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　　研究表明，约７０％的乳腺癌患者在自然病程中
发生骨转移［１］，可致骨质疏松、高血钙症、脊髓压迫
和病理性骨折等并发症，严重影响患者的生存质量。
补骨脂和蛇床子是临床常用的温肾药对，其在抗乳
腺癌复发转移方面效果确切［２－３］。本研究以护骨素
（ＯＰＧ）／细 胞 核 因 子 κＢ 受 体 活 化 因 子 配 体
（ＲＡＮＫＬ）／细胞核因子κＢ受体活化因子（ＲＡＮＫ）
信号传导系统为研究对象，对不同比例蛇床子、补骨
脂抑制乳腺癌骨转移裸鼠模型进行观察，探讨该药
对治疗乳腺癌骨转移的作用机理与最佳配比。

１　材料与方法

１．１　动物

ＳＰＦ级裸鼠（ＢＡＬＣ／ｎｕ－ｎｕ）８０只，雌性，６～８
周龄，体重１８～２２ｇ，实验动物许可证号：ＳＣＸＫ（沪）

２００８－００１６，由上海西普尔－必凯实验动物有限公
司提供。

１．２　细胞株
人乳腺癌骨转移细胞株 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１ＢＯ由美

国德克萨斯州立大学医学系内分泌所 Ｔｏｓｈｉｙｕｋｉ
Ｙｏｎｅｄａ博士惠赠。培养基为高糖型ＤＭＥＭ（葡萄
糖４．５ｇ／Ｌ，１０％胎牛血清，ＮａＨＣＯ３３．７ｇ／Ｌ，１％Ｌ－
谷氨酰胺以及１０５　Ｕ／Ｌ青霉素－链霉素双抗液），培
养条件为３７℃、５％ＣＯ２，湿度为９５％。

１．３　药物
煎液Ａ为蛇床子４００ｇ；煎液Ｂ为补骨脂４００ｇ；

煎液Ｃ为蛇床子２００ｇ＋补骨脂２００ｇ；煎液Ｄ为蛇
床子１００ｇ＋补骨脂３００ｇ；煎液Ｅ为蛇床子３００ｇ＋
补骨脂１００ｇ。以上中药煎液均由上海龙华医院制
剂室煎煮、浓缩，各得到水煎液６２．５ｍｌ。注射用唑
来磷酸（粉针，４ｍｇ／支），江苏正大天晴药业股份有
限公司生产，批号０８０９１２２。

１．４　仪器与试剂

Ｆｏｒｍａ　Ｓｅｒｉｅｓ　ＣＯ２ 培养箱，美国Ｔｈｅｒｍｏ公司；
组织包埋机、组织切片机、冰冻恒温切片机，德国

Ｌｅｉｃａ；ＭＩＱＡＳ医学图像定量分析系统，上海达为科
生物 科 技 有 限 公 司；ＢＨ２ 生 物 显 微 镜，日 本

Ｏｌｙｍｐｕｓ公司；ＳＢＥ６００３电泳仪，上海申能博彩生物
有限公司；ＦＲ－９８０生物电泳图像分析系统，上海复
日科技有限公司；ＦＴＣ－２０００型荧光定量基因扩增
仪，上海枫岭生物技术有限公司。Ｔｒｉｚｏｌ试剂，

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＲＴ－ＰＣＲ 试剂盒，ＴａＫａＲａ公司；

Ｔａｑ酶，华美生物工程公司；ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ　Ｓｕｐｅｒ－
ｍｉｘ，Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司。

１．５　模型制备
应用左心室注射 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１ＢＯ细胞法［４］进

行造模（活细胞悬液浓度为０．８×１０７／ｍｌ）。造模时
小鼠死亡１２只。

１．６　动物分组及给药
选取造模成功后的裸鼠４２只，采用Ｅｘｃｅｌｌ“随

机数发生器”将其随机分为模型组、唑来磷酸组、蛇
床子组、补骨脂组、蛇床子－补骨脂（２∶２）配比组
（２∶２配比组）、蛇床子－补骨脂（１∶３）配比组（１∶３
配比组）、蛇床子－补骨脂（３∶１）配比组（３∶１配比
组），每组６只；另备正常裸鼠６只作为正常组。
各组裸鼠于造模成功后第４天开始给予中药煎

液灌胃。蛇床子组：灌胃煎液 Ａ　０．４ｍｌ／只，每周２
次；补骨脂组、２∶２配比组、１∶３配比组、３∶１配比
组分别给予煎液Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ灌胃，０．４ｍｌ／只，每周３
次，持续６周。以上给药量为人鼠等效剂量的５倍。
模型组在造模后第４天开始灌胃生理盐水０．４ｍｌ／
只，每周３次，持续６周；唑来磷酸组在造模后第４
天开始皮下注射唑来磷酸，０．２ｍｇ／ｋｇ，每周３次，持
续６周［５］；正常组给予等量生理盐水灌胃，０．４ｍｌ／
只，每周３次，持续６周。

１．７　体重变化
造模１周后每天称重１次，计算造模后第２８天

的裸鼠体重下降率。计算公式：体重下降率＝（术前
体重－术后第２８天体重）／术前体重×１００％。

１．８　病理观察
取各组裸鼠骨组织转移灶进行病理切片，ＨＥ

染色观察骨转移程度，抗酒石酸酸 性 磷 酸 酶
（ＴＲＡＰ）染色观察破骨细胞的形态和数量。ＴＲＡＰ
是破骨细胞的特征性酶，是破骨细胞活性的良好标
志物，ＴＲＡＰ染色下破骨细胞呈棕黄色，即 ＴＲＡＰ
（＋）［６］；每组切片在２０倍镜下随机选取８个视野，
用 ＭＩＱＡＳ医学图像定量分析系统采集图像，对视
野中的ＴＲＡＰ（＋）细胞计数。

１．９　骨转移组织ＯＰＧ　ｍＲＮＡ、ＲＡＮＫＬ　ｍＲＮＡ的
相对含量及其比值检测

以Ｔｒｉｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ，按试剂盒说明进行

ｃＤＮＡ合成和ＰＣＲ扩增，采用ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ　Ｉ嵌合
荧光法进行检测：根据不同引物的不同退火温度进
行 ＰＣＲ 反 应。ＧＡＰＤＨ 引 物 序 列 Ｓｅｎｓｅ：５＇－
ＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＧ－３＇，Ａｎｔｉ－ｓｅｎｓｅ：５＇－
ＡＣＡＴＧＡＣＴＴＣＣＡＡＧＣＴＧＧＣＣＧＴ－３＇；ＯＰＧ 引物
序 列 Ｓｅｎｓｅ：５＇－ＴＴＣＴＡＧＴＧＣＡＴＧＧＡ－３＇，Ａｎｔｉ－
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ｓｅｎｓｅ：５＇－ＴＴＧＧＧＡＡＡＧＴＧＧＧＡＴＧＴ－３＇；ＲＡＮＫＬ
引物序列 Ｓｅｎｓｅ：５＇－ＴＣＣＣＴＣＣＴＴＴＣＡＴＣＡＧＧＴ－
ＴＡＴ－３＇，Ａｎｔｉ－ｓｅｎｓｅ：５＇－ＴＣＣＣＴＣＣＴＴＴＣＡＴＣＡＧ－
ＧＴＴＡＴ－３＇。条件如下：９５℃５ｓ，６０℃３５ｓ，扩增４０个
循环，每组重复检测８次。引物序列由上海博彩公
司合成。采用２－（ΔΔＣｔ）方法对正常组骨组织和
手术各组骨转移灶中的 ＯＰＧ　ｍＲＮＡ 和 ＲＡＮＫＬ
ｍＲＮＡ进行相对定量［７］。

１．１０　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１３．０软件进行统计分析，计量资料

用均数±标准差（珚ｘ±ｓ）表示，两组间比较采用独立
样本的ｔ检验，多组间比较采用单因素方差分析。

２　结果

２．１　各组裸鼠骨转移程度比较
表１示，模型组裸鼠骨转移灶个数为１２，其他

各组转移灶个数有不同程度的减少；模型组裸鼠骨
转移率为１００％，其他各组骨转移率有不同程度的
减小。结果说明，不同配伍比例的蛇床子－补骨脂
药对和唑来磷酸均可减轻乳腺癌的骨转移程度；２∶
２蛇床子－补骨脂药对抑制乳腺癌细胞骨转移最
佳，与唑来磷酸疗效接近。

表１　各组裸鼠骨转移程度、体重下降率比较

组别 鼠数
转移灶数
（个）

转移率
（％）

体重下降率
（％，珚ｘ±ｓ）

模型组 ６　 １２　 １００　 １６．４２±１．８２
唑来磷酸组 ６　 ３　 ３３．３　 １３．７３±１．４６
蛇床子组 ６　 ６　 ５０．０　 １３．５１±２．１６
３∶１配比组 ６　 ５　 ６６．７　 １２．４３±２．８１＊

２∶２配比组 ６　 ２　 ３３．３　 １１．６９±４．０４＊

１∶３配比组 ６　 ７　 ６６．７　 １４．９３±３．９０
补骨脂组 ６　 ６　 ６６．７　 １５．３２±２．２０△

　　注：与模型组比较，＊Ｐ＜０．０５；与２∶２配比组比较，△Ｐ＜０．０５

２．２　各组裸鼠体重下降率比较
表１示，与模型组比较，３∶１配比组、２∶２配比

组体重下降率均显著减小，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）；２∶２配比组较补骨脂组体重下降率显著减
小（Ｐ＜０．０５），其余各组间比较差异均无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）。提示在减轻体重下降方面，３∶１、

２∶２是蛇床子－补骨脂疗效较好的配伍比例。

２．３　各组裸鼠骨转移灶ＴＲＡＰ染色病理结果比较
表２示，与正常组比较，模型组、唑来磷酸组、蛇

床子组、３∶１配比组、２∶２配比组、１∶３配比组、补
骨脂组ＴＲＡＰ（＋）细胞数量均明显增多（Ｐ＜０．０５
或Ｐ＜０．０１）；与模型组比较，唑来磷酸组、蛇床子
组、３∶１配比组、２∶２配比组、１∶３配比组、补骨脂

组ＴＲＡＰ（＋）细胞数量均明显减少（Ｐ＜０．０５或Ｐ
＜０．０１）；与唑来磷酸组比较，蛇床子组、１∶３配比
组、补骨脂组ＴＲＡＰ（＋）细胞数量均明显增多（Ｐ＜
０．０５）；与２∶２配比组比较，１∶３配比组和补骨脂
组ＴＲＡＰ（＋）细胞数量均明显增多（Ｐ＜０．０５）。

表２　各组裸鼠骨转移灶ＴＲＡＰ（＋）细胞数

　　比较（个／ＨＰ，珚ｘ±ｓ）

组别 鼠数 ＴＲＡＰ（＋）细胞数

正常组 ６　 ３．００±２．５６
模型组 ６　 ４５．８８±１２．４６＊＊

唑来磷酸组 ６　 １０．２５±３．６９＊△△

蛇床子组 ６　 １９．７５±４．７７＊＊△△▲

３∶１配比组 ６　 １５．８８±３．８３＊＊△△

２∶２配比组 ６　 １２．６３±３．０２＊＊△△

１∶３配比组 ６　 １７．３８±１．３０＊＊△△▲○

补骨脂组 ６　 ２１．８６±５．７６＊＊△▲○

　　注：与正常组比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１；与模型组比较，

△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１；与唑来磷酸组比较，▲Ｐ＜０．０５；与２∶２

配比组比较，○Ｐ＜０．０５

２．４　模型组与正常组裸鼠 ＯＰＧ　ｍＲＮＡ、ＲＡＮＫＬ
ｍＲＮＡ相对表达含量及其比值比较
与正常组（１００）比较，模型组ＯＰＧ　ｍＲＮＡ相对

表达量（２７．８５±３．５２）、ＯＰＧ　ｍＲＮＡ／ＲＡＮＫＬ　ｍＲ－
ＮＡ值（０．２７±０．０２３）显著减少（Ｐ＜０．０１），而

ＲＡＮＫＬ　ｍＲＮＡ的相对表达量（３９５．８８±１５．６６）显
著增加（Ｐ＜０．０１）。说明造模后肿瘤细胞可在一定
程度上下调 ＯＰＧ基因的表达，上调 ＲＡＮＫＬ基因
的表达，ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ值较正常组显著降低，打破

ＯＰＧ和ＲＡＮＫＬ的相对平衡，造成骨组织出现溶骨
性损伤。

２．５　各组裸鼠ＯＰＧ　ｍＲＮＡ、ＲＡＮＫＬ　ｍＲＮＡ相对
表达含量及其比值比较

表３示，与模型组比较，唑来磷酸组、蛇床子组、

１∶３配比组、２∶２配比组、３∶１配比组、补骨脂组

ＯＰＧ　ｍＲＮＡ相对表达含量显著上调，ＲＡＮＫＬ　ｍＲ－
ＮＡ相对表达含量及二者比值显著降低（Ｐ＜０．０１）；
与唑来磷酸组比较，蛇床子组、１∶３配比组、２∶２配
比组、３∶１配比组、补骨脂组 ＯＰＧ　ｍＲＮＡ相对表
达含量显著下调，ＲＡＮＫＬ　ｍＲＮＡ相对表达含量及
二者比值显著增加（Ｐ＜０．０１）；与蛇床子组比较，

１∶３配比组、２∶２配比组、３∶１配比组 ＯＰＧ　ｍＲ－
ＮＡ相对表达含量显著上调，ＲＡＮＫＬ　ｍＲＮＡ相对
表达含量及其二者比值显著降低（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜
０．０１）；与３∶１配比组比较，补骨脂组ＯＰＧ　ｍＲＮＡ
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表３　各组裸鼠ＯＰＧ　ｍＲＮＡ、ＲＡＮＫＬ　ｍＲＮＡ相对表达含量及其比值比较（珚ｘ±ｓ）

组别 鼠数 　　ＯＰＧ　ｍＲＮＡ 　　ＲＡＮＫＬ　ｍＲＮＡ　 ＯＰＧ　ｍＲＮＡ／ＲＡＮＫＬ　ｍＲＮＡ

模型组 ６　 １００　 １００　 １００
唑来磷酸组 ６　 ２６４．６３±２６．２４＊ ４１．４６±３．９１＊ ６．４３±０．８７＊

蛇床子组 ６　 １５８．９５±２６．１７＊△ ７２．８７±２．９８＊△ ２．１７±０．２８＊△

３∶１配比组 ６　 １８７．６６±２３．９９＊△▲ ５６．８９±２．７９＊△▲▲ ３．３０±０．３７＊△▲▲

２∶２配比组 ６　 ２００．６３±２３．２０＊△▲▲ ４７．７６±４．６１＊△▲▲○○ ４．２５±０．６６＊△▲▲○

１∶３配比组 ６　 １８４．６９±２３．３０＊△▲ ５７．７３±３．７６＊△▲▲●● ３．２２±０．５１＊△▲▲●

补骨脂组 ６　 １５４．１４±２２．４１＊△▲▲○○●●□ ６７．３６±３．５４＊△▲▲○●●□ ２．２９±０．２８＊△▲▲○○●●□

　　注：与模型组比较，＊Ｐ＜０．０１；与唑来磷酸组比较，△Ｐ＜０．０１；与蛇床子组比较，▲Ｐ＜０．０５，▲▲Ｐ＜０．０１；与３∶１配比组比较，○Ｐ＜

０．０５，○○Ｐ＜０．０１；与２∶２配比组比较，●Ｐ＜０．０５，●●Ｐ＜０．０１；与１∶３配比组比较，□Ｐ＜０．０１

的相对表达量降低 （Ｐ＜０．０１），２∶２ 配比组

ＲＡＮＫＬ　ｍＲＮＡ的相对表达量显著降低，补骨脂组

ＲＡＮＫＬ　ｍＲＮＡ的相对表达量显著升高（Ｐ＜０．０５
或Ｐ＜０．０１），２∶２配比组 ＯＰＧ　ｍＲＮＡ／ＲＡＮＫＬ
ｍＲＮＡ 值 显 著 升 高、补 骨 脂 组 ＯＰＧ　ｍＲＮＡ／

ＲＡＮＫＬ　ｍＲＮＡ 值显著降低（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜
０．０１）；与２∶２配比组比较，补骨脂组ＯＰＧ　ｍＲＮＡ
相对表达量显著降低（Ｐ＜０．０１），１∶３配比组和补
骨脂组ＲＡＮＫＬ　ｍＲＮＡ的相对表达量显著升高（Ｐ
＜０．０１），１∶３配比组和补骨脂组 ＯＰＧ　ｍＲＮＡ／

ＲＡＮＫＬ　ｍＲＮＡ值均显著降低（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜
０．０１）；与１∶３配比组比较，补骨脂组ＯＰＧ　ｍＲＮＡ
相对表达量及二者比值显著降低（Ｐ＜０．０１），ＲＡＮＫＬ
ｍＲＮＡ的相对表达量显著升高（Ｐ＜０．０１）。

３　讨论

ＯＰＧ、ＲＡＮＫＬ是调节破骨细胞和骨吸收的重
要因子，ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ／ＲＡＮＫ系统在乳腺癌骨转
移骨 吸 收 和 重 建 中 起 关 键 作 用［８］。ＯＰＧ 是

ＲＡＮＫＬ假受体，是肿瘤坏死因子家族中的一员，可
以抑制体内及体外破骨细胞的分化，抑制成熟破骨
细胞的活性和骨质重吸收，诱导成熟破骨细胞的凋
亡等生物学功能［９］；ＲＡＮＫＬ是肿瘤坏死因子家族
中的一员，可由成骨细胞、骨基质细胞和激活的 Ｔ
细胞表达和释放，能直接启动破骨细胞前体细胞或
破骨细胞细胞内信号传导过程，最终导致破骨细胞
分化，维持破骨细胞活性［１０］；ＲＡＮＫ主要在单核巨
噬系统的细胞中表达。破骨细胞表面的ＲＡＮＫ是

ＲＡＮＫＬ刺激破骨细胞分化，成熟的唯一靶受
体［１１］。ＯＰＧ是一种“圈套”受体，可与 ＲＡＮＫＬ竞
争性结合 ＲＡＮＫ，而阻断 ＲＡＮＫＬ／ＲＡＮＫ间的相
互作用，抑制破骨细胞前体的分化、存活与融合，抑
制成熟破骨细胞活化及骨吸收活性，导致破骨细胞
凋亡，从而起到抑制破骨细胞分化、减少骨吸收的作

用［１２］。所以骨代谢主要由ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ的比值来
调节［１３］，乳腺癌骨转移与ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ／ＲＡＮＫ系
统关系密切。
乳腺癌骨转移属中医“骨瘤”、“骨蚀”、“骨痹”等

范畴。在中医理论中，“肾主骨”的论述居于核心地
位［１４］，《医经精义》“肾藏精，精生髓，髓生骨，故骨者
肾之所合也。”故乳腺癌骨转移的发生与中医的“肾”
关系密切，骨转移的发生应当是“骨之正气不足”；正
气不足则阳气推动失职、运化乏力，使肾藏精不能生
髓，髓不能养骨；《素问·逆调论》“肾不生则髓不能
满，故寒甚至骨也，”指出邪实在于阴寒凝滞，痰毒瘀
结。因此，乳腺癌骨转移的基本病机当为肾阳虚而
阴寒内犯。治疗当以温肾为基本大法。蛇床子－补
骨脂是以温肾为治则的代表药对，是本课题组临床
医师治疗乳腺癌骨转移的常用药物。
本研究结果提示，乳腺癌骨转移为破骨细胞主

导的溶骨性损伤，不同配比的蛇床子－补骨脂均可
不同程度地减轻乳腺癌骨转移程度，均可抑制骨转
移组织中破骨细胞的分化和活性，从而抑制骨吸收，
其中蛇床子－补骨脂配伍后疗效高于其单用，而

２∶２配比的蛇床子－补骨脂的疗效优于其他配比；

２∶２、３∶１配比的蛇床子－补骨脂均可改善乳腺癌
骨转移裸鼠体重下降情况，而２∶２配比的蛇床子－
补骨脂改善体重下降率优于３∶１配比；不同配比的
蛇床子－补骨脂可不同程度地抑制乳腺癌骨转移，
均不 同 程 度 地 上 调 ＯＰＧ　ｍＲＮＡ 表 达，下 调

ＲＡＮＫＬ　ｍＲＮＡ 表达，从基 因 方 面 调 节 ＯＰＧ／

ＲＡＮＫＬ的分泌比例，抑制破骨细胞的活性，减轻溶
骨性损伤，以２∶２配比疗效最好。而蛇床子－补骨
脂药对是否对骨吸收过程中骨基质固有生长因子的

释放环节有影响，其是否可以通过影响成骨细胞的
活性而修复溶骨性损伤等问题，尚需进一步研究。

（下转第２１３４页）
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多经之交会的部位，刺之可疏通气机、醒脑宁神，是
调神之要穴。印堂、神庭配用可健脑宁神、调神醒
脑，调整原发性抑郁症之情志障碍。内关穴为手厥
阴心包经的络穴，又是八脉交会穴，通阴维脉，针之
可宽胸理气、宁心安神。三阴交为足太阴、足厥阴、
足少阴三经之交会穴，具有滋阴健脾、补肝益肾、调
和营血的作用，对原发性抑郁症的失眠有良好的治
疗作用。太冲为足厥阴肝经的腧穴，“所注为输”，太
冲穴为肝经气血流注的部位，针刺能起到调整肝经
气血、疏肝解郁的目的。合谷配合太冲，为四关穴，
取之可醒脑镇心安神。神门为手少阴心经的络穴、
原穴，针刺可以起到补益心气、安神的作用。足三里
是胃之合穴，健脾和胃，为气血生化之源，防止肝病
传脾。四神聪为经外奇穴，取之可安神定惊聪脑。
对２６１篇针灸治疗原发性抑郁症的文献的常见

证型及取穴规律进行计量学处理，结果显示，心脾两
虚证、肝气郁结证、气郁化火证、阴虚火旺证及肝郁
脾虚证这５个证型为原发性抑郁症的常见证型。在
治疗上，除了取主穴外，常选用背俞穴和原穴。背俞
穴主要治疗对应脏腑经络相联系的组织器官疾患，
如心脾两虚证取心俞和脾俞，肝气郁结证取肝俞等。
原穴主要治疗相关脏腑的疾病，如肝气郁结证取肝

经原穴太冲，阴虚火旺证取肾经原穴太溪、肝经原穴
太冲、心经原穴神门等。

２６１篇文献中报道常见次要症状穴位选择的仅
有４６篇，占文献总数的１７．６％，文献较少。其中睡
眠障碍，心悸、心慌，食欲不振，健忘及注意力不集中
为常见次要症状。其选穴规律多与病变脏腑相关，
或选募穴，如心悸、心慌取心包募穴膻中，食欲不振
取胃腑募穴中脘；或本经取穴，如食欲不振选胃经的
足三里，健忘选心经的神门；或取背俞穴，如食欲不
振选脾俞、胃俞。此外偶见经验穴取穴，如睡眠障碍
选安眠穴等。
综上，针灸医家治疗原发性抑郁症多根据发病

涉及的脏腑进行选穴组方。其中：主穴以督脉为主，
常选用百会、印堂和神庭；辨证选穴以背俞穴、原穴
为主；随症选穴或取募穴，或本经取穴，或取背俞穴。
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