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拉帕替尼和紫杉醇在食管癌细胞中的抗肿瘤
活性及其作用机制
陈涛，李雄伟，孙晓东
Synergistic Antitumor Activity and Mechanism of Lapatinib and Paclitaxel in 
Esophageal Cancer Cells
CHEN Tao, LI Xiongwei, SUN Xiaodong
Department of Health Medicine, Zhengzhou People’s Hospital, Zhengzhou 450000, China

Abstract: Objective  To investigate the anti-tumor activity and mechanism of lapatinib, paclitaxel and 
their combination on esophageal cancer cells EC109. Methods  MTT assay was used to detect the effects 
of lapatinib (1, 2, 4, 8 μmol/L), paclitaxel (5, 10, 20, 40 μg/L) and their combination on the proliferation 
of esophageal cancer cells EC109. We tested the effects of 2 μmol/L lapatinib, 10 μg/L paclitaxel and their 
combination on the invasion, cell cycle, apoptosis and EGFR, HER2 and downstream signaling pathways 
of EC109 cells. Results  Lapatinib combined with paclitaxel synergistically inhibited the proliferation 
of EC109 cells, and the combined action index was greater than 1.15. The number of invaded cells in the 
combination group (62.0±9.5) was significantly less than those in the lapatinib group (152.4±16.1) and the 
paclitaxel group (103.6±12.7) (P<0.05). G2/M cells in the combination group ((43.4±3.1)%) was higher than 
those in lapatinib group ((20.3±2.5)%) and paclitaxel group ((26.6±2.8)%) (P<0.05). The apoptosis rate of 
the combination group was (47.3±8.4)%, higher than those of lapatinib ((12.7±2.3)%) and paclitaxel group 
((21.4±5.2)%) (P<0.05). Lapatinib combined with paclitaxel could synergistically inhibit the expression of 
phosphorylated EGFR, HER2 and AKT proteins. Conclusion  Lapatinib combined with paclitaxel exert 
synergistic antitumor activity by synergistically inhibiting the proliferation and invasion of esophageal 
cancer cell line EC109, arresting cell cycle, inducing apoptosis and inhibiting the transduction of EGFR/HER 
downstream signaling pathway.
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摘  要：目的  探讨拉帕替尼、紫杉醇和拉帕替尼联合紫杉醇对食管癌EC109细胞的抗肿瘤活性及作

用机制。方法  MTT法检测拉帕替尼（1、2、4、8 μmol/L）、紫杉醇（5、10、20、40 μg/L）及联

合使用对食管癌EC109细胞增殖的影响；分别检测拉帕替尼 2 μmol/L、紫杉醇10 μg/L及联合使用对

EC109细胞的侵袭、周期、凋亡和EGFR、HER2及其下游信号通路的影响。结果  MTT结果显示：

拉帕替尼联合紫杉醇可协同抑制EC109细胞增殖，联合作用指数均大于1.15；拉帕替尼联合紫杉醇组

发生侵袭的细胞数62.0±9.5个，明显少于拉帕替尼152.4±16.1个和紫杉醇组103.6±12.7个（P<0.05）；

拉帕替尼联合紫杉醇组G2/M期细胞（（43.4±3.1）%），高于拉帕替尼（（20.3±2.5）%）和紫杉醇组

（（26.6±2.8）%）（P<0.05）；拉帕替尼联合紫杉醇组的细胞凋亡率为（47.3±8.4）%，高于拉帕替

尼（（12.7±2.3）%）和紫杉醇组（（21.4±5.2）%）（P<0.05）；Western blot结果显示：拉帕替尼联

合紫杉醇可协同抑制磷酸化EGFR、HER2及AKT蛋白的表达。结论  拉帕替尼联合紫杉醇通过抑制食

管癌细胞EC109的增殖和侵袭、阻滞细胞周期、诱导细胞凋亡、抑制EGFR、HER2下游信号通路的转

导发挥协同抗肿瘤活性。
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0  引言
食管癌是常见的消化道恶性肿瘤，其发病率和

死亡率分别居全球恶性肿瘤的第八位和第六位[1]。目

前对食管癌的治疗方式主要有手术、放疗和化疗，

其5年生存率仍不足20%[2]。人表皮生长因子受体2
（human epidermal growth factor receptor 2, HER2）

和表皮生长因子受体（epidermal growth factor recep-
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tor, EGFR）是HER酪氨酸激酶受体家族的主要成

员，与细胞的增殖、迁移和侵袭相关[3]。有研究表

明在食管癌中EGFR、HER2的共同过表达率高达

30%，且与患者的不良预后相关[4-6]。有研究显示，拉

帕替尼与临床常用的化疗药物在治疗未接受过化疗

的转移性膀胱癌的治疗中发挥协同作用，且拉帕替

尼和化疗药物联用，可减少化疗药物的剂量，这是

一种潜在的降低毒性的策略[7-8]。多烯紫杉醇，又称

紫杉醇，是一种抗微管药物，通过其对微管结构的

稳定诱导细胞周期阻滞及凋亡。在临床中单独作用

于食管鳞癌的治疗时有效反应率仅为30%左右，故

本研究检测拉帕替尼联合紫杉醇在食管癌中是否可

以发挥协同抗肿瘤活性及其可能的机制。

1  材料与方法
1.1  细胞及试剂 

人食管鳞状细胞系EC109购于中国医学科学

院基础医学研究所细胞资源中心。RPMI 1640培养

基、胰蛋白酶-EDTA、MTT粉末、结晶紫粉末、

青霉素和链霉素购于北京索莱宝科技有限公司；

侵袭实验的小室购于美国Corning公司；BCA蛋

白定量试剂盒、细胞周期检测试剂盒和细胞凋亡

检测试剂盒购于江苏碧云天生物技术研究所；兔

抗人EGFE（货号2085）、HER2（货号4290）、

AKT（货号2920）、p-AKT（货号13038）、

β-actin单克隆抗体及辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠

（货号3700）、兔IgG抗体（货号4870）购于美国

CST公司。拉帕替尼（GW572016, 50 mg）购于美

国MedChemExpress公司，将拉帕替尼溶于二甲亚

砜（DMSO）中，并以10 mmol/L的浓度储存。紫

杉醇注射液（5 mg/ml）购于北京双鹭药业股份有

限公司，用PBS溶液稀释。

1.2  细胞培养 
EC109细胞用含有体积分数10%胎牛血清、

100 g/L链霉素、100 u/ml青霉素的RPMI 1640培

养基中培养，在5%CO2、37℃恒温箱中培养。

当细胞密度增长至80%~90%融合时，用0.25%胰

酶-EDTA将其消化，离心并传代。

1.3  MTT实验检测细胞活性  
取对数生长的食管癌细胞EC109，用0.25%胰

酶-EDTA消化并计数，按照2 000个/孔的密度接种

于96孔板中，培养24 h后，加入拉帕替尼使其终浓

度为（1、2、4、8 μmol/L）、加入紫杉醇使其终

浓度为（5、10、20、40 μg/L）和联合用药（拉帕

替尼1 μmol/L+紫杉醇5 μg/L、拉帕替尼2 μmol/L+

紫杉醇10 μg/L、拉帕替尼4 μmol/L+紫杉醇20 μg/L、

拉帕替尼8 μmol/L+紫杉醇40 μg/L），每个浓度设

置六个平行孔。同时设置无药物处理组及无细胞

空白对照组，恒温箱中孵育48 h。每孔加入20 μl 
MTT溶液（5 mg/ml）继续孵育4 h。弃上清液，每

孔加入150 μl DMSO溶液，用酶标仪检测570 nm处

的吸光度A值。根据公式计算出不同药物浓度药物

处理后细胞的增殖抑制率。

增殖抑制率=（无细胞空白对照组A570值－药

物处理组A570值）/（无细胞空白对照组A570值－无

药物处理组A570值）×100%。

根据金氏公式计算药物联合指数（q），ABi
为两药合用的抑制率，Ai和Bi为两种药单独使用

的抑制率，q>1.15表示两药联合效果强于两药效单

纯叠加。联合指数（q）=ABi/［Ai +( 1- Ai) × Bi］
1.4  Transwell实验

将24孔板和小室放置恒温箱中预热，在24孔板

中加入500 μl含20%血清的培养基，无血清培养基

悬浮的EC109细胞，以2×104个/皿的密度接种至小

室中，在不同处理组中分别加入紫杉醇10 μg/L、

拉帕替尼 2 μmol/L和两药同时加入，然后置于恒温

箱中孵育48 h。取出小室，用棉签轻轻擦掉小室中

未穿过的细胞，然后放入含1 ml多聚甲醛的24孔板

中，室温固定10 min。再放入含有0.1%结晶紫染色

液的24孔板中，染色30 min。然后用PBS清洗，放置

显微镜下拍照，每组从上至下选择5个视野拍照。

1.5  细胞周期检测  
EC109细胞以2×104个/皿的密度接种至6孔板

中，在恒温箱中孵育24 h后，弃旧培养液，分别

单独加入含有拉帕替尼2 μmol/L、紫杉醇10 μg/L
的新鲜培养液2 ml，继续培养48 h。胰酶消化收集

细胞，PBS溶液洗涤1遍，加入预冷的70%乙醇固

定24 h。PBS溶液洗涤1遍，500 μl碘化丙啶（PI）
（50 mg/ml）和RNase（100 mg/ml）重悬细胞，

37℃避光染色30 min。采用流式细胞仪检测细胞的

荧光值，并计算出G1、S、G2/M期细胞的比率。

1.6  细胞凋亡率检测  
细胞凋亡试剂盒结合流式细胞术检测拉帕替

尼、紫杉醇单独和联用对EC109细胞的凋亡诱导作

用。将对数生长期的EC109细胞，以每孔3×105个

细胞的密度接种至6孔板中，于恒温箱中孵育24 h
后分别加入拉帕替尼2 μmol/L、紫杉醇10 μg/L和

联合用药，处理48 h后收集细胞，用PBS洗涤2~3
遍。然后每管加入500 μl 的Annexin V-FITC结合

液重悬细胞，再加入5 μl Annexin V-FITC和10 μl
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的PI，轻轻混匀后在室温下避光孵育10 min，用

流式细胞仪检测。流式凋亡图左上象限（Q1）表

示坏死的细胞，右上象限（Q2）表示晚期凋亡细

胞，左下象限（Q3）表示正常的细胞，右下象限

（Q4）表示早期凋亡细胞，细胞凋亡率为早期凋

亡率和晚期凋亡率之和。

1.7  Western blot检测EGFR、HER2及其下游信号

通路中关键蛋白的表达

拉帕替尼（2 μmol/L）、紫杉醇（10 μg/L）单

独及联用处理EC109细胞48 h后，提取细胞中的总

蛋白。用BCA蛋白定量取30 μg的蛋白，并配置5%
的浓缩胶、15%的分离胶进行SDS-PAGE电泳，将

蛋白湿转至PVDF膜上。用1%BSA室温封闭2 h、经

过一抗孵育（1:1 000稀释，4℃孵育过夜）、TBST
洗涤3次、二抗孵育（1:4 000稀释，室温孵育1 h）、

TBST洗涤3次后，在膜上滴加适量化学发光显色液

并置于Amersham Imager 600凝胶成像系统中拍照。

1.8  统计学方法 
采用SPSS21.0进行统计分析。计量资料以（x

±s）表示，组间比较采用单因素方差分析，进一

步两两比较采用SNK-q检验，P<0.05为差异有统计

学意义。

2  结果
2.1  拉帕替尼、紫杉醇单独及联合使用对EC109
细胞的增殖抑制作用  

拉帕替尼联合紫杉醇组对细胞的增殖抑制率

均高于拉帕替尼组和紫杉醇组，且联合用药指数q
值均大于1.15，说明拉帕替尼联合紫杉可协同抑制

细胞增殖，见图1。

2.2  拉帕替尼、紫杉醇单独及联合使用对EC109
细胞侵袭的影响  

对照组、拉帕替尼2 μmol/L、紫杉醇10 μg/L
单独及联合使用时发生侵袭的细胞数分别为214.5±
20.5、152.4±16.1、103.6±12.7、62.0±9.5，四组间

发生侵袭的细胞数差异有统计学意义（F=57.241, 
P<0.001），且拉帕替尼联合紫杉醇组发生侵袭的

细胞数少于拉帕替尼组和紫杉醇组，见图2。

2.3  拉帕替尼、紫杉醇单独及联合使用对EC109
细胞周期的影响

对照组、拉帕替尼组、紫杉醇组和联合处理

组G2/M期细胞比率分别为（9.6±1.2）%、（20.3±
2.5）%、（26.6±2.8）%和（43.4±3.1）%，四组

间G2/M期细胞比率差异有统计学意义（F=15.320, 
P<0.001），且拉帕替尼联合紫杉醇组G2/M期细胞

比率高于拉帕替尼组和紫杉醇组，见图3。

2.4  拉帕替尼、紫杉醇单独及联合使用对EC109
细胞凋亡的影响  
    对照组、拉帕替尼组、紫杉醇组和联合处

理组细胞的凋亡率分别为（5.6±1.2）%、（12.7
±2.3）%、（21.4±5.2）%和（47.3±8.4）%。四

组之间的凋亡率差异有统计学意义（F=33.612, 
P<0.001），且拉帕替尼联合紫杉醇组细胞凋亡率

Lap: lapatinib; Pac: paclitaxel; Lap+Pac: lapatinib+paclitaxel.
图1  拉帕替尼、紫杉醇单独及联合使用对EC109细胞的增
殖抑制作用
Figure 1  Inhibitory effect of lapatinib, paclitaxel and their 
combination on proliferation of EC109 cells 

图2  拉帕替尼、紫杉醇单独及联合使用对EC109细胞侵袭的影响
Figure 2  Effect of lapatinib, paclitaxel and their combination on invasion of EC109 cells
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高于拉帕替尼组和紫杉醇组，见图4。

2.5  拉帕替尼、紫杉醇单独及联合使用对EGFR、

HER2及其下游信号通路中关键蛋白AKT表达的影响  
拉帕替尼为EGFR、HER2的双靶点药物，可减

弱磷酸化EGFR、HER2蛋白的表达，而拉帕替尼联

合紫杉醇组，对磷酸化EGFR、HER2蛋白的抑制

作用增强，单独药物处理组和联合药物处理组对

EGFR、HER2蛋白的表达均没影响。另外拉帕替尼

和紫杉醇联合处理组与单独药物处理组相比，可明

显抑制磷酸化AKT蛋白的表达，见图5~6。

3  讨论
   食管癌是临床上常见的消化道恶性肿瘤之

一，由于患者的早期症状不明显或就诊不及时，确

诊时大多处于晚期阶段。对于晚期或者有远处转移

的患者常采用化疗，临床上常用的化疗药物有紫杉

醇和顺铂。有临床数据表明，晚期食管癌患者在接

受以铂类为基础的联合化疗药物治疗后表现出明

显的不良反应，然而紫杉醇和埃罗替尼联合放疗却

取得了良好的治疗效果[9]。因此，对于晚期肿瘤患

者的治疗模式从传统的化疗药物转向化疗药物联

合靶向药物治疗。靶向药物治疗是近几年的研究热

点，抑制血管内皮生长因子的贝伐单抗，与卡培他

滨和顺铂联合使用，一线治疗晚期胃癌患者，临床

Ⅲ期实验结果表明接受贝伐单抗和化疗药物联合

治疗患者的无进展生存期和总生存率高于其他患

者[10]。以HER2为靶点的酪氨酸激酶抑制剂曲妥珠

单抗（赫赛丁），用于治疗晚期胃癌患者，与化疗

药物的联合使用与化疗药物单独使用相比可显著

提高患者的总生存率[11]。

拉帕替尼是以EGFR、HER2为双靶点的酪氨

酸激酶抑制剂，首次被批准是和卡培他滨联合治

疗HER2阳性的晚期乳腺癌患者。随着对药物作用

机制的进一步了解，拉帕替尼在结直肠癌、非小

细胞肺癌、胃癌、食管癌的临床治疗中也展开了

研究[12-15]。本研究主要比较拉帕替尼联合紫杉醇

与二者单独使用时对食管癌EC109细胞的增殖、

侵袭、周期和凋亡的影响并进一步探讨二者的联

合作用机制。拉帕替尼、紫杉醇单独作用EC109
细胞时，对其增殖抑制作用均呈剂量依赖性，而

这种增殖抑制作用在联合药物处理中表现更加明

显。在不同药物浓度联合处理下，联合作用指数q
值均>1.15，说明拉帕替尼联合紫杉醇可协同抑制

EC109细胞的增殖。拉帕替尼联合紫杉醇与单独药

物处理组相比，可显著抑制EC109细胞侵袭。周期

检测实验结果显示，拉帕替尼联合紫杉醇与单独

药物处理组相比，可显著将细胞周期阻滞于G2/M
期。拉帕替尼联合紫杉醇对EC109细胞的凋亡诱导

作用强于单独药物处理组。经过对EGFR、HER2
及其下游主要信号通路PI3K/AKT中关键蛋白AKT
的检测，结果显示拉帕替尼联合紫杉醇可协同抑

制p-EGFR、p-HER2蛋白的表达，且可抑制PI3K/
AKT信号通路的转导。PI3K/AKT信号通路中活化

图3  拉帕替尼、紫杉醇单独及联合使用对EC109细胞周期
的影响
Figure 3  Effects of lapatinib, paclitaxel and their 
combination on cell cycle of EC109

图4  拉帕替尼、紫杉醇单独及联合使用对EC109细胞凋亡的影响   
Figure 4  Effects of lapatinib, paclitaxel and their combination on apoptosis of EC109 cells 
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的AKT可调节大量下游介质，参与细胞的存活和

代谢过程[16]。

综上所述，EGFR、HER2双靶向药物拉帕替尼

联合化疗药物紫杉醇可协同抑制食管癌细胞EC109
的增殖、减弱细胞的侵袭能力、阻滞细胞周期于G2/
M期、诱导细胞凋亡，以上作用可能与抑制EGFR、

HER2及其下游PI3K/AKT信号通路的转导相关。
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图5  拉帕替尼、紫杉醇单独及联合使用对EGFR、HER2
及其下游信号通路中关键蛋白AKT表达的影响
Figure 5  Effect of lapatinib, paclitaxel and their 
combination on expression of key protein AKT in EGFR, 
HER2 and its downstream signaling pathway

*: P<0.05, compared with the control group; #: P<0.05, compared with 

Lap+Pac group.

图6  不同组间蛋白灰度值比较
Figure 6  Comparison of protein gray values among 
different groups


