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抗体联合阿霉素治疗小鼠乳腺癌的疗效及机制分析"
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"摘要#

!

目的
!

探讨抗细胞毒性
K

淋巴细胞相关抗原"

NKR4.0

$抗体联合阿霉素治疗小鼠乳腺癌的疗效及机制&方法
!

以

小鼠乳腺癌细胞系
0K.$

接种
6@IJ

'

5

小鼠建立模型!随机分为空白组%溶剂组%单用抗
NKR4.0

抗体组%单用阿霉素组%联合用药

组&观察各组小鼠肿瘤生长!脾和骨髓的细胞亚型!对肿瘤微环境中凋亡细胞和微血管密度"

fe8

$进行检测&结果
!

单用抗

NKR4.0

抗体组%单用阿霉素组%联合用药组小鼠肿瘤体积均显著低于空白组%溶剂组"

"

$

%&%2

$!且联合用药组小鼠肿瘤体积和

质量显著低于单用抗
NKR4.0

抗体组%单用阿霉素组小鼠肿瘤体积"

"

$

%&%2

$&与空白组%溶剂组相比!单用抗
NKR4.0

抗体组%

单用阿霉素组和联合用药组的荷瘤小鼠脾中
N8/

]

K

和
N80

]

K

细胞占淋巴细胞的百分比显著增高"

"

$

%&%2

$&联合用药组肿

瘤细胞凋亡的阳性百分率显著高于其他组"

"

$

%&%2

$&联合用药组
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显著低于其他组!且单用抗
NKR4.0

抗体组和单用阿霉

素组
fe8

显著低于空白组和溶剂组"

"

$

%&%2

$&结论
!

联合抗
NKR4.0

抗体和阿霉素可在一定程度提高小鼠机体免疫力!明显

抑制乳腺癌小鼠肿瘤生长!促进肿瘤微环境中肿瘤细胞凋亡!减少肿瘤微环境中微血管生成!效果优于单一用药&
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细胞毒性
K

淋巴细胞相关抗原$
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&是白细胞表面抗原
N8$21

#为跨膜蛋白#属

于
N81/

家族成员#主要表达在活化的
K

细胞表面'

$

(

)其配体

为
N8/%

"

N8/)

$

6-.$

"

6-.1

&#

NKR4.0

与
N8/%

"

N8/)

的亲和力

远远高于
N81/

#具有抑制
K

淋巴细胞的活化#调节免疫应答

强度的作用'

1.'

(

)研究发现#在乳腺癌患者体内#

NKR4.0

对免

疫细胞有抑制作用#从而抑制了机体的抗肿瘤免疫#被认为是

机体肿瘤免疫逃逸发生的机制之一'

0

(

)因此#以
NKR4.0

为靶

点治疗乳腺癌成为研究的热点#可以达到治疗乳腺癌的目

的'

2

(

)

NKR4.0

抗体单独使用具有一定的抗肿瘤免疫作用#联

合其他治疗方案效果更佳#包括联合多种化疗药*放疗等治疗

方法#生物制剂'如细胞因子!白细胞介素
.1

$

;R.1

&*粒细胞
.

巨

噬细胞集落刺激因子$

:f.N7a

&等(#细胞疫苗$

K

细胞疫苗*

8N

疫苗*肿瘤细胞疫苗等&

'

2.-

(

)本文将抗
NKR4.0

抗体联合

阿霉素使用#探讨其对乳腺癌小鼠的疗效及其抗肿瘤机制#现

将结果报道如下)
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期
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基金项目!国家自然科学基金资助项目$

/$'-11%0

&)

!

作者简介'沈文状$

$(-(Z

&#主治医师#博士#主要从事甲状腺及乳腺肿瘤综合

治疗)
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#
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通讯作者#
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!

材料与方法

A&A

!

材料

A&A&A

!

实验动物及细胞
!

6@IJ

"

5

小鼠#雌性#

-

$

/

周龄#平均

体质量
1%

<

#购自北京大学实验动物中心#无特定病原体

$

73a

&级条件下饲养)乳腺癌细胞系
0K.$

为同济医科大学附

属医院冻存#用含
$%̂

胎牛血清$

a67

&的
>3f;$)0%

培养基

培养#培养于湿度适中的细胞培养箱中#培养条件!

2̂ NS

1

#

'-\

)

A&A&B

!

主要仪器及试剂
!

超净工作台$

4;>KQNd

#苏净集团

安泰公司&%台式低温高速冷冻离心机$

'Y'

#

7#

<

D@

#美国&%小

动物活体成像$

N@I#

H

C?R#GC+5#C,5C+

&%流式细胞仪$

a4N7N@,A.

"

Kf

'

型#美国
68

公司产&%牛血清清蛋白$

4IJED#,6"M#,C

#

7#

<

D@

&%

>3f;$)0%

$

:;6NS

&%

%&12̂

胰酶消化液和青霉素"链

霉素$

d

L

5I",C

公司&%

K[VQR

细胞凋亡试剂盒$

3?"DC

<

@

&%氨

基联苯胺$

846

&显色试剂盒及
Q,M#+#",

二步法免疫组织化学

试剂盒均为武汉博士德生物工程有限公司生产)

a;KN@,A#.

D"E+CN8'

*

3Q@,A#.D"E+CN8/@

*

3Q@,A#.D"E+C:?.$

*

43N

@,A#.D"E+CN8$$J

*

43N@,A#.D"E+CN80

及
3Q.N

L

-@,A#.D"E+C

N812

为
6#"RC

<

C,!

产品)

A&A&C

!

实验用药
!

实验药物为小鼠抗
NKR4.0

单克隆抗体

$

N@A

#

f460'0

&#购自
7C?"AC5

公司)阿霉素为注射用盐酸多

柔比星#为意法玛西亚生产)

A&B

!

方法

A&B&A

!

荷瘤小鼠模型的建立及分组
!

6@IJ

"

5

小鼠采用随机数

字表法分为
2

组#每组
)

只)

0K.$

在培养瓶中传代
1

次后#取

对数生长期细胞#将细胞浓度调整为
-&2̀ $%

) 个"
DR

#置于冰

上备用)将小鼠的接种部位的毛减掉#取上述收集的
0K.$

单

细胞悬液#充分混合均匀#用
$&%DR

注射器接种
%&1DR

于每

只小鼠右侧腹股沟皮下)肿瘤直径为
)

$

(DD

时采用随机数

字表法分为
2

组#分别为空白组*溶剂组*单用抗
NKR4.0

抗体

组*单用阿霉素组*联合用药组)抗
NKR4.0

抗体按
$%%

,

<

"只#每
'

天腹腔注射
$

次%阿霉素按
1D

<

"

O

<

#每天尾静脉

注射
$

次)每天观察小鼠存活状态#并扪及肿瘤结节生长情

况#治疗后每隔
1

天#用小动物超声检测一次肿瘤大小)

A&B&B

!

检测项目

A&B&B&A

!

肿瘤抑制效应
!

治疗后的第
'$

天#测量小鼠肿瘤大

小!采用颈椎脱位术处死小鼠#肿瘤标本取出后先称瘤质量)

成瘤后每
1

天测量小鼠体质量*肿瘤最长径$

@

&及与之垂直的

横径$

J

&#根据公式
e9$

"

1@J

1 计算移肿瘤体积#绘制肿瘤生

长曲线)

A&B&B&B

!

流式细胞检测
!

取小鼠的脾#制备脾单个核细胞样

本%取小鼠的股骨制备成骨髓单个核细胞样本)

K

淋巴细胞检

测!分别用
a;KN.N8'C

#

43N.N80

和
3Q.N8/

标记#

0\

避光

孵育
'%D#,

#

1DR

染色缓冲液洗
1

次#离心$

$2%%?

"

D#,`2

D#,

&#用
2%%

"

R

染色缓冲液悬起#于流失细胞仪检测)骨髓源

性抑制细胞检测!首先加
N8$)

"

N8'1

#室温孵育
$2D#,

#后加

3Q.:?.$

和
43N.N8$$J

标记#

0\

避光孵育
'%D#,

#

1DR

染

色缓冲液洗
1

次#离心$

$2%%?

"

D#,̀ 2D#,

&#用
2%%

"

R

染色

缓冲液悬起#于流失细胞仪检测)调节性
K

细胞检测!分别用

43N.N80

*

3Q.5

L

-.N812

*

3Q.a"=

H

'

标记#

0 \

避光孵育
'%

D#,

#

1DR

染色缓冲液洗
1

次#离心$

$2%%?

"

D#,̀ 2D#,

&#用

2%%

"

R

染色缓冲液悬起#于流失细胞仪检测)

A&B&C

!

免疫组织化学
!

将瘤组织切成小块#置于常温下
$%̂

中性福尔马林浸泡
10F

#梯度乙醇脱水#石蜡包埋#备用)采用

Q,M#+#",

二步法进行
N8'0

表达定位及半定量分析#严格按说

明书操作)

A&C

!

统计学处理
!

采用
7377$-&%

进行分析处理#计量资料

用
Lc@

表示#组间比较采用
5

检验%计数资料用率表示#组间

采用
!

1 检验#检验水准
%

9%&%2

#以
"

$

%&%2

为差异有统计学

意义)

B

!

结
!!

果

B&A

!

各组肿瘤抑制效应
!

各组小鼠体质量*皮毛*食欲*行为

等一般情况均未出现与治疗有关的改变)各组小鼠肿瘤体积

治疗前与前
$2!

比较#差异无统计学意义$

"

%

%&%2

&)治疗结

束后#空白组*溶剂组*单用抗
NKR4.0

抗体组*单用阿霉素组*

联合用药组肿瘤体积分别为$

1/((&21c'-/&2'

&

DD

'

*

$

1-/2&22c012&$/

&

DD

'

*$

1 021&2'c')2&1)

&

DD

'

*

$

11'2&$'c'-2&1)

&

DD

' 和$

$212&')c02$&12

&

DD

'

)单用

抗
NKR4.0

抗体组*单用阿霉素组*联合用药组小鼠肿瘤体积均

显著低于空白组*溶剂组小鼠$

"

$

%&%2

&#且联合用药组小鼠肿

瘤体积显著低于单用抗
NKR4.0

抗体组*单用阿霉素组小鼠肿

瘤体积$

"

$

%&%2

&)联合用药组小鼠肿瘤质量均显著低于空白

组*溶剂组*单用抗
NKR4.0

抗体组和单用阿霉素组小鼠肿瘤质

量$

"

$

%&%2

&)小鼠肿瘤生长曲线及肿瘤质量见图
$

)

!!

"

!

"

$

%&%2

#组间比较)

图
$

!!

各组小鼠肿瘤生长曲线%

4

&及肿瘤质量%

6

&

B&B

!

各组免疫细胞的检测
!

结果显示#与空白组*溶剂组相

比#单用抗
NKR4.0

抗体组*单用阿霉素组和联合用药组的荷

瘤小鼠脾中
N8/

]

K

和
N80

]

K

细胞占淋巴细胞的百分比显著

增高$

"

$

%&%2

&)与单用抗
NKR4.0

抗体组和单用阿霉素组

相比#联合用药组
N8/

]

K

和
N80

]

K

细胞占淋巴细胞的百分

比相对增高#但差异无统计学意义$

"

%

%&%2

&)与其他组相

比#联合用药组脾抑制性细胞$

f87N

&相对降低#但差异无统

计学意义$

"

%

%&%2

&)骨髓
f87N

组间比较差异无统计学意

义$

"

%

%&%2

&)各组免疫细胞的检测结果见表
$

)
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表
$

!!

各组免疫细胞的检测结果%

Lc@

&

组别 脾
N80

]

K

细胞$

^

& 脾
N8/

]

K

细胞$

^

& 脾
f87N

骨髓
f87N

空白组
12&02c-&$/ $/&1)c$&1) /2&')c2&($ (0&1/c$&''

溶剂组
$-&')c$&11 $-&()c%&/2 //&')c)&00 (2&-'c$&)(

单用抗
NKR4.0

抗体组
')&1)c)&'/

"

1'&2)c'&1$

"

/%&2(c0&1/ (2&//c%&/-

单用阿霉素组
'1&-2c2&1/

"

1'&(/c0&$2

"

/$&1)c'&1( ()&%2c$&%1

联合用药组
'(&$-c/&12

"

12&21c2&)$

"

/%&'%c2&)2 (0&2'c%&')

!!

"

!

"

$

%&%2

#与空白组*溶剂组比较)

B&C

!

各组肿瘤微环境中凋亡细胞的检测
!

结果显示#空白组*

溶剂组*单用抗
NKR4.0

抗体组*单用阿霉素组*联合用药组肿

瘤细胞凋亡的阳性百分率分别为$

(&1$c1&%2

&

^

#$

10&-2c

1&/-

&

^

#$

0'&)-c-&2/

&

^

#$

0-&$'c1&$%

&

^

和$

)(&/'c

0&$0

&

^

)联合用药组肿瘤细胞凋亡的阳性百分率显著高于其

他组#且单用抗
NKR4.0

抗体组和单用阿霉素组肿瘤细胞凋亡

的阳性百分率显著高于空白组和溶剂组$

"

$

%&%2

&)

K[VQR

染色检测肿瘤细胞凋亡结果见图
1

)

!!

"

!

"

$

%&%2

#组间比较)

图
1

!!

各组肿瘤微环境中凋亡细胞的百分比

B&D

!

各组肿瘤微环境中微血管密度$

fe8

&检测
!

结果显示#

空白组*溶剂组*单用抗
NKR4.0

抗体组*单用阿霉素组*联合

用药 组 计 数
fe8

分 别 为 $

2'&(%c2&11

&

^

#$

2)&02c

(&-/

&

^

#$

10&)'c0&0(

&

^

#$

1'&01c0&2$

&

^

和$

$)&$1c

0&'/

&

^

#联合用药组
fe8

显著低于其他组#且单用抗
NKR4.

0

抗体组和单用阿霉素组
fe8

显著低于空白组和溶剂组

$

"

$

%&%2

&)各组肿瘤微环境中
fe8

检测结果见图
'

)

!!

"

!

"

$

%&%2

#组间比较)

图
'

!!

各组肿瘤微环境中
fe8

检测结果

C

!

讨
!!

论

乳腺癌是危害女性健康的恶性肿瘤之一#位居女性肿瘤发

病率的首位#随着医疗技术的发展#乳腺癌的病死率有下降趋

势#但传统的治疗方法仍不能得到令人满意的治疗效果'

/

(

)研

究表明免疫逃逸在乳腺癌发病机制中具有重要作用#如
N80

]

K

细胞*

N812

]

K

细胞和
aSX3'

]调节性
K

细胞'

(.$%

(

)近年

来#针对这些靶点的肿瘤免疫治疗逐渐成为肿瘤治疗的重要

方面)

本研究针对在乳腺癌患者体内#

NKR4.0

对免疫细胞的抑

制作用#采用抗
NKR4.0

抗体联合阿霉素化疗治疗乳腺癌小鼠

模型)结果显示#联合用药组小鼠肿瘤质量均显著低于空白

组*溶剂组*单用抗
NKR4.0

抗体组和单用阿霉素组小鼠肿瘤

质量$

"

$

%&%2

&)提示联合应用抗
NKR4.0

抗体和阿霉素对

乳腺癌小鼠的肿瘤抑制效果明显优于任何一种单一用药治疗

方案)阿霉素被广泛用于治疗各种肿瘤#其主要功能是嵌入

8V4

碱基对之间#来抑制
>V4

和
8V4

的合成#导致细胞凋

亡)由于阿霉素剂量限值毒性及肿瘤细胞对该药产生耐药性#

联合应用其他治疗方法治疗成为研究的热点)刘晓东'

$$

(探讨

了新型光动力疗法联合阿霉素对小鼠乳腺癌体外*体内抑瘤效

应及其相关机制#发现新型光动力疗法联合阿霉素可增强抑瘤

效果)王平虎'

$1

(报道称
N8$0-

调控了阿霉素介导的人乳腺

癌细胞株
fNa.-

的凋亡)

NKR4.0

表达于激活的
K

细胞表面#通过与
6-&$

和
6-&1

结合产生负性调节信号#抗
NKR4.0

抗体可阻滞该负性调节信

号#从而增强
K

细胞介导的肿瘤杀伤作用'

2

(

)本文采用流式

细胞术检测各组免疫细胞情况#判断小鼠的免疫能力)结果显

示#与空白组*溶剂组相比#单用抗
NKR4.0

抗体组*单用阿霉

素组和联合用药组的小鼠脾中
N8/

]

K

和
N80

]

K

细胞占淋巴

细胞的百分比显著增高$

"

$

%&%2

&)与单用抗
NKR4.0

抗体

组和单用阿霉素组相比#联合用药组
N8/

]

K

和
N80

]

K

细胞

占淋巴细胞的百分比相对增高#但差异无统计学意义$

"

%

%&%2

&)表明联合用药组小鼠的免疫能力高于其他组)

N80

]

细胞为免疫应答中主要的反应细胞#具有辅助和诱导其前体细

胞#影响辅助性
K

淋巴细胞和抑制性
K

淋巴细胞的成熟#影响

6

细胞抗体产生的作用)

N8/

]细胞具有负调节效应#可对靶

细胞产生细胞介导的细胞毒作用#同时可调节性抑制
N80

]细

胞)二者的比值是反应机体免疫状态的重要参数#其比值变化

表明机体细胞免疫功能失调#抗肿瘤能力被弱)因此二者水平

的提升预示小鼠机体免疫能力增强#其免疫肿瘤杀伤能力提

高#可能是联合用药组小鼠肿瘤抑制效果最好的原因之一)

f87N

具有大量表达
NKR4.0

的功能#本研究中与其他组相

比#联合用药组脾
f87N

相对降低#但差异无统计学意义$

"

%

%&%2

&)骨髓
f87N

组间比较差异无统计学意义$

"

%

%&%2

&)

可能是与抗
NKR4.0

抗体不足以抵制
f87N

的表达量有关#

或者与抗原提呈能力的不足有关#有待于进一步深入研究)王

0-$'
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/
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建霞'

$

(认为抗
NKR4.0

抗体与
h4Y1

抑制剂在提高荷瘤机体

的免疫能力方面可能发挥了协同效应)本组研究为发现#抗

NKR4.0

抗体与阿霉素可协同提高小鼠机体免疫能力)

阿霉素可直接嵌入
8V4

碱基对之间#来抑制
>V4

和

8V4

的合成#达到细胞凋亡的作用#而抗
NKR4.0

抗体主要通

过提高机体的抗体免疫能力起到肿瘤杀伤作用'

$'.$2

(

)本研究

发现#二者联用其促细胞凋亡作用增强#联合用药组肿瘤细胞

凋亡的阳性百分率显著高于其他组$

"

$

%&%2

&)肿瘤长到几

个立方毫米时处于缺氧状态#可分泌缺氧诱导因子促进
f8.

7N

的形成和
N80

]

K

细胞向
K?C

<

分化#分泌趋化因子和内皮

生长因子等诱导肿瘤血管生成#从而促进肿瘤细胞生长)联合

用药组
fe8

显著低于其他组#且单用抗
NKR4.0

抗体组和单

用阿霉素组肿瘤细胞凋亡的阳性百分率显著低于空白组和溶

剂组$

"

$

%&%2

&#提示联合用药可显著降低肿瘤
fe8

#达到抑

制肿瘤生长的目的#效果高于单一用药)

综上所述#联合抗
NKR4.0

抗体和阿霉素可在一定程度提

高小鼠机体免疫力#明显抑制乳腺癌小鼠肿瘤生长#促进肿瘤

微环境中肿瘤细胞凋亡#减少肿瘤微环境中微血管生成#效果

优于单一用药)
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