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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨狼毒大戟配伍大枣水煎液(decoction
 

of
 

Euphorbia
 

fischeriana
 

Steud.
 

and
 

jujuba,DEFSJ)体
外抑制乳腺癌 MCF-7 细胞增殖并诱导其凋亡的可能分子机制。 方法　 通过血清药理学方法制备 DEFSJ 载药血清

(containing
 

serum,CS);光镜及电镜下观察细胞形态学变化;DEFSJ-CS 联合 LY294002( PI3k 信号通路抑制剂)作用

后,采用 CCK-8 法检测细胞增殖抑制情况,流式细胞仪结合 Annexin
 

V-FITC / PI 染色检测细胞凋亡情况,流式细胞

仪结合免疫染色检测 PI3k / Akt 转导途径及 Bcl-2 家族相关蛋白的表达变化。 结果　 光镜及电镜下可见细胞形态

学变化及典型的细胞凋亡形态学特征;与阴性对照组比较,DEFSJ-CS 对 MCF-7 细胞的增殖有明显的抑制作用,联
合 LY294002 后抑制作用更加显著(P

 

<
 

0. 01);Annexin
 

V-FITC / PI 染色结果显示,与阴性对照组比较,随着 DEFSJ-
CS 含量的增加,细胞凋亡率明显增加,联合 LY294002 后凋亡作用更加显著(P

 

<
 

0. 05,P
 

<
 

0. 01);免疫染色检测结

果显示,PI3k、p-Akt、p-FoxO3a、Bcl-2 蛋白表达下调,Bax、Bim 蛋白表达上调(P
 

<
 

0. 05,P
 

<
 

0. 01),联合 LY294002
后 p-Akt、p-FoxO3a 蛋白表达下调更加显著。 结论　 PI3k / Akt 转导途径参与了 DEFSJ-CS 抑制 MCF-7 细胞的增殖

并诱导其凋亡作用的调控。
【关键词】 　 狼毒大戟配伍大枣水煎液;载药血清;MCF-7 细胞;凋亡;PI3k / Akt 途径
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

explore
 

the
 

proliferation-inhibition
 

and
 

inducement
 

of
 

apoptosis
 

efficacy
 

of
 

decoction
 

of
 

Euphorbia
 

fischeriana
 

Steud.
 

and
 

jujuba
 

(DEFSJ)
 

on
 

the
 

human
 

breast
 

cancer
 

cell
 

line
 

MCF-7
 

and
 

reveal
 

the
 

underlying
 



molecular
 

mechanisms.
 

Methods　 DEFSJ-containing
 

serum
 

(CS)
 

was
 

prepared
 

via
 

a
 

serum
 

pharmacology
 

method
 

.
 

Cell
 

morphology
 

was
 

observed
 

by
 

optical
 

microscope
 

and
 

transmission
 

electron
 

microscope
 

( TEM).
 

After
 

MCF-7
 

cells
 

were
 

treated
 

with
 

DEFSJ-CS
 

and
 

LY294002
 

( PI3k
 

signaling
 

pathway
 

inhibitor ),
 

the
 

CCK-8
 

method
  

was
 

used
 

to
 

detect
 

proliferation,
 

the
 

apoptosis
 

rate
 

was
 

detected
 

with
 

a
 

flow
 

cytometer,
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

PI3k / Akt
 

signaling
 

pathway
 

and
 

Bcl-2
 

family-related
 

proteins
 

were
 

detected
 

by
 

immunostaining.
 

Results 　 Morphological
 

changes
 

and
 

typical
 

features
 

of
 

apoptosis
 

were
 

observed
 

by
 

optical
 

microscope
 

and
 

TEM.
 

DEFSJ-CS
 

had
 

a
 

significant
 

inhibitory
 

effect
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

MCF-7
 

cells
 

(P
 

<
 

0. 01),
 

and
 

the
 

inhibitory
 

effect
 

was
 

more
 

significant
 

when
 

combined
 

with
 

LY294002
 

(P
 

<
 

0. 05,P
 

<
 

0. 01).
 

Annexin
 

V-FITC / PI
 

staining
 

result
  

showed
 

that,
 

compared
 

with
 

the
 

negative
 

control
 

group,
 

the
 

apoptosis
 

rate
 

significantly
 

increased
 

with
 

the
 

increase
 

of
 

DEFSJ-CS,
 

and
 

the
 

apoptosis
 

rate
 

was
 

more
 

significant
 

when
 

combined
 

with
 

LY294002.
 

Immunostaining
 

result
  

showed
 

that
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

PI3k,
 

p-Akt,
 

p-FoxO3a,
 

and
 

Bcl-2
 

were
 

down-regulated
 

and
 

the
 

levels
 

of
 

Bax
 

and
 

Bim
 

were
 

up-regulated
 

(P
 

<
 

0. 05,
 

P
 

<
 

0. 01),
 

and
 

p-Akt
 

and
 

p-FoxO3a
 

were
 

down-regulated
 

more
 

significantly
 

after
 

combined
 

treatment
 

with
 

LY294002.
 

Conclusions 　 The
 

PI3k / Akt
 

signaling
 

pathway
 

is
 

involved
 

in
 

the
 

effect
 

of
 

DEFSJ-CS
 

on
 

proliferation
 

inhibition
 

and
 

inducing
 

apoptosis
 

in
 

MCF-7
 

cells.
【Keywords】　 DEFSJ;

 

containing
 

serum;
 

MCF-7
 

cells;
 

apoptosis;
 

PI3k / Akt
 

pathway
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　 　 2020 年国际癌症研究机构公开显示的全世界

癌症负担数据:乳腺癌在全世界以 226 万例的新发

病例,超过了肺癌的 220 万例,乳腺癌取代肺癌,成
为全球第一大癌[1] 。 世界卫生组织也报道,中国女

性乳腺癌发病人口以 17. 6%及致死人口以 15. 6%
的比例均占全球首位[2] 。 近年来,中国地区女性的

乳腺癌发病及致死率还在呈上升趋势[3] 。 对于乳

腺癌的治疗,临床上目前仍主要以手术切除为主,
但术后易复发转移,预后较差;其他治疗手段如放

疗、化疗、靶向治疗和内分泌治疗等,虽有一定疗

效,但长期使用毒副作用较大,费用较高,对患者造

成了一定的经济、心理负担[4-5] 。 因此,对乳腺癌新

的治疗方案的制定和高效、低毒的治疗药物的研究

与开发仍然是急需解决的问题。 中医在肿瘤的预

防和治疗上扮演着不可替代的角色,中药是中医的

一个重要组成部分,已经有千年的应用历史。 近年

来,中医药治疗乳腺癌取得了显著的成效,在改善

患者的生存质量、延长生存期、控制病情发展等方

面发挥了显著作用[6] 。 同时,中药植株内获得的单

体成分可以靶向一条或多个途径的多个分子,和癌

症化疗使用的单分子作为靶点的药比较,可在更好

治疗效果基础上实现更少的毒副效应[7] 。
狼毒大戟最早记载于《神农本草经》,作为大戟

科的多年生草本植物,根入药,是传统的中药材;药
材资源丰富,应用历史悠久,药理活性多样,民间主

要用于癌症治疗、抗炎、驱虫等[8] 。 中药大戟类植

株普遍有苦寒的药性,有清除机体水邪的功效,是
祛水的典型中药材,有一定毒副作用,因而实际应

用中大戟科药材常与枣类联合来减弱其迅猛的药

性作用;同时参照仲景的名方“十枣汤” 的成方原

理,将狼毒大戟与大枣配伍使用[8-9] 。 另外,在研究

前期已证实,狼毒大戟中有效活性成分以萜类化合

物为主,且目前发现的活性成分:岩大戟内酯 A、岩
大戟内酯 B、17 羟基岩大戟内酯 B 等均有诱导乳腺

肿瘤细胞凋亡的作用[10] 。 为进一步从整体角度揭

示其诱导细胞凋亡的作用及信号转导机制,使未来

人们有可能对其信号通路进行人为的干预,从而为

疾病治疗提供新的思路和手段。 研究拟在此基础

上进一步从细胞水平上探究其抗乳腺肿瘤效应及

机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 实验动物
 

　 　 SPF 级 SD 大鼠,雄性,体重(300±30)g,购于哈

尔滨医科大学实验动物中心[SCXK(黑)2019-001]
的喂养在齐齐哈尔医学院实验动物实验室[ SYXK
(黑)2021-001],按无特定病原体级动物饲养规范

饲养,饲养室环境:温度(22±2)℃ ,相对湿度 60%,
12

 

h 光暗周期,本实验获齐齐哈尔医学院实验动物

伦理委员会审批( QMU-AECC-2021-138),并依据实

验动物 3R 原则进行人道主义关怀。
1. 1. 2　 细胞

　 　 MCF-7 细胞株,来源自中国科学院细胞库,在
课题组中心实验室液氮罐中留样备用。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 MEM 培 养 基 ( 美 国 Hyclone 公 司, 批 号:
AC10232463);CCK-8 试剂盒(中国 Biosharp 公司,
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J
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批号:DCM670718100);抗体(PI3k 批号:GR177867-
5、 荧光标记的抗兔二抗批号: GR267728-13、 p-
FoxO3a253 批号:GR324092-2、Bim 批号: GR255387-
5、 Bax 批 号: GR287934-5、 Isotype

 

control 批 号:
GR262233-12、 荧 光 标 记 的 抗 鼠 二 抗 批 号:
GR247029-14)购自美国 Abcam 生物公司;p-Akt473、
Bcl-2、LY2940042 为美国 cell

 

signaling
 

technology 生

物公司,产品批号分别为:#16、#07、#15;细胞凋亡试

剂盒(BD 公司,批号:
 

0076884);4%多聚甲醛试剂

(产品号:P0097)、细胞通透试剂(产品号:P0098)
均购自中国碧云天公司;胎牛血清(美国 Clark 公

司,批号:JC65936);紫杉醇:阳性药(新乡双鹭药业

股份有限公司,产品批号:20170301)。
3111 型 细 胞 培 养 箱 ( 美 国 Thermo

 

fisher
 

scientific 公司);VS-1300L-U 型超净台(中国苏净安

泰仪器厂);Spark 型全波长酶标检测器(奥地利帝

肯公司); IX51 型显微镜 ( 日本奥林帕斯公司);
HT7700 型电镜(日本日立公司);FACSCalibur 型流

式细胞仪(美国 Becton
 

Dickinson 公司),R-300 型旋

转蒸发(瑞士步琪公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 实验药物制备

　 　 中药狼毒大戟植株由课题组成员采摘自黑龙

江省大庆市杜尔伯特县,药材植株由课题组成员郭

丽娜教授认定,将其根加工成饮片,留存使用;大枣

来源于齐齐哈尔市药材市场(药用枣的产品批号为

20160109-1,产地来自陕西)。 狼毒大戟配伍大枣水

煎液(DEFSJ)制备:取新鲜狼毒根切片与药用枣依

据 1 ∶ 1 的重量配比使用(狼毒根切片 1000
 

g,药用

枣 1000
 

g,加灭菌水 5
 

L 搅拌均匀后再加水 5
 

L),浸
泡至少 0. 5

 

h,加热煮沸 1 次冷却后重复煮沸 1 次,
每次加热煮沸持续至少 120

 

min,滤掉残渣后,旋转

蒸发仪上 70℃条件浓缩到 2
 

000
 

mL,留存使用。
1. 3. 2　 载药血清制备

　 　 SD 大鼠 20 只,适应性喂养 3
 

d 后,进行实验。
大鼠随机分成 4 组(阴性组、DEFSJ 高、中、低剂量

组),每组 5 只;阴性组给予生理盐水每只 4
 

mL,
DEFSJ 高、中、低剂量组分别灌胃给予 10. 0、5. 0、
2. 5

 

g / kg 的汤剂,每天早、晚分别给药一次,共给药

3
 

d,最后一次灌药 60
 

min 后,无菌全麻情况下,找到

腹主动脉取血,离心获得载药血清,合并同组血清

于-80℃下冷冻,留存使用;载药血清在 56℃条件下

灭活 0. 5
 

h;再过滤除菌后使用。

1. 3. 3　 细胞培养

　 　 MCF-7 细胞复苏后, MEM 的完全培养基 (含

10%
 

FBS,1%青 / 链霉素混合液) 常规培养,2 ~ 3
 

d
传代一次。 实验剩余细胞液氮中冻存备用。
1. 3. 4　 实验分组

　 　 本实验分组如下:空白对照组:10%胎牛血清+
90%

 

MEM 培养基;阴性对照组:10%阴性组载药血

清+ 90%
 

MEM 培养基;DEFSJ-CS 低、中、高剂量组

分别为:10%
 

DEFSJ 低剂量组载药血清+90%
 

MEM
培养基、10%

 

DEFSJ 中剂量组载药血清+90%
 

MEM
培养基、10%

 

DEFSJ 高剂量组载药血清+90%
 

MEM
培养基;阳性(紫杉醇)对照组:8

 

mg / L 阳性药+10%
阴性组载药血清+90%

 

MEM 培养基;阴性对照组+
LY294002、DEFSJ-CS 低剂量组+ LY294002、DEFSJ-
CS 中剂量组 + LY294002、 DEFSJ-CS 高剂量组 +
LY294002:40

 

μm / L 的 LY294002 联合对应的载药

血清。
1. 3. 5　 光镜下检测细胞形态学变化情况

　 　 MCF-7 细胞生长旺盛至对数生长期时,用完全

培养基调整细胞浓度 1. 0×105 / mL,在 6 孔实验细胞

板每孔加终体积为 2. 0
 

mL 的完全培养基,待细胞贴

壁稳定后进行实验。 实验分 6 组,空白对照组、阴性

对照组、DEFSJ-CS 低剂量组、DEFSJ-CS 中剂量组、
DEFSJ-CS 高剂量组、阳性对照组;各剂量组作用 48

 

h 后取出细胞培养板终止作用,光镜下初步观察各

组细胞的形态学变化并拍照。
1. 3. 6　 电镜检测细胞凋亡情况

　 　 取生长状态良好的 MCF-7 细胞,均匀的铺在 6
孔板中。 实验分为:阴性对照组、DEFSJ-CS 低剂量

组、DEFSJ-CS 中剂量组、DEFSJ-CS 高剂量组、阳性

对照组;每个细胞培养孔移取 2. 0
 

mL 含载药血清培

养基后,放入孵育箱中 48
 

h 后停止反应。 收集并调

整各组细胞浓度 2. 0×106 / mL,缓慢加入 2. 5%的戊

二醛;4℃冰箱过夜固定后,2%四氧化锇固定 2
 

h,乙
醇系列脱水,环氧树脂浸透、包埋,最后在 Epon812
中 37℃ 过夜,68℃ ,48

 

h。 超薄切片机切片,醋酸双

氧铀和柠檬铅双染,电镜下观察并拍照。
1. 3. 7　 CCK-8 法评估细胞增殖情况

　 　 MCF-7 细胞生长旺盛至对数生长期时,计数细

胞 2×104 / mL,按每孔 100
 

μL 接种于 96 孔细胞培养

板中,放入 37℃ 、5%
 

CO2 的细胞培养箱中孵育至细

胞均匀生长后执行后续操作。 先将实验分 10 组依
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次是:空白对照组、阴性对照组、DEFSJ-CS 低剂量

组、DEFSJ-CS 中剂量组、DEFSJ-CS 高剂量组、阳性

对照组、阴性对照组+LY294002、DEFSJ-CS 低剂量

组 + LY294002、 DEFSJ-CS 中 剂 量 组 + LY294002、
DEFSJ-CS 高剂量组+ LY294002;其中含 LY294002
各组,需在每个时间段实验结束前 1

 

h 加入;各组平

行设置 6 个孔,达各时间(24,48,72
 

h)点后,每孔加

10
 

μL 的 CCK-8 反应 4
 

h 后,全波长酶标测定仪检

测各实验孔在 450
 

nm 处的光密度 OD 值,按公式评

估细胞生长抑制率(%) = (1-OD 实验组 / OD 空白

组) ×100%。
1. 3. 8　 Annexin

 

V-FITC / PI 染色法检测细胞凋亡

　 　 取对数生长期细胞,以 1. 0×105 / mL 的数量,按
每皿 4. 0

 

mL 的完全培养基加入到 60
 

mm 培养皿

中。 收集载药血清作用 48
 

h 后的各组细胞;其中含

LY294002 组,需在实验结束前 1
 

h 加入;按照试剂

盒说明书,加样枪抽取 Annexin
 

V-FITC 染色剂及 PI
染色剂,无光条件下静置 0. 3

 

h 后,通过流式细胞分

析仪评估每个实验组的细胞凋亡比例。

图 1　 光学显微镜下观察 DEFSJ-CS 作用的 MCF-7 细胞形态学变化影响

Figure
 

1　 Effect
 

of
 

DEFSJ-CS
 

on
 

morphological
 

changes
 

in
 

MCF-7
 

cells
 

under
 

optical
 

microscope

1. 3. 9　 免疫染色法分析相关蛋白表达情况

　 　 MCF-7 细胞生长旺盛至对数生长期时,计数细

胞 2. 0×106 / mL,按照每皿 8. 0
 

mL 的量设置细胞培

养大皿,待细胞贴壁稳定后,随机分为:阴性对照

组、 DEFSJ-CS 低 剂 量 组、 DEFSJ-CS 中 剂 量 组、
DEFSJ-CS 高剂量组、阳性对照组;吸取对应的载药

血清放进对应的培养皿中,药物持续作用 2
 

d 后,取
出培养皿弃掉载药培养基;收集细胞于流式管中,
保证每个流式管至少含有 1. 0×106 个细胞,上机前

经固定液固定,通透液通透后;加入待测一抗:Bax、
Bcl-2、Bim、p-FoxO3a、p-Akt、PI3k;室温孵育 1

 

h,对
应加入荧光二抗室温避光孵育 30

 

min;另外在 p-
Akt、p-FoxO3a 蛋白检测时增加 4 组 PI3k 特异性抑

制剂(LY294002)作用的细胞,预先准备用于调试机

器、划定仪器“门”位置的对照管,以及同型对照管

(isotype)后上机检测。 利用仪器分析软件,以 Y 轴

细胞数对 X 轴荧光强度( fluorescence
 

intensity,FI)
建立单参数直方图。 目的蛋白相对表达量以相对

荧光强度( relative
 

fluorescence
 

intensity, RFI) 值表

示,即 RFI =目的蛋白的 FI 值-同型对照的 FI 值。
1. 4　 统计学方法

　 　 应用 SPSS
 

17. 0 软件处理,统计数据用平均数±
标准差( 􀭰x±s)表示,依照方差齐性分析检验结果,组间

比较应用 Dunnet
 

t 方法,多组间比较采用单因素方差

分析,P
 

<
 

0. 05 或 P
 

<
 

0. 01 代表差异有统计学的

意义。

2　 结果

2. 1　 DEFSJ-CS 对细胞形态学变化影响

　 　 如图 1 所示:空白对照组、阴性对照组细胞镜下

可见:胞浆丰富,细胞核较大,细胞生长密集,状态

良好;DEFSJ-CS 低剂量组中细胞少量出现皱缩,形
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变不明显;DEFSJ-CS 中剂量组:部分细胞产生形变,
透光度增加,贴壁能力下降;DEFSJ-CS 高剂量组:细
胞数量明显减少,可以观察到凋亡细胞出现,阳性

对照组细胞碎片增多,细胞数量也明显减少,细胞

形变也较明显。
2. 2　 DEFSJ-CS 对细胞超微结构的影响

　 　 阴性对照组(如图 2A、2B) MCF-7 细胞镜下可

见:细胞核异型性明显,核浆比大,细胞器丰富,细
胞表面可见微绒毛,双层核膜明显,游离核蛋白体

丰富;图 2C、2D、2E、2F 为载药血清作用 48
 

h,细胞

器大量空泡变,胞质内出现大量脂质堆积,核内异

染色质边集,核固缩,核周隙增宽,内质网扩张,线
粒体空泡化,呈早期细胞凋亡的形态学特征。 图

2G、2H 为含阳性药紫杉醇的阳性对照组细胞:细胞

核异染色质聚集成“半月形”,细胞器广泛空泡变

性。 这些形态变化与文献报道的电镜下细胞的凋

亡特征基本相同。

注:A、B:阴性对照组;C、D、E、F:DEFSJ-CS 组;G、H:阳性对照组。

图 2　 电镜下观察 DEFSJ-CS 作用的 MCF-7 细胞超微结构变化

Note. A / B,
 

Negative
 

control
 

group.
 

C / D / E / F,
 

DEFSJ-CS
 

group.
 

G / H,
 

Positive
 

control
 

group.

Figure
 

2　 Effect
 

of
 

DEFSJ-CS
 

on
 

ultrastructural
 

changes
 

in
 

MCF-7
 

cells
 

observed
 

under
 

TEM

2. 3　 DEFSJ-CS 对细胞增殖的影响

　 　 由表 1 可知,每个时间段(24、48、72
 

h)中,与阴

性对照组比较,各组( DEFSJ-CS 低剂量组、DEFSJ-
CS 中剂量组、DEFSJ-CS 高剂量组、阳性对照组、阴
性 对 照 组 + LY294002、 DEFSJ-CS 低 剂 量 组 +
LY294002、DEFSJ-CS 中剂量组+ LY294002、DEFSJ-
CS 高剂量组+LY294002) 作用细胞后,OD 值均下

降,差异有统计学意义(P
 

<
 

0. 01),空白对照与阴性

对照组比较差异没有统计学意义(P
 

>
 

0. 05)。 而载

药血 清 与 LY294002 联 合 组, 与 阴 性 对 照 组 +
LY294002 比较,差异有统计学意义(P

 

<
 

0. 01)。

2. 4　 DEFSJ-CS 对细胞凋亡率影响

　 　 细胞凋亡率通过 Annexin
 

V-FITC / PI 染色结合

流式细胞仪定量检测,结果如图 3 所示,DEFSJ-CS
及联合 LY294002 可诱导 MCF-7 细胞凋亡,与阴性

对照组比较, 差异有统计学意义 ( P
 

<
 

0. 05 ),
LY294002 剂量不变的情况下,DEFSJ-CS 中剂量组+
LY294002 与阴性对照组+LY294002 比较,差异有统

计学意义(P
 

<
 

0. 05);DEFSJ-CS 联合 LY294002 诱

导细胞凋亡的作用效果比单独 DEFSJ-CS 组作用效

果更佳。
2. 5　 DEFSJ-CS 对细胞 PI3k / Akt 通路及 Bcl-2 家
族相关蛋白表达

　 　 DEFSJ-CS 低剂量组、 DEFSJ-CS 中剂量组、
DEFSJ-CS 高剂量组、 阳性对照组 MCF-7 细胞中

PI3k / Akt 通路的 PI3k、p-Akt、p-FoxO3a 蛋白相对荧

光强度(relative
 

fluorescence
 

intensity,RFI)值与阴性

对照组比较逐渐减小,差异有统计学意义 ( P
 

<
 

0. 05,P
 

<
 

0. 01),如图 4 所示。 同时,Bcl-2 家族中

Bcl-2 蛋白 RFI 值与阴性对照组比较逐渐减小,如图

5A 所示;Bim、Bax 蛋白 RFI 值与阴性对照组比较逐

渐增大,如图 5B、5C 所示;差异均有统计学意义(P
 

<
 

0. 05,P
 

<
 

0. 01)。 而与 LY294002 联合作用的各

组细胞,抑制剂加入前后对 MCF-7 细胞的 p-Akt、p-
FoxO3a 蛋白的 FI 值影响的检测结果,如图 6 所示,
加入抑制剂后的各组 ( 阴性对照组 + LY294002、
DEFSJ-CS 中剂量组 + LY294002 ) 细 胞 p-Akt、 p-
FoxO3a 蛋白的 FI 值比单独阴性对照组或单独

DEFSJ-CS 中剂量组的 FI 值均有所降低。
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表 1　 DEFSJ-CS 联合 LY294002 对 MCF-7 细胞增殖的影响( 􀭰x±s,n= 6)
Table

 

1　 Effect
 

of
 

DEFSJ-CS
 

in
 

combination
 

with
 

LY294002
 

on
 

the
 

proliferation
 

in
 

MCF-7
 

cells

组别
Groups

24
 

h 48
 

h 72
 

h

OD 抑制率(%)
Inhibition

 

ratio OD 抑制率(%)
Inhibition

 

ratio OD 抑制率(%)
Inhibition

 

ratio

空白对照组
Blank

 

control
 

group 1. 324±0. 026 / 1. 671±0. 033 / 2. 116±0. 048 /

阴性对照组
Negative

 

control
 

group 1. 301±0. 060 / 1. 640±0. 045 / 2. 172±0. 052 /

DEFSJ-CS 低剂量组
DEFSJ-CS

 

low
 

dose
 

group 1. 250±0. 052 3. 92 1. 501±0. 056∗∗ 8. 48 1. 644±0. 064∗∗ 24. 32

DEFSJ-CS 中剂量组
DEFSJ-CS

 

medium
 

dose
 

group 1. 160±0. 061∗∗ 10. 84 1. 402±0. 062∗∗ 14. 51 1. 210±0. 053∗∗ 44. 30

DEFSJ-CS 高剂量组
DEFSJ-CS

 

high
 

dose
 

group 1. 020±0. 056∗∗ 21. 60 1. 220±0. 057∗∗ 25. 61 0. 898±0. 059∗∗ 58. 66

阳性对照组
Positive

 

control
 

group 0. 861±0. 037∗∗ 33. 52 1. 014±0. 032∗∗ 38. 17 0. 498±0. 051∗∗ 77. 06

阴性对照组+LY294002
Negative

 

control
 

group+LY294002 1. 152±0. 042∗∗ 11. 45 1. 430±0. 050∗∗ 12. 80 1. 954±0. 045∗∗ 10. 03

DEFSJ-CS 低剂量组+LY294002
DEFSJ-CS

 

low
 

dose
 

group+LY294002 1. 066±0. 035∗∗# 18. 06 1. 289±0. 042∗∗# 19. 94 1. 531±0. 060∗∗# 29. 50

DEFSJ-CS 中剂量组+LY294002
DEFSJ-CS

 

medium
 

dose
 

group+LY294002 0. 95±0. 036∗∗# 26. 98 1. 123±0. 040∗∗# 30. 25 1. 010±0. 056∗∗# 53. 51

DEFSJ-CS 高剂量组+LY294002
DEFSJ-CS

 

high
 

dose
 

group+LY294002 0. 821±0. 031∗∗# 36. 89 0. 981±0. 038∗∗# 39. 07 0. 733±0. 059∗∗# 66. 26

注:与阴性对照组比较,
 ∗∗P

 

<
 

0. 01;与阴性对照组+LY294002 比较,
 #P

 

<
 

0. 01。
Note.

 

Compared
 

with
 

negative
 

control
 

group,
 ∗∗P

 

<
 

0. 01.
 

Compared
 

with
 

negative
 

control
 

group+LY294002,
 #P

 

<
 

0. 01.

注:A:作用效果图,B:柱状图表示组间差异。 与阴性对照组比较,
 ∗P

 

<
 

0. 05,
 ∗∗P

 

<
 

0. 01;与阴性对照组+LY294002 比较,
 #P

 

<
 

0. 01。

图 3　 DEFSJ-CS 联合 LY294002 对 MCF-7 细胞凋亡的影响( 􀭰x±s,n= 3)
Note. A,

 

Rendering.
 

B,
 

Histogram
 

shows
 

differences
 

between
 

groups.
 

Compared
 

with
 

negative
 

control
 

group,
 ∗P

 

<
 

0. 05,
 ∗∗P

 

<
 

0. 01.
 

Compared
 

with
 

negative
 

control
 

group+LY294002,
 #P

 

<
 

0. 01.

Figure
 

3　 Effect
 

of
 

DEFSJ-CS
 

combine
 

with
 

LY294002
 

on
 

the
 

apoptosis
 

in
 

MCF-7
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注:A:PI3k;B:p-Akt;C:p-FoxO3a。 与阴性对照组比较,
 ∗P

 

<
 

0. 05,
 ∗∗P

 

<
 

0. 01。

图 4　 DEFSJ-CS 对 MCF-7 细胞中 PI3k、p-Akt 和 p-FoxO3a 蛋白表达的影响( 􀭰x±s,n= 3)
Note. A,PI3k.

 

B,p-Akt.
 

C,p-FoxO3a.
 

Compared
 

with
 

negative
 

control
 

group,
 ∗P

 

<
 

0. 05,
 ∗∗P

 

<
 

0. 01.

Figure
 

4　 Effect
 

of
 

DEFSJ-CS
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

PI3k,
 

p-Akt
 

and
 

p-FoxO3a
 

protein
 

in
 

MCF-7
 

cells
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注:A:Bcl-2;B:Bim;C:Bax。 与阴性对照组比较,
 ∗P

 

<
 

0. 05,
 ∗∗P

 

<
 

0. 01。

图 5　 DEFSJ-CS 对 MCF-7 细胞中 Bcl-2、Bim 和 Bax 蛋白表达的影响( 􀭰x±s,n= 3)
Note. A,Bcl-2.

 

B,Bim.
 

C,Bax.
 

Compared
 

with
 

negative
 

control
 

group,
 ∗P

 

<
 

0. 05,
 ∗∗P

 

<
 

0. 01.

Figure
 

5　 Effect
 

of
 

DEFSJ-CS
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

Bcl-2,
 

Bim
 

and
 

Bax
 

protein
 

in
 

MCF-7
 

cells
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注:A:p-Akt;B:p-FoxO3a。

图 6　 DEFSJ-CS 或联合抑制剂(LY294002)对 MCF-7 细胞 p-Akt、p-FoxO3a 蛋白表达的影响( 􀭰x±s,n= 3)
Note. A,

 

p-Akt.
 

B,
 

p-FoxO3a.

Figure
 

6　 Effect
 

of
 

DEFSJ-CS
 

or
 

combine
 

with
 

inhibitor
 

(LY294002)
 

on
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

p-Akt
 

and
 

p-FoxO3a
 

in
 

MCF-7
 

cells

3　 讨论

　 　 研究前期多以从狼毒大戟中分离的活性单体
来探究其抗肿瘤的活性;而对于中药特别是中药复
方的应用,水煎剂是最常用的服药形式,临床上中
药的应用更多的也是水煎剂。 但无论是单体形式
还是复方制剂,对中医药的研究与应用都起到了关
键的作用,两者相辅相成,促进、推动了中医药的现
代化。 药用植物具备作用靶点多、作用通路广、作
用效果明确和毒副反应少等优点的同时也使得其
药理作用机制的复杂[11] 。 而对于中药复方药理学
的评价不仅是中药新药研发的前提,也是中医药现
代化重要的基础[12] 。 体外获取载药血清的血清药
理学常被作为研究中药及其复方制剂药理活性的
常用试验手段[13] ;鉴于血清药理学能较真实的反映
实验药物在机体内的复杂代谢过程,以及模拟肿瘤
细胞在体内的复杂内环境,因此我们能够更好的分

析药物的抑瘤过程[14] ,也可以较好的避免体外研究
手段的短板[15] 。 将载药血清执行体外细胞实验时
可直接与细胞反应,这比直接将药物接触培养体系
更具有可拟性[16] 。 故在研究中将狼毒大戟配伍大
枣的水煎液转化成的载药血清当成实验受试物,探
究其抗乳腺癌的作用。

研究中首先通过 CCK-8 实验及 Annexin
 

V-
FITC / PI 染色实验证实了 DEFSJ-CS 能够时间剂量
依赖性的抑制乳腺癌细胞的增殖并诱导细胞凋亡,
这一点可以依靠诱导肿瘤细胞凋亡而达到,而对于
细胞凋亡的调控线粒体信号传导途径是经典的细
胞凋亡信号传导途径之一[17] 。 Bcl-2 家族的因子在
参与细胞内源性线粒体调控途径中担当着非常重
要的角色。 为验证这一点,研究通过光镜及电镜下
观察载药血清作用后细胞的形态学变化,并通过流
式细胞仪对线粒体信号传导途径相关蛋白 Bcl-2、
Bax 和 Bim 进行检测,初步证实了其载药血清可诱
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导细胞发生凋亡。 现代研究发现,更多的研究工作
者去探究细胞转导途径和癌症进程的内在联系,包
括与癌细胞凋亡关系密切的 PI3k / Akt 信号转导途
径[18-19] 。 该途径可参与其下游的多个因子的表达
变化效应,包括 Bcl-2 基因、Caspase 家族基因等,调
控癌细胞的生长、 分裂增殖和凋亡等效应[20] 。
PI3K / Akt 信号通路是调控细胞增殖和凋亡的重要
通路,有着“抗凋亡途径”之称,近年来的研究指出,
PI3K / Akt 转导途径的连续活化状态可直接与细胞
的增殖分裂、癌变等活动有关,这直接致使细胞发
生癌变[21-22] 。 也有研究指出,乳腺癌中 PI3k / Akt
信号通路的活化高达 70%[23] 。 在 CCK-8 实验及细
胞凋亡 率 检 测 实 验 中 通 过 与 PI3k 的 抑 制 剂
LY294002 共同药理性干预结果可见,LY294002 组
对比同剂量单独载药血清组产生的抑制及诱导凋
亡作用明显增强;这证明 PI3k / Akt 通路可能参与了
载药血清对细胞抑制及凋亡的调控作用,又进一步
通过流式细胞仪检测了细胞中 PI3k / Akt 通路相关
蛋白 PI3k、 p-Akt、 p-FoxO3a 的 表 达, 以 及 联 合
LY294002 加以佐证,结果发现 DEFSJ-CS 可抑制
PI3k、p-Akt、p-FoxO3a 蛋白的表达,LY294002 加入
后,对比同剂量单独载药血清组,P13K / Akt 转导途
径的相关蛋白表达均降低。

综 上 所 述, P13K / Akt 转 导 途 径 参 与 调 控
DEFSJ-CS 诱导乳腺癌细胞的凋亡,这为狼毒大戟作
为抗癌药物的进一步研发提供了基本的实验和理
论依据。 但是乳腺癌的发生机制复杂,影响因素较
多,因此对狼毒大戟抗乳腺癌机制进行更为深入和
清晰的探讨将是下一阶段的研究方向。
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