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芍药甘草汤对这些指标的影响均弱于阳性对照药物溴隐亭，但

考虑到溴隐亭的副作用及其在精神科患者的使用限制，对其的

深入研究与开发有良好的前景。
本项研究还只是初步的探索，尚存在大量值得研究的问

题。首先，芍药甘草汤适用于哪些原因引起的 HPRL 患者，

仍有待于研究。其次，芍药甘草汤的疗效机制尚有待细化。第

三，本研究采用溴隐亭作为阳性对照药物，而随着研究的进

展，不断出现更高效、更低副作用的药物。那么芍药甘草汤在

低副作用方面的优势，尚需重新比较、评估。第四，PREB 可

能是芍药甘草汤在代谢、炎症等多方面发挥疗效的基础，是非

常值得进一步研究的课题。
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裸鼠阳虚证乳腺癌骨转移模型的建立

龚辉，黄立中，毛丹，冯磊，刘吉勇
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［摘要］ 目的：采用病、证复合模型的方法建立裸鼠阳虚证乳腺癌骨转移模型。方法：采用臀部肌肉注射氢化可的松的方法建
立裸鼠阳虚证模型；采用左心室注射乳腺癌细胞 MDA-MB-231悬液建立裸鼠乳腺癌骨转移模型；动态观察各组裸鼠生存情况、体
重变化，进行 X线摄像观察，测定环磷酸腺苷（cAMP）、环磷酸鸟苷（cGMP）、血清甲状腺三碘原氨酸（T3） 等值。结果：肌注
氢化可的松后，裸鼠出现畏寒肢冷、活动减少、精神萎靡、皮毛少光泽、饮食减少、大便清稀等阳虚表现，且 cAMP明显下降、
cGMP明显升高、cAMP/cGMP值下降，T3值明显升高；左心室注射乳腺癌细胞悬液后裸鼠出现不同程度的骨转移，且经 X线摄像
检查确诊。结论：对裸鼠肌注氢化可的松可成功建立阳虚证模型；左心室注射法建立乳腺癌骨转移模型的成功率较高。
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Establishment of Nude Mouse Model of Yang Deficiency and Bone Metastasis of Breast
Cancer

GONG Hui，HUANG Lizhong，MAO Dan，FENG Lei，LIU Jiyong
Abstract：Objectives：To establish nude mouse model of Yang deficiency and bone metastasis of breast cancer by the

combination of disease and syndrome method. Methods： Intramuscular injecting hydrocortisone to establishe the Yang

deficiency syndrome model，and injecting breast cancer MDA-MB-231 cells suspension into the left Ventricular to establishe

bone metastasis model. Nude mice survival，the body weight changes，the X-ray imaging，and the levels of cyclic adenosine

monophosphate(cAMP)，cyclic guanosine monophosphate (cGMP)， testosterone(T)3 were observed. Results： After injecting
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乳腺癌最容易远处转移到骨，其发生率达 65%～75%。
目前，中医药在乳腺癌骨转移的综合治疗中起到了越来越重要

的作用。为进一步研究探讨中医药辨证论治的效果和优势，笔

者选择证候模型与疾病模型复合的方法，将“氢化可的松阳

虚”裸鼠模型和“左心室注射乳腺癌细胞 MDA-MB-231 悬

液”裸鼠乳腺癌骨转移模型有机的结合起来，建立裸鼠阳虚证

乳腺癌骨转移模型，以便于将辨病与辨证结合，从而寻找中医

病证的本质，助于更深入的认识和了解乳腺癌骨转移的发生、
发展规律。
1 材料和方法

1.1 肿瘤细胞培养 人乳腺癌 MDA-MB-231 细胞(由中南大

学湘雅医学院现代实验中心细胞库提供)采用 35 mL 培养瓶培

养。置 37℃、5% CO2 及 饱 和 湿 度 的 恒 温 培 养 箱 中 ， 用

RPMI-1640 完全培养液培养，每 2～3 天更换培养液。待细

胞生长达 80%～90%左右时传代，经 0.25％胰蛋白酶溶液消

化对数生长期的细胞，轻摇培养瓶，使消化液布满细胞表面，

倒置显微镜下见细胞间质回缩，细胞间隙增大时，再加入

15 mL 完全培养液终止消化，轻柔吹打贴壁细胞成单细胞悬

液，细胞计数板计数，细胞分装传代，倒置显微镜下观察细胞

生长情况。
1.2 瘤细胞悬液制备 用 0.25％胰蛋白酶溶液使贴壁生长的

人乳腺癌 MDA-MB-231 细胞脱壁、分散，轻摇培养瓶，使

消化液布满细胞表面，倒置相差显微镜下见细胞间质回缩，细

胞间隙增大时，用培养液终止消化，轻柔吹打贴壁细胞成单细

胞悬液，接着用无血清的培养液离心(1200 r/min 离心 8 min)

洗涤两次，细胞计数板计数，调整细胞密度为 1×107/mL，将

细胞悬浮于生理盐水中备用。
1.3 实验动物 健康 BALB/c 6~8 周龄裸小鼠(购于湖南斯莱

克景达实验动物有限公司)共 40 只，体重 18～22 g，雌性，

随机分为空白对照组、阳虚组、骨转移组、阳虚骨转移组，每

组 10 只。
1.4 主要试剂及仪器 胰蛋白酶、RPMI-1640 培养液(美国

INVITROGEN 公司)，胎牛血清(北京雅安达生物技术有限公

司)，青霉素 / 链霉素溶液(北京康碧公司)，PBS 缓冲液(南京森

贝伽生物科技有限公司)，无水乙醇(深圳朗尔迅公司)。超净工

作台 SW-CJ-1CV(苏净安泰公司)，CO2 培养箱 SHEL-LAB

(日本 Hitachi 公司)，光学显微镜(日本 Olympus 公司)，倒置

显微镜、采图显微镜(重庆光学仪器厂)，血球计数板(上海求精

仪器公司)，台式离心机 TDZ5-40(长沙天创仪器公司)，恒温

水浴箱 GG112-10B(上海医疗器械厂)，移液枪(大龙医疗设备

有限公司)，电子天平(Sartorius 公司)，恒温干燥箱 101B-2(上

海亚明公司)，高压蒸汽消毒器 ZDX-35B(上海申安器械厂)，

医用 X 线诊断系统(德国 SIEMENS 公司)，RM2235 切片机、
HI1210 摊片机(德国 LEICA 公司)。
1.5 阳虚模型的建立 参照《实用中医证候动物模型》 [1]。阳

虚组和阳虚骨转移组采用氢化可的松注射液(天津药业集团新

郑股份有限公司)每次 25 mg/kg 肌肉注射，每天 1 次，连续

15 天。空白对照组和骨转移组采用同法注射等体积生理盐水，

每天 1 次，连续 15 天。
1.6 乳腺癌骨转移模型的建立 造模第 16 天，骨转移组、阳

虚骨转移组运用左心室注射法对 20 只裸鼠进行乳腺癌骨转移

模型的制作：所有裸鼠接种前，用 4.5%的水合氯醛(天津科密

欧试剂公司)腹腔注射麻醉裸鼠(2 mL/100 g)，75%酒精消毒皮

肤，裸鼠取仰卧位，头端朝向实验者，再次反复吹打细胞悬

液，以 29 G 针头和 1 mL 注射器吸取 0.08 mL 细胞悬液(细胞

数为 8×105/mL)[2]，于裸鼠左侧第 2 肋间胸骨旁 2～3 mm 处

进针，进针方向斜向内下，与裸鼠纵轴及横轴均成 45°角，

进针约 5～6 mm，轻轻回抽，如有鲜红色血液进入注射器，

提示左心室穿刺成功，保持空针稳定，在 30～60 s 内缓慢且

均匀地向左心室注入细胞悬液。裸鼠左心室注射造模两周后隔

天称重，体重＜16 g 时严密观察[3～4]。
1.7 裸鼠整体状态及体重的变化 阳虚造模后观察裸鼠畏寒

肢冷、活动减少、精神萎靡、皮毛少光泽、饮食减少、大便清

稀等症状[5]，制定阳虚证裸鼠症状量化积分表。每项症状轻度

为 1 分，中度为 2 分，重度为 3 分，最高 18 分。其中总分

1～6 分为轻度阳虚证表现，7～12 分为中度阳虚证表现，

13～18 分为重度阳虚证表现。未出现上述症状者计为 0 分。
左心室注射肿瘤细胞后 24 h 内密切观察裸鼠麻醉恢复及生存

hydrocortisone，the nude mice represented Yang deficiency syndrome，such as being cold，reducing activity，being apathetic，

less shiny fur，less eating，thin stool，and the levels of cAMP being decreased，cGMP being increased，cAMP/cGMP being

decreased，T3 being increased obviously. After injecting breast cancer cells suspension into the left Ventricular，the nude mice

appeared different degrees of bone metastasis，and the X-ray imaging examination and histopathological examination confirmed

the diagnosis. Conclusion：Hydrocortisone injection can establish nude mouse model of Yang deficiency successfully. Injecting

breast cancer cells suspension into the left Ventricular can establish the nude mouse model of bone metastasis of breast cancer

in a high successful rate.

Keywords：Breast cancer；Bone metastasis；Yang deficiency syndrome；Nude mouse model
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状态，记录左心室穿刺注射肿瘤细胞致裸鼠死亡情况。此后每

天观察裸鼠生存情况和肿瘤生长情况。于阳虚造模第 0、5、
10、15、20 天称量各组裸鼠的体重，并统计各组裸鼠不同时

间的平均体重。
1.8 环磷酸腺苷（cAMP）、环磷酸鸟苷（cGMP）、血清甲状
腺三碘原氨酸（T3） 测定 裸鼠于阳虚造模第 20 天称重后摘

眼球取血，采用放射免疫分析法检测 cAMP、cGMP 及 T3，

并计算 cAMP/cGMP 值。
1.9 骨转移情况 X 线摄片检查：骨转移组和阳虚骨转移组

裸鼠于左心室注射肿瘤细胞 25 天后行全身骨骼 X 线摄片。摄

片条件：40 kV，2 mA，3 s，H：28 cm[4]。骨转移组和阳虚

骨转移组裸鼠行 X 线摄片检查后，脊椎脱臼法处死后解剖，

肉眼观察骨转移形成情况及骨转移病灶数量，将骨转移病灶和

可疑骨转移病灶以 10%甲醛固定 24 h 后，10%盐酸脱钙，酒

精脱水，常规石蜡包埋，制作 4 μm 切片，行苏木精 - 伊红染

色，显微镜下观察裸鼠骨转移情况。各组裸鼠骨转移程度从以

下几方面综合判断[6]：经病理证实各组裸鼠骨转移率；经病理

证实的各组骨转移裸鼠的转移部位数量。
1.10 统计学方法 数据使用 SPSS19.0 统计软件进行处理。
计量资料以(x±s) 表示，计数资料采用完全随机设计多样本比

较的秩和检验。
2 结果

2.1 各组阳虚证量化评分比较 见表 1。阳虚组和阳虚骨转

移组裸鼠于造模后出现不同程度的畏寒肢冷、活动减少、精神

萎靡、皮毛少光泽、饮食减少、大便清稀的表现，且程度随造

模时间延长而加重。初期阳虚症状加重明显，至第 15 天达到

重度阳虚证，此后症状加重不明显。造模过程中未出现裸鼠死

亡。2 组比较，差异无统计学意义(P＞0.05)。

表 1 各组阳虚证量化评分比较(x±s)

2.2 各组体重变化比较 见表 2。各组裸鼠组内不同时间的

体重比较，差异无统计学意义(P＞0.05)。阳虚组和阳虚骨转移

组造模第 15 天、第 20 天与空白对照组及骨转移组同期比较

均降低，差异有统计学意义(P＜0.05)。
2.3 各组 cAMP、cGMP、cAMP/cGMP、T3 变化比较 见表

3。与空白对照组及骨转移组比较，阳虚组和阳虚骨转移组的

cAMP 明显下降、cGMP 明显升高、cAMP/cGMP 值下降，

T3 值明显下降，差异均有统计学意义(P＜0.05)。

表 2 各组体重变化比较(x±s) g

与空白对照组比较，①P ＜ 0.05；与骨转移组比较，②P ＜
0.05

表 3 各组 cAMP、cGMP、cAMP/cGMP、T3 变化比较(x±s)

与空白对照组比较，①P ＜ 0.05；与骨转移组比较，②P ＜
0.05

2.4 各组骨转移造模后裸鼠死亡率比较 骨转移组及阳虚骨

转移组裸鼠完成左心室注射肿瘤细胞悬液后 24 h 内共死亡 4

只。其中，骨转移组死亡 2 只(20%)，阳虚骨转移组死亡 2

只(20%)。2 组组间比较，差异无统计学意义(P＞0.05)。
2.5 各组骨转移情况比较 见图 1、图 2。骨转移组发生骨

转移的裸鼠有 6 只，骨转移发生率为 75.0%，阳虚骨转移组

发生骨转移的裸鼠有 8 只，骨转移发生率为 100%。2 组比

较，差异有统计学意义(P＜0.05)。骨转移组检出骨转移灶

为 1 处者 2 只，2 处者 1 只，3 处者 2 只，3 处以上者 1

只；阳虚骨转移组检出骨转移灶为 1 处者 1 只，2 处者 1

只，3 处者 3 只，3 处以上者 3 只。2 组比较，骨转移灶出

现 3 处以上者，差异有统计学意义(P＜0.05)。所有裸鼠出现

骨转移最多者共出现 7 处骨转移灶，散在分布于脊柱、四

肢、肋骨等处。骨转移组及阳虚骨转移组模型 X 线均可见不

同程度的不连续性骨质破坏，局部可见虫蚀状骨质缺损，边

缘不规则。

图 1 骨转移组 X 线摄像图

时 间

第 0 d

第 5 d

第 10 d

第 15 d

第 20 d

量化积分

0.00±0.00

3.97±1.25

7.03±1.36

12.12±1.74

14.50±1.04

阳虚程度

无

轻度

中度

重度

重度

量化积分

0.00±0.00

3.86±1.41

7.12±1.06

12.24±1.98

14.31±1.43

阳虚程度

无

轻度

中度

重度

重度

阳虚组(n＝10) 阳虚骨转移组(n＝10)

检测指标

cAMP(pmol/mL)

cGMP(pmol/mL)

cAMP/cGMP

T3(ng/mL)

空白对照组

(n=10)

0.496±0.015

0.157±0.051

3.161±0.114

1.31±0.040

阳虚组

(n=10)

0.296±0.011①②

0.204±0.011①②

1.44±0.76①②

0.58±0.46①②

骨转移组

(n=10)

0.506±0.024

0.153±0.047

3.175±0.172

1.46±0.031

阳虚骨转移组

(n=10)

0.302±0.036①②

0.227±0.054①②

1.59±0.59①②

0.70±0.32①②

时 间

第 0 d

第 5 d

第 10 d

第 15 d

第 20 d

空白对照组

(n=10)

19.15±0.22

19.39±0.20

19.70±0.22

19.90±0.23

20.57±0.28

阳虚组

(n=10)

19.07±0.30

18.55±0.30

18.28±0.33

17.91±0.19①②

18.26±0.29①②

骨转移组

(n=10)

19.19±0.23

19.34±0.18

19.68±0.09

19.93±0.17

20.52±0.26

阳虚骨转移组

(n=10)

19.09±0.06

18.60±0.23

18.17±0.26

17.97±0.05①②

18.29±0.21①②
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图 2 阳虚骨转移组 X 线摄像图

3 讨论

阳虚证动物模型是我国最早建立的中医证候动物模型，在

本实验中采用的是经典的“氢化可的松阳虚”动物模型法来建

立裸鼠阳虚模型，并结合现代医学的检测手段来验证该方法的

有效性和可行性。该方法的主要机制是使用一定量的外源性糖

皮质激素，使垂体前叶的促肾上腺皮质激素(ACTH)释放抑制，

转而使肾上腺皮质分泌类固醇激素的释放减少，动物出现一系

列“阳虚”的病理状态。
cAMP、cGMP 是细胞内参与调节物质代谢和生物学功能

的重要物质，是生命信息传递的“第二信使”，在细胞内发挥

调节生理机能、物质代谢的作用，并能参与细胞增殖、分化。
在正常情况下，cAMP、cGMP 水平主要由各自的环化酶和磷

酸二酯酶的活性控制维持动态平衡，一旦平衡失调，机体神

经、内分泌及免疫系统各器官和组织中的生化及生理功能也随

之发生变化。cAMP 和 cGMP 在不同疾病虚证患者中的变化

规律，与中医的阴阳学说非常相似[7]。甲状腺激素 T3 的主要

作用是调节物质代谢，提高体内组织的耗氧量，使机体产热增

加，基础代谢增高，从而使体温升高，食欲增加等。甲减患

者大多具有阳虚证，以温肾补阳药治疗，临床症状好转，已

有的实验研究也证实，阳虚模型动物的血清 T3 含量明显下

降，抑制动物甲状腺功能造成的阳虚动物模型，可摸拟人类

的阳虚证[8]。
经裸鼠左心室注射肿瘤细胞形成骨转移是目前最常用的方

法，该方法最大的优势在于能模拟肿瘤细胞经血道转移→趋

化→黏附和侵袭→骨微环境中增殖→形成转移灶的过程，且其

所形成的骨转移灶多为溶骨性转移，故可以比较准确、全面地

再现乳腺癌细胞在体内侵袭和转移的过程。因此，本方法所建

立的骨转移模型不论在转移部位、生长状况，还是在病理形

态、影像学等方面的表现上都与临床极为相似。
阳气对机体的主要作用是温煦和生化，阳虚状态下，因为

全身机能降低，代谢下降，则会出现各种衰退症状。本实验采

用对裸鼠肌注糖皮质激素氢化可的松后，裸鼠出现畏寒肢冷、
活动减少、精神萎靡、皮毛少光泽、饮食减少、大便清稀等阳

虚 表 现 ， 并 且 出 现 cAMP 明 显 下 降、 cGMP 明 显 升 高、
cAMP/cGMP 值下降，T3 值明显下降，结合阳虚组的阳虚证

量化积分情况以及裸鼠造模后的体重动态变化情况，显示本实

验成功建立了阳虚证裸鼠模型。另一方面，本实验采用左心室

注射肿瘤细胞悬液建立乳腺癌骨转移模型，骨转移组和阳虚骨

转移组的死亡率分别为 10%和 20%，骨转移组的骨转移发生

率为 75.0%，阳虚骨转移组的骨转移发生率为 100%，明显

高于骨转移组，且阳虚骨转移组发生 3 处以上骨转移病灶者

明显增多。提示阳虚证动物模型更容易发生骨转移。
本实验提示左心室注射法建立乳腺癌骨转移模型的成功率

较高，模型结果也与临床上所见的骨转移状况相类似[9]。本次

实验填补了目前研究阳虚证骨转移模型的空白，为研究阳虚证

乳腺癌骨转移动物模型提供了一个可实际操作的实验平台，为

研究中医药辨证治疗乳腺癌骨转移提供了实验基础。
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