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槐耳颗粒通过抑制 Ｂｍｉ－１与 ＣＤ１３３表达
减少三阴性乳腺癌全身转移的研究

李竞岳１，姜大庆２

（１．辽宁中医药大学，辽宁 沈阳 １１０８４７；２．辽宁省肿瘤医院，辽宁 沈阳 １１０８０１）

　　摘要：目的 研究在不同给药方式下槐耳颗粒对三阴性乳腺癌细胞的作用效果，及槐耳颗粒是否可以影响Ｂｍｉ－１进
而调节肿瘤细胞ＣＤ１３３表达以发挥抑制肿瘤细胞转移的作用。方法 选择４０只３～４周龄雌性裸鼠随机分成四组，预防
组、预防及治疗组、治疗组分别于建模前３周、建模前及建模后３周、建模后３周口服给予槐耳清膏溶液，对照组不给予
药物治疗；建模方式采用左心室注射的方法建立三阴性乳腺癌全身转移模型，建模后六周观察期后统一处死裸鼠并取标

本；通过Ｋａｐｌａｎ－Ｍｅｉｅｒ法分析裸鼠生存时间，免疫组化法检测裸鼠转移灶内ＣＤ１３３及Ｂｍｉ－１的表达，组间比较采用方
差分析。结果 预防及治疗组裸鼠的生存时间最长（ＭＳＴ＝４２ｄ），其次为治疗组（ＭＳＴ＝３９ｄ），再次为预防组（ＭＳＴ＝３８
ｄ），对照组裸鼠的生存时间最短（ＭＳＴ＝３２ｄ）；预防及治疗组的Ｂｍｉ－１平均表达最低，对照组的Ｂｍｉ－１平均表达最高，
不同给药方式与 Ｂｍｉ－１的表达之间存在显著性差异（Ｐ＜０．０５）；预防及治疗组的 ＣＤ１３３平均表达最低，对照组的
ＣＤ１３３平均表达最高，不同给药方式与ＣＤ１３３的表达之间存在显著性差异（Ｐ＜０．０５）。结论 槐耳颗粒对三阴性乳腺癌

全身转移具有预防及治疗作用；槐耳颗粒可能通过激活Ｂｍｉ－１凋亡基因从而减少了三阴性乳腺癌干细胞 ＣＤ１３３的比
例，进而发挥了预防及治疗三阴性乳腺癌全身转移的作用。

关键词：三阴性乳腺癌；槐耳颗粒；ＣＤ１３３；Ｂｍｉ－１；乳腺癌全身转移
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ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｎｓｙｓｔｅｍｉｃｍｅｔａｓｔａｓｉｓｏｆｔｒｉｐｌｅ－ｎｅｇａｔｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ．ＩｔｍａｙｒｅｄｕｃｅｔｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆＣＤ１３３ｉｎｔｒｉｐｌｅ－
ｎｅｇａｔｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｈｅＢｍｉ－１ａｐｏｐｔｏｓｉｓｇｅｎｅ，ｔｈｅｒｅｂｙｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇａｎｄｔｒｅａｔｉｎｇｓｙｓｔｅｍｉｃｍｅｔａｓｔａｓｉｓｏｆ
ｔｒｉｐｌｅ－ｎｅｇａｔｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｔｒｉｐｌｅ－ｎｅｇａｔｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ；ＨｕａｉｅｒＧｒａｎｕｌｅｓ（槐耳颗粒）；ＣＤ１３３；Ｂｍｉ－１；ｓｙｓｔｅｍｉｃｍｅｔａｓｔａｓｅｓｏｆ
ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ

　　乳腺癌是乳腺上皮细胞发生增殖失控、恶性变而导致的一
种疾病，世界卫生组织国际癌症研究机构（ＩＡＲＣ）于２０２０年发
布的数据显示，乳腺癌已经超越肺癌成为全球新发病率最高的

癌症［１］。随着影像学技术的不断进步和综合治疗水平的不断

提高，其病死率逐渐降低［２］。乳腺癌分为ＬｕｍｉｎａｌＡ型、Ｌｕｍｉｎ
ａｌＢ型、人表皮生长因子受体２（ＨＥＲ－２）过表达型、三阴性
型［３］。三阴性乳腺癌患者发生肿瘤侵袭、转移的风险明显高

于其他分型乳腺癌患者，经过临床治疗后预后仍然较差［４］。

免疫治疗方兴未艾，只有部分三阴性乳腺癌患者可以从ＰＤ－１
或ＰＤ－Ｌ１中获益［５］。因此临床上急需对三阴性乳腺癌进行

其他药物的研发与尝试。

槐耳最早出自于《唐本草》，其记载：“主五痔，心痛，女人

阴中疮痛”。李时珍《本草纲目》也记载了槐鏨。《中药大辞

典》记载其“治痔疮，便血，脱肛，崩漏”［６］。现代研究显示，槐

耳具有多种抗肿瘤作用，其中包括对肿瘤细胞的直接抑制，诱

导肿瘤细胞死亡，抑制肿瘤转移，抗肿瘤血管生成以及抗肿瘤

免疫调节等［７］。任建庄等［８］于２００９年首次将槐耳提取物作
用于人肝癌细胞中，实验结果表明，槐耳不仅能抑制肝癌细胞

的生长，还能抑制肿瘤血管生成，并能诱导肝癌细胞凋亡。齐

文文等［９］于２０１６年将槐耳应用于乳腺癌研究中，结果表明槐
耳提取物与他莫昔芬协同作用，可以通过抑制 ＡＫＴ／ｍＴＯＲ途
径诱导ＥＲ阳性乳腺癌细胞的自噬和凋亡。２０２１年由邵志敏
牵头的槐耳颗粒用于高危早期三阴性浸润性导管癌术后辅助

治疗的前瞻性、多中心、随机、对照、开放研究也正如火如荼地

进行中，研究表明从槐耳中分离得到的多种多糖类成分具有较

好的抗肿瘤活性［１０］。因为中药的复杂成分及其多靶点性，我

们有必要对槐耳颗粒治疗三阴性乳腺癌的机理进行进一步的

研究及探讨。研究认为，癌症干细胞是肿瘤发生的驱动因素，

而三阴性乳腺癌的特点正是乳腺癌干细胞高表达［１１］。ＣＤ１３３
已被证实可作为乳腺癌干细胞的标志物之一［１２］。实验提示，

ＢＭＩ１是一个重要的干细胞的控制开关，在多种肿瘤，包括头颈
鳞癌、大肠癌等中都有着重要干细胞调节功能，且既往研究显

示Ｂｍｉ－１促进了乳腺癌的淋巴转移［１３－１４］。因此本实验旨在

通过研究槐耳颗粒对三阴性乳腺癌荷瘤裸鼠生存期的影响以

及槐耳颗粒对三阴性乳腺癌细胞中 Ｂｍｉ－１及 ＣＤ１３３表达的
影响进而探究槐耳颗粒对三阴性乳腺癌是否具有预防及抑制

转移的作用。

１　材料与方法
１．１　实验材料
１．１．１　实验动物及分组　实验动物取 ４０只无特定病原体
（ＳＰＦ）级ＢＡＬＢ／ｃ雌性裸鼠（ＳＮ０００１６５１），购于辽宁长生生物
技术股份有限公司，体质量 １８～２３ｇ，周龄 ３～４周，饲养于
ＳＰＦ环境内。４０只裸鼠按随机数字表法分为四组，组别名称
预防组（建模前给药）、预防及治疗组（建模前及建模后均给

药）、治疗组（建模后给药）、对照组，每组１０只。
１．１．２　实验试剂　槐耳清膏为槐耳颗粒的提取物，由江苏省
启东盖天力药业有限公司提供（２２０３０３）；人乳腺癌 ＭＤＡ－ＭＢ
－２３１购自美国组织细胞库（ＡｍｅｒｉｃａｎＴｙｐｅＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，
ＡＴＣＣ，ＣＲＭ －ＨＴＢ－２６）；兔抗鼠 Ｂｍｉ－１单克隆抗体
（ａｂ１２６７８３）及兔抗鼠ＣＤ１３３单克隆抗体（ａｂ２７１０９２）购自英国
Ａｂｃａｍ公司；ＲＰＭＩ－１６４０培养基购于美国 Ｇｉｂｃｏ公司
（１１８３５０３０）；胎牛血清购于美国 Ｇｉｂｃｏ公司（１００９１１４８）；异氟
烷购于上海雅培制药有限公司（８６９００８１１００００３２）；通用 ＳＰ检
测试剂盒购于北京索莱宝科技有限公司（ＳＰ００４１）。
１．２　实验方法
１．２．１　建模前裸鼠饲养　建模前裸鼠饲养于ＳＰＦ级洁净动物
房内。槐耳清膏于动物实验中的使用计量标准为２．５ｇ／ｋｇ。
将槐耳清膏溶于同等质量的蒸馏水中制成槐耳清膏溶液。预

防组和预防及治疗组每日以口服方式给予槐耳清膏溶液，每次

取用０．１ｍＬ，１次／ｄ，连续３周。
１．２．２　荷瘤裸鼠建模　将 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞放入细胞培
养液（１０％胎牛血清和９０％ ＲＰＭＩ－１６４０）中培养并传代，取对
数生长期的ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞，经胰蛋白酶消化后，磷酸盐
缓冲液冲洗制成细胞悬液，将人乳腺癌 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞
系与聚集诱导发光纳米点（ＡＩＥ－ｄｏｔｓ）孵育４ｈ，以追踪活细
胞，在ＳＰＦ环境下将 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞悬液（７．５×１０５个
悬浮于１５０μＬ磷酸盐缓冲液）于左心室注射至裸鼠体内。注
射后３ｍｉｎ将裸鼠使用２％异氟烷吸入诱导麻醉，使用小动物
成像（ＳＡＩ）（ＦＸＰｒｏ，ｋｏｄａｋ，ＵＳＡ）为每只裸鼠拍照，检测体内荧
光色素的分布，以证明手术成功。

１．２．３　建模后裸鼠饲养　建模后裸鼠饲养于ＳＰＦ级洁净环境
内。预防及治疗组和治疗组以同样方式每日口服给予槐耳清

膏溶液，１次／ｄ，连续３周。建模后６周观察期内，每周以同法
麻醉裸鼠后使用小动物成像仪进行拍照并记录荷瘤裸鼠的乳

腺癌转移情况。死亡裸鼠及时切取转移灶标本并制成标本蜡

块。６周后统一所有裸鼠麻醉吸入过量，检查其转移情况，同

·７９·
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法切取标本制成标本蜡块。每只裸鼠转移灶的石蜡标本切取

１０张切片。
１．２．４　石蜡切片的处理及测定表达　石蜡切片脱蜡后用３％
Ｈ２Ｏ２室温处理１０ｍｉｎ，蒸馏水清洗３次。滴加封闭液（山羊血
清）室温处理 ２０ｍｉｎ。分别加入一抗 Ｂｍｉ－１抗体和一抗
ＣＤ１３３抗体，体积稀释比例１∶１０００，置于４℃条件下培育过
夜，使用ＰＢＳ冲洗３次。再滴加Ｂｉｏ工作液，于３７℃摇床孵育
３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗３次。滴加链霉亲和素 －ＰＯＤ工作液，置于
３７℃条件下培育３０ｍｉｎ，使用ＰＢＳ冲洗３次。加入ＤＡＢ显色
液，室温显色反应１５ｍｉｎ后蒸馏水洗涤，使用苏木素复染，脱
水，透明，封片。

１．２．５　结果的判断　随机选择５个视野，该区域进行拍照后
使用ＩｍａｇｅＪ７．０图像分析软件对该视野中阳性表达部分的积
分吸光度（ＩＯＤ）值进行测量，取平均值作为该标本的染色强
度。通过ＩｍａｇｅＪ７．０图像分析软件对每组间每只裸鼠转移瘤
的Ｂｍｉ－１和 ＣＤ１３３表达进行分析，得到每只裸鼠转移瘤的
Ｂｍｉ－１和ＣＤ１３３表达的平均ＩＯＤ值。
１．２．６　数据分析　采用Ｋａｐｌａｎ－Ｍｅｉｅｒ法分析裸鼠生存时间，
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。ＳＰＳＳ２０．０数据分析软件对４０
只裸鼠转移瘤标本的Ｂｍｉ－１和 ＣＤ１３３蛋白表达的 ＩＯＤ值进
行分析，组间比较采用方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学
意义。

２　结果
２．１　裸鼠生存与不同给药方式之间的关系

采用Ｋａｐｌａｎ－Ｍｅｉｅｒ法分析裸鼠生存，结果预防及治疗组
裸鼠的生存时间最长（ＭＳＴ＝４２ｄ），其次为治疗组（ＭＳＴ＝３９
ｄ），再次为预防组（ＭＳＴ＝３８ｄ），对照组裸鼠的生存时间最短
（ＭＳＴ＝３２ｄ），Ｐ＝０．００３。
２．２　Ｂｍｉ－１和ＣＤ１３３的表达与不同给药方式之间的关系

经小动物成像仪拍照发现９０％的转移发生在胸腔以内，
包括肺转移及胸膜转移，因此本研究以肺转移为主。在对Ｂｍｉ
－１表达的统计中预防及治疗组的 Ｂｍｉ－１平均表达最低，对
照组的Ｂｍｉ－１平均表达最高，不同给药方式与 Ｂｍｉ－１的表
达之间存在显著性差异（Ｐ＜０．０５）；在对ＣＤ１３３表达的统计中
预防及治疗组的ＣＤ１３３平均表达最低，对照组的 ＣＤ１３３平均
表达最高，不同给药方式与 ＣＤ１３３的表达之间存在显著性差
异（Ｐ＜０．０５）。见图１。

图１　各组Ｂｍｉ－１表达平均ＩＯＤ值

３　讨论
本实验中采用Ｋａｐｌａｎ－Ｍｅｉｅｒ法分析裸鼠生存，提示不同

给药方式均可以延长裸鼠的生存时间。这与既往研究中单一

的给药方式有所不同，２００６年李立新等在对槐耳浸膏干预荷
瘤裸鼠肝癌转移的实验研究中，其实验组的给药方式为建立肝

癌模型后消化道给药；之后２０１５年张袁等在对槐耳浸膏干

预小鼠胃癌模型的实验研究中，其实验组的给药方式同样为建

立胃癌模型后经消化道给药［１５－１６］。以上实验得出的结果仅提

示了槐耳清膏对肝癌及胃癌的治疗作用，而本实验采用建立模

型前、后以及建模前后联合的给药方式，提示槐耳颗粒对三阴

性乳腺癌的全身转移存在预防作用，而这种预防作用如果连同

建模后的治疗可以显著加强。在临床方面，２０１６年雷姗姗等
通过实验提示槐耳颗粒可以激活三阴性乳腺癌患者术后的免

疫功能以达到预防三阴性乳腺癌转移的作用；李志华等在对激

素受体阴性乳腺癌患者术后随访中得出，槐耳颗粒可有效地减

少乳腺癌的短期复发转移，延长患者的无复发生存时间［１７－１８］。

最近郝莎等提出槐耳颗粒联合盐酸吡柔比星对 ＭＤＡ－ＭＢ－
２３１乳腺癌细胞荷瘤裸鼠的肿瘤具有明显抑制作用，而王小龙
等曾提出槐耳提取物可以减少 ＭＣＦ－７乳腺癌细胞系中的干
细胞表达［１９－２０］。因此槐耳颗粒是否可以对三阴性乳腺癌细胞

系中的干细胞产生抑制作用值得我们进一步研究。

既往研究表明，肿瘤干细胞具有强大的体内成瘤能力以及

较强的转移能力［２１－２２］。乳腺癌被认为是一种与肿瘤干细胞密

切相关的疾病，肿瘤干细胞在乳腺癌的发生和转移中均发挥着

关键的作用，而三阴性乳腺癌富含肿瘤干细胞，并具有独特的

维持肿瘤干细胞表型的分子机制和肿瘤微环境［２３－２４］。ＣＤ１３３
作为肿瘤干细胞的特异性标志物之一，存在于包括了乳腺癌在

内的许多其他实体瘤的癌症干细胞中［２５－２６］。本实验中对照组

的 ＣＤ１３３平均表达显著高于实验组，其中预防及治疗组的
ＣＤ１３３平均表达最低（Ｐ＜０．０１），给予槐耳颗粒后实验组的
ＣＤ１３３表达明显降低，因此我们推测槐耳颗粒可以通过减少肿
瘤干细胞比例从而降低三阴性乳腺癌细胞转移进而延长裸鼠

生存。ＣＤ１３３的表达与乳腺肿瘤大小、临床分期及预后相关，
而通过增加三阴性乳腺癌中 ＣＤ１３３细胞的比例可实现血管生
成拟态，进而加速三阴性乳腺癌的转移并提示预后不良［２７－３０］；

同时还有研究表明通过降低ＣＤ１３３的表达可以抑制三阴性乳
腺癌细胞的转移及侵袭，而直接靶向 ＣＤ１３３细胞显示癌细胞
迁移减少和下游肿瘤抑制因子表达上调［１２，３１］。我们在本实验

中得到的结果与既往研究相一致。近年来的实验提示Ｂｍｉ－１
可以调控ＣＤ１３３的表达从而影响肿瘤细胞干性。本实验中对
照组的Ｂｍｉ－１平均表达明显高于实验组，预防及治疗组的
Ｂｍｉ－１平均表达最低（Ｐ＜０．０１），因此我们推测槐耳颗粒有
可能通过抑制Ｂｍｉ－１表达进而影响 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１乳腺癌
细胞转移的作用。Ｂｍｉ－１基因是一种癌基因，其参与肿瘤的
发生，在多种癌组织例如乳腺癌中Ｂｍｉ－１的 ｍＲＮＡ及蛋白表
达水平均较高，且Ｂｍｉ－１过表达与乳腺恶性肿瘤的疾病进展
和不良临床结局有关［３２－３３］。ＧＲＩＦＦＩＴＨＪ等认为，沉默人乳腺
癌ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞中 Ｂｍｉ－１基因表达导致 Ｂｍｉ－１在
ｍＲＮＡ和蛋白质水平上显著降低，通过与对照细胞相比，ＭＤＡ
－ＭＢ－２３１细胞迁移显著减少［３４］。既往研究提示在其他癌种

中，Ｂｍｉ－１可以影响ＣＤ１３３的表达，例如在喉癌中 Ｂｍｉ－１基
因表达是ＣＤ１３３细胞致瘤性的核心，在肝癌中Ｂｍｉ－１是通过
诱导上皮间质转化促进 ＣＤ１３３细胞的侵袭和迁移，同样也有
实验提示，在结肠癌中 Ｂｍｉ－１通过下调钙黏蛋白 Ｅ促进
ＣＤ１３３的入侵和迁移［３５－３７］。

本实验中ＣＤ１３３的降低伴随了Ｂｍｉ－１的低表达，因此我
们推测槐耳颗粒可能通过激活Ｂｍｉ１凋亡基因从而减少了三阴
性乳腺癌干细胞 ＣＤ１３３的比例，进而发挥了预防及治疗三阴
性乳腺癌全身转移的作用，但具体机制有待进一步的实验进行

探讨。但无论如何，不同给药方式都显著延长了裸鼠的生存时

间，特别是在造模前后联合用药组的生存期最长，提示槐耳颗

粒可以有效地预防三阴性乳腺癌全身转移的发生，而这种机制

·８９·
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更需要进一步的实验验证。
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