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摘要 目的 观察重组抗人表皮生长因子受体人源化单克

隆抗体注射液( MIL41) 对 Her2 高表达人乳腺癌细胞体内外

的抑制作用。方法 通过流式细胞仪分析人乳腺癌细胞

Bcap37 中 Her2 受体的表达量，CCK8 法测定 MIL41 在体外

对乳腺癌细胞 Bcap37 生长的抑制作用; 在体内研究中采用

人乳腺癌细胞裸鼠皮下移植瘤模型的建立评价 MIL41 对肿

瘤生长的抑制作用。结果 体外实验表明 Bcap37 为 Her2

受体过表达的人乳腺癌细胞，CCK8 法检测结果显示 MIL41

对受试细胞 Bcap37 的生长有较强抑制作用。体内实验表明

受试药 MIL41 对受试的人乳腺癌细胞 Bcap37 的裸鼠皮下移

植瘤的生长有明显的抑制效应，同时呈现出良好的浓度依赖

关系。分别给予 3、6、12 mg /kg 不同浓度的受试药，其瘤体

积抑制率分别为 33. 7%、47. 8%、59. 0% ，瘤重抑制率分别为

29. 6%、44. 7%、55. 6%。结论 MIL41 对 Bcap37 人乳腺癌

细胞在体内外的生长有较强的抑制作用。
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在女性群体中乳腺癌是所有恶性肿瘤中发病率

及死亡率极高的癌症［1］，其中 20% ～ 30% 的乳腺癌

患者的表皮生长因子受体 2 ( human epidermalgrowth
factor receptor-2，Her2) 为阳性［2 － 4］。对于 Her2 阳性

乳腺癌患者，恶性程度高、易发生转移、复发率高、预
后较差。Her2 受体是有受体酪氨酸激酶活性的跨

膜糖蛋白，属于表皮生长因子受体家族［5］，研究［6］

表明其在多数恶性肿瘤细胞的转化中起关键性作

用，以表皮生长因子受体 Her2 为单克隆抗体作用靶

点的药物在临床中已成功运用，但是 Her2 其他抗原

表位的单克隆抗体仍是研究中所关注的热点。北京

天广实生物技术股份有限公司研发的重组抗人表皮

生长因子受体人源化单克隆抗体注射液( MIL41) 是

靶向 Her2 受体新型抗原表位的单克隆抗体，其作用

机制与 Pertuzumab 较为相似。该研究以 Trastuzum-
ab、Pertuzumab 为阳性药，对 MIL-41 作用于 Her2 过

表达乳腺癌细胞的体外及体内抗肿瘤作用进行药效

学评价。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 药品与试剂 MIL-41 购于北京天广实生物

技术股份有限公司; Trastuzumab ( 上海罗氏制药有

限公司，批号: B3457，稀释批号: B2040，分滤批号:

SH0006) ; Pertuzumab ( 规格: 30 mg /瓶，北京天广实

生物技术股份有限公司无菌分装) 。ＲPMI 1640 培

养液( 美国 Gibco 公司) ; Her2 /NEU PE 荧光单克隆

抗体［美国碧迪医疗器械( 上海) 有限公司) ］; CCK8
检测液( 武汉博士德生物工程有限公司) 。
1． 1． 2 主要仪器 CO2 气体培养箱( 德国贺立氏仪

器公司) ; 倒置显微镜( 重庆重光食品公司) ; 流式细

胞检测仪 ( 美国 Beckman Coulter 公司) ; Multiskan
Ascent 酶标仪( 芬兰 Thermo Labsystems 公司) 。
1． 1． 3 实验动物 6 ～ 8 周龄 BALB /c 裸鼠，SPF
级，17. 0 ～ 22. 0 g，雌性，购自北京维通利华实验动

物技术有限公司。受试动物饲养于无菌的独立送风

IVC 笼中，饲以专门为小鼠配制的消毒饲料，自由饮

用纯净水。动物实验室内温度约 25 ℃，相对湿度

40% ～70%，每日光照 12 h。
1． 1． 4 肿瘤细胞株 Bcap37 人乳腺癌细胞，购自

中国医学科学院细胞中心，由军事医学科学院放射

与辐射医学研究所肿瘤药理室传代、保存。
1． 2 方法

1． 2． 1 细胞培养 接种细胞于含 10% 胎牛血清的

DMEM 培养液中( 补充青、链霉素各 100 μl /ml) ，置
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于 37 ℃、5% CO2 的细胞培养箱中，每隔 1 ～ 2 d 换

液 1 次，0. 25%胰蛋白酶消化，传代和收集细胞。
1． 2． 2 流式细胞仪检测 Her2 受体将待检细胞用

胰蛋白酶消化，取 105 ～ 106 个细胞 1 000 r /min 离心

5 min，弃去上清液，收集细胞。PBS 洗 2 遍，用 0. 05
ml PBS 将细胞混悬备用。将 Her-2 PE 荧光素标记

抗体 5 μl 加入细胞悬液中，室温下孵育 30 min。将

孵育好的细胞悬液 3 000 r /min 离心 10 min，弃上清

液，用 0. 05 ml PBS 混悬检测。
1． 2． 3 CCK8 法检测细胞增殖 将对数生长期细

胞，用含 10%胎牛血清的 ＲPMI 1640 细胞培养液配

制成 2. 5 × 104 /ml 的细胞悬液，按每孔2 000 ～ 4 000
个细胞( 100 μl) 加入到 96 孔细胞培养板中，培养 24
h 后，每 孔 加 入 含 有 不 同 浓 度 ( 1 500、750、375、
187. 5、93. 75、46. 875、23. 437 5 μg /ml) 受试药物的

培养基 100 μl，每个浓度设 4 个平行孔。培养 72 h
后，每孔加入 10 μl CCK8 检测液，37 ℃培养 2 ～ 4 h
后用酶标仪检测吸光度( optical density，OD) 值，检

测波长为 450 nm。按方法进行一次重复性实验。
1． 2． 4 皮下移植瘤实验 将对数生长期的 Bcap37
细胞用胰酶消化收集，并用 PBS 洗涤重悬，悬液浓

度 ＞ 5 × 107 个细胞 /ml，将 0. 2 ml 的肿瘤细胞悬液

注射于裸鼠右腋皮下，建立传代荷瘤鼠模型。传代

保种裸鼠皮下肿瘤生长体积至1 000 ～ 1 500 mm3

时，无菌条件下取出瘤块，将其切成约( 1. 0 × 1. 0 ×
1. 0) mm3，并接种于裸鼠右前肢腋部皮下。待皮下

移植瘤体积达到 100 ～ 150 mm3 时，按照肿瘤体积随

机分组。
MIL41 对人乳腺癌细胞 Bcap37 细胞系裸鼠皮

下移植瘤生长的影响，各受试药组药剂量为 3、6 、12
mg /kg，尾静脉注射给药，每周给药 2 次，连续给药 3
周。每 2 ～ 3 d 测定动物体重及肿瘤体积，记录肿瘤

体积变化。肿瘤瘤重生长抑制率( % ) = ( 对照组瘤

重 － 给药组瘤重) /对照组瘤重 × 100%。肿瘤体积

= 0. 5ab2 ( a = 肿瘤长径; b = 肿瘤短径)

1． 3 统计学处理 采用 Origin 8. 5 软件及 Graph-
Pad Prism 5 软件进行数据分析，数据以 珋x ± s 表示。
多组样本间两两比较用单因素方差分析，P ＜ 0. 05
为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 流式检测 Her2 表达量结果 实验结果表明

经过 抗 体 标 记 Bcap37 细 胞 的 Her2 表 达 量 为

95. 0% ; 与 Her2 高表达细胞 BT474 相比，人乳腺癌

细胞 Bcap37 为 Her2 受体表达量较高的细胞。见

图 1。

图 1 流式细胞术检测 Bcap37 细胞 Her2 表达量

A: BT474 细胞 Her2 受体表达量; B: Bcap37 细胞 Her2 受体表达

量

2． 2 MIL41 对 Bcap37 细胞增殖的影响 CCK8 法

实验结果表明 MIL41 对 Her2 受体过表达的细胞

Bcap37 的生长抑制作用呈现良好的浓度依赖关系，

受试药物设置浓度基本涵盖了药物效应窗口。通过

比较发现，MIL41 对肿瘤细胞增殖抑制率与阳性药

相当，差异无统计学意义。同时，MIL41 对肿瘤细胞

增殖的抑制呈现剂量依赖性。见表 1。
2． 3 MIL41 抑制 Bcap37 细胞裸鼠皮下移植瘤生

长 实验结果显示，MIL41 对人乳腺癌 Bcap37 裸鼠

皮下移植瘤生长有明显抑制作用。从体内的药效结

果可以看出，在相同剂量情况下，MIL41 在体内的抗

肿瘤药效略高于阳性药组。在试验中动物未出现死

亡，说明 MIL41 无毒性。见表 2、图 2 ～ 4。

3 讨论

人表皮生长因子受体 Her2 是有酪氨酸激酶活

性的表皮生长因子家族中的一员，其受体的聚合作
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表 1 MIL41 对细胞生长的抑制效应

浓度( μg /ml)
抑制率( % )

第 1 次

MIL41 Pertuzumab Trastuzumab
第 2 次

MIL41 Pertuzumab Trastuzumab
空白对照组 － － － － － －
1 500 56． 5 54． 5 55． 5 54． 2 51． 0 53． 8
750 43． 9 39． 4 40． 3 53． 9 49． 7 50． 5
375 44． 2 31． 8 34． 9 48． 6 45． 7 46． 8
187． 5 39． 6 24． 0 31． 2 46． 2 39． 2 41． 8
93． 75 31． 8 22． 6 26． 4 43． 7 33． 9 33． 5
46． 875 24． 6 21． 2 26． 3 30． 1 26． 0 19． 9
23． 437 5 12． 5 11． 1 15． 2 21． 3 20． 5 17． 1

表 2 MIL41 对人乳腺癌细胞 Bcap-37 裸鼠皮下移植瘤生长抑制影响( n = 8，珋x ± s)

组别

宿主( nu /nu) 反应

平均体重( g)

第 1 天 第 19 天

最大体重变化

( % ，第 n 天)

肿瘤反应

瘤重 ( g)
瘤重抑

瘤率( % )

瘤体积

( mm3 )

瘤体积

抑制率( % )

空白对照 20． 89 ± 1． 43 21． 61 ± 2． 99 + 5． 8，第 12 天 1． 333 1 ± 0． 405 7 － 1 371． 95 ± 433． 71 －
Trastuzumab 22． 14 ± 1． 24 21． 65 ± 2． 44 + 2． 2，第 5 天 0． 748 3 ± 0． 287 0＊＊ 43． 9 740． 39 ± 253． 73＊＊ 46． 0
Pertuzumab 22． 39 ± 1． 24 22． 06 ± 1． 14 + 1． 1，第 17 天 0． 764 2 ± 0． 300 8＊＊ 42． 7 778． 12 ± 315． 79＊＊ 43． 3
MIL41 3 mg /kg 21． 31 ± 1． 68 22． 41 ± 2． 32 + 7． 8，第 17 天 0． 938 5 ± 0． 321 9* 29． 6 909． 57 ± 350． 44* 33． 7
MIL41 6 mg /kg 22． 35 ± 1． 47 22． 53 ± 3． 54 + 5． 9，第 8 天 0． 736 6 ± 0． 448 1* 44． 7 716． 02 ± 428． 23＊＊ 47． 8
MIL41 12 mg /kg 21． 89 ± 1． 80 21． 95 ± 2． 90 + 9． 9，第 17 天 0． 591 6 ± 0． 230 5＊＊ 55． 6 562． 05 ± 252． 52＊＊ 59． 0

与空白对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

图 2 MIL41 对人乳腺癌细胞 Bcap37

裸鼠皮下移植瘤生长的抑制作用

A: 空白对照; B: Trustuzumab; C: Pertuzumab; D: MIL41 3 mg /kg;

E: MIL41 6 mg /kg; F: MIL41 12 mg /kg

图 3 MIL41 对人乳腺癌细胞 Bcap-37

裸鼠皮下移植瘤生长抑制作用

图 4 MIL41 对人乳腺癌细胞 Bcap-37

裸鼠皮下移植瘤体积生长的影响

用会导致酪氨酸残基的磷酸化，启动多种信号通路

导致细胞的增生和肿瘤的发生发展。Her2 在 25%
的乳腺癌患者体内为高表达［7］，Her2 可以通过下游

靶点来增加癌细胞的转移能力使得 Her2 阳性的乳

腺癌更有侵袭能力［8］以及参与细胞的生长、增殖和

凋亡等功能性调节［9］。随着分子生物学的发展，抗

癌靶向药物成为研究的热点。在乳腺癌治疗中，除

了传统的手术、放化疗等治疗方法外，靶向治疗成了

一种新型的治疗手段［10］，靶向药物也相继问世，如

通过与 HEＲ2 受体结合后干扰其自身磷酸化及阻碍

·7551·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2016 Nov; 51( 11)



相应异源二聚体形成的 Trastuzumab，以及第一个被

称作“HEＲ 二聚化抑制剂”的单克隆抗体 Pertuzum-
ab。因此在临床中凡检测到 Her2 过表达的患者都

应接受抗 Her2 的治疗［11］。
本研究中将 MIL41 对乳腺癌 Bcap37 细胞体外

及体内进行系统的药效评价。以 Her2 受体高表达

细胞 BT474 作为检测 Bcap37 细胞 Her2 表达量的对

照发现，Bcap37 细胞中 Her2 高表达。体外实验结

果显示，随着药物浓度的增加对 Bcap37 细胞生长抑

制作用明显增强，体现出浓度依赖性。在体内实验

中，荷瘤鼠给予 MIL41 药物治疗后，肿瘤生长明显

缓解，通过瘤重抑制率来看，存在明显的统计学差

异。实验结果表明 MIL41 对 Her2 过表达乳腺癌

Bcap37 的生长有较好的抑制作用，体现了良好的抗

癌活性，为相关的基础研究提供了药效数据，同时也

为临床研究提供依据。目前，MIL41 已被批准进入

临床阶段研究，有望成为治疗肿瘤中 HEＲ2 高表达

新型靶向药物。
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Evaluation of anti-cancer effect of anti-epithelial growth factor
receptor monoclonal antibody on human breast cancer Bcap37 cells

Cao Yuting1，2，Wang Shanshan2，Yang Dexuan2，et al
( 1School of Graduate Studies，Anhui Medical University，Hefei 230032;

2Dept of Pharmacology and Toxicology，Beijing Institute of Ｒadiation Medicine，Beijing 100850)

Abstract Objective To investigate the inhibitory effect of anti-epithelial growth factor receptor monoclonal anti-
body( MIL41) on human breast cancer Bcap37 cell line in vitro and in vivo． Methods The flow cytometry instru-
ment was used to evaluate the level of Her2 expression in Bcap37 cells，the anti-cancer activity of MIL41 in vitro by
CCK8 inspection，while the activity in vivo was evaluated by subcutaneous implanted tumors in nude mice model．
Ｒesults In vitro experiments showed the over-expression of Her2 in human breast cancer Bcap37 cells，meanwhile，

the replicated CCK8 inspection showed the MIL41 had inhibitory effect in Bcap37 cells． The results showed that
MIL41 had strong inhibitory effect in dose-dependent manner on human breast cancer Bcap37 xenotransplanted in
nude mice． The inhibition rates of tumor volume were 33. 7%，47. 8% and 59. 0% when the administrated concen-
tration was 3，6，12 mg /kg; moreover，the inhibition rates of tumor weight were 29. 6%，44. 7% and 55. 6% ． Con-
clusion MIL41 could efficiently inhibit the proliferation of human breast cancer Bcap37 in vivo and in vitro．
Key words epithelial growth factor receptor; monoclonal antibody; Her2; Bcap37; human breast cancer; anti-
cancer activity
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