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［摘要］ 目的　观察土贝母皂苷对转染绿色荧光蛋白 （ＧＦＰ）基因的人乳腺癌细胞 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、ＭＣＦ－７
的体外抗肿瘤活性。 方法　采用倒置光学显微镜观察土贝母皂苷作用下转染ＧＦＰ基因的乳腺癌细胞 ＭＤＡ－
ＭＢ－２３１、ＭＣＦ－７形态学变化，ＭＴＴ法检测土贝母皂苷对两种乳腺癌细胞的生长抑制作用。 结果　土贝母
皂苷作用２４ｈ后，两种人乳腺癌细胞均表现出典型凋亡形态改变；ＭＴＴ结果显示土贝母皂苷对两种乳腺癌
细胞的生长具有强抑制作用，ＭＤＡ－ＭＢ－２３１ （ＧＦＰ）、ＭＣＦ－７ （ＧＦＰ）经土贝母皂苷作用４８ｈ后的ＩＣ５０分别
为 （１７．０３±３．２２）、（２７．９６±０．３４）μｇ／ｍｌ。 结论　土贝母皂苷对两种人乳腺癌细胞均有较强的抑制作用。
［关键词］土贝母皂苷；绿色荧光蛋白；ＭＤＡ－ＭＢ－２３１；ＭＣＦ－７；凋亡

　　中药抗乳腺癌、降低化疗副反应等是目前主要
研究方向［１－２］。术后高危人群预防复发转移、晚期
乳腺癌的维持治疗是未来中西医结合治疗乳腺癌的

重要切入点［３］。土贝母，味苦，性微寒，归肺、脾
经，具有清热解毒、消肿散结之功效，可治疗乳
岩、乳痈等疾病。本研究通过土贝母皂苷作用于乳
腺癌细胞的体外实验，采用转染绿色荧光蛋白
（ＧＦＰ）基因的肿瘤细胞株，观察土贝母皂苷作用
后的乳腺癌细胞改变，以期深入挖掘土贝母治疗乳
腺癌作用的潜在优势。

１　材料和方法

１．１　药物及细胞
土贝母皂苷由北京中医药大学中药学院提供。

紫外线照射灭菌，ＰＢＳ溶解，４℃冰箱保存备用。
转染 ＧＦＰ 的 人 乳 腺 癌 细 胞 株 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１
（ＧＦＰ）、ＭＣＦ－７ （ＧＦＰ），由安泰康生物技术 （北
京）有限公司提供。

１．２　主要试剂和仪器
胎牛血清 （ＦＢＳ）：美国 Ｇｉｂｃｏ公司产品，批

号：１００２２６；培养基 （ＲＰＭＩ－１６４０）：美国 Ｔｈｅｒ－
ｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ公司产品，批号：１０２０７０８；胰蛋白酶
（Ｔｒｙｐｓｉｎ）：美国Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ公司产品，批号：

１０４０４０９；四甲基噻唑蓝 （ＭＴＴ）：美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司产品，批号：１００６０９；二甲基亚砜 （ＤＭＳＯ）：

美 国 Ａｍｒｅｓｃｏ 公 司 产 品， 批 号：２００５１０２６。

ＭＣＯ１５ＡＣ　ＣＯ２ 培养箱，日本三洋公司；Ｍｅｒｃｕｒｙ
１００倒置显微镜，日本奥林巴斯公司；Ｈｅａｌｅｓ酶标
仪，深圳汇松科技发展有限公司；ＴＤＺ５－ＷＳ离心
机，湖南湘仪实验仪器开发有限公司。

１．３　细胞凋亡形态学观察
经１５μｇ／ｍｌ土贝母皂苷作用于两种人乳腺癌

细胞２４ｈ后，倒置显微镜下观察细胞形态学变化，

并拍照记录观察结果。

１．４　细胞增殖检测
取对数生长期的细胞，用含１０％胎牛血清的

ＲＰＭＩ－１６４０培养液调整浓度为６　０００个／ｍｌ，接种
于９６孔板，每孔加入２００μｌ细胞贴壁后，分别加
入５０μｌ药液，终浓度分别为０．１、１、１０、２０、

４０μｇ／ｍｌ　５个不同的浓度，每个浓度均１０复孔，

空白对照组为等容积的 ＲＰＭＩ－１６４０培养基。在

３７℃、５％ＣＯ２ 条件下培养４８ｈ。每孔加入２０μｌ浓
度为５ｍｇ／ｍｌ的 ＭＴＴ溶液，振荡混匀后继续培养

４ｈ。弃去上清液，每孔加入１５０μｌ　ＭＳＯ溶液，轻
轻振荡１０ｍｉｎ使 ＭＴＴ甲瓒沉淀溶解，用酶标仪
（测定波长为５７０ｎｍ）测定其 ＯＤ值，绘制抑制
率－药物浓度曲线，用回归分析方法计算药物对细
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胞半数抑制浓度 （ＩＣ５０）。

１．５　统计学方法
运用ＳＰＳＳ　１３．０软件统计分析，实验结果采用

均数±标准差 （珚ｘ±ｓ）表示。

２　结果

２．１　土贝母皂苷作用于 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、ＭＣＦ－７
的形态学观察

空白对照的 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１ （ＧＦＰ）、ＭＣＦ－７
（ＧＦＰ）细胞形态正常，大小均一，发出绿色荧光。
经１５μｇ／ｍｌ的土贝母皂苷作用２４ｈ后，ＭＤＡ－ＭＢ－
２３１ （ＧＦＰ）、ＭＣＦ－７ （ＧＦＰ）细胞表现出细胞凋亡
特征性的形态学变化，细胞变形，肿胀变圆，大小
不一致，胞质空泡化明显，细胞核大小改变，染色
质浓聚、边集，细胞核分解，并逐渐碎裂成小的脆
片散在细胞质中，凋亡明显的细胞可见凋亡小体
出现。

２．２　土贝母皂苷对 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１ （ＧＦＰ）、ＭＣＦ－
７ （ＧＦＰ）细胞增殖的影响
土贝母皂苷对 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１ （ＧＦＰ）细胞的

ＩＣ５０为 （１７．０３±３．２２）μｇ／ｍｌ。土贝母皂苷对

ＭＣＦ－７ （ＧＦＰ）细胞的ＩＣ５０为 （２７．９６±０．３４）

μｇ／ｍｌ。

３　讨论

中医学认为，情志失调、肝气郁结日久引起气
血脏腑功能失调，气滞血瘀，痰浊邪毒内蕴于乳
房，发为乳岩［４］。痰毒积聚是乳岩的主要病机，痰
毒流注、痰毒损络是乳腺癌侵袭转移的病机演变过
程。西医学对乳腺癌研究不断发展，分子分型已经
成为判断预后及治疗决策的重要依据。根据雌激素
受体 （ＥＲ）、孕激素受体 （ＰＲ）和人表皮生长因
子受体２ （Ｈｅｒ－２）表达分为四型，激素受体阳性
的ＬｕｍｉｎａｌＡ型、ＬｕｎｉｍａｌＢ型、Ｈｅｒ－２过度表达型
和三阴性乳腺癌；其中激素受体阳性乳腺癌对内分
泌治疗有效，预后较好，而三阴性乳腺癌组织学分
级高、细胞分化差、恶性程度高，内分泌治疗无
效，容易出现早期复发、内脏转移等，预后较
差［５］。
本实验采用的两种细胞株 ＭＢＡ－ＭＢ－２３１和

ＭＣＦ－７分别代表这两类生物学特性不同的乳腺癌
类型。ＭＤＡ－ＭＢ－２３１为乳腺上皮细胞癌，激素受
体阴性，侵袭性转移性强。ＭＣＦ－７是最常用的乳
腺癌细胞，ＥＲ （＋），ＰＲ （＋），Ｈｅｒ（－），雌二
醇均可促进该肿瘤细胞生长，呈激素依赖型，侵袭

转移性弱。本实验中，经土贝母皂苷作用后，两种
细胞均呈现出细胞凋亡的形态特征，说明土贝母皂
苷对对雌激素受体阴性的高侵袭性细胞株和雌激素

受体阳性的低侵袭性细胞株均有诱导凋亡、抑制增
殖作用。同时不用浓度土贝母皂苷对两种乳腺癌细
胞的生长抑制，呈浓度依赖性。两者ＩＣ５０相近，
其药物敏感程度相近，提示其作用可能是影响激素
受体以外的因素。
中药土贝母具有解毒、散结、消肿功效。以往

针对多种肿瘤细胞体外试验研究，显示了土贝母广
谱抗肿瘤、低毒性［６］的特点。本研究中土贝母皂苷
作用于两种荧光蛋白基因转染乳腺癌细胞后，观察
到细胞肿胀、变形、大小不一致，胞质空泡化明
显，表现出细胞凋亡典型特征，证实了土贝母具有
抑制乳腺癌的作用。
本研究采用转染绿色荧光基因的乳腺癌细胞

株，无需染色，可直接在倒置光学显微镜下观察到
土贝母皂苷作用后乳腺癌细胞形态学变化，避免了
染色剂对细胞的影响，结果发现土贝母皂苷能诱导
人乳腺癌细胞发生细胞凋亡改变，且这种绿色荧光
蛋白基因转染乳腺癌细胞株子代仍表达荧光蛋白，
移植于裸鼠可动态观察显示绿色荧光的肿瘤大小和

转移情况［７］，利于体内实时观察及中药持续作用的
长期研究。
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ａｎｄ　ＭＣＦ－７（ＧＦＰ）ｗｅｒｅ　ｓｈｏｗｎ　２４ｈｏｕｒｓ　ｌａｔｅｒ．ＭＴＴ　ａｓｓａｙ　ｓｈｏｗｅｄ　ｔｈａｔ　ｔｕｂｅｉｍｏｓｉｄｅ　ｈａｄ　ａ　ｓｔｒｏｎｇ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ

ｅｆｆｅｃｔ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｇｒｏｗｔｈ　ｏｆ　ＭＤＡ－ＭＢ－２３１（ＧＦＰ）ａｎｄ　ＭＣＦ－７（ＧＦＰ）．Ｔｈｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　５０（ＩＣ５０）ｏｆ

ＭＤＡ－ＭＢ－２３１（ＧＦＰ）ａｎｄ　ＭＣＦ－７（ＧＦＰ）ｗａｓ（１７．０３±３．２２）μｇ／ｍｌ　ａｎｄ（２７．９６±０．３４）μｇ／ｍｌ　ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

４８ｈｏｕｒｓ　ｌａｔｅｒ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｔｕｂｅｉｍｏｓｉｄｅ　ｈａｓ　ａ　ｓｔｒｏｎｇ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｇｒｏｗｔｈ　ｏｆ　ＭＤＡ－ＭＢ－２３１
（ＧＦＰ）ａｎｄ　ＭＣＦ－７（ＧＦＰ）．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｔｕｂｅｉｍｏｓｉｄｅ；ｇｒｅｅｎ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ；ＭＤＡ－ＭＢ－２３１；ＭＣＦ－７；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
（收稿日期：２０１３－１０－２１；修回日期：２０１４－０３－１５）

［编辑：洪　涛
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２０１４年中加扶阳论坛暨扶阳培训班通知
中华中医药学会和加拿大卑诗省中医针灸协会定于２０１４年９月２０日－２９日在加拿大温哥华联合主办 “２０１４年中

加扶阳论坛暨扶阳培训班”，论坛将特别邀请扶阳学派第五代传人张存悌、张雨轩、加拿大极康中医医院卓同年院长等

海内外专家、学者做特别报告。欢迎广大学者、专家踊跃报名，前往交流。现将有关事宜通知如下：

一、征文内容：扶阳学派源流探讨；扶阳学派学术思想与特色研究；扶阳学派用药经验总结；扶阳学派辨证治疗

技巧研究；中医扶阳各家学说学术经验探讨；相关中医药研究等。

二、征文要求：每篇论文３　０００字左右以内，２００字摘要 （要求中英文对照）；截稿及报名截止日期：２０１４年８月

２０日

三、费用：注册报名费３　０００元人民币银行汇款；开户行：中国工商银行北京市分行和平里北街支行；账号：

０２００００４２０９２０００１５４３６；户名：中华中医药学会；汇款时请注明 “中加扶阳论坛报名费”（汇款请在报名截止日期前办

理）；往返国际旅费以及在境外期间费用自理，如需了解相关信息，请与中华中医药学会国际部和加拿大卑诗省中医针

灸协会联系。

四、联系方式
（一）中国代表请联系：贾雪晴０１０－６４２０６８０５，１５１１０１０１８１７，闫铮０１０－６４２０６８０５，１３８１０５６８１６１，孙永章０１０－

６４２０６８０５，１３９０１２３０４６９，传真：０１０－６４２０６８０５，邮箱：ｚｙｙｘｈｇｊｂ＠１６３．ｃｏｍ，ｍａｉｌｔｏ：ｓｙｚ５１６＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ；地址：北京

市朝阳区樱花园东街甲４号 （邮编１０００２９），中华中医药学会国际部；

（二）加拿大及国外代表请联系：Ｊｏｈｎ　Ｙａｎｇ（杨光芳），电话：（６０４）－４２８－６２２６，传真：（６０４）－４２８－６２２７，

邮箱：ｉｎｆｏ＠ａｔｃｍａ．ｏｒｇ，网站：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｔｃｍａ．ｏｒｇ，地址：＃８１０–６７５ Ｗｅｓｔ　Ｈａｓｔｉｎｇｓ，Ｖａｎｃｏｕｖｅｒ，ＢＣ　Ｖ６Ｂ

１Ｎ２Ｃａｎａｄａ
五、说明
（一）回执请到中华中医药学会网站 ｗｗｗ．ｃａｃｍ．ｏｒｇ．ｃｎ国际交流栏目和加拿大卑诗省中医针灸协会网站ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ａｔｃｍａ．ｏｒｇ下载。

（二）为了保证交流培训效果，代表团限额２５人。务请参会者通过电话、传真、电子邮件、短信等方式通知联

系人。

·８３１１· 中医杂志２０１４年７月第５５卷第１３期Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ　Ｃｈｉｎｅｓｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，２０１４，Ｖｏｌ．５５，Ｎｏ．１３


