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摘要　目的：研究乳安凝胶膏剂对大鼠乳腺增生组织中血管内皮生长因子（ＶａｓｃｕｌａｒＥｎｄｏｔｈｅｌｉａｌＧｒｏｗｔｈＦａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）与增
殖细胞核抗原（ＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇＣｅｌｌＮｕｃｌｅａｒＡｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）表达的影响。方法：５６只雌性大鼠按随机数字表法分为正常对照
组、模型组、赋形剂对照组、乳增宁组、乳安凝胶膏４１６ｇ／ｋｇ、２０８ｇ／ｋｇ、１０４ｇ／ｋｇ剂量组，共７组，采用注射苯甲酸雌二
醇、黄体酮造模，给药３０ｄ。免疫组化法测定各组大鼠乳腺组织ＰＣＮＡ和 ＶＥＧＦ的表达。结果：乳安凝胶膏剂４１６ｇ／ｋｇ、
２０８ｇ／ｋｇ组能降低大鼠乳腺ＰＣＮＡ和ＶＥＧＦ的表达，与模型组比较，差异均有统计学意义（Ｐ＜００５，００１）。结论：乳安
凝胶膏剂可通过抑制其乳腺血管内皮生长因子和增殖细胞核抗原的表达活性，达到对抗大鼠乳腺增生的目的。
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　　乳安凝胶膏剂是由临床上使用多年、疗效确切
的江苏省中医院验方改制而成，主要用于乳腺增生

病的治疗。本文主要通过观察乳安凝胶膏剂对乳腺

增生大鼠乳腺组织中的 ＰＣＮＡ与 ＶＥＧＦ表达的影
响，探讨其治疗乳腺增生病的作用机制，为临床应用

提供依据［１］。

１　材料与方法
１１　实验动物　５６只 ＳＤ大鼠，雌性，健康未孕，体
重（２２０±２０）ｇ，北京维通利华实验动物技术有限公
司，动物许可证号：ＳＣＸＫ（京）２０１２－０００１。
１２　受试药物　乳安凝胶膏由南京中医药大学第
一附属医院药学部制备，药物组成：淫羊藿、延胡索、

丁香、肉桂；药物制备：淫羊藿水提，延胡索醇提，丁

香肉桂提取挥发油，将上述提取物与氮酮加入空白

凝胶膏料中搅匀，用层压法将膏药与保护层（聚乙烯

薄膜）复合成制成乳安凝胶膏，晾干备用。

１３　试剂　苯甲酸雌二醇，天津金耀氨基酸有限公
司，批号：Ｈ２０１５０５１０；黄体酮，天津金耀氨基酸有限
公司，批号：Ｈ２０１５０５６３２；抗体，购自北京博奥森生物
技术有限公司；ＳＰ免疫组化检测试剂盒，购自北京
博奥森生物技术有限公司；ＰＢＳ缓冲液：自行配制，
每升中含８ｇＮａＣｌ，０２ｇＫＣｌ，１４４ｇＮａ２ＨＰＯ４，０２４
ｇＫＨ２ＰＯ４，ｐＨ调至７４。
１４　仪器　ＬｅｉｃａＡＳＰ３００Ｓ全自动真空组织脱水
机；Ｓｈａｎｄｏｎ包埋机；Ｓｈａｎｄｏｎ手动切片机；Ｓｈａｎｄｏｎ
全自动染色机；ＯＬＹＭＰＵＳ显微镜。
２　方法［２－７］

２１　分组及模型建立　将大鼠随机分为正常对照
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组、赋形剂对照组、乳腺增生模型组、乳增宁组、乳安

凝胶膏剂大剂量组、中剂量组、小剂量组。正常组不

给予任何药物，肌内注射等体积生理盐水，１次／ｄ，
连续２５ｄ。其余各组大鼠肌内注射苯甲酸雌二醇
０５ｍｇ／ｋｇ，１次／ｄ，连续 ２０ｄ，继而改用黄体酮 ５
ｍｇ／ｋｇ，１次／ｄ，连续５ｄ。
２２　给药　造模成功后，乳安凝胶膏剂大、中、小剂
量组及赋形剂组每天进行乳安凝胶膏剂外贴，选取

造模后大鼠最肿大的第三对乳房用药物外贴（大剂

量组给予４１６ｇ／ｋｇ、中剂量组２０８ｇ／ｋｇ、小剂量组
１０４ｇ／ｋｇ，每２４ｈ换药１次，连续３０ｄ。乳增宁组
每日上午空腹按剂量定时灌胃给药一次（给予乳增

宁，０９ｇ／ｋｇ，连续３０ｄ。
２３　检测指标　实验结束时，取大鼠第三对乳头，
称重后，用１０％甲醛溶液固定，经脱水浸蜡后，进行
石蜡包埋、切片。步骤：１）石蜡切片常规脱蜡至水；
２）ＰＢＳ洗二遍，每遍５ｍｉｎ；３）用蒸馏水或 ＰＢＳ配置
新鲜的３％Ｈ２Ｏ２室温封闭１０ｍｉｎ，蒸馏水洗１次；４）
抗原修复；５）ＰＢＳ洗５ｍｉｎ；６）滴加正常山羊血清封
闭液，室温１０ｍｉｎ；７）甩去多余液体滴加一抗４℃过
夜（过夜后在３７℃复温４５ｍｉｎ）；８）ＰＢＳ洗２次各５
ｍｉｎ；９）滴加生物素化二抗，３７℃孵育 ３０ｍｉｎ；１０）
ＰＢＳ洗２次各５ｍｉｎ；１１）滴加适当比例稀释的辣根
酶标记链霉菌抗生物素溶液，３７℃孵育２０ｍｉｎ；１２）
ＰＢＳ洗２次各５ｍｉｎ；１３）ＤＡＢ显色３～１０ｍｉｎ在显

微镜下掌握染色程度；１４）蒸馏水洗终止染色，苏木
素复染；１５）脱水，透明，封片，镜检。每张切片取５
个高倍视野，用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ５０２图像分析软件
测定各组光密度值。

２４　统计学方法　所有数据用均数 ±标准差（珋ｘ±
ｓ）表示。用ＳＰＳＳ１７０ｆｏｒｗｉｎｄｏｗｓ统计软件进行统
计处理，采用单因素方差分析法对实验结果进行统

计学分析。以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
３　结果
３１　乳安凝胶膏剂对大鼠乳腺增生组织 ＶＥＧＦ表
达的影响　见表１。模型组大鼠乳腺组织中 ＶＥＧＦ
阳性表达增加，与正常组比较，差异有统计学意义

（Ｐ＜００１），乳增宁组大鼠乳腺组织 ＶＥＧＦ表达减
少，与模型组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；
乳安凝胶膏剂大剂量组大鼠乳腺组织中ＶＥＧＦ表达
明显减少，与模型组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜
００１）。
３２　乳安凝胶膏剂对大鼠乳腺增生组织 ＰＣＮＡ表
达的影响　见表２。模型组大鼠乳腺组织中 ＰＣＮＡ
的阳性表达明显增加，与正常组比较，差异有统计学

意义（Ｐ＜００１），乳增宁组乳腺组织中 ＰＣＮＡ阳性
表达减少，与模型组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）；乳安凝胶膏剂大、中剂量组乳腺组织中 ＰＣ
ＮＡ阳性表达明显减少，与模型组比较，差异有统计
学意义（Ｐ＜００１，００５）。

表１　乳安凝胶膏剂对大鼠乳腺增生组织ＶＥＧＦ表达的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 动物数（只） 剂量（ｇ／ｋｇ） ＶＥＧＦ
Ａｒｅａ ＩＯＤ

正常对照组 ８ ６８１７４±２７５５９ ６３３９±１０４３
模型组 ８ ２０２８８９±６４６４３ ２７０５７±６４６７

赋形剂对照组 ８ ２４５７１０±３３５６４ ２５２１３±１９２０
乳增宁组 ８ ０９０ １１５８２５±２８１４８＃ １６６９１±３９１９＃

乳安凝胶膏剂大剂量组 ８ ４１６ ９１０４１±２７７１２＃ １５４０５±６８５１＃

乳安凝胶膏剂中剂量组 ８ ２０８ １０４７７６±２９８９５＃ １５３６５±８５７９
乳安凝胶膏剂小剂量组 ８ １０４ １２７１６７±７６０２１ ２４６９９±１６４０９

　　注：与正常对照组比较Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，与模型组比较＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１。

表２　乳安凝胶膏剂对大鼠乳腺增生组织ＰＣＮＡ表达的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 动物数（只） 剂量（ｇ／ｋｇ） ＰＣＮＡ
Ａｒｅａ ＩＯＤ

正常对照组 ８ ２６８２±７３５ ５９６±１０３
模型组 ８ ５３０５０±２１１８６ ７６８３±２３７０

赋形剂对照组 ８ ５３７５１±１５５８０ ６０３４±１３１８
乳增宁组 ８ ０９０ １２０３２±６９９４＃ １８５２±５６４＃＃

乳安凝胶膏剂大剂量组 ８ ４１６ １００２１±３５８９＃＃ ３８６３±１４６６＃

乳安凝胶膏剂中剂量组 ８ ２０８ ２４２０７±１３６７＃ ５０９７±１７４２
乳安凝胶膏剂小剂量组 ８ １０４ ２９０４４±５７５４１２ ５３５９±１１４２

　　注：与正常对照组比较Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，与模型组比较＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１。
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图１ 正常对照组ＶＥＧＦ表达 图２ 模型对照组ＶＥＧＦ表达

图３ 赋形剂对照组ＶＥＧＦ表达 图４ 乳增宁组ＶＥＧＦ表达

图５　乳安凝胶膏剂大剂量　图６　乳安凝胶膏剂中剂量
　　　　组ＶＥＧＦ表达　　　　　　组ＶＥＧＦ表达

图７　乳安凝胶膏剂小剂量　图８　正常对照组ＰＣＮＡ
　　　　组ＶＥＧＦ表达　　　　　　　表达

　图９　模型对照组ＰＣＮＡ　　图１０　赋形剂对照组ＰＣＮＡ
　　　　　　表达　　　　　　　　表达

图１１　乳增宁组ＰＣＮＡ表达　图１２　乳安凝胶膏剂大剂
　　　　　　　　　　　　　　　　　量组ＰＣＮＡ表达

图１３　乳安凝胶膏剂中剂量　图１４　乳安凝胶膏剂小剂
　　　　组ＰＣＮＡ表达　　　　　　量组ＰＣＮＡ表达

４　讨论
ＶＥＧＦ最初是Ｓｅｎｇｅｒ等在肿瘤细胞分泌物中发

现的，具有高度的血管渗透性，是重要的血管渗透性

因子，它可增加毛细血管和小静脉等微小血管对大

分子的通透性，微血管通透性的增加可引起血浆蛋

白（主要是纤维蛋白原）外渗，外漏的纤维蛋白原凝

固成纤维蛋白而沉积，并通过诱导间质产生而促进

体内新生血管生成［８－１０］。近年来，较多学者研究发

现血管生成与乳腺增生病的发生密切相关。宋爱

莉［１１］等对１４０例乳腺增生病患者进行乳房肿块活
检，观察病变组织的病理分型类型、分级及 ＶＥＧＦ、
ｂＦＧＦ的表达情况，免疫组化结果显示，不同病理分
级的 ＶＥＧＦ，ｂＦＧＦ表达存在差异，从一般增生到非
典型增生，ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ的表达逐渐增强（Ｐ＜
００５）。表明随乳腺增生程度的增加，组织血管生
成因子的表达增强，两者存在相关性。段彦苍［１２］等

通过制作乳腺增生的大鼠模型，采用酶联免疫法测

定血清ＶＥＧＦ和ｂＦＧＦ含量及其在乳腺组织中的表
达，发现与正常组相比，模型组大鼠血清中ＶＥＧＦ和
ｂＦＧＦ含量明显升高，在乳腺组织中表达增强。表明
模型组大鼠体内存在的某些血管因子被激活后，直

接或间接促进了局部乳腺组织血管的增生。

ＰＣＮＡ由 Ｍｉｙａｃｈｉ等于 １９７８年首次发现并命
名，一种分子量为３６ＫＤ的酸性蛋白质，以后的研究
发现ＰＣＮＡ与表达与细胞周期有关，故又称为周期
蛋白，在细胞增殖的启动上起重要作用［１３］，是反映

细胞增殖状态的良好指标。ＰＣＮＡ的表达程度和含
量是评价细胞增殖状态的客观指标，已证实 ＰＣＮＡ
的合成和表达与细胞的增殖状态有关［１４］。

本实验中，模型组大鼠乳腺组织中 ＶＥＧＦ、ＰＣ
ＮＡ阳性表达增加，与正常组比较，差异有统计学意
义（Ｐ＜００１），可见在造模的过程中，随着乳腺组织
ＶＥＧＦ、ＰＣＮＡ表达增加，血管内皮细胞增殖增多，乳
腺导管上皮的增殖活性加强，同时血管渗透性增加，

引起血管中的蛋白质外渗，乳腺组织发生一系列病

理性变化。乳增宁组大鼠乳腺组织ＶＥＧＦ、ＰＣＮＡ表
达减少，与模型组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜
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００５）；乳安凝胶膏剂大剂量组大鼠乳腺组织中
ＶＥＧＦ、ＰＣＮＡ表达明显减少，与模型组比较，差异有
统计学意义（Ｐ＜００１）。表明外敷乳安凝胶膏剂
后，乳腺增生大鼠乳腺组织中 ＶＥＧＦ、ＰＣＮＡ表达减
少，差异有统计学意义。提示乳安凝胶膏剂可以通

过降低ＶＥＧＦ的活性，抑制乳腺上皮细胞的增值，对
乳腺增生起到一定的抑制作用。
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囊治疗风湿性关节炎的效果及病理机制，结果表明，

风湿祛痛胶囊能使大鼠佐剂性关节炎的关节肿胀程

度，显著抑制腹腔巨噬细胞的活化，降低红细胞压积

及血沉，显著降低关节渗出液中 ＰＧＥ２含量，能够使
血清中ＭＤＡ、ＮＯ、ＩＬ１β、ＩＬ６及 ＴＮＦα含量显著降
低，显著升高血清ＳＯＤ活性。

本试验证明，风湿祛痛胶囊具有良好的抗风湿

性关节炎的作用，该作用机制主要与其能够抑制巨

噬细胞活化，降低血清中的炎性因子如 ＩＬ１β、ＩＬ６、
ＴＮＦα等的含量，提高机体清除氧自由基的能力以
及改善机体血液流变学性质等因素有关。
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