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实 验

菊藻丸对MCF-7乳腺癌移植瘤的抑制与机制*

欧阳志1，郑裴凡2，李松莲1

（1.湖南中医药大学第二附属医院，湖南 长沙 410005；

2.湖南中医药大学，湖南 长沙 410208）

[摘要] 目的：探讨菊藻丸对乳腺癌MCF-7细胞皮下移植瘤生长的抑制作用及其分子机制。方法：采用随机

数字表法将30只5周龄SPF级裸小鼠分为模型组、菊藻丸低剂量组、菊藻丸高剂量组、阳性对照组、磷酸酶和张力

蛋白同源物（PTEN）抑制剂组，每组6只。采用皮下接种MCF-7细胞建立移植瘤模型，随后各组予相应药物进行灌

胃或腹腔注射干预21 d。观察并记录裸鼠体质量和肿瘤生长情况。处死动物后称量肿瘤质量。采用免疫组化法检

测移植瘤组织增殖指标增殖细胞核抗原（PCNA）、Ki-67，凋亡指标半胱天冬酶-3（Caspase-3），以及PTEN/PI3K/

Akt/mTOR通路关键蛋白的表达变化。结果：菊藻丸对MCF与模型组比较，菊藻丸低剂量组、菊藻丸高剂量组裸鼠

移植瘤生长受到显著抑制，生长速度减慢，肿瘤质量降低（ <0.05），阳性对照组肿瘤生长抑制效果显著（ <

0.05），PTEN抑制剂组肿瘤生长加速，肿瘤质量增加（ <0.05）。免疫组化结果显示，菊藻丸低剂量组、菊藻丸高剂

量组及阳性对照组肿瘤组织中PCNA、Ki-67表达下调，Caspase-3表达上调，PTEN表达水平升高，p-PI3K、

p-Akt、p-mTOR磷酸化水平降低（ <0.05）。PTEN抑制剂组呈现相反趋势，PCNA、Ki-67表达上调，Caspase-3表

达下调，PTEN表达降低，p-PI3K、p-Akt、p-mTOR磷酸化水平升高（ <0.05）。结论：菊藻丸能明显抑制乳腺癌

MCF-7细胞皮下移植瘤的生长，其作用机制可能为上调PTEN表达，抑制PI3K/Akt/mTOR信号通路，进而抑制肿瘤

细胞增殖，诱导凋亡。
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Inhibitory Effect and Mechanism of Juzao Pill (菊藻丸) on MCF-7 Breast

Cancer Xenografts

[Abstract] Objective: To investigate the inhibitory effect of Juzao pill on the growth of subcutaneous

MCF-7 breast cancer xenografts and its underlying molecular mechanism. Methods: Totally 30 5-week-old SPF

nude mice were randomly divided into five groups, including model group, low-dose Juzao pill group, high-dose

Juzao pill group, positive control group, and PTEN inhibitor group, with 6 mice in each group. A xenograft

model was established by subcutaneous inoculation of MCF-7 cells. Subsequently, each group received the

corresponding drug intervention via gavage or intraperitoneal injection for 21 days. Body weight and tumor

growth were monitored and recorded. After euthanasia, tumor weight was measured. Immunohistochemistry was

used to examine the expression of proliferation markers (PCNA, Ki-67), an apoptosis marker (Caspase-3), and

key proteins of the PTEN/PI3K/Akt/mTOR pathway. Results: Compared with the model group, both low-dose

Juzao pill and high-dose Juzao pill significantly inhibited xenograft growth, slowed tumor progression, and reduced

tumor weight ( <0.05). The positive control group also showed significant tumor growth inhibition ( <0.05),

whereas the PTEN inhibitor group exhibited accelerated tumor growth and increased tumor weight ( <0.05).

Immunohistochemical results indicated that in the low-dose Juzao pill group, high-dose Juzao pill group and
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乳 腺 癌 是 危 害 女 性 健 康 的 主 要 恶 性 肿 瘤 之 一 [1]。 国 际 癌

症 研 究 机 构 （ IARC） 数 据 显 示 ， 2020年 全 球 新 发 乳 腺 癌 病 例 约

226 万 ， 死 亡 病 例 超 68 万 ， 其 发 病 率 和 病 死 率 均 居 女 性 恶 性 肿

瘤 首 位 [2]。 尽 管 现 代 医 学 在 早 期 诊 断 和 综 合 治 疗 方 面 取 得 了

显 著 进 展 ， 但 仍 存 在 诸 多 难 题 。 手 术 、 放 疗 及 化 疗 虽 然 延 长 了

患 者 生 存 期 ， 但 副 作 用 明 显 ， 患 者 生 活 质 量 受 损 [3]。 靶 向 药 物

如 曲 妥 珠 单 抗 等 的 应 用 虽 丰 富 了 治 疗 手 段 ， 但 获 益 人 群 有 限 ，

而 内 分 泌 治 疗 也 面 临 耐 药 问 题 [4]。 因 此 ， 寻 找 高 效 低 毒 的 新 型

治 疗 策 略 ， 进 一 步 提 高 乳 腺 癌 患 者 生 存 期 和 生 活 质 量 ， 是 目

前 临 床 亟 待 解 决 的 关 键 问 题 。

中 医 学 理 论 认 为 乳 腺 癌 属 于 “ 乳 岩 ” “ 乳 痰 ” 等 范 畴 ， 其 核

心 病 机 为 痰 瘀 互 结 ， 正 虚 邪 实 贯 穿 疾 病 始 终 。 基 于 此 ， 中 医 多

从 健 脾 益 气 、 活 血 化 瘀 、 软 坚 散 结 、 清 热 解 毒 等 方 面 入 手 ， 为

乳 腺 癌 的 防 治 提 供 了 新 思 路 [5-6]。 菊 藻 丸 是 肖 梓 荣 教 授 创 制 的

经 典 复 方 ， 由 野 菊 花 、 海 藻 、 莪 术 等 中 药 组 成 ， 具 有 清 热 解 毒 、

活 血 化 瘀 、 健 脾 益 气 等 功 效 [7-8]。 研 究 表 明 ， 菊 藻 丸 可 显 著 提 高

晚 期 乳 腺 癌 患 者 的 生 活 质 量 ， 延 长 中 位 生 存 期 ， 且 毒 副 作 用

较 小 [7]。 体 外 实 验 发 现 ， 菊 藻 丸 可 诱 导 乳 腺 癌 细 胞 凋 亡 ， 抑 制

增 殖 ， 并 阻 滞 细 胞 周 期 于 G0/G1期
[9-10]。 然 而 ， 其 体 内 药 效 及 分 子

机 制 仍 不 明 确 ， 有 待 进 一 步 研 究 。

磷 酸 酶 和 张 力 蛋 白 同 源 物 （ PTEN） 是 重 要 的 抑 癌 基 因 [11]。

PTEN基 因 的 突 变 、 缺 失 或 者 异 常 沉 默 与 多 种 肿 瘤 的 发 生 密 切

相 关 [12]。 在 乳 腺 癌 中 ， PTEN 表 达 普 遍 降 低 ， 且 与 预 后 不 良 密 切

相 关 [13]。 机 制 研 究 发 现 ， PTEN 主 要 通 过 对 抗 第 二 信 使 磷 脂 酰

肌 醇 3,4,5- 三 磷 酸 （ PIP3） 的 生 成 ， 拮 抗 磷 脂 酶 肌 醇 3- 肌 酶

（ PI3K） 的 活 性 ， 进 而 抑 制 下 游 蛋 白 激 酶 B（ Akt） /3- 磷 酸 肌 醇

依 赖 性 蛋 白 激 酶 1（ PDK1） 和 哺 乳 动 物 雷 帕 霉 素 靶 蛋 白 （ mTOR）

等 激 酶 的 磷 酸 化 激 活 ， 阻 断 肿 瘤 信 号 转 导 ， 发 挥 抑 癌 作 用 [12， 14]。

因 此 ， 激 活 PTEN-PI3K/Akt/mTOR通 路 ， 恢 复 和 （ 或 ） 增 强 PTEN

表 达 及 活 性 ， 可 能 是 抑 制 乳 腺 癌 恶 性 进 展 的 重 要 策 略 。

基 于 前 期 研 究 ， 本 研 究 拟 采 用 人 乳 腺 癌 MCF-7 细 胞 皮 下

移 植 瘤 裸 鼠 模 型 ， 检 测 菊 藻 丸 在 体 内 的 抗 肿 瘤 作 用 及 其 对 增

殖 和 凋 亡 相 关 指 标 [ 增 殖 细 胞 核 抗 原 （ PCNA） 、 Ki-67 、 半 胱 天

冬 酶 -3（ Caspase-3） ] 表 达 的 影 响 ， 同 时 探 讨 其 对 PTEN-PI3K/

Akt/mTOR信 号 通 路 关 键 节 点 蛋 白 的 调 控 作 用 。 旨 在 为 菊 藻 丸

治 疗 乳 腺 癌 的 分 子 机 制 提 供 新 的 实 验 依 据 ， 并 为 新 型 中 药 复

方 的 开 发 提 供 理 论 支 持 。

1 材料与方法

1.1 实验动物 选 用 无 特 定 病 原 体 （ SPF） 级 雌 性 BALB/c 裸

小 鼠 30 只 ， 体 质 量 18~20 g ， 5 周 龄 ， 购 买 自 湖 南 斯 莱 克 景 达 实

验 动 物 有 限 公 司 ， 实 验 动 物 生 产 许 可 证 号 ： SCXK（ 湘 ） 2021-

0002 ， 实 验 动 物 质 量 合 格 证 号 ： 202309150012 。 动 物 饲 养 在 湖

南 中 医 药 大 学 SPF 级 动 物 实 验 中 心 [ 实 验 动 物 使 用 许 可 证 号 ：

SYXK（ 湘 ） 2019-0004]屏 障 环 境 中 ， 环 境 条 件 为 12 h 明 /暗 交 替

光 照 周 期 ， 温 度 （ 22依1） 益 ， 相 对 湿 度 45%耀55% 。 小 鼠 自 由 进

食 、 饮 水 。 本 研 究 中 动 物 实 验 操 作 和 动 物 福 利 按 照 《 实 验 动 物

管 理 条 例 》 严 格 执 行 。 本 实 验 方 案 经 湖 南 中 医 药 大 学 实 验 动

物 伦 理 委 员 会 审 核 批 准 （ 批 准 号 ： IACUC-20220112） 。

1.2 细胞株 人 乳 腺 癌 MCF-7 细 胞 购 自 中 国 科 学 院 上 海 细

胞 库 。 MCF-7 细 胞 采 用 添 加 10% 胎 牛 血 清 （ FBS） 、 青 霉 素

（ 100 U/mL） 和 链 霉 素 （ 100 滋g/mL） 的 DMEM 高 糖 培 养 基 （ Gibco

公 司 ） ， 置 于 37 益 、 5% CO2、 饱 和 湿 度 的 培 养 箱 中 常 规 培 养 、

传 代 。 取 对 数 生 长 期 细 胞 用 于 实 验 。

1.3 药物与试剂 菊 藻 丸 （ 处 方 组 成 ： 野 菊 花 8 g， 海 藻 8 g ， 黄

连 8 g ， 黄 柏 8 g ， 莪 术 4 g ， 三 棱 8 g ， 蜈 蚣 4 g ， 山 慈 菇 4 g ， 紫 草

8 g ， 紫 重 楼 4 g ， 马 蔺 子 12 g ， 漏 芦 12 g， 党 参 8 g ， 黄 芪 12 g， 制 首

乌 16 g） 由 湖 南 中 医 药 大 学 第 二 附 属 医 院 药 剂 中 心 提 供 ， 湘 药

制 备 字 ： Z20210437000 ， 批 号 ： 20231119 。 取 10 g 菊 藻 丸 加 入

50 mL蒸 馏 水 混 悬 ， 配 制 成 0.2 g/mL的 储 备 液 ， 放 置 于 4 益 冰 箱

保 存 备 用 。 DMEM 高 糖 培 养 基 （ 批 号 ： 2230514 ， 美 国 Gibco 公

司 ） ； 胎 牛 血 清 （ 批 号 ： 212015， 美 国 Gibco 公 司 ） ； 青 霉 素 和 链 霉

素 （ 批 号 ： 2240422 ， 美 国 Gibco 公 司 ） ； Caspase-3 抗 体 （ 批 号 ：

#9662 ， 美 国 CST公 司 ） ； Ki-67抗 体 （ 批 号 ： ab92742 ， 美 国 Abcam

公 司 ） ； PCNA 抗 体 （ 批 号 ： #2586 ， 美 国 CST 公 司 ） ； PTEN 抗 体

（ 批 号 ： #9188 ， 美 国 CST 公 司 ） ； p-PI3K p85（ Tyr458） 抗 体 （ 批

号 ： #17366 ， 美 国 CST 公 司 ） ； p -Akt（ Ser473） 抗 体 （ 批 号 ：

#4060 ， 美 国 CST 公 司 ） ； p-mTOR（ Ser2448） 抗 体 （ 批 号 ： #5536 ，

美 国 CST公 司 ） ； PBS缓 冲 液 （ 上 海 碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司 ） ；

辣 根 过 氧 化 物 酶 标 记 的 二 抗 （ 批 号 ： #7074 ， 美 国 CST 公 司 ） ；

多 柔 比 星 （ Doxorubicin） （ 批 号 ： #HY-15142A， 上 海 复 旦 张 江 生

物 医 药 股 份 有 限 公 司 ） ； PTEN 抑 制 剂 SF1670（ 批 号 ： #HY-

15842 ， 美 国 MCE公 司 ） 。

1.4 主要仪器 二 氧 化 碳 培 养 箱 （ 型 号 ： CB 170 ， 德 国 Binder

公 司 ） ； 超 净 工 作 台 （ 型 号 ： SW-CJ-1FD， 苏 州 安 泰 空 气 技 术 有

positive control group, the expression of PCNA and Ki-67 was down-regulated, while Caspase-3 expression

was up-regulated ( <0.05). Moreover, PTEN expression was increased, and the levels of p-PI3K, p-Akt, and

p-mTOR were reduced ( <0.05). In contrast, the PTEN inhibitor group displayed opposite trends, with up-regulation

of PCNA and Ki-67, down-egulation of Caspase-3, decreased PTEN expression, and elevated of p-PI3K, p-Akt,

and p -mTOR ( <0.05). Conclusion: Juzao pill significantly inhibits the growth of MCF -7 breast cancer

xenografts, possibly by up-regulating PTEN expression, suppressing the PI3K/Ak/mTOR signaling pathway, and

thereby inhibiting tumor cell proliferation and inducing apoptosis.

[Keywords] breast cancer; Juzao pill; MCF-7 cells; nude mouse xenograft; cell proliferation; apoptosis;

PTEN/PI3K/Akt/mTOR pathway
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限 公 司 ） ； 电 子 天 平 （ 型 号 ： ME204E， 瑞 士 梅 特 勒 - 托 利 多 仪 器

有 限 公 司 ） ； 光 学 显 微 镜 （ 型 号 ： ECLIPSE Ti-S ， 日 本 Nikon 公

司 ） ； 石 蜡 切 片 机 （ 型 号 ： RM2235 ， 德 国 Leica 公 司 ） ； 显 微 镜 （ 型

号 ： BX53 ， 日 本 OLYMPUS 公 司 ） 。

1.5 造模与分组 将 实 验 用 裸 小 鼠 适 应 性 饲 养 1 周 后 ， 随 机

分 为 5 组 ： 模 型 组 、 菊 藻 丸 低 剂 量 组 、 菊 藻 丸 高 剂 量 组 、 阳 性 对

照 组 和 PTEN抑 制 剂 组 ， 每 组 各 6 只 。 两 组 小 鼠 均 皮 下 接 种 人 乳

腺 癌 MCF-7 细 胞 悬 液 建 立 移 植 瘤 模 型 。 具 体 操 作 如 下 ： 取 对

数 生 长 期 MCF-7 细 胞 ， 用 PBS 重 悬 制 备 成 2伊107 个 /mL 的 细 胞

悬 液 ， 每 只 小 鼠 右 侧 腋 窝 皮 下 接 种 0.1 mL细 胞 悬 液 （ 约 2伊106个

细 胞 ） 。 接 种 后 每 日 观 察 小 鼠 精 神 状 态 及 肿 瘤 生 长 情 况 ， 待 瘤

体 达 到 约 100 mm3时 开 始 实 验 干 预 。

1.6 实验给药 参 考 前 期 研 究 方 法 [9]， 结 合 体 表 面 积 换 算 法

进 行 适 当 改 进 。 菊 藻 丸 低 剂 量 组 、 菊 藻 丸 高 剂 量 组 小 鼠 每 日

通 过 灌 胃 给 予 菊 藻 丸 水 悬 液 ， 剂 量 分 别 为 150mg/kg和 450mg/kg，

连 续 给 药 21 d ； 模 型 组 小 鼠 每 日 灌 胃 等 量 蒸 馏 水 作 为 对 照 。 阳

性 对 照 组 每 周 1 次 腹 腔 注 射 Doxorubicin ， 剂 量 为 5 mg/kg ， 连

续 3周 [15]； PTEN抑 制 剂 组 每 日 腹 腔 注 射 SF1670， 剂 量 为 3 mg/kg，

连 续 给 药 21 d[16]。 给 药 时 间 固 定 于 每 日 同 一 时 段 ， 同 时 记 录 小

鼠 体 质 量 和 肿 瘤 生 长 情 况 。 实 验 期 间 确 保 小 鼠 自 由 进 食 饮 水 ，

并 严 格 按 照 实 验 动 物 伦 理 要 求 操 作 。 （ 见 表 1）

表 1 各组裸鼠数量及给药剂量

组 别 n 给 药 剂 量 /（ mg/kg）

模 型 组 6

菊 藻 丸 低 剂 量 6 150

菊 藻 丸 高 剂 量 6 450

阳 性 对 照 组 6 5

PTEN抑 制 剂 组 6 3

1.7 观察指标

1.7.1 肿 瘤 生 长 观 察 接 种 肿 瘤 细 胞 后 ， 每 3 d 用 游 标 卡 尺 测

量 并 记 录 肿 瘤 的 长 （ a） 和 宽 （ b） ， 根 据 公 式 V=1/2伊a伊b2 计 算 肿

瘤 体 积 ， 以 接 种 日 为 第 0 天 ， 绘 制 肿 瘤 生 长 曲 线 。 第 21 天 使 用

CO2过 量 吸 入 法 安 乐 死 处 死 小 鼠 ， 分 离 肿 瘤 组 织 称 重 。 部 分 组

织 置 于 10% 中 性 甲 醛 溶 液 固 定 后 进 行 后 续 检 测 ， 其 余 组 织 液

氮 速 冻 后 保 存 于 -80 益冰 箱 备 用 。

1.7.2 免 疫 组 化 法 检 测 肿 瘤 组 织 中 PCNA、 Ki-67 和 Caspase3

的 表 达 将 10% 中 性 甲 醛 固 定 的 肿 瘤 组 织 进 行 石 蜡 包 埋 ， 连

续 切 片 ， 切 片 厚 度 4 滋m。 采 用 免 疫 组 化 SP 法 分 别 检 测 肿 瘤 组

织 中 PCNA 、 Ki-67 和 Caspase-3 蛋 白 的 表 达 。 一 抗 分 别 为 兔 抗

PCNA（ 1颐500） 、 兔 抗 Ki-67（ 1颐200） 和 兔 抗 Caspase-3（ 1颐400） ，

二 抗 为 HRP标 记 的 山 羊 抗 兔 IgG。 采 用 DAB 显 色 ， 苏 木 素 复 染 ，

中 性 树 胶 封 片 。 PBS 代 替 一 抗 作 为 阴 性 对 照 。 光 学 显 微 镜 下

观 察 切 片 ， 随 机 选 取 5 个 高 倍 视 野 ， 应 用 Image-Pro Plus 软 件

计 算 各 区 域 阳 性 细 胞 的 平 均 积 分 光 密 度 （ IOD） 值 。

1.7.3 免 疫 组 化 法 检 测 肿 瘤 组 织 中 PTEN/PI3K/AKT/mTOR 通

路 关 键 蛋 白 的 表 达 将 肿 瘤 组 织 石 蜡 切 片 进 行 免 疫 组 化 染

色 。 一 抗 分 别 为 兔 抗 PTEN（ 1颐100） 、 兔 抗 p-PI3K p85（ 1颐200） 、

兔 抗 p-AKT（ 1颐50） 、 兔 抗 p-mTOR（ 1颐100） 。 二 抗 为 HRP 标 记 的

山 羊 抗 兔 IgG。 PBS 代 替 一 抗 作 为 阴 性 对 照 。 取 5 个 高 倍 视 野 计

算 平 均 IOD值 。

1.8 统计学方法 采 用 SPSS 26.0 统 计 学 软 件 进 行 数 据 分

析 。 计 量 资 料 以 “ 均 数 依 标 准 差 ” （ x依s） 表 示 ， 组 间 比 较 采 用 单

因 素 方 差 分 析 ， 方 差 齐 时 采 用 LSD 法 进 行 两 两 比 较 ， 方 差 不 齐

时 采 用 Dunnett's T3 法 ； 计 数 资 料 采 用 字2 检 验 。 <0.05 为 差 异

有 统 计 学 意 义 。

2 结 果

2.1 菊藻丸对MCF-7细胞荷瘤裸鼠移植瘤生长的影响 裸 鼠

接 种 MCF-7 细 胞 后 ， 各 组 小 鼠 均 成 功 建 立 皮 下 移 植 瘤 模 型 。

结 果 显 示 ， 模 型 组 肿 瘤 体 积 快 速 增 长 ， 而 菊 藻 丸 治 疗 组 的 肿

瘤 生 长 明 显 受 到 抑 制 。 治 疗 第 9 天 起 ， 与 模 型 组 比 较 ， 菊 藻 丸

组 的 肿 瘤 体 积 显 著 减 小 （ <0.05） ， 且 随 着 给 药 时 间 的 延 长 ， 肿

瘤 抑 制 效 果 越 发 明 显 。 治 疗 结 束 后 处 死 动 物 ， 解 剖 前 拍 摄 了

两 组 裸 鼠 的 代 表 性 照 片 ， 如 图 1B 所 示 ， 左 侧 3 只 裸 鼠 （ 模 型 组 ）

背 部 肿 瘤 体 积 大 ， 而 菊 藻 丸 低 、 高 剂 量 组 3 只 裸 鼠 背 部 肿 瘤 生

长 受 到 明 显 抑 制 。 称 量 肿 瘤 质 量 ， 模 型 组 为 （ 0.545依0.126） g ，

而 菊 藻 丸 高 剂 量 组 降 低 为 （ 0.189依0.024） g， 差 异 有 统 计 学 意 义

（ <0.05） 。 这 提 示 菊 藻 丸 能 有 效 抑 制 MCF-7 乳 腺 癌 皮 下 移 植

瘤 的 生 长 。 （ 见 图 1）

2.2 菊藻丸对MCF-7移植瘤组织中增殖和凋亡相关指标的

影响 采 用 免 疫 组 化 SP 法 检 测 各 组 肿 瘤 组 织 中 增 殖 和 凋 亡

相 关 蛋 白 的 表 达 。 结 果 如 图 2 所 示 ， 与 模 型 组 比 较 ， 菊 藻 丸 低 、

高 剂 量 组 及 阳 性 对 照 组 肿 瘤 组 织 中 PCNA 和 Ki-67 蛋 白 表 达

显 著 降 低 （ <0.05） ， Caspase-3 蛋 白 表 达 明 显 升 高 （ <0.05） ；

PTEN 抑 制 剂 组 肿 瘤 组 织 PCNA 和 Ki-67 蛋 白 表 达 显 著 高 于 模

型 组 ， Caspase-3 蛋 白 表 达 显 著 低 于 模 型 组 。 这 表 明 菊 藻 丸 的

抗 移 植 瘤 效 应 可 能 与 抑 制 肿 瘤 细 胞 增 殖 和 诱 导 凋 亡 有 关 。

2.3 菊藻丸对MCF-7移植瘤组织中PTEN/PI3K/AKT/mTOR通

路蛋白表达的影响 免 疫 组 化 结 果 显 示 ， 与 模 型 组 比 较 ， 菊

藻 丸 低 、 高 剂 量 组 及 阳 性 对 照 组 裸 鼠 肿 瘤 组 织 中 PTEN表 达 水

平 显 著 升 高 （ <0.05） ， 而 p-PI3K p85 、 p-AKT 和 p-mTOR 的 表

达 均 明 显 降 低 （ <0.05） （ 见 图 3） 。 PTEN 抑 制 剂 组 肿 瘤 组 织

PTEN 蛋 白 表 达 显 著 低 于 模 型 组 ， 而 p-PI3K p85 、 p-AKT 和

p-mTOR 蛋 白 表 达 显 著 高 于 模 型 组 。 这 提 示 菊 藻 丸 可 能 通 过

上 调 PTEN， 抑 制 PI3K/AKT/mTOR 信 号 通 路 活 性 ， 进 而 发 挥 抗

乳 腺 癌 的 药 效 作 用 。

3 讨 论

本 研 究 采 用 MCF-7 细 胞 皮 下 移 植 瘤 模 型 ， 证 实 菊 藻 丸 能

显 著 抑 制 乳 腺 癌 移 植 瘤 生 长 ， 下 调 增 殖 标 志 物 PCNA 和 Ki-67

表 达 ， 上 调 凋 亡 蛋 白 Caspase-3 水 平 。 这 与 既 往 体 外 研 究 结 果

一 致 ， 证 实 菊 藻 丸 通 过 抑 制 肿 瘤 细 胞 增 殖 、 诱 导 凋 亡 发 挥 抗

肿 瘤 作 用 [9]。 菊 藻 丸 主 要 成 分 野 菊 花 、 黄 柏 、 黄 连 等 均 具 有 直

接 杀 伤 乳 腺 癌 细 胞 的 活 性 [17-19]， 体 现 了 中 药 复 方 多 成 分 协 同 、

多 靶 点 调 控 的 特 点 。

PTEN/PI3K/AKT信 号 通 路 失 调 是 乳 腺 癌 发 生 的 核 心 机 制

之 一 。 PTEN 作 为 重 要 抑 癌 基 因 ， 在 50% 以 上 乳 腺 癌 中 表 达 缺

失 或 突 变 [13]。 研 究 表 明 ， PTEN 可 通 过 脱 磷 酸 化 PIP3 ， 拮 抗 PI3K

活 性 ， 进 而 抑 制 下 游 AKT/mTOR 等 通 路 ， 在 调 控 细 胞 增 殖 、 存

活 、 侵 袭 转 移 等 方 面 发 挥 关 键 作 用 [12,14] 。 最 新 研 究 显 示 ， 仅

3
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注：A.裸鼠皮下移植瘤模型中，各组的肿瘤体积随时间变化的曲线图；B.处死后各组裸鼠的代表性图片；C.各组裸鼠移植瘤

组织的代表性图片；D.各组裸鼠移植瘤组织质量的统计图，与模型组相比，a <0.05。

图 1 菊藻丸对 MCF-7细胞荷瘤裸鼠移植瘤生长的影响

时 间 / d

注：A.PCNA、Ki-67和Caspase-3免疫组化染色（伊400）；B.各组蛋白平均IOD值，与模型组比较，a <0.05。

图 2 菊藻丸对 MCF-7移植瘤组织中 PCNA、Ki-67和 Caspase-3表达的影响

4
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注：A.PTEN、p-PI3K p85、p-AKT和p-mTOR免疫组化染色（伊400）；B.各组蛋白平均IOD值，与模型组相比，a <0.05。

图 3 菊藻丸对 MCF-7移植瘤组织中 PTEN/PI3K/AKT/mTOR通路蛋白表达的影响

27.5%的 乳 腺 癌 肿 瘤 为 PTEN阳 性 ， PTEN表 达 与 较 小 的 肿 瘤 体

积 、 较 低 的 肿 瘤 分 级 、 激 素 受 体 阳 性 状 态 显 著 相 关 [20]。 PTEN 功

能 缺 失 主 要 通 过 杂 合 性 缺 失 （ 30%~40%） 、 体 细 胞 突 变 、 启 动

子 甲 基 化 和 转 录 后 修 饰 等 多 种 机 制 发 生 [21]。 本 研 究 发 现 菊 藻

丸 能 显 著 上 调 PTEN 表 达 ， 同 时 抑 制 p-PI3K、 p-AKT、 p-mTOR

磷 酸 化 ， 表 明 菊 藻 丸 可 能 通 过 多 个 层 面 调 控 该 通 路 。

PTEN表 达 的 调 控 涉 及 复 杂 的 表 观 遗 传 学 机 制 。 长 链 非 编

码 RNA GAS5 作 为 肿 瘤 抑 制 因 子 ， 通 过 调 节 PTEN 等 多 种 肿 瘤

抑 制 蛋 白 在 乳 腺 癌 中 显 著 下 调 ， 且 在 三 阴 性 乳 腺 癌 中 其 表 达

受 启 动 子 甲 基 化 抑 制 [22]。 菊 藻 丸 对 PTEN 的 上 调 作 用 可 能 与 其

成 分 的 表 观 遗 传 学 调 节 有 关 ， 如 黄 连 素 能 通 过 抑 制 DNA 甲 基

化 恢 复 PTEN 表 达 [23]。 此 外 ， 野 菊 花 中 的 黄 酮 类 化 合 物 也 被 证

实 能 直 接 抑 制 PI3K 活 性 [17]， 提 示 菊 藻 丸 可 能 通 过 多 重 机 制 协

同 调 控 PTEN/PI3K/AKT通 路 。

从 临 床 转 化 角 度 来 看 ， 菊 藻 丸 的 抗 乳 腺 癌 作 用 具 有 重 要

意 义 。 目 前 乳 腺 癌 治 疗 主 要 依 赖 手 术 、 化 疗 、 放 疗 及 靶 向 治

疗 ， 但 化 疗 耐 药 和 靶 向 药 物 获 得 性 耐 药 仍 是 临 床 难 题 。 PI3K/

AKT 通 路 抑 制 剂 如 阿 培 利 司 （ Alpelisib） 已 获 FDA 批 准 用 于

PIK3CA 突 变 的 HR+/HER2-晚 期 乳 腺 癌 ， 在 SOLAR-1 临 床 试 验

中 显 示 显 著 延 长 无 进 展 生 存 期 （ 11.0 个 月 vs 5.7 个 月 ） [24]， 但 其

毒 副 作 用 （ 36.6%的 患 者 出 现 3-4级 高 血 糖 ） 限 制 了 临 床 应 用 [25]。

菊 藻 丸 作 为 中 药 复 方 ， 具 有 多 成 分 、 多 靶 点 的 优 势 ， 既 能 有 效

抑 制 PI3K/AKT通 路 ， 又 可 能 减 少 单 一 靶 点 药 物 的 毒 副 作 用 。 多

项 基 于 “ 台 湾 全 民 健 康 保 险 数 据 库 ” 的 大 型 队 列 研 究 显 示 ， 中

医 药 辅 助 治 疗 能 显 著 降 低 乳 腺 癌 患 者 死 亡 风 险 ， 改 善 生 存 预

后 [26-27]。 临 床 前 期 研 究 已 显 示 菊 藻 丸 能 降 低 乳 腺 癌 术 后 复 发

转 移 率 [8-9]， 结 合 本 研 究 的 分 子 机 制 发 现 ， 为 其 进 一 步 临 床 应

用 提 供 了 理 论 依 据 。

本 研 究 在 阐 释 菊 藻 丸 抗 乳 腺 癌 移 植 瘤 效 应 及 其 对 PTEN/

PI3K/AKT通 路 的 调 控 作 用 方 面 取 得 了 一 定 进 展 ， 但 仍 存 在 一

些 不 足 ： 其 一 ， 未 对 其 有 效 成 分 进 行 系 统 分 离 鉴 定 ； 其 二 ， 缺

乏 对 移 植 瘤 组 织 形 态 学 改 变 和 远 处 转 移 情 况 的 观 察 ； 其 三 ，

未 深 入 探 讨 PTEN 上 游 调 控 因 子 的 影 响 。 后 续 研 究 中 ， 可 进 一

步 通 过 实 验 探 究 菊 藻 丸 的 关 键 活 性 成 分 及 其 作 用 靶 点 ， 进 一

步 阐 明 其 对 PTEN-PI3K/AKT信 号 网 络 的 整 体 调 控 机 制 ， 同 时

评 估 联 合 PI3K 抑 制 剂 对 乳 腺 癌 的 协 同 增 效 作 用 ， 这 将 为 后 续

开 发 治 疗 乳 腺 癌 的 新 型 中 药 复 方 奠 定 更 加 坚 实 的 理 论 基 础 。

综 上 ， 菊 藻 丸 通 过 上 调 PTEN 表 达 、 抑 制 PI3K/AKT/mTOR

信 号 通 路 活 化 ， 显 著 抑 制 乳 腺 癌 移 植 瘤 生 长 。 本 研 究 为 菊 藻

丸 抗 乳 腺 癌 机 制 提 供 了 重 要 理 论 依 据 ， 结 合 当 前 中 医 药 在 肿

瘤 治 疗 中 的 循 证 医 学 证 据 ， 为 临 床 开 发 治 疗 乳 腺 癌 的 中 药 复

方 制 剂 奠 定 了 基 础 。 未 来 应 进 一 步 开 展 多 中 心 、 大 样 本 的 临

床 试 验 ， 评 估 菊 藻 丸 联 合 标 准 治 疗 的 疗 效 和 安 全 性 ， 推 动 中

西 医 结 合 治 疗 模 式 在 乳 腺 癌 精 准 医 疗 中 的 应 用 。
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