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　　［摘要］　目的　探讨消痰解郁方对乳腺癌前病变 ＭＣＦ１０ＡＴ细胞ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路的影响及机制。

方法　将ＭＣＦ１０ＡＴ细胞分为消痰解郁方组、ＰＩ３Ｋ激酶选择性抑制剂ＬＹ２９４００２组（抑制剂组）、消痰解郁方＋抑制

剂组和对照组。给予相应药物干预２４、４８ｈ后，采用ＣＣＫ８法观察各组细胞增殖及生长情况；药物干预４８ｈ后，采用流

式细胞仪检测各组细胞周期变化，用蛋白质印迹法检测各组细胞ＰＴＥＮ、ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ蛋白表达变化。结果　药物干预

２４和４８ｈ后，消痰解郁方组、抑制剂组和消痰解郁方＋抑制剂组ＭＣＦ１０ＡＴ细胞增殖受到抑制，且消痰解郁方＋抑制

剂组抑制率高于消痰解郁方组和抑制剂组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；药物干预４８ｈ后，消痰解郁方组、抑制剂组

和消痰解郁方＋抑制剂组ＭＣＦ１０ＡＴ细胞Ｇ０／Ｇ１期细胞比例增高，Ｓ期及Ｇ２／Ｍ期细胞比例下降，与对照组比较差异

有统计学意义（犘＜０．０５），其中消痰解郁方＋抑制剂组与其他各组相比差异有统计学意义（犘＜０．０５）；药物干预４８ｈ

后，消痰解郁方组、抑制剂组、消痰解郁方＋抑制剂组ＰＩ３Ｋ、ｐＡｋｔ蛋白表达较对照组减弱，ＰＴＥＮ蛋白表达较对照组增

强，差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　消痰解郁方可能通过抑制ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路发挥其对ＭＣＦ１０ＡＴ细

胞的抑制及促凋亡作用。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１７，３８（４）：５２０５２３］

　　据统计，乳腺癌发病率已位居女性恶性肿瘤发

病率首位［１］。目前认为，乳腺癌的发生是一个多阶

段的模式，即“正常细胞→一般增生→不典型增生→

癌”的逐渐演变过程［２］。如果能在癌前病变阶段将

其阻断，将有助于降低乳腺癌的发病率，意义深远。

研究发现乳腺癌前病变的发生与发展和细胞的增殖

与凋亡密切相关［３］，磷脂酰肌醇３激酶／丝苏氨酸蛋

白激酶（ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ）信号通路参与并促进了肿瘤的

侵袭与转移，ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ和ＰＴＥＮ（ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅａｎｄ

ｔｅｎｓｉｎｈｏｍｏｌｏｇｄｅｌｅｔｅｄｏｎｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｔｅｎ）几种功

能不同的蛋白均参与了乳腺癌发生、发展的过程，是

治疗乳腺癌的重要靶点［４６］。本课题组结合中医“治

未病”的思想，将乳腺癌治疗关口前移，以中药组方

消痰解郁方用于治疗乳腺癌前病变，临床效果显

著［７］，但具体机制不明。本实验拟围绕ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ

通路，探讨消痰解郁方治疗乳腺癌前病变可能的作

用机制和有效靶点，为其提供现代分子生物学依据。

１　材料和方法

１．１　药品与试剂　ＬＹ２９４００２（ＰＩ３Ｋ激酶选择性抑

制剂），Ｓｉｇｍａ公司，货号Ｌ９９０８１ＭＧ；ＣＣＫ８试剂

盒，日本同仁化学研究所；ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、胎

牛血清（ＦＢＳ），Ｇｉｂｃｏ公司；胰蛋白酶（Ｔｒｙｐｓｉｎ）、

ＤＭＳＯ，Ａｍｒｅｓｃｏ公司；ＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎⅤ细胞凋亡

检测试剂盒，ＢＤＰｈａｒｍｉｎｇｅｎ公司；ＴＲＩｚｏｌ试剂为

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品，其余常规生化试剂均为国产

分析纯。乳腺癌癌前病变细胞 ＭＣＦ１０ＡＴ由上海

舜田生物公司提供。ＰＴＥＮ 抗体：ＡｎｔｉＰＴＥＮ

ａｎｔｉｂｏｄｙ（Ａｂｃａｍ，货号ａｂ３１３９２，兔多抗）；ＰＩ３Ｋ抗

体：ＡｎｔｉＰＩ３Ｋ ｐ８５ ａｎｔｉｂｏｄｙ （Ａｂｃａｍ，货 号

ａｂ１８９４０３，鼠单抗）；ｐＡｋｔ抗体：ＡｎｔｉＡｋｔ（ｐｈｏｓｐｈｏ

Ｔ３０８）ａｎｔｉｂｏｄｙ（Ａｂｃａｍ，货号ａｂ３８４４９，兔多抗）；

βａｃｔｉｎ抗体：Ａｎｔｉβａｃｔｉｎａｎｔｉｂｏｄｙ（Ａｂｃａｍ，货号

ａｂ８２２６，鼠单抗）。

消痰解郁方浸膏由上海张江药谷药业制备。取

制南星、制半夏、山慈菇、柴胡、杭白芍、炒白术、陈

皮、茯苓、当归等１２味中药，８倍量水提取３次，第１

次２ｈ，后２次各１ｈ，收集提取液，过滤、浓缩，浓缩

液加２倍量乙醇醇沉４８ｈ，取上清液滤过，回收乙醇

制得浸膏（相当于生药材３．３５ｇ／ｍＬ）。浸膏加５倍

量水，１２００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃去残渣，上清液过

滤，－８０℃冻干，培养液流通蒸汽灭菌３０ｍｉｎ，将浸

膏冻干粉溶解其中，０．２２μｍ微孔滤膜除菌过滤，即

得消痰解郁方浸膏保存液，浓度为１０ｍｇ／ｍＬ（相当

于生药材０．２２ｇ／ｍＬ）。

１．２　细胞培养分组与药物干预　ＭＣＦ１０ＡＴ细胞

以含１０％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液培养于

３７℃、５％ＣＯ２培养箱，４８ｈ换液传代１次。实验

分为消痰解郁方组、ＰＩ３Ｋ 激酶选择性抑制剂

ＬＹ２９４００２组（抑制剂组）、消痰解郁方＋抑制剂组和

对照组。将对数生长期的 ＭＣＦ１０ＡＴ细胞按１×

１０４／ｍＬ的密度接种到９６孔板，每孔接种１００μＬ。消

痰解郁方浓度的确定：加入不同浓度梯度的消痰解郁

方处理ＭＣＦ１０ＡＴ细胞，２４ｈ后用ＣＣＫ８检测光密

度（犇）值，重复３次，计算消痰解郁方对ＭＣＦ１０ＡＴ

细胞的半数抑制浓度（ＩＣ５０），得到ＩＣ５０值（以生药材

计）为１１ｍｇ／ｍＬ，确定为本实验消痰解郁方的浓度。

抑制剂组ＬＹ２９４００２浓度为５μｇ／ｍＬ。

１．３　ＣＣＫ８法检测药物对细胞的抑制率　将

ＭＣＦ１０ＡＴ细胞调整密度为１×１０４／ｍＬ，接种于９６

孔板，每孔１００μＬ，按照分组进行药物干预。细胞

培养于３７℃、５％ＣＯ２培养箱，分别于培养２４ｈ及

４８ｈ后更换培养液，加入１０μＬＣＣＫ８继续培养

３ｈ，于４５０ｎｍ处检测犇值，重复３次。按下式计算

细胞抑制率：细胞抑制率（％）＝［１－（实验组犇值／

对照组犇值）］×１００％。

１．４　流式细胞术检测细胞周期　各组细胞培养至

４８ｈ后，加入胰蛋白酶消化，与培养液一起制备细胞

悬液，１０００×犵、４℃离心５ｍｉｎ，弃上清，收集各时

间点细胞，分别用预冷的ＰＢＳ洗２～３次。加碘化

丙啶（ＰＩ）至终浓度为５０ｍｇ／Ｌ，室温孵育３０ｍｉｎ，

２００目滤网过滤，重复３次，用流式细胞仪测定ＤＮＡ

细胞周期分布。

１．５　蛋白质印迹法检测ＰＩ３Ｋ、ｐＡｋｔ、ＰＴＥＮ蛋白

表达　当细胞生长融合至５０％～６０％时，向 ＭＣＦ

１０ＡＴ细胞的培养液加入不同药物，作用４８ｈ，细胞

·１２５·
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裂解后用ＢＣＡ法测定蛋白浓度，定量后取等量样本

进行ＳＤＳＰＡＧＥ分离，然后将蛋白转移至ＰＶＤＦ膜

上，用５％脱脂奶粉封闭液室温封闭２ｈ；用封闭液稀

释一抗，稀释比１∶１０００，４℃孵育过夜。ＴＢＳＴ洗

膜５ｍｉｎ×３次，加入ＥＣＬ显影液后放入化学发光

检测仪中进行检测，将目的蛋白所测值与内参

（βａｃｔｉｎ）相比进行半定量分析。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计

学分析。计量资料以珔狓±狊表示，多组间均数的比较

采用单因素方差分析，两两比较采用ＬＳＤ狋检验。

检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　消痰解郁方对ＭＣＦ１０ＡＴ细胞增殖的影响　

药物作用２４ｈ后，消痰解郁方组、抑制剂组、消痰解

郁方＋抑制剂组 ＭＣＦ１０ＡＴ细胞的犇 值分别为

０．８２±０．０３、０．８９±０．０２、０．５５±０．０４，３个药物干

预组与对照组（１．６８±０．０２）相比均降低，差异有统

计学意义（犘＜０．０５）；药物作用４８ｈ后，消痰解郁方

组、抑制剂组、消痰解郁方＋抑制剂组 ＭＣＦ１０ＡＴ

细胞的犇 值分别为０．５４±０．０２、０．６１±０．０２、

０．３６±０．０４，３组与对照组（２．４８±０．０３）相比均降

低，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。由图１可见，

２４ｈ、４８ｈ时各给药组对细胞均有明显抑制，且４８ｈ

时的抑制率高于２４ｈ（犘＜０．０５）；消痰解郁方＋抑

制剂组的细胞增殖抑制率高于消痰解郁方组和抑制

剂组（犘＜０．０５），而消痰解郁方组与抑制剂组对细

胞增殖的抑制率差异无统计学意义。

图１　药物干预２４犺和４８犺各组对犕犆犉１０犃犜

细胞的增殖抑制率

ＸＴＪＹ：消痰解郁方；ＬＹ：抑制剂ＬＹ２９４００２．犘＜０．０５与本组２４ｈ

比较；△犘＜０．０５与ＸＴＪＹ组和ＬＹ组比较．狀＝３，珔狓±狊

２．２　消痰解郁方对ＭＣＦ１０ＡＴ细胞周期的影响　

由图２可见，与对照组相比，药物作用４８ｈ后消痰

解郁方组、抑制剂组、消痰解郁方＋抑制剂组的Ｇ０／

Ｇ１期细胞比例升高，Ｓ期及Ｇ２／Ｍ期比例降低，差

异有统计学意义（犘＜０．０５）；消痰解郁方＋抑制剂

组对细胞周期的改变更为明显，与消痰解郁方组和

抑制剂组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。提示

消痰解郁方和抑制剂可导致 ＭＣＦ１０ＡＴ细胞在

Ｇ０／Ｇ１期阻滞。

图２　药物干预４８犺后各组细胞周期变化

ＸＴＪＹ：消痰解郁方；ＬＹ：抑制剂ＬＹ２９４００２；ＣＯＮ：对照组．犘＜

０．０５与ＣＯＮ组比较；△犘＜０．０５与ＸＴＪＹ组和ＬＹ组比较．狀＝３，

珔狓±狊

２．３　消痰解郁方对ＭＣＦ１０ＡＴ细胞ＰＩ３Ｋ、ｐＡｋｔ、

ＰＴＥＮ蛋白表达的影响　由图３可见，与对照组比

较，消痰解郁方组、抑制剂组、消痰解郁方＋抑制剂组

ＰＩ３Ｋ、ｐＡｋｔ蛋白表达均减弱，ＰＴＥＮ蛋白表达均增

强，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；其中消痰解郁方＋

抑制剂组对ＰＩ３Ｋ、ｐＡｋｔ蛋白表达减弱和ＰＴＥＮ蛋白

表达增强作用最明显，与抑制剂组和消痰解郁方组相

比差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

图３　药物干预４８犺后各组蛋白相对表达量

ＣＯＮ：对照组；ＸＴＪＹ：消痰解郁方；ＬＹ：抑制剂ＬＹ２９４００２．犘＜

０．０５与ＣＯＮ组比较；△犘＜０．０５与ＸＴＪＹ组和ＬＹ组比较．狀＝３，

珔狓±狊

３　讨　论

消痰解郁方是魏品康教授经过多年的临床观察

及经验总结确立的经验处方，该方是根据药物功效

命名。临床工作发现消痰解郁方可有效治疗乳腺癌
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第４期．赵　婧，等．消痰解郁方对乳腺癌前病变ＭＣＦ１０ＡＴ细胞ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路的影响及机制

前病变，减轻甚至逆转病理状态［７］。初步药效学实

验也证明消痰解郁方对Ｓ１８０荷瘤小鼠具有一定的

抑瘤作用［８］。本研究用消痰解郁方干预人乳腺癌前

病变细胞ＭＣＦ１０ＡＴ，结果发现消痰解郁方能够抑

制ＭＣＦ１０ＡＴ细胞增殖，将细胞周期阻滞于Ｇ０／Ｇ１

期而不能进入Ｓ期，诱导细胞凋亡，从诱导细胞凋亡

和抑制细胞增殖的角度佐证了消痰解郁方在乳腺癌

前病变中的治疗作用。

研究发现ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路在乳腺癌中活化

高达７０％
［９］。ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路是调节乳腺癌细

胞存活、生长、增殖的主要通路，通过对肿瘤细胞的

高度激活，进一步对乳腺癌细胞的生长、增殖起促进

作用。在乳腺癌中，这条通路最主要的基因变异体

现在ＰＩ３Ｋ的突变、Ａｋｔ的磷酸化以及ＰＴＥＮ活性

缺失［１０１１］。ＬＹ２９４００２是应用最早、最广泛的ＰＩ３Ｋ

Ａｋｔ信号通路抑制剂，通过竞争性抑制ＰＩ３Ｋ的

ＡＴＰ结合位点，对Ａｋｔ磷酸化的过程进行抑制并诱

导细胞凋亡［１２１３］。

本研究结果显示，消痰解郁方组ＰＩ３Ｋ、ｐＡｋｔ

蛋白表达均较对照组下降，ＰＴＥＮ蛋白表达上升，说

明消痰解郁方对ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路有影响，其作

用与ＰＩ３ＫＡｋｔ通路抑制剂ＬＹ２９４００２类似。表明

消痰解郁方抑制乳腺癌前细胞 ＭＣＦ１０ＡＴ的作用

机制与ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路密切相关，可能是一种

ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路的天然抑制剂。组间比较结果

提示：消痰解郁方＋抑制剂组对ＭＣＦ１０ＡＴ细胞及

细胞内ＰＩ３ＫＡｋｔ通路的抑制作用较消痰解郁方组

和抑制剂组强，印证消痰解郁方在与抑制剂联合用

药时能更有效地抑制细胞增殖和蛋白表达，提示消

痰解郁方可能通过多靶点多通道发挥对癌前病变的

治疗作用。我们下一步将通过检测消痰解郁方对

ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路下游靶点的影响，进一步探讨消

痰解郁方治疗乳腺癌前病变的机制。
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