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摘 要：［目的］ 探究活性乳清蛋白对化疗期间荷瘤小鼠的营养状态、免疫调节和疗效的影响。
［方法］ 建立三阴乳腺癌小鼠皮下移植瘤模型，根据干预措施不同随机分为 4 组，分别为空白
对照组（Control 组）、紫杉醇化疗组（Control+紫杉醇组）、添加酪蛋白的紫杉醇化疗组（酪蛋白+
紫杉醇组）、添加活性乳清蛋白的紫杉醇化疗组（活性乳清蛋白+紫杉醇组）。 观察和测量小鼠
体重、肿瘤体积、肿瘤重量的变化情况，比较各组小鼠的生存期，检测各组小鼠血液及肿瘤组
织中谷胱甘肽（glutathione，GSH）含量。 ［结果］ 活性乳清蛋白+紫杉醇组瘤鼠体重下降速度明
显缓于酪蛋白+紫杉醇组和 Control+紫杉醇组，试验进行第 31d 活性乳清蛋白+紫杉醇组瘤 鼠
体重 ［（20.52±1.10）g］， 显著高于酪蛋白+紫杉醇组 ［（19.03±1.76）g］ 和 Control+紫杉醇组
［（18.71±0.86）g］，差异具有统计学意义。 活性乳清蛋白+紫杉醇组瘤鼠肿瘤体积变化与其他各
组差异不具有统计学意义。 活性乳清蛋白+紫杉醇组生存期较 Control+紫杉醇组与酪蛋白+紫
杉醇组生存期明显延长。 活性乳清蛋白+紫杉醇组肿瘤组织中 GSH 含量［（34.5±18.0）μmol/L］
低于酪蛋白+紫杉醇组［（55.3±23.8）μmol/L］和 Control+紫杉醇组［（54.9±11.7）μmol/L］。 而血液
中， 活性乳清蛋白+紫杉醇组血液的 GSH 含量 ［（19.1±0.7）μmol/L］ 高于酪蛋白+紫杉醇组
［（13.0±8.8）μmol/L］和 Control+紫杉醇组［（15.2±9.7）μmol/L］。 但无论是肿瘤组织中还是血液
中，各处理组间 GSH 含量差异均无统计学意义（P＞0.05）。 ［结论］活性乳清蛋白联合化疗减缓
小鼠体重下降，改善营养状态，抑制肿瘤增长，延长荷瘤小鼠生存期，改善预后。
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Abstract：［Purpose］ To investigate the effect of active whey protein(ABD) on nutritional and immune
status of mice bearing triple-negative breast cancer(TNBC) undergoing chemotherapy. ［Methods］
The triple-negative breast cancer 4T1 cells were inoculated in BALB/c mice. The tumor bearing
mice were randomly divided into 4 groups with 6 mice in each group：control group，paclitaxel
group，casein + paclitaxel group and ABD+ paclitaxel group. The weight of mice，volume of tumor
were observed and measured. The overall survival of mice and glutathione(GSH) levels in blood
and tumors were analyzed. ［Results］ Weight of mice in ABD+ paclitaxel group ［(20.52±1.10)g］
was significantly higher than those of casein + paclitaxel group ［(19.03±1.76)g］ and paclitaxel
group ［(18.71±0.86)g］(P<0.05) on d31. The tumor sizes in ABD+ paclitaxel group was lower than
that in other groups (P<0.05). The overall survival of the ABD+ paclitaxel group was significantly
longer than paclitaxel group and casein + paclitaxel group. The GSH levels in tumor tissue of
ABD+ paclitaxel group，casein + paclitaxel and paclitaxel group were (34.5±18.0)μmol/L，(55.3±
23.8)μmol/L and (54.9±11.7)μmol/L，respectively. However，GSH levels in blood of three groups
were (19.1±0.7)μmol/L，(13.0±8.8)μmol/L and (15.2±9.7)μmol/L，respectively. There was no signifi-
cant difference in GSH contents both in blood and tumor tissue among three groups (P>0.05). ［Con-
clusion］ Whey protein combined with chemotherapy can attenuate weight loss，improve nutritional
status，inhibit tumor growth and prolong survival time in mice bearing triple negative breast cancer.
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乳腺癌是最常见的女性恶性肿瘤 ［1］，在女性人

群中发病比例不断攀升，严重影响女性健康。乳腺癌生

物学特性基本由雌激素受体（estrogen receptor，ER）、
人表皮生长因子受体 2（human epidermal growth fac-
tor receptor 2，HER-2） 和 细 胞 增 殖 抗 原 （antigen
KI67，ki67）决定。 因此 ER 和 HER-2 的靶向治疗和

化疗是乳腺癌最重要的内科治疗手段 ［2］。 三阴性乳

腺 癌（triple negative breast cancer，TNBC）是 一 类 缺

乏 雌 激 素 受 体（ER）、孕 激 素 受 体 （progesterone re-
ceptor，PR），以及人类表皮生长因子 2（HER-2）表达

的乳腺癌亚型， 它的发病率占乳腺癌总体发病率的

15%~20%［3］。 此类患者的复发和死亡风险明显高于

其他类别。由于缺乏有效靶点，三阴乳腺癌的主要治

疗方式是化学药物治疗， 含蒽环类和紫杉类是其标

准治疗方案［4］。 因此，提高三阴乳腺癌患者对化疗的

耐受、 改善患者的生存质量与治疗疗效及患者的预

后息息相关。
众所周知， 恶性肿瘤患者的营养状态与治疗的

副作用、 并发症以及疾病预后密切相关。 近期文献

报道显示，营养免疫状态降低可作为胰腺癌、胃肠道

肿瘤和肝癌的不良预后指标［5，6］。 在三阴性乳腺癌患

者中，营养免疫状态也可影响患者的长期预后［7］。 这

些研究都证明了营养状态是决定患者生存质量的重

要指标 ［8］。 营养不良是恶性肿瘤患者常见的并发症

之一，严重营养不良导致恶液质的发生 ［9］，影响患者

的治疗耐受、 生存质量以及预后。 活性乳清蛋白—
ABD 活性因子是一种从牛奶中低温萃取提取，具有

多种活性成分的优质蛋白， 它可以促进抗氧化剂谷

胱甘肽（GSH）的生物合成 ［10］，具有营养支持和调节

免疫的作用。 已有研究证实， 在胰腺癌荷瘤小鼠模

型中，ABD 活性因子可以纠正其营养不良、改善恶病

质［11］。 但是，尚无研究报道 ABD 活性因子改善三阴

性乳腺癌荷瘤小鼠的化疗耐受、生存质量、疗效及预

后。本研究从化疗疗效、生存质量及生存期的角度证

明活性乳清蛋白对三阴性乳腺癌荷瘤小鼠预后的改

善作用。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

DMEM 高糖培养基（Gibco），胎牛 血 清（Thermo

Fisher Scientific），细胞培养用青—链霉素（碧云天），
胰蛋白酶（Gibco），ABD 活性因子（美睿健康产业重

庆有限公司）， 酪氨酸 （美睿健康产业重庆有限公

司），紫杉醇注射液（扬子江药业集团有限公司），氯

化钠注射液（四川美大康华有限公司），谷胱甘肽检

测试剂盒（碧云天）。
1.2 仪 器

CO2 恒温培养箱（SANYO），超净工作台（苏州安

泰空气技术公司），细胞计数板（上海求精生化仪器

试剂公司），离心机（Eppendorf），酶标仪（BIO-RAD），
天平（上海越平科学仪器制造有限公司），游标卡尺

（上海浦江分析仪器厂），动物实验器材（成都科华实

验仪器有限公司），小鼠饲养和动物实验设备（四川

大学生物治疗国家重点实验室基因工程小鼠中心）。
1.3 细胞株

鼠源性 4T1 乳腺癌细胞株（中国科学院上海细

胞生物研究所，本实验室常规保存备用）。
1.4 实验动物

4~6 周龄 SPF 级雌性 BALB/c 小鼠，购于四川大

学实验动物中心。 小鼠相关实验获得四川大学华西

医院实验医学伦理委员会批准（编号 2011-020）。
1.5 细胞培养

4T1 细胞使用 10%胎牛血清和 100U/ml 青—链

霉 素 的 DMEM 高 糖 培 养 基 并 放 置 在 37℃、5%CO2

培养箱中培养。 我们选择对数生长期的 4T1 细胞，
使用含 EDTA 的胰蛋白酶进行细胞传代。
1.6 三阴性乳腺癌小鼠模型建立、实验分组及营养

治疗方案

4~6 周龄 BALB/c 雌性小鼠与四川大学动物实

验中心 SPF 级动物房进行随机分笼适应饲养 7 天。
取 对 数 生 长 期 的 乳 腺 癌 细 胞 4T1， 使 用 无 血 清

DMEM 培养基 调 整 细 胞 浓 度 为 1×107/100μl 左 右，
在小鼠的左侧背部皮下接种细胞悬液 200μl。 第 10
天，小鼠背部皮下可触及肿瘤，进行随机分组给药。
选 择 肿 瘤 体 积 一 致、 形 态 规 则 的 BALB/c 小 鼠 24
只， 随机分为 4 组， 分别为： 空白对照组（Control
组）、紫杉醇化疗组（Control+紫杉醇组）、添加酪蛋白

的紫杉醇化疗组（酪蛋白+紫杉醇组）、添加活性乳

清蛋白的紫杉醇化疗组（ABD+紫杉醇组）。第二天进

行给药，Control 组小鼠进行腹腔注射氯化钠注射液

200μl 和饮用灭菌水，其余组小鼠使用紫杉醇溶液，
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每次按照5mg/kg 进行腹腔注射给药 200μl。 酪蛋白

粉和 ABD 活性因子分别加入灭菌饮用水中，浓度为

120mg/ml，每日换水一次，根据既往试验和文献，小

鼠一天的饮水量 5ml 左右， 保证每只小鼠的蛋白摄

入量在 600mg 左右。 每 2~3 天使用游标卡尺测量一

次肿瘤的长短径和称量一次小鼠重量直至出现第一

只小鼠死亡停止记录，肿瘤体积=0.5×长径×短径［2］，
记录小鼠的生存时间。 另有一批相同处理条件的小

鼠，给药 21 天后处死小鼠，取血测量 GSH 含量。 解

剖取下肿瘤、称量并进行拍照记录。解剖下肺放置于

多聚甲醛溶液中拍照记录转移瘤数目。
1.7 GSH 含量测定

解剖取下小鼠肿瘤组织， 用液氮速冻后研成粉

末，加入去除试剂 S 溶液，充分匀浆，4℃放置 10min
后，10 000g 4℃离心 10min，取上清用于总谷胱甘肽

的 测 定。 小 鼠 眼 眶 取 血 所 得 新 鲜 血 液 600g 离 心

10min，取上清血浆加入去除试剂 S 溶液混匀，冰浴

放置 10min。4℃，10 000g 离心 10min。取上清用于总

谷胱甘肽的测定。 上述所得样品依次加

入 96 孔板， 加入 150μl 总谷胱甘肽检测

工 作 液， 混 匀， 室 温 孵 育 5min 后 加 入

50μl 0.5mg/ml NADPH 溶 液，混 匀，反 应

25min 后使用酶标仪测定 A410 吸光度。
根据不同浓度标准品测得的不同吸光度

作出标准曲线。 样品对照标准曲线即可

计算出总谷胱甘肽的含量。
1.8 统计学处理

实验数据采用 SPSS19.0 统计软件进

行分析。统计结果采用均数±标准差（x±s）
表示，比较组间差异采用单因素分析，组

间两两比较使用 t 检验，P＜0.05 为差异具

有统计学意义。

2 结 果

2.1 小鼠体重的改变

从第 26 天开始荷瘤小鼠体重出现明

显下降，其中 Control 组下降速度最快，而

ABD 组体重下降速度明显缓于酪 蛋白+
紫杉醇组和 Control+紫杉醇组， 至第 31
天 Control 组瘤鼠体重［（17.63±1.40）g］低

于 Control+紫杉醇组［（18.71±0.86）g］，但差异无统计学

意义（P=0.196）。 此时 ABD+紫杉醇组瘤鼠体重［（20.52±
1.10）g］显著高于酪蛋白+紫杉醇 组［（19.03±1.76）g］
（P=0.006）和 Control+紫杉醇组（P=0.003）（Figure 1）。
2.2 瘤体积及实验终点瘤体重量的改变

小鼠皮下接瘤成功后 4T1 肿瘤的体积在第 24
天 出 现 相 对 平 缓 增 长， 而 后 呈 现 逐 步 上 升 趋 势，
ABD+紫杉醇组较酪蛋白+紫杉醇组和 Control+紫杉

醇组肿瘤体积相对平缓增长时间明显增加。 3 周后

处死小鼠，测量小鼠肿瘤的体积及重量。实验终点各

组肿瘤重量分别为：ABD+紫杉醇组（0.64±0.23）g、酪

蛋白+紫杉醇组（0.74±0.26）g、Control+紫杉醇组肿瘤

（0.80±0.17）g、Control 组（1.41±0.55）g(Figure 2~4)。
2.3 肺转移瘤数量

试验小鼠进行试验 3 周后解剖小鼠的肺组织。
观察各组小鼠肺转移情况并计数肺表面的瘤结节数

(Figure 5)。 其 中 Control 组 平 均 转 移 数 为 8.8 个 ，
Control+紫杉醇组为 4.2 个，酪蛋白+紫杉醇组为 4.8

ABD+paclitaxel
Casein+paclitaxel
Control+paclitaxel
Control

7 11 13 17 19 24 26 29 31
Time(days)

24

22

20

18

16

14

W
ei
gh
t(g

)
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Note：A：ABD +paclitaxel group；B：Casein +paclitaxel group；C：Control +paclitaxel
group；D：Control group.

个，ABD+紫杉醇组为 4.0 个。 Control 组与 Control+紫

杉醇组对比差异具有统计学意义 (P=0.015)；Control
组 与 酪 蛋 白+紫 杉 醇 组 差 异 具 有 统 计 学 意 义 (P=
0.038)，Control 组与 ABD+紫杉醇组差异具有统计学

意义(P=0.016)。 但是酪蛋白+紫杉醇组与 ABD+紫杉

醇组对比差异无统计学意义(P=0.524)。
2.4 小鼠生存曲线

进 行 试 验 干 预 后， 记 录 各 组 小 鼠 的 生 存 时 间

(Figure 6)。 实验开始第 33 天 Control 组开始出现死

亡。 第 34 天 Control+紫杉醇组与酪蛋白+
紫杉醇组分别出现死亡小鼠， 而本实验

的 ABD+紫杉醇组直至第 39 天才出现死

亡。 试 验进 行 第 50 天 4 组 小 鼠 全 部 死

亡 。 利 用 统 计 学 分 析 （Log-rank test），
ABD+紫杉醇组的生存期较 Control+紫杉

醇组 (P=0.035) 与酪蛋白+紫杉醇组 (P=
0.041) 延长存在统计学差异。
2.5 GSH 的改变

在试验 3 周后， 我们分别取小鼠肿

瘤和血液进行谷氨酰胺（GSH）的测量。肿

瘤组织中，ABD+紫杉醇组肿瘤的 GSH 含

量[（34.5±18.0）μmol/L]低于酪蛋白+紫杉

醇 组 [（55.3 ±23.8）μmol/L] （P =0.159） 和

Control +紫 杉 醇 组 [（54.9±11.7）μmol/L]
（P=0.067）。 血 液 中 ，Control 组 血 液 的

GSH 含 量 [（14.3±8.2）μmol/L]与 Control+
紫杉醇组[（15.2±9.7）μmol/L]无统计学差

异（P=0.876），此 时 ABD+紫 杉 醇 组 血 液

的 GSH 含量[（19.1±0.7）μmol/L]高于酪蛋

白+紫杉醇组[（13.0±8.8）μmol/L]（P=0.158）
和 Control+紫杉醇组 [（15.2±9.7）μmol/L）]
（P=0.393）。但是检验分析结果显示，三组

小鼠无论肿瘤还是血液 GSH 含量均无统

计学意义（Figure 7、8）。

3 讨 论

恶性肿瘤是一种消耗性疾病， 癌症

患 者 体 重 减 轻 和 营 养 不 良 的 发 生 率 为

31％~87％不等［12］。 此外，营养不良还与肿

瘤的治疗手段有关。 化疗作为肿瘤治疗
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的一种重要手段， 最常见的毒副反应是恶心呕吐［13］。
许多患者自诉化疗期间口服食物摄入量明显减少。
长期的营养不良状态与患者预后不良息息相关———
降低生活质量［14，15］、增加治疗毒性［16］、减少生存率［15］、
导致肿瘤局部复发增加［17］。 营养不良导致患者平均

住院日增加，整体治疗费用增加，经济负担加重。 然

而，在实际临床实践中，患者却很少接受饮食建议，
临床营养治疗的比例亦较低。因此，对于接受化疗的

肿瘤患者， 尤其是对于需要接受化疗的三阴乳腺癌

患者，了解患者的营养状况［18］，尽早开始合理的营养

干预有利于提高患者的治疗耐受性和依从性、 控制

不良反应，提升生活质量，改善临床预后。
GSH 是谷胱甘肽 S-转移酶结合的重要抗氧化剂

和辅助因子，是活性氧（reactive oxygen species，ROS）
的主要清除剂，参与细胞的氧化还原调节 ［19，20］。 在

抗氧化防御和细胞凋亡调节中起着重要的作用 ［21］。
而氧化还原调节已被证实是恶性细胞存活的重要组

成部分［22］。 促进细胞氧化还原平衡有利于增加细胞

内活性氧和消耗保护性还原代谢物———GSH， 导致

氧化应激并诱导细胞凋亡从而治疗癌症。 消耗会加

剧氧化损伤并且其补充可以防止氧化损伤。 除了氧

化还原调节，GSH 还可以参与调节致癌机制、 生长

增殖、免疫调节、药物解毒［23］。 乳清蛋白是一种富含

支链氨基酸、功能性肽、抗氧化剂和免疫球蛋白的功

能蛋白，占总乳蛋白的 20％，成分接近母乳，易于消

化吸收，是临床营养干预的最好来源，被称为“蛋白

之王”［24］。 由于它具有高营养品质和快速吸收的特

点，乳清蛋白的营养价值被认为高于鸡蛋、酪蛋白和

大豆蛋白［25］。由此产生的乳清蛋白各种衍生物（浓缩

物，分离物和水解产物）也具有广泛的生理学特性，
包括抗炎、抗氧化、抗癌、免疫调节、降低心血管风险

等［10，26］。 活性乳清蛋白（ABD 活性因子）是乳清蛋白

的分离物，从新鲜牛乳中通过低温萃取而出，蛋白含

量远高于普通乳清蛋白，可达 90%以上的高生物活

性的功能蛋白。
本实验就是探究活性乳清蛋白对化疗期间小鼠

营养状态，以及治疗预后的影响。 通过实验，我们可

以得出活性乳清蛋白联合化疗对于控制远处转移较

单纯化疗无明显差异，但是，活性乳清蛋白联合化疗

可以减缓小鼠体重下降，改善营养状态，抑制肿瘤体

积增长，提高小鼠的生存期。同时活性乳清蛋白可以

增加血液中 GSH 含量。 通常认为氧自由基的产生是

癌发生中的关键步骤。除外肿瘤本身，化疗也会产生

大量氧自由基，对机体造成过氧化损伤［27］。有报道提

示乳清蛋白的膳食补充剂促进合成 GSH 对氧自由

基的抑制以及对物质解毒作用可能致使它在一些泌

尿生殖系统癌症中的具有抗肿瘤作用［28］。此外，细胞

减少 GSH 消耗可 以消除多药 耐药相关蛋 白 MRP1
介导的对长春花生物碱和蒽环霉素的抗性， 从而使

化疗 药物更容易 到达 GSH 耗尽的 细胞 ［29］，使 GSH
与化疗药联合表现出协同抗肿瘤作用。 GSH 还可以

具有保肝、改善皮肤损伤效果和保护神经作用［30］。 已

经有动物模型证实 GSH 合成有利于调节氧化损伤

和缓解药物诱导的肝毒性［31］。 GSH 改善化学试剂所

引起的皮肤损伤［32］和化疗引起的神经毒性［33］。
GSH 的这些生物 特性可能是 本实验中活 性乳
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清蛋白提高小鼠生存期的重要原因。 乳清蛋白增加

体内 GSH 水平［34］，改善接受化疗期间患者的营养状

况和免疫力［35］，达到抗肿瘤的效果。实验中我们可以

观察到肿瘤组织中 GSH 含量降低。 虽然差异无统计

学意义，但是活性乳清蛋白组小鼠肿瘤的 GSH 含量

低 于 空 白 对 照 组 和 添 加 酪 蛋 白 的 紫 杉 醇 化 疗 组 。
GSH 在细胞内合成主要包括两个步骤：第一，谷氨

酰半胱氨酸合成；第二，谷胱甘肽合成，而 GSH 水平

又受到自身所合成浓度的负反馈调节。 活性乳清蛋

白通过将细胞内半胱氨酸转化为谷胱甘肽， 增加细

胞内的 GSH 含量。 由于增殖的需要， 肿瘤细胞中

GSH 的起始浓度较正常细胞明显增高，对于 GSH 的

需求量和消耗也明显高于正常组织。 导致肿瘤细胞

对于 GSH 的消耗极为敏感。 当乳清蛋白选择性地增

加肿瘤 GSH 水平后，肿瘤组织迅速达到负反馈抑制

点加之肿瘤细胞的极具消耗， 导致 GSH 含量降低，
诱导肿瘤细胞凋亡。这与我们实验发现的相一致，活

性乳清蛋白小鼠的血液中 GSH 含量增加，肿瘤组织

的 GSH 含量降低。
综上，ABD 活性乳清蛋白能够改善化疗期间的

营养状况，促进生成谷胱甘肽，达到抗氧化的作用。
同时提高化疗耐受性， 提高生活质量， 延长生存时

间，是临床肿瘤患者进行营养治疗的不错选择。
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