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十枣汤诱导乳腺癌裸鼠移植瘤细胞凋亡的作用
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马立威1 ,陈　 哲2 ,李　 旭1 ,刘吉成1∗

(1.齐齐哈尔医学院
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齐齐哈尔　 161006;
2.齐齐哈尔医学院

 

公共卫生学院,黑龙江
 

齐齐哈尔　 161006)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨十枣汤诱导乳腺癌裸鼠移植瘤细胞凋亡的作用及相关的分子机制。 方法　 培养乳

腺癌 SKBR3 细胞并构建其裸鼠移植瘤模型;连续灌胃给药 4 周,观察小鼠肿瘤生长抑制情况;给药结束后处

死裸鼠分离移植瘤组织,通过乳酸脱氢酶(LDH)试剂盒检测移植瘤组织细胞的 LDH 生成量;Hoechst33342-PI
染色观察移植瘤组织细胞的形态学变化;DCFH-DA 染色评估组织细胞活性氧(ROS)含量变化;JC-1 染色评估

细胞线粒体膜电位变化;ELISA 法检测肿瘤组织细胞中 Caspase3、Caspase8、Caspase9 酶活性表达;Western
 

blot
法检测 Fas、FasL 蛋白表达变化;qPCR 法检测 Caspase3、Caspase8、Caspase9、Fas、FasL 基因表达变化。 结果

 

与模型组比较,十枣汤干预后能使移植瘤组织细胞的 LDH 生成量增加(P<0. 05,P<0. 01),组织细胞呈现典型

的凋亡形态学特征,ROS 含量显著增加(P<0. 05),线粒体去极化程度变化显著(P<0. 05,P<0. 01),Caspase3、
Caspase8、Caspase9 基因 / 酶活性表达增高(P< 0. 05,P< 0. 01),Fas、FasL 蛋白 / 基因表达增高(P< 0. 05,P<
0. 01)。 结论　 十枣汤能诱导乳腺癌移植瘤组织细胞的凋亡,Caspase 途径及 Fas / FasL 途径介导了对乳腺癌

组织细胞凋亡的调控。
【关键词】 　 十枣汤;乳腺癌癌;裸鼠;细胞凋亡;凋亡 Caspase 途径;Fas / FasL 途径
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　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

effect
 

and
 

underlying
 

mechanism
 

of
 

Shizao
 

decoction
 

( SZD)
 

on
 

inducing
 

apoptosis
 

in
 

breast
 

cancer
 

transplants
 

in
 

nude
 

mice.
 

Methods　 SKBR3
 

cells
 

were
 

cultured
 

and
 

transplanted
 

into
 

nude
 

mice
 

to
 

construct
 

tumor
 

models.
 

SZD
 

was
 

applied
 

by
 

continuous
 

intragastric
 

administration
 

for
 

4
 

weeks
 

and
 



its
 

effects
 

on
 

tumor
 

growth
 

were
 

observed.
 

After
 

administration,
 

the
 

mice
 

were
 

killed
 

and
 

the
 

transplanted
 

tumor
 

tissues
 

were
 

separated.
 

Lactate
 

dehydrogenase
 

( LDH)
 

levels
 

in
 

tumor
 

tissues
 

were
 

detected
 

using
 

an
 

LDH
 

kit.
 

Morphological
 

changes
 

in
 

transplanted
 

tumor
 

tissues
 

were
 

observed
 

by
 

Hoechst33342-propidium
 

iodide
 

staining,
 

reactive
 

oxygen
 

species
 

( ROS )
 

were
 

evaluated
 

by
 

2 ’, 7 ’-dichlorodihydrofluorescein
 

diacetate
 

staining,
 

and
 

mitochondrial
 

membrane
 

potential
 

was
 

evaluated
 

by
 

JC-1
 

assay.
 

Caspase3,
 

Caspase8,
 

and
 

Caspase9
 

activities
 

in
 

the
 

transplanted
 

tumor
 

cells
 

were
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay.
 

Fas
 

and
 

Fas
 

ligand
 

( FasL)
 

protein
 

expression
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.
 

Caspase3,
 

Caspase8,
 

Caspase9,
 

Fas,
 

and
 

FasL
 

gene
 

expression
 

were
 

detected
 

by
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction.
 

Results 　 Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 

SZD
 

significantly
 

increased
 

LDH
 

production
 

(P<0. 05,
 

P<0. 01)
 

by
 

transplanted
 

breast
 

cancer
 

cells
 

in
 

nude
 

mice,
 

induced
 

apoptosis,
 

increased
 

the
 

ROS
 

content
 

(P< 0. 05)
 

and
 

mitochondrial
 

depolarization
 

(P< 0. 05,
 

P< 0. 01),
 

increased
 

the
 

gene
 

expression
 

and
 

enzyme
 

activities
 

of
 

Caspase3,
 

Caspase8,
 

and
 

Caspase9
 

(P<0. 05,
 

P<0. 01),
 

and
 

increased
 

the
 

gene /
protein

 

expression
 

of
 

Fas
 

and
 

FasL
 

(P<0. 05,
 

P<0. 01).
 

Conclusions　 SZD
 

can
 

induce
 

apoptosis
 

in
 

transplanted
 

breast
 

tumors,
 

possibly
 

via
 

the
 

apoptotic
 

caspase
 

and
 

Fas / FasL
 

pathways
 

tumor.
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decoction;
 

breast
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nude
 

mice;
 

apoptosis;
 

apoptotic
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　 　 《癌症统计报告》中的数据显示,全球范围内

新增乳腺癌病例约 226 万,超过了肺癌的新增病

例数,成为全球第一大癌[1,2] 。 据调查显示,乳腺

癌是中国女性最常见的恶性肿瘤,发病率呈逐年

上升趋势[3] 。 近年来,虽然放射治疗和化学治疗

在乳腺癌治疗领域取得了显著成就,但绝大多数

药物仍具有较高的毒副作用和耐药性特征[4] 。
因此,研究者当前特别关注的是寻找既能有效治

疗乳腺癌又具有低毒性的新型天然药物[5] 。 中

药复方十枣汤是《伤寒论》中的一首方剂,是东汉

时期医圣张仲景治疗悬饮、支饮水液代谢失常等

病变的经典名方[6] 。 方药由芫花、甘遂、京大戟、
大枣组成。 文献报道,十枣汤在临床上主要用于

治疗恶性胸水和肝硬化腹水等[7] 。 课题组前期

研究发现,十枣汤对乳癌细胞确有一定的增殖抑

制及诱导细胞凋亡作用,本研究将从体内实验的

角度探讨十枣汤的抗乳腺癌肿瘤效应及可能的

分子机制,使中医经典方药更好地得到应用。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 细胞

人源乳腺癌 SKBR3 细胞,购买于中国科学院

上海细胞库,本研究室液氮内保存。
1. 1. 2　 实验动物

40 只 SPF 级、体质量(15. 0± 1. 5)
 

g 的 4 ~ 5

周龄雌性 BALB / c 裸鼠购自辽宁长生生物技术股

份有限公司[SCXK(辽)2020-0001],在齐齐哈尔

医学院实验动物中心[SYXK(黑)2021-013]适应

性喂养 1 周后,用于后续实验。 实验动物的处置

过程按照医学伦理标准进行,并经齐齐哈尔医学

院实验动物伦理委员会批准( QMU-AECC-2021-
67),遵循 3R 原则给予人道关怀。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 McCoy’ s5A 培养基、胎牛血清(海星生物公

司,批号分别为:220228S1、231008Y101);LDH 试

剂盒、Hoechst33342-PI 染色试剂盒(南京建成生

物公司,批号分别为:20211187、20230428);活性

氧( reactive
 

oxygen
 

species, ROS ) 检 测 试 剂 盒

(invitrogen 公司,批号:E134892);JC-1 检测试剂

盒、Caspase3、Caspase8、Caspase9 酶联免疫试剂盒

(碧云天生物公司,批号分别为:082819191022、
042821211029、 046533012257、 047428011934 );
PCR 反 转 录 试 剂 盒、 PCR 荧 光 定 量 试 剂 盒

( TaKaRa 试 剂 公 司, 批 号 分 别 为: AJ60658A、
AJG1421A ); 一 抗 Anti-Fas、 Anti-FasL ( 美 国

Abcam 公司, 批号分别为: 82419、 15285); Anti-
GAPDH(美国 CST 公司,批号:#12)。

自动组织脱水机、组织包埋机(中国常州雅

博电子设备有限公司, YAB0600 型、 YAB0400
型);细胞培养箱(美国 Thermo

 

Fisher 公司,3111
型);倒置显微镜 ( 日本 OLYMPUS 公司, IX51
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型);荧光显微镜、激光共聚焦显微镜(德国蔡司

公司,Observer
 

A1 型、LSM710 型),实时定量 PCR
仪(美国 ABI 公司,Q5 型);全自动荧光及化学发

光成像系统 ( 美国 Bio-Rad 公司, ChemiDoc
 

MP
型);酶标仪(奥地利 TECAN 公司,Spark 型)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 实验药物及制备

十枣汤方药由芫花、甘遂、大戟及大枣组成,
药材均购自齐齐哈尔市药材批发市场,经齐齐哈

尔医学院天然药物化学实验中心郭丽娜教授鉴

定后使用。 十枣汤按照课题组前期文献[6] 方法

制备,简述过程如下,取大枣 1
 

kg(约 200 枚)加 5
 

L 的蒸馏水浸泡,经煎煮、过滤、蒸发浓缩至 1
 

L
的枣汤,备用。 另取甘遂、芫花、大戟药材饮片,粉
碎后取各药粉 3

 

g,再加入 50
 

mL 枣汤混合煎煮、
过滤后,制备成十枣汤。
1. 3. 2　 裸鼠移植瘤构建及分组给药

裸鼠适应性喂养 1 周后,将对数生长期的

SKBR3 细胞用 0. 9%氯化钠溶液调整浓度为 4 ×
107 / mL。 在超净台中用胰岛素注射器吸取含细

胞悬液的 0. 9%氯化钠溶液 0. 2
 

mL,接种在裸鼠

左前肢腋下,对应抽取 0. 2
 

mL 不含细胞的 0. 9%
氯化钠溶液接种 3 只裸鼠。 接种 10

 

d 后观察发

现接种含细胞的裸鼠皮下位置可见大小均一的

小肿块;而接种同体积不含细胞的裸鼠没有肿块

出现,表示接种成功。 接种裸鼠肿瘤生长至肉眼

可见明显结节时,开始随机分组、给药;十枣汤按

照实验药物急性毒性结果[6] ,结合前期预实验结

果分为低、中、高剂量组(150、300 和 600
 

mg / kg),
每天灌胃给药 1 次(模型组给予等量蒸馏水),连
续给药 4 周,观察肿瘤生长抑制情况。
1. 3. 3　 移植瘤组织细胞的乳酸脱氢酶( lactate

 

dehydrogenase,LDH)生成量检测

将质量相同的各组移植瘤新鲜组织取一小

块,放入研钵中并倒入少量液氮后充分研磨至无

明显沉淀,收集至无菌 EP 管中;按照试剂盒说明

书方法操作,简述步骤:PBS 稀释各组样本,并取

150
 

μL 加入 96 孔板中,并对应加入反应试剂,室
温下孵育 5

 

min,酶标仪测定 450
 

nm 处的 OD 值;
同时,用超纯水稀释标准品(丙酮酸) 加入 96 孔

板中,同样方法测定标准品浓度对应的 OD 值,绘
制标准曲线,根据标准曲线及样本测得的 OD 值,

按照说明书中方法计算各组 LDH 的生成量。
1. 3. 4　 移植瘤组织细胞的形态学变化检测

将浸泡在组织固定液中的各组组织样本取

出,进行脱水、包埋制成蜡块;将组织蜡块切片并

在水浴锅中展开至黏附载玻片上, 放入烘箱

60
 

℃下烘烤 2
 

h,然后依次放入二甲苯及不同浓

度梯度的乙醇溶液中进行脱蜡、水化处理,最后

PBS 溶液冲洗后,制得肿瘤组织石蜡切片。 按照

试 剂 盒 说 明 书 方 法, 对 各 组 切 片 进 行

Hoechst33342-PI 染色,简述步骤如下,将各组切

片依次滴加固定液、通透液处理,PBS 缓冲液冲洗

后,分别滴加 Hochest33342 染色液 20
 

μL、PI
 

染色

液 20
 

μL,室温条件中避光反应 30
 

min,缓冲液冲

洗,玻片自然晾干后,将防淬灭树脂胶滴加在玻

片上,并用盖玻片进行封片处理;在荧光显微镜

下进行观察并拍照分析。
1. 3. 5 　 移 植 瘤 组 织 细 胞 中 活 性 氧 ( reactive

 

oxygen
 

species,ROS)含量检测

肿瘤组织的处理按照“ 1. 3. 3” 项中内容进

行,按照试剂盒说明书方法进行 DCFH-DA 探针

标记,简述步骤如下,向装有组织样本的各组离

心管中加入细胞裂解液,离心后取裂解上清液,
加入稀释好的 DCFH-DA 探针,室温下避光反应

30
 

min,各组样本加入 96 孔荧光板中,使用酶标

仪的荧光模块,设置激发波长为 502
 

nm,发射波

长为 530
 

nm,检测各组样本的荧光强度,以荧光

强度值表示 ROS 含量,归一化处理后分析各组样

本中 ROS 相对含量。
1. 3. 6　 移植瘤组织细胞的线粒体膜电位检测

按照“1. 3. 4” 项中内容制备组织切片,并按

照试剂盒说明书方法进行 JC-1 染色,简述步骤如

下,各组切片中依次滴加固定液、通透液处理,
PBS 缓冲液冲洗后,滴加预先配置好的 JC-1 染

料,室温下避光孵育 45
 

min,弃上清,并用预先配

置好的洗涤缓冲液进行 3 次冲洗,待玻片自然晾

干后,将防淬灭树脂胶滴加在玻片上,并用盖玻

片进行封片处理,设置激光共聚焦显微镜在同一

激光强度条件下进行拍照并分析。
1. 3. 7　 酶标仪检测移植瘤组织细胞中 Caspase3、
Caspase8、Caspase9 酶活性变化

肿瘤组织的处理按照“1. 3. 3”项中内容进行,
使用 Caspase3、Caspase8、Caspase9 检测试剂盒进行
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检测,按照试剂盒说明书简述步骤如下,将各组织

蛋白用 Bradford 法进行蛋白定量,按照反应体系依

次加入蛋白上清液 10
 

μL,缓冲液 80
 

μL,比色底物

( Ac-LEHD-pNA、 Ac-DEVD-pNA、 Ac-IETD-pNA )
10

 

μL,将反应产生的黄色裂解物在酶标仪波长

405
 

nm 处检测反应物的 OD 值。 同时用试剂盒提

供的标准溶液绘制 pNA 定量标准曲线。 将测得

各样本 OD 值利用标曲分析 pNA 浓度,利用 pNA
浓度反应 Caspase 酶相对活性。

表 1　 引物序列及长度
Table

 

1　 Primer
 

sequence
 

and
 

length
基因
Gene

序列(5’-3’)　 　
Sequence(5’-3’)　 　

长度 / bp
Length / bp

β-actin Forward:
 

GTTGTCGACGACGAGCG
Reverse:

 

GCACAGAGCCTCGCCTT 93

Caspase3 Forward:
 

TCGCTTCCATGTATGATCTTTG
Reverse:

 

CTGCCTCTTCCCCCATTCT 110

Caspase9 Forward:
 

CATGCTCAGGATGTAAGCCA
Reverse:

 

AGGTTCTCAGACCGGAAACA 93

Caspase8 Forward:
 

AGGCCAGATCTTCACTGTCC
Reverse:

 

GGTCACTTGAACCTTGGGAA 114

Fas Forward:
 

GCATCTGGACCCTCCTACCT
Reverse:

 

TCCTCAATTCCAATCCCTTG 108

FasL Forward:
 

GCACACAGCATCATCTTTGG
Reverse:

 

GGACCTTGAGTTGGACTTGC 109

1. 3. 8　 Western
 

blot 法检测移植瘤组织细胞中相

关蛋白表达

新鲜的肿瘤组织每组取 100
 

mg 将其放入含

有液氮的研钵中,加入 RIPA 蛋白裂解液研磨至

无沉淀,冰浴上反应 30
 

min,离心弃沉淀,获取含

蛋白的上清液;BCA 试剂盒进行蛋白定量,通过

聚丙烯酰胺凝胶电泳分离并电转至 PVDF 膜上,
经封闭、一抗反应,二抗反应后,在成像系统上进

行 ECL 化学发光,获取图像信息,并以 GAPDH 为

内参蛋白,利用成像自带软件分析条带灰度值并

计算蛋白的相对表达量。
1. 3. 9　 qPCR 法检测移植瘤组织细胞中相关基

因的表达变化

肿瘤组织的处理按照“ 1. 3. 3” 项中内容进

行,各样本中加入 1
 

mL 的 TRIzol 液充分混匀后,
采用酚氯仿法提取组织细胞的总 RNA,并测定其

浓度及纯度后,按照前期文献方法测定并分析目

的基因的表达[8] ,简述步骤如下,依据试剂盒说

明书方法将各组 RNA 逆转录成 cDNA,再按照表

1 中引物序列(上海生工生物公司设计合成)结合

荧光定量试剂盒说明书,对产物进行扩增反应,
测定各组样本 Ct 值,并依据 Ct 值计算目的基因

相对表达量。
1. 4　 统计学方法

　 　 应用 SPSS
 

18. 0 软件进行数据分析、处理,数
据用平均数±标准差( 􀭰x±s)表示,根据方差齐性检

验结果,组间比较应用 Dunnett-t 方法,多组间比较

用单因素方差分析,P<0. 05 表示有显著性差异。

2　 结果
 

2. 1　 乳腺癌裸鼠肿瘤移植瘤构建
 

　 　 给药期间,模型组小鼠无明显异常;十枣汤

连续灌胃后有的小鼠出现行为怠惰、呼吸急促,
有的出现轻微抽搐的症状,数小时后可恢复;连
续给药 2 周以后,小鼠出现食欲不振、精神不佳、
大便稀塘、体质量降低等异常症状,且随剂量增

加及给药时间的延长,上述症状越显著,持续时

间越长。 十枣汤治疗 4 周后,观察可见其对乳腺

癌癌裸鼠移植瘤生长起到显著的抑制作用,经药

物治疗的各组肿瘤体积增长较为缓慢,结果见图

1。 给药结束后,分离瘤组织并称重计算抑瘤率,
结果见表 2。
2. 2　 十枣汤对移植瘤组织细胞中 LDH 生成量

的影响

　 　 对移植瘤组织细胞中 LDH 生成量检测发现,
十枣汤的作用能增加移植瘤组织细胞中 LDH 生

成,随着给药剂量的增加,LDH 生成量增加,与模

型组比较,变化差异有统计学意义(P< 0. 05,P<
0. 01),结果见图 2。
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图 1　 十枣汤对乳腺癌裸鼠移植瘤生长抑制作用效果图

Figure
 

1　 Effect
 

of
 

SZD
 

on
 

growth
 

inhibition
 

in
 

transplanted
 

tumor
 

of
 

nude
 

mice
 

with
 

breast
 

cancer

表 2　 十枣汤的治疗对乳腺癌裸鼠移植瘤组织重量的影响及抑瘤率( 􀭰x±s,
 

n= 3)
Table

 

2　 Effect
 

of
 

SZD
 

on
 

the
 

weight
 

of
 

transplanted
 

tumor
 

tissue
 

in
 

nude
 

mice
 

with
 

breast
 

cancer
 

and
 

the
 

tumor
 

inhibition
 

rate
 

( 􀭰x±s,
 

n= 3)
组别

Groups
肿瘤重量 / g

Tumor
 

weight / g
抑瘤率 / %

Tumor
 

inhibition
 

rate / %
模型组

Model
 

group 3. 58±0. 17 -

十枣汤低剂量组
SZD

 

low
 

dose
 

group 3. 03±0. 24∗ 15. 38%

十枣汤中剂量组
SZD

 

medium
 

dose
 

group 2. 47±0. 24∗∗ 30. 85%

十枣汤高剂量组
SZD

 

high
 

dose
 

group 2. 12±0. 14∗∗ 40. 82%

注:与模型组相比,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01。
Note.

 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.

注:与模型组相比,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01。

图 2　 十枣汤对移植瘤组织细胞中 LDH 生成水平

的影响( 􀭰x±s,
 

n= 3)
Note.

 

Compared
 

with
  

model
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

2　 Effect
 

of
 

SZD
 

on
 

produce
 

of
 

LDH
 

in
 

cells
 

of
 

xenografted
 

tissue
 

( 􀭰x±s,
 

n= 3)

2. 3　 十枣汤对移植瘤组织细胞形态学变化的

影响

　 　 显微镜下观察移植瘤组织细胞形态学变化

发 现, 模 型 组 中, 肿 瘤 组 织 细 胞 密 集,
Hochest33342 染色的蓝色荧光均匀,有少量 PI 染

色的红色荧光;十枣汤作用的各肿瘤组织中,随
着药物剂量的增加,组织中的细胞变得松散,细
胞蓝色亮染程度增加,红色亮染细胞增加,并可

见细胞碎片增多等细胞凋亡的形态学特征,结果

见图 3。
2. 4　 十枣汤对移植瘤组织细胞中 ROS 含量的

影响

　 　 对乳腺癌移植瘤组织细胞中 ROS 含量变化

检测发现,十枣汤的作用能增加组织细胞中 ROS
含量,随着给药剂量的增加,与模型组比较,差异

有统计学意义(P<0. 05),结果见图 4。
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图 3　 十枣汤对移植瘤组织细胞凋亡的形态学变化的影响

Figure
 

3　 Effect
 

of
 

SZD
 

on
 

morphological
 

change
 

in
 

cells
 

of
 

xenografted
 

tissue

2. 5　 十枣汤对移植瘤组织细胞线粒体膜电位变

化的影响
 

　 　 对乳腺癌移植瘤组织细胞线粒体膜电位检

测发现,模型组中细胞的红色荧光较强,绿色荧

光较弱,说明 JC-1 染料以聚合物形式存在较多,
线粒体膜电位较高,随着十枣汤给药浓度的增

加,细胞红色荧光逐渐减弱,绿色荧光逐渐增强,
说明 JC-1 从聚合物形式逐渐向单体形式转变,即
线粒体膜电位逐渐降低;降低程度由绿色荧光强

度定量分析可知,与模型组比较,变化差异有统

计学意义(P<0. 05,P<0. 01),结果见图 5。
2. 6　 十枣汤对移植瘤组织细胞中 Caspase 酶活

性影响

对乳 腺 癌 移 植 瘤 组 织 细 胞 中 Caspase3、
Caspase8、Caspase9 酶活性变化进行检测,结果如

图 6 所示,随着给药剂量的增加,与模型组比较,
Caspase3、Caspase8、Caspase9 酶活性逐渐增加(P
<0. 05,P<0. 01)。
2. 7　 十枣汤对移植瘤组织细胞中相关蛋白表达

的影响

　 　 对乳腺癌移植瘤组织细胞中 Fas、FasL 蛋白

的表达进行检测,结果如图 7 所示,随着给药剂量

的增加,与模型组比较,Fas、FasL 蛋白表达显著

增加(P<0. 05,P<0. 01)。

注:与模型组相比,
 ∗P<0. 05。

图 4　 十枣汤对移植瘤组织细胞中 ROS 含量变化

的影响( 􀭰x±s,
 

n= 3)
Note.

 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 ∗P<0. 05.

Figure
 

4　 Effect
 

of
 

SZD
 

on
 

contents
 

of
 

ROS
 

and
 

change
 

in
 

cells
 

of
 

xenografted
 

tissue
 

( 􀭰x±s,
 

n= 3)

2. 8　 十枣汤对移植瘤组织细胞中相关基因表达

的影响

　 　 对乳腺癌移植瘤组织细胞中 Caspase3、
Caspase8、Caspase9、Fas、FasL 基因的 mRNA 表达

进行检测,结果如图 8 所示,随着给药剂量的增
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注:A:作用效果图;B:定量结果。 与模型组相比,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01。

图 5　 十枣汤对移植瘤组织细胞线粒体膜电位影响的结果( 􀭰x±s,
 

n= 3)
Note.

 

A,
 

Rendering.
 

B,
 

Quantitive
 

result.
 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

5　 Effect
 

of
 

SZD
 

on
 

change
 

of
 

mitochondrial
 

membrane
 

potential
 

in
 

cells
 

of
 

xenografted
 

tissue
 

( 􀭰x±s,
 

n= 3)

注:与模型组相比,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01。

图 6　 十枣汤对移植瘤组织细胞中 Caspase 相关酶活性变化的影响( 􀭰x±s,
 

n= 3)
Note.

 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

6　 Effect
 

of
 

SZD
 

on
 

relative
 

activity
 

of
 

Caspase
 

enzyme
 

in
 

cells
 

of
 

xenografted
 

tissue( 􀭰x±s,
 

n= 3)

注:A:蛋白条带;B:定量结果。 与模型组相比,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01。

图 7　 十枣汤对移植瘤组织细胞中 Fas、FasL 蛋白表达的结果( 􀭰x±s,
 

n= 3)
Note.

 

A,
 

Protein
 

band.
 

B,
 

Quantitive
 

result.
 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

7　 Effect
 

of
 

SZD
 

on
 

expression
 

of
 

Fas,
 

FasL
 

protein
 

in
 

cells
 

of
 

xenografted
 

tissue
 

( 􀭰x±s,
 

n= 3)
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注:与模型组相比,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01。

图 8　 十枣汤对移植瘤组织细胞中相关基因表达的影响( 􀭰x±s,
 

n= 3)
Note.

 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

8　 Effect
 

of
 

SZD
 

on
 

relative
 

gene
 

expression
 

in
 

cells
 

of
 

xenografted
 

tissue( 􀭰x±s,
 

n= 3)

加,与模型组比较,Caspase3、Caspase8、Caspase9、
Fas、FasL 基因的 mRNA 表达逐渐增加(P<0. 05,
P<0. 01)。

3　 讨论

　 　 目前,中药已成为肿瘤临床治疗的重要组成

部分,并取得了令人满意的疗效[9] 。 而在临床实

践中已证实,单一药物治疗对于多机制引起的乳

腺癌效果较差[10] 。 因此,课题组基于中医以毒攻

毒的治瘤原则,认为十枣汤能起到有效的抗乳腺

癌作用。 在十枣汤中,芫花、甘遂、京大戟均为毒

性中药材,三药合用其性峻烈迅猛,易伤脾胃正

气,故重用甘味大枣以健脾扶正,缓和峻药之毒,
使峻下而不伤正。 文献报道,芫花为瑞香科植

物,瑞香烷型二萜为主要成分[11] ;京大戟为大戟

科植物,主要活性成分为二萜类化合物[12] ;甘遂

为大戟科植物,主要活性成分为二萜和三萜类化

合物[13] 。 综上,这些二萜类化合物可能是十枣汤

抗乳腺肿瘤的物质基础。 对于大戟科植物中的

狼毒大戟课题组有较多的研究报道,发现其活性

成分主要即为二萜类化合物[14] ,目前被分离出的

多数二萜类化合物均有抗肿瘤特别是抗乳腺肿

瘤活性[15] 。 对于十枣汤的抗乳腺癌活性成分的

研究后续我们将深入探究。
本研究通过构建乳腺癌裸鼠移植瘤模型探

讨十枣汤的抗乳腺癌作用。 裸鼠作为一种免疫

缺陷型实验动物,因其繁殖周期短、饲养成本低

且基因组与人类具有高度同源性,已成为肿瘤学

研究领域的重要动物模型[16] 。 文献报道,对肿瘤

细胞的抑制作用可通过诱导细胞凋亡实现[17] ;无
论是传统的细胞毒药物或靶向药物均可以通过

诱导细胞凋亡实现抗肿瘤效应[18] 。 细胞内 ROS
含量升高可增加线粒体的损伤程度与细胞凋亡

的发生密切相关[19] ;线粒体膜电位的降低被认为

是细胞凋亡发生的早期阶段[20] 。 本研究结果证

实,十枣汤能抑制乳腺癌裸鼠移植瘤生长;并能

诱导肿瘤组织细胞的凋亡,增加组织细胞中 ROS
含量,降低细胞线粒体膜电位,这与文献[17-20] 报

道的内容一致。 细胞凋亡是一个复杂的生物学

过程,受内源性线粒体途径和外源性死亡受体介

导途径调控[21] 。 而 Fas / FasL 信号通路属于肿瘤

细胞经典死亡受体途径;该途径中通过 Fas 与其

配体 FasL 相互作用调节细胞凋亡,参与细胞生

理、病理过程[22] 。 Fas 与 FasL 均表达于细胞表

面,当 Fas 与 FasL 交联后,复合体与 FAS 相关死

亡结构域衔接并进一步招募 Caspase8 产生凋亡

信号;该过程又继续激活 Caspase3、Bcl-2 和 Bax
等内源性凋亡途径相关凋亡因子,最终使细胞降

解导致癌细胞凋亡[23] 。 本研究通过 Western
 

blot
和 qPCR 实验证实了十枣汤能增加乳腺癌裸鼠移

植瘤组织细胞中 Fas、FasL 蛋白 / 基因的表达。 因

此,推测 Fas / FasL 途径可能参与十枣汤抗乳腺癌

作用的调控。 另外,Caspase 家族与细胞凋亡密切

相关,Caspase 家族是一组结构上相似的蛋白酶,
能够切割并活化蛋白质,已鉴定在人类中存在的

共有 11 个成员,根据不同的主要作用可分为炎症

Caspases 和凋亡 Caspases[24] 。 其中,Caspase3 是

凋亡 Caspase 家族的重要一员,是诱发细胞凋亡
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的关键,也是细胞凋亡的主要执行者[25] 。 对于细

胞凋亡,2 个传统的细胞凋亡途径为内源性线粒

体途径和外源死亡受体途径[26] ; 其中凋亡酶

Caspase8 是死 亡 受 体 途 径 的 关 键 酶, 凋 亡 酶

Caspase9 是 线 粒 体 途 径 的 关 键 酶 而 凋 亡 酶

Caspase3 是两条凋亡路径的共同交汇点,Caspase8、
Caspase9 参与细胞凋亡的起始,Caspase3 参与细胞

凋亡的执行[27] 。 在本研究中,通过 ELISA 法及

qPCR 法检测证实,十枣汤能增加乳腺癌移植瘤

组织细胞中 Caspase3、Caspase8、Caspase9 基因表

达及酶活性。 因此,推测凋亡 Caspase 途径可能

参与了十枣汤抗乳腺癌作用的调控。
综上所述,十枣汤能抑制裸鼠移植瘤的生

长,并通过诱导肿瘤组织细胞的凋亡起到抗乳腺

癌的作用,且 Fas / FasL 途径及凋亡 Caspase 途径

可能参与了十枣汤抗乳腺癌作用的调控。 然而,
中药抗肿瘤作用具有多靶点、多途径的特点,后
续研究中我们将继续探讨其抗乳腺癌作用的相

关机制。
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