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摘要： 目的　 探讨防己黄芪汤对三阴性乳腺癌 （ＴＮＢＣ） 裸鼠肿瘤生长的抑制作用。 方法　 使用 ４Ｔ１ 细胞建立 ＴＮＢＣ
裸鼠移植瘤模型， 成瘤后将裸鼠分为模型组和防己黄芪汤低、 中、 高剂量组 （４􀆰 ０３、 ８􀆰 ０６、 １６􀆰 １２ ｇ ／ ｋｇ）， 灌胃给药

２１ ｄ。 采用 ＨＥ 染色观察肿瘤组织病理变化， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测肿瘤组织 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ 以及糖酵解关键酶 ＨＫ２、 ＰＫＭ２、
ＬＤＨＡ ｍＲＮＡ 表达； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肿瘤组织 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ、 ＨＫ２、 ＰＫＭ２、 ＬＤＨＡ 蛋白表达； 比色法

检测肿瘤组织乳酸水平。 结果　 与模型组比较， 防己黄芪汤各剂量组肿瘤体积减小 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 肿瘤细胞密

度降低， 有丝分裂象减少， 无红细胞渗出； 肿瘤组织 ＨＫ２、 ＰＫＭ２、 ＬＤＨＡ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达均降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１），
ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ ｍＲＮＡ 及其蛋白磷酸化水平均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 防己黄芪汤可通过抑制 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路

激活， 下调糖酵解相关酶表达， 减少乳酸生成， 从而干预 ＴＮＢＣ 糖酵解代谢重编程， 发挥抗三阴性乳腺癌作用。
关键词： 防己黄芪汤； 三阴性乳腺癌； 糖酵解； ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路； 代谢重编程
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　 　 乳腺癌已成为全球女性中最常见的恶性肿

瘤［１］。 三阴性乳腺癌 （ｔｒｉｐｌｅ⁃ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ，
ＴＮＢＣ） 是指缺乏雌激素受体、 孕激素受体和人类

表皮生长因子受体 ２ 表达的一种亚型， 约占所有乳

腺癌的 １５％ 至 ２０％ ［２］。 由于缺乏相应受体， 目前

ＴＮＢＣ 针对性的治疗手段较少， 已成为乳腺癌中最

具挑战性的亚型之一［３］。
肿瘤代谢重编程被认为是癌细胞增殖和转移的

重要驱动力之一［４］。 其中， 有氧糖酵解在维持肿

瘤细胞生长等方面发挥关键作用［５］。 在 ＴＮＢＣ 中，
有氧糖酵解代谢增强［６⁃７］。 糖酵解相关酶如己糖激

酶 ２ （ ｈｅｘｏｋｉｎａｓｅ ２， ＨＫ２）、 丙酮酸激酶 Ｍ２ 型

（ ｐｙｒｕｖａｔｅ Ｋｉｎａｓｅ Ｍ２， ＰＫＭ２ ）、 乳 酸 脱 氢 酶 Ａ
（ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ Ａ， ＬＤＨＡ） 等激活后可促进

ＴＮＢＣ 侵袭转移［８⁃１０］。 此外， 磷脂酰肌醇 ３⁃激酶

（ ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ ３⁃ｋｉｎａｓｅ， ＰＩ３Ｋ ） ／蛋 白 激 酶 Ｂ

（ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ， Ａｋｔ） 信号通路可调节多种糖酵

解关键酶表达， 增强肿瘤细胞的糖酵解代谢［１１］。
通过抑制 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路减少有氧糖酵解代谢

已成为防治 ＴＮＢＣ 转移侵袭的关键策略［１２］。
防己黄芪汤在抗肿瘤方面具有潜在优势［１３⁃１４］，

研究发现其在体内外均可抑制 ＴＮＢＣ 进展［１５］。 课

题组前期通过高通量测序发现防己黄芪汤抗 ＴＮＢＣ
机制与调控 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路有关［１６］， 但缺乏实

验验证。 防己黄芪汤还可降低乳腺癌患者血清中有

氧糖酵解的关键酶表达［１７］。 因此， 本研究探讨防

己黄芪汤是否可通过 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路抑制

ＴＮＢＣ 糖酵解代谢， 以期为防己黄芪汤作为治疗

ＴＮＢＣ 的基础方提供实验依据， 也为中医药通过调

控代谢干预肿瘤进展提供实验依据。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ２０ 只 ＳＰＦ 级雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸鼠， ４ ～ ６

７９９

２０２６ 年 ３ 月

第 ４８ 卷　 第 ３ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｍａｒｃｈ ２０２６

Ｖｏｌ． ４８　 Ｎｏ． ３



周龄， 体质量 １４􀆰 ８～１５􀆰 ９ ｇ， 购自湖南斯莱克景达

实验动物有限公司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ
（湘） ２０１９⁃００４］， 饲养于湖南中医药大学科技创

新中心动物实验室 ＳＰＦ 级环境 ［实验动物使用许

可证 ＳＹＸＫ （湘） ２０１９⁃０００９］。 本动物实验经湖南

中医药大学科技创新中心动物伦理委员会批准

（伦理编号 ＨＮＵＣＭ２１⁃２４０１⁃０７）。
１􀆰 ２　 细胞　 小鼠乳腺癌 ４Ｔ１ 细胞 （货号 ＣＬ⁃０００７）
购自武汉普诺赛生命科技有限公司。
１􀆰 ３　 药 物 　 防己 黄 芪 汤 由 防 己 １５ ｇ （ 批 号

Ａ１０５５４０２）、 黄芪 ２０ ｇ （批号 Ａ２０１９０１２）、 白术

１０ ｇ （ 批 号 Ａ３０６０６２２ ）、 甘 草 ６ ｇ （ 批 号

Ａ３０６Ｌ１４２）、 大枣 ５ ｇ （批号 Ａ３０７０３５２）、 生姜 ６ ｇ
（批号 Ａ３０８０６２７） 组成， 各药材配方颗粒均由广东

一方制药有限公司生产， 购自湖南中医药大学第一

附属医院。 取上述配方颗粒， 加入 ３１ ｍＬ 生理盐

水， 通过超声助溶制成 ２ ｇ ／ ｍＬ 的混悬液以用于灌

胃， 灌胃前使用水浴加热并颠倒混匀。
１􀆰 ４　 试剂　 β⁃ａｃｔｉｎ、 ＬＤＨＡ、 ＰＫＭ２ 抗体 （武汉三

鹰生物技术有限公司， 货号 ２０５３６⁃１⁃ＡＰ、 １９９８７⁃１⁃
ＡＰ、 ６０２６８⁃１⁃Ｉｇ ）； Ｈｅｘｏｋｉｎａｓｅ Ⅱ （ ＨＫ２ ）、 ＰＩ３Ｋ
ｐ８５、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ｐ８５、 Ａｋｔ、 ｐ⁃Ａｋｔ 抗 体 （ 美 国 Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公 司， 货 号 ２８６７Ｔ、 ４２９２、
１７３６６、 ９２７２、 ９２７１）； 山羊抗鼠 ＩｇＧ、 山羊抗兔

ＩｇＧ 二抗、 Ｌ⁃乳酸 （Ａ） 比色法测试盒 （武汉伊莱

瑞特生物科技股份有限公司， 货号 Ｅ⁃ＡＢ⁃１００１、 Ｅ⁃
ＡＢ⁃１００３、 Ｅ⁃ＢＣ⁃Ｋ０４４⁃Ｍ）； ＥＣＬ 发光液 （合肥白

鲨生 物 科 技 有 限 公 司， 货 号 ＢＬ５２０Ｂ ）； ｃＤＮＡ
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ＳｕｐｅｒＭｉｘ （ｇＤＮＡ Ｐｕｒｇｅ）、 ＮｏｖｏＳｔａｒｔ ＳＹＢＲ
Ｈｉｇｈ⁃Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｑＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ （上海近岸科技有

限公司， 货号 Ｅ０４７⁃０１Ｂ、 Ｅ０９９⁃０１Ａ）。
１􀆰 ５　 仪器　 无耗材细胞计数仪 ［高分 （北京） 生

物科技有限公司］； Ｐａｎｎｏｒａｍｉｃ ＭＩＤＩ 数字玻片扫描

仪 （匈牙利 ３ＤＨＩＳＴＥＣＨ 公司）； ＡＢＩ ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ６
ＦＬＥＸ Ｑ６ 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； ＣｈｅｍｉＤｏｃ⁃ＸＲＳ ＋凝胶成像

系统 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； 石蜡切片机 ［徕卡显

微系统 （上海） 贸易有限公司］。
２　 方法

２􀆰 １　 造模、 分组及给药 　 ２０ 只裸鼠适应性喂养

７ ｄ后， 根据体质量随机分为模型组和防己黄芪汤

低、 中、 高剂量组， 每组 ５ 只。 取处于对数生长期

的 ４Ｔ１ 细胞， ＰＢＳ 重悬细胞， 使用细胞计数仪计

数， 调整细胞密度至 ５×１０６ 个 ／ ｍＬ， 注射于裸鼠腋

窝处， 每只注射 １００ μＬ。 根据人与小鼠体表面积

进行剂量换算， 以临床用量的等效剂量为防己黄芪

汤中剂量， 即 ８􀆰 ０６ ｇ ／ ｋｇ， 高、 低剂量为 １６􀆰 １２、
４􀆰 ０３ ｇ ／ ｋｇ。 当皮下肿瘤最大直径达到 ５ ｍｍ 时， 灌

胃给药， 其中模型组灌胃等体积生理盐水， 持续

２１ ｄ。 给药期间， 每隔 ７ ｄ 测量 １ 次肿瘤大小， 使

用游标卡尺测量肿瘤最长径 （ａ） 和最短径 （ ｂ），
肿瘤体积 （ ｔｕｍｏｒ ｖｏｌｕｍｅ， ＴＶ） 计算公式为 ＴＶ ＝
０􀆰 ５×ａ×ｂ２。 末次给药后， 大鼠禁食不禁水２４ ｈ， 摘

眼球取血， 随后脱颈处死， 摘取肿瘤组织， 每个肿

瘤组织剪取部分固定于多聚甲醛中， 用于组织病理

学检测， 剩余部分用于 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和
乳酸水平检测。
２􀆰 ２　 ＨＥ 染色观察肿瘤组织病理形态 　 取多聚甲

醛中固定的肿瘤组织， 流水冲洗， 乙醇梯度脱水，
浸蜡， 包埋切片， 烤片； 依次用二甲苯Ⅰ、 二甲苯

Ⅱ各浸泡 １０ ｍｉｎ， 随后置于梯度乙醇中各浸泡 ５
ｍｉｎ， 脱蜡； 将切片置于苏木精染液中染色 １０ ｍｉｎ，
盐酸乙醇分化， 自来水冲洗返蓝； 将切片置于伊红

染液中染色 ２５ ｍｉｎ； 依次用 ７０％ 、 ８０％ 、 ９５％ 、
１００％ 梯度乙醇脱水； 随后依次将切片放入二甲苯

Ⅰ、 二甲苯Ⅱ中透明； 滴加中性树胶封片， 完全干

燥后于显微镜下观察并拍照。
２􀆰 ３　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测肿瘤组织 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ＨＫ２、
ＰＫＭ２、 ＬＤＨＡ ｍＲＮＡ 表达　 剪取约 １００ ｍｇ 的肿瘤

组织， 加入研磨珠和 ＴＲＩｚｏｌ 裂解液， 使用低温研

磨仪研磨， 按照试剂盒说明书提取 ＲＮＡ， 使用

Ｎａｎｏｄｒｏｐ 分光光度计测定 ＲＮＡ 浓度。 按照试剂盒

说明书配制逆转录反应体系， 将 ＲＮＡ 逆转录为

ｃＤＮＡ， 于 ＰＣＲ 仪中进行扩增， 反应体系为 ２０ μＬ，
以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 使用 ２－ΔΔＣＴ法进行定量分析。 引

物由武汉皮诺飞生物科技有限公司合成， 引物序列

见表 １。
表 １　 引物序列

基因 序列（５′→３′） 长度 ／ ｂｐ
ＰＩＫ３ 正向 ＧＣＧＴＧＡＣＡＴＧＴＡＧＧＣＴＣＴＣＡＧ １４８

反向 ＣＴＡＴＡＣＧＧＣＣＣＧＣＡＣＴＧＴＡＡ
Ａｋｔ 正向 ＧＣＣＧＣＣＴＧＡＴＣＡＡＧＴＴＣＴＣＣ １１９

反向 ＴＴＣＡＧＡＴＧＡＴＣＣＡＴＧＣＧＧＧＧ
β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ＧＴＧＡＣＧＴＴＧＡＣＡＴＣＣＧＴＡＡＡＧＡ ２４５

反向 ＧＣＣＧＧＡＣＴＣＡＴＣＧＴＡＣＴＣＣ
ＨＫ２ 正向 ＴＣＡＧＡＴＣＧＡＧＡＧＴＧＡＣＴＧＣＣ １９１

反向 ＣＣＡＧＴＣＣＡＣＧＧＴＴＣＴＣＴＣＴＴ
ＰＫＭ２ 正向 ＣＴＧＴＧＣＴＧＴＧＴＡＡＧＧＡＴＧＣＣ １６７

反向 ＡＣＧＣＡＴＧＧＴＧＴＴＧＧＴＧＡＡＴＣ
ＬＤＨＡ 正向 ＴＧＴＡＡＣＴＧＣＧＡＡＣＴＣＣＡＡＧＣ ２０５

反向 ＧＣＣＡＣＴＧＡＴＴＴＴＣＣＡＡＧＣＣＡ
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２􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肿瘤组织 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ｐ⁃
ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ、 ＨＫ２、 ＰＫＭ２、 ＬＤＨＡ 蛋白表达 　 剪

取适量肿瘤组织， 加入 ＲＩＰＡ 裂解液， 使用低温组

织研磨仪研磨， ＢＣＡ 法测定蛋白浓度， 调整各组

蛋白浓度至一致。 加入蛋白上样缓冲液后加热， 使

蛋白变性， 每孔上样量约 ３０ μｇ。 电泳分离蛋白，
并转至 ＰＶＤＦ 膜上， 用快速封闭液封闭 １０ ｍｉｎ， 按

照说明书稀释一抗， 加入一抗后 ４ ℃ 孵育过夜，
ＴＢＳＴ 洗膜， 按照说明书稀释二抗， 加入二抗后室

温孵育 ２ ｈ， ＴＢＳＴ 洗膜， 滴加显影液显色、 曝光。
以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析蛋白条带

灰度值。
２􀆰 ５　 乳酸水平检测　 取约 ５０ ｍｇ 肿瘤组织， 加入

０􀆰 ５ ｍＬ ＰＢＳ， 使用组织研磨仪进行匀浆处理， 离

心后取上清， 按照说明书进行操作。 取 ９６ 孔板，
加入试剂盒中的标准品以及待测样品各 ５ μＬ， 随

后依次加入 １００ μＬ 酶工作液、 ２０ μＬ 显色液，
３７ ℃孵育 １０ ｍｉｎ， 加入终止液， 使用酶标仪测定

各孔在 ５３０ ｎｍ 波长处的光密度 （ＯＤ） 值。 通过标

准品 ＯＤ 值建立拟合曲线， 并计算样本的乳酸含

量， 实验重复 ３ 次。
３　 结果

３􀆰 １　 防 己 黄 芪 汤 对 ＴＮＢＣ 裸 鼠 肿 瘤 生 长 的 影

响　 注射 ４Ｔ１ 细胞第 ７ 天时， 所有小鼠肿瘤直径均

已达到 ５ ｍｍ， 第 ８ 天时灌胃给药。 如表 ２ 所示，
模型组小鼠肿瘤体积随时间延长而增大； 与模型组

比较， 第 １４ 天 （给药 ７ ｄ） 后， 防己黄芪汤中、
高剂量组肿瘤体积减小 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 第

２１ 天 （给药 １４ ｄ） 后， 防己黄芪汤各剂量组肿瘤

体积减小 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 说明防己黄芪汤具有抑制

ＴＮＢＣ 肿瘤生长的作用。

表 ２　 各组 ＴＮＢＣ 裸鼠肿瘤体积变化比较 （ｍｍ３， ｘ±ｓ， ｎ＝５）
组别 第 ７ 天 第 １４ 天 第 ２１ 天 第 ２８ 天

模型组 ６５􀆰 ３８±６􀆰 ７３ ２７６􀆰 ６１±３０􀆰 ３５ １ １３４􀆰 ４７±１１９􀆰 ６１ ２ ９３０􀆰 ０６±１６２􀆰 ６０
防己黄芪汤低剂量组 ６９􀆰 ７４±６􀆰 ８１ ２３７􀆰 １６±３２􀆰 ２３ ６０９􀆰 ５０±１２９􀆰 ５４∗∗ １ １４１􀆰 ５４±１６７􀆰 ２９∗∗

防己黄芪汤中剂量组 ６０􀆰 ６８±６􀆰 ０５ ２１２􀆰 ２９±２９􀆰 ５０∗ ４７２􀆰 ４８±１１８􀆰 ３３∗∗ ８９９􀆰 ５５±１５４􀆰 ６７∗∗

防己黄芪汤高剂量组 ６９􀆰 ３１±６􀆰 ７５ １９７􀆰 ３６±２８􀆰 ２６∗∗ ４０２􀆰 ４６±８３􀆰 ８８∗∗ ８４９􀆰 ４６±１４８􀆰 ３５∗∗

　 　 注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ２　 防己黄芪汤对 ＴＮＢＣ 裸鼠肿瘤组织病理形态

的影响　 模型组肿瘤细胞呈大片状或巢状分布， 形

态不一， 排列紧密， 核呈异型性， 核大、 深染， 可

见核分裂， 呈现典型的肿瘤恶性特征； 多个区域可

见有丝分裂象， 提示肿瘤细胞增殖高度活跃； 局灶

可见肿瘤坏死区， 部分区域伴有红细胞渗出， 提示

肿瘤生长快速导致血供不足。 与模型组比较， 防己

黄芪汤低剂量组肿瘤细胞密度降低， 部分区域细胞

排列较松散， 间质略增多， 有丝分裂象减少， 无红

细胞渗出； 防己黄芪汤中剂量组肿瘤细胞细胞密度

降低， 间质增多， 有丝分裂象减少； 防己黄芪汤高

剂量组肿瘤细胞排列稀疏， 大片区域细胞密度较

低， 核深染程度减轻， 核分裂象较少， 无红细胞渗

出， 见图 １。
３􀆰 ３　 防己黄芪汤对 ＴＮＢＣ 裸鼠肿瘤组织 ＨＫ２、
ＰＫＭ２、 ＬＤＨＡ ｍＲＮＡ 及蛋白表达的影响 　 与模型

组比较， 防己黄芪汤各剂量组肿瘤组织中糖酵解关

键酶 ＨＫ２、 ＰＫＭ２、 ＬＤＨＡ ｍＲＮＡ 及蛋白表达均降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明防己黄芪汤可抑制肿瘤组织中

糖酵解代谢水平， 见图 ２、 表 ３。
３􀆰 ４　 防己黄芪汤对 ＴＮＢＣ 裸鼠肿瘤组织乳酸水平

的影响　 与模型组比较， 防己黄芪汤各剂量组肿瘤

图 １　 各组裸鼠乳腺癌移植瘤 ＨＥ 染色 （×４００）

注： Ａ 为模型组， Ｂ～Ｄ 分别为防己黄芪汤低、 中、 高剂量组。

图 ２　 各组裸鼠肿瘤组织 ＨＫ２、 ＰＫＭ２、 ＬＤＨＡ 蛋白条带图

组织乳酸水平均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ４。
９９９
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表 ３　 各组裸鼠肿瘤组织 ＨＫ２、 ＰＫＭ２、 ＬＤＨＡ ｍＲＮＡ 及蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

组别
ｍＲＮＡ 表达 蛋白表达

ＨＫ２ ＰＫＭ２ ＬＤＨＡ ＨＫ２ ＰＫＭ２ ＬＤＨＡ
模型组 １􀆰 ００±０􀆰 ０７ １􀆰 ００±０􀆰 ２０ １􀆰 ００±０􀆰 １１ １􀆰 ２０±０􀆰 ０９ １􀆰 ２３±０􀆰 ０７ １􀆰 ２３±０􀆰 ０１

防己黄芪汤低剂量组 ０􀆰 ４５±０􀆰 ０７∗∗ ０􀆰 ６０±０􀆰 １２∗∗ ０􀆰 ４５±０􀆰 ０８∗∗ ０􀆰 ６８±０􀆰 １１∗∗ ０􀆰 ６０±０􀆰 １５∗∗ ０􀆰 ４４±０􀆰 ０７∗∗

防己黄芪汤中剂量组 ０􀆰 ４２±０􀆰 ０２∗∗ ０􀆰 ５２±０􀆰 ０５∗∗ ０􀆰 ３２±０􀆰 ０３∗∗ ０􀆰 ３３±０􀆰 ０３∗∗ ０􀆰 ５８±０􀆰 １１∗∗ ０􀆰 ３５±０􀆰 ０８∗∗

防己黄芪汤高剂量组 ０􀆰 ４２±０􀆰 ０６∗∗ ０􀆰 ４４±０􀆰 ０４∗∗ ０􀆰 ３５±０􀆰 ０３∗∗ ０􀆰 ３０±０􀆰 ０６∗∗ ０􀆰 ５４±０􀆰 １４∗∗ ０􀆰 ３７±０􀆰 １４∗∗

　 　 注： 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ４　 各组裸鼠肿瘤组织乳酸水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）
组别 乳酸 ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

模型组 ８􀆰 ８４±０􀆰 １５
防己黄芪汤低剂量组 ５􀆰 ４１±０􀆰 １２∗∗

防己黄芪汤中剂量组 ４􀆰 ５６±０􀆰 １４∗∗

防己黄芪汤高剂量组 ４􀆰 ２５±０􀆰 １５∗∗

　 　 注： 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ５　 防己黄芪汤对 ＴＮＢＣ 裸鼠肿瘤组织 ＰＩ３Ｋ、
Ａｋｔ ｍＲＮＡ 和蛋白表达的影响　 与模型组比较， 防

己黄芪汤各剂量组肿瘤组织 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ ｍＲＮＡ 表达

和 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ 蛋白表达比值均降低

　 　 　

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ３、 表 ５。

图 ３　 各组裸鼠肿瘤组织 ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、
ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白条带图

表 ５　 各组裸鼠肿瘤组织 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ ｍＲＮＡ 和蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

组别
ｍＲＮＡ 表达 蛋白表达

ＰＩ３Ｋ Ａｋｔ ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ
模型组 １􀆰 ００±０􀆰 ０４ １􀆰 ００±０􀆰 １１ １􀆰 １９±０􀆰 ０３ １􀆰 ３４±０􀆰 ２２

防己黄芪汤低剂量组 ０􀆰 ４２±０􀆰 ０６∗∗ ０􀆰 ３６±０􀆰 １３∗∗ ０􀆰 ８１±０􀆰 １２∗∗ ０􀆰 ８４±０􀆰 １２∗

防己黄芪汤中剂量组 ０􀆰 ３７±０􀆰 １７∗∗ ０􀆰 ３３±０􀆰 １６∗∗ ０􀆰 ７６±０􀆰 １１∗∗ ０􀆰 ６７±０􀆰 １２∗

防己黄芪汤高剂量组 ０􀆰 ３３±０􀆰 １４∗∗ ０􀆰 ３３±０􀆰 １０∗∗ ０􀆰 ５４±０􀆰 １２∗∗ ０􀆰 ６０±０􀆰 １０∗∗

　 　 注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

４　 讨论

乳腺癌属于中医 “乳岩” 等范畴。 《医宗必

读》 言： “积之成者， 正气不足， 而后邪气踞之”，
说明乳腺癌的发生是因虚致生， 因虚而长， 因正气

虚弱导致痰饮、 瘀血等病理产物凝聚成形。 因此，
防治 ＴＮＢＣ 的基本法则为扶正气、 祛痰湿瘀毒。 防

己黄芪汤出自 《金匮要略·水气病脉证并治》， 最

初用于治疗表虚风水风湿证。 方中防己为君， 其功

不但利水， 还可开三焦之壅滞， 三焦通畅， 则痰

饮、 瘀血可气化而散； 黄芪为臣， 可助肺之宣发以

启上焦， 健脾胃以运中焦， 与防己形成 “气行水

行” 之势； 白术佐之， 可健脾燥湿， 使脾胃气机

升降相因， 且白术与黄芪相配， 使中焦气化得复，
水湿自无停聚之机； 姜、 枣、 草调和脾胃。 全方共

奏健脾益气， 行水祛痰之功。 近年来研究逐渐揭

示， 防己黄芪汤在调整人体代谢及抗肿瘤方面具有

重要的临床价值［１８⁃２０］。 本研究证实， 各剂量防己

黄芪汤处理 ＴＮＢＣ 荷瘤裸鼠后， 能减缓肿瘤生长，
进一步证明防己黄芪汤可有效抑制 ＴＮＢＣ 的疾病

进展。

糖酵解的异常代谢在 ＴＮＢＣ 发生发展中起到重

要的作用［２１］。 肿瘤细胞即便在氧气充足的条件下

仍优先采用糖酵解途径获取能量， 并产生大量乳

酸， 为细胞迁移侵袭及免疫逃逸提供条件［２２⁃２３］。
ＨＫ２ 作为糖酵解的第一步关键酶， 直接催化葡萄

糖转化为葡萄糖⁃６⁃磷酸， 是糖酵解进程的第一个

限速酶［２４］； ＰＫＭ２ 是糖酵解终末步骤的限速酶，
可控制丙酮酸生成， 进而影响乳酸生成［２５］。 ＬＤＨＡ
作为乳酸生成的核心酶， 其表达与肿瘤酸性微环境

密切相关， 有助于癌细胞免疫逃逸与转移［２６］。 本

研究结果表明， 防己黄芪汤可下调 ＨＫ２、 ＰＫＭ２、
ＬＤＨＡ ｍＲＮＡ 和蛋白表达， 并减少肿瘤组织中乳酸

的生成， 提示防己黄芪汤可抑制 ＴＮＢＣ 糖酵解， 从

而达到抗肿瘤作用。
ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路作为调控细胞生长、 代谢、

凋亡及存活的重要通路［２７］， 其异常激活可驱动乳

腺癌糖酵解重编程［２８］。 ＰＩ３Ｋ 磷酸化激活后可进一

步招募并激活下游的 Ａｋｔ， 使 Ａｋｔ 也磷酸化［２９］。 激

活的 Ａｋｔ 可通过多种机制促进糖酵解通路的增强：
其一， Ａｋｔ 可上调葡萄糖转运蛋白表达， 增强葡萄

０００１
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糖摄取［３０⁃３１］； 其二， Ａｋｔ 可直接激活 ＨＫ２， 促进葡

萄糖进入糖酵解途径的第一步磷酸化反应［３２］； 其

三， Ａｋｔ 通过激活转录因子如缺氧诱导因子⁃１α
（ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ⁃１α， ＨＩＦ⁃１α） 等表达， 间

接增强糖酵解关键酶活性［３３⁃３４］， 从而促进有氧条

件下的糖酵解代谢。 此外， 高水平乳酸的积聚可进

一步增强 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路的激活［３５⁃３６］。 因此，
通过阻断该通路可有效抑制 ＴＮＢＣ 细胞的糖酵解活

性和乳酸生成， 已成为当前代谢靶向治疗的重要策

略［３７］。 本研究结果显示， 防己黄芪汤可降低 ＴＮＢＣ
肿瘤组织中 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ ｍＲＮＡ 表达以及蛋白磷酸化

水平， 说明防己黄芪汤抑制 ＴＮＢＣ 糖酵解与抑制

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路有关。
综上所述， 防己黄芪汤可通过下调 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ

信号 通 路， 降 低 糖 酵 解 关 键 酶 ＨＫ２、 ＰＫＭ２、
ＬＤＨＡ 表达， 减少乳酸生成， 抑制 ＴＮＢＣ 疾病进

展。 本研究结果可为临床以防己黄芪汤为基础方治

疗乳腺癌提供实验依据。
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摘要： 目的　 探讨山柰酚对低氧所致大鼠视网膜微血管内皮细胞 （ｒＲＭＥＣｓ） 损伤的保护作用。 方法　 采用 ＣＣＫ⁃８ 法

筛选山柰酚保护 ｒＲＭＥＣｓ 的有效浓度， 流式细胞术检测细胞凋亡情况， ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 法检测 ＲＯＳ 水平， ＥＬＩＳＡ 法检测

ＳＯＤ 活性和 ＭＤＡ 水平， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ｅＮＯＳ、 ｐ⁃ｅＮＯＳ、 ｃ⁃Ｓｒｃ、 ｐ⁃ｃ⁃Ｓｒｃ、 Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达， 并测定 ＮＯ 水平。
采用 ｅＮＯＳ 抑制剂 Ｌ⁃ＮＡＭＥ （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 验证阻断 ｅＮＯＳ ／ ＮＯ ／ ｃ⁃Ｓｒｃ 信号后山柰酚对视网膜内皮细胞的作用。 结果　 在

常氧条件下， 山柰酚在小于 ３２ μｍｏｌ ／ Ｌ 的浓度下对 ｒＲＭＥＣｓ 无毒性； 与常氧组比较， 低氧组 （１％ Ｏ２， １２ ｈ） ｒＲＭＥＣｓ
活力降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｐ⁃ｅＮＯＳ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与低氧组比较， 山柰酚组细胞增殖增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 细胞凋

亡减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＮＯ 水平、 ＳＯＤ 活性及 Ｂｃｌ⁃２、 ｐ⁃ｅＮＯＳ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＲＯＳ、 ＭＤＡ 水平及 Ｂａｘ 蛋白表达

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｐ⁃ｅＮＯＳ 和 ｐ⁃ｃ⁃Ｓｒｃ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而 ｅＮＯＳ 抑制剂 Ｌ⁃ＮＡＭＥ 逆转了山柰酚对低

氧致 ｒＲＭＥＣｓ 氧化应激损伤的保护作用 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 山柰酚在低氧条件下通过活化 ｅＮＯＳ ／ ＮＯ ／ ｃ⁃Ｓｒｃ 信号通路对

ｒＲＭＥＣｓ 发挥保护作用， 抑制细胞凋亡， 减少氧化应激， 在治疗低氧相关视网膜血管损伤中具有潜在应用价值。
关键词： 山柰酚； ｒＲＭＥＣｓ； 低氧损伤； 氧化应激； ｅＮＯＳ ／ ＮＯ ／ ｃ⁃Ｓｒｃ 信号通路
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