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乳癌术后方对HER2／neu转基因小鼠乳腺癌发生中

免疫应答的影响
吴雪卿1 万 华1 李欣荣2 冯佳梅1 姜晓燕1 瞿文超‘ 高晴债

摘要 目的探讨癌基因人类表皮生长因子受体2(HER2／neu)在乳腺癌发生中引发的免疫应答和乳

癌术后方在防治乳腺癌中的免疫学机制。方法 选用HER2／neu转基因自发乳腺癌小鼠模型，自5周龄起

灌饲中药乳癌术后方，观察小鼠的乳腺癌发生情况，并在15及25周龄时检测小鼠肿瘤发生过程中T细胞免

疫反应及相关细胞因子的变化。结果 乳癌术后方能够明显延缓和减少转基因小鼠原发乳腺癌的生成，同

时还能上调荷瘤小鼠脾淋巴细胞中T细胞含量，促进荷瘤小鼠T淋巴细胞增殖作用，并可诱导白细胞介素．2

(IL一2)、白细胞介素-12(1L一12)和干扰素一1(IFN-1)等细胞因子的分泌。结论HER2／neu转基因小鼠与正

常同品系未转基因小鼠的免疫功能存在着明显的差别。乳癌术后方预防和延缓乳腺癌发生的作用可能是通

过提高转基因小鼠的自身抗肿瘤免疫反应来实现的。
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Effect of Ru’ai Shuhou Recipe on Immune Response in HER2／neu Transgenlc Mice Undergoing Breast

Cancer Carcinogenesis Process WU Xue-qing，WAN Hua。LI Xin-rong，et al Shuguang Hospital，Shanghai Uni．

versity of Traditional Chinese Medicine．Shanghai(200021)

ABSTRACT Objective To explore the immune response induced by HER2／neu oncogene in the breast

cancer(BC)carcinogenesis process and the immunological mechanism of Ru 7ai Shuhou Recipe(RSR)in the

prevention and treatment of BC．Methods HER2／neu transgenic spontaneous breast tumor model mice were fed

with RSR from 5 weeks old．the occurrence of breast tumor in them was obsewed．and the changes of T cell-me．

diated immune response and associated cytokines were detected during the carcinogenesis process，i．S．when

mice aged between 1 5 and 25 weeks．Results RSR showed significant effects in postponing and reducing the

carcinOgenesis of primary breast tumor，up·regulating the amount of T cell in splenic lymphocyte in tumor·bearing

mice，promoting the proliferation of T lymphocyte，and inducing the secretion of cytokines such as interleukin-2，

interleukin-1 2 and inte rferon·y．Conclusions A serial immune response reveals in the carcinogenesis process．

The immunologic function of HER-2／neu transgenic mice is significantly different to that of the same strain non·

transgenic mice．Effect of RSR in preventing and postponing breast cancer carcinogenesis is possibly realized

through enhancing the anti-tumor immune response of transgenic mice themselves．

KEYWORDS Ru’ai Shuhou Recipe：breast cancer；HER2／neu oncogene

随着近年来免疫学研究水平的飞速提高，证实了

恶性肿瘤的发生与免疫系统的发育或功能状态密切相

关。目前癌基因人类表皮生长因子受体2(HER2／
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neu)的表达情况已作为乳腺癌独立预后指标和选择

治疗的重要标准¨’。乳癌术后方是上海市名中医陆德

铭教授的经验方，主要用于乳腺癌的治疗，临床上收到

良好疗效。本研究采用HER2／neu转基因自发乳腺癌

小鼠FVB／neu为动物模型。通过观察乳癌术后方对

HER2／neu转基因小鼠乳腺癌发生情况和T细胞亚群

以及相关细胞因子的变化，探讨乳腺癌在发生过程中

免疫学变化和乳癌术后方防治乳腺癌的免疫学

机制。
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l 材料

1．1 实验动物HER2／neu转基因自发乳腺癌

小鼠FVB／neu，为本实验室从上海斯莱克实验动物有

限公司引进，自行繁殖，将5周龄、雌性、体重20 g左

右小鼠，随机分组用于实验研究。FVB品系正常小

鼠，5周龄，雌性，体重20 g左右，上海斯莱克实验动物

有限公司提供，同时饲养，作为正常对照。

1．2实验药物 中药复方乳癌术后方由生黄芪、

白术、仙灵脾、莪术等药组成。中药饮片均由上海虹桥

饮片厂提供，产地固定，批号明确。药物采用常规煎煮

方法，冷水浸泡l h后武火煮沸，文火再煎煮30 min，

取药汁，减压浓缩后备用。生药浓度为2 g／mL。

1．3 主要试剂 FACS荧光染色试剂均为

PharMingen公司(San Jose，CA)产品。[甲基3H]·胸

腺嘧啶脱氧核苷(thymidine，[methyl．3H])购自上海

原子能研究所。细胞因子酶联免疫吸附检测试剂，纯

化的兔抗鼠白细胞介素一2(IL-2)、白细胞介素-12(IL-

12)p60、干扰素一^y(IFN-1)一抗(purified rat anti—mouse

IL-2、IL．12p60、IFN．^y)；生物素化的兔抗鼠IL-2、IL一

12p60、IFN一^y二抗(biotinylated rat anti—mouse IL-2、IL一

12p60、IFN-^y)；辣根过氧化物酶(horseradish peroxi—

dase，HRP)，以上抗体均为Pharmin Gen公司(San Jo—

se，CA)产品。刀豆蛋白A(concanavalin A，ConA)为

Sigma公司产品。

1．4主要仪器 流式细胞仪FACScalibur(Bec-

ton Dickinson，San Jose CA)。Beta记数仪(1450 Mi-

croBeta Trilux，PerkinElmer Life Sciences，USA)。酶标

测试仪(Bio-rad Model 550 microplate reader，USA)。

2方法

2．1 动物分组及给药方法5周龄FVB／neu转

基因自发乳腺癌小鼠随机分为2组，模型组31只，每

天生理盐水0．2 mL灌胃；中药组30只，乳癌术后方每

天0．2 mL(2 g／mL)灌胃。每组再随机分为3小组，每

组10只，分别在15周龄和25周龄时各取1小组检测

各项免疫功能指标；发瘤率观察至35周。同时常规饲

养FVB同品系正常小鼠10只，作对照观察。

2．2实验观察及检测指标

2．2．1 小鼠肿瘤的发生情况 每周2次检测肿

瘤的发生情况，记录小鼠肿瘤发生时间及发展状况。

2．2．2淋巴细胞表型分析 摘取小鼠脾脏称重

后，制备小鼠脾脏淋巴细胞，流式细胞术检测小鼠脾脏

淋巴细胞的表面分型，数据则用Cell Quest TM software

(Becton Dickinson，San Jose CA)处理分析。

2．2．3 T淋巴细胞增殖功能检测 采用3H．TdR

掺入法。

2．2．4细胞因子检测 各组小鼠脾脏淋巴细胞

浓度为5 X 106／mL，于24孔培养板中每孔加入l mL

细胞悬液，0．5 mL Sac溶液(终浓度1：10 000)或ConA

溶液(终浓度5¨g／mL)和0．5 mL RPMI·1640溶液。

每组均设一孔不加刺激剂作为阴性对照，总体积

2 mL。细胞于含5％CO，的37℃培养箱中培养48 h

后，离心收取上清液，按照细胞因子检测试剂盒操作说

明分别测定IL．2、IL．12和IFN一1的含鼍。在酶标测试

仪上测定450 am和570 nm处吸光度值。根据标准曲

线计算出培养上清液中细胞因子含量。

3统计学方法统计软件用SPSS 11．5，两组间差

异用Student’s t-t∞t检验，各组间两两比较采用单因素

方差分析和LSD法，P<0．05认为差异有统计学意义。

结 果

l 乳癌术后方对HER2／neu转基因小鼠肿瘤发生

的影响(表1)模型组HER2／neu转基因小鼠在15周

龄时开始发生乳腺癌，35周龄时发瘤率为81．8％

(9／11)。中药组在24周龄时发生乳腺癌，35周龄时发

瘤率为20％(2／11)。可见乳癌术后方能推迟HER2／

neu转基因小鼠自发乳腺癌的发生时间，降低乳腺癌的

发生率，与模型组比较差异有统计学意义(P<0．01)。

表1 HER2／neu转基因小鼠的发瘤率[只(％)]
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注：与模型组同期比较，‘P<0．01

2乳癌术后方对HER2／neu转基因小鼠脾脏重量

的影响25周龄时模型组脾脏重量[(0．30±0．18)g]

明显高于正常组[(0．19±0．15)g]，差异有统计学意义

(P<0．01)。中药组脾脏重量[(0．41±0．23)g]明显

高于模型组(P<0．05)。

3乳癌术后方对HER2／neu转基因小鼠T淋巴

细胞表型的影响(表2) 15及25周龄时模型组CD4／

CD8比值及CD25均低于正常组，差异有统计学意义

(P<0．05)；中药组此2项高于模型组，差异有统计学

意义(P<0．05)。

4乳癌术后方对HER2／neu转基因小鼠脾淋巴

细胞增殖能力影响(图1) 在ConA刺激72 h后可

见，各组15周龄小鼠脾淋巴细胞增殖均较明显，模型

组与正常组比较、中药组与模型组比较差异均有统it-
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表2 HER2／neu转基因小鼠15及25周龄时T淋巴细胞

表型的变化(x．4-s)

注：与正常组同期比较，‘p(0．05；与模型组同期比较，6P<0．05；

与同组15周龄相比，▲P<0．05

学意义(P<0．05)；25周龄时模型组T淋巴细胞增殖

较正常组有明显降低，而中药组仍保持着较好的促增

殖作用，且增殖水平接近正常小鼠，与模型组比较差异

有统计学意义(P<0．05)。

正带 橇型 中甄

注：与正常组同期比较，’P<O．05；与模型组同期比较。锄．05
图1 15及25周龄各组小鼠脾淋巴

细胞增殖能力比较

5各组小鼠脾淋巴细胞在抗原刺激下产生细胞因

子的比较(表3) 各周龄模型组小鼠IL．2及IFN一_y明

显低于正常组，差异有统计学意义(P<0．05)；中药组各

周龄小鼠IL．2及IL．12较模型组均有上调，差异有统计

学意义(P<0．05)。25周龄时，中药组IFN一1明显提

高，与模型组同期比较差异有统计学意义(P<0．05)。

表3 各组小鼠15及25周龄脾淋巴细胞经ConA刺激后产生

细胞因子的比较(．s／I．，i±s)

细胞免疫为主，外周血T淋巴细胞CD4+／CD8+比值

特异性地反映了T淋巴细胞功能一1。

HER2／neu转基因小鼠可以模拟人体HER2／neu

对乳腺组织的影响。在雌性转基因小鼠乳腺组织中可

看到HER2／neu基因的过度表达。有文献报道一。此小

鼠在组织学上最早3周就出现乳腺组织的过度增生，

在约20周左右开始恶变发展成乳腺癌，在病理表现上

也与HER2／neu阳性的人乳腺癌极为相似，是研究自

发乳腺癌的良好模型。

本研究显示，在肿瘤发生过程中，HER2／neu转基

因小鼠与正常同品系未转基因小鼠的免疫功能存在着

明显的差别。说明肿瘤发生过程中，机体存在着明显的

抗肿瘤的免疫反应，或者是HER2／neu蛋白具有一定的

抗原性，激发了机体的免疫反应。我们在临床研究中也

发现乳腺癌患者同样存在着免疫功能异常现象∞。。

乳癌术后方是上海市名中医陆德铭教授的经验

方，在乳腺癌的临床治疗上已取得了较好的疗效。以

该方为基础治疗远处转移性乳腺癌可明显消除或缩小

病灶，延长患者的生存期曲’71，并可明显改善乳腺癌患

者的生活质量H。。

本课题证实了乳癌术后方能够明显延缓和减少转

基因小鼠原发乳腺癌的发生，具有延缓乳腺癌发生和

调节机体免疫功能的双重效应。乳癌术后方能上调荷

瘤小鼠脾淋巴细胞中T细胞含量，促进荷瘤小鼠T淋

巴细胞增殖作用，提高小鼠脾T淋巴细胞CD4／CD8比

值，抑制调节性T细胞产生(P<0．05)，并可诱导IL-2、

IL．12和IFN．1等细胞因子的分泌，使转基因自发乳腺

癌小鼠的免疫功能更接近于正常小鼠水平。由此可见，

乳癌术后方预防和延缓乳腺癌发生的作用可能是通过

提高转基因小鼠的自身抗肿瘤免疫反应来实现的。

注：与正常组同期比较，·P<o．05；与模型组同期比较，△P<0．05
[2]

讨 论

现代研究表明，恶性肿瘤的发生、发展及预后与免

疫系统的发育或功能状态密切相关。虽然机体具有严

密的免疫监视机制，但在某些情况下恶变细胞也可能

通过多种机制逃避机体的监视，从而导致肿瘤的发

生¨。。机体免疫力低下是肿瘤发生的原因之一，肿瘤

发生又导致免疫力的降低。抗肿瘤免疫反应主要以T

[3]
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