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也摘要页 目的 探讨补肾活血汤及其拆方组渊补肾组尧活血组冤对人乳腺癌MDA-MB-231细胞增殖尧迁移尧侵袭能力及 CXCR4 蛋

白表达的影响遥方法 分别以补肾活血汤(1.23 g/mL尧1.845 g/mL尧2.46 g/mL)尧补肾中药渊0.873 g/mL尧1.31 g/mL尧1.746 g/mL冤尧活血中药

渊0.36 g/mL尧0.54 g/mL尧0.72 g/mL冤汤剂灌胃 SD雄性大鼠袁制备含药血清遥以乳腺癌细胞 MDA-MB-231为研究对象袁分为对照组袁补
肾活血汤高尧中尧低浓度组袁补肾中药高尧中尧低浓度组袁活血中药高尧中尧低浓度组袁紫杉醇组遥 采用 MTT法探究上述各组 MDA-MB-
231 细胞增殖活力曰细胞划痕试验尧Transwell 小室侵袭实验检测对照组尧补肾活血汤高浓度组尧补肾中药高浓度组尧活血中药高浓度

组尧紫杉醇组 MDA-MB-231 细胞迁移尧侵袭能力曰Western blot 法检测各组高浓度药物对 MDA-MB-231 细胞中 CXCR4 蛋白表达

的影响遥 结果 与对照组比较袁补肾活血汤低尧中尧高浓度袁补肾中药中尧高浓度袁活血中药中尧高浓度以及紫杉醇可显著抑制 MDA-
MB-231 细胞增殖活性曰补肾活血汤高浓度尧活血中药高浓度尧补肾中药高浓度和紫杉醇均显著抑制 MDA-MB-231 细胞迁移尧侵袭

能力渊P<0.05或 P<0.01冤和 CXCR4 蛋白表达水平渊P<0.05冤袁其中袁补肾活血汤高浓度组和紫杉醇组效果更佳渊P<0.05冤遥 结论 补肾活

血汤可抑制人乳腺癌MDA-MB-231细胞的增殖尧侵袭尧迁移能力袁可能与下调 MDA-MB-231细胞表面 CXCR4 蛋白表达水平相关遥
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Effects of Bushen Huoxue Decoction and its disassembled formulas on
proliferation, migration, invasion, and CXCR4 expression of

MDA-MB-231 breast cancer cells
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To investigate the effects of Bushen Huoxue Decoction (BSHXD) and its disassembled groups (Bushen
group and Huoxue group) on the proliferation, migration, invasion, and CXCR4 protein expression of human breast cancer MDA-
MB-231 cells. Methods BSHXD (1.23 g/mL, 1.845 g/mL, 2.46 g/mL), kidney-tonifying Chinese medicines decoction (0.873 g/mL, 1.31
g/mL, 1.746 g/mL), and blood-circulating Chinese medicines decoction (0.36 g/mL, 0.54 g/mL, 0.72 g/mL) were given by gavage to
prepare drug-containing serum. The breast cancer cell MDA-MB-231 was used as the research object and divided into control
group, high-, medium-, and low-concentration BSHXD groups, high-, medium-, and low-concentration kidney-tonifying Chinese
medicines groups, and high-, medium-, and low-concentration blood-circulating Chinese medicines groups, and paclitaxel group.
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The MTT assay was used to investigate the proliferation activity of MDA-MB-231 cells in the aforementioned groups. Cell scratch
test and Transwell chamber invasion test were conducted to determine the migration and invasion abilities of MDA-MB-231 cells in
the control group, high -concentration BSHXD group, high -concentration kidney -tonifying Chinese medicines group, high -
concentration blood-circulating Chinese medicines group, and paclitaxel group. Western blot was used to examine the effects of high
concentration drugs in each group on CXCR4 protein expression in MDA-MB-231 cells. Results Compared with the Control group,
Low, Medium, and High concentrations of Bushen Huoxue Tang, Medium and High concentrations of Bushen Chinese herbal
medicine, Medium and High concentrations of Huoxue Chinese herbal medicine, and Paclitaxel can significantly inhibit the
proliferation activity of MDA-MB-231 cells; The high concentration of Bushen Huoxue Tang, High concentration of Huoxue
traditional Chinese medicine, High concentration of Bushen traditional Chinese medicine, and Paclitaxel all significantly inhibited
the migration and invasion ability of MDA-MB-231 cells (P<0.05 or P<0.01) and the expression level of CXCR4 protein (P<0.05).
Among them, the high concentration group of Bushen Huoxue decoction and the paclitaxel group had better effects (P<0.05).
Conclusion BSHXD can inhibit the proliferation, invasion, and migration abilities of human breast cancer MDA-MB-231 cells,
which may be related to the down-regulation of CXCR4 gene expression on the surface of MDA-MB-231 cells.

也运藻赠憎燥则凿泽页 Bushen Huoxue Decoction; triple negative breast cancer; MDA-MB-231; CXCR4; proliferation; migration;
invasion

乳腺癌是女性最常见的癌症袁在世界卫生组织

最新发布的 2020 年全球癌症统计中袁乳腺癌已经取

代了肺癌成为全球发病率排名第一的癌症袁患者预

后不良且发病呈年轻化趋势[1]遥 目前袁乳腺癌的主要

治疗方式有手术尧化学治疗尧靶向治疗尧放射治疗等遥
但药物治疗不良反应较大袁后期常伴随耐药现象遥其
中三阴型乳腺癌较为特殊袁具有侵袭性强尧转移率

高尧生存率低尧预后较差等特点[2]遥 现代医学暂无治

疗该亚型乳腺癌的靶向药物袁严重影响患者预后及

生命遥 因此袁寻找新的靶向防治三阴性乳腺癌且毒

副作用较小的有效手段具有重大临床意义遥
CXCR4 是一种趋化因子受体袁与基质细胞衍生

因子 1渊SDF-1冤结合而发挥作用袁CXCR4 常通过降

解细胞与细胞之间的连接尧维持肿瘤细胞的极性尧招
募免疫抑制细胞等功能袁参与肿瘤细胞趋化尧侵袭尧
增殖尧免疫抑制微环境形成等多个环节 [3]遥 研究表

明袁肺是乳腺癌最常见的转移部位袁CXCR4 的基因敲

除或表达抑制可显著防止乳腺癌肺转移的发生 [4]曰
CXCR4 高的表达水平的乳腺癌患者远处转移的风

险更大[5]袁因此袁CXCR4 表达被认为与器官特异性转

移有关[6]曰与非三阴性乳腺癌相比袁三阴性乳腺癌组

织中的 CXCR4 表达更多袁预后也更差[7]遥 因此袁CX鄄
CR4 有望成为治疗三阴性乳腺癌的潜在靶基因遥

补肾活血汤来自叶伤科大成曳袁具有补益肝肾尧活
血化瘀之效袁方由熟地黄 12 g尧补骨脂 15g尧菟丝子

10 g尧杜仲 15 g尧枸杞子 15g尧山茱萸 15 g尧肉苁蓉

15 g尧归尾 12 g尧没药 6 g尧独活 16 g尧红花 6 g 组

成遥此方临床运用多年袁在治疗乳腺癌病症中疗效显

著[8-9]遥 本研究旨在探索补肾活血汤对三阴性乳腺癌

细胞的影响及其潜在调控机制袁以期为治疗乳腺癌尧
预防复发转移提供新的治疗手段遥
1 材料

1.1 细胞与动物

MDA-MB-231 细胞株购自长沙远泰公司 渊批
号院CL-0151A冤曰SD 雌性大鼠购自湖南斯莱克景达公

司袁饲养于湖南中医药大学动物中心实验室[许可证

号院SYCK渊湘冤2020-0038尧伦理批号院LL2021041404]袁
饲养条件院温度 24耀26 益袁湿度为 50%耀70%遥
1.2 主要药品与试剂

CXCR4抗体渊批号院ab181021袁Abcam冤曰HRP goat
anti-mouse IgG 抗体渊批号院SA00001-1袁Proteintech冤曰
结晶紫染色剂渊批号院#MKCK3154袁Sigma冤曰MTT 溶

剂渊批号院299-93-1袁Sigma-Aldrich冤遥
中药饮片院熟地黄 12 g渊批号院2106031冤尧补骨

脂 15 g渊批号院HY21051901冤尧菟丝子 10 g渊批号院
CK21042906冤尧杜仲 15 g渊批号院21050406冤尧枸杞子15 g
渊批号院HH21050701冤尧山茱萸 15 g渊批号院SX21052806冤尧
肉苁蓉 15 g渊批号院2105245冤尧当归尾 12 g渊批号院
TH2105702冤尧没药 6 g渊批号院21051901冤尧独活 16 g
渊批号院TH21052606冤尧红花 6 g渊批号院SX21052806冤袁
上述药物均购自湖南中医药大学第一附属医院袁经
张裕民主任药师鉴定均为正品曰药品质量均符合

叶中华人民共和国药典曳渊2020 年版冤规定[10]遥
1.3 主要仪器

Bio-Tek 酶标仪购自赛默飞公司渊型号院Multi鄄
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skan FC冤曰煎药壶购自一壶百饮有限公司渊型号院
FTS-10A冤曰摇床购自其林贝尔公司渊型号院TS-1冤曰旋
转蒸发仪购自中天仪器科技有限公司渊型号院RE-
2000A冤曰化学发光成像系统购自勤翔公司渊型号院
ChemiScoupe6100冤遥
2 方法

2.1 制备药物

补肾活血汤组渊以下简称 BSHXT冤院熟地黄 12 g尧
补骨脂 15 g尧菟丝子 10 g尧杜仲 15 g尧枸杞子 15 g尧
山茱萸 15 g尧肉苁蓉 15 g尧当归尾 12 g尧没药 6 g尧
独活 16 g尧红花 6 g袁共 137 g/剂曰补肾组渊BS冤院熟地

黄 12 g尧补骨脂 15 g尧菟丝子 10 g尧 杜仲 15 g 枸

杞子 15 g尧山茱萸 15 g尧肉苁蓉 15 g袁共 97 g/剂曰
活血组渊HX冤院当归尾 12 g尧没药 6 g尧独活 16 g尧红
花 6 g袁共 40 g/剂遥

各组药物根据叶医疗机构中药煎药室管理规范

也2009页曳[11]规范分开煎煮袁第一次加 8 倍水量渊1 096尧
776尧320 mL冤煎煮 30 min袁第二次加 6 倍水量煎煮

20 min袁最后分别于旋转蒸发仪中浓缩至药物浓度

约 1.23 g/mL渊BSHXT 低浓度袁BSHXT-L冤尧1.845 g/mL
渊BSHXT 中浓度袁BSHXT-M冤尧2.46 g/mL (BSHXT 高

浓度袁BSHXT-H)曰0.873 g/mL渊BS 低浓度袁BS-L冤尧
1.31 g/mL渊BS 中浓度袁BS-M冤尧1.746 g/mL(BS 高浓

度袁BS-H)曰0.36 g/mL渊HX 低浓度袁HX-L冤尧0.54 g/mL
渊HX 中浓度袁HX-M冤0.72 g/mL渊HX 高浓度袁HX-H冤袁
其中低浓度为人-大鼠临床等效剂量袁中浓度为

1.5倍人-大鼠临床等效剂量袁高浓度为 2 倍人-大
鼠临床等效剂量袁上述药液分装保存于 4 益冰箱袁
备用遥

紫杉醇组渊以下简称 PTX冤院将紫杉醇粉针剂溶

于 DMSO 溶液中配成母液袁再将母液加入完全培

养基中配置成终浓度为 10 nmol/L 紫杉醇培养基

溶液遥
2.2 制备含药血清

54 只 SD 雌性大鼠适应性喂养 3 d 后以随机数

字表法随机分为 9 组袁分别为 BSHXT 低尧中尧高浓

度组袁BS 低尧中尧高浓度组袁HX 低尧中尧高浓度组袁每
组 6 只遥 第 4 天开始灌胃袁按大鼠体质量给药袁每
100 g 灌胃 1 mL袁1 次/d袁各组灌以对应药液袁连续灌

胃 7 d遥 最后一次灌胃后 1 h袁腹腔注射 3%戊巴比妥

钠渊30 mg/kg冤麻醉大鼠袁腹主动脉取血袁室温静置

3 h袁3 000 r/min渊离心半径为10 cm冤离心 10 min袁
取上清液袁过滤后冻存于-80 益冰箱袁备用遥
2.3 细胞培养与传代

人乳腺癌 MDA-MB-231 细胞用含有 10%胎牛

血清的DMEM完全培养基培养袁培养箱条件为 37 益尧
5% CO2袁每 48 h 换液一次袁待细胞长至约占 80%耀
90%时进行传代袁大约每 4 天传代 1 次遥
2.4 MTT试验

取对数生长期人乳腺癌 MDA-MB-231 细胞袁
5 000 个/孔接种于 96 孔板内袁培养 24 h 细胞贴壁

后袁对照组更换完全培养基袁BSHXT 低尧中尧高浓度

组袁BS 低尧中尧高浓度组袁HX 低尧中尧高浓度组对应更

换为15%含药血清培养基袁紫杉醇组更换为紫杉醇

培养基溶液袁另设一空白组渊仅为完全培养基冤袁每
组设 5 个复孔袁干预 24 h 后每孔加入 0.5%MTT 溶液

20 滋L袁4 h后吸弃孔内培养上清袁每孔加 150 滋L DMSO
溶解结晶袁酶标仪分析 490 nm 处吸光度渊OD冤值遥
2.5 细胞划痕试验

取对数生长期 MDA-MB-231 细胞袁以 5 000个/
孔的数量接种于 6 孔板内袁培养 72 h 待细胞长满

后袁分为对照组尧BSHXT-H 组尧BS-H 组尧HX-H 组尧
PTX 组袁200 滋L 无菌枪头划痕并拍照记录渊0 h冤袁对
照组更换完全培养基袁其余各组更换对应含药培养

基袁干预 24 h 后拍照遥 运用 Image J 软件对划痕面

积进行分析袁计算愈合率袁绘制相关统计图遥
2.6 Transwell侵袭试验

将对应处理过的对照组尧BSHXT-H 组尧BS-H
组尧HX-H 组尧PTX 组 MDA-MB-231 细胞用 0.25%
胰酶消化 3耀5 min袁离心袁去上清液袁PBS 洗 2 遍袁无血

清培养基重悬细胞袁调整细胞浓度至 1伊105 个/mL袁
接种于内铺 Matrigel 胶的上室渊500 滋L冤遥 下室加入

DMEM 培养基渊含 10%胎牛血清冤袁培养 24 h 后取

出小室袁4%多聚甲醛固定 15 min袁0.1%结晶紫染色

20 min袁PBS 洗 3 次袁无菌棉签拭去上室面残余细

胞袁揭膜袁移至载玻片上中性树脂封片袁镜下观察袁随
机选 5 个视野渊上尧中尧下尧左尧右冤拍照并计数呈紫色

的阳性细胞袁统计分析结果遥
2.7 Western blot 检测各组高浓度药物对人乳腺癌

MDA-MB-231细胞中 CXCR4 蛋白的表达

提取各组细胞总蛋白袁BCA 定量配平后取蛋白

样本袁电泳袁转膜袁封闭袁依次一抗渊CXCR4 抗体袁1颐
1 000 稀释尧茁-actin袁1颐5 000 稀释冤尧二抗渊HRP goat
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图 2 各组细胞侵袭水平

Fig.2 Cell invasive ability in each group
注院与对照组比较袁*P约0.01曰与 BS-H 组比较袁#P约0.05遥

anti-mouse IgG袁1颐5 000稀释冤与膜一起各孵育 90 min遥
ECL 化学发光液显色曝光遥Image Lab Software 测定

光密度袁以目标蛋白与内参条带比值表示相对表达量遥
2.8 统计学分析

采用 SPSS 26.0 软件进行统计分析袁计量资料

用野曾依s冶表示遥 不满足正态分布时袁采用 Kruskal-
Wallis 秩和检验遥 满足正态分布袁方差齐性时用单因

素方差分析袁组间比较采用 LSD 法曰不满足方差齐

性时采用多个独立样本比较的秩和检验遥 P<0.05 为

差异具有统计学意义遥
3 结果

3.1 补肾活血汤对 MDA-MB-231 细胞增殖能力的

影响

与对照组相比袁BS-L 组和 HX-L 组细胞活力无

显著变化渊P>0.05冤曰BSHXT-L 和 BSHXT-H 组尧BS-
H 组尧HX-H 组细胞活力出现不同程度下降渊P<0.05
或 P<0.01冤遥 与同方低浓度剂量组相比袁BSHXT-H
组尧BS-H 组尧HX-H 组细胞活力下降渊P<0.05冤遥详见

表 1遥
3.2 补肾活血汤对 MDA-MB-231 细胞迁移能力的

影响

0 h 时各组划痕面积差异无统计学意义渊P>
0.05冤曰干预 24 h 后袁对照组划痕面积显著缩小遥 与

对照组相比袁BSHXT-H 组尧BS-H 组尧HX-H 组尧PTX
组 MDA-MB-231 细胞的迁移能力降低渊P<0.05冤袁其
中 BSXHT-H组和 PTX 组迁移能力降低更明显渊P<
0.05冤遥 详见图 1遥
3.3 补肾活血汤对 MDA-MB-231 细胞侵袭能力的

影响

与对照组相比袁其余各干预组穿越小室的MDA-
MB-231 细胞数量不同程度减少渊P<0.05冤袁BSHXT-
H 组尧PTX 组减少最明显渊P<0.05冤遥 详见图 2遥

注院 与对照组比较袁*P约0.05袁**P约0.01曰 与相应组方低剂量比

较袁#P约0.05遥

组别

对照组

BSHXT-L
BSHXT-M
BSHXT-H

BS-L
BS-M
BS-H
HX-L
HX-M
HX-H
PTX

细胞存活率

100
76.33依2.05*
61.33依3.09*
48.67依4.50**#

94.00依2.94
85.67依3.30*
75.00依4.55*#

95.33依3.09
88.67依2.87*
74.33依4.11*#

37.25依3.11**

表 1 各组干预 24 h 后细胞存活率渊曾依s袁n=3袁%冤
Table.1 Cell survival rate in each group after 24

hours 渊曾依s袁n=3袁%冤

图 1 各组细胞迁移能力

Fig.1 Cell migration ability in each group
注院与对照组比较袁*P约0.05曰与 BS-H 组相比袁#P约0.05遥
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3.4 补肾活血汤对 MDA-MB-231 细胞 CXCR4 蛋
白表达水平的影响

与对照组相比袁BSHXT-H组尧HX-H 组尧BS-H含

药血清组尧PTX组中细胞 CXCR4 蛋白表达水平显著

降低渊P<0.05冤袁其中 BSXHT-H 组尧PTX 组抑制效果

较 HX-H组尧BS-H 组更显著渊P<0.05冤遥 详见图 3遥
4 讨论

随着乳腺癌发病率的不断升高袁现已成为全世

界密切关注的公共卫生话题袁三阴性乳腺癌的主要

治疗手段为手术与化学治疗袁内分泌治疗及靶向治

疗的效果对其均不太理想袁缺乏术后辅助治疗手段遥
更重要的是该类型的乳腺癌细胞相比其余类型具有

更强的侵袭尧转移能力袁故三阴性乳腺癌患者具有更

高的转移复发风险[12]遥基于以上问题袁寻找治疗该亚

型的新手段是临床亟待解决的重要问题之一遥 中医

药作为古人智慧的结晶袁其具有疗效佳尧毒副作用

小尧个体辨证论治尧患者接受度高和依从性好等优

势袁广泛应用于肿瘤治疗的全过程[13]遥 可通过发挥治

未病的中医药主流思想袁探索预防肿瘤复发转移的

中药方剂袁以期有效提高三阴性乳腺癌患者无病生

存期袁造福更多患者遥
CXCR4 在乳腺癌进展中扮演着重要角色袁其在

许多细胞类型中表达袁包括免疫细胞尧干细胞和癌细

胞[14]遥 CXCR4 的激活触发了肿瘤微环境中与侵袭性

肿瘤行为相关的细胞内信号通路袁最经典的为 CX鄄
CL12/CXCR4 通路[15]遥研究表明袁核因子 资B 信号通路

位于 CXCL12/CXCR4 的下游袁调节乳腺癌进展以及

炎症尧细胞增殖尧迁移和入侵[16]遥 癌症干细胞具有自

我更新尧分化并重建肿瘤的潜力袁CSC 的特征表明它

们是转移进展和复发的关键驱动因素袁其表面高水

平表达 CXCR4袁引导着血液循环中 CSC 向特定部

位的归巢运动[17]遥 CXCR4 拮抗剂-多西紫杉醇共轭

物通过纳米药物递送系统能有效降低三阴性乳腺癌

BALB/c 小鼠模型肺转移和骨转移的发生风险[18]遥 以

上表明袁CXCR4 是调控癌症复发转移的关键基因之

一袁目前缺乏针对其的靶向药物袁因此CXCR4 有

望成为防治乳腺癌的关键靶标遥
中医学认为野虚尧瘀冶病机是癌症复发转移的关

键袁邪之所凑尧其气必虚袁故发生复发转移之部位必

伴随野虚冶的病理变化袁诸虚责之于肾袁肾乃一身阴阳

之根本袁主先天之元气袁肾虚则易累及它脏袁反之亦

然遥 乳腺癌患者多伴有肝气郁结袁肝失疏泄袁气血运

行不畅袁加之气虚无力行血尧生血袁最终导致瘀毒内

生尧胶着难解袁酿成乳腺癌的复发转移遥因此袁益肾填

精尧化瘀通滞尧标本兼治是预防转移发生的重要治则

治法[19]遥 补肾活血汤方中熟地黄尧补骨脂尧菟丝子尧杜
仲尧枸杞子尧山茱萸尧肉苁蓉益肾壮骨尧填补精血袁为
君药曰当归尾尧没药尧独活尧红花活血祛瘀尧通络行滞袁
且可以防方中补益之品袁以免滋腻之弊袁故而既为

臣药袁亦为佐药遥 现代药理研究表明袁方中多种成分

如枸杞子[20]尧菟丝子[21]尧红花[22]尧没药[23]等多种中药成

分均具有抗肿瘤活性袁前期研究发现补肾活血汤可

以通过抑制 PI3K/AKT 通路介导上皮间质转化有效

预防乳腺癌骨转移的发生发展[24]遥 以上表明袁补肾活

血汤具有防治肿瘤发生发展的巨大潜力遥
本研究通过体外试验发现补肾药尧活血药尧补肾

活血汤尧紫杉醇均能有效抑制三阴性乳腺癌 MDA-
MB-231 细胞的增殖活力袁高浓度的补肾药尧活血药尧
补肾活血汤抑制作用强于相应组方的低尧中浓度遥补
肾药尧活血药尧补肾活血汤的高浓度以及阳性药物

PTX 干预均可有效抑制 MDA-MB-231 细胞的迁

移尧侵袭能力袁同时下调 CXCR4 的蛋白表达水平袁
其中 BSHXT-H组和 PTX 组的干预效果优于其余两

组袁而 BS-H 与 HX-H 两组之间无明显差异遥 以上

表明 BSHXT 与 PTX 抗肿瘤疗效优于单用补肾类中

图 3 CXCR4 表达水平

Fig.3 CXCR4 expression level in each group
注院与对照组比较袁*P约0.05曰与 BS-H 组比较袁#P约0.05遥
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药或活血类中药袁机制可能与下调 CXCR4 表达相

关遥 由于补肾活血汤药味众多袁本试验通过拆方干

预的方式探究单用方中补肾类和活血类中药是否等

同或优于补肾活血汤疗效袁以明确药味是否可以精

减应用遥 结果表明袁补肾药与活血药同用方能发挥最

优疗效袁因此后续研究应着重于阐明BSHXT 抑制

乳腺癌生长转移的具体机制尧解析 BSHXT 众多化学

成分尧垂钓 BSHXT 靶向 CXCR4 的小分子先导化合

物尧开发针对 CXCR4 天然靶向抑制剂遥
综上袁补肾药尧活血药尧补肾活血汤均能抑制三

阴性乳腺癌 MDA-MB-231 细胞的增殖尧迁移尧侵袭

能力袁其中高浓度补肾活血汤效果最佳袁为补肾活血

汤在三阴性乳腺癌靶向治疗药物的开发中奠定了

基础遥
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