
书书书

!!"!##! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
!

月第
%$

卷第
!

期
&'()*+

"

,-./01/2 !"#$

"

3456 %$

"

74

!

!

基金项目# $重大新药创制%国家科技重大专项资助项目&

74

!

!"#%89":;"!!"%

"

74

!

!"#%89":<"$#";

'(国家自然科学基金面上项目

&

74

!

$#<=%;<;

'(中国医学科学院医学与健康科技创新工程经费资助项目&

74

!

!"#>

"

(!+

"

%

"

""=

'

作者单位#

#6

中国医学科学院北京协和医学院药物研究所北京市药物靶点研究与新药筛选重点实验室&北京
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中药制药过程新
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!基础研究!

桂枝茯苓胶囊原料药及其组分对人源乳腺癌

细胞株增殖的影响

于子茹#

$李$莉#

$王金华#

$王振中!

$萧$伟!

$杜冠华#

摘要$目的$利用高通量筛选技术"观察桂枝茯苓胶囊原料药及其组分对人源乳腺癌细胞株增殖的作

用# 方法$桂枝茯苓胶囊原料药经萃取$洗脱后获得的粗组分"再经分离得到
:!:

种标准组分# 采用磺酰罗

丹明
K

比色法评价以含
#L H+MN

的无血清
H+?+

培养液体系为对照时桂枝茯苓胶囊原料药%

>

!

#!<

$

#!

!

<

$

!<

$

<"

$

#""

$

!""

$

;"" !CI@O

&及其
:!:

种组分%

<"

$

< !CI@O

&对人源乳腺癌细胞株
+&,

"

=

和
+HP

"

+K

"

!%#

增殖的影响# 结果$作用
=! D

后"高浓度的桂枝茯苓胶囊原料药对
+&,

"

=

细胞的增殖抑制能力

强"且有良好量效关系 %

/ Q "

!

:$= <

&"低浓度对
+HP

"

+K

"

!%#

细胞增殖抑制能力强'

:!:

个组分

%

< !CI@O

&中仍有部分样品对乳腺癌细胞细胞生长抑制率
R<"L

"同时这些组分对正常人脐静脉内皮细胞

无生长抑制作用# 结论$桂枝茯苓胶囊原料药在两种人源乳腺癌细胞株上均有显著的抑制细胞增殖作用"

并具有明显的浓度和时间依赖性#

关键词$桂枝茯苓胶囊' 高通量筛选' 乳腺癌'
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&
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U0AVDA ,05AGC &1WX05-

(

DACD

"

TD/40CDW0T XF/--GAGC

(

./-1XT F1GF-/

(

+&,

"

= F-55

(

+HP

"

+K

"

!%# F-55

$$桂枝茯苓胶囊由桂枝茯苓丸经剂型改革而成"其

组方来自于张仲景)金匮要略*一书"以等比例桂枝+

茯苓+赤芍+桃仁及牡丹皮组成"具有活血化瘀+消散

结的功效"临床上主要用于妇科疾病如经闭+痛经+子

宫肌瘤+乳腺增生+卵巢囊肿等,

#

-的治疗"疗效显著.

研究表明"桂枝茯苓胶囊可有效治疗乳腺增生,

!

"

%

-

+改

善内分泌+调节雌激素水平,

;

-

"并可显著抑制体外培

养宫颈癌
Y-51

细胞的增殖,

<

-

"其机制与促进
,1X

+

,1XO

及
&1XW1X-

"

%

表达"并抑制
KF5

"

!

表达有关.

抗肿瘤治疗中很大比例药物通过抑制细胞增殖起效"

目前此类药物主要通过细胞水平筛选获得. 高通量筛

选技术可用于进行大规模系统活性研究"以快速准确

地了解活性组分的药理作用. 本研究采用高通量筛选

技术"评价了桂枝茯苓胶囊原料药及组分对人源乳腺

癌细胞株
+&,

"

=

及
+HP

"

+K

"

!%#

增殖的影响.

材料与方法

#

$细胞株$人源乳腺癌
+&,

"

=

&货号#

'7N

#

"<!$

'+

+HP

"

+K

"

!%#

&货号#

'7N

#

"<%"

'细胞株购

自中国医学科学院基础医学研究所细胞资源中心"人

脐静脉内皮细胞株&

D0@1G 0@.A5AF15 a-AG -GB4TD-

"

5A15 F-55

"

Y\3?&

"货号#

&`O

#

#=%"

'购自美国标准

生物品收藏中心.

!

$药物及试剂$桂枝茯苓胶囊原料药#桂枝茯苓

胶囊 &以等比例桂枝+茯苓+赤芍+桃仁及牡丹皮组

成'"江苏康缘药业股份有限公司生产"批号#

#>";!"

"

去胶囊外壳后直接配制使用. 桂枝茯苓胶囊组分#枝

茯苓胶囊原料药经醇提取+石油醚+二氯甲烷+乙酸乙

酯和正丁醇萃取(水提部分上
H#"#

柱乙醇梯度洗脱.

分别得粗组分后经
YZO&

分离"选择最优分离条件进

行液相制备"得到标准组分
:!:

个.

各组分用二甲基亚砜&

H+MN

'溶解为
# @CI@O

"

无菌条件下生理盐水稀释到适当浓度"采用同样终浓

度
H+MN

溶液为对照.

<

"氟尿嘧啶 &

<

"

,\

"批号#

,>>!=

'和磺酰罗丹明
K

&

M05S4/D4B1@AG- K

"

M`K

"

批号#

!%"#>!

'购于美国
MAC@1

公司.

`Z+( #>;"

细胞培养基购于美国
UA.F4

公司"批号#

##$=<

#

":%

. 标准胎牛血清购于德国
ZP7 M-/1T-FD

公司"

批号#

Z%"

"

%%"!

.

%

$仪器细胞$培养箱
+&N

"

#=<

"日本
MP7[N

公司(

[)

"

&'

"

!7H

超净工作台"北京亚泰科隆仪器

技术有限公司(显微镜
(9=#

"日本
N52@W0X

公司(

MW-FT/1+1b+<

酶标仪"美国
+45-F051/ H-aAF-X

公司.

;

$细胞培养$人源乳腺癌
+&,

"

=

+

+HP

"

+K

"

!%#

细胞株及
Y\3?& &`O

"

#=%"

"均用含
#"L

胎牛

血清的
`Z+( #>;"

培养基培养. 于
%=

%+

<L &N

!

细胞培养箱中常规培养"隔天换液"根据细胞生长情况

每
!

&

%

天传代
#

次.

<

$

M`K

法检测增殖抑制率$细胞增殖活力取对

数生长期的细胞调整至
#

!

><

'

#"

; 个
I @O

"每孔

#$" !O

接种于
:>

孔板"培养
!; D

后进行给药实验.

实验分为对照组& 加入
!" !O

含
#L H+MN

的培养

基'+桂枝茯苓胶囊组加入
!" !O

待检测样品溶液 &终

浓度为
>

!

#!<

+

#!

!

<

+

!<

+

<"

+

#""

+

!""

+

;"" !CI@O

的

药物'+桂枝茯苓胶囊组分溶液
#" !O

&终浓度
<"

或

< !CI@O

的药物'+阳性药组
#" !O

&终浓度
< !CI@O

的
<

"

,\

'"桂枝茯苓胶囊组分孔和阳性药孔均用

#" !O

含
#L H+MN

的培养基补足体系.

药物作用一定时间后"弃上清"预冷的
#"L

三氯

醋酸&

)&P

'液固定静置
< @AG

"

;

%

# D

后"洗板

<

次"晾干后各孔加入
M`K

溶液
#"" !O

"室温染色

#" @AG

后倒掉染液"

#L )&P

液洗板
>

次"空气干燥

后各孔加入
#<" !O #" @@45IO

的
)/AX

溶液 &

WY

#"

!

<

'"振荡
< @AG

使其充分溶解"酶标仪
<;" G@

波

长处测定吸光度&

P.X4/.1GF-

"

P

'.

细胞增殖抑制率&

L

'

Q

&

P 对照 #

P 实验' I&P 对照 #

P 空白' '

#""L

>

$

(&

<"

测定$取对数生长期的细胞"以
#

!

><

'

#"

;个
I @O

"每孔
#$" !O

接种于
:>

孔板"边缘孔加

#"" !O

生理盐水"培养
!; D

后"分别加入不同浓度的

样品" 剂 量 设 置 为
#"

+

<

!

>

+

%

+

#

!

$

+

#

+

"

!

%

+

"

!

# !CI@O

"对照组以含
#L H+MN

的培养基补足体

系. 药物作用
=! D

后"

M`K

法测定细胞生长抑制率.

=

$统计学方法$上述实验均重复
%

次. 实验结

果数据用
b

(

X

表示"结果采用
(K+ MZMM MT1TAXTAFX

!!

!

"

统计学软件进行分析. 采用
)0^-2

事后多重比

较检验组间差异"

Z c"

!

"<

为差异有统计学意义. 统

计图 以
N/ACAG :

软 件 绘 制"

PB4.- (550XT/1T4/

&&!"#<

&

%

' 软件进行处理.

结$$果

#

$各组
+&,

"

=

细胞增殖抑制率比较&表
#

'$与
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对照组比较"

!"" !CI@O

的桂枝茯苓胶囊原料药作用

!; D

时已显示出细胞增殖抑制作用&

Z c"

!

"#

'(作用

时间延长为
=! D

后"包括最低剂量
>

!

#!< !CI@O

的

所有桂枝茯苓胶囊组均具有细胞增殖抑制作用&

Z c

"

!

"#

'"且具有明显的量效关系 &作用
!; D

"

/ Q

"

!

::< #

(作用
;$ D

"

/ Q "

!

:$> #

(作用
=! D

"

/ Q

"

!

:$= <

'"起效时间较短"作用
!;

+

;$

+

=! D (&

<"

值分

别为
#;!;

!

";

+

#>%

!

%>

+

#!<

!

!= !CI@O

.

!

$各组
+HP

"

+K

"

!%#

细胞增殖抑制率比较&表

!

'$与对照组比较"不同浓度+不同作用时间的桂枝茯

苓胶囊处理组均有细胞增殖抑制作用&

Z c"

!

"#

"

Z c

"

!

"<

'. 药物处理
=! D

时"最低浓度的桂枝茯苓胶囊处

理组 &

>

!

#!< !CI@O

'对细胞增殖的抑制率已达到

<"L

. 作用
!;

+

;$

+

=! D (&

<"

值分别为
%>=

!

!"

+

!!$

!

$=

+

!=

!

<< !CI@O

.

%

$

:!:

个桂枝茯苓胶囊组分对
+&,

"

=

增殖的影

响&图
#

'$

:!:

个桂枝茯苓胶囊组分处理
+&,

"

=

细

胞
=! D

后"发现终浓度为
<" !CI@O

的多个组分样品

对
+&,

"

=

细胞具有显著增殖抑制作用"其中抑制率
R

<"L

的组分有
!$"

个"约占样品总数的
%"L

(抑制率

R$"L

的组分有
##"

个"占样品总数的
#!L

. 样品

$$注#

P#

+

K#

组分浓度
<" !CI@O

(

P!

+

K!

组分浓度
< !CI@O

(

K#

+

K!

中"

1

为抑制率区间的样品数"

.

+

F

为累积样品数

图
#

#

:!:

个桂枝茯苓胶囊组分处理
=! D

+&,

"

=

增殖抑制率

终浓度为
< !CI@O

时"活性组分数量有所降低"其中

抑制率
R<"L

的组分有
%%

个"约占样品总数的
;L

(

抑制率
R$"L

的组分有
#>

个"占样品总数的
!L

.

表
#

#各组
+&,

"

=

细胞增殖抑制率比较

组别

&

!CI@O

'

G

!; D

P

&

b

(

X

' 抑制率&

L

'

;$ D

P

&

b

(

X

' 抑制率&

L

'

=! D

P

&

b

(

X

' 抑制率&

L

'

对照
% #

)

:>

(

"

)

"! "

)

""

(

"

)

"" #

)

="

(

"

)

": "

)

""

(

"

)

"" #

)

:%

(
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$$

;

$

:!:

个桂枝茯苓胶囊组分对
+HP

"

+K

"

!%#

增殖的影响&图
!

'$

:!:

个桂枝茯苓胶囊组分作用

+HP

"

+K

"

!%#

细胞
=! D

后"发现终浓度
<" !CI@O

的多个组分样品对
+HP

"

+K

"

!%#

细胞均具有显著增

殖抑制作用"其中抑制率
R <"L

的组分有
#=;

个"约

占样品总数的
#:L

(抑制率
R$"L

的组分有
!

个. 样

品终浓度为
< !CI@O

时"仍有
<

个组分抑制率
R

<"L

(无抑制率
R$"L

的样品.

$$注#

P#

+

K#

组分浓度
<" !CI@O

(

P!

+

K!

组分浓度
< !CI@O

(

K#

+

K!

中"

1

为抑制率区间的样品数"

.

+

F

为累积样品数

图
!

#

:!:

个桂枝茯苓胶囊组分处理
=! D

+HP

"

+K

"

!%#

增殖抑制率

<

$活性样品对正常细胞增殖的作用&图
%

'$将

稀释到
< !CI@O

后仍对两种乳腺癌细胞有显著抑制

活性的样品以初始浓度
<" !CI@O

在正常细胞上进行

评价"以含
#L H+MN

的无血清
H+?+

培养液体系为

图
%

#

%<

个桂枝茯苓胶囊活性组分处理
=! D

&`O

"

#=%"

增殖抑制率

空白对照"结果发现"

%<

个样品对
Y\3?& &`O

"

#=%"

的抑制率为 #

#!L

&

%%L

"无明显生长抑制或促进

作用.

>

$活性样品
(&

<"

的测定及特异性作用评价&表

%

"图
;

#

=

'$

!<"

号样品由桂枝茯苓胶囊的醇提物经

乙酸乙酯萃取后过柱得到"后两者均由醇提物直接过

柱所得. 三种组分在两种人源乳腺癌细胞上均有明显

抑制作用"且有较好的量效关系"三种组分对于
+&,

"

=

的增殖抑制能力略强于
+HP

"

+K

"

!%#

. 终浓度为

<" !CI@O

的桂枝茯苓组分对
+&,

"

=

和
+HP

"

+K

"

!%#

增殖抑制率
R<"L

的共计
!$=

个"占样品总数的

%#L

(对两种细胞同时具有显著增殖抑制作用的样品

共计
#>=

个个"占样品总数的
#$L

. 终浓度为
< !CI

@O

时"对
+&,

"

=

和
+HP

"

+K

"

!%#

增殖抑制率
R

<"L

的桂枝茯苓组分样品共计
%<

个"占样品总数的

<L

"而对
+&,

"

=

和
+HP

"

+K

"

!%#

细胞同时具有显

著增殖抑制作用的样品共计
%

个.

表
%

#三种桂枝茯苓胶囊组分作用人源乳腺癌

细胞
=! D

的
(&

<"

值$&

!CI@O

'

组分代号
+&,

"

= +HP

"

+K

"

!%#

!<" ;6#= =6:;

$!$ ;6%= =6"$

:%# ;6!# $6#%

$$注#与对照组比较"

!

Z c"

!

"<

"

!!

Z c"

!

"#

$$注#与对照组 &抑制率为
"

'比较"

!

Z c "

!

"<

"

!!

Z c

"

!

"#

(表
<

+

>

同

图
;

#组分
!<"

作用于
+&,

"

=

和
+HP

"

+K

"

!%#

细胞的量效曲线

图
<

#组分
$!$

作用于
+&,

"

=

和
+HP

"

+K

"

!%#

细胞的

量效曲线
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图
>

#组分
:%#

作用于
+&,

"

=

和
+HP

"

+K

"

!%#

细胞的量效曲线

$$注#

P

#浓度为
<" !CI@O

(

K

#浓度为
< !CI@O

图
=

#桂枝茯苓胶囊组分对
+&,

"

=

和
+HP

"

+K

"

!%#

增殖抑制率
R<"L

的提取物的作用比较

讨$$论

桂枝茯苓胶囊组方历史悠久"应用广泛. 经临床

研究证实"在妇科疾病中"桂枝茯苓丸及其加减常用来

治疗子宫肌瘤+卵巢囊肿+临床表现以$痛经%为主的

子宫内膜异位症等. 而在内科疾病中"胃肠系统疾病+

消化系统疾病临床凡兼有瘀+肿现象者"也均可用本

方. 此外"桂枝茯苓丸还可用于内分泌与代谢性疾病

的治疗. 在桂枝茯苓丸现代运用涉及到的中医病名谱

中"出现频率最高的是瘕"其次是产后恶露不绝+崩

漏+不孕+乳癖"其中明确提出本方可用于治疗乳房

疾病,

>

-

.

乳腺癌是女性常见的恶性肿瘤之一"发病率呈逐

年上升趋势. 临床上根据雌激素受体&

-XT/4C-G /-

"

F-WT4/

"

?`

'+孕激素受体&

W/4C-XT-/4G- /-F-WT4/

"

Z`

'+原癌基因人类表皮生长因子受体
!

&

D0@1G -W

"

AB-/@15 C/4_TD S1FT4/ /-F-WT4/

"

!

"

Y?`

"

!

'及
]A

"

>=

分子表型将其划分为
;

类,

=

-

#

O0@AG15 P

型

&

?`

d

IZ`

d

"

Y?`

"

!

"

'+

O0@AG15 K

型 &

?`

d

IZ`

d

"

Y?`

"

!

d

'+

Y?`

"

!

d型&

?`

#

IZ`

#

IY?`

"

!

d

'和
K1X

"

15

"

5A^

型 &

?`

#

IZ`

#

IY?`

"

!

#

'.

O0@AG15 P

型为单

纯内分泌治疗(

O0@AG15 K

型为内分泌治疗结合细胞

毒治疗(

Y?`

"

!

d型为内分泌治疗+细胞毒治疗以及抗

Y?`

"

!

治疗(三阴性则只能通过细胞毒治疗,

$

"

:

-

. 不

同分子亚型乳腺癌的临床治疗反应和生存期不同"另

外"由于化学药的不良反应或疗效不理想等问题"近年

来从中药中寻找治疗妇科疾病的药物逐渐受到重

视,

=

#

#%

-

. 早在上世纪"就有日本学者将桂枝茯苓丸在

乳腺癌的诊断中推广使用,

#;

-

"由于疗效好"不良反应

少"其可代替抗雌激素药作为诊断乳腺癌的诊断性内

分泌治疗药.

本研究采用两种不同激素受体表达类型的人源乳

腺癌细胞进行实验"

+&,

"

=

细胞表型为
?`

&

d

'+

Z`

&

d

'+

Y?`

"

!

& #'"

+HP

"

+K

"

!%#

细胞则是三阴性乳

腺癌"表型为
?`

& #'+

Z`

& #'+

Y?`

"

!

& #'. 结果

显示"桂枝茯苓胶囊原料药及其
%

个组分样品对两种

乳腺癌细胞均有较显著的抑制增殖作用"且具有明显

时效和量效关系. 高浓度的桂枝茯苓胶囊原料药对

+&,

"

=

细胞的增殖抑制能力强"低浓度时对
+HP

"

+K

"

!%#

细胞增殖的抑制能力强. 作用
=! D

"对

+&,

"

=

细胞的增殖抑制
(&

<"

值略高于在
+HP

"

+K

"

!%#

细胞中的
(&

<"

值"说明相较于
?`

阳性的乳腺癌

细胞"桂枝茯苓胶囊原料药对三阴性乳腺癌细胞的增

殖抑制作用起效浓度更低"更敏感. 这些结果表明"桂

枝茯苓胶囊原料药对于不同类型的乳腺癌细胞均具有

增殖抑制作用"但在不同类型乳腺癌细胞增殖抑制作

用的强度和敏感性具有差异"其作用及作用机制尚需

深入探讨.

对桂枝茯苓胶囊的
:!:

个组分进行的体外抗肿

瘤活性检测显示"在
<" !CI@O

浓度下"对
+&,

"

=

与

+HP

"

+K

"

!%#

细胞抑制率达到
<"L

以上的样品分别

有
%"L

和
#:L

(将浓度降至
< !CI@O

后"仍分别有

;L

和
"

!

<;L

的样品可以显著抑制细胞增殖"且有效

样品对正常
Y\3?&

无生长抑制作用. 说明桂枝茯苓

胶囊的部分组分也对不同类型的乳腺癌细胞具有增殖

抑制作用"同时对正常细胞无生长抑制作用"提示桂枝

茯苓胶囊的有效组分可能构成了其整方发挥乳腺癌细

胞增殖抑制作用的物质基础.

本研究发现"桂枝茯苓胶囊组分作用于人源乳腺癌

细胞
=! D

"对
+&,

"

=

细胞表现为显著增殖抑制作用的

样品较
+HP

"

+K

"

!%#

细胞有效的样品偏多"而大部分

对
+HP

"

+K

"

!%#

细胞具有增殖抑制作用的样品"也同

时对
+&,

"

=

细胞具有显著增殖抑制作用. 对两种乳腺

癌细胞均有较显著的抑制增殖作用的
%

个组分样品作

用
=! D

"对
+&,

"

=

细胞的增殖抑制
(&

<"

值略低于在

+HP

"

+K

"

!%#

细胞中的
(&

<"

值"说明这
%

个组分对
?`

阳性的乳腺癌细胞的增殖抑制作用更敏感.

中药复方通过中药中多个有效成分形成的有效成
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分组与疾病相关多个靶点的相互作用+相互调节"形成

有效成分#有效成分关联网络的有机组合"协同调节

疾病相关主要靶点+次要靶点和协同靶点形成的疾病

网络"使病理条件下机体的多个非平衡状态调节到新

的平衡状态"最终达到治愈疾病的目的,

#<

-

. 网络药理

学研究显示"桂枝茯苓胶囊主要通过其所含的五环三

萜类+甾醇类和黄酮类化合物与多个靶点蛋白作用"调

控多条生物通路来抑制子宫平滑肌的增殖和收缩+改

善子宫内膜的血管形成和血液循环+降低雌激素和黄

体酮的分泌&如
ZU?!

+

ZU,!"

+

5-0^4T/A-G- K;

'"发

挥治疗痛经+盆腔炎和子宫肌瘤的作用,

#>

-

.

本研究显示"桂枝茯苓胶囊原料药及其部分组分

样品对两种乳腺癌细胞均有较显著的抑制增殖作用"

相较于
?`

阳性的乳腺癌
+&,

"

=

细胞"桂枝茯苓胶囊

原料药对三阴性乳腺癌
+HP

"

+K

"

!%#

细胞的增殖抑

制作用起效浓度更低+更敏感. 本实验中也发现一些

只对
+HP

"

+K

"

!%#

细胞具有增殖抑制作用的桂枝茯

苓胶囊组分&共
!;

个'"代号集中在
#""

以下"多为桂

枝茯苓胶囊醇提物经正丁醇萃取过柱后获得. 此外"

大部分对
+HP

"

+K

"

!%#

细胞具有增殖抑制作用的桂

枝茯苓胶囊组分样品"也同时对
+&,

"

=

细胞具有显著

增殖抑制作用"这些组分多由醇提物直接硅胶过柱以

及醇提后经正丁醇提取得到. 因此"桂枝茯苓胶囊是

否也通过有效成分调控乳腺癌相关靶点"发挥抑制乳

腺癌细胞增殖的作用"其具体作用机制有待于深入研

究. 此外"目前临床上对于三阴性乳腺癌患者"仍缺乏

良好的术后辅助治疗方法"

!

个只对
+HP

"

+K

"

!%#

细

胞具有增殖抑制作用的桂枝茯苓胶囊组分&

!$!

与

;<:

'也值得进一步研究.

本实验发现桂枝茯苓胶囊对乳腺癌细胞的增殖具

有抑制作用"且不影响正常细胞状态"并筛选出对乳腺

癌细胞有显著抑制作用的部分桂枝茯苓组分"为桂枝

茯苓胶囊的临床应用提供了基础"并为进一步阐明桂

枝茯苓胶囊发挥疗效的物质基础提供了依据.
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