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桔梗皂苷D通过Akt/P70S6K通路体外逆转非小细胞肺癌

对奥希替尼的耐药

刘 勤 1,2#, 陈淑珍 2#, 奚硕涵 2, 王文蝶 2, 商 悦 2, 张析妍 2, 蔡 琳 1*
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摘要: 奥希替尼 (osimertinib, Osi) 作为非小细胞肺癌 (non-small cell lung cancer, NSCLC) 一线治疗药物, 显著延

长了患者的无进展生存期和总生存期, 而其耐药性无法避免。本研究以桔梗皂苷D (platycodin D, PD) 为研究对象, 

通过CCK-8检测细胞活力; 通过克隆形成实验检测细胞的增殖; 通过LDH检测对细胞的杀伤作用; 通过PI-Hoechst

双染与流式细胞术检测细胞凋亡; 通过蛋白质免疫印迹检测凋亡相关蛋白及Akt/p70S6K通路关键蛋白的表达与磷

酸化水平。结果表明, 桔梗皂苷D能抑制奥希替尼获得性耐药的NSCLC细胞活力, 并与奥希替尼联用表现出协同

增殖抑制作用, 二者联用能够显著抑制生长并诱导凋亡, 且明显强于单独用药组。机制研究表明, 与单独给药组相

比, 联合处理能更有效抑制Akt和 p70S6K的磷酸化。综上, 本研究揭示桔梗皂苷D可通过抑制Akt/p70S6K信号通

路, 增强奥希替尼对耐药NSCLC细胞的杀伤作用, 逆转奥希替尼的耐药性, 为克服奥希替尼耐药性提供了思路。
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Platycodin D reverses osimertinib resistance in non-small cell lung 

cancer in vitro through the Akt/P70S6K signaling pathway
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Abstract: Osimertinib, as a first-line therapeutic agent for non-small cell lung cancer (NSCLC), significantly 

prolongs patients' progression-free survival and overall survival. However, the development of acquired resistance 

to this agent remains an unavoidable clinical challenge. This study investigated platycodin D (PD) as a potential 

resistance modulator. Cell viability was assessed using the CCK-8 assay; cell proliferation was detected using the 

colony formation assay; cytotoxic effects were evaluated via lactate dehydrogenase (LDH) release; apoptosis was 

detected by PI/Hoechst double staining and flow cytometry; and the expression of apoptosis-related proteins and 

key components of the Akt/p70S6K pathway as well as phosphorylation levels were examined by Western blot. 

Results demonstrated that platycodin D suppressed the viability of osimertinib-acquired resistant NSCLC cells and 

exhibited synergistic antiproliferative effects when combined with osimertinib. The combination treatment 
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significantly inhibited cell growth and induced apoptosis, with effects markedly stronger than either agent alone. 

Mechanistic studies revealed that the combined treatment more effectively suppressed the phosphorylation of Akt 

and p70S6K as compared to the single treatment group. In conclusion, this study reveals that platycodin D can 

enhance the cytotoxic effect of osimertinib against resistant NSCLC cells and reverse osimertinib resistance by 

inhibiting the Akt/p70S6K signaling pathway, thereby providing a promising strategy to overcome osimertinib 

resistance.
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肺癌是全球最常见的癌症之一, 分为两种主要组

织亚型: 小细胞肺癌和非小细胞肺癌。其中非小细胞

肺癌更为常见, 占肺癌发病率的 85%[1]。针对非小细

胞肺癌的治疗方法已经从传统手术、化疗和放疗逐渐

发展到更为个性化和微创的疗法[2]。靶向治疗较传统

疗法更为高效和个性化, 非小细胞肺癌的靶向治疗侧

重于识别 EGFR 和 MAPK/ERK 通路中的突变 , 以及

ALK和ROS1基因融合。其中EGFR突变是非小细胞

肺癌中最常见的靶向驱动突变, 目前有三代表皮生长

因子受体络氨酸激酶抑制剂 (epidermal growth factor 

receptor- tyrosine kinase inhibitor, EGFR-TKIs) 获批用

于治疗不同临床环境中携带 EGFR突变的 NSCLC患

者, 第一代 EGFR-TKI如吉非替尼和厄洛替尼是非小

细胞肺癌治疗的先驱, 第二代TKI如阿法替尼表现出

更广泛的疗效 , 奥希替尼 (osimertinib, Osi) 属于第三

代 EGFR-TKI, 对典型的 EGFR 激活突变和 T790M 耐

药突变表现出更强的选择性和疗效, 有效地提高了非

小细胞肺癌患者的无进展生存期和总生存期[3,4]。尽

管药效卓越, 大多数在用药初始阶段具有良好反应性

的患者在9～14个月后均会出现获得性耐药现象。

奥希替尼的耐药是一个必然且复杂的过程, 其机

制呈现出高度的异质性, 与EGFR依赖机制相比, 旁路

耐药机制是主要原因[5], 这类机制通过利用替代性细

胞通路, 激活与 EGFR相同的肿瘤细胞生长和生存关

键下游效应因子 (即ERK1/2与Akt), 从而实现信号通

路的重建[6,7]。作为 EGFR的下游通路, PI3K/Akt信号

通路在许多癌细胞中存在失调 , 其他蛋白也会影响

Akt的激活。因此, 多靶点联合治疗对于克服奥希替

尼耐药性显得尤为重要。

桔梗皂苷D (platycodin D, PD) 是从桔梗中分离得

到的一种皂苷类天然产物, 是中药桔梗中最主要的生

物活性成分之一, 属于三萜皂苷类化合物。桔梗皂苷

D具有多种药理特性, 包括抗氧化[8]、抗炎[9]、抗肥胖[10]

和肝脏保护作用[11]等。在体外和动物模型中, 桔梗皂

苷 D 对多种癌细胞显示出抑制作用 , 如肺癌[12,13]、肝

癌[14]、胃癌[15]、结肠癌[16]、乳腺癌[17]等, 主要是通过抑制

细胞增殖、诱导细胞周期阻滞以及促进细胞凋亡发挥

抗癌作用[18,19]。研究表明桔梗皂苷 D 通过抑制 PI3K/

Akt信号激活, 诱导细胞凋亡并导致细胞周期停止, 抑

制人类胶质瘤U251细胞的增殖[20]。也有相反的研究

表明, 桔梗皂苷 D 可以激活 PI3K/Akt通路, 逆转顺铂

处理后 p-PI3K和 p-Akt的蛋白质水平下调[21]。但是目

前缺乏联合使用桔梗皂苷 D 和 EGFR-TKIs 治疗癌症

的研究。

本研究使用两种奥希替尼耐药的非小细胞肺癌细

胞系 HCC827/OR 和 PC9/OR 探讨桔梗皂苷 D 和奥希

替尼耐药的影响及分子机制。

材料和方法

主要材料和试剂 桔梗皂苷 D (货号 T3889)、

Z-VAD (OMe) -FMK ( 货号 T6013)、氯喹 (CQ, 货号

T8689)、ferrostatin-1 (Fer-1, 货号 T6500)、3-甲基腺嘌

呤 (3-MA, 货号T1879)、CCK8试剂盒 (货号C0005)、蛋

白酶抑制剂 (货号C0001)、磷酸酶抑制剂Cocktail I (货

号C0002)、磷酸酶抑制剂Cocktail II (货号C0003) 均购

自上海陶术生物科技股份有限公司; Osi (货号 S7297) 

购自上海蓝木化工有限公司; RPMI-1640基础培养基 

(货号PM150110)、磷酸盐缓冲液 (PBS, 货号PB180327)、

0.25% 胰酶-EDTA 溶液 (货号 PB180226) 均购自武汉

普诺赛生命科技有限公司; 胎牛血清 (货号A5669710)、

特级胎牛血清 (货号 10270-106)、青−链霉素溶液 (货

号 15140-122) 均购自美国 Gibco Life Science公司; 二

甲基亚砜 (DMSO, 货号 0231) 购自天津庄盟生物科技

有限公司 ; 乳酸脱氢酶 (LDH) 细胞毒性检测试剂盒 

(货号C0017)、结晶紫染色液 (货号C0121) 均购自上海

碧云天生物技术有限公司 ; 4% 多聚甲醛 ( 货号

BL539A) 购自安徽白鲨生物有限公司; 细胞凋亡检测

试剂盒 (货号 AP101) 购自杭州联科生物技术股份有

限公司; 牛血清白蛋白 (BSA, 货号A6020A) 购自北京

博奥拓达科技有限公司 ; BCA 蛋白浓度检测试剂盒 

(货号 23225) 购自中国赛默飞世尔科技有限公司 ; 

Caspase 3 ( 货 号 9662S)、cleaved-Caspase 3 ( 货 号

9664S)、p70S6K (货号 2708S)、P-p70S6K (货号 9205)、

Akt (货号 4691S)、P-Akt (货号 4060S)、PARP (货号
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9542S) 均购自美国 Cell Signaling Technology 公司 ; 

GAPDH (货号 60004-1-lg) 购自武汉三鹰生物技术有

限公司 ; Tubulin (货号 ab1017t) 购自北京博奥瑞景

公司。

细胞培养 PC9、PC9/OR、HCC827 和 HCC827/

OR 由西安交通大学第一附属医院石璞玉博士提供。

PC9、PC9/OR 细胞使用含 10% 胎牛血清 , HCC827、

HCC827/OR 细胞使用含 10% 特级胎牛血清以及

100 μg·mL-1青霉素、100 μg·mL-1链霉素的 RPMI-1640

培养基, 于5% CO2、37 ℃条件下进行培养。

CCK8法检测细胞增殖抑制活性 将对数生长期

的细胞按 3 000～4 000个/孔的密度接种于 96孔板, 于

CO2培养箱中培养过夜。每孔加入含不同浓度药物的

10% FBS 培养基 , 以 DMSO 作为对照组。分别培养

24、48、72 h后, 将实验各组的培养基吸出, 加入培养基

稀释的 10% CCK-8溶液 100 μL , 37 ℃培养箱孵育 1～

2 h。酶标仪 450 nm处测定吸光值。细胞存活率计算

公式: 细胞存活率 = (给药组吸光度−空白对照组吸光

度) / (对照组吸光度−空白对照组吸光度) × 100%。

克隆形成 将对数生长期的细胞按 1 000个/孔的

密度接种于 6孔板, 待细胞贴壁后, 每孔加入含不同浓

度药物的 10% FBS培养基, 以DMSO作为对照组。培

养 10天后, 弃掉培养基, 使用PBS洗涤 2次, 弃掉PBS。

每孔加入 4% 多聚甲醛 1 mL, 常温固定 15 min。弃去

多聚甲醛, 加入结晶紫染色液染色 15 min。使用纯水

洗涤残余的染色液, 晾干后拍照, 使用 Image J进行定

量分析。

协同效应分析 联合治疗可产生协同、加成、拮抗

或增强效应。采用零交互作用强度 (ZIP)模型、Bliss独

立模型和最高单药活性 (HAS) 模型对奥希替尼和桔

梗皂苷 D 的联合用药数据进行分析。其中, ZIP模型

通过对比单药与联合用药剂量反应曲线在特定剂量水

平的效能变化, 以捕捉药物间的相互作用; Bliss独立

模型基于独立事件概率理论, 假设两种药物随机独立

发挥作用, 可推算预期联合效应; HSA模型则定义联

合用药预期效果为对应浓度下单药反应的最大值。研

究采用非固定剂量配比组合奥希替尼与桔梗皂苷 D, 

通过 CCK-8 法检测各浓度组合的抑制率 , 并利用

SynergyFinder (https://synergyfinder.fimm.fi/) 计算各参

照模型的协同作用评分。根据评分标准: 小于−10分

为拮抗作用, −10至 10分之间为相加作用, 大于 10分

则判定为协同作用。

LDH 释放检测 选择处于对数生长期的细胞 , 

PC9/OR按 3 000个/孔, HCC827/OR按 4 000个/孔的密

度接种于 96孔板中, 恒温培养箱过夜后, PC9/OR加入

1 μmol·L-1奥希替尼和 8 μmol·L-1桔梗皂苷D或DMSO

处理 24 h, HCC827/OR 加入 2.5 μmol·L-1 奥希替尼和

10 μmol·L-1桔梗皂苷 D 或 DMSO 处理 24 h, 随后根据

LDH检测试剂盒说明书进行操作, 最后使用酶标仪在

490 nm处检测吸光值。

细胞凋亡检测 选择细胞状态良好且处于对数生

长期的细胞, 以 1.2×105个/孔的密度接种到 6 孔板中, 

恒温培养箱培养 24 h。向 6孔板中加入 2.5 μmol·L-1奥

希替尼、10 μmol·L-1桔梗皂苷D或者DMSO, 继续培养

24 h。收集细胞, 离心, 弃去上清, 并使用 PBS洗涤两

次。使用 500 μL 1×binding buffer 重悬细胞 , 并用

200 目滤网过滤转移到流式管中 , 加入 5 μL Annexin 

V-FITC和 10 μL PI, 轻弹管底混匀, 避光孵育 5 min, 流

式细胞仪检测。

PI/Hoechst 33342染色 选择处于对数生长期的

细胞, 以 1×105个细胞/孔接种于 6孔板中, 恒温培养箱

培养 24 h 后 , 向孔板中加入 1 μmol·L-1 奥希替尼、

8 μmol·L-1桔梗皂苷D或DMSO处理, 12 h后染色。弃

去上清, 每孔用 1 mL PBS清洗去除残留培养基, 随后

用 PI/Hoechst 33342 染色 , 终浓度为 10 μg·mL-1, 室温

避光孵育 15 min, 随后使用荧光显微镜拍照 , 使用

Image J进行定量分析。

Western blot检测蛋白表达 选择对数生长期的

细胞接种于 10 cm皿中, 培养 24 h后, PC9/OR细胞加

入 1 μmol·L-1 奥希替尼和 8 μmol·L-1 桔梗皂苷 D, 

DMSO 作为溶剂对照, 恒温培养箱培养 6 h; HCC827/

OR细胞加入 2.5 μmol·L-1奥希替尼和 10 μmol·L-1桔梗

皂苷 D, DMSO 作为溶剂对照 , 恒温培养箱培养 5 h。

收集细胞 , 加入含蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的

RIPA 裂解液 , 裂解 30 min, 提取总蛋白。随后 4 ℃、

13 000 r·min-1离心 20 min, 收集上清 , BCA 法测定蛋

白浓度并配平。经 SDS-PAGE电泳、转膜、5%脱脂牛

奶封闭后, 一抗 4 ℃孵育过夜。次日, 加入相应的二

抗孵育 2 h, 洗膜后 , 曝光仪成像 , 使用 Image J 分析

图片。

统计学分析 每组实验重复 3 次及以上 , 采用

GraphPad Prism 9.0进行统计学分析, 数据采用平均值 

± 标准差 (standard deviation, SD) 表示, 组间比较采用

t 检验 , 多组间比较采用单因素方差分析 (one-way 

analysis of variance, one-way ANOVA), P < 0.05代表具

有显著性差异。

结果

1　奥希替尼耐药非小细胞肺癌细胞株的验证

首先检测PC9和HCC827或奥希替尼耐药株PC9/
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OR和HCC827/OR对奥希替尼的敏感程度, 根据CCK-8

实验结果显示奥希替尼能够浓度依赖性地抑制以上

4株细胞的生长, 其中 PC9和HCC827细胞的 IC50值分

别为0.008 57 ± 0.002 09和0.001 00 ± 0.000 04 μmol·L-1, 

奥希替尼耐药株PC9/OR和HCC827/OR的 IC50值分别

为 2.071 67 ± 0.359 72 和 4.532 67 ± 0.205 05 μmol·L-1 

(图 1), 对 PC9和HCC827的耐药倍数分别为 241.74和

4 532.67, 这些结果表明 PC9/OR 和 HCC827/OR 对奥

希替尼的敏感性明显低于亲本细胞, 耐药性显著。

2　桔梗皂苷D抑制奥希替尼耐药非小细胞肺癌细胞

的增殖活性

为探究桔梗皂苷 D 对奥希替尼耐药和非耐药

NSCLC细胞的影响, 使用不同浓度的桔梗皂苷D处理

NSCLC 细胞 48 h, CCK-8 结果显示, 桔梗皂苷 D 能浓

度依赖性地抑制 PC9、PC9/OR、HCC827、HCC827/OR

的生长 (图2A、B), 其中PC9/OR和HCC827/OR对桔梗

皂苷D显示出更强的敏感性, 这表明桔梗皂苷D可能

对 EGFR-TKI耐药株具有一定的选择性。因此, 后续

主要围绕奥希替尼耐药株进行研究。采用CCK8法测

定不同浓度桔梗皂苷 D 给药处理 24、48、72 h 后 PC9/

OR和HCC827/OR的存活力变化 (图 2C、D), 与空白组

相比, 各给药组显著降低奥希替尼耐药株的存活率, 进

一步证明这种生长抑制作用具有浓度依赖性, 同时也

具有时间依赖性, PC9/OR细胞的 IC50值分别为 11.28 ± 

0.34、10.43 ± 0.06、9.51 ± 0.15 μmol·L-1, HCC827/OR细

胞的 IC50 值分别为 14.35 ± 0.39、9.84 ± 1.30、7.53 ± 

0.76 μmol·L-1。克隆形成结果同样证实, 桔梗皂苷D能

有效抑制 PC9/OR和HCC827/OR的增殖, 且抑制效果

呈浓度依赖性 (图 2E)。光学显微镜观察发现, 空白对

照组 PC9/OR细胞呈纺锤形和圆形, HCC827/OR细胞

呈上皮细胞样, 经桔梗皂苷D处理 48 h后, 细胞随着浓

度的升高出现皱缩、破裂, 且细胞数随着浓度的递增也

逐步减少 (图 2F), 进一步证明桔梗皂苷D具有抑制奥

希替尼耐药NSCLC细胞的增殖和生长的能力。

3　桔梗皂苷D与奥希替尼联用协同抑制奥希替尼耐

药NSCLC细胞的生长

为研究桔梗皂苷D与奥希替尼对耐药NSCLC细

胞的耐药逆转作用, 采用CCK-8检测奥希替尼和桔梗

皂苷D单药及联合治疗后对耐药细胞株增殖的影响。

图 3A、B结果表明, 与单独使用奥希替尼或桔梗皂苷D

相比, 联合治疗组表现出更明显的增殖抑制作用。进

一步构建ZIP、Bliss和HAS协同评分模型, 以验证其协

同效应 (图 3C、D)。结果显示 , 所有模型协同评分在

PC9/OR和HCC827/OR细胞中均超过 10, 说明二者联

用对细胞的增殖存在协同作用。在光学显微镜下 , 

2.5 μmol·L-1奥希替尼与 10 μmol·L-1桔梗皂苷D联用表

现出比单药更显著的抑制作用 (图 3E)。在此基础上, 

本研究进一步采用 LDH释放实验检测桔梗皂苷D对

奥希替尼耐药细胞的影响。LDH活性较为稳定, 细胞

凋亡或坏死而造成的细胞膜结构的破坏会导致细胞质

内的 LDH释放到培养液中。图 3F、G的结果表明, 与

单独给药相比, 联合治疗显著促进 LDH的释放, 具有

更强的杀伤作用。上述结果表明, 桔梗皂苷D和奥希

替尼在耐药NSCLC细胞系中具有协同的生长抑制作

用, 可能逆转NSCLC细胞对奥希替尼的耐药性。

4　桔梗皂苷 D 促进奥希替尼诱导的耐药 NSCLC 细

胞凋亡

为进一步探索桔梗皂苷D对奥希替尼耐药细胞株

的逆转机制, 使用 3-MA、CQ、Fer-1和Z-VAD细胞死亡

抑制剂与桔梗皂苷和奥希替尼联合使用 , 结果显示

Z-VAD 能够部分逆转桔梗皂苷 D 和奥希替尼引起的

细胞生长抑制作用, 而其他抑制剂无逆转作用 (图 4A、

B)。进一步采用 Annexin V-FITC/PI 流式检测桔梗皂

苷D和奥希替尼联合应用对耐药细胞凋亡的影响。图

4C～F结果显示, 桔梗皂苷D与奥希替尼联合使用时, 

PC9/OR 和 HCC827/OR 的凋亡率分别为 22.31% ± 

2.28%和 35.11% ± 1.84%, 与单药组的凋亡率相比, 联

合用药组的细胞凋亡率更高, 且具有显著的统计学意

义 (P < 0.01), 表明桔梗皂苷D和奥希替尼联合使用的

诱导细胞凋亡能力更强。此外, 使用不同药物剂量的

桔梗皂苷D处理PC9/OR和HCC827/OR细胞, 图 4G～

J结果显示在高剂量下凋亡标志性蛋白 cleaved-PARP

蛋 白 水 平 上 调 , 证 实 桔 梗 皂 苷 D 在 PC9/OR 和

HCC827/OR细胞中发生了凋亡性死亡。凋亡相关蛋

白检测的结果表明, 桔梗皂苷D和奥希替尼的联合应

用通过激活半胱氨酸蛋白酶Caspase 3, 使其形成活化

的 cleaved-Caspase 3, 并上调 cleaved-PARP 蛋白的表

达水平, 从而诱导细胞凋亡。与单药组相比, 联合用药

组能更快诱导细胞发生凋亡性死亡 (图 4K～P)。因

Figure 1　 Sensitivity of non-small cell lung cancer cells to 

osimertinib (Osi). The indicated cells were exposed to Osi for 48 h 

and then detected by CCK-8 assay
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此, 桔梗皂苷D促进奥希替尼引起的耐药NSCLC细胞

凋亡。PI/Hoechst 33342双染结果进一步表明, 与单独

治疗组相比, 桔梗皂苷D和奥希替尼联合使用能够增

加 PI阳性率, 协同促进奥希替尼耐药 NSCLC 细胞凋

亡 (图4Q～T)。

5　桔梗皂苷D与奥希替尼联合应用抑制Akt/p70S6K

信号通路

活化的 Akt通过磷酸化多种酶、激酶和转录因子

等下游因子, 进而调节细胞的功能。非小细胞肺癌细

胞对奥希替尼耐药后, Akt通路发生活化, 因而研究者

认为Akt的激活是奥希替尼耐药的机制之一[22,23]。进

一步研究桔梗皂苷 D对 Akt通路的影响, 图 5A～F结

果显示, 桔梗皂苷D能够抑制Akt通路的磷酸化水平, 

并呈浓度依赖性。为探索桔梗皂苷D与奥希替尼联合

后对Akt通路的影响, 采用免疫印迹对给药处理 6 h后

的 PC9/OR 和处理 5 h的 HCC827/OR 细胞中 Akt信号

通路相关蛋白水平进行了检测。Western blot结果表

明, 与桔梗皂苷D或奥希替尼单独处理相比, 联合治疗

组能显著抑制Akt及其下游 p70S6K蛋白的磷酸化 (图

5G～L)。为验证Akt通路在耐药非小细胞肺癌细胞中

的重要性, 使用 P-Akt抑制剂 capivasertib 与奥希替尼

联合应用, 结果显示能促进 PC9/OR和HCC827/OR细

胞的增殖抑制作用, 并且在同一奥希替尼剂量下, 除奥

希替尼 5 μmol·L-1和 capivasertib 联用组在 PC9/OR 没

有统计学差异外, 其余联用组的生长抑制作用明显强于奥

希替尼组, 存在显著的统计学意义 (P < 0.01, 图5M、N)。

讨论

据 GLOBOCAN 数据统计, 肺癌的发生率和致死

率位居前列, 分别是12.4%和18.7%。非小细胞肺癌是

肺癌的主要病理类型, 尽管目前 EGFR-TKI的开发已

经发展到第四代, 但尚未获准临床使用[24,25], 奥希替尼

仍是非小细胞肺癌治疗的一线药物[26]。然而, 耐药性

仍然无法避免 , 机制涉及 C797S 位点突变、MET 和

Figure 2　Effects of platycodin D (PD) on the proliferation of Osi-sensitive and -resistant cell lines. A, B: PC9 and PC9/OR (A), HCC827 

and HCC827/OR (B) cells were treated with different concentrations of PD, and cell viability was assessed using the CCK-8 assay; C, D: 

CCK-8 assay was used to determine the viability of PC9/OR (C) and HCC827/OR (D) cells after 24, 48 and 72 h treatment with different 

concentrations of PD. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1; E: The clone formation was used to detect the effect of PD on the 

proliferation of PC9/OR and HCC827/OR cells (left) and the quantitative analysis of the results (right); F: Cellular morphology of PC9/OR 

and HCC827/OR cells after treatment with PD (4, 8, 12 and 20 μmol·L-1) for 48 h. Magnification = 10×, scale bar: 360 μm, n = 3, x ± s. 
**P < 0.01, ****P < 0.000 1 vs control
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Figure 3　Effects of the combination of PD and Osi on NSCLC cells resistant to Osi in vitro. A, B: CCK-8 assay was conducted to explore 

the proliferative capacities of PC9/OR (A) and HCC827/OR (B) treated with the Osi (0.1, 1, 2.5 and 5 μmol·L-1), PD (4, 8, 10 and 12 μmol·L-1), 

and the combination of PD and Osi for 48 h; C, D: Synergy scoring models demonstrating the synergistic effect of Osi and PD. PC9/OR (C) 

and HCC827/OR (D) cells were treated with different concentrations of Osi and PD, or their combination as indicated for 48 h. 

Subsequently, the synergy scoring models were constructed by SynergyFinder according to the cell viability; E: Cellular morphology of PC9/

OR and HCC827/OR cells after treatment with PD and Osi for 48 h, Magnification = 10× , scale bar: 360 μm; F, G: The lactate 

dehydrogenase (LDH) release assay was used to determine LDH content in the cell supernatant. PC9/OR (F) cells were treated with 1 μmol·L-1 

Osi and 8 μmol·L-1 PD, while HCC827/OR (G) cells were treated with 2.5 μmol·L-1 Osi and 10 μmol·L-1 PD, for 24 h. n = 3, x ± s. *P < 0.05, 
**P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1
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Figure 4　The enhancement effect of PD combined with Osi on apoptosis of the Osi-resistant cells. A, B: The CCK-8 assay was applied to 

determine the reversal effect of 2.5 mmol·L-1 3-methyladenine (3-MA), 10 μmol·L-1 chloroquine (CQ), 20 μmol·L-1 ferrostatin-1 (Fer-1) and 

20 μmol·L-1 Z-VAD (OMe)-FMK (Z-VAD) on the viability suppression induced by the combined treatment of 8 μmol·L-1 PD and 1 μmol·L-1 

Osi in PC9/OR (A) and HCC827/OR (B) cell lines; C−F: The apoptosis of PC9/OR (E) and HCC827/OR (F) treated with 10 μmol·L-1 PD 

and 2.5 μmol·L-1 Osi was measured by flow cytometry with Annexin V-FITC/PI staining. The quantitative results are displayed in Figure 4C 

and D, respectively; G− J: PC9/OR (G) and HCC827/OR (I) cells were treated with different concentrations of PD for 24 h, followed by 

Western blot analysis to detect the protein expression of cleaved-PARP and quantification values; K−M: PC9/OR cells were treated with 

8 μmol·L-1 PD and 1 μmol·L-1 Osi for 6 h, followed by Western blot analysis to detect the protein expression of cleaved-PARP and CCAS3 

and quantification values; N−P: HCC827/OR cells were treated with 10 μmol·L-1 PD and 2.5 μmol·L-1 Osi for 5 h, followed by Western blot 

analysis to detect the protein expression of cleaved-PARP and CCAS3 and quantification values; Q−T: PC9/OR and HCC827/OR treated 

with 8 μmol·L-1 PD and 1 μmol·L-1 Osi for 24 h, stained with PI and Hoechst 33342 and photographed by fluorescence microscopy. 

Quantitative analysis of fluorescence staining in PC9/OR and HCC827/OR cell lines and conducted using Image J for statistical evaluation. 

Magnification = 10×, scale bar: 170 μm. n = 3, x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1. CAS3: Caspase 3; CCAS3: Cleaved-Caspase 3
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HER2 扩增、旁路激活以及转化为 SCLC 等[7,27,28]。因

此, 寻求有效的药物逆转奥希替尼的耐药有着重要的

临床价值。据报道, 天然产物如小檗碱等能逆转奥希

替尼的获得性耐药, 小檗碱与奥希替尼联合使用时, 可

协同且选择性地降低多种MET扩增型奥希替尼耐药

EGFR突变非小细胞肺癌细胞系的存活率和抑制裸鼠

体内移植瘤的生长, 这种协同作用可能通过上调Bim

蛋白、下调Mcl-1蛋白, 从而增强细胞凋亡诱导效应来

实现[29]。从天然产物中寻找奥希替尼的耐药逆转剂具

有很好的可行性。桔梗皂苷D也是来源于桔梗的一种

Figure 5　The inhibitory effect of PD combined with Osi on the Akt/p70S6K signaling pathway. A−F: Western blot analysis of the effects 

of different concentrations of PD on the phosphorylation of Akt and p70S6K in PC9/OR (A) and HCC827/OR (D) cells for 24 h, along with 

their normalization analysis; G−L: Western blot analysis of the effects of PD and Osi on the phosphorylation of Akt and p70S6K in PC9/OR 

(G) and HCC827/OR (J) cells, along with their normalization analysis; M, N: Effects of Osi combined with 0.5 μmol·L-1 capivasertib on the 

viability of PC9/OR (M) and HCC827/OR (N) cells were assessed by CCK-8 assay. n = 3, x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1
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天然产物, 具有多种药理活性, 且对多种癌细胞系包括

非小细胞肺癌在体内和体外具有强效的抗肿瘤活性。

目前, 尚未发现桔梗皂苷D和奥希替尼联用的相关报

道, 因此研究桔梗皂苷D对奥希替尼耐药的逆转作用

能够丰富天然产物的作用机制, 为桔梗皂苷D抗肿瘤

作用的研究提供参考。

近来有研究者报道 , 桔梗皂苷 D 能够通过

miR-877-3P/PNMA5 调节轴诱导铁死亡 , 从而抑制

NSCLC细胞 PC9和H1299的生长及迁移[12], 也能通过

调节 Hsa-miR-1246/FUT9/GSK3β通路干预 NSCLC 细

胞 PC9和A549的生长[30], 那么, 桔梗皂苷D能否影响

奥希替尼耐药 NSCLC 细胞株的生长呢? 本研究结果

表明, 桔梗皂苷D能够浓度和时间依赖性地抑制奥希

替尼获得性耐药的 NSCLC 细胞 PC9/OR 和 HCC827/

OR的生长, 这与文献报道一致; 特别的是桔梗皂苷D

对奥希替尼耐药细胞株的生长抑制作用强于其对应的

敏感细胞株。在此基础上, 本研究进一步观察了桔梗

皂苷D和奥希替尼联用对耐药细胞生长的抑制作用。

结果发现, 桔梗皂苷D和奥希替尼联用能协同抑制耐

药细胞的生长, 且二者联用能促进 LDH的释放, 因而

桔梗皂苷D可能具有逆转奥希替尼耐药的作用。

细胞凋亡是抗肿瘤药物产生作用的机制之一, 其

中Caspase 3和 PARP的剪切活化是凋亡发生的标志。

文献报道 , 桔梗皂苷 D 处理可显著降低 NSCLC 细胞

H1299和H2030的活力、减少集落形成数量、损伤线粒

体功能, 并诱导细胞凋亡, 主要通过激活 JNK1/AP-1信

号轴上调 PUMA表达, 进而诱导NSCLC细胞凋亡[13]。

那么细胞凋亡是否为桔梗皂苷D与奥希替尼联用产生

协同抑制获得性耐药细胞生长的机制呢? 本研究结果

表明, 桔梗皂苷D在高剂量下能引起 PARP的活化, 而

较低剂量的桔梗皂苷D与奥希替尼联用能够明显促进

奥希替尼耐药细胞凋亡, 使得Caspase 3和 PARP剪切

条带的表达量明显高于单药, 且PI染色也进一步说明

联用组较单药组有更显著的细胞凋亡率, 因此推测细

胞凋亡是桔梗皂苷D逆转奥希替尼耐药的机制。

Akt是丝氨酸/苏氨酸激酶, 一种细胞生长和分化

的信号分子, 激活后能够调节许多下游蛋白的功能, 主

要参与细胞的存活、增殖、迁移、代谢和血管生成[31]。

Akt 的异常过度表达或激活已在多种癌症中被观察

到, 包括卵巢癌、肺癌和胰腺癌, 且与癌细胞增生和存

活率增加有关[32-35]。研究表明, 靶向 PI3K/Akt信号通

路成分可用来克服癌症治疗中的药物耐药性。在非小

细胞肺癌患者中, 获得性EGFR-TKI耐药患者的P-Akt 

(Ser473) 水平升高, 接受EGFR-TKI治疗的 P-Akt阴性

患者的无进展生存率 (PFS) 为 14.5个月, 而P-Akt阳性

患者仅为 6.1个月。这些数据显示, P-Akt水平作为预

测患者初期 EGFR-TKI 反应降低的新型生物标志物 , 

具有潜在重要作用[36]。具有与耐药相关的获得性突变

的小细胞肺癌患者中, PI3K-Akt信号通路获得共 20个

基因富集 , 研究表明 PI3K/Akt 通路的激活可能在

SCLC治疗耐药中起作用[37]。70 kDa核糖体蛋白S6激

酶 (p70S6K) 受 PI3K/Akt/mTOR (PAM) 途径调控 , 该

信号通路参与细胞的增殖、分化和凋亡等多种细胞功

能的调节 , 与肿瘤的发生发展及转移密切相关[38]。

p70S6K的激活能直接影响细胞的生长和存活, 有研究

观察到 p70S6K在乳腺癌和脑膜瘤中异常, 使 p70S6K

成为PAM通路抑制的关键靶点[39-41]。本研究发现桔梗

皂苷D和奥希替尼联合应用能有效抑制Akt蛋白及下

游蛋白 p70S6K的磷酸化, 使用Akt抑制剂可增加耐奥

希替尼对非小细胞肺癌细胞的生长抑制作用。Grazini

等[42]通过基因工程手段引入 PIK3CA/Akt/PTEN 基因

改变的EGFR突变型NSCLC细胞, 会对奥希替尼产生

耐药性; 而联合使用奥希替尼与Akt抑制剂 capivasertib

处理, 则可使这些耐药细胞重新对奥希替尼敏感。此

外, 在携带PIK3CA/Akt/PTEN基因改变的异种移植瘤

和患者来源异种移植瘤体内模型中, 其对奥希替尼的

敏感性显著低于无这些基因改变的模型; 且在这些双

突变模型中, 与单独使用奥希替尼相比, capivasertib联

合奥希替尼的方案展现出更强的抗肿瘤效果。本研究

结果也表明了Akt抑制剂 capivasertib增强奥希替尼对

耐药细胞的增殖抑制作用。因此, 本课题组认为桔梗

皂苷 D 与奥希替尼联用时可能通过 Akt/p70S6K 信号

通路发挥作用。

综上所述, 桔梗皂苷D作为桔梗中主要活性成分, 

与奥希替尼协同克服非小细胞肺癌耐药, 可能是通过

抑制Akt信号通路和促进细胞凋亡产生抗肿瘤效应。

本研究为桔梗皂苷D在非小细胞肺癌治疗中的应用提

供了科学证据, 也为桔梗皂苷D与EGFR-TKIs的联合

治疗在临床应用中提供了理论基础。
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