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艾灸调控 MEK/ERK 信号通路增强曲美替尼对
乳腺癌小鼠的抗肿瘤疗效及机制研究

李继娟，张晨曦，梁新月，马 钰，刘敬萱，贾春生，潘丽佳

（河北中医药大学针灸推拿学院，石家庄  050200）

【摘　要】　目的：探讨艾灸联合丝裂原活化蛋白激酶激酶（MEK）/细胞外信号调节激酶（ERK）通路抑制剂

曲美替尼对乳腺癌荷瘤小鼠肿瘤生长的协同抑制作用，并分析其潜在机制。方法：将 50 只 BALB/C 雌性小

鼠随机分为空白组、模型组、抑制剂组（曲美替尼）、直接灸组、联合组（曲美替尼+直接灸），每组 10 只。以

4T1 细胞注射建立乳腺癌荷瘤小鼠模型。予空白组与模型组小鼠 0.1 mL 0.9% 氯化钠溶液灌胃，每日 1 次；

予抑制剂组小鼠曲美替尼溶液灌胃，3 mg/kg，每日 1 次；予直接灸组小鼠双侧“足三里”直接灸，每穴每次灸

2 壮，每 2 日 1 次；联合组同时给予曲美替尼溶液灌胃和直接灸干预；各组干预 21 d。测量记录小鼠干预前后

的体质量和干预后肿瘤体积，称取肿瘤质量、计算抑瘤率，HE 染色观察肿瘤组织病理形态变化，免疫组织化

学染色法和 Western blot 法检测小鼠肿瘤组织中磷酸化（p）-MEK、p-ERK、细胞 Myc 原癌基因（c-Myc）、

程序性死亡配体 1（PD-L1）蛋白表达情况，实时荧光定量 PCR 法检测小鼠肿瘤组织中 c-Myc、PD-L1 的

mRNA 表达情况。结果：干预后，与空白组比较，模型组小鼠体质量下降（P<0.01）。与模型组比较，各治疗

组小鼠体质量均升高（P<0.01），肿瘤组织形态出现不同程度退变与细胞破裂，肿瘤体积与质量均下降（P<
0.01，P<0.05），肿瘤组织中 p-MEK、p-ERK、c-Myc、PD-L1 阳性表达和蛋白表达，c-Myc 与 PD-L1 的 mRNA
表达水平降低（P<0.01，P<0.05）。与抑制剂组比较，直接灸组小鼠体质量升高（P<0.01），肿瘤组织 p-MEK
与 p-ERK 阳性表达和蛋白表达水平上升（P<0.01，P<0.05）；联合组小鼠体质量升高（P<0.05），肿瘤体积

与质量下降（P<0.05），肿瘤组织形态退变与细胞破裂更明显，肿瘤组织中 c-Myc、PD-L1 阳性表达、蛋白表

达水平和 mRNA 表达水平下降（P<0.01，P<0.05）。与直接灸组比较，联合组小鼠肿瘤体积与质量下降

（P<0.01），肿瘤组织形态退变与细胞破裂更明显，肿瘤组织中 p-MEK、p-ERK、c-Myc、PD-L1 阳性表达、蛋

白表达和 c-Myc、PD-L1 mRNA 表达均下降（P<0.01，P<0.05）。结论：艾灸可通过抑制 MEK/ERK 通路磷

酸化及下游 c-Myc/PD-L1 轴，增强曲美替尼的抗肿瘤效果。
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【ABSTRACT】　 Objective　To explore the synergistic inhibitory effect of moxibustion and mitogen-activated protein 

kinase kinase （MEK）/ extracellular regulated protein kinases （ERK） pathway inhibitor Trametinib on tumor growth in 

breast cancer tumor-bearing mice and to analyze its underlying mechanisms. Methods　 Fifty female BALB/C mice 

were randomly divided into blank control， model， inhibitor （Trametinib）， direct moxibustion and combination 

（Trametinib+moxibustion） groups， with 10 mice in each group. Injection of 4T1 cells was used to establish breast 

cancer tumor-bearing mouse model. Both the blank control and model groups received gavage of 0.1 mL of normal 
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saline once daily. In the inhibitor group， Trametinib solution was administered by gastric gavage at 3 mg/kg， once a 

day for 21 d. For mice of the direct moxibustion group， moxibustion was applied at bilateral “Zusanli” （ST36）， 2 cones 

per acupoint， once every 2 days for 21 d. The combination group was treated with administration of Trametinib （once 

daily） by gastric gavage and direct moxibustion （once every 2 d） for 21 d. Body weight and tumor volumes were 

measured in mice. The tumor weight was quantified and the tumor inhibition rate was calculated. Histopathological 

alterations in tumor tissues were observed after H.E. staining. The protein expression levels of phosphorylated （p）-MEK， 

p-ERK， myelocytomatosis viral oncogene homolog （c-Myc）， and programmed cell death ligand 1 （PD-L1） in the tumor 

tissues were assessed using immunohistochemical staining and Western blot， separately. Additionally， the mRNA 

expression levels of c-Myc and PD-L1 in the tumor tissue were detected using fluorescence quantitative real-time PCR. 

Results　 After the intervention， compared with the blank control group， the body mass of mice was decreased 

evidently in both the model and inhibitor groups （P<0.01）， rather than in the direct moxibustion and combination groups. 

Compared with the model group， the body mass of mice was obviously increased （P<0.01）， and the tumor volume and 

weight were obviously decreased in each treatment group （P<0.01， P<0.05）. The tumor inhibition rate was 35.19% in 

the inhibitor group， 30.27% in the direct moxibustion group， and 50.67% in the combination group. The protein 

expression levels of p-MEK， p-ERK， c-Myc and PD-L1， and the mRNA expression levels of c-Myc and PD-L1 in the 

tumor tissues were significantly decreased （P<0.01） in each treatment group relatively to the model group. The 

therapeutic effect of the combination group was significantly superior to that of the inhibitor group in increasing the body 

mass， and to that of the inhibitor and direct moxibustion groups in reducing the tumor volume， tumor weight， and in 

down-regulating the immunoactivity and protein and mRNA expressions of c-Myc and PD-L1 （P<0.05， P<0.01）. The 

therapeutic effect of the combination group was also strikingly superior to that of the direct moxibustion group in down -

regulating the immunoactivity and expressions of p-MEK and p-ERK （P<0.01， P<0.05）. The effect of the direct 

moxibustion group was superior to that of the inhibitor group in increasing the body mass and up -regulating the 

immunoactivity and protein expressions of p-MEK and p-ERK （P<0.01， P<0.05）. H.E. staining showed that the tumor 

cells in model group were irregularly arranged and shaped， with obvious cell atypia and enlarged nuclei， but those in 

the 3 treatment groups displayed obvious cribriform tumor cell degeneration， with more cell debris and smaller density. 

The degeneration of tumor cells in the combination group was the most obvious. Conclusion　 Moxibustion can 

enhance the anti-tumor effect of Trametinib by inhibiting the phosphorylation of MEK/ERK pathway and the downstream 

c-Myc/PD-L1 axis in mice with breast cancer， which provides an experimental basis for the adjuvant targeting therapy of 

breast cancer with moxibustion.

【KEYWORDS】　Moxibustion； Breast cancer； MEK/ERK pathway； Trametinib； Synergistic anticancer； Programmed 

cell death ligand 1

乳腺癌是一种具有不同分子亚型的异质性疾

病，根据 2022 年全球癌症统计报告，乳腺癌已成为

仅次于肺癌的全球第二大常见恶性肿瘤，在被诊断

患有癌症的女性患者中 ，乳腺癌的死亡人数最

高 [1-2]。当前乳腺癌的临床治疗方法主要是手术切

除、化学治疗、放射治疗和免疫治疗等 [3-4]，但这些治

疗方法的总体效果仍不能让人满意，存在术后复

发、疗效不确定、免疫耐药等诸多问题 [5]。近年来，

丝裂原活化蛋白激酶激酶（MEK）/细胞外信号调节

激酶（ERK）信号通路作为调控肿瘤增殖与免疫逃

逸的关键通路，其抑制剂（如曲美替尼）在乳腺癌治

疗中展现出一定的潜力，但单药治疗效果有限，且

易产生耐药性 [6-9]。因此，探索能够增强 MEK/ERK
抑制剂疗效的辅助疗法具有重要意义。

临床已有研究证明艾灸作为辅助疗法能够减

轻乳腺癌患者癌后疲乏，缓解淋巴水肿，减轻放、化

疗不良反应，提高机体免疫力 [10-12]。课题组前期研

究结果显示，艾灸能够下调乳腺癌小鼠肿瘤组织

中程序性死亡受体 1（PD-1）/程序性死亡配体 1
（PD-L1）等免疫检查点的表达，并抑制肿瘤生长 [13]。

在乳腺癌中，MEK/ERK 信号通路的异常激活会

诱导细胞 Myc 原癌基因（c-Myc）表达，而 c-Myc 会

从转录水平上促进 PD-L1 在肿瘤微环境中的表达，

增加免疫逃逸 [14-15]，而艾灸能否增强 MEK/ERK 抑

制剂的疗效，更好地抑制乳腺癌生长有待验证。因

此本研究通过观察艾灸与 MEK 抑制剂曲美替尼联

合干预对 MEK/ERK 通路关键分子、c-Myc 及下游

免疫检查点 PD-L1 的影响，探讨艾灸辅助靶向治疗

的效果和作用机制，为优化乳腺癌综合治疗方案提

供新思路。
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1　材料与方法

1.1　实验动物与分组

50 只 6 周龄 SPF 级 BALB/C 雌性小鼠，体质量

为 15~20 g，购于北京维通利华生物科技有限公司，

生产许可证号：SCXK（京）2021-0006。造模前适应

性喂养 1 周，饲养环境：室温 20~25 ℃，湿度 50%~
60%，所有小鼠自由摄食饮水，予以普通饲料喂

养。 1 周后随机分为空白组、模型组、抑制剂组、

直接灸组、联合组，每组 10 只。所有动物相关实

验操作遵循科技部颁布的《关于善待实验动物

的指导性意见》，本研究方案已通过河北中医药

大 学 动 物 伦 理 审 查 委 员 会 批 准（审 批 编 号 ：

DWLL202312009）。

1.2　主要仪器和试剂

艾绒（河南优诺康），电子天平（福建华志电子

科技），游标卡尺（浙江德力西），病理切片机（上海

徕卡），离心机（美国赛默飞），实时荧光定量 PCR 仪

（北京鲲鹏基因），光学显微镜（日本 Nikon），高速组

织研磨仪（武汉赛维尔），发光仪（广州博鹭腾），酶

标仪（美国 BioTek），垂直电泳仪和转膜仪（美国

BIO-RAD）。

曲美替尼（美国 MCE），培养基（美国 Gibco），

动物组织 RNA 提取试剂盒（美国 OMEGA），HE 染

液（武汉赛维尔），ECL 超敏化学发光试剂盒（美国

GLPBIO），免疫组织化学 DAB 显色剂（北京索莱

宝），cDNA 合成试剂盒（北京金沙），qPCR SYBR
荧光染料（北京金沙），PCR 引物（上海生工），4T1
细胞（广州辉俊），c-Myc、磷酸化（p）-MEK1/2 抗

体（美 国 Affinity），ERK1/2、p-ERK1/2、PD-L1、
MEK1/2、GAPDH 抗体（美国 Proteintech）。

1.3　模型制备

小鼠适应性饲养 1 周后脱毛。取出冻存的小鼠

乳腺癌 4T1 细胞复苏、培养、传代。细胞消化离心，

加入细胞培养基质胶，调整细胞浓度为 1×106个/mL，

异氟烷麻醉小鼠后，取 0.1 mL 混有肿瘤细胞的基质

胶注射于小鼠左侧第四乳头脂肪垫下。造模后观

察 7 d，以接种处出现皮下肿瘤，高凸隆起坚硬，肿瘤

体 积 增 大 至 4.5 mm×4.5 mm×4.5 mm，为 造 模

成功 [16]。

1.4　干预措施

小鼠造模成功后进行干预，穴位定位参照《实

验动物常用穴位名称与定位   第 3 部分：小鼠》[17]，选

取双侧“足三里”作为施灸部位。各组小鼠采取相

同时间的抓取与固定。空白组与模型组小鼠给予

0.1 mL 0.9% 氯化钠溶液灌胃，每日 1 次。抑制剂组

灌胃 0.1 mL 曲美替尼溶液（3 mg/kg），每日 1 次 [18]。

直接灸组小鼠在双侧“足三里”皮肤处涂抹凡士林，

称取 0.5 mg 的艾绒，自制成直径约 1 mm，形似麦粒

的艾炷，用镊子夹取艾炷平稳置于“足三里”处，点

燃艾炷，每穴每次 2 壮，每 2 d 1 次。联合组同时给

予曲美替尼灌胃和直接灸干预。各组干预均持续

21 d。干预期间每 2 d 测量记录 1 次小鼠体质量及

肿瘤大小，观察小鼠生存状态，若小鼠肿瘤体积超

过 12.5 mm×12.5 mm×12.5 mm 则提前终止实验。

1.5　观察指标及检测方法

测量每组小鼠体质量与肿瘤体积：干预前后测

量小鼠体质量；干预结束后用游标卡尺测量肿瘤瘤

体的长（L，mm）和宽（W，mm），计算公式为肿瘤体

积（mm3）=（L×W2）×0.5。
取材：实验结束以后，称取记录小鼠取材前最

终体质量，异氟烷麻醉小鼠后脱颈处死，在冰盒上

迅速剥离小鼠肿瘤，称重并记录。随后将小鼠肿瘤

组织分为两部分，一部分 4% 多聚甲醛固定 48 h 用

于制作石蜡切片，另一部分迅速投入液氮中保存，

随后转移至-80 ℃冰箱用于后续检测。

小鼠抑瘤率测定：迅速剥离肿瘤后称重，计

算公式为抑瘤率（%）=（模型组平均肿瘤质量-各

组平均肿瘤质量）÷模型组平均肿瘤质量×100%
HE 染色法评估小鼠肿瘤组织病理学变化：取

固定于多聚甲醛中的肿瘤组织制作石蜡切片。每

组随机选择 6 只小鼠的石蜡切片（厚 4 μm），将切片

烘干脱蜡复水，苏木精染色后冲洗，组织分化液分

化冲洗，伊红溶液染色，脱水透明，透明封片胶封

片。使用 200 倍光学显微镜观察肿瘤组织病理学

变化。

免疫组织化学法检测小鼠肿瘤组织中 p-MEK、

p-ERK、c-Myc、PD-L1 的阳性表达：每组随机选取

8 只小鼠的石蜡切片，烤片，脱蜡修复，内源性过

氧化物酶阻断剂孵育，封闭后滴加 p-MEK（1∶50）、

p-ERK（1∶100）、c-Myc（1∶50）、PD-L1（1∶500）一抗

4 ℃过夜。第 2 天切片恢复室温，滴反应增强液孵

育，再滴加二抗孵育。用配制的 DAB 显色液显色，

纯水终止显色，滴加苏木精，脱水透明，透明封片胶

封片。每张切片于光学显微镜下随机选取 4 个视野

观测，阳性着色为棕褐色，采用 Image J 图像分析软

件分析读取阳性表达区域覆盖率，区域覆盖率（%）=
阳性区域面积÷参考区域总面积×100%。

Western blot 法 检 测 小 鼠 肿 瘤 组 织 中 MEK、
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p-MEK、ERK、p-ERK、c-Myc、PD-L1 蛋白表达：每

组随机选择 8 只小鼠的肿瘤组织，称取肿瘤组织后

裂解，研磨离心，BCA 法测定总蛋白浓度。加蛋白

上样缓冲液，加热、冷却后上样，电泳，转膜，奶粉封

闭，加入 MEK（1∶30 000）、p-MEK（1∶3 000）、ERK
（1∶10 000）、p-ERK（1∶5 000）、c-Myc（1∶1 000）、

PD-L1（1∶800）、GAPDH（1∶70 000）一 抗 孵 育 过

夜 ；加 入 二 抗（1∶8 000）室温孵育，洗涤，滴加 ECL
发光液，凝胶成像系统自动成像。用 Image J软件分

析条带灰度值，以目的蛋白条带与内参 GAPDH 条

带灰度值比值作为目的蛋白的相对表达量，并计算

p-MEK/MEK，p-ERK/ERK 比值。

实时荧光定量 PCR 法检测小鼠肿瘤组织中

c-Myc、PD-L1 的 mRNA 表达：取每组 8 只小鼠的

肿 瘤 组 织 30 mg，使用 RNA 提取试剂盒提取肿瘤

组织总 RNA。检测 RNA 浓度和纯度后，反转录

合成 cDNA 并进行扩增。反应体系：上下游引物各

0.4 μL，cDNA 2 μL，2×GS AntiQ qPCR SYBR 
Fast Mix(Universal) 10 μL，加入双蒸水至 20 μL。

反应条件：95 ℃ 预变性 30 s；95 ℃ 变性 10 s，60 ℃退火

10 s，72 ℃延伸 30 s，循环 40 次。以 GAPDH 为内

参，采用 2-ΔΔCt法计算目的基因的相对表达量。引物

序列见表 1。

1.6　统计学分析

采 用 SPSS26.0 统 计 软 件 进 行 分 析 处 理 ，

GraphPad Prism 9.0 软件绘制图片。所有数据均为

计量资料，符合正态分布，以均数±标准差（x̄±s）表

示，组间比较采用单因素方差分析，方差齐时组间

两两比较用 LSD 法，方差不齐时采用 Tamhane’s t2
法。以 P≤0.05 为差异有统计学意义的标准。

2　结果

2.1　各组小鼠干预前后体质量比较

干预前，各组小鼠体质量差异无统计学意义。

干预后，与空白组比较，模型组小鼠体质量下降

（P<0.01）；与模型组比较，各治疗组小鼠体质量均

升高（P<0.01）；与抑制剂组比较，直接灸组与联合

组小鼠体质量升高（P<0.01，P<0.05）。其余各组

两两比较差异无统计学意义，见图 1。

2.2　各组小鼠肿瘤体积比较

取材后各组小鼠肿瘤如图 2 所示。干预结束

后，与模型组比较，各治疗组小鼠肿瘤体积均下降

（P<0.01，P<0.05）；与抑制剂组、直接灸组比较，联

合组小鼠肿瘤体积下降（P<0.05，P<0.01）。其余

各组两两比较差异无统计学意义，见图 3。
2.3　各组小鼠肿瘤质量及抑瘤率比较

与模型组比较，各治疗组小鼠肿瘤质量均明显

下降（P<0.01）；与抑制剂组、直接灸组比较，联合组

小鼠肿瘤质量下降（P<0.05，P<0.01）。其余各组

两两比较差异无统计学意义，见图 4。抑制剂组小

鼠 抑 瘤 率 为 35.19%，直 接 灸 组 小 鼠 抑 瘤 率 为

30.27%，联合组小鼠抑瘤率为 50.67%，见表 2。
2.4　各组小鼠肿瘤组织病理形态比较

HE 染色结果显示，各组小鼠的肿瘤细胞排列

不规整，形态不规则，细胞异形明显，细胞核增大。

抑制剂组、直接灸组和联合组小鼠的肿瘤组织出现

明显的筛网状细胞退变，并多见细胞碎片，密度变

小，其中联合组肿瘤细胞退变最为明显，见图 5。
2.5　各组小鼠肿瘤组织中 p-MEK、p-ERK、c-Myc、
PD-L1 阳性表达比较

与 模 型 组 比 较 ，各 治 疗 组 小 鼠 肿 瘤 组 织 中

表 1　引物序列

Table 1　Primer sequences

基因

c-Myc

PD-L1

GAPDH

序列（5'→3'）

上游  TCGCTGCTGTCCTCCGAGTCC
下游  GGTTTGCCTCTTCTCCACAGAC

上游  GCTCCAAAGGACTTGTACGTG
下游  TGATCTGAAGGGCAGCATTTC

上游  AGGTCGGTGTGAACGGATTTG
下游  TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

产物长

度/bp

150

238

123

注：c-Myc 为细胞 Myc 原癌基因，PD-L1 为程序性死亡

配体 1。

干预前 干预后
0

5

10

15

20

体
质

量
/g

**
##
**

#
**

▼▼
空白组
模型组
抑制剂组
直接灸组
联合组

注：与空白组比较，▼▼P<0.01；与模型组比较，**P<0.01；与
抑制剂组比较，#P<0.05，##P<0.01。

图 1　各组小鼠干预前后体质量比较（x̄±s，10只鼠/组）

Fig. 1　Comparison of body weight of mice in the 5 groups 

before and after interventions （x̄±s， 10 mice/group）
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p-MEK、p-ERK、c-Myc、PD-L1 阳 性 表 达 均 下 降

（P<0.01）；与 抑 制 剂 组 比 较 ，直 接 灸 组 肿 瘤 组

织 中 p-MEK、p-ERK 阳性表达升高（P<0.01），联

合组肿瘤组织中 c-Myc、PD-L1 阳性表达下降（P<
0.01）；与直接灸组小鼠相比，联合组肿瘤组织中

p-MEK、p-ERK、c-Myc、PD-L1 阳性表达下降（P<
0.01）。其余各组两两比较差异无统计学意义，

见图 6。
2.6　各组小鼠肿瘤组织中 p-MEK、p-ERK、c-Myc、
PD-L1 蛋白表达比较

与 模 型 组 比 较 ，各 干 预 组 小 鼠 肿 瘤 组 织 中

p-MEK、p-ERK、c-Myc、PD-L1 蛋 白 表 达 均 下 降

（P<0.01，P<0.05）；与抑制剂组比较，直接灸组肿

瘤组织中 p-MEK、p-ERK 蛋白表达升高（P<0.05），

模型组

抑制剂组

直接灸组

联合组

图 2　各组小鼠肿瘤实体图（最小刻度为 1 mm）

Fig. 2　Tumors images of mice in the 4 groups （minimum scale division： 1 mm）
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注：与模型组比较，*P<0.05，**P<0.01；与抑制剂组比较，
#P<0.05；与直接灸组比较，△△P<0.01。

图 3　各组乳腺癌荷瘤小鼠干预后肿瘤体积比较

（x̄±s，10只鼠/组）

Fig. 3　Comparison of the tumor volume of breast cancer-

bearing mice in the 4 groups after interventions

（x̄±s， 10 mice/group）
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注：与模型组比较，**P<0.01；与抑制剂组比较，#P<0.05；
与直接灸组比较，△△P<0.01。

图 4　各组乳腺癌荷瘤小鼠肿瘤质量比较（x̄±s， 10只鼠/组）

Fig. 4　Comparison of tumor weight of breast cancer-

bearing mice in the 4 groups（x̄±s， 10 mice/group）

表 2　各组小鼠抑瘤率比较

Table 2　Comparison of tumor inhibition rate of mice in 

the 4 groups

组别

模型组

抑制剂组

直接灸组

联合组

动物数/只

10

10

10

10

抑瘤率/%

-

35.19

30.27

50.67
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模型组                                       抑制剂组                                     直接灸组                                      联合组

注：标尺=100 μm，黑色箭头示肿瘤细胞破裂碎片及退变。

图 5　各组乳腺癌荷瘤小鼠肿瘤组织病理形态比较（HE染色）

Fig. 5　Comparison of pathological morphology of tumor tissue of breast cancer-bearing mice in the 4 groups （HE staining）
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注：p-MEK 为磷酸化丝裂原活化蛋白激酶激酶，p-ERK 为磷酸化细胞外调节蛋白激酶，c-Myc为细胞 Myc原癌基因，

PD-L1 为程序性死亡配体 1。标尺=50 μm，图中黑色箭头所示为阳性表达区域。与模型组比较，**P<0.01；与抑制剂组比较，
##P<0.01；与直接灸组比较，△△P<0.01。

图 6　各组乳腺癌荷瘤小鼠肿瘤组织中 p-MEK、p-ERK、c-Myc、PD-L1阳性表达比较（免疫组织化学染色，x̄±s，8只鼠/组）

Fig. 6　Comparison of the positive expression of p-MEK，p-ERK，c-Myc and PD-L1 in tumor tissue of breast cancer-bearing 

mice in the 4 groups （immunohistochemical staining， x̄±s， 8 mice/group）
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联合组肿瘤组织中 c-Myc、PD-L1 蛋白表达下降

（P<0.05）；与直接灸组小鼠比较，联合组肿瘤组织

中 p-MEK、p-ERK、c-Myc、PD-L1 蛋 白 表 达 下 降

（P<0.05，P<0.01）。其余各组两两比较差异无统

计学意义，见图 7。
2.7　各组小鼠肿瘤组织中 c-Myc、PD-L1 的 mRNA
表达比较

与 模 型 组 比 较 ，各 治 疗 组 小 鼠 肿 瘤 组 织 中

c-Myc、PD-L1 的 mRNA 表达下降（P<0.01）；与抑

制剂组、直接灸组比较，联合组小鼠肿瘤组织中

c-Myc、PD-L1 的 mRNA 表达下降（P<0.01）。其余

各组两两比较差异无统计学意义，见图 8。

3　讨论

乳腺癌又称为“石痈”“乳岩”“石奶”“乳石”“翻

花石榴发”“翻花奶”等，被归于痈疽类疾病范畴 [19]。
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与抑制剂组比较，#P<0.05；与直接灸组比较，△P<0.05，△△P<0.01。

图 7　各组乳腺癌荷瘤小鼠肿瘤组织中 p-MEK、p-ERK、c-Myc、PD-L1蛋白表达比较（x̄±s，8只鼠/组）

Fig. 7　Comparison of the protein expression levels of p-MEK，p-ERK，c-Myc and PD-L1 in tumor tissue of breast cancer-

bearing mice in the 4 groups （x̄±s， 8 mice/group）
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与直接灸组比较，△△P<0.01。

图 8　各组乳腺癌荷瘤小鼠肿瘤组织中 c-Myc，PD-L1的 mRNA表达水平比较（x̄±s，8只鼠/组）

Fig. 8　Comparison of the mRNA expression levels of c-Myc and PD-L1 in tumor tissue of breast cancer-bearing mice in the 

4 groups （x̄±s， 8 mice/group）
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《外科正宗》中提到“忧郁伤肝，思虑伤脾，积想在

心，所愿不得志者，致经络痞涩，聚结成核”，阐述了

乳腺癌的病因病机，本虚标实是乳腺癌发病的根

本 [20]。艾灸是通过作用于皮肤表面的温热刺激，结

合经络腧穴及艾叶的功效治疗疾病，能够温经通

络、散瘀消结、固本培元、调和阴阳 [21]。足三里作为

胃经合穴，胃腑之下合穴，与机体免疫系统密切相

关，具有补益气血、增强正气、扶正祛邪的作用 [22]。

艾灸“足三里”能够抑制结直肠癌细胞肝转移 [23]；艾

灸“足三里”可缓解肺癌荷瘤小鼠化疗后的骨髓抑

制 [24]。目前尚未有研究报道临床单独直接灸抑制肿

瘤生长，临床中主要用于辅助治疗，改善肿瘤的相

关临床症状，如艾灸足三里辅助治疗能够改善乳腺

癌患者免疫状态，下调肿瘤标志物水平 [25]。但有动

物实验研究证实麦粒灸能够减缓肺癌小鼠瘤体生

长，抑制炎性信号分子 [26]；麦粒灸“足三里”能够有效

抑制肝癌荷瘤小鼠肿瘤生长，增加荷瘤小鼠体质

量 [27]。在本实验中，抑制剂、直接灸及联合组的小鼠

体质量均相比模型组上升，且直接灸组上升最为明

显，表明艾灸有益于肿瘤小鼠治疗过程中的体质量

增加，并且优于抑制剂药物治疗。各治疗组小鼠肿

瘤体积与模型组相比较均明显缩小，肿瘤质量下

降，肿瘤细胞破裂退变明显，说明曲美替尼、直接

灸、曲美替尼与直接灸联合治疗都能够有效抑制乳

腺癌肿瘤生长，并且联合组小鼠表现出最小的肿瘤

体积和最高抑瘤率，这提示艾灸增强了曲美替尼的

干预效果和其对肿瘤生长的抑制作用。

MEK/ERK 信号通路是促进肿瘤增殖和抑制

凋亡的经典信号通路 [28]，在包括乳腺癌在内的多种

癌症中被证明可以促进肿瘤的生长转移 [29-31]。已有

研究结果显示，MEK/ERK 信号通路的激活促进了

乳腺癌的恶性进展 [32-33]。c-Myc 是 Myc 基因家族中

的关键成员之一，参与细胞代谢、增殖和分化，作为

ERK 信号通路的下游效应分子，它在正常细胞的致

癌转化和肿瘤增殖中起着至关重要的作用，被认为

是肿瘤生长和免疫逃逸的重要协调者 [34-36]。有研究

结果显示，在肿瘤内皮细胞中抑制 ERK-c-Myc 轴是

抑制肿瘤生长的有效策略 [37]。艾灸“足三里”能够降

低大鼠 MEK/ERK 通路中 MEK、ERK 信号分子的

磷酸化水平 [38-39]。热敏灸治疗能有效降低慢性萎缩

性胃炎大鼠 c-Myc 表达 [40]。本研究中，曲美替尼作

为 MEK 抑 制 剂 能 够 抑 制 MEK/ERK 通 路 中 的

MEK 与 ERK 磷酸化表达，直接灸也能有效抑制

MEK/ERK 信号通路中 MEK、ERK 磷酸化激活，实

现抗肿瘤作用。3 个治疗组中，联合组小鼠肿瘤组

织中 MEK/ERK 信号通路激活水平得到有效抑

制，c-Myc 蛋白表达水平下降最为明显，表明联合干

预通过 MEK/ERK 通路下调 c-Myc表达更有优势。

癌细胞采取免疫逃逸的机制之一是表面抑制

性配体的表达，如 PD-L1[41]。PD-L1 是 PD-1 的配体

之一，主要表达于肿瘤细胞和肿瘤微环境中的细

胞 [42]。PD-L1 能与 T 细胞表面的 PD-1 结合，并传递

适应性免疫应答的逃逸信号，从而抑制 T 细胞介导

的细胞毒性 [43]。而 c-Myc 能充当转录激活因子，在

转录水平结合到 PD-L1 基因的启动子区域，直接诱

导 PD-L1 转录的增加 [44]。已有研究证实，艾灸可以

影响 PD-1/PD-L1 相关分子表达，抑制 T 细胞增

殖 [45]。艾灸和隔药饼灸“足三里”干预可明显降低免

疫抑制兔外周血中 PD-L1 的表达 [46]。本实验结果

显 示 ，与 模 型 组 相 比 ，各 治 疗 组 的 PD-L1 蛋 白 、

mRNA 和阳性表达均下调，联合组中的 PD-L1 蛋

白、mRNA 和阳性表达下调更为明显，提示联合干

预能更好地降低 PD-L1 表达，抑制肿瘤生长。

总之，本实验提示，艾灸可通过抑制 MEK/
ERK 通路磷酸化及下游 c-Myc/PD-L1 轴，显著增强

曲美替尼对 MEK/ERK 通路的抑制效应，并协同降

低 PD-L1 表达，更有效地抑制乳腺癌小鼠的肿瘤生

长，增强曲美替尼的抗肿瘤效果，为艾灸辅助靶向

治疗乳腺癌提供了实验依据。此次实验尚未选择

通路相关激动剂全面评估，未来也将进一步验证并

探索艾灸辅助治疗肿瘤的其他优势与相关作用

机制。
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