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基于 PTEN/PI3K/Akt信号通路探讨归芍运脾汤防治
乳腺增生的机制

郑君*， 王煜， 屈红， 吕永鑫， 王磊， 刘迎萍

（甘肃省中医院，兰州  730050）

［摘要］ 目的：基于磷酸酯酶与张力蛋白同源物（PTEN）/磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）通路研究归芍运脾

汤防治乳腺增生大鼠的作用机制。方法：将 70 只 SPF 级 SD 大鼠随机分为正常组（n=15）和造模组（n=55），造模组大鼠采用综

合造模法（饥饱失常法+夹尾刺激法+苯甲酸雌二醇+黄体酮）复制乳腺增生模型，随后各取 5 只进行模型验证。模型复制成功

后将造模组大鼠随机分为模型组、枸橼酸他莫昔芬组和归芍运脾汤高、中、低剂量组，共 5 组，每组 10 只。正常组和模型组大鼠

给予 10 mL·kg-1·d-1蒸馏水灌胃，归芍运脾汤高、中、低剂量组分别给予 17.2、8.6、4.3 g·kg-1·d-1归芍运脾汤汤剂灌胃，枸橼酸他

莫昔芬组给予 4 mg·kg-1·d-1枸橼酸他莫昔芬灌胃，治疗 30 d 后观察大鼠一般生存状况，采用超声诊断仪测定乳腺组织厚度，采

用旷场实验阳性反应进行行为学评价，采用酶联免疫吸附测定法（ELISA）测定乳腺组织中 B 细胞淋巴瘤-2（Bcl-2）、Bcl-2 相关

X 蛋白（Bax）的含量，采用实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）检测乳腺组织中 PTEN、PI3K、Akt mRNA 表达水平，

采用蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 PTEN、PI3K、Akt、磷酸化（p）-Akt蛋白表达水平。结果：与正常组比较，模型组大鼠暴

躁易激惹，扎堆蜷卧，旷场实验反应阳性，乳头肿胀明显，乳腺厚度明显增加（P<0.05）；乳腺组织中 Bcl-2 含量明显升高、Bax 含

量明显降低（P<0.05），乳腺组织中 PTEN mRNA 表达水平明显降低，PI3K、Akt mRNA 表达水平明显升高（P<0.05），PTEN、

PI3K、Akt蛋白表达水平与 mRNA 基本一致；与模型组比较，各给药组大鼠一般生存状态、乳头肿胀程度不同程度缓解，旷场实

验反应阳性不同程度改善，乳腺厚度变薄（P<0.05），乳腺组织中 Bcl-2 含量明显降低、Bax 含量明显升高（P<0.05），乳腺组织中

PTEN mRNA 表达水平明显升高，PI3K、Akt mRNA 表达水平明显降低（P<0.05），PTEN、PI3K 和 Akt蛋白表达水平与 mRNA 基

本一致。结论：归芍运脾汤能够有效改善乳腺增生大鼠一般生存状况，减轻乳腺增生程度，其具体机制可能与归芍运脾汤有效

调控 PTEN/PI3K/Akt通路而实现。
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Mechanism of Guishao Yunpi Decoction in Prevention and Treatment of 

Mammary Gland Hyperplasia Based on PTEN/PI3K/Akt Signaling Pathway
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［［Abstract］］  Objective：：  Study on the mechanism of Guishao Yunpi decoction in preventing and treating 

breast hyperplasia based on phosphatase and tensin homolog （PTEN）/ phosphatidylinositol 3-kinase （PI3K）/

protein kinase B （Akt） pathway. Method：： Seventy SPF-grade SD rats were randomly assigned into blank group 

（n=15） and modeling group （n=55）. The mammary gland hyperplasia model of liver stagnation and spleen 

deficiency was established by the comprehensive modeling method （hunger and satiety abnormality + tail 
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stimulation + estradiol benzoate + progesterone）， and then 5 rats were randomly selected for model verification. 

The modeled rats were then randomly assigned into five groups： model group， positive control （4 mg·kg-1·d-1 

tamoxifen） group， and high-， medium-， and low-dose （17.2， 8.6， 4.3 g·kg-1·d-1， respectively） Guishao Yunpi 

decoction groups， with 10 rats in each group. The rats in the blank group and model group were given 

10 mL·kg-1·d-1 distilled water， and those in other groups were orally administrated with corresponding drugs. 

After 30 days of treatment， the general living conditions of rats were observed， and the thickness of breast tissue 

was measured by an ultrasonic diagnostic instrument. The open field test was carried out for behavioral 

evaluation. The levels of B-cell lymphoma-2 （Bcl-2） and Bcl-2-associated X （Bax） in the breast tissue were 

determined by enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA）. The mRNA and protein levels of PTEN， PI3K， 

and Akt in the breast tissue were determined by Real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction 

（Real-time PCR） and Western blot， respectively. Result：： Compared with those in the blank group， the rats in 

the model group were irritable， curled up in clusters， and showed positive behavior in the open field test. The 

modeling led to nipple swelling and increased the breast thickness （P<0.05）. Moreover， the modeling elevated 

the level of Bcl-2 and lowered that of Bax in the breast tissue （P<0.05）， down-regulated the mRNA and protein 

levels of PTEN， and up-regulated the mRNA and protein levels of PI3K and Akt （P<0.05）. Compared with the 

model group， drug administration relieved the general survival state， the degree of nipple swelling， and the 

positive behavior in the open field test and reduced the breast thickness （P<0.05）. In addition， drug 

administration reduced the level of Bcl-2 and increased that of Bax in the breast tissue （P<0.05）， up-regulated 

the mRNA and protein levels of PTEN， and down-regulated the mRNA and protein levels of PI3K and Akt （P<

0.05）. Conclusion：： Guishao Yunpi decoction can improve the general living conditions and alleviate the 

mammary gland hyperplasia of rats with the syndrome of liver depression and spleen deficiency， which may be 

realized by the regulation of the PTEN/PI3K/Akt pathway.

［［Keywords］］ GuishaoYunpi decoction； mammary gland hyperplasia； phosphatase and tensin homolog 

（PTEN）/phosphatidylinositol 3-kinase （PI3K）/protein kinase B （Akt） pathway

乳腺增生是指由于内分泌失调及乳腺导管和

乳腺小叶的结构退化而导致的乳腺上皮和纤维组

织增生，好发于育龄阶段女性，临床表现以单侧或

双侧乳房肿块和疼痛为主［1］。近年来，乳腺增生的

发病率逐年增加，而乳腺增生患者患乳腺癌的概率

为 1.4∶1，比健康女性高 5 倍，尽早诊断与治疗乳腺

增生是预防乳腺癌发生与降低致死率的有效手

段［2］。目前，现代医学对该病的防治尚缺乏有效策

略，而中医药对该病的防治有着独特优势，在乳腺

增生的防治过程中发挥重要作用［3-5］。基础研究同

样证实大量中草药及其活性成分能够显著改善乳

腺增生的疾病进展［6］。

中医理论认为该病病机主要责于肝脾，肝郁脾

虚是该病的关键病机之一，疏肝理脾法是临床治疗

乳腺增生的主要治法之一［7-9］。而国医大师王自立

教授认为肝体阴用阳，非柔养不和，脾胃为机体枢

纽，以运为补，故临床自创归芍运脾汤，该方以当

归、白芍柔养肝体之阴，以佛手、炒麦芽、枳壳疏达

肝用之阳；再以四君子坐镇中州，大补脾气，全方共

奏养肝健脾，疏肝运脾之功效，临床治疗乳腺增生

疗效确切［10］。目前，关于归芍运脾汤防治乳腺增生

的具体机制尚不明晰。故本文拟复制乳腺增生大

鼠模型，在观察大鼠一般生存状况、乳头形态及乳

腺厚度基础上，进一步基于与组织细胞增殖进程关

系密切的磷酸酯酶与张力蛋白同源物（PTEN）/磷脂

酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）信号通路探

讨归芍运脾汤对乳腺增生大鼠的防治作用及机制。

1 材料

1.1　 动 物     SPF 级 12 周 龄 SD 雌 性 性 成 熟 大 鼠

70 只，体质量（180±20） g，由甘肃中医药大学医学实

验中心提供，动物合格证号 SCXK（甘）2015-0009，

伦理审查编号 2021-173。

1.2　药物与试剂     实验所需中药饮片购自甘肃省

中医院中药房，并经甘肃省中医院药剂科李喜香主

任鉴定，均为正品。归芍运脾汤处方中党参 10 g、白

术 10 g、茯苓 10 g、当归 10 g、白芍 10 g、佛手 10 g、炒

麦芽 10 g、枳壳 10 g、炙甘草 6 g，常规浸泡 1 h，煎煮

2 次，每次 40 min，得到药液浓缩至每毫升药液含
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生药 1 g，冷却后置 4 ℃冰箱备用；枸橼酸他莫昔芬

（上 海 复 旦 复 华 药 业 有 限 公 司 ，批 号 200905）；
PTEN、PI3K 抗体（美国 Abcam 公司，批号分别为

GR62840-23、GR3192684-9）；磷酸化（p）-Akt、内参

甘 油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶（GAPDH）抗 体（ 美 国

ImmunoWay 公 司 ，批 号 分 别 为 B0601、B1501）；
cDNA 反转录试剂盒、实时荧光定量聚合酶链式反

应（Real-time PCR）扩增试剂盒（上海翊圣生物科技

有限公司，批号分别为 H6110040、H4104620）；苏木

素 -伊红（HE）染液套装（武汉赛维尔生物科技有限

公司，批号 G1003）。
1.3　仪器      S1000 型逆转录仪、Chemi DOC XRS+

型凝胶成像分析系统、CFX96 型 Optics Module PCR

仪、10705 型酶标仪、CG05 型实时荧光定量聚合酶

链式反应（Real-time PCR）仪、BJYX2017002 型逆转

录仪（美国 Bio-Rad 公司）；REF 411410 型超声诊断

仪（荷兰 Esaote Europe B.V.公司）。
2 方法

2.1　动物模型复制及评价标准     

2.1.1　模型复制     本文参考文献［11］选择了两步

法的造模方法，首先参考文献［12］复制了现代医学

关于乳腺增生“病”的疾病模型，随后参考文献［13］

复制了中医学关于肝郁脾虚“证”的疾病模型，使其

更贴合与中医临床的治证的诊疗特色。而且妇科

疾病由于其临床影响因素众多致使证候模型的构

建显得尤为重要［14］。采用苯甲酸雌二醇联合黄体

酮复制乳腺增生大鼠模型，再采用夹尾刺激联合饥

饱失常复制肝郁脾虚大鼠模型［15-16］。大鼠造模前

20 d 每日固定上午 9：00 在其后肢外侧肌肉注射药

物，前 20 d 给药苯甲酸雌二醇（0.5 mg·kg-1·d-1），后

5 d 给药黄体酮注射液（5 mg·kg-1·d-1）；随后以长尾

夹进行夹尾刺激，夹子固定在大鼠尾巴中外 1/3 处，

以大鼠愤怒反抗或撕咬为度，每次连续不间断刺激

30 min，每日 2 次，每次间隔 3 h；造模期间大鼠单日

给食，双日禁食，连续造模 25 d。使该动物模型更贴

合与中医临床的治证的诊疗特色 [14]。

2.1.2　模型评价     待造模 25 d 结束后，观察大鼠一

般生存状态（体质量、性情、毛发光泽度）评价肝郁

脾虚模型；肉眼观察造模大鼠腹部各乳头情况（皮

色、形状、体积），取大鼠第二对乳头制成石蜡切片，

通过 HE 染色进行大鼠乳腺病理组织学检查（腺小

叶数目、腺泡数目、乳腺导管形态、乳腺上皮细胞排

列）评价乳腺增生模型。观察大鼠一般症状、体征

及旷场行为学测定主要是用来宏观评价大鼠肝郁

脾虚证型的建立及归芍运脾汤的干预效果，体质

量、毛发光泽等指标一般用来评价大鼠脾虚状态，

性情易激惹一般被认为是肝郁的表现，旷场实验通

常被用来评价大鼠抑郁状态，同样是肝郁脾虚的常

用指标［13，15］。

2.2　动物分组及给药     选取 SPF 级 2 月龄 SD 雌性

大鼠 70 只纳入实验，按照随机数字表法随机选取

15 只作为正常组，剩余大鼠全部按上述方法造模，

正常组大鼠肌注生理盐水。造模结束后，分别取空

白鼠和造模大鼠各 5 只进行模型评价。随后将成模

大鼠随机分为 5 组，分别为模型组、枸橼酸他莫昔芬

组、归芍运脾汤高、中、低剂量组，每组 10 只。归芍

运脾汤高、中、低剂量组每日分别给予 17.2、8.6、

4.3 g·kg-1 归芍运脾汤药剂灌胃（等效剂量相当于

70 kg 成人剂量的 12、6、3 倍）；枸橼酸他莫昔芬组每

日 给 予 4 mg·kg-1 枸 橼 酸 他 莫 昔 芬 灌 胃（相 当 于

70 kg 成人剂量的 6 倍），等效剂量按人与动物体型

系数折算［16］。正常组和模型组每日给与等量蒸馏

水灌胃，持续干预 30 d。

2.3　标本采集     于末次灌胃给药后，各组大鼠禁食

不禁水 24 h，采用 1% 戊巴比妥钠按 1 mL·kg-1 腹腔

注射进行麻醉后，采用超声诊断仪测定大鼠乳腺腺

体厚度，心脏采血，自胸骨剑突下横开胸膈，沿肋骨

角自下而上钝性剥离胸骨，取“乳腺 -皮层”组织，沿

腹部中线剪开，左侧采用多聚甲醛固定，以备病理

切片制备，右侧在体视显微镜下分离皮层，保留乳

腺组织，-80 ℃冻存，以备后续分子生物学检测。

2.4　常规观察大鼠一般症状、体征     实验过程中观

察各组大鼠一般生存状况（体质量、性情、毛发等）
和大鼠乳头（形态、皮色等）。
2.5　超声诊断仪测定大鼠乳腺腺体厚度     大鼠麻

醉后，将大鼠第二对乳头周围脱毛，脱毛后大鼠腹

部向上置于超声操作台，使用医用胶带固定其四

肢，与第二对乳头上方点涂抹适量耦合剂，使用

Mylabfive 超声诊断系统，将超高频探头，以垂直于

胸壁的角度在乳头上方的耦合剂中移动（探头频率

为 22 MHz），在超声成像显示屏上寻找大鼠乳腺位

置，并记录成像，按统一标准测定大鼠乳腺腺体

厚度。

2.6　HE 染色观察大鼠乳腺组织病理学改变     按照

2.3 项中方法分离“乳腺-皮层”组织，采用 4% 多聚甲

醛固定，沿第二对乳头纵切“乳腺 -皮层”组织，进行

包埋，常规制备蜡块后切片，采用 HE 染色，显微镜

下观察。主要观察腺小叶数目、腺泡数目、乳腺
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导管形态、乳腺上皮细胞排列。

2.7　酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测大鼠乳腺

组织匀浆液中 Bcl-2、Bax 含量     取乳腺组织 0.1 g，

加入磷酸盐缓冲液（PBS）0.9 mL，制备乳腺组织匀

浆液，离心（转速 3 000 r·min-1，时间 10 min，离心半

径 18 cm）取上清，严格 ELISA 试剂盒操作步骤检测

指标。

2.8　 Real-time PCR 检测大鼠乳腺组织中 PTEN、

PI3K、Akt mRNA 表达水平     取乳腺组织 0.1 g，采

用组织总 RNA 提取试剂盒抽提组织中总 RNA，测

定 RNA 浓度（吸光度 A260/A280 在 1.8～2.0）。采用上

海翊圣公司反转录试剂盒将 RNA 反转录为 cDNA

以备 PCR 扩增反应，引物均由宝生物工程（大连）有
限公司设计合成，见表 1。以 GAPDH 作为内参基

因，采用上海翊圣公司扩增试剂盒严格按照说明书

中程序和上样方式进行扩增（95 ℃预变性 5 min，

94 ℃变性 10 s、60 ℃退火 30 s、40 个循环）。得到目

的基因和内参基因的循环阈值（Ct）值，采用 2-ΔΔCt计

算目的蛋白 mRNA 相对表达量。

2.9　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测大鼠乳腺

组织中 PTEN、PI3K、Akt、p-Akt蛋白表达水平        取

乳腺组织 0.1 g，加入裂解液（PMSF+RIPA）后匀浆、

离心取上清，使用 BCA 蛋白定量试剂盒测定蛋白浓

度，加 5×上样缓冲液制备蛋白上样；采用聚丙烯酰

胺凝胶电泳分离总蛋白（80 V）；使用电转仪转移蛋

白于 PVDF 模上（120 V，2 h）；摇床上常温使用封闭

液（TBST+ 脱 脂 奶 粉 ）封 闭 2 h，洗 膜（3 次 ，

10 min/次）；孵育一抗（4 ℃，12 h；抗体稀释比例 1∶

1 000），同上洗膜；孵育二抗（室温，2 h；抗体稀释比

例 1∶5 000），同上洗膜；发光液（A、B 液等比配制）发
光，采集数据，使用 Image J软件分析数据。

2.10　统计学方法     采用 SPSS 24.0 统计软件进行

分析，实验所得数据以 x̄ ± s 表示，各组间比较采用

单因素方差分析，方差齐时采用最小显著性差异法

（LSD）检验，方差不齐时采用 Tamhane's T2 法检验，

以 P<0.05 表示差异具有统计学意义。

3 结果

3.1　各组大鼠一般症状与体征     正常组大鼠始终

状态良好，皮毛光泽顺滑，体质量稳定增长，乳头色

淡，隐约可见；模型组大鼠生存状态差，喜扎堆、反

应迟缓，易受激惹，脾气暴躁，体质量增加减缓，腹

部毛发脱落明显，乳头色红，明显肿大，高于皮肤，

以上症状随造模时间延长而加重；与模型组比较，

各给药组大鼠生存状态不同程度改善，乳头肿胀明

显缓解。归芍运脾汤防治效果存在量效关系，尤以

高剂量组显著。

3.2　对乳腺增生大鼠乳腺腺体厚度的影响     与正

常组比较，模型组大鼠乳腺腺体明显增厚（P<0.05）；
与模型组比较，各给药组大鼠乳腺腺体厚度不同程

度变薄，归芍运脾汤高、中剂量组乳腺腺体明显变

薄（P<0.05）。见表 2、图 1。

3.3　对乳腺增生大鼠乳腺组织病理学的影响     正

常组大鼠乳腺组织内腺体较少，乳腺导管清晰可

见，乳腺导管及管腔没有明显扩张及分泌物；模型

组大鼠乳腺组织内腺体增多，面积增大，乳腺导管

明显扩张，腺泡腔面积増大，内可见大量分泌物；与
模型组比较，各给药组大鼠乳腺病理改变不同程度

减轻，腺体数目减少，乳腺导管扩张减轻、乳腺导管

管腔分泌物减少，归芍运脾汤干预效果存在显著量

效关系，尤以高剂量组显著。见图 2。

3.4　对乳腺增生大鼠乳腺组织匀浆液中 Bcl-2、Bax

含量的影响     与正常组比较，模型组大鼠乳腺组织

中 Bcl-2 含 量 显 著 升 高 ，Bax 含 量 明 显 降 低（P<

表  1　引物序列

Table 1　Primer sequences

引物

GAPDH

PTEN

PI3K

Akt

序列（5′-3′）
上游 GGAGATTACTGCCCTGGCTCCTA

下游 GACTCATCGTACTCCTGCTTGCTG

上游 CCAATGGCTAAGTGAAGACGACAA

下游 CATAGCGCCTCTGACTGGGAATA

上游 CTGGAGAGCTTGGAGGACGA

下游 TCGCAAGAACCAGAATAAGAAGTG

上游 ATGGACTTCCGGTCAGGTTCA

下游 GCCCTTGCCCAGTAGCTTCA

长度/bp

150

197

159

126

表  2　 归 芍 运 脾 汤 对 乳 腺 增 生 大 鼠 乳 腺 腺 体 厚 度 的 影 响  （x̄± s，

n=10）

Table 2　 Effect of Guishao Yunpi decoction on thickness of 

mammary glands of mammary gland hyperplasia rats （x̄± s，n=10）

组别

正常组

模型组

枸橼酸他莫昔芬组

归芍运脾汤高剂量组

归芍运脾汤中剂量组

归芍运脾汤低剂量组

剂量/g·kg-1

0.004

17.2

8.6

4.3

乳腺腺体厚度/mm

3.53±0.35

5.30±0.581）

4.56±0.602）

3.93±0.412）

4.43±0.432）

4.73±0.62

注：与正常组比较 1）P<0.05；与模型组比较 2）P<0.05（表 3-表 5

同）

··116



第 29 卷第  11 期
2023 年 6 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 29，No. 11

Jun. ，2023

0.05）；与模型组比较，各给药组乳腺组织中 Bcl-2 含

量不同程度降低，Bax 含量不同程度升高，差异有明

显统计学意义（P<0.05）。见表 3。

3.5　对乳腺增生大鼠乳腺组织中 PTEN、PI3K、Akt 

mRNA 表达水平的影响     与正常组比较，模型组大

鼠乳腺组织中 PTEN mRNA 表达明显下调，PI3K、

Akt mRNA 表达明显升高（P<0.05）；与模型组比较，

各给药组乳腺组织中 PTEN mRNA 表达明显升高， PI3K、Akt mRNA 表达明显下调（P<0.05）。见表 4。

3.6　 对 乳 腺 增 生 大 鼠 乳 腺 组 织 中 PTEN、PI3K、

Akt、p-Akt 蛋白表达水平的影响     与正常组比较，

模型组大鼠乳腺组织中 PTEN 蛋白表达明显下调，

PI3K、Akt、p-Akt 蛋白表达均明显升高（P<0.05）；与

模型组比较 ，归芍运脾汤高剂量组乳腺组织中

PTEN 蛋白表达明显升高，PI3K、Akt、p-Akt 蛋白表

达明显下调，归芍运脾汤中、低剂量组 PI3K、Akt 蛋

白表达明显下调（P<0.05）。见表 5、图 3。

注：A. 正常组；B. 模型组；C. 枸橼酸他莫昔芬组；D. 归芍运脾汤

高剂量组；E. 归芍运脾汤中剂量组；F. 归芍运脾汤低剂量组（图 2 和

图 3 同）
图  1　归芍运脾汤对乳腺增生大鼠乳腺腺体厚度的影响

Fig. 1　 Effect of Guishao Yunpi decoction on thickness of 

mammary glands of mammary gland hyperplasia rats

图  2　 归 芍 运 脾 汤 对 乳 腺 增 生 大 鼠 乳 腺 组 织 病 理 学 改 变 的 影 响

（HE，×100）
Fig.  2　 Effect of Guishao Yunpi decoction on histopathological 

changes in mammary gland tissue of mammary gland hyperplasia 

rats （HE，×100）
表  3　归芍运脾汤对乳腺增生大鼠乳腺组织匀浆液中 Bcl-2、Bax 含

量的影响  （x̄± s，n=6）

Table 3　 Effect of Guishao Yunpi decoction on content of Bcl-2 

and Bax in homogenate of mammary gland tissue of mammary 

gland hyperplasia rats （x̄± s，n=6） ng·g-1

组别

正常组

模型组

枸橼酸他莫昔芬组

归芍运脾汤高剂量组

归芍运脾汤中剂量组

归芍运脾汤低剂量组

剂量/g·kg-1

0.004

17.2

8.6

4.3

Bcl-2

65.70±8.99

130.38±22.551）

95.25±18.062）

82.50±13.932）

92.47±10.822）

143.10±10.64

Bax

152.74±20.65

63.57±14.811）

93.38±17.692）

121.86±17.392）

95.78±18.042）

71.85±17.732）

表  4　归芍运脾汤对乳腺增生大鼠乳腺组织中 PTEN、PI3K、Akt mRNA 表达水平的影响  （x̄± s，n=3）

Table 4　 Effect of Guishao Yunpi decoction on expression levels of PTEN， PI3K and Akt mRNA in mammary tissue of mammary gland 

hyperplasia rats （x̄± s，n=3）

组别

模型组

枸橼酸他莫昔芬组

归芍运脾汤高剂量组

归芍运脾汤中剂量组

归芍运脾汤低剂量组

剂量/g·kg-1

0.004

17.2

8.6

4.3

PTEN

0.36±0.071）

0.72±0.062）

0.84±0.062）

0.67±0.082）

0.52±0.082）

PI3K

1.92±0.111）

1.60±0.152）

1.37±0.092）

1.56±0.072）

1.78±0.11

Akt

2.14±0.111）

1.67±0.132）

1.51±0.132）

1.70±0.12

1.86±0.11

注：设空白组各mRNA表达量均为1
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4 讨论

乳腺增生是女性常见的良性增生性疾病，其临

床表现以单侧或双侧乳房周期性疼痛为主。在中

医学理论中未有“乳腺增生”的病名，而根据其临床

主要症状，应归属于中医学“乳癖”“乳栗”“乳痞”

“乳中结核”等范畴［17］。隋·巢元方《诸病源候论》

云：“癖者……在于两胁之间，有时而痛是也。”而

明·龚居中《外科活人定本》亦云：“乳癖，此症生于

正乳之上……何谓之癖，若硬而不痛，如顽核之

类。”其论述与现代医学所述乳腺增生临床症状基

本一致。中医理论认为肝郁脾虚是该病发生的关

键病机，临床亦多以疏肝理脾之法进行论治，大量

临床研究证实疏肝理脾之代表方逍遥散治疗乳腺

增生疗效显著［18-19］。

《妇科玉尺》云：“（妇女）乳房属胃，乳头属肝，

人不知调养，忿怒所逆，郁闷所遇，厚味所奉，以致

厥阴阴血不行，遂令窍闭而不通，阳明之血壅沸，更

令热甚而化脓，是以结核而成证。”指出乳房疾病与

肝和脾胃关系最为密切。王自立教授指出乳腺增

生的疾病进展同样主要责之于肝与脾胃，认为女子

以肝为先天，肝主疏泄，调畅气血，且肝与冲任关联

密切。王自立教授认为治肝之法甚多，惟柔肝之法

最顺肝刚烈之性，以甘缓养血育阴之药以养肝体，

使其顺达调畅，从而达到柔肝的目的，强调以柔为

养、顺达为主是治疗肝病的基础和关键［10］。脾为气

血生化之源，胃为水谷之海，脾主运，胃主化，脾胃

互为表里，脾胃和健则人体气血生化无穷。另外

“足阳明胃经……从缺盆，下乳内廉”，经络所过，主

治所及。因此，王自立教授从柔肝与运脾两个角度

确立乳腺增生的论治方法，落脚于肝与脾胃的生理

特性，自拟方剂归芍运脾汤，该方是脾虚血弱导致

土虚木乘，肝气相对旺盛而表现为乳腺、胁部胀痛，

生气及经前加重，属虚中夹实，且以脾虚为主，故以

党参、白术、茯苓、炙甘草健脾益气养血为主，健脾

助运，促使脾胃功能恢复正常，气血生化有源，而肝

有所藏，肝血足而肝气不能亢而为害，以达柔肝疏

肝之目的。当归、白芍养肝血而补肝体，枳壳、佛手

行气疏肝止痛以治标，本方以健脾养血柔肝为主、

疏肝理气止痛为辅，脾健气血生化有源则肝血得

藏，肝体得柔，而肝气自疏，不用疏肝药而起到疏肝

的目的。全方以当归、芍药养血柔肝之体，党参、白

术、茯苓可以健脾促运，调气和胃，佛手、枳壳等药

物行气疏肝理脾，共奏柔肝疏肝、运脾健脾之功效，

临床用于脾虚肝郁型乳腺增生，疗效颇丰［10］。现代

临床研究证实归芍运脾汤的组成药物为目前临床

治疗乳腺增生的常用药物，如当归、白芍、茯苓、佛

手、枳壳等［7-8］，而药理学研究同样证实该类药物中

含有的大量活性化合物成分能够抑制细胞的异常

增殖，阻断细胞纤维化的进程［20-23］。

PI3K/Akt 信号通路是细胞内重要的信号转导

通路，参与调节 -细胞的凋亡、增生、迁移、分化和代

谢，大量研究已经证实该信号通路的异常响应广泛

参与了乳腺增生的疾病进程［24-25］。同时研究证实乳

腺上皮细胞中 PI3K/Akt 信号通路激活能够抑制雌

表  5　归芍运脾汤对乳腺增生大鼠乳腺组织中 PTEN、PI3K、Akt、p-Akt 蛋白表达水平的影响  （x̄± s，n=3）

Table 5　 Effect of Guishao Yunpi decoction on expression levels of PTEN， PI3K， Akt and p-Akt proteins in mammary tissue of mammary 

gland hyperplasia rats （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

枸橼酸他莫昔芬组

归芍运脾汤高剂量组

归芍运脾汤中剂量组

归芍运脾汤低剂量组

剂量/g·kg-1

0.004

17.2

8.6

4.3

PTEN/GAPDH

0.80±0.03

0.49±0.041）

0.54±0.062）

0.70±0.052）

0.58±0.03

0.50±0.05

PI3K/GAPDH

0.86±0.05

1.61±0.051）

1.22±0.012）

0.89±0.022）

1.11±0.022）

1.19±0.032）

Akt/GAPDH

0.94±0.13

2.05±0.101）

1.31±0.092）

1.09±0.072）

1.39±0.072）

1.57±0.082）

p-Akt/GAPDH

0.49±0.04

0.75±0.031）

0.63±0.022）

0.61±0.022）

0.64±0.01

0.68±0.04

图  3　各组大鼠乳腺组织中 PTEN、PI3K、Akt、p-Akt 蛋白电泳

Fig.  3　 Electrophoresis of PTEN， PI3K， Akt and p-Akt proteins 

in mammary tissues of various groups of rats
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激素的生长抑制作用，从而促进乳腺上皮细胞的增

生性改变［26］。抑癌基因 PTEN 为人体第 10 号染色

体缺失的磷酸酶及张力蛋白同源的基因，具有磷酸

酯酶的活性，其作为 PI3K/Akt 信号通路的关键负向

调节因子，能够显著抑制 PI3K/Akt 通路的活化以达

到抑制细胞增殖、促进肿瘤细胞凋亡的作用［27-29］。

Bcl-2 和 Bax 作为 Bcl-2 家族的关键成员之一，可以

通过影响线粒体与细胞溶胶之间的通透性来调控

细胞的凋亡，Bcl-2 主要执行抑制凋亡的作用，Bax

主要执行抑制凋亡的的作用，已经有研究证实 Bcl-2

和 Bax 的表达在乳腺增生疾病进展过程中发挥重要

作用［30］。目前，已经有研究证实归芍运脾汤中方

药，如当归、白芍、白术等药物均与 PI3K/Akt 信号通

路的响应关系密切［31-33］。

本研究成功复制乳腺增生大鼠模型，通过一般

生存状况评价大鼠肝郁脾虚模型，通过观察乳头形

态及乳腺厚度评价乳腺增生大鼠模型，结果表明与

正常组比较，模型组大鼠暴躁易激惹，扎堆蜷卧，乳

头肿胀明显，乳腺厚度明显增加；与模型组比较，各

给药组大鼠一般生存状态、乳头肿胀程度不同程度

缓解，乳腺组织厚度不同程度变薄。分子生物学实

验表明乳腺组织中 Bcl-2 含量明显升高、Bax 含量明

显降低，乳腺组织中 PTEN 基因和蛋白表达水平显

著降低、PI3K、Akt 基因和蛋白表达水平明显升高；
乳腺组织中 Bcl-2 含量明显降低、Bax 含量明显升

高，乳腺组织中 PTEN 基因和蛋白表达水平明显升

高、PI3K、Akt 基因和蛋白表达水平明显降低，其中

尤以归芍运脾汤高剂量组显著。这与既往的研究

基本一致。

本研究揭示了归芍运脾汤对乳腺增生大鼠的

有效防治作用，其具体机制可能与归芍运脾汤有效

调控 PTEN/PI3K/Ak 信号通路在乳腺组织中的响应

而实现。
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