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山药提取物联合树突细胞-细胞因子诱导的杀伤细胞对荷 MDA-MB-231

乳腺癌干细胞瘤裸鼠的治疗作用研究 

孙  浩，李宏峰，宋  林，张慧杰，张  宇* 

天津市中医药研究院附属医院，天津 300120 

摘  要：目的  研究山药 Dioscorea opposita 提取物联合树突细胞-细胞因子诱导的杀伤细胞（DC-CIK）对荷 MDA-MB-231 乳

腺癌干细胞瘤裸鼠的治疗效果。方法  制备荷 MDA-MB-231 乳腺癌干细胞 Balb/c 裸鼠模型，随机分为 4 组，每组 8 只：对照

组裸鼠尾 iv 生理盐水，0.2 mL/次，2 次/周；DC-CIK 组裸鼠在肿瘤干细胞接种 4 d 后尾 iv 1×106个 DC-CIK 细胞，2 次/周，给

药 3 周；山药提取物组裸鼠 ig 山药提取物 125 mg/kg，0.2 mL/d，给药 3 周；山药提取物联合 DC-CIK 组裸鼠 ig 山药提取物 125 

mg/kg，0.2 mL/d，同时尾 iv 1×106个 DC-CIK 细胞，2 次/周，给药 3 周。各组裸鼠在治疗 3 周期间每 2 天测量瘤体大小及裸

鼠体质量，治疗结束后处死裸鼠，取出瘤体称质量；qRT-PCR 法检测瘤组织中 Akt 信号通路中关键原癌基因 c-Myc 表达水平。

结果  治疗结束后，各组裸鼠瘤体生长速率为山药提取物联合 DC-CIK 组＜DC-CIK 组和山药提取物组＜对照组。山药提

取物联合 DC-CIK 组、DC-CIK 组和山药提取物组的裸鼠情绪始终平稳，进食进水正常，活动自如；对照组裸鼠精神萎靡，

活动减弱，进食进水减少，于第 3 周开始活动受阻，瘤体破溃。各给药组裸鼠瘤体中 c-Myc 基因与对照组相比均有所下

调。结论  对荷 MDA-MB-231 乳腺癌干细胞瘤裸鼠治疗效果中，各给药组裸鼠肿瘤生长均受到明显抑制，其中以山药提取

物联合 DC-CIK 组效果最佳。 
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Abstract: Objective  To study the therapeutic effect of Dioscoreae Rhizoma extract combined with dendritic cell-cytokine-induced 

killer cells (DC-CIK) on nude mice bearing MDA-MB-231 breast cancer stem cell tumor. Methods  A Balb/c nude mouse model 

bearing MDA-MB-231 breast cancer stem cells were prepared and randomly divided into 4 groups, 8 in each group: in control group, 

nude mouse were administrated with normal saline by tail iv, 0.2 mL/time, 2 times/week; Nude mice in DC-CIK group were 

administrated with 1 × 106 DC-CIK cells by tail iv after 4 days of tumor stem cell inoculation, twice a week, for 3 weeks; nude mice in 

Dioscoreae Rhizoma extract group were administrated with Dioscoreae Rhizoma extract 125 mg/kg by ig, 0.2 mL/d, for 3 weeks; nude 

mice ig Dioscoreae Rhizoma extract + DC-CIK group were administrated with Dioscoreae Rhizoma extract 125 mg/kg by ig, 

simultaneously were administrated with 1× 106 DC-CIK cells by tail iv, twice a week, administration 3 weeks. The tumor volumn and 

weight of nude mice in each group were measured every 2 days during treatment. After the treatment, the nude mice were sacrificed, 

and the tumors were taken out and weighed; qRT-PCR method was used to detect expression level of gene c-Myc, the key 

protocarcinoma in the Akt signaling pathway in tumor tissues.  Results  After the treatment, the tumor growth rate of nude mice in 

each group were as follows: Dioscoreae Rhizoma extract + DC-CIK group < DC-CIK group and Dioscoreae Rhizoma extract group < 

control group.  The nude mice in Dioscoreae Rhizoma extract + DC-CIK group, DC-CIK group and Dioscoreae Rhizoma extract + 

DC-CIK group always had stable mood, normal eating and drinking water, and free movement; nude mice in control group were 
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lethargic, weakened in activity, and eating and drinking decreased. At 3 weeks, the activity was blocked and the tumor was ruptured. 

Compared with the control group, the c-Myc gene in the tumor of nude mice in each administration group was down-regulated.  

Conclusion  In the treatment effect of nude mice bearing MDA-MB-231 breast cancer stem cell tumor, the tumor growth of nude mice 

in each administration group was significantly inhibited, and the Dioscoreae Rhizoma extract + DC-CIK group had the best effect. 

Key words: Dioscoreae Rhizoma extract; dendritic cells; cytokine-induced killer cells; breast cancer; tumor stem cells; c-Myc 

 

乳腺癌目前发病率呈逐年上升的趋势，在我国

乃至全球已成为女性最常见的恶性肿瘤之一[1]。以

手术为基础，结合放、化疗的治疗方案在临床已广

泛应用，如何提高复发转移性乳腺癌的患者生存率

则一直是未解决的难题。成功的发现、鉴定与分离

肿瘤干细胞对乳腺癌的诊断与临床治疗提供了新的

思路。肿瘤干细胞被认为具有自我分化、更新能力，

传统的放、化疗方法不能将其彻底的清除[2]。树突

状细胞（dendritic cells，DC）在 1973 年首次被发

现[3]，作为体内最主要的抗原提呈细胞，一直备受

广泛关注，很多研究证实，DC 细胞联合细胞因子

诱导的杀伤（CIK）细胞对肿瘤干细胞具有一定的

杀伤作用[4]。 

山药 Dioscorea opposita Thunb. 味甘、平，归

脾、肺、肾经，具有补脾养胃、生津益肺、补肾涩

精的功效。研究[5-6]表明，山药具有增加 T 淋巴细

胞活性，增强人体的免疫力，提高网状内皮系统的

吞噬能力，杀伤肿瘤细胞的作用。研究表明，乳腺

癌的发生、发展与 Akt 信号通路的激活有一定的相

关性，其中关键的原癌基因 c-Myc 参与肿瘤细胞的

增殖、分化和凋亡等过程[7]。本研究主要考察山药

提取物联合 DC-CIK 细胞治疗对荷 MDA-MB-231

乳腺癌干细胞瘤裸鼠的效果，为临床上乳腺癌的治

疗提供科学依据，为抗肿瘤新药开发提供参考。 

1  材料 

1.1  细胞、试剂与药物 

乳腺癌 MDA-MB-231 细胞株为天津市第四中

心医院惠赠。RPMI 1640 培养基和青链霉素，Gibco

公司。人淋巴细胞分离液，天津美德太平洋科技有

限公司。CD44、CD24 磁珠抗体，Miltenyi 公司。

山药饮片（产地河南，批号 19122505），购于安徽

协和成药业饮片有限公司，经天津市中医药研究院

附属医院药学部梁颖主任药师鉴定为薯蓣科植物薯

蓣 Dioscorea opposita Thunb. 的干燥根茎。 

1.2  实验动物 

SPF 级 32 只雌性 Balb/c 裸鼠，3～4 周龄，体

质量 16～18 g，北京维通利华实验动物技术有限公

司提供，动物合格证号为 11400500018046。 

1.3  仪器 

IX71 荧光倒置显微镜，日本 Olympus 公司；生

物安全柜和细胞培养箱，美国 Thermo 公司；流式细

胞仪，美国 BD 公司；磁珠分选仪，德国 Miltenyi 公

司；全自动细胞计数分析仪，韩国 Count star 公司。 

2  方法 

2.1  山药提取物的制备 

山药饮片用 8 倍量的水提取 3 次，每次 2 h，合

并滤液，浓缩，后转移至蒸发皿中于 70 ℃真空至

干，得到山药提取物，提取率为 2.78%；山药提取

物中主要成分为多糖，多糖质量分数为（324.90±

0.82）mg/g。 

2.2  细胞培养 

2.2.1  乳腺癌细胞培养  乳腺癌 MDA-MB-231 细

胞培养于含 10%胎牛血清，1%青链霉素的 RPMI 

1640 培养基中，于 37 ℃、5% CO2 培养箱培养。 

2.2.2  DC-CIK 细胞培养  用淋巴细胞分离液分离

出健康人（自愿捐献）外周血中的单个核细胞，收

集贴壁细胞，置于含有重组人白细胞介素-4（rhIL-4）

和重组人粒细胞巨噬细胞集落刺激因子（rhGM- 

CSF）的 RPMI 1640 培养基中培养，培养出成熟 DC

细胞。上述悬浮细胞加入含有 γ 干扰素（IFN-γ）的

RPMI 1640 培养基培养出成熟的 CIK 细胞。 

2.3  MDA-MB-231 肿瘤干细胞分选 

收集对数生长期的 MDA-MB-231 细胞，冰预冷

的 PBS 洗涤 1 次后计数，将 1×107个细胞重悬于 40 

μL PBS 中，加入 10 μL CD24−生物素，混匀于 4 ℃

孵育 15 min。加入 1～2 mL PBS 300×g 离心 10 min，

洗涤细胞 1 次，用 80 μL PBS 重悬细胞备用。向上述

细胞悬液中加入 20 μL 抗生物素微球，混匀于 4 ℃

孵育 15 min。向上述细胞悬液中加入 400 μL PBS。

在磁力架上装好 LS 柱，以 3 mL PBS 致敏柱子，待

液体流干后加入细胞悬液，收集未结合的细胞

（CD24−），300×g 离心 10 min 收集细胞。加入 20 μL 

CD44 beads 混匀于 4 ℃孵育 15 min。加入 1～2 mL 

PBS，300×g 离心 10 min 洗涤细胞 1 次，用 500 μL 
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PBS 重悬细胞备用。可重复上柱 1 次。用 PBS 3 mL×

3 次，洗去未结合的细胞。从磁力架上取下 LS 柱，

加入 5 mL PBS，立即推下细胞。收集 CD44+CD24−

细胞。 

2.4  乳腺癌干细胞荷瘤裸鼠模型的制备 

收 集 MDA-MB-231 肿 瘤 干 细 胞 （ 即

CD44+CD24−细胞），用无血清培养基调整细胞浓度至

5×105/mL，与 matrigel 混匀，比例为 1∶1，将 0.2 mL

细胞接种于 Balb/c 裸鼠的右侧腋下，于接种后第

3～4 天，接种部位出现了硬结节，可认定为成瘤。 

2.5  分组和给药 

将上述荷 MDA-MB-231 肿瘤干细胞的裸鼠，

随机分为 4 组，分别为对照组、DC-CIK 组、山药

提取物组、山药提取物联合 DC-CIK 组，每组 8 只。

对照组裸鼠尾 iv 生理盐水，0.2 mL/次，2 次/周；

DC-CIK 组裸鼠在肿瘤干细胞接种 4 d 后尾 iv 1×

106 个 DC-CIK 细胞，2 次/周，给药 3 周；山药提取

物组裸鼠 ig 山药提取物 125 mg/kg（根据《中国药

典》人用日剂量换算成小鼠日剂量为生药 4.5 g/kg，

根据提取物的提取率换算为提取物剂量为 125 

mg/kg），0.2 mL/d，给药 3 周；山药提取物联合

DC-CIK 组裸鼠 ig 山药提取物 125 mg/kg，0.2 mL/d，

同时尾 iv 1×106个 DC-CIK 细胞，2 次/周，给药 3

周。肿瘤干细胞接种 4 d 后，各组进行首次治疗。

各组在治疗 3 周期间，每 2 天测量瘤体大小 1 次。

瘤的长为移植瘤的最大直径，瘤的宽为最小直径，

瘤体积＝长×宽×宽×0.52。 

2.6  移植瘤 HE 染色 

各组治疗后，取出瘤体组织，进行 HE 染色，

进行病理学检测。 

2.7  qRT-PCR 法检测 c-Myc 基因表达 

称取储存于−80 ℃的移植瘤组织 20 mg，加入

液氮研磨粉碎后转移至无 RNA EP 管中，根据

Qiagen Rneasy mini kit 试剂盒说明书操作，提取移

植瘤总 RNA，利用 TAKARA PrimeScript RT-PCR 

Kit 试剂盒，将上述提取的 RNA 作为模板反转录合

成移植瘤 cDNA。根据 NCBI 给出的 c-Myc 基因序

列，利用 Oligo 6 软件设计 RT-PCR 引物，并在 NCBI

上进行 BLAST 验证其特异性。c-Myc 上游引物 5’- 

CCAACAGGAGCTATGACCTC-3’，下游引物 5’- 

TTGTACCTGCAGGATCTGAG-3’，GAPDH 上游引

物 5’-GGTGGTCTCCTCTGACTTCAACA-3’，下

游引物 5’-GTTGCTGTAGCCAAATTCGTTGT-3’。 

2.8  统计学分析 

应用统计学软件 SPSS 18.0 进行分析，计量资

料数据采用 ±x s 表示，多组间相同指标用单因素方

差分析进行 F 检验，确定 P＜0.05 为差异有统计学

意义。 

3  结果 

3.1  DC-CIK 细胞鉴定 

健康人外周血中的单个核细胞贴壁 2 h 以后，

即是 DC 细胞的前体细胞，呈圆形，聚集呈小型集

落；培养到第 5 天，细胞表面可见树状突起，第 8

天，DC 细胞成熟，细胞表面可见大量的突起。初

期的 CIK 细胞形态均一，呈小圆形，上述 2 种细胞

培养到第 8 天，混合培养，第 15 天，细胞聚集成大

型悬浮集落（图 1）。 

      

   

   

 

 

 

图 1  光学显微镜下 DC-CIK 细胞形态 （×400） 

Fig. 1  Cells morphology of DC-CIK under an optical  

microscope (×400) 

3.2  荷瘤裸鼠移植瘤的 HE 染色 

MDA-MB-231 肿瘤干细胞移植瘤组织切片为

典型乳腺中分化腺癌。瘤细胞呈腺管状，腺体不规

则，部分腺体呈角状。病理学检测结果：对照组未

见明显变性坏死，显微镜下观察肿瘤细胞呈巢状生

长，细胞呈多角形，彼此镶嵌，呈铺砖状。DC-CIK

组中心区为小的肿瘤坏死灶，可见坏死的核碎屑组

织。山药提取物联合 DC-CIK 组坏死周围为筛状结

构的肿瘤细胞（图 2）。 

3.3  荷瘤裸鼠生存状态的比较 

观察荷瘤裸鼠生存情况，3 个给药组的荷瘤裸

鼠情绪平稳，能够自如的活动，进食和进水情况均

正常，3 周治疗期间这些裸鼠生存状态无明显的变

化；对照组裸鼠精神萎靡，活动减弱，于第 3 周开

始活动受阻，处于濒死状态。治疗结束，各给药组

裸鼠体质量总体平稳，后期略有下降，而对照组裸

DC Day 0              DC Day 5               DC Day 8     

CIK Day 0             CIK Day 5              DC-CIK Day 14     
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鼠体质量则显著下降（图 3）。 

3.4  荷瘤裸鼠肿瘤进展比较 

治疗期间，3 个给药组肿瘤体积增长速率缓慢，

对照组则在治疗首周开始肿瘤体积不断增加，有的

出现濒死状态，有的瘤体出现不同程度的破溃。全

部治疗结束后，4 组裸鼠瘤体的大小和质量依次为

山药提取物联合 DC-CIK 组＜DC-CIK 组和山药提

取物组＜对照组（图 4）。 
 

     
对照                       山药提取物                      DC-CIK               山药提取物联合 DC-CIK 

图 2  移植瘤组织切片 HE 染色（×200） 

Fig. 2  Pathological HE staining under the optical microscope (×200) 

 
 

图 3  荷瘤裸鼠治疗期间体质量变化曲线 ( x ±s, n = 8) 

Fig. 3  Curve of body weight changes in tumor-bearing nude mice during treatment ( x ±s, n = 8) 

 

与对照组比较：*P＜0.05；与山药提取物＋DC-CIK 组比较：#P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group; #P＜0.05 vs Dioscoreae Rhizoma extract + DC-CIK group 

图 4  各组荷瘤裸鼠瘤体积和瘤质量比较 ( x ±s, n = 8) 

Fig. 4  volume and weight of tumor in bearing-tumor nude mice in each group ( x ±s, n = 8) 

3.5  免疫治疗对 Akt 信号通路关键基因 c-Myc 表

达的影响 

与对照组相比，其他各组的 c-Myc mRNA 表达

均有所下调，见图 5、表 1。 

4  讨论 

肿瘤生物治疗是继手术、放疗之后的一种肿瘤

治疗技术，其中包括肿瘤免疫细胞治疗，肿瘤免疫

治疗的核心是激活肿瘤患者 T 淋巴细胞的抗肿瘤反  
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Marker   对照    山药  DC-CIK 山药提取物 

提取物         联合 DC-CIK 

图 5  各组裸鼠瘤组织 c-Myc 表达差异 

Fig. 5  Different expression levels of c-Myc in tumor tissue 

of nude mice in each group 

表 1  Akt 信号通路关键基因 c-Myc 相对表达量 ( x ±s, n = 8) 

Table 1  Expression of mRNA of c-Myc in Akt signaling 

pathway ( x ±s, n = 8) 

组别 剂量/(mg∙kg−1) c-Myc 相对表达量 

对照 — 58.11±13.89 

山药提取物 125 35.79±6.85* 

DC-CIK 1×106 个 33.26±6.21* 

山药提取物＋

DC-CIK 

125＋1×106 个 14.27±3.56*△ 

与对照组比较：*P＜0.05；与山药提取物组或DC-CIK组比较：
△
P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group; 
△

P < 0.05 vs Dioscoreae Rhizoma extract 

group or DC-CIK group 

应，进而增强其对肿瘤细胞的杀伤功能，DC-CIK

细胞疗法为免疫治疗其中的一种，优势是在清除肿

瘤的同时不损伤正常细胞[8]，这也意味着生物免疫

治疗在靶向治疗的同时，也最大限度地降低了肿瘤

治疗过程中对体细胞的毒副作用。本研究中

DC-CIK 组荷瘤裸鼠生存状况始终良好，抑瘤效果

和 c-Myc mRNA 表达变化均好于对照组。 

山药活性成分包括尿囊素、薯蓣皂苷、山药多

糖、山药黏液蛋白、黄酮、微量元素等[9-10]。本实

验结果表明以 ig 的方式给予山药提取物治疗荷

MDA-MB-231 乳腺癌干细胞瘤裸鼠，山药提取物可

改善荷瘤裸鼠的生存状态，抑制肿瘤生长。山药也

是常见食品，对于肿瘤患者可从饮食中增加山药的

摄入量，达到有效的治疗效果。 

在肿瘤的发生和发展进程中，PI3K/Akt 信号通

路起到了一定作用，c-Myc 作为其中的原癌基因，

主要作用是抑制凋亡，在正常组织中不表达或仅有

极少的基础表达量，而在乳腺癌、结肠癌、前列腺

癌等肿瘤中过度表达[11-12]。在本研究中检测到山药

提取物联合 DC-CIK 细胞组的 c-Myc mRNA 表达下

调较为明显，DC-CIK 细胞组及山药提取物组略有

下调，而对照组表达变化不显著，这一结果与抑瘤

治疗效果相吻合。 

本研究表明，山药提取物联合 DC-CIK 细胞免疫

疗法对荷乳腺癌 MDA-MB-231 肿瘤干细胞的裸鼠的

生存状态、肿瘤生长和 c-Myc mRNA 的表达均有较好

的治疗效果，为临床乳腺癌的治疗提供了科学的依据。 
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