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埃克替尼联合二甲双胍对耐药非小细胞肺癌 H1975 细胞的抗肿瘤作用
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［摘要］  目的 研究埃克替尼联合二甲双胍对耐药非小细胞肺癌 H1975 细胞的抗肿瘤作用及可能机制。方法 用

CCK-8 法检测埃克替尼（0、0.1、1、5、10、20、40 μmol· mL-1）、二甲双胍（0、2、4、8、16、32、64 mmol·mL-1） 

以及埃克替尼［0、0.125、0.25、0.5、1 倍半数抑制浓度（IC50）］联合二甲双胍（0.5 倍 IC50）对 H1975 细胞增殖 

的抑制作用和联合指数（CI） ；采用划痕实验检测细胞的迁移能力 ；采用侵袭实验检测细胞的侵袭能力 ；采用

Annexin V-FITC/PI 流式细胞术检测细胞凋亡率 ；采用 Western blot 法检测相关蛋白表达水平。结果 埃克替尼和二

甲双胍抑制 H1975 细胞 48 h 的 IC50 分别为（49.90±4.84）μmol · mL-1 和（13.20±1.27 ）mmol · mL-1。埃克替尼与

二甲双胍对 H1975 细胞具有协同抑制作用（CI<1）。与二甲双胍组和埃克替尼组比较，联合用药组的细胞迁移率显

著下降、细胞侵袭能力显著降低、细胞凋亡率显著增加（P<0.05）；Akt、mTOR 的磷酸化蛋白水平和 Bcl-2 的表达

水平显著下降，AMPK 的磷酸化蛋白水平和 Bax 的表达水平显著升高（P<0.05）。结论 埃克替尼联用二甲双胍对

非小细胞肺癌 H1975 细胞具有显著的协同抑制增殖作用和促凋亡作用，其机制可能与激活 AMPK、抑制 Akt/mTOR

信号通路有关。
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［ABSTRACT］  AIM  To study the anti-tumor effect of icotinib combined with metformin on non-small cell lung 

cancer （NSCLC） H1975 cells and its possible mechanism. METHODS  CCK-8 assay was used to detect the proliferation 

inhibitory effect and combination index （CI） of icotinib monotherapy （0, 0.1, 1, 5, 10, 20, 40 μmol·mL-1）, metformin 

monotherapy （0, 2, 4, 8, 16, 32, 64 mmol·mL-1）, and icotinib （0, 0.125, 0.25, 0.5, 1 times of IC50） combined with 

metformin （0.5 times of IC50） on the H1975 cells. The migratory ability of the cells was detected by scratch test，and 

the invasive ability of the cells was detected by invasion test. Annexin V-FITC/PI flow cytometry was used to detect the 
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rate of apoptosis. Western blot was used to detect the expression level of related proteins. RESULTS  The IC50 of icotinib 

and metformin for the inhibition on H1975 cells after 48 h were （49.90±4.84） μmol·mL-1 and （13.20±1.27）mmol· 

mL-1, respectively. Icotinib and metformin produced a synergistic effect in H1975 cells（CI<1）. Compared with the 

metformin group and the icotinib group, the migration rate and invasion ability of combination group were significantly 

decreased, and the apoptosis rate was significantly increased （P<0.05）；the expression of p-Akt, p-mTOR and 

Bcl-2 were significantly decreased, while the expression of p-AMPK and Bax were significantly increased （P<0.05）. 

CONCLUSION  Icotinib and metformin have significant synergic antitumor effects and proapoptotic effects on non-small cell 

lung cancer H1975 cells, and the underlying mechanism may be related to enhancing activation of AMPK and inhibition of 

Akt/mTOR signaling pathway.

肺癌是全球发病率排第 2 位、死亡率排第 1 位

的恶性肿瘤，其中 85% 以上的肺癌为非小细胞肺癌

（non-small cell lung cancer，NSCLC）［1］。 埃 克 替 尼

（icotinib）是我国第一个自主研发成功的表皮生长因

子受体（epidermal growth factor receptor，EGFR）- 酪

氨 酸 激 酶 抑 制 剂（tyrosine kinase inhibitors，TKIs），

适用于具有 EGFR 基因敏感突变的局部晚期或转移性

NSCLC 患者［2］，但绝大多数患者在服药 6~12 个月后

会因产生耐药性而出现疾病进展［3］。近年来，有多项

研究发现口服降糖药物二甲双胍（metformin）具有抑

制肿瘤细胞增殖的作用［4, 5］。已有学者探索了 EGFR-
TKIs 与二甲双胍联合用药发挥对 NSCLC 细胞的协同

抑制作用，试图解决 EGFR-TKIs 的耐药问题，但相关 

研究结果尚未有明确统一的结论。例如，研究显示，二 

甲双胍可通过恢复耐 EGFR-TKIs 吉非替尼肺癌细胞 

的上皮间质转化（epithelial to mesenchymal transition，

EMT），逆转细胞对吉非替尼的耐药性，增强吉非替

尼对 NSCLC 细胞的抑制作用［6］；而与 EGFR-TKIs 厄

洛替尼联用后，二甲双胍则可能通过影响 NSCLC 细

胞的自噬与凋亡作用，减弱厄洛替尼的抗癌效果［7］。

基于此，本研究探讨了埃克替尼联合二甲双胍对耐药

NSCLC 细胞的抗肿瘤作用，以期为 NSCLC 的临床治

疗提供思路。

材料与方法

材料与设备  ChemiDoc XRS+ 化学发光成像系统（Bio-
Rad 公司），CKX41 倒置相差显微镜（Olympus 公司）， 

BD FACSCanto 11 流式细胞仪（BD 公司），Fluoroskan 

FL 酶标仪（Thermo Fisher 公司），NU-5810E 二氧化

碳细胞培养箱（Thermo Fisher 公司）等。

主要药品与试剂  埃 克 替 尼（ 批 号 ：610798-31-7，

纯度 >99%）由浙江贝达药业股份有限公司惠赠，二

甲 双 胍（ 批 号 ：657-24-9， 纯 度 >98.5%） 由 贵 州 天

安药业股份有限公司惠赠，两药分别以二甲基亚砜 

（DMSO）和磷酸缓冲盐溶液（PBS）溶解，均于 -20 ℃ 

保存备用，使用前以 RPMI 1640 培养基稀释至实验所

需浓度。胎牛血清（批号 ：10099141C）购自美国 Gibco

公司 ；兔抗人表皮生长因子（EGFR）、磷酸化表皮生长

因子（p-EGFR）、单磷酸腺苷依赖的蛋白激酶（AMPK）、

磷酸化 AMPK（p-AMPK）、蛋白激酶 B（Akt）、磷酸 

化 Akt（p-Akt）、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）、磷 

酸化 mTOR（p-mTOR）、B 细胞淋巴瘤 2（Bcl-2）、Bcl-2 

相 关 X 蛋 白（Bax） 抗 体 购 自 美 国 Cell Signaling 

Technology 公司 ；辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗 

试剂盒、CCK-8 试剂盒、Annexin V-FITC/PI 凋亡检测试 

剂盒和 ECL 试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公

司 ；DMSO、PBS、RPMI 1640 培养基购自武汉赛维尔

生物公司。

细胞培养  人肺腺癌细胞株 H1975（同时具有 21 号

外显子 L858R 敏感突变以及 20 号外显子 T790M 耐药

突变的耐药细胞）购自中国科学院上海细胞生物学研 

究所。细胞用 RPMI 1640 培养液（含有 10% 胎牛血

清）在 37 ℃、含 5%CO2 的孵箱中常规培养，生长至

约 80% 融合时传代，隔日更换培养基。

细胞活力和抑制率检测  取对数生长期的 H1975 细胞，

制备单细胞悬液，调整细胞密度为 5×104 个·mL-1，接

种于 96 孔板，每孔接种 100 μL，置于 5% CO2 培养箱

中培养 24 h 后将细胞分为对照组、埃克替尼组、二甲

双胍组和联合用药组。其中，对照组不加药物，埃克替

尼组加入不同浓度（0、0.1、1、5、10、20、40 μmol· 

mL-1）的埃克替尼溶液，二甲双胍组加入不同浓度（0、

2、4、8、16、32、64 mmol · mL-1）的二甲双胍溶液，

联合用药组加入不同浓度的埃克替尼［0、0.125、0.25、

0.5、1 倍半数抑制浓度（IC50）］和二甲双胍溶液（0.5

倍 IC50），每组设 6 个复孔，实验重复 3 次。培养 48 h

后，每孔分别加入 CCK-8 试剂 10 μL，避光孵育 1.5 h，

以不加细胞的空白培养基为空白组进行对照，用酶标

仪在 450 nm 波长处检测吸光度（A）值。
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V，80 min），之后转移至聚偏二氟乙烯膜上，用 5%

脱脂奶粉封闭 2 h ；以 TBST 清洗后，加入相应一抗

（稀释比例 1 1 000）于 4 ℃孵育过夜 ；以 TBST 清洗

后，加入辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗（稀释比

例 1 2 000），继续孵育 2 h。以 TBST 清洗后，采用 

ECL 发光试剂避光显色。实验重复 3 次。采用 Image J 

1.8.0 软件以 GAPDH 为内参蛋白计算目的蛋白的表达

水平。目的蛋白相对表达水平 = 目的蛋白条带灰度值 / 

内参蛋白条带灰度值。

统计学方法  采用 SPSS 22.0 统计学软件进行分析，

计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，多组数据间

的比较采用单因素方差分析，两组间的数据比较采用

LSD-t 检验。检验水准 α=0.05。

结    果

对 H1975 细胞增殖的影响  CCK-8 法检测结果显示，

H1975 细胞增殖抑制率随着埃克替尼和二甲双胍浓度

的升高而升高，埃克替尼和二甲双胍单药作用 H1975

细胞 48 h 的 IC50 分别为（49.90±4.84） μmol · mL-1 和

（13.20±1.27） mmol·mL-1。

不同浓度埃克替尼、二甲双胍单药及联合给药对

H1975 细胞活力的影响情况见图 1。结果显示，与埃

克替尼组比较，联合用药组的细胞活力均呈下降趋势。

用 CompuSyn 1.0.1 软件导出 Fa-CI 图（图 1D），结果显 

示，6.25、12.5、25、50 μmol·mL-1 埃克替尼与 6 mmol· 

mL-1 二甲双胍的 CI 均 <1，表明埃克替尼和二甲双

胍 联 合 使 用 对 H1975 细 胞 增 殖 具 有 良 好 的 协 同 抑

制效应，且埃克替尼与二甲双胍的质量浓度分别为 

25 μmol · mL-1、6 mmol · mL-1 时的协同效应最佳（CI

值最低），因此后续实验均以上述浓度处理细胞。

对 H1975 细胞迁移的影响  细胞迁移结果见图 2。处

理 24 h 后， 对 照 组、 二 甲 双 胍 组、 埃 克 替 尼 组 和

联 合 用 药 组 的 细 胞 迁 移 率 分 别 为（44.63±4.79）%、 

（26.70±1.98）%、（28.24±2.18）% 和（22.37±2.82）%，  

各给药组的细胞迁移率均显著小于对照组（P<0.05）。处

理 48 h 后，上述 4 组细胞迁移率分别为（69.41±5.76）%、 

（46.55±4.86）%、（46.87±5.66）% 和（29.94±1.16）%，

各给药组的细胞迁移率均显著小于对照组（P<0.05），

且联合用药组的细胞迁移率显著小于埃克替尼组和二

甲双胍组（P<0.05）。

对 H1975 细胞侵袭能力的影响 处理 48 h 后，将对

照组穿出 Millicell 小室的细胞数（穿膜细胞数）设置

为 1，埃克替尼组的相对穿膜细胞数为 0.57±0.04，

二甲双胍组为 0.43±0.02，联合用药组为 0.14±0.01，

细胞活力（%）=� ×100%，

抑制率（%）=（1- 细胞活力）×100%。利用 Graphpad 

Prism 8.0 软件计算药物的 IC50 值，利用 CompuSyn 1.0.1

软 件 对 CCK-8 法 的 检 测 结 果 进 行 分 析， 绘 制 效 应 

（Fa）- 联合指数（CI）图。若 CI<1，认为两药具有 

协 同 作 用 ；若 CI=1， 认 为 两 药 具 有 相 加 作 用 ；若

CI>1，则认为两药具有拮抗作用［8］。

细胞迁移能力检测  取对数生长期的 H1975 细胞，以

2×105 个·mL-1 接种于 6 孔板上，每孔 2 mL，培养 24 h 后 

用 10 μL 枪头垂直划痕，弃上清液，以 PBS 洗涤 3 次，

分别设置对照组（不加药物）、二甲双胍（6 mmol· 

mL-1）组、埃克替尼（25 μmol · mL-1）组以及联合用

药 组（ 二 甲 双 胍 6 mmol · mL-1+ 埃 克 替 尼 25 μmol ·  

mL-1），在加药 0、24 和 48 h 后于倒置显微镜下观察、 

拍照，采用 Image J 1.8.0 软件分析划痕距离，并用

Graphpad Prism 8.0 软件计算细胞迁移率。细胞迁移 

率 =（0 h 时的划痕间距 -24 h 或 48 h 时的划痕间距）/ 

0 h 时的划痕间距 ×100%。实验重复 3 次。

细胞侵袭能力检测  将 Millicell 小室（孔径 8 μm）放

入 24 孔培养板中，用 Matrigel 基质胶（每孔 50 μL） 

包被 Millicell 小室底部的聚碳酸酯膜，于 37 ℃放置

过夜，使其成凝胶状。将 H1975 细胞按上述方法分

组及给药，处理 48 h 后，分别以 2×105 个·mL-1、每

孔 100 μL 接种于 Millicell 的上室，下室中加入 RPMI 

1640 培养液（含 10% 胎牛血清） 600 μL。培养 48 h 后，

取出 Millicell 小室，用棉签擦去聚碳酸酯膜上的上层

细胞，将 Millicell 小室以 4% 多聚甲醛固定 30 min，

结晶紫染色 30 min。取聚碳酸酯膜上的下层细胞在显

微镜下计数穿膜细胞，以各药物组相对对照组的穿膜

数比较细胞侵袭能力，即细胞侵袭能力＝药物组穿膜

细胞数 / 对照组穿膜细胞数。实验重复 3 次。

细胞凋亡率检测  取对数生长期的 H1975 细胞，以

2×105 个·mL-1 接种于 6 孔板上，每孔 2 mL，培养 24 h 后，

按 上 述 方 法 分 组 及 给 药， 处 理 48 h。 按 照 Annexin 

V-FITC/PI 试剂说明书收集细胞，经 Annexin V-FITC/

PI 染色后利用流式细胞仪检测细胞凋亡率。实验重复 

3 次。

蛋 白 表 达 检 测  取 对 数 生 长 期 的 H1975 细 胞， 以

2×105 个·mL-1 接种于 6 孔板上，每孔 2 mL，培养

24 h 后，按上述方法分组及给药，处理 48 h 后收集

细胞，提取细胞总蛋白，采用 BCA 法定量检测蛋白

浓度。取 20 μg 蛋白样品进行十二烷基硫酸钠 - 聚丙

烯酰胺凝胶电泳（浓缩胶 80 V，20 min ；分离胶 120 

实验组 A 值 - 空白组 A 值

对照组 A 值 - 空白组 A 值
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图 2 埃克替尼和二甲双胍对 H1975 细胞迁移能力的影响      A ：细胞迁移图（×100），B ：各组细胞的相对迁移率（n=3，x±s）。经单因
素方差分析 ：与对照组比较，bP<0. 05 ；与联合用药组比较，eP<0. 05

图 1 埃克替尼和二甲双胍对 H1975 细胞活力的影响（n=6，x±s）      A：埃克替尼对细胞增殖的影响，B：二甲双胍对细胞增殖的影响，C：
埃克替尼联合二甲双胍对细胞增殖的影响，D ：埃克替尼联合二甲双胍对细胞的效应（Fa）- 联合指数（CI）图（图中圆圈 a、b、c、d 分别代
表 6.25、12.5、25、50 μmol · mL-1 埃克替尼与 6 mmol · mL-1 二甲双胍的 CI 值）

各 给 药 组 的 相 对 穿 膜 细 胞 数 均 显 著 少 于 对 照 组

（P<0.05），且联合用药组的相对穿膜细胞数显著少于

埃克替尼组和二甲双胍组（P<0.05）。见图 3。

对 H1975 细胞凋亡的影响  处理 48 h 后，对照组、二 

甲双胍组、埃克替尼组和联合用药组的细胞凋亡率分

别为（8.3±0.92）%、（16.67±3.2）%、（18.1±3.82）%、

（34.87±4.34）%，各给药组的细胞凋亡率均显著高于

对照组（P<0.05），且联合用药组的细胞凋亡率显著

高于埃克替尼组和二甲双胍组（P<0.05） 。见图 4。

对 H1975 细胞相关蛋白表达的影响  处理 48 h 后，埃克

替尼组细胞的 p-EGFR 水平显著低于对照组（P<0.01），

且联合用药组细胞的 p-EGFR 水平显著低于埃克替

尼组和二甲双胍组（P<0.05）。与对照组相比，各给

药组细胞中的 p-AMPK 和 Bax 的表达水平均显著升

高，p-Akt、p-mTOR 和 Bcl-2 的表达水平均显著下降 

（P<0.05 或 P<0.01），且联合给药组的上述效果较埃克

替尼组和二甲双胍组更为显著（P<0.05 或 P<0.01）。

见图 5。

讨    论 

EGFR-TKIs 类药物的上市，为 NSCLC 的治疗带

来了希望，现已成为 EGFR 敏感突变 NSCLC 的一线

治疗药物［9］。埃克替尼作为我国自主研发的首个小

分子靶向抗癌药，可通过选择性结合细胞酪氨酸激酶

区，阻断 EGFR 下游信号通路传导，适用于治疗具有

EGFR 基因敏感突变的局部晚期或转移性 NSCLC 患
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图 3 埃 克 替 尼 和 二 甲 双 胍 对 H1975 细 胞 侵 袭 能 力 的 影
响      A ：各组细胞侵袭图（结晶紫染色，×100），B ：各组相对
穿膜（n=3，x±s）数。经单因素方差分析 ：与对照组比较，bP<0.05 ； 
与联合用药组比较 ：eP<0.05

如以奥希替尼为代表的第三代 EGFR-TKIs，此类药物

是 EGFR 不可逆抑制剂，对具有 T790M 耐药突变的

患者疗效显著，但由于新药开发上市进程缓慢，且价

格昂贵，患者的经济负担重。此外，无论是一线还是

二线使用奥希替尼，患者在治疗数月后仍会因 EGFR
突变，尤其是 18、20 和 21 号外显子的突变产生耐

药性［11］。（2）通过联合放疗、化疗或合用其他药物

图 4 埃克替尼和二甲双胍对 H1975 细胞凋亡率的影响      A ：
各组 H1975 细胞流式凋亡图，B ：各组 H1975 细胞凋亡率（n=3，
x±s）。经单因素方差分析 ：与对照组比较，bP<0.05 ；与联合用药
组比较，eP<0.05

-
-

-
-

--

- -
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- -
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- -

- -
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- -
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联合用药组

联合用药组

图 5 埃克替尼和二甲双胍对 H1975 细胞相关蛋白表达的影响      A ：各组 H1975 细胞的蛋白印迹图，B ：各组 H1975 细胞的相对
GAPDH 蛋白表达量（n=3，x±s）。经单因素方差分析 ：与对照组比较，aP>0.05，bP<0.05，cP<0.01 ；与联合用药组比较，eP<0.05，fP<0.01

者。 但 在 用 药 6~12 个 月 后，50%~60% 的 EGFR 基

因敏感突变会产生 T790M 耐药突变［10］，一定程度上限

制了其长期疗效和临床应用，因此探讨埃克替尼耐药

问题的解决方案对改善 NSCLC 患者具有重要的临床 

价值。

针对埃克替尼等小分子靶向药物的耐药问题，目

前的策略主要有两种：（1）开发针对耐药靶点的新药，
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延缓埃克替尼等小分子靶向药物获得性耐药的发生或

增加耐药细胞对药物的敏感性。近年来，通过联合用

药解决埃克替尼耐药问题已成为重要的研究热点。例

如，有研究发现，联合组蛋白去乙酰化酶抑制剂西达

本胺可通过抑制大鼠 RAS/MAPK 通路增加埃克替尼

对 NSCLC 的抗癌作用［12］；联合赖甲环素可通过抑制

生长因子受体结合蛋白介导的 Akt/ERK/STAT3 信号

通路逆转 NSCLC 细胞对埃克替尼的获得性耐药［13］；

另外，千金藤素也可通过调控 p53 信号促进细胞自噬

从而逆转人 NSCLC 细胞对埃克替尼的耐药性［14］。

二甲双胍作为一种安全有效的经典降糖药物，近

年来被发现具有潜在抗肿瘤作用，已有较多研究探索

了二甲双胍与抗肿瘤药物联用以增强抗肿瘤效果或增

加耐药肿瘤细胞对抗肿瘤药物敏感性的作用。例如，

有研究表明，二甲双胍能提高吉西他滨对转移性乳腺

癌的抗癌效果［15］；联合二甲双胍能增强索托拉西布

对 NSCLC 细胞的细胞毒性作用［16］。本研究探讨了埃

克替尼与二甲双胍联用对具有 EGFR T790M 耐药突

变的 H1975 细胞的协同抑制作用，并探讨了其可能

的相关机制。本研究发现，埃克替尼联合二甲双胍对

H1975 细胞增殖有明显的抑制作用，且该作用具有

协同作用 ；联合二甲双胍也可进一步增强埃克替尼对

H1975 细胞迁移和侵袭的抑制作用，提高 H1975 细

胞的凋亡率。

细胞凋亡是细胞死亡的一种形式，受多种分子

信号通路调控，线粒体通路是关键通路之一［17］。细

胞凋亡的线粒体途径受 Bcl-2 家族蛋白的调控，包括

Bcl-2 和 Bax，其中 Bcl-2 是抗凋亡蛋白，而 Bax 可拮

抗其抗凋亡作用，还能直接促进肿瘤细胞凋亡［18］。

本研究结果表明，埃克替尼联合二甲双胍可明显提高

H1975 细胞的 Bax 蛋白表达水平，并降低 Bcl-2 蛋白

表达水平，提示两药联用可能通过调控线粒体凋亡通

路诱导 H1975 细胞凋亡。

EGFR 是上皮生长因子细胞增殖和信号传导的受

体，对细胞的生长、增殖等生理过程发挥重要的作用，

是埃克替尼作用的关键靶点。AMPK 是细胞能量稳态

调节中的关键蛋白激酶，激活后的 AMPK 可将糖异

生、脂质和蛋白质合成等过程中的系列酶直接磷酸化，

进而抑制细胞的生长代谢 ；此外，其还可抑制 mTOR

的磷酸化［19, 20］。Akt 是一种原癌基因，在调控各种

不同细胞功能（包括代谢、生长、增殖、存活、转

录以及蛋白质合成等）中发挥重要作用，也是 mTOR

的重要上游信号［21］。本研究结果发现，二甲双胍单

药对 H1975 细胞的 EGFR 磷酸化无明显作用，但可

以直接激活 AMPK 并抑制下游 mTOR 磷酸化 ；此外，

二甲双胍也可直接抑制 Akt/mTOR 的磷酸化。埃克替

尼则通过抑制 EGFR 和 Akt/mTOR 的磷酸化以及激活

AMPK 发挥抗肿瘤作用。两药联用，可以进一步促进

H1975 细胞 AMPK 的磷酸化蛋白水平的表达，以及

抑制 Akt、mTOR 的磷酸化蛋白水平表达。因此，本

研究推测二甲双胍可能通过激活 AMPK 和抑制 Akt/

mTOR 信号通路增强埃克替尼对 NSCLC 耐药细胞的

抑制作用。

综上所述，联用二甲双胍能显著增强埃克替尼对

H1975 细胞增殖、迁移、侵袭的抑制作用及促凋亡作

用，上述作用可能与激活 AMPK 和抑制 Akt/mTOR 信

号通路有关。但该结论有待今后通过多种耐药细胞株

以及耐药动物模型进一步证实，或可通过 NSCLC 患

者应用埃克替尼与二甲双胍的临床观察予以评价。
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