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序分析对照血清组和含药血清组细胞中差异表达基因和信号通路遥 将 APLN siRNA 或过表达质粒转染细胞袁以敲低或过表达

APLN曰采用 CCK-8 法尧划痕与 Transwell 侵袭实验分别检测含药血清联合 APLN 敲低或过表达干预后细胞的增殖尧迁移与侵袭能
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细胞的增殖活力尧迁移与侵袭能力降低渊P<0.05冤遥转录组结果显示袁相对于对照血清组袁含药血清组中上调 116个基因袁下调 66 个基

因曰这些差异基因主要富集于 PI3K/Akt尧丝裂原活化蛋白激酶渊MAPK冤等肿瘤相关的信号通路遥在 Top30差异基因中袁含药血清降低

APLN 基因和蛋白的表达渊P<0.05冤袁并抑制 APLN 下游 PI3K/Akt 信号通路的激活渊P<0.05冤曰APLN 敲低进一步增强含药血清对细胞

增殖尧迁移尧侵袭以及 PI3K/Akt 通路激活的抑制作用渊P<0.05冤袁而 APLN 过表达则削弱了含药血清的上述作用渊P<0.05冤遥 结论 柴

胡疏肝散加减含药血清可通过负调控 APLN 的表达拮抗 PI3K/Akt 信号通路的激活来抑制三阴性乳腺癌细胞增殖尧迁移与侵袭袁
以达到抗癌的疗效遥
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To explore the effects of modified Chaihu Shugan Powder medicated serum on proliferation, migration,
and invasion of triple -negative breast cancer MDA -MB -231 cells through the APLN/PI3K/Akt signaling pathway based on
transcriptome sequencing. Methods SD rats were used to prepare modified Chaihu Shugan Powder medicated serum and control
serum. MDA-MB-231 cells were treated with different proportions of control and medicated serums for 24 h. Cellular proliferation
activity was assessed using the CCK-8 assay to determine the optimal proportion. Transcriptome sequencing was employed to
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analyze differentially expressed genes and signaling pathways in cells from the control serum group and the medicated serum group.
Cells were transfected with APLN siRNA or overexpression plasmid to knock down or overexpress APLN. The CCK-8 assay, wound
healing assay, and Transwell invasion assay were used to check cellular proliferation, migration, and invasion abilities, respectively,
after intervention with the medicated serum combined with APLN knockdown or overexpression. RT-PCR and Western blot were
utilized to determine the expressions of APLN, PI3K, and Akt genes and proteins. Results Compared with the control serum group,
the cellular proliferation activity, migration, and invasion abilities in the medicated serum group decreased (P<0.05). Transcriptomic
results showed that, compared with the control serum group, 116 genes were significantly upregulated and 66 genes were
downregulated in the medicated serum group. These differential genes were primarily enriched in tumor-related signaling pathways
such as PI3K/Akt and mitogen-activated protein kinase (MAPK). Among the top 30 differential genes, the medicated serum reduced
the expressions of APLN gene and protein (P<0.05) and inhibited the activation of the APLN downstream PI3K/Akt signaling pathway
(P<0.05). APLN knockdown further enhanced the inhibitory effects of the medicated serum on cell proliferation, migration, invasion,
and PI3K/Akt pathway activation (P<0.05), whereas APLN overexpression attenuated these effects of the medicated serum (P<0.05).
Conclusion The modified Chaihu Shugan Powder medicated serum can inhibit the proliferation, migration, and invasion of triple-
negative breast cancer cells by negatively regulating APLN expression, thereby antagonizing the activation of PI3K/Akt signaling
pathway and exerting anti-cancer effects.

也运藻赠憎燥则凿泽页 modified Chaihu Shugan Powder medicated serum; triple-negative breast cancer; APLN/PI3K/Akt signaling
pathway; proliferation; migration; invasion

乳腺癌是妇科最常见的癌症袁也是全球癌症死

亡的主要原因之一[1]遥 三阴性乳腺癌渊triple-negative
breast cancer袁TNBC冤作为一种特殊的乳腺癌亚型袁
占乳腺癌的 15%~20%[2]遥由于 TNBC 分化差袁侵袭性

强袁预后易复发或转移遥 TNBC 缺乏相关受体标记

物袁致使患者很难进行靶向治疗遥接受化学治疗的患

者袁只有不到 30%的有治疗效果袁但复发率和死亡

率仍高于非 TNBC 亚型[3]遥因此袁开发新的治疗药物袁
探寻其作用机制袁对 TNBC 治疗具有重要意义遥

中药复方因其具有改善肿瘤症状尧缓解放化学

治疗不适尧提高患者生存质量等优势袁成为肿瘤辅助

治疗的有效方法[4-5]遥 中医学认为袁TNBC 主要分为肝

郁气滞尧痰瘀互结尧气血两虚等类型袁其治疗应从疏

肝理气尧活血化瘀尧补气养血着手[6]遥 柴胡疏肝散源

于叶景岳全书曳袁具有疏肝理气尧活血止痛等功效袁
符合TNBC 治疗之策遥 最近一项临床研究发现袁柴胡

疏肝散加减联合阿霉素-环磷酰胺 渊adriamycin-cy鄄
clophosphamide袁AC冤方案和紫杉醇治疗晚期乳腺癌

患者可提高客观缓解率袁降低中医证候积分袁比单纯

AC 方案和紫杉醇治疗更佳[7]遥 此外袁网络药理学研

究发现袁 柴胡疏肝散可能通过磷脂酰肌醇 3-激酶

渊phosphatidylinositol 3 -kinase袁PI3K冤/蛋白 激 酶 B
渊protein kinase B袁Akt冤尧丝裂原活化蛋白激酶渊mi鄄
togen-activated protein kinase袁MAPK冤尧转化生长因子

茁渊transforming growth factor -茁袁TGF-茁冤/Smad 等

信号通路调控细胞增殖尧凋亡尧周期等细胞功能治

疗乳腺癌[8]袁但具体机制有待进一步研究遥

本课题组在柴胡疏肝散原方上加入黄芪尧浙贝

母尧半边莲尧鬼针草尧夏枯草袁形成柴胡疏肝散加减方

剂渊命名回春方冤遥黄芪具有益气扶正之效袁鬼针草具

有清热散瘀之效袁浙贝母尧半边莲尧夏枯草具有散结尧
除瘤尧排毒之效袁柴胡疏肝散加减有望在 TNBC 上起

到更好的治疗效果袁但其内在机制需要初步探究遥
因此袁本研究基于转录组测序探究柴胡疏肝散加减

含药血清通过爱帕琳肽渊apelin袁APLN冤/PI3K/Akt 信
号通路对 MDA-MB-231 细胞增殖尧迁移与侵袭的

影响袁揭示其治疗乳腺癌的作用机制袁为柴胡疏肝散

加减治疗 TNBC 提供实验依据遥
1 材料

1.1 实验动物与细胞

SPF 级雄 SD 大鼠 10 只袁8 周龄袁体质量 200~
220 g袁由斯贝福渊苏州冤生物技术股份有限公司提

供袁实验动物生产许可证院SCXK渊苏冤2022-0006袁饲
养于实验动物中心遥动物饲养条件为温度渊23依3冤 益袁
相对湿度 50%~70%袁12 h/12 h 昼夜循环袁常规饮

食遥MDA-MB-231 细胞购自江苏凯基生物技术股份

有限公司渊以下简称凯基生物冤袁批号院KGG3220-1遥
1.2 主要药物及试剂

柴胡疏肝散加减中北柴胡渊批号院2301764101冤尧
醋香附渊批号院2205018101冤尧川芎渊批号院2208323101冤尧
枳壳渊批号院2207120101冤尧芍药渊批号院2112177101冤尧
橘络渊批号院21030781冤尧甘草渊批号院2301226101冤尧黄
芪渊批号院2301088101冤尧浙贝母渊批号院2301526101冤尧
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半边莲渊批号院2201429101冤尧鬼针草渊批号院230116015冤尧
夏枯草渊批号院2203008101冤均购自苏州市天灵中药

饮片有限公司遥
Leibovitz's L-15培养基渊含双抗冤渊批号院KGL1801-

500冤尧胰酶消化液渊批号院KGL2102-100冤尧CCK-8 细

胞增殖检测试剂盒渊批号院KGA9306-1000冤尧DEPC水
渊批号院KGF2201-100冤尧GAPDH抗体渊批号院KGC6102-
1冤尧羊抗兔 IgG-HRP渊批号院KGC6202-0.1冤尧羊抗小

鼠 IgG-HRP渊批号院KGC6203-0.1冤尧基质胶渊批号院
KGL5101-1冤尧结晶紫染色液渊批号院KGE1202-100冤尧
KeygenMAX 3000 转染试剂渊批号院KGA9705-1.5冤尧
全蛋白提取试剂盒渊批号院KGB5303-100冤尧BCA 蛋

白含量检测试剂盒渊批号院KGB2101-250冤均购自凯

基生物曰胎牛血清渊批号院10099-141袁美国 Gibco 公

司冤曰异丙醇渊批号院67-63-0冤尧氯仿渊批号院67-66-3冤尧
无水乙醇渊批号院64-17-5冤均购自南京化学试剂有

限公司曰cDNA 第一链合成试剂盒渊批号院RR036B冤尧
TB Green Premix Ex Taq II渊批号院RR820A冤袁均购

自日本 TaKaRa 公司曰TRIzol渊批号院15596-026袁美国

Invitrogen 公司冤曰APLN渊批号院sc-293441袁美国 Santa
Cruz Biotechnology公司冤曰PI3K抗体渊批号院ab191606冤尧
Akt 抗体 渊批号 院ab179463冤尧p-Akt 抗体 渊批号 院
ab81283冤均购自英国 Abcam 公司曰p-PI3K 抗体渊批
号院AF3241袁江苏亲科生物研究中心有限公司冤遥
1.3 主要仪器

超净工作台渊型号院SW-CJ-1FD袁苏州净化设备

有限公司冤曰紫外光度仪渊型号院UV-2450袁日本 Shi鄄
madzu 公司冤曰荧光定量 PCR 循环仪渊型号院7500袁美
国 ABI 公司冤曰高速冷冻离心机渊型号院SorvallTM
ST16R袁美国 Thermo Fisher Scientific 公司冤曰生物倒

置显微镜渊型号院IX51袁日本 OLYMPUS 公司冤曰酶标

仪渊型号院ELx800袁美国 BioTek 公司冤曰PCR 仪渊型号院
Veriti 96 well Thermal cycler袁美国 ABI 公司冤遥
2 方法

2.1 柴胡疏肝散加减含药血清的制备

柴胡疏肝散加减由北柴胡 6 g尧醋香附 10 g尧
川芎3 g尧枳壳 6 g尧芍药 15 g尧橘络 10 g尧甘草

3 g尧黄芪 20 g尧浙贝母 10 g尧半边莲 30 g尧鬼针草

10 g尧夏枯草 15 g 组成 袁统一煎煮 3 次 袁每次

45 min遥筛网滤掉残渣袁收集 3 次药液合并袁经浓缩

为 0.75 g/mL柴胡疏肝散加减浓缩液遥过滤除菌后袁
分装袁-20 益保存袁避免反复冻融遥 10 只大鼠适应 1
周后袁随机分为含药血清组和对照血清组袁每组 5只遥

根据人与大鼠药物剂量换算系数[9]袁含药血清组大

鼠给予 12 g/kg 灌胃袁对照血清组大鼠给予等体积

生理盐水灌胃遥 连续灌胃 7 d袁末次灌胃 2 h 后 CO2
麻醉袁股动脉取血遥 全血低温静置 2~4 h后袁3 000 g尧
4 益离心 30 min遥 取上清液袁56 益灭活 30 min袁
0.22 滋m 过滤除菌袁超低温保存备用遥
2.2 细胞培养尧转染与分组

MDA-MB-231 细胞用含有 10%胎牛血清的完

全培养基培养袁每 2~3 d 换液一次遥 首先用不同比

例渊0尧0.5%尧1%尧2%尧4%尧8%尧16%尧32%冤的对照血

清和柴胡疏肝散加减含药血清分别干预 MDA-MB-
231 细胞 24 h袁筛选最佳干预比例遥 APLN siRNA
渊si-APLN袁正向院5'-GCCCAGAGGGUCAAGGAAUTT-
3'曰反义链院5'-AUUCCUUGACCCUCUGGGCTT-3'冤尧
siRNA阴性对照渊si-NC袁正义链院5'-UUCUCCGAACG鄄
UGUCACGUTT-3'曰反向院5'-ACGUGACACGUUCG鄄
GAGAATT-3'冤尧APLN 过表达质粒渊oe-APLN冤以及

过表达空质粒 pcDNA3.1渊+冤渊oe-NC冤由凯基生物构

建遥 APLN 过表达质粒构建主要步骤如下院通过

National Center for Biotechnology Information 渊NCBI冤
渊https://www.ncbi.nlm.nih.gov冤网站获得 APLN 编码

区序列渊coding sequence袁CDS冤袁PCR 扩增目的片段袁
利用 EcoRI 和 BamHI 双酶切 pcDNA3.1渊+冤质粒和

目的片段袁T4 连接酶连接袁经转化尧单克隆菌落筛选

与鉴定尧质粒抽提等步骤获得 pcDNA3.1渊+冤-APLN
融合质粒袁即 oe-APLN遥

为验证 APLN 基因敲低和过表达效率袁将对数

生长期的 MDA-MB-231 细胞随机分为五组院对照

组尧si-NC 组尧si-APLN 组尧oe-NC 组尧oe-APLN 组遥
si-NC尧si-APLN尧oe-NC 或 oe-APLN 通过 Keygen鄄
MAX 3000 转染试剂转染至 MDA-MB-231 细胞遥
48 h 后袁进行 RT-PCR 检测遥

另将对数生长期的 MDA-MB-231 细胞随机分

成 6 组院对照血清组尧柴胡疏肝散加减含药血清组

渊含药血清组冤尧柴胡疏肝散加减含药血清联合

siRNA 阴性对照组渊含药血清+si-NC 组冤尧柴胡疏肝

散加减含药血清联合 APLN 敲低组渊含药血清+si-
APLN冤尧柴胡疏肝散加减含药血清联合过表达阴性

对照组渊含药血清+oe-NC 组冤以及柴胡疏肝散加减

含药血清联合APLN 过表达组渊含药血清+oe-APLN
组冤遥 采用 KeygenMAX 3000 转染试剂分别将 si-
NC尧si-APLN尧oe-NC尧oe-APLN 转染 MDA-MB-231
细胞袁于 37 益尧5% CO2 条件下培养 24 h袁用 10%柴

胡疏肝散加减含药血清继续干预 24 h遥 收集细胞袁
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用于后续检测遥
2.3 CCK-8 检测细胞的增殖活力

将对数生长期的 MDA-MB-231 细胞消化尧收
集细胞袁不完全培养基重悬遥 96 孔细胞培养板中每

孔加入 100 滋L 细胞悬液渊5伊104 个/mL冤遥根据分组干

预后袁每孔加入 10 滋L 的 CCK-8 反应液袁37 益孵育

2 h袁摇床上轻轻混匀袁酶标仪检测 450 nm 波长处

各孔吸光度值遥根据吸光度值计算各组细胞抑制率遥
2.4 转录组测序检测细胞中基因表达情况

转录组测序于南京派森诺基因科技有限公司进

行遥主要步骤如下院对照血清组渊control冤和 10%柴胡

疏肝散加减含药血清组渊CSS冤中 MDA-MB-231 细

胞经 RNA 提取尧Oligo渊dT冤磁珠富集总 RNA尧mRNA
片段化尧反转录 cDNA尧cDNA 文库构建等步骤后袁通
过 Agilent 2100 Bioanalyzer 对文库进行质检遥 质检

合格后袁采用基于 Illumina 测序平台的第二代测序

技术渊next-generation sequencing袁NGS冤对文库进行

测序遥 原始下机数据过滤后袁比对到人的参考基因

组上遥 根据比对结果袁计算每个基因的表达量遥 在此

基础上袁进一步对样品进行基因表达差异分析尧聚类

分析以及 GO 和 KEGG 富集分析遥
2.5 划痕实验检测细胞的迁移能力

将对数生长期的 MDA-MB-231 细胞接种到 6
孔板中遥待细胞融合度达 80%左右袁用 200 滋L 无菌

枪头在 6 孔板中划 2 条平行直线遥 PBS 洗去悬浮细

胞袁按照分组进行干预遥 分别于培养 0 h 和 24 h 置

于倒置显微镜下渊放大 100 倍冤拍照袁测量 0 h 和 24 h
细胞划痕宽度袁统计细胞相对迁移距离遥
2.6 Transwell检测细胞的侵袭能力

将对数生长期的 MDA-MB-231 细胞消化接种

到 6 孔板中袁按分组处理细胞遥 细胞消化离心袁于无

血清培养中重悬遥 将 4 益预冷的基质胶用无血清培

养基稀释 6 倍袁加入 Transwell 上室袁铺满小室底部遥
37 益培养箱中孵育 1~3 h遥 将重悬的细胞计数袁调
整密度为 5伊104 个/mL遥 取 100 滋L 细胞悬液加入

Transwell 小室袁下室加入 500 滋L 含 20% FBS 的培

养基袁于 37 益尧5% CO2 培养箱中孵育 24 h遥 取出

Transwell 小室袁用棉签将上室中未侵袭的细胞去

除袁晾干遥 下室加入 500 滋L 结晶紫渊4%多聚甲醛配

制冤袁放入小室染色 30 min遥 PBS 清洗袁随机选择视

野拍照渊放大 200 倍冤尧计数遥
2.7 RT-PCR 检测细胞中 APLN尧PIK3C3 与 Akt
mRNA表达情况

根据产品说明书袁使用 TRIzol 试剂提取细胞总

RNA遥 采用琼脂糖凝胶电泳检测总 RNA 的完整性袁
并用紫外光度仪测定总 RNA 的浓度和纯度遥 使用

cDNA第一链合成试剂盒将总 RNA 逆转录为 cDNA遥
通过 NCBI 设计基因特异性引物袁并由凯基生物合

成遥 以 GAPDH 作为内参基因遥 采用 TB Green
Premix Ex Taq 域和荧光定量 PCR 循环仪进行定

量分析遥PCR 反应程序为 95 益袁5 min曰95 益袁15 s曰
60 益袁20 s曰72 益袁40 s曰共 40 个循环遥采用 2-驻驻Ct 法
计算基因的相对表达量遥 APLN尧PIK3C3 与 Akt 引物

序列见表 1遥

2.8 Western blot 检测细胞中 APLN尧磷酸化 PI3K尧
磷酸化 Akt蛋白表达情况

使用全蛋白提取试剂盒提取各组细胞中总蛋

白袁并采用 BCA 蛋白含量检测试剂盒检测总蛋白含

量遥蛋白变性后于十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶

电泳渊sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel elec鄄
trophoresis袁SDS-PAGE冤中分离目的蛋白袁并通过转

膜将分离的蛋白转移到聚偏二氟乙烯渊polyvinyli鄄
dene fluoride袁PVDF冤膜上遥 5%牛血清白蛋白溶液封

闭 1~2 h袁1伊TBST 中漂洗 2~3 次遥 加入一抗过夜孵

育袁二抗 37 益孵育 1~2 h袁ECL 显色遥 使用 Chemi鄄
Doc MP Imaging System 成像遥 使用 ImageJ 软件对

结果进行灰度分析遥
2.9 统计学分析

采用 SPSS 21.0 软件对数据进行统计学分析遥
采用 t 检验进行两组间比较袁采用单因素方差分析

渊One-way ANOVA冤进行多组比较袁并通过 LSD 方

法进行事后比较遥 数据以野曾依s冶表示袁P<0.05 表示差

异有统计学意义遥采用 GraphPad Prism 9.0软件作图遥
3 结果

3.1 柴胡疏肝散加减含药血清对 MDA-MB-231 细
胞增殖活力的影响

与对照血清组比较袁MDA-MB-231 细胞的增殖

表 1 各基因引物序列

Table 1 Primer sequences of the genes
名称

APLN

PIK3C3

Akt

GAPDH

引物序列渊5'寅3'冤
正向院TCCTGCTGCTCTGGCTCTCCTT
反向院TTGCCGTCTTCCAGCCCATTCC
正向院TCCTCTCATTACACCAACCCAA
反向院ATTTGAGAGCCTGGACCAATTG
正向院CAGGATGTGGACCAACGTGAGG
反向院GGCAGCGGATGATGAAGGTGTT
正向院AGATCATCAGCAATGCCTCCT
反向院AGATCATCAGCAATGCCTCCT

长度/bp
85

112

106

90

231
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活力呈柴胡疏肝散加减含药血清浓度依赖性递减袁
其中 10%柴胡疏肝散加减含药血清对 MDA-MB-
231 细胞增殖活力的抑制率达 20%袁具有显著抑制

效果遥 因此袁选择 10%含药血清干预 MDA-MB-231
细胞遥 详见图 1遥

3.2 转录组学分析

3.2.1 火山图和聚类热图 采用 DESeq 对对照血

清组和柴胡疏肝散加减含药血清组细胞中基因表达

进行差异分析袁筛选条件为院|log2渊Fold change冤|>1袁
显著性 P<0.05遥 火山图显示袁与对照血清组比较袁柴
胡疏肝散加减含药血清组细胞中有 116 个基因显著

上调袁66 个基因显著下调渊图 2A冤遥 聚类热图显示袁
差异基因表达量在组内重复性较好袁组间差异显著

渊图 2B冤遥
3.2.2 差异表达基因的 GO 富集分析 为了探究柴

胡疏肝散加减含药血清对 MDA-MB-231 细胞中差

异表达基因主要生物学功能的影响袁采用 GO 富集

分析揭示其生物学功能遥GO 富集分析按功能分成 3
个部分院细胞组分渊cell component袁CC冤尧分子功能

渊molecular function袁MF冤和生物过程渊biological pro鄄
cess袁BP冤遥 在CC中袁差异基因主要富集于CCAAT增强

子结合蛋白同源蛋白渊CCAAT enhance-binding protein
homologous protein袁CHOP冤-激活转录因子 3渊activated
transcriptional factor 3袁ATF3冤复合物尧基底外质膜等曰
在 MF 中袁差异基因主要富集于 DNA 结合转录激活

因子活性尧过渡金属离子结合等曰在 BP 中袁差异基

因主要富集于组织发育尧动物器官发育尧上皮细胞增

殖调控尧细胞对化学应激的反应等遥 详见图 3遥
3.2.3 差异表达基因的 KEGG 富集分析 KEGG 富

集分析显示两组间差异基因主要富集于 PI3K/Akt
信号通路尧MAPK 信号通路尧脂质与动脉粥样硬化尧
环磷酸腺苷信号通路等遥 PI3K/Akt尧MAPK 是经典的

肿瘤信号通路袁提示柴胡疏肝散加减含药血清可能

通过 PI3K/Akt 与 MAPK 信号通路抑制 MDA-MB-
231 细胞的增殖活力遥 详见图 4遥
3.2.4 柴胡疏肝散加减含药血清调控的关键靶点筛

选 柴胡疏肝散加减含药血清处理后 MDA-MB-
231 细胞中显著上调和下调的 Top30 基因见表 2遥在
这些差异基因中袁柴胡疏肝散加减含药血清显著抑

制调控 PI3K/Akt 信号通路的 APLN 基因的表达遥 详

见表 2 和图 5遥

图 1 不同比例对照血清和含药血清组中 MDA-MB-231
细胞增殖活力比较

Fig.1 Comparison of the proliferative activity of MDA-
MB-231 cells in different proportions between the control

serum group and the medicated serum group

图 2 对照血清组和柴胡疏肝散加减含药血清组中基因表达火山图渊A冤和聚类热图渊B冤
Fig.2 Volcano map (A) and cluster heat map (B) of gene expression in the control serum and

modified Chaihu Shugan Powder medicated serum groups
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3.3 各组 MDA-MB-231 细胞中 APLN 基因敲低和

过表达验证

与对照组相比袁si-NC 组中 APLN mRNA 相对

表达量差异无统计学意义渊P>0.05冤袁而 si-APLN 组

中 APLN mRNA 相对表达量降低渊敲低效率约80%冤
渊P<0.05冤遥 与 oe-NC 组相比袁oe-APLN 组中 APLN
mRNA 相对表达量增加了 37.45 倍渊37.08/0.99冤渊P<
0.05冤遥 详见表 3遥

3.4 各组 MDA-MB-231细胞增殖活力比较

含药血清组中细胞增殖活力低于对照血清组

渊P<0.05冤遥 含药血清+si-APLN 组中细胞增殖活力低

于含药含药血清+si-NC 组渊P<0.05冤曰含药血清+oe-
APLN 组中细胞增殖活力高于含药含药血清+oe-NC
组渊P<0.05冤袁但仍低于对照血清组渊P<0.05冤遥 与含药

血清组比较袁含药血清+si-NC 组和含药血清+oe-NC

图 3 对照血清组和柴胡疏肝散加减含药血清组中差异表达基因 GO富集分析

Fig.3 GO enrichment analysis of differentially expressed genes between the control serum
group and the modified Chaihu Shugan Powder medicated serum group

表 2 对照血清组和柴胡疏肝散加减含药血清组中 Top30差异表达的基因

Table 2 Top 30 differentially expressed genes in the control serum and modified Chaihu Shugan
Powder medicated serum groups

分类

上调基因

下调基因

基因名称

EGR3尧EGR2尧MEOX1尧LCN12尧ADAM33尧EGR1尧FOXR1尧STX19尧SLC2A9尧SHC4尧PHOSPHO1尧SAMD14尧ALPP尧P2RX2尧IL1RN尧
POU2F3尧IFITM10尧HMGCLL1尧TTC22尧ENPP5尧NKX2-5尧RAB17尧LTF尧FOS尧RASSF6尧ALPK3尧IL24尧GPR143尧CCNP尧EPPK1
CPB2尧HGD尧TCAF2尧TBX4尧C4orf47尧HOXC9尧CA9尧PADI3尧PPFIA4尧DHRS3尧GRAP2尧NMNAT3尧PRAM1尧ID3尧GPR146尧ID1尧ALDOC尧
MYLIP尧PCDHGA9尧IRAG1尧NYAP2尧DNAH11尧C2orf72尧B3GAT2尧DEPP1尧APLN尧ABCA1尧NDRG1尧CD14尧CFAP54
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图 4 对照血清组和柴胡疏肝散加减含药血清组中差异表达基因 KEGG富集分析

Fig.4 KEGG enrichment analysis of differentially expressed genes between the control
serum group and the modified Chaihu Shugan Powder medicated serum group

图 5 Apelin信号通路上差异表达基因间调控机制

Fig.5 Regulatory mechanisms among differentially expressed genes in the Apelin signaling pathway
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组中细胞增殖活力差异均无统计学意义渊P>0.05冤遥
详见表 4遥

3.5 各组 MDA-MB-231细胞迁移能力

与对照血清组比较袁含药血清组尧含药血清+si-
APLN 组及含药血清+oe-NC 组中细胞的迁移距离

均减少渊P<0.05冤曰与含药血清+si-NC 组比较袁含药血

清+si-APLN 组中细胞的迁移距离减少渊P<0.05冤曰
与含药血清+oe-NC 组比较袁含药血清+oe-APLN组

中细胞的迁移距离增加渊P<0.05冤曰与含药血清组比

较袁含药血清+si-NC 组和含药血清+oe-NC 组中细

胞的迁移距离差异均无统计学意义渊P>0.05冤遥 详见

图 6 及表 5遥
3.6 各组 MDA-MB-231细胞侵袭能力

与对照血清组比较袁含药血清组尧含药血清+si-
APLN 组及含药血清+oe-APLN 组中细胞的侵袭数

量均减少渊P<0.05冤曰与含药血清+si-NC 组比较袁含
药血清+si-APLN 组中细胞的侵袭数量减少渊P<
0.05冤曰与含药血清+oe-NC 组比较袁含药血清+oe-
APLN 组中细胞的侵袭数量增加渊P<0.05冤曰与含药

血清组比较袁含药血清+si-NC 组和含药血清+oe-
NC 组中细胞的侵袭数量差异均无统计学意义渊P>
0.05冤遥 详见图 7 及表 6遥
3.7 各组 MDA-MB-231 细胞中 APLN尧PIK3C3尧
Akt mRNA表达情况

与对照血清组比较袁含药血清组和含药血清+

图 6 各组 MDA-MB-231 细胞划痕实验结果渊伊100冤
Fig.6 Results of MDA-MB-231 cell wound healing experiment in each group (伊100)

表 3 MDA-MB-231 细胞中 APLN基因敲低和

过表达效率验证渊曾依s袁n=3冤
Table 3 Verification of the APLN gene knockdown
and overexpression in MDA-MB-231 cells (曾依s袁n=3)

注院与对照组比较袁*P<0.05曰与 si-NC 比较袁#P<0.05曰与 oe-NC 组

比较袁&P<0.05遥

组别

对照组

si-NC 组

si-APLN 组

oe-NC 组

oe-APLN 组

24 h
1.00依0.03
1.07依0.04
0.22依0.02*#

0.99依0.04
37.08依2.71*&

表 4 各组 MDA-MB-231 细胞增殖活力比较渊曾依s袁n=3冤
Table 4 Comparison of the proliferative activity of

MDA-MB-231 cells among groups (曾依s袁n=3)
组别

对照血清组

含药血清组

含药血清+si-NC 组

含药血清+si-APLN 组

含药血清+oe-NC 组

含药血清+oe-APLN 组

细胞抑制率/%
0.00依3.49

34.19依1.21*
34.14依1.65*
46.03依1.36*#

34.20依1.33*
22.90依2.13*#&

注院与对照血清组比较袁*P<0.05曰与含药血清+si-NC 组比较袁#P<
0.05曰与含药血清+oe-NC 组比较袁&P<0.05遥

表 5 各组 MDA-MB-231细胞相对迁移距离比较渊曾依s袁n=3袁滋m冤
Table 5 Comparison of relative migration distances of MDA-MB-231 cells among groups (曾依s袁n=3, 滋m)

注院与对照血清组比较袁*P<0.05曰与含药血清+si-NC 组比较袁#P<0.05曰与含药血清+oe-NC 组比较袁&P<0.05遥

组别

对照血清组

含药血清组

含药血清+si-NC 组

含药血清+si-APLN 组

含药血清+oe-NC 组

含药血清+oe-APLN 组

0 h
903.60依3.07
906.57依1.03
904.18依1.04
907.15依3.09
907.16依3.58
908.95依1.79

24 h
309.57依2.72
440.48依2.72
443.49依2.71
515.53依2.02
441.69依2.08
375.05依1.83

相对迁移距离渊0~24 h冤
594.03依4.46
466.09依1.79*
460.69依3.58*
391.61依4.41*#

465.47依2.04*
533.90依1.83*#&
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图 8 各组 MDA-MB-231 细胞中 APLN尧磷酸化 PI3K
与磷酸化 Akt蛋白表达情况

Fig.8 Protein expressions of APLN, phosphorylated
PI3K, and phosphorylated Akt in MDA-MB-231 cells

in each group

图 7 各组 MDA-MB-231 细胞 Transwell侵袭实验结果渊伊200冤
Fig.7 Transwell invasion assay results of MDA-MB-231 cells in each group (伊200)

si-APLN 组细胞中 APLN 和PIK3C3 mRNA 相对表

达量均减少渊P<0.05冤曰与含药血清+si-NC 组比较袁含
药血清+si-APLN 组细胞中 APLN 和 PIK3C3 mR鄄
NA 相对表达量减少渊P<0.05冤曰与含药血清+oe-NC
组比较袁含药血清+oe-APLN 组中 APLN 和 PIK3C3
mRNA 相对表达量增加 渊P<0.05冤遥 细胞中 Akt
mRNA 相对表达量在各组中差异均无统计学意义

渊P>0.05冤遥 详见表 7遥

3.8 各组 MDA-MB-231细胞中 APLN尧磷酸化PI3K
与磷酸化 Akt蛋白表达情况

含药血清组和含药血清+si-APLN 组细胞中

APLN尧PI3K尧磷酸化 PI3K 与磷酸化 Akt 蛋白相对

表达量低于对照血清组渊P<0.05冤遥 含药血清+si-
APLN 组细胞中 APLN尧PI3K尧磷酸化 PI3K 与磷酸化

Akt 蛋白相对表达量低于含药血清+si-NC 组渊P<
0.05冤袁而含药血清+oe-APLN 组细胞中 APLN尧
PI3K尧磷酸化PI3K 与磷酸化 Akt 蛋白相对表达量高

于含药血清+oe-NC 组渊P<0.05冤遥 含药血清+si-NC
组和含药血清+oe-NC 组细胞中 APLN尧PI3K尧磷酸

化 PI3K 与磷酸化 Akt蛋白相对表达量与含药血清

组比较无统计学意义渊P>0.05冤遥 Akt 蛋白相对表达

量在各组间均无统计学意义渊P>0.05冤遥 详见图 8 和

表 8遥
4 讨论

TNBC 是一种高度侵袭性和异质性的乳腺癌亚

型袁目前尚缺乏有效的治疗方案[10]袁深入研究其发病

及治疗机制具有重要的临床意义[11]遥 我国最早对乳

腺癌的描述见于晋朝的叶肘后备急方曳袁因乳腺癌局

部坚硬如石袁遂称为野乳疳冶野乳岩冶等遥 治疗乳之实

表 6 各组 MDA-MB-231 细胞侵袭数量比较渊曾依s袁n=3冤
Table 6 Comparison of the invasion numbers of MDA-

MB-231 cells among groups (曾依s袁n=3)
组别

对照血清组

含药血清组

含药血清+si-NC 组

含药血清+si-APLN 组

含药血清+oe-NC 组

含药血清+oe-APLN 组

24 h
77.67依2.08
50.33依2.52*
51.33依3.79*
34.33依1.15*#

50.33依3.51*
60.67依1.53*#&

注院与对照血清组比较袁*P<0.05曰与含药血清+si-NC 组比较袁#P<
0.05曰与含药血清+oe-NC 组比较袁&P<0.05遥

表 7 各组 MDA-MB-231 细胞中 APLN尧PIK3C3尧
Akt mRNA相对表达量比较渊曾依s袁n=3冤

Table 7 Comparison of mRNA expression levels of
APLN, PIK3C3, and Akt in MDA-MB-231 cells

among groups (曾依s袁n=3)
组别

对照血清组

含药血清组

含药血清+si-NC 组

含药血清+si-APLN 组

含药血清+oe-NC 组

含药血清+oe-APLN 组

APLN
1.00依0.10
0.38依0.05*
0.35依0.04*
0.15依0.01*#

0.39依0.01*
20.12依1.49*#&

PIK3C3
1.00依0.02
0.65依0.03*
0.62依0.05*
0.45依0.02*#

0.63依0.07*
0.85依0.05*#&

Akt
1.00依0.18
0.95依0.04
0.92依0.07
0.98依0.22
0.98依0.13
0.93依0.15

注院与对照血清组比较袁*P<0.05曰与含药血清+si-NC 组比较袁#P<
0.05曰与含药血清+oe-NC 组比较袁&P<0.05遥
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证袁以野通冶为法袁应以疏肝理气尧养血柔肝为治则曰若
肝气郁滞袁血脉失和袁则发为乳岩[12-13]遥 因此袁对于

TNBC袁应从肝论治袁疏肝理气袁活血化瘀是治疗

TNBC 的基本方针[14]遥
中药因其具有显著的抗癌性与低毒性袁常用于

癌症的综合治疗[15]遥 柴胡疏肝散作为中医基础方袁主
治肝气郁滞之证袁具有疏肝理气之效袁多年来广泛应

用于临床[7袁16]袁可有效治疗肝郁气滞型乳腺癌[7袁14]遥 柴

胡疏肝散中北柴胡疏肝理气袁为君药曰枳壳理气宽

中袁香附理血中之滞尧川芎疏肝开郁袁芍药柔肝止痛尧
养血调经袁芍药配甘草袁酸甘化阴袁共养肝体袁为臣

药遥诸药合用袁共奏疏肝解郁之效[14]遥据报道袁柴胡疏

肝散及其加减可对乳腺癌渊包括 TNBC冤化学治疗起

到增敏作用 [7袁17]袁其活性成分槲皮素和木犀草素可

抑制TNBC 细胞增殖并促进 PTX 化学治疗敏感[17]遥
在本文中袁柴胡疏肝散加减含药血清抑制 MDA-MB-
231 细胞增殖尧迁移与侵袭袁通过转录组测序揭示了

对照血清组和含药血清组细胞中差异表达基因主要

富集于 PI3K/Akt尧MAPK 等信号通路袁与 XIAO 等[8]

通过网络药理学揭示柴胡疏肝散治疗乳腺癌的分子

机制基本一致遥
PI3K/Akt 和 MAPK 信号通路的异常激活是导

致 TNBC 复发尧转移与预后不良的重要因素遥许多研

究探讨了中药复方通过 PI3K/Akt尧MAPK 信号通路

抑制 TNBC 进展遥例如袁乳积方作为一种传统中药复

方袁通过抑制 PI3K/Akt 通路将 TNBC 细胞周期阻

滞于 S 期袁进而发挥抗肿瘤作用[18]曰白蒲黄颗粒通过

抑制 MAPK 信号通路诱导 TNBC 细胞 DNA 损伤袁
进而抑制其增殖[19]遥 在本实验中袁柴胡疏肝散加减含

药血清干预后差异表达基因显著富集于 PI3K/Akt尧
MAPK 信号通路袁提示柴胡疏肝散加减含药血清可

能通过 PI3K/Akt尧MAPK 信号通路来干预 MDA-MB-
231 细胞增殖尧迁移与侵袭遥

APLN 作为一种脂肪因子家族成员袁调节多种

代谢功能袁如胰岛素分泌尧血压尧体液平衡等[20]遥 近年

来袁许多研究报道 APLN 参与细胞增殖尧淋巴管与新

血管生成等生理过程[20]袁被认为是多种癌症治疗的

靶点[21-23]遥 在乳腺癌中袁多项临床研究显示 APLN 与

乳腺癌淋巴结转移和 TNM 分期强相关袁其高表达与

预后不良有关 [24]袁提示 APLN 可作为乳腺癌治疗的

潜在靶点遥此外袁APLN 诱导乳腺癌 MCF-7细胞增殖

与侵袭[25]袁而抑制 APLN 信号通路可能增加乳腺癌

细胞放疗敏感性[26]遥 APLN 作为 Apelin 信号通路上

核心成员袁许多研究证实 APLN 激活 PI3K/Akt 信号

通路袁促进癌症进展袁如肝癌[27]尧宫颈癌[28]尧胰腺癌[29]

等遥 然而袁APLN 对 TNBC 细胞增殖尧迁移与侵袭的

影响尚未有研究报道遥在本研究中袁柴胡疏肝散加减

含药血清干预后降低 MDA-MB-231 细胞中APLN
mRNA 的表达袁并抑制 PI3K/Akt 信号通路激活曰
APLN 敲低进一步增强柴胡疏肝散加减含药血清对

MDA-MB-231 细胞增殖尧迁移尧侵袭以及PI3K/Akt
信号通路激活的抑制作用袁而 APLN 过表达则起到

相反作用袁提示柴胡疏肝散加减含药血清可通过调

控 APLN/PI3K/Akt 信号通路抑制 MDA-MB-231 细

胞的增殖尧迁移与侵袭袁为柴胡疏肝散加减干预TNBC
提供了理论基础和治疗靶点袁也为后续针对患者中

APLN 表达的高低开展精准治疗提供了可能遥
综上袁柴胡疏肝散加减含药血清对 MDA-MB-

231 细胞增殖尧迁移与侵袭的抑制作用可通过负调

控 APLN/PI3K/Akt 信号通路的激活来实现遥 TNBC
增殖与转移与细胞周期调控异常相关袁接下来将探

究柴胡疏肝散加减是否通过调控 APLN/PI3K/Akt 信
号通路影响细胞周期和凋亡来抑制 TNBC 细胞增

殖尧迁移与侵袭遥 此外袁本研究缺乏 PI3K/Akt 信号通

路激动剂或抑制剂干预实验袁动物水平上也缺少柴

胡疏肝散加减调控该信号通路抑制肿瘤生长与转

表 8 各组 MDA-MB-231细胞中 APLN尧磷酸化 PI3K与磷酸化 Akt相对表达量比较渊曾依s袁n=3冤
Table 8 Comparison of relative protein expression levels of APLN, phosphorylated PI3K, and phosphorylated

Akt in MDA-MB-231 cells among groups (曾依s袁n=3)

注院与对照血清组比较袁*P<0.05曰与含药血清+si-NC 组比较袁#P<0.05曰与含药血清+oe-NC 组比较袁&P<0.05遥

组别

对照血清组

含药血清组

含药血清+si-NC 组

含药血清+si-APLN 组

含药血清+oe-NC 组

含药血清+oe-APLN 组

APLN
0.46依0.03
0.26依0.02*
0.24依0.01*
0.09依0.02*#

0.25依0.04*
0.75依0.03*#&

PI3K
0.80依0.03
0.43依0.02*
0.46依0.03*
0.32依0.01*#

0.37依0.04*
0.59依0.08*#&

p-PI3K/PI3K
0.88依0.04
0.68依0.01*
0.67依0.02*
0.46依0.03*#

0.71依0.04*
0.81依0.04*#&

Akt
0.44依0.01
0.50依0.04
0.54依0.09
0.50依0.01
0.53依0.02
0.50依0.01

p-Akt/Akt
0.97依0.16
0.35依0.06*
0.37依0.06*
0.19依0.04*#

0.38依0.05*
0.52依0.01*#&
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移的证据袁有待于进一步研究遥 同时袁柴胡疏肝散加

减对 TNBC 患者的治疗效果尚未系统性研究袁后续

将完善临床资料收集袁包括柴胡疏肝散加减单独

和联合化学治疗药物对 TNBC 治疗效果的相关数

据袁明确柴胡疏肝散加减对 TNBC 患者的治疗和增

敏作用遥
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