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摘要： 目的　 基于 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路探讨鳖甲⁃莪术药对含药血清对乳腺癌细胞增殖的抑制作用。 方法　 细胞悬

液加入不同剂量的鳖甲含药血清、 莪术含药血清、 鳖甲⁃莪术药对含药血清孵育 ４８、 ７２ ｈ 后， 用 ＭＴＴ 法检测细胞增殖

抑制率， 流式细胞术检测细胞周期， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 β⁃Ｃａｔｅｎｉｎ、 ｃ⁃Ｍｙｃ、 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白表达。 结果　 与空白血清组

比较， 各含药血清组处理 ４８、 ７２ ｈ 均可抑制细胞增殖 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 处理 ４８ ｈ 后， 其 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期细胞比例增加

（ Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）、 Ｓ 期细胞比例降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， β⁃Ｃａｔｅｎｉｎ、 ｃ⁃Ｍｙｃ、 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 各组含药血清对 ＭＣＦ⁃７ 细胞的增殖均有抑制作用。 此外， 鳖甲⁃莪术药对抑制作用高于单独用药，
其抗乳腺癌的机制可能与抑制 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路中 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的表达， 下调 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 以及 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 下游靶基因

ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１， ｃ⁃Ｍｙｃ 蛋白表达有关。
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　 　 如今癌症已成为威胁人类生存和社会发展的

主要疾病之一， 在不同地域不同人群中， 乳腺癌

也都是备受关注的主要癌症。 在全球著名学术刊

物 《ＣＡ： Ａ Ｃａｎｃｅｒ Ｊｏｕｒｎａｌ ｆｏｒ Ｃｌｉｎｉｃｉａｎｓ》 发布的

美国 ２０１８ 年癌症统计报告中显示， 女性新发癌

症病例的 ３０％ 都是乳腺癌， 远远超过其他癌症，
同时我国国家癌症中心发布的癌症负担最新结果

表明， 乳腺癌也位居女性癌症发病率首位［１］ 。 鳖

甲⁃莪术药对是国医大师刘尚义治疗恶性肿瘤的常

用组合， 使用频次最多， 达 １ ２０１ 次， 已有十余

年临床应用实践， 但尚缺乏分子水平药理学研

究［２⁃４］ 。 鳖甲味咸、 性微寒， 归肝肾经， 能滋阴

潜阳、 退热除蒸、 善于软坚散结［５］ ； 莪术味辛、
苦， 性温， 归肝、 脾经， 有行气破血、 消积止痛

之功效［６］ ； 鳖甲味咸而补益属阴， 莪术味辛而走

散属阳； 鳖甲滋阴散结， 莪术行气破血， 两药合

用， 一补一攻、 寒温相宜、 阴阳相适、 为消积聚

癥瘕之要药［７］ 。 本实验基于 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通

路， 探讨鳖甲⁃莪术药对含药血清对乳腺癌细胞增

殖的抑制作用。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞株　 ＭＣＦ⁃７ 人乳腺癌细胞株， 由中国科

学院上海细胞库提供。
１􀆰 ２　 动物 　 ＳＰＦ 级雌性 ＳＤ 大鼠 ５５ 只， 体质量

２２０～２６０ ｇ， 购自长沙市天勤生物技术有限公司，
生产许可证号 ＳＣＸＫ （湘） ２０１４⁃００１１， 动物质量

合格证号 ４３００６７０００１６４７８。
１􀆰 ３　 药物　 醋鳖甲颗粒剂 （批号 ８１２７０９３）、 莪术

颗粒剂 （批号 ８０７１９３３） 均购自广东一方制药有限

公司。
１􀆰 ４　 试剂 　 ＤＭＥＭ 培养基 （美国 Ｇｉｂｃｏ 公司， 货

号 ８１１９２３４）； 胎牛血清 （浙江天杭生物科技股份

有限公司， 货号 １９０８０５０５）； ＢＤ Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ 流式

周期试剂盒 （美国 Ｓｉｇｍａ 公司， 货号 ９０３９５８５）；
噻唑蓝 （ＭＴＴ， 北京索莱宝科技有限公司， 货号

７２５ｃ０５６）； 胰蛋白酶 （北京索莱宝科技有限公司，
货号 ２０４６７７７）； 青链霉素混合液 （北京索莱宝科

技有限公司， 货号 Ｊ１９０００３）； ５⁃氟尿嘧啶 ＭＢ１２７３

（大连美仑生物有限公司， 货号 ｓ０８０８ａ）； Ａｎｔｉ⁃
Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 抗 体 （ 英 国 Ａｂｃａｍ 公 司， 货 号

ＧＲ３２１２３４５⁃１１， 稀释倍数 １ ／ １０ ０００）； Ａｎｔｉ⁃ｃ⁃Ｍｙｃ
抗体 （英国 Ａｂｃａｍ 公司， 货号 ＧＲ３２３２７０３⁃２， 稀释

倍数 １ ／ １ ０００）； Ａｎｔｉ⁃ｂｅｔａ Ｃａｔｅｎｉｎ 抗体 （英国 Ａｂｃａｍ
公司， 货号 ＧＲ１８４２１２⁃６１， 稀释倍数１ ／ ５ ０００）。
１􀆰 ５　 仪器　 ＳＷ⁃ＣＪ⁃２ＦＤ 超净工作台 （苏州净化设备

有限公司）； Ｍｏｄｅｌ ３１０ 恒温 ＣＯ２ 培养箱 （美国

Ｔｈｅｒｍｏ 公司）； ＣＫＸ４１ 倒置显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公

司）； １６Ｋ 台式自动离心机 （珠海黑马医学仪器有限

公司）； Ａｌｌｅｇｒａ ６４Ｒ Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ 台式高速冷冻离心机

（美国 Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ 公司）； 多功能酶标仪 （美国

ＢｉｏＴｅｋ 公司）； ＥＰＩＣＬ ＸＬ 型流式细胞仪 （美 国

Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ 公司）； ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＭＰ 凝胶成像系统

（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； ＭｉｎｉＶＥ 电泳仪 （美国 ＧＥ 公

司）； 全自动雪花制冰机 ＩＭＳ⁃４０ （常熟市雪科电器有

限公司）； ＭＤＦ⁃３８２Ｅ 超低温冰箱 （日本 ＳＡＮＹＯ 公

司）； ＫＳ１３０Ｂ 脱色摇床 （德国 ＩＫＡ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞培养 　 培养人乳腺癌细胞株 ＭＣＦ⁃７ 于

含 １０％ 胎牛血清的 ＤＥＭＥ 培养基中， 再将其置于

５％ ＣＯ２、 ３７ ℃、 饱和湿度细胞培养箱中培养， 次

日换液， 倒置显微镜下观察细胞生长情况。 当细

胞生长到 ７０％ ～ ８０％ 时， 可进行消化传代或用

于实验。
２􀆰 ２　 药物血清制备　 将大鼠随机分鳖甲组、 莪术

组、 鳖甲⁃莪术药对组各 １０ 只， 空白组 ２５ 只， 以

给药剂量为其等效剂量的 ２０ 倍计算， 确定鳖甲给

药剂量为 ３ ｇ ／ ｋｇ， 莪术给药剂量为 １􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ， 鳖

甲⁃莪术药对给药剂量为 ４􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ， 每天 ２ 次， 连

续７ ｄ。 最后 １ 次给药前大鼠禁食不禁水 １２ ｈ， 给

药后 ２ ｈ 水合氯醛麻醉， 心尖取血， ２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １５ ｍｉｎ 取血清， 同组混合以消除个体差异，
５６ ℃下灭活 ３０ ｍｉｎ， ０􀆰 ２２ μｍ 过滤除菌， －８０ ℃
下保存备用。
２􀆰 ３　 细胞分组　 正常 ＭＣＦ⁃７ 细胞分为空白血清组

（１０％ 空白血清＋９０％ ＤＭＥＭ 培养基培养）、 鳖甲低

剂量组 （ ２􀆰 ５％ 鳖甲血清 ＋ ７􀆰 ５％ 空白血清 ＋ ９０％
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ＤＭＥＭ 培养基培养）、 鳖甲中剂量组 （５％ 鳖甲血

清＋５％ 空白血清＋９０％ ＤＭＥＭ 培养基培养）、 鳖甲

高剂量组 （１０％ 鳖甲血清 ＋ ９０％ ＤＭＥＭ 培养基培

养）、 莪术低剂量组 （２􀆰 ５％ 莪术血清＋７􀆰 ５％ 空白

血清＋ ９０％ ＤＭＥＭ 培养基培养）、 莪术中剂量组

（５％ 莪术血清＋５％ 空白血清＋９０％ ＤＭＥＭ 培养基培

养）、 莪术高剂量组（１０％ 莪术血清＋９０％ ＤＭＥＭ 培

养基培养）、 鳖甲⁃莪术药对低剂量组 （２􀆰 ５％ 鳖甲⁃
莪术药对血清＋７􀆰 ５％ 空白血清＋９０％ ＤＭＥＭ 培养基

培养）、 鳖甲⁃莪术药对中剂量组 （５％ 鳖甲⁃莪术药

对血清＋ ５％ 空白血清＋ ９０％ ＤＭＥＭ 培养基培养）、
鳖甲⁃莪术药对高剂量组（１０％ 鳖甲⁃莪术药对血清＋
９０％ ＤＭＥＭ 培养基培养）、 阳性对照组（１０％ 空白

血清 ＋ ９０％ ＤＭＥＭ 培养基培养 ＋ １０ ｍｇ ／ ｍＬ 氟尿

嘧啶）。
２􀆰 ４　 ＭＴＴ 法检测细胞增殖 　 取对数生长期的

ＭＣＦ⁃７ 细胞， 取 １００ μＬ 浓度为 １ × １０５ ／ ｍＬ 者接种

于 ９６ 孔培养板中， 每组 ５ 个复孔， １ ｄ 后加入饥饿

培养液饥饿 ２４ ｈ 使细胞同步化， 换不同剂量 １０％
空白血清培养基、 鳖甲血清培养基、 莪术血清培养

基、 鳖甲⁃莪术药对血清培养基和含 １０ ｍｇ ／ ｍＬ 阳性

药的空白血清培养基， 在培养箱中分别培养 ４８、
７２ ｈ。 培养结束后， 于相应时间点在 ９６ 孔板中加

入 ＭＴＴ 溶液 ２０ μＬ， 在培养箱中继续培养 ４ ｈ 后，
吸弃孔内培养上清液， 每孔加入二甲基亚砜 （ＤＭ⁃
ＳＯ） １５０ μＬ， ３７ ℃下振荡 １０ ｍｉｎ， 使结晶充分溶

解， 于 ４９０ ｎｍ 波长处测定光密度 （ＯＤ）， 计算细

胞增殖抑制率， 公式为抑制率 ＝ （ １ － ＯＤ实验组 ／
ＯＤ对照组） × １００％ ， 重复 ３ 次。
２􀆰 ５　 流式细胞术检测 ＭＣＦ⁃７ 细胞周期　 取对数生

长期的 ＭＣＦ⁃７ 细胞， 取 １ ｍＬ 浓度为 １ × １０５ ／ ｍＬ 者

接种于 ６ 孔培养板中， １ ｄ 后加入饥饿培养液饥饿

２４ ｈ 使细胞同步化， 换不同剂量 １０％ 的空白血清

培养基、 鳖甲血清培养基、 莪术血清培养基、 鳖

甲⁃莪术药对血清培养基和含 １０ ｍｇ ／ ｍＬ 阳性药的空

白血清培养基作用 ４８ ｈ， 根据细胞周期检测试剂盒

说明书进行操作。
２􀆰 ６ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 β⁃Ｃａｔｅｎｉｎ、 ｃ⁃Ｍｙｃ、 ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１ 蛋白表达 　 取对数生长期的 ＭＣＦ⁃７ 细胞， 取

１ ｍＬ浓度为 １×１０５ ／ ｍＬ 者胞接种于 ６ 孔培养板中，
１ ｄ 后加入饥饿培养液饥饿 ２４ ｈ 使细胞同步化， 换

不同剂量 １０％ 空白血清培养基、 鳖甲血清培养基、
莪术血清培养基、 药对血清培养基和含 １０ ｍｇ ／ ｍＬ
阳性药的空白血清培养基作用 ４８ ｈ， 弃上清， ＰＢＳ

冲洗 ３ 次， 加入适量细胞裂解 液， 冰 上 裂 解

３０ ｍｉｎ， ４ ℃、 １５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ， 取上清，
ＢＣＡ 法对所提总蛋白进行定量， 规定上样量为

３０ μｇ， 加入 Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 煮沸变性， １０％ ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 凝胶电泳分离， 电转移至 ＰＶＤＦ 膜， 一抗

４ ℃下孵育过夜， 二抗室温下孵育 ２ ｈ， ＥＣＬ 化学

发光液孵育。 凝胶成像系统扫描， 并定量分析条带

光密度值。
２􀆰 ７　 统计学分析　 运用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 统计软件进行

处理， 计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用

单因素方差分析， 两两比较用 ＬＳＤ 检验。 以Ｐ＜
０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 各组含药血清对 ＭＣＦ⁃７ 细胞增殖的影响　 与

空白血清组比较， 各含药血清组作用 ４８、 ７２ ｈ 后

均能抑制 ＭＣＦ⁃７ 细胞增殖 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）。
同一中药不同剂量的抑制率依次为高剂量组＞中剂

量组＞低剂量组， 而同一剂量不同中药抑制率依次

为药对鳖甲⁃莪术含药血清组＞莪术含药血清组＞鳖
甲含药血清组。 见表 １。

表 １　 含药血清对 ＭＣＦ⁃７细胞增殖的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｄｉｃａｔｅｄ ｓｅｒｕｍ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ

ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别
抑制率 ／ ％

４８ ｈ ７２ ｈ

空白血清组 ０ ０
鳖甲低剂量组 　 ７􀆰 ９６±０􀆰 ０４∗ 　 ８􀆰 ３１±０􀆰 ００∗∗

鳖甲中剂量组 １１􀆰 １６±０􀆰 ０５∗ １７􀆰 ２５±０􀆰 ０２∗∗

鳖甲高剂量组 １３􀆰 ４７±０􀆰 ０７∗ ２０􀆰 ８３±０􀆰 ０３∗∗

莪术低剂量组 ８􀆰 ６７±０􀆰 ０２∗∗ ９􀆰 ００±０􀆰 ０１∗∗

莪术中剂量组 １１􀆰 ６７±０􀆰 ０４∗ １８􀆰 ３１±０􀆰 ０３∗∗

莪术高剂量组 １４􀆰 ０６±０􀆰 ０４∗∗ ２２􀆰 ０１±０􀆰 ０４∗∗

鳖甲⁃莪术药对低剂量组 ８􀆰 ７１±０􀆰 ０３∗ ９􀆰 ３５±０􀆰 ０３∗∗

鳖甲⁃莪术药对中剂量组 １２􀆰 ２２±０􀆰 ０４∗ ２０􀆰 ８１±０􀆰 ０２∗∗

鳖甲⁃莪术药对高剂量组 １６􀆰 ４１±０􀆰 ０２∗∗ ２４􀆰 ８６±０􀆰 ０４∗∗

阳性对照组 ２９􀆰 ７６±０􀆰 ０４∗∗ ３７􀆰 １６±０􀆰 ００∗∗

　 　 注：与空白血清组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ２　 含药血清对 ＭＣＦ⁃７ 细胞周期的影响　 与空白

血清组比较， 各含药血清组作用 ４８ ｈ 后 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期

细胞比例增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｓ 期细胞比例

减小 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明各组含药血清作用

ＭＣＦ⁃７ 细胞后均可阻止 Ｇ１ ／ Ｇ０ 期的细胞顺利进入 Ｓ
期及 Ｇ２ 期， 从而使 ＭＣＦ⁃７ 细胞的有丝分裂过程受

到干扰， 导致其增殖受到抑制， 且趋势与 ＭＴＴ 一

致。 见图 １、 表 ２。
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图 １　 含药血清对 ＭＣＦ⁃７细胞周期的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｄｉｃａｔｅｄ ｓｅｒｕｍ ｏｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｏｆ ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌｓ

３􀆰 ３　 含药血清对 β⁃Ｃａｔｅｎｉｎ、 ｃ⁃Ｍｙｃ、 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋

白表达的影响　 与空白血清组比较， 各含药血清组

作用 ４８ ｈ 后 β⁃Ｃａｔｅｎｉｎ、 ｃ⁃Ｍｙｃ、 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 表达均降

低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 表明含药血清可抑制

Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路中 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的表达， 下调

靶基因 ｃｙｃｌｉｎＤ１， ｃ⁃Ｍｙｃ 的表达， 从而抑制 ＭＣＦ⁃７
细胞增殖。 见表 ３～６、 图 ２。
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表 ２　 含药血清对 ＭＣＦ⁃７细胞周期的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ２ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｄｉｃａｔｅｄ ｓｅｒｕｍ ｏｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｏｆ

ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别
细胞周期 ／ ％

Ｇ０ ／ Ｇ１ Ｓ Ｇ２
空白血清组 ４６􀆰 ５１±０􀆰 １７ ４４􀆰 ８１±０􀆰 ２４ ８􀆰 ５０±０􀆰 ２７
鳖甲低剂量组 ５３􀆰 ８５±４􀆰 ２２∗ ３７􀆰 ７４±６􀆰 ７１ ７􀆰 ９３±２􀆰 ４１
鳖甲中剂量组 ５７􀆰 ２６±３􀆰 ０５∗∗ ３５􀆰 ２４±４􀆰 １７∗ ６􀆰 ８１±１􀆰 ６７
鳖甲高剂量组 ６０􀆰 ６８±３􀆰 ９３∗∗ ３２􀆰 １８±７􀆰 ９０∗ ６􀆰 ７８±５􀆰 ９８
莪术低剂量组 ５４􀆰 ４９±４􀆰 ４１∗ ３４􀆰 ２３±５􀆰 ７９∗ １０􀆰 ６５±２􀆰 ２４
莪术中剂量组 ５９􀆰 ０２±３􀆰 ２７∗∗ ３１􀆰 ７３±７􀆰 ４３∗ ８􀆰 ７５±４􀆰 １６
莪术高剂量组 ６３􀆰 １６±４􀆰 ７２∗∗ ３０􀆰 ７７±６􀆰 ８１∗ ５􀆰 ６１±４􀆰 ８７
鳖甲⁃莪术药对低剂量组 ５５􀆰 ２５±４􀆰 ２６∗ ３５􀆰 ３５±７􀆰 ０４ ８􀆰 ８６±２􀆰 ９２
鳖甲⁃莪术药对中剂量组 ５９􀆰 ６９±３􀆰 ６２∗∗ ３０􀆰 ０８±６􀆰 ８３∗ ９􀆰 ８０±３􀆰 １６
鳖甲⁃莪术药对高剂量组 ６５􀆰 ５０±２􀆰 ９２∗∗ ２６􀆰 １０±４􀆰 ９２∗∗ ７􀆰 ２７±４􀆰 ２９
阳性对照组 ７４􀆰 ３２±２􀆰 ８３∗∗ ２１􀆰 ９４±１􀆰 ５２∗∗ ２􀆰 １３±２􀆰 ９０∗

　 　 注：与空白血清组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ３　 鳖甲含药血清对 β⁃Ｃａｔｅｎｉｎ、 ｃ⁃Ｍｙｃ、 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白

表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｍｅｄｉｃａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｔｒｉｏｎｙｃｉｓ Ｃａｒａｐａｘ

ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ β⁃Ｃａｔｅｎｉｎ， ｃ⁃Ｍｙｃ ａｎｄ
ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 β⁃Ｃａｔｅｎｉｎ ｃ⁃Ｍｙｃ ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１
空白血清组 １􀆰 ０６４ ２±０􀆰 ０３９ ４ １􀆰 １２９ ４±０􀆰 ０９１ ５ １􀆰 ０１２ ７±０􀆰 ０５３ ９
鳖甲低剂量组 １􀆰 ００３ ７±０􀆰 ０６２ ９ ０􀆰 ９７０ ９±０􀆰 ０６０ ５ ０􀆰 ９２１ ６±０􀆰 ０３１ ２
鳖甲中剂量组 ０􀆰 ９１６ ２±０􀆰 ０３３ ９∗∗ ０􀆰 ８３６ ３±０􀆰 ０５０ ２∗∗ ０􀆰 ８５２ ８±０􀆰 ０４６ ８∗∗

鳖甲高剂量组 ０􀆰 ８５４ ５±０􀆰 ０５４ ７∗∗ ０􀆰 ８１３ ０±０􀆰 ０５０ ５∗∗ ０􀆰 ８３５ ６±０􀆰 ０４５ ０∗∗

阳性对照组 ０􀆰 ６３２ ５±０􀆰 ０３７ ７∗∗ ０􀆰 ６８５ ２±０􀆰 ０９９ ６∗∗ ０􀆰 ６１６ ８±０􀆰 ０９３ ８∗∗

　 　 注：与空白血清组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ４　 莪术含药血清对 β⁃Ｃａｔｅｎｉｎ、 ｃ⁃Ｍｙｃ、 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白

表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｍｅｄｉｃａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｚｅｄｏａｒｙ Ｔｕｒｍｅｒｉｃ

ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ β⁃Ｃａｔｅｎｉｎ， ｃ⁃Ｍｙｃ ａｎｄ
ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 β⁃Ｃａｔｅｎｉｎ ｃ⁃Ｍｙｃ ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１
空白血清组 １􀆰 ５１３ ５±０􀆰 ０６０ ８ １􀆰 ３３５ ２±０􀆰 ０４２ ９ １􀆰 ４２９ ４±０􀆰 ０３８ ０
莪术低剂量组 １􀆰 ４５３ ４±０􀆰 ０３０ ０ １􀆰 ２５５ ０±０􀆰 ０４０ ８ １􀆰 ３６９ ３±０􀆰 ０８１ ０
莪术中剂量组 １􀆰 １８２ ６±０􀆰 ０６１ ４∗∗ １􀆰 １１４ ８±０􀆰 ０９９ ０∗ １􀆰 ０５９ ２±０􀆰 ０５９ ５∗∗

莪术高剂量组 １􀆰 ０１７ ４±０􀆰 ０６７ １∗∗ ０􀆰 ８２９ ８±０􀆰 ０３６ ７∗∗ ０􀆰 ９５８ ０±０􀆰 ０２８ ７∗∗

阳性对照组 ０􀆰 ６１０ ４±０􀆰 ０５７ ７∗∗ ０􀆰 ６６０ ５±０􀆰 ０３９ ０∗∗ ０􀆰 ４７６ ９±０􀆰 ０９９ ４∗∗

　 　 注：与空白血清组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

４　 讨论

西医认为， 乳腺癌发病涉及多个因素的影响，
该病的发生与生育史、 性腺激素刺激、 家族遗传史

等因素有关； 中医认为， 正气不足是乳腺癌发病的

根本原因， 情志因素是乳腺癌发病的重要诱因， 正

气不足、 情志内伤会引发脏腑功能严重异常， 由于

肝脏、 肾脏、 脾功能失调使气血运行紊乱， 长期如

此， 痰瘀交阻于乳络， 从而导致乳癌的发生［８⁃９］，
癌毒耗损机体正气， 日久则导致气阴两虚、 痰瘀交

阻。 针对这一病理机制， 刘老提出 “阴阳双消、
滋阴起亟” 的治疗理念， 并在此基础上以鳖甲⁃莪
术药对为君药临床治疗乳腺癌上万例， 疗效显著，
可使患者获得较好的生存质量及较长的生存周期。

表 ５　 鳖甲⁃莪术药对含药血清对 β⁃Ｃａｔｅｎｉｎ、 ｃ⁃Ｍｙｃ、 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｍｅｄｉｃａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｔｒｉｏｎｙｃｉｓ⁃Ｃａｒａｐａｘ Ｚｅｄｏａｒｙ Ｔｕｒｍｅｒｉｃ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ β⁃Ｃａｔｅｎｉｎ， ｃ⁃Ｍｙｃ

ａｎｄ ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 β⁃Ｃａｔｅｎｉｎ ｃ⁃Ｍｙｃ ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１

空白血清组 ０􀆰 ９０４ ０±０􀆰 ０５０ ０ １􀆰 ０３７ ７±０􀆰 ０４０ ４ １􀆰 １２６ ７±０􀆰 ０５５ １
鳖甲⁃莪术药对低剂量组 ０􀆰 ８３９ ５±０􀆰 ０３８ ９ ０􀆰 ９７８ ４±０􀆰 ０２３ １ １􀆰 ０８１ ８±０􀆰 ０５３ ４
鳖甲⁃莪术药对中剂量组 ０􀆰 ６４８ １±０􀆰 １１５ ４∗ ０􀆰 ８９３ ８±０􀆰 ０１２ ３∗∗ ０􀆰 ９６０ ４±０􀆰 ０３２ １∗∗

鳖甲⁃莪术药对高剂量组 ０􀆰 ５７７ ８±０􀆰 ０４７ ０∗∗ ０􀆰 ７７１ ２±０􀆰 ０３６ ２∗∗ ０􀆰 ７３４ ６±０􀆰 ０２０ ０∗∗

阳性对照组 ０􀆰 ６０８ ０±０􀆰 ０８３ ５∗∗ ０􀆰 ５１９ ８±０􀆰 ０１０ ０∗∗ ０􀆰 ６２８ ７±０􀆰 ０７５ ７∗∗

　 　 注：与空白血清组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ６　 各组高剂量含药血清对 β⁃Ｃａｔｅｎｉｎ、 ｃ⁃Ｍｙｃ、 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ｍｅｄｉｃａｔｅｄ ｓｅｒｕｍ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ β⁃Ｃａｔｅｎｉｎ， ｃ⁃Ｍｙｃ ａｎｄ

ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 β⁃Ｃａｔｅｎｉｎ ｃ⁃Ｍｙｃ ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１

空白血清组 ０􀆰 ８５１ ３±０􀆰 ０２９ ５ １􀆰 ０１０ ３±０􀆰 ０１９ ２ １􀆰 １９３ ２±０􀆰 ０３３ ２
鳖甲高剂量组 ０􀆰 ６６０ １±０􀆰 ０４４ ０∗ ０􀆰 ８７２ ７±０􀆰 ０３３ ７∗ ０􀆰 ９５０ ５±０􀆰 ０４８ １∗

莪术高剂量组 ０􀆰 ５１６ ９±０􀆰 ０２５ ５∗∗ ０􀆰 ８１８ ５±０􀆰 ０３４ ７∗ ０􀆰 ９１０ ４±０􀆰 ０２３ １∗∗

鳖甲⁃莪术药对高剂量组 ０􀆰 ３１３ ９±０􀆰 ０５３３∗∗ ０􀆰 ７３３ ０±０􀆰 ０５０ ２∗∗ ０􀆰 ６２２ ２±０􀆰 ０８６ １∗∗

阳性对照组 ０􀆰 ４５９ ４±０􀆰 ０９９ ４∗∗ ０􀆰 ５８４ ５±０􀆰 ０１６ ８∗∗ ０􀆰 ５６７ ８±０􀆰 ０５８ ０∗∗

　 　 注：与空白血清组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

　 　 目前， 血清药理学是研究中药复方抗肿瘤作用

的有效方法， 也是从细胞分子水平研究中药药理学

的新手段［１０］， 故本实验以其为理论指导探讨鳖甲⁃
莪术药对含药血清治疗乳腺癌的机制。
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图 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 β⁃Ｃａｔｅｎｉｎ、 ｃ⁃Ｍｙｃ、 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白表达

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ β⁃Ｃａｔｅｎｉｎ， ｃ⁃Ｍｙｃ ａｎｄ ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

乳腺癌的发生及发展与 Ｗｎｔ 信号通路功能失

调有密切的关系， ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、 ｃ⁃Ｍｙｃ 是 Ｗｎｔ 信号转

导通路中至关重要的靶基因［１１⁃１２］， 研究表明抑癌

基因失活和癌基因的激活可异常激活 Ｗｎｔ ／ β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路， β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 降解障碍可导致 ｃ⁃Ｍｙｃ
等靶基因激活及细胞周期调控出现异常， 从而导致

乳腺癌的发生［１３］。 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 作为调控细胞周期 Ｇ１
期的关键蛋白之一， 其过度表达可以促进细胞由

Ｇ１ 期进入 Ｓ 期， 促进细胞周期转换速度的加快，
最终引起细胞增殖失控， 导致癌变［１４］。 ｃ⁃Ｍｙｃ 基

因既可刺激细胞增殖又可诱导细胞凋亡， 其作用是

通过调节细胞由 Ｇ１ 期进入 Ｓ 期完成的， 高水平的

ｃ⁃Ｍｙｃ ｍＲＮＡ 可加快细胞进入 Ｓ 期的速度， 导致肿

瘤的发生［１５］。
综上所述， 各组含药血清均可抑制 ＭＣＦ⁃７ 细

胞增殖， 促进其凋亡， 其抗乳腺癌的机制可能与下

调 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 及 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 下游靶基因 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、 ｃ⁃
Ｍｙｃ 蛋白表达， 阻止 Ｇ１ ／ Ｇ０ 期的细胞顺利进入 Ｓ
期及 Ｇ２ 期， 导致其增殖受到抑制有关。 此外， 鳖

甲⁃莪术药对的抑制作用高于单味药， 可能是配伍

后相得益彰， 间接辅助某一功能发挥， 从而发挥协

同增效的作用［１６］。 由于乳腺癌形成的机制十分复

杂， 涉及多种细胞、 细胞因子以及多条信号通路，
因此鳖甲⁃莪术药对含药血清抗乳腺癌作用及其机

制仍需进行大量体内外实验作进一步探讨。
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［１６］ 　 唐于平， 束晓云， 李伟霞， 等． 药对研究 （Ⅰ） ———药对

的形成 与 发 展 ［ Ｊ ］ ． 中 国 中 药 杂 志， ２０１３， ３８ （ ２４ ）：
４１８５⁃４１９０．

芍药苷对氯化钴诱导 ＰＣ１２ 细胞氧化应激损伤的保护作用
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摘要： 目的　 研究芍药苷对氯化钴诱导 ＰＣ１２ 细胞氧化应激损伤的保护作用。 方法　 芍药苷预先处理 ＰＣ１２ 细胞 １ ｈ，
再加入 ＣｏＣｌ２ 共孵育 ２４ ｈ。 采用 ＭＴＴ 法检测 ＰＣ１２ 细胞存活率， 利用 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 探针、 Ａｎｎｅｘｉｎ ＦＩＴＣ⁃Ｖ ／ ＰＩ 双染法、 ＪＣ⁃
１ 探针检测芍药苷 （１００、 ２００ μｇ ／ ｍＬ） 对 ＰＣ１２ 细胞 ＲＯＳ 水平、 细胞凋亡率及线粒体膜电位值 （ＭＭＰ） 的影响。
结果　 ＣｏＣｌ２诱导 ＰＣ１２ 细胞 ２４ ｈ 后， 其半数抑制浓度 （ＩＣ５０） 为 １􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ。 与模型组比较， ２００ μｇ ／ ｍＬ 芍药苷提高

ＣｏＣｌ２ 诱导 ＰＣ１２ 细胞存活率 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 减少细胞内 ＲＯＳ 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 抑制细胞凋亡 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 提高 ＭＭＰ
（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 芍药苷对 ＣｏＣｌ２ 诱导 ＰＣ１２ 细胞氧化应激损伤有显著保护作用。

关键词： 芍药苷； 脑卒中； 氧化应激； 凋亡
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