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(54)发明名称

EGFR抑制剂在制备治疗MUC1阳性肿瘤药物

中的应用

(57)摘要

本发明公开EGFR抑制剂在制备治疗MUC1阳

性肿瘤药物中的应用，涉及靶向MUC1‑EGFR‑

ABCB1信号通路的抑制剂与ABCB1底物化疗药物

联合用药在制备治疗MUC1阳性肿瘤药物中的应

用。本发明揭示了在宫颈癌和肺黏液表皮样癌

中，化疗药物诱导MUC1表达并激活MUC1‑EGFR‑

ABCB1信号通路，最终导致细胞将药物泵出膜外

而产生耐药的分子机制，发现化疗的同时靶向抑

制EGFR可有效抑制宫颈癌和肺黏液表皮样癌细

胞增殖、控制移植瘤的生长，并有效阻止了移植

瘤的复发。提示靶向MUC1‑EGFR‑ABCB1信号通路

的抑制剂与ABCB1底物化疗药物联合用药在制备

治疗MUC1阳性肿瘤药物中的应用具有广阔的前

景。
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1.靶向MUC1‑EGFR‑ABCB1信号通路的抑制剂与ABCB1底物化疗药物联合用药在制备治

疗MUC1阳性肿瘤药物中的应用，所述靶向MUC1‑EGFR‑ABCB1信号通路的抑制剂是指EGFR抑

制剂；

所述MUC1阳性肿瘤是指所述ABCB1底物化疗药物能够激活MUC1‑EGFR‑ABCB1信号通路

的肺黏液表皮样癌；

所述EGFR抑制剂是指厄洛替尼，或其药学上可接受的盐，用于抑制所述ABCB1底物化疗

药物诱导的ABCB1上调、抑制EGFR的磷酸化和MUC1的表达；

所述ABCB1底物化疗药物是指紫杉醇、长春新碱、阿霉素或依托泊苷，其单独使用时能

够上调MUC1的mRNA水平和增加MUC1蛋白的表达，从而使得所述MUC1蛋白激活EGFR并且诱导

EGFR入核调控ABCB1的表达。
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EGFR抑制剂在制备治疗MUC1阳性肿瘤药物中的应用

技术领域

[0001] 本发明属于肿瘤治疗领域，更具体地讲，涉及靶向MUC1‑EGFR‑ABCB1信号通路的抑

制剂在制备治疗MUC1阳性肿瘤药物中的应用。

背景技术

[0002] 肿瘤治疗往往伴随着耐药性和肿瘤复发，肿瘤细胞中ATP结合蛋白家族成员(ATP 

binding  cassette，ABCs)的过表达是肿瘤细胞获得多药耐药能力而导致药物抵抗的主要

原因。ABCs是一类依赖于ATP的转运蛋白，可选择性将底物包括药物从细胞内泵出细胞外。

其中ABCB1又称P‑糖蛋白或多药耐药蛋白1(MDR1)常被发现在肿瘤中过表达。用于肿瘤治疗

中的许多药物如紫杉醇(Paclitaxel)、长春新碱(Vincristine)、阿霉素(Doxorubicin)和

依托泊苷(Etoposide)都是ABCB1的底物。因此，ABCB1过表达是导致肿瘤产生耐药的重要原

因。

[0003] 表皮生长因子受体(epidermal  growth  factor  receptor，EGFR)是一种酪氨酸激

酶受体蛋白，属于ErbB家族。EGFR过表达或突变引起下游信号通路异常激活将导致细胞恶

性转化，并通过调控ATP结合蛋白家族成员ABCB1和ABCG2导致肿瘤细胞耐药。EGFR抑制剂已

广泛用于EGFR阳性肿瘤的靶向治疗，尤其是应用于由于EGFR异常激活的非小细胞肺癌

(non‑small‑cell  lung  cancer，NSCLC)的靶向治疗。EGFR的抑制剂的治疗是基于EGFR基因

的过表达或者突变激活，但是在宫颈癌和肺原发黏液表皮样癌中，EGFR的突变并不常见，因

此EGFR的抑制剂尚未应用到宫颈癌和肺原发黏液表皮样癌的治疗中。

[0004] 黏蛋白1(MUC1)是一种约120‑225KDa的高分子量糖蛋白，MUC1基因全长约4Kb，编

码产物最初为单一的肽链形式，继而在内质网中被剪切为N端亚基和C端亚基，二亚基在细

胞膜上形成稳定的异源二聚体。N端亚基约含1000‑2200个氨基酸，由20个氨基酸为单位的

重复序列组成，C端亚基包括58个氨基酸的胞外功能域、28个氨基酸的跨膜功能域和72个氨

基酸的胞内功能域(MUC1‑CD)。MUC1广泛表达于呼吸系统、消化系统、生殖系统等分泌型上

皮细胞管腔表面，以防止细胞脱水、受外界pH变化、细菌、病毒及粉尘颗粒或污染等损伤。临

床研究发现在70％以上的NSCLC中，MUC1异常高表达(其表达水平达正常细胞的50‑100倍)

与NSCLC的恶性程度及治疗预后不良呈正相关。更有临床研究报道MUC1表达在NSCLC早期就

有相关性。此外，MUC1在细胞中的异常分布即去极性表达模式亦与NSCLC的发展程度、肿瘤

的大小及淋巴结的转移密切相关。一项基于细胞系和临床样本的基因表达芯片研究表明，

MUC1调控的基因表达模式可能作为判断NSCLC患者预后的标志物。近期有研究报道MUC1在

肺腺癌中过表达与paclitaxel耐药相关。在宫颈癌中MUC1可独立或者联合其他标志蛋白作

为组织学及恶性程度的鉴定指标，已经有文献报道在正常的宫颈鳞状上皮细胞内MUC1不表

达，在具有炎症的宫颈鳞癌上皮和宫颈鳞状癌中表达，且在宫颈鳞状癌组织中MUC1的表达

与浸润程度成正相关。同时文献报道MUC1与MUC16一起可以共同作为宫颈腺癌预后的指标。

[0005] 世界范围内，宫颈癌对女性而言是重要的健康问题，在女性中是第四常见肿瘤。最

新统计全球每年新增53万宫颈癌患者，每年有26.6万患者死亡。85％的宫颈癌发生在发展
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中国家，在中国，宫颈癌情况不容乐观，全国每年新增13.15万的患者，死亡人数有3.3万人。

[0006] 宫颈癌起源于子宫颈，主要分为(1)鳞状细胞癌(squamous  cell  carcinoma)：包

括非角化鳞癌，角化鳞癌，疣状鳞癌等；(2)腺癌(adenocarcinoma)：包括内膜样腺癌、粘液

腺癌、透明细胞癌、浆液性腺癌；(3)其他类型：腺样囊腺癌、腺鳞癌、小细胞未分化癌、类癌

等。其中鳞状细胞癌约为80‑85％，腺癌约占15％，但是腺癌的发生比例在逐步增加。

[0007] 早期宫颈癌以化疗为主，进展期以放化疗为主，一线化疗药物以顺铂，卡铂，紫杉

醇为或顺铂/紫杉醇，卡铂/紫杉醇联合治疗。但是传统治疗策略无靶向治疗且副作用特别

大，且进展期及复发的后的宫颈癌对化疗药物具有耐药性，1年存活率仅为20％或者更低。

[0008] 2015年世界卫生组织(World  Health  Organization,WHO)公布的肿瘤的死亡率是

880万，其中肺癌占169万，肺癌是最常见的原发性恶性肿瘤，是导致死亡人数最高的肿瘤。

且伴随着工业化进程导致环境改变以及生活方式的改变，肺癌的发病率每年都在增加，且

由于肺癌早期诊断较难，且治疗手段有限导致死亡率也不断上升。

[0009] 绝大部分肺癌起源于支气管粘膜上皮，又称支气管肺癌。肺癌主要分为小细胞肺

癌(small  cell  lung  cancer ,SCLC)和非小细胞肺癌(non‑small  cell  lung  cancer ,

NSCLC)两大类，非小细胞肺癌又分为鳞癌(squamous‑cell  carcinoma)，腺癌

(adenocarcinoma)和大细胞肺癌(large‑cell  carcinoma)等不同类型。

[0010] 肺黏液表皮样癌是一种比较罕见的涎腺型恶性肿瘤，主要发生在支气管，分为低

分化和高分化，以手术治疗为主。有研究可用卡铂联合长春瑞滨或卡铂联合紫杉醇治疗高

分化的肺黏液表皮样癌。

发明内容

[0011] 本发明的第一个目的在于提供靶向MUC1‑EGFR‑ABCB1信号通路的抑制剂与ABCB1

底物化疗药物联合用药在制备治疗MUC1阳性肿瘤药物中的应用。

[0012] 本发明的第二个目的在于提供MUC1抑制剂在制备治疗MUC1阳性肿瘤药物中的应

用。

[0013] 为实现本发明第一个目的，本发明公开以下技术方案：靶向MUC1‑EGFR‑ABCB1信号

通路的抑制剂与ABCB1底物化疗药物联合用药在制备治疗MUC1阳性肿瘤药物中的应用，其

特征在于，所述靶向MUC1‑EGFR‑ABCB1信号通路的抑制剂是指MUC1抑制剂、EGFR抑制剂和

ABCB1抑制剂中的一种或几种，所述MUC1阳性肿瘤是指化疗药物能够激活MUC1‑EGFR‑ABCB1

信号通路的肿瘤。

[0014] 作为一个优选方案，所述肿瘤是指宫颈癌、肺黏液表皮样癌、卵巢癌、胃癌和胰腺

癌。

[0015] 作为一个优选方案，所述MUC1抑制剂是指抑制MUC1表达的方法shRNA或抑制MUC1

功能的MUC1抑制剂GO203。

[0016] 作为一个优选方案，所述EGFR抑制剂是指吉非替尼、厄洛替尼、埃克替尼、凡德他

尼、拉帕替尼、来那替尼、阿法替尼、培利替尼、达克替尼、卡纳替尼、西妥昔单抗和帕尼单

抗，或它们的药学上可接受的盐。

[0017] 作为一个优选方案，所述ABCB1抑制剂是指抑制ABCB1表达的方法shRNA或抑制

ABCB1功能的ABCB1抑制剂维拉帕米。
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[0018] 作为一个优选方案，所述ABCB1底物化疗药物是指紫杉醇、长春新碱、阿霉素或依

托泊苷。

[0019] 为实现本发明第二个目的，本发明公开以下技术方案：MUC1抑制剂在制备治疗

MUC1阳性肿瘤药物中的应用，其特征在于，所述MUC1阳性肿瘤是指化疗药物能够激活MUC1‑

EGFR‑ABCB1信号通路的肿瘤。

[0020] 作为一个优选方案，所述MUC1抑制剂是指抑制MUC1表达的方法shRNA或抑制MUC1

功能的MUC1抑制剂GO203。

[0021] 作为一个优选方案，所述肿瘤是指宫颈癌、肺黏液表皮样癌、卵巢癌、胃癌和胰腺

癌。

[0022] 本发明的优点在于：本发明揭示了在MUC1阳性肿瘤中，化疗药物诱导MUC1表达并

激活MUC1‑EGFR‑ABCB1信号通路，最终导致细胞将药物泵出膜外而产生耐药的分子机制，发

现化疗的同时靶向抑制EGFR可有效抑制MUC1阳性肿瘤细胞增殖、控制移植瘤的生长，并有

效阻止了移植瘤的复发。提示靶向MUC1‑EGFR‑ABCB1信号通路的抑制剂与ABCB1底物化疗药

物联合用药在制备治疗MUC1阳性肿瘤药物中的应用具有广阔的前景。

附图说明

[0023] 图1.HeLa229细胞内沉默MUC1后耐药性检测。(A)通过转入不同的shMUC1片段进行

MUC1基因沉默；通过Western  blot检测基因沉默效果。(B‑E)HeLa229/shCTL和HeLa229/

shMUC1细胞在不同浓度的Paclitaxel(B) ,Vincristine(C) ,Doxorubicin(D) ,Etoposide

(E)处理48小时,通过CCK8检测细胞的活率。(F)HeLa229/shCTL和HeLa229/shMUC1细胞经

Paclitaxel处理48小时后，流式检测凋亡情况。(G)HeLa229/shCTL和HeLa229/shMUC1细胞

用Vincristine处理48小时后，流式检测凋亡情况。

[0024] 图2 .MUC1在肿瘤细胞内形成获得性耐药的过程中表达上调。(A)Q‑PCR检测

HeLa229细胞在不同浓度paclitaxel处理48小时后MUC1的mRNA表达水平。(B)Western  Blot

检测HeLa229细胞在不同浓度paclitaxel处理48小时后MUC1的蛋白表达水平。(C)Q‑PCR和

Western  Blot检测HeLa229和HeLa229/TR细胞内MUC1的mRNA(左图)和蛋白水平(右图)。(D)

Q‑PCR  和Western  Blot检测NCI‑H292和NCI‑H292/TR细胞内MUC1的mRNA(左图)和蛋白水平

(右图)。(E)Western  Blot检测HeLa229/TR细胞MUC1沉默效果。(F)HeLa229/shCTL、

HeLa229/shMUC1细胞按照6000/孔接种于96孔板内，第二天给予不同浓度的紫杉醇处理，48

小时后通过CCK8assay检测细胞活率。(G)Western  Blot检测NCI‑H292/TR细胞MUC1沉默效

果。(H)NCI‑H292shCTL、NCI‑H292shMUC1细胞按照10000/孔接种于96孔板内，第二天给予不

同浓度的紫杉醇处理，48小时后通过CCK8assay检测细胞活率。

[0025] 图3.MUC1通过调控ABCB1而导致耐药。(A)Q‑PCR和Western  Blot检测HeLa229和

HeLa229/TR细胞内ABCB1的mRNA和蛋白水平。(B)Q‑PCR和Western  Blot检测NCI‑H292和

NCI‑H292/TR细胞内ABCB1的mRNA和蛋白水平。(C)左图Q‑PCR检测HeLa229/TR/shCTL和

HeLa229/TR/shMUC1细胞内ABCB1mRNA的表达。β‑actin为内参。右图Western  Blot检测

HeLa229/TR/shCTL和HeLa229/TR/shMUC1细胞ABCB1蛋白表达。(D)左图Q‑PCR检测NCI‑

H292/TR/shCTL和NCI‑H292/TR/shMUC1细胞内ABCB1mRNA的表达。β‑actin为内参。右图

Western  Blot检测NCI‑H292/TR/shCTL和NCI‑H292/TR/shMUC1细胞中ABCB1蛋白表达。(E)
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CCK8检测联合使用ABCB1抑制剂Verapamil和Paclitaxel对HeLa229/TR细胞的细增殖的影

响。(F)CCK8检测联合使用ABCB1抑制剂Zosuquidar和Paclitaxel对HeLa229/TR细胞的细增

殖的影响。(G)CCK8检测联合使用ABCB1抑制剂Verapamil和Paclitaxel对NCI‑H292/TR细胞

的细增殖的影响。(H)CCK8检测联合使用ABCB1抑制剂Zosuquidar和Paclitaxel对NCI‑

H292/TR细胞的细增殖的影响。

[0026] 图4.MUC1激活EGFR并诱导其入核调控ABCB1。(A)HeLa229/shCTL及HeLa229/

shMUC1细胞用Paclitaxel(10nM)和Erlotinib(5μM)处理72小时。Western  Blot检测ABCB1、

EGFR磷酸化、EGFR以及MUC1表达水平。(B)HeLa229/TR用Erlotinib(20μM)处理48小时，

Western  Blot检测ABCB1、EGFR磷酸化、EGFR以及MUC1表达水平。(C)NCI‑H292/TR用

Erlotinib(10μM)处理48小时，Western  Blot检测ABCB1、EGFR磷酸化、EGFR以及MUC1表达水

平。(D上)HeLa229/TR用Erlotinib(20μM)处理48小时，Q‑PCR检测ABCB1  mRNA表达水平。(D

下)NCI‑H292/TR用Erlotinib(10μM)处理48小时，Q‑PCR检测ABCB1  mRNA表达水平。(E)

HeLa229细胞用5μM  Erlotinib和10nM  Paclitaxel处理12小时后，免疫荧光检测EGFR和

MUC1‑C的定位情况。DAPI用于细胞核的染色。

[0027] 图5.EGFR抑制剂Erlotinib抑制耐药株对药物的耐药性。(A)联合使用Erlotinib

和Paclitaxel处理HeLa229和HeLa229/TR细胞48小时，CCK8检测细胞活率。(B)联合使用

Erlotinib和Paclitaxel处理NCI‑H292和NCI‑H292/TR细胞48小时，CCK8检测细胞活率。

[0028] 图6.Erlotinib与Paclitaxel联用阻止移植瘤的生长与复发。(A)在6周的雌性裸

鼠腋下皮下接种2.5X106个HeLa229/shCTL和HeLa229/shMUC1细胞，等到肿瘤体积大于

4mmX4mm时将小鼠随机分成2组，一组为对照组给PBS，一组给予40mg/kg  paclitaxel治疗，

每三天给药一次，并记录肿瘤大小，给药15天，然后观察30天。肿瘤体积V＝length*width2/

2,Bar值为每组6只S.E.M值。(B)第45天小鼠肿瘤拍照。(C)小鼠组织TUNEL染色检测凋亡。

(D)在雌性裸鼠皮下接种2.5X106个HeLa229/shCTL和HeLa229/shMUC1细胞，等到肿瘤长到

4mmX4mm后，将HeLa229/shCTL细胞分为6组，HeLa229/shMUC1细胞则分为2组，分别给予相应

治疗。每三天给药，并使用游标卡尺测量肿瘤大小。给药15天后，继续观察21天，取出肿瘤拍

照。

[0029] 图7.联合使用EGFR的抑制剂Geftinib,Erlotinib增加化疗药物的对肿瘤细胞的

增殖抑制作用。(A)联合使用Geftinib和Paclitaxel,通过CCK8检测不同天HeLa229细胞的

增殖情况。(B)联合使用Geftinib和Vincristine,通过CCK8检测不同天HeLa229细胞的增殖

情况。(C)联合使用Geftinib和Etoposide,通过CCK8检测不同天HeLa229细胞的增殖情况。

(D)联合使用Geftinib和Doxrubucin,通过CCK8检测不同天HeLa229细胞的增殖情况。(E)联

合使用Erlotinib和Paclitaxel,通过CCK8检测不同天HeLa229细胞的增殖情况。(F)联合使

用Erlotinib和Vincristine,通过CCK8检测不同天HeLa229细胞的增殖情况。(G)联合使用

Erlotinib和Etoposide ,通过CCK8检测不同天HeLa229  细胞的增殖情况。(H)联合使用

Erlotinib和Doxrubucin,通过CCK8检测不同天HeLa229细胞的增殖情况。

[0030] 图8.联合使用MUC1的抑制剂G203增加化疗药物的对肿瘤细胞的增殖抑制作用。

(A)联合使用G203和Paclitaxel,通过CCK8检测不同天HeLa229细胞的增殖情况。(B)联合使

用G203和Vincristine,通过CCK8检测不同天HeLa229细胞的增殖情况。(C)联合使用G203和

Etoposide ,通过CCK8检测不同天HeLa229细胞的增殖情况。(D)联合使用G203和
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Doxrubucin,通过CCK8检测不同天HeLa229细胞的增殖情况。

[0031] 图9.联合使用ABCB1的抑制剂Verapamil增加化疗药物的对肿瘤细胞的增殖抑制

作用。(A)联合使用Verapamil和Paclitaxel,通过CCK8检测不同天HeLa229细胞的增殖情

况。(B)联合使用Verapamil和Vincristine,通过CCK8检测不同天HeLa229细胞的增殖情况。

(C)联合使用Verapamil和Etoposide,通过CCK8检测不同天HeLa229细胞的增殖情况。(D)联

合使用Verapamil和Doxrubucin,通过CCK8检测不同天HeLa229细胞的增殖情况。

具体实施方式

[0032] 下面结合具体实施例，进一步阐述本发明。下述实施例中所使用的实验方法如无

特殊说明，均为常规方法。下述实施例中所用的材料、试剂等，如无特殊说明，均可从商业途

径得到。应理解，这些实施例仅用于说明本发明而不用于限制本发明的范围。

[0033] (1)细胞株的培养：宫颈癌HeLa229细胞系和肺黏液表皮样癌细胞系NCI‑H292分别

由中科院上海细胞库和上海富衡生物技术公司提供。HeLa229和NCI‑H292培养于RPMI1640

(Corning，NY，USA)中，含10％胎牛血清(fetal  bovine  serum，Gibco，Grand  Island，NY，

USA)，同时添加100U/ml青霉素和100μg/ml链霉素。

[0034] (2)耐药株的构建：为了构建paclitaxel耐药株细胞，将HeLa229细胞株培养于含

5nM  paclitaxel(Paclitaxel,Sigma‑Aldrich,St.Louis,MO,USA)的培养基中连续培养3代

后，将paclitaxel浓度提高至10nM，继续培养3代。之后提高paclitaxel浓度至15nM、20nM、

25nM培养，最后维持在含25nM  的paclitaxel的培养基中，形成耐药株HeLa229/TR。NCI‑

H292细胞通过不同浓度的paclitaxel(2 .5nM、5nM、10nM)分别处理3代后，维持在10nM的

paclitaxel浓度中，形成耐药株NCI‑H292/TR。

[0035] (3)HeLa229/ShCTL及HeLa229/shMUC1稳转细胞株的构建：将细胞接种至6cm培养

皿中(5×105/盘) ,约24小时后当细胞处于对数生长期(50‑60％汇合)时，按X‑tremeGENE 

HP  DNA  Transfection  Reagent(Roche  Applied  Science,Basel,Switzerland)说明书进

行转染。具体如下：分别转染pRNAU6‑CTL‑shRNA、pRNAU6‑MUC1‑shRNA‑A及pRNAU6‑MUC1‑

shRNA‑B质粒各2μg加X‑tremeGENE  HP  5ul。靶向MUC1序列，PRNAU6‑MUC1‑shRNA‑A:5’‑

AAGGTACCATCAATGTCCACG‑3’，PRNAU6‑MUC1‑shRNA‑B:5’‑AAGTTCAGTGCCCAGCTCTAC‑3。CTL‑

shRNA序列为5’‑CGCTTACCGATTCAGAATGG‑3’。细胞转染48h后用胰酶消化重悬，离心并将细

胞沉淀接种于15cm培养皿中，用含500μg/ml  G418的选择性RPMI1640培养基继续培养，视细

胞的生长状况更换培养基，直到两周左右。待出现明显克隆后，将单克隆挑出移至24孔板中

培养，待长满后扩盘，取一部分细胞保种培养，另一部分细胞收集蛋白行Western  Blot检测

表达。筛选出的稳转细胞株用含500μg/ml  G418的RPMI1640培养基维持培养。

[0036] (4)HeLa229TR/shMUC1及NCI‑H292TR/shMUC1细胞株构建：PGIZ‑Puromycin 

lentiviral  plasmids质粒来自Thermo  Scientific  Open  Biosystems  GIPZ  Lentiviral 

shRNAmir  Library。目标序列为：shMUC1‑1:5’‑CCAGCACCGACTACTACCA‑3’；shMUC1‑2:5’‑

GAAATGTTTTTGCAGATTT‑3’；shCTL:5’‑CTCGCTTGGGCGAGAGTAA‑3’。ShRNA质粒与包装质粒

(PM2G  and  PSPAX2)共同转染于292T细胞内，48小时后收集含病毒颗粒的上清，加入1μg/ml 

polybrene(Santa  Cruz  Biotechnology，Santa  Cruz，CA，USA)，感染HeLa229/TR，NCI‑

H292/TR细胞。48小时后，HeLa229/TR细胞通过3μg/ml  puromycin，NCI‑H292/TR细胞通过
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1.5μg/ml  puromycin进行稳转细胞系筛选1周。

[0037] (5)细胞增殖曲线：使用Cell  Counting  Kit(Dojindo)简称CCK8(CCK‑8/WST‑8)试

剂盒检测细胞数目。WST‑8(化学名：2‑(2‑甲氧基‑4‑硝苯基)‑3‑(4‑硝苯基)‑5‑(2，4‑二磺

基苯)‑2H‑四唑单钠盐)在电子耦合试剂存在的情况下，可以被线粒体内的脱氢酶还原生成

高度水溶性的橙黄色的甲臜产物(formazan)，通过酶标仪检测450nm波长处检测吸光值，OD

值与细胞的增殖数目及药物处理后细胞活力成正比。通过CCK8实验，可以通过相对OD值间

接反映活细胞数量和细胞活力。将细胞用胰酶消化、重悬后计数，96孔每孔接种1000个

HeLa229，待细胞贴壁后，按照CCK8说明书操作，每孔添加10ul  CCK8，培养箱培养2小时，使

用酶标仪(Synergy  H4Hybrid  Reader，BioTek)检测450nm的OD值，每天相同时间检测OD值，

计算相对OD值，代表相对生长速度。

[0038] (6)细胞药物活力检测实验：将细胞用胰酶消化后，重悬计数。HeLa229及HeLa229/

TR细胞每孔接种6000个，NCI‑H292细胞每孔接种10000个，第二天贴壁后，轻轻吸取上清，加

入含有不同浓度药物的培养基，继续培养48小时或更长时间，按时间点终止细胞生长，加入

10μl  CCK8，37℃培养箱培养2h，通过酶标仪检测450nm的OD值。细胞存活率计算方法如下：

药物处理组OD值/无药物对照组OD值。第N天细胞药物中增殖率＝第N天药物处理组OD值/第

0天药物处理组的OD值。

[0039] (7)流式细胞凋亡检测：将细胞接种至6cm培养皿中(3×105/盘)，每种细胞每个时

间点分别种3盘。37℃，5％CO2培养24小时，吸去培养基，加入含有10nM  paclitaxel的完全

培养基，于5％CO2细胞培养箱中37℃恒温培养，分别于24小时、48小时收集上清，并用不含

EDTA的胰酶消化细胞，合并上清和消化所得细胞，1000rpm离心5min，重悬至流式管中，1ml

冰浴PBS洗一次，离心同前。分别加入AnnexinV和PI进行染色，室温避光10分钟，用FACS 

Calibar(美国Beckton  Dickinson公司)流式细胞仪进行检测分析Annexin  V阳性、PI阴性

细胞。

[0040] (8)免疫荧光实验操作：将盖玻片用酒精浸泡5min后，然后置于6孔板内，于无菌操

作台内紫外照射30min以上，直至玻片上酒精完全风干。将细  胞接种于6孔板内，第二天贴

壁后进行相应处理，加入药物处理或者转染相应质粒。48小时后，轻轻吸去上清，用室温PBS 

2ml洗细胞一遍；用1ml  4％多聚甲室温固定细胞30min，用室温PBS在摇床上洗5min；用4℃

冰甲醇透化细胞10‑20min；用室温PBS在摇床洗细胞三次，每次5分钟。在片子上加50ul的

2％BSA室温处理1小时进行封闭，为防止蒸发，片子放于湿盒内。将封闭液吸干净后，孵育抗

体。抗体按照说明书提供的稀释比例用2％BSA稀释。每张片子50ul，4℃湿盒孵育过夜。第二

天将一抗吸干，PBS  2ml在摇床上洗3次，每次5min；按照二抗说明书，一般1:5用2％BSA稀

释，37℃湿盒内1‑2小时，避光操作；将二抗吸干，PBS  2ml摇床上洗3次，每次5min。在洗细胞

期间，将所需使用的载玻片用酒精浸泡、擦干；在载玻片上滴上10μL的封片剂(含DAPI染料

VECTASHIELD  mounting  medium  with  DAPI，H‑1200)，然后将6孔板内的玻片倒置于玻片封

片剂上。待其晾干后，用指甲油封片，可进行免疫荧光显微镜下观察。

[0041] (9)裸鼠荷瘤治疗实验：在2组4‑6周雌性BALB/c裸鼠皮下分别接种HeLa229/

shCTL‑B和HeLa229/shMUC1‑B细胞。细胞用PBS重悬、计数。每只EP管装1ml的细胞悬浮液，浓

度为12.5x106的细胞，将EP管用封口膜封上，放入固体冰袋上，准备足够的1ml注射器。两组

小鼠分别接种35只裸鼠，每只裸鼠接种200ul悬液含2.5X106个细胞。在每组裸鼠中有24只
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左右的肿瘤达到4mmX4mm的时候，随机分组，并进行编号，每组6只。称量每只裸鼠重量(裸鼠

重量约在15‑20g)，记录，计算出给药体积。对照：PBS；治疗组：paclitaxel  40mg/kg。

Paclitaxel为医用紫杉醇(四川太极制药有限公司)。每三天给药一次，并用游标卡尺测量

最长直径(长)，和最短直径(宽)，并记录重量。体积为宽*宽*长/2。连续给药两周，制作生长

曲线，停止给药后的两周取组织标本。

[0042] (10)裸鼠荷瘤联合治疗实验：在2组4‑6周雌性BALB/c裸鼠皮下分别接种HeLa229/

shCTL‑B和HeLa229/shMUC1‑B细胞。等到肿瘤体积达到4mm  X4mm后，随机分组，HeLa229/

shCTL‑B组分为6组，每组6只，HeLa229/shMUC1‑B组分为两组，每组6只。HeLa229/shCTL‑B组

6组：组1：PBS；组2：paclitaxel  40mg/kg；组3:Verapamil  20mg/kg；组4:Verapamil  20mg/

kg联合paclitaxel  40mg/kg；组5:Erlotinib  50mg/kg；组6:Erlotinib  50mg/kg联合

paclitaxel  40mg/kg。HeLa229/shMUC1‑B组分为2组：组1：PBS；组2：paclitaxel  40mg/kg。

Paclitaxel为医用紫杉醇(四川太极制药有限公司)，Erlotinib购于Selleck  Chemicals公

司。每三天给药一次，并用游标卡尺测量最长直径(长)，和最短直径(宽)，并记录重量。体积

为宽*宽*长/2。连续给药两周，制作生长曲线，停止给药后的三周取组织标本。

[0043] (11)统计学分析：文章所有数据均用平均值±标准误表示，统计学分析使用t‑

test,当P<0.05时定义为有显著统计学差异。

[0044] 实施例1.MUC1调控肿瘤细胞的化疗药物敏感性。

[0045] 为了研究MUC1在宫颈癌和肺黏液表皮样癌发生中的作用，我们首先在宫颈癌和肺

黏液表皮样癌系HeLa229中转入pRNAU6 .1‑CTLshRNA和两个pRNAU6 .1‑MUC1shRNA‑A ,

pRNAU6 .1‑MUC1shRNA‑B质粒，通过G418抗性筛选出阳性克隆，并通过Western  Blot检测

MUC1的表达。Western  Blot结果显示我们获得HeLa229/shCTL和HeLa229/shMUC1各两株(图

1A)。利用这四株细胞，我们分别检测了MUC1在小细胞化疗常用药耐受性中的作用。结果显

示，在Paclitaxel(图1B)、长春新碱(Vincristine)(图1C)、阿霉素(Doxorubicin)(图1D)及

依托泊苷(Etoposide)(图1E)4种药物中，沉默MUC1后HeLa229/shMUC1与HeLa229/shCTL细

胞相比细胞活率显著降低，即沉默MUC1后上述化疗药物的敏感性增加。进一步对

Paclitaxel(图1F)和Vincristine(图1G)两种药物诱导凋亡的检测发现，处理不同时间后，

沉默MUC1的细胞凋亡增加。所述结果说明沉默MUC1导致HeLa229细胞对上述4种药物耐药性

下降，敏感性增加。

[0046] 实施例2.MUC1在肿瘤细胞形成获得性耐药的过程中表达上调。

[0047] 为了证明MUC1在肿瘤细胞中对化疗敏感性的调控作用，我们检测了在paclitaxel

作用下，MUC1的表达。结果显示，HeLa229细胞在短时间的paclitaxel作用下，MUC1的mRNA

(图2A)和蛋白水平(图2B)都明显增加。我们进一步构建了paclitaxel耐药细胞株：

HeLa229/TR和NCI‑H292/TR。对两株细胞  的检测发现，与母本细胞株相比HeLa229/TR(图

2C)和NCI‑H292/TR(图2D)细胞中MUC1mRNA和蛋白水平都明显增加。一方面说明化疗药物

paclitaxel上调MUC1mRNA水平、进而增加MUC1的蛋白表达，另一方面说明MUC1可能是细胞

耐药所必需的。为了证明这一推测，用含shMUC1的pGIZ‑Puromycin慢病毒感染HeLa229/TR

和NCI‑H292/TR细胞以沉默MUC1基因，通过Western  Blot检测MUC1蛋白水平(图2E、2G)，加

入不同浓度的paclitaxel处理48小时后，通过Cell  Counting  Kit(CCK8)检测细胞存活率，

结果显示不论是HeLa229/TR(图2E、2F)还是NCI‑H292/TR(图2G、2H)细胞沉默MUC1后，细胞
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株对paclitaxel作用下的活率均出现下降。进一步证明MUC1在肿瘤细胞中对paclitaxel敏

感性的调控作用。

[0048] 实施例3.MUC1通过调控ABCB1而导致耐药。

[0049] 为了进一步研究MUC1的耐药性机制，我们检测了与耐药性密切相关的ABC家族蛋

白成员ABCB1的表达。结果显示，在HeLa229(图3A)和NCI‑H292(图3B)耐药株ABCB1的mRNA和

蛋白表达水平都明显增加。用含shMUC1的pGIZ‑Puromycin慢病毒感染HeLa229/TR和NCI‑

H292/TR细胞以沉默MUC1基因，通过Q‑PCR和Western  Blot检测了ABCB1的mRNA和蛋白表达

水平。结果显示，沉默MUC1后HeLa229/TR(图3C)和NCI‑H292/TR(图3D)的ABCB1的mRNA和蛋

白表达下降，说明MUC1直接调控ABCB1的表达。为了进一步验证ABCB1在细胞耐药中的作用，

我们利用ABCB1的抑制剂Verapamil或Zosuquidar与紫杉醇联合使用，检测对HeLa229/TR和

NCI‑H292/TR细胞的抑制情况。结果表明，不论是Verapamil(图3E、3G)或Zosuquidar(图3F、

3H)抑制ABCB1后，耐药株HeLa229/TR(图3E、3F)和NCI‑H292/TR(图3G、3H)对紫杉醇的耐药

性明显下降。

[0050] 实施例4.MUC1激活EGFR并诱导EGFR入核调控ABCB1。

[0051] 为了证明MUC1对ABCB1的调控作用与EGFR的信号通路的关系，我们首先利用

HeLa229/shCTL和HeLa229/shMUC1细胞，观察EGFR的抑制剂Erlotinib作用下，paclitaxel

诱导的ABCB1的变化。结果如图4A所示：1)在HeLa229/shCTL细胞中，Erlotinib作用下，

paclitaxel诱导的ABCB1的上调被  抑制；2)在MUC1表达的HeLa229/shCTL细胞中，EGFR磷酸

化在paclitaxel诱导下明显上升，提示在paclitaxel处理后MUC1激活EGFR；3)Erlotinib不

仅抑制了EGFR磷酸化，还抑制了MUC1的表达。进一步用Erlotinib处理HeLa229/TR(图4B)和

NCI‑H292/TR(图4C)细胞，可见Erlotinib导致ABCB1的蛋白水平显著下降。同时，通过Q‑PCR

证明HeLa229/TR(图4D上)和NCI‑H292/TR(图4D下)细胞中，Erlotinib抑制了ABCB1的mRNA

水平。这些结果提示MUC1激活EGFR并增强了ABCB1的转录调控。MUC1是否影响了EGFR的核定

位呢？我们利用HeLa229细胞检测了paclitaxel对EGFR细胞内定位的影响。结果发现，

paclitaxel诱导了MUC1和EGFR进入细胞核，而抑制剂Erlotinib有效地抑制了这一过程(图

4E)。

[0052] 实施例5.利用EGFR抑制剂Erlotinib抑制MUC1‑EGFR‑ABCB1信号通路可有效抑制

细胞增殖。

[0053] 由于EGFR抑制剂Erlotinib能够抑制MUC1和ABCB1的表达，我们进一步研究

Erlotinib是否影响HeLa229和NCI‑H292细胞对paclitaxel的耐药性。在HeLa229和NCI‑

H292细胞内，联合使用Erlotinib和paclitaxel能够有效的抑制HeLa229/TR(图5A)和NCI‑

H292/TR(图5B)耐药株细胞的增殖，增加了细胞对paclitaxel的敏感性。

[0054] 实施例6.利用Erlotinib与paclitaxel联用有效阻止移植瘤的生长和复发。

[0055] 为了验证MUC1在体内对宫颈癌和肺黏液表皮样癌耐药性的影响，我们在6周的雌

性Nude  mice腋下皮下接种HeLa229/shCTL和HeLa229/shMUC1细胞，等到肿瘤体积大于

4mmX4mm时将小鼠随机分成2组，一组为对照组给PBS，一组给予40mg/kg  paclitaxel治疗，

每三天给药一次，并记录肿瘤大小，给药15天，然后观察30天。结果发现，HeLa229/shCTL肿

瘤长得比HeLa229/shMUC1肿瘤快。在给药初期HeLa229/shCTL肿瘤对paclitaxel敏感，表现

为肿瘤生长抑制，但是给药停止后，肿瘤开始复发，且肿瘤平均增殖速度明显增加，而
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HeLa229/shMUC1肿瘤在paclitaxel处理后，体积明显减小至消失，后续观察中并未有肿瘤

的复发(图6A、6B)。说明抑制MUC1表达不仅抑制了肿瘤的生长，而且抑制了肿瘤的复发。

TUNEL染色检测凋亡结果显示，paclitaxel治疗后HeLa229/shMUC1肿瘤凋亡明显增加(图

6C)。

[0056] 根据前述实验，Erltotinib能在体外抑制MUC1导致的paclitaxel耐药，为了进一

步研究抑制剂在体内的情况，我们在裸鼠皮下接种HeLa229/shCTL和HeLa229/shMUC1细胞，

等到肿瘤长到4X4mm后，将HeLa229/shCTL细胞分为6组，分别给予组1：PBS,组2：Paclitaxel

(40mg/kg)，组3：Verapamil(20mg/kg)，组4：Verapamil(20mg/kg)和Paclitaxel(40mg/kg)

联用,组5：Erlotinib(50mg/kg)，组6：Erlotinib(50mg/kg)和Paclitaxel(40mg/kg)联用。

HeLa229/shMUC1细胞则分为2组，分别为组1：PBS,组2：Paclitaxel(40mg/kg)。每三天给药，

并使用游标卡尺测量肿瘤大小。给药15天后，继续观察21天，将小鼠实行安乐死后，取出肿

瘤并拍照。结果显示，不论是Paclitaxel、Verapamil，还是Erlotinib单独使用均不能抑制

HeLa229/shCTL肿瘤，而抑制MUC1‑EGFR‑ABCB1中的任何一个环节，同时联用Paclitaxel则

能够有效抑制肿瘤生长和复发(图6D)。说明靶向抑制MUC1‑EGFR‑ABCB1中的任何一个环节

联合Paclitaxel治疗肿瘤细胞能够提高MUC1阳性宫颈癌细胞对Paclitaxel的敏感性。

[0057] 实施例7.利用MUC1的抑制剂GO203分别与四种化疗药物联用，有效抑制HeLa229细

胞的增殖，效果优于任何一种化疗药物单用。

[0058] GO203(G203)能够有效的抑制MUC1‑C端的二聚化，抑制MUC1的功能，CP‑2为对照肽

段。我们通过药物增殖实验研究了MUC1的抑制剂G203能否增加HeLa229细胞对化疗药物的

敏感性。实验结果显示与联合使用CP‑2相比，联合使用G203能够增加Paclitaxel(图8A) ,

Vincristine(图8B) ,Etoposide(图8C) ,Doxrubucin(图8D)的对宫颈癌和肺黏液表皮样癌

的生长抑制作用。

[0059] 实施例8.利用EGFR的抑制剂Erlotinib和Geftinib分别与四种化疗药物联用，有

效抑制HeLa229细胞的增殖，效果优于任何一种化疗药物单用。

[0060] 因为MUC1通过EGFR影响ABCB1的表达降低HeLa229细胞对多种宫颈癌和肺黏液表

皮样癌治疗药物的耐药性，我们进一步研究EGFR的抑制Erlotinib和Geftinib对HeLa229细

胞耐药性的影响。(图7A‑D)显示在HeLa229细胞内联合使用EGFR的抑制剂Geftinib能够增

加宫颈癌和肺黏液表皮样癌治  疗药物Paclitaxel(A) ,Vincristine(B) ,Etoposide(C) ,

Doxrubucin(D)对肿瘤细胞的增殖抑制作用。(图7E‑H)显示在HeLa229细胞内联合使用EGFR

的抑制剂Erlotinib能够增加宫颈癌和肺黏液表皮样癌治疗药物Paclitaxel(E) ,

Vincristine(F) ,Etoposide(G) ,Doxrubucin(H)对肿瘤细胞的增殖抑制作用。说明抑制

EGFR的活性，能够有效抑制宫颈癌和肺黏液表皮样癌细胞对多种化疗药物的耐药性。

[0061] 实施例9.利用ABCB1的抑制剂维拉帕米(Verapamil)分别与四种化疗药物联用，有

效抑制HeLa229细胞的增殖，效果优于任何一种化疗药物单用。

[0062] 由于MUC1通过影响ABCB1的表达水平降低导致宫颈癌和肺黏液表皮样癌的耐药性

降低，我们进一步研究直接抑制ABCB1是否能够增加宫颈癌和肺黏液表皮样癌对多种化疗

药物的敏感性。实验显示，联合使用ABCB1的抑制剂Verapamil能够增加宫颈癌和肺黏液表

皮样癌治疗药物Paclitaxel(A) ,Vincristine(B) ,Etoposide(C) ,Doxrubucin(D)对肿瘤细

胞的增殖抑制作用。
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[0063] 结论：

[0064] 1、利用EGFR抑制剂Erlotinib与紫杉醇(Paclitaxel)联用治疗MUC1阳性的宫颈癌

和肺黏液表皮样癌。肿瘤细胞发生化疗药物耐受是导致宫颈癌和肺黏液表皮样癌治疗失败

的主要原因，本发明利用宫颈癌和肺黏液表皮样癌细胞系研究耐药细胞的变化特征，以揭

示宫颈癌和肺黏液表皮样癌细胞内导致耐药发生的信号转导的分子机制，并寻找有效的、

针对性治疗方案。我们发现MUC1在宫颈癌和肺黏液表皮样癌中与药物敏感性呈负相关，在

宫颈癌和肺黏液表皮样癌接受化疗处理并形成获得性耐药的过程中表达上调。MUC1表达上

调后进一步激活EGFR并与之相互作用，通过调控ABCB1而导致细胞对药物抵抗。利用EGFR抑

制剂Erlotinib不仅抑制化疗药物诱导的MUC1上调以及EGFR磷酸化，并且抑制ABCB1的表达

水平(图4)。利用Erlotinib与化疗药物联合处理肿瘤细胞，不仅能有效抑制细胞增殖(图

5)，控制移植瘤的生长(图6)，而且有效阻止了移植瘤的复发(图6)。

[0065] 2、利用EGFR抑制剂Erlotinib与四种ABCB1底物化疗药物：紫杉醇(Paclitaxel)或

长春新碱(Vincristine)或阿霉素(Doxorubicin)或依托泊苷(Etoposide)联用治疗MUC1阳

性的宫颈癌和肺黏液表皮样癌(图7E‑H)。

[0066] 3、利用EGFR其他抑制剂例如Gefitini b与ABCB1底物化疗药物：紫杉醇

(Paclitaxel)或长春新碱(Vincristine)或阿霉素(Doxorubicin)或依托泊苷(Etoposide)

联用治疗MUC1阳性的宫颈癌和肺黏液表皮样癌(图7A‑D)。

[0067] 4、利用抑制MUC1表达的方法例如shRNA与ABCB1底物化疗药物：紫杉醇

(Paclitaxel)或长春新碱(Vincristine)或阿霉素(Doxorubicin)或依托泊苷(Etoposide)

联用治疗MUC1阳性的宫颈癌和肺黏液表皮样癌(图1B‑E)。

[0068] 5、利用MUC1抑制剂(例如GO203)抑制MUC1功能与ABCB1底物化疗药物：紫杉醇

(Paclitaxel)或长春新碱(Vincristine)或阿霉素(Doxorubicin)或依托泊苷(Etoposide)

联用治疗MUC1阳性的宫颈癌和肺黏液表皮样癌(图8A‑D)。

[0069] 6、利用MUC1抑制剂(例如GO203)抑制MUC1功能单独可治疗MUC1阳性的宫颈癌和肺

黏液表皮样癌。

[0070] 7、利用ABCB1抑制剂与ABCB1底物化疗药物：紫杉醇(Paclitaxel)或长春新碱

(Vincristine)或阿霉素(Doxorubicin)或依托泊苷(Etoposide)联用治疗MUC1阳性的宫颈

癌和肺黏液表皮样癌(图9A‑D)。

[0071] 8、利用EGFR抑制剂Erlotinib、Gefitinib与ABCB1底物Paclitaxel(Paclitaxel)

或长春新碱(Vincristine)或阿霉素(Doxorubicin)或依托泊苷(Etoposide)联用治疗MUC1

阳性的其它肿瘤，如卵巢癌、胃癌、胰腺癌等。在这些肿瘤中，只要化疗药物能够激活MUC1‑

EGFR‑ABCB1信号通路，就可以用上述方法治疗。

[0072] 9、抑制MUC1表达和功能的方法例如shRNA或抑制剂与ABCB1底物紫杉醇

(Paclitaxel)或长春新碱(Vincristine)或阿霉素(Doxorubicin)或依托泊苷(Etoposide)

联用治疗MUC1阳性的其它肿瘤，如卵巢癌、胃癌、胰腺癌等。在这些肿瘤中，只要化疗药物能

够激活MUC1‑EGFR‑ABCB1信号通路，就可以用上述方法治疗。

[0073] 10、抑制ABCB1表达和功能的方法例如shRNA或抑制剂与ABCB1底物紫杉醇

(Paclitaxel)或长春新碱(Vincristine)或阿霉素(Doxorubicin)或依  托泊苷

(Etoposide)联用治疗MUC1阳性的其它肿瘤，如卵巢癌、胃癌、胰腺癌等。在这些肿瘤中，只
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要化疗药物能够激活MUC1‑EGFR‑ABCB1信号通路，就可以用上述方法治疗。

[0074] 以上所述仅是本发明的优选实施方式，应当指出，对于本技术领域的普通技术人

员，在不脱离本发明原理的前提下，还可以做出若干改进和润饰，这些改进和润饰也应视为

本发明的保护范围。
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[0001] SEQUENCE  LISTING

[0002] <110> 上海交通大学医学院

[0003] <120>  EGFR抑制剂在制备治疗MUC1阳性肿瘤药物中的应用

[0004] <130>  /

[0005] <160>  6

[0006] <170>  PatentIn  version  3.5

[0007] <210>  1

[0008] <211>  21

[0009] <212>  DNA

[0010] <213> 人工合成

[0011] <400>  1

[0012] aaggtaccat  caatgtccac  g  21

[0013] <210>  2

[0014] <211>  21

[0015] <212>  DNA

[0016] <213> 人工合成

[0017] <400>  2

[0018] aagttcagtg  cccagctcta  c  21

[0019] <210>  3

[0020] <211>  20

[0021] <212>  DNA

[0022] <213> 人工合成

[0023] <400>  3

[0024] cgcttaccga  ttcagaatgg  20

[0025] <210>  4

[0026] <211>  19

[0027] <212>  DNA

[0028] <213> 人工合成

[0029] <400>  4

[0030] ccagcaccga  ctactacca  19

[0031] <210>  5

[0032] <211>  19

[0033] <212>  DNA

[0034] <213> 人工合成

[0035] <400>  5

[0036] gaaatgtttt  tgcagattt  19

[0037] <210>  6

[0038] <211>  19
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[0039] <212>  DNA

[0040] <213> 人工合成

[0041] <400>  6

[0042] ctcgcttggg  cgagagtaa  19
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图3
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图4

图5
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图6
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图7
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图8

图9
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