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HSP90的抑制剂 Geldanamycin对乳腺癌细胞侵袭、 

转移能力的影响 

罗红霞，邓华瑜，郑维萍 

(重庆医科大学基础医学院病理生理教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨 HSP90抑制剂Geldanamycin(GA)对高转移性乳腺癌细胞株 MDA—MB一23 1、MDA—MB-435s侵袭、转移能 

力的影响。方法：噻唑兰比色(MTT)法检测两株细胞对人工基底膜 (Matrige1)的粘附能力变化 ；TranswellChamber体外侵袭运 

动实验研究 GA处理前后 MDA—MB一231、MDA—MB一435s细胞侵袭 、运动能力的改变。结果：GA处理后的 MDA—MB一231和 

MDA—MB一435s细胞的粘附、侵袭、运动能力与未处理组细胞相比均明显下降，差异具有显著性 (P<0．05和 P<0．01)。结论： 

HSP90抑制剂 Geldanamycin(GA)能够明显抑制乳腺癌细胞株 MDA—MB一231、MDA—MB-435s。粘附、侵袭和运动能力。 
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Effect of HSP90 inhibins geldanamycin on invasion and 

metastasis of human breast cancer celI Iine 

LUo Hongxia．et al 

(Department ofPathophysiology，College ofBasic Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the effects of HSP90 inhibitors Geldanamycin(GA)on invasion and motility potential in human 

breast cancer cel1．Methods： The effects of HSP90 inhibitor GA on tlle adhesion、invasion an d metastasis of human breast cancer line 

MDA—MB一23 1 and MDA—MB一435s in vitro were explored by M1Tr colorimetric and transwell chamber．Results：Treatd with GA．the ad— 

hesion、 invasion and motility abilities of the MDA-MB-23 1 and MDA-MB-435s cells were decreased significan tly as compared with the 

control guoup，(P<0．05 and P<0．01)．Conclusion：The abilities ofadhesion、invasion and motility ofbreast cancer cells Can be suppressed 

by the inhibition of GA． 

【keywork】Breast cancer cell；Geldanamycin；HSP90 

Geldanamyein(GA)是以HSP90作为分子靶点发 

展起来的一种抗癌新药。目前它的衍生物 17一烯丙 

胺 一17一脱 甲氧格 尔得 霉 素 (17一allylamio一17一 

desmethoxygel—danamyein，17一AAG)在美国已通过 

I期临床实验，开始进入Ⅱ期临床实验【l】。以往大量 

的研究均已证实 GA对乳腺癌细胞的增殖、凋亡、免 

疫等各方面均有重要作用[2]，但 GA与乳腺癌侵袭转 

移方面的关系的报道却很少。本实验采用 M1Tr法和 

Transwell Chamber体外侵袭运动实验来研究 GA与 

乳腺癌细胞侵袭转移方面的关系。 

作者介绍：罗红霞(197 )，女，硕士生， 

主要研究方向：肿瘤侵袭转移。 

基金项目：重庆医科大学创新基金(N0．cx200319)。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

侵袭小室(TranswellChamber)(美国Costar公司 )；基质 

胶 Matrigel(美国BD公司 )；GA(美国 A~XIS公司)；DMSO 

(Sigma公司 )；RIPM一1640培养基 (美国 Gibco公司 )；小牛 

血清(TBD公司 )；四甲基偶氮唑盐(M1Tr)(上海华舜生物工 

程有限公司 )；乳腺癌细胞株 MDA—MB一231、MDA—MB一435s 

(重医附一院外科教研室惠赠 )；NIH3T3细胞(本室提供 )。 

1．2 方法 

1．2．1 细胞培养 将 MDA—MB一231、MDA—MB-435s细胞接 

种于含 10％小牛血清 ，pH7．4的 RIPM一1640培养基 中，置 

37~C，5％CO 培养箱中培养，至对数生长期进行实验。 

1．2．2 乳腺癌细胞 MDA—MB-435s和 MDA—MB一231与基底 
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膜成分粘附能力的测定将 GA以 16nmol／L和 27．2nmol／L的 

浓度分~J,IJJtl于 RIPM一1640培养基中，分别与 MDA—MB-435s 

细胞和 MDA—MB一231细胞在 37℃、5％CO：条件下共同孵育 

72h，经 0．1％胰蛋白酶消化细胞、PBS洗涤后 ，以0．1％BSA— 

RPMI一1640调细胞为 5×l0s个 ／ml，加入细胞悬液 200 l于 

Mabel 5 g包被 、2％BSA封板处理后的 96孔板；CO2培养 

箱分别孵育 30min、60min、90min、120min后 ，弃去培养液 ， 

PBS冲洗除去未粘附的肿瘤细胞 ；弃 PBS后加 M，rI’2O l， 

以及无血清 RPMI一1640 200 l，CO2孵箱孵 3h；吸弃培养上 

清溶液，DMSO 200 l溶解 ，噻唑兰显色 ，酶联免疫检测仪 

570nm测各孑L吸光度 (A )值 ，计算细胞粘附率。同时设立 

相应的 RPMI一1640培养对照组。各组重复 3次。 

细胞粘附率 =实验组 A 值 ／对照组 A 值 ×100％ 

1．2．3 侵袭实验 

实验分组 对照组 ：不加药，每天换 RPMI一1640培养 

液；实验组 ：细胞进入对数生长期后开始加药，分别用含 

19．1nmol／L和 50nmol／L的 GA的培养液分别培养 MDA—MB一 

435s和 MDA—MB一231细胞 72h后用于实验，每 24h换液以 

维持药物浓度。 

制备趋化因子：用含 10％的小牛血清的RPMI一1640液 

培养 NIH3T3细胞 (1OOml培养瓶 )，37％，5％CO2，饱和湿 

度，当细胞达 80％饱和度时用生理盐水洗 3次，然后加无血 

清 RPMI一1640液 3ml培养 24h后收集上清液 ，离心。一20％ 

保存备用。 

侵袭实验p】：将 Mam~l按 40 l／孔均匀的铺在 Transwell 

Chamber膜上，成胶 30min后置紫外灯下照射过夜，实验前 

30min再次成胶。取对照组和实验组细胞各 2．0×10s个 

(RPMI一1640液0．6m1)分别接种到成胶的Transwell Cham— 

ber，并将 Transwell Chamber置于 24孔板内，同时在 24孑L板 

内加入 NIH3T3细胞上清液 (趋化因子 )，每孔 0．6ml，培养 

48h后取出 Transwell Chamber，用棉签头檫掉 Matrigel，PBS 

液洗 3次 ，95％乙醇固定 15min，HE染色 ，揭下 Transwell 

Chamber膜反贴在载玻片上。结果判定：400倍光镜下随机计 

数 5个视野的穿膜细胞数，取均值。实验重复 3次。 

1．2、4 迁移实验 用 NIH3T3细胞上清液为趋化剂，诱导肿 

瘤细胞穿过Transwell小室内聚炭酯膜，其表面不铺 Matrigel， 

其余步骤与侵袭实验相同。通过计数穿过膜的细胞数即可反 

应细胞的迁移能力。 

1．3 统计学方法 

采用 SAS 8,0统计软件进行统计分析。 

2 结 果 

2．1 GA 对 MDA—MB一435s和 MDA—MB一231细 

胞粘附Matrigel能力的影响(见表 1和表 2) 

随着时间的延长，MDA—MB一435s和MDA—MB一 

231细胞粘附在 Matrigel上的能力增加。GA实验组 

的粘附能力低于对照组，差异有非常显著性意义 

(P<0．01)。 

2．2 GA对 MDA—MB一435s和 MDA—MB一231细 

胞侵袭迁移能力的影响 

GA处理后，两株细胞的侵袭迁移能力均显著下 

降，但 MDA—MB-435s细胞下降更为明显 (见表 3 

和图 1～4)。 

3 讨 论 

Geldanamycin(GA)属于苯醌安莎霉素类抗生 

素，它在结构上主要是由一个苯醌部分和一个平面 

性大环安莎桥相连。它是一个天然产物，最早是在 

20世纪 70年代从放射菌肉汤中分离得到，但直到 

20世纪 80年代才发现该化合物具有抗肿瘤活性。 

表1 MTI"法测得MDA—MB一435s细胞不同时间的粘附率( ±S) 

与对照组比较：} P<0．01 

表2 MTr法测得MDA—MB一231细胞不同时间的粘附率(i±s) 

与对照组比较：} P<0．01 
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表 I，̂对 MIIA MH 435$和 '41)g Mll 23I细胞侵袭迁穆能力的影响 
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图 4 I．̂ 组 川 ¨ MB 23I细胞 侵袭 表现 c IIEx40{I 
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速诱导基因 c—iun和 iun—B mRNA的表达以及增强 

激活蛋白AP一1 DNA的活性，来发挥其刺激胃癌等 

肿瘤细胞的增殖作用；由此可见，BOM能够促使胃 

癌 G。期细胞进入 G 期 、S和M期 ，理论上 MMC联 

合 BOM用于胃癌的化疗，更有利于 MMC发挥诱导 

胃癌细胞凋亡并最终杀灭的作用。 

在体外 BOM和 MMC单独作用于 胃癌细胞， 

BOM能使 G0期的胃癌细胞进入增殖期，而 MMC对 

增殖期的胃癌细胞具有明显杀伤作用；如将两者联 

合作用于胃癌细胞，应表现出更强的杀伤作用。本 

研究结果提示 ，M+B组的细胞抑制率和凋亡率均 

高于 M组，其差异均具有显著性 (P<0．05)；这说明 

MMC可以有效地抑制由BOM所导致的DNA合成 

和胃癌细胞的增殖作用，从而促使胃癌细胞凋亡。 

因此，应用化疗药物 MMC联合 BOM有良好的协同 

作用，可有效诱导胃癌细胞凋亡，提高抗癌的疗效： 

但 BOM有促进胃癌细胞增殖的作用，BOM和 MMC 

联合使用，在体内的利弊还有待多方面的深入研究 

研讨。 

国内学者陈嘉勇171等人用生长激素联合抗癌药 

奥沙利铂体外干预胃癌细胞生长，得出生长激素与 

抗肿瘤药合用可以增强抗肿瘤药对 胃癌细胞的杀 

伤作用；其原理与本研究相似。国外 szepeshaLzi旧等 

人证实，蛙皮素细胞毒性模拟剂 AN一215能抑制此 

类肿瘤的生长；TerrytSl等也研究了高亲和力喜树碱 
一 蛙皮素共扼物，此类物质对具有蛙皮素受体的肿 

瘤细胞有细胞毒性作用。利用共扼物治疗肿瘤，是 

肿瘤治疗学中新的发展方向，即制备抗癌药与相关 

激素的共扼物，通过与肿瘤细胞膜上激素受体的结 

合，对肿瘤细胞起杀伤作用。对于丝裂霉素 C，是否 

可以制备丝裂霉素 一蛙皮素共扼物，其蛙皮素能使 

胃癌细胞从G0期进入G。等期，以利于丝裂霉素作 

用于胃癌细胞，使其死亡或凋亡 ，这些都有待进一 

步去探讨或尝试。本研究结果提示蛙皮素与丝裂霉 

素有协同效应，但还有很多问题比如对其具有蛙皮 

素受体的正常细胞是否具有杀伤作用，其作用的机 

制及强度，体内给蛙皮素是否会导致胃癌病情的加 

重或促进其转移，等等诸多问题有待更深入研究。 
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