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槐耳联合化疗对荷乳腺癌裸鼠疗效观察
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摘要：目的 研究槐耳颗粒联合盐酸吡柔比星（THP）对荷 MDA-MB-231和 MCF-7乳腺癌干细胞瘤裸鼠的治疗效果，为
临床治疗提供科学的依据。方法 将 64只 SPF级雌性 Balb/c裸鼠随机分为 2组，每组 32只，分别建立荷 MDA-MB-231
和MCF-7细胞肿瘤干细胞裸鼠模型。每组再随机分为 4组，各组均为 8只。其中，对照组尾静脉注射生理盐水，0.2 ml/次，每
周 2次，共 3周；THP组尾静脉注射剂量为 5 mg/kg的化疗药物 THP，0.2 ml/次，每周 1次，共 3周；槐耳颗粒组，用 600 ml
纯净水将 20 g槐耳颗粒溶解，相当于每 60 kg体质量给药 20 g，0.2 ml/次灌胃，每日 1次，共 3周；联合治疗组按槐耳颗粒
组用药方式给药，同时尾静脉注射 5 mg/kg的 THP，0.2 ml/次，每周 1次，共 3周。比较各组裸鼠治疗后的体质量，采用光
学显微镜进行肿瘤组织病理学检查，采用逆转录聚合酶链反应（RT-PCR）法检测 c-Myc表达水平，采用 TUNEL法检测细
胞凋亡情况，采用免疫组化法检测 Bcl-2与 Bax蛋白表达。用 SPSS 20.0统计学软件包进行单因素方差分析。结果 治
疗 3周后，与其他 3组比较，对照组体质量最轻，瘤体积最大，差异有统计学意义（P<0.05）；槐耳颗粒组和 THP组体质量
和瘤体积相当，差异无统计学意义（P>0.05）；联合治疗组体质量最大，瘤体积最小，与其他 3组比较差异均有统计学意义
（P<0.05）。移植瘤组织切片为典型乳腺中分化腺癌。槐耳颗粒组和 THP组均可见小的肿瘤组织坏死灶，联合治疗组肿瘤
组织出现明显变性坏死。与对照组比较，其他 3组裸鼠瘤体中 c-Myc表达水平下调，凋亡指数上升，Bcl-2蛋白表达下调，
Bax蛋白表达均上调，联合治疗组较槐耳颗粒组和 THP组变化更加明显，差异均有统计学意义（P<0.05）。结论 槐耳颗
粒能明显抑制肿瘤增长，其中以联合治疗组效果最佳，为临床治疗乳腺癌提供了新思路。
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乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，发病率呈
逐年上升的趋势[1-2]。提高转移性复发性乳腺癌患者生
存率一直是待解决的难题。传统的放化疗方法只能杀
伤肿瘤细胞，而具有自我分化、更新特点的肿瘤干细胞
不能被彻底清除[3]。槐耳颗粒是药用真菌槐耳的提取
物，性平，味苦、辛，具有扶正固本、活血消症、抗癌等作
用，适用于瘀血阻滞，正气虚弱。槐耳含有多种有机成
分和矿物质元素，其主要活性成分为蛋白多糖[4]。研究
显示，槐耳可以杀伤肝癌、急性淋巴细胞白血病、胃癌
和乳腺癌等多种肿瘤细胞，使其凋亡，并抑制血管再生，
同时能够提高机体免疫力，改善患者生活质量[5-8]。研究
表明，肿瘤干细胞的发生、发展、增殖和分化与多种信
号通路有关，其中 Akt信号通路被激活后其关键的原
癌基因 c-Myc参与乳腺癌细胞的增殖、分化和凋亡等
过程[9-10]。本文通过观察槐耳颗粒联合化疗药盐酸吡柔
比星（THP）对 MDA-MB-231和 MCF-7乳腺癌干细胞
荷瘤裸鼠的治疗效果，为临床治疗乳腺癌提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 实验动物 SPF 级 3~4 周龄雌性 Balb/c 裸鼠
64只，体质量 16~18 g，购自北京维通利华实验动物技
术有限公司，实验动物中心许可证号 SCXK（京）2014-
0013，动物合格证号 11400500018047。
1.1.2 仪器及试剂 IX71型荧光倒置显微镜（日本
Olympus公司），371型生物安全柜和细胞培养箱（美国
Thermo公司），FA型肿瘤干细胞 alibur流式细胞仪（美
国 BD 公司），130 -091 -632 型磁珠分选仪（德国
Miltenyi公司），IC 1000型全自动细胞计数分析仪（韩
国 Count star公司）。乳腺癌 MDA-MB-231细胞株和
MCF-7细胞株为天津市肿瘤医院肿瘤研究所牛瑞芳
教授惠赠。RPMI1640培养基和青链霉素（美国 Gibco
公司），人淋巴细胞分离液（天津美德太平洋科技有限
公司），CD44、CD24磁珠抗体（德国 Miltenyi公司），鼠
抗人 Bcl-2及 Bax单克隆抗体和 TUNEL 细胞凋亡检
测试剂盒均购自北京中杉金桥有限公司。槐耳颗粒（国
药准字 Z20000109）购自启东盖天力药业有限公司。
THP购自海正辉瑞制药有限公司。
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1.2 方法
1.2.1 细胞培养 乳腺癌 MDA-MB-231和 MCF-7细
胞培养在含有 1%青链霉素和 10%胎牛血清的
RPMI1640培养基中，37 ℃、5%CO2培养箱培养。
1.2.2 MDA-MB-231和 MCF-7肿瘤干细胞分选 分
别收集 MDA-MB-231和 MCF-7细胞，各加入 10 μl
CD24-磁珠抗体，孵育，收集 CD24-阴性的细胞，300×g
离心 10 min，在前述收集的细胞中加入 20 μl CD44磁
珠孵育。用 500 μl PBS 重悬细胞备用。收集 CD44+

CD24-细胞[8-9]。
1.2.3 裸鼠乳腺癌干细胞模型的建立 收集上述
CD44+CD24-细胞（乳腺癌MDA-MB-231细胞和 MCF-7
细胞干细胞），用无血清培养基调整细胞浓度至 5×
105/ml，按 1∶1的比例与 matrigel混匀，在 Balb/c裸鼠右
侧腋下接种 0.2 ml细胞，接种部位出现结节认定为移
植瘤。
1.2.4 荷 MDA-MB-231和 MCF-7细胞肿瘤干细胞裸
鼠的治疗 将 64只裸鼠随机分为 2组，分别建立荷
MDA-MB-231 和 MCF-7细胞肿瘤干细胞裸鼠模型。
每组再采用抽签法随机分 4组，各组均为 8只。对照组
尾静脉注射生理盐水，0.2 ml/次，2次/周，共 3周；THP组
尾静脉注射剂量为 5 mg/kg的化疗药物 THP，0.2 ml/次，
每周 1 次，共 3 周；槐耳颗粒组，用 600 ml 纯净水将
20 g槐耳颗粒溶解，相当于每 60 kg体质量给药 20 g，
每日 0.2 ml灌胃 1次，共 3周[11]；联合治疗组按槐耳颗
粒组用药方式给药，同时尾静脉注射 5 mg/kg的 THP，
0.2 ml/次，每周 1次，共 3周。肿瘤干细胞接种成瘤后，
各组开始第 1次治疗。治疗期间每隔 2 d测量瘤体大
小 1次。瘤长为移植瘤的最大直径，瘤宽为最小直径，
瘤体积（mm3）=长×宽×宽×0.52。
1.2.5 移植瘤 HE染色 各组治疗后，处死裸鼠，取
出移植瘤组织，进行 HE染色，光学显微镜进行病理学
检查。
1.2.6 c-Myc基因表达的检测 取出储存于-80 ℃液
氮中的瘤组织，称取 20 mg，然后加入液氮研磨粉碎
后，至 RNA EP管中，按照 QiagenRneasy mini kit 试剂
盒说明书提取上述瘤组织的总 RNA。再用 TAKARA
PrimeScript RT-PCR Kit试剂盒，以上述提取的瘤组织
总 RNA为模板、引物，和无酶无菌水（RNase-freeWater）
混匀，于 65 ℃孵育 5 min。加入反转录反应体系：1.0 μl
RNA、1.0 μl Oligo（dT）、2.0 μl 10 mmol/L dNTPs、0.5 μl
10×TSⅡRT Buffer、0.5 μl Ribonuclease Inhibitor、0.5 μl
TransScriptⅡRT和 13.0μl RNase-freeWater，轻轻混匀，
50 ℃孵育 30 min。然后 85 ℃加热 5 s，使 TransScriptⅡ
RT失活。反转录合成 cDNA。利用 Oligo 6软件设计
RT-PCR引物，从与 NCBI查出的 c-Myc基因序列进
行 BLAST验证。c-Myc基因引物为，上游：5'-CCAA-

CAGGAGCTATGACCTC-3'，下游：5'-TTGTACCTGCA-
GGATCTGAG -3'。GAPDH引物为，上游：5'-GGTGG-
TCTCCTCTGACTTCAACA-3'，下游：5'-GTTGCTGTAG-
CCAAATTCGTTGT-3'。用 Western blot法检测蛋白表
达：根据蛋白确定目的条带，并应用图像分析软件 Multi
Gauge Ver 3.0进行蛋白表达强度测定。结果以灰度值表
示，GAPDH作为内参。按下式计算目的蛋白表达相对
值：目的蛋白表达相对值=目的条带强度/GAPDH强度。
1.2.7 TUNEL法检测细胞凋亡 按试剂盒说明书操
作，将石蜡包埋的切片进行常规脱蜡脱水，用 20 mg/L
蛋白酶 K工作液室温孵育 15～30 min，再用磷酸盐缓
冲液（PBS）洗 2次；加入 50 μl的 TUNEL反应混合溶
液，37 ℃孵育 60 min，PBS洗 3次，在荧光显微镜下观
察；加入 50 μl石蜡包埋切片转化剂 POD，37 ℃孵育
30 min，PBS冲洗 3次，加入 50 μl DAB底物溶液，孵育
10 min，PBS 冲洗 3 次；复染、封片，在光学显微镜下
观察。在 200倍光学显微镜下计数每个视野内的凋亡
细胞数，随机计数 5个视野，计算平均每个视野内凋亡
细胞的凋亡指数（apoptotic index，AI）。AI=凋亡细胞数/
每个视野内观察细胞总数。以凋亡指数计，<0.1为阴
性（-），0.1～＜0.2为弱阳性（+），0.2～＜0.3 为阳性（++），
≥0.3为强阳性（+++）。
1.2.8 瘤组织中 Bcl-2与 Bax蛋白表达的检测 将组
织切片，用环保透明剂脱蜡，在环保透明剂缸中浸泡
20 min，用无水乙醇、95%乙醇、80%乙醇对切片进行梯
度脱水。自来水和 PBS液冲洗后切片，每次 3 min，进
行热修复和胰酶修复。PBS液冲洗切片 3 min。将切片
浸泡在 H2O2中，抑制内源性过氧化物酶 10 min。然后
用 PBS液冲洗切片 3 min。将指定抗体孵育切片放置
于 37 ℃恒温箱内 1 h，PBS液冲洗切片 5 min。用一抗
封闭剂，孵育切片 30 min。PBS液冲洗切片 3 min。二抗
孵育切片 30 min。PBS液冲洗切片 3 min。用 DAB工作
液显色 5 min。自来水冲洗，用苏木素复染后，酸性乙醇
分化，再用氨水反蓝。自来水冲洗切片、切片脱水、透
明、封片，用光学显微镜进行观察。然后选择同等细胞
厚度，在同等密度细胞下选择 5个视野，每个视野选择
100个细胞，用免疫组化组分测定软件测定其吸光度。
1.3 统计学分析 采用 SPSS 20.0统计学软件包进行
数据分析。计量资料采用 x±s描述，多组间比较采用单
因素方差分析，进一步组间两两比较采用 LSD法。检
验水准 α=0.05。

2 结 果

2.1 MDA-MB-231和MCF-7细胞形态及 CD44+CD24-

细胞所占比例 荧光倒置显微镜下，对照组 MDA-MB-
231和 MCF-7细胞贴壁生长，呈多边形，成片生长，具
有折光性，胞体大，核仁清楚，胞质透明，见封 3图 1。
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表 2 治疗后各组 c-Myc mRNA表达水平比较（n=8，x±s）
组别 MDA-MB-231细胞 MCF-7细胞

对照组 101.70±14.13 94.01±16.20

槐耳颗粒组 57.00± 6.32a 59.89± 4.77a

THP组 61.42±10.49a 60.19± 8.56a

联合治疗组 25.99± 1.83abc 25.20± 1.81abc

F值 87.550 69.814

P值 <0.01 <0.01

注：与对照组比较，aP<0.05；与槐耳颗粒组比较，bP<0.05；与
THP组比较，cP<0.05；THP.盐酸吡柔比星。

表 3 治疗后各组细胞凋亡结果比较（n=8，x±s）
组别 MDA-MB-231细胞 MCF-7细胞

对照组 0.038±0.002 0.043±0.002

槐耳颗粒组 0.209±0.011a 0.198±0.010a

THP组 0.189±0.010a 0.182±0.010a

联合治疗组 0.290±0.023abc 0.284±0.020abc

F值 469.347 527.519

P值 <0.01 <0.01

注：与对照组比较，aP<0.05；与槐耳颗粒组比较，bP<0.05；与
THP组比较，cP<0.05；THP.盐酸吡柔比星。

表 4 治疗后各组 Bcl-2和 Bax蛋白表达比较（n=8，x±s）

MCF-7细胞

Bax Bcl-2 Bax

8.05±2.63 54.74±3.46 6.78±2.37

组别

对照组

MDA-MB-231细胞

Bcl-2

55.50±3.26

14.89±1.64a 46.28±4.30a 13.41±2.20a槐耳颗粒组 47.77±2.92a

THP组 47.30±2.54a 14.54±2.97a 46.54±3.45a 16.24±3.22ab

联合治疗组 35.23±3.37abc 21.76±3.89abc 34.69±1.90abc 21.90±2.38abc

F值 60.676 29.903 47.310 47.735

P值 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

注：与对照组比较，aP<0.05；与槐耳颗粒组比较，bP<0.05；与
THP组比较，cP<0.05；THP.盐酸吡柔比星。

流式细胞仪分选获得上述 2种乳腺癌细胞 CD44+CD24-

细胞，MDA-MB-231细胞和MCF-7细胞中 CD44+CD24-

细胞所占比例分别为 26.7%和 23.84%。
2.2 荷瘤裸鼠生存状态及体质量变化 对照组精神
不振，活动减弱，于第 3周开始活动障碍，处于濒死状
态；槐耳颗粒组、THP组和联合治疗组的荷瘤裸鼠情绪
稳定，活动自如，能正常进食和饮水，在治疗的 3周内
生命体征变化不明显。治疗 3周后，与其他 3组比较，
对照组体质量最轻，瘤体积最大，差异有统计学意义
（P<0.05）；槐耳颗粒组和 THP 组体质量和瘤体积相
当，差异无统计学意义（P>0.05）；联合治疗组体质量最
大，瘤体积最小，与其他 3组比较差异均有统计学意义
（P<0.05），见表 1。

2.3 模型移植瘤的 HE染色 接种 MDA-MB-231和
MCF-7细胞肿瘤干细胞后的第 3—4天，裸鼠右侧腋下
的接种部位出现黄色包膜的结节，即为移植瘤，见封 3
图 2。光学显微镜下，2种乳腺癌细胞中的 CD44+CD24-

移植瘤组织切片均为典型乳腺中分化腺癌。瘤细胞呈
腺管状，腺体不规则，部分腺体呈角状。病理学结果显
示，对照组均未见瘤组织有变性坏死，光学显微镜下肿
瘤细胞彼此镶嵌，呈巢状生长；槐耳颗粒组和 THP组均
可见小灶性坏死，中心坏死区可见核碎屑；联合治疗组
出现多灶性坏死，细胞核膜破裂，核破裂，胞膜不明显，
嗜酸性变肿瘤组织明显变性坏死，见封 3图 3、4。
2.4 各组 c-Myc的表达水平比较 治疗后，与对照组
相比，槐耳颗粒组、THP 组和联合治疗组的 c-Myc
mRNA表达均有所下调，其中联合治疗组较槐耳颗粒组
和 THP组下调更低，差异均有统计学意义（P＜0.05），
见表 2。
2.5 各组细胞凋亡情况 显微镜下观察凋亡细胞的
数量和分布，阳性细胞（凋亡细胞）的胞核染色为棕黄
色或棕褐色，均匀或颗粒状。与对照组相比，槐耳颗粒
组、THP组和联合治疗组的 2种肿瘤细胞凋亡率更高，
其中联合治疗组 2种肿瘤细胞凋亡率高于槐耳颗粒组
和 THP组，差异均有统计学意义（P＜0.05），见表 3。

2.6 各组 Bcl-2与 Bax表达水平比较 治疗结束后，
与对照组比较，槐耳颗粒组、THP 组和联合治疗组
Bcl-2蛋白表达均下调、Bax蛋白表达均上调；与槐耳
颗粒组和 THP组比较，联合治疗组 Bcl-2蛋白表达均
进一步下调、Bax蛋白表达均进一步上调，差异均有统
计学意义（P<0.05），见表 4。

3 讨 论

中医学认为，人体正气不足，外邪入侵等致病因素
共同作用会导致人体阴阳失衡，经络阻滞，脏腑失和，
气血失调，积而成瘤[10-11]。研究发现中药对肿瘤的治疗
具有不易产生耐药性、安全性高、扶正祛邪、化瘀解毒
等优点[12]。随着对中药抗肿瘤研究的深入，研究发现中
药具有提高患者机体免疫力，抑制肿瘤细胞的生长，杀
伤肿瘤细胞和肿瘤干细胞，促进肿瘤细胞凋亡，防止肿
瘤细胞转移等功效[13-15]。

表 1 治疗后各组裸鼠体质量和瘤体积比较（n=8，x±s）
MCF-7细胞

瘤体积（mm3） 体质量（g） 瘤体积（mm3）

274.84±82.10 20.60±0.27 307.69±56.20

组别

对照组

MDA-MB-231细胞

体质量（g）

20.55±0.30

201.76±42.62a 21.32±0.30a 219.87±51.91a槐耳颗粒组 22.41±0.28a

THP组 22.63±0.25a 195.69±49.48a 21.52±0.34a 198.50±55.43a

联合治疗组 23.59±0.28abc 114.16±16.25abc 23.46±0.26abc 111.33±18.29abc

F值 167.173 12.254 138.130 22.469

P值 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

注：与对照组比较，aP<0.05；与槐耳颗粒组比较，bP<0.05；与
THP组比较，cP<0.05；THP.盐酸吡柔比星。
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槐耳颗粒作为国家一类新药，具有扶正固本，活血
消症的功效。适用于正气虚弱，瘀血阻滞者，临床上除
用于肿瘤治疗外，还可以改善神疲乏力、少气懒言等症
状。其有效药用成分是组织分离槐耳真菌———槐栓菌，
发酵槐栓菌可获取 18种氨基酸和 6种单糖组成的蛋
白多糖[4]，具有抑制肿瘤细胞增殖、促进肿瘤细胞凋亡
的功能[5-8]，从而起到抗癌效果。另外，槐耳颗粒可促进
荷肝癌 Heps小鼠的迟发型超敏反应，提高其血清 T淋
巴细胞酯酶染色率，从而提高机体的免疫力[16-17]。屈淑
贤等[17]研究发现，槐耳颗粒联合环磷酰胺和多西他赛
治疗老年乳腺癌，术后患者 CD4+细胞百分率、CD4+/CD8+

比值和 NK细胞百分率在术后 3个月和 1年均明显高
于对照组，生活质量也有明显提高。本研究结果表明，
中药槐耳颗粒可改善荷瘤裸鼠的生存状态，有一定的
抑制肿瘤的效果，联合化疗药 THP进行治疗则效果更
为显著。
研究显示，信号通路活动异常会造成肿瘤细胞的

增殖和分化，如 PI3K/Akt、Wnt/β-catenin、HOX、Notch
等信号通路 [11，18]。在许多肿瘤发生、发展中常出现
PI3K/Akt信号通路活化异常，其中原癌基因 c-Myc的
主要作用为抑制凋亡，保持细胞的高增殖性，其在正常
组织中不表达或仅有极少的基础表达量，而通常在结
肠癌、乳腺癌、前列腺癌等中表达异常[11-12]。因此，通过
调节活化异常的信号通路，可达到抑制肿瘤细胞的发
生、增殖、分化等作用，从而达到杀伤肿瘤细胞的目的。
王伟[6]研究发现，槐耳能够调控多个细胞内的分子通
路，参与 DNA 修复，抑制乳腺癌细胞活性，在乳腺癌
发生发展中具有重要作用。魏灿[19]研究发现，在经过槐
耳溶液处理后的 786-O 和 A498 细胞中，P13K、AKT
和 mTOR的总量未有明显变化，但它们的磷酸化水平
（p-P13K、p-AKT、p-mTOR）均有下降；Wnt/13-catenin
信号通路中的 DVL2和 Cyclin D1 等蛋白表达量也均
有所下降，以上变化均呈浓度依赖性。本研究发现与对
照组相比，槐耳颗粒、THP和联合治疗组的关键基因
c-Myc表达均呈下调趋势，联合治疗组下降趋势更为
显著，这一结果与本研究中荷瘤裸鼠生存状态及体质
量变化结果相吻合。

Bcl-2 家族是一类分布在线粒体上的蛋白质，在
细胞凋亡信号途径中发挥重要作用，参与线粒体凋亡
通路[20]。其中，Bcl-2是抑制凋亡蛋白质，而 Bax是促进
凋亡蛋白质。本研究通过免疫组化法观察到 Bcl-2、
Bax蛋白阳性细胞均表现为胞浆着色及核膜着色，这
与它们在细胞内的定位有关。细胞凋亡在肿瘤发生和
发展中有重要意义，肿瘤的治疗主要是通过诱导肿瘤
细胞凋亡来实现的。本研究结果表明，联合治疗组、槐
耳颗粒组和 THP组均可通过下调 Ki-67 和 Bcl-2 蛋
白表达和上调 Bax蛋白表达，来抑制乳腺癌细胞增殖

和诱导细胞凋亡，最终达到抑制肿瘤的作用。其结果不
仅说明槐耳颗粒有良好的治疗效果，同时也表明槐耳
颗粒联合 THP治疗具有深入研究的必要性和潜在的
应用前景，为临床治疗提供了科学的依据。
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图 1 MDA-MB-231和 MCF-7细胞的形态（200×）

B MCF-7细胞A MDA-MB-231细胞

D 联合治疗组C 盐酸吡柔比星组

B 槐耳颗粒组A 对照组

图 4 荷瘤 MCF-7细胞中 CD44+CD24-细胞祼鼠移植瘤组织切片（HE染色，200×）

图 2 接种 CD44+CD24-细胞 Balb/c裸鼠成瘤情况

B 接种 MCF-7肿瘤干细胞
裸鼠成瘤情况

A 接种 MDA-MB-231肿瘤干细胞
裸鼠成瘤情况

D 联合治疗组C 盐酸吡柔比星组

B 槐耳颗粒组A 对照组

图 3 荷瘤 MDA-MB-231细胞中 CD44+CD24-细胞祼鼠移植瘤组织切片（HE染色，200×）


