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ErbB2受体抑制剂 AG825 

增殖的 

对ErbB2非过表达乳腺癌细胞 

作用及意义 

赵婷婷，邓华瑜，赵 敬，杜 佳，陈 黎 

(重庆医科大学基础医学院病理生理学教研室、干细胞和组织工程研究室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨在ErbB2非过表达乳腺癌细胞中是否存在NRGs／ErbB2这种配体作用方式的信号通路活化，进而研究神经 

调节因子(Neuregulins’NRGs)对 ErbB2受体信号转导活化和细胞增殖生长的作用。方法：以 ErbB2非过表达乳腺癌细胞 

MDA-MB一231和 MCF一7为研究对象，台盼蓝拒染法检测细胞生长曲线 ；免疫细胞化学法和 Westem blot法检测细胞中 NRG的 

表达。应用 ErbB2受体功能抑制剂 AG825处理两株细胞 ，MqT法检测 比较两株细胞的增殖抑制作用 ，求出 AG825作用 

MDA—MB-231细胞48 h的 Icso。40Ixmol／LAG825处理 MDA—MB一231细胞48 h，流式细胞术检测细胞周期和细胞凋亡。结果： 

与 MCF-7细胞比较，MDA—MB一231细胞具有较强的增殖生长能力。NRG在 MDA—MB一231细胞内呈显著表达，MCF一7细胞中 

无 NRG的表达。Western blot实验检测 MDA—MB一231细胞可见分子量 44 kD的 NRG抗体阳性反应条带。应用 ErbB2受体功能 

抑制剂AG825后，MDA—MB一231细胞的增殖抑制作用明显，AG825作用MDA—MB一231细胞48 h的Ic50为56．59 mol／L。40 

Ixmol／LAG825处理 MDA—MB一231细胞 48 h后，细胞周期阻滞在 GgGl期(P<0．05)；细胞凋亡增~fl(P<0．01)。结论：ErbB2非过 

表达乳腺癌细胞MDA—MB一23 l可能通过NRGs自分泌或旁分泌作用方式使ErbB2受体信号转导处于激活状态，这与其高增 

殖、低凋亡恶性行为有关。 
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Effect and significance of ErbB2 kinase inhibitor AG825 on proliferation of 

non—OverexpressiOn ErbB2 breast cancer cell 

ZHA 0 Ting-ting，et al 

(Department ofPathophysiology，Labfor Stem Cell And Tissue Engineering，College ofBasic Medicine，Chongqing 

Medicial University) 

【Abstract]Objective：To explore whether there was activation of NRGs／ErbB2 ligand signal transduction pathway on non—overexpression 

ErbB2 breast cancer cell in order to investigate the effect of activation and proliferation of NRGs on ErbB2 receptor signal~ansduefion 

pathway．Methods：Non-overexpression ErbB2 breast cancer cell MDA—MB一23 1 and MCF-7 were studied in the study．Growth curves of 

the two cell lines were obtained by the trypan blue exclusion method．The expressions of neuregulin were detected by immunoeytochemistry 

and Western blot．MDA—MB一23 1 cells and MCF一7 cells were treated with ErbB2 kinase inhibitor AG825．The effect of AG825 on the 

proliferation was investigated by MTT assay to compare the different effects between the two kinds of ceHs．Th e intermediate concentration 

IC50 in 48 hours in MDA-MB一23 1 cells was determined．MDA-MB-23 1 cells were treated with 40 mol／L AG825 for 48 hours，and the 

cell cycle and apoptosis were detected by flow cytometry．Results：Compared with MCF-7 cells，MDA-MB-23 1 eeHs presented strong 

growth ability．MDA—MB一23 1 cells expressed a relatively higher level of neuregulin．and MCF-7 cells did not express neuregulin．In the 

Western blot，the positive reaction band was found in 44 kD which coincided with the molecular weight of NRG in MDA-MB-23 1 cells． 

When MDA-MB-23 1 cells and MCF一7 cells were treated with AG825．MDA—MB一23 1 cells were inhibited more obviously．The 

interm ediate concentration IC∞of AG825 in MDA—MB-23 1 cells was 56．59 txmol／L．After MDA—MB-23 1 cells were treated witIl 

40 mol／LAG825for48 hours，the cell cyclewas arrestedinGc／G1 phase(P<0．05)，andthe apoptosis ratewasincreased (P<0．01)． 

Conclusion：Our study indicated in MDA——MB—-23 1 cells neuregulins could activate ErbB2 receptor signal transduction pathway by 
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autocrine or paracrine action，which has relation to malignan cy 

behavior of the cells with higher proliferation and lower apoptosis． 
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细胞生长分化受多种细胞信 号转导调控 ， 

ErbB2受体信号通路起重要作用。ErbB2(HER2或 

neu)基因是一种 与乳腺癌发生发展密切相关 的原 

癌基因。ErbB2定位于 17q21，编码分子量为 185 kD 

的跨膜蛋白 p185，具有细胞 内酪氨酸激酶样活性 ， 

与人类表皮生长因子受体具有高度的同源性，具有 

很强的转化能力和致癌性_lj。ErhB2激活的方式有非 

配体和配体两种，当ErbB2基因扩增和蛋白过表达 

时，不需配体激活，直接诱导 ErbB2形成同二聚体 

或异二聚体 ．活化受体酪氨酸激酶，激活下游信号 

通路，促进肿瘤细胞的增殖和侵袭转移l2J。在神经调 

节因子存在时．ErbB2可通过配体作用方式而激活 ， 

这也是 目前发现能激活 ErbB2受体的唯一可能或 

主要的间接的配体作用方式l3． 1。目前 ，临床评估 

ErhB2表达状态，免疫组化法检测 ErbB2(+++)或免 

疫组化法检测(++)／原位荧光杂交法检测(+)者 ，确 

定为 ErbB2过表达I5J。ErbB2基 因的扩增和过表达与 

乳腺癌预后不良及放 、化疗抵抗等密切相关，目前 

干预和阻断 ErbB2分子信号转导已成为一种治疗 

ErbB2过表达乳腺癌的有效策略。然而 ，在乳腺癌患 

者中有 70％为 ErbB2非过表达，其中亦有相当大比 

例的乳腺癌具有高度的侵袭性和恶性特性 ，其发病 

机制值得探讨 。 

神经调节因子(Neuregulins，NRGs)属表皮生长 

因子类蛋白，是ErbB3或 ErbB4的配体，在多种组织 

都有表达，对神经系统、心脏等器官发育有重要调节 

作用嘲。NRGs直接与 ErhB3或 ErbB4结合，然后通过 

ErbB3或 ErbB4与 ErbB2构 成 异 二 聚 体 而 激 活 

ErbB2受体。目前国外研究发现．约 30％的 ErbB2 

非过表达乳腺癌有 NRGs的广泛表达_3' ．因此可能 

通过NRGs的作用激活 ErbB2受体信号通路。NRGs／ 

ErbB2的细胞内信号通路方式可能对 ErbB2非过 

表达乳腺癌细胞增殖起着 重要 的调控作用 。本研 

究 按文献选取 ErbB2非过表达乳腺癌 细胞 MDA— 

MB一231和 MCF一7翻，应用 ErbB2受体功能抑制剂 

AG825，探讨在 ErhB2非过表达乳腺癌细胞是否存 

在 NRGs／ErbB2信号通路的活化 ，及 NRGs对细胞 

增殖生长的作用。为研究 ErbB2非过表达乳腺癌的 

发病机制和寻求有效的治疗方法提供理论依据 

1 材料与方法 

1．1 材料和试剂 

细胞系：乳腺癌细胞 MDA—MB一231、MCF一7细胞，由本 

室提供。RPMI1640于粉培养基：美国 Gibco公司。新生牛血 

清：杭州四季清公司。四甲基偶氮唑盐(M1Tr)：美国 Sigma公 

司。AG825：美国BioSOllrCe公司，neuregulin鼠抗人单克隆抗 

体 ：美国 Thermo公司，辣根过氧化物酶标记的羊抗 鼠 IgG： 

Santa Cruz公司(北京中杉分装)。SP试剂盒、DAB酶底物显 

色试剂盒：武汉博士德生物公司。Western荧光检测试剂 ：碧 

云天生物技术研究所。 

1．2 方法 

1．2．1 细胞培养 乳腺癌细胞 MDA—MB一231及 MCF一7细 

胞常规培养于含 10％新生牛血清、100 ku／L青霉素、100 mg／L 

链霉素的 RPMI1640培养液中，置于 37 oC，5％CO 及饱和 

湿度的孵箱中培养。 

1．2．2 台 盼蓝拒 染 法计 活 细 胞数 取对 数 生长 期 的 

MDA—MB一231细胞和 MCF一7细胞，传代消化制成细胞悬液 ， 

经计数后调整细胞密度，各分别接种于 7个 100 ml培养瓶 

内，每瓶细胞数为 3．5 X 10s个细胞 ，每瓶加入等量培养液。每 

24、48、72、96、120、144、168 h收集 2株细胞，台盼蓝染色计 

数活细胞数 ，以培养时间为横坐标，细胞数为纵坐标绘制生 

长曲线。重复 3次。 

1．2．3 SP免疫 细 胞 化学 法 检 测 MDA—MB一231细胞 和 

MCF一7细胞 NRG的表达 取对数生长期的 MDA—MB一231 

和 MCF一7细胞 ，调整细胞浓度为 5×10 个 ／ml，进行细胞爬 

片。当细胞生长到足够密度时，取出爬片，PBS清洗，75％乙 

醇固定。采用sP法，按试剂盒操作说明进行NRG蛋白免疫 

细胞化学染色，NRG蛋白单克隆抗体的工作浓度 1：40，设立 

PBS代替一抗的阴形空白对照。DAB显色后进行苏木素复染 

细胞核，光镜下观察。 

1．2．4 M1Tr法 测定 细胞增 殖 取 对数 生长期 的 MDA— 

MB一231细胞和 MCF一7细胞 ，调整细胞浓度为5×10 个／ml。 

MDA—MB一231细胞 和 MCF一7细胞分别接种 于 96孔培养 

板，每孔接种细胞悬液 200 l；MDA—MB一23 1细胞设试剂对 

照组 、未加药细胞组、AG825实验细胞组 (设 20、40、60、80 

I,zmol／L 4个浓度；细胞接种 24 h后加药 )，每组设 3个平行 

孔。MCF一7细胞设试剂对照组、未加药细胞组、AG825实验 

细胞组(设 20、40、60、80、100 i．zmol／L 5个浓度 ；细胞接种 

24 h后加药)，每组设 3个平行孑L。置 37℃、5％CO：饱和湿度 

孵箱内培养。两株细胞各分别培养 24、48 h和 72 h后弃上 

清，每孔加入 M1Tr 20 l(5 mg／~1)及无血清 RPMI1640 200 l 

继续培养4 h，取出后2 000 r／min离心 10 min，弃上清，每孔 

加 200̈ l DMSO震荡 10 min，用酶标仪测定波长 570 nm的 

吸光值(D )。实验重复 3次，取平均值。计算药物在不同浓 

度、不同作用时间对两株细胞的抑制率。计算公式：细胞生长 

抑制率 =1一(加药组平均 D ／未加药组平均 D )×100％。根 

据抑制率 ，求取 MDA—MB一231细胞中效浓度，确定后续实验 

采用药物浓度。 

1．2．5 Western blot检测细胞 NRG蛋白的表达 取对数生长 

期 MDA—MB一231细胞和 MCF一7细胞各 5×10 个，裂解细 

胞，提取总蛋白。用 Bradford法测定蛋白含量。聚丙烯酰胺凝 

胶电泳，转移至PVDF膜。脱脂奶粉 37℃封闭 1 h后与 1：150 

NRG鼠抗人单克隆抗体 4 oC孵育过夜，TBST洗膜后加入 

1：2 000羊抗鼠 IgG／HRP 37'12孵育 2 h。膜用 DAB显色。 

1．2．6 流式细胞术检测细胞周期 收集对照组和 AG825实 








