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摘要 目的 探讨 SAHA 单独及联合厄洛替尼对表皮生长
因子酪氨酸激酶抑制剂( EGFＲ-TKI) 耐药细肺癌胞株 H1975
的生长抑制及可能的机制研究。方法 通过 CCK-8、平板克
隆及 Transwell小室侵袭实验评判 SAHA、厄洛替尼单药及联
合作用于 H1975 细胞后对细胞的抑制作用，Western blot 法
分析用药后细胞内磷脂酰肌醇 3-激酶( PI3K) 、丝氨酸 /苏氨
酸蛋白激酶( AKT ) 、磷酸化丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶( p-
AKT) 、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白( mTOＲ) 、磷酸化哺乳动物
雷帕霉素靶蛋白( p-mTOＲ) 蛋白的表达量。结果 SAHA、厄
洛替尼对 H1975 细胞的生长抑制呈浓度依赖型，两药联合
具有协同效果。联合用药对肿瘤细胞的克隆形成及侵袭抑
制作用明显强于单药; 且联合用药对 PI3K /AKT /mTOＲ信号
通路有较强的抑制作用。结论 SAHA联合厄洛替尼对 EG-
FＲ-TKI耐药肺癌细胞株 H1975 的生长、克隆、侵袭具有协同
抑制作用，可能与对 PI3K /AKT /mTOＲ信号通路的抑制作用
有关。
关键词 肺癌; SAHA; 厄洛替尼; 联合
中图分类号 Ｒ 734. 2
文献标志码 A 文章编号 1000 － 1492( 2018) 06 － 0851 － 05
doi: 10． 19405 / j． cnki． issn1000 － 1492． 2018． 06． 006

肺癌是发病率及死亡率最高的恶性肿瘤，全球

每年约有 150 万人患病，5 年生存率不足 20%，依据
组织学分型，非小细胞肺癌 ( non-small cell lung
cancer，NSCLC) 约占 80%［1 － 2］。随着癌症的个体
化治疗及精准医学的提出，基于肿瘤患者的驱动基

因突变检测在肿瘤诊断和治疗过程中有着重要的影

响。在亚裔、不吸烟、女性、腺癌患者中表皮生长因
子( epidermal growth factor receptor，EGFＲ) 基因的突
变率较高，约占 50%，尤其在我国 EGFＲ 突变率为
30%，常为外显子 19 缺失突变( del 19) 及外显子 21
的替换突变( L858Ｒ) ［3］; 临床上具有 EGFＲ 突变的
患者在使用针对 EGFＲ 突变的靶向药物如特罗凯

( 厄洛替尼) 、易瑞沙( 吉非替尼) 等时，早期绝大部
分患者都取得不错的临床效果，但在经过治疗一段

时间后都会无法避免地出现耐药现象，导致治疗失

败［4］。除了基因的改变与肿瘤的发生发展有着重
要的关系，表观遗传的改变也起着重要的作用。近
年来研究［5］证实，异常的 DNA甲基化和组蛋白修饰
等表观遗传学的改变，在肿瘤的发展中有着至关重

要的作用。组蛋白去乙酰化酶( histone deacetylase，
HDAC) 抑制剂通过抑制组蛋白及非组蛋白的去乙
酰化，从而抑制细胞增殖，诱导细胞凋亡等来发挥抗

肿瘤作用。该研究通过体外单药及联合用药对肺腺
癌表皮生子因子酪氨酸激酶抑制剂 ( epidermal
growth factor receptor-tyrosine kinase inhibitor，EGFＲ-
TKI) 靶向耐药细胞株 H1975 的增殖、侵袭影响，探
讨 HDAC抑制剂伏立诺他 ( vorinostat，SAHA) 与厄
洛替尼联合对肺癌细胞是否具有协同抑制作用以及

其可能的作用机制。

1 材料与方法

1． 1 实验材料 人肺腺癌 H1975 细胞株购自上海
中科院细胞库; ＲPMI-1640 购自美国 Hyclone 公司;
胎牛血清( FBS ) 购自杭州四季青生物科技公司;
CCK-8 试剂盒购自北京索莱宝科技公司; Transwell
小室、Matrigel 基质胶购自康宁( 中国) 科技有限公
司; SAHA 及厄洛替尼均购自美国 Selleck 公司;
Western blot化学发光剂购自美国 Millipore 公司; 磷
脂酰 肌 醇 3-激 酶 ( phosphatidylinositol 3-kinase，
PI3K) 、丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶( the serine-threo-
nine kinase，AKT) 、磷酸化丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶
( phosphorylated serine-threonine kinase，p-AKT ) 、哺
乳动物雷帕霉素靶蛋白( the mammalian target of ra-
pamycin，mTOＲ) 、磷酸化哺乳动物雷帕霉素靶蛋白
( phosphorylated mammalian target of rapamycin，p-
mTOＲ) 抗体均购自美国 Cell Signaling Technology 公
司。
1． 2 实验方法
1． 2． 1 细胞培养 H1975 细胞细胞培养于含 10%
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胎牛血清、1%青链霉素( 100 U /ml ) 的 ＲPMI-1640
培养液中，在 37 ℃、5% CO2 饱和湿度培养箱中常

规培养，细胞融合 80%时进行传代，取对数生长期
细胞用于各项实验研究。
1． 2． 2 CCK-8 取对数生长期的细胞，以约5 000
细胞每孔接种于 96 孔板中，培养过夜后待细胞完全
贴壁后分为 4 组作用: ① 对照组( 不加药) ; ② SA-
HA组( 0. 25、0. 5、1、2、4、8、16 μmol /L) ; ③ 厄洛替
尼组( 0. 25、0. 5、1、2、4、8、16 μmol /L) ; ④ SAHA +
厄洛替尼组 ( SAHA 0. 25 μmol /L /L + 厄洛替尼
0. 25μmol /L，SAHA 0. 5 μmol /L + 厄洛替尼 0. 5
μmol /L以此类推) ，每组设 5 个复孔，药物作用 48 h
后，每个孔加入 10 μl CCK-8 溶液，培养 2 h，在酶标
仪测 450 nm处吸光度( absorbance，A) 值，并计算细
胞存活率( survival rate，SＲ) ，试验重复 3 次。细胞
存活率( % ) = ( 试验组 A /对照组 A) × 100%。根
据实验结果，对于后续实验采用 SAHA 3 μmol /L，厄
洛替尼 19 μmol /L，SAHA ( 2 μmol /L) +厄洛替尼
( 2 μmol /L) 。
1． 2． 3 平板克隆实验 将对数生长期细胞，用胰酶
消化后吹散成单细胞悬液，取 500 个每个孔接种于
6 孔板中，置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养 24 h，
细胞贴壁后，分为 4 组: ① 对照组; ② SAHA 组; ③
厄洛替尼组;④ SAHA +厄洛替尼联合用药组。每 3
d更换一次培养液至细胞集落形成，终止培养。弃
培养液，PBS 液洗 2 次后，纯甲醇固定 15 min，结晶
紫染色 30 min，空气干燥后，显微镜下计数形成的克
隆数( ≥50 个细胞为一个克隆) ，计算各组克隆形
成率。克隆形成率( % ) = 克隆数 /接种细胞数 ×
100%。实验重复 3 次。
1． 2． 4 Transwell 小室侵袭实验 将分装好的 Ma-
trigel胶( 4 ℃ ) 放置过夜使之溶解，用 4 ℃预冷的
无血清培养液稀释至 1 mg /ml，取稀释的 Matrigel胶
100 μl 加入到 Transwell 小室的上室，将铺胶后的
Transwell小室于 37 ℃温育至少 2 h，以使凝胶形
成。胰酶消化 4 组经过药物作用 48 h 后细胞，并收
集细胞，用 PBS洗涤细胞 3 次，用无血清的培养液
重悬细胞。取 100 μl 的细胞悬液( 细胞数约8 000
个) 加入上室，在 Transwell 小室的下室加入含培养
液 700 μl，37 ℃培养 24 h。取出上室，用棉签擦掉
上层细胞，加入甲醇固定 3 min，弃固定液，加入
0. 1%结晶紫染液，染色 20 min，双蒸水洗 3 遍，荧
光显微镜下拍照，随机选取 3 个视野计算，取平均
值，实验重复 3 次。

1． 2． 5 Western blot法 各组细胞处理 48 h后收集
细胞，加入预冷的 ＲIPA 裂解液( 含 PMSF及磷酸化
酶抑制剂) 将细胞重悬，于冰上裂解 30 min 后，4
℃、12 000 r /min 离心 15 min，吸取上清液行 Brad-
ford 法蛋白浓度测定，然后行 SDS-PAGE 电泳，
Western blot法转移蛋白，一抗 4 ℃过夜，二抗 37 ℃
孵育 2 h，应用 ECL化学发光试剂盒进行显影，电泳
条带用用扫描仪采集 X 线片图像，使用 Quantity
One 软件，以 β-actin 为内参照，对各目的条带进行
密度分析。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 20. 0 软件进行分析。
计数数据以珋x ± s表示，两组数据比较采用 t检验，多
组数据间采用单因素方差分析。P ＜ 0. 05 为差异有
统计学意义。

2 结果

2． 1 SAHA、Erlotinib单药及联合用药对 H1975 细
胞存活率的影响 CCK8 结果显示，药物作用 48 h
后，SAHA组( 1、2、4、8、16 μmol /L) 较对照组细胞抑
制率差异有统计学意义( t = 7. 794、16. 429、42. 212、
209. 000、143. 760，P ＜ 0. 05) ; Erlotinib 组( 1、2、4、8、
16 μmol /L) 较对照组细胞抑制率差异有统计学意义
( t = 6. 379、8. 220、15. 057、18. 187、42. 500，P ＜
0. 05) ; 联合用药组( 1、2、4、8、16 μmol /L) 较对照组
细胞抑制率差异有统计学意义( t = 79. 674、67. 278、
75. 215、71. 279、108. 098，P ＜ 0. 05) ; 可见随药物浓
度增加，药物对细胞的抑制作用也逐渐增强，呈现浓

度依赖性。SAHA和 Erlotinib对 H1975 细胞的半数
抑制浓度( half maximal inhibitory concentration，IC50 )

值分别为( 3. 16 ± 0. 33 ) 和( 19. 31 ± 2. 53 ) μmol /L，
而联合用药组 IC50值为( 2. 11 ± 0. 25 ) μmol /L，差异
有统计学意义( F = 127. 299，P ＜ 0. 05 ) ，见图 1。不
同浓度的 SAHA联合 Erlotinib抑制剂处理 H1975 细
胞 48 h后，两药联合后增殖抑制作用明显增强，各
联合药物剂量组的联合指数( combination index，CI)
均 ＜ 1，表现出协同效应( 图 2) 。
2． 2 SAHA、Erlotinib单药及联合用药对 H1975 肿
瘤细胞的克隆形成 SAHA组对细胞克隆形成率为
41. 90%，Erlotinib组形成率 48. 11%，而联合用药组
17. 89%。结果显示联合用药组较单药组能够显著
抑制肿瘤细胞的克隆形成，差异有统计学意义( F =
29. 350，P ＜ 0. 001) ，见图 3。
2． 3 SAHA、厄洛替尼单药及联合用药对 H1975 细
胞侵袭能力的影响 实验结果显示: SAHA组及 Er-
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lotinib组细胞侵袭能力较对照组降低，差异有统计
学意义( t = 6. 072、3. 838，P ＜ 0. 05) ; 两药联合组与
单药组细胞相比，细胞侵袭到 Transwell 小室 Matri-
gel 胶下面的细胞数显著降低，差异有统计学意义
( F = 29. 350，P ＜ 0. 05) ，见图 4。

图 1 SAHA、厄洛替尼单药及联合用药

对 H1975 细胞的增殖活力作用

与 SAHA组及厄洛替尼组比较: * P ＜ 0. 05

图 2 SAHA联合 Erlotinib 对 H1975 细胞的联合作用效应

图 3 SAHA、Erlotinib单药及联合用药
对 H1975 肿瘤细胞的克隆率形成

1: 对照组; 2: SAHA组; 3: 厄洛替尼组; 4: SAHA +厄洛替尼组;
与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 SAHA 组比较: ###P ＜ 0. 001; 与厄洛

替尼组比较: △△△P ＜ 0. 001

图 4 Transwell 小室培养 48 h后各组迁移到下室
的细胞结晶紫染色图 × 200

A: 对照组; B: SAHA组; C: 厄洛替尼组; D: SAHA +厄洛替尼组;

与对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊ P ＜ 0. 01; 与 SAHA 组比较: ## P ＜

0. 001; 与厄洛替尼组比较: △△△P ＜ 0. 001

2． 4 SAHA、Erlotinib单药及联合用药对 H1975 细
胞内 PI3K /AKT /mTOＲ信号通路影响 H1975 细
胞经过药物处理 48 h 后，应用 Western blot 检测研
究结果显示: PI3K蛋白表达在各处理组都有明显降
低; p-AKT蛋白表达量在 SAHA 组降低，而 Erlotinib
组无明显改变; p-mTOＲ 蛋白表达量在各组都降低。
两药联合组较其余各组 PI3K、p-AKT、p-mTOＲ 蛋白
表达量均明显减低，差异具有统计学意义 ( F =
84. 198、349. 523、119. 197，P ＜ 0. 01) ，见图 5。

3 讨论

肺癌由于早期症状不典型，大部分患者在诊断

时已处于中晚期，失去手术机会。化疗和靶向治疗
是晚期 NSCLC患者的主要治疗手段。相对于传统
化疗，靶向药物具有副反应轻、选择性较高、耐受性
好、服用方便、依从性高等特点［6］。EGFＲ 是原癌基
因 HEＲ1 表达产物，为一跨细胞膜糖蛋白，属于酪氨
酸激酶受体，在多种肿瘤中均可发现 EGFＲ 的高表
达或异常表达。EGFＲ-TKI如厄洛替尼等，通过与
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图 5 药物对 H1975 细胞 PI3K /AKT /mTOＲ信号通路的影响
1: 对照组; 2: SAHA组; 3: 厄洛替尼组; 4: SAHA +厄洛替尼组; 与对照组比较: ＊＊P ＜ 0． 01，＊＊＊P ＜ 0. 001; 与 SAHA组比较: ###P ＜ 0. 001;

与厄洛替尼组比较: △△△P ＜ 0. 001

EGFＲ结构域中的 ATP 结合位点相结合，阻断 EG-
FＲ下游信号通路的传导，达到抑制肿瘤细胞增殖作
用; 还可以抑制丝裂原活化蛋白激酶的活化，促进肿

瘤细胞凋亡以及抑制肿瘤细胞的血管形成。对于
EGFＲ突变阳性患者有明显疗效，使患者无进展生
存期显著提高。但绝大部分患者都不可避免的在一
年内出现耐药，导致病情恶化。常见的耐药机制是
T790M突变( 50% ) 、MET 基因扩增( 20% ) 等［7］，尽
管临床上对于一代靶向药物的耐药而开发出二代、
三代靶向药物，但是大部分患者使用一段时间后效

果并不是非常理想，故对于这些 EGFＲ-TKI 治疗失
败的患者该如何治疗是临床医师比较棘手的问题。
表观遗传是指基因表达或蛋白质的表达改变不

涉及碱基序列的变化，但可以稳定遗传的现象。越
来越多的研究［8］表明，随着年龄增长、外界环境刺
激等因素，细胞的正常表观遗传状态会被打破，导致

癌基因的异常激活或抑癌基因的失活，导致肿瘤的

发生、发展。表观遗传修饰主要包括 DNA 甲基化、

组蛋白修饰、非编码 ＲNA的调控、染色质重塑等［9］。
近年来随着对表观遗传学研究，组蛋白的异常修饰

调节与肿瘤发生有密切关系; 正常情况下组蛋白处

于乙酰化及去乙酰化的动态平衡之中，乙酰化受组

蛋白乙酰基转移酶调控; 去乙酰化则受 HDAC 的调
控。在肿瘤细胞中，HDAC活性明显增强，平衡状态
打破，使得抑癌基因表达下调的同时致癌基因表达

上调［10］。
HDAC抑制剂作为一种高效低毒的靶向抗肿瘤

药物正日益引起人们的关注。它可以通过抑制
HDACs，调节组蛋白和非组蛋白的乙酰化水平 ，从
而达到调控基因表达的目的，以逆转变异细胞的表

型、抑制细胞的增殖、诱导肿瘤细胞周期阻滞、分化、
通过内源性和外源性途径诱导细胞凋亡、抑制血管
生成和肿瘤侵袭等［11］。SAHA 是一种广谱的组蛋
白抑制剂，于 2006 年被 FDA批准上市，用于病情恶
化或病情反复者的皮肤 T 细胞淋巴瘤的治疗。当
其他药物治疗效果不佳时，该药表现出良好的耐受
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性［12］。研究［13］表明，SAHA 和卡铂、紫杉醇还可联
合治疗晚期非小细胞肺癌，并且 SAHA 在多项肿瘤
的联合化疗中均显示出其协同或增强作用。
本研究选用具有 T790M 突变的肺癌细胞株

H1975，探讨两药体外联合应用对肺癌细胞的影响
及作用机制，结果显示 SAHA 与厄洛替尼联合用药
具有协同作用，同单独用药组比较能够显著抑制

H1975 肿瘤细胞的生长增殖、克隆及侵袭能力; 同时
由于 PI3K /AKT /mTOＲ信号传导通路的过渡激活与
肿瘤的增殖、侵袭转移、抗凋亡有着重要的关系; 本
研究发现联合用药组对 PI3K /AKT /mTOＲ信号通路
有着显著的抑制作用。
综上所述，厄洛替尼联合 HDAC 抑制剂 SAHA

对具有 T790M突变的 H1975 细胞株具有良好的协
同作用，可增强细胞对厄洛替尼的敏感性，为临床上

对于 EGFＲ-TKI 获得性耐药患者的治疗提供新的实
验室依据及治疗策略。但本实验仅为初步的体外细
胞研究，尚需进一步的动物实验及临床试验来验证

其在体内的有效性及安全性。
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Inhibitory effects and mechanism of SAHA combined with Erlotinib
on EGFＲ-TKI resistant lung cancer cell line H1975 cells

Chen Lihao，Hao Jiqing
( Dept of Oncology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate the inhibition and possible mechanism of SAHA alone and combined with Er-
lotinib on EGFＲ-TKI resistant lung cancer cell line H1975 cells． Methods The inhibitory effects of SAHA，Erlo-
tinib and combined effect on cells were evaluated by CCK-8，colony formation assay and Transwell invasion assay．
Western blot analysis was used to analyze the expression of PI3K，AKT，p-AKT，mTOＲ and p-mTOＲ protein in
cells． Ｒesults SAHA and Erlotinib showed growth inhibition effects on H1975 cells with a dose-dependent man-
nerand displayed synergistic inhibition effect． The combination of the drugs was significantly stronger than the single
drug in the formation and invasion inhibition of tumor cells． The combined group had a strong inhibitory effect on
the PI3K /AKT /mTOＲ signaling pathway． Conclusion SAHA combined with Erlotinib has synergistic inhibitory
effects on the growth，cloning and invasion of EGFＲ-TKI lung cancer cell line H1975，which may be associated
with inhibitory effects on the PI3K /AKT /mTOＲ signaling pathway．
Key words lung cancer; SAHA; Erlotinib; combination
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