
基金项目：国家自然科学基金（编号：８１０７２９７０）
作者简介：王辉，男，３０岁，浙江人，医学博士，研究方向：中西结合肿瘤临床与基础研究
通信作者：孙桂芝，主任医师，教授，博士生导师，博士后合作导师，全国第四批名老中医，研究方向：中西结合肿瘤临床与基础研究，地址：北京市

西城区北线阁５＃中国中医科学院广安门医院肿瘤科，邮编：１０００５３，电话：０１０－８８００１１９２

实验研究

益气活血法抗乳腺癌 ＥＭＴ６细胞增殖的荷瘤
小鼠体内筛方研究
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摘要　目的：筛选抗乳腺癌增殖的益气药、活血药适宜配伍。探讨益气药、活血药抗肿瘤的配伍的内在含义。方法：建立小鼠乳
腺癌ＥＭＴ６细胞ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠荷瘤模型。按照处理方式设立：空白对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）；紫杉醇组（Ｔａｘｅｌ）；黄芪 ＋苏木组（ＨＱ＋
ＳＭ）；黄芪＋苏木＋蒲黄组（ＨＱ＋ＳＭ＋ＰＨ）；黄芪＋苏木 ＋蜂房组（ＨＱ＋ＳＭ＋ＦＦ）；黄芪 ＋苏木 ＋炮山甲组（ＨＱ＋ＳＭ＋ＰＳＪ）；
黄芪＋苏木＋蒲黄＋蜂房组（ＨＱ＋ＳＭ＋ＰＨ＋ＦＦ）；黄芪＋苏木＋蒲黄＋炮山甲组（ＨＱ＋ＳＭ＋ＰＨ＋ＰＳＪ）；黄芪＋苏木＋蜂房＋
炮山甲组（ＨＱ＋ＳＭ＋ＦＦ＋ＰＳＪ）；黄芪＋苏木＋蒲黄 ＋蜂房 ＋炮山甲组（ＨＱ＋ＳＭ＋ＰＨ＋ＦＦ＋ＰＳＪ），共１０组。成瘤小鼠共１００
只，随机分入以上各组中，每组１０只。分别给予生理盐水、中药组方灌胃，生理盐水、紫杉醇注射液腹腔注射。观察成瘤后第８
天，荷瘤重量。并计算抑瘤率。结果：黄芪＋苏木＋蜂房＋炮山甲组肿瘤组织块重量明显小于空白对照组，差异具有统计学意
义，Ｐ＝００４９＜００５，该组抑瘤率为２７０５％。结论：益气药、活血药组合黄芪＋苏木＋蜂房＋炮山甲，具有抑制乳腺肿瘤ＥＭＴ６
细胞在ＢＡＢＬ／Ｃ小鼠体内增值的作用。具有进一步研究价值。
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　　乳腺癌是严重威胁妇女生命健康的恶性疾病。在
世界范围内，其发病率和死亡率居第三位［１］。近年来，

多数学者认为益气活血法是乳腺癌中医药诊疗的重要

治法。获得具有抗肿瘤作用的益气药、活血药的适宜

配伍，是进一步研究益气药、活血药抗乳腺癌增殖、侵

袭、转移的基础。根据既往实验研究结果，综合文献报

道及临床运用实际，我们在本实验选取黄芪、苏木、生

蒲黄、蜂房、炮山甲为候选药物，观察其不同组合抗小

鼠乳腺癌ＥＭＴ６细胞在 ＢＡＢ／Ｃ小鼠体内增殖能力的
共性及差异，筛选适宜的益气药、活血药组合。

１　材料
１１　动物　ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠，雌性，６～８周龄，体重（２０
±２）ｇ，ＳＰＦ级，由北京嘉轩科技有限公司提供，北京大
学医学部实验动物科学部ＳＰＦ级屏障环境喂养。
１２　药物　黄芪浸膏，每克含生药２８ｇ，生产批号：
２００８０３０８。苏木浸膏，每克含生药 ０４ｇ，生产批号：
２０１００１２２。生蒲黄浸膏，每克含生药０４ｇ，生产批号：
２００９１２０６。蜂房浸膏，每克含生药 ０２４ｇ，生产批号：
２０１００１０６。以上药物均由中国中医科学院广安门医院
制剂中心提供。炮山甲煎液，自制，每毫升约含生药

６ｇ。紫素注射液，北京协和制药厂，批号：１０１０１１。
１３　细胞株　ＥＭＴ６乳腺癌细胞，由北京大学医学部
免疫学系王露教授惠赠。

１４　主要仪器　ＭＬＳ－３７５０全自动消毒锅，日本
ＳＡＮＹＯ。ＳＡＲＴＲＩＯＵＳ电子天平，北京赛多利斯天平有
限公司。ＴＥ２００－Ｕ倒置显微镜，日本 ＮＩＫＯＮ。古威
牌超净工作台，北京昌平长城空气净化工程公司。血

细胞计数板，上海精密仪器仪表有限公司。

１５　主要试剂　１６４０培养液，购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司。胎
牛血清，购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司。青霉素、链霉素双抗，中
国医学科学院基础医学研究所细胞资源中心提供。

２　方法
２１　ＥＭＴ６细胞复苏及培养　液氮中取出 ＥＭＴ６细

胞，迅速置入３８℃温水中，待冻存液融化，将冻存液转
移至盛有１０ｍＬ培养液的 １５ｍＬ离心管内，１０００ｒ／ｍｉｎ
离心 ５ｍｉｎ，弃上清，２ｍＬ培养液重悬细胞，转移至
２５ｃｍ２培养瓶中，加入培养液至５ｍＬ，３７℃ ５％ＣＯ２培
养箱培养，适时传代。

２２　ＥＭＴ６细胞ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠荷瘤模型的建立　取传
代后２４ｈＥＭＴ６细胞，倒置显微镜观察细胞状态良好，
细胞密度为７０％左右，０２５％胰酶消化，培养基中和，
１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，３ｍＬ培养基重悬，台盼蓝染色
并计数，调整活细胞密度为２×１０７个／ｍＬ，每只小鼠左
侧腋下接种０１ｍＬ肿瘤细胞悬液。接种后第４天观
察，ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠左侧腋下瘤块直径 ＞０４ｃｍ为成瘤，
模型建立成功。

２３　分组及给药　小鼠成瘤后，随机分组，每组 １０
只，处理方法如下：接种后第５天开始给予各组处理。
空白对照组予生理盐水灌胃 ＋生理盐水腹腔注射；紫
杉醇化疗组予生理盐水灌胃 ＋紫杉醇腹腔注射；各治
疗组予与其分组名相同中药组合汤剂灌胃＋生理盐水
腹腔注射。其中：生理盐水灌胃０２ｍＬ／次，每日１次。
生理盐水腹腔注射液０２ｍＬ／次，每日１次。紫杉醇注
射液以生理盐水稀释，小鼠腹腔注射剂量 ３０ｍｇ／ｋｇ，
０２ｍＬ／次，每日１次。不同试验组中药复方灌胃，以
生理盐水配制灌胃汤剂，黄芪剂量 ５ｇ／ｋｇ，苏木剂量
１６７ｇ／ｋｇ，生蒲黄 １６７ｇ／ｋｇ，蜂房 １６７ｇ／ｋｇ，炮山甲
１６７ｇ／ｋｇ。
２４　观察指标　瘤重和抑瘤率：于接种后第１２天，即
开始给药干预后第８天，将每组小鼠处死，剥离肿瘤组
织，称取瘤重，计算抑瘤率。计算公式如下：

抑瘤率（％）＝［１－实验组平均瘤重（ｇ）／对照组
平均瘤重（ｇ）］×１００％
２５　统计学方法　应用 ＳＰＳＳ１７０统计软件，各组数
据资料以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间比较采用单
因素方差分析。

表１　益气活血药不同拆方组合ＢＡＬＢ／Ｃ荷瘤小鼠瘤重表

分组 瘤重（ｇ）

空白对照组 ０６４ ０４１ ０４９ ０４２ ０４０ ０４５ ０３４ ０３９ ０３６ ０２４
紫杉醇化疗组 ０６５ ０３１ ０３６ ０２６ ０２７ ０４６ ０２６ ０２３ ０３４ ０１９
黄芪＋苏木组 ０３６ ０４５ ０４４ ０６５ ０５７ ０３９ ０２８ ０２１ ０３８ ０２７
黄芪＋苏木＋生蒲黄组 ０６８ ０７５ ０４６ ０３２ ０３８ ０４２ ０２７ ０２２ ０２５ ０３９
黄芪＋苏木＋蜂房组 ０５９ ０４７ ０５１ ０２４ ０５８ ０４３ ０３５ ０３６ ０３２ ０２９
黄芪＋苏木＋炮山甲组 ０５６ ０５１ ０３５ ０３１ ０２７ ０３０ ０２４ ０４６ ０３９ ０３２
黄芪＋苏木＋生蒲黄＋蜂房组 ０３９ ０５３ ０３７ ０４９ ０３５ ０３９ ０５０ ０２６ ０４０ ０２７
黄芪＋苏木＋生蒲黄＋炮山甲组 ０６８ ０６０ ０２６ ０３３ ０２９ ０４４ ０１８ ０１５ ０３７ ０２５
黄芪＋苏木＋蜂房＋炮山甲组 ０３０ ０３７ ０２９ ０３０ ０２２ ０３０ ０３１ ０１８ ０３３ ０４２
黄芪＋苏木＋生蒲黄＋蜂房＋炮山甲组 ０５７ ０３５ ０４９ ０４２ ０４９ ０５２ ０５９ ０４１ ０５０ ０２８
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３　结果
经Ｓｈａｐｒｏ－Ｗｉｌｋ检验，各组瘤重数值均符合正态

分布。空白对照组（Ｐ＝０５０３＞００５）；紫杉醇组（Ｐ＝
００５５＞００５）；黄芪 ＋苏木组（Ｐ＝０７７４＞００５）；黄
芪＋苏木＋蒲黄组（Ｐ＝０１４５＞００５）；黄芪 ＋苏木 ＋
蜂房组（Ｐ＝０６０８３７＞００５）；黄芪 ＋苏木 ＋炮山甲组
（Ｐ＝０３９８＞００５）；黄芪 ＋苏木 ＋蒲黄 ＋蜂房（Ｐ＝
０４７８＞００５）；黄芪 ＋苏木 ＋蒲黄 ＋炮山甲组（Ｐ＝
０３２９＞００５）；黄芪 ＋苏木 ＋蜂房 ＋炮山甲组（Ｐ＝
０５６８＞００５）；黄芪＋苏木 ＋蒲黄 ＋蜂房 ＋炮山甲组
（Ｐ＝０６８４＞００５）。

Ｌｅｖｅｎｅ值 ＝１２０６，Ｐ＝０３０１，具有方差齐性。
ＬＳＤ法两两比较，空白对照组与其他处理组相比，其中
黄芪＋苏木＋蜂房＋炮山甲组与空白对照组差异有统
计学意义，Ｐ＝００４９＜００５。

表２　益气活血药不同拆方组合ＢＡＬＢ／Ｃ荷瘤小鼠
平均瘤重及抑瘤率表

组别
鼠

数

瘤重

（ｇ）
抑瘤率

（％）
Ｐ

空白对照组 １００４１４０±００３２９４ － －
紫杉醇化疗组 １００３３３０±００４２６４ １９５７％ ０１５２
黄芪＋苏木组 １００４０００±００４２８２ ３３８％ ０８０３
黄芪＋苏木＋生蒲黄组 １００４１４０±００５５９４ ０００％ １０００
黄芪＋苏木＋蜂房组 １００４１４０±００３８３９ ０００％ １０００
黄芪＋苏木＋炮山甲组 １００３７１０±００３３７５ １０３９％ ０４４５
黄芪＋苏木＋生蒲黄＋蜂房组 １０ ０３９５０±０２８８４ ４６０％ ０７３５
黄芪＋苏木＋生蒲黄＋炮山甲组 １００３５５０±００５４８４ １４２５％ ０２９５
黄芪＋苏木＋蜂房＋炮山甲组 １００３０２０±００２１３９ ２７０５％ ００４９

黄芪＋苏木＋生蒲黄＋蜂房＋炮山甲组１００４６２０±００３０６５－１１５９％ ０３９４

　　注：与空白组相比较，黄芪＋苏木＋蜂房＋炮山甲组小鼠荷瘤平均重量为小，

差异有统计学意义，Ｐ＝００４９。

图１　益气活血药不同拆方组合ＢＡＬＢ／Ｃ荷瘤小鼠平均瘤重图

４　讨论
根据实验结果，可以初步确认，益气活血药物（黄

芪＋苏木 ＋蜂房 ＋炮山甲组合），在 ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠活
体内具有抑制乳腺癌 ＥＭＴ６细胞生长的作用，表现出

良好的深入研究苗头。

据中医理论分析，该组合具有益气培本、活血通

络、软坚攻毒的作用。结合中医学对肿瘤正虚邪实、瘀

毒夹杂的病理特点，本实验最终筛药组合与中医理论

相符合。近年来，益气活血法指导的中药方剂抗肿瘤

研究逐渐得到诸多学者重视与研究，并在临床运用和

基础研究中作了部分探索。王笑民等［２］从症候学角

度研究发现，１０８名非小细胞肺癌患者中有６０２０％的
患者存在不同程度的气虚血瘀证，并提出 Ｔ细胞亚
群、血栓素Ｂ２、６－酮 －前列腺素 Ｆ１α、纤维蛋白原及
纤维蛋白溶解酶等指标是改变气虚血瘀证的病理生理

基础。徐咏梅等［３］报道，采用益气活血法为指导组方

的固本抑瘤Ⅱ号能增强化疗疗效，减轻化疗毒副作用，
并以血栓素、纤维蛋白原、６－酮－前列腺素Ｆ１α、纤溶
酶等为指标，观察到益气活血法可减轻肿瘤患者化疗

后的血液高凝状态。基础实验研究方面，郝钰、李东

涛、李萍萍等［４－６］均报道，不同益气活血组方对肿瘤均

有一定的抑制作用。

本研究药物组合中，黄芪为豆科黄芪属植物的根。

甘、温，归肺、脾经。具有益气升阳，固表止汗，利水消

肿，托毒生肌等功效。《本经》：主痈疽，久败疮，排脓

止痛。《别录》：逐五脏间之恶血。《本草备要》：排脓

内托，疮痈圣药。任美萍［７］等报道，黄芪多糖在体外

以 ＣＣＫ－８法进行检测，发现其对 Ｋ５６２、ＳＭＭＣ－
７７２１、ＨＣＴ１１６和Ａ５４９细胞系无增殖抑制作用，而在
体内可以提高荷瘤小鼠血清 ＩＬ－２和 ＴＮＦ－α水平，
并抑制荷瘤小鼠体内 Ｈ２２、Ｓ１８０肿瘤细胞的活性。张
喜林［８］等报道，黄芪总提物能够降低 ＨｅｐＡ肝癌荷瘤
小鼠血清ＡＬＴ、ＡＳＴ及ＡＬＰ水平，提高淋巴细胞含量，
并能抑制抑制瘤的生长。陈坤［９］等报道，一定体积分

数的黄芪注射液（３４５％和１７０％）具有促进人食管
癌细胞株ＴＥ－１３生长的作用，并且该促进作用有一
定的计量依赖。

苏木为豆科芸实属植物苏木的心材。甘、咸、微

辛、平。归心、肝、大肠经。具有活血祛瘀，消肿定痛等

功效。《本草纲目》：三阴经血分之药。《医学启源》：

破死血。《医林攥要》：补心散瘀，除血分妄作之风热。

徐建华［１０］等报道，苏木提取液在体外能够显著促进

Ｋ５６２细胞的凋亡，且呈一定的剂量依赖关系。并可延
长肝癌Ｈ２２腹水小鼠的生存时间。

蜂房为胡蜂科胡蜂属昆虫黄星长脚黄蜂的巢。微

甘、平、小毒，归肝、胃、肾经。具有攻毒消肿的功效。

《本草汇言》：祛风攻毒，散疔肿恶毒。《外科全身集》：

（下接第１３３４页）
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反应的因素之一。
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（上接第１３３１页）
能托毒，疗久溃，止痛。报道，蜂房提取物在体外对多种

肿瘤细胞存在抗增殖活性，其可以通过降低 Ｂｃｌ－２蛋
白细胞内表达，诱导细胞凋亡及细胞周期阻滞。但是蜂

房提取物在高浓度下对造血干细胞具有毒性作用，低浓

度确促进正常造血干细胞的增殖。［１１］

炮山甲为鲮鲤科鲮鲤属动物鲮鲤的鳞片。经过锅

内砂子武火炒热，拌炒至鼓起并呈金黄色而成。咸，微

寒。归肝、胃经。《本草纲目》：通经络。下乳汁，消痈

肿，排脓血。《本草再新》：解热败毒。炮山甲抗肿瘤作

用的现代研究较少，多为临床经验报道。

在本研究中，紫杉醇组设置为阳性对照，具有较好

的抑瘤率，但是进行统计发现，与空白对照组相比较，差

异无统计学意义。考虑为样本量尚偏小所导致。单纯

从抑瘤率角度进行分析，可以看到，具有炮山甲的药组

与除炮山甲外其余药物均相同的药物组，其抑瘤作用均

为明显。炮山甲是否能够作为抗肿瘤生长中药复方中

的增效单味药，值得继续深入研究。结合现有文献报

道，对于益气活血药单味中药抗肿瘤作用的研究，如黄

芪、苏木等，具有学者发现剂量依赖等关系。因此，对于

益气活血药物复方组合是否具有剂量依赖的抗肿瘤作

用，仍然需要做大量的工作。

参考文献

［１］周际昌．实用肿瘤内科学［Ｍ］．北京：人民卫生出版社，２００２：５１１．
［２］王笑民，郁仁存，王禹堂．晚期非小细胞肺癌患者气虚血瘀证的研究
［Ｊ］．中国中西医结合杂志，１９９４，１４（１２）：７２４－７２６．

［３］徐咏梅，郁仁存．益气活血法治疗肿瘤经验．［Ｊ］．中医杂志，２０１０，５１
（６）：１１０－１１１．

［４］李东涛，吴志奎，孙桂芝等．益气、活血软坚、解毒法对荷瘤小鼠肿瘤
生长抑制的实验研究［Ｊ］．江苏中医药，２０１０，４２（４）：７４－７５．

［５］郝钰，徐泊文，王伊光等．益气活血解毒方体内外抗肿瘤作用的实验
研究［Ｊ］．中华中医药杂志，２００５，２０（１０）：６３２－６３４．

［６］李萍萍，吕桂芝，孙红等．益气活血中药复方对肿瘤细胞增殖的抑制
作用［Ｊ］．中国中药杂志，１９９６，２１（２）：１１３－１１５．

［７］任美萍，刘明华，李蓉，等．黄芪多糖抗肿瘤活性研究［Ｊ］．中国新药杂
志，２０１０，１９（３）：２２１－２２４．

［８］张喜林，孛文虎，李路勇，等．黄芪总提取物抗肿瘤作用的实验研究
［Ｊ］．中国现代药物运用，２０１０，４（４）：２９－３１．

［９］陈坤，高献书，卢付河，等．黄芪、参芪促肿瘤生长作用的观察［Ｊ］．河
北医科大学学报，２００４，２５（１）：３３－３４．

［１０］徐建华，郭素堂，乔丽娟，等．苏木提取液抑制肿瘤作用的研究［Ｊ］．
肿瘤研究与临床，２００６，１１（８）：７２６－７２７．

［１１］张坤，魏金荣，关一夫．蜂房提取物中抗肿瘤成分的活性研究［Ｊ］．中
医杂志，２０１０，５１（Ｓ２）：２４６－２４８．

（２０１３－１０－３０收稿）

·４３３１· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｎｏｖｅｍｂｅｒ．２０１３，Ｖｏｌ．８，Ｎｏ．１１


	世界中医药11月第11期 65
	世界中医药11月第11期 66
	世界中医药11月第11期 67
	世界中医药11月第11期 70

