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HER-2阳性乳腺癌是一种原癌基因过度表达的

疾病，具有高趋化、高侵袭、恶性程度高、预后较差

且易复发的特点[1]。从中医学角度，HER-2高表达型

乳腺癌患者具备先天不足的病因，其肿瘤细胞低分

化、增殖速度快、易复发转移、具有耐药性等符合正

虚毒恋的病机。临床使用曲妥珠单抗治疗HER-2高

表达型乳腺癌取得较好疗效，但成本高且耐药性增

加[2]，遂从中医角度探索更好的解决方法。本实验采

用的阳和化岩汤由《外科证治全生集》“阳和汤”化

裁而来，课题组前期检测到阳和化岩汤在体内实验

的caspase信号上游有PI3K的异常活化[3]，故本研究从

HER-2介导的PI3K/Akt通路探讨阳和化岩汤联合曲

妥珠对HER-2高表达乳腺癌的干预机制。

1 实验材料

1.1  动物及细胞系来源  乳腺癌细胞株SK-BR-3

（HER-2高表达型：ERa66-/Era36-PR-/HER2+/EGFR+），

中国科学院上海生科院细胞资源中心。出生后6周

健康SD雄性大鼠15只，SPF级，体重（230±10）g，由

山东中医药大学实验动物中心提供并饲养，实验动

物生产许可证号：SCXK（鲁）2016-0003，实验动

物使用许可证号：SYXK（鲁）2016-0019。

1.2  药物与试剂

1.2.1  中药  阳和化岩汤，按鹿角霜-熟地-莪术-山

慈菇-土贝片3∶2∶2∶2∶2称取各饮片共50g，按1∶20

比例加入95%乙醇溶液回流提取2h，自然冷却，抽

滤，得滤液，56℃旋转蒸发至干，以每4g原生药材用

25mL  Tyrode缓冲盐溶液[4]，超声混匀后得阳和化岩

汤供试液，-20℃冰箱保存，使用前置于室温自然解

冻。中药饮片购于山东中医药大学附属医院中药房，

经药学院鉴定后制剂。

1.2.2  肠吸收液  大鼠禁食12h后，脱颈椎处死，剖

开腹腔，取出小肠，自回盲瓣以上5cm起向上选取

14cm肠段，用Tyrode缓冲液冲洗，硅胶套管软端插入

肠管，丝线结扎，翻转肠道，暴露黏膜层，Tyrode缓冲

液冲洗表面，另一端用丝线结扎成囊状，将25mL中

药药液预先加入麦氏浴管，通入混合气体（95%O2，
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摘 要 目的：观察阳和化岩汤联合曲妥珠体外对乳腺癌细胞株SK-BR-3（HER-2高表达型）PTEN-PI3K/Akt通
路及血管内皮生长因子（VEGFC）的影响。方法：制备阳和化岩汤肠吸收液，将乳腺癌细胞株SK-BR-3随机分为对照

组、中药组、曲妥珠组、中药+曲妥珠组，分别予相应药物干预72h后，应用westernblot法及RT-PCR法检测人第10号染色体

缺失的磷酸酶及张力蛋白同源物基因（PTEN）、磷脂酞肌醇3-激酶（PI3K）、磷酸化丝氨酸/苏氨酸激酶（p-Akt）、血管内

皮生长因子（VEGFC）蛋白及其mRNA表达。结果：与对照组比较，曲妥珠组、曲妥珠+中药组乳腺癌细胞株PTEN蛋白与

mRNA表达明显升高，PI3K、p-Akt、VEGFC蛋白与mRNA表达明显降低（P<0.05，P<0.01）；中药组p-Akt蛋白表达明显降

低（P<0.05），VEGFC蛋白与mRNA表达明显降低（P<0.05）。与曲妥珠组比较，中药+曲妥珠组PTEN蛋白与mRNA表达明显

升高（P<0.05），PI3K、p-Akt蛋白与mRNA表达明显降低（P<0.05），VEGFC蛋白表达明显降低（P<0.05）。各药物组效果曲

妥珠+中药组最佳，曲妥珠组次之，中药组作用稍弱。结论：阳和化岩汤肠吸收液联合曲妥珠能有效干预PTEN-PI3K/Akt通
路，增强PTEN表达，降低PI3K、p-Akt、VEGFC表达，效果优于单用曲妥珠，提示温阳散结中药对曲妥珠在HER-2高表达型

乳腺癌的治疗中可能存在辅助作用。
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5%CO2），37℃恒温，肠管中注入2mL  Tyrode缓冲液

后放入麦氏浴管，3h后取样40μL，同时补充等体积

Tyrode缓冲液，标记后-20℃保存[5]。

1.2.3  供试液  用氮气将所得阳和化岩汤肠吸收液

吹干，加入1mL  80%甲醇复溶，超声3min，涡旋30s，

0.2μm滤膜过滤。肠吸收液混匀后无菌滤膜滤过除

菌，将所得样品分装于无菌EP管中，-20℃保存待用。

实验用药时加入以无血清培养基稀释的阳和化岩汤

肠吸收液125mg/L。

1.2.4  曲妥珠单抗  曲妥珠单抗以完全培养基稀

释，浓度为150μg/mL，上海罗氏制药有限公司提供。

1.2.5  其他试剂  RPIM1640培养基，M199培养基，

青、链霉素（Hyclone公司，USA），优级胎牛血清（Gibco

公司，USA），平衡盐溶液（Solarbio），蛋白Marker，血管

内皮生长因子C，抗Maker小鼠抗β-actin抗体，DAB显

色试剂盒、ECL发光剂、一抗稀释液、Western及IP细

胞裂解液、蛋白上样缓冲液（碧云天生物科技有限公

司），蛋白酶抑制剂（Merck公司），脱脂奶粉（Sigma），

所有引物（上海桑尼生物科技有限公司），BCA蛋白浓

度测定试剂盒（南京凯基生物科技公司）。

1.3  主 要 仪 器  CO2培 养 箱（美 国Precision

公 司），冷 冻 超 速 离 心 机（美 国Beckman公 司），

酶 标 仪（美 国Biotek公 司），石 蜡 包 埋 机（英 国

Shandon  Histocentre），天能凝胶成像分析系统（深

圳天能公司），显影机（日本柯达公司），梯度PCR仪

（iCycler型，美国biorad公司），隔水式电热恒温培养箱

（上海跃进医疗器械厂）。

2 实验方法

2.1  细胞分组与培养  用含10%胎牛血清和1%青、

链霉素双抗的高糖DMEM细胞培养液在37℃、5%C02

培养箱中孵育乳腺癌SK-BR-3细胞，每24h换液传

代，随机选取对数期生长的乳腺癌细胞株，分成4

组：对照组，中药组，曲妥珠组，中药+曲妥珠组。在

96孔板中加入细胞200μL/孔（约2×105个细胞），

于37℃、5%CO2、100%湿度的培养箱内培养24h，待

细胞贴壁后加入不同药物处理细胞，对照组加入

10μL  PBS，药物干预组分别加入10μL阳和化岩汤

肠吸收液、曲妥珠、阳和化岩汤肠

吸收液+曲妥珠。

2.2  Western  blot法检测相关因

子蛋白表达  各组细胞培养72h，

收集细胞，冷PBS洗涤2次，各加

入200μL预冷裂解缓冲液，混

匀后冰浴30min，离心，留取上清

液并将其稀释到50μg/mL，取等

量蛋白（70μg/泳道）上样。电泳条件：浓缩胶恒压

60V约20min，分离胶80V约80min。凝胶电泳结束

后，将分离到的蛋白条带转移电泳转印至PVDF膜，

5%脱脂奶粉封闭1h，分别孵育PTEN、p-Akt、PI3K、

VEGFC抗体，4℃过夜。用1×TBST洗涤3次，洗净未

结合的一抗，孵育二抗室温1.5h，用1×TBST洗膜，洗

去游离二抗，曝光显影。对胶片进行扫描，以目的蛋

白质条带的灰度值与内参GAPDH蛋白条带灰度值的

比值表示目的蛋白的相对表达水平。

2.3  半 定 量RT-PCR法 检 测 相 关 因 子mRNA表

达  将500μL  Trizol试剂分别加入各组细胞，提取

总RNA，检验RNA完整性及纯度，当OD260/280比值在

1.8～2.0时用于试验。取总RNA为模板逆转录合成

cDNA。每个标本重复3遍，以β-actin作为内参照，

PCR反应所用引物序列见表1。于紫外透射反射分

析仪下拍照，采用图像分析软件分析各电泳条带的

积分光密度值，各目标条带积分光密度值与内参照

β-actin光密度值的比值为目标基因的相对光表达

量。

表1  引物序列

名称 序列（5’～3’）

β-actin F：CTG  GGA  CGA  CAT  GGA  GAA  AA
R：AAG  GAA  GGC  TGG  AAG  AGT  GC

PTEN F：GGA  CGA  ACT  GGT  GTA  ATG  AAT
R：TCT  ACT  GTT  GTG  AAG  TAC  AGG

p-Akt F：ACT  CCA  GTT  GCC  AGT  GAT
R：GAC  TTC  GGC  TGA  TAG  ACA

PI3K F：GGG  TAC  GAT  AAC  CGG  GAG  ATA
R：CAG  CCA  GGA  GAA  ATC  AAA  CAG

VEGFC F：CTC  CTC  AGC  ATC  TTA  TCC  GAG  T
R：GCT  GTT  CCG  TCC  CAG  TAG  ATT  A

2.4  统计学方法  所有数据均以（x-±s）表示，采用

SPSS  19.0统计软件分析，多组均数比较采用单因素

方差分析，两两比较采用LSD-t检验，以P<0.05为差

异具有统计学意义。

3 实验结果

3.1  各组相关因子蛋白表达比较  见表2。

3.2  各组相关因子mRNA表达比较  见表3。

表2  各组相关因子蛋白表达比较

组别 PTEN相对表达量 PI3K相对表达量 p-Akt相对表达量 VEGFC相对表达量

对照组 0.917±0.042 0.878±0.116 0.889±0.074 0.874±0.049
中药组 1.121±0.167 0.686±0.073 0.723±0.066* 0.700±0.057* 

曲妥珠组 1.366±0.140**△ 0.681±0.024* 0.592±0.064**△△ 0.600±0.093*△△

中药+曲妥珠组 2.814±0.320**△▲ 0.468±0.031**△▲ 0.457±0.056**△△▲ 0.401±0.040**△△▲

注： 与对照组比较，*P<0.05，**P<0.01；与中药组比较，△P<0.05，△△P<0.01；
与曲妥珠组比较，▲P<0.05。
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4 讨论

曲妥珠单抗作为一种人源化单克隆抗体对

HER-2过表达的肿瘤细胞具有特异性的靶向治疗作

用[6]，有研究表明临床应用曲妥珠靶向治疗1年内发生

耐药现象，PI3K/Akt通路的持续激活是导致耐药的重

要原因，因此对于具有耐药现象的乳腺癌患者，考虑

增加中药治疗或许可以提高机体对曲妥珠的敏感性[7]。

明代陈实功《外科正宗》记载：“初如豆大，渐若

棋……日后肿如覆碗……其时五脏俱衰，四大不救，

名曰乳岩。”乳岩形成，以“癌毒”为标志，即有形之

实邪搏结于乳络，病因乃“阴极阳衰”，肾阳不足，阴

寒内生，冲任失调，复感六淫之邪或伤于饮食情志，气

机不畅而致痰凝血瘀，当温补肾阳、调摄冲任、行气活

血、化痰散结，故选用温阳散结中药阳和化岩汤。方

中君药鹿角霜与熟地温补肝肾，填精补髓；土贝化痰

散结、排痈消肿，《本草从新》曰其“治外科痰毒”，莪

术破血行气、消积止痛，山慈菇解毒化痰散结，三药

并用温阳通脉、化痰活血，共为臣药。全方温阳与填

精并用，祛痰与通络相伍，阳虚得补，寒痰凝滞得通。

乙醇作为亲水性有机溶剂，溶解性能好，对中草

药细胞的穿透能力较强，因此采用乙醇溶液提取中

药成分并制备阳和化岩汤肠吸收液，经测定中药成

分包括熟地黄多糖、5-羟甲基糠醛、土贝母皂苷、山

慈菇多糖、莪术醇、β-榄香烯、姜黄素等，采用肠囊

外翻技术，较既往血清药理实验具有含药量高、干扰

成分少、活性显著等特点[8]。

PTEN为抑癌基因，相关实验将雌鼠PTEN剔除，

结果显示小鼠乳腺癌发生概率升高，其机制与其诱

导细胞周期阻滞促进细胞凋亡相关[9]。本研究结果

显示，与对照组比较，除中药组外其他治疗组均能明

显增强PTEN表达，中药+曲妥珠组表达高于中药组、

曲妥珠组，中药组效果不及曲妥珠组，RT-PCR结果

相似，中药与曲妥珠联用效果优于单种用药，能够进

一步增强PTEN表达，提示中药可能对曲妥珠存在辅

助作用。

在抑制肿瘤生成的多种途径中，PI3K/Akt通路

发挥了重要作用。Akt属于原癌基因，被PI3K和PDK

磷酸化，活化产物为p-Akt，可以

通过调控细胞周期、促进血管生

成和迁移等途径促进肿瘤的生

长[10]。PTEN可通过调节上述通

路发挥其肿瘤抑制作用，使生长

因子第二信使PIP3变成PIP2，能

够特异性去除磷脂酞肌醇-3,4,5

三磷酸肌醇环-3位磷酸根，关闭

PI3K/AKT及其下游诸多通路，阻碍细胞周期向S期过

渡，使细胞在G1期阻滞，抑制肿瘤的生长[11-12]。本实

验各药物组均可抑制PI3K、p-Akt表达，中药组、曲妥

珠组抑制PI3K、p-Akt效果不及中药+曲妥珠组，曲妥

珠+中药组抑制PI3K/Akt信号通路的活化效果最佳，

药物联合使用较单种药物作用更明显。

淋巴结转移是乳腺癌常见的转移方式，VEGFC

是血管内皮生长因子家族中最强的促淋巴管生成因

子，能够调节细胞生物学行为及细胞恶变的发生。

VEGFC在乳腺癌组织中呈高表达，与淋巴管密度显

著相关[13-14]。本研究结果显示阳和化岩汤能够降低

VEGFC表达，效果不及曲妥珠，而中药与曲妥珠联合

使用能更好地降低VEGFC的表达。

本实验从PTEN-PI3K/Akt通路方面，重点探讨干

预乳腺癌细胞生成的相关因子PTEN、PI3K、p-Akt以

及与乳腺癌转移相关的VEGFC的表达，实验结果证

明阳和化岩汤肠吸收液联合曲妥珠能够干预PTEN-

PI3K/Akt通路活化，有效增强PTEN表达，降低PI3K、

p-Akt及VEGFC的表达，从而抑制乳腺癌细胞生成与

转移。虽然单纯使用中药效果不及曲妥珠，但中药

与曲妥珠联用显示出更好的治疗效果，提示中药可

能存在辅助作用，为后续体内实验微血管、淋巴管新

生和脉管侵袭干预机制研究提供借鉴。
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桥本氏甲状腺炎（Hashimotois  thyroiditis，以下

简称HT），是以自身甲状腺组织为抗原的慢性炎症性

自身免疫性疾病，由遗传及环境因素共同作用所致[1]。

HT主要病理特点是甲状腺腺体呈现弥漫性增大，腺

泡大量增生，后期腺体发生萎缩，大量浆细胞、淋巴

细胞浸润充斥间质及淋巴滤泡形成，最终破坏甲状

腺组织功能，造成甲减[2]。其主要临床表现为颈前肿

大；疾病早期或合并甲状腺功能亢进时，可伴有眼球

突出、心悸、烦躁、失眠、体重下降等症；病情持续发

展至后期，部分患者或伴有甲状腺功能低下，此时可

出现精神萎靡、记忆力减退、疲劳、皮肤苍白、怕冷等

症状[3]。结合现代医学对桥本氏甲状腺炎的认识，认

中医辨证分型治疗桥本氏甲状腺炎研究进展

帅优优 1 李惠林 2 张学文 3

（1.广州中医药大学附属深圳市中医院，广东深圳518000；  2.深圳市中医院，广东深圳518000；
3.陕西中医药大学第一附属医院，陕西咸阳712000）

摘 要 结合现代医学对桥本氏甲状腺炎（HT）的认识，认为疾病前期属“瘿病”“心悸”范畴，后期属“虚劳”“水

肿”等范畴。肝郁、脾虚、肾虚为本病病机根本，气痰血瘀壅结颈前为标；辨证分型可分为两型、三型、四型、六型、八型、九

型等。中医药在对本病病机的认识及治疗方面取得了一定的进展，弥补了西医治疗的短板，特别是“未病先防、既病防变、

愈后防复”的“治未病”思想体现在HT中医治疗的各个阶段，更有利于掌握病程的进展，充分展示中医治疗本病的优越性。

然而，由于本病病程较长，且病机复杂多变，临证时应深入分析各种致病因素在本病不同发展阶段中的主次和相互夹杂的

问题，辨清正与邪主次矛盾的转换，同时还应全面地掌握其证型演变及证治规律，深入分析不同证型之间的内在联系，进而

提高辨治水平。

关键词  桥本氏甲状腺炎  病因病机  辨证分型  综述
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