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从乳腺癌微环境外泌体串扰角度探讨疏肝益肾方对
他莫昔芬耐药细胞株的影响

崔莎莎，卢雯平*

（中国中医科学院 广安门医院，北京 100053）

［摘要］ 目的：探讨疏肝益肾方（SGYS）通过干预乳腺癌微环境中外泌体的串扰对他莫昔芬（TAM）耐药细胞株 LCC9 的

影响。方法：分别制备空白组，TAM（2 mg·kg-1·d-1）组，SGYS（113.2 g·kg-1·d-1）组，联合组共 4 组含药血清；采用超速离心法提

取 LCC9 细胞的外泌体，并应用透射电子显微镜，纳米粒子追踪技术及蛋白免疫印迹法（Western blot）对其进行鉴定。然后将

收集的 LCC9 外泌体（LCC9-EXO）与骨髓间充质干细胞（BMMSCs）共培养，在共培养体系中分别加入 10% 的上述 4 组含药血

清。共培养 48 h 后，提取 BMMSCs的外泌体（BMMSCs-EXO），与 LCC9 细胞进一步孵育。应用荧光显微镜观察细胞对外泌体

的摄取情况，细胞增殖与活性检测试剂盒（CCK-8）法检测各组含药血清对 LCC9 细胞增殖的影响，流式细胞仪分析各组含药

血清对 LCC9 细胞凋亡的影响，Transwell 观察各组含药血清对 LCC9 细胞迁移的影响，Western blot 检测各组 CD24，CD44，人

类表皮生长因子受体 2（HER2），雌激素受体 α（ERα）蛋白的表达。结果：荧光显微镜观察到 LCC9-EXO 可以被 BMMSCs 成功

摄取，且 BMMSCs-EXO 可以被 LCC9 细胞成功摄取；CCK-8 检测细胞增殖结果显示，与 TAM 组相比，SGYS 组和联合组的细胞

增殖能力在各时间段均明显降低（P<0.05），联合组较 SGYS 组降低更明显（P<0.05）；流式细胞仪检测凋亡结果显示，与 TAM

组相比，SGYS 组和联合组的细胞凋亡水平明显升高（P<0.05）；Transwell 迁移结果显示，与 TAM 组相比，SGYS 组与联合组的

细胞迁移能力明显降低（P<0.05）。Western blot 结果显示，与 TAM 组相比，SGYS 组与联合组的 ERα和 CD24 表达量均明显上

调（P<0.05），HER2 和 CD44 的表达量均明显下调（P<0.05），且联合组对蛋白表达量的影响优于 SGYS 组（P<0.05）。结论：

SGYS 通过干预 BMMSCs-EXO 与 LCC9-EXO 串扰，从而逆转 LCC9 细胞的 TAM 耐药性。
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Effect of Shugan Yishen Prescription on Tamoxifen-resistant Cell Line from

Exosome-mediated Crosstalk in Breast Cancer Microenvironment
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［［Abstract］］ Objective：： To explore the effect of Shugan Yishen prescription（SGYS）on the tamoxifen

（TAM） -resistant cell line LCC9 by the intervention of exosome-mediated crosstalk in the breast cancer

microenvironment. Method：： Four groups of serum were set up， specifically， a blank group， a TAM

（2 mg·kg-1·d-1）group，an SGYS（113.2 g·kg-1·d-1）group，and a combination group. The exosomes of LCC9

cells were extracted by ultracentrifugation and identified by transmission electron microscopy（TEM），

nanoparticle tracking analysis（NTA），and Western blot. Then the collected LCC9 exosomes（LCC9-EXO）were

co-cultured with bone marrow mesenchymal stem cells（BMMSCs），and 10% of the above four groups of serum
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were added to the co-culture system. After 48 hours of co-culture，the exosomes of BMMSCs（BMMSCs-EXO）
were extracted and incubated with LCC9 cells. Fluorescence microscope was used to observe the uptake of

exosomes by cells. Cell counting kit-8（CCK-8）assay，flow cytometry，and Transwell assay were used to detect

the effects of drug-containing serum in the four groups on the proliferation，apoptosis，and migration of LCC9

cells. Western blot was used to detect the protein expression of CD24，CD44，human epidermal growth factor 2

（HER2），and estrogen receptor α（ERα）in each group. Result：：Fluorescence microscope observed that LCC9-

EXO could be taken up by BMMSCs，and BMMSCs-EXO could be taken up by LCC9 cells. CCK-8 assay

revealed that compared with the TAM group，the SGYS group and the combination group showed reduced cell

proliferation ability at each period（P<0.05），especially the combination group，but no statistically significant

difference between the SGYS group and the combination group was observed（P<0.05）. Flow cytometry

revealed that compared with the TAM group，the SGYS group and the combination group showed increased

levels of apoptosis（P<0.05）. Transwell assay revealed that compared with the TAM group，the SGYS group and

the combination group showed decreased cell migration ability（P<0.05）. Western blot revealed that compared

with the TAM group，the SGYS group and the combination group showed up-regulated expression of ERα and

CD24（P<0.05），and down-regulated expression of HER2 and CD44（P<0.05）. The effect of the combination

group on protein expression was superior to that of the SGYS group（P<0.05）. Conclusion：：SGYS reverses the

TAM resistance of LCC9 cells by interfering with the crosstalk between BMMSCs-EXO and LCC9-EXO.

［［Keywords］］ Shugan Yishen prescription； breast cancer； tamoxifen resistance； microenvironment；

exosomes；cancer stem cells；bone marrow mesenchymal stem cells

近年来，乳腺癌发病率一直居女性恶性肿瘤发

病率之首。2020 年全球最新癌症数据显示，2020 年

全球新增癌症病例约 1 930 万，新增病例 60% 来自

于最常见的 10 种肿瘤，其中女性乳腺癌在数量上已

经首次超越了肺癌，成为全球新诊断人数最多的癌

症［1］。在乳腺癌分子分型中，雌激素受体（ER）阳性

者占 70% 左右，内分泌治疗是其主要的治疗方式，

他莫昔芬（TAM）是最有效的内分泌药物之一。约

有 1/3 的患者对 TAM 治疗原发耐药，大多数对 TAM

敏感的患者经过一段时间的治疗后会出现继发性

耐药［2］，TAM 耐药是乳腺癌临床治疗中面临的重大

挑战，因此探讨逆转 TAM 耐药的有效方法将具有十

分重要的意义。

很多学者针对 TAM 耐药信号通路已做了大量

研究，但源于耐药信号通路复杂性及对耐药机制的

理解碎片化，虽有相应的药物进入临床，很快又出

现新的耐药。故有必要将这些因子整合到一个有

凝聚力的机制平台上。研究表明乳腺癌干细胞

（BCSCs）在 TAM 耐药中发挥中轴作用，可以整合分

散而复杂的耐药信号通路，其稳态平衡的破坏可诱

发 TAM 耐药［3］。在 BCSCs 被认可在 TAM 耐药发挥

重要作用之前，ER，核转录因子-κB（NF-κB）和磷脂

酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）/哺乳动物雷

帕 霉 素 靶 蛋 白（mTOR），周 期 蛋 白 依 赖 性 激 酶

（CDK）4/6 等信号通路已被证实是引起 TAM 耐药的

主要机制，同时研究也支持这些因子可能通过调节

BCSCs 促进对 TAM 的耐药［4-5］。外泌体是由细胞分

泌的直径为 30~150 nm 的小囊泡，具有典型脂质双

分子层结构，其包含多种生物活性蛋白，脂质，DNA

和 miRNA 等并通过运输这些功能物质在细胞通讯

中充当介质［6-7］。外泌体作为细胞之间信息传递的

载体，在肿瘤微环境中调控乳腺癌干细胞动态变

化［8］。骨髓间充质干细胞（BMMSCs）来源的外泌体

（BMMSCs-EXO）和乳腺癌细胞（BCCs）来源的外泌

体（BCCs-EXO）交互作用可以改变肿瘤微环境，增

加肿瘤异质性从而影响乳腺癌细胞中非干细胞与

干细胞的转化［9］。故课题组提出假设，BMMSCs-

EXO 与 BCCs-EXO 串扰，破坏了微环境中 BCSCs的

稳 态 ，诱 导 TAM 耐 药 。 影 响 BMMSCs-EXO 与

BCCs-EXO 间的串扰可能会逆转 TAM 耐药。

中药在逆转乳腺癌耐药方面有显著效果，疏肝

益肾方（SGYS）是导师在逍遥散合理冲汤基础上，

形成的治疗 ER 阳性乳腺癌的临床有效方剂，课题

组前期实验研究也证实其能够抑制多个 TAM 相关

的耐药信号通路。本研究拟探讨 BMMSCs-EXO 与

BCCs-EXO 的相互串扰作用在乳腺癌耐药中的影响

及 SGYS 对其的调控，为 SGYS 的临床应用提供新

的科学依据。
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1 材料

1.1 细 胞 株 LCC9 细 胞 株 由 Georgetown

University Medical Center 的 Clarke 教授赠予；人骨

髓间充质干细胞 BMMSCs 购自赛业生物科技有限

公司，货号 HUXMA-01001。

1.2 动物 SPF 级 SD 雌性大鼠 40 只，12 周龄，体质

量（190±10）g，购自上海杰思捷实验动物有限公司，

合格证号 SCXK（沪）2018-0004。于上海懿贝瑞生

物有限公司动物中心饲养，所有操作均严格按照中

国中医科学院广安门医院伦理委员会有关动物研

究指导原则进行。

1.3 药物 SGYS 由紫草、海藻、青蒿、浙贝、鳖甲、

山慈菇、皂角刺、白花蛇舌草、骨碎补、炒酸枣仁、川

芎、炙南星、白蒺藜、青皮、黄芪、生白术、鲜龙葵、郁

金、半枝莲组成。中药均购自中国中医科学院广安

门医院，经陈雯主管药师鉴定，符合 2015 年版《中华

人民共和国药典》规定，由其煎药房煎制，浓缩至生

药含量 5.66 g·mL-1，冷却后置于 4 ℃冰箱备用。枸

橼酸他莫西芬片（TAM，10 mg/片，扬子江药业集团

有限公司，国药准字 H32021472），取 30 mg 研磨后

用 生 理 盐 水 300 mL 稀 释 ，配 置 质 量 浓 度 为

0.1 g·L-1，置于 4 ℃保存备用。

1.4 试剂 高糖 DMEM，胎牛血清（Hyclone 公司，

批号分别为 SH30022.01B，SH30396.02）；牛胰岛素，

4-羟基他莫昔芬，PKH26 染色试剂盒，PKH67 染色

试剂盒，2% 磷钨酸（美国 Sigma 公司，批号分别为

I1882，H7904-5MG，MINI26，MINI67，HT152）；细胞

增殖与活性检测-8（CCK-8）试剂盒（日本东仁公司，

批号 CK04）；AV/碘化丙烯（PI）试剂盒（美国 BD 公

司 ，批 号 556547）；结 晶 紫（索 莱 宝 公 司 ，批 号

G1062）；多 聚 甲 醛（ 上 海 Biosharp 公 司 ，批 号

BL539A）；BCA 蛋白定量试剂盒（美国 Thermo 公

司，批号 23227）；CD9 抗体（美国 R&D 公司，批号

MAB25292）；CD63 抗体（武汉 ABclonal 公司，批号

A5271）；肿 瘤 易 感 基 因 101（TSG101），CD24，

CD44，雌激素受体 α（ERα），人类表皮生长因子受体

2（HER2）抗 体（美 国 Abcam 公 司 ，批 号 分 别 为

ab125011， ab179821， ab157107， ab108398，

abs131654）；β - 肌 动 蛋 白（β -actin）抗 体（ 美 国

Proteintech 公司，批号 66009-1-Ig）；辣根过氧化物酶

（HRP）标记山羊抗鼠二抗，HRP 标记山羊抗兔二抗

（Beyotime公司，批号分别为 A0216，A0208）。
1.5 仪器 MCO-18AC 型 CO2 细胞培养箱（日本

Sanyo 公司）；26616 型超高速离心机（美国 Thermo

Fisher 公司）；Centrifuge 5424R 型普通离心机（德国

Eppendorf 公司）；ECLIPSE Ts2 型普通光学显微镜，

TS 100 型荧光显微镜（日本 Nikon 公司）；HT-7800

型透射电子显微镜（日本 Hitachi 公司）；Nanotrac

wave Ⅱ型纳米粒度分析仪（美国 Microtrac 公司）；
ChemiDoc 型化学发光成像仪，PowerPacTM型高压电

泳仪（美国 Bio-Rad 公司）；ELx808 型全自动酶标检

测仪（美国 Biotek 公司）；NovoCyte 型流式细胞仪

（美国 ACEA 公司）。
2 方法

2.1 大鼠含药血清制备 将 40 只 SD 大鼠随机分

为 4 组，每组 10 只，分别为空白组，TAM 组，SGYS

组，联合组。课题组前期研究结果显示 SGYS 等效

剂量的 4 倍对 LCC9 细胞的增殖抑制作用最显著，按

照人（70 kg）与大鼠（200 g）等效剂量的换算系数为

7 计算各组药物灌胃量。空白组大鼠给予生理盐水

20 mL·kg-1·d-1， TAM 组 给 予 TAM 溶 液

2 mg·kg-1·d-1，SGYS 组 给 予 SGYS 水 煎 剂

113.2 g·kg-1·d-1，联合组给予 SGYS 水煎剂＋TAM 溶

液（ 剂 量 同 前 ，间 隔 30 min），灌 胃 量 均 为

10 mL·kg-1，每日 2 次，共 3 d。于末次灌胃后 1 h，进

行腹主动脉取血，4 ℃，3 500 r·min-1离心 10 min（离

心半径 13.5 cm）制备血清，56 ℃水浴灭活 30 min，

0.22 µm 无菌滤器过滤分装后，-80 ℃保存备用。

2.2 细胞培养

2.2.1 LCC9 细胞株培养 用高糖 DMEM 培养液

（含 10% 胎牛血清+0.01 g·L-1牛胰岛素+10-7 mol·L-1

TAM 溶液）置于 37 ℃，5% CO2培养箱中培养，根据

细胞生长状态进行换液或传代。待细胞长至培养

瓶底的 50% 时，改用无外泌体血清的培养基继续培

养 48 h，收集细胞上清以备提外泌体，将其细胞消化

传代放入培养箱中继续培养。

2.2.2 人源 BMMSC 培养 用专用培养基（含 10%

专用胎牛血清 +1% 青 -链霉素 +1% 谷氨酰胺）在
37 ℃，5% CO2 条件下培养。根据细胞生长状态进

行换液或传代。

2.2.3 分组干预 用含无外泌体血清的培养基培

养 BMMSCs，待其贴壁生长融合至培养瓶底的 50%

时，换液，加入 LCC9 外泌体共同孵育，在共培养体

系中分别加入上述 4 组 10% 含药血清，48 h 后收集

4 组细胞上清分别提取 BMMSCs外泌体。

2.3 外泌体的提取 将收集的 LCC9 细胞上清液及

4 组 BMMSCs上清液用超速离心法提取外泌体。以

4 ℃，500 ×g 离心 5 min，收集细胞上清转移至新的
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50 mL 离心管；然后以 4 ℃，2 000 ×g 离心 30 min，再

次收集上清液；之后以 4 ℃，1 万 ×g 离心 60 min，收

集上清用 0.22 µm 无菌滤器过滤，最后将过滤后的

上清液移入超高速离心管中，以 4 ℃，12 万 ×g，

70 min 超高速离心，管壁沉淀附着即为外泌体。小

心去除上清液，用 200 µL 无菌磷酸盐缓冲液（PBS）
溶解沉淀，收集重悬液并分装保存。

2.4 外泌体的鉴定

2.4.1 透射电子显微镜（TEM）观察外泌体形态

取外泌体溶液 10 µL 滴加于载样铜网上，室温静

置 10 min；用滤纸轻轻从侧面吸去多余的液体，然后

往 铜 网 上 滴 加 2% 磷 钨 酸 溶 液 10 µL，室 温 负 染

1 min；小心用滤纸吸去多余的染色液，并于室温下

晾干铜网；TEM 下观察外泌体形态。

2.4.2 纳米粒子追踪技术（NTA）检测外泌体粒径

用 PBS 将外泌体混悬液稀释至合适的浓度，行粒

径检测，具体由上海懿贝瑞生物有限公司测定。

2.4.3 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测外泌体

标志蛋白 将所提取外泌体混悬液根据 BCA 法定

量后加入 5×蛋白上样缓冲液，干锅浴中煮沸变性，

上样进行凝胶电泳，转膜（0.22 µm PVDF 膜，4 ℃，

220 mA 转膜 60 min），牛奶封闭 1 h，将封闭液洗净

后加一抗 CD9（1∶500），CD63（1∶1 000），TSG101

（1∶1 500）4 ℃过夜。次日用 TBST 洗脱 3 次，每次

15 min，加二抗（1∶3 000）并在摇床上室温孵育 1 h，

回收二抗后再予 TBST 清洗 3 次，每次 15 min。最后

将 ECL 发光液 A 液和 B 液在离心管中按体积 1∶1 混

合后使用，使其与蛋白条带充分接触孵育后，于自

动化学发光成像仪中显影曝光。

2.5 细胞对外泌体的摄取 ①用 6 孔板培养细胞，

待细胞贴壁生长融合至 50% 时，进行换液；②准备

外泌体，取外泌体 20 µg，重悬于稀释液 C 1 mL 中；
③制备 PKH26/PKH67 染料，将 PKH26/PKH67 染料

5 µL 加入的稀释液 C 1 mL 中，制备染料；④外泌体

标记，将外泌体 1 mL 与染料溶液 1 mL 混合染色

5 min，加入等量的纯血清 2 mL 以结合多余的染料

终止染色。用 PBS 稀释 PKH26/PKH67 标记的外泌

体，在 12 万 ×g，4 °C 下超速离心 70 min，并在 PBS

中洗涤 2 次，用 PBS 重悬外泌体；⑤细胞与外泌体共

培养，将 PKH26/PKH67 染料标记的外泌体加入 3 个

孔的细胞培养液中，另外 3 个孔加入与外泌体等量

的 PBS 作为对照，放入培养箱中共同孵育 48 h，然后

用 PBS 清洗 3 遍；⑥制备 Hoechst 染料，将 Hoechst

30 µL 用 PBS 稀释至 3 mL，每孔加 500 µL，放入培养

箱中孵育 10 min；⑦染料孵育结束后，用 PBS 洗

3 遍，加入适量培养基，用荧光显微镜观察细胞摄取

外泌体的情况并拍照。

2.6 CCK-8 法 观 察 各 组 LCC9 细 胞 的 增 殖 情 况

采用 6 孔板培养 LCC9 细胞，待其贴壁后弃去旧培

养液，分别更换为含上述 4 组 BMMSCs 外泌体的培

养基培养 48 h，标记为空白组，TAM 组，SGYS 组，联

合组。然后分别将各组 LCC9 细胞消化重悬，以

1×104 个/孔接种于 96 孔板中，每组设 5 个平行孔，

3 个调零孔，处理后 24，48，72 h，分别取出一个 96 孔

板，向每个孔中加入 CCK-8 溶液 10 µL，之后继续将

96 孔板置于培养箱中培养 3 h。最后，在免疫酶标

检测仪波长 450 nm 处测量出各个孔的吸光度 A，并

根据公式计算出各组细胞增殖率。

2.7 流式细胞仪检测各组 LCC9 细胞的凋亡情况

采用 6 孔板培养 LCC9 细胞，待其贴壁后弃去旧培

养液，分别更换为含上述 4 组 BMMSCs 外泌体的培

养基培养 48 h，标记为空白组，TAM 组，SGYS 组，联

合组。然后分别将各组 LCC9 细胞消化重悬，收集

在标记好的离心管中，每组 4 管。在室温下，300 ×g

离心 5 min，弃上清，收集细胞。用预冷的 PBS 洗涤

一次，将细胞重悬并计数；取 1×105 个重悬的细胞，

300×g 离心 5 min，弃上清，然后用 PBS 洗涤细胞，离

心后弃除上清；加入稀释的 1×Annexin V Binding

buffer 工作液重悬细胞 100 µL；细胞悬液中加入

Annexin V-FITC 2.5 µL 和 PI 染色液 2.5 µL；轻柔晃

动混匀后，于室温下避光孵育 15~20 min；加入稀释

的 1×Annexin V Binding buffer 400 µL，混匀样本，立

即上机检测。

2.8 Transwell 实验检测各组 LCC9 细胞的迁移情

况 采用 6 孔板培养 LCC9 细胞，待其贴壁后弃去旧

培养液，分别更换为含上述 4 组 BMMSCs 外泌体的

培养基培养 48 h，标记为空白组，TAM 组，SGYS 组，

联合组，然后分别将各组 LCC9 细胞用无血清培养

基消化重悬。将小室置于 24 孔板中，小室的下室中

加入含 20% 胎牛血清的完全培养基 800 µL，小室中

加入充分混匀的细胞悬液 200 µL（含 1×105 个细

胞），放入细胞培养箱中继续培养 24 h，每组设 3 个

复孔。培养 48 h 后取出小室，PBS 洗 2 次，室温下用

4% 多聚甲醛对细胞进行固定 10 min，结晶紫染色

15 min。然后用 PBS 缓慢冲洗掉多余染料，用棉签

擦除小室中未迁移的细胞，使用正置光学显微镜

100 倍下对每组细胞的迁移能力进行观察和拍照，

每组分别观察 4 个视野。
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2.9 Western blot 检 测 各 组 LCC9 细 胞 中 CD24，

CD44，HER2，ERα蛋白的表达 采用 6 孔板培养

LCC9 细胞，待其贴壁后弃去旧培养液，分别更换为

含上述 4 组 BMMSCs 外泌体的培养基培养 48 h，标

记为空白组，TAM 组，SGYS 组，联合组。各组细胞

中均加入 RIPA 裂解液裂解，提取各组总蛋白，BCA

法蛋白定量，蛋白上样量均为 20 μg 进行凝胶电泳，

转膜，封闭，4 ℃条件下一抗 CD24（1∶1 000），CD44

（1∶2 000），HER2（1∶1 000），ERα（1∶1 000）孵育过

夜，室温条件下二抗（1∶3 000）孵育 1 h，ECL 化学发

光法显色，通过 Image J软件分析灰度值以得到蛋白

相对表达量。

2.10 统计学方法 使用 Image J 进行数据采集，应

用 GraphPad Prism 8 软件对实验数据进行统计分

析，结果均以 x̄±s 的方式表示，单因素两组间差异统

计采用非配对 t 检验进行比较分析，多组间差异统

计采用 One-way ANOVA 进行比较分析 P<0.05 表

示差异有统计学意义。

3 结果

3.1 外泌体形态学观察 可见外泌体呈圆形、椭圆

形中间凹陷的膜状结构，是杯状囊泡，直径为 30~

150 nm，与典型的外泌体结构一致。见图 1。

3.2 外泌体粒径检测 NTA 结果显示悬液中粒子

大小大多在 100~150 nm，LCC9 来源的外泌体粒径

主峰为 149.2 nm，BMMSC 来源的外泌体粒径主峰

为 142.7 nm，均属于外泌体的粒径范围。

3.3 外泌体相关蛋白的表达 Western blot 检测结

果显示，外泌体标志物蛋白 CD9，CD63 和 TSG101

在分离的外泌体中均呈阳性表达。见图 2，3。

3.4 细胞对外泌体的摄取 用 PKH26 红色荧光染

料标记 LCC9 来源的外泌体，与 BMMSCs 共培养

48 h，PBS 清洗之后用 Hoechst33342 染色 BMMSCs

细胞核，通过荧光显微镜观察发现，红色荧光为

PKH26 标 记 的 外 泌 体 的 信 号 ，蓝 色 荧 光 为

Hoechst33342 标记的细胞核，合成图片中红色荧光

信号围绕细胞核分布于核周或核上。说明 LCC9 细

胞来源的外泌体可以被 BMMSCs摄取。见图 4。

用 PKH67 绿色荧光染料标记 BMMSCs 来源的

外泌体，与 LCC9 细胞共培养 48 h，PBS 清洗之后用

Hoechst33342 染色 LCC9 细胞核，通过荧光显微镜

观察发现，绿色荧光为 PKH67 标记的外泌体的信

号，蓝色荧光为 Hoechst33342 标记的细胞核，合成

图片中绿色荧光信号围绕细胞核分布于核周或核

上。说明 BMMSCs 来源的外泌体可以被耐药细胞

LCC9 摄取。见图 5。

3.5 SGYS 对 LCC9 细胞增殖的影响 与空白组比

较，TAM 组，SGYS 组和联合组的细胞增殖能力在

各时间段均明显降低（P<0.05），联合组降低最明显，

图 4 细胞对 LCC9来源的外泌体摄取情况（荧光显微镜，×100）
Fig. 4 Uptake of exosomes from LCC9 cells（FM，×100）

A. LCC9 来源的外泌体；B. BMMSC 来源的外泌体

图 1 外泌体 TEM（TEM，×10 万）
Fig. 1 TEM of exosomes（TEM，×10 万）

A. 空白组；B. TAM 组；C. SGYS 组；D. 联合组（图 6~7 同）
图 3 BMMSCs来源外泌体的 CD9，CD63和 TSG101蛋白电泳

Fig. 3 Electrophoresis of CD9，CD63 and TSG101 in exosomes of

BMMSCs

图 2 LCC9细胞来源外泌体的 CD9，CD63和 TSG101蛋白电泳

Fig. 2 Electrophoresis of CD9，CD63 and TSG101 in exosomes of

LCC9 cells
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其次为 SGYS 组，TAM 组。与 TAM 组比较，SGYS

组和联合组的细胞增殖能力在各时间段均明显降

低（P<0.05），联合组更明显。SGYS 可以通过干预

外泌体串扰抑制 LCC9 细胞增殖，且可以协同 TAM

增强药效，发挥逆转 TAM 耐药性的作用。见表 1。

3.6 SGYS 对 LCC9 细胞凋亡与迁移的影响 与空

白组比较，TAM 组，SGYS 组和联合组的细胞凋亡

水平显著升高（P<0.05）；与 TAM 组比较，SGYS 组

和联合组的细胞凋亡水平也显著升高（P<0.05），
SGYS 可以通过干预外泌体串扰促进 LCC9 细胞凋

亡，且在一定程度上增强了 TAM 对耐药株 LCC9 的

抗肿瘤作用。

与空白组比较，TAM 组，SGYS 组与联合组的

细胞迁移的数量较少（P<0.05），且 SGYS 组与联合

组的细胞迁移数明显低于 TAM 组（P<0.05）。SGYS

中药组对细胞迁移的抑制作用较明显，而 TAM 组对

细胞的迁移抑制作用弱，效果不明显，联合 SGYS 后

较单药组进一步增强对 LCC9 细胞迁移的抑制。见

图 6，表 2。

3.7 SGYS 对 LCC9 细胞中 CD24，CD44，HER2 和

ERα蛋白表达的影响 与空白组比较，TAM 组的

CD24，CD44，HER2 与 ERα的变化差异均无统计学

意义；SGYS 组与联合组的 ERα和 CD24 表达量均明

显上调（P<0.05），HER2 和 CD44 的表达量均明显下

调（P<0.05），且对蛋白表达量变化的影响联合组均

优于 SGYS 组（P<0.05）。SGYS 可以升高 TAM 耐药

细 胞 株 LCC9 中 ERα 和 CD24 的 表 达 ，同 时 降 低

HER2 和 CD44 的表达，联合 TAM 会增强 TAM 对相

关蛋白表达的影响。见图 7，表 3。

4 讨论

内分泌治疗是 ER 阳性乳腺癌患者重要的治疗

手段，TAM 是最常用的治疗药物，在改善预后方面

有显著疗效。然而，部分患者会出现原发性或继发

性耐药，这是乳腺癌内分泌治疗中面临的临床难

图 7 各组 LCC9 细胞中 CD24，CD44，HER2 和 ERα的蛋白表达

电泳

Fig. 7 Electrophoresis of CD24，CD44，HER2 and ERα of LCC9

cells in each group

图 5 细胞对 BMMSCs来源的外泌体摄取情况（荧光显微镜，×100）
Fig. 5 Uptake of exosomes from BMMSCs（FM，×100）

表 1 SGYS对各组 LCC9细胞增殖率的影响（x̄± s，n=5）

Table 1 Effect of SGYS on proliferation rate of LCC9 cells in

each group（x̄± s，n=5） %

组别

TAM

SGYS

联合

剂量/g·kg-1

2×10-3

113.2

2×10-3+113.2

24 h

81.00±3.191）

70.20±2.861，2）

65.30±1.991，2）

48 h

75.80±5.181）

67.60±3.211，2）

49.30±1.411，2）

72 h

74.10±4.291）

65.90±2.691，2）

51.50±2.791，2）

注：空白组增殖率为 100%。与空白组比较 1）P<0.05；与 TAM 组

比较 2）P<0.05（表 2，3 同）。

表 2 SGYS对各组 LCC9细胞凋亡和迁移的影响（x̄± s，n=4）

Table 2 Effect of SGYS on apoptosis and migration of LCC9 cells

in each group（x̄± s，n=4）

组别

空白

TAM

SGYS

联合

剂量/g·kg-1

2×10-3

113.2

2×10-3+113.2

凋亡率/%

6.10±0.49

8.10±0.571）

12.50±0.361，2）

12.20±0.311，2）

迁移数/个/视野

980.00±38.65

852.00±83.691）

642.00±49.161，2）

378.50±37.031，2）

图 6 SGYS对各组 LCC9细胞迁移能力的影响（光学显微镜，×100）
Fig. 6 Effect of SGYS on migration ability of LCC9 cells in each

group（OM，×100）
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题，耐药性的产生会导致疾病的复发与进展，从而

严重影响了患者的临床获益［10-11］。

外泌体是直径约 30~150 nm 的细胞外囊泡，几

乎所有类型的细胞均可分泌，越来越多的研究表明

外泌体参与细胞间的信息传递［12-13］，在乳腺癌细胞

的增殖、转移和耐药中起着重要作用［14］。研究表明

BMMSCs-EXO 与 BCCs-EXO 交互作用，BCCs-EXO

促进肿瘤细胞招募 BMMSCs，BMMSCs 被由肿瘤细

胞 衍 生 的 外 泌 体 重 新 编 辑 ，这 种 重 新 编 辑 的

BMMSCs 成为外泌体的丰富来源，携带有复杂的分

子和基因。已发现这些外泌体通过携带干细胞相

关 的 β - 连 环 蛋 白（β -catenin），分 泌 型 糖 蛋 白 5

（Wnt5），Notch 信号蛋白介导诱导上皮 -间充质转化

（EMT）及干细胞性通路，通过转运干细胞性相关转

录因子 SOX2 和 SOX9，可以促进早期乳腺癌的形成

及体内肿瘤的生长。BMMSCs-EXO 还可以通过诱

导 MMP-2 和 ecto-5'-核苷酸酶活性改变肿瘤细胞的

功能，从而改变肿瘤微环境和增加肿瘤异质性，进

一步促进细胞耐药［15-19］。

中医理论认为，乳腺癌的病因有肝郁气滞、充

任失调、正气亏虚等，涉及的经络与肝、脾、肾三脏

有关，其中冲任失调与机体内雌激素的水平失衡关

系密切。冲为血海，任主胞胎，若冲任失调，则会导

致气血运行不畅，进而经络受阻而致本病，因此疏

肝益肾，调和冲任是乳腺癌的主要治则之一。近年

来中药在逆转肿瘤耐药的临床试验和基础实验方

面取得较大进展，且疗效显著。SGYS 由逍遥散合

理冲汤加减而成。逍遥散具疏肝解郁，养血柔肝的

功效。理冲汤源自《医学衷中参西录》，为近代名医

张锡纯调理冲任之血，治疗癥瘕、积聚、气郁的主

方，当代名医朱良春老先生对其倍加推崇，二者合

用可攻补兼施，祛邪不伤正，具有疏肝益肾，调理冲

任之血功能［20］。课题组前期基础研究发现 SGYS 对

LCC9 细胞株有抑制作用并可逆转其耐药性［21］，本

研究从微环境中外泌体串扰的角度进一步研究

SGYS 逆转耐药的机制。

TAM 耐药乳腺癌细胞中干细胞数量高于 TAM

敏感的细胞，耐药细胞增殖性强，具有更强的迁移

能力［22-23］，且耐药细胞 LCC9 高表达 HER2 蛋白，低

表达 ERα蛋白。本研究先采取超高速离心法提取

TAM 耐药性乳腺癌细胞株 LCC9 外泌体，收集提取

的外泌体干预 BMMSCs，干预过程中分别加空白

组，TAM 组，SGYS 组，联合组 4 组含药血清处理，

48 h 后收集 4 组细胞上清分别提取 BMMSCs 外泌

体，再用 4 组 BMMSCs 外泌体与 LCC9 细胞株共培

养。荧光显微镜下观察到 BMMSCs 摄取 LCC9 外

泌体，LCC9 细胞株摄取 BMMSCs 外泌体。通过进

一步的实验证明了 SGYS 组可以抑制 LCC9 细胞的

增殖和迁移，促进 LCC9 细胞凋亡，升高 TAM 耐药

细 胞 株 LCC9 中 ERα 和 CD24 的 表 达 ，同 时 降 低

HER2 和 CD44 的表达，且联合 TAM 具有协同增强

作用，为 SGYS 通过干预外泌体串扰，从而逆转

LCC9 细胞的 TAM 耐药性提供一定的科学依据。

SGYS 为中药复方制剂，本课题组下一步将从分子

机制及相关信号通路的影响及药物靶标治疗的实

现方面进行深层次的研究。
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