
症动物模型初探 ［ Ｊ］ ． 中国实验方剂学杂志， ２０２１， ２７
（１７）： ４６⁃５６．

［１９］ 　 郭　 霞． 桑黄发酵过程优化及其多糖代谢调控研究［ Ｄ］．
重庆： 西南大学， ２０１０．

［２０］ 　 何曦萌， 徐黎青， 朱春霖， 等． 次黄嘌呤联合氧嗪酸钾构

建高尿酸血症小鼠模型探讨［ Ｊ］ ． 医学理论与实践， ２０２１，
３４（４）： ５４１⁃５４３．

［２１］ 　 王　 恺， 丁志超， 裴娟娟， 等． 碱提桑黄菌丝体多糖的抗

氧化活性［Ｊ］ ． 食品工业科技， ２０２０， ４１（１）： ２８９⁃２９４．
［２２］ 　 钟　 臣． 桑黄发酵液多糖的抗运动疲劳作用［Ｊ］ ． 中国食用

菌， ２０２０， ３９（６）： ４６⁃４８．
［２３］ 　 黄　 倩， 林佩璜， 王梅爱， 等． 桑黄多糖通过 Ｐ３１１ ／ ＴＧＦ⁃

β１ ／ Ｓｎａｉｌ１ 通路抗糖尿病小鼠肾间质纤维化的研究 ［ Ｊ］ ．
中药药理与临床， ２０１９， ３５（１）： ２８⁃３３．

［２４］ 　 Ｍａｎｄａｌ Ａ Ｋ， Ｍｏｕｎｔ Ｄ Ｂ． Ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ｏｆ ｕｒｉｃ ａｃｉｄ
ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ［Ｊ］ ． Ａｎｎｕ Ｒｅｖ Ｐｈｙｓｉｏｌ， ２０１５， ７７（１）： ３２３⁃３４５．

［２５］ 　 丁红霞， 李　 进， 崔晓磊， 等． 苯溴马隆联合非布司他治

疗高尿酸血症伴痛风的效果及对患者炎症因子水平、 血管

功能的影响 ［ Ｊ］ ． 临床医学研究与实践， ２０２１， ６ （ １７）：
５５⁃５７．

［２６］ 　 朱超超， 张格艳． 血清尿酸、 ＣＲＰ、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 联合检测

诊断急性痛风的价值［ Ｊ］ ． 临床医学研究与实践， ２０２１， ６
（１４）： ９２⁃９４．

［２７］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｑ Ｂ， Ｚｈｕ Ｄ， Ｗｅｎ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｈｉｇｈ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｕｒｉｃ
ａｃｉｄ， ｃｙｓｔａｉｎ Ｃ ａｎｄ ｌｉｐｉｄｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｇｏｕｔｙ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｐａｔｉｅｎｔｓ ［ Ｊ ］ ． Ｃｕｒｒ
Ｒｈｅｕｍａｔｏｌ Ｒｅｖ， ２０１９， １５（２）： １４１⁃１４５．

［２８］ 　 Ｈｅ Ｚ Ｗ， Ｑｉｎ Ｙ Ｈ， Ｗａｎｇ Ｚ Ｗ， ｅｔ ａｌ． ＨＭＧＢ１ ａｃｔｓ ｉｎ ｓｙｎｅｒｇｙ
ｗｉｔｈ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｉｎ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ｓｙｎｏｖｉａｌ
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｖｉａ ｐ３８ ＭＡＰＫ ａｎｄ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ［ Ｊ］ ．
Ｍｅｄｉａｔｏｒｓ Ｉｎｆｌａｍｍ， ２０１３， ２０１３： ５９６７１６．

［２９］ 　 Ｓｏｒｃｉ Ｇ， Ｒｉｕｚｚｉ Ｆ， Ｇｉａｍｂａｎｃｏ Ｉ， ｅｔ ａｌ． ＲＡＧＥ ｉｎ ｔｉｓｓｕｅ
ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ， ｒｅｐａｉｒ ａｎｄ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ［ Ｊ ］ ． Ｂｉｏｃｈｉｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ
Ａｃｔａ， ２０１３， １８３３（１）： １０１⁃１０９．

从表型差异探讨大戟大枣汤含药血清抗乳腺癌的作用
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摘要： 目的 　 探讨大戟大枣汤含药血清抗雌激素受体 （ＥＲ） 阴性 （ －） 和 ＥＲ 阳性 （ ＋） 乳腺癌作用的差异性。
方法　 制备大戟大枣汤含药血清， 作用于体外培养乳腺癌 （ＥＲ⁃） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 和 （ＥＲ＋） ＭＣＦ⁃７ 细胞 ４８ ｈ。 乳酸脱

氢酶 （ＬＤＨ） 试剂盒检测细胞毒性， 流式细胞仪检测细胞线粒体膜电位及细胞凋亡率变化， ＥＬＩＳＡ 法检测 ｃａｓｐａｓｅ３、
ｃａｓｐａｓｅ９ 酶活性， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测 ｃａｓｐａｓｅ３、 ｃａｓｐａｓｅ９、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 表达， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ｃ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃ⁃
ｃａｓｐａｓｅ⁃９、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达。 结果　 与阴性对照组比较， 大戟大枣汤含药血清均能使 ２ 种不同表型的乳腺癌细胞

中 ＬＤＨ 释放量增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 细胞线粒体膜电位降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 细胞凋亡率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｃａｓｐａｓｅ３ 和 ｃａｓｐａｓｅ９ 的酶活性、 ｍＲＮＡ 及蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｂａｘ ｍＲＮＡ 及蛋白表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 及蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 大戟大枣汤含药血清对乳腺癌 （ＥＲ⁃） ＭＤＡ⁃
ＭＢ⁃４５３ 细胞的作用效果优于乳腺癌 （ＥＲ＋） ＭＣＦ⁃７ 细胞。 结论　 大戟大枣汤含药血清体外有抗乳腺癌的作用， 且作

用效果因乳腺癌表型差异而不同， 细胞内线粒体通路可能参与调控。
关键词： 大戟大枣汤； 含药血清； （ＥＲ⁃） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 细胞； （ＥＲ＋） ＭＣＦ⁃７ 细胞； 线粒体通路
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　 　 乳腺癌作为女性好发的恶性疾病， 高居世界女性新发

癌症类型榜首及女性癌症相关死亡原因第 ２ 位［１］ ， 治疗主

要采取手术、 放化疗、 内分泌药物、 分子靶向药物等方

法［２］ 。 目前， “精准治疗” 日益得到重视， 治疗方案的个

体化制订， 对乳腺癌患者的预后改善及提高患者生活质量

有很大作用［３］ 。 对乳腺癌实现精准治疗的关键是依据不同

的分子分型对患者给予更恰当、 更高效的治疗， 实现以最

小代价换取最大获益的效果。 但无论哪种治疗， 有合适的

治疗药物是关键。 中药及其活性提取物在抗乳腺癌中发挥

着重要作用， 其具有多途径、 多靶点和毒副作用低等优点。
有研究表明， 多种中药成分对乳腺癌的生长、 转移、 复发

和耐药性具有很好的抑制作用［４］ 。 目前， 中医药在乳腺癌

治疗中的作用也受到广泛关注， 复方中药也己经成为相关

综合治疗中的一个重要组成部分［５］ 。 课题组前期研究也发

现， 大戟大枣汤含药血清对乳腺癌细胞有显著的增殖抑制

及诱导凋亡作用［６］ ， 而其抗乳腺癌作用是否因表型的不同

而存在差异， 是本研究继续探索的内容。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞株及动物　 （ＥＲ⁃） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 细胞、 （ＥＲ＋）
ＭＣＦ⁃７ 细胞， 均购自中国科学院上海生命科学研究院细胞

资源中心， 于本实验室保存。 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 ２０ 只，
体质量 （３００±３０） ｇ， 购自哈尔滨医科大学实验动物医学

部， 实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （黑） ２０１９⁃００１， 饲养于

齐齐哈尔医学院实验动物中心， 实验动物使用许可证号

ＳＹＸＫ （黑） ２０２１⁃００１， 适应性喂养 １ 周后进行实验。 研究

经齐齐哈尔医学院实验动物伦理委员会批准 （伦理号

ＱＭＵ⁃ＡＥＣＣ⁃２０２１⁃１３８）。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 狼毒大戟采自黑龙江省大庆市杜尔伯特

蒙古族自治县泰康镇绿色草原牧林场， 由齐齐哈尔医学院

天然药物化学实验中心郭丽娜教授鉴定为大戟科大戟属狼

毒大戟 Ｅｕｐｈｏｒｂｉａ ｆｉｓｃｈｅｒｉａｎａ Ｓｔｅｕｄ．， 取其根部入药； 大枣

Ｚｉｚｉｐｈｕｓ ｊｕｊｕｂａ Ｍｉｌｌ． 购自齐齐哈尔市东缘中药材批发有限公

司 （陕西绿音狗头枣）。 Ｌ１５ 培养基、 ＭＥＭ 培养基、 胎牛血

清 （美国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司， 批号 ＡＣ１０２３２４６３、 ＡＦ２９５００５７３、
ＮＢＨ１２８６）； Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 试剂盒 （美国 ＢＤ 公司， 批

号 ００７６８８４）； ＬＤＨ 试剂盒 （南京建成生物工程研究所， 批

号 ２０１８０７０８）； ＪＣ⁃１ 试剂盒、 ｃａｓｐａｓｅ３、 ｃａｓｐａｓｅ９ 活性检测

试剂 盒 （ 上 海 碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司， 批 号

０８２８１９１９１０２２、 ０４２８２１２１１０２９、 ０４２６２１２１１０３６ ）； ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ、 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｐ、 Ｔｒｉｚｏｌ （日本 ＴａＫａＲａ
公 司， 批 号 ＡＫ６００２、 ＡＫ８８０２、 ＡＩ５１０２８Ａ ）； 兔 抗 人

ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ （ ｃ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ ） 单 克 隆 抗 体、 兔 抗 人

ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ （ｃ⁃ｃａｓｐａｓｅ９） 单克隆抗体、 小鼠抗人 Ｂｃｌ⁃２
单克隆抗体 （美国 ＣＳＴ 公司）； 小鼠抗人 Ｂａｘ 单克隆抗体、
羊抗小鼠 ｌｇＧ 及羊抗兔 ＩｇＧ 抗体 （英国 Ａｂｃａｍ 公司）。
１􀆰 ３　 仪器　 ＩＸ５１ 型显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； Ｓｐａｒｋ 型

酶标仪 （奥地利 Ｔｅｃａｎ 公司）； ＦＡＣＳ Ｃａｌｉｂｕ 型流式细胞仪

（美国 ＢＤ 公司）； ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＭＰ 型荧光及化学发光成像系统

（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； Ｑ５ 型 ＰＣＲ 仪 （美国 ＡＢＩ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 大戟大枣汤制备　 参考文献 ［６］ 报道， 取狼毒大戟

１ ｋｇ、 大枣 １ ｋｇ， 加 １０ Ｌ 水煎煮， 过滤浓缩， 即得生药量

为 １ ｇ ／ ｍＬ 的原方。
２􀆰 ２　 含药血清制备　 参考文献 ［６］ 报道， 将 ２０ 只大鼠随

机分为阴性组和大戟大枣汤高、 中、 低剂量组 （ １０􀆰 ０、
５􀆰 ０、 ２􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ）， 每天早、 晚各给药 １ 次， 连续３ ｄ； 末次

给药 １ ｈ 后， 无菌条件下腹主动脉取血， 离心， 即得， 分

装贮存备用。
２􀆰 ３　 分组与给药 　 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 细胞、 ＭＣＦ⁃７ 细胞复苏

后， 用 Ｌ１５ 或 ＭＥＭ 的完全培养基 （１０％ ＦＢＳ＋９０％ 培养基）
常规培养， 细胞分为阴性对照组 （１０％ 阴性组血清＋９０％
ＭＥＭ 或 Ｌ１５ 培养基） 和大戟大枣汤低、 中、 高剂量组

（１０％ 大戟大枣汤低、 中、 高剂量组含药血清＋ ９０％ ＭＥＭ
或 Ｌ１５ 培养基）。
２􀆰 ４　 ＬＤＨ 试剂盒检测细胞毒性 　 取对数生长期的 ＭＤＡ⁃
ＭＢ⁃４５３ 细胞、 ＭＣＦ⁃７ 细胞， 以每孔 ２􀆰 ０×１０５ 个的密度接种

于 ６ 孔板， 待细胞贴壁稳定后按 “２􀆰 ３” 项下方法进行分

组、 给药， ４８ ｈ 后收集各组细胞上清液 １００ μＬ， 备用， 按

照 ＬＤＨ 试剂盒说明书检测各组细胞上清中 ＬＤＨ 的释放量。
２􀆰 ５　 流式细胞术检测细胞凋亡率　 细胞按 “２􀆰 ４” 项下方

法处理， ４８ ｈ 后用不含 ＥＤＴＡ 的胰酶消化并收集各组细胞

于流式管中， ＰＢＳ 漂洗 ２ 次， 每管加 ３００ μＬ 缓冲液， 随后

添加 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 染液 ５ μＬ、 ＰＩ 染液 ５ μＬ， 室温避光

孵育 １０ ｍｉｎ 后上机检测， 分析细胞凋亡率。
２􀆰 ６　 流式细胞术检测细胞线粒体膜电位变化 　 细胞按

“２􀆰 ４” 项下方法处理， ４８ ｈ 后收集各组细胞， ＰＢＳ 漂洗 １
次， 各组细胞加入 ＪＣ⁃１ 染色液， ３７ ℃避光染色 ２０ ｍｉｎ， 缓

冲液梯度洗涤 ３ 次后上机检测， 通过分析细胞线粒体膜电

位去极化程度来反应细胞线粒体膜电位变化。
２􀆰 ７　 ＥＬＩＳＡ 法检测细胞 ｃａｓｐａｓｅ３、 ｃａｓｐａｓｅ９ 酶活性 　 细胞

按 “２􀆰 ４” 项下方法处理， ４８ ｈ 后收集各组细胞于 １􀆰 ５ ｍＬ
ＥＰ 管中， 加入蛋白裂解液冰上作用 ３０ ｍｉｎ， ４ ℃、 １２ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 收集上清液， 进行蛋白定量。 将 １０ μＬ
蛋白上清液、 ８０ μＬ 反应缓冲液、 １０ μＬ 比色底物液 （Ａｃ⁃
ＬＥＨＤ⁃ｐＮＡ， Ａｃ⁃ＤＥＶＤ⁃ｐＮＡ） 混合加入 ９６ 孔板中， 同时按

要求加入梯度稀释的 ｐＮＡ 标准品， 以测定 ｐＮＡ 对吸光度的

标准曲线。 在酶标仪 ４０５ ｎｍ 波长处测定各孔吸光度， 依照

标准曲线计算 ｃａｓｐａｓｅ３、 ｃａｓｐａｓｅ９ 酶相对活性。
２􀆰 ８ 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法 检 测 ｃａｓｐａｓｅ３、 ｃａｓｐａｓｅ９、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ
ｍＲＮＡ 表达　 细胞按 “２􀆰 ４” 项下方法处理， ４８ ｈ 后收集各

组细胞， ＴＲＩｚｏｌ 法提取各组细胞的总 ＲＮＡ， 紫外光度计检

测 ＲＮＡ 浓度及纯度， 按照逆转录试剂盒说明书， 将 ＲＮＡ
逆转录合成 ｃＤＮＡ， 以 ｃＤＮＡ 为模板结合待测基因及内参基

因引物序列 （表 １） 进行荧光 ＰＣＲ 反应， 反应条件为９５ ℃
３０ ｓ， ９５ ℃ ５ ｓ， ６０ ℃ ３１ ｓ， ４０ 个循环。 测定各组 ＣＴ 值，
按照 ２⁃ΔΔＣＴ法计算目的基因 ｍＲＮＡ 相对表达。
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表 １　 引物序列
基因 序列 长度 ／ ｂｐ
β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ５′⁃ＧＴＴＧＴＣＧＡＣＧＡＣＧＡＧＣＧ⁃３′

反向 ５′⁃ＧＣＡＣＡＧＡＧＣＣＴＣＧＣＣＴＴ⁃３′
９３

Ｂｃｌ⁃２ 正向 ５′⁃ＧＡＧＡＡＡＴＣＡＡＡＣＡＧＡＧＧＣＣＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＴＧＡＧＴＡＣＣＴＧＡＡＣＣＧＧＣＡ⁃３′

１０６

Ｂａｘ 正向 ５′⁃ＡＧＣＴＴＣＴＴＧＧＴＧＧＡＣＧＣＡＴ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＡＧＡＧＧＣＧＧＧＧＴＴＴＣＡＴＣ⁃３′

１０１

ｃａｓｐａｓｅ９ 正向 ５′⁃ＣＡＴＧＣＴＣＡＧＧＡＴＧＴＡＡＧＣＣＡ⁃３′
反向 ５′⁃ＡＧＧＴＴＣＴＣＡＧＡＣＣＧＧＡＡＡＣＡ⁃３′

９３

ｃａｓｐａｓｅ３ 正向 ５′⁃ＴＣＧＣＴＴＣＣＡＴＧＴＡＴＧＡＴＣＴＴＴＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＴＧＣＣＴＣＴＴＣＣＣＣＣＡＴＴＣＴ⁃３′

１１０

２􀆰 ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ｃａｓｐａｓｅ３、 ｃａｓｐａｓｅ９、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋

白表达 　 取对数生长期 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 细胞、 ＭＣＦ⁃７ 细胞，
以 ２􀆰 ０×１０５ ／ ｍＬ 密度接种于 １００ ｍｍ 培养皿中， 待细胞贴壁

稳定后， 按 “２􀆰 ３” 项下方法进行分组、 给药， ４８ ｈ 后收集

各组细胞于 ４ ｍＬ 离心管中， 每管加入 ２􀆰 ０ ｍＬ 含蛋白酶抑

制剂的 ＲＩＰＡ 细胞裂解液， 冰上裂解反应 ３０ ｍｉｎ， 离心提取

细胞总蛋白， 使用 ＢＣＡ 试剂盒进行蛋白定量， 通过聚丙烯

酰胺凝胶电泳分离并转移蛋白至 ＰＶＤＦ 膜上， 经 ＢＳＡ 溶液

封闭， 一抗 ４ ℃孵育过夜， 二抗室温孵育 ２ ｈ， 通过全自动

荧光及化学发光成像系统进行 ＥＣＬ 化学发光、 获取图像，
选用 ＧＡＰＤＨ 作为内参蛋白， 利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计算目的蛋

白相对表达量。
２􀆰 １０　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件进行处理， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分析， 组间比较

采用 Ｄｕｎｎｅｔ⁃ｔ 法。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 大戟大枣汤含药血清对乳腺癌细胞 ＬＤＨ 释放量的影

响　 由图 １ 可知， 与阴性对照组比较， 大戟大枣汤含药血

清作用后 （ＥＲ⁃） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 细胞、 （ＥＲ＋） ＭＣＦ⁃７ 细胞

ＬＤＨ 的释放量均增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并且对 （ＥＲ⁃）
ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 细胞 ＬＤＨ 的释放水平增加程度更大。

注： 与阴性对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 大戟大枣汤含药血清对乳腺癌细胞 ＬＤＨ 释放

量的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ２　 大戟大枣汤含药血清对乳腺癌细胞凋亡的影响　 与阴

性对照组比较， 大戟大枣汤含药血清作用后均能诱导 （ＥＲ

－） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 细胞 （图 ２Ａ）、 （ＥＲ＋） ＭＣＦ⁃７ 细胞 （图
２Ｂ） 凋亡 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 并且诱导 （ＥＲ－） ＭＤＡ⁃
ＭＢ⁃４５３ 细胞凋亡的作用更强， 见图 ２Ｃ。
３􀆰 ３　 大戟大枣汤含药血清对乳腺癌细胞线粒体膜电位的影

响　 与阴性对照组比较， 大戟大枣汤含药血清作用后能增

加 （ＥＲ－） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 细胞 （图 ３Ａ）、 （ＥＲ＋） ＭＣＦ⁃７ 细

胞 （图 ３Ｂ） 的线粒体膜电位的去极化程度 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 并且对 （ＥＲ－） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 细胞线粒体膜电位去

极化程度影响更大， 见图 ３Ｃ。
３􀆰 ４　 大戟大枣汤含药血清对乳腺癌细胞 ｃａｓｐａｓｅ３、 ｃａｓｐａｓｅ９
酶活性的影响　 与阴性对照组比较， 大戟大枣汤含药血清

作用后能增加 （ＥＲ⁃） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 细胞及 （ＥＲ＋） ＭＣＦ⁃７
细胞中 ｃａｓｐａｓｅ３ （图 ４Ａ）、 ｃａｓｐａｓｅ９ （图 ４Ｂ） 酶活性 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）， 并 且 对 （ ＥＲ⁃） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 细 胞

ｃａｓｐａｓｅ３、 ｃａｓｐａｓｅ９ 酶活性增加更多。
３􀆰 ５ 　 大 戟 大 枣 汤 含 药 血 清 对 乳 腺 癌 细 胞 ｃａｓｐａｓｅ３、
ｃａｓｐａｓｅ９、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 表达的影响 　 与阴性对照组比

较， 大戟大枣汤含药血清作用后能增加 （ＥＲ⁃） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃
４５３ 细胞及 （ＥＲ⁃） ＭＣＦ⁃７ 细胞 ｃａｓｐａｓｅ３ （图 ５Ａ）、 ｃａｓｐａｓｅ９
（图 ５Ｂ）、 Ｂａｘ （图 ５Ｃ） ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１），
并降低 Ｂｃｌ⁃２ （图 ５Ｄ） ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１），
同时对 （ ＥＲ⁃） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 细胞相关基因表达的影响

更大。
３􀆰 ６　 大戟大枣汤含药血清对乳腺癌细胞 ｃ⁃ｃａｓｐａｓｅ３、 ｃ⁃
ｃａｓｐａｓｅ９、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达的影响 　 如图 ６ 所示， 与阴

性对照组比较， 大戟大枣汤含药血清作用后能增加 （ＥＲ⁃）
ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 细 胞 及 （ ＥＲ ＋ ） ＭＣＦ⁃７ 细 胞 ｃ⁃ｃａｓｐａｓｅ３、
ｃａｓｐａｓｅ９、 Ｂａｘ 蛋白表达 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 降低 Ｂｃｌ⁃２
蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并且对 （ＥＲ⁃） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃
４５３ 细胞相关蛋白表达的影响更大。
４　 讨论

乳腺癌是女性中常见的恶性肿瘤之一， 发病率和致死

率高， 具有起病隐匿、 发展快、 早期诊断率低等特征， 严

重危害女性健康［７］ 。 有文献报道， 所有乳腺癌患者中雌激

素受体阴性 （ＥＲ⁃） 乳腺癌约占三分之一， 多见于年轻女

性［８］ 。 ＥＲ⁃乳腺癌在临床上常表现为更高的侵袭性以及更差

的预后。 因此， 对 ＥＲ⁃乳腺癌的有效治疗， 成为对乳腺癌

治疗研究的重点及难点。
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注： 与阴性对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 大戟大枣汤含药血清对乳腺癌细胞凋亡的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与阴性对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 大戟大枣汤含药血清对乳腺癌细胞线粒体膜电位的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与阴性对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 大戟大枣汤含药血清对乳腺癌细胞 ｃａｓｐａｓｅ３、 ｃａｓｐａｓｅ９ 酶活性的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

不同的分子亚型可能指导临床医生选择合适的药物或

方法治疗乳腺癌。 本研究选取乳腺癌 （ＥＲ⁃） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３
细胞和乳腺癌 （ＥＲ＋） ＭＣＦ⁃７ 细胞进行对比研究， 发现大

戟大枣汤含药血清能增加不同表型乳腺癌细胞 ＬＤＨ 释放
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注： 与阴性对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 大戟大枣汤含药血清对乳腺癌细胞 ｃａｓｐａｓｅ３、 ｃａｓｐａｓｅ９、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与阴性对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 大戟大枣汤含药血清对乳腺癌细胞 ｃ⁃ｃａｓｐａｓｅ３、 ｃ⁃ｃａｓｐａｓｅ９、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

量， 且对 （ＥＲ⁃） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 细胞作用效果更加显著。 研

究表明， ＬＤＨ 的释放量是细胞膜完整性以及氧化负担引起

的细胞坏死的一个重要指标， ＬＤＨ 水平增加也间接反映细

胞凋亡程度［９］ 。 本研究通过 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 染色检测细

胞凋亡率的结果也证实了这一点。
研究表明， 传统的细胞毒性药物和化疗药物均可通过

诱导细胞凋亡发挥抗肿瘤作用。 诱导细胞凋亡也是评价抗

肿瘤药物疗效的主要指标［１０］ 。 细胞凋亡有两种不同的机

制， 即内源性和外源性途径［１１］ 。 内源性途径由 Ｂｃｌ⁃２ 家族

蛋白介导， 包括促凋亡蛋白 （如 Ｂａｘ 等） 和抗凋亡蛋白

（如 Ｂｃｌ⁃２ 等）， 也被称为线粒体依赖途径［１２⁃１３］ 。 在线粒体

依赖途径中， Ｂａｘ 增加线粒体膜通透性， 导致线粒体膜电位

丢失， 而线粒体膜电位丢失， 被认为是凋亡进行的早期阶

段［１４］ ， 随后进一步激活 ｃａｓｐａｓｅ 级联， 引发细胞凋亡； Ｂｃｌ⁃
２ 则起到相反的作用［１５］ 。 正常情况下， Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ 会产生

同源或异源二聚体调控凋亡， 但如果这种平衡被打破， 就

会发生细胞凋亡［１６⁃１８］ 。 而 ｃａｓｐａｓｅ 是细胞凋亡的重要介质，
ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 是一种常被激活的死亡蛋白酶［１９］ 。 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 可被

ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 切割， 随后激活下游的 ｃａｓｐａｓｅ， 将靶细胞引导到

凋亡、 死亡的临界点［２０］ 。 通常认为 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 是细胞凋亡蛋

白酶级联反应的必由之路， 其被激活预示着凋亡步入不可

逆阶段［２１］ 。 本研究发现， 大戟大枣汤含药血清能增加不同

表型乳腺癌细胞线粒体膜电位的去 极 化 程 度， 细 胞

ｃａｓｐａｓｅ３、 ｃａｓｐａｓｅ９、 Ｂａｘ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达， 降低 Ｂｃｌ⁃２ 蛋

白和 ｍＲＮＡ 表达， 且对 （ＥＲ⁃） ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４５３ 细胞中相关蛋

白和 ｍＲＮＡ 表达的影响更大。
综上所述， 大戟大枣汤含药血清可通过调控细胞内线

粒体途径起到抗乳腺癌的作用， 且作用效果因乳腺癌表型

差异而不同， 对 ＥＲ⁃乳腺癌作用效果更佳， 研究为乳腺癌

针对性的治疗提供科学的实验依据。
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