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肝素结合表皮生长因子抑制剂 CRM197 对裸鼠卵巢癌移植瘤

的抑制作用 *
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摘要 目的：研究 CRM197 对裸鼠卵巢癌移植瘤生长的抑制作用探讨其对逆转卵巢癌组织耐药作用及其在卵巢癌治疗中的可行

性。方法：用人卵巢癌亲本细胞 A2780、耐紫杉醇细胞 A2780/Taxol 及耐顺铂细胞 A2780/DDP 分别建立裸鼠卵巢癌移植瘤模型，

观察注射 CRM197 组与阴性对照组裸鼠肿瘤生长情况，免疫组化法测定各组裸鼠肿瘤组织中 HB-EGF 及 P- gp 表达情况。结果：

HB-EGF 及 P- gp 在各肿瘤组织中不同程度的表达，在注射 CRM197 的裸鼠肿瘤组织中表达明显降低(P<0.05)，差异具有统计学

意义。结论：CRM197 通过抑制肝素结合表皮生长因子的信号传导通路激活抑制了裸鼠卵巢癌移植瘤的生长，使裸鼠卵巢癌移植

瘤 HB-EGF 及 P- gp 表达明显降低。
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ABSTRACT Objective: To investigate the reversal effect of CRM197 on drug-resistant ovarian cancer and its treatment for ovarian

cancer by researching the inhibition of CRM197 for the xenografts of ovarian cancer in nude mice. Methods: The parental ovarian cancer
cell A2780, cells resistant to paclitaxel A2780/Taxol and cisplatin-resistant cells A2780/DDP were used to establish the xenograft model
in nude mice, the differentiation for the growth of xenograft tumors in the group which was injected with CRM197 and the negative
control group was detected. Immunohistochemistry was used to test the expression of HB-EGF and P-gp in xenograft tumors of each
team. Results: The expression of HB-EGF and P-gp were in different levels in each group. It was depressed obviously in the xenograft
tumors which were injected CRM197. The difference was significant in statistics. Conclusion: The inhibition of CRM197 on the
activation of the signal transduction pathway of heparin-binding epidermal growth factor inhibited the growth of the xenograft tumors of
ovarian cancer and depressed the expression of HB-EGF and P-gp in xenograft tumors.
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引言

卵巢癌是病死率高的妇科恶性肿瘤，化疗是卵巢癌治疗关

键手段之一，肿瘤细胞对抗癌药物的耐药问题是导致化疗失败

的常见因素和关键性难题[1]。细胞信号转导通路在肿瘤细胞生

长及化疗耐药形成的过程中具有重要作用，肝素结合表皮生长

因子(heparinbinding epidermal growth factor，HB-EGF )属表皮

生长因子(EGF)超家族成员,是 EGFR 配体之一，HB-EGF 与细

胞膜上的 EGFR 结合[2]，使后者发生磷酸化，激活下游信号传导

通路，发挥促进肿瘤细胞生长、迁移、入侵及血管形成[3]，并参与

卵巢癌的化疗耐药。应用相应的信号转导通路阻断剂抑制卵巢

肿瘤的生长逆转耐药将成为提高卵巢癌治疗效果的亮点[4,5,6]。
本 文 将 通 过 研 究 HB-EGF 特 异 性 信 号 传 导 通 路 抑 制 剂

CRM197 对裸鼠卵巢癌移植瘤的抑制作用，初步探讨 HB-EGF
信号传导通路与卵巢癌化疗耐药的关系。

1 材料与方法

1.1 材料

人卵巢癌亲本细胞 A2780、耐紫杉醇细胞 A2780/Taxol 及

耐顺铂细胞 A2780/DDP 由广州中山三院实验室肖兰博士惠

赠。上述三种细胞均为贴壁生长，采用含 10%胎牛血清的

DMEM 培养液(Dulbecco's Modified Eagle's Medium)培养。
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1.2 方法

1.2.1 细胞培养 人卵巢癌亲本细胞 A2780、泰素耐药细胞

A2780/Taxol 及顺铂耐药 A2780/DDP 分别于含有 10%胎牛血

清的低糖型 DMEM 培养液中，37℃，5%CO2 饱和湿度下培养，

0.25%胰蛋白酶消化传代。A2780/Taxol 细胞耐药指数为 8.0，

A2780/DDP 细胞耐药指数为 5.0。
1.2.2 细胞处理 当上述三种细胞生长至 90%融合时，弃培养

液，用 PBS 洗涤细胞 2 次，清除死亡脱落的细胞；0.25%胰蛋白

酶消化细胞，PBS 重悬细胞，1000rpm、室温下离心 3min，弃上

清；用 PBS 充分洗涤细胞 2 次，以去除可能诱发裸鼠体内非特

异性免疫反应的血清成分；离心后用 PBS 液重悬成浓度为 1×
107/mL 的单细胞悬液。
1.2.3 裸鼠皮下移植瘤模型的建立及用药方法 BALB/C nu /nu
雌性裸鼠 30 只，3~4 周龄，体重 15~ 18g，购自北京维通利华公

司，按照《实验动物管理条例》规范化饲养管理 1 周,待裸鼠状

态稳定后随机分成 A、B、C 三组，每组 10 只。取配置好的上述

三种细胞的单细胞悬液分别接种于三组裸鼠右前肢腋窝皮下,
A 组接种亲本细胞，B 组接种 A2780/Taxol 细胞，C 组接种

A2780/DDP 细胞，每只接种 0.2mL。成瘤后每 3 天用游标卡尺

测量 1 次皮下肿瘤长径 (a)及短径 (b)的变化。根据公式 V
(rnm3)= ab2／2 计算肿瘤体积，裸鼠移植瘤平均体积为 100mm3

时开始给药。HB-EGF 特异性信号传导通路抑制剂 CRM197
（美国 segma 公司），三组裸鼠每组随机选取 5 只给药，给药组

分别记为 A+、B+、C+,按 1mg/kg 腹腔内注射[7],其余腹腔注射 PBS
液作为阴性对照，每周 1 次,共 4 次，给药结束 1 周后处死裸鼠。

1.2.4 免疫组化检测瘤体内 HB-EGF 及 P-gp HB-EGF 鼠抗人

单克隆抗体（Abcam 公司）,P 糖蛋白鼠抗人单克隆抗体（武汉博

士德公司），免疫组化采用链酶素抗生物素过氧化物酶连接法(
S-P 法)，S-P 试剂盒购于北京中山公司。免疫组化主要反应步骤

按试剂盒说明书操作。PBS 代替一抗作为阴性对照.
1.3 免疫组化结果判断

HB-EGF、P-gp 着色部位均在胞膜或胞浆。每张片计数 100
个肿瘤细胞，阳性细胞数 <5%为 - ，1%~ 25%为 + ，26% ~ 50%
为 + +，> 50%为 + + +。
1.4 统计学处理

用 SPSS17.0 软件对结果进行分析, 计量资料的比较采用 t
检验，计数资料的比较采用 X2 检验。

2 结果

2.1 各实验组小鼠及肿瘤生长情况

各组中阴性对照组肿瘤大体所见界限不清，与周围组织粘

连，不易剥离，血管粗大，质地软，生长较用药组快，HE 染色见

肿瘤细胞生长活跃，极少见坏死及凋亡；各组中用药组肿瘤大

体所见界限清楚，与周围组织无粘连，易剥离，质地硬，生长速

度较慢，肉眼未见血管形成，HE 染色见肿瘤边缘细胞退变，易

见坏死及凋亡细胞。亲本细胞组肿瘤生长速度稍快。用药过程

中小鼠体重平稳增长，未发生药物毒性反应，实验前后各用药

组与对照组小鼠体重如表 1 所示，组内比较 P>0.05，差异无统

计学意义。用药组肿瘤生长受到抑制，各组内部肿瘤质量比较

P<0.05，差异有统计学意义。

表 1 各组小鼠体重、抑瘤率及肿瘤质量及 P 值

Table 1 The body weight, inhibition rate and tumor weight of nude mice in each group and P value

Body weight（g）
Inhibition rate Tumor weight（g）

P value

Begin end HB-EGF P-gp

Group A

Group A+

Group B

Group B +

Group C

Group C+

16.31±0.78

16.29±0.77

16.69±1.02

16.60±1.01

15.99±1.45

16.01±1.42

20.61±1.09

20.58±1.03

20.61±1.08

20.63±1.07

20.59±1.77

20.49±1.82

-

43%

-

68%

-

52%

2.80±0.27

1.30±0.15

1.76±0.23

0.56±0.09

1.78±0.25

0.88±0.13

0.019

0.026

0.018

0.026

0.026

0.030

图 1 各组肿瘤组织中 HB-EGF 的表达。标 + 为用药组(400×)

Fig.1 Immunohistochemical stains for the expression of HB-EGF of the tumors (400×)

2.2 各种卵巢组织中 HB-EGF、P-gp 的表达

用药后，A、B、C 三组中 HB-EGF、P-gp 表达明显低于对照

组。对各组肿瘤组织中用药前后 HB-EGF、P-gp 的表达结果进

行 Peason 卡方检验，结果如表 2 所示，P 值均小于 0.05，差异有

统计学意义，见图 1 及图 2。
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3 讨论

HB-EGF 是 1988 年由 Besne 等在人的巨噬细胞培养液中

发现的一种分子量约 20-22kD 肽类生长因子，其可由巨噬细

胞、平滑肌细胞、血管内皮细胞等分泌产生[8,9]，以其膜前体的形

式即跨膜形式 (proHB-EGF)存在于细胞表面。在某些刺激因素

作 用 下 ，proHB-EGF 胞 外 域 脱 落 形 成 成 熟 可 溶 性 HB-EGF
(sHB-EGF)，sHB-EGF 可以直接结合并激活 EGFR，使其发生

自身磷酸化，启动下游的 MAPK 等信号通路，发挥促进细胞增

殖、分化等作用[10]。HB - EGF 广泛分布于多种组织和器官，与某

些癌症如肝癌、乳腺癌、卵巢癌的发生有关[11]。近年研究发现

HB-EGF 可参与肿瘤发生发展的各个环节，并可通过激活

Ras/Raf/MAPK 及 AKT 信号传导通路对抗凋亡，导致肿瘤细胞

化疗耐药[12,13]。
P-gp 是人类 mdr1 基因编码的分子量为 170KD 的跨膜糖

蛋白, 为一种具有 ATP 酶活性的能量依赖性转运排出泵, 在化

疗耐药的肿瘤组织中过度表达[14]，能将肿瘤细胞内包括多种抗

肿瘤药物的底物泵出细胞外, 造成细胞内药物积聚量减少, 降

低化疗药物对肿瘤细胞的毒性, 使细胞发生化疗耐药而导致化

疗的失败[15]。
CRM197 是白喉毒素 52 位的甘氨酸突变为谷氨酸后形成

的无毒突变体，是 HB-EGF 的特异性信号传导通路抑制剂，可

与 proHB-EGF 及 sHB-EGF 的 EGF 样结构域特异性结合抑制

MAPK 等信号通路的激活，发挥抑制肿瘤生长逆转化疗耐药的

作用[16,17]。本实验结果显示注射 CRM197 后裸鼠移植瘤质量小

于对照组，差异具有统计学意义,表明 CRM197 有效的抑制了

裸鼠移植瘤的生长。HB-EGF、P-gp 表达实验组明显低于对照

组，表明 CRM197 抑制 HB-EGF 的表达的同时也抑制了 P-gp
的表达，抑制肿瘤生长同时逆转卵巢癌耐药，并且其逆转卵巢

癌耐药的机制不仅仅是抑制了信号传导通路的激活，还可能通

过减少细胞中 P-gp 的数量减少化疗药物的外排，从而使细胞

内保持有效的化疗药物浓度，提高化疗的疗效，这与 2009 年

Yagi 等报道的 CRM197 与紫杉醇连用后抗肿瘤作用增强的结

果相符合 [18]，表明 CRM197 不但可以单独作为一种抗肿瘤药

物，在联合化疗中也可发挥显著疗效。2008 年 Yagi 报道 HB-
EGF 在胃癌及卵巢癌中参与上皮间质转换（EMT），介导肿瘤

的腹膜种植[19]，推测 CRM197 可能在抑制卵巢癌转移中也能发

挥重要作用。在本研究中用药组裸鼠体重与未用药裸鼠体重差

异无统计学意义，实验过程中无药物毒性反应，国外有学者研

究证明 CRM197 生物利用度合理，因治疗而产生的毒性也在

可接受范围[20]，因而 CRM197 有望成为一种新型的有效的抗肿

瘤药物。
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