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阿美替尼对非小细胞肺癌细胞增殖、、侵袭和迁移的影响

张语涵，张耀帅，牛雯雯，葛贤明，李娴，范方田，李姗姗，刘浩

（蚌埠医学院药学院，安徽省生化药物工程技术研究中心，安徽 蚌埠 233030）

[摘要] 目的：肺癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一，其病死率排在众多恶性肿瘤之首。非小细胞肺癌(non-

small cell lung cancer，NSCLC)患者的病死率较高，总体5年存活率<15%。当NSCLC发生局部侵袭时，患者5年生存

率仅为20%，而当发生远处转移时5年生存率更是低至4%。阿美替尼(almonertinib)是我国自主研发并拥有自主知识

产权的创新药，其作为表皮生长因子受体(epidermal growth factor receptor，EGFR)酪氨酸激酶抑制剂主要用于EGFR

T790M突变的局部晚期或转移性NSCLC患者。本研究旨在探讨阿美替尼对NSCLC细胞增殖、侵袭和迁移的影响。

方法：体外培养NSCLC H1975、PC-9细胞，采用CCK-8法、细胞凋亡实验、Transwell实验检测阿美替尼对H1975、

PC-9细胞增殖、凋亡、侵袭及迁移的影响；蛋白质印迹法检测侵袭迁移相关蛋白质的表达。结果：CCK-8实验结果

显示阿美替尼呈时间和剂量依赖性抑制H1975、PC-9细胞增殖，PC-9细胞24、48 h的IC50值分别为5.422、1.302 µmol/L，

H1975细胞24、48 h的 IC50值分别为4.803、2.094 µmol/L。细胞凋亡实验结果显示1、2、4、8 µmol/L阿美替尼分别

处理 PC-9 和 H1975 细胞 24 h 时，细胞凋亡率分别为(8.82±3.22)%、(9.53±4.24)%、(13.62±3.69)%、(42.10±1.76)%和

(9.81±0.90)%、(10.51±1.49)%、(15.34±3.50)%、(28.97±2.57)%。Transwell实验结果显示阿美替尼抑制H1975、PC-9

细胞侵袭和迁移。蛋白质印迹法结果显示：与对照组相比，1、2、4 µmol/L阿美替尼处理组PC-9和H1975细胞中

MMP-9，MMP-2和Vimentin蛋白表达水平均明显降低，E-cadherin 蛋白表达水平明显升高(均P<0.05)。裸鼠实验结

果发现：与对照组和阳性对照奥希替尼(AZD9291)组相比，阿美替尼治疗组肿瘤生长被显著抑制，裸鼠体重减轻，肿

瘤体积显著减小，肿瘤质量也明显减轻(均P<0.05)。结论：阿美替尼能够在体内外抑制H1975、PC-9细胞的增殖、

侵袭、迁移，并促进H1975、PC-9细胞凋亡。其抑制侵袭的作用机制可能与抑制肿瘤细胞上皮间质转化和金属蛋白

酶表达有关。
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ABSTRACT Objective: Lung cancer is one of the most common malignant tumors in the world, and its

lethality ranks the first among many malignant tumors. For non-small cell lung cancer

(NSCLC) patients, due to the high mortality rate, the overall 5-year survival rate is less

than 15%. When NSCLC undergoes local invasion, the 5-year survival rate is only 20%,

and it is even lower when distant metastasis occurs up to 4%. Almonertinib is an innovative

drug independently researched and developed by China with independent intellectual

property rights. As an epidermal growth factor receptor tyrosine kinase inhibitor,

almonertinib is mainly used for locally advanced or metastatic NSCLC patients with

epidermal growth factor receptor (EGFR) T790M mutation. This study aims to investigate

the effects of almonertinib on the proliferation, invasion and migration of NSCLC cells in

vitro.

Methods: NSCLC cells H1975 and PC-9 were cultured in vitro. The effects of

almonertinib on the proliferation, apoptosis, invasion, and migration of H1975 and PC-9

cells were detected by CCK-8 assay, apoptotic assay and Transwell assay. The expression

of invasion and migration related proteins was detected by Western blotting.

Results: The CCK-8 experiment showed that almonertinib inhibited the proliferation of

H1975 and PC-9 cells in a time- and dose-dependent manner. The IC50 values in PC-9 cells

at 24 and 48 h were 5.422 and 1.302 µmol/L, respectively. The IC50 values in H1975 cells at

24 and 48 h were 4.803 and 2.094 µmol/L, respectively. Almonertinib (1, 2, 4, 8 µmol/L)-

treated PC-9 and H1975 cells for 24 h resulted in apoptosis rate at (8.82±3.22)%, (9.53±

4.24)% , (13.62±3.69)% , (42.10±1.76)% and (9.81±0.90)% , (10.51±1.49)% , (15.34±

3.50)%, (28.97±2.57)%, respectively. The transwell experiment showed that almonertinib

inhibited the invasion and migration of H1975 and PC-9 cells. Western blotting showed

that compared with the control group, the expression levels of MMP-9, MMP-2 and

vimentin protein in PC-9 and H1975 cells in 1, 2 and 4 µmol/L almonertinib treatment

group were significantly lower, and the expression level of E-cadherin protein was

significantly higher (all P<0.05). The experimental results of nude mice showed that

compared with the control group and the positive control ositinib (AZD9291) group, the

tumor growth was significantly inhibited, the weight of nude mice, the tumor volume and

the tumor mass were significantly reduced in the almonertinib treatment group (all P<0.05).

Conclusion: Almonertinib can inhibit the proliferation, invasion, and migration of

NSCLCH1975 and PC-9 cells in vitro and vivo, and promote the apoptosis of H1975 and

PC-9 cells. The underlying mechanism may be related to the inhibition of tumor cell

epithelial mesenchymal transformation and metalloproteinase expression.

KEYWORDS non-small cell lung cancer; epidermal growth factor receptor tyrosine kinase inhibitor;

almonertinib; proliferation; invasion; epithelial mesenchymal transformation

肺癌是世界上发病率最高的恶性肿瘤之一，已

成为癌症相关死亡的首要原因。随着环境污染的加

剧，肺癌的发病率和病死率逐年增加，严重危害了

人们的生命健康。寻求科学有效的治疗手段是当前

肺癌的研究热点[1]。根据病理类型，肺癌主要分为两

种，即小细胞肺癌和非小细胞肺癌 (non-small cell

lung cancer，NSCLC)，其中后者占80%[2]。尽管以手

术联合放射治疗和化学治疗(以下简称放化疗)为主的

治疗方案大大延长了NSCLC患者的生存期，但最终

依旧会发生癌细胞远处转移而导致治疗失败。研
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究[3-4]发现：NSCLC患者病死率较高，总体 5年存活

率<15%。当NSCLC发生局部侵袭时，患者5年生存

率仅为20%，而当发生远处转移时5年生存率更是低

至4%。分子靶向治疗是近年来NSCLC研究的热点之

一，相较于传统的化疗药物，它具有靶向性强、毒

副作用小的特点，是一类具有多种作用机制的新型

抗肿瘤药物。

表 皮 生 长 因 子 受 体 (epidermal growth factor

receptor，EGFR)家族及其配体在NSCLC的发生、发

展和恶性程度方面扮演重要的角色[5]，EGFR发生突

变或者过表达会引起肿瘤的发生。而靶向EGFR突变

的表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂(epidermal

growth factor receptor tyrosine kinase inhibitors，

EGFR-TKIs)已被证实在肺癌[6]、乳腺癌[7]、结肠癌[8]

等多种类型肿瘤中取得较好的治疗效果而在临床广

泛使用。EGFR-TKIs 的主要作用机制是通过阻断

EGFR分子内酪氨酸激酶的自磷酸化，抑制EGFR二

聚体的形成及EGFR的激活，进而阻止MAPK、AKT

和 JNK等通路的信号转导，从而发挥抑制肿瘤发生、

发展、增殖、分化、侵袭、转移、血管生成及促进

细胞凋亡等[9-10]。阿美替尼(almonertinib)是一种具有

自主知识产权的小分子EGFR-TKI，可靶向EGFR发

挥抗肿瘤活性[11]。然而，阿美替尼对NSCLC细胞迁

移和侵袭能力的作用尚未有文献报道。本研究以

NSCLC PC-9和H1975细胞作为研究对象，观察阿美

替尼对其增殖、凋亡、侵袭、迁移等的影响，并探

讨其相关的作用机制。

1 材料与方法

1.1 细胞株和动物

人PC-9细胞株(EGFR-Del19突变)购自广州赛库

生物技术有限公司，人H1975细胞株(EGFR-T790突

变)购自南京科佰生物科技有限公司。SPF级BALB/C

裸鼠(No. 202017845)购自常州卡文斯实验动物有限

公司。

1.2 主要试剂

阿美替尼为江苏豪森药业有限公司产品；E-

cadherin、基质金属蛋白酶(matrix metallo-proteinase，

MMP)-2、MMP-9、Vimentin和 β-actin抗体均购自武

汉三鹰生物技术有限公司；RPMI 1640培养基购自中

国赛默飞世尔科技有限公司；胎牛血清购自浙江天

行生物科技股份有限公司；CCK-8细胞增殖试剂盒、

Annexin V-FITC/PI 试剂盒、Transwell 小室、胰酶细

胞消化液、100×青霉素-链霉素溶液、RIPA裂解液、

苯 甲 基 磺 酰 氟 (phenylmethanesulfonyl fluoride，

PMSF)、BCA 蛋白浓度测定试剂盒均购自合肥志宏

泰克生物技术有限公司。

1.3 细胞培养

PC-9 和 H1975 细胞接种于含有 10% 胎牛血清和

青霉素 1×105 U/L、链霉素 100 mg/L 的 RPMI 1640 培

养基中，置于37 ℃、5% CO2饱和湿度的恒温培养箱

中培养。所有实验均采用对数生长期细胞。

1.4 CCK-8法检测细胞存活率

收集呈对数期稳定生长的 PC-9 和 H1975 细胞，

用细胞计数板计数，调整细胞密度至 5×104个/mL，

接种于 96孔板中，每孔加入 100 μL细胞悬液，置于

37 ℃、5% CO2的恒温培养箱中，待细胞贴壁后，更

换孔中培养液为含有阿美替尼(0、1、2、4、6、8、

10 µmol/L)的RPMI 1640培养基，每个浓度设置 5个

复孔，分别孵育24、48 h时，每孔加入10 µL CCK-8

溶液，避光，置于37 ℃培养箱中孵育2 h，用酶标仪

测定 450 nm处的吸光度，药物抑制率计算公式：药

物抑制率=(对照组 OD 值−实验组 OD 值)/对照组 OD

值×100%。进一步计算出药物的半数抑制浓度(half

inhibitory concentration，IC50)。

1.5 Annexin V-FITC/PI双染法检测细胞凋亡

将 PC-9 和 H1975 细胞接种至 6 孔板中，每孔加

入2×105个细胞，再加入完全培养基，待细胞融合率

为 70%~80%时，吸去孔内培养基，更换为含有阿美

替尼(0、1、2、4、8 µmol/L)的2 mL RPMI 1640培养

基，孵育 24 h。收集 5×105个细胞于流式管中，用预

冷的PBS清洗细胞，1 000 r/min离心8 min，弃上清，

加入 200 μL 1×Annexin V 结合液重悬细胞，加入

3 μL Annexin V-FITC，置于冰上孵育15 min，再加入

5 μL PI染色液，轻轻混匀，避光、冰上孵育 10 min；

加入 200 μL 1×Annexin V结合液，混匀，样品在 1 h

内用流式细胞仪检测。

1.6 Transwell侵袭实验

在 Transwell 上室内加入 50 µL 基质胶，置于

37 ℃恒温箱中孵育 30 min，待胶凝固。收集PC-9和

H1975细胞，用无血清RPMI 1640培养基调整为含有

阿美替尼(0、1、2、4 µmol/L)的细胞悬液(2×105个/mL)，

分别取 100 µL加入上室；下室加入含 10% 胎牛血清

的培养液 600 µL。每组设置 2 个复孔，实验重复

3次；培养48 h后取出Transwell小室，冲洗后用棉签

轻轻擦去微孔膜上层细胞；用4%多聚甲醛室温固定

15 min，结晶紫室温染色20 min。采用光学倒置显微
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镜(×100)下计数侵袭至微孔膜下层的细胞，每个样本

观察5个视野，取平均值。

1.7 Transwell迁移实验

无需在 Transwell 上室内铺基质胶，其余步骤

同1.6。

1.8 蛋白质印迹法

将PC-9和H1975细胞接种至直径为100 mm的培

养皿中，当细胞融合度为 70%~80%时，加入阿美替

尼(0、1、2、4 µmol/L)处理，24 h 后提取蛋白质，

BCA 法测定蛋白质浓度。加入 SDS-PAGE 蛋白上样

缓冲液，充分混匀，于96 ℃加热5 min。每种样品取

终浓度 30 μg上样电泳，采用湿转法电转移至PVDF

膜，快速封闭液封闭 20 min。按照不同分子量剪切

PVDF 膜，加入对应的抗体，4 ℃摇床、孵育过夜。

次日用TBST在室温下清洗3次，每次5 min，加HRP

标记的二抗，在室温下孵育 1 h，显色曝光，采用

Image J软件分析条带灰度值。

1.9 体内实验

将 H1975 细胞离心，用 PBS 洗涤，再悬浮于无

血清RPMI 1640培养基中。然后将细胞(3×106个/只)

注射到4~6周龄裸鼠右肩后皮下。待肿瘤生长至100 mm3，

随机分为 3 组，每组 5 只，均给予 0.2 mL 二甲基亚

砜、5 mg/kg AZD9291和5 mg/kg阿美替尼灌胃，每2

天1次。每次注射前监测裸鼠体重和肿瘤大小。肿瘤

体积为长×宽 2/2，整个过程持续21 d。所有动物研究

均经蚌埠医学院实验动物教学与研究委员会批准(伦

动科批字[2020]第36号)。

1.10 统计学处理

应用 Graphpad Prism 7.0 软件对数据进行统计学

分析并作图，计量资料以均数±标准差(x̄±s)表示，多

组比较采用方差分析和LSD-t检验，P<0.05为差异具

有统计学意义。

2 结 果

2.1 阿美替尼抑制PC-9、H1975细胞增殖

CCK-8 实验结果显示：随着药物浓度的增加和

时间的延长，阿美替尼对PC-9和H1975细胞的抑制

作用逐渐增强(图1)，具有时间和剂量依赖性。PC-9细

胞24、48 h的IC50值分别为5.422和1.302 µmol/L，H1975

细胞24、48 h的IC50值分别为4.803和2.094 µmol/L。

图1 阿美替尼抑制PC-9、H1975细胞增殖

Figure 1 Almonertinib inhibits the proliferation of PC-9 and H1975 cells

A: Histogram of cell viability of CCK-8 experiment, *P<0.05 vs almonertinib (0 μmol/L); B: Cell proliferation is observed under

microscope at 48 h after culture.
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2.2 阿美替尼诱导PC-9和H1975细胞凋亡

流式细胞仪检测结果示：H1975细胞对照组的细

胞凋亡率为(6.05±0.11)%，1、2、4、8 µmol/L阿美替

尼处理组分别为(9.81±0.90)%、(10.51±1.49)%、(15.34±

3.50)%、(28.97±2.57)%。PC-9 细胞对照组的细胞凋

亡率为(3.60±1.50)%，阿美替尼(1、2、4、8 µmol/L)

处理组分别为(8.82±3.22)%、(9.53±4.24)%、(13.62±

3.69)%、(42.10±1.76)%。与对照组相比，随阿美替

尼药物浓度增加，PC-9和H1975细胞凋亡率显著增

加(P<0.05，图2)。

2.3 阿美替尼抑制PC-9和H1975细胞迁移

Transwell细胞迁移实验结果显示：H1975细胞对

照组的细胞迁移数为 206.67±30.55，1、2、4 µmol/L

阿美替尼处理组分别为 80.00±10.00、 38.67±5.51、

19.67±4.72。 PC-9 细 胞 对 照 组 的 细 胞 迁 移 数 为

353.33±50.33，1、2、4 µmol/L阿美替尼处理组分别

为 202.67±16.16、136.00±26.23、62.67±8.33。与对照

组相比，随阿美替尼药物浓度的增加，PC-9 和

H1975细胞迁移抑制率均显著增加(均P<0.05，图3)。

2.4 阿美替尼抑制PC-9和H1975细胞侵袭

细胞侵袭实验结果显示：H1975细胞对照组的细

胞侵袭数为171.33±37.75，阿美替尼(1、2、4 µmol/L)

处理组分别为 67.00±8.18、37.00±6.08、22.00±4.36。

PC-9细胞对照组的细胞侵袭数为300.00±20.00，阿美

替尼 (1、2、4 µmol/L)处理组分别为 162.00±11.13、

132.00±8.00、35.33±5.03。与对照组相比，随阿美替

尼药物浓度的增加，PC-9和H1975细胞侵袭抑制率

均显著增加(均P<0.05，图4)。

2.5 阿美替尼对PC-9和H1975细胞侵袭、迁移相关

蛋白质表达的影响

蛋白质印迹法结果显示：与对照组相比，1、2、

4 µmol/L 阿美替尼处理组 PC-9 和 H1975 细胞中

MMP-9，MMP-2和Vimentin蛋白表达水平均明显降

低 ， E-cadherin 蛋 白 表 达 水 平 明 显 升 高 ( 均 P<

0.05，图5)。

图2 阿美替尼诱导PC-9和H1975细胞凋亡

Figure 2 Almonertinib induces the apoptosis of PC-9 and H1975 cells

A: Apoptosis of PC-9 and H1975 cells treated with different concentrations of almonertinib (1, 2, 4 and 8 µmol/L) by flow

cytometry; B: Histogram of apoptosis rate, *P<0.05 vs almonertinib (0 μmol/L).
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图3 阿美替尼抑制PC-9和H1975细胞迁移

Figure 3 Almonertinib inhibits the migration of PC-9 and H1975 cells

A: Crystal violet staining results; B: Histogram of the number of cells stained with crystal violet through the loculeis, *P<0.05 vs

almonertinib (0 μmol/L).

图4 阿美替尼抑制PC-9和H1975细胞侵袭

Figure 4 Almonertinib inhibits the invasion of PC-9 and H1975 cells

A: Crystal violet staining results; B: Histogram of the number of cells stained with crystal violet through the locule, *P<0.05 vs

almonertinib (0 μmol/L).
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2.6 阿美替尼抑制H1975肿瘤体内生长

将H1975细胞移植到BALB/c裸鼠体内，结果发

现：与对照组和阳性对照奥希替尼(AZD9291)组相

比，阿美替尼治疗组肿瘤生长被显著抑制(图 6A)。

此外，阿美替尼治疗组裸鼠体重减轻(图6B)，肿瘤体

积显著减小(图 6C)，肿瘤质量也明显减轻(图 6D)。

组织样本的苏木精-伊红(HE)染色显示阿美替尼治疗

没有造成严重肝、肾和肺损害(图6E)。

图5 蛋白质印迹检测侵袭、迁移相关蛋白质在PC-9和H1975细胞中的表达

Figure 5 Western blotting to detect the expression of invasion and migration related proteins in PC-9 and H1975 cells

A: Expression of invasion and migration-related proteins in PC-9 cells; B: Expression of invasion and migration-related proteins in

H1975 cells. *P<0.05 vs almonertinib (0 μmol/L).

图6 阿美替尼对H1975裸鼠移植瘤生长有抑制作用

Figure 6 Almonertinib has an inhibitory effect on the growth of H1975 transplanted tumor in nude mice

A: Representative tumors in each group; B: Body weight of mice; C: Tumor volume of mice; D: Tumor mass of mice, *P<0.05 vs

control; E: Liver, kidney, and lung tissues of mice.

1051



中南大学学报 ( 医学版 ), 2021, 46(10) http://xbyxb.csu.edu.cn

©Journal of Central South University (Medical Science). All rights reserved.

3 讨 论

肺癌是全球癌症相关死亡的主要原因，多年来

一直稳居我国常见癌症及癌症相关死亡原因首位。

在各种肺癌类型中，NSCLC 占比最高[1]。大部分患

者在初次诊断时已经转移，或者在初次手术或放疗

后复发。因此，对于NSCLC患者，有效抑制肿瘤的

迁移和侵袭将是改善患者预后的主要方法[12]。

靶向治疗因其疗效好、不良反应小而成为最具

吸引力和前景的治疗方法之一。小分子EGFR-TKIs，

如吉非替尼和厄洛替尼，已经成为 EGFR 突变

NSCLC 患者的首选治疗方法[13]。然而，第 1、2 代

EGFR-TKIs 在使用一段时间后，患者不可避免地会

对其产生耐药，其中最具代表性的是T790突变。阿

美替尼作为第3代EGFR-TKIs，可靶向EGFR发挥抗

肿瘤活性，临床研究[10]显示其对肺癌有较好的治疗效

果。本研究CCK-8实验结果表明：阿美替尼可呈时

间和剂量依赖性抑制PC-9和H1975细胞的增殖，促

使细胞凋亡。

上皮间质转化 (epithelial mesenchymal transfor-

mation，EMT)是一个由充分分化的上皮细胞转化为

间充质表型的过程，伴有上皮标志物丢失、间充质

特性获得、迁移增强的细胞骨架重组，是导致肿瘤

细胞侵袭和转移的关键，在肿瘤的发展中起至关重

要的作用[14]。临床研究[15]证明 EMT 在 NSCLC 的侵

袭、转移过程中扮演重要的角色，即EMT可以促进

NSCLC的侵袭与转移。肿瘤微环境在肿瘤侵袭、转

移过程中起重要作用。EMT除直接增强肺癌细胞本

身的侵袭、转移能力外，还可改变癌细胞所处的微

环境，诱使癌细胞逃脱机体免疫监视而免受宿主攻

击，从而进一步增强其侵袭、转移性[16]。此外，

EMT的发生与EGFR-TKIs类药物耐药密切相关，逆

转EMT可延迟对EGFR-TKIs类药物耐药的发生。研

究[17]证实：EMT是NSCLC不良预后的重要表征，随

着肺癌恶性程度的增高，肺癌细胞中上皮细胞标志

物 E-cadherin 蛋白表达水平降低，间质细胞标志物

Vimentin蛋白等表达增加。同时，MMP-2和MMP-9

因参与肿瘤基底膜和 ECM 的降解，在肿瘤的发生、

发展、侵袭、转移过程中起重要作用。蛋白质印迹

法结果显示：随着阿美替尼剂量的升高，PC-9 和

H1975 细胞 E-cadherin 蛋白上调，Vimentin、MMP-2

和MMP-9蛋白下调。Transwell实验结果表明阿美替

尼可以抑制 PC-9 和 H1975 细胞的侵袭、迁移能力。

这些生物标志物变化提示阿美替尼可以有效逆转

EMT。

裸鼠体内成瘤实验结果也显示阿美替尼在体内

具有良好的抗肿瘤效果且对其他脏器的毒副作用较

小。同时本课题组前期研究[7]发现阿美替尼可以通过

抑制 EGFR/PI3K/AKT 信号通路，抑制 TNBC MDA-

MB-231细胞的增殖，诱导细胞自噬和凋亡。阿美替

尼更多的抗肿瘤机制还有待进一步研究。

综上所述，阿美替尼作为一种我国自主研发的

新型第3代靶向药，可抑制PC-9和H1975细胞增殖、

迁移、侵袭，其机制可能是通过抑制肿瘤细胞EMT

过程并抑制MMP的表达来发挥作用的，同时阿美替

尼的毒副作用较小，作为一种新型的靶向制剂治疗

NSCLC的效果值得进一步研究。
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