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赫赛汀和 !"顺式视黄酸联合用药对 #$%& 阳性荷瘤鼠乳腺癌细胞的抑制效应

郎海滨，糜漫天，朱俊东+ + （第三军医大学军事预防医学院营养与食品卫生学教研室，重庆市营养与食品安全重点实验室，
重庆 %"""*’）

+ + 摘+ 要：目的+ 探讨赫赛汀和 ,#顺式视黄酸单独和联合用药对 -./& 阳性乳腺癌细胞周期进程的体内协同抑制效应
及其分子机制。方法+ 将处于对数生长期的 012#(-./&细胞皮下注射到 3453 6 7 裸鼠体内，用赫赛汀和 ,#顺式视黄酸分
别单独和联合处理裸鼠移植瘤模型 &"8，测量各组裸鼠移植瘤的体积大小。利用免疫印记法检测移植瘤细胞 -./&、9&(、
1:7;<= .和 1>?& 蛋白的表达变化。结果+ 赫赛汀和 ,#顺式视黄酸联合作用组较对照和单独作用组能显著减小 -./& 阳
性乳腺癌细胞裸鼠移植瘤的体积，二者联合运用还能在体内显著改变荷瘤鼠癌细胞 -./&、9&(、1:7;<= .和 1>?& 的表达。
结论+ 联合应用赫赛汀和 ,#顺式视黄酸可在体内通过对细胞周期相关蛋白的表达进行调控从而达到协同抑制 -./& 阳
性乳腺癌细胞的作用。
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+ + 乳腺癌中 -./& 6 =MJ阳性乳腺癌以肿瘤恶性程度
高，预后差，易复发，死亡率高而最受关注。&"] ^
&$]的乳腺癌患者存在 -./& 6 =MJ 基因过表达的情
况，而目前已公认 -./& 6 =MJ 的过表达与乳腺癌的发
生存在着密切联系，并可作为检测乳腺癌预后情况及

长期生存率的独立指标［!］。曲妥珠单抗［ FOCUFJXJPCD，
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商品名赫赛汀（ TMO7MNF<=）］作为针对癌细胞 -./& 6
=MJ 基因靶点的第一个分子靶向药物，为乳腺癌尤其
是 -./& 6 =MJ阳性乳腺癌的临床治疗带来了新的突
破。但临床研究发现一定剂量的赫赛汀单独作用可导

致心力衰竭等毒副作用［&］，因此，目前多主张利用较

低剂量的赫赛汀联合其他抗肿瘤药物共同发挥抑制

-./& 6 =MJ 阳性乳腺癌的作用。,#顺式视黄酸是视黄
酸 ‘类受体 /‘/ 的选择性配体，属于维生素 4 的重
要衍生物，已有研究证实,#顺式视黄酸可有效抑制乳腺
癌细胞增殖［*］。本研究拟以转染了 -./& 6 =MJ 质粒的
012#(乳腺癌细胞裸鼠移植瘤为研究对象，观察赫赛汀
和 ,#顺式视黄酸联合用药对移植瘤的影响及其机制。
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!" 材料与方法

!" !# 细胞株
# # $%&’( 乳腺癌细胞购自中科院上海细胞库。
!" )# 实验动物
# # 选用 * + , 周龄健康雌性免疫缺陷 -./- 0 1裸鼠 )2 只，34&
级，体质量（!2 5 )）6，由第三军医大学实验动物中心提供，喂
养于严格消毒无菌层流动物房内，环境温度维持在 )7 8%，饲料
和水经消毒处理后自由进食。

!" *# 质粒
# # 含人 9:;-’) 0 <9= 基因的质粒（ >%$? 0 @:-;)）由美国.<A’
9:BC<癌症研究中心的 $D<6 EF< 教授惠赠；含新霉素抗性基因
的空载体质粒（>%G<9C）由本室保存。
!" ,# 主要试剂
# # H$@$0 &!)培养基购自 IJ%KC<9 公司；新生胎牛血清购自
天津 E-H公司；赫赛汀购自美国 L9<9<M91N公司；O’顺式视黄酸
购自美国 3D6PF公司；抗 I@Q)、%J1KD< @、%HR) 小鼠单克隆抗体
购自 3F<MF %:=S 公司；3’4二抗试剂盒和小鼠 G6L购自中杉公司。
!" 7# 质粒转染
# # 利用脂质体转染法将 >%$?0 @:-;) 质粒和带有新霉素抗性
基因的 >%G<9C质粒共转染到 $%&’( 细胞内，然后以 ,22 !6 0 PK
的 L,!T初筛转染的 $%&’( 细胞，待对照组细胞完全死亡后，再
以 )22 !6 0 PK L,!T维持筛选 )周，最后得到 $%&’(I@Q)细胞。

!" U# 裸鼠移植瘤模型建立和分组
# # 取对数生长期的 $%&’(I@Q)细胞，2" )7V胰酶消化后，无菌
4-3漂洗细胞 ) 遍，离心，用无血清的 H$@$ 0 &!) 培养基重悬
细胞，调整细胞数为 ! W !2(·PK X!，每只 -./- 0 1 裸鼠用 ! PK
注射器接种 )22 !K细胞悬液于其背部右侧皮下。细胞接种 ( A
后，所有裸鼠背部均长出异种移植瘤，成瘤率为 !22V。待细胞
接种 , 周后，测量肿瘤的最大直径 /（1P）和最小直径 H（1P），
按下述公式测量移植瘤体积，平均体积为 !" )O 1P*。将荷瘤裸

鼠随机分为 7 组（, 只 0组）：对照组，抗体对照组，O’顺式视黄酸
处理组，赫赛汀处理组，联合处理组，各组移植瘤体积无显著差

异。

# # 肿瘤体积（1P*）Y !
) W /) W H

!" (# 药物处理
# # 药物处理剂量：O’顺式视黄酸：!" 7 !6 0 Z6；赫赛汀为
!2 P6 0 Z6；对照抗体为 !2 P6 0 Z6。于移植瘤周边皮下注射给药，
隔日 !次，共给药 !2次，待药物处理 )2 A后，引颈处死动物。测
量肿瘤的最大直径和最小直径，计算各组肿瘤体积的大小，进行

差异分析，同时利用金氏公式 ! Y "# [ $
"# [ "$ X "# W "$计算出相应

的 !值以确定二者联合用药是否具有体内协同抑制效应。
!" T# I@Q’)、4)(、%J1KD< @、%HR) 表达的检测
# # 将药物作用 )2 A 后的 -./. 0 1 裸鼠活杀，剥离瘤体，用冰
预冷的 2" OV生理盐水冲洗干净，放入 7 PK 离心管中，立即加
入 ! PK预冷至 2\的裂解液，冰浴中匀浆，, \ !) 222 W %离心
!2 PD<。将上清液转移至另一离心管中。参照 /C]:J法检测样
本蛋白浓度，X )2\保存备用。取含 (2 !6 蛋白的裂解液与上
样缓冲液混合，加入 "’巯基乙醇，沸水浴中放置 7 PD<，行 3H3’

4.L@电泳。电泳完毕后，将 4.L@ 胶上的蛋白用湿式转印法
转至 4?H&膜上，用 !V -3. 0 E-3 封闭 4?H& 膜，, \过夜，然
后依次加入按一定比例稀释的一抗、二抗以及卵白素，最后用

H.-显色，扫描并保存结果。
!" O# 统计学分析
# # 实验数据用 !& 5 ’表示，采用 3433 !2" 2 统计软件进行 ( 检
验。

#" 结果

)" !# $%&’(I@Q)细胞裸鼠移植瘤体积的变化
# # 经 !" 7 !6 0 Z6 的 O’顺式视黄酸和 !2 P6 0 Z6 的赫赛汀联合
处理 )2 A的裸鼠移植瘤的体积为（2" ,* 5 2" 2O）1P*，不仅显著

低于对照组（)" 2) 5 2" )*）1P*、抗体对照组（!" OU 5 2" )7）1P*

和单纯给药组（) ^ 2" 27），较给药前移植瘤体积也显著减小。
利用金氏公式计算出 !值为 !" *(，提示二者联合用药可在体内
有效协同抑制 I@Q) 阳性乳腺肿瘤。
)" ) # $%&’(I@Q)细胞裸鼠移植瘤 %HR)、%J1KD< @ 和

>)( 蛋白表达的变化
# # _9BM9:< ;KCM检测结果显示，经赫赛汀和 O’顺式视黄酸联合
处理 )2 A 后，移植瘤细胞 I@Q) 的表达较对照组明显降低（)
^ 2" 27），而转染空载体 $%&’( 细胞裸鼠移植瘤其 I@Q) 的表
达呈阴性（照片未单独列出），与此同时，%HR) 和 %J1KD< @的表
达也较对照组显著下降（) ^ 2" 27），4)( 的蛋白表达则较对照
组显著上升（) ^ 2" 27，图 !）。
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!：抗体对照组；)：O’顺式视黄酸处理组；*：赫赛汀处理组；,：联合处
理组

图 !" $%&’()*+#裸鼠移植瘤细胞 )*+’#、,#(、
%-.#、%/0123 *蛋白的表达

4" 讨论

# # I@Q) 0 <9=是一个相对分子质量约 !T7 W !2* 的跨

膜受体［,］，是表皮生长因子受体家族的一员，其表达

和活性与肿瘤的发生、发展和预后密切相关。赫赛汀

可特异性地识别癌细胞 I@Q) 0 <9=胞外域的抗原决定
簇，是首个被用于治疗 I@Q) 0 <9= 阳性乳腺癌的分子
靶向药物。RC<C等［7］的研究表明，I9:19>MD<能够促进
I@Q) 0 <9=内吞和降解，从而增加 I@Q) 0 <9= 衍生片
段，这些被降解的蛋白肽链可以被 $I%$类分子提
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呈，激活肿瘤特异性 +,- 细胞，导致肿瘤细胞溶解。
目前已有研究证实赫赛汀不但在单独用药时对

’()* . /01阳性乳腺癌具有良好的治疗效果，还可与
多种化疗药物和基因疗法联合作用治疗 ’()* . /01 阳
性乳腺癌［2 3 %］，均具有协同抑制效应而几乎不增加毒

性，赫赛汀与其他药物联合对 ’()* . /01 阳性乳腺癌
的协同效应作为研究的热点正受到越来越多的关注。

# # %&顺式视黄酸属于维生素 4 类衍生物，能够选择
性的结合并激活视黄酸 5类受体的各种亚型（)5)!、
)5)"、)5)#）。 )5) 一 方 面 可 与 诸 如 )4)!、
664)#、78) 以及甲状腺受体家族成员等形成异源二
聚体，另一方面也可以与 )5)形成同源二聚体进而对
下游基因的表达进行调控，控制细胞的分化和增殖。

有研究发现 )5) 选择性配体能够显著抑制 ’()* .
/01转基因小鼠乳腺肿瘤的生成，同时其毒副作用与
传统的视黄酸相比也有明显的降低，提示作为 )5)选
择性配体的 %&顺式视黄酸可能对那些高表达 ’()* .
/01基因且对全反式视黄酸耐药的乳腺肿瘤具有潜在
的疗效［!9］。

# # 细胞周期素依赖性激酶 *（+8:*）是最重要的细
胞周期蛋白之一，它通过与 +;<=>/ ( 等细胞周期素蛋
白相互作用而影响细胞周期 ?9 . ?! 期时相转换、?! 早

期、?! . @期、8A4合成与有丝分裂期，任何抑制 +8:*
活性的因素均能抑制肿瘤细胞的恶性增生。与此同

时，作为细胞周期素及其依赖性激酶的负调控因子，

B*" 可与 +8:* . +;<=>/ (复合体发生结合从而抑制其
激酶活性并最终导致细胞周期进程的阻遏。研究发

现，’()* . /01 与 B*" 的表达水平之间呈显著负相
关［!!］，B*" 的表达水平则是评价 ’()* . /01 阳性乳腺
癌患者预后情况的较有价值的指标之一［!*］。在包括

’()* 阳性乳腺癌细胞在内的许多增殖能力旺盛的肿
瘤细胞中不同程度地存在着 B*" 低表达的情况，而
B*"、+;<=>/ ( 和 +8:* 又是包括赫赛汀在内的许多抗
肿瘤药物的靶作用点。研究显示，赫赛汀主要是通过

阻断 6CD: . 4EF信号路径来削弱其对 B*" 的抑制作用，
而 -0等［!D］利用 )A4 干扰技术将 (GHI* 阳性乳腺癌
细胞中 B*" 的表达封闭后发现赫赛汀的细胞增殖抑制
能力受到明显削弱，?9 . ?! 期细胞的比例显著降低。

提示，B*" 是赫赛汀发挥抗肿瘤作用的必要条件之一。
# # 有鉴于此，本研究首先建立了转染外源性 ’()*
基因的 J+K&" 乳腺癌细胞 I4-I . < 裸鼠移植瘤模型，
在此基础上利用 ’()* . /01 特异性抗体赫赛汀和
)5)配体 %&顺式视黄酸联合处理该移植瘤模型 *9 L，
与单独处理组和对照组相比，联合处理组移植瘤的体

积显著缩小。同时，联合处理组移植瘤细胞 ’()*、

+;<=>/ ( 以及 +8:* 蛋白的表达较对照组均显著下
降，而 6*" 蛋白表达则显著上升。上述结果提示赫赛
汀和 %&顺式视黄酸联合用药能够通过调控细胞周期
相关蛋白的表达来达到在体内抑制 ’()* . /01 阳性乳
腺癌的目的。
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