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研究证明，Ki67、p53、C erbB-2 蛋白参与肿瘤生长、增
殖、分化、转移，为此可将上述蛋白表达作为乳腺癌发生、发
展评估的重要指标[1]。槐耳颗粒从槐耳菌质中提取，不仅可直
接抗肿瘤，而且能增强机体免疫能力。目前，临床关于 Ki67

等蛋白在恶性肿瘤中表达、槐耳颗粒治疗乳腺癌效果研究较
多，但关于槐耳颗粒对乳腺癌 Ki67、p53、C erbB-2 等蛋白表
达影响研究甚少。基于此，本研究通过动物模型对照实验分析
槐耳颗粒对 Ki67、p53、C erbB-2 蛋白表达的影响，以为槐耳

内啡肽的水平；茱萸水提物、醇提物皆有不同程度降血糖作
用，升高进食后血胰岛素水平；川芎可抗血小板聚集、扩张小
动脉、改善微循环；桃仁中含苦杏仁苷及挥发油，对子宫平滑
肌有兴奋作用，可使其收缩力加强，二者调节卵巢酶系统作用

于卵巢包膜，通过活血化瘀作用，使增大的卵巢恢复正常，还

有降低血脂作用；赤芍能扩张冠状动脉、增加冠脉血流量；赤
芍与甘草配伍应用，可使 SH BG 合成增加，使游离睾酮减少，

致血睾酮活性降低。补肾中药被认为具有类激素样作用，可对
女性性腺轴双向调节；补肾基础上加活血药物又能改善卵巢局

部的血液循环，增加卵巢血流量，从而促进卵泡发育、诱发排
卵及促黄体形成。本研究结果显示，补肾化瘀方能使 PCO S
伴 IR 大鼠 T、LH、IN S 明显下降，SH BG 升高，与前研究一
致，且该方可以使 PCO S 大鼠的卵巢黄体组织数量增加，卵

巢颗粒细胞层增厚，卵泡膜细胞变薄，减少囊状卵泡量，改善

PCO S 大鼠的卵巢形态学异常，从而调整其激素水平[5]。本研
究提示补肾化瘀方对 PCO S 伴 IR 有一定的治疗作用，为补肾

祛瘀方治疗 PCO S 伴 IR 提供一定的科学依据，但其确切的机

理仍待进一步研究。
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槐耳颗粒对乳腺癌动物模型 Ki67、 p53、 CerbB- 2蛋白表达的影响
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［ 摘要］ 目的： 探讨槐耳颗粒对乳腺癌动物模型 Ki67、 p53、 CerbB-2 蛋白表达的影响。 方法： 通过接种 MCF-7、 ER+/PR+乳腺

癌细胞系构建乳腺癌裸鼠模型 40 只， 随机分为空白对照组 （ 安慰剂， 10 只） 、 槐耳颗粒组 （ 30 只） ， 肿瘤 0.5～1.0 cm 后开始给药，
均干预 21 天， 用药期间间隔 2 天测量肿瘤体积 1 次。 处死裸鼠通过免疫组化方法测定 Ki67、 p53、 CerbB-2 等蛋白表达。 结果：
槐耳颗粒组给药 7 天、 14 天、 21 天 PR、 Ki67、 p53、 CerbB-2 蛋白表达明显低于空白对照组， 差异有统计学意义 （ P ＜ 0.05） 。 结

论： 槐耳颗粒能明显降低 Ki67、 p53、 CerbB-2 蛋白表达， 对乳腺癌肿瘤生长有一定的抑制作用。
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颗粒治疗乳腺癌提供依据，结果报道如下。
1 材料与试剂
1.1 实验动物及细胞株 取 40 只健康雌性裸鼠(中国科学院
上海实验动物中心提供)，日龄 20～28 天，平均(25.5±1.5)
天；体重 10～15 g，平均(12.5±1.0)g。雌激素受体(ER )、孕
激素受体(PR )、M C F-7 人乳腺癌细胞(上海生博生物医药科技
有限公司提供)。
1.2 药物及试剂 鼠抗人一抗、二抗由北京中杉生物技术开
发公司提供；p53、Ki-67、C erbB-2 等蛋白免疫组化检测试
剂盒；槐耳颗粒由启东盖天力药业有限公司生产提供。
2 方法
2.1 细菌培养 M C F-7、ER +、PR + 细胞培养环境：10%
FC S-R PM I-1640 培养液，温度维持 37℃，二氧化碳浓度
5% ，湿度处于饱和状态。
2.2 动物模型建立 ①40 只雌性裸鼠 SPF 环境下饲养，弱酸
饮用水消毒灭菌后使用，单独分笼喂养，每天紫外线照射 4 h，

同时不限制自然光照射。保持裸鼠生活温度 23～28℃，湿度
40% ～60% ，饮用水 2 天更换 1次，垫料 7 天更换 1次。②
培养细胞处理。生长期细胞胰酶消化停止后 4℃环境下离心，
转速 1000 r/m in，8 m in 左右，去上清后 RPM I-1640 培养液

离心，温度、转速、时间同上，洗涤 2 次后于一定量 PBS 中
重新悬浮，保持细胞密度 5×105～5×106/m L，冰盒中保存备
用。③裸鼠喂养 7 天后随机分组行 M CF-7、ER +/PR + 细胞接
种，完成后继续喂养一段时间，这个过程中密切观察裸鼠饮

食、排便、精神等情况。10 天后裸鼠体内肿瘤结节开始形成，
肿瘤形成率 100% ，均纳入实验。
2.3 实验动物分组 随机分为 2 组：空白对照组(安慰剂)10
只，槐耳颗粒组 30 只，肿瘤直径 0.5～1.0 cm 后开始给药，
20 g 槐耳颗粒(主要成分为槐耳菌质)灌胃，根据裸鼠体重变化

适当调整用药剂量。用药期间对饮食、饮水不限制，同时加强
营养，饮用水、垫料每天更换。定期测定观察裸鼠肿块体积情
况。用药 21天后处死裸鼠，将瘤块快速取出，甲醛中固定，
行免疫组化测定。
3 观察指标与统计学方法
3.1 观察指标 观察记录裸鼠应用槐耳颗粒后不同时间点
ER、PR、Ki67、p53、C erbB-2 蛋白表达情况，根据着色
程度、阳性细胞比例评价免疫组化结果，着色程度分为 0
分、1分、2 分、3 分，分别对应无色、浅黄色、棕黄色、
棕褐色；阳性细胞比例为＜10% 、11% ～25% 、26% ～
50% 、51% ～75% 、＞75% ，对应 0 分、1 分、2 分、3
分、4 分，两种评分相乘判断：阴性 -0 分(-)，弱阳性
-1～4 分(+)，中度阳性 -5～8 分(++)、强阳性 -9～12 分
(+++ 或 ++++)。
3.2 统计学方法 运用 SPSS19.0 统计软件分析数据，计量
资料以(x±s)表示，采用 t检验。

4 结果
4.1 槐耳颗粒干预前后免疫组化指标变化 见表 1。槐耳颗
粒组用药不同时间点 ER 表达与空白对照组比较，差异均无统

计学意义(P＞0.05)。槐耳颗粒组用药不同时间点 PR、Ki67、
p53、C erbB-2 蛋白表达较空白对照组降低，差异有统计学意
义(P＜0.05)。

表 1 槐耳颗粒干预前后免疫组化指标比较

与对照组比较， ①P ＜ 0.05

4.2 槐耳颗粒干预后瘤体病理变化情况 见图 1～3。槐耳颗
粒干预 7 天、14天、21天瘤体中心变化情况。

5 讨论
有调查显示，我国 2003—2009 年城市乳腺癌病死率增加

约 39% ，是导致女性死亡的高危因素之一。目前，临床治疗
乳腺癌方法较多，包括手术、放化疗、中医药等，但整体上来
说乳腺癌术后 5 年复发转移率高，尤其是术后 2 年，远处脏

器转移占早期复发转移的 50% ～70% [2]，预后差。为此选择一
种有效方案降低乳腺癌复发转移率至关重要。
中医学认为，乳腺癌属乳癖、乳岩等范畴，与肝、脾、胃
密切相关，较多医书中提到乳腺癌发生其内因在于正气不足，

其外因与外邪入侵、情志不舒致使气血瘀滞、脾胃失和有关。
相关报道称，中医药可能是通过对癌细胞生长抑制、阻止诱变
物和靶分子结合等对乳腺癌作用[3]。槐耳颗粒主要成分为槐耳
菌质(成分单一)，槐耳味苦，辛且平，归肝、脾经，具有止
血、抗癌功效。动物实验表明，槐耳成分中药能明显延长肿瘤
小鼠生命期限，抗肿瘤作用较强。现代药理学研究表明，槐耳
能增强巨噬细胞吞噬能力，提高机体免疫能力，同时槐耳对血

管内皮细胞增殖、迁移有一定的影响，通过提高溶菌酶活性、
增强巨噬细胞功能等以抑制肿瘤细胞株生长[4]。关若丹等[5]通
过对照实验表明槐耳颗粒在延长早期乳腺癌患者生存期、降低
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其复发转移率有一定的优势。关于槐耳颗粒与乳腺癌研究着重
于观察患者复发率及生存时间，而关于槐耳颗粒对乳腺癌肿瘤

生长抑制作用机制研究相对少。近年来肿瘤标志物、相关蛋白
表达在肿瘤疾病发生、发展、预后评估中起重要作用，如
p53、Ki67、C erbB-2 等，其中 p53 为抗癌基因，野生型 P53
基因对癌细胞生长、分裂及其他癌基因活性有抑制作用。Ki67
属于一种抗原，于增殖细胞核基质中存在，对肿瘤细胞增殖活

性直接反映，且敏感性高，同时可有效反映增殖细胞数目，临

床常用于肿瘤细胞增殖速度测定[6]。C erbB-2 是存在于 17q21
区带上的一种酪氨酸蛋白，密切参与细胞生长，对细胞增殖、
分化可有效反映[7～8]。为此通过实验分析槐耳颗粒对乳腺癌细
胞 p53、Ki67、C erbB-2 等蛋白表达的影响，了解槐耳颗粒作
用机制，对乳腺癌诊治、预后评估有十分重要的意义。
本研究结果显示，槐耳颗粒组用药后不同时间点 Ki67、

p53、C erbB-2 蛋白表达较空白对照组明显降低，差异有统计
学意义(P＜0.05)，提示槐耳颗粒对 Ki67、p53、C erbB-2 蛋白
表达有明显抑制作用，具体来说，上述蛋白能抑制乳腺癌细胞

生长、增殖，且有时间依赖性。临床常认为，药物抗肿瘤作用
发育与抗孕激素密切相关，如米非司酮，本研究结果显示，槐

耳颗粒组用药后不同时间点 PR 较空白对照组降低(P＜0.05)，
这可能与槐耳颗粒对孕激素受体阳性敏感性更高有关，因此用

药期间阳性细胞被杀伤，用药后 PR 阳性率下降。
综上所述，槐耳颗粒可显著降低乳腺癌裸鼠模型 Ki67、

p53、C erbB-2 蛋白表达，抑制乳腺癌肿瘤生长、增殖，这可
能是槐耳颗粒对乳腺癌发挥疗效的作用机制，临床值得进一步

研究。
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医结合临床、 教学、 科研工作者学习参考， 也可作为血液科培训专科专病技术人才的辅导读物。 每册定价 58元。 需要者请汇款到

广州市番禺区广州大学城外环东路 232号广州中医药大学 《 新中医》 编辑部发行科收， 邮政编码 510006， 电话 020- 39354129。
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