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摘  要：目的  观察槐耳颗粒联合树突细胞（DC）-细胞因子诱导的杀伤细胞（CIK）对乳腺癌 MDA-MB-231 干细胞体内外的

杀伤效果。方法  用槐耳颗粒（500 mg/L）、槐耳颗粒（1 000 mg/L）与乳腺癌 MDA-MB-231 细胞作用后，荧光倒置显微镜观

察 MDA-MB-231 细胞形态的变化，MTT 比色法检测槐耳颗粒对 MDA-MB-231 细胞增殖的抑制情况，流式细胞仪检测乳腺癌

MDA-MB-231 细胞干细胞（CD44+CD24−细胞）所占的比例。采用乳酸脱氢酶（LDH）释放测定法检测 DC-CIK 细胞联合槐耳

颗粒对乳腺癌 MDA-MB-231 细胞的杀伤作用。建立 BalB/C 荷 MDA-MB-231 乳腺癌干细胞裸鼠模型，随机分为模型组、槐耳

颗粒组、DC-CIK 组及槐耳颗粒与 DC-CIK 细胞连合组，槐耳颗粒组小鼠按 0.33 g/kg ig 给药，每天 1 次，连续 3 周；DC-CIK

组小鼠尾 iv DC-CIK 细胞 5×105个/g，2 次/周，连续 3 周；联合治疗组同时按照单药给药方法联合治疗，观察各组荷瘤裸鼠生

存状态，比较各组裸鼠体质量和瘤体积。结果  槐耳颗粒（500 mg/L）、槐耳颗粒（1 000 mg/L）作用于乳腺癌 MDA-MB-231

细胞 36 h 后，可使乳腺癌 MDA-MB-231 细胞逐渐变小，核浓缩，抑制乳腺癌 MDA-MB-231 细胞的增殖，同时乳腺癌

MDA-MB-231 细胞中 CD44+CD24−细胞比例明显降低。给予荷瘤裸鼠治疗结束后，联合治疗组的瘤质量明显低于 2 个单独治疗

组。结论  槐耳颗粒联合 DC-CIK 细胞对乳腺癌 MDA-MB-231 干细胞体内外杀伤效果均好于单独使组。 
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Abstract: Objective  To study the killing effect of dendritic cells (DC cells)-cytokine-induced killer cells (CIK cells) combined with 

Huaier Granules on breast cancer MDA-MB-231 stem cells in vivo and in vitro. Methods  After the action of the 500 mg/L and the 

1 000 mg/L Huaier Granules on breast cancer MDA-MB-231 cells, the morphological changes of MDA-MB-231 cells were observed 

by fluorescence inverted microscope. The inhibition of the proliferation of MDA-MB-231 cells was detected by MTT colorimetry, and 

the proportion of MDA-MB-231 cell stem cells (CD44+CD24− cells) in breast cancer was detected by flow cytometry. Lactate 

dehydrogenase (LDH) release assay was used to detect the killing effect of DC-CIK cells combined with Huaier Granules on breast 

cancer MDA-MB-231 cells. A nude mouse model of BalB/C bearing MDA-MB-231 breast cancer stem cells was established and 

randomly divided into four groups: model group, Huaier Granules group, DC-CIK group and the combination group of DC-CIK and 
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Huaier Granules. The mice in the Huaier Granules group were administrated with Huaier Granules by ig at 0.33 g/kg, one time a day for 

3 weeks. In DC-CIK group, DC-CIK cells were intravenously injected into the tail of mice 1 × 105/g, twice a week for 3 weeks; The 

survival status of tumor bearing nude mice in each group was observed, and the body weight and tumor volume of nude mice in each 

group were compared. Results  After Huaier Granules (500 mg/L) and Huai Er granule (1 000 mg/L) treated on breast cancer 

MDA-MB-231 cells for 36 h, breast cancer MDA-MB-231 cells were gradually reduced, nuclear concentration, proliferation of breast 

cancer MDA-MB-231 cells were inhibited, and the proportion of CD44+CD24− cells in MDA-MB-231 cells of breast cancer were 

significantly reduced. After treatment, the tumor weight of nude mice bearing MDA-MB-231 breast cancer stem cells in the combined 

treatment group were significantly lower than that of the two separate treatment groups. Conclusion  The effect of the combination of 

DC-CIK and MDA-MB-231 on the breast cancer stem cells in vitro and in vivo is better than that in the separate group.  

Key words: Huaier Granules; DC-CIK cells; breast cancer; stem cells; killing effect 

 

乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，目前发

病率逐年上升[1]。提高转移性复发性乳腺癌患者生

存率则一直是待解决的难题。乳腺癌目前治疗的主

要手段有外科手术、化疗、放疗，乳腺癌虽然是常

见病，早期病人可以通过根治性手术进行治疗，但

已处于中晚期确诊患者，在为患者进行化疗和放疗

的同时，会严重降低患者的自身免疫力。肿瘤干细

胞具有自我分化、更新的特点，而传统的放化疗方

法只能杀伤肿瘤细胞，不能彻底清除肿瘤干细胞[2]。

因此，肿瘤免疫治疗和中药治疗由于其在临床治疗

中毒副作用小和特异性高等优势，被广泛认为是绿

色的治疗手段。肿瘤的细胞免疫治疗是肿瘤免疫治

疗的一种治疗方法，是指将自身或同种异体的免疫

细胞，在体外激活，然后回输给患者，从而达到杀

伤患者体内的肿瘤细胞的目的，这些免疫细胞包括

细胞因子诱导的杀伤细胞（cytokine induced killer 

cells，CIK 细胞）、淋巴因子激活的杀伤细胞、自然

杀伤细胞（natural killer，NK cell）、肿瘤浸润性淋

巴细胞等。作为抗原提呈细胞的树突状 DC 细胞，

和 CIK 共同培养，可以杀伤肿瘤干细胞，同时不损

伤正常细胞[3]。槐耳颗粒是由药用真菌槐耳的提取

物（槐耳清膏）制成的中成药，槐耳性平，味苦、

辛，具有抗癌[4]等作用。槐耳含有多种有机成分和

矿物质元素，其主要活性成分为蛋白多糖[5]。据研

究报道，槐耳具有杀伤多种肿瘤细胞，使其凋亡并

抑制血管的再生，如肝癌细胞、胃癌细胞、肺癌细

胞和乳腺癌细胞等；同时槐耳能够提高机体的免疫

力[6-7]。有研究报道，槐耳颗粒联合 DC-CIK 对荷结

肠癌 HT29 干细胞瘤裸鼠的抑瘤率明显优于各自单

独给药组，并与 PI3K/Akt、Wnt/β-catenin 和 Notch

通路中关键基因 PI3KR1、Wnt1 和 Notch1 的表达下

调有关[8]。故本研究探讨 DC-CIK 细胞联合槐耳颗

粒对乳腺癌 MDA-MB-231 干细胞体内外杀伤效果，

为临床上治疗乳腺癌提供科学的依据和方案。 

1  材料 

1.1  药品与试剂 

RPMI 1640 培养基和青链霉素为美国Gibco 公司

产品；人淋巴细胞分离液为天津美德太平洋科技有限

公司产品；CD44、CD24 磁珠抗体为德国 Miltenyi 公

司产品；重组人粒细胞集落刺激因子（RhGM-CSF）、

重组人白细胞介素-4（RhIL-4）、重组人白细胞介素-2

（RhIL-2）、重组人白细胞介素-1α（RhIL-1α）、重组人

γ-干扰素（rhIFN-γ）为美国 Peprotech 公司产品。槐

耳颗粒（国药准字 Z20000109，生产批号为 AA21，

规格为每袋装 20 g，主要成分为槐耳菌质）为启东盖

天力药业有限公司产品。 

1.2  细胞 

乳腺癌 MDA-MB-231 细胞株为天津市肿瘤医

院惠赠。 

1.3  实验动物 

32 只 SPF 级 3～4 周龄雌性 Balb/c 裸鼠，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 11400500018047，动物使用

许可证号为 SCXK（京）2014-0013。动物实验符合

伦理要求。 

1.4  仪器 

IX71 荧光倒置显微镜为日本 Olympus 公司产

品；生物安全柜和细胞培养箱为美国 Thermo 公司

产品；流式细胞仪为美国 BD 公司产品；磁珠分选

仪为德国 Miltenyi 公司产品；全自动细胞计数分析

仪为韩国 Count star 公司产品。 

2  方法 

2.1 细胞培养 

2.1.1  乳腺癌细胞培养  在含有 1%青链霉素和

10%胎牛血清的 RPMI 1640 培养基中培养乳腺癌

MDA-MB-231 细胞。 
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2.1.2  DC 细胞的培养  用淋巴细胞分离液分离健

康自愿捐献成人白细胞，收集单个核细胞中的贴壁

细胞。加入 1 000 U/mL rhIL-4、1 000 U/mL 

rhGM-CSF 到含 10%新生小牛血清的 RPMI 1640 培

养基中培养。 

2.1.3  CIK 细胞的培养  用淋巴细胞分离液分离健

康成人白细胞，收集单个核细胞中的非黏附细胞。

加 500 U/mL rhIL-2、5 ng/mL IL-1α 及 50 ng/mL 

CD3、50 ng/mL rhIFN-γ 到含用 10%小牛血清的

RPMI 1640 完全培养基中培养。第 8天将DC 和CIK

细胞在 37 ℃、5% CO2培养箱中混合培养 1～2 d，

制备 DC-CIK 细胞。 

2.2  MDA-MB-231 肿瘤干细胞分选 

收集 MDA-MB-231 细胞，加入 10 μL CD24−生

物素，孵育，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 磁

珠孵育。用 500 μL PBS 重悬细胞备用。收集

CD44+CD24−细胞[9]。 

2.3  细胞毒实验 

用含 10%胎牛血清的 RPMI 1640 培养基，将

MDA-MB-231 原代癌细胞制成 5×104 个/mL 单细

胞悬液，接种于 96 孔培养板中，每孔加入 180 μL。

培养 24 h 后，加入受试药物。实验共分 3 组：对照

组加入等体积含 DMSO 生理盐水；槐耳颗粒低剂量

组，将槐耳颗粒用纯净水溶解，调节终质量浓度

为 500 mg/L；槐耳颗粒高剂量组，调节终质量浓

度 1 000 mg/L[10]。将平板在 37 ℃、5% CO2 的温箱

中孵育 36 h，去除培养液。用荧光显微镜观察各组细

胞的形态，每孔加入含 0.5 mg/mL MTT 的 PBS 液 100 

μL，37 ℃温育 4 h。弃去上清液，每孔加入 100 μL 

DMSO，置于全自动酶标仪 490 nm 处测定吸光度（A）

值，计算细胞增殖抑制率。实验重复 5 次。 

细胞增殖抑制率＝1－A 实验/A 对照 

2.4  MDA-MB-231 细胞干细胞比例的检测 

取 MDA-MB-231 细胞，用胰酶/EDTA 消化液

消化，将细胞悬液吸入离心管，400×g 离心 5 min，

弃去培养液，用 80 μL 缓冲液（0.5% BSA、2 mmoL/L 

EDTA、0.01 mmoL/L PBS）洗涤，重悬。加入 FC

受体阻断剂，加入鼠抗人 CD24 单抗和 CD44。实

验分组及加药同“2.3”项，各组加入相应的药物， 

4 ℃避光，放置 30 min，PBS 洗 2 次，除去未结合

一抗，400×g 离心 5 min，去除上清液，各管加入

500 μL PBS 重悬；标记好的细胞悬液经 200 目筛网

滤过，用流式细胞仪检测 CD44+CD24−细胞的比例。 

2.5  DC-CIK 细胞联合槐耳颗粒对乳腺癌 MDA- 

MB-231 细胞杀伤作用的检测 

采用乳酸脱氢酶（LDH）释放测定法，按照

Cytotox96non- radioactive cytotoxicity assay 说明进

行操作，以 MDA-MB-231 细胞为靶细胞，调整靶

细胞浓度为 1×105个/mL，实验共分 2 组：DC-CIK

组，DC-CIK细胞为效应细胞，浓度为 1×106个/mL；

联合治疗组，DC-CIK 细胞浓度为 1×106 个/mL，

加入槐耳颗粒，终质量浓度 1 000 mg/L。按不同效

靶比 10∶1、20∶1 的比例加到 96 孔板中，在每一

效靶比下，均设 3 个复孔。混匀上述细胞，在 5% 

CO2、37 ℃的 CO2培养箱中培养 4 h，收集培养后

的上清液，在 490 nm 波长下，用酶标仪检测其 A

值。重复实验 5 次。计算细胞杀伤率[11]。 

杀伤率＝(A 实验－A 效应细胞自然释放－A 靶细胞自然释放)/(A 靶细

胞最大释放－A 靶细胞自然释放) 

2.6  荷 MDA-MB-231 干细胞裸鼠模型的制备 

收集“2.2”项中分选的 CD44+CD24−细胞，用

无血清培养基调整细胞浓度至 5×105个/mL，按 1∶

1 比例与 matrigel 混匀，在 Balb/c 裸鼠右侧腋下接

种 0.2 mL 细胞，接种部位出现了结节，即认定为移

植瘤模型成功。 

2.7  MDA-MB-231 干细胞荷瘤裸鼠的治疗 

将上述荷 MDA-MB-231 肿瘤干细胞裸鼠，随

机分 4 组，每组 8 只裸鼠。模型组：尾 iv 生理盐水

0.2 mL/次，2 次/周；槐耳颗粒组：用 600 mL 纯净

水将 20 g 槐耳颗粒溶解，将配制好的溶液，每天按

0.2 mL ig 给药 1 次（剂量为 0.33 g/kg），连续 3 周[7]；

DC-CIK 组，尾 iv DC-CIK 细胞，按小鼠 5×105个

细胞/g，0.2 mL/次，2 次/周，最终细胞数量为 1×

106 个，连续 3 周；联合治疗组：小鼠同时按照槐耳

颗粒组和 CD-CIK 组方法给药。肿瘤干细胞接种成

瘤后，各组开始第 1 次治疗。治疗期间，2 d 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。 

2.8  移植瘤 HE 染色 

各组治疗后，取出移植瘤组织，进行 HE 染色，

观察病理学改变。 

2.9  统计学分析 

应用 SPSS 20.0 统计学软件包进行数据分析。

计量资料数据采用 ±x s 表示，多组间相同指标比较

采用F检验进行单因素方差分析，检验水准 α＝0.05。 
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3  结果 

3.1  槐耳颗粒对乳腺癌 MDA-MB-231 细胞形态的

影响 

荧光倒置显微镜下可见对照组的乳腺癌

MDA-MB-231 细胞贴壁生长，成梭形或多边形，有

折光性，胞体大，成团生长，核仁清楚，胞质均匀

透明。槐耳颗粒（500 mg/L）组和槐耳颗粒（1 000 

mg/L）组细胞无折光性，无立体感，核浓缩，部分

裂解，见图 1。 

3.2  槐耳颗粒对乳腺癌 MDA-MB-231 细胞增殖抑

制作用 

与对照组相比，槐耳颗粒（500 mg/L）组和槐

耳颗粒（1 000 mg/L）组乳腺癌 MDA-MB-231 细胞

增殖受到明显抑制（P＜0.05），见表 1。 

 

        
对照                           槐耳颗粒 500 mg·L−1                  槐耳颗粒 1 000 mg·L−1      

图 1  槐耳颗粒对乳腺癌 MDA-MB-231 细胞形态的影响（×100） 

Fig. 1  Effect of Huaier Granules on the morphology of breast cancer MDA-MB-231 cells (× 100) 

表 1  槐耳颗粒对乳腺癌 MDA-MB-231 细胞增殖抑制作用 

(x ± s, n = 8 ) 

Table 1  Inhibition of Huaier Granules on proliferation of 

       breast cancer MDA-MB-231 cell (x ± s, n = 8 ) 

组别 ρ/(mg·L−1) A 值 增殖抑制率/% 

对照 — 1.267±0.178 — 

槐耳颗粒  500 1.038±0.112* 18.07 

 1 000 0.997±0.109* 21.31 

与对照组比较：*P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group 

3.3  槐耳颗粒对 CD44+CD24−细胞表达的影响 

流式细胞术检测结果显示：对照组、槐耳颗粒

（500 mg/L）组和槐耳颗粒（1 000 mg/L）组乳腺癌

MDA-MB-231 细胞中 CD44+CD24−细胞比例分别为

（30.56±5.78）%、（22.34±4.01）%、（20.98±3.89）%，

槐耳颗粒（500 mg/L）组和槐耳颗粒（1 000 mg/L）

组中 CD44+CD24−细胞比例明显低于对照组，差异

有统计学意义（P＜0.05），见图 2。 

3.4  DC-CIK 细胞形态 

收集外周血单个核细胞中的贴壁细胞，2 h 后细

胞呈圆形，呈小型集落聚集，为 DC 细胞，5～8 d，

DC 细胞成熟，细胞表面有大量的突起，为典型的

树突细胞形态（图 3）。收集外周血单个核细胞中的

贴壁细胞，初期细胞呈小圆形，为 CIK 细胞，随着

培养天数的增加，细胞呈大型悬浮集落（图 3）。 

3.5  DC-CIK 细胞联合槐耳颗粒对乳腺癌 MDA- 

MB-231 细胞杀伤作用 

以 MDA-MB-231 细胞为靶细胞，DC-CIK 细胞

为效应细胞，采用 LDH 释放法，进行杀伤实验，

随着效靶比的增加，DC-CIK 细胞组及 DC-CIK 细 

 

图 2  流式细胞仪检测乳腺癌 MDA-MB-231 细胞中 CD44+CD24−细胞的比例 

Fig. 2  Detection of CD44+CD24− cell ratio in breast cancer MDA-MB-231 cells by flow cytometry 
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 对照                         槐耳颗粒 500 mg·L−1                     槐耳颗粒 1 000 mg·L−1 
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培养 5 d 的 DC 细胞                   培养 5 d 的 CIK 细胞                  培养 14 d 的 DC-CIK 细胞 

图 3  光学显微镜下 DC-CIK 细胞形态（×400） 

Fig. 3  Cell morphology of DC-CIK under optical microscope (× 400) 

胞联合槐耳颗粒（1 000 mg/L）组的杀伤作用均增

强，效靶比越高，对 MDA-MB-231 细胞的杀伤率

越高。在同样效靶比的情况下，联合治疗组的杀伤

率高于 DC-CIK 细胞组，差异有显著性（P＜0.05）。

见表 2。 

3.6  荷 MDA-MB-231 干细胞裸鼠模型鉴定 

裸鼠接种 MDA-MB-231 肿瘤干细胞后第 3～4

天，Balb/c 裸鼠的右侧腋下接种部位出现了有黄色

包膜的结节，即为移植瘤。光学显微镜下，移植瘤

病理切片检查为乳腺癌中分化腺癌，见图 4。 

表 2  DC-CIK 细胞联合槐耳颗粒对 MDA-MB-231 细胞杀伤 

作用 (x ± s, n = 8 ) 

Table 2  Killing activity of DC-CIK cells combined with Huaier 

     Granules on MDA-MB-231 cells (x ± s, n = 8 ) 

组别 
杀伤率/% 

效靶比 10∶1 效靶比 20∶1 

DC-CIK  19.36±1.89 22.54±2.31# 

联合治疗 25.74±2.73* 29.94±2.97#* 

与同组效靶比 10∶1 比较：#P＜0.05；与DC-CIK 组比较：*P＜0.05 

#P < 0.05 vs effect-target ratio of 10∶1 in the same group; *P < 0.05 vs 

DC-CIK group 

 

 

图 4  裸鼠移植瘤组织切片 HE 染色（×200） 

Fig. 4  HE staining of transplanted tumor tissue sections in 

 nude mice (× 200) 

3.7  荷 MDA-MB-231 肿瘤干细胞裸鼠生存状态和

体质量变化及瘤体大小的比较 

观察各组荷瘤裸鼠生存情况，3 个治疗组的荷

瘤裸鼠情绪稳定，活动自如，能正常的进食和饮水，

这些裸鼠在 3 周治疗期间生存体征没有明显的变

化；模型组裸鼠精神萎靡，活动减弱。治疗结束 3

个治疗组裸鼠体质量总体平稳，后期略有下降，联

合治疗组裸鼠体质量稍大于槐耳颗粒组和 DC-CIK

组，而模型组裸鼠体质量则显著下降，差异有显著

性（P＜0.05）。见表 3。 

对荷瘤裸鼠的治疗期间，模型组出现肿瘤体积

不断增加的情况，其他治疗组瘤体增长较缓慢，治

疗结束后，3 个治疗组的瘤体的大小均小于模型组，

差异有显著性（P＜0.05、0.01）；联合治疗组又小

于槐耳颗粒组和 DC-CIK 组，差异有显著性（P＜

0.05），见表 3。 

表 3  各组裸鼠体质量和瘤体大小比较 (x ± s, n = 8 )  

Table 3  Comparison of nude mice's body mass, tumor size 

in each group (x ± s, n = 8 ) 

组别 裸鼠体质量/g 瘤体大小/mm3 

模型 20.93±0.54 303.10±129.40 

槐耳颗粒 22.07±0.87* 211.40±80.70* 

DC-CIK 22.15±0.84* 213.40±83.41* 

联合治疗 23.33±0.69**# 121.80±28.04**# 

与模型组比较：
*
P＜0.05  

**
P＜0.01；与 DC-CIK 组或槐耳颗粒组比

较：#P＜0.05 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs model group; #P < 0.05 vs DC-CIK group or 

Huaier Granules group 

4  讨论 

中医学认为肿瘤是因为人体正气不足，外邪入

侵等致病因素共同作用，致使人体阴阳失衡，经络

阻滞，脏腑失和，气血失调，积而成瘤[12-13]。研究
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发现中药对于肿瘤的治疗具有不易产生耐药性、安

全性高、扶正祛邪、化瘀解毒等优点[14]。中药应用

于临床抗癌治疗历史悠久，随着对中药抗肿瘤不断

深入的研究发现，中药可以提高患者机体的免疫力，

抑制肿瘤细胞的生长，杀伤肿瘤细胞和肿瘤干细胞，

使肿瘤细胞凋亡，防止肿瘤细胞转移等[3, 15-17]。 

槐耳颗粒是药用真菌槐耳的提取物，性状为棕

黄色或棕褐色颗粒，其成分为槐耳菌质，其活性成

分主要为蛋白多糖[5]。具有扶正固本，活血消症、

抗癌等作用，适用于瘀血阻滞，正气虚弱。据研究

报道，槐耳具有杀伤肝癌细胞、肺癌细胞、胃癌细

胞、肝癌细胞和乳腺癌细胞等多种肿瘤细胞，使肿

瘤细胞凋亡，并抑制血管的再生，同时能够提高机

体的免疫力，改善患者生活质量[18-19]。本研究采用

临床常用抗肿瘤药槐耳颗粒作为研究对象，发现其

作用于乳腺癌 MDA-MB-231 细胞 36 h 后可使乳腺

癌 MDA-MB-231 细胞逐渐变小，核浓缩，进而抑

制乳腺癌 MDA-MB-231 细胞的增殖，同时乳腺癌

MDA-MB-231 细胞中 CD44+CD24−细胞比例明显降

低。本研究用槐耳颗粒对 MDA-MB-231 细胞增殖

抑制效果与孙雯雯等[8]研究的对结肠癌 HT29 杀伤

效果是一致的。 

采用 DC-CIK 细胞免疫治疗肿瘤，已成为国内

外研究的热点。DC 细胞具有很强抗原提呈功能，

能激活初始 T 细胞，启动特异性免疫应答[20-21]。将

DC 与 CIK 共培养，其增殖速度明显高于 CIK 细胞，

两者具有共同的抑瘤效果。本研究发现，槐耳颗粒

联合DC-CIK细胞对MDA-MB-231细胞杀伤作用比

单独使用槐耳颗粒更强。 

采用每周 2 次给荷瘤裸鼠输入 1×106 个

DC-CIK 细胞联合每天给予槐耳颗粒进行治疗，结

果显示经过治疗的裸鼠生存状态良好，瘤体增长较

模型组缓慢，同时其抑瘤率明显高于单独使用

DC-CIK 细胞组和槐耳颗粒组。体内动物实验与体

外细胞实验均表明槐耳颗粒联合 DC-CIK 细胞对乳

腺癌 MDA-MB-231 肿瘤干细胞具有较明显的抑瘤

和杀伤作用，值得进一步深入研究，为临床治疗提

供科学依据。 
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