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摘要 目的 研究 Osimertinib 联合二甲双胍对吉非替尼获
得性耐药的非小细胞肺癌 PC 9 /GR细胞的生长抑制效应及
其可能机制。方法 Osimertinib 和二甲双胍单药或联合作
用于 PC 9 /GR细胞后，应用 MTT 法检测不同药物处理组处
理后对 PC 9 /GR细胞的抑制率影响;荧光染色法观察和流
式细胞术检测 Osimertinib和二甲双胍单药或联合诱导细胞
凋亡的变化;Western blot 法检测各药物处理组细胞磷酸化
及非磷酸化的 AMP 依赖的蛋白激酶(AMPK)和 70 ku 核糖
体蛋白 S6激酶(P70S6K)蛋白的表达水平。结果 Osimer-
tinib和二甲双胍双药联合作用可显著抑制 PC 9 /GR 细胞的
增殖，作用强于各单药(P＜0. 05)，表现为协同作用(联合指
数＜1);双药联合时相较于单药表现出更强的诱导细胞凋亡
的作用;二甲双胍可上调细胞内 p-AMPK蛋白的表达，Osim-
ertinib和二甲双胍均可下调 p-P70S6K 蛋白，且双药联合较
单药下调 p-P70S6K蛋白水平更为显著。结论 Osimertinib
和二甲双胍联合用药对 PC 9 /GR细胞的增殖有显著抑制作
用并可以促进其凋亡的发生，具有协同作用。
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随着基因测序技术的成熟和癌症相关的分子靶

点的不断发现，靶向治疗在非小细胞肺癌的治疗中

的重要作用日益凸显。在非小细胞肺癌患者中表皮
生长因子受体( epidermal growth factor receptor，EG-
FR)阳性突变者可占患者总数 40%左右［1］。第三代

EGFR酪氨酸激酶抑制剂(EGFR tyrosine kinase in-
hibitor，EGFR-TKI)于 2015 年 11 月在美国批准注
册，命名为 Osimertinib。虽然获得了一定的疗效，但
随着治疗时间的延长仍然会出现获得性耐药。二甲
双胍作为一种双胍类降糖药，近年来被发现具有抑

制肿瘤细胞增殖，改善肿瘤对于化疗药物及小分子

靶向抗癌药物敏感性作用［2］。侯涛 等［3］发现，二甲
双胍在体外具有增强 PC 9 /GR 细胞对吉非替尼敏
感性的作用。该研究通过探讨 Osimertinib 联合二
甲双胍对吉非替尼获得性耐药的 PC 9 /GR 细胞的
增殖及凋亡的影响及可能机制，为二甲双胍增敏三

代 EGFR-TKI提供理论和实验依据。

1 材料与方法

1．1 主要材料 DMEM(高糖)培养基、胎牛血清均
购自美国 HyClone 公司;DMSO 和 MTT 购自美国
Sigma-Aldrich 公司; p-AMPK 和 AMPK 抗体、p-
P70S6K和 P70S6K 抗体均购自美国 CST 公司;β-
actin抗体购自北京中杉金桥生物技术有限公司;化
学发光剂购自美国 Millipore 公司;二甲双胍购自美
国 Sigma-Aldrich公司;PC 9 /GR 细胞由广东省肺癌
研究所惠赠;Osimertinib 由英国 AstraZeneca 公司惠
赠。
1．2 细胞培养 PC 9 /GR 细胞用高糖 DMEM 培养
基(含 10%胎牛血清、100 U /ml 青霉素和 100 U /ml
链霉素)置于恒温培养箱中培养，实验取用对数生

长期细胞。
1．3 MTT 法 将 PC 9 /GR 细胞悬液调整密度至
2 000个 /孔，接种于 96 孔板中，温箱培养。24 h 后
分 5组分别进行处理:Osimertinib 处理组加入 6 种
不同浓度的 Osimertinib ( 1. 95、3. 91、7. 81、15. 63、
31. 25、62. 50 nmol /L);二甲双胍处理组分别加入二
甲双胍(0. 78、1. 56、3. 13、6. 25、12. 50、25. 00 mmol /
L);Osimertinib联合二甲双胍处理组以 6 种不同浓
度 Osimertinib和二甲双胍处理组联合给药(两药浓
度比例为 1 ∶2×105);对照组加培养基;空白组为纯

培养基不含细胞，每组 5 个复孔。温箱培养 72 h
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后，每孔加入 MTT溶液 20 μl，4 h后弃上清液，各孔
加入 200 μl DMSO，震荡后在酶标仪(双波长 490 /
655 nm模式)上吸光度(optical density，OD)值。细
胞的增殖抑制率(%)=［1－(实验组 OD 值－空白组
OD值) /(对照组 OD 值－空白组 OD 值)］×100%。
统计数据后分别计算 Osimertinib 和二甲双胍的半
数抑制浓度(half inhibitory concentration，IC50)值与

联合指数(combination index，CI)。
1．4 荧光染色法 将接种于 6 孔板的 PC 9 /GR 细
胞，分为 4 组，密度约 70%时分别加入 Osimertinib
12 nmol /L、二甲双胍 5 mmol /L、Osimertinib 联合二
甲双胍终浓度分别为 12 nmol /L 和 5 mmol /L，对照
组仅加入培养基。培养 24 h后冷 PBS洗涤 2次，参
照说明书依次加入凋亡检测试剂盒中 AnnexinⅤ-
FITC与 PI试剂，4 ℃下孵育 10 min，于荧光显微镜
下观察、拍照。
1．5 流式细胞术 PC 9 /GR 细胞以 1．4 方法进行
药物处理，温箱培育 24 h。用胰酶消化细胞(上清
液终止消化)，离心并用冷 PBS 洗涤 2 次。参照说
明书依次加入凋亡检测试剂盒中 Annexin Ⅴ-FITC
与 PI试剂试剂，避光孵育 15 min，PBS 再次洗涤后
加入鞘液吹打混匀，置流式细胞仪检测 PC 9 /GR的
凋亡率。
1．6 Western blot法 收集按 1. 4方法进行药物处
理后的细胞，裂解液提取蛋白，BCA 法测定蛋白浓
度，沸水煮 15 min 后12 000 r /min 离心 10 min。将
蛋白质加入 8 ～ 10% (按蛋白分子量调整) SDS-
PAGE中电泳，4 ℃条件下转膜，转好的膜置于 5%
脱脂奶粉中室温条件下封闭 1 ～ 4 h。加入以 1 ∶
1 000比例稀释的抗 p-AMPK 和 AMPK 抗体、抗 p-
P70S6K和 p70S6K抗体以及抗 β-actin抗体，4 ℃冰
箱过夜。TBST涮洗 3 遍后，加入二抗(1 ∶5 000)，
室温孵育约 1 h，再次 TBST涮洗 3 遍。沥去多余水
分后加入发光剂，暗室中进行显影。各蛋白的灰度
值采用 Image J软件分析。
1．7 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 软件进行分析，
各实验重复 3次，数据以 珋x±s表示，多组间均数的比
较采用析因设计的两因素方差分析与 One-Way
ANOVA(单因素方差分析)，P＜0. 05 为差异有统计
学意义。

2 结果

2．1 Osimertinib 和二甲双胍对 PC 9 /GR 细胞的
增殖抑制作用 MTT结果显示，作用 72 h 后，Osim-

ertinib和二甲双胍对 PC 9 /GR细胞的 IC50值分别为

(12. 00±5. 53)nmol /L和(4. 57±1. 28)mmol /L，并且
随着药物浓度的递增，增殖抑制作用也随之增强，具

有浓度依赖性(图 1)。计算 CI 值显示，各浓度的
Osimertinib联合二甲双胍处理组 CI值的均值＜1，表
现出协同效应(图 2)。

图 1 MTT法检测 Osimertinib和二甲双胍

对 PC 9 /GR细胞的增殖抑制效应

A:Osimertinib处理组;B:二甲双胍处理组

图 2 Osimertinib联合二甲双胍作用于 PC 9 /GR细胞的 CI值

2．2 荧光显微镜下观察PC 9 /GR细胞的凋亡情况
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图 3 PC 9 /GR细胞凋亡的变化 ×400

A:对照组;B:Osimertinib处理组;C:二甲双胍处理组;D:Osimertinib联合二甲双胍处理组

经药物处理 24 h 后，与对照组比较，Osimertinib 及
二甲双胍处理组均可见处于凋亡状态的细胞增多;

Osimertinib联合二甲双胍处理组与上述两单药处理
组相比，凋亡细胞增加更为明显(图 3)。
2．3 流式细胞术检测 PC 9 /GR细胞凋亡率 经检
测，药物作用 24 h 后，Osimertinib 处理组和二甲双
胍处理组 PC 9 /GR 细胞的凋亡率分别为(7. 88 ±
1. 21)%和(8. 38±1. 23)%，Osimertinib 联合二甲双
胍处理组 PC 9 /GR 细胞的凋亡率为 ( 22. 72 ±
3. 44)%。两药联合后细胞的凋亡率明显高于单药，
差异有统计学意义(F= 8. 46，P＜0. 05)(图 4)。
2．4 Osimertinib 和二甲双胍处理后 PC 9 /GR 细
胞中 p-AMPK 和 AMPK、p-P70S6K 和 P70S6K 蛋
白的表达 Western blot法检测结果显示，与对照组
比较，二甲双胍处理组及 Osimertinib 联合二甲双胍
处理组 PC 9 /GR 细胞中 p-AMPK 的表达水平明显
上调; Osimertinib 及二甲双胍处理组细胞中 p-
P70S6K的表达水平下调，相较于单药，两药联合中
p-P70S6K下调水平更加明显，差异均有统计学意义
(F= 583. 84 、46. 14，P＜0. 05)(图 5)。

3 讨论

EGFR参与了包括非小细胞肺癌在内的几种人
类癌症的发生和进展。突变型 EGFR的发现与一代
EGFR-TKI的应用为非小细胞肺癌的治疗提供了有
效的新方法，迎来肺癌个性化治疗的新时代［4］。第

一代 EGFR-TKI针对 EGFR阳性突变患者取得很好
疗效，但出现了继发性耐药［5］。在 60%的患者中，
这种获得性耐药的发生机制是额外发生的 T790M
突变［6］。以 Osimertinib 为代表的第三代 EGFR-TKI
针对一代药物的耐药而研发，其机制是与 T790突变
EGFR催化域 ATP 结合位点共价结合，不可逆性作
用于苏氨酸关键突变位点从而抑制 EGFR磷酸化的
发生，从而下调下游通路中 ERK、AKT 等关键蛋白
磷酸化水平［7］。Osimertinib是一种高度选择性的靶
向药物，可在选择性抑制 T790 突变的 EGFR，同时
又能兼顾适当保留野生型 EGFR 活性［8］。Jnne et
al［9］发现在 127 例具有 EGFR-T790M 突变的患者
中，对 Osimertinib 的反应率为 61%，中位无进展生
存期为 9. 6个月;在 61例未检测到 EGFR突变的患
者中，反应率约为 21%。中位无进展生存期为 2. 8
个月。由此可看出 Osimertinib 虽然在治疗期间取
得了较高的反应率，但仍会产生耐药。
二甲双胍是一种被广泛应用的双胍类降糖药，

临床研究［10］显示其可以减少糖尿病患者肿瘤的发

生率并改善预后。Chen et al［11］发现在晚期肺癌患
者中二甲双胍与 EGFR-TKI联合用药可产生协同抗
肿瘤效应。同时二甲双胍也在体外实验中表现出对
肿瘤细胞的抑制作用。研究［12－13］显示，在非小细胞
肺癌及乳腺癌细胞株中二甲双胍联合一代 EGFR-
TKI均可产生显著抑制增殖与促凋亡效应。提示二
甲双胍也许能成为肺癌辅助治疗的一个新的选择。
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图 4 流式细胞术法检测对 PC 9 /GR细胞凋亡率的影响

A:对照组;B:Osimertinib处理组;C:二甲双胍处理组;D:Osimertinib联合二甲双胍处理组

图 5 对 PC 9 /GR细胞信号通路的影响

A:对照组;B:Osimertinib处理组;C:二甲双胍处理组;D:Osimer-

tinib联合二甲双胍处理组

本实验结果显示，在 PC 9 /GR 细胞中，Osimertinib
联合二甲双胍相较于单药作用可产生更为显著的抑

制增殖效应，荧光显微镜下观察与流式细胞术的结

果也提示两药均可产生促进细胞凋亡的作用，联合

作用效果优于单药，在体外表现出协同抗肿瘤作用。
二甲双胍的抗肿瘤效应机制可能与 AMPK /

mTOR通路的激活有关［14］。Guo et al［15］发现，二甲
双胍能够激活非小细胞肺癌细胞株 H1299 与 H460
中的 AMPK 蛋白的表达，抑制 mTOR 及其下游
P70S6K蛋白磷酸化水平。P70S6K 是 mTOR 最重
要的下游蛋白之一，mTOR 可通过对下游蛋白的磷
酸化来行使生理作用，故通过检测 P70S6K 的活化
水平也可间接反映出 mTOR 的活化水平。PI3K /
Akt /mTOR信号通路是 EGFR 下游经典信号通路之
一，该通路在调节细胞生长、增殖、调控细胞周期等
多个方面扮演着重要角色，EGFR-TKI可通过对 EG-
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FR的封阻来抑制 mTOR 及下游 P70S6K 蛋白的磷
酸化产生抗肿瘤效应。Morgillo et al［12］发现二甲双
胍与吉非替尼联合作用后可检测到 P70S6K 蛋白的
磷酸化水平降低，表明 mTOR 信号通路被抑制。本
实验研究显示，与对照组相比，二甲双胍可降低

AMPK磷酸化水平;Osimertinib 与二甲双胍作用后
p-P70S6K水平均出现下调，两药联合下调水平较单
药更加明显，与 Morgillo et al［12］研究结果相符。由
此推测 Osimertinib 与二甲双胍的协同抗肿瘤作用
可能通过共同下调 mTOR下游白蛋白 P70S6K的磷
酸化水平达到。
本研究结果显示，Osimertinib 联合二甲双胍可

对 PC 9 /GR细胞产生协同抑制增殖与促进凋亡作
用，为临床上 EGFR-TKI 获得性耐药的非小细胞肺
癌患者的下一步治疗方案提供了一定的理论依据。
然而，本实验为细胞实验，尚缺乏在动物模型上的复

制，有待后续研究的跟进。
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Synergistic effect of Osimertinib combined with
metformin on non-small cell lung cancer PC 9 /GR cells

Peng Jia1，Yuan Yuan2，Pan Yueyin3，et al
( 1Dept of Cadres Ward，The Third Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230061;

2The Central Laboratory of Binhu Hospital，Hefei 230601;3Dept of Oncology，The Affiliated Provincial
Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To explore the efficacy of Osimertinib combined with metformin on the growth inhibition of
human non-small cell lung cancer PC 9 /GR cells cells and its possible mechanism．Methods After using Osimer-
tinib and metformin alone or in combination to treat PC 9 /GR cells ，the half inhibitory concentration ( IC50) as
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well as the combination index(CI) values were detected by the MTT method．The changes of apoptosis induced by
Osimertinib and metformin alone or in combination were detected by the fluorescent microscope and flow cytometry．
The change of the p-AMPK and the p-p70S6K protein level were detected by Western blot．Results The combina-
tion therapy with Osimertinib and metformin showed an synergic effect on proliferative inhibition compared to Osim-
ertinib or metformin alone therapy(P＜0. 05)，which showed an synergic effect(CI＜1) ．In addition，apoptotic rates
were significantly increased in combination treatment compared to the single drug ．The result of the Western blot
showed that metformin may upregulate the expression of p-AMPK protein;in addition，both Osimertinib and met-
formin could reduce the lever of p-p70S6K，the expression levels of p-p70S6K was decreased in the combination
therapy compared to Osimertinib or metformin alone therapy．Conclusion The combination of Osimertinib and met-
formin could significantly inhibit cell proliferation and promoted cell apoptosis，and has synergistic effect．
Key words non-small cell lung cancer;Osimertinib;metformin;combination
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TGF-β Ⅲ型受体在小鼠肝纤维化中的作用研究
厉歆然，孙妩弋，谷元婧，彭文婷，魏 伟

摘要 目的 建立四氯化碳(CCl4)诱导的肝纤维化小鼠模
型，观察转化生长因子 β Ⅲ型受体(TβRⅢ)在肝纤维化中
的作用。方法 C57BL /6J小鼠随机分为正常对照组和 CCl4
模型组，模型组腹腔注射 10% CCl4 油溶液(5 ml /kg)，每周 2
次，分别在造模第 2、4、6、8周处死小鼠，HE染色观察小鼠肝
脏的病理学变化，检测模型进展过程中血清谷丙转氨酶

(ALT)、谷草转氨酶(AST)活性，Western blot 法检测肝组织
中 I型胶原、TβRⅢ、p-Smad3、Smad3、p-Akt、Akt的表达情况。
结果 HE染色结果显示，随着造模时间的延长，小鼠肝纤维
化程度逐渐加重，血清 ALT、AST活性逐渐增加，Western blot
结果显示 I 型胶原的表达逐渐增加，TβRⅢ的表达逐步降
低，p-Smad3和 p-Akt的表达逐渐升高。结论 TβRⅢ的降
低可能与小鼠肝纤维化的发生发展有关。
关键词 肝纤维化;四氯化碳;TβRⅢ;Akt
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肝纤维化是各种因素所致肝脏受损，导致细胞

2017－02－20接收

基金项目:国家自然科学基金(编号:81300332、81330081)

作者单位:安徽医科大学临床药理研究所，抗炎免疫药物教育部重点

实验室，抗炎免疫药物安徽省协同创新中心，合肥

230032

作者简介:厉歆然，女，硕士研究生;

孙妩弋，女，副教授，硕士生导师，责任作者，E-mail:sun-

wuyi51@ aliyun．com;

魏 伟，男，教授，博士生导师，责任作者，E-mail:wwei@

ahmu．edu．cn

外基质(extracellular matrix，ECM)合成与降解不平
衡，引起肝内结缔组织异常增生的病理过程，肝纤维

化可进一步发展为肝硬化甚至肝癌，严重威胁人类

健康。目前，肝纤维化的发病机制仍不清楚，因此探
究其发病机制，为研发抗肝纤维化药物奠定理论基

础具有意义。转化生长因子 β Ⅲ型受体( type Ⅲ
TGF-β receptor，TβRⅢ)一直以来被认为是 TGF-β
超家族的辅助受体，近年来的研究［1－4］表明，其既可

以参与调控经典的 Smad 信号通路，又可以调控其
他信号通路。研究［5－7］表明，在肺纤维化和心肌纤
维化中，TβRⅢ的表达降低。在肝纤维化小鼠中，
TβRⅢ的表达是否发生变化，且相关信号通路是否
受到影响尚未见报道。该研究通过建立四氯化碳
(carbon tetrachloride，CCl4)诱导的肝纤维化小鼠模
型，观察肝纤维化进程中 TβRⅢ的表达及 Smad3、
Akt的信号变化。

1 材料与方法

1．1 实验动物及分组 6～8周龄雄性 C57BL /6J小
鼠，重(20±2) g，由安徽医科大学实验动物中心提
供。动物自由饮食饮水，动物房室温约 25 ℃，光照
时间随昼夜变化。50 只实验动物随机分为正常对
照组、CCl4 模型组。
1．2 主要试剂与仪器 CCl4(上海凌峰化学试剂有
限公司);玉米油(市售);抗 Collagen Ⅰ抗体、抗
TβRⅢ抗体(美国 Santa Cruz 公司);抗 p-Smad3 抗
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