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阳和化岩汤对大鼠乳腺癌癌前病变的抑制
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摘要#目的#探讨阳和化岩汤对大鼠乳腺癌癌前病变的抑制作用以及对
H?;8

蛋白及
=I6-

表达的影

响! 方法#采用二甲基苯并蒽"

E,J-

#诱导建立大鼠乳腺癌癌前病变模型$

7

周后随机分为空白对照组%模

型组%阳和化岩汤组%散结化痰汤组%平消片组及三苯氧胺组$每天分别采用饮用水%阳和化岩汤"组成&鹿角

霜
#! /

#熟地
7 /

#肉桂
; /

#白芥子
& /

#莪术
#! /

#山慈菇
#9 /

#浙贝母
7 /

#甘草
; /

#

8

!

! /GH/

%散

结化痰汤"组成&白花蛇舌草
#9 /

#半枝莲
#9 /

#栝蒌
#9 /

#半夏
7 /

#

9

!

$ /GH/

%平消片
#$$ =/GH/

及三

苯氧胺
$ =/GH/

灌胃治疗
$

周! 取大鼠乳腺组织$

K<

染色观察病理形态学变化$免疫组化法检测
H?;8

蛋

白表达的阳性率和灰度值$

L

"

M'I

检测
H?;8 =I6-

表达! 结果#与模型组比较$其他各治疗组一般增生与

癌前病变发生率高$浸润性癌发生率低$差异有统计学意义"

M N "

!

"9

#' 除散结化痰汤组外$其他治疗组

H?;8

蛋白表达灰度值升高$差异有统计学意义"

M N"

!

"9

$

M N"

!
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#'

H?;8

阳性率及
H?;8 =I6-

表达除平

消片组外均下降$差异均有统计学意义"

M N"

!

"9

$

M N"

!

"#

#! 与阳和化岩汤组比较$ 各治疗组癌前病变与

浸润性癌发生率差异无统计学意义"

M O"

!

"9

#'平消片组
H?;8

表达阳性率及
H?;8 =I6-

表达均升高$差

异有统计学意义"

M N"

!
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#! 结论#阳和化岩汤能够部分阻断逆转乳腺癌癌变$并具有抑制
H?;8

蛋白及

=I6-

表达的作用$其作用优于平消片$与三苯氧胺接近$适用于乳腺癌癌前病变的预防治疗!
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##乳腺癌癌前病变的范畴包括乳腺不典型导管上皮

增生'不典型小叶增生以及原位癌等"发展为乳腺癌的

几率为
!"a

左右(

#

"

!

)

* 目前大多数学者认为癌前病变

是乳腺癌发展的必经阶段"是可以阻断和逆转的(

&

)

"

因此其预防和治疗备受重视* 西医预防药物以三苯氧

胺为代表"研究显示可将癌前病变患者的
#"

年风险

由
!#

!

&a

降为
8

!

9a

(

$

"

9

)

* 中医药预防治疗目前尚不

统一"大多学者认为以温阳'活血'化痰为主(

;

)

"但缺

乏相关研究结果及机制探讨* 本实验在临床经验基础

上"提出乳腺癌癌前病变是在肾阳亏虚'冲任失调的基

础上"气滞痰凝血瘀搏结乳络而成"治疗当以温阳散

结'活血化瘀"并分别以散结化痰汤'平消片以及三苯

氧胺为对照"观察各药物对大鼠乳腺组织病理形态学

表现'细胞增殖因子
H?;8

蛋白及
=I6-

表达的影响"

探讨温阳散结法以及阳和化岩汤加减干预治疗乳腺癌

癌前病变的有效性"为临床应用提供实验依据*

材料与方法

#

#动物#健康未育
[E

雌性大鼠
#"9

只"鼠龄为

出生后
;

周"体重
!!"

$

!$" /

"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#

['Y`

$鲁%

!"##"""&

"实验动物使用许可证号#

[QY`

$鲁%

!"##""#7
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#药物#阳和化岩汤组成#鹿角霜
#! /

#熟地

7 /

#肉桂
; /

#白芥子
& /

#莪术
#! /

#山慈菇
#9 /

浙贝片
7 /

#甘草
; /

* 水煎浓缩至
!"" =W

"生药浓

度为
&;" =/G=W

&散结化痰汤组成#白花蛇舌草
#9 /

半枝莲
#9 /

#栝蒌
#9 /

#半夏
7 /

* 水煎浓缩至
!""

=W

"生药浓度为
!8" =/G=W

&平消片#每片
"

!

!$ /

"取

;

片溶于
!"" =W

生理盐水"浓度为
8! =/G=W

"辽宁

先锋制药有限公司生产"批号
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* 三苯氧胺#每

片
#" =/
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$

片溶于
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生理盐水"浓度为
"

!

!

=/G=W
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#

#模型制作及分组#参考既往研究 (

8

)

"采用

小剂量多次灌胃
E,J-

方法$每次
9" =/GH/

%"每
&

周
#

次"共
&

次* 实验开始时" 随机抽取
#$

只作为空

白对照组&另外
7#

只开始造模"

7

周后将存活
%8

只造

模大鼠按随机数字表分为
9

组#阳和化岩汤组'散结化

痰汤组'平消片组'三苯氧胺组各
#%

只'模型组
#9

只"实验结束时各组分别为
#8

'

#%

'

#;

'

#%

'

#$

只* 大

鼠死亡
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只"除
#

只外"其余
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只均发生于造模后第
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周"考虑为
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毒性所致*
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#给药方法#空白对照组大鼠持续给予饮用
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水"常规饲养&模型组给予饮用水"常规饲养&阳和化岩

汤组'散结化痰汤组'平消片组'三苯氧胺组均灌胃给

药"每天
"

!

"! =WG/

鼠重"阳和化岩汤组剂量 为
8

!

!

=/G/

'散结化痰汤组剂量为
9

!

$ =/G/

'平消片组剂量

为
#

!

$$ =/G/

'三苯氧胺组剂量为
"

!

"# =/G/

"按临床

用药疗程连续
$

周* 给药剂量确定参考文献(

$

"
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)"

按人鼠等效剂量换算*

$
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#观察项目及检测方法

$

!

&

!

#

#组织病理形态学观察#$

#

%染色方法#

#"a

福尔马林充分固定
!$ R

"标本取材"脱水"透明"

浸蜡"包埋* 连续切片"常规
K<

染色"中性树胶封片*

$

!

%大鼠乳腺组织病理学诊断标准#参考
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年

+KF

乳腺肿瘤病理分类及诊断标准(

%

)

*

$

!
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#免疫组化检测方法#$

#

%染色步骤及方

法#石蜡组织切片常规脱蜡"抗原高压修复"

&a

双氧水

消除"山羊血清封闭"一抗
$

&过夜"第
!

天恢复室温

后"依次加二抗及
[-J'

试剂"

E-J

显色"苏木精衬

染"梯度乙醇脱水"二甲苯透明封片* 用已知阳性片作

阳性对照"

MJ[

代替一抗为阴性对照* $

!

%结果判定

方法#

H?;8

阳性细胞在细胞核表达棕黄色颗粒* 高倍

镜下选择阳性细胞较多的区域采集
& c 9

个光镜视

野"输入
KM)-[

"

#"""

高清晰度彩色病理图文分析系

统"在相同背底和倍体条件下选择相应参数"进行计算

机完全定量分析* 以阳性细胞所占比例的平均值定义

为阳性细胞百分比&阳性细胞着色强度用灰度值表示"

着色强度越低"灰度值越高"反之"着色强度越高"则灰

度值越低*

$

!

&

!

&

#

L

"

M'I

检测方法#$

#

%

L

"

M'I

检测步

骤#

I6-

提取#将样本分别用液氮研磨粉碎"加入
*T

"

?Z34

$

)A^?1T3/:A

%"吸取加酚氯仿"振荡混匀"离心"取

上清"加异丙醇"混匀"离心"去上清"乙醇洗涤"晾干"

溶于
E<M'

&反转录#使用
)A^?1T3/:A

试剂盒
0.V:T

"

0DT?V1 !

&设计合成引物#

H?;8 I>11.0 A3T^:/?D.0

,H?;8

$

bK- B3=>?A

%

?A1:T>D1?A/ A.D4:34>T VR30

"

VR3VT31:?A

$

,H?;8?V

%"

=I6-

&

6'J) I:P:T:AD:

[:L.:AD:

#

6?PH

$

6,d#&7#%;

!

!

%"序列#

b

#

9

'"

'**

"

*-*\\'*\'*\\\*\'*

"

&

'"

I

#

9

'"

\-\\**

"

\--\''\\-'-'-'

"

&

'"产物长度
%9 _V

* 内参为

\-MEK

"序列#

b

#

9

'"

-\**'--'\\'-'-\*'--

\\

"

&

'"

I

#

9

'"

'-\''**'*''-*\\*\\*\

"

&

'&

LM'I

扩增#每个样本分别用
$

对基因引物扩增"以及

内参基因扩增"每个反应做
&

个重复"

$"

循环* $

!

%

结果判定方法#基因的表达量用
b

值表示"越大表达量

越高*

$

!

$

#统计学方法#采用
[M[[ #7

!

"

统计学软

件* 计量资料采用
U

(

0

表示"先进行方差齐性检验"

组间比较采用方差分析&两两比较采用
L

检验" 计数

资料采用例数或百分比表示"采用
"

! 检验或秩和检

验*

M N"

!

"9

为差异有统计学意义*

结##果

#

#各组大鼠乳腺组织病理形态学结果比较

$表
#

%#各组大鼠乳腺组织形态按+一般增生,癌前

病变,浸润性癌-病变程度比较"采用秩和检验* 空

白对照组乳腺癌癌前病变和浸润性癌的发生率为
"

"

与模型组比较"差异有统计学意义$

M N"

!

"#

%&与模型

组比较"各治疗组一般增生与癌前病变发生率高"浸润

性癌发生率低"差异有统计学意义$

M N"

!

"9

%&与阳和

化岩汤组比较"其他各治疗组癌前病变与浸润性癌发

生率差异无统计学意义$

M O"

!

"9

%*

表
#

$各组大鼠乳腺组织病理形态学结果比较$(例$

a

%)

组别
A

一般增生 癌前病变 浸润性癌

空白对照
#$ #$

$

#""

)

""

%

"

$

"

)

""

%

"

$

"

)

""

%

模型
#$

#

$

8

)

#$

%

!

&

$

!#

)

$&

%

!

#"

$

8#

)

$&

%

!

阳和化岩汤
#8

$

$

!&

)

9&

%

"

%

$

$8

)

";

%

"

9

$

!7

)

$#

%

"

散结化痰汤
#%

$

$

!!

)

!!

%

"

%

$
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)

$$

%

"

;

$

&&

)
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%

"

平消片
#;

$

$

!9

)

""

%

"

8

$

$&

)

89

%

"

9

$

&#

)

!9

%

"

三苯氧胺
#%

%

$

$$

)

$$

%

"

8

$

&%

)

%7

%

"

&

$

#;

)

;8

%
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M

*

"
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"

M

*

"

)

"9

!

#各组大鼠乳腺组织
H?;8

蛋白表达结果比较

$表
!

"图
#

%#空白对照组大鼠乳腺组织
H?;8

表达强

度$与灰度值相反%最弱"阳性率最低"与模型组比较"

差异有统计学意义$

M N"

!

"#

%* 与模型组比较"除散

结化痰汤组外"其他治疗组
H?;8

蛋白表达灰度值表达

强度升高"差异有统计学意义$

M N"

!

"9

"

M N"

!

"#

%*

H?;8

阳性率除平消片组外均下降"差异亦有统计学意

义$

M N"

!

"9

"

M N"

!

"#

%* 与阳和化岩汤组比较"平消

片组
H?;8

表达阳性率升高" 差异有统计学意义$

M N

"

!

"9

%*

表
!

$各组大鼠乳腺组织
H?;8

蛋白表达灰度值及

阳性率比较#$

U
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##注#

-

为空白对照组&

J

为阳和化岩汤组&

'

为散结化痰汤组&

E

为平消片组&

<

为三苯氧胺组&

b

为模型组

图
#

$各组大鼠乳腺组织
H?;8

蛋白表达情况#$

K<

染色" +

!""

%

##

&

#各组大鼠乳腺组织
H?;8 =I6-

表达情况比

较$表
&

"图
!

%#大鼠乳腺组织
H?;8 =I6-

表达量"

空白对照组最低"模型组最高"两组比较"差异有统计

学意义$

M N"

!

"#

%* 与模型组比较"除平消片组外其

他治疗组
H?;8 =I6-

表达均下降"差异有统计学意

义$

M N"

!

"9

"

M N"

!

"#

%* 与阳和化岩汤组比较"平消

片组表达升高"差异有统计学意义$

M N"

!

"9

%*

表
&

$各组大鼠乳腺组织
H?;8 =I6-

表达量比较#$

U
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表达量

空白对照
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)

$8

(

"
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$#

模型
#$

"

)
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阳和化岩汤
#8

"

)

;7

(

"

)
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""

散结化痰汤
#%

"

)

8!

(

"

)

!7

"

平消片
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"
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(

"
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#

M

*

"

)
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讨##论

乳腺癌癌前病变为现代医学病名"根据其临床表

现及证候特点"属中医学+乳癖-范畴(

7

)

* 本病多由情

志'饮食及劳倦等因素引起"导致肝气郁滞'冲任不调'

痰瘀互结"临床表现为双侧乳房疼痛'肿块"并随月经

周期变化* 因此"大多数观点认为本病治疗可从疏肝

理气'温阳化痰'活血散结等方面进行辨证治疗*

温阳法是乳腺疾病常用的临床辨证治疗方法之

一(

#"

"

##

)

"并应用于乳腺癌癌前病变的预防治疗* 洪日

等(

#!

)观察温阳活血散结中药复方仙蓉颗粒$仙灵脾'

肉苁蓉'郁金'莪术等%对
,'b

"

#"-*

细胞株种植建立

大鼠乳腺癌癌前病变的抑制作用"结果显示中药抑制肿

瘤增殖作用优于三苯氧胺* 陈前军等(

#&

)观察消癖颗粒

$淫羊藿'肉苁蓉'郁金等%对大鼠乳腺癌变及上皮生长

因子受体 $

<\bI

%'信号转导与转录激活因子
&

$

[*-*&

%表达的影响"结果认为消癖颗粒对大鼠乳腺

癌变有一定的预防作用*

##注#

-

为扩增曲线&

J

为溶解曲线

图
!

$各组大鼠乳腺组织
H?;8

基因扩增曲线和溶解曲线图
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##笔者根据-乳癖-的中医病因病机特点"总结既往

研究基础"认为乳腺癌癌前病变是在肾阳亏虚'冲任失

调的基础上"气机凝滞"寒痰凝结"瘀血内阻"搏结于乳

络而成有形之肿块"因此痰瘀为病之标"阳虚为病之

本(

#$

)

"从而提出温肾助阳'调摄冲任'化痰散结'活血

化瘀的治则"补虚为本"祛邪为标"临床采用阳和化岩

汤加减化裁* 方中血肉有情之鹿角胶温补肝肾'填精

补髓以治其本&肉桂补火助阳散寒'温通血脉&浙贝母

化痰散结'排痈消肿&莪术破血行气'消积止痛&三药并

用温阳通脉"化痰活血&山慈菇化痰散结'排痈消肿"三

棱破血行气'消积止痛"白芥子化痰逐饮'散结消肿"祛

一切皮里膜外之痰"共为佐药&生甘草调和药性* 加减

后较原方减温散之性"增化痰活血之效"全方温肾助阳

与化痰散结'活血祛瘀并用"适用于乳腺增生病'乳腺

癌癌前病变及早期乳腺癌乳房内肿块"疼痛或不痛"伴

有腰膝酸软"月经不调"舌淡或紫暗"脉沉细或弦涩者*

目前乳腺癌癌前病变的西医预防治疗主要采用三

苯氧胺"但药物存在不良反应"并且具有一定争议

性(

#9

)

* 平消片功效活血化瘀"止痛散结"清热解毒"扶

正祛邪"具有一定的缓解症状'缩小瘤体'抑制肿瘤生

长作用"常用于本病的治疗(

#;

)

* 因此本实验采用阳和

化岩汤加减方"分别与自拟散结化痰汤'平消片'三苯

氧胺对照"以探讨中医药辨证论治的临床优越性及其

机制*

!"

世纪末"人们提出了+乳腺癌多阶段发展模式-

的假说"认为其存在+正常上皮
$

单纯性增生
$

非典

型性增生
$

原位癌
$

浸润癌-的谱带式渐进性连续过

程* 这个假说通过形态病理学'动物实验'分子遗传学

和流行病学追踪随访"已逐步被证实* 乳腺癌变过程

中"在某些因素持续作用下"可以由量变到质变"转化

成为恶性肿瘤"而在另外一些因素作用下"则是可逆

的(

&

)

* 因此对癌前病变及时采取干预治疗手段"可以

有效减少乳腺癌的发病率*

肿瘤的发生发展与细胞增殖有密切的关系*

H?;8

抗原是存在于增殖细胞核内的一种非组蛋白核蛋白"

只与增生细胞核反应"无组织特异性"是一个界定细胞

凋亡和增殖的有价值的标记物(

#8

)

* 其主要功能可能

与细胞的合成代谢有关"其表达随细胞周期的变化而

变化* 除细胞周期的
\"

期外"在每个有丝分裂期都

可检测到
H?;8

"尤以
,

期为最高"可直接'敏感地反映

肿瘤细胞的增殖活性"并能较全面地反映增殖细胞的

数量*

H?;8

是细胞分裂中核糖体合成的关键因子"对

细胞增殖必不可少"是目前应用最广泛的增殖细胞标

记之一(

#%

)

* 周素英等(

#7

)研究发现"

H?;8

在乳腺一般

增生'非典型增生'平坦型上皮不典型增生和原位癌逐

渐增高"但前两组之间差异无统计学意义"平坦型上皮

不典型增生和导管原位癌中的表达明显高于非典型增

生"认为
H?;8

可能是乳腺癌发生的早期事件"可作为

评估乳腺组织发生恶性转化的生物学指标*

本实验结果显示"经
E,J-

小剂量分次给药诱导

后"成功复制+一般增生%癌前病变 %浸润性癌-的乳

腺癌发生演变过程* 从乳腺癌的发生率角度"中药阳

和化岩汤加减'散结化痰汤及中成药平消片'化学预防

药三苯氧胺均具有一定程度的抑制乳腺癌癌变的作

用"组间比较差异无统计学意义* 各治疗药物均具有

抑制大鼠乳腺组织
H?;8

蛋白及
=I6-

表达的作用"

其中阳和化岩汤加减方在抑制
H?;8

阳性率及
=I6-

表达方面的作用优于平消片* 另外"阳和化岩汤加减

与散结化痰汤疗效比较"差异均无统计学意义"分析原

因可能散结类中药在阳和化岩汤的抑癌作用中占主导

地位*

综上"笔者认为阳和化岩汤加减方能够部分干预

乳腺癌癌变的进展"并具有抑制
H?;8

蛋白及
=I6-

表达的作用"其作用效果优于平消片"与三苯氧胺接

近"可以作为乳腺癌癌前病变预防治疗的用药*
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