
　　基金项目：国家自然科学基金资助项目（８１４７３６８７）；山东省自然

科学基金资助项目（ＺＲ２００９ＣＭ０３９，ＺＲ２０１３ＨＭ０３８）；山东省中医药科

技发展计划项目（２０１７－２０６，２０１５－２５６）；泰安市科技发展计划项目

（２０１５ＮＳ２０８２）

作者单位：２７１０００　泰安，山东第一医科大学第二附属医院（李湘

奇、王莹）；２５００１４　济南，山东中医药大学（魏昌然、张萌）；山东第一

医科大学药学院（郭桂丽）

通讯作者：李湘奇，教授，博士生导师，电子信箱：ｄｒｌｉｘｑｉ＠１２６．ｃｏｍ

乳康饮含药血清对乳腺癌 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１
细胞侵袭能力的作用

李湘奇　魏昌然　张　萌　王　莹　郭桂丽

摘　要　目的　探讨乳康饮及拆方各组含药血清对乳腺癌 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞迁移侵袭能力的抑制作用。方法　乳康饮

拆方为疏肝理气组和益气健脾组并制作动物含药血清，以各组含药血清处理三阴性乳腺癌 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞系，培养 ４８ｈ

后，应用划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞侵袭实验分别测定乳康饮及拆方组含药血清对乳腺癌细胞迁移和侵袭能力的影响。结果

乳康饮及及拆方含药血清能够显著抑制 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞迁移和侵袭，与空白血清对照组比较差异有统计学意义（Ｐ＜

００５），乳康饮全方组效果明显优于疏肝理气和益气健脾拆方组（Ｐ均 ＜０．０５）。结论　乳康饮及拆方含药血清能够显著抑制乳

腺癌 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞的迁移和侵袭能力。
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　　乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，近年来严
重威胁女性身心健康，目前每年全球约有１７０万女性
被诊断为乳腺癌，发生率呈直线上升趋势，发病的年

龄亦渐趋年轻化
［１］
。肿瘤临床及基础研究认为，乳

腺癌作为全身性疾病已被业内医学研究者共识，以手

术为主的综合性治疗原则，可最大限度改善部分患者

的预后，使无病生存期延长，这是不争的事实，但任何

治疗均不能完全阻止乳腺癌的复发和转移，从而导致

乳腺癌患者的死亡。有研究资料显示，每年约有高达

４０％的乳腺癌患者出现复发转移，意味着在我国每年
近１０万乳腺癌病例出现新的复发转移，转移性乳腺
癌预后很差，治疗棘手，平均存活时间只有２年，因此
控制乳腺癌的复方转移是临床研究亟待解决的问

题
［２］
。

中医药治疗乳腺癌已经有了比较系统的理念，研

究表明中医药可以对机体整体进行干预，通过促进机

体内环境的优化和改善，降低乳腺癌的复发与转移

率，从而进一步使病死率降低，提高患者的整体生存

质量
［３］
。中药治疗乳腺癌的优势表现为改变癌毒特

性，最大限度的杀灭癌毒，并整体调控内环境，提高机

体的抗癌能力，从病理上改善瘀滞状态，阻断转移途

径。基本治疗理念是以辨证论治为基础，扶正培本为

主，祛邪抗癌为辅，结合患者的疾病特征综合治疗，扶

正培本的理念贯穿于乳腺癌治疗的全程。作为乳腺
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癌综合治疗的重要组成部分，中医药研究已经取得了

令人瞩目的成绩。事实上乳腺癌转移是一个复杂的

生物过程，由多个基因参与和调控，涉及到癌细胞的

脱落、迁移与转移灶的生长，其转移的潜能与基因在

不同患病个体肿瘤细胞内表达程度密切相关
［４］
。

已有研究证实，肿瘤的转移与肿瘤细胞的上皮间

质转化，迁移和侵袭能力增强有密切的关联，中药及

其有效成分抑制肿瘤细胞迁移侵袭转移的作用机制

主要包括调节对肿瘤细胞的杀伤作用，抑制肿瘤迁

移、侵袭、转移相关基因的表达，抑制肿瘤血管生成，

影响肿瘤细胞的黏附运动，调节体内免疫微环境
［５］
。

乳腺癌（肿瘤）本身并不致死，癌细胞转移，并引起其

他器官的病变才是致命性的
［６］
。因此以各种手段控

制乳腺癌细胞的迁移，降低其恶性侵袭能力，将是阻

断或逆转乳腺癌转移的关键之一。笔者前期的研究

发现，乳康饮以疏肝健脾为基本治法组方，对乳腺癌

及其淋巴转移有显著的治疗作用，乳康饮由黄芪、茯

苓、青皮、柴胡、莪术、薏苡仁组成，基础研究按照功效

拆方后，对乳腺癌 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞的增殖有显
著的抑制作用，各组方部分均能促进乳腺癌细胞的凋

亡
［７］
。在此研究的基础上，继续探讨乳康饮及拆方

动物含药血清对乳腺癌细胞侵袭和迁移的抑制作用，

能够进一步阐明乳康饮阻断乳腺癌转移的作用机制，

为复方中药治疗乳腺癌抑制淋巴转移提供支持依据。

材料与方法

１．实验动物及细胞：实验动物：ＳＤ大鼠，雌性，３
月龄，体质量 ２５０～３００ｇ，ＳＰＦ级，购于山东济南朋悦
实验动物繁育有限公司，实验动物许可证号：ＳＣＸＫ
（鲁）２０１４０００７。人乳腺癌 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞株，
购于中国科学院上海生命科学研究院细胞资源中心。

２．药物及试剂：乳康饮由黄芪、茯苓、薏苡仁、柴
胡、青皮、莪术组成，乳康饮按照功效拆方为疏肝理气

组（柴胡、青皮、莪术），益气健脾组（黄芪、茯苓、薏苡

仁），将乳康饮及拆方组采用水提醇沉法制剂方法制

成口服液剂型，各组药物终浓度分别为 １０８ｇ／ｍｌ、
０７５ｇ／ｍｌ、０．３３ｇ／ｍｌ。ＤＭＥＭ培养液（美国 ＨｙＣｌｏｎｅ
公司），胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ公司），Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室
（美国 ＢＤ公司 ＦＡＬＣＯＮＲＥＦ３５３０９７），ＤＡＰＩ（北京索
莱宝科技有限公司 Ｃ００６５）。

３．仪器：超净工作台（苏州苏洁净化设备有限公
司 ＳＷ－ＣＪ－１Ｄ型），ＣＯ２培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ３７１型），
荧光倒置显微镜（Ｔｉ－ｓＮｉｋｏｎ仪器有限公司），台式
高速 离 心 机 （盐 城 市 凯 特 实 验 仪 器 有 限 公 司

ＴＧ１６Ｇ），－８０℃超低温冰箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司 ７０５
型）。

４．含药血清的制备及鉴定：ＳＰＦ级 ＳＤ大鼠 ２０
只，随机分为 ４组，每组 ５只，分别为空白对照组、乳
康饮组、益气健脾组、疏肝理气组，每组动物适应环境

后，参照《抗癌药物研究与实验技术》附表“人和动物

间按体表面积折算表”进行换算，计算出人鼠的等效

灌胃剂量，分别予以０．９％ＮａＣｌ溶液、乳康饮、益气健
脾组、疏肝理气组药液，按人鼠的等效剂量灌胃，灌胃

液体量均为 ０．４毫升／（天·只），连续给药 １５天，末
次给药２ｈ后处死取血，静置后高速离心，以 ０．２２μｍ
微孔滤膜过滤除菌，留取各组含药血清，置于 －８０℃
分装冻存备用。采用高效液相法鉴定乳康饮制剂及

拆方组含药血清中各药物入血成分：选取青皮的主要

成分橙皮苷为代表药品，吸取乳康饮制剂供试品溶

液、橙皮苷对照品溶液１０μｌ及含药血清、空白血清供
试品溶液 ２０μｌ，注入高效液相色谱仪，记录色谱图。
经３次以上重复实验后，读取结果显示，乳康饮含药
血清中出现了与橙皮苷对照品、乳康饮制剂原液药物

相同位置的波峰（Ａ），通过对照品谱图比对，鉴定为
橙皮苷，结果见图１。组方中其他药物鉴定同上。

图 １　空白血清、含药血清、对照品及乳康饮制剂

高效液相图谱比较

　

５．细胞培养：人乳腺癌 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞
株，置于含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基中，以
３７℃、５％ ＣＯ２条件下培养，待细胞贴壁生长，长满
细胞单层后，用胰酶（１∶１）进行消化传代，选取对
数生长期的细胞供试验用。按照不同分组分别用

２０％中药含药血清和空白大鼠血清（空白对照组）
继续培养。

６．划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验：（１）划痕实
验：将处于对数生长期的 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１乳腺癌细
胞经胰酶消化后调整细胞密度为 ３×１０５个／毫升，接
种于２４孔板，每孔５００μｌ细胞悬液，３７℃、５％ ＣＯ２培
养箱进行培养，细胞贴壁后，细胞的密度达 ９０％以上
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时，用１０μｌ枪头垂直于细胞划痕，ＰＢＳ冲洗 ３次，分
别加入含２０％乳康饮组、益气健脾组、疏肝理气组含
药血清的培养基５００μｌ后，在５％ ＣＯ２培养箱中再培
养４８ｈ，采用倒置显微镜观察细胞迁移及划痕宽度的
变化，分别于划痕后０ｈ和４８ｈ两个时点，倒置显微镜
下拍照，观察划痕的愈合状态。由于 ２０％乳康饮组、
益气健脾组、疏肝理气组含药血清能够抑制细胞的增

殖，诱导细胞的凋亡，但在干预２４ｈ内不明显，所以观
察时点选择０ｈ和４８ｈ［７］。（２）Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验：调
整细胞密度为 ３×１０５个／毫升，上室加入不含血清的
细胞悬液２００μｌ，下室加入２０％各组含药血清的完全
培养基５００μｌ，在５％ ＣＯ２培养箱中培养４８ｈ后，以适
量 ＰＢＳ将 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室清洗洁净，去除上室的细胞
和基质胶，４％ 多聚甲醛固定 ２５ｍｉｎ，ＤＡＰＩ染色
２０ｍｉｎ，荧光显微镜下拍照，倒置显微镜观察 ５个视
野，记数细胞后取平均值。

７．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ２０．０统计学软件对数

据进行统计分析，计量资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）的
形式表示，进行 ｔ检验和方差分析，以 Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

结　　果
１．乳康饮及拆方含药血清对乳腺癌 ＭＤＡ－

ＭＢ－２３１细胞迁移的影响：检测乳康饮及各拆方组
含药血清对乳腺癌 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞迁移的作
用，进行了划痕实验，结果发现，乳康饮及拆方组含药

血清对 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞迁移均有不同程度的影
响，在乳康饮及拆方含药血清作用 ４８ｈ后，各种细胞
划痕均有不同程度的愈合，空白血清对照组愈合最

佳，乳康饮组及两组拆方血清均能抑制细胞的划痕愈

合，细胞迁移抑制率与空白血清对照组比较，差异有

统计学意义（Ｐ＜０．０５），乳康饮全方组抑制细胞划痕
愈合效果明显优于疏肝理气、益气健脾拆方组 （Ｐ均
＜００５）。结果见图２、图３、表１。

图 ２　乳康饮及拆方含药血清对乳腺癌 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞迁移能力的作用（×４０）

　

图 ３　乳康饮及拆方含药血清对乳腺癌 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞侵袭及迁移抑制率
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　　２．乳康饮及拆方含药血清对乳腺癌 ＭＤＡ－
ＭＢ－２３１细胞侵袭的影响：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验结果
显示，乳康饮及各拆方组含药血清均能够明显抑制

ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞的侵袭，经过乳康饮及其拆方
含药血清处理 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞后，细胞体外侵
袭能力明显降低，侵袭穿过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的细胞每
个视野平均数与空白对照组比较，显著降低（Ｐ＜
００１），乳康饮组效果最为明显，优于益气健脾拆方组
（Ｐ＜０．０５），但与疏肝理气组比较，差异无统计学意

义。结果见表１、图３、图４。

表 １　乳康饮及拆方含药血清对乳腺癌

ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞迁移侵袭能力的影响

组别 侵袭细胞数（个） 侵袭抑制（％） 迁移抑制率 （％）
空白对照组 １３４±１５　　 － －
乳康饮组 ７３±１１ ４５．５２ ６６．３１

疏肝理气组 ８９±１３ ３３．５８ ２４．１２＃

益气健脾组 １０１±１０△ ２４．６３ １５．０３＃

　　与对照组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１；与乳康饮组比较，＃Ｐ＜０．０５

图 ４　乳康饮及拆方含药血清对乳腺癌 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞侵袭能力的影响（×１００）
Ａ．空白对照组；Ｂ．乳康饮组；Ｃ．疏肝理气组；Ｄ．益气健脾组

　

讨　　论
乳腺癌的早期诊断、早期治疗及适时的预后判断

是临床关注的热点问题之一，随着分子生物学及免疫

治疗学研究的发展，已认识到乳腺癌发生、发展本质

上是由多种基因变化引起的，细胞内原癌基因的激活

和（或）抑癌基因的失活是诱发乳腺癌的主要原因。

由于远处转移导致了乳腺癌治疗的失败和患者死亡，

乳腺癌转移是由多种基因参与和调控的复杂的生物

学行为，各种基因在不同患病个体肿瘤细胞内表达差

异，决定了不同患者或不同亚型肿瘤转移的潜能，这

种差异严重影响了乳腺癌的治疗效果和预后。

乳腺癌的治疗除根治性手术外，化疗、放疗、内分

泌治疗及生物靶向治疗等方法密切配合，能够显著延

长患者的生存期，但药物治疗中的毒性不良反应及相

关并发症，会严重地影响到患者的生存质量。研究证

实，中医药在缓解乳腺癌手术的并发症及减轻放、化

疗及内分泌治疗、生物靶向药物的毒性不良反应，降

低复发转移，提高患者的综合治疗效果及生活质量方

面有着独特的优势
［８］
。

中医药的文献虽无“乳腺癌”的病名，但可见

“乳岩”、“乳疳”等类似记载，对乳腺癌病因病机认识

多责之于肝脾二经，如《格致余论》指出：“忧怒抑郁，

脾气消阻，肝气横逆，遂成隐核”。《医宗金鉴》论乳

岩：“……皆缘抑郁不舒，或性急多怒，伤损肝脾所

致”。认为乳腺癌的发生、发展与肝脾二伤、邪毒留

滞有关。有研究者综合整理分析了中医药抗乳腺癌

术后复发和转移方面的临床研究成果，系统归纳总结

了诸多医家有关乳腺癌治疗后复发和转移的病因病

机，认为导致患者乳腺癌复发转移的决定因素是机体

正气虚损，归结为脾肾亏虚、冲任失调为乳腺癌发病

之本，气机不畅、瘀血痰浊、热毒内蕴等为发病之

标
［９］
。皆因正气虚弱，外邪乘虚内侵，内外之邪阻塞

乳络，而致气血失和，运行不畅；或情志不遂，内伤脏

腑，肝气郁结；或饮食不节，脾胃受损，痰湿内伤；脏腑

功能失调，导致气机郁结、瘀血停留、痰浊内生，又进

一步损伤正气。至于乳腺癌转移的病机还没有形成

理论体系，现代中医学研究也不充分，有研究者通过

总结临床经验，阐述了“正气亏虚，余毒未尽”的学术

观点，认为乳腺癌复发转移由“伏邪”、“余毒”而引

发，提出了“余毒旁窜”核心病机理论
［１０］
。

有研究认为“痰毒瘀结、癌毒内生”是乳腺癌发

生、发展的核心病机，而“从化”现象的存在，是导致

乳腺癌术后复发转移的主要原因
［１１］
。由此可见，乳

腺癌的复发转移是因虚致实 （癌）、因实 （癌）更虚、

虚实夹杂的过程；正虚邪盛，邪毒走窜旁流，则导致乳

腺癌的复发转移。根据其病机变化，临床治疗常选用

疏肝理气、化痰散结、活血祛瘀、清热解毒诸治法，祛

除邪毒以抗癌；以健脾补肾、益气养血、调补冲任而扶

正固本，扶正治法贯穿整个治疗过程。扶正药既增强

机体的抗癌能力，又为邪抗癌创造必要条件。因
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此，扶正固本法对于协助乳腺癌手术、放疗、化疗、内

分泌治疗以及生物靶向治疗等尤其重要，能起到增效

减毒，改善患者的自觉症状，缓解稳定病情，延长生存

期，提高生存质量等作用。临床采用辨病辨证互参，

扶正与祛邪结合，虚实主次分清，邪正盛衰慎重权衡，

做到“扶正以祛邪”，“祛邪以扶正”，扶正祛邪并施。

所以中医药治疗乳腺癌从整体观念出发，调整平衡机

体阴阳、气血、脏腑功能，在乳腺癌的临床治疗具体应

用中进一步系统地观察，并客观评价，奠定中医药治

疗乳腺癌的地位。

笔者从乳腺癌的病因病机入手，采用疏肝健脾为

主的治则治法，结合中药药理组方乳康饮，全方以黄

芪、茯苓益气健脾，扶正固本，柴胡、青皮疏肝解郁，调

达肝气，莪术、薏苡仁化痰软坚、活血化瘀，以祛邪治

标。前期乳康饮及其拆方的研究结果，全方及各拆方

组的含药血清均能够显著抑制三阴性乳腺 ＭＤＡ－
ＭＢ－２３１细胞和ＭＤＡ－ＭＢ－４３５Ｓ细胞的增殖，诱导
细胞的凋亡

［７，１２］
。动物模型研究发现，乳康饮能够能

下调乳腺癌组织淋巴管生成相关因子 ＶＥＧＦ－Ｃ、
ＶＥＧＦＲ－３、Ａｎｇ－２蛋白水平的表达，干扰乳腺癌组
织的淋巴管生成，降低微淋巴管密度，抑制乳腺癌的

淋巴转移
［１３，１４］

。文献报道乳康饮组成中的单药，大

多数对乳腺癌的治疗有肯定的作用，如黄芪注射液在

体外对乳腺癌 ＭＣＦ－７可起到抑制肿瘤细胞生长和
迁移的作用

［１５］
。莪术的主要活性成分莪术醇对乳腺

癌细胞增殖有明显的抑制作用，对 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１
细胞的侵袭能力亦有较强影响，且具有一定的浓度依

赖性，莪术提取物莪术石油醚也能抑制乳腺癌细胞的

转移侵袭能力，作用机制可能与上调细胞黏附因子 Ｅ
－ｃａｄｈｅｒｉｎ有关［１６］

。

莪术二酮能明显抑制人乳腺癌 ＨＣＣ１９３７细胞的
迁移和侵袭能力，其机制可能与通过下调 ＭＡＰＫ和
Ａｋｔ信号通路上关键蛋白 ＥＲＫ、ＪＮＫ、Ａｋｔ的磷酸化水
平，进而使 ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－９表达量下降有关［１７］

。

柴胡皂苷 Ｄ也能呈时间及浓度依赖性地抑制 ＭＤＡ－
ＭＢ－２３１细胞的增殖、迁移和侵袭能力，下调与细胞
黏附、迁移、侵袭相关基因 ｖｉｍｅｎｔｉｎ和 Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋
白和 ｍＲＮＡ的表达水平。茯苓的有效成分茯苓三萜
可通过抑制 ＭＡＰＫ信号通路的激活，从而抑制肿瘤
细胞的 ＥＭＴ，进一步抑制乳腺癌细胞的迁移和侵袭
能力，发挥抑制乳腺癌生长和转移的作用。

本实验研究显示，乳康饮和拆方为疏肝理气组和

益气健脾组的含药血清，均能够对乳腺癌 ＭＤＡ－

ＭＢ－２３１细胞的迁移和侵袭发挥明显抑制作用，益
气健脾组的抑制作用相对较弱，乳康饮全方组优于疏

肝理气组和益气健脾组，提示全方配伍后，能够增强

对乳腺癌细胞的抑制作用，具体的作用机制有待进一

步深入研究。由于中医药防治乳腺癌复发与转移是

多靶点与多途径的整合，具有整体观念的优势，又有

辨证论治的灵活性，所以在以扶正培本为主、祛邪抗

癌为辅的综合治疗基本治疗理念上，发挥了中医药辨

证论治的优势，体现了乳腺癌的个体化治疗理念。
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５９７

１５　刘晓丽，梁羽茜，胡秀华．黄芪注射液对乳腺癌 ＭＣＦ－７细胞增
殖周期以及细胞凋亡、迁移影响的实验研究［Ｊ］．医学研究杂志，
２０１７，４６（２）：６６－６９

１６　钱祥，甄宏德，李永峰，等．莪术石油醚提取物对三阴性乳腺癌
细胞 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１转移相关基因影响的体外研究［Ｊ］．浙江
中西医结合杂志，２０１７，２７（６）：４６３－４６６

１７　孙学然，杨克，吕玲玲，等．莪术二酮对乳腺癌 ＨＣＣ１９３７细胞迁
移和侵袭的影响及机制［Ｊ］．中国实验方剂学杂志，２０１９，２５
（３）：７４－８１

（收稿日期：２０１９－０５－０９）
（修回日期：２０１９－０６－１５）
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