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厄洛替尼与西妥昔单抗联合应用治疗吉非替尼

耐药NSCLC的疗效

王 勐 赵晓亮 张连民 刘 俊 朱建权 王长利

摘要 目的：本研究通过EGFR-TKI和EGFR单克隆抗体联合应用探讨治疗EGFR突变阴性和EGFR T790M突变继发性耐

药的 NSCLC 的疗效。方法：应用 EGFR 突变阴性和 EGFR T790M 突变继发性耐药的 NSCLL 细胞原代培养及药敏技术检验 EG⁃
FR-TKI 和 EGFR 单克隆抗体联合应用的疗效。结果：检测厄洛替尼和西妥昔单抗联合处理对于 15 例 EGFR 突变阴性和 8 例

T790M 突变阳性的继发性耐药的 NSCLC 患者原代细胞的影响，应用浓度分别为 50 μg/mL 西妥昔单抗和 1 μM 厄洛替尼作用于

EGFR突变阴性的NSCLC患者原代细胞，结果显示这三组间T/C值无显著性差异（P>0.05），对于T790M突变阳性的继发性耐药的

NSCLC原代细胞这三组间T/C值有显著性差异（P<0.05），联合用药组疗效明显高于单药组。结论：进一步验证了厄洛替尼和西妥

昔单抗联合应用对于EGFR突变阴性的NSCLC患者无效，但对于T790M突变阳性的继发性耐药的NSCLC患者有效。
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Abstract Objective: To investigate if the combination of erlotinib and cetuximab can overcome drug resistance in NSCLC with

the T790M mutation and enhance the effects in NSCLC without somatic mutations in their epidermal growth factor receptors ( EGFR ).

Methods: The effects of the combination of erlotinib and cetuximab in the primary NSCLC cells with the T790M and L858R mutations

and without somatic mutations in their EGFR were investigated. Results: The effects of the combination of cetuximab and erlotinib on

the growth of EGFR TKI-resistant primary NSCLC cells with T790M mutation and without EGFR mutation suspension in vitro were in-

vestigated. The combination had a more pronounced growth inhibition than the single-agent treatment in the primary NSCLC cells with

T790M mutation ( P < 0.05 ), but not in the primary NSCLC cells without EGFR mutation. Conclusion: The current date data suggest

that the combination of erlotinib and cetuximab is an effective strategy for the treatment of patients with EGFR TKI-resistant NSCLC

and indicate combined EGFR targeting as a clinically exploitable strategy.
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随着肺癌的分子靶向治疗研究的不断深入，以

吉非替尼和厄洛替尼为代表的表皮生长因子酪氨酸

激酶抑制剂（EGFR-TKI）已应用于NSCLC的二、三线

治疗，且给部分NSCLC患者带来了显著的疗效［1-4］，同

时以西妥昔（cetuximab）为代表的EGFR单克隆抗体

在NSCLC中的Ⅲ期临床试验正在进行中。但是单独

应用 EGFR-TKI 仅使 NSCLC 中的少部分患者受益，

而EGFR单克隆抗体在NSCLC中的疗效目前仍然不

肯定。

目前多数文献报道 EGFR 突变患者 TKI 治疗的

缓解率为 77%（30%～100%，多数报道>60%），而无

突变者仅 10%（0～33%）［5-9］。EGFR-TK区域突变使

EGFR配体依赖性激活效应增强，同时增加了对TKI
治疗的敏感性，文献报道这种有效的EGFR突变多集

中在 19和 21号外显子上［10］，该类突变增加了EGFR
与EGFR-TKI的亲和性［11-13］。

但是在有 EGFR 突变的患者中应用吉非替尼 1
年后大部分NSCLC患者产生耐药［14-15］，病情发生明显

进展，随后研究发现耐药的主要原因是由于这部分

患者产生了T790M突变，因此产生了继发性耐药，从

而使病情进展［16-21］，目前针对这类继发性耐药的患者

无有效的治疗方案，各种方法均处于实验阶段。
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本研究根据EGFR的突变状态，将NSCLC分为三

类：第一类是具有EGFR 19号或 21号外显子突变的

NSCLC患者，这部分患者对EGFR-TKI高度敏感，单

纯给予吉非替尼治疗明显有效；第二类是 EGFR 19
号或 21号外显子突变阴性的NSCLC患者，对于这类

患者目前单独应用吉非替尼多数无效，即吉非替尼

的原发性耐药；第三类是具有EGFR 19号或 21号外

显子突变的NSCLC患者，但应用吉非替尼一段时间

后产生继发性耐药即EGFR T790M突变的继发性耐

药，这类NSCLC患者再继续单独应用吉非替尼已经

无效。目前对于上述第二、三类NSCLC患者临床无

有效的治疗手段。由于厄洛替尼和西妥昔单抗这两

类药物作用机制的不同，而且有研究认为这两种药

物联合应用可以提高疗效，增强吉非替尼对原发及继

发性耐药的NSCLC的疗效，本研究分别对上述两类突

变类型NSCLC进行了探讨。

1 材料与方法

1.1 材料

厄洛替尼购于罗士公司，西妥昔单抗购于默克

公司。

1.2 方法

1.2.1 EGFR测序 2008年 2月至 2009年 10月天津

医科大学附属肿瘤医院肺癌中心留取吉非替尼原发

及继发耐药的非小细胞肺癌患者新鲜组织标本，从

中提取DNA后送大连保生物和上海天昊遗传分析中

心，应用测序法进行EGFR突变检测，留取 15例EG⁃
FR突变阴性（吉非替尼原发耐药）及EGFR 19号或21
号外显子突变阳性、且应用吉非替尼6～13个月治疗

有效后出现继发耐药病情进展的患者的非小细胞肺

癌新鲜组织标本进行原代细胞培养。本研究符合医学

伦理相关规定。

1.2.2 肺癌肿瘤细胞的原代培养 原代细胞的提取

及培养：1）标本的选取及处理，无菌条件下由经验丰

富的病理科医师从新鲜手术标本中选取肿瘤组织。

弃去肿瘤组织中的脂肪、坏死组织及血污后，将标本

浸泡在无菌0.9%生理盐水中（含青霉素10 μg/mL、链
霉素 100 μg/mL）备用；2）将肿瘤组织经无菌生理盐

水清洗后，在无菌条件下剪碎并用刀片细切成糊状，

并加入 Hank's 液；3）将组织悬液移入 15 mL 离心管

中，1 000 r/min 离心 3 min；4）弃去上清，加入 15 mL
Hank's液，并加入细胞分散素（10倍稀释），37 ℃下作

用 1～2 h；5）显微镜下观察组织细胞团，待细胞分散

后，加入含 10%胎牛血清（FBS）的细胞培养液，终止

反应；6）弃去组织悬液中的脂肪、纤维组织后，1 000
r/min 离心 3 min；7）弃去上清，加入 Hank's 液及含

10% FBS的细胞培养液各 15 mL，308目滤网过滤，收

集细胞悬液；8）1 000 r/min离心5 min得到细胞沉淀，

将回收的细胞重悬浮在预培养液PCM-1中，植入 I型
胶原凝胶涂布的细胞培养瓶中，并按 1 mL培养液配

置培养基加入1 μL抗生素比例，5% CO2，37℃细胞培

养箱内培养；9）24 h后更换培养液，取出血细胞及未贴

壁细胞，继续培养，备用。

肿瘤原代细胞胶原凝胶体包埋（CD-DST）法检

测药物敏感性。本试验中拟采用三维立体组织培养

法，将单层细胞培养改为多细胞球体培养。

肿瘤原代细胞胶原凝胶体包埋药物敏感性检测

是先经过胶原酶消化从新鲜肿瘤组织中提取细胞，

再将细胞包埋于人工细胞外基质Ⅰ型胶原凝胶体

中，构成与体内相似的细胞生长微环境，之后进行三

维立体培养，适宜浓度（根据药物血浆浓度时间曲线

下面积计算出）的药物接触，最后经过细胞染色及利

用图像分析对药物的敏感性做出准确的评价。其结

果是用药物处理组的肿瘤细胞克隆量（T）与空白对

照组中肿瘤细胞克隆量（C）的比值来表示。

药物按临床等值剂量进行接触处理，药物作用

浓度及作用时间见表1。
表1 不同药物的作用浓度及作用时间

Table 1 Treatment duration and concentration of the two drugs

1.3 统计学分析

采用SPSS 13.0统计软件包进行分析处理。统计

学处理数据以 x±s表示，各组均数间比较用单因素方

差分析，以P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 西妥昔单抗与厄洛替尼联合应用对吉非替尼原

发耐药的NSCLC原代细胞的影响

检测厄洛替尼和西妥昔单抗联合应用对于15例

EGFR突变阴性的NSCLC患者体外原代细胞的影响，

应用浓度为50 μg/mL西妥昔单抗和1 μM厄洛替尼，

作用于EGFR突变阴性的NSCLC患者原代细胞。结

果显示：厄洛替尼组T/C值为（67.60±3.45）%，西妥昔

单抗组T/C值为（64.60±8.30）%，联合治疗组T/C值为

（65.60±7.20）%，三组间无显著性差异（P>0.05）。结

果进一步验证了厄洛替尼和西妥昔单抗联合应用对

于EGFR突变阴性的NSCLC患者无效（图1）。
2.2 西妥昔单抗与厄洛替尼联合应用对吉非替尼继

发耐药的NSCLC原代细胞的影响

检测厄洛替尼和西妥昔单抗联合应用对于 8例

药物名称

厄洛替尼

西妥昔单抗

药物浓度

1 μM

50 μg/mL

药物作用时间/h

72

72

1506
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T790M突变阳性的吉非替尼继发性耐药的NSCLC原

代细胞的影响，应用浓度为 50 μg/mL西妥昔单抗和

1 μM厄洛替尼作用于T790M突变阳性的继发性耐药

的 NSCLC 原代细胞。结果显示：厄洛替尼组 T/C 为

（68.50±4.10）%；西妥昔单抗组T/C为（54.70±4.46）%；

联合组T/C为（42.40±3.85）%，三组间T/C值有显著性

差异（P<0.05），联合用药组疗效明显好于单药组。结

果进一步验证了厄洛替尼和西妥昔单抗联合应用对

于T790M突变阳性的继发性耐药的NSCLC患者有效

（图2～3，表1，2）。

A：对照组；B：厄洛替尼组；C：西妥昔单抗组；D：联合治疗组；E：肿瘤细胞生存率

图1 EGFR突变阴性非小细胞肺癌CD-DST药敏检测，中性红染色

Fiuger 1 Drug sensitivity experiment of NSCLC cells without EGFR mutation

A：对照组；B：厄洛替尼组；C：西妥昔单抗组；D：联合治疗组；E：肿瘤细胞生存率

图2 T790M突变阳性非小细胞肺癌CD-DST药敏检测，中性红染色

Figure 2 Drug sensitivity experiment of primary NSCLC cells with T790M mutation
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表2 不同EGFR突变的非小细胞肺癌CD-DST药敏检测（T/C） %

Table 2 CD-DST test of primary NSCLC cells with or without EGFR mutation

3 讨论

研究表明应用 Gefitinib 治疗有效的 EGFR 基因

突变型NSCLC患者，维持治疗 2年后病情出现进展，

对瘤组织检测结果显示EGFR基因发生了二次突变，

突变点位于第 20 外显子，酪氨酸激酶活化域第 790
位苏氨酸残基被蛋氨酸取代，而且突变发生于治疗

开始和发生耐药之间的时间段，提示第 20 外显子

T790M 突变与该患者抵抗 EGFR-TKI 治疗有关［17］。

研究证明了T790M突变不会消除野生型EGFR的催

化活性，可能影响了激酶的活性或改变了突变型EG⁃
FR底物的专一性，从而使带有突变的肿瘤细胞更具

增殖活性。同时研究还发现，EGFR-TKI耐药机制除

与EGFR基因二次突变有关外，还与下游信号分子的

结构性活化、血管生成、EGFR旁路TK信号的激活以

及上皮-间质型转化等因素相关。EGFR通过下游效

应分子发挥生理作用，当下游效应分子发生结构性

活化会越过上游 EGFR 信号通路，从而降低 EG⁃
FR-TKIs 的疗效。Ras 突变引起 Raf/MAPK 的上调，

通过多种通路信号，从而抵抗 EGFR-TKIs 的作用。

通过对 60 例肺腺癌接受 EGFR-TKIs 治疗的患者肿

瘤组织中K-ras和EGFR基因突变分析［22-23］，发现 38
例耐受 EGFR-TKI 的患者中 9 例存在 K-ras 的突变

（24%），提示K-ras突变与NSCLC耐受EGFR-TKIs相
关。蛋白酪氨酸激酶基因（PTEN）是一种脂质磷酸

酶，调节 PI-3K/AKT 信号通路的活性，功能性 PTEN
的失活普遍存在于一些肿瘤组织中，研究发现［24-25］，

缺乏 PTEN 蛋白的人 NSCLC 细胞株 H157 对 EG⁃
FR-TKIs 耐药，而野生型人 NSCLC 细胞株 H1355 则

对 EGFR-TKIs 敏感，提示 PTEN 失活参与了 EG⁃
FR-TKIs的耐药形成。AKT信号通路在EGFR-TKIs
耐药机制中起主要作用，如磷酸化的AKT具有抑制

凋亡促进分子的功能，研究发现［26］，对EGFR-TKIs耐

▶图3 肺癌组织原代细胞培养

Figure 3 Primary NSCLC cells
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药的NSCLC细胞中存在AKT的结构性活化，因此对

于AKT结构性活化的肺癌患者单用EGFR-TKIs是不

够的。肿瘤细胞中存在TK受体，通过EGFR旁路TK
信号传导可以直接活化EGFR下游信号通路，将细胞

外信号传递到细胞内，调节细胞的生存及增殖；当TK
受体明显上调，活性超过EGFR时，其下游信号通路

的活化就不依赖于EGFR，从而引起肿瘤细胞对EG⁃
FR-TKIs的抵抗。此外，研究显示上皮细胞-间质转

化（EMT）［27］现象参与了 EGFR-TKIs 的原发性耐药，

而关于其是否参与了NSCLC对EGFR-TKI的获得性

耐药有待于进一步研究。总之，由于肺癌组织不易

获得，而且肺癌患者的二次活检也不是常规，因此，

随着肺癌靶向治疗的日益普遍以及获得性耐药现象

的日益明显，对于EGFR-TKIs获得性耐药机制及新

的治疗策略的研究具有非常重要的作用。

本研究应用非小细胞肺癌原代细胞培养药敏实

验的方法验证了联合应用作用于EGFR不同靶点的

靶向药物厄洛替尼和西妥昔单抗后，增强了药物的

抗肿瘤活性，同时对于EGFR T790M继发性突变造成

获得性耐药的NSCLC有明显的疗效。由于这两种靶

向药物作用于 EGFR 不同的位点（厄洛替尼作用于

EGFR胞内部分抑制了酪氨酸激酶的活化，西妥昔单

抗作用于 EGFR 的胞外部分抑制了 EGF 与 EGFR 的

结合），因此本研究显示：对于吉非替尼原发耐药的

NSCLC西妥昔单抗与厄洛替尼联合应用不能提高疗

效，而对于吉非替尼继发耐药的NSCLC联合应用却

可以克服这种耐药而使疗效提高。

本研究认为这种协调作用可以从以下几个方面

得到解释：第一种可能是厄洛替尼增加了西妥昔单

抗对于细胞表面EGFR的亲和力，因此进一步拮抗了

EGF与受体的结合阻断了信号的传递。第二种可能

是目前没有一种靶向药物可以100%的作用于其目的

靶点，因此厄洛替尼和西妥昔单抗分别作用于EGFR
的不同位点，这样可以克服各自单药的固有的局限

性，同时西妥昔单抗单独应用仅仅诱导总EGFR的下

调，而不能影响磷酸化EGFR的水平，而厄洛替尼下

调了EGFR磷酸化水平但不能诱导受体的下调，这种

联合用药则增强了厄洛替尼更加高效的抑制任何残

留的激酶的活性。第三种可能是EGFR下游信号通

路不是线性的。RAS/RAF/MAPK、PI3-K/AKT、STAT
三条通路各自受不同的靶向药物的抑制作用，从而

抑制了下游信号的传递。第四种可能是由于EGFR
抑制剂不仅作用于EGFR酪氨酸激酶，EGFR-TKI还
可以作用于其他受体激酶，联合EGFR单克隆抗体后

可以增强EGFR-TKI作用于EGFR的专一性［28-29］。这

种酪氨酸激酶抑制剂对于EGFR的不完美的选择可

能导致其邻近的ErbB家族或其他酪氨酸激酶被部分

抑制，可以调整 EGFR 下游信号的传递和细胞的增

殖，而且T790M突变可能诱导EGFR的构象发生改变

产生耐药。第五种可能是由于在体内西妥昔单抗导

致了ADCC效应，增强了对肿瘤的杀伤性［30-31］。

目前有一项研究显示，厄洛替尼可以直接阻断

HER-2 的活性，且与 HER-2 的同种二聚体或与

HER-3形成的异种二聚体状态无关。在缺乏EGFR
的情况下厄洛替尼也可以通过抑制HER-2来抑制下

游信号的传递和细胞的增殖［32］。厄洛替尼可以同时可

逆的抑制EGFR和HER-2，使EGFR构象改变失活［33］。

最近有研究报道认为，在T790M突变的细胞中，

EGF的增加可以减少酪氨酸激酶抑制剂的抗增殖效

应［34］，表明在 T790M突变的细胞中仍然部分保持着

配体依赖性的生长，因此在联合治疗中西妥昔单抗

与EGF竞争抑制了EGFR下游信号的传递，抑制了细

胞的增殖。最近也有研究显示西妥昔单抗通过下调

EGFR，抑制了L858R/T790M突变的非小细胞肺癌细

胞系H1975增殖［35-36］。本研究中发现西妥昔单抗和

厄洛替尼联合治疗明显的抑制了L858R/T790M突变

的非小细胞肺癌细胞的生长。

总之，本研究数据显示了对于EGFR-TKI继发性

耐药的NSCLC联合应用西妥昔单抗和厄洛替尼可以

增强抗肿瘤活性，为进一步的临床研究提供了依据。
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