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桔梗不同配伍对乳腺癌高转移潜能细胞４Ｔ１
增殖及侵袭的影响
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摘要　目的：应用ＭＴＴ比色法及Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ试验检测桔梗配伍不同中药对乳腺癌高转移潜能细胞４Ｔ１增殖及侵袭能力的
影响。方法：给予ＳＤ大鼠中药煎剂灌胃，制备含药血清。应用ＭＴＴ比色法检测桔梗不同配伍含药血清对４Ｔ１细胞增殖
的影响；应用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测桔梗不同配伍含药血清对４Ｔ１细胞侵袭能力的影响。结果：桔梗及桔梗配伍不同中药组
含药血清干预２４ｈ后，对４Ｔ１细胞的增殖均有一定的抑制作用。各组含药血清对乳腺癌高转移潜能细胞４Ｔ１的增殖抑制
率分别为桔梗组３０７５％、桔梗加麦冬组３４４４％、桔梗加蛇床子组４４７１％、桔梗加莪术组４９８４％。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果
显示，桔梗及桔梗配伍不同中药各组均能降低透过小室的４Ｔ１细胞数，对于乳腺癌高转移潜能细胞４Ｔ１的侵袭能力有显
著的抑制作用，同模型组比较差异有统计学意义（Ｐ＜００１）。同桔梗单用组比较，桔梗配伍不同中药组的抑制作用较强，
其中桔梗配伍麦冬组及桔梗配伍蛇床子组效果显著，差异有统计学意义（Ｐ＜００１），桔梗配伍莪术组在抑制作用方面虽
然由于桔梗单用组，但差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。结论：桔梗及桔梗配伍不同治则中药对乳腺癌高转移潜能细胞４Ｔ１
的增殖及侵袭有不同程度的抑制作用。
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　　现今社会中，乳腺癌是严重威胁妇女健康的恶
性肿瘤之一，对妇女的健康影响巨大［１］，是美国女性

癌症死亡的第二大因素［２］，亚洲发病率虽然最低［３］，

但我国的乳腺癌发病率一直处于上升阶段［４］，２０１１
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年统计，乳腺癌居我国女性肿瘤发病率之首［５］。随

着医学诊疗手段的发展，早期乳腺癌的治愈率在逐

年提高，但转移性乳腺癌的治疗进展缓慢，对患者的

危害极大，其中１５％～２５％的转移性乳腺癌为肺转
移，仅次于骨转移居转移性乳腺癌的第２位［６７］。因

此，研究乳腺癌肺转移发生发展的机制［８］，发掘能够

有效对抗肺转移的中药药对或中药单药，对乳腺癌

肺转移的临床治疗意义重大。

我们研究组在“从化”理论及“归经”理论的指

导下，根据乳腺癌肺转移的病机特点，从扶正祛邪角

度出发观察桔梗［９］、桔梗分别配伍麦冬、蛇床子、莪

术对乳腺癌肺转移的影响。通过 ＭＴＴ及 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
观察各组含药血清对乳腺癌高转移潜能细胞株４Ｔ１
增值及侵袭的影响。

１　实验材料
１１　仪器和试剂　胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ，ＵＳＡ）；１６４０培
养基（Ｇｉｂｃｏ，ＵＳＡ）；胰蛋白酶（Ｇｉｂｃｏ，ＵＳＡ）；四甲基
偶氮唑盐（ＭＴＴ）（Ｓｉｇｍａ，ＵＳＡ）；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）
（Ｓｉｇｍａ，ＵＳＡ）；ＦｏｒｍａＳｅｒｉｅｓ１１ＣＯ２培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ
ＥｌｅｃｔｒｏｎＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，ＵＳＡ）；ＦｏｒｍａＣｌａｓｓⅡ Ｂ２生物
安全柜（ＴｈｅｒｍｏＥｌｅｃｔｒｏｎＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，ＵＳＡ）；Ｍｕｌｔｉ
ｓｋａｎＭＫ３多功能酶标仪（ＴｈｅｒｍｏＬａｂｓｙｓｔｅｍｓ，ＵＳＡ）；
ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６０图像分析系统（ＭｅｄｉａＣｙｂｅｒｎｅｔ
ｉｃｓ，ＵＳＡ）。
１２　实验药物　桔梗（产地安徽，由上海养和堂中
药饮片公司加工，购自龙华医院中药房）；麦冬（产

地四川，由上海养和堂中药饮片公司加工，购自龙华

医院中药房）；蛇床子（产地山东，由上海养和堂中

药饮片公司加工，购自龙华医院中药房）；莪术（产

地广西，由上海养和堂中药饮片公司加工，购自龙华

医院中药房）；生理盐水（无锡华裕制药有限公司，

批号：１１０６２００２）。
１３　实验细胞系　小鼠乳腺癌高转移潜能４Ｔ１细
胞由中国科学院上海细胞库提供，将其置于５０ｋＵ／
Ｌ青霉素及５０ｍｇ／Ｌ链霉素、１０％胎牛血清的 ＲＰ
ＭＩ１６４０培养基中，在３７℃、５％ ＣＯ２条件下培养。
１４　实验动物　雌性 ＳＤ大鼠５０只，ＳＰＦ级，体重
（２８０±２０）ｇ，购于中国科学院上海实验动物中心，许
可证号：ＳＣＸＫ（沪）２００７０００５。室温下饲养于上海
中医药大学附属龙华医院实验动物中心，自由进水

及取食。

２　实验方法
２１　药物血清的制备　将 ＳＤ大鼠随机分为５组，
每组１０只，按照人鼠等效剂量［１０］给药。每只大鼠

每次给药生药量为：桔梗组３ｇ／ｋｇ、桔梗加蛇床子（３
＋４５）ｇ／ｋｇ、桔梗加麦冬（３＋４５）ｇ／ｋｇ、桔梗加莪术
（３＋６）ｇ／ｋｇ。分早晚２次灌胃给药，连续３ｄ后，末
次给药１５ｈ后用３％戊巴比妥钠溶液予腹腔注射
麻醉实验动物，具体用药量为１００ｇ体重给予１ｍＬ。
待大鼠麻醉后，采取腹主动脉取血，将取得血液置于

离心管中，室温下静置４ｈ后，３０００ｒ／ｓ离心机中离
心１０ｍｉｎ，无菌分离血清，将同组１０只大鼠血清充
分混合，通过０２２μｍ过滤膜过滤后，置于５６℃水
浴中灭活３０ｍｉｎ，－８０℃冰箱保存以备后用。
２２　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ　将Ｍａｔｒｇｅｌ胶用１６４０培养基以１∶２
的浓度稀释，将混合液均匀铺于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室内，
剂量为 ７０μＬ／室，后将 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上下室置于 １６４０
培养基中过夜水化；取对数生长期的４Ｔ１细胞接种
于６孔培养板中，按照实验分组加入含药血清配置
的培养基，２４ｈ后抽吸上清液后消化细胞，先用 ＰＢＳ
液（ＰｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄＳａｌｉｎｅ，磷酸盐缓冲溶液）冲洗
２遍，后将细胞重悬于１６４０培养基中，显微镜计数
并调整细胞浓度为５×１０５个／ｍＬ；将药物血清干预
后的各组细胞悬液加入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的上室，每个
小室为１００μＬ，各组取３个复孔，在下室中加入含
１０％胎牛血清的１６４０培养基，每个下室剂量为５００
μＬ，将Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ放入培养箱中培养２４ｈ。抽吸 Ｔｒ
ａｎｓｗｅｌｌ上室及下室的培养基后，小心取出小室用棉
签轻轻搽掉小室底部的 Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶，用 ＰＢＳ溶液清
洗小室３次，后加４％多聚甲醛固定２０ｍｉｎ，抽吸多
聚甲醛，用蒸馏水洗小室２ｍｉｎ×２，加入苏木素染色
５ｍｉｎ，用自来水反复冲洗去掉多余染色液，再用蒸
馏水清洗１次，加９５％乙醇５ｓ后弃去，用依红染色
１５ｍｉｎ，取７０％乙醇清洗２次。最后用手术刀片将
小室底部的薄膜沿边缘小心割下，将薄膜的下表面

朝上置于载玻片上，盖上盖玻片。置于２００倍倒置
显微镜下计数穿孔的细胞，每个样本选择５个不同
方向的视野。

２３　桔梗配伍不同中药对乳腺癌癌转移潜能细胞
４Ｔ１增殖活性的影响　将对数生长期的乳腺癌高转
移潜能细胞４Ｔ１消化计数后，以１６４０培养基调整细
胞浓度浓度至１×１０５个／ｍＬ，将细胞重悬取细胞悬
浮液２００μＬ／孔接种于９６孔培养板，每组５个复孔，
至于３６℃，５％ ＣＯ２培养箱，培养至８０％的４Ｔ１细
胞在融合状态下，而后抽吸原培养液并加入各组含

有药物的血清，再培养细胞２４ｈ，在培养板上加５ｇ／
Ｌ的ＭＴＴ试剂，１５０μＬ／孔，再培养４ｈ后抽吸培养
板中的上清液，取二甲基亚砜１００μＬ／孔加入各个
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培养板孔洞中，震荡１０ｍｉｎ。将培养板放置入酶标
仪中测定以４９０ｎｍ波长，测定各个培养孔的光密度
（ＯｐｔｉｃａｌＤｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值，计算细胞的增殖抑制率，公
式如下。

４Ｔ１细胞的增殖抑制率 ＝（１给药组 ＯＤ／对照
组ＯＤ）×１００％
２４　统计学方法　各组实验数据均以（珋ｘ±ｓ）表示，
采用ＳＰＳＳ１５０ｆｏｒＷｉｎｄｏｗｓ软件中多样本均数比较
单因素方差分析进行数据处理及分析。方差齐，采

用ＬＳＤｔ检验进行数据处理；方差不齐，采用Ｇａｍｅｓ
Ｈｏｗｅｌｌ检验进行数据处理，检验水准α＝００５。

表１　桔梗配伍不同中药含药血清对４Ｔ１细胞增殖的抑制

组别 ＯＤ值 抑制率（％）

模型组 ０７４±００４ —

桔梗 ０５１±００６ ３０７５
桔梗加麦冬 ０４９±００３ ３４４４
桔梗加蛇床子 ０４１±００７□ ４４７１
桔梗加莪术 ０３７±００４□□▲ ４９８４

　　注：同对照组比较，Ｐ＜００１；同桔梗组比较，□Ｐ＜００５，□□Ｐ

＜００１；同桔梗加麦冬组比较，▲Ｐ＜００５。

图１　桔梗配伍不同中药含药血清对４Ｔ１细胞
增殖的影响（ＯＤ值）

　　注：ｃｏｎｔｒｏｌ：对照；ｐａｌ：桔梗；Ｏｐｈ：麦冬；Ｃｎｉ：蛇床子；Ｒｈｉ：

莪术。同模型组比较，Ｐ＜００１。

３　结果
３１　桔梗配伍不同中药含药血清对４Ｔ１细胞增殖
的抑制作用　桔梗及桔梗配伍不同中药组含药血清
干预２４ｈ后，对４Ｔ１细胞的增殖均有一定的抑制作
用。同模型组比较，其他各组含药血清 ＯＤ值明显
降低（Ｐ＜００１）；同单用桔梗组比较，桔梗加蛇床子
的ＯＤ值显著降低（Ｐ＜００５），桔梗加莪术组的 ＯＤ
值更低（Ｐ＜００１），而桔梗加麦冬组的ＯＤ值虽然较
桔梗单用低，但差异不明显（Ｐ＞００５）；同桔梗加麦
冬组比较，桔梗加莪术组的 ＯＤ值也显著降低（Ｐ＜
００５）。各组含药血清对乳腺癌高转移潜能细胞

４Ｔ１的增殖抑制率分别为桔梗组３０７５％、桔梗加麦
冬组３４４４％、桔梗加蛇床子组４４７１％、桔梗加莪
术组４９８４％。见图１、表１。

图２　桔梗配伍不同中药Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ图片

表２　桔梗配伍不同中药对４Ｔ１侵袭能力的影响

组别 Ｎ（复孔） 细胞数

模型组 １５（３） ５５８０±２５６９
桔梗 １５（３） ２０６０±８２６

桔梗加麦冬 １５（３） ７０７±２２８□□

桔梗加蛇床子 １５（３） ７３３±２５０□□

桔梗加莪术 １５（３） １２６７±８５０

　　注：同模型组比较Ｐ＜００１；同桔梗组比较□□Ｐ＜００１。

图３　桔梗配伍不同中药对４Ｔ１侵袭能力的影响
　　注：ｃｏｎｔｒｏｌ：对照；ｐａｌ：桔梗；Ｏｐｈ：麦冬；Ｃｎｉ：蛇床子；Ｒｈｉ：

莪术。同模型组比较Ｐ＜００１。

３２　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果　结果显示，桔梗及桔梗
配伍不同中药各组均能降低透过小室的 ４Ｔ１细胞
数，对于乳腺癌高转移潜能细胞４Ｔ１的侵袭能力有
显著的抑制作用，同模型组比较具有显著有统计学
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意义 （Ｐ＜００１）。同桔梗单用组比较，桔梗配伍
不同中药组的抑制作用较强，其中桔梗配伍麦冬组

及桔梗配伍蛇床子组效果显著 （Ｐ＜００１），桔梗
配伍莪术组在抑制作用方面虽然由于桔梗单用组，

但差异无统计学意义 （Ｐ＞００５）。见表 ２，图 ２、
图３。
４　结论

从上述实验结果可以看出，桔梗含药血清对于

４Ｔ１细胞的增殖具有抑制作用，且在配伍麦冬、莪
术、蛇床子后，其含药血清的抑制作用更强，特别是

桔梗配伍莪术组，效果显著。在抑制细胞侵袭方面，

桔梗单用组含药血清同对照组比较差异有统计学意

义，且配伍不同中药后，效果更为明显，其中桔梗配

伍麦冬及桔梗配伍蛇床子组效果最优。

综上所述，中药桔梗配伍不同治则含药血清对

４Ｔ１细胞的增殖及侵袭确有不同程度抑制作用，其
具体作用机制仍需进一步实验研究。
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