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槐耳清膏对乳腺癌细胞系ＳＵＭ１５９细胞干性特征的影响

胡保全，唐　鹏，齐晓伟，姜　军　　（４０００３８重庆，第三军医大学西南医院乳腺疾病中心）

　　［摘要］　目的　探讨槐耳清膏对源自人乳腺癌细胞系ＳＵＭ１５９的干细胞是否具有抑制或者杀伤作用。方法　 以人
乳腺癌细胞系ＳＵＭ１５９为细胞模型，以０、１、１０、１００ｍｇ／ｍＬ的槐耳清膏溶液处理细胞，观察槐耳清膏给药前后细胞形态学
的变化；应用 ＣＣＫ８法检测 ＩＣ５０值，观察给药前后细胞克隆形成能力和成球能力的变化；流式细胞术检测给药前后

ＡＬＤＨ１ｈｉｇｈ细胞比例的变化。结果　 ＣＣＫ８检测结果显示：槐耳清膏对ＳＵＭ１５９细胞系的ＩＣ５０值约为１０ｍｇ／ｍＬ。以浓度
为０、１、１０ｍｇ／ｍＬ的槐耳清膏作用于ＳＵＭ１５９细胞，发现随着浓度的增加，克隆形成的菌落数目逐渐减少（Ｐ＜０．０５），成
球数目和体积也逐渐降低（Ｐ＜０．０５）。１０ｍｇ／ｍＬ槐耳清膏作用该细胞后，流式细胞术检测结果显示，ＡＬＤＨ１ｈｉｇｈ细胞的比
例由给药前的２．８％降到１．５％；１μｇ／ｍＬ紫杉醇作用该细胞后，ＡＬＤＨ１ｈｉｇｈ细胞的比例由给药前的２．８％升到９．１％。结论
　 槐耳清膏对人乳腺癌细胞系ＳＵＭ１５９细胞的克隆形成和成球能力具有明显的抑制作用，同时能够降低 ＳＵＭ１５９细胞
中ＡＬＤＨ１ｈｉｇｈ细胞的比例，提示槐耳清膏可能对乳腺癌干细胞具有一定的抑制或杀伤作用。
　　［关键词］　 乳腺癌；干细胞；ＳＵＭ１５９；槐耳清膏
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　　乳腺癌是女性发病率和病死率最高的恶性肿瘤，
且发病率呈逐年增高趋势［１］。虽然近年乳腺癌的治

疗水平有了较大提高，患者的生存率较前改善，但是乳

腺癌的复发一直是困扰临床治疗的关键难题。肿瘤干

细胞（ｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＣＳＣＳ）被认为是肿瘤复发的根
源之一［２－４］，已成为研究热点。槐耳清膏是我国自主

研发的一种已经用于临床肿瘤治疗的中药制剂［５－１０］，

有效成分主要为槐耳多糖蛋白（ＰＳＴ）。有研究显示
槐耳清膏抗肿瘤作用机制可能与调节机体免疫能力和

诱导肿瘤细胞凋亡相关［６－７］。但槐耳清膏对乳腺癌干
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细胞（ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＣＳＣｓ）是否具有抑制或
者杀伤效应，少见文献报道。本研究以乳腺癌细胞株

ＳＵＭ１５９为ＣＳＣＳ模型，初步探讨槐耳清膏对ＢＣＳＣｓ生
物行为学的影响。

１　材料与方法

１．１　主要药品及试剂
　　槐耳清膏由江苏启东盖天力药业有限公司提供（将槐耳清
膏配置成５００ｍｇ／ｍＬ待用），紫杉醇购自扬子江药业集团有限
公司，Ｆ１２细胞培养液、优质胎牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ公司，Ｂ２７、
ｂＦＧＦ、ＥＧＦ均购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。

１．２　主要仪器
　　美国ＢＤ公司流式细胞仪、紫外分光光度计均由第三军医
大学西南医院中心实验室提供。

１．３　方法
１．３．１　细胞培养　　乳腺癌细胞株ＳＵＭ１５９由第三军医大学
西南医院病理学研究所郭玉明博士惠赠。采用终浓度为含５％
胎牛血清、１％青霉素链霉素、５μｇ／ｍＬ胰岛素、１μｇ／ｍＬ氢化
可的松、４μｇ／ｍＬ庆大霉素的Ｆ１２液体培养体系，置３７℃、５％
ＣＯ２恒温培养箱中培养，每２天换液１次，实验选用对数生长期
细胞。成球培养采用Ｆ１２培养基，终浓度内含０．５％胎牛血清、
２％ Ｂ２７、２０ｎｇ／ｍＬｂＦＧＦ、２０ｎｇ／ｍＬＥＧＦ。培养条件同前。
１．３．２　观察形态变化　　将ＳＵＭ１５９细胞接种于９６孔板，以
０、１、１０、１００ｍｇ／ｍＬ的槐耳清膏溶液处理细胞，３ｄ后用ＰＢＳ洗
细胞２遍，倒置显微镜下观察ＳＵＭ１５９细胞形态变化。
１．３．３　槐耳清膏对ＳＵＭ１５９细胞ＩＣ５０的测定　　用流式细胞

仪将ＳＵＭ１５９细胞按每孔３×１０３／１００μＬ接种于９６孔板，设
实验组、对照组、空白组，每组设５个平行孔，培养２４ｈ后分别
加入０、０．０１、０．０５、０．１、０．５、１、５、１０、５０、１００、５００ｍｇ／ｍＬ的槐耳
清膏溶液，继续培养７２ｈ，每孔加入１０ｍＬ的ＣＣＫ８，３７℃孵育
２ｈ，测定４５０ｎｍ的光密度值［Ｄ（４５０）］，计算细胞的抑制率。
肿瘤抑制率＝［Ｄ（４５０）对照组 －Ｄ（４５０）实验组］／［Ｄ（４５０）对照组 －
Ｄ（４５０）空白组］×１００％。分析计算ＩＣ５０值，实验重复３次。
１．３．４　槐耳清膏对ＳＵＭ１５９细胞克隆形成能力的影响　　用
流式细胞仪将ＳＵＭ１５９细胞按８００／ｍＬ接种于２４孔板。用０、１、
１０、１００ｍｇ／ｍＬ的槐耳清膏溶液处理细胞，以不加槐耳清膏溶液
处理的细胞作为阴性对照。１２ｄ后室温条件下，用０．１％结晶紫
染色细胞１５ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗２次，拍照。重复该实验３次。
１．３．５　槐耳清膏对ＳＵＭ１５９细胞成球能力的影响　　取生长
状态良好的ＳＵＭ１５９细胞制成单细胞悬液，用流式细胞仪接种
２４孔低粘附板，每孔１５００个细胞，置入 Ｆ１２成球培养基中悬
浮培养，并将槐耳清膏溶液以不同浓度（０、１、１０ｍｇ／ｍＬ）加入
培养基，第１、２天每６小时晃动１次，防止细胞贴壁。７ｄ后计
算成球率、观察成球大小并拍照。

１．３．６　流式细胞检测 ＡＬＤＨ阳性比例　　参照 ＡＬＤＥＦＬＵＯＲ
试剂盒说明书进行，主要步骤：将对照的ＳＵＭ１５９细胞、紫杉醇
和槐耳清膏作用１周后的细胞消化、离心后弃去上清液，ＰＢＳ
洗２遍后，用４００μＬ反应缓冲液重悬细胞，并调整细胞浓度至

１×１０６／ｍＬ。取 ２００μＬ细胞悬液加入测试管，２μＬ抑制剂
ＤＥＡＢ加入对照管，然后在测试管内加入２μＬ活化的 ＡＬＤＥ
ＦＬＵＯＲ底物，混匀后立即吸取２００μＬ细胞悬液转移至对照管，
吹打混匀，将对照管和测试管于３７℃孵育３０ｍｉｎ，将测试管和对
照管１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，吸去上清液，分别用２００μＬ缓冲液
重悬细胞，送第三军医大学西南医院实验室上流式细胞仪检测。

１．４　统计学处理
　　计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件行单因素
方差分析，组建比较行ＬＳＤ方法；用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ５计算ＩＣ５０。

２　结果

２．１　细胞形态学观察及ＩＣ５０测定
　　槐耳清膏可抑制ＳＵＭ１５９细胞增殖，且随着浓度的增加对
细胞的抑制作用越明显。未加入槐耳清膏的细胞呈梭形状，细

胞折光性好（图１Ａ）；１ｍｇ／ｍＬ槐耳清膏组细胞生长状况受到
轻度影响（图１Ｂ）；１０ｍｇ／ｍＬ槐耳清膏组细胞生长状况明显抑
制，细胞形态变圆，可见部分细胞发生死亡（细胞膜破裂、细胞

核碎片，图１Ｃ）；１００ｍｇ／ｍＬ槐耳清膏组细胞几乎都死亡（图
１Ｄ）。通过绘制生存曲线（图２）可以计算出该药物对ＳＵＭ１５９
细胞的ＩＣ５０约为１０ｍｇ／ｍＬ。
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Ａ：阴性对照组；Ｂ：１ｍｇ／ｍＬ槐耳清膏组；Ｃ：１０ｍｇ／ｍＬ槐耳清膏
组；Ｄ：１００ｍｇ／ｍＬ槐耳清膏组
图１　倒置显微镜观察加入槐耳清膏培养７２ｈ后ＳＵＭ１５９细胞形态
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图２　槐耳清膏对ＳＵＭ１５９细胞的抑制作用
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２．２　槐耳清膏对ＳＵＭ１５９细胞克隆形成能力的影响
　　随着槐耳清膏溶液浓度的递增，ＳＵＭ１５９细胞的克隆形成
能力明显减少。阴性对照组克隆形成数为（１２５．０±７．９）个。
当槐耳清膏浓度为１ｍｇ／ｍＬ，克隆形成能力降低，克隆形成数
为（９６．４±９．８）个，当浓度达到１０ｍｇ／ｍＬ时，克隆形成数（１９．０±
４３）个，较阴性对照组均有明显减少（Ｐ＜０．０５）；而当浓度达到
１００ｍｇ／ｍＬ时，几乎不能形成克隆集落［（０．６±０．８）个］。

２．３　槐耳清膏对ＳＵＭ１５９细胞成球能力的影响
　　为了进一步检测槐耳清膏对 ＳＵＭ１５９细胞干性能力的鉴
定，把不同浓度的槐耳清膏加入 ＳＵＭ１５９细胞成球培养基中，
培养７ｄ后，观察发现，随着槐耳清膏浓度的递增，ＳＵＭ１５９细
胞成球的体积和数目比阴性对照组均受到明显抑制［阴性对照

组成球数（４５．３３±４．７２）个；１ｍｇ／ｍＬ槐耳清膏组成球数
（３８８３±２．６４）个；１０ｍｇ／ｍＬ槐耳清膏组成球数（９．００±２．９０）个，
Ｐ＜０．０５］。见图３。

２．４　槐耳清膏对 ＳＵＭ１５９细胞中 ＡＬＤＨ１阳性细胞
比例的影响

　　乳腺癌细胞系 ＳＵＭ１５９细胞中 ＡＬＤＨ１ｈｉｇｈ细胞的比例为
２８％。当以１μｇ／ｍＬ的紫杉醇作用该细胞１周后，其比例升
高到９．１％，而以１０ｍｇ／ｍＬ的槐耳清膏液作用后，ＡＬＤＨ１ｈｉｇｈ细
胞比例由２．８％降到了１．５％，提示槐耳清膏对 ＢＣＳＣｓ具有一
定的杀伤作用。

３　讨论

　　随着乳腺癌诊治研究的发展，乳腺癌的生存率有
了一定的提高，但是仍有部分患者死于各类转移［１１］。

近年研究表明：肿瘤的形成、转移与 ＣＳＣｓ相关［１２－１３］。

传统的肿瘤化疗长期效果不佳的原因可能是化疗可以

杀伤大部分肿瘤细胞，但是对 ＣＳＣｓ却不能完全清除，
结果可能起到富集 ＣＳＣｓ的作用。虽然 ＣＳＣｓ耐药的
机制尚不清楚，但已有研究证实残留的 ＣＳＣｓ是导致
乳腺癌复发、转移的重要原因之一［１３］。因此，研究

ＣＳＣｓ的特性和杀灭ＣＳＣｓ的方法成为肿瘤学临床和基
础研究的热点［１４－１６］。

　　槐耳清膏作为我国传统医学中一类新药的代表，
不仅能够抑制肿瘤的生长，还能够调剂机体的免疫能

力。研究发现槐耳清膏能够抑制白血病细胞系 Ｋ５６２
细胞的增殖及诱导其凋亡，与下调 ＢｃｌｘｌｍＲＮＡ的表
达并上调ＢａｘｍＲＮＡ的表达有关［１７］。另有研究证实，

槐耳颗粒可以抑制血管内皮细胞构建新生血管，从而

明显抑制肿瘤血管的生成［１８］。槐耳清膏还可以逆转

耐药基因ＭＤＲ１ｍＲＮＡ表达从而使肿瘤细胞恢复对
化疗药的敏感性［１９］。目前，槐耳清膏制剂“槐耳颗粒”

已经较为广泛地用于对肝癌、甲状腺癌、结肠癌、乳腺

癌等的治疗［７，９－１０，２０］。

　　研究ＣＳＣｓ首先要分选和鉴定ＣＳＣｓ。目前常用方
法有：①克隆形成实验：ＣＳＣｓ能在软琼脂培养板或者
低粘附板形成克隆集落；②成球实验：ＣＳＣｓ能在富含
Ｆ１２、ｂＦＧＦ、ＥＧＦ的干细胞培养基中生存并形成明显的
团状，而普通细胞则无法生存［２１］；③标记物流式分选：
因其分选速度快、精确度高等优点成为目前最为常用

的分选方法。人乙醛脱氢酶（ａｃｅｔａｌｄｅｈｙｄｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎ
ａｓｅ，ＡＬＤＨ）是乳腺癌中较为常用的干细胞分选标记物
之一［２２］。因此，本研究以人乳腺癌细胞系 ＳＵＭ１５９
为细胞模型，采用 ＡＬＤＨ１为标记物分选 ＢＣＳＣｓ，并通
过对比给槐耳清膏前后克隆形成能力、细胞成球能力

以及ＡＬＤＨ１ｈｉｇｈ细胞比例变化情况对槐耳清膏是否具
有抗ＢＣＳＣｓ的作用进行初步探讨。本实验结果显示：
随着槐耳清膏用药剂量的加大，乳腺癌细胞系 ＳＵＭ
１５９的克隆形成能力逐渐下降（阴性对照组和槐耳清
膏１ｍｇ／ｍＬ组比较差异无统计学意义，而阴性对照组
和槐耳清膏１ｍｇ／ｍＬ组均与槐耳清膏１０ｍｇ／ｍＬ组乳
腺癌细胞系 ＳＵＭ１５９的克隆形成能力存在统计学差
异，槐耳清膏１００ｍｇ／ｍＬ组则不能形成有效的克隆集
落）。成球实验也得到了类似的结果。提示槐耳清膏

能够抑制乳腺癌细胞系ＳＵＭ１５９中的干细胞。
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Ａ：阴性对照组；Ｂ：１ｍｇ／ｍＬ槐耳清膏组；Ｃ：１０ｍｇ／ｍＬ槐耳清膏组

图３　不同浓度的槐耳清膏对ＳＵＭ１５９细胞成球能力的影响　（ＬＭ ×４０）
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　　已有研究表明：经过紫杉醇处理后的细胞，其
ＣＳＣｓ比例由处理前的４．７％升高至１３．６％［４］。提示

常规化疗等辅助治疗虽然可以杀死大部分肿瘤细胞，

但是对 ＣＳＣｓ无明显效果，甚至有富集 ＣＳＣｓ作用，这
一现象也解释了临床治疗中化疗效果好的乳腺癌患者

仍存在部分复发的原因。因此，寻找能够杀伤 ＣＳＣｓ
的新药显得尤为重要，以便能进一步提高目前的治疗

水平。本研究还发现：加入槐耳清膏处理后的细胞，

ＡＬＤＨ１ｈｉｇｈ细胞比例由２．８％降至１．５％，提示槐耳清
膏对 ＣＳＣｓ的具有杀伤作用，但其作用的机制尚不清
楚。目前已知，Ｗｎｔ、Ｎｏｔｃｈ、Ｈｅｄｇｅｈｏｇ等信号通路是
ＣＳＣｓ维持自我更新的重要信号通路［２３－２５］，而另外一

种中成药———莱菔硫烷（一种绿花椰菜提取物）可通

过下调 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路杀伤 ＢＣＳＣｓ［２６］；还有
研究表明通过抑制或者沉默 Ｂｃｌ２、Ｂｃｌｘｌ等抗凋亡基
因的表达，可以诱导 ＣＳＣｓ发生凋亡［１６］。而槐耳清膏

是否也通过上述途径发挥作用目前并不清楚，需要进

一步研究证实。
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