
中国药物应用与监测 2Ol2年2月 第9卷 第1期 ChineseJournalofDrugApplication andMonitoring，Vo1．9，No．1，February2012 

曲妥珠单抗与顺铂序贯联合应用对乳腺癌细胞抑制作用的研究 

吴志勇，荆、胜杰．焦顺昌(解放军总医院肿瘤内科，北京 100853) 

【摘要】 目的：探讨曲妥珠单抗(HER)与顺铂(DDP)联合抑制作用最佳序贯方式以及HER对于DDP作用的影响及机制。方 

法 ：利用MTT法及流式细胞技术测定HER、DDP以及不同序贯联合应用对人乳腺癌细胞(MDA—MB453)的抑制率及细胞周 

期的影响。结果：两药联合应用对乳腺癌细胞的抑制效果均好于单药顺铂组(P<0．01)；其中以同时使用时效果最好。使用 

DDP前应用HER组GJG 、S期细胞所占比例减少，G：／／Vl期细胞增多。结论：曲妥珠单抗与顺铂同时应用时，可最大程度增强 

顺铂的抑制作用。序贯应用的差异与细胞周期的变化有关。 
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Inhibitory effects of combination treatm ent of trastnzumab and cisplatin in different sequences on 

hum an breast cancer cells in vitro 

wu Zhi—yong，SUN Sheng~ie，JIAO Shun—chang(Department ofMedical Oncology,PLA General Hospital,Beijing 100853，China) 

fABSTRACTl 0bjective：To investigate the best sequence of combination treatment of trastuzumab(HER)with cisplatin(DDP) 

on the breast cancer in vitro and its mechanism．M ethods：The inhibition ratio of HER treatment．DDP treatment and HER+DDP 

combination treatment in different sequences to breast cancer cells were measured by MTT and change of cell cycle was detected by 

flow cytometry(FCM)．Results：The inhibition ratio was better in combination treatment ofHER with DDP than in the monotherapy 

of DDP(尸<0．0 1)，and the simultaneous treatment was the best choice．Compared with the group of single chemotherapy，the 

group using HER before DDP had a better result in the decreasing ofproportions of G0／G1，S phase and the increase of G2／Ivl phase． 

Conclusion：Simultaneous use of HER and DDP in combination treatment had a more significant inhibition activity to breast cancer 

cells than ocher methods．The application ofdifference sequence in groups were related with the variance ofcell cycle． 
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HER一2(human epidermal growth factor 

receptors．2)基因的过度表达是乳腺癌的重要预后 

不良因素。曲妥珠单抗(赫赛汀，trastuzumab)是以 

HER一2／neu蛋白为靶点设计的人源化单克隆抗体。大 

量研究表明，曲妥珠单抗可明显提高化疗对HER．2／ 

neu过度表达乳腺癌的疗效，并可广泛应用于治疗的 

各个阶段[1】。但是在联合治疗方案中，曲妥珠单抗的 

使用最佳时机仍有待明确，因此，我们设计了关于曲 

妥珠单抗联合化疗序贯方式研究的系列实验，已报道 

的曲妥珠单抗与多西他赛、吉西他滨的序贯联合应用 

的结果，与临床应用情况基本吻合[2-4]o本文旨在寻 

找曲妥珠单抗与顺铂联合应用的最佳序贯方式，并初 

步探讨其机制，从而为临床治疗提供实验依据。 
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1 材料和方法 

1．1 材料 

1．1．1 药品和试剂 MI／1640培养液(美国GIBCO 

公司 )；胎牛血清(北京元亨圣马生物技术研究所 )； 

MTT(美国AMRESCO公司 )；顺铂(齐鲁制药 )；曲妥 

珠单抗(上海罗氏制药 )。 

1．1．2 主要设备 二氧化碳孵箱(美国Baxter)；96孔 

板(美国COSTOR3599)；酶标仪(上海雷勃分析仪器 

有限公司，型号：Multiskan MK3353)；YKH2 II型液 

体快速混合器(江西医疗器械厂 )。 

1．2 方法 

人乳腺癌细胞珠MDA—MB453其Her．2／neu基因 

扩增为阳性，由解放军总医院肿瘤内科提供，用细胞 

计数板计数活细胞数。 

1．2．1 MTT法测定药物作用抑制率 将2．0×10 个 

细胞接种于96孔板(200 gL／q~L)，培养24 h；将药物 
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按照不同浓度加入，共培养60 h；加入5％MTT 20 

L／孔，4 h后加入DMSO 200 L／孔，振荡；用酶标仪 

(波长492 nm)测定OD值，最后结果取均值，以未处 

理组作为对照组，按下列公式计算各组的抑制率：抑 

制率(％)=1一(实验组OD4q2／对照组OD4。 )×100％。 

1．2．2 MTT法测定顺铂与曲妥珠单抗以不同序贯 

方式联合应用的抑制率 分别设立DDP前24 h应用 

HER组 、DDP前 18 h应用HER组、DDP前 12 h应用 

HER组、DDP前6 h应用HER组、DDP+HER同时作用 

组、DDP后 6h应用 HER组、DDP后 12h应用HER组 、 

DDP后 I8 h应用 HER组 、DDP后24 h应用 HER组序 

贯结合方式。将顺铂与曲妥珠单抗加入孔中。顺铂 

加入后培养60 h，MTT法测定各组的OD值，重复操 

作3次，取平均值，计算出实验组抑制率。 

利用以下金氏公式计算参数Q判断两药的合并 

用药效应： 

Q：Ef +b1／(E +Eb—Ea*Eb) 

其中，E。代表HER的抑制率，E 代表DDP的抑 

制率，E 为两药联合应用的抑制率，即实测合并 

效应，分母 E +E 一E E 为期望合并效应，Q为两者 

相比。Q值在 0．85～1．15时，合并效应为相加作用，Q 

值>1．15为协同作用，Q值<0．85为拮抗作用网。 

流式细胞仪分析DDP与HER以不同序贯方式联 

合对MDA．MB453细胞细胞周期的影响。 

1．3 统计学分析 

采用SPSS10．0统计软件，单因素方差分析比较 

各组，数据以 ( ±S)表示，P<0．05为差异具有统 

计学意义。 

2 结果 

2．1 MTT法测定药物作用于MDA-MIM53细胞抑制 

盎 

通过计算得出DDP 30％抑制率浓度约为29．17 

gg·mL。。。HER 15％抑制率约为7．19 gg·mL一。 

2．2 MTT法测定各实验组抑制率及Q值 

结果见表 1。结果表明两药联合应用时效果均 

好于单药DDP组的抑制率(30．98％，P<0．01)；其 

中两药同时应用组及加入DDP后应用HER组联合 

抑制率明显高于在DDP前应用HER组，Q值提示 

各组均为相加作用，其中以两药同时使用时相加作 

用效果最好(Q=1．106 o 

表1 不同序贯方式顺铂与曲妥珠单抗联合对乳腺癌细胞的抑制率．，l；9， ±s 

Tab 1 Inhibition ratio of combined treatment of HER and DDP in different sequences t0 breast cancer cells．，l=9．i±S 

注：联合作用组抑制率与单药DDP抑制率间差异具有统计学意义， P<0．01；两药同时应用组Q值与其他组Q值间差异具有统计学意义， 

P<0．0l 

Note：the difference of inhibition ratio between HER+DDP and DDP was statistically significant， P<0．0 1；Q—value difference between 

simultaneously combined group and other groups was statistically significant． P<O 01 

2．3 流式细胞仪分析顺铂与曲妥珠单抗以不同序贯 

方式联合应用对细胞周期的影响 

结果见表2。结果表明，与单药DDP化疗组相 

比，DDP前应用HER组Go／G 、S期细胞所占比例减少， 

G ／M期细胞增多，而其他组则未见明显变化，提示此 

组中两药的相加作用较弱与细胞周期的影响有关。 

3 讨论 

实验结果显示 ：曲妥珠单抗与顺铂联合应用抑 

制作用强于单药顺铂，其机制在于：HER一2过度表达 

可降低肿瘤细胞对化疗药物的敏感性，联合使用曲妥 

珠单抗可引起HER．2蛋白的内化，而减少表达，从而 

提高肿瘤细胞化疗敏感性，而取得较好的抑制率 。”。 

此外，顺铂作用于细胞DNA引起损伤的启动自身保 

护机制一非常规DNA合成进行DNA修复，Pietras RJ 

等【8 证明顺铂联合使用曲妥珠单抗可明显减少顺铂引 

起的非常规DNA合成，从而取得较好的治疗效果。 
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表2 乳腺癌细胞~1ttt妥珠单抗与顺铂处理后各细胞周期的变化 ． 

％ ， =3。 ±S 

Tab 2 Changes of cell cycle of cancer cell with treatment of HER 

andDDP．％ ，n=3， ±s 

注 ：联合作 用组 细胞周期与单药 DDP进行单 因素方差分析 ， 

户 <0．0】 

Note：one—factor analysis of variance of cell cycle between combined 

treatment group and DDP group． P<0．01 

在两药不同序贯方式联合应用的对比中发现，顺 

铂前应用曲妥珠单抗效果较差。可能因为顺铂主要 

针对增殖活跃的细胞，而先使用曲妥珠单抗会使肿瘤 

细胞停止在G。／G 期而降低了肿瘤细胞的增殖活性， 

所以也在一定程度上降低了对细胞毒药物的敏感性。 

细胞周期结果显示：与单药顺铂比较，先应用曲妥珠 

单抗后应用顺铂组出现了明显的s、G，／M期阻滞 ，但 

对肿瘤细胞的抑制作用却没有明显增高。可能是因 

为应用曲妥珠单抗后激活了一些通路Si~Dils、G，／M期 

细胞周期检测点而增强了细胞DNA修复p]，降低了 

两药联合的抑制作用。 

本实验再次证实了曲妥珠单抗与顺铂对于肿瘤 

细胞的生长抑制作用及对细胞周期的影响。并得出 

了两药不同序贯方式联合使用时，均表现为相加作 

用，其中同时应用时效果最好，并利用流式细胞技术 

初步证明这种差异同细胞周期的变化有一定的关系。 

本次实验为进一步的临床应用及研究提供实验依据， 

但是不同的个体、细胞系及亚群是否具有相同规律， 

是否还涉及到其他机制，还有待进一步的基础及临床 

研究。 
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· 讣告· 

著名的心脏病学和老年医学专家、保健专家王士雯教授逝世 

《中国药物应用与监测》杂志顾问、中国工程院院士，我国著名的心脏病学和老年医学专家、杰出的保健专 

家王士雯教授，因病医治无效，于2012年1月30日在北京逝世，享年79岁。 

王士雯院士的一生是为事业拼搏的一生，是为医疗、科研创新的一生。我们将永远怀念她! 
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