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摘要： 目的　 探究薯蓣丸联合依维莫司抑制 ＴＧＦ⁃β１ 诱导三阴性乳腺癌细胞 ４Ｔ１、 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 上皮间质转化的作用。
方法　 分别将 ４Ｔ１、 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞分为空白组、 诱导组， 诱导组用 ＴＧＦ⁃β１ 细胞因子干预使细胞发生上皮间质转

化。 后续实验分为模型组、 薯蓣丸组、 依维莫司组、 薯蓣丸联合依维莫司组， ＣＣＫ８ 法、 平板克隆法、 细胞划痕实验、
Ｔｒａｎｓｅｗｌｌ 实验检测细胞增殖、 克隆形成、 迁移、 侵袭能力， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞上皮间质转化相关蛋白 Ｅ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、 ＭＭＰ９、 ＭＭＰ２ 及 ＰＴＥＮ、 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ｍＴＯＲ 蛋白表达。 结果　 与空白组比较， 诱导

组 ４Ｔ１、 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞形态由上皮样转化为间质样， Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋

白表达升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 各给药组 ２ 种细胞增殖、 克隆形成、 迁移、 侵袭能力降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１），
ＰＴＥＮ、 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ｍＴＯＲ、 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、 ＭＭＰ９、 ＭＭＰ２ 蛋

白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 以薯蓣丸联合依维莫司组更明显 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 薯蓣丸联合依维莫司

能抑制 ＴＧＦ⁃β１ 诱导三阴性乳腺癌细胞上皮间质转化， 效果优于药物单用， 其机制可能与调控 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号通

路相关。
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　 　 ２０２０ 年统计数据显示， 乳腺癌是女性发病率

最高的肿瘤［１］， 其中三阴性乳腺癌是预后最差的

亚型， 因缺乏雌激素、 孕激素、 人表皮生长因子受

体 ２ 表达使其治疗手段有限， 仍以手术联合化疗为

主［２⁃３］， 同时转移是本病恶性程度高的主要原因，
约有 ５０％ 的早期患者可发展为转移性乳腺癌［４］。
上皮间质转化 （ＥＭＴ） 是肿瘤细胞转移的重要途

径， 随着肿瘤不断进展而分泌诸多细胞因子， 刺激

细胞形态从上皮样转化为间质样， 获得游走能力，
并随血液或淋巴系统到达靶器官， 最终形成转移

灶［５］。 转化生长因子⁃β１ （ＴＧＦ⁃β１） 是诱导三阴性

乳腺癌细胞发生 ＥＭＴ 的关键因素［６］； ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／
ｍＴＯＲ 信号通路在调控 ＴＧＦ⁃β１ 和 ＥＭＴ 中发挥着重

要作用， 有近 ３０％ 的三阴性乳腺癌患者该通路过

度激活［７］， 故通过靶向 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号通路

抑制肿瘤细胞 ＥＭＴ 是治疗本病的可能途径［８］。
依维莫司是 ｍＴＯＲ 靶点抑制剂， 将其联合其

他疗法治疗三阴性乳腺癌是当前研究热点［９⁃１０］。 课

题组前期证实， 薯蓣丸能抑制三阴性乳腺癌进

展［１１⁃１２］， 但具体机制尚不明确， 而且联合靶点抑制

剂是否具有协同增效的作用也未深入探索。 本研究

基于 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号通路及 ＴＧＦ⁃β１ 与 ＥＭＴ
之间的密切相关性， 通过 ＴＧＦ⁃β１ 体外诱导三阴性

乳腺癌细胞发生 ＥＭＴ， 考察薯蓣丸联合依维莫司的

作用机制， 以期为相关防治提供更多的思路和方法。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞及动物 　 三阴性乳腺癌人源细胞株

ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ （批号 ＺＱ０１１８）、 鼠源细胞株 ４Ｔ１
（批号 ＺＱ０２０１） 均购自上海中乔新舟生物科技有

限公司。 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠 ４０ 只， 雌性， 体质量

１８０～２００ ｇ， 购自广东维通利华实验动物技术有限

公司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （粤） ２０２２⁃
００６３］， 饲养在贵州医科大学附属医院临床研究中

心动物房， 饲养环境为 ＳＰＦ 级， 温度 ２２ ～ ２４ ℃，
相对湿度 ４５％ ～５０％ ， 普通饲料和蒸馏水喂养。 实

验方案经贵州医科大学动物伦理委员会批准 （审
批号 １９００６５０）。
１􀆰 ２　 药物　 薯蓣丸为原方加减后使用， 由广东一

方制药有限公司提供颗粒剂， 按饮片与其换算后组

成， 包括山药 ５ ｇ、 当归 ６􀆰 ６７ ｇ、 干地黄７􀆰 ６９ ｇ、
鸡内金 ０􀆰 ４８ ｇ、 川芎 ２ ｇ、 阿胶 ３ ｇ、 肉桂 １􀆰 ０９ ｇ、
柴胡 １􀆰 ５０ ｇ、 女贞子 １􀆰 ９２ ｇ、 芍药 １􀆰 １１ ｇ、 白术

３􀆰 ８４ ｇ、 杏仁 ０􀆰 ８３ ｇ、 人参 ２ ｇ、 桔梗 ３􀆰 ３３ ｇ、 茯苓

０􀆰 ４０ ｇ、 防风 ２􀆰 ５０ ｇ、 生姜 ０􀆰 ２４ ｇ、 白蔹０􀆰 ７５ ｇ、
大枣 ２􀆰 ５０ ｇ、 甘草 ６ ｇ、 莪术 １􀆰 ８７ ｇ、 白花蛇舌草

３􀆰 ７７ ｇ。 依维莫司 （货号 ＨＹ⁃１０２１８ ／ ＣＳ⁃００６４） 购

自美国 ＭｅｄＣｈｅｍｅｘｐｒｅｓｓ 公司。
１􀆰 ３　 试剂 　 Ｒｅｃｏｍｂｉｎｎａｎｔ Ｈｕｍａｎ ＴＧＦ⁃β１ （货号

１００⁃２１） 购自美国 ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ 公司； ＤＭＥＭ 高糖培

养基 （货号 Ｃ１１９９５５００ＢＴ） 购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司；
胎牛血清 （货号 ０４⁃００１⁃ＡＣＳ） 购自以色列 ＢＩ 公

司； 青⁃链霉素双抗 （货号 ＳＶ３００１０） 购自美国

ＨｙＣｌｏｎｅ 公司； ＣＣＫ８ 试剂盒 （货号 ６５１６２⁃１３⁃２）
购自大连美仑生物技术有限公司； 高效 ＲＩＰＡ 裂解

液 （货号 Ｒ００１０）、 二甲基亚砜 （货号 Ｄ８３７０）、
ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶快速配置试剂盒 （货号 Ｐ１２００） 均

购自北京索莱宝科技有限公司； β⁃ａｃｔｉｎ （货号

８１１１５⁃１⁃ＲＲ）、 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ （货号 ２０８７４⁃１⁃ＡＰ ） 抗

体均购自武汉三鹰生物技术有限公司； ＰＩ３Ｋ （货
号 ａｂ４０７７６ ）、 ｍＴＯＲ （ 货号 ａｂ３２０２８ ）、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ
（货号 ａｂ９２５４７） 抗体均购自英国 Ａｂｃａｍ 公司；
ＭＭＰ２ （货号 ｂｓ⁃２２５０３Ｒ）、 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ （货号 ｂｓ⁃
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１１７２Ｒ） 均购自北京博奥森生物技术有限公司； 基

质胶 （货号 ３５６２３４） 购自美国 ＢＤ 公司。
１􀆰 ４　 仪器　 超净工作台 （型号 ＳＷ⁃ＣＪ⁃２ＦＤ） 购自

苏州净化设备有限公司； 恒温 ＣＯ２ 培养箱 （型号

Ｍｏｄｅｌ３１０） 购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司； 倒置显微镜

（型号 ＣＫＸ４１） 购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司； 台式高速

冷冻离心机 （型号 Ａｌｌｅｇｒａ ６４Ｒ Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ） 购自美

国 Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ 公司； 多功能酶标仪购自美国

ＢｉｏＴｅｋ 公司； ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＭＰ 凝胶成像系统购自美国

Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司； 水平电泳仪 （型号 ＤＹ⁃６Ｃ） 购自北

京六一生物科技有限公司。
２　 方法

２􀆰 １　 含药血清制备 　 将 ４０ 只大鼠随机分为空白

组、 薯蓣丸组， 每组 ２０ 只， 薯蓣丸组按人与动物

间体表面积折算表的等效剂量换算大鼠用药剂

量［１３］， 按 ３ 倍量进行灌胃， 薯蓣丸组灌胃给予

３􀆰 ４３ ｇ ／ ｋｇ， 空白组灌胃给予等体积蒸馏水， 每天 ２
次， 连续 ７ ｄ。 末次灌胃 １􀆰 ５ ｈ 后， 麻醉大鼠进行

腹主动脉取血， 分离血清， ５６ ℃水浴灭活 ３０ ｍｉｎ，
０􀆰 ２２ μｍ 无菌微孔过滤器过滤， 置于－８０ ℃冰箱中

保存。
２􀆰 ２　 细胞培养 　 复苏 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１、 ４Ｔ１ 细胞，
用含 １０％ 胎牛血清、 １％ 青⁃链霉素双抗的 ＤＭＥＭ 培

养基， 于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 细胞培养箱中培养， 当

细胞生长融合至 ７０％ ～８０％ 时进行传代和保存， 每

１～２ ｄ 换液 １ 次， 后续实验取对数生长期者。
２􀆰 ３　 分组及干预　 课题组前期用 ２􀆰 ５ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＧＦ⁃
β１ 因子干预三阴性乳腺癌细胞 ２４ ｈ 可诱导

ＥＭＴ［１４］。 本实验将 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１、 ４Ｔ１ 细胞分为空

白组、 诱导组， 诱导组加入 ２􀆰 ５ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＧＦ⁃β１，
空白组加入等体积 ＤＭＳＯ， 干预 ２４ ｈ 后观察细胞形

态变化、 ２４ ｈ 划痕愈合率， 检测 ＥＭＴ 相关标志蛋

白， 建立 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１、 ４Ｔ１ 细胞 ＥＭＴ 模型。 后续

实验所用细胞均加入 ２􀆰 ５ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＧＦ⁃β１ 干预， 分

为模型组 （１０％ 空白血清）、 薯蓣丸组 （１０％ 薯蓣

丸含药血清）、 依维莫司组 （２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 依维莫司＋
１０％ 空白血清）、 薯蓣丸联合依维莫司组 （ ２０
μｍｏｌ ／ Ｌ 依维莫司＋１０％ 薯蓣丸含药血清）， 各组加

入 ＤＭＥＭ 高糖培养基补足体系。
２􀆰 ４　 ＣＣＫ８ 法检测细胞增殖和活性 　 取对数生长

期 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１、 ４Ｔ１ 细胞， 以每孔 ５×１０３ 个的密

度接种于 ９６ 孔板中， 每组设置 ３ 个复孔， 待细胞

贴壁后加药干预， 每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ８ 试剂，
３７ ℃避光孵育 １～２ ｈ， 在 ４５０ ｎｍ 波长处检测吸光

度， 计算细胞活性、 增殖抑制率， 重复 ３ 次。 检测

薯蓣 丸 含 药 血 清 对 细 胞 的 影 响 时， 设 立 ０、
１􀆰 ２５％ 、 ２􀆰 ５％ 、 ５％ 、 １０％ 、 ２０％ 含药血清组， 分

别干预 ２４、 ４８、 ７２ ｈ； 检测模型组、 薯蓣丸组、 依

维莫司组、 薯蓣丸联合依维莫司组对细胞增殖能力

的影响时， 加入药物后干预 ２４、 ４８ ｈ。
２􀆰 ５　 平板克隆实验检测细胞增殖克隆能力　 取对

数生长期 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１、 ４Ｔ１ 细胞， 以每孔 ５００ 个

的密度接种于 ６ 孔板中， 待 ２４ ｈ 细胞贴壁后， 各

组加入药物干预 ２４ ｈ， 弃去原培养基， 加入普通完

全培养基继续培养 １４ ｄ， 其间观察细胞状态， 适时

换液， 于倒置显微镜下观察细胞增殖为团块后弃去

培养基， ＰＢＳ 清洗 ２ 次， 加入 ６００ μＬ 多聚甲醛固

定后用结晶紫染色， ＰＢＳ 洗净晾干， 拍照， 重复

３ 次。
２􀆰 ６　 划痕实验检测细胞迁移率 　 取对数生长期

ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１、 ４Ｔ１ 细胞， 以每孔 １×１０６ 个的密度

接种于 ６ 孔板中， 于细胞培养箱中培养 ２４ ｈ 至贴

壁， 使用 ２００ μＬ 无菌枪头垂直划线， 弃去原培养

基， 加入含 “２􀆰 ３” 项下分组的药物培养基， 分别在

培养 ０、 ２４ ｈ 时于倒置显微镜下拍照， 重复 ３ 次。
２􀆰 ７　 Ｔｒａｎｓｅｗｅｌｌ 小室实验检测细胞侵袭能力　 将预

冷基质胶液化后与无血清培养基按 １ ∶ ８ 比例稀释，
加入 ５０ μＬ 至 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室中， 待其成为固态，
上室中每孔加入 ２００ μＬ 含 ３×１０５ 个经药物处理的

细胞悬液， 下室加入 ６００ μＬ 完全培养基， 置于培

养箱中 ２４ ｈ， 取出小室， ＰＢＳ 清洗后用棉签小心擦

拭内室细胞， 加入 ６００ μＬ 多聚甲醛固定后用结晶

紫染色， ＰＢＳ 洗净晾干， 于倒置显微镜下取 ５ 个视

野拍照， 重复 ３ 次。
２􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＥＭＴ 和 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ
信号通路相关蛋白表达　 按 “２􀆰 ３” 项下分组的药

物培养基处理 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１、 ４Ｔ１ 细胞 ２４ ｈ， 用含

蛋白酶和磷酸酶抑制剂的 ＲＩＰＡ 裂解液冰上裂解细

胞， 提取蛋白， ＢＣＡ 法检测蛋白含量， 确定上样

量， 变性后冷冻保存。 制备聚丙烯酰胺凝胶， 加上

样液， 电泳分离， 湿转法转移至 ＰＶＤＦ 膜， ５％ 脱

脂奶粉溶液室温封闭 １􀆰 ５ ｈ， 分别加入 β⁃ａｃｔｉｎ、 Ｅ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ （ １ ∶ １ ０００ ）， Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、
ｍＴＯＲ （ １ ∶ ５ ０００ ）， Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 ＭＭＰ２、 ＭＭＰ９
（１ ∶ ２ ５００） 抗体， ４ ℃摇床孵育过夜， 次日加入

二抗 （ １ ∶ １ ０００） 室温孵育 １ ｈ， 洗膜后放入

ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＭＰ 成像系统显影， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参，
利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析条带蛋白相对表达量。
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２􀆰 ９　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 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。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 ＴＧＦ⁃β１ 对 ４Ｔ１、 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞发生 ＥＭＴ
的影响 　 利用 ２􀆰 ５ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＧＦ⁃β１ 细胞因子干预

４Ｔ１、 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞 ２４ ｈ 后， 空白组细胞呈典

型的上皮细胞样、 多角形特点， 细胞间连接紧密，
成团生长； 诱导组细胞形态呈间质细胞梭形特点，
细胞间连接减少。 与空白组比较， 诱导组 ２４ ｈ 细

胞迁移能力升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 上皮细胞标志蛋白

Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 间质细胞标志蛋

白 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）， 说明 ＴＧＦ⁃β１ ２􀆰 ５ ｎｇ ／ ｍＬ 干预 ２４ ｈ 后可

诱导细胞发生 ＥＭＴ， 见图 １～２。

注： Ａ 为细胞形态， Ｂ 为细胞迁移能力， Ｃ 为细胞 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白电泳图。

图 １　 ＴＧＦ⁃β１ 诱导 ４Ｔ１、 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞发生 ＥＭＴ
情况

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＥＭＴ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｉｎ ４Ｔ１ ａｎｄ ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ ｃｅｌｌｓ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＴＧＦ⁃β１

３􀆰 ２　 薯蓣丸含药血清对 ４Ｔ１、 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞

活性的 影 响 　 与 ０％ 薯蓣丸含药血清组比较，
１􀆰 ２５％ ～１０％ 薯蓣丸含药血清组 ４Ｔ１、 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１
细胞 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 细胞活性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且

呈时间、 浓度依赖性； 与 １０％ 薯蓣丸含药血清组

比较， ２０％ 薯蓣丸含药血清组抑制 ４Ｔ１ 细胞 ７２ ｈ

注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２ 　 ＴＧＦ⁃β１ 对 ４Ｔ１、 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白及细胞迁移能力的影

响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ２ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＴＧＦ⁃β１ ｏｎ Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ， Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ，

Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｏｆ
４Ｔ１， ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

和 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 细胞活性的能

力并未持续升高。 另外， １０％ 薯蓣丸含药血清抑制

细胞增殖能力较其他更强， 且各时间段细胞活性均

未低于 ５０％ ， 说明该浓度对细胞具有较强抑制能

力但毒性不大， 因此后续选用 １０％ 作为最佳剂量，
见表 １。

３􀆰 ３　 薯蓣丸联合依维莫司对 ４Ｔ１、 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１
细胞增殖能力的影响　 与模型组比较， 薯蓣丸组、
依维莫司组、 薯蓣丸联合依维莫司组 ４Ｔ１、 ＭＤＡ⁃
ＭＢ⁃２３１ 细胞增殖抑制率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与依维

莫司组比较， 薯蓣丸联合依维莫司组 ４Ｔ１、 ＭＤＡ⁃
ＭＢ⁃２３１ 细胞增殖抑制率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ３。
３􀆰 ４　 薯蓣丸联合依维莫司对 ４Ｔ１、 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１
细胞克隆形成能力的影响　 与模型组比较， 薯蓣丸

组、 依维莫司组、 薯蓣丸联合依维莫司组 ４Ｔ１、
ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞克隆形成能力降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与依维莫司组比较， 薯蓣丸联合依维莫司组 ４Ｔ１、
ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞克隆形成能力降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
见图 ４。
３􀆰 ５　 薯蓣丸联合依维莫司对 ４Ｔ１、 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１
细胞迁移能力的影响　 与模型组比较， 薯蓣丸组、
依维莫司组、 薯蓣丸联合依维莫司组 ４Ｔ１、 ＭＤＡ⁃
ＭＢ⁃２３１ 细胞迁移能力降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与依维莫

司组比较， 薯蓣丸组、 薯蓣丸联合依维莫司组

４Ｔ１、 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞迁移能力降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
３９１２
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　 　 　 表 １　 不同体积分数薯蓣丸含药血清对细胞活性的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖｏｌｕｍｅ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ Ｓｈｕｙｕ Ｐｉｌｌｓ ｏｎ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

薯蓣丸含药血清

体积分数 ／ ％
４Ｔ１ 细胞活性 ／ ％ ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞活性 ／ ％

２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ ２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ
０ １００􀆰 ０３±３􀆰 ７１ １００􀆰 １３±５􀆰 ３０ １００􀆰 ００±３􀆰 ７１ １００􀆰 ００±１􀆰 ９５ １００􀆰 ０３±８􀆰 ３２ １００􀆰 １３±３􀆰 ８７

１􀆰 ２５ ８７􀆰 １８±０􀆰 ８７∗∗ ７５􀆰 ２６±３􀆰 ８７∗∗ ７２􀆰 ３４±１􀆰 １７∗∗ ８５􀆰 ２６±１􀆰 ９３∗∗ ７６􀆰 ０９±１􀆰 ５４∗∗ ７３􀆰 ５９±０􀆰 ３７∗∗

２􀆰 ５ ８２􀆰 ９０±４􀆰 ２２∗∗ ６８􀆰 ６１±４􀆰 ７８∗∗ ６７􀆰 ８５±０􀆰 １３∗∗ ７５􀆰 ９１±０􀆰 ３５∗∗ ６６􀆰 ７５±１􀆰 ４１∗∗ ６８􀆰 ３０±１􀆰 ５６∗∗

５ ７７􀆰 ２８±０􀆰 ３０∗∗ ６３􀆰 ６７±０􀆰 １９∗∗ ５６􀆰 ６７±２􀆰 ７５∗∗ ７２􀆰 ２８±０􀆰 ５１∗∗ ６２􀆰 ７１±２􀆰 ３４∗∗ ５９􀆰 ４６±２􀆰 ８６∗∗

１０ ６３􀆰 ４１±４􀆰 ４０∗∗ ５８􀆰 ９９±１􀆰 １５∗∗ ５１􀆰 ９９±０􀆰 ６２∗∗ ６３􀆰 １０±１􀆰 ７８∗∗ ５６􀆰 ７９±１􀆰 ３３∗∗ ５２􀆰 ４８±１􀆰 ４８∗∗

２０ ６２􀆰 ６６±４􀆰 ０３∗∗ ５７􀆰 ３８±０􀆰 ４４∗∗ ５２􀆰 ０４±０􀆰 ２１∗∗ ６４􀆰 ２６±１􀆰 ９８∗∗ ５６􀆰 ９６±０􀆰 ３８∗∗ ５７􀆰 ７３±４􀆰 ８３∗∗

　 　 注： 与 ０％ 含药血清比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

注： 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与依维莫司组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 薯蓣丸联合依维莫司对 ４Ｔ１、 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞增

殖的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｓｈｕｙｕ Ｐｉｌｌｓ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｅｖｅｒｏｌｉｍｕｓ ｏｎ

ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ４Ｔ１， ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ ｃｅｌｌｓ （ｘ±
ｓ， ｎ＝３）

Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ５。
３􀆰 ６　 薯蓣丸联合依维莫司对 ４Ｔ１、 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１
细胞侵袭能力的影响　 与模型组比较， 薯蓣丸组、
依维莫司组、 薯蓣丸联合依维莫司组 ４Ｔ１、 ＭＤＡ⁃
ＭＢ⁃２３１ 细胞侵袭能力降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与依维莫

司组比较， 薯蓣丸联合依维莫司组 ４Ｔ１、 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃
２３１ 细胞侵袭能力降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ６。
３􀆰 ７　 薯蓣丸联合依维莫司对 ４Ｔ１、 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１
细胞 ＥＭＴ 相关蛋白表达的影响 　 在 ４Ｔ１ 细胞中，
与模型组比较， 薯蓣丸组、 依维莫司组、 薯蓣丸联

合依维莫司组 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭＭＰ９ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 薯蓣

丸 组、 薯 蓣 丸 联 合 依 维 莫 司 组 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、 ＭＭＰ２ 蛋白表达降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 依维莫司组 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、 ＭＭＰ２
蛋白表达无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 与依维莫司组比

较， 薯 蓣 丸 组、 薯 蓣 丸 联 合 依 维 莫 司 组 Ｎ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白表达降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 薯蓣丸联合依维莫司组 ＭＭＰ９ 蛋白表达降

注： 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与依维莫司组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 薯蓣丸联合依维莫司对 ４Ｔ１、 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞克

隆形成能力的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｓｈｕｙｕ Ｐｉｌｌｓ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｅｖｅｒｏｌｉｍｕｓ ｏｎ

ｃｌｏｎｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ４Ｔ１， ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ ｃｅｌｌｓ （ ｘ ± ｓ，
ｎ＝３）

低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ７～８。
在 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞中， 与模型组比较， 薯

蓣丸组、 依维莫司组、 薯蓣丸联合依维莫司组 Ｅ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋 白 表 达 升 高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）， Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、
ＭＭＰ９ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 薯蓣丸组、 薯蓣

丸联合依维莫司组 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 ＭＭＰ２ 蛋白表达降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 依维莫司组 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、
ＭＭＰ２ 蛋白表达无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 与依维莫

司组比较， 薯蓣丸联合依维莫司组 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、 ＭＭＰ２、 ＭＭＰ９ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ７～８。
３􀆰 ８　 薯蓣丸联合依维莫司对 ４Ｔ１ 和 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１
细胞 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号通路相关蛋白表达的影

响　 在 ４Ｔ１ 细胞中， 与模型组比较， 薯蓣丸组、 依

４９１２
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注： 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与依维莫司组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 薯蓣丸联合依维莫司对 ４Ｔ１、 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞迁移能力的影响 （×１００， ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｓｈｕｙｕ Ｐｉｌｌｓ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｅｖｅｒｏｌｉｍｕｓ ｏｎ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｏｆ ４Ｔ１， ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１

ｃｅｌｌｓ （×１００， ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与依维莫司组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 薯蓣丸联合依维莫司对 ４Ｔ１、 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞侵袭能力的影响 （×２００， ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｓｈｕｙｕ Ｐｉｌｌｓ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｅｖｅｒｏｌｉｍｕｓ ｏｎ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｏｆ ４Ｔ１， ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃

２３１ ｃｅｌｌｓ （×２００， ｘ±ｓ， ｎ＝３）

维莫司组、 薯蓣丸联合依维莫司组 ＰＴＥＮ 蛋白表达

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ｍＴＯＲ 蛋白表达降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与依维莫司组比较， 薯

蓣丸联合依维莫司组 ＰＴＥＮ 蛋白表达升高 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， Ａｋｔ、 ｍＴＯＲ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 见图 ９～１０。

在 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞中， 与模型组比较， 薯

蓣丸组、 依维莫司组、 薯蓣丸联合依维莫司组

ＰＴＥＮ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＰＩ３Ｋ、
Ａｋｔ、 ｍＴＯＲ 蛋白表达降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；
与依维莫司组比较， 薯蓣丸组 ＰＩ３Ｋ 蛋白表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 薯蓣丸联合依维莫司组 ＰＴＥＮ 蛋白表

５９１２
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图 ７　 ４Ｔ１、 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、 ＭＭＰ２、 ＭＭＰ９ 蛋白条带

Ｆｉｇ􀆰 ７ 　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ ｏｆ Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ， Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ，
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ， ＭＭＰ２ ａｎｄ ＭＭＰ９ ｉｎ ４Ｔ１， ＭＤＡ⁃
ＭＢ⁃２３１ ｃｅｌｌｓ

注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与依维莫司组比较，
＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ８　 薯蓣丸联合依维莫司对 ４Ｔ１、 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞

Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、 ＭＭＰ２、
ＭＭＰ９ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｓｈｕｙｕ Ｐｉｌｌｓ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｅｖｏｌｉｍｕｓ ｏｎ
Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ， Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ， Ｖｉｍｅｎｔｉｎ， ＭＭＰ２ ａｎｄ
ＭＭＰ９ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ４Ｔ１， ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃
２３１ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

图 ９ 　 ４Ｔ１、 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞 ＰＴＥＮ、 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、
ｍＴＯＲ 蛋白条带

Ｆｉｇ􀆰 ９ 　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ ｏｆ ＰＴＥＮ， ＰＩ３Ｋ， Ａｋｔ， ａｎｄ
ｍＴＯＲ ｉｎ ４Ｔ１， ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ ｃｅｌｌｓ

达升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ＰＩ３Ｋ、 ｍＴＯＲ 蛋白表达降低

注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与依维莫司组比较，＃

Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １０　 薯蓣丸联合依维莫司对 ４Ｔ１、 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞

ＰＴＥＮ、 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ｍＴＯＲ 蛋白表达的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 １０　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｓｈｕｙｕ Ｐｉｌｌｓ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｅｖｏｌｉｍｕｓ

ｏｎ ＰＴＥＮ， ＰＩ３Ｋ， Ａｋｔ ａｎｄ ｍＴＯＲ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ４Ｔ１， ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ，
ｎ＝３）

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ９～１０。
４　 讨论

中医认为， 三阴性乳腺癌病机特点为 “内虚

与毒聚并存”， 其中正气亏虚为本， 并贯穿疾病始

终， 课题组前期采用薯蓣丸治疗本病， 获得良效。
同时， 患者虽以本虚为重， 但仍有药毒、 癌毒残

留， 故加入莪术、 白花蛇舌草等具有明确抗癌作用

的中药， 使薯蓣丸集补脾益气、 攻补兼施、 寒热并

用、 阴阳气血共调之功， 共同抑制肿瘤发展。
ＥＭＴ 是促使三阴性乳腺癌细胞侵袭、 转移的

关键因素， 其标志主要是以 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 为代表的上

皮细胞分子失去保持细胞完整性和极性的作用， 肿

瘤细胞间粘附降低， 游走能力更强； 间充质细胞标

志物 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达升高， 使细胞形态

发生改变， 更易侵入血液或淋巴系统； 肿瘤细胞中

高表达的 ＭＭＰ２、 ＭＭＰ９ 等通过降解细胞外基质，
使 ＥＭＴ 更具侵袭性［５，１５］。 ＴＧＦ⁃β１ 是促使癌细胞肺

转移的启动子［６］， 在三阴性乳腺癌中可作为 ＭＭＰｓ
的调节剂来诱导癌细胞高表达 ＭＭＰ２ 和 ＭＭＰ９， 使

肿瘤细胞发生 ＥＭＴ［１６⁃１７］。 本研究发现， 体外使用

ＴＧＦ⁃β１ 处理三阴性乳腺癌细胞后， 细胞形态由上

皮样变为间质样， 迁移能力增强， Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达

降低， Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达升高， 表明 ＴＧＦ⁃
β１ 诱导了 ＥＭＴ 过程。
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ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 是三阴性乳腺癌进展的关键

信号通路， ｍＴＯＲ 在调控肿瘤细胞 ＥＭＴ 中起到重

要作用［１８］， 一方面， 通过改变 ＰＫＣ 磷酸化， 调控

细胞骨架， 使肿瘤细胞获得侵袭、 迁移能力［１９］；
另一方面， 通过磷酸化 Ｓｅｒ４７３ 上的 Ａｋｔ 激活 ｍＴＯＲ
促使细胞 ＥＭＴ［２０］， 故调控 ｍＴＯＲ 靶点、 抑制 ＥＭＴ
是治疗本病的可能途径。 本研究发现， 薯蓣丸、 依

维莫司及两者联合用药可抑制 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 通

路活化， 提示上述药物可能通过此通路发挥作用，
并且联用时具有协同效果。 依维莫司是临床用于治

疗乳腺癌的 ｍＴＯＲ 靶点抑制剂， 但单用不能抑制

三阴性乳腺癌进展， 而将其联合其他手段是目前研

究热点［１０］， 如联合紫杉醇能延长患者生存期， 效

果优于单用后者， 但不良反应也随之增加［２１］。 本

研究 发 现， 依 维 莫 司 不 能 抑 制 ４Ｔ１ 细 胞 中

Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 ＭＭＰ２ 蛋白表达及 ＭＤＡ⁃
ＭＢ⁃２３１ 细胞中 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 ＭＭＰ２ 蛋白表达， 可能

是该药物无法抑制三阴性乳腺癌进展的潜在因素，
而与薯蓣丸联用后能有效调控通路， 增强对 ＥＭＴ
的抑制作用， 呈现协同增效作用。

综上所述， 薯蓣丸联合依维莫司可抑制三阴性

乳腺癌细胞 ＥＭＴ 并降低增殖、 迁移、 侵袭等恶性

生物学行为， 效果优于单用后者， 其机制可能与调

控 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号通路相关， 但在体内是否

具有同样作用有待进一步研究。
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Ｃｙｔｏｋｉｎｅ Ｎｅｔｗ， ２０１６， ２７（４）： ８１⁃８９．
［２１］ 　 Ｊｏｖａｎｏｖｉｃ Ｂ， Ｍａｙｅｒ Ａ， Ｍａｙｅｒ Ｅ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｒａｎｄｏｍｉｚｅｄ

ｐｈａｓｅ ＩＩ ｎｅｏａｄｊｕｖａｎｔ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ， ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ ｗｉｔｈ ｏｒ

ｗｉｔｈｏｕｔ ｅｖｅｒｏｌｉｍｕｓ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｓｔａｇｅ ＩＩ ／ ＩＩＩ ｔｒｉｐｌｅ⁃ｎｅｇａｔｉｖｅ
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