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［摘 要］ 目的：建立非小细胞肺癌奥希替尼耐药细胞株H1975AR，对亲本和耐药细胞株进行鉴定，探讨耐药机制。方法：在

体外采用浓度递增的方法予奥希替尼处理诱导H1975细胞建立奥希替尼耐药细胞株H1975AR；光镜及Giemsa染色比较2种
细胞形态学差异；第二代测序（next generation sequencing，NGS）检测表皮生长因子受体（epidermal growth factor receptor，EGFR）
基因突变；磺酰罗丹明B（sulforthodamine B，SRB）法检测细胞增殖，评估细胞对EGFR⁃酪氨酸激酶抑制剂（tyrosine kinase inhibi⁃
tor，TKI）和化疗药的敏感性；分别予0、10、100、1 000 nmol/L奥希替尼处理6 h，Western blot法检测EGFR及下游增殖信号的变

化。结果：①SRB法测得H1975AR的耐药指数为3 634.75，显示H1975AR是奥希替尼耐药细胞株；②耐药细胞株形态发生改

变且核浆比增大；③与H1975相比，给予奥希替尼处理对H1975AR的p⁃EGFR和p⁃ERK抑制作用不明显，且相同的给药浓度对

H1975AR的p⁃AKT抑制作用较弱，同时下调 c⁃Met的表达；④H1975和H1975AR对第一代EGFR⁃TKI耐药，对顺铂和紫杉醇敏

感。结论：H1975AR细胞EGFR C797S顺式突变的产生是奥希替尼主要耐药机制，并对顺铂和紫杉醇敏感。
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［Abstract］ Objective：To establish an osimertinib⁃resistant non⁃small cell lung cancer cell line H1975AR，identify parental and drug⁃
resistant cells，and explore the mechanism of drug resistance. Methods：Induction of H1975 by increasing the concentration of
osimertinib in vitro was performed to establish osimertinib⁃resistant cell line H1975AR. The morphological differences between the two
cells were compared by light microscopy and Giemsa staining. Next generation sequencing（NGS）was used to detect epidermal growth
factor receptor（EGFR）mutations. Cell proliferation was determined by SRB assay to access sensitivity to EGFR ⁃ tyrosine kinase
inhibitor（TKI）and chemotherapeutic drugs. Western blot detected the changes of EGFR and downstream proliferation signaling
pathway after treating with 0、10、100、1 000 nmol/L osimertinib for 6 h. Results：①The resistance index of H1975AR measured by
SRB assay was 3 634.75，which indicated that H1975AR was an osimertinib⁃resistant cell line. ②The morphology of drug⁃resistant cell
line changed and the nuclear⁃to⁃cytoplasmic ratio increased. ③Compared with H1975，the inhibitory effected on p⁃EGFR and p⁃ERK
in H1975AR were not obvious，and the same dose concentration had a weak inhibitory effect on p ⁃ AKT in H1975AR，and the
expression of c⁃Met was down⁃regulated. ④H1975 and H1975AR were resistant to the first⁃generation EGFR⁃TKI and sensitive to
cisplatin and paclitaxel. Conclusion：The EGFR mutation of cis ⁃ C797S in H1975AR cells is the main mechanism of osimertinib
resistance and H1975AR is sensitive to cisplatin and paclitaxel.
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非 小 细 胞 肺 癌（non ⁃ small cell lung cancer，
NSCLC）患者占肺癌群体的83%，是全球最常见的癌

症类型和主要的肿瘤相关致死原因之一。由于

NSCLC患者早期症状不明显，确诊时大多已处于晚

期，仅有18％的Ⅲ期NSCLC患者可以手术治疗，大多

数患者接受化疗和/或放射治疗［1］。鉴于近年来靶向

治疗的飞速发展，尤其是在亚裔无吸烟史的女性患者

中表皮生长因子受体（epidermal growth factor recep⁃
tor，EGFR）敏感突变的发生率较高，开发出了针对

EGFR敏感突变的酪氨酸激酶抑制剂（tyrosine kinase
inhibitor，TKI）。EGFR最常见的敏感突变主要包括

19号外显子的缺失突变（19Del）和21号外显子的第

858位氨基酸从亮氨酸变为精氨酸（L858R），占EGFR
敏感突变的90％，而大部分患者在使用第一代或第

二代EGFR⁃TKI一段时间后会产生耐药，平均无进展

生存期为9~14个月，EGFR 20号外显子第790位氨基

酸由苏氨酸突变为甲硫氨酸即T790M突变，占所有

使用第一代或第二代 EGFR⁃TKI产生耐药患者的

60%［2］。携带这些突变基因的患者使用EGFR⁃TKI与
标准化疗相比具有显著的疗效和较低的不良反应发

生率［3］。代表药物包括第一代可逆性的EGFR⁃TKI
（厄洛替尼、吉非替尼和埃克替尼），第二代不可逆的

EGFR⁃TKI（阿法替尼和达克替尼）以及第三代的奥希

替尼（AZD9291）和奥美替尼（HS⁃10296）等。

奥希替尼目前被最新版美国国立综合癌症网

络NSCLC指南优先推荐为携带EGFR敏感突变的晚

期或转移性NSCLC患者的一线治疗，或使用第一代

或第二代EGFR⁃TKI产生T790M耐药突变患者的二

线治疗。尽管作为EGFR⁃TKI中疗效最为出色的药

物，奥希替尼在一线使用 18.9个月后依然不可避

免地遭遇耐药的难题［4］。目前，对于奥希替尼耐药

后的解决方案没有一个统一的共识，国内奥希替尼

耐药的基础和临床研究较为缺乏，奥希替尼耐药后

治疗方案的选择成为临床上迫切需要解决的问

题。本研究选用NSCLC细胞系H1975通过浓度递

增给药驯化的方式建立奥希替尼耐药细胞株

H1975AR，观察其生物学特性并检测其对第一代

EGFR⁃TKI及化疗药物的敏感性，为奥希替尼耐药

机制的研究提供了临床前研究模型，也为奥希替尼

耐药后治疗药物的选择提供依据。

1 材料和方法

1.1 材料

A549（人肺腺癌细胞系）、A549/DDP（A549顺铂

耐药细胞系）、PC9（EGFR 19Del 突变肺腺癌细胞

系）、PC9/GR（PC9 吉非替尼耐药细胞系）、H1975
（EGFR L858R⁃T790M突变肺腺癌细胞系）均由本实

验室保存；RPMI1640 培养基、DMEM培养基、澳洲

胎牛血清（FBS，Gibco 公司，美国）；二甲基亚砜

（DMSO，Sigma公司，美国）；顺铂、吉非替尼、厄洛替

尼、奥希替尼、紫杉醇（MCE公司，美国）；三氯乙酸

（TCA，上海沪试国药集团）；磺酰罗丹明B（sulfortho⁃
damine B，SRB，Sigma公司，美国）；快速吉姆萨染液

（Giemsa，上海翊圣生物科技有限公司）；Western及

IP裂解液、磷酸酶抑制剂（上海碧云天公司）；牛血

清白蛋白（BSA，常州恩莫阿赛公司）；c⁃Met 抗体

（Proteintech公司，美国）；EGFR抗体、AKT抗体、p⁃
AKT（Ser473）抗 体 、ERK 抗 体 、p ⁃ ERK（Thr202/
Tyr204）抗体（Cell Signaling Technology公司，美国）；

p⁃EGFR抗体（Y1045）（武汉爱博泰克生物科技有限

公司）；GAPDH抗体（南京巴傲得生物科技有限公

司）；羊抗兔 IgG HRP（R&D Systems公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

A549、H1975于 37 ℃、5% CO2条件下用含 10%
FBS的RPMI1640培养液培养；A549/DDP于同等条

件下在完全培养基中添加顺铂1.5 μg/mL；PC9于同

等条件下用含 10% FBS的DMEM培养液培养；PC9/
GR于同等条件下在完全培养基中添加吉非替尼

800 ng/mL。倒置显微镜下观察细胞形态，实验时收

集生长状态良好的对数生长期细胞进行实验。

1.2.2 耐药细胞株的建立

通过药物浓度递增的方法诱导NSCLC细胞株

H1975，取 5×105个对数期的细胞于培养瓶中，贴壁

24 h 后，予以 1 nmol/L 奥希替尼为初始浓度作用细

胞，在给药 24 h后观察细胞状态，初期会有大量漂

浮的死细胞，当细胞密度低于 30%时，撤去含药培

养基，更换无药培养基，待细胞汇合到 80%~90%进

行传代扩大培养，当细胞汇合至70%~80%时再次加

入1 nmol/L奥希替尼，及时观察细胞状态，如出现大

量细胞死亡漂浮（贴壁密度低于 30%）时做撤药处

理，给药若干次后细胞逐渐适应可在含药培养基中

稳定增殖，以此为 1个培养循环。继续提高药物浓

度，初筛时按每 5 nmol/L的浓度差提升，处理 24 h
后，更换无药培养基培养24~48 h，依细胞状态而定，

细胞状态好（能稳定增殖）培养 24 h，细胞状态不好

（出现大量细胞死亡）培养48 h或者72 h，以此为1个
循环直至当前浓度下细胞可稳定生长，每天观察细
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胞状态，24 h更换 1次无药培养基或含药培养基。

当药物筛选浓度至其半数抑制浓度（half inhibition
concentration，IC50）的50倍时，按每20 nmol/L的浓度

差提升，处理 24 h后观察细胞状态，如果细胞状态

好，则以含当前浓度药物的培养基筛选1周，继续增

加药物浓度，如果细胞状态不好，则更换无药培养基

培养24~48 h，接着继续加入药物，不断调整直至细胞

在此药物浓度下正常生长。当药物筛选浓度达到IC50

的500倍时，按每50 nmol/L的浓度差提升，处理24 h
后观察细胞状态，如果细胞状态不好，则更换无药

培养基培养 24~48 h，接着继续加入药物，不断调整

直至细胞在此药物浓度下正常生长，如果细胞状态

好，则以含当前浓度药物的培养基筛选1周，接着继

续增加药物浓度，直至H1975能够在 1 500 nmol/L
的奥希替尼含药培养基中维持存活和增殖。实验

总计历时 7 个月，建立的耐药细胞株被命名为

H1975AR。

1.2.3 细胞光镜下形态和Giemsa染色

取对数生长期的细胞，制成细胞悬液接种至6孔
板，待细胞密度汇合至 60%~70%，PBS洗 2遍，于倒

置显微镜下放大 100 倍对比观察 H1975 细胞与

H1975AR细胞的形态，并拍照记录。弃去 PBS，按
照Giemsa染色试剂盒说明书，加入A液 0.5 mL，染
色 1 min，再加入B液 1 mL，水平摇床振荡 6 min，弃
染液，水洗30 s，37 ℃烘干后放大200倍拍照。

1.2.4 细胞EGFR基因突变检测

细胞消化离心后，弃上清，用PBS洗涤 2次，然

后用1 mL PBS重悬细胞，置于4 ℃冰箱，送南京世和

基因生物技术有限公司行第二代测序（next genera⁃
tion sequencing，NGS）技术检测肺癌基因突变情况。

1.2.5 SRB法检测细胞增殖

取对数生长期 H1975、H1975AR、A549、A549/
DDP、PC9和 PC9/GR制成单细胞悬液接种于 96 孔

板，5×103个/孔，100 μL/孔；培养 18~24 h后，加入含

相应浓度药物的培养液100 μL/孔，每个药物浓度设

6个复孔，同时设空白组和无药对照组；继续培养

72 h，弃上清，加预冷的 10%（W/V）TCA 100 μL/孔
4 ℃固定1 h，弃去10%TCA用蒸馏水洗5遍，37 ℃烘

干，加0.4%（W/V）SRB染液70 μL/孔，水平摇床上振

荡 10 min，1%（V/V）乙酸洗 5遍，37 ℃烘干，100 μL/
孔 Tris⁃base（10 mmol/L，pH=10.5），水平摇床上振

荡 10 min，采用酶标仪于 490 nm波长测定吸光度

值，采用 Graphpad Prism 7.0 软件计算各组细胞的

IC50，并计算耐药指数（resistance index，RI）。RI=IC50

（耐药细胞株）/ IC50（亲本细胞株）。

1.2.6 细胞生长曲线的绘制和倍增时间计算

取对数生长期H1975和H1975AR制成单细胞

悬液接种于 96孔板，2×103个/孔，200 μL/孔，设 6个
复孔；孵育 1、2、3、4和 5 d 后 进 行 细 胞 增 殖 检

测，Graphpad Prism 7.0绘制细胞生长曲线，计算细

胞倍增时间：TD= t × lg 2
lg Nt - lg N0（TD 为细胞倍增时

间，t为培养时间，Nt为培养 t小时吸光度值，N0为接

种后吸光度值）。

1.2.7 Western blot法检测蛋白的表达

H1975和H1975AR细胞分别接种于直径 6 cm
培养皿，分为奥希替尼 0、10、100、1 000 nmol/L组，

作用 6 h。用预冷的 PBS洗 2遍，提取总蛋白，在聚

丙烯酰胺凝胶中电泳，将蛋白转膜至 PVDF膜上，

5% BSA 溶液封闭后，加入一抗（EGFR、p⁃EGFR、

AKT、p⁃AKT、ERK、p⁃ERK、c⁃Met、GAPDH）4 ℃孵育

过夜；PBST 漂洗后与二抗反应，室温孵育1 h；PBST
漂洗，加入发光液后显影拍照，实验重复3次。

1.3 统计学方法

用SPSS17.0统计软件对数据进行分析，数据以

均数±标准差（x ± s）表示，两样本均数间比较采用 t

检验，P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 奥希替尼耐药细胞株H1975AR的建立及形态

学变化

7个月后成功将H1975体外诱导成奥希替尼获

得性耐药细胞株，命名为H1975AR。镜下观察并通

过Giemsa染色比较H1975和H1975AR的形态学差

异。在光镜和Giemsa染色下H1975、H1975AR细胞

均为贴壁生长；H1975细胞以长梭形为主，排列无规

则；而 H1975AR 细胞相互镶嵌，呈团簇样生长，体

积稍变小（图 1A），核浆比增大（图 1B）。H1975和

H1975AR 对 奥 希 替 尼 的 IC50 分 别 为（0.453 ±
0.011） nmol/L 和（1 648.000 ± 12.014） nmol/L，
H1975AR 对奥希替尼明显耐受，RI 为 3 634.75
（P <0.01，图1C）。
2.2 耐药细胞株EGFR基因的变化

采用NGS技术检测H1975和H1975AR细胞，结

果显示H1975具有c.2573T>G（p.L858R）和c.2369C>
T（p.T790M）突变，H1975AR同时具有 c.2573T>G（p.
L858R）、c.2369C>T（p.T790M）和 c.2390_2391delG⁃
CinsCG（p.C797S），即C797S顺式突变。
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2.3 细胞生长曲线及肿瘤倍增时间

从细胞生长曲线上看，H1975细胞倍增时间为

（33.96±5.52）h，H1975AR细胞倍增时间为（29.60±
5.59）h，细胞增殖速度无明显差异（P > 0.05，图2）。

2.4 耐药细胞株p⁃EGFR、p⁃ERK、p⁃AKT及c⁃Met蛋
白表达变化

在奥希替尼不同给药浓度下，H1975中p⁃EGFR
和p⁃AKT均下调并呈现量效关系；而在H1975AR中

10 nmol/L组的 p⁃EGFR和 p⁃AKT水平高于不给药

组，但继续增加给药浓度后 p⁃EGFR和 p⁃AKT水平

明显下降（图 3）。在同一给药浓度下，奥希替尼在

H1975AR上对 p⁃EGFR、p⁃ERK、p⁃AKT的下调作用

均弱于H1975，表明在H1975AR细胞EGFR及下游

的AKT和ERK呈现持续激活状态，且被奥希替尼抑

制的程度与H1975相比较弱。有趣的是，本实验在

H1975AR上虽然未观察到既往文献报道的 c⁃Met过
表达［5］，但是发现奥希替尼能够下调 c⁃Met的表达

（图 3）。因为在H1975上 p⁃c⁃Met不表达［6］，所以本

研究未进行p⁃c⁃Met的检测。

2.5 细胞耐药后对不同靶向药和化疗药物敏感性

本研究选择PC9和PC9/GR细胞分别作为吉非

替尼耐药的阴性和阳性对照（图 4A），选择A549和

A549/DDP 分别作为顺铂耐药的阴性及阳性对照

（图4B）。在已有文献中，PC9和PC9/GR中对厄洛替

尼的 IC50分别为 0.05 μmol/L和 25 μmol/L［7］，A549和
A549/DDP 对紫杉醇的 IC50 分别为 0.08 μg/mL 和

16 μg/mL［8］。本研究结果显示，H1975AR细胞对第

A：光镜下观察形态学差异（×100）；B：Giemsa染色后核浆比差异（×200）；C：奥希替尼药物浓度⁃抑制率曲线（72 h）。
图1 H1975和H1975AR的形态学差异以及奥希替尼药物浓度⁃抑制率曲线

Figure 1 The morphological difference between H1975 and H1975AR and inhibitions of osimertinib in H1975 and
H1975AR cells
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图2 H1975和H1975AR细胞的生长曲线

Figure 2 The growth curves of H1975 and H1975AR cells
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Figure 3 The expressions of related proteins in H1975
and H1975AR cells by Western blot
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一代EGFR⁃TKI吉非替尼和厄洛替尼均耐药（图4C、
D），而对化疗药顺铂和紫杉醇均敏感（图 4E、F）。

各细胞对不同药物的 IC50见表1。
3 讨 论

本研究选取的H1975细胞株通过NGS证实是

具有L858R和T790M突变的NSCLC细胞株，通过药

物浓度递增法体外诱导奥希替尼获得性耐药细胞

株，其RI为 3 634.75，进一步对其进行NGS测序分

析 EGFR基因突变并通过Western blot检测耐药株

EGFR蛋白的表达情况，结果显示与H1975细胞相

比，在维持原有的 c.2573T>G（p.L858R）和 c.2369C>
T（p.T790M）突变的基础上产生了 c.2390_2391delG⁃
CinsCG（p.C797S），即C797S顺式突变，H1975AR细

胞的EGFR蛋白水平无明显改变，未出现EGFR过

表达及下调等已有报道的耐药改变［9-10］。奥希替尼

抑 制 H1975AR 细 胞 株 EGFR 磷 酸 化 水 平 弱 于

H1975，其下游信号 p⁃ERK和 p⁃AKT蛋白表达水平

随着奥希替尼给药浓度的增加，下调的程度要弱于

H1975，表明在耐药株中EGFR信号通路持续激活，

并且在给药情况下，下游增殖的信号与亲本细胞相

比抑制程度较小。

已经报道的奥希替尼耐药的机制包括EGFR 20
号外显子C797S/G和 L792H突变的产生、T790M突

变的减少或消失、c⁃Met扩增、HER2的扩增、BRAF
突变和上皮间质转化等［5，11- 17］。本研究将 PC9和

PC9/GR细胞分别作为吉非替尼耐药的阴性和阳性对

照，并结合PC9厄洛替尼耐药细胞株的研究报道［7］发

现，H1975AR细胞对第一代 EGFR⁃TKI耐药，通过

NGS测序证实H1975和H1975AR具有T790M突变，

因此H1975AR对第一代 EGFR⁃TKI耐药的原因是

T790M突变的存在。C797S突变作为奥希替尼耐药

的主要机制，根据其与T790M是否在同一等位基因

上，分为顺式（在同一等位基因）和反式（不在同一

图4 第一代EGFR⁃TKI和化疗药物对H1975和H1975AR细胞的药物浓度⁃抑制率曲线

Figure 4 The inhibitions of first generation EGFR⁃TKIs and chemotherapy drugs in H1975 and H1975AR cells
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表1 第一代EGFR⁃TKI和化疗药物作用于H1975和H1975AR细胞的 IC50

Table 1 The half inhibitory concentrations of first generation EGFR ⁃ TKIs and chemotherapy drugs in H1975 and
H1975AR cells （n=3）

药物

奥西替尼（nmol/L）
吉非替尼（μmol/L）
厄洛替尼（μmol/L）
顺铂（μg/mL）
紫杉醇（ng/mL）

H1975
0.453 ± 0.011
7.893 ± 0.128
4.588 ± 0.229
0.773 ± 0.013
5.384 ± 0.098

H1975AR
1 648.000 ± 12.014

11.040 ± 0.3150
3.058 ± 0.2560
0.813 ± 0.0160
6.159 ± 0.1920

RI
3 634.75

1.40
0.67
1.05
1.14

吉非替尼对于PC9、PC9/GR的 IC50分别为（0.094 ± 0.001）μmol/L和（2.405 ± 0.127）μmol/L，RI=25.53；顺铂对于A549和A549/DDP的 IC50分

别为（0.680 ± 0.020）μg/mL和（5.190 ± 0.099）μg/mL，RI=7.63。
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等位基因）突变。Zhou等［18］的研究显示，联用第一

代和第三代EGFR⁃TKI对出现C797S反式突变的奥

希替尼耐药患者有效。Wang等［19］的研究显示布加

替尼和西妥昔单抗联用对出现C797S顺式突变的患

者有效。由于缺乏大样本的临床研究，对于出现三突

变（19Del⁃T790M⁃C797S或L858R⁃T790M⁃C797S）的

奥希替尼耐药患者的后续治疗，目前还没有共识。

化疗是目前奥希替尼耐药后的主要应对策略

之一，使用靶向药治疗对肿瘤细胞而言是一种筛选

的过程，有奥希替尼作用靶点的肿瘤细胞被杀死，

存活下来的大多是药物作用靶点进一步突变、丢

失，或者发生旁路激活的肿瘤细胞群，化疗能够全

面杀伤肿瘤细胞，可以抑制对靶向药耐药的肿瘤细

胞群。有临床病例报道，在发生了奥希替尼耐药的

NSCLC患者，接受依托泊苷和卡铂治疗后肿瘤明显

缩小，并且呼吸道症状也得到了改善［20］。有体外研

究发现H1975奥希替尼耐药细胞株对紫杉醇敏感

性增高［21］，另一篇研究通过分离奥希替尼耐药患者

肺癌组织的原代细胞，发现该细胞对紫杉醇表现出

较高的敏感性［14］。王蓉等［22］的研究表明使用第一

代EGFR⁃TKI耐药的患者，单用培美曲塞铂类二联

化疗组与维持靶向治疗并联合化疗组比较，中位无

进展生存期无统计学差异；而单用化疗组的皮疹和

腹泻的不良反应发生率显著低于联合组（P＜0.05），
提示靶向药耐药后单用铂类二联化疗即可达到临

床获益，无需继续靶向治疗。本研究将 A549 和

A549/DDP 分别作为顺铂耐药的阴性及阳性对照，

并结合A549紫杉醇耐药细胞株的研究报道［7］发现，

H1975AR细胞对顺铂和紫杉醇都敏感，与既往报道

一致，为临床上接受奥希替尼治疗后疾病进展的

NSCLC患者后续治疗方案的选择提供依据。

在最新版美国国立综合癌症网络NSCLC指南

推荐奥希替尼作为具有EGFR敏感突变的晚期或转

移性NSCLC患者的一线治疗，或使用第一代或第二

代 EGFR⁃TKI产生 T790M耐药突变患者的二线治

疗。而在FLAURA研究结果［3］公布之前，奥希替尼

作为接受第一代或第二代EGFR⁃TKI产生T790M耐

药突变的晚期或转移性NSCLC患者的补救治疗方

案，国内外有很多一线接受第一代或第二代EGFR⁃
TKI产生T790M突变疾病进展的患者，二线使用奥

希替尼治疗达到临床获益，然而在争取了 9.6个月

的无进展生存期之后耐药的问题再次出现［23］。因

此，尽管奥希替尼目前被作为具有EGFR敏感突变

的一线治疗，还有很大一部分人群因二线使用奥希

替尼产生耐药。本研究建立的H1975AR细胞模拟

此类患者的耐药机制，在同时携带EGFR敏感突变

及T790M突变使用奥希替尼后产生耐药，从而为探

寻二线使用奥希替尼耐药的机制提供体外研究模

型，解决临床上二线使用奥希替尼耐药患者后续用

药的问题。
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