总是出现在先化疗药物处理，后厄洛替

尼干预的细胞系中。只有采用先紫杉醇后厄洛替尼的

给药顺序干预 PC9ER 细胞系和先顺铂后厄洛替尼的

给药顺序干预 HCC827GR 细胞系在本质上算唯一的

诱导凋亡实验，而其他的给药顺序只有些许或者毫无

促凋亡现象（见图 3）。在预实验中，笔者对 PC9ER

细胞系采用不同的药物干预时间（4 d 或 2+2 d），发

现与 6 d 和 3+3 d 的干预时间并无不同。ERK1/2 作为

内参照来验证蛋白质是否均匀加载。
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A：顺铂干预 72 h 后细胞生长情况；B：紫杉醇干预 72 h 后细胞生长情况；C：厄洛替尼、WZ4002、顺铂及紫杉醇干预 7 d 后各细胞

系集落形成情况。

图 1    EGFR 突变的 NSCLC 细胞系的 MTS 细胞毒性试验结果
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A：顺铂单用及与其他药物顺序组合对各细胞系的干预情况；1：厄洛替尼；2：WZ4002；3：顺铂；4：顺铂和厄洛替尼；5：先顺铂

后厄洛替尼；6：先厄洛替尼后顺铂；7：顺铂和 WZ4002；8：先顺铂后 WZ4002；9：先 WZ4002 后顺铂。B：紫杉醇单用及与其他药物顺

序组合对各细胞系的干预情况；1：厄洛替尼；2：WZ4002；3：紫杉醇；4：紫杉醇和厄洛替尼；5：先紫杉醇后厄洛替尼；6：先厄洛替

尼后紫杉醇；7：紫杉醇和 WZ4002；8：先紫杉醇后 WZ4002；9：先 WZ4002 后紫杉醇

图 2    EGFR TKIs 和化疗药物对各细胞系增殖的影响
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1、7：对照；2：顺铂；3、9：厄洛替尼；4：先顺铂后厄洛替尼；5：先厄洛替尼后顺铂；6：厄洛替尼和顺铂；8：紫杉醇；10：先

紫杉醇后厄洛替尼；11：先厄洛替尼后紫杉醇；12：厄洛替尼和紫杉醇

图 3    各处理组细胞裂解蛋白的表达
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3    讨论

在 EGFR 突变的 NSCLC 患者中，对 EGFR TKIs

的获得性耐药是影响其疗效发挥的主要限制因素 [8-9]。

虽然针对获得性耐药已提出一些治疗策略 [10-12]，但目

前并无切实可行的公认方案。肿瘤进展后的化疗、放

疗和 TKI 继续服用，以及更新药物的干预是目前的主

要治疗策略 [13]，但有助于医师在这些治疗策略间进行

选择的预测因素极为有限。

本实验结果表明，TKI 联合顺铂或紫杉醇具有

协同作用。由于药物狭窄的毒性窗和预实验发现 4

或 6 d 的药物处理时间并无区别，本实验选择了唯一

的 1 种药物浓度和为期 6 d 的药物处理时间。有趣的

是，对于 TKI 具有极高耐药性的细胞系模型中，本实

验检测到 TKI 能够提高化疗药物的细胞毒性。此外，

T790M 二次突变和 cMET 扩增作为 TKI 最常见的耐药

机制，其对药物的反应性无显著差异。同样本实验取

得相似的结果，第 1 代 TKI 厄洛替尼与化疗联用的协

同作用无论是对野生型还是突变型 EGFR 均具有亲和

力。笔者观察到协同作用背后，第 3 代突变型 EGFR

特异性抑制药物 WZ4002 对突变型 EGFR 的抑制作用

极为显著。在 TKI 联合化疗药物的协同作用方面，本

实验取得相似的结果。本研究结果表明，如果 EGFR 

TKIs 和化疗相结合，药物的给药顺序至关重要。如果

先 TKI 干预，后化疗处理，未出现协同作用，但是采

取 TKI 和化疗药物同时或先化疗药物后 TKI 的给药顺

序时，协同作用显著。本研究的 TKI 耐药模型与前人

研究的 TKI 敏感 NSCLC 模型具有相似的结果，先化

疗后 TKI 治疗优于其他给药方式 [14]。临床上，通常给

予 NSCLC 患者周期性化疗，同时联用 TKI 很可能只

在化疗第 1 阶段有协同作用 [15]。根据本研究结果，针

对获得性 EGFR TKIs 耐药，先化疗后 TKI 可能是最为

有效的给药顺序。可以推测，先化疗后 TKI 的治疗方

式可以预先抑制获得性耐药的发展。已经证实，患者

可同时并发多种耐药机制，而化疗和 TKI 2 种治疗方

式的联用可能阻止更多耐药情况的发生。

总之，EGFR TKIs 结合化疗干预 EGFR 突变的

NSCLC 细胞系可以产生协同作用，且给药顺序极为关

键。这种顺序给药策略值得临床深入探究。
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