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乳疾康纳米微乳制剂治疗乳腺增生小鼠的药效学研究!
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摘!要!目的!对乳疾康纳米微乳制剂治疗乳腺增生小鼠的药效学进行研究" 方法!将H8>小鼠随机分为正常组$模型组和治疗
组(溴隐亭组%涂抹溴隐亭&$高剂量组%涂抹高剂量乳疾康纳米微乳制剂&和低剂量组%涂抹低剂量乳疾康纳米微乳制剂&)" 建
立乳腺增生小鼠模型#对治疗组小鼠进行药物干预 A# .后#观察体重$乳晕和乳头直径的变化#检测血清雌二醇%%"&和孕酮% &̂
水平#采用苏木精4伊红染色法观察乳房组织病理结构变化#采用bZ;%M染色法观察组织凋亡细胞情况#采用免疫印迹法检测组
织中8’07’054A和LW(4"蛋白的表达" 结果!与模型组比较#治疗组小鼠体重降低%!R#I#=&#乳晕$乳头直径缩短%!R#I#$#!R
#I##$&#%" 水平降低%!R#I#=&#^水平升高%!R#I#=&#凋亡细胞数量减少%!R#I##$&#8’07’054A蛋白表达上调%!R#I##$&#LW(4"
蛋白表达下调%!R#I#$&#上述差异均有统计学意义" 与模型组比较#治疗组小鼠乳腺组织结构和上皮细胞结构基本恢复正常"
结论!乳疾康纳米微乳制剂能显著抑制激素紊乱导致的小鼠乳腺增生"
关键词!乳疾康纳米微乳’ 乳腺增生’ 雌二醇’ 孕酮’ 8’07’054A’ LW(4"
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!!乳腺增生在中年女性群体中具有较高的发病率&并与乳
腺癌的发生有着密切关联*$+ ’ 伴有非典型乳腺增生的女性&

在 $#年内发展为浸润性乳腺癌的风险约为 EfgCf&在整个
生命过程中发展为恶性肿瘤的概率增加 E倍*"+ ’ 调查结果显
示&我国女性乳腺增生的发生主要在 A#gE#岁&近年来发病率
呈逐步升高趋势*A+ ’ 目前&乳腺增生的发病机制尚未完全阐
明&关于该病的治疗方法多样&西医学认为主要病因以内分泌
失调为主&通过心理和药物干预&必要时采取手术进行治
疗*E+ %国内多采用中医药治疗乳腺增生&其中中药外用治疗方
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法安全有效,无显著不良反应&易于被患者接受*=4C+ ’ 乳疾康
纳米微乳制剂是由丹参,黄芪,肉苁蓉,葛根,山药和玫瑰等多
种中药材制成的中药复方制剂&采用恒低温 $< m破壁提取技
术&保留了植物的有效活性成分&递送载体为 ?# -N微乳技术
组分&全方具有温阳活血,化痰软坚的功效*<+ ’ 本研究旨在对
乳疾康纳米微乳制剂治疗乳腺增生小鼠的药效学进行研究’

BC材料与方法
BDBC仪器

<#4"型台式低速离心机#上海医疗器械股份有限公司医
疗设备厂$%k\4" 型振荡器 #上海沪西分析仪器厂 $%
b’-,-="##型化学发光成像系统#上海天能科技有限公司$%
N)MHchB;ThA型酶标仪#美国 b652N,公司$%aa4$"a型脱水
机#武汉俊杰电子有限公司$%>T"#$@ 型切片机#德国莱卡公
司$%aL4̂=型包埋机#武汉俊杰电子有限公司$%;+O,- %W(+705
8H型成像系统#日本尼康公司$%85-*2+1)35=E$=>型 E m离心
机#美国 %775-.,21公司$%N)MHchB;ThA 型磁力搅拌器#江
苏中大仪器科技有限公司$%hF4̂型组织摊片机#浙江省金华
市科迪仪器设备有限公司$’
BDEC实验动物与分组

选取 Cg<周的 c _̂级雌性H8>小鼠 A#只&体重 "#g"= 3
#购买于斯贝福&动物合格证编号";G:$$#A"E"#$$##A=<#$&随
机分为 =组&每组 @ 只小鼠&分别为正常组,模型组和治疗组
*溴隐亭组#涂抹溴隐亭$,高剂量组#涂抹高剂量乳疾康纳米
微乳制剂$和低剂量组#涂抹低剂量乳疾康纳米微乳制剂$+’
BDFC药品与试剂

苯甲酸雌二醇#北京 c,(’2‘+,公司&批号为%<EA#$%黄体酮
注射液#浙江仙琚制药股份有限公司&批准文号为国药准字
\AA#"#<"<&规格为 $ N(n"# N3$%#:?f氯化钠溶液#国药集团
荣生制药有限公司&批准文号为国药准字 \"##EE#"E&规格为
$# N(n?# N3$%乳疾康纳米微乳制剂#自制$%甲磺酸溴隐亭片
#意大利FĜ %̂M_’2N’W5)*+W+c:2:(:公司&注册证号为国药准
字\a"#$@##A#&规格为 "I= N3$%雌二醇#%"$检测试剂盒#南
京建成生物工程研究所&批号为 \$#"$%孕酮# $̂检测试剂盒
#南京建成生物工程研究所&批号为 \#<?$%苏木素4伊红染色
液#北京雷根生物技术有限公司&批号为F\###@$%bZ;%M细胞
凋亡检测试剂盒#上海碧云天生物技术有限公司&批号为8$#?<$%
抗小鼠8’07’054A抗体#英国B‘W’N公司&批号为’‘E#=$$%抗小鼠
LW(4"抗体#英国B‘W’N公司&批号为’‘$<"<=<$’
BDGC造模与实验方法

模型组和治疗组小鼠分别腹腔注射苯甲酸雌二醇&剂量
为 #I= N3JO3&隔日注射 $次&连续 A# .%正常组小鼠注射等体
积 #I?f氯化钠溶液&周期为 A# .*?+ ’ 给药 A# . 后&模型组和
治疗组小鼠连续 A .腹腔注射黄体酮&剂量为 #I= N3JO3%正常
组小鼠注射等量 #I?f氯化钠溶液’ 模型构建成功后&治疗组
小鼠乳房涂抹不同剂量的乳疾康纳米微乳制剂&$ 日 " 次&连
续 A# .%溴隐亭组小鼠涂抹溴隐亭&$ 日 $ 次&连续 A# .%模型
组和正常组小鼠涂抹 #I?f氯化钠溶液&$日 "次&连续 A# .’
BDKC样本收集和观察指标

动物模型构建过程中&每周观察小鼠体重%末次给药后&

小鼠经异氟烷呼吸麻醉后&腹部脱毛&游标卡尺量取腹部第二
对乳头乳晕直径,乳头直径%腹主动脉采血&应用生化检测法
测定血清中%",^水平%乳晕基底部最大面积截取乳房&经 Ef
多聚甲醛固定后&脱水&石蜡包埋&制备切片&采用苏木精4伊红
#\%$染色观察小鼠乳房组织病理变化&对乳房增生病理变化
核心指标进行分析*$#+ %应用bZ;%M染色法观察小鼠乳房组织
细胞凋亡情况并进行半定量统计分析%应用免疫印迹#k50*52-
L(,*$法检测活化8’07’054A和LW(4"蛋白变化’
BDQC统计学方法

应用 c ĉc "@I#软件分析数据&计量数据均采用均数i标
准差 #"0i%$ 表示&多组间均数比较首先采用方差分析
#B;G9B$&若方差分析有显著性则进一步行均数间的两两比
较’ 同一参数前后比较采用配对样本 &检验’ 以 !R#I#= 为
差异有统计学意义’

EC结果
EDBC体重变化

注射苯甲酸雌二醇 A# .后&与正常组比较&模型组小鼠的
体重明显升高&差异有统计学意义#!R#I#=$%与模型组比较&
溴隐亭组小鼠的体重明显降低&差异有统计学意义 #!R
#I#$$%与模型组比较&乳疾康纳米微乳低剂量,高剂量治疗组
小鼠的体重均明显降低&差异均有统计学意义#!R#I#=$%治
疗组与正常组小鼠体重比较&差异均无统计学意义 #!S
#I#=$&见表 $’ 这可能是因为模型组小鼠体内雌激素水平升
高&导致小鼠代谢紊乱&而外用乳疾康纳米微乳制剂能通过调
理小鼠体内雌激素水平&改善小鼠代谢水平’

表 BC五组小鼠体重变化比较##0Z$%1[Q$
!%OBC=.I&%$)-.0.,*"%01#-.,O.8M I%--%I.01 ,)N#

1$.’&.,I)*###0Z$%1[Q$
组别 体重J3
正常组 A"I=iEIC
溴隐亭组 AEI#iAI?!!
高剂量组 A=I=iEIE!
低剂量组 ACI$iAI=!
模型组 EAIEi=I"j

!!注"与模型组比较&!!R#I#=&!!!R#I#$%与正常组比较&j!R#I#=
;,*5" &0:*65N,.5(32,)7& !!R#I#=& !!!R#I#$% &0:*65-,2N’(32,)7& j!R#I#=

EDEC乳晕与乳头直径的变化
模型组小鼠注射苯甲酸雌二醇后&乳晕,乳头直径明显增大&

与正常组比较&差异均有统计学意义#!R#I##$&!R#I### $$%治疗
组小鼠涂抹乳疾康纳米微乳制剂 A# .后&高剂量组小鼠乳晕,
乳头直径较模型组明显减小&差异均有统计学意义#!R#I#$&
!R#I##$$&低剂量组小鼠与模型组的差异也有统计学意义
#!R#I#=&!R#I#=$&见表 "’ 表明乳疾康纳米微乳制剂能显著
抑制小鼠体内雌激素对乳腺的刺激作用’
EDFC血清+E&W水平变化

五组小鼠血清%",^水平变化见图 $’ 由图 $ 可见&与正
常组比较&模型组小鼠血清 %" 水平显著升高&^水平显著降
低&差异均有统计学意义#!R#I##$$%溴隐亭组与模型组小鼠
血清%",^水平比较&差异均有统计学意义#!R#I##$$%与模
型组比较&高剂量组小鼠血清 %" 水平大幅降低&且 ^水平明
显升高&差异均有统计学意义#!R#I#=$%与模型组比较&低剂
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!!!表 EC五组小鼠乳晕和乳头直径变化比较##0Z$%II$
!%OEC=.I&%$)-.0. *"%01#-.,%$#.J% %080)&&J#
8)%I#(#$%I.01 ,)N#1$.’&-.,I)*###0Z$%II$

组别 乳晕直径 乳头直径
正常组 $IA"i#I$E #IEAi#I$"
溴隐亭组 $IE"i#I$$!! #I="i#I$A!!!
高剂量组 $I=Ai#I$=!! #I@@i#I$$!!!
低剂量组 $IC=i#I$$! #IC"i#I$C!
模型组 "IEAi#I$<jjj $I"Ai#I#<jjjj

!!注"与模型组比较&!!R#I#=&!!!R#I#$&!!!!R#I##$%与正常组比较& jjj!R#I##$&
jjjj!R#I### $

;,*5"&0:*65N,.5(32,)7& !!R#I#=& !!!R#I#$& !!!!R#I##$% &0:*65-,2N’(32,)7&
jjj!R#I##$& jjjj!R#I### $

B:%"%L:̂%与模型组比较&!!R#I#=&!!!!R#I##$%与正常组比较&
jjj!R#I##$

B:%"%L:̂% &0:*65N,.5(32,)7& !!R#I#=& !!!!R#I##$% &0:*65

-,2N’(32,)7& jjj!R#I##$

图 BC五组小鼠血清+E&W水平变化

H)1 BC=.I&%$)-.0.,*"%01#-.,-#$’I+E %08WJ#N#J-

%I.01 ,)N#1$.’&-.,I)*#

量组小鼠血清%" 水平降低&^水平升高&但差异无统计学意义
#!S#I#=$’ 说明乳疾康纳米微乳制剂能够很好地调节小鼠
体内雌激素水平的变化&有效抵抗雌激素紊乱’
EDGC病理结构变化

对各组小鼠乳房组织 \%染色结果进行观察发现&正常
组小鼠乳腺组织结构正常&乳腺小叶形态规则&体积小&腺泡
上皮细胞正常&乳腺导管上皮细胞排列整齐&见图 "#B$’ 溴
隐亭组小鼠乳腺组织结构轻度异常&腺泡数量无明显增多&
腺腔无明显扩张&个别上皮细胞可见坏死&腺泡腺腔轻度扩
张&见图 "#L$’ 模型组小鼠乳腺组织结构异常&乳腺小叶数
量明显增多&小叶体积较大&腺泡数增多&腺泡腔和腺导管腔
扩张&多囊呈筛状&上皮细胞排列紊乱&部分上皮细胞坏死&
胞核固缩深染&间质水肿&纤维组织增生&见图 "#%$’ 与模
型组比较&高剂量组小鼠乳腺组织结构只有轻度异常&腺泡
数量增多&上皮细胞结构基本恢复正常&无明显变性坏死&泡
腺腔轻度扩张&见图 "#8$%但是低剂量组小鼠的乳腺结构仍
异常&乳腺小叶腺泡数量较多&部分乳腺管腔扩张&上皮细胞
可见坏死变性&图 "#F$’ 对各组小鼠的病理结构变化评分
结果进行统计分析&模型组小鼠与正常组比较&差异有统计
学意义#!R#I### $$%溴隐亭组小鼠与模型组比较&差异有
统计学意义#!R#I##$$%高剂量组小鼠与模型组比较&差异
有统计学意义#!R#I#=$&见图 "#_$’ 该结果提示&外用高

B:正常组%L:溴隐亭组%8:高剂量组%F:低剂量组%%:模型组%

与模型组比较&!!R#I#=&!!!!R#I##$%与正常组比较&jjjj!R#I### $
B:-,2N’(32,)7% L:‘2,N,W2+7*+-532,)7% 8:6+364.,0532,)7%
F:(,e4.,0532,)7% %:N,.5(32,)7% &0:*65N,.5(32,)7&

!!R#I#=& !!!!R#I##$% &0:*65-,2N’(32,)7& jjjj!R#I### $

图 EC五组小鼠病理结构变化#TBUU$
H)1 EC="%01#-.,&%(".1#0M -($’*(’$#)0,)N#1$.’&-

.,I)*##TBUU$

剂量的乳疾康纳米微乳制剂对乳腺增生具有良好的预后
效果’
EDKC组织细胞凋亡情况

各组小鼠乳腺组织 bZ;%M染色结果显示&正常组几乎
没有观察到凋亡细胞&见图 A#B$%溴隐亭组只有少量凋亡细
胞&与模型组比较&差异有统计学意义 #!R#I##$$&见
图 A#L$,图 A#_$%与正常组比较&模型组凋亡细胞数量急剧
增加&差异有统计学意义#!R#I### $$&见图 A#%$,图 A#_$%
高剂量组有部分凋亡细胞&但与模型组比较&凋亡细胞显著
降低&差异有统计学意义#!R#I##$$&见图 A#8$,图 A#_$%
与模型组比较&低剂量组凋亡细胞也有所减少&差异有统计
学意义#!R#I##$$&见图 A#F$,图 A#_$’ 该结果说明乳疾
康纳米微乳制剂在一定程度上还可以抑制乳腺组织上皮细
胞凋亡’
EDQC=%-#&%-#SF和;*JSE蛋白表达情况

各组k50*52- L(,*蛋白定量分析结果显示&与正常组比
较&模型组的 8’07’054A表达明显降低#!R#I##$$&LW(4" 的表
达明显升高#!R#I##$$&差异均有统计学意义%而治疗组分别
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B:正常组%L:溴隐亭组%8:高剂量组%F:低剂量组%%:模型组%

与模型组比较&!!!!R#I##$%与正常组比较&jjj!R#I### $

B:-,2N’(32,)7% L:‘2,N,W2+7*+-532,)7% 8:6+364.,0532,)7%

F:(,e4.,0532,)7% %:N,.5(32,)7% &0:*65N,.5(32,)7&
!!!!R#I##$% &0:*65-,2N’(32,)7& jjj!R#I### $

图 FC五组小鼠组织细胞凋亡情况#TEUU$
H)1 FC=#JJ%&.&(.-)-)0,)N#1$.’&-.,I)*##TEUU$

与模型组比较&8’07’054A表达显著上调#!R#I##$&!R#I##$$&
LW(4"的表达显著下调#!R#I##$&!R#I#$$&差异均有统计学
意义&见图 E’ 该结果进一步说明&乳疾康纳米微制剂可通过
抑制乳腺细胞的凋亡&降低乳腺组织癌变概率’

FC讨论
乳腺增生为女性人群高发疾病&其病理因素主要包括"

#$$雌激素和孕激素比例失调&使乳腺实质增生过度%#"$乳腺
性激素受体异常&使乳腺各部分增生程度参差不齐%#A$催乳
素水平升高&影响乳腺生长,发育和泌乳功能*$$+ ’ 中医认为&
乳腺增生的病因是肝郁痰凝,冲任失调&病机多为因肝气郁结
或肝病犯脾&导致气滞,血瘀,痰凝互结于乳房&形成肿块或
疼痛*$"4$A+ ’

乳腺增生组织癌变是一种多基因多分子共同参与的过
程&涉及凋亡,坏死和氧化应激等多种机制&其中 8’07’054A和
LW(4"在细胞凋亡过程中起到重要调控作用&且与恶性肿瘤的
发展密切相关*$E+ ’ 临床研究结果发现&在乳腺癌患者中&
8’07’054A蛋白表达阳性率显著低于乳腺良性病变患者&而

与模型组比较&!!R#I#=&!!!R#I#$&!!!!R#I##$%

与正常组比较&jjj!R#I##$

&0:*65N,.5(32,)7& !!R#I#=& !!!R#I#$&
!!!!R#I##$% &0:*65-,2N’(32,)7& jjj!R#I##$

图 GC五组小鼠=%-&%-#SF和;*JSE蛋白表达水平
H)1 GC+4&$#--).0.,=%-&%-#SF %08("#;*JSE &$.(#)0

)0,)N#1$.’&-.,I)*#

LW(4"蛋白表达阳性率显著高于乳腺良性病变患者’ 故
8’07’054A和LW(4"蛋白表达被作为临床评价乳腺癌生物学行
为及判断预后的重要参考指标*$=+ ’

本研究采用性激素紊乱乳腺增生小鼠模型&研究中药制
剂乳疾康纳米微乳制剂对乳腺增生及肿瘤相关蛋白的调控作
用&结果显示&乳疾康纳米微乳制剂能有效调控内分泌失调,
雌激素紊乱所致体重增加&乳晕,乳头增大&血清 %" 水平升高
和^水平降低等病理变化&且相关疗效呈剂量依赖趋势&由此
可以推测&该药对机体性激素具有很好的平衡调控作用&可能
与肉苁蓉,葛根和玫瑰提取物的激素样作用以及黄芪提取物
抑制炎症因子表达相关*$@4"#+ ’ 同时&使用乳疾康纳米微乳制
剂能显著调控增生乳腺结节组织中凋亡相关蛋白 8’07’054A
及LW(4"的表达水平&因此具有一定程度的抑制增生乳腺结节
癌变的作用’

综上所述&乳疾康纳米微乳制剂能显著抑制由于激素紊
乱而导致的小鼠乳腺增生及相关并发症&并能够一定程度抑
制增生组织癌变进程&其机制可能与其中多种有效成分的抗

氧化作用及类激素作用相关’ 本实验可为中药治疗乳腺增生
的研究和开发提供前期的理论依据&但所有中药组分的协同
治疗机制还有待进一步研究’
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万古霉素&但仍表现出了一定的治疗作用%且生姜泻心汤低剂
量联合万古霉素使用&相对于万古霉素单独使用&对毒素水平
的抑制能力较稳定’ 生姜泻心汤的治疗作用稳定&起效较慢&

且无复发迹象&体现了中药的作用特点和优势&可为 8FH提供
中西医结合治疗的新思路和借鉴&为抗菌药物的临床合理使用
提供参考’ 8FBF发病机制复杂&与肠道菌群及肠内代谢的破
坏等有关&中药治疗与恢复肠道菌群及代谢平衡是否有关值得
进一步深入探讨’
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