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摘要： 旨在探讨中药复方清乳化岩煎 （ＱＤ） 对动物乳腺肿瘤的保护作用及机制。 检测清乳化岩煎对正常细胞 （ＨＣ１１、 ＲＡＷ２６４􀆰 ７、 ＤＣ２􀆰 ４） 的

安全浓度， 探究其对乳腺癌细胞 （Ａ７２、 ＣＭＴ－Ｕ２７、 ４Ｔ１） 体外增殖的抑制作用； 流式细胞术检测 ４Ｔ１ 细胞凋亡情况。 将 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠分为空白

对照组， 模型组及清乳化岩煎低、 中和高剂量组 （１００、 ２００ 和 ４００ ｍｇ ／ ｋｇ）， 除空白对照组外， 其余小鼠皮下注射 ４Ｔ１ 细胞建立乳腺癌转移瘤模

型， 各组灌胃相应药物 １４ ｄ， 期间记录肿瘤体积和生长状况， 检测脾脏淋巴细胞增殖情况， 观察肿瘤组织病理变化， 缺口末端标记 （ＴＵＮＥＬ） 法

检测移植瘤细胞凋亡水平， 免疫组化 （ＩＨＣ） 法检测肿瘤组织中基质金属蛋白酶 ９ （ＭＭＰ－９） 与热休克蛋白 ７０ （ＨＳＰ７０） 蛋白表达， ＥＬＩＳＡ 法测

定肿瘤组织和血清中白细胞介素 ２ （ＩＬ－２）、 ＩＬ－４、 ＩＬ－１０、 肿瘤坏死因子 α （ＴＮＦ－α）、 干扰素 γ （ＩＦＮ－γ） 的含量。 结果显示： 当清乳化岩煎浓

度大于或等于 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 时， 对 Ａ２７、 ４Ｔ１ 细胞的增殖存在显著抑制 （Ｐ＜０􀆰 ００１）； 浓度大于或等于 １０ ｍｇ ／ ｍＬ 时， 对 ＣＭＴ－Ｕ２７ 细胞呈现出显著性

抑制 （Ｐ＜０􀆰 ００１）； 不同浓度的清乳化岩煎均可诱导 ４Ｔ１ 细胞凋亡 （Ｐ＜０􀆰 ００１）。 与模型组相比， 清乳化岩煎能够显著减小肿瘤体积 （Ｐ＜０􀆰 ００１），
促进肿瘤细胞坏死， 改善肿瘤对周围组织的影响， 促进脾脏淋巴细胞增殖 （Ｐ＜０􀆰 ００１）， 促进肿瘤组织的细胞凋亡 （Ｐ＜０􀆰 ００１）， 显著降低肿瘤组

织中 ＭＭＰ－９ 和 ＨＳＰ７０ 蛋白表达 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， 清乳化岩煎组小鼠血清和肿瘤组织中 ＩＦＮ－γ 和 ＴＮＦ－α 水平显著上升 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＩＬ－１０ 含量显著

下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 研究表明， 清乳化岩煎可通过调控细胞凋亡和增强机体免疫来抑制乳腺癌的发展， 为中药治疗动物乳腺癌提供理论依据。
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ｔｈｅｉｒ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ （Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＦＮ－γ ａｎｄ ＴＮＦ－α ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ＱＤ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｒａｉｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ－１０ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ｓｔｕｄｙ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ＱＤ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌ⁃
ｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ， ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ
ａｎｉｍａｌ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｗｉｔｈ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： Ｑｉｎｇｒｕｈｕａｙａｎ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ； ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ； ａｐｏｐｔｏｓｉｓ； ｉｍｍｕｎｅ ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ

　 　 近年来， 随着我国经济的发展和人民收入的提

高， 宠物的养殖量逐年增长， 已日益成为人们生活的

伴侣。 据 《２０２２ 年宠物行业白皮书》 数据显示， 中

国宠物犬已超 ５ １００ 万只， 随着宠物逐渐进入老年，
其乳腺癌的发病率逐年攀升， 其中以中老年犬最为常

见， 其发病率约为人类的 ３ 倍。 犬一旦罹患乳腺癌，
外科手术是目前兽医临床主要的治疗方法。 手术切除

乳腺肿瘤， 不仅需要承担麻醉风险， 还容易出现癌细

胞转移、 肿瘤复发等情况。 研究发现， 即使进行手术

治疗， 犬恶性乳腺癌的术后复发率仍高达 ５０％ ～
９０％［１］， 还需要采用化疗、 放疗或中药治疗等方法来

抑制肿瘤的复发或转移。 准确构建乳腺癌动物模型对

筛选有效的抗肿瘤药物至关重要。 动物乳腺肿瘤的发

生、 发展机制非常复杂， 且这些机制与小鼠乳腺肿瘤

的发生、 发展机制类似［２］， 因此通过小鼠乳腺癌模

型推测犬乳腺癌的相关机制已经成为科学界探讨的热

点。 目前， 小鼠模型应用在动物和人乳腺癌新药临床

研发上已较为成熟， 而犬模型在灵长类动物模型受到

越来越多限制的今天受到越来越多的重视， 因此这两

种动物模型在科学研究和临床研究上的应用越发

广泛。
中药具有安全性高、 副作用小、 作用缓和等特

点， 在抑制癌症的发展、 改善机体免疫、 减轻西医治

疗的并发症及副作用等方面具有独特的优势， 因此，
中西医结合治疗乳腺癌成为国内外临床以及基础研究

的重点研究方向之一［３－４］。 乳腺癌属于中医 “乳岩”、
“乳疳”、 “乳石痈” 的范畴， 病位在乳房， 与肝、
脾、 肾等脏腑的生理功能密切相关［５－６］。 中医治疗乳

腺癌的基本治则为健脾益肾、 清热解毒、 疏肝解郁或

散瘀消积， 通过健脾益肾扶助正气， 以平衡气血阴

阳， 再通过清热解毒、 疏肝解郁或化痰散瘀， 实现化

解癌肿并将病邪逐出体外［７］。
清乳化岩煎由黄芪、 当归、 蒲公英、 白花蛇舌

草、 金银花、 山海螺、 三叶青、 蛇六谷、 露蜂房组

成， 方中黄芪、 当归能补气养血， 匡扶正气， 为主

药； 蒲公英、 白花蛇舌草、 金银花、 山海螺、 三叶

青、 蛇六谷共奏清热解毒、 消肿散结、 清化癌毒之功

效， 为臣药； 露蜂房祛风攻毒， 化瘀散结， 为佐使

药。 本方扶正与祛邪兼顾， 气血相生， 化毒抗癌， 体

现了中医治疗乳腺癌 “标本兼顾、 补重于清” 的治

疗原则。
本试验以 Ａ７２ 犬乳腺癌细胞、 ＣＭＴ－Ｕ２７ 犬乳腺

癌细胞和 ４Ｔ１ 小鼠乳腺癌细胞为模型探究清乳化岩煎

的体外抗乳腺癌作用， 体内接种 ４Ｔ１ 细胞构建小鼠乳

腺肿瘤模型， 通过观察肿瘤体积、 肿瘤组织中癌细胞

的凋亡情况以及药物对模型动物机体免疫的影响， 探

究清乳化岩煎对小鼠乳腺肿瘤的抑制作用和机制。 本

研究能够为临床上运用中兽医理论和中药复方治疗犬

乳腺癌提供借鉴， 为开发治疗犬乳腺肿瘤的中兽药制

剂提供研究基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要材料与试剂

黄芪、 当归、 白花蛇舌草、 金银花、 山海螺、 三

叶青、 蛇六谷、 露蜂房、 蒲公英， 购自南京大华中药

店； Ａ７２ （犬源） 乳腺癌细胞、 ＣＭＴ－Ｕ２７ （犬源）
乳腺癌细胞， 购自美国模式培养物集存库 （ＡＴＣＣ）；
ＲＡＷ２６４􀆰 ７ （鼠源） 单核－巨噬细胞、 ＤＣ２􀆰 ４ （鼠源）
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树突状细胞、 ４Ｔ１ （鼠源） 乳腺癌细胞， 购自湖南丰

晖生物科技有限公司； ＤＭＥＭ 基础培养基、 ＲＰＭＩ－
１６４０ 基础培养基、 胎牛血清、 脂多糖 （ＬＰＳ）、 植物

血凝素 （ＰＨＡ）， 购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司； 牛血清白蛋

白 （ＢＳＡ）、 ＥＤＴＡ、 ＰＢＳ、 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ 凋亡检测

试剂盒、 二氨基联苯胺 （ＤＡＢ）， 购自北京索莱宝生

物科技有限公司； 细胞计数试剂－８ （ＣＣＫ－８） 试剂

盒， 购自美国 ＺＥＴＡ ＬＩＦＥ 公司； 小鼠白细胞介素 ２
（ＩＬ－２）、 ＩＬ－４、 ＩＬ－１０、 肿瘤坏死因子 α （ＴＮＦ－α）、
干扰素 γ （ＩＦＮ－γ） ＥＬＩＳＡ 试剂盒， 购自杭州联科生

物技术股份有限公司； ＴＵＮＥＬ 试剂盒， 购自瑞士

Ｒｏｃｈｅ 公司； 蛋白酶 Ｋ， 购自德国 Ｂｉｏｆｒｏｘｘ 公司； 基

质金属蛋白酶 ９ （ＭＭＰ － ９） 抗体、 热休克蛋白 ７０
（ＨＳＰ７０） 抗体、 辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ
（二抗）， 购自英国 Ａｂｃａｍ 公司； 双氧水， 购自国药

集团化学试剂有限公司； 其他化学试剂均为分析纯。
１􀆰 ２　 清乳化岩煎的制备

将 ９ 味原药材 （黄芪 ６ 份， 当归 ３ 份， 蒲公英 ６
份， 白花蛇舌草 ３ 份， 金银花 ３ 份， 山海螺 ３ 份， 三

叶青 ３ 份， 蛇六谷 ２ 份， 露蜂房 ２ 份） 混合捣碎后倒

入煎器内， 加入 ３ Ｌ 双蒸水浸泡 １ ｈ， 随后大火煮沸，
文火煎煮 １ ｈ， 取上清液过滤， 重复煎煮滤渣 ２ 次，
合并 ３ 次滤液， 浓缩得 １ ｇ ／ ｍＬ 中药液。
１􀆰 ３　 清乳化岩煎的安全浓度

取对数生长期的 ＨＣ１１、 ＲＡＷ２６４􀆰 ７、 ＤＣ２􀆰 ４ 细

胞， 接种至 ９６ 孔细胞培养板中， 置于 ３７ ℃、 ５％
ＣＯ２ 细胞培养箱中培养至贴壁。 用药组分别加入不同

浓度的清乳化岩煎 （终浓度为 ０􀆰 ６２５、 １􀆰 ２５、 ２􀆰 ５、
５、 １０、 ２０、 ４０ 和 ６０ ｍｇ ／ ｍＬ， ＤＭＥＭ 完全培养基稀

释）， 空白对照组加入 ＤＭＥＭ 完全培养基， 放入细胞

培养箱中继续培养 ２４ ｈ。 孵育结束后取出 ９６ 孔板，
弃上清液， 用 ＰＢＳ 冲洗 ２ 次， 然后每孔加入 ９０ μＬ
ＤＭＥＭ 完全培养基和 １０ μＬ ＣＣＫ－８， 置于细胞培养

箱中继续孵育 １ ～ ４ ｈ。 孵育结束后， 取出 ９６ 孔板，
于酶标仪 ４５０ ｎｍ 波长下测定各孔 ＯＤ 值， 记录结果，
同时计算细胞存活率， 对数据进行处理与统计分析。
细胞存活率＝ 药物组 ＯＤ 值 ／空白组 ＯＤ 值×１００％。
１􀆰 ４　 清乳化岩煎对乳腺癌细胞增殖的影响

取对数生长期的犬 Ａ７２ 细胞、 犬 ＣＭＴ－Ｕ２７ 细胞

和小鼠 ４Ｔ１ 细胞接种于 ９６ 孔板， 待细胞贴壁， 加入

不同浓度的清乳化岩煎 （终浓度为 ０􀆰 ６２５、 １􀆰 ２５、
２􀆰 ５、 ５、 １０ 和 ２０ ｍｇ ／ ｍＬ， １６４０ 完全培养基稀释），
３７ ℃， ５％ ＣＯ２条件下培养 ２３ ｈ， 培养结束后每孔加

入 ２０ μＬ ＣＣＫ－８， 于 ３７ ℃， ５％ ＣＯ２条件下孵育 １ ｈ，
孵育结束使用酶标仪在 ４５０ ｎｍ 波长下测定各孔 ＯＤ
值， 计算细胞存活率。

１􀆰 ５　 清乳化岩煎对 ４Ｔ１ 细胞凋亡的影响

采用胰酶消化并收集 ４Ｔ１ 细胞， 使用 ＲＰＭＩ －
１６４０ 基础培养基调节细胞浓度为 １×１０６个 ／ ｍＬ， 接种

２４ 孔板， 待细胞贴壁， 加入适量清乳化岩煎， 使其

终浓度分别达到 ５ 和 １０ ｍｇ ／ ｍＬ。 同时设置空白对照

组， ３７ ℃， ５％ ＣＯ２条件下培养 ２４ ｈ， 培养结束使用

不含 ＥＤＴＡ 胰酶消化并收集细胞， 按照凋亡检测试剂

盒说明书进行染色， 用流式细胞仪测定细胞凋亡

情况。
１􀆰 ６　 乳腺癌转移瘤模型的建立及治疗

５０ 只 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， 雌雄各半， （２０±２） ｇ， 购

自扬州大学比较医学中心， 试验前适应性饲养 １ 周

（动物饲养严格遵守试验动物福利伦理要求进行）。
将 ５０ 只小鼠随机分为空白对照 （Ｃｏｎｔｒｏｌ） 组， 模型

（Ｍｏｄｅｌ） 组以及清乳化岩煎低 （Ｌ）、 中 （Ｍ） 和高

（Ｈ） 剂量组 （１００、 ２００ 和 ４００ ｍｇ ／ ｋｇ）。 除空白组

外， 对其余分组小鼠建立乳腺肿瘤模型： 消化并收集

４Ｔ１ 细胞， 使用 ０􀆰 ９％生理盐水重悬并调整细胞密度

为 １×１０７个 ／ ｍＬ， 将小鼠固定， 去除在小鼠第 ４ 对与

第 ５ 对乳头中间毛发， 使用 １ ｍＬ 注射器于乳头下方

皮下脂肪垫缓慢注射 ０􀆰 １ ｍＬ 细胞悬液。 接种完成后，
每日观察小鼠肿瘤的生长速度， 以瘤体直径≥３ ｍｍ
判定成瘤阳性， 模型建立后各组小鼠按分组治疗， 隔

天灌胃 １ 次， 每次给药 ０􀆰 ５ ｍＬ， 连续治疗 １４ ｄ， 治

疗期间每 ２ ｄ 对各组小鼠称重 １ 次， 并绘制小鼠体重

生长曲线。 治疗结束， 使用乙醚麻醉并脱颈椎处死小

鼠， 收集肿瘤、 血清和脾脏。
１􀆰 ７　 肿瘤测量与抑瘤率计算

治疗期间， 隔天测量小鼠皮下肿瘤的体积， 来动

态反映药物的抗肿瘤效果。 使用游标卡尺测量瘤体最

长径与最短径， 测量结束根据肿瘤体积计算公式计算

瘤体体积。 治疗结束后剥离肿瘤， 测量最终瘤体体

积， 并称量瘤体重量， 根据如下公式计算移植瘤生长

抑制率， 并绘制瘤体生长曲线。 瘤体体积 ＝ （长径×
短径×短径） ／ ２， 药物抑瘤率 ＝ （模型组平均瘤重－
给药组平均瘤重） ／模型组平均瘤重×１００％。
１􀆰 ８　 检测脾脏淋巴细胞增殖情况

将各组小鼠脾脏用 ＲＰＭＩ－１６４０ 完全培养基研磨

制备细胞悬液， 接种于 ９６ 孔板， 分别加入 ＬＰＳ、
ＰＨＡ （终浓度为 ５ 和 １０ ｎｇ ／ ｍＬ， ＲＰＭＩ－１６４０ 完全培

养基稀释） 刺激， 同时设立未刺激组， 置于 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２细胞培养箱中连续培养 ２４ ｈ 后， 加入 ＣＣＫ－
８， 孵育 １ ｈ， 结束后使用酶标仪在 ４５０ ｎｍ 波长下测

定各孔 ＯＤ 值， 计算细胞存活率。
１􀆰 ９　 病理组织学观察

肿瘤组织经不同浓度的乙醇逐级脱水， 二甲苯透
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明、 浸蜡和包埋， 然后连续切片， 脱蜡后制成切片，
分别对切片进行 ＨＥ 染色， 于显微镜下观察其病理

变化。
１􀆰 １０　 ＴＵＮＥＬ 法染色检测移植瘤细胞凋亡水平

石蜡切片脱蜡后严格按照 ＴＵＮＥＬ 试剂盒的说明

进行操作， 用蛋白酶 Ｋ 进行组织修复， 经破膜后，
在组织上加混合试剂 （末端脱氧核苷酸转移酶 ∶ 脱

氧尿苷三磷酸＝ １ ∶ ９） 进行恒温孵育， 随后复染细胞

核， 清洗后用抗荧光淬灭剂封片。 于荧光显微镜下观

察拍照， 以检测细胞凋亡情况。
１􀆰 １１ 　 免疫组化法检测肿瘤组织中 ＭＭＰ － ９ 与

ＨＳＰ７０ 的表达水平

　 　 石蜡切片脱蜡、 水化， 置于 ＥＤＴＡ 溶液中加热

１０ ｍｉｎ 进行抗原修复； 自然冷却后 ＰＢＳ 冲洗 ３ 遍，
滴加 ３％双氧水溶液， 室温孵育 ２５ ｍｉｎ； 冲洗后滴加

３％ ＢＳＡ 溶液封闭 ３０ ｍｉｎ； 冲洗， 滴加一抗 （ＭＭＰ－９
１ ∶ １ ０００， ＨＳＰ７０ １ ∶ ５００， 抗体稀释液稀释）， ４ ℃
冰箱过夜； 复温冲洗后滴加二抗 （１ ∶ ２ ０００， 同上），
孵育 ５０ ｍｉｎ； 冲洗后滴入 ＤＡＢ 试剂显色、 复染、 脱

水、 透明、 封片。 于显微镜下观察分析并采集图像。

１􀆰 １２　 测定血清和癌组织细胞因子水平

分离血清并将采集的肿瘤组织充分研磨匀浆后，
按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒提供的说明书测定肿瘤组织和血

清中 ＩＬ－２、 ＩＬ－４、 ＩＬ－１０、 ＴＮＦ－α、 ＩＦＮ－γ 的含量。
１􀆰 １３　 数据统计与分析

流式细胞术下机数据使用 Ｆｌｏｗｊｏ Ｖ１０􀆰 １􀆰 ８ 软件进

行分析， 所得数据均使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６􀆰 ０ 软件作

图分析， 使用 ＳＰＳＳ １８􀆰 ０ 软件进行单因素方差分析

（Ｏｎｅ－ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）， 采用 Ｄｕｎｃａｎ 氏法检验组间差异

性， 结果为 “平均值±标准误”。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异显

著， Ｐ＜０􀆰 ０１ 表示差异非常显著。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 清乳化岩煎的安全浓度

不同浓度清乳化岩煎对正常细胞增殖的影响如图

１ 所示， 与空白对照组相比， 清乳化岩煎对 ＨＣ１１ 细

胞的安全浓度为 １０ ｍｇ ／ ｍＬ， 对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞的安

全浓度为 １０ ｍｇ ／ ｍＬ， 对 ＤＣ２􀆰 ４ 细胞的安全浓度为 ２０
ｍｇ ／ ｍＬ。

与空白对照组相比， ∗∗∗表示差异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ００１）。 下同。
Ａ． ＨＣ１１ 细胞； Ｂ． ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞； Ｃ． ＤＣ２􀆰 ４ 细胞。

图 １　 不同浓度清乳化岩煎对乳腺癌细胞活力的影响 （ｎ＝６）

２􀆰 ２　 清乳化岩煎对乳腺癌细胞增殖的影响

不同浓度清乳化岩煎对乳腺癌细胞增殖的影响如

图 ２ 所示， 与空白对照组相比， 清乳化岩煎浓度在

０􀆰 ６２５～２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 范围内时， 对 Ａ７２、 ４Ｔ１ 细胞增殖

无显著影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 当清乳化岩煎浓度大于或等

于 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 时， 对 Ａ７２、 ４Ｔ１ 细胞呈现出显著增殖抑

制作用 （Ｐ＜０􀆰 ００１）； 当清乳化岩煎浓度在 ０􀆰 ６２５ ～ ５
ｍｇ ／ ｍＬ 范围内时， 对 ＣＭＴ－Ｕ２７ 细胞的增殖无显著影

响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 而当清乳化岩煎浓度大于或等于 １０
ｍｇ ／ ｍＬ时， 对 ＣＭＴ－Ｕ２７ 细胞增殖呈现出显著性抑制

作用 （Ｐ＜０􀆰 ００１）。

２􀆰 ３　 清乳化岩煎对 ４Ｔ１ 细胞凋亡的影响

清乳化岩煎 ５ 和 １０ ｍｇ ／ ｍＬ 作用 ４Ｔ１ 细胞 ２４ ｈ
后， 采用 Ａｎｎｅｘｉｎ ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 法， 通过流式细胞仪检测

细胞凋亡率 （早期凋亡率＋晚期凋亡率）。 细胞凋亡

情况如图 ３ 所示， 与空白对照组相比， 用药组 ４Ｔ１ 细

胞凋亡率显著性上升 （图 ３Ｂ、 ３Ｃ， Ｐ＜０􀆰 ００１）。
２􀆰 ４　 清乳化岩煎对小鼠体重的影响

如图 ４ 所示， 在给药治疗期间， 空白对照组、 高

剂量与中剂量用药组小鼠体重呈稳定上升趋势， 低剂

量用药组与模型组小鼠体重呈不同程度先上升后下降

趋势， 各组小鼠最终体重无显著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
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Ａ． Ａ７２ 细胞； Ｂ． ４Ｔ１ 细胞； Ｃ． ＣＭＴ－Ｕ２７ 细胞。

图 ２　 不同浓度清乳化岩煎对乳腺癌细胞活力的影响 （ｎ＝６）

Ａ． 流式细胞术检测 ４Ｔ１ 细胞凋亡结果； Ｂ． ４Ｔ１ 细胞早期凋亡率； Ｃ． ４Ｔ１ 细胞晚期凋亡率； Ｄ． ４Ｔ１ 细胞总凋亡率。

图 ３　 清乳化岩煎对 ４Ｔ１ 细胞凋亡的影响 （ｎ＝３）

Ａ． 各组小鼠体重变化； Ｂ． 最终体重。

图 ４　 清乳化岩煎对小鼠体重影响 （ｎ＝１０）

２􀆰 ５　 清乳化岩煎对小鼠移植瘤生长的影响

清乳化岩煎治疗期间小鼠肿瘤生长曲线如图 ５Ａ
所示， 与模型组小鼠相比， 用药组在第 ９ 天时减缓了

肿瘤生长， 且这种抑制作用一直持续至治疗周期结

束。 治疗结束后， 测量瘤体最终体积 （图 ５Ｂ）， 称量

瘤体最终重量 （图 ５Ｃ）， 结果显示， 与模型组相比，
各用药组小鼠瘤体体积显著性减小 （Ｐ＜０􀆰 ００１）， 瘤

体重量显著性降低 （Ｐ＜０􀆰 ００１）， 尤其是用药组中以
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中剂量用药组治疗效果最为明显。 小鼠抑瘤率结果显

示， 各用药组对小鼠 ４Ｔ１ 乳腺癌移植瘤均有不同程度

的抑制作用， 其中中剂量组抑制作用最为明显， 达

４９􀆰 ６３％ （表 １）。

与模型 （Ｍｏｄｅｌ） 组相比： ∗表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ∗∗表示差异非常显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ∗∗∗表示差异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ００１）。 下同。
Ａ． 小鼠肿瘤体积变化； Ｂ． 最终肿瘤体积； Ｃ． 肿瘤重量。

图 ５　 清乳化岩煎对小鼠肿瘤的影响 （ｎ＝１０）

表 １　 药物干预后各组小鼠乳腺癌抑瘤率 （ｎ＝１０）

组别 清乳化岩煎剂量 ／ （ｍｇ·ｋｇ－１） 抑瘤率 ／ ％

Ｍｏｄｅｌ ０ ０

Ｈ ４００ ４０􀆰 ９８

Ｍ ２００ ４９􀆰 ６３

Ｌ １００ ３０􀆰 ４２

２􀆰 ６　 清乳化岩煎对脾脏淋巴细胞的影响

清乳化岩煎对小鼠脾脏淋巴细胞增殖的影响结果

如图 ６ 所示。 未刺激组中， 各用药组小鼠脾脏淋巴细

胞活性与模型组、 空白组相比均无显著性差异 （Ｐ＞

０􀆰 ０５， 图 ６Ａ）。 在 ＬＰＳ 刺激剂中， 相较模型组， 高

剂量与中剂量用药组联合 ＬＰＳ 刺激小鼠脾脏 Ｂ 淋巴

细胞增殖效果显著 （Ｐ＜０􀆰 ００１）， 低剂量用药组联合

ＬＰＳ 刺激效果无显著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 模型组与空白

对照组小鼠脾脏 Ｂ 淋巴细胞增殖无显著差异 （Ｐ＞
０􀆰 ０５， 图 ６Ｂ）。 在 ＰＨＡ 刺激剂中， 相较模型组， 高

剂量与低剂量用药组小鼠脾脏 Ｔ 淋巴细胞活性均无

明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５， 图 ６Ｃ）， 而中剂量组联合 ＰＨＡ
刺激可显著促进脾脏 Ｔ 淋巴细胞增殖 （Ｐ＜０􀆰 ００１）。
由此可见， 中剂量清乳化岩煎对促进小鼠脾脏淋巴细

胞增殖效果最好。

Ａ． 未刺激； Ｂ． ＬＰＳ 刺激； Ｃ． ＰＨＡ 刺激。

图 ６　 清乳化岩煎对小鼠脾脏淋巴细胞增殖的影响 （ｎ＝１０）

２􀆰 ７　 小鼠乳腺肿瘤组织病理学变化

清乳化岩煎对小鼠乳腺肿瘤组织结构的影响如图

７ 所示。 模型组中可见肿瘤细胞呈椭圆形分布， 细胞

形态完好， 细胞核较大， 核仁可见， 肿瘤细胞数量较

多， 坏死区域较少见， 间质血管区域较多， 血管丰

富， 可为肿瘤细胞提供生长所需的营养， 提示肿瘤细
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胞生长活性较好； 与模型组相比， 用药组肿瘤细胞数

量减少， 细胞形态不完整， 其中高剂量组与中剂量组

肿瘤细胞出现较大程度的核溶解与细胞核深染， 同时

出现细胞核碎片与核分裂象， 肿瘤细胞坏死区域

较大。

红色圆圈区域为肿瘤细胞坏死区， 红色箭头区域为乳腺肿瘤细胞， 蓝色箭头区域为核分裂象， 黄色箭头区域为间质血管， 绿色箭头区域为细

胞核碎片， 黑色箭头指示成纤维细胞。
Ａ． Ｈ 组； Ｂ． Ｍ 组； Ｃ． Ｌ 组； Ｄ． Ｍｏｄｅｌ 组。

图 ７　 小鼠乳腺肿瘤组织病理切片 （ＨＥ 染色， ２００×）

２􀆰 ８　 清乳化岩煎对移植瘤细胞凋亡的影响

为进一步探讨清乳化岩煎对 ４Ｔ１ 乳腺癌移植瘤的

影响， 采用 ＴＵＮＥＬ 法检测移植瘤中细胞凋亡情况。
结果如图 ８Ａ 所示。 其中， 细胞核被标记为蓝色， 凋

亡阳性肿瘤细胞表达为绿色荧光。 模型组和用药组的

肿瘤细胞表现的蓝色荧光强度基本一致， 模型组偶有

极少量绿色荧光， 细胞凋亡数量少， 细胞凋亡率为

６􀆰 ６９％。 与模型组相比， 用药组乳腺肿瘤细胞绿色荧

光强度明显增强， 肿瘤细胞破碎成点片状， 凋亡数量

显著性增多， 差异均具有统计学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 高

剂量组和中剂量组最为明显， 平均细胞凋亡率分别达

７１􀆰 ９１％、 ７４􀆰 ８５％， 低剂量组平均细 胞 凋 亡 率 为

６１􀆰 ３９％。 定量分析结果如图 ８Ｂ 所示， 模型组阳性细

胞比例最低， 用药组的阳性细胞比例均显著性升高

（Ｐ＜０􀆰 ００１）， 其中， 中剂量组凋亡细胞比例最高。 以

上结果表明， 清乳化岩煎能够抑制乳腺癌并促进乳腺

癌细胞的凋亡。

Ａ． 各组移植瘤中 ＴＵＮＥＬ 染色 （２００×）； Ｂ． ＴＵＮＥＬ 阳性细胞比例。

图 ８　 清乳化岩煎对乳腺肿瘤细胞凋亡的影响

２􀆰 ９　 肿瘤组织中 ＭＭＰ－９ 与 ＨＳＰ７０ 的表达

２􀆰 ９􀆰 １　 肿瘤组织中 ＭＭＰ－９ 的表达

各组移植瘤免疫组化染色情况如图 ９Ａ 所示，
ＤＡＢ 显示的阳性表达为棕黄色。 与模型组相比， 用

药组细胞着色减弱， ＭＭＰ－９ 阳性表达减少。 定量分

析结果如图 ９Ｂ 所示， 用药组 ＭＭＰ－９ 阳性细胞表达

水平显著减少 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ００１ ）， 高、 中、 低剂量组

ＭＭＰ－ ９ 阳 性 细 胞 平 均 百 分 比 分 别 为 ３７􀆰 ２２％、
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２９􀆰 ２０％、 ３９􀆰 ５７％， 而模型组 ＭＭＰ－９ 阳性细胞百分

比为 ５９􀆰 ４５％， 表明清乳化岩煎可显著降低乳腺肿瘤

组织中 ＭＭＰ－９ 的表达。
２􀆰 ９􀆰 ２　 肿瘤组织中 ＨＳＰ７０ 的表达

各组肿瘤组织中 ＨＳＰ７０ 的表达情况如图 １０Ａ 所

示。 与模型组相比， 用药组 ＨＳＰ７０ 阳性表达与细胞

着色具有减弱的趋势， 定量分析结果如图 １０Ｂ 所示，
高、 中、 低剂量组 ＨＳＰ７０ 阳性细胞平均百分比分别

为 ３３􀆰 ９５％、 ３３􀆰 ３０％、 ３９􀆰 ８０％， 而模型组 ＨＳＰ７０ 阳

性细胞百分比为 ５２􀆰 ２２％。 与模型组相比， 用药组

ＨＳＰ７０ 表达水平显著减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 表明清乳化岩

煎可以降低乳腺肿瘤组织中 ＨＳＰ７０ 的表达。

ａ． Ｍｏｄｅｌ 组； ｂ． Ｈ 组； ｃ． Ｍ 组； ｄ． Ｌ 组。
Ａ． 各组移植瘤组织中 ＭＭＰ－９ 表达情况 （２００×）； Ｂ． ＭＭＰ－９ 阳性

细胞百分比。

图 ９　 清乳化岩煎对 ＭＭＰ－９ 的影响

ａ． Ｍｏｄｅｌ 组； ｂ． Ｈ 组； ｃ． Ｍ 组； ｄ． Ｌ 组。
Ａ． 各组移植瘤组织中 ＨＳＰ７０ 表达情况 （２００×）； Ｂ． ＨＳＰ７０ 阳性细

胞百分比。

图 １０　 清乳化岩煎对 ＨＳＰ７０ 的影响

２􀆰 １０　 清乳化岩煎对血清中细胞因子的影响

２􀆰 １０􀆰 １　 血清中辅助性 Ｔ 细胞 １ （Ｔｈ１） 型细胞因子

水平变化

清乳化岩煎对小鼠 ４Ｔ１ 移植瘤血清中 ＩＬ － ２、
ＴＮＦ－α、 ＩＦＮ－γ 的影响如图 １１ 所示。 与空白组相比，
模型组各细胞因子的含量均无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５），
但 ＴＮＦ－α 的含量具有上升的趋势。 与模型组相比，
用药组 ＩＬ－２ 的含量无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， ＴＮＦ－α
与 ＩＦＮ－γ 的含量均显著性上升 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且中剂

量组含量最高。 以上结果说明， 清乳化岩煎可以促进

肿瘤小鼠体内 Ｔｈ１ 型细胞因子的分泌。
２􀆰 １０􀆰 ２　 血清中 Ｔｈ２ 型细胞因子水平变化

清乳化岩煎对小鼠 ４Ｔ１ 移植瘤血清中 ＩＬ－４ 与ＩＬ－
１０ 的影响如图 １２ 所示。 与空白组相比， 模型组 ＩＬ－４

表达水平具有上升的趋势， 但差异不显著 （ Ｐ ＞
０􀆰 ０５）， ＩＬ－１０ 的表达显著性上升 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模

型组相比， ＩＬ－４ 的含量具有下降的趋势， 但差异不

显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 各用药组 ＩＬ－１０ 的含量显著性降低

（Ｐ＜０􀆰 ００１）， 表明清乳化岩煎可以抑制乳腺癌小鼠

Ｔｈ２ 型细胞因子分泌。
２􀆰 １１　 清乳化岩煎对肿瘤组织中细胞因子的影响

２􀆰 １１􀆰 １　 肿瘤组织中 Ｔｈ１ 型细胞因子水平变化

清乳化岩煎对小鼠肿瘤组织 Ｔｈ１ 型细胞因子表达

如图 １３ 所示， 与模型组相比， 清乳化岩煎组 ＩＬ－２ 含

量无显著性差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 但具有上升的趋势； 各

用药组 ＩＦＮ －γ 与 ＴＮＦ －α 的含量显著性上升 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 其中高剂量组与中剂量组变化最显著 （Ｐ＜
０􀆰 ００１）。
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Ａ． ＩＬ－２ 含量； Ｂ． ＩＦＮ－γ 含量； Ｃ． ＴＮＦ－α 含量。

图 １１　 清乳化岩煎对小鼠血清中 Ｔｈ１ 型细胞因子的影响

Ａ． ＩＬ－４ 含量； Ｂ． ＩＬ－１０ 含量。 ＃＃表示与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比， 差异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

图 １２　 清乳化岩煎对小鼠血清中 Ｔｈ２ 型细胞因子的影响

Ａ． ＩＬ－２ 含量； Ｂ． ＩＦＮ－γ 含量； Ｃ． ＴＮＦ－α 含量。

图 １３　 清乳化岩煎对小鼠肿瘤组织中 Ｔｈ１ 型细胞因子的影响

２􀆰 １１􀆰 ２　 肿瘤组织中 Ｔｈ２ 型细胞因子水平变化

肿瘤组织中 Ｔｈ２ 型细胞因子水平变化如图 １４ 所

示， 与模型组相比， 高剂量组与中剂量组癌组织中

ＩＬ－４ 的含量显著性下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 低剂量组 ＩＬ－４

的含量无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 各用药组 ＩＬ－１０ 的含

量显著性下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 其中高、 中剂量组差异极

显著 （Ｐ＜０􀆰 ００１）。
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Ａ． ＩＬ－４ 含量； Ｂ． ＩＬ－１０ 含量。

图 １４　 清乳化岩煎对小鼠肿瘤组织中 Ｔｈ２ 型细胞因子的影响

３　 讨论

乳腺癌是最常见的、 全球发病率最高的癌症之

一， 且发病率有逐年攀升的趋势［８］。 就宠物而言，
乳腺肿瘤在雌性动物中发病率最高 （１６􀆰 ８％） ［９］。 在

未绝育的雌性犬中， 犬乳腺肿瘤是最常见的恶性肿

瘤， 其死亡率比人类乳腺癌高 ３ 倍［１０］。 由于乳腺癌

早期无症状， 许多患者错过了最佳治疗时间， 导致癌

症进入恶性转移阶段［１１］。 随着越来越多的化疗药物

（如紫杉类药物和蒽环类药物） 被用于临床治疗癌

症， 它们也因非选择性细胞毒性而产生了严重的副作

用［１２］。 因此， 如何在抑制癌细胞增殖的同时不伤害

正常细胞和组织， 是减少化疗副作用的关键。
对于宠物而言， 手术是临床治疗犬乳腺肿瘤的主

要手段， 也是控制局部肿瘤的最有效的方法。 然而，
由于局部和远处转移的概率较高， 尤其是对于出现淋

巴或血管转移的宠物， 单纯的外科手术并不能完全治

愈［１］。 因此， 对乳腺癌患犬施加有效的辅助治疗方

法， 如放射治疗、 抗 Ｃｏｘ－２ 治疗、 化学治疗、 去氨

加压素、 激素治疗或抗血管生成治疗等［１３－１４］， 对患

犬的术后恢复效果至关重要。 中医在治疗乳腺癌方面

积累了数千年的经验。 现代中医学研究发现， 中药不

仅能够抑制癌细胞的生长， 有效预防乳腺癌， 而且能

减轻乳腺癌患者术后的诸多不良反应， 减少放疗与化

疗带来的副作用， 防止癌症的复发和转移， 进而更好

地提高乳腺癌患者生存率和生活质量［４］。 目前已有

研究证明本方中黄芪［１５］、 当归［１６］、 白花蛇舌草［１７］、
金银花［１８］、 山海螺［１９］、 三叶青［２０］、 蒲公英［２１］ 等中

药均具有一定抗癌功效。 结果表明， 在安全浓度下，
清乳化岩煎不仅能抑制乳腺癌细胞增殖， 还能显著诱

导 ４Ｔ１ 细胞凋亡， 这一结果也在体内试验中得到了验

证。 本试验使用小鼠 ４Ｔ１ 细胞进行原位接种， 成功构

建了小鼠乳腺癌移植瘤模型， 采用灌胃给药的方式给

予治疗。 小鼠体重变化曲线与最终体重结果显示， 在

给药 ６～９ ｄ 后， 与模型组相比， 各用药组小鼠肿瘤

体积均明显减小， 肿瘤生长速度明显减慢， 解剖发现

瘤体重量也显著降低， 说明清乳化岩煎能够有效抑制

乳腺肿瘤的生长， 其中以中剂量组效果最佳。 在观察

乳腺肿瘤组织的病理切片时发现， 相比模型组， 用药

组小鼠肿瘤细胞数量明显减少， 坏死区域增多， 血管

区域较少， 提示药物可能通过诱导肿瘤细胞的破裂与

细胞核的溶解进而抑制肿瘤细胞的生长。
ＭＭＰ－９ 的表达水平通常与肿瘤大小呈正相关，

ＭＭＰ－９ 内含子 ＤＮＡ 区域中的表观遗传标记对 ＤＮＡ
甲基化与基因表达调控机制， 也与乳腺癌细胞转移密

切相关［２２］。 ＨＳＰ７０ 是热休克蛋白家族中组重要的一

员， 热休克蛋白是生物体细胞在热诱导下合成的具有

高度保守性的蛋白质， 在应激状态下作为分子伴侣参

与肿瘤的发生［２３］， Ｆａｈｉｍ 等［２４］ 通过免疫组化和

ＥＬＩＳＡ 法探究了 ＨＳＰ７０ 在乳腺肿瘤组织及其血清中

的表达水平， 证实大多数乳腺癌患者的血清和肿瘤组

织中都有 ＨＳＰ７０ 的表达， 且 ＨＳＰ７０ 在恶性病例中的

表达水平明显高于良性病例， 并证明 ＨＳＰ７０ 可以作

为乳腺癌生物标记物， 用于乳腺癌的筛查与肿瘤监测

等方面。 本试验结果发现， 与模型组相比， 用药组小

鼠乳腺肿瘤组织中 ＭＭＰ－９ 和 ＨＳＰ７０ 的表达水平显著

降低， 提示清乳化岩煎可能通过调节机体 ＭＭＰ－９ 与

ＨＳＰ７０ 的表达进而控制乳腺癌的生长与转移。
在细胞免疫中， Ｔ 细胞一方面可通过促进 ＴＮＦ－

α、 ＩＦＮ－γ 等细胞因子的分泌， 直接破坏肿瘤细胞的

生长， 还可促进肿瘤细胞中主要组织相容性复合体Ⅰ
类 （ＭＨＣ－Ⅰ） 类分子的表达， 进而增强癌细胞对细

胞毒性 Ｔ 淋巴细胞 （ＣＴＬ） 杀伤的敏感性［２５］； 另一

方面可促进 Ｂ 细胞的增殖与分化， 促进体液免疫，
进而杀伤肿瘤［２６］。 Ｂ 细胞可通过产生肿瘤特异性抗

体， 驱动抗体依赖性细胞介导的细胞毒性作用和吞噬

作用等， 发挥抗肿瘤作用［２７］。 本试验中， 观察到清

乳化岩煎可以显著促进脾脏淋巴细胞的增殖， 结合

ＰＨＡ 和 ＬＰＳ 的试验结果， 推测该药物具有促进 Ｔ、 Ｂ
淋巴细胞增殖与分化的作用。

细胞因子在免疫应答与炎症反应中起着重要作

用。 相关研究显示， 在乳腺癌动物模型和人乳腺癌
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中， Ｔｈ２ 型免疫反应增强， 而 Ｔｈ１ 型免疫反应降

低［２８］， 推测 Ｔｈ１ 型细胞因子表达水平的升高与 Ｔｈ２
型细胞因子表达水平的降低可增强机体的免疫调节功

能， 发挥抗乳腺癌作用。 本研究采用 ＥＬＩＳＡ 法测定

清乳化岩煎干预后小鼠肿瘤组织和血清中的 ＩＬ－２、
ＩＬ－４、 ＩＬ－１０、 ＴＮＦ－α、 ＩＦＮ－γ 的含量。 与模型组相

比， 清乳化岩煎并未对血清 ＩＬ－２ 与 ＩＬ－４ 的表达产生

显著性影响， 但 ＩＬ－１０ 的含量显著性降低， ＴＮＦ－α
与 ＩＦＮ－γ 的含量显著性上升。 肿瘤组织中 ＩＬ－２ 含量

无明显变化， ＴＮＦ－α 与 ＩＦＮ－γ 的表达水平显著性上

升， 且 ＩＬ－４ 与 ＩＬ－１０ 的含量出现不同程度的显著性

下降。 以上结果表明， 在一定浓度范围内， 清乳化岩

煎可以增强 Ｔｈ１ 型细胞因子的分泌， 抑制 Ｔｈ２ 型细胞

因子的释放水平， 进而增强机体的免疫作用。
综上， 清乳化岩煎对乳腺癌细胞和小鼠 ４Ｔ１ 移植

瘤模型具有良好的干预作用， 一方面， 能抑制乳腺癌

细胞的增殖， 诱导 ４Ｔ１ 细胞发生凋亡， 控制乳腺癌组

织的生长； 另一方面， 能够促进脾脏淋巴细胞的增

殖， 调节 Ｔｈ１ 型和 Ｔｈ２ 型细胞因子的表达水平， 改善

机体免疫功能， 有效抑制乳腺癌的生长与转移。 本研

究为探讨中药复方治疗乳腺癌的作用机制提供了借

鉴， 也为开发治疗宠物和人类乳腺癌的中药复方提供

依据。
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