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摘要# 目的!探讨乳病消片含药血清对人乳腺癌WOI+, 细胞增殖的抑制作用( 方法!细胞悬液加入低剂量 "#’!#)
中剂量 "’(!# 或高剂量 ""((!# 含药血清后分别孵育 #)) )*) ,# @’ W//法测定细胞增殖抑制率’ 流式细胞术检
测细胞周期和凋亡’ [:09@M6$$#’*染色法观察细胞核形态变化’ C0M60;> N1:6法检测胞浆细胞色素O"O=6+O#) 半胱氨
酸蛋白酶+$ "O4MR4M0+$#) 半胱氨酸蛋白酶+. "O4MR4M0+.# 表达( 结果!与对照组 "空白血清# 比较’ 含药血清组在
不同孵育时间均可显著抑制细胞增殖 "!V(D(’’ !V(D("#$ 孵育 )* @后’ L( &L" 期细胞比例显著增加 "!V(D(’#’
G期细胞比例显著降低 "!V(D(’#’ 凋亡率显著升高 "!V(D("#$ 细胞核碎裂) 浓缩程度和蓝色荧光强度呈剂量依
赖性增加’ 中) 高剂量组出现凋亡小体’ O=6+O) O4MR4M0+$) O4MR4M0+. 表达均显著增加 "!V(D(’#( 结论!乳病消片
含药血清对WOI+, 细胞增殖具有显著抑制作用’ 其机制可能与启动线粒体凋亡途径有关(
关键词! 乳病消片$ 含药血清$ WOI+, 细胞
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!!乳腺癌是严重危害女性健康的恶性肿瘤之一’
其发病率呈现急剧上升趋势’ 已经成为女性健康的
最大威胁%"+#& ( 目前’ 中医药在乳腺癌治疗中的作
用受到广泛关注’ 复方中药己经成为相关综合治疗
中的一个重要组成部分( 乳病消片是兰州大学第二
医 院 自 制 的 复 方 中 药 制 剂 " 甘 药 制 字
#(()(((*#$#’ 由柴胡) 青皮) 丹参) 元胡) 当归)
淫羊藿等 "’ 味药材组成’ 临床上主要用于治疗乳
腺炎和乳腺增生’ 疗效肯定%$+’& ’ 但具体作用机制
尚不明确( 本实验以乳病消片含药血清作用于人乳
腺癌WOI+, 细胞’ 观察它对 WOI+, 细胞增殖) 凋
亡及细胞周期的影响’ 并初步阐明其作用机制’ 以
期为相关临床应用提供实验依据(
MN材料
"D"!试药!清洁级 G]大鼠 %兰州大学医学动物
实验中心’ 合格证号兰州大学动物实验中心 GOPT
"甘# +#("$+(((#&$ 人乳腺癌 WOI+, 细胞 "中国
科学院上海细胞库#( 乳病消片 "#,( 3?&片’ 兰
州大学第二医院’ 批号 ",($""#’ 由柴胡) 青皮)
丹参) 枳壳) 红藤) 元胡) 鳖甲) 川楝子) 当归)
浙贝) 淫羊藿) 茯苓) 王不留行) 炙甘草) 黄芪组
成’ 分别以 ")) "#) "( 倍水量煎煮 $ 次’ 合并滤
液并浓缩为清膏’ 烘干后粉碎’ 加入辅料压片( 四
甲基偶氮唑蓝 "W//#) [:09@M6$$#’* 染色试剂
盒) B>>0c5> ‘+IF/O细胞凋亡检测试剂盒) 细胞周
期检测试剂盒 "碧云天生物技术研究所#$ 鼠抗人
O4MR4M0+$) O4MR4M0+.) O=6+O) Q91+#) Q4c) !+4965>
单克隆抗体 "美国 G4>64O;7m公司#$ 辣根过氧化
物酶标记兔抗鼠二抗 "美国 S49UM:> F337>:A0+
M04;9@公司#$ 胎牛血清) AKWF+"-)( 培养基 %赛
默飞世尔生物化学制品 "北京# 有限公司&(
"D#!仪器!IBOG O415N7;型流式细胞仪 "美国Q]
公司#$ 尼康 *( 荧光显微镜 "日本尼康公司#$ 全
波长酶标仪 "赛默飞世尔科技公司#(
%N方法
#D"!含药血清制备!将 #( 只 G]大鼠随机分为给
药组) 对照组’ 每组 "( 只( 乳病消片临床常用量
为 ’D.) ?&a’ 根据等效剂量折算系数法换算成大鼠
灌胃剂量约为 -(( 3?&U?’ # 次&a’ 连续 , a( 末次
给药 # @ 后’ 水合氯醛麻醉’ 腹主动脉取血’
# ((( ;&35>离心 "( 35> 取血清’ ’- e下灭活
$( 35>’ (D## $3微孔滤膜过滤除菌后’ h*( e下
保存备用( 使用时’ 空白血清倍比稀释成相应浓度(
#D#!W//法检测WOI+, 细胞增殖!取对数生长期

的WOI+, 细胞悬液’ 以 ’ i"() &孔密度接种于 .-
孔板’ $, e) ’!OJ# 下孵育 #) @后弃除原培养液
总体积的 "(!’ 然后加入等体积不同浓度 "#’!)
’(!) "((!’ 即低) 中) 高剂量组# 含药血清或
空白血清 "占总培养体系的 "(!#’ 另设不含药物
的血清作为对照组’ 加药后继续孵育 #)) )*)
,# @( 培养结束后 W//染色’ 于 ).( >3波长处测
定光密度 "J]#’ 计算细胞增殖抑制率’ 公式为
增殖抑制率 g " " h含药血清组 J]&对照组
J]# i"((!’ 重复 $ 次(
#D$!流式细胞术检测 WOI+, 细胞周期和凋亡!实
验分组同 .#D#/ 项’ 细胞以 " i"(’ &孔密度接种
于 "# 孔培养板中’ 孵育 #) @ 后弃除原培养液总体
积的 "(!’ 然后加入等体积不同浓度含药血清或
空白血清 "占总培养体系的 "(!#( 药物继续孵育
)* @后收集细胞’ 根据细胞周期与细胞凋亡检测试
剂盒说明书进行操作(
#D)![:09@M6$$#’* 染色法观察细胞核形态!实验
分组) 细胞处理及给药方法同 . #D$ / 项( 取
WOI+, 细胞接种于 - 孔板中’ 孵育 #) @ 后弃除原
培养液总体积的 "(!’ 然后加入等体积不同浓度
含药血清或空白血清 "占总培养体系的 "(!#’
)* @后收集细胞并制成细胞悬液’ 根据 [:09@M6
$$#’* 试剂盒说明书进行操作’ 于显微镜下观察
[014细胞核形态’ 并对图像进行分析(
#D’!C0M60;> N1:6法检测 O4MR4M0+$) O4MR4M0+.)
O=6+O表达!实验分组) 细胞处理及给药方法同
.#D$/ 项( WOI+, 细胞接种于 - 孔板中’ 孵育#) @
后弃除原先培养液总体积的 "(!’ 然后加入等体
积不同浓度含药血清或空白血清 "占总培养体系
的 "(!#( 待药物作用 )* @ 后弃上清’ KQG 冲洗 $
次’ 加入适量含蛋白酶抑制剂的细胞裂解液’ 冰上
裂解 $( 35>’ ) e) "’ ((( ;&35> 离心 #( 35>’ 取
上清’ QOB法对所提总蛋白进行定量’ 规定上样量
为 )( $?’ 加入 E:4a5>?Q7__0;煮沸变性( "(!
G]G+KBL2凝胶电泳分离’ 电转移至 K‘]I膜’ 一
抗 "O4MR4M0+$) O4MR4M0+.) O=6+O’ " d# (((# ) e
下孵育过夜’ 加入二抗 "" d* (((#’ 室温下孵育
# @’ 2OE法显色’ 通过 F34?0+K;:K17M,D( 软件分
析条带FJ](
#D-!统计学分析!通过 GKGG "-D( 软件进行统计
学处理’ 数据以 "Mj8# 表示’ 组间比较采用单因
素方差分析或 EG]+5检验( !V(D(’ 表示差异有统
计学意义(
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ON结果
$D"!含药血清对WOI+, 细胞增殖的影响!与对照
组比较’ 含药血清组作用 #)) )*) ,# @ 后均能显
著抑制 WOI+, 细胞增殖 "!V(D(’’ !V(D("#(
见表 "(
表 MN含药血清对CBS!)细胞增殖的影响 $/P0% $QO&
A70(MND33241+3;2*,4712*528>; +.1/2<8+:,32871,+.+3

CBS!) 42::5$/P0% $QO&

组别
抑制率&!

#) @ )* @ ,# @
对照组 ( j(! ( j(! ( j(!
含药血清低剂量组 ""D") j"D"$! #(D.* j$D"$!! $(D"" j)D"#!!

含药血清中剂量组 #$D() j$D"-!! $-D(. j’D)’!! ).D-$ j’D-.!!

含药血清高剂量组 $#D)# j-D")!! ’-D$$ j)D),!! -"D$) j,D(#!!

!!注!与对照组比较’!!V(D(’’!!!V(D("

$D#!含药血清对WOI+, 细胞周期和凋亡的影响!
与对照组比较’ 含药血清组作用 )* @ 后’ L(&L"
期细胞比例显著增加 "!V(D(’#’ G 期细胞比例
显著减小 "!V(D(’#’ 凋亡率显著升高 "!V
(D("#( 见表 #(
$D$!含药血清对WOI+, 细胞核形态的影响!随着
含药血清浓度增加’ WOI+, 细胞核碎裂) 浓缩程
度) 蓝色荧光强度呈剂量依赖性地增加’ 并且中)
高剂量组出现凋亡小体( 见图 "(
$D)!含药血清对 O=6+O! O4MR4M0+$! O4MR4M0+表达
的影响!与对照组比较’ 含药血清组作用 )* @ 后’
O=6+O) O4MR4M0+$) O4MR4M0+. 表 达 均 显 著 增 加
"!V(D(’’ !V(D("#( 见图 #(

表 %N含药血清对CBS!)细胞周期和凋亡的影响 $/P0% $QO&
A70(%ND332415+3;2*,4712*528>;+.1/24=4:27.*7<+<1+5,5+3CBS!) 42::5$/P0% $QO&

组别
细胞周期&!

L( &L" G L# &W
凋亡率&!

对照组 ’"D(" j)D*- $’D-. j)D.# ""D#" j#D)’ $D(" j(D)*
含药血清低剂量组 ’-D*. j)D))! $(D(* j)D"#! "(D#- j#D($ "*D#$ j"D’*!!

含药血清中剂量组 -#D(# j-D’-! #’D"’ j#D’-! "(D(" j"D#’ $,D-* j’D")!!

含药血清高剂量组 ,(D#$ j-D’"!! ".D#" j’D),!! *D"# j#D$$! )-D", j$D*’!!

!!注!与对照组比较’!!V(D(’’!!!V(D("

图 MN含药血清对CBS!)细胞核形态的影响 $ %̂__&
S,W(MND33241+3;2*,4712*528>; +.1/2.>4:2,4;+8!

</+:+W= +3CBS!) 42::5$ %̂__&

’N讨论
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%-& ( 乳病消片是兰州大学第二医院自制复方中
药制剂’ 已有十多年临床应用实践%$+’& ’ 但尚缺乏

分子水平药理学研究(
细胞周期是细胞增殖的基本过程’ 周期阻滞已

成为抗肿瘤药物研发的重要方向%,+*& ’ 本实验发
现’ 给予乳病消片含药血清后人乳腺癌 WOI+, 细
胞发生 L"&L(期阻滞’ 即可阻止L"&L( 期的细胞顺
利进入 G期及L#&W期’ 从而使WOI+, 细胞的有丝
分裂过程受到干扰’ 导致其增殖受到抑制( 细胞凋
亡是指程序性细胞死亡’ 其紊乱与肿瘤细胞过度增
殖密切相关’ 故诱导肿瘤细胞凋亡对抑制肿瘤细胞
增殖至关重要’ 本实验发现’ 乳病消片含药血清可
显著增加 WOI+, 细胞凋亡率’ 并能引起细胞核凋
亡性改变’ 即诱导 WOI+, 细胞发生凋亡( 线粒体
凋亡途径是细胞凋亡的最主要途径之一%.& ’ 通常
凋亡信号能引起线粒体跨膜电位下降’ 导致 O=6+O
释放进入胞浆’ 作为凋亡诱导因子’ 它能通过
BR4_+" 因子的多聚化与 O4MR4M0+. 前体形成凋亡小
体’ 激活 O4MR4M0+$’ 从而诱发下游 O4MR4M0M蛋白
酶家族凋亡级联反应’ 最终导致细胞凋亡%"(+")& ’
结合本实验结果可知’ 乳病消片含药血清能显著升
高胞浆O=6+O) O4MR4M0+$) O4MR4M0+. 表达水平’ 推
测它可能启动了WOI+, 细胞线粒体凋亡途径(

综上所述’ 乳病消片含药血清对 WOI+, 细胞
)#"#
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注! B为对照组’ Q为含药血清低剂量组’ O为含药血清中剂量组’ ]为含药血清高剂量组( 与对照组比较’!!V(D(’’!!!V(D("

图 %N含药血清对B=1!B’ B75<752!O’ B75<752!‘表达的影响
S,W(%ND332415+3;2*,4712*528>;+.1/22X<8255,+.5+3B=1!B% B75<752!O 7.*B75<752!‘

增殖具有显著的抑制作用’ 能引起细胞周期 L(&L"
阻滞’ 诱导细胞凋亡’ 其机制可能与启动线粒体凋
亡途径有关(
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