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氯胍联合奥希替尼抑制膀胱癌细胞的增殖和迁移★

王伟帆，周晓辰，谢宜君，钟 奇，杨小平*

（湖南师范大学医学部 小分子靶向药物研究与创制湖南省重点实验室，湖南 长沙，410013）
摘要： 目的　探讨氯胍与奥希替尼单药及联合应用对膀胱癌细胞迁移的影响及可能机制。方法　采用 MTT

实验检测氯胍与奥希替尼单药对膀胱癌细胞增殖能力的影响；细胞划痕实验和 Transwell 实验检测氯胍与奥希替尼

单药及联用对膀胱癌细胞迁移的影响；Western blotting 检测氯胍联用奥希替尼对表皮生长因子受体（EGFR）与上

皮-间质转化（EMT）标志蛋白 E-cadherin、N-cadherin 表达的影响。结果　氯胍和奥希替尼单药处理均可显著抑

制膀胱癌细胞增殖及迁移，而联合用药表现出显著的协同抑制作用，其抑制效果显著优于单药处理组。氯胍联合

奥希替尼可显著抑制 EGFR 磷酸化，下调 N-cadherin 表达，并上调 E-cadherin 表达。结论　氯胍与奥希替尼联用

可能通过抑制 EGFR 磷酸化介导的 EMT 过程，从而协同抑制膀胱癌细胞的增殖和迁移。
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The combination of proguanil and osimertinib inhibits the proliferation 
and migration of bladder cancer cells★
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Abstract: Objective To explore the impact of proguanil and osimertinib, both as individual treatments and in combina⁃
tion, on the migratory behavior of bladder cancer cells, as well as to elucidate the potential mechanisms underlying these ef⁃
fects. Methods MTT assays were conducted to assess the impact of proguanil and osimertinib as single agents on the prolif⁃
eration of bladder cancer cells. Cell scratch assays and Transwell assays were employed to evaluate the effects of proguanil 
and osimertinib, both individually and in combination, on the migration of bladder cancer cells. Western blotting analysis 
was used to examine the effects of proguanil and osimertinib in combination on the expressions of epidermal growth factor 
receptor (EGFR) and epithelial-mesenchymal transition (EMT) markers, specifically E-cadherin and N-cadherin. 
Results Monotherapy with either proguanil or osimertinib significantly suppressed the proliferation and migration of blad⁃
der cancer cells. The combination treatment of proguanil and osimertinib demonstrated a marked synergistic inhibiting 
effect, resulting in enhanced inhibition of both cell proliferation and migration compared to single-agent treatment. The 
combination treatment significantly inhibited EGFR phosphorylation, downregulated N-cadherin expression, and upregulat⁃
ed E-cadherin expression. Conclusion The combination of proguanil and osimertinib effectively suppresses the prolifera⁃
tion and migration of bladder cancer cells via inhibiting EGFR phosphorylation and blocking the EMT process. 
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0　前言

膀胱癌是全球范围内常见的恶性肿瘤之

一［1-3］，男性发病率较高［4］。尽管近年来治疗技术

取得了显著进步，膀胱癌的高复发率和侵袭性仍然

是临床治疗中的难题［5］。膀胱癌的高迁移性是导

致患者预后不佳和病情恶化的主要原因之一［6］。

手术、化疗及免疫治疗等方法虽然有效，但对于迁

移性较强的膀胱癌而言，控制其扩散仍具有较大

挑战［7-9］。

肿瘤细胞迁移与侵袭的过程与上皮-间质转化

（epithelial-mesenchymal transition，EMT）密 切 相

关［10］。EMT使肿瘤细胞丧失上皮细胞特征，获得更

强的运动和迁移能力，推动肿瘤的扩散和转移［11］。

E-cadherin和N-cadherin是EMT过程中的关键黏附

蛋白。E-cadherin 通常在上皮细胞中表达，其功能

主要是维持细胞之间的粘附和上皮层的完整

性［12-14］。E-cadherin的表达下调可导致细胞间粘附

力减弱，促进 EMT 的发生，从而使细胞获得迁移和

侵袭能力［15-17］。相对而言，N-cadherin 通常在间质

细胞中表达，其表达上调是 EMT 的一个重要特征，

可以促进细胞的迁移和侵袭能力，这是肿瘤细胞获

得恶性特征的一个重要步骤［18］。N-cadherin表达上

调往往与 E-cadherin 表达下调呈负相关，二者在调

控细胞极性、迁移和侵袭中发挥着重要作用。

氯胍是一种在临床上广泛应用的抗疟疾药物，

近年来研究显示其在抗肿瘤领域也展现出潜

力［19-20］。本实验室前期研究表明氯胍通过靶向表皮

生长因子受体（epidermal growth factor receptor，EGFR）
通路可有效抑制肿瘤细胞的增殖［21］。EGFR不仅与

肿瘤细胞增殖密切相关，还能通过调节肿瘤细胞

EMT 进程来参与肿瘤细胞的迁移过程［22-25］。奥希

替尼是第三代 EGFR 酪氨酸激酶抑制剂，通过不可

逆共价结合 EGFR 的 ATP 结合位点，可特异性抑制

EGFR 激活突变（如 Del19、L858R）及与耐药相关的

T790M 突变，阻断下游信号通路，从而抑制肿瘤细

胞增殖和生存。虽然奥希替尼克服了 T790M 耐药

突变，但长期使用后仍可能出现新的耐药机制［26］。

因此，本研究拟探讨氯胍和奥希替尼单药及联合应

用对膀胱癌细胞增殖和迁移的影响，并分析其可能

机制，以期为膀胱癌的治疗带来新的突破，并为改

善患者预后提供更多选择。

1　材料和方法

1.1　材料

本研究中膀胱癌细胞株 T24和 J82均购自赛百

慷（上海）生物技术股份有限公司；p-EGFR 抗体

（3777T）、N-cadherin 抗体（13116T）、E-cadherin 抗

体（3195T）、GAPDH抗体（2118T）均购于Cell Signal⁃
ing Technology 公司（CST，美国波士顿）；奥希替尼

（HY-15772）购于MedChem Express公司（MCE，美国

波士顿）；氯胍（S5927）购于 Selleck Chemicals 公司

（Selleck，美国休斯敦）。

1.2　细胞培养与处理

将细胞置于含 5% CO₂、37 ℃的恒温培养箱内培

养。传代时，先弃去旧的培养基，加入磷酸盐缓冲

液（phosphate buffer solution， PBS）轻轻洗涤两次。

随后，加入 200 μL 胰蛋白酶消化液，使其均匀覆盖

于培养瓶底部，并置于培养箱内约 1 min，待细胞完

全消化后，加入 1 mL完全培养基中止消化。通过吹

打使细胞悬浮，转移至 15 mL 离心管中，以 1 200 
r·min-1离心 5 min。弃去上清，用完全培养基重悬沉

淀的细胞，将其转移至新的培养瓶中，继续培养并

补充适量培养基。本实验中使用了奥希替尼和氯

胍作为药物处理。

1.3　MTT实验

使用完全培养基将细胞按每孔 6 000个的密度

接种至 96孔板，培养 12 h以确保细胞贴壁并呈现正

常形态。配制不同浓度梯度的氯胍（0、10、20、40、
80 μmol·L-1）和 奥 希 替 尼（0、0.75、1.5、3、6 
μmol·L-1），根据预设的药物浓度，将相应的药物添

加至各孔，继续培养 72 h后，每孔加入 50 μL MTT溶

液（2 mg·mL-1），随后将 96 孔板置于培养箱内反应

5 h。弃去孔内液体，每孔加入 150 μL 二甲基亚砜

（dimethyl sulfoxide，DMSO），避光震荡 10 min以溶解

生成的晶体。最后，使用多功能酶标仪测定 490 nm
波长下的吸光度值，记录实验结果。将处理组的吸

光度值与对照组（未处理组）进行比较，计算细胞活

力。采用非线性回归分析拟合不同药物浓度下的

细胞活力曲线。

1.4　划痕实验

取状态良好的细胞，按每孔 3×105个细胞的密

度接种至 12孔板，置于培养箱中孵育 24 h。细胞贴

壁后，用 200 μL 枪头在培养板底部划线，加入 PBS
缓冲液轻轻清洗以去除漂浮细胞。配制不同浓度
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梯度的氯胍（0、10、20、40 μmol·L-1）和奥希替尼（0、
2、4 μmol·L-1），根据设定的药物浓度将药物加入无

血清培养基后加至 12孔板中。分别于 0、24、48 h使

用显微镜对划痕区域拍照记录，之后通过图像分析

软件对细胞迁移情况进行定量分析和数据处理。

使用图像分析软件测量不同时间点剩余划痕区域

面积。通过对每个时间点测量的面积取平均值，比

较不同时间点之间的划痕面积变化，计算细胞迁

移率。

1.5　Transwell实验

细胞经过胰酶消化后，用无血清培养基重悬并

进行计数。按照每孔 4 000 个细胞的密度接种于

Transwell 板的小室中。配制不同浓度梯度的氯胍

（0、10、20、40 μmol·L-1）和 奥 希 替 尼（0、2、4 
μmol·L-1），小室的下层加入 600 μL完全培养基，小

室上下两层均加入设定浓度的药物。每个小室的

体积控制在 200 μL。药物处理 24 h后，分别吸去上

下层的培养基，在小室下层加入适量 10%多聚甲醛

以固定穿过小室的细胞。固定完成后，弃去固定

液，使用结晶紫对细胞进行染色。在装有蒸馏水的

烧杯中轻轻洗涤小室，并用棉签去除小室内未穿过

膜的细胞。最后，将小室取出，置于干净的载玻片

上，使用显微镜采集图像，直接计数穿过膜的细胞

数，并使用图像分析软件（Image J）辅助计数，通过

比较不同处理方式下穿过膜的细胞数目计算细胞

的迁移率。

1.6　Western blotting实验

在 J82 和 T24 中分别使用 20、10 μmol·L-1 的氯

胍和 2 μmol·L-1的奥希替尼单独或联用处理细胞，

按照实验设计对细胞进行药物处理后，加入细胞裂

解液裂解细胞并提取总蛋白。将蛋白质样品进行

十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium do⁃
decylsulfate-polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-
PAGE）分离。通过湿转法将蛋白转移至聚偏氟乙

烯（polyvinylidene fluoride，PVDF）膜，将 PVDF 膜置

于含 5%脱脂奶粉的封闭液中，室温封闭 60 min，再
与稀释于封闭液中的 E-cadherin 和 GAPDH 一抗共

同孵育，于 4 ℃条件下过夜。次日使用TBST缓冲液

洗涤膜 30 min 以去除未结合的抗体，加入二抗孵

育。最后，TBST洗涤，显影，通过化学发光法观察蛋

白条带，进行印迹分析。

1.7　统计学分析

本实验中的所有数据均采用 IBM SPSS Statis⁃

tics 20软件进行统计学分析，使用GraphPad Prism 6
绘制统计图。两组间数据比较采用独立样本 t 检
验。当实验涉及多组数据比较时，使用单因素方

差分析（ANOVA），并通过 SNK（Student-Newman-
Keuls）法进行两两比较。统计显著性标准设定为：
*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，差 异 具 有 统 计 学

意义。

2　结果

2.1　氯胍抑制膀胱癌细胞的增殖与迁移

本研究结果显示，随着氯胍浓度的逐步升高，

膀胱癌细胞 J82和T24的活力均显著下降，且呈浓度

依赖性。氯胍在膀胱癌细胞 J82 中的 IC50 为 65.7 
μmol·L-1，在 T24 中的 IC50 为 35.5 μmol·L-1。此外，

划痕实验和 Transwell 实验结果均显示氯胍可显著

抑制膀胱癌细胞的迁移（图 1），提示氯胍以浓度依

赖性方式显著抑制膀胱癌细胞的增殖和迁移。

2.2　奥希替尼抑制膀胱癌细胞的增殖与迁移

本研究结果显示，随着奥希替尼浓度的逐步升

高，膀胱癌细胞 J82和 T24的活力均显著降低，且呈

现出浓度依赖性（图 2A），奥希替尼在膀胱癌细胞

J82 中的 IC50 为 3.6 μmol·L-1，在 T24 中的 IC50 为 2.5 
μmol·L-1。此外，划痕实验和 Transwell 实验结果显

示，奥希替尼处理后，膀胱癌细胞的横向迁移（图

2B）和穿膜迁移（图 2C）能力均明显减弱。以上结果

提示奥希替尼能够抑制膀胱癌细胞的增殖与迁移

能力。

2.3　氯胍联合奥希替尼抑制膀胱癌细胞的增殖与

迁移

本研究结果显示，氯胍与奥希替尼联合用药在

梯度浓度条件下对膀胱癌细胞的增殖均表现出显

著的协同抑制作用（图 3A），且氯胍联合奥希替尼在

抑制膀胱癌细胞的穿膜迁移（图 3B）和横向迁移

（图 4）方面均优于单药处理，提示氯胍联合奥希替

尼对膀胱癌细胞的增殖与迁移具有协同抑制作用。

2.4　氯胍联合奥希替尼对膀胱癌细胞EGFR磷酸

化及EMT的影响

本研究结果显示，氯胍和奥希替尼单药均能显

著下调膀胱癌细胞中 EGFR 磷酸化水平，上调 E-
cadherin 表达且下调 N-cadherin 表达，提示 EMT 进

程被阻断；两者联合应用对 EGFR 磷酸化、E-cad⁃
herin 及 N-cadherin 表 达 的 影 响 较 单 药 更 加 显

著（图5）。
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3　讨论

膀胱癌是一种全球范围内常见的恶性肿瘤，在

男性中发病率较高［1-4］。尽管近年来诊疗技术取得

显著进展，但膀胱癌高复发性和高侵袭性给临床造

成了巨大挑战［5］。抑制膀胱癌细胞增殖和迁移是研

注：（A）MTT实验表明氯胍能抑制膀胱癌细胞系 J82和T24增殖；（B）划痕实验显示氯胍能抑制膀胱癌细胞系 J82和T24的横向迁移能力；

（C）Transwell实验显示氯胍能抑制膀胱癌细胞系 J82和T24的穿膜迁移能力。*P<0.05，**P<0.01， ***P<0.001， n=3。
Note: (A) MTT assay shows that proguanil inhibits the proliferation of bladder cancer cell lines J82 and T24. (B) Scratch assay demonstrates that 

proguanil inhibits the lateral migration ability of bladder cancer cell lines J82 and T24. (C) Transwell assay shows that proguanil inhibits the transmem⁃
brane migration ability of bladder cancer cell lines J82 and T24. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, n=3.

图1　氯胍抑制膀胱癌细胞系增殖与迁移

Fig. 1　Proguanil inhibits the proliferation and migration of bladder cancer cell lines
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究重点之一［6］。本研究探讨了氯胍和奥希替尼在抑

制膀胱癌细胞增殖和迁移方面的作用，发现氯胍在

一定浓度下能够显著抑制膀胱癌细胞的增殖和迁

移。此外，奥希替尼作为第三代EGFR抑制剂，已经

在非小细胞肺癌治疗中展现了显著的抗肿瘤效

果［27］。本研究结果显示，奥希替尼对膀胱癌细胞的

注：（A）MTT实验表明奥希替尼能抑制膀胱癌细胞系 J82和T24增殖；（B）划痕实验显示奥希替尼能抑制膀胱癌细胞系 J82和T24的横向迁

移能力；（C）Transwell实验显示奥希替尼能抑制膀胱癌细胞系 J82和T24的穿膜迁移能力。*P<0.05，**P<0.01， ***P<0.001，n=3。
Note: (A) MTT assay shows that osimertinib inhibits the proliferation of bladder cancer cell lines J82 and T24. (B) Scratch assay demonstrates that 

osimertinib inhibits the lateral migration ability of bladder cancer cell lines J82 and T24. (C) Transwell assay shows that osimertinib inhibits the trans⁃
membrane migration ability of bladder cancer cell lines J82 and T24. *P<0.05，**P<0.01， ***P<0.001, n=3.

图2　奥希替尼抑制膀胱癌细胞系增殖与迁移

Fig. 2　Osimertinib inhibits the proliferation and migration of bladder cancer cell lines
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增殖和迁移也具有显著的抑制作用。然而，鉴于奥

希替尼单药治疗面临获得性耐药等局限性［26， 28-30］，
联合用药策略可能为提高治疗效果提供新的方向。

本研究进一步探讨了氯胍与奥希替尼的联合用药

注：（A）MTT实验表明氯胍与奥希替尼联合用药在梯度浓度条件下对膀胱癌细胞系 J82和T24的增殖均具有良好的抑制效果；（B）Transwell
实验显示氯胍与奥希替尼联合作用在抑制膀胱癌细胞系 J82和T24的穿膜迁移能力方面优于单药处理。*P<0.05，**P<0.01， ***P<0.001，n=3。

Note: (A) MTT assay shows that proguanil and osimertinib have a good inhibitory effect on the proliferation of bladder cancer cell lines J82 and T24 
across various combined concentrations. (B) Transwell assay shows that the combined use of proguanil and osimertinib is superior to monotherapy in 
inhibiting the transmembrane migration ability of bladder cancer cell lines J82 and T24. *P<0.05，**P<0.01， ***P<0.001, n=3.

图3　氯胍增强奥希替尼对膀胱癌细胞增殖和迁移的抑制作用

Fig. 3　Proguanil enhances the inhibitory effect of osimertinib on the proliferation and migration of bladder cancer cells
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效果，发现联合用药能够进一步降低膀胱癌细胞的

活性，并抑制细胞迁移。此外，本实验室前期研究

和实验结果表明奥希替尼对EGFR总蛋白并无显著

影响［31］。本研究结果显示，氯胍和奥希替尼联合使

用能显著下调 EGFR 磷酸化水平，同时上调 E-cad⁃
herin表达并下调N-cadherin表达。有研究证实，抑

制 EGFR 磷酸化能够有效阻断 EMT进程，进而影响

细胞的增殖和迁移过程［22-25］。因此，本研究结果提

示，氯胍与奥希替尼联用可能通过下调 EGFR 磷酸

化水平来阻断 EMT 过程，最终抑制膀胱癌细胞的

生长。

本研究初步揭示了氯胍与奥希替尼联合用药

在抑制膀胱癌细胞增殖和迁移中的潜力，并提供了

相关机制的初步数据，但仍存在一些局限性，值得

进一步探讨。首先，体外实验未能充分模拟体内复

杂的肿瘤微环境，因此尚未评估联合治疗在体内的

实际效果，未来的研究应通过体内动物模型验证这

一点。其次，本研究虽然发现 EGFR 磷酸化的下调

注：（A）划痕实验显示氯胍联合奥希替尼在抑制膀胱癌细胞系 J82的横向迁移能力方面优于单药处理；（B）氯胍联合奥希替尼在膀胱癌细

胞系 J82和T24中的划痕实验直方图；（C）划痕实验显示氯胍联合奥希替尼在抑制膀胱癌细胞系T24的横向迁移能力方面优于单药处理。*P<
0.05，**P<0.01， ***P<0.001，n=3。

Note: (A) Scratch assay shows that the combination of proguanil and osimertinib is more effective in inhibiting the lateral migration ability of bladder 
cancer cell line J82 than monotherapy. B. Histogram of data from the scratch assay of the combined treatment of proguanil and osimertinib in bladder 
cancer cell lines J82 and T24. (C) Scratch assay shows that the combination of proguanil and osimertinib is more effective in inhibiting the lateral 
migration ability of bladder cancer cell line T24 than monotherapy. *P<0.05，**P<0.01， ***P<0.001, n=3.

图4　氯胍增强奥希替尼对膀胱癌细胞迁移的抑制作用

Fig. 4　Proguanil enhances the inhibitory effect of osimertinib on bladder cancer cell migration
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可能是联合治疗抑制EMT的关键，但EMT的过程涉

及多个信号通路的协同作用［32］，因此是否还涉及其

他分子机制的调控仍需进一步研究。此外，膀胱癌

细胞的异质性可能导致不同细胞系对联合治疗反

应的差异［33］，这一点亟需通过多细胞系和类器官模

型进一步验证。联合治疗的最佳剂量和给药方案

也需要通过更多实验来优化，以确保其在临床上的

有效性和安全性。最后，膀胱癌的分型差异可能影

响治疗的效果［34］，因此在不同亚型的膀胱癌中评估

联合治疗的疗效，并探索潜在的生物标志物，以实

注：在膀胱癌细胞系 J82和 T24中，奥希替尼对 EGFR 总蛋白并无显著影响，氯胍和奥希替尼单用均能显著下调 EGFR 磷酸化水平，上调

E-cadherin表达且下调N-cadherin表达。两者联合应用对EGFR磷酸化、E-cadherin及N-cadherin表达的影响较单药更加显著。*P<0.05，**P<
0.01， ***P<0.001，n=3。

Note: In bladder cancer cell lines J82 and T24, osimertinib shows no significant effect on the total protein of EGFR. Both proguanil and osimertinib 
alone significantly downregulates the phosphorylation level of EGFR, upregulates the expression of E-cadherin, and downregulates the expression of 
N-cadherin. The proguanil and osimertinib combination shows a more significant effect on the phosphorylation of EGFR, and the expression of E-cadherin 
and N-cadherin than proguanil or osimertinib alone. *P<0.05，**P<0.01. ***P<0.001, n=3.

图5　膀胱癌细胞中相关蛋白的表达水平比较

Fig. 5　Comparison of the expression levels of related proteins in bladder cancer cells
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现个性化治疗，是未来研究的重要方向。通过深入

研究这些问题，氯胍与奥希替尼联合用药有望为膀

胱癌的靶向治疗提供新的策略。

综上，氯胍与奥希替尼的协同作用可能通过下

调 EGFR 磷酸化水平进而抑制 EMT进程，最终抑制

膀胱癌细胞的增殖和迁移，有望为膀胱癌的靶向治

疗开辟新的路径。
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