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［摘要］ 目的：观察补肾活血汤对乳腺癌骨转移模型裸鼠细胞凋亡及 B 细胞淋巴瘤-2（Bcl-2）相关 X 蛋白（Bax）/Bcl-2 及切

割型胱天蛋白酶-3（cleaved Caspase-3）蛋白表达的影响，探讨其抑制骨质破坏的作用机制。方法：将 30 只 BALB/c 雌性裸鼠随

机分成空白组 6 只、造模组 24 只。将乳腺癌细胞株 4T1 经裸鼠右下肢胫骨注射构建乳腺癌骨转移模型，将成膜裸鼠随机分为

模型组、补肾活血汤组、唑来膦酸组、联合用药组，每组 6 只。补肾活血汤组予以补肾活血汤中药灌胃 36.67 g·kg-1，每日 1 次，

唑来膦酸组予以皮下注射 100 μg·kg-1，每周 2 次，联合用药组给予相同剂量补肾活血汤组灌胃联合唑来膦酸皮下注射，正常组

和模型组予以等体积蒸馏水灌胃，连续 14 d，次日脊柱脱臼法处死，观察裸鼠一般情况及体质量变化，截取每组裸鼠右下肢，称

重，X 射线扫描及苏木素-伊红（HE）染色观察裸鼠骨组织形态学变化、原位末端标记法（TUNEL）检测裸鼠骨组织凋亡情况，蛋

白免疫印迹法（Western blot）检测裸鼠骨组织中 Bax/Bcl-2 及 cleaved Caspase-3 蛋白表达情况。结果：与空白组比较，模型组第

5~15 天裸鼠体质量显著减轻（P<0.01），右下肢组织质量显著增加（P<0.01），与模型组比较，补肾活血汤组、唑来膦酸组、联合用

药组第 10~15 天裸鼠体质量显著增加（P<0.01），右下肢组织质量显著降低（P<0.01）。HE 染色显示与空白组比较，模型组、补

肾活血汤组、唑来膦酸组、联合用药组裸鼠肿瘤细胞异型性明显，核染色深，骨转移明确。X 射线扫描示与空白组比较，模型组

裸鼠右下肢出现明显溶骨性破坏，胫骨近段、膝关节完整结构基本丧失，与模型组比较，补肾活血汤组、唑来膦酸组、联合用药

组右下肢溶骨性病变明显减少，部分结构完整，对骨质破坏具有抑制作用。TUNEL 染色显示与空白组比较，模型组骨转移瘤

细胞凋亡率降低，与模型组比较，补肾活血汤组、唑来膦酸组、联合用药组裸鼠骨转移瘤中细胞凋亡率显著升高（P<0.01）。
Western blot 显示，与空白组比较，模型组骨转移瘤中 Bax、cleaved Caspase-3 蛋白表达显著降低（P<0.01），Bcl-2 蛋白表达显著

升高（P<0.01），与模型组比较，补肾活血汤组、唑来膦酸组、联合用药组骨转移瘤 Bax 蛋白含量明显升高（P<0.01），cleaved 

Caspase-3 蛋白表达明显升高（P<0.05，P<0.01），Bcl-2 蛋白表达明显下调（P<0.05，P<0.01）。结论：补肾活血汤组对乳腺癌骨转

移模型裸鼠具有抑制骨质破坏作用，其机制可能和上调 Bax，下调 Bcl-2，激活 cleaved Caspase-3 诱导细胞凋亡相关。
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［［Abstract］］ Objective：： To study the effect of Bushen Huoxuetang on the apoptosis and the expression of 

B-cell lymphoma （Bcl-2）-associated X protein （Bax）/ Bcl-2 and cleaved cysteine-containing aspartate 

proteolytic enzyme-3 （cleaved Caspase-3） in the nude mouse model of bone metastasis of breast cancer， and 

explore the mechanism of Bushen Huoxuetang in inhibiting bone destruction. Method：： Thirty BALB/c female 

nude mice were randomly assigned into blank group （n=6） and model group （n=24）. The suspension of 4T1 

breast cancer cells was injected into the tibia of mouse right lower limb to establish model of bone metastasis of 

breast cancer. The successfully modeled nude mice were randomly assigned into model group， Bushen 

Huoxuetang group， zoledronic acid group， and combined drug group， with 6 mice in each group. Bushen 

Huoxuetang was administrated at a dose of 36.67 g·kg-1， once a day， and zoledronic acid was administrated by 

subcutaneous injection at a dose of 100 μg·kg-1， twice a week. The combined drug group was administrated with 

the same doses of Bushen Huoxuetang group by gavage and zoledronic acid by subcutaneous injection. The mice 

in the blank group and the model group were administrated with the same volume of distilled water by gavage for 

14 days. On the next day at the end of drug administration， the mice were sacrificed by cervical dislocation. The 

general situation and weight changes of the mice were examined. The right lower limb was collected， and X-ray 

scanning and hematoxylin-eosin （HE） staining methods were used for observation of pathological changes in the 

bone. The terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick-end labeling （TUNEL） was employed to detect the 

apoptosis of bone tissue in nude mice， and Western blot to determine the expression of Bax/Bcl-2 and cleaved 

Caspase-3 in the bone tissue. Result：： Compared with the blank group， the modeling reduced the body weight 

（P<0.01） and increased the right lower limb weight of the nude mice （P<0.01）. Compared with the model 

group， Bushen Huoxuetang， zoledronic acid， and their combination increased the body weight （P<0.01） and 

decreased the right lower limb weight （P<0.01）. Compared with the blank group， the other groups showed 

obvious tumor cell atypia， deep nuclear staining， and clear bone metastasis， and the model group showed 

obvious osteolytic damage in right lower limb and loss of proximal tibia and knee joint. Compared with the 

model group， Bushen Huoxuetang， zoledronic acid， and their combination reduced the osteolytic lesions in the 

right lower limb and recovered part of the bone structure， demonstrating an inhibitory effect on bone destruction. 

The TUNEL assay showed that the model group had lower apoptosis rate of bone metastatic tumor cells than the 

blank group， Bushen Huoxuetang group， zoledronic acid group， and combined drug group （P<0.01）. Compared 

with the blank group， the modeling down-regulated the expression of Bax and cleaved Caspase-3 （P<0.01） and 

up-regulated the expression of Bcl-2 （P<0.01）. Compared with the model group， Bushen Huoxuetang， 

zoledronic acid， and their combination up-regulated the expression of Bax （P<0.01） and cleaved Caspase-3 

（P<0.05， P<0.01） and down-regulated the expression of Bcl-2 （P<0.05， P<0.01）. Conclusion：： Bushen 

Huoxuetang may inhibit bone destruction in the nude mouse model of bone metastasis of breast cancer by 

up-regulating the expression of Bax， down-regulating the expression of Bcl-2， activating cleaved Caspase-3， 

and further inducing apoptosis.

［［Keywords］］ Bushen Huoxuetang； bone metastasis of breast cancer； apoptosis； B-cell lymphoma 

（Bcl-2）； Bcl-2-associated X protein （Bax）； cleaved cysteine-containing aspartate proteolytic enzyme-3 

（cleaved Caspase-3）

世 界 卫 生 组 织（WHO）国 际 癌 症 研 究 机 构

（IARC）发布最新数据，乳腺癌成为全世界癌症发病

率第 1 位癌症［1］，并预测未来 50 年全球癌症负担，其

中乳腺癌增幅最大，预计 2070 年乳腺癌发病率为

2020 年一倍［2］。进展期乳腺癌约 70% 会发生骨转

移，乳腺癌骨转移的综合治疗使生存率得到提升，
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预后得到改善，乳腺癌辅助治疗过程中引起卵巢功

能衰竭、雌激素水平降低，从而引起骨质流失［3］。国

医大师朱良春［4］据多年临床经验认为肿瘤从原发灶

流窜至骨，主要为肾虚为本，痰瘀为标；谭新华教授

认为乳腺癌经综合治疗后，阳气虚损，致肾虚不能

生髓养骨［5］。晚期肿瘤患者出现进行性消瘦、疼痛、

腰膝酸软、久病咳喘等临床表现，故在治疗恶性肿

瘤等慢性久病中善用补肾类中药补肾养髓，有利于

预防转移的发生。

补肾活血汤出自《伤科大成》，具有补肾壮骨、

活血止痛之功效。当前主要用于骨质疏松、膝关节

病等骨科疾病范畴，研究发现补肾活血汤具有增加

骨量、提高骨密度、调节骨代谢标志物水平、增强免

疫机能等多种生物学特性［6］。基于肾虚血瘀理论，

本课题组将补肾活血汤临床运用乳腺癌骨转移疗

效显著［7-9］，在临床实验基础上，基础实验进一步验

证补肾活血汤能够抑制肿瘤细胞增殖迁移、下调血

管内皮生长因子（VEGF）、碱性成纤维生长因子

（bFGF）蛋白表达、降低微血管密度（MVD）、抑制新

生血管生成、阻断 Notch 信号配体 1（Jagged1）/Notch

信号受体（Notch）及转化生长因子 -β（TGF-β）通路、

促进成骨活动、增强骨保护素（OPG）/核转录因子

（NF）-κB 受体激活因子（RANK）比例、抑制破骨细

胞分化、促进骨质修复、抑制磷脂酸肌醇 3-激酶

（PI3K）/蛋白质激酶 B（Akt）信号通路活化，下调活

化 T 细胞胞质核因子 1（NFATc1）、基质金属蛋白

酶 -2（MMP-2）、逆转上皮间质转化等多种分子机

制［10-13］。基于前期研究基础，细胞凋亡作为多种信

号通路的下游调控因子，但有关补肾活血汤对乳腺

癌骨转移与细胞凋亡之间分子机制尚未阐明。细

胞凋亡过程具有肿瘤抑制作用，逃避凋亡可能是肿

瘤发生和治疗抵抗的重要途径。其中 B 细胞淋巴

瘤 -2（Bcl-2）家族蛋白中促凋亡和抗凋亡之间的动

态平衡是确定细胞是否发生凋亡的关键。本研究

旨在探讨补肾活血汤对治疗乳腺癌骨转移是否调

控 Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）/Bcl-2 及切割型胱天蛋白

酶-3（cleaved Caspase-3）蛋白表达，从而诱导细胞凋

亡实现的，为补肾活血汤的临床应用提供证据，进

一步提供合理科学依据，为乳腺癌骨转移的防治提

供新方法，对继承和发展中医药具有深远意义。

1 材料

1.1　动物与细胞株     30 只 SPF 级 BALB/c雌性裸鼠

（5~6 周龄，15~20 g），购于湖南斯莱克景达有限公

司，动物合格证号 SCXK（湘）2019-0004。饲养与湖

南中医药大学实验动物中心 ，饲养条件为恒温

（25±2） ℃，相对湿度 50%。本实验经湖南中医药大

学 动 物 伦 理 委 员 会 批 准 ，实 验 动 物 伦 理 批 号

LL202141404。 4T1 乳腺癌细胞购于普诺赛公司，

批号 CL-10007，细胞传代约 18 代。

1.2　试剂     Bax、Bcl-2 一抗（美国 Abcam 公司，批号

分 别 为 ab32503、ab196495）；cleaved Caspase-3 抗

体、β-肌动蛋白（β-actin）抗体、二抗（美国 Proteintech

公司，批号分别为 9664T、66009-1-Ig、SA00001-1）；
原位末端标记染色（TUNEL）试剂盒（上海翊圣生物

公司，批号 T9101190）；苏木素-伊红（HE）染液（中国

Abiowell 公 司 ，批 号 20210809）；特 级 胎 牛 血 清 、

0.25% 胰蛋白酶、磷酸盐缓冲液（PBS）（普诺塞公

司，批号分别为 164210-50、PB180226、PB180327）；
RPMI 1640 培养基（美国 Gibco 公司，批号 C1187550

0BT）。
1.3　仪器     YT-CJ-2NB 型超净工作台（北京亚泰隆

公司）；DYY-6C 型电泳仪、DYCZ-40D 型转膜仪（北

京六一公司）；BA410T 型荧光显微镜（美国 Motic 公

司）；DH-1601 型恒温箱（上海三藤仪器公司）；YD-

315 型切片机（浙江金华益迪试验器材）；E7242X 小

型动物 X 光机（深圳威图数码科技有限公司）。
1.4　药物及制备方法     根据《医疗机构中药煎药室

管理规范〔2009〕》、《中药配方颗粒质量控制与标准

制定技术要求》相关规定，补肾活血汤由杜仲 15 g、

独活 15 g、没药 6 g、红花 6 g、当归尾 12 g、熟地黄

12 g、山茱萸 15 g、补骨脂 15 g、枸杞子 15 g、菟丝子

15 g、肉苁蓉 15 g 组成，生药量共 141 g，由湖南中医

药大学第一附属医院药剂科定点采购，所用中药经

该院刘绍贵主任药师鉴定。补肾活血汤浸膏的制

备 方 法 ：将 上 述 药 材 放 入 煎 药 壶 中 ，加 水 浸 泡

30 min，武火煮沸后转文火煎煮 60 min，药物过筛盛

出，再次加入水重复上述操作（无须浸泡），2 次药液

混匀，将所得的中药液置于圆底烧瓶中，旋转蒸发

仪浓缩至 1 g·mL-1停止，将浓缩药液倒入蒸发皿中，

恒温水浴锅水浴蒸干，真空减压干燥箱中干燥，获

得补肾活血汤生药质量浓度为 1 g·mL-1 浸膏，铝箔

袋封装后放入干燥剂保存。根据实验动物用药剂

量换算，裸鼠每日给药剂量 36.67 g·kg-1，方便计算

配置成含生药为 1.8 g·mL-1（蒸馏水溶解）药液，灌

胃前加热。

唑来膦酸（择泰，瑞士诺华制药有限公司，批号

H20150049，药品规格 4 mg，5 mL）；购于湖南中医

药大学第一附属医院药剂科。裸鼠每日给药剂量
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100 μg·kg-1［14］，制备方法具体：将唑来膦酸溶于

0.9% NaCl 溶液中，配置质量浓度为 0.02 g·L-1，4 ℃

冰箱内保存备用。

2 方法

2.1　细胞培养     乳腺癌 4T1 细胞采用完全培养基

（10% FBS+90% 1640 培养基+青/链霉素 100 μL 配

置），放置 CO2培养箱（37 ℃、5% CO2饱和湿度）。
2.2　分组及建模方法     将实验裸鼠适应性饲养 3 d

后，将 30 只裸鼠随机分为空白组、模型组、补肾活血

汤组、唑来膦酸组、联合用药组，每组 6 只。

参照文献［15-16］方法，除空白组外，将 4T1 乳

腺癌细胞经右下肢胫骨注射构建乳腺癌骨转移模

型，麻醉，腹部朝上，消毒，借助 27 G 针头吸取 4T1

细胞混悬液（细胞密度为 1×106个/mL），针头从裸鼠

右下肢胫骨平台钻入胫骨骨髓腔，沿着胫骨方向，

注射乳腺癌 4T1 单细胞混悬液（20 μL/只），缓慢注

射、拔针，用无菌棉球稍压针孔，接种完成，放回饲

养笼中，密切观察裸鼠生命体征。基于前期实验及

参考文献［17-18］证明 3 d 可见右下肢胫骨区瘤体，

X 射线可见溶骨性破坏，以造模后胫骨区可见瘤体

作为成模标准。

2.3　给药方法     造模后第 4 d 进行给药干预，补肾

活血汤组给予灌胃 20 mL·kg-1·d-1；唑来膦酸组给予

皮下注射 5 mL·kg-1，2 次/周；联合用药组给予相同

剂量补肾活血汤组灌胃联合唑来膦酸皮下注射；对
照组和模型组给予等剂量蒸馏水灌胃，连续给药

14 d，末次给药后，全部裸鼠禁食不禁水过夜，次日

（即治疗第 15 天）脱颈处死，无菌剥离肿瘤组织，称

取组织质量、迅速包埋、冻存。

2.4　每组裸鼠体质量及右下肢质量测定     每日记

录每组裸鼠体质量，并选取造模第 1 天、治疗第 5、

10、15 天共 4 个时间点进行统计；处死后解剖裸鼠右

下肢，拍照称重。比较每组裸鼠的体质量变化及右

下肢质量情况。

2.5　X 射线扫描及 HE 染色观察裸鼠骨组织结构形

态变化     所有固定样本用 X 射线扫描（设定电压

40 kV、电流 32 mA、曝光 6 mAs），分析每组裸鼠骨

组织骨质破坏程度。

将右下肢进行 4% 多聚甲醛固定 3 d。进行脱

钙、乙醇脱水、二甲苯透明、石蜡包埋、切片及烤片；
将骨组织切片进行 HE 染色、封胶、显微镜观察组织

形态结构变化。

2.6　TUNEL 法检测裸鼠骨组织细胞凋亡情况     将

石蜡切片浸入二甲苯脱腊，依次梯度无水乙醇浸泡

水化，蒸馏水浸洗，每个样本滴加蛋白 K 工作液

100 μL（37 ℃ ，20 min）通 透 ，PBS 浸 洗 。 根 据

TUNEL 试剂盒操作步骤，每个样本滴加 TUNEL 检

测液 50 μL（37 ℃恒温箱孵育，60 min，避光），PBS

浸洗，DAPI核染（37 ℃，10 min，避光），PBS 浸洗，缓

冲甘油封片，荧光显微镜下观察。凋亡细胞阳性为

绿色，在×400 高倍镜下观察，每个样本随机计数 3 个

不重叠视野，ImageJ 进行细胞计数并进行公式计

算，凋亡指数=凋亡细胞（阳性）/正常细胞数。

2.7　 蛋 白 免 疫 印 迹 法（Western blot）检 测 Bax、

Bcl-2、cleaved Caspase-3 凋亡蛋白表达水平     剪取

冻存的各组裸鼠骨组织 30 mg，加入 RIPA 裂解液混

匀研磨，4 ℃，12 000 r·min-1 离心 15 min（离心半径

6 cm）提取总蛋白。BCA 法测定蛋白浓度，电泳、

转膜至 NC 膜。含 PBST 稀释 5% 脱脂牛奶的封闭，

分别加入 Bax、cleaved Caspase-3（1∶1 000），Bcl-2

（1∶500），β-actin（1∶5 000），放入摇床，4 ℃过夜。滴

加二抗（1∶5 000、1∶6 000），孵育 90 min。ECL 显影。

将各条带用 quantity one 专业灰度分析软件进行分

析并 β-actin 为内参校正。

2.8　统计学方法     用 Microsoft Excel 2021 软件建

立数据库，GraphPad Prism6.0 软件进行统计学分析

并绘制统计图，计量资料以 x̄ ± s 表示，多样本比较，

满足正态性和方差齐性，运用单因素分析最小显著

性差异法（LSD），方差不齐，采用秩和检验方法，P<

0.05 表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1　补肾活血汤对乳腺癌骨转移裸鼠一般情况及

体质量的影响     与空白组比较，模型组、补肾活血

汤组、唑来膦酸组、联合用药组裸鼠于造模第 3 天

可见右下肢胫骨区瘤体。与空白组比较，模型组

裸鼠造模后期，逐渐消瘦，右下肢肿瘤负荷明显，

肿瘤生长速度快，反应能力减弱，皮温低，甚者个

别裸鼠右下肢出现脱疽。与模型组比较，补肾活

血汤组、唑来膦酸组、联合用药组裸鼠精神状态良

好，肿瘤负荷较轻，肿瘤生长速度较模型组慢，反

应相对活跃。

与空白组比较，在治疗第 5、10、15 天，模型组、

补肾活血汤组、唑来膦酸组裸鼠体质量显著减轻

（P<0.01），联合用药组裸鼠体质量稍减轻，差异无统

计学意义。与模型组比较，在治疗第 10、15 天，补肾

活血汤组、唑来膦酸组裸鼠体质量显著增加（P<

0.01），在治疗第 5、10、15 天，联合用药组裸鼠体质

量显著增加（P<0.01）。见表 1。
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3.2　补肾活血汤对乳腺癌骨转移裸鼠右下肢质量

的影响     截取每组裸鼠右下肢，与空白组比较，模

型组右下肢质量显著增加（P<0.01），补肾活血汤组、

唑来膦酸组、联合用药组右下肢质量有不同程度增

加，差异均无统计学意义，与模型组比较，补肾活血

汤、唑来膦酸组、联合用药组裸鼠右下肢质量显著

降低（P<0.01）。见表 2 和图 1。

3.3　补肾活血汤对乳腺癌骨转移裸鼠骨组织形态

学的影响     HE 染色结果示，与空白组比较，模型

组、补肾活血汤、唑来膦酸组、联合用药组裸鼠肿瘤

细胞异型性明显，增生活跃，呈弥漫生长，成团聚

集 ，排 列 紊 乱 ，核 染 色 深 ，具 有 骨 转 移 征 象 。

见图 2。

X 射线扫描，正常组裸鼠右下肢胫骨连续，未见

肿瘤侵蚀的缺损性病变，边缘清晰，结构完整，与空

白组比较，模型组裸鼠胫骨近端、膝关节附近出现

了广泛、明显的溶骨性缺损，完整结构基本丧失，肿

瘤组织已经突破骨膜侵犯骨外组织，与模型组比

较，补肾活血汤组、唑来膦酸组、联合用药组裸鼠的

溶骨性病变明显减少，部分结构完整，边缘尚清晰，

可见膝关节基本形态。见图 3。

3.4　补肾活血汤对乳腺癌骨转移裸鼠细胞凋亡的

影响     与空白组比较，模型组骨转移瘤中细胞凋亡

率减少，差异无统计学意义，与模型组比较，补肾活

血汤、唑来膦酸组、联合用药组能够显著增加骨转

移瘤细胞凋亡率，差异有统计学意义（P<0.01）。见

表 3 和图 4。

表 1　补肾活血汤对乳腺癌骨转移裸鼠体质量的影响  （x̄± s，n=6）

Table 1　Effect of Bushen Huoxuetang on body weight of nude mice with bone metastasis of breast cancer （x̄± s，n=6） g

组别

空白组

模型组

补肾活血汤组

唑来膦酸组

联合用药组

剂量/g·kg-1

36.67

0.000 1

36.67+0.000 1

造模第 1 天

18.64±0.31

18.60±0.29

18.70±0.55

18.46±0.58

18.57±0.37

治疗第 5 天

19.36±0.52

17.79±0.411）

18.26±0.661）

18.20±0.361）

18.89±0.282）

治疗第 10 天

20.01±0.50

17.38±0.651）

18.49±0.801，2）

18.78±0.291，2）

19.33±0.932）

治疗第 15 天

20.84±0.47

16.90±0.811）

19.48±1.241，2）

19.19±0.281，2）

19.92±0.932）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.01（表 2 同）

注：A.空白组；B.模型组；C.补肾活血汤组；D.唑来膦酸组；E.联

合用药组（图 2-图 5 同）
图 1　补肾活血汤对乳腺癌骨转移裸鼠局部及整体的影响

Fig. 1　 Effect of Bushen Huoxuetang on local and whole of bone 

metastasis of breast cancer in nude mice

表 2　 补 肾 活 血 汤 对 乳 腺 癌 骨 转 移 裸 鼠 右 下 肢 组 织 的 影 响  （x̄± s， 

n=6）

Table 2　 Effect of Bushen Huoxuetang on tissue weight of right 

lower limb in nude mice with bone metastasis of breast cancer 

（x̄± s，n=6）

组别

空白组

模型组

补肾活血汤组

唑来膦酸组

联合用药组

剂量/g·kg-1

36.67

0.000 1

36.67+0.000 1

质量/g

1.07±0.13

4.18±0.151）

2.98±0.122）

2.60±0.252）

2.04±0.162）

图 2　补肾活血汤对乳腺癌骨转移裸鼠骨组织病理学变化的影响  （HE，×200）
Fig. 2　Effect of Bushen Huoxuetang on bone histopathology of nude mice with bone metastasis from breast cancer （HE，×200）
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3.5　补肾活血汤对乳腺癌骨转移裸鼠骨转移瘤中

Bax、Bcl-2、cleaved Caspase-3 蛋白表达的影响     与

空白组比较，模型组裸鼠骨转移瘤中相关 Bax、

cleaved Caspase-3 蛋 白 表 达 显 著 降 低（P<0.01），
Bcl-2 蛋白表达显著升高（P<0.01），差异有统计学意

义；与模型组比较，补肾活血汤组、唑来膦酸组、联

合用药组裸鼠骨转移瘤中 Bax 蛋白表达显著升高

（P<0.01），cleaved Caspase-3 蛋 白 表 达 明 显 升 高

（P<0.05，P<0.01），Bcl-2 蛋 白 表 达 明 显 降 低（P<

0.05，P<0.01），差异有统计学意义。见表 4 和图 5。

表 3　补肾活血汤对乳腺癌骨转移裸鼠细胞凋亡的影响  （x̄± s，n=3）

Table 3　 Effect of Bushen Huoxuetang on apoptosis in nude mice 

with bone metastasis of breast cancer （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

补肾活血汤组

唑来膦酸组

联合用药组

剂量/g·kg-1

36.67

0.000 1

36.67+0.000 1

凋亡率/%

12.36±2.17

6.30±0.15

27.67±6.581）

32.84±4.991）

45.60±1.151）

注：与模型组比较 1）P<0.01

图 3　补肾活血汤对乳腺癌骨转移裸鼠骨组织影像学变化的影响（X 射线）
Fig. 3　Effect of Bushen Huoxuetang on imaging changes of bone tissue in nude mice with bone metastasis from breast cancer（X-ray）

图 4　补肾活血汤对乳腺癌骨转移裸鼠细胞凋亡的影响  （TUNEL，×400）
Fig. 4　Effect of Bushen Huoxuetang on apoptosis in nude mice with bone metastasis of breast cancer （TUNEL，×400）
表 4　补肾活血汤对乳腺癌骨转移裸鼠骨组织中 Bax、Bcl-2、cleaved Caspase-3 蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 4　 Effect of Bushen Huoxuetang on Bax， Bcl-2 and cleaved Caspase-3 protein expression in bone tissue of nude mice with bone 

metastasis of breast cancer （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

补肾活血汤组

唑来膦酸组

联合用药组

剂量/g·kg-1

36.67

0.000 1

36.67+0.000 1

Bax/β-actin

0.39±0.06

0.15±0.031）

0.32±0.063）

0.30±0.053）

0.46±0.033）

Bcl-2/β-actin

0.15±0.07

0.45±0.031）

0.33±0.072）

0.25±0.063）

0.14±0.033）

cleaved Caspase-3/β-actin

0.55±0.07

0.09±0.021）

0.24±0.052）

0.47±0.093）

0.75±0.043）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01
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4 讨论

近 年 来 有 研 究 表 明 ，我 国 乳 腺 癌 发 病 率 较

1990 年增长 3 倍，死亡率增长近 1 倍，其中 25~29 岁

女性发病率增长幅度最高［19］，说明我国乳腺癌发病

呈年轻化趋势，然而青年女性被诊断患有乳腺癌，

具有复发转移风险高、进展快、侵袭强、恶性程度

高、预后差等特点［20］。尽管乳腺癌的综合治疗中生

存率得到提升，预后改善，但转移的发生发展仍然

是一种无法控制的状况，进展期乳腺癌约 70% 会发

生骨转移，骨骼是乳腺癌侵袭最常见部位之一。乳

腺癌骨转移的临床治疗包括抗肿瘤的系统性治

疗［21］和骨靶向药物［22］，主要是减缓骨吸收，降低骨

相关事件的风险［23］，对晚期乳腺癌患者的生存影响

仍然存有争议。中医药可通过单体、复方、提取物

等多种方式参与治疗恶性肿瘤始终［24］，具有增效减

毒，并固本培元以鼓邪外出，中医药以其多靶点、多

机制的作用特点及辨证论治的个性化诊疗，对提升

患者生存质量、改善预后具有重要意义。

乳腺癌骨转移属“骨瘤”“骨痹”范畴，癌毒日

久，脏腑失调，伏留于内，久及伤肾，肾主骨养髓［25］，

肾精亏虚，骨髓失养，此时正气乃虚，中医认为若人

体精神内守，真气从之，病安从来，认为肿瘤发生转

移可称为“传舍”，根据“传舍”理论即认为正气已

虚，癌毒循经而入，致使痰瘀毒聚集于骨。国医大

师朱良春［4］多年临床经验认为肿瘤从原发灶流窜至

骨，主要为肾虚为本，痰瘀为标。补肾活血汤源于

《伤科大成》，由杜仲、熟地黄、补骨脂、独活四药为

君，具有补肾强骨；没药、当归尾、红花为臣，助君以

填补精血，活血祛瘀；肉苁蓉、菟丝子、山茱萸、枸杞

子为佐药，以补肾益精，诸药联用，发挥补肾强筋，

活血祛瘀之效。前期课题组研究发现补肾活血汤

对乳腺癌骨转移疗效显著，并通过基础实验发现补

肾活血汤具有抑制癌细胞侵袭、增殖作用，抑制破

骨细胞活化，抑制新生血管生成等方面具有一定优

势，但补肾活血汤作为中药复方，成分复杂，其作用

机制仍需进一步探究。

细胞异常增殖及凋亡被抑制是肿瘤特性之一。

限制细胞数量扩张是细胞凋亡的关键生理机制，不

仅可以维持组织间的动态平衡，也可以清除潜在的

有害细胞，当接受抗凋亡保护允许突变细胞存活、

癌前或恶性群体的生长，随后抵抗任何凋亡途径，

进而发生浸润、转移、获得性耐药。逃避凋亡可能

是肿瘤发生和治疗抵抗的重要途径。有研究发现

乳腺癌骨转移是由癌细胞异常增殖及异常凋亡所

引起的［26］，本次实验从细胞凋亡角度出发，探讨乳

腺癌骨转移的机制及补肾活血汤干预研究。杜

仲［27］可抑制肿瘤细胞的生长，促进抑癌基因的表

达，使细胞周期被阻断于 G2/M 期，提高肿瘤细胞的

放射敏感性。熟地黄［28］药理作用主要集中免疫调

节、抗肿瘤、调钙途径等方面。红花［29］作为活血汤

代表药，抗肿瘤作用具有明显优势，其红花黄色素

作为发挥药理作用的主要物质基础，其药理机制包

括抑制肿瘤细胞增殖、诱导凋亡等多方面。有研究

证实唑来膦酸可通过抑制破骨细胞活性，诱导破骨

细胞凋亡，还可通过与骨结合来抑制破骨细胞对骨

吸收作用［30］。KAYA 等［31］证实卡培他滨联合通过诱

导细胞凋亡来抑制 4T1 乳腺癌细胞侵袭。 HOU

等［32］通过调控 Bcl-2/Bax 蛋白和激活 Caspase-3 信号

通路诱导乳腺癌细胞凋亡。王坤等［33］通过放疗加

量可以降低 Bcl-2 水平，提高 Bax 水平，从而抑制乳

腺癌细胞增殖。刘斌［34］临床研究中发现在乳腺癌

有无骨转移中 Caspase-3 具有表达差异性，由此认为

Caspase-3 高表达可能是发生骨转移的风险因素。

调控细胞凋亡已成为抗肿瘤药物研究热点。

通过本次实验结果得出，与空白组比较，模型

组裸鼠体质量及一般情况整体呈下降趋势，局部肿

瘤生长较快，右下肢出现明显的溶骨性破坏，关节

基本形态丧失。经药物干预，补肾活血汤、唑来膦

酸、联合用药组裸鼠一般情况相对稳定，裸鼠体质

量整体呈缓慢上升趋势，局部肿瘤负荷减轻，可见

基本关节形态，具有明显抑制骨质破坏作用。为进

一步探究补肾活血汤是否通过调控 Bax/Bcl-2 和

cleaved Caspase-3 蛋白表达诱导细胞凋亡，从而抑

制乳腺癌骨转移。

与空白组比较，模型组裸鼠骨转移瘤细胞凋亡

率降低，差异无统计学意义，查阅相关性文献［35-36］，

图 5　乳腺癌骨转移裸鼠骨组织中 Bax、Bcl-2、cleaved Caspase-3 蛋

白表达电泳

Fig. 5　 Electrophoresis of Bax， Bcl-2 and cleaved Caspase-3 

protein expression in bone tissue of nude mice with bone 

metastasis of breast cancer
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考虑为正常状态下细胞增殖与凋亡之间的动态平

衡关系及肿瘤生长表现为细胞异常增殖及凋亡被

抑制［26］；与模型组比较，补肾活血汤、唑来膦酸、联

合用药组细胞凋亡率明显增加，说明补肾活血汤可

明显诱导骨转移瘤发生细胞凋亡作用。与空白组

比较，模型组 Bax、cleaved Caspase-3 蛋白明显降低，

Bcl-2 蛋白表达升高，这符合乳腺癌抑制细胞凋亡特

性之一，这可能是乳腺癌骨转移模型裸鼠骨质破坏

严重的重要原因之一。经药物治疗后，与模型组比

较，补肾活血汤、唑来膦酸、联合用药组能够显著增

加 Bax，cleaved Caspase-3 蛋白表达、抑制 Bcl-2 蛋白

表 达 ，提 示 补 肾 活 血 汤 可 能 是 通 过 Bax、Bcl-2、

cleaved Caspase-3 蛋白表达诱导细胞凋亡，从而抑

制乳腺癌骨转移的发生。

综上，补肾活血汤抑制乳腺癌骨转移模型裸鼠

具有抑制骨质破坏作用，其机制可能和上调 Bax、下

调 Bcl-2，激活 cleaved Caspase-3 诱导细胞凋亡相

关。本结果为课题组进一步探讨补肾活血汤治疗

乳腺癌骨转移的机制提供了科学理论依据，也为中

医药干预乳腺癌骨转移提供新方法、新思路。
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