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不同用药顺序吉非替尼、多西他赛联用 

对非小细胞肺癌细胞的体外抑制作用 

玄香兰 。周彩存 ，安昌善 

(1延边大学附属医院，吉林延吉133000；2上海市肺科医院) 

摘要：目的 探讨不同用药顺序吉非替尼、多西他赛(DXT)联用对非小细胞肺癌(NSCLC)细胞的体外抑制作 

用。方法 选择人肺癌细胞株 PC-9、PC-9／G、A549，用 MTY法、流式细胞技术分别检测不同顺序吉非替尼、DXT联 

用对3种细胞存活率、周期及凋亡的影响；用药顺序分先用 DXT、后用吉非替尼(D—G组)及先用吉非替尼、后用 

DXT组(G—D组)。结果 与G—D组比较，D—G组细胞存活率显著减少，可使细胞阻滞在 G：一M期，并增强 

DXT诱导的细胞凋亡(P均 <0．05)；G． D组可使细胞阻滞在 G。一G 期，并减少 DXT诱导的细胞凋亡。结论 先 

用DXT、后用吉非替尼为抑制 NSCLC细胞增殖的最佳联用方案。 
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Sequence-dependent antiproliferative effects of gefitinib combined with docetaxel 

in non-smalI celllung cancer cells in vitro 

XUAN Xiang—lan ，ZHOU Cai—cu,n，AN Chang—shan 

(1 Yanbian University Hospital，Ya 133000，P．R．China) 

Abstract：Objective To explore the sequence—dependent antiproliferative effects of gefitinib combined with docetaxel 

in non—small cell lung cancer cells in vitro．Methods PC-9，PC一9／G and A549 cell lines were chosed．The cell survival 

rates were measured by M33"assay，cell cycle distribution and apoptosis were measured by flow cytometry docetaxe1．Ac— 

cording to the sequence of administration of gefitinib combined with docetaxel，the cells were divided into docetaxe followed 

by gefitinib group(D—}G group)and gefitinib followed by doeetaxel group(G—十D group)．Results Compared with the G 

D group，D G group remarkably decreased cell survival，induced G2一M phase arrest and enhanced apoptosis induced by 

docetaxel；in contrast，G D group induced Go—Gl phase arrest and decreased apoptosis induced by doeetaxe1．Conclusion 

Sequential administration of docetaxel followed by gefitinib is optimal combination schedule for the antiproliferative effects 

of non—small cell lung cancer cells． 
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为了使非小细胞肺癌(NSCLC)患者能从靶向 

药物和化疗中受益，目前正在寻找靶向治疗与化疗 

的最佳联合方案和时机。2011年，我们观察了不同 

顺序吉非替尼、多西他赛(DXT)联用对人肺癌细胞 

株PC-9、PC．9／G、A549细胞周期及凋亡的影响，旨 

在寻找抑制 NSCLC生长的最佳联用方案 

1 材料与方法 

1．1 材料 人肺癌细胞株 PC-9、PC-9／G、A549(上 

海肺科医院中心实验室)；DMEM培养基、胰蛋白酶 

(鼎国生物)；细胞凋亡试剂盒(BioVision公司)；流 

式细胞仪分析细胞试剂盒(GenMed Scientifics公 
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司)；全自动酶标仪(芬兰)。 

1．2 方法 

1．2．1 细胞培养 将盛有 PC-9(EGFR 19外显子 

突变吉非替尼敏感株)、PC一9／G(吉非替尼获得性耐 

药)、A549(吉非替尼原发性耐药)的液氮冻存管放 

人 37℃水浴箱中快速融化，用 PBS洗涤后移入培 

养瓶，加入 10 mL含 10％胎牛血清的 DMEM培养基 

中，置5％ CO：、37℃培养箱孵育，每周换液传代，保 

持其对数生长状态。吉非替尼原料用 DMSO稀释 

成浓度 50 ixmol／mL的母液，避光、4 cc保存，用药时 

DMSO终浓度小于 0．1％。DXT 40 mg／mL避光、4 

℃保存，配制母液时以1：3比例溶于 13％乙醇中， 

加药后乙醇终浓度小于0．1％。 
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1．2．2 药物半数抑制浓度(IC∞)检测 采用 MTr 

法检测药物 Ic 取 100 含细胞数 5×10 个的 

细胞悬液，接种于96孔板；加入 100 L含不同浓度 

吉非替尼(浓度梯度5～50~mol／L)或 DXT(浓度梯 

度4—4O g／mL)的培养液，72 h后每孔加入 20 L 

MTr 5 mg／mL，置细胞培养箱孵育 4 h，1 200 r／min 

离心 10 rain，弃上清；每孔加 DMSO 200 L，置摇床 

上充分混匀 1 h。最后用酶标仪测量波长530 nm时 

的光密度(OD)值，求出每组平均 OD值，计算细胞 

存活率。细胞存活率 =(每组平均 OD值 一试剂空 

白／对照组 OD平均值 一试剂空白)X 100％。用细 

胞存活率作出量效曲线，用作图法得出两种药物对 

不同细胞的 Ic 

1．2．3 不同用药顺序对细胞存活率的影响 取 

100 含细胞数5×10 个的细胞悬液接种于96孔 

板。各组用药顺序：G—D组 (即吉非替尼一DxT 

组)先加入 100 含不同浓度的吉非替尼(PC-9、 

PC-9／G、A549终浓度分别为0．04、15、30 mol／／L)， 

24 h后加入 l0 L含不同浓度的 DXT(PC-9、PC-9／ 

G、A549终浓度分别为 8、18、16~g／mL)培养液；培 

养72 h后加入20 L／孔MTr 5 mg／mL，置细胞培养 

箱孵育 4 h，1 200 r／rain离心 10 rain，弃上清；每孔 

加入DMSO 200 ，摇床上充分混匀后，用酶标仪 

检测波长530 nm时的OD值，求出每组平均 OD值。 

D—G组先加 DXT，后加吉非替尼，PC-9、PC-9／G、 

A549终浓度同G—D组。G组单用吉非替尼；D组 

单用 DXT；同时设空白对照组。实验重复3次，计算 

细胞存活率。细胞存活率 =(每组平均 OD值 一试 

剂空白／对照组平均 OD值 一试剂空 白)X 100％。 

用细胞存活率作出直方图。 

1．2．4 细胞周期检测 取 1 X 10 个对数生长期细 

胞接种于6孔板，24 h贴壁后弃培养液，用 PBS清 

洗2遍，加入 3 mL含不同浓度的吉非替尼或 DXT 

培养液；24 h后加 100 L含不同浓度的吉非替尼或 

DXT培养液。实验分组、药物终浓度同细胞存活率 

检测方法。72 h后，用0．25％胰酶消化收集全部细 

胞 ，1 500 r／min离心5 rain，弃上清；用冷 PBS洗涤2 

次，加固定液 1 mL、4 clC固定 2 h以上；离心后去上 

清，用冷 PBS洗涤 2次，加标记液 500 (500 

Assay Bufier+10 L RNase A+10 L PI)，避光、室 

温孵育30 rain，用流式细胞仪检测细胞周期。 

1．2．5 细胞凋亡检测 其检测方法同细胞周期检 

测。加药72 h后，用0．25％胰酶消化收集全部细 

胞 ，1 500 r／rain离心5 rain后弃上清；用冷PBS洗涤 

2次，加 500 L Binding Buffer悬浮细胞、5 L An— 

nexin V—PE混匀，避光、室温反应5 rain，过滤后用流 

式细胞仪检测细胞凋亡情况。 

1．2．6 统计学方法 采用 SPSS11．5统计软件，数 

据用 ±s表示，细胞存活率比较用方差分析(one． 

way ANOVA)。P≤O．05为差异有统计学意义。 

2 结果 

2．1 不同顺序吉非替尼、DXT联用对细胞存活率 

的影响 吉非替尼、DXT均能抑制 PC-9、PC-9／G、 

A549生长，其作用呈浓度依赖性 (见图 1～3)。吉 

非替尼对 PC-9、PC-9／G、A549的 IC 。分别为(0．05 

±0．008)、(27．2±2．0)、(28．3±0．3) m0l／／L，DXT 

分另Ⅱ为(12．8±1．9)、(21．4±1．1)、(14．5±0．2) 

~g／mL。各组不同细胞存活率比较响见表 1。 
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图1 吉非替尼对 PC-9的存活率一药物浓度曲线 
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图2 吉非替尼对 PC-9／G和A549的存活率一药物 

浓度曲线 

褂 
)ig 
壮 

DXT浓度(“g／L) 

图3 DXT对 PC-9、PC~／G、A549的 

存活率一药物浓度曲线 
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表1 各组细胞存活率比较(％，x±s) 

注：与 G组、D组比较， P<0．05；与 G—D组比较， P<O．05 

2．2 不同顺序吉非替尼、DXT联用对细胞周期的 

影响 G组、G—D组 PC-9、PC-9／G、A549的 G0一G 

期细胞比例均较高，c：一M期细胞比例较少；D组、 

D—G组 G ～M期细胞比例均较高，G。～G。期细胞 

比例较少。各组细胞周期细胞比例比较见表 2。 

表 2 各组细胞周期细胞比例比较(％。i± ) 

注：与 G组、G—D组比较， P<0．05 

2．3 不同顺序吉非替尼、DXT联用对细胞凋亡的 

影响 与G—D组比较，D—G组PC．9、PC-9／G凋亡 

率明显升高，A549凋亡率无统计学差异。各组细胞 

凋亡率比较见表3。 

表 3 各组细胞凋亡率比较(％，x±s) 

注：与G组、G·D组比较， P<0．05 

3 讨论 

吉非替尼是选择性表皮生长因子受体酪氨酸激 

酶抑制剂(EGFR—TKI)，是最常用的治疗 NSCLC的 

分子靶向药物，对女性、非吸烟、EGFR突变的腺癌 

患者疗效显著⋯。DXT是治疗 NSCLC的一、二线 

化疗药物。体外研究发现，吉非替尼可抑制细胞生 

长，阻滞细胞周期，促进细胞凋亡 ；DXT可促进细 

胞凋亡 ；EGFR—TKIs可增强化疗药物抑制肿瘤细 

胞生长的作用 j。但临床试验发现，同时应用吉非 

替尼、DXT两类药物的 NSCLC患者生存率并未延 

长 。 

本研究显示，PC-9、PC-9／G、A549对吉非替尼 

和 DXT均呈浓度依赖性，药物浓度越高，细胞存活 

率越低；吉非替尼、DXT联用抑制细胞增殖的效果 
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均强于单药；先用 DXT或吉非替尼都有协同作用， 

但先用 DXT抑制细胞增殖的效果优于先用吉非替 

尼，其原因可能与两药作用机制不同有关。吉非替 

尼可影响细胞信号传导通路，使细胞增殖阻滞在 G 
一 G 期；DXT主要作用在微管形成阶段，使细胞增 

殖阻滞在 G ～M期。如受到外界因素影响，细胞生 

长周期无法到达微管形成阶段，DXT就不能完全发 

挥抑制细胞生长的作用，这可能是吉非替尼拮抗 

DXT的原因。本研究显示，与 G D组比较，D—G 

组 PC一9、PC-9／G细胞凋亡率明显升高；提示吉非替 

尼可促进 DXT诱导的凋亡，给予 DXT前先用吉非 

替尼，可降低 DXT的凋亡，说明凋亡可能为两药协 

同或相互拮抗的原因之一。Mahaffey等 研究发 

现，单用 DXT或者先用 DXT、后用厄罗替尼处理的 

NSCLC细胞，可明显表达凋亡相关蛋白；而单用厄 

罗替尼或先用厄罗替尼、后用 DXT处理的细胞则无 

凋亡相关蛋白表达；提示细胞凋亡是引起两类药物 

顺序差异的重要原因，但其药物凋亡作用相互拮抗 

的机制尚待进一步研究。 

总之，本研究显示先用 DXT、后用吉非替尼是 

较理想的抑制 NSCLC细胞增殖的最佳联用方案，无 

论原发性、获得性吉非替尼耐药患者，均可能在此方 

案中获得最大利益。 
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