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扶正固本法抑制乳腺癌骨破坏
的作用及机制研究※

● 周瑞娟* 张秋萍 卢晓惠 文 娱 陈雪梅 陈隽鹏 徐乐勤▲

摘 要 目的：探讨扶正固本法对乳腺癌骨转移后骨破坏的抑制作用及可能的分子机制。方法：

通过胫骨内注射乳腺癌细胞建立乳腺癌骨转移动物模型，给予扶正固本方药干预，给药后采用 IVIS
检测乳腺癌在骨环境中的生长情况，X-ray和 TRAP染色分析骨破坏及破骨细胞活性情况，并采用

ELISA检测小鼠血清中的TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-17、PTHrP、RANKL、OPG、TGF-β、IGF、PDGF细胞

因子的表达改变。结果：IVIS结果显示扶正固本方药可减缓乳腺癌在骨环境中的生长，X-ray和

TRAP染色表明扶正固本方药可以减少乳腺癌骨转移引起的骨破坏及破骨细胞活性，ELISA结果显

示扶正固本方药可以降低血清中TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-17、PTHrP、RANKL、TGF-β、IGF、PDGF的

表达水平，提高血清中OPG的表达水平。结论：扶正固本方药可通过调节多种细胞因子的表达，从而

减缓乳腺癌细胞在骨环境中的生长，以及减轻乳腺癌细胞所引起的骨破坏。
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乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，其发病率

约占所有肿瘤的 10.4%，且发病率呈逐年上升趋势[1]。

在我国，每年新发乳腺癌病例约 26.9万，已跃居女性

恶性肿瘤发病率第一位[2]。尤其是近年来我国乳腺癌

发病率快速上升，它已成为我国女性六大癌症死亡原

因之一[3]。据文献报道，近 50%的晚期乳腺癌患者有

骨转移，约 70%乳腺癌死于骨转移[4]。乳腺癌骨转移

可导致患者遭受骨痛、高血钙、骨折、截瘫以及恶病质

等痛苦，严重影响其生存期及生活质量[5]。因此，探索

具有防治或延缓乳腺癌骨转移、骨破坏的药物具有极

为重要的临床意义。

在乳腺癌患者长期的综合治疗中，中医药的作用

已经得到广泛肯定[6]。陆德铭教授[7]认为，乳腺癌病性

本虚而标实，治疗强调“养正积自除”，主张“扶正为

主，祛邪为辅”，扶正固本为防止复发转移的主要方

法。扶正时尤重脾肾，若脾肾不足，则先后天平衡失

调，致使正气内虚。临床常选用黄芪、党参、白术、茯

苓、陈皮等益气养血健脾和胃，扶助气血、顾护后天，

使气血生化有源；选用淫羊藿、补骨脂、巴戟天、鹿角

片等补益肾气，调摄冲任，固摄先天，使先后天平衡，

正气得固，则邪气易被杀灭或祛除，防止或延缓了骨

转移的发生[8, 9]。唐汉钧[10]认为，本病系毒邪内攻入

骨，肝肾亏损所致。也有学者[11]分析了近几年中国学

术期刊全文数据库(CNKI)中治疗骨转移癌的内服方

剂，发现组方规律是以扶正补虚为基本治则，补骨脂、

骨碎补、淫羊藿3味药出现频次最高。
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因此，依据扶正固本的根本治则，本实验选取具

健脾补肾功效的中药，拟定基本方（由黄芪、党参、茯

苓、淫羊藿、补骨脂等药物组成），通过动物实验探讨

扶正固本方药减轻骨破坏的作用及其可能的分子机

制，为中医药防治乳腺癌骨转移、骨破坏提供实验

依据。

1 实验材料

1. 1 试剂与药品 TRAP染色试剂盒（购自 Sigma公
司），细胞培养基DMEM、胰酶、胎牛血清、双抗（购自

Gibco公司），TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-17、RANKL、
OPG、TGF-β、IGF ELISA试剂盒（购自ThermoFisher公
司），PTHrP ELISA试剂盒（购自默沙克公司），PDGF
ELISA试剂盒（购自R&D SYSTEMS公司），唑来膦酸

注射液（购自江苏正大天晴药业股份有限公司）。扶

正固本方（黄芪 30g、党参 15g、茯苓 9g、淫羊藿 30g、补
骨脂30g）由厦门市中医院中药房提供。

1. 2 实验动物 裸鼠（6～8周龄）购买于上海斯莱克

实验动物有限责任公司，生产许可证号为 SCXK(沪)
2017-0005，饲养于厦门大学SPF级动物中心。

1. 3 细胞株 人乳腺癌细胞MDA-MB-231-luc 购

买于中国科学院上海细胞研究所。

2 方法

2. 1 细胞培养 人乳腺癌细胞 MDA-MB-231-luc
以 10%胎牛血清的细胞培养液DMEM，置于 5% CO2、
37℃培养箱培养，每 2～3天换液一次，待细胞生长至

80%～90%，采用0.25%胰酶消化，传代培养。造模当

天，采用 0.25%胰酶消化培养皿中的MDA-MB-231-
luc细胞，收集细胞悬液，经 800 rpm离心 5 min后，将

沉淀细胞用磷酸缓冲盐溶液（phosphate buffer saline，
PBS）洗2遍，血细胞计数器计数，采用PBS重悬，使细

胞终浓度为5×104个/μl细胞悬液，置于冰上备用。

2. 2 动物分组 选取6～8周龄雌性裸鼠40只，每笼

5只，饲养于 SPF级动物中心，每三天清理鼠笼一次，

直至实验结束。购买到的裸鼠在动物中心适应性饲

养 3天，确认其无烈性传染病，并基本适应新的饲养

环境后，开始下一步实验。根据体重排序，采用随机

数字表法将裸鼠分为 4组，分别为空白对照组、模型

组、唑来膦酸组和扶正固本组，每组10只。

2. 3 胫骨内注射乳腺癌细胞建立乳腺癌骨破坏动物

模型 所有裸鼠均被置于超净工作台中，采用 2.5%
的阿弗丁（0.3～0.4）ml/20g麻醉。待裸鼠麻醉后，沿

髌骨前方作约 1cm～2cm纵形皮肤切口，沿髌韧带边

缘作 1cm切口，暴露胫骨上缘。模型组、唑来膦酸组

和扶正固本组这三组裸鼠均采用显微注射器（规格：

26G）向胫骨内注射 4×104个萤光素酶标记的MDA-
MB-231-luc人乳腺癌细胞（总体积 20μl）；空白对照

组则采用显微注射器向胫骨内注射 20μl PBS。缝合

切口，将裸鼠置于 37℃恒温板上，待裸鼠苏醒后放回

饲养笼中。

2. 4 给药方法 扶正固本组每天灌胃以体表面积换

算所得剂量组药汤剂，为14.82g/kg体重[计算方法：小

鼠的给药量（g/kg）=成人剂量（g/kg）×（人的转换因子/
小鼠的转换因子）]；唑来膦酸组皮下注射唑来膦酸，

0.2mg/kg体重；空白对照组和模型组每天只灌胃相应

剂量的生理盐水。各组均每周给药3次，连续给药28
天。观察裸鼠外观及行为，拍照并记录其体重变化。

2. 5 小鼠活体成像 根据裸鼠的体重，侧腹腔注射

相应剂量的Luciferase-D荧光底物，5min后将裸鼠置

于麻醉箱气体麻醉。将麻醉好的裸鼠置于 IVIS®-
200动物活体荧光成像系统中荧光成像，观察肿瘤的

大小。

2. 6 小鼠X线检查 为观察乳腺癌引起的骨质破坏

程度，采用阿弗丁麻醉裸鼠后，将裸鼠置于柯达X线

成像系统中，拍照观察乳腺癌骨转移或骨内注射后引

起的骨质破坏面积百分比（骨质破坏面积百分比=骨
破坏面积÷胫骨骨质总面积×100%）。
2. 7 血清ELISA检测 于末次给药后2 h，用剪镊快

速摘除眼球取血，收集各组裸鼠的血液放入促凝管

中，4℃下静置 1 h，室温 3000 rpm离心 5 min，分离血

清，采用ELISA阵列试剂盒检测裸鼠血液中 TNF-α、
IL-1β、IL-6、IL-17、PTHrP、RANKL、OPG、TGF- β、
IGF、PDGF细胞因子的表达水平，以空白对照组为基

础值计算给药后裸鼠血液中以上细胞因子的表达改

变。具体操作根据ELISA试剂盒说明书进行。

2. 8 胫骨TRAP染色 麻醉处死裸鼠，取出胫骨经

4%多聚甲醛固定24h后，经0.5M的EDTA脱钙10天，

再经梯度乙醇、二甲苯、石蜡浸泡（即脱水至蜡处理），

石蜡包埋，切成 4μm厚度切片，挑选包含骨髓腔的胫

骨切片，按常规脱蜡至水后，采用TRAP染色试剂盒进

行组织染色。

2. 9 统计方法 采用 SPSS19.0 For Windows软件进

行统计。计量资料以均数±标准差（
 

 sx  ）表示。先

对各组数值变量进行正态性检验，不服从正态分布的
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数据采用非参数检验；服从正态分布的数据，进一步

检验方差齐性。方差齐时多组数据间的比较采用单

因素方差分析和 LSD-t法检验；方差不齐时，多组数

据间的比较采用Welch检验和Dunnett's T3法检验。

3 结果

3. 1 扶正固本方对乳腺癌在骨环境中生长的影响

根据各组裸鼠胫骨内乳腺癌细胞的荧光值情况（见图

1A），绘制乳腺癌细胞的生长柱状图（见图1B）。与模

型组比，扶正固本组和唑来磷酸组对乳腺癌细胞在骨

环境中的生长均产生不同程度的抑制作用。

3. 2 扶正固本方对乳腺癌诱导骨破坏的影响 根据

各组裸鼠胫骨X-ray检测结果（见图2A），绘制骨破坏

程度的柱状图（见图2B）。与模型组比，扶正固本组和

唑来磷酸组可减轻乳腺癌细胞引起的骨破坏。

3. 3 扶正固本方对胫骨破骨细胞活性的表达的影

响 根据各组裸鼠胫骨切片的 TRAP染色检测结果

（见图 3A），绘制TRAP阳性细胞数目的柱状图（见图

3B）。与模型组比，扶正固本组和唑来磷酸组对乳腺

癌细胞引起的破骨细胞活化均有不同程度的抑制

作用。

3. 4 扶正固本方对小鼠血清中细胞因子的表达的影

响 表1结果显示，扶正固本组和唑来磷酸组炎症细

注：A为各组小鼠胫骨内 IVIS荧光图像，B为各组小鼠胫骨内乳腺癌 IVIS荧光值的柱状图，由图可见唑来膦酸组和扶正固本组的 IVIS值均小

于模型组，差异具有统计学意义（与模型组比较，**P<0. 01）。
图1 各组裸鼠 IVIS检测结果

注：A为各组小鼠胫骨X-ray图片，B为各组小鼠胫骨骨破坏面积与胫骨总面积的比值统计图，由图可见胫骨内注射乳腺癌细胞可引起明显

的溶骨性破坏，唑来膦酸和扶正固本方药干预后，骨破坏的面积减小，与模型组比较具有统计学意义（与模型组比较，**P<0. 01）。
图2 各组裸鼠胫骨内X-ray检测及骨破坏面积
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胞因子TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-17的表达水平明显低

于模型组，比较差异具有统计学意义（P<0.05或 P<
0.01）。表 2结果显示，扶正固本组和唑来磷酸组的

PTHrP、RANKL（促破骨细胞形成因子）的表达水平低

于模型组（P<0.05）；而OPG（抑制破骨细胞形成因子）

的表达上升，与模型组比较，差异具有统计学意义（P<
0.01或P<0.001）。表3结果显示扶正固本组和唑来磷

酸组血清中细胞生长因子TGFβ、IGF、PDGF的表达低

于模型组，比较差异具有统计学意义（P<0.05或 P
<0.01）。

4 讨论

乳腺癌骨转移属中医学“骨蚀”“骨瘤”“骨痹”“骨

疽”等范畴。骨转移癌可表现出局部肿块坚硬不移、

疼痛、入夜尤甚、皮色不变、面色晦暗等临床特征；其

发生、发展与中医的肾和脾关系密切[12]。《医经精义》

曰：“肾藏精，精生髓，髓生骨，故骨者肾之所合也。”脾

肾为互济之脏，肾虚久不复，火不生土，必伤脾阳。《素

问·五脏生成》云“肾之合骨也，其荣在发，其主脾也”，

说明脾肾对骨的充养具有重要作用。扶正固本方由

黄芪、党参、茯苓、淫羊藿、补骨脂组成，具有益气健

脾、补肾壮骨的作用。

正常的骨代谢是通过成骨细胞的成骨作用与破

骨细胞的骨吸收作用进行调节，从而保持一种动态平

衡[13]。当乳腺癌骨转移后，乳腺癌细胞、成骨细胞、破

骨细胞和骨基质细胞共同参与骨微环境的改造。19
世纪英国Ｐaget提出的“土壤和种子”学说已得到广泛

认可，认为靶器官内适宜血液中播散的肿瘤细胞生存

微环境是肿瘤发生的必要条件[14]。目前许多研究证

据表明，肿瘤转移取决于骨微环境提供的生长支持和

癌细胞对这一环境的适应能力[15]。骨微环境包括细

注：A为各组小鼠胫骨切片的TRAP染色图片，B为各组小鼠胫骨TRAP阳性细胞数目的统计图，由图可见胫骨内注射乳腺癌细胞可引起明显

的破骨细胞活化（TRAP阳性细胞数量明显增多），唑来膦酸和扶正固本方药干预后，TRAP阳性细胞数量有所减少，与模型组比较，差异具有统计

学意义（与模型组比较，**P<0. 01，***P<0. 001）。
图3 裸鼠胫骨TRAP染色及TRAP（+）细胞数目

表1 各组小鼠TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-17表达情况（-x ± s）

组别

空白对照组

模型组

唑来膦酸组

扶正固本组

TNF-α（pg/ml)
20.81±7.63**
80.63±11.39
49.66±10.50**
56.72±8.95*

IL-1β（pg/ml)
15.74±2.13**
49.52±6.89
27.21±4.53*
19.35±6.66**

IL-6（pg/ml)
8.92±1.58***
42.11±6.93
30.73±5.69*
28.57±9.33*

IL-17（pg/ml)
15.96±3.33*
39.23±4.09
21.58±6.41*
22.04±7.88*

注：与模型组比较，*P<0. 05，**P<0. 01，***P<0. 001

表2 各组小鼠PTHrP、RANKL、OPG表达情况（-x ± s）

组别

空白对照组

模型组

唑来膦酸组

扶正固本组

PTHrP（ng/ml)
44.95±6.66**
86.81±14.55
64.59±10.41*
70.51±6.77*

RANKL（pg/ml)
108.57±22.18***
305.66±41.39
226.29±21.37*
247.44±18.60*

OPG（pg/ml)
278.43±27.57***
89.66±14.33
220.04±22.69***
133.47±16.44**

注：与模型组比较，*P<0. 05，**P<0. 01，***P<0. 001

表3 各组小鼠TGF-β、IGF、PDGF表达情况（-x ± s）

组别

空白对照组

模型组

唑来膦酸组

扶正固本组

TGF-β（ng/ml)
12.61±3.05*
35.22±6.03
23.08±4.66*
20.85±3.79*

IGF（ng/ml)
61.59±10.23***
182.27±22.54
131.66±8.43**
150.44±15.79*

PDGF（ng/ml)
24.75±3.33**
76.48±10.21
39.56±7.28*
40.27±9.69*

注：与模型组比较，*P<0. 05，**P<0. 01，***P<0. 001
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胞外基质和细胞，如成骨细胞、破骨细胞、基质细胞、

内皮细胞、造血细胞等，这些细胞可以产生多种因子，

促进肿瘤细胞生长和骨转移进程，而乳腺癌细胞也释

放多种因子并与微环境内细胞相互作用，进而造成对

骨结构的破坏[16]。

首先，乳腺癌细胞可分泌 TNF-α、IL-1β、IL-6、
IL-17 等炎症因子，一方面刺激成骨细胞分泌

RANKL，另一方面刺激单核细胞融合成破骨细胞。其

中 IL-6在诱导肿瘤细胞增殖、抑制凋亡和刺激破骨

细胞生成、抑制成骨细胞分化中具有重要作用[17]；IL-
1β能够直接刺激破骨细胞的增殖，增强其活性，促进

乳腺癌骨转移骨质吸收[18]。TNF-α可以刺激 IL-1β、
IL-6的产生，从而促进恶性肿瘤细胞增殖，并抑制其

凋亡[19]，还可以抑制间充质干细胞增殖，促进成熟的

成骨细胞凋亡，加速骨转移灶骨质破坏[20]。因此抑制

骨转移灶中 IL-6、IL-1β、TNF-α等炎症因子的表达，

可减轻骨损伤、保护骨组织。本实验中，扶正固本组

骨组织中 TNF-α、IL-6 和 IL-1β含量均明显低于模

型组，提示扶正固本方药可减少骨转移癌组织中

TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-17的分泌，从而减轻促炎因

子介导的骨损伤以及肿瘤细胞的增殖。

其次，乳腺癌细胞产生的 PTHrP是主要的破骨细

胞激活因子[21]。在肿瘤骨转移的过程中，起到促进骨

转移的作用[22]。PTHrP刺激成骨细胞或基质细胞产生

RANKL，RANKL通过未成熟破骨细胞表面的RANK
信号系统，刺激转录因子起始转录，导致未成熟的破

骨细胞分化为成熟的破骨细胞；并且同时抑制OPG
的合成[22, 23]。OPG是RANKL的无功能受体，它能与破

骨细胞表面的 RANK竞争性结合RANKL，在体内、体

外情况下均能抑制破骨细胞的成熟和活化。目前认

为 RANKL/OPG 的比例是破骨细胞活性的决定因素

之一[24, 25]。成骨细胞和破骨细胞之间失去平衡，促进

骨吸收作用。在骨转移过程中，OPG 的表达量会很

低，PTHrP和 RANKL的表达量增加，这样就促使骨转

移后骨破坏的发生。而当促进或抑制相关调节因子

的产生时，就能够在一定程度上抑制骨的转移。药理

研究显示，补肾壮骨中药具有以下的作用：①激活肾

脏中 1-α羟化酶，提高骨钙调节激素 1,25-(OH)2D3水
平；②调节垂体-性腺轴或通过植物雌激素成分直接

作用于受体而发挥雌激素样作用；③减少破骨细胞的

生成，抑制破骨作用；④上调 OPG的表达，下调

RANKL的表达，促进破骨细胞凋亡，同时促进成骨细

胞增殖和分化，起到调节骨吸收的作用[26, 27]。本实验

通过ELISA法检测，发现扶正固本方药对破骨细胞形

成的相关调节因子产生了调控作用，可促进OPG的表

达，抑制 PTHrP、RANKL的表达，从而抑制破骨细胞

的形成。

再者，TGF-β、IGF、PDGF等细胞生长因子是调控

乳腺癌骨转移发生、发展的重要因素[28-30]。TGF-β是

骨代谢中关键的信号因子，在肿瘤转移过程中能帮助

肿瘤细胞逃避免疫监控[31]，有利于乳腺癌骨转移的发

生，并可促进破骨细胞的增殖和分化[32]；骨是 TGF-β
的主要存储场所，骨转移溶骨破坏可释放大量TGF-
β，且乳腺癌细胞直接分泌 TGF-β，TGF-β通过调控

TGF-β/Smads信号通路，调控破骨细胞活性的主要介

导因子PTHrP等的表达，加速骨质流失[33]；抑制TGF-
β及PTHrP的表达，可截断骨损伤恶性循环，减少骨损

伤[34]。在破骨细胞的骨吸收中，骨中 IGF-1的释放能

刺激乳腺癌细胞增殖与趋化，并抑制其凋亡。MDA-
MB-231细胞中的 IGF-1受体的过表达显著增加骨转

移率，而乳腺癌骨转移细胞的有丝分裂增加，凋亡减

少。低表达 IGF-1受体则相反。破骨细胞的骨吸收

导致骨中 IGF-1的释放，在刺激细胞增殖和趋化作用

以及抑制转移乳腺癌细胞的凋亡中发挥重要作用，导

致骨转移的发生[35]。ELISA结果显示，扶正固本方药

可减少小鼠血清中细胞生长因子TGF-β、IGF、PDGF
的表达水平。

综上所述，扶正固本方药可通过降低炎症因子

（TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-17）、细胞生长因子（TGF-
β、IGF、PDGF）以及促破骨细胞因子（PTHrP、RANKL）
的表达，增加OPG的表达，从而减缓乳腺癌骨细胞在

骨环境中的生长，以及减轻乳腺癌细胞所引起的骨

破坏。
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