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摘要：目的观察柴桂龙牡汤（ＣＧＬＭ）含药血清对人乳腺癌ＭＣＦ － ７细胞株体外生长的抑制作用及对雌激素受体α 牗 ＥＲα 牘表达的影响。
方法将人乳腺癌ＭＣＦ － ７细胞株细胞分别加入相应（含药）培养基，对照组含有１０％空白大鼠血清，给药组分别含有柴桂龙牡汤低、
中、高剂量的１０％含药血清。加药后，置３７ ℃及５％ ＣＯ２培养箱中继续培养４８ ｈ。噻唑蓝（ＭＴＴ）法检测柴桂龙牡汤各组含药血清对人
乳腺癌ＭＣＦ － ７细胞增殖的抑制作用。将１０％的含药血清培养基加入ＭＣＦ － ７细胞中，孵育４８ ｈ，提取细胞总ｍＲＮＡ及蛋白，反转录
合成ｃＤＮＡ，采用实时荧光定量ＰＣＲ方法检测各组细胞中ＥＲα ｍＲＮＡ的表达水平，采用Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ方法检测各组ＥＲα蛋白表达水平。
结果ＭＴＴ法检测结果显示，与对照组相比，低、中、高剂量柴桂龙牡汤均可抑制ＭＣＦ － ７细胞体外增殖，中、高剂量组的差异有统计学
意义（Ｐ ＜ ０． ０１）；ＰＣＲ法检测结果显示，与对照组相比，柴桂龙牡汤低、中、高剂量组中ＥＲα ｍＲＮＡ均有升高，其中高剂量组有显著差异
（Ｐ ＜ ０． ０１）；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ法检测结果显示，与对照组相比，低、中、高剂量柴桂龙牡汤均使ＥＲα蛋白表达水平升高，中、高剂量组有显著
差异（Ｐ ＜ ０． ０１）。结论柴桂龙牡汤对ＭＣＦ － ７细胞的体外生长有抑制作用，并与剂量浓度呈正相关，其机制可能与提高ＥＲα ｍＲＮＡ含
量、上调ＥＲα蛋白的表达水平有关。
关键词：柴桂龙牡汤；乳腺癌；人乳腺癌细胞系ＭＣＦ － ７细胞株；雌激素受体α
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乳腺癌是女性常见恶性肿瘤，发病率逐年上升犤 １ 犦。
根据分子分型制订相应临床决策，可使乳腺癌的治疗一
直处于精准医疗的前列。雌激素受体（ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＥＲ）和（或）孕激素受体（ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＲ）阳性
的乳腺癌定义为激素依赖型乳腺癌，我国此类患者占乳
腺癌患者总人数的５０％ ～ ６０％ 犤２ 犦，可通过内分泌治疗
抑制机体雌激素的分泌，从而降低复发和转移风险。同
时，内分泌治疗可导致患者下丘脑－垂体－卵巢轴功能
紊乱，诱发月经紊乱、面红潮热、抑郁、骨质疏松等类似
围绝经期综合征的临床症状犤 ３ 犦。随着内分泌治疗时间的
延长，不良反应的加重，严重影响患者生活质量和治疗
依从性，导致停药或换药，影响患者生存期，而现代医学
尚无有效的治疗手段及药物犤 ４ 犦。近年来，随着对经方辨
证及用药研究的不断深入，其在治疗肿瘤方面也起到
了重要作用。课题组临床多年使用自拟柴桂龙牡汤治
疗乳腺癌，发现其可缓解乳腺癌内分泌的不良反应，
故本研究中选用ＥＲ阳性的人乳腺癌细胞系ＭＣＦ － ７
细胞株进行相关试验。现报道如下。
１ 材料与方法
１． １ 材料
１． １． １ 实验动物

ＳＰＦ级雌性ＳＤ大鼠２０只，体质量（２００ ± ２０）ｇ，由
军事科学院实验动物中心提供，合格证号：ＳＣＸＫ －（军）
２０１２ － ０００４。饲养于中国中医科学院西苑医院ＳＰＦ级
动物中心，饲养环境温度２２ ～ ２５ ℃，相对湿度４０％ ～
７０％，照明／黑暗各１２ ｈ。
１． １． ２ 药物

柴桂龙牡汤颗粒剂，由北京康仁堂药业有限公司提
供，药材生产批号分别为，柴胡１５０２２７６１，桂枝１５０１９００１，
芍药１５０１５６４１，半夏１５０２６１８２，黄芩１５０１０７４２，生龙骨
１５０１６９０１，生牡蛎１５０１９５２２，郁金１５０２０８８１，伸筋草
１５０１３９５１，生甘草１５０１３９５１，川牛膝１５０２１２３１，厚朴
１５０１９２３１。
１． １． ３ 细胞

ＭＣＦ － ７人乳腺癌细胞株，购于武汉普诺赛生命科
技有限公司（产品编号为ＣＬ － ０１４９）。
１． １． ４ 试剂与仪器

ＤＭＥＭ高糖培养基（Ｇｉｂｃｏ公司，批号为８１１６３６２）；
胎牛血清（Ｂｉｏｗｅｓｔ公司，批号为Ｓ１４３５Ｓ１８２０）；青－链霉
素ＰＳ（Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司，批号为２０１５０６２６）；０． ２５％胰蛋白
酶（Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司，批号为２０１５０６０５）；ＭＴＴ试剂盒（北京
普利莱基因技术有限公司，批号为Ｃ１３１０）；ＥＲα引物、
ＧＡＰＤＨ引物（广州易锦生物技术有限公司）；ＥＲα兔多
克隆抗体（ＡＢｃｌｏｎａｌ公司，批号为Ａ０２９６）；β － ａｃｔｉｎ兔
多克隆抗体（沈阳万类生物科技有限公司，批号为

ＷＬ － ０１８４５）；辣根过氧化酶偶联的羊抗兔ＩｇＧ（ＣＳＴ公
司，批号为７０７４Ｐ２）。凝胶成像仪（Ｂｉｏ － Ｒａｄ Ｃｈｅｍｉ Ｄｏｃ
ＸＲＳ ＋ ）；ＳＭＡ － １０００型超微量分光光度计（Ｍｅｒｉｔｏｎ
公司）；Ｔ －ＧＲＡＤＩＥＮＴ型温度梯度ＰＣＲ仪（美国Ｂｉｏｍｅｔｒａ
公司）；Ｓｔｅｐ Ｏｎｅ Ｐｌｕｓ型荧光定量ＰＣＲ仪（美国ＡＢＩ
公司）。
１． ２ 方法
１． ２． １ 大鼠给药剂量及含药血清制备

按体表面积折算大鼠给药剂量，将柴桂龙牡汤
（ＣＧＬＭ）分为低（Ｌ）、中（Ｍ）、高（Ｈ）剂量组，剂量分别为
１． ２，２． ４，４． ８ ｇ（颗粒）／ ｋｇ（体质量）。蒸馏水配制不同浓
度药物混悬液，相当于每１０ ｍＬ含药材颗粒１． ２，２． ４，
４． ８ ｇ。大鼠灌胃体积为每１００ ｇ体质量１ ｍＬ。空白对
照组给予等量蒸馏水连续灌胃７ ｄ，末次灌胃后１ ｈ，
腹主动脉取血，分离血清，５６ ℃，３０ ｍｉｎ热灭活处理，
０． ２２ μｍ滤膜滤过、分装，－ ２０ ℃冰箱冻存。
１． ２． ２ 人乳腺癌ＭＣＦ － ７细胞株细胞培养

人乳腺癌ＭＣＦ － ７细胞株培养于含１０％胎牛血清
的ＤＭＥＭ培养基中，置ＣＯ２培养箱内，恒温３７ ℃，５％
ＣＯ２。进行细胞传代时，先弃去培养液，随后用ＰＢＳ液
洗２次，然后加入适量０． ２５％胰蛋白酶对细胞进行
消化，补加适量培养基，制备单细胞悬液，细胞计数后，
配制成密度为５ × １０４个／ ｍＬ的细胞悬液，传代培养或
铺板用于试验。
１． ２． ３ 人乳腺癌ＭＣＦ － ７细胞增殖抑制试验牗ＭＴＴ法牘

９６孔细胞培养板中，每孔加入１００ μＬ细胞培养悬
液（每孔５ × １０３个细胞），将细胞培养板置３７ ℃及５％
ＣＯ２培养箱中培养２４ ｈ。弃去培养基，ＰＢＳ液清洗２次，
每孔加入２００ μＬ相应含药培养基，其中空白对照组含
有１０％空白大鼠血清，给药组分别含有柴桂龙牡汤低、
中、高剂量１０％含药血清。试验时用含１０％空白大鼠血
清ＤＭＥＭ培养基稀释至所需要的浓度。加药后再将９６孔
细胞培养板置３７ ℃及５％ ＣＯ２培养箱中继续培养４８ ｈ。
按说明书方法进行ＭＴＴ染色，λ ＝ ５７０ ｎｍ，测定光密度
牗 ＯＤ 牘值，计算各给药组抑制率。
试验组抑制率（％）＝（空白对照组ＯＤ值－给药组

ＯＤ值）／空白对照组ＯＤ值× １００％
１． ２． ４ ＥＲα ｍＲＮＡ表达检测牗 ｑＰＣＲ法牘

取对数生长期人乳腺癌ＭＣＦ － ７细胞株细胞，经消
化、计数，配制成密度为５ × １０４个／ ｍＬ的细胞悬液，接
种于６孔细胞培养板中，２４ ｈ后更换含药培养基，将细
胞培养板置３７ ℃及５％ ＣＯ２培养箱中培养２４ ｈ，吸弃
培养基Ｔｒｉｚｏｌ裂解细胞，提取总ＲＮＡ，采用ＰＣＲ法反转
录合成ｃＤＮＡ。取ｃＤＮＡ进行实时荧光定量ＰＣＲ检
测。反应体系总体积５０ μＬ，ＥＲα及ＧＡＰＤＨ上下游引

·研究·
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图２ ｑＰＣＲ法检测各组ＥＲα ｍＲＮＡ表达

图１ 柴桂龙牡汤含药血清对ＭＣＦ － ７细胞的抑制作用

ｃｏｎｔｒｏｌ Ｌ Ｍ Ｎ

ＮＭＬ

ＥＲα

β － ａｃｔｉｎ

６６ ｋＤａ

４３ ｋＤａ

图３ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ方法检测各组ＥＲα蛋白表达

ｃｏｎｔｒｏｌ

ＣＧＬＭ

物各１ μＬ、ｃＤＮＡ模板２ μＬ。
ＥＲα 引物：上游引物５′ － ＧＣＣＣＡＧＣＴＣＣＴＣＣＴ

ＣＡＴＣＣＴＣＴ － ３′；下游引物５′ － ＧＣＴＣＴＣＡＧＡＣＴＧＴＧ
ＧＣＡＧＧＧＡＡＡＣ － ３′，扩增片段２８１ ｂｐ。ＧＡＰＤＨ引物：上
游引物５′ － ＡＡＧＴＧＧＴＣＧＴＴＧＡＧＧＧＣＡＡＴＧ － ３′，下游引
物５′ － ＣＴＧＧＧＣＴＡＣＡＣＴＧＡＧＣＡＣＣ － ３′。

扩增条件：９５ ℃预变性１０ ｍｉｎ后，９ ℃ １５ ｓ，６０ ℃
１ ｍｉｎ，４０个循环，最后采用荧光定量ＰＣＲ仪自带程序
进行溶解曲线分析，采用２ － ΔΔ Ｃｔ法进行目的基因的相
对定量。
１． ２． ５ ＥＲα蛋白表达检测牗Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ法牘

对数生长期细胞经胰酶消化后接种于１０ ｃｍ平皿
中，细胞数为１ × １０６个／平皿，培养２４ ｈ，按对照组和试
验用药组更换含药培养基，继续孵育４８ ｈ，吸出培养基，
冷ＰＢＳ液洗２次，用冰冻裂解液溶解细胞，将内容物移入
离心管，４ ℃，１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心１５ ｍｉｎ，上清液置－ ２０℃
保存备用。ＢＣＡ法测定蛋白质浓度。

样品进行ＳＤＳ － ＰＡＧＥ后，电转移至ＰＶＤＦ膜，用含
５％脱脂奶粉的ＰＢＳＴ（含０． ５％ Ｔｗｅｅｎ － ２０的ＰＢＳ溶
液）室温封闭１ ｈ，弃溶液，加入含５％脱脂奶粉的ＰＢＳＴ
稀释的一抗（一抗∶ ＥＲ ＝ １ ∶ １ ０００ 牘，室温孵育２ ｈ，ＰＢＳＴ
洗膜３次，加入含５％脱脂奶粉的ＰＢＳＴ稀释的辣根过
氧化酶偶联的二抗，室温孵育１ ｈ，ＰＢＳＴ洗膜３次，加入
ＥＣＬ显色液，使用Ｂｉｏ － Ｒａｄ凝胶成像分析系统扫描拍
照，并测定目的条带的密度值。将上述膜用膜再生液室
温洗脱２０ ｍｉｎ，加入β － ａｃｔｉｎ（作为内参）抗体（１ ∶ ５ ０００
稀释）反应并检测。计算目的蛋白条带密度／ β － ａｃｔｉｎ条
带密度的相对值，以测定蛋白表达水平。
１． ２． ６ 统计学处理

采用ＳＰＳＳ １８． ０统计学软件分析。计量资料以均数±
标准差（Ｘ ± ｓ）表示，组间比较采用单因素方差分析。
Ｐ ＜ ０． ０５为差异有统计学意义。
２ 结果

结果见图１至图３。由图１可见，对照组抑制率为
（９９． ９９ ± ９． ７７）％，低剂量组为（９３． ４４ ± １４． １４）％，与对
照组比较，无显著性差异（Ｐ ＝ ０． １５９ ＞ ０． ０５）；中剂量组
为（８４． ８７ ± ２０． ３０）％，与对照组比较，有显著性差异
（Ｐ ＝ ０． ００４ ＜ ０． ０１）；高剂量组为（８０． ００ ± １６． ９３）％，与
对照组比较，有显著性差异（Ｐ ＜ ０． ０１）。由图２可见，对
照组中ＥＲα ｍＲＮＡ表达为１． ００ ± ０． １１，低剂量组为
１． ０９ ± ０． ７１，与对照组比较，差异无统计学意义（Ｐ ＝
０． ３６ ＞ ０． ０５）；中剂量组为１． ２１ ± ０． １１，与对照组比较，
差异无统计学意义（Ｐ ＝ ０． ３８ ＞ ０． ０５）；高剂量组为
１． ３６ ± ０． １９，与对照组比较，差异有统计学意义（Ｐ ＝
０． ００２ ＜ ０． ０１）。由图３可见，对照组ＥＲα蛋白表达为

１． ００ ± ０． ００，低剂量组为１． ０５ ± ０． ６４，与对照组比较，
差异无统计学意义（Ｐ ＝ ０． ６０ ＞ ０． ０５）；中剂量组为
１． ３９ ± ０． ５９，与对照组比较，差异有统计学意义（Ｐ ＜
０． ０１）；高剂量组为１． ４４ ± ０． ８０，与对照组比较，差异有
统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０１）。

３ 讨论
乳腺癌的内分泌治疗多从雌激素受体入手，最主要

的作用点即是ＥＲ拮抗剂，以他莫昔芬为例，其抗肿瘤
转移复发作用主要是通过ＥＲα介导，可稳定ＥＲα，使
ＥＲα蛋白积聚，上调其表达犤 ５ － ７ 犦。ＥＲα表达的程度是预
测三苯氧胺良好应答的指标，ＥＲα的表达缺失已被假
设为他莫昔芬耐药的主要因素。据报道，ＥＲα的重新表
达可以逆转ＭＣＦ － ７细胞对他莫昔芬的耐药犤 ８ 犦。

乳腺癌内分泌治疗的不良反应，中医并无相应病
名，根据临床症状，属“郁证”“汗证”“百合病”“不寐”“脏
躁”“绝经前后诸证”等范畴。中医认为，乳腺癌的内分泌
治疗引起肾－天癸－冲任－子宫轴的平衡失调，导致
肝、脾、肾三脏失和，冲任二脉也随之衰少而引发诸症。

·研究·
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因本病病因复杂，症状繁多，隶属中医相关病名较多，临
床多以辨证论治为主，各医家临证各有不同，学术理念
各有侧重，综合多篇报道，多从补益肝肾犤 ９ － １１ 犦，健脾
化湿犤 １２ － １３ 犦为法立方，均获得一定临床疗效，但对其作用
机制研究甚少。

自拟柴桂龙牡汤组方为柴胡、桂枝、芍药、清半夏、
黄芩、生龙骨、生牡蛎等，全方以太阳少阳同治、调肝和
胃为法，奏燮理阴阳、营卫同调为主。本中药复方主要用
药均有抗肿瘤作用，柴胡犤 １４ 犦 １ ｈ和２ ｈ的含药血清对乳
腺癌细胞ＭＣＦ － ７生长均有明显的抑制作用，尤以１ ｈ
的含药血清抑制最明显；桂枝犤 １５ 犦比其主要成分肉桂酸
抗肿瘤效果更强，其６０％乙醇提取物能显著抑制乳
腺癌ＭＣＦ － ７细胞生长，表明桂枝有其他成分同时起抗
肿瘤作用。Ｙａｎｇ等犤 １６ 犦采用ＭＴＴ法筛选出郁金有较强的
逆转人乳腺癌ＭＣＦ － ７细胞株的多药耐药性的能力。有
研究发现，赤芍总苷可通过影响细胞凋亡周期的基因、
阻滞细胞增殖周期等诱导肿瘤细胞凋亡，从而起到抗肿
瘤作用犤 １７ 犦。

本研究中最初从本复方安全性出发，仅观察对乳腺
癌生长密切相关的ＥＲ等指标，并未涉及与内分泌治疗
联合使用的疗效，也未设计绝经后的大鼠模型，未观
察对绝经后乳腺癌细胞增殖的影响，以及与芳香化酶
抑制剂（ＡＩ）的联合作用。现阶段发现，柴桂龙牡汤有
与他莫昔芬类似的抗肿瘤机制，提示其与内分泌治疗
药物联用或能更好地控制肿瘤转移复发，尤其能为
ＥＲ拮抗剂提供作用靶点，延长其使用时间，或可能逆
转内分泌耐药。另外，本研究中也从体外细胞实验层
面为临床使用本方提供了安全性评价依据，其对ＥＲα
的作用也为下阶段进一步研究本方作用靶点，联合内
分泌用药的协同性及进一步在临床扩大使用提供了
科学依据。
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