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摘  要：目的  研究六味地黄汤合三圣散联合唑来膦酸治疗前列腺癌骨转移的作用及机制。方法  将前列腺癌骨转移小鼠

随机分为模型组、六味地黄汤合三圣散组、唑来磷酸组和联合组，给予药物干预 2 周，采用 ELISA 法检测血清中碱性磷酸

酶（alkaline phosphatase，ALP）活性；采用全自动生化分析仪检测血清中丙氨酸氨基转移酶（alanine aminotransferase，ALT）、

天冬氨酸氨基转移酶（aspartate aminotransferase，AST）活性及尿肌酐（urine creatinine，CRE）、尿素氮（urine urea nitrogen，

BUN）、血钙、血磷水平；采用 Western blotting 法检测股骨组织中 p63、C-X-C 基序趋化因子受体 4（C-X-C motif chemokine 

receptor 4，CXCR4）和基质金属蛋白酶 9（matrix metalloproteinase 9，MMP9）蛋白表达。结果  与模型组比较，六味地黄

汤合三圣散与唑来膦酸联用显著降低小鼠血清中 ALP、AST、ALT 活性及 CRE、BUN、血钙、血磷水平（P＜0.05），显著

上调股骨组织中 p63 表达（P＜0.05），显著下调股骨组织中 CXCR4 和 MMP9 表达（P＜0.05）。结论  六味地黄汤合三圣散

联合唑来膦酸能够通过上调 p63 表达，抑制 CXCR4 和 MMP9 表达，从而延缓前列腺癌骨转移进程。 
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Abstract: Objective  To study the effect and mechanism of Liuwei Dihuang Decoction (六味地黄汤) combined with Sansheng 

Powder (三圣散) and zoledronic acid in treatment of prostate cancer bone metastasis. Methods  Mice with prostate cancer bone 

metastasis were randomly divided into model group, Liuwei Dihuang Decoction combined with Sansheng Powder group, zoledronic 

acid group and combination group. Mice were given drug intervention for 2 weeks, and alkaline phosphatase (ALP) activity in serum 

was detected by ELISA; Automatic biochemical analyzer was used to detect alanine aminotransferase (ALT), aspartate 

aminotransferase (AST) activities and urinary creatinine (CRE), urea nitrogen (BUN), blood calcium and blood phosphorus levels in 

serum; Western blotting were used to detect p63, C-X-C motif chemokine receptor 4 (CXCR4) and matrix metalloproteinase 9 (MMP9) 
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protein expressions in femoral tissue. Results  Compared with model group, combination of Liuwei Dihuang Decoction and Sansheng 

Powder with zoledronic acid significantly decreased the activities of ALP, AST, ALT and levels of CRE, BUN, calcium and phosphorus 

in serum of mice (P < 0.05). Expression of p63 in femoral tissue was up-regulated (P < 0.05), and expressions of CXCR4 and MMP9 

in femoral tissue were significantly down-regulated (P < 0.05). Conclusion  Liuwei Dihuang Decoction combined with Sansheng 

Powder and zoledronic acid can delay the process of bone metastasis of prostate cancer by up-regulating the expression of p63 and 

inhibiting the expressions of CXCR4 and MMP9. 

Key words: Liuwei Dihuang Decoction; Sansheng Powder; zoledronic acid; prostate cancer; bone metastasis 

在全球男性常见的恶性肿瘤中，前列腺癌发病

率仅次于肺癌，占恶性肿瘤总数的 14.1%，死亡率达

到 6.8%，位列男性癌症死亡率第 5 位[1]。根据 2019

年中国新发癌症数据显示，我国前列腺癌发病率位

居男性发病第 6 位，死亡率位居男性发病第 9 位，

且发病率呈上升趋势[2]。预计到 2030 年，前列腺癌

将超越胃癌成为男性第 3 大常见癌症[3]。由于前列腺

癌早期症状不明显以及前列腺癌的筛查和早期诊断

在我国尚未全面普及，部分患者确诊时已处于晚期，

大约 50%的患者确诊即伴有骨转移，基本丧失手术

根治的机会[4-5]。前列腺癌骨转移患者一线治疗以内

分泌治疗、近距离放疗等方法为主[6]。目前，前列

腺骨转移临床大多采用唑来膦酸治疗，效果较为明

显[7]。虽然近年来通过改进治疗技术、优化治疗方案，

前列腺癌骨转移患者的中位生存期有所提高[8]，但前

列腺癌伴骨转移患者在治疗过程中同样面临治疗所

带来的严重不良反应，其中最为明显的是脊髓压迫、

病理性骨折等骨骼并发症，如果患者不经及时治疗，

最终可能出现全身器官功能衰竭而导致死亡[9-11]。骨

相关不良事件的发生提示应该尽快明确前列腺癌产

生骨转移的生物学机制，寻求防治前列腺癌骨转移

的新靶点，这对于前列腺癌伴骨转移患者生活质量

乃至于疾病预后都具有积极意义。 

中医理论从整体观和辨证论治的角度出发，可

以提升正气、稳固癌灶，防止复发转移，进而提高

生活质量，延长生存期。六味地黄汤源于宋代《小

儿药证直诀》，由熟地黄、山茱萸、山药、泽泻、茯

苓、丹皮组成，素有“补其不足、泻其有余”之称，

与肿瘤的防治原则“扶正祛邪”相一致[12]。现代药

理学研究发现，六味地黄汤的抗肿瘤作用主要体现

在调节机体免疫功能、抑制肿瘤细胞的增殖、抑制

肿瘤血管生成、增殖及转移及抑制原癌基因表达等

方面[13-14]。余绍龙等[15]发现六味地黄汤联合内分泌

治疗晚期前列腺癌能有效降低患者治疗期间的不良

反应。陈高峰等[16]发现六味地黄汤联合西医规范治

疗方案能够降低前列腺癌患者肿瘤标志物水平，缩

小瘤体，改善患者的生活质量。三圣散源于宋代《太

平惠民和剂局方》，由胡黄连、银柴胡、生鳖甲组成，

主治“骨蒸劳气烦热、四肢无力、夜卧虚汗、唇口

干焦、面无血色、日渐羸瘦”，与前列腺癌骨转移患

者临床症状类似。天津中医药大学第一附属医院贾

英杰教授在辨治癌性发热中也提倡使用胡黄连、银

柴胡、生鳖甲等咸寒药物，大补真阴，直走入肾，

扶正祛邪[17]。中医辨证发现前列腺癌骨转移患者临

床症状及体征多与六味地黄汤及三圣散相似，并且

六味地黄汤在前列腺癌治疗中发挥着积极的作用，

能够有效改善患者预后及生存质量。因此，本研究

考察六味地黄汤合三圣散联合唑来膦酸对前列腺癌

骨转移小鼠的影响，为研究前列腺癌骨转移的中西

医结合治疗提供新的思路。 

1  材料 

1.1  动物 

 SPF 级雄性 C57BL/6J 小鼠 60 只，体质量 18～

20 g，6～7 周龄，购自北京维通利华有限公司，动

物合格证号 SYXK（京）2017-0021。动物饲养于 SPF

级动物房，温度 20～22 ℃，相对湿度 45%～55%，

保证空气流动正常，自由进食饮水，适应性饲养 6 d

后开始实验。动物实验遵循天津中医药大学第一附

属医院有关实验动物管理和使用的规定，符合 3R原

则[18-19]。 

1.2  细胞 

小鼠前列腺癌 RM-1 细胞购自武汉普诺赛生命

科技有限公司。 

1.3  药材 

六 味 地 黄 汤 组 方 药 材 熟 地 黄 （ 批 号

202003772）、酒茱萸肉（批号 20207781）、山药（批

号 20209809）、牡丹皮（批号 20200311）、泽泻（批

号 20200667）、茯苓（批号 20206711），三圣散组方

胡黄连（批号 20207191）、银柴胡（批号 202007619）、

醋鳖甲（批号 202001677）均购自天津中医药大学

附属第一医院精品药房，经天津中医药大学第一附

属医院药学部王津燕副主任药师鉴定为正品，符合
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《中国药典》2020 年版规定。 

1.4  药品与试剂 

 注射用唑来膦酸（4 mg/支，批号 H20041953）

购自江苏恒瑞医药股份有限公司；p63 抗体（批号

ab124762）、C-X-C 基序趋化因子受体 4（C-X-C motif 

chemokine receptor 4，CXCR4）抗体（批号 ab181020）、

基质金属蛋白酶 9（matrix metalloproteinase 9，

MMP9）抗体（批号 ab76003）、羊抗兔 IgG 荧光二

抗（批号 ab150157 ）、碱性磷酸酶（ alkaline 

phosphatase，ALP）ELISA 试剂盒（批号 ab252640）

均购自英国 Abcam 公司；丙氨酸氨基转移酶（alanine 

aminotransferase，ALT）检测试剂盒（批号 2400617）、

天冬氨酸氨基转移酶（aspartate aminotransferase，

AST）检测试剂盒（批号 FS-E9670）、尿肌酐（urine 

creatinine，CRE）检测试剂盒（批号 2400450）、尿素

氮（urine urea nitrogen，BUN）检测试剂盒（批号 BJ-

S963436）、血钙检测试剂盒（批号 QYS-239714）、血

磷检测试剂盒（批号 QYS-235060）均购自 Advansta

公司；BCA 蛋白定量试剂盒（批号 FT-LG1234）、β-

actin 抗体（批号 WL01980）购自北京索莱宝科技有

限公司；超特敏ECL化学发光试剂（批号HZ0018AS）

购自武汉博士德生物公司。 

1.5  仪器 

 ZF-288 型全自动凝胶成像分析系统（上海嘉鹏

科技有限公司）；小型垂直电泳槽、小型转印槽转膜

仪（美国 Bio-Rad 公司）；全自动生化仪（美国 MD

公司）；qRT-PCR 仪（德国 SensoQuest 公司）；离心

机（美国 Thermo Fisher Scientific 公司）；酶标仪（美

国 Bio-Tek 公司）。 

2  方法 

2.1  六味地黄汤合三圣散的制备 

熟地黄 24 g、酒茱萸肉 12 g、山药 12 g、牡丹

皮 9 g、泽泻 9 g、茯苓 9 g（后下），胡黄连、银柴

胡、醋鳖甲（先煎）各 9 g，上述药材按先煎后下之

顺序，煎煮 3 次，将 3 次水煎液混合，并加热浓缩

至 10.608 g/mL 的混悬液，于 4 ℃保存备用。 

2.2  前列腺癌骨转移小鼠模型的建立 

60 只雄性 C57BL/6J 小鼠 ip 0.2 mL 5%水合氯

醛麻醉，备皮，碘伏消毒 3 次右下肢膝关节周围，

用微量注射器从右下肢胫骨近端胫骨头凹点进针，

旋转穿刺 2～3 mm，缓慢注射 10 μL RM-1 细胞悬

液（5×107个/mL），拔出注射器，碘伏消毒，待小

鼠苏醒后放回笼中。 

2.3  分组及给药 

前列腺癌骨转移小鼠模型制备成功后，随机分

为模型组、六味地黄汤合三圣散（68 g/kg）组、唑

来膦酸（0.35 mg/kg）组和联合给药组，每组 15 只。

六味地黄汤合三圣散组 ig 六味地黄汤合三圣散混

悬液（68 g/kg），2 次/d，连续 2 周；唑来磷酸组尾

iv 唑来磷酸（0.35 mg/kg），1 次/d，连续 2 周；联合

给药组尾 iv 唑来膦酸（0.35 mg/kg），1 次/d，并 ig

六味地黄汤合三圣散（68 g/kg），2 次/d，连续 2 周；

模型组 ig 生理盐水，2 次/d，连续 2 周。 

2.4  各组小鼠血清中 ALP 活性的测定 

末次给药后，摘眼球取血，室温静置 1 h，3000 

r/min 离心 10 min，取上清，按 ELISA 试剂盒说明

书测定血清中 ALP 活性。 

2.5  各组小鼠血清肝肾功能指标的测定 

采用全自动生化仪测定血清中 ALT、AST 活性

及 CRE、BUN、血钙、血磷水平。 

2.6  Western blotting 检测股骨组织 p63、CXCR4

和 MMP9 蛋白表达 

取各组小鼠股骨组织，研磨后，加入裂解液裂

解，提取蛋白，采用 BCA 蛋白定量试剂盒测定蛋白

浓度。蛋白样品经十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶

电泳，转至 PVDF 膜，于封闭液中室温封闭 2 h，加

入 p63、CXCR4、MMP9 和 β-actin 抗体，4 ℃孵育

过夜；TBST 洗涤 3 次，加入二抗，37 ℃摇床孵育

2 h；TBST 洗涤后，加入 ECL 化学发光试剂显影，

采用 LabWorksTM 凝胶成像系统对条带进行分析。 

2.7  统计分析 

采用 SPSS 26.0 软件进行统计分析，计量资料

采用 x s 表示，符合正态分布采用 t 检验，不符合

正态分布则用秩和检验。 

3  结果 

3.1  X 射线鉴定前列腺癌骨转移小鼠模型 

如图 1 所示，肿瘤细胞在小鼠骨组织内生长， 

 

图 1  X 射线鉴定前列腺癌骨转移小鼠模型 

Fig. 1  X-ray identification of a mouse model of prostate 

cancer bone metastases 
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并对骨质造成明显破坏，成功模拟了前列腺癌细胞

在骨组织中的生长过程以及在此过程中对骨组织所

造成的侵蚀和破坏，成功建立了成骨性骨转移模型。 

3.2  六味地黄汤合三圣散联合唑来膦酸对前列腺

癌骨转移小鼠血清中 ALP 水平的影响 

如表 1 所示，与模型组比较，唑来膦酸组和联

合给药组小鼠血清中ALP活性显著降低（P＜0.05）；

与唑来膦酸组比较，联合给药组血清中 ALP 活性显 

表 1  六味地黄汤合三圣散联合唑来膦酸对前列腺癌骨转移

小鼠血清中 ALP 活性的影响 ( x s , n = 15) 

Table 1  Effect of Liuwei Dihuang Decoction combined with 

Sansheng Powder and zoledronic acid on ALP activity in 

serum of mice with prostate cancer bone metastasis ( x s , 

n = 15) 

组别 剂量/(mg·kg−1) ALP/(U·L−1) 

模型 — 180.3±15.9 

六味地黄汤合三圣散 6.8×104 150.4±14.7 

唑来膦酸 0.35 90.5±8.4* 

联合给药 6.8×104＋0.35 80.7±10.7*# 

与模型组比较：*P＜0.05；与唑来膦酸组比较：#P＜0.05，下表同 

*P < 0.05 vs model group; #P < 0.05 vs zoledronic acid group, same as 

below tables 

著降低（P＜0.05）。 

3.3  六味地黄汤合三圣散联合唑来膦酸对前列腺

癌骨转移小鼠血清中血钙、血磷、CRE、BUN 水平

和 ALT、AST 活性的影响 

如表 2 所示，与模型组比较，六味地黄汤合三

圣散组、唑来膦酸组和联合给药组小鼠血清中 AST

活性及 CRE、BUN 水平均显著降低（P＜0.05），联

合给药组小鼠血清中血钙、血磷水平及 ALT 活性均

显著降低（P＜0.05）；与唑来膦酸组比较，联合给

药组血清中 ALT、AST 活性及 CRE、BUN 水平均

显著降低（P＜0.05）。 

3.4   六味地黄汤合三圣散联合唑来膦酸对前列

腺癌骨转移小鼠股骨组织中 p63、CXCR4 和

MMP9 蛋白表达的影响 

如图 2 所示，与模型组比较，各给药组小鼠股

骨组织中 p63 蛋白表达水平显著升高（P＜0.05），

唑来膦酸组和联合给药组小鼠股骨组织中 CXCR4

和 MMP9 蛋白表达水平均显著降低（P＜0.05）；与

唑来膦酸组比较，联合给药组股骨组织中 p63 蛋白

表达水平显著升高（P＜0.05），CXCR4 和 MMP9 蛋

白表达水平均显著降低（P＜0.05）。 

表 2  六味地黄汤合三圣散联合唑来膦酸对前列腺癌骨转移小鼠血清中血钙、血磷、CRE、BUN 水平和 ALT、AST 活性的

影响 ( x s , n = 15) 

Table 2  Effect of Liuwei Dihuang Decoction combined with Sansheng Powder and zoledronic acid on levels of serum calcium, 

serum phosphorus, CRE, BUN levels and ALT, AST activities in serum of mice with prostate cancer bone metastasis ( x s , n = 15) 

组别 剂量/(mg·kg−1) 
血钙/ 

(mmol·L−1) 

血磷/ 

(mmol·L−1) 

ALT/ 

(U·L−1) 

AST/ 

(U·L−1) 

CRE/ 

(mmol·L−1) 

BUN/ 

(mmol·L−1) 

模型 — 3.01±0.21 1.59±0.34 70.0±14.3 255.1±81.4 62.5±13.9 22.1±2.5 

六味地黄汤合三圣散 6.8×104 2.69±0.12 1.56±0.26 65.1±7.8 210.5±17.9* 31.5±1.8* 17.3±2.1* 

唑来膦酸 0.35 2.58±0.15 1.46±0.19 60.9±4.7 193.6±14.7* 34.1±4.7* 14.8±0.6* 

联合给药 6.8×104＋0.35 2.41±0.16* 1.44±0.41* 43.2±9.7*# 175.4±13.5*# 29.0±3.4*# 11.4±1.5*# 

           

A-模型组  B-六味地黄汤合三圣散组  C-唑来膦酸组  D-联合给药组  与模型组比较：*P＜0.05；与唑来膦酸组比较：#P＜0.05 

A-model group  B-Liuwei Dihuang Decoction combined with Sansheng Powder group  C-zoledronic acid group  D-combined administration group  

*P < 0.05 vs model group; #P < 0.05 vs zoledronic acid group 

图 2  六味地黄汤合三圣散联合唑来膦酸对前列腺癌骨转移小鼠股骨组织中 p63、CXCR4 和 MMP9 蛋白表达的影响 ( x s , 

n = 15) 

Fig. 2  Effect of Liuwei Dihuang Decoction combined with Sansheng Powder and zoledronic acid on p63, CXCR4 and MMP9 

protein expressions in femoral tissues of mice with prostate cancer bone metastasis ( x s , n = 15) 
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4  讨论 

前列腺癌骨转移属于中医“骨痹”“骨瘤”“骨

疽”的范畴，《素问·阴阳应象大论》中曰：“肾生骨

髓”，《外科枢要·论瘤赘》云：“若劳伤肾水，不能荣

骨而为肿瘤……夫瘤者，留也。随气凝滞，皆因脏

腑受伤，气血乖违。”由此可见，肿瘤疾病中出现骨

转移与肾关系密切。六味地黄汤是中医“滋补肾阴”

的基础方剂，常被用于糖尿病及肾脏相关疾病的治

疗[20-21]。现代药理学研究发现，六味地黄汤具有多

途径的抗肿瘤作用。在调节机体免疫功能方面，邹

超[22]发现六味地黄汤可提高荷瘤小鼠血清中白细

胞介素-2、γ 干扰素水平及 CD4+/CD8+比例，从而改

善机体免疫功能；在抑制肿瘤血管生成方面，周牡

娜等[23]发现六味地黄汤通过降低血管内皮生长因

子（vascular endothelial growth factor，VEGF）、血

管生成素-2（angiopoietin-2，Ang-2）蛋白表达，上

调凝血酶敏感蛋白（thrombospondin，TSP）、组织金

属 蛋 白 酶 抑 制 剂 -2 （ tissue inhibitor of 

metalloproteinase-2，TMP-2）蛋白表达，从而抑制人

肝癌 BEL-7402 细胞凋亡及肿瘤血管生成。但目前

关于六味地黄汤在前列腺癌骨转移方面的实验研究

甚少，其具体作用及机制尚不明确。 

p63 作为新发现的肿瘤抑制基因，其结构和功

能与 p53 具有同源性，被认为是 p53 基因家族的成

员。p63 选择性表达于具有增殖功能的基底细胞层，

在维持基质细胞增殖分化和触发胚胎上皮组织层化

方面发挥重要作用[24]。因此，p63 通常在前列腺癌

组织中低表达或不表达，而在正常前列腺组织中选

择性表达。在前列腺癌疾病进程中，CXCR4 表达持

续增加，其转录调控水平是 CXCR4 在癌细胞中发

挥功能的关键决定因素，往往与肿瘤的侵袭性表型

密切相关[25]。相关研究表明，CXCL12/CXCR4 轴参

与了前列腺癌癌细胞转移到骨骼的过程，在骨骼中，

癌细胞会异常表达 CXCR4 趋化因子的受体[26]。

MMP9参与了肿瘤细胞在基底膜和间质细胞外基质

（stromal extracellular matrix，ECM）的渗透过程，从

而诱导肿瘤的侵袭转移表型的产生。此外，靶向

MMP9治疗的抑制剂已经在治疗转移性前列腺癌的

临床试验中进行了测试，但未能增加患者的存活率，

可能是由于这些抑制剂缺乏特异性和选择性[27]。因

此，本研究检测了 p63、CXCR4、MMP9 蛋白表达，

以期明确六味地黄汤合三圣散对前列腺癌增殖和骨

转移的影响。 

本研究结果显示，六味地黄汤合三圣散联合唑

来膦酸能够显著降低前列腺癌骨转移小鼠血清中

ALP 活性及血钙、血磷等水平。ALP 作为前列腺癌

监测的骨标志物之一，与骨的代谢密切相关，反映

成骨活性，在判断骨肿瘤的良恶性及前列腺癌骨转

移中具有十分重要的临床意义。另有一项研究证实

了 ALP 是前列腺癌骨转移的独立相关因素，能有效

预测骨转移的发生[28]，提示 ALP 与前列腺骨转移

的关系密切。六味地黄汤合三圣散联合唑来膦酸能

够显著上调股骨组织中 p63 表达，抑制 CXCR4 和

MMP9 的表达，表明六味地黄汤合三圣散可能通过

调控 p63、CXCR4 和 MMP9 的表达，从而延缓前列

腺癌骨转移。各实验组中，以六味地黄汤合三圣散

联合唑来膦酸作用最为显著，提示六味地黄汤三圣

散联合唑来膦酸延缓前列腺癌骨转移效果最佳。 
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