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摘  要：目的= =研究西黄丸抑制荷 QqN 小鼠乳腺癌肿瘤的生长及其可能机制。方法= =建立荷 QqN 小鼠乳腺癌模型，以低、

中、高剂量（MKPV、MKTU、NKVR=gLkg）ág给予西黄丸两周，分离肿瘤组织，称质量并计算抑瘤率；切片，qrkbi染色检测肿

瘤细胞凋亡；实时荧光定量 mCo（qoqJmCo）检测肿瘤组织 gkhN、AmJN=mokA表达；免疫荧光染色和tesíern=_äoííáng检
测肿瘤组织中 gkhN、AmJN蛋白表达。结果= =与模型组比较，肿瘤质量随西黄丸剂量的升高显著下降；qrkbi荧光染色结

果显示，肿瘤细胞凋亡数量随西黄丸剂量的升高显著升高；qoqJmCo结果显示，肿瘤组织中 gkhN、AmJN= mokA表达水平

随西黄丸剂量的升高显著上调；免疫荧光染色和tesíern= _äoííáng结果显示，肿瘤组织中 gkhN、AmJN蛋白表达随西黄丸剂

量的升高显著增加；且高、中、低剂量组差异均具有统计学意义（m＜MKMR）。结论= =西黄丸显著抑制肿瘤生长，其作用机制

与激活 gkhNLAmJN信号通路促进肿瘤细胞凋亡相关。=
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西黄丸是抗肿瘤经典名方之一，由牛黄、麝香、

乳香、没药 Q味中药配制xNz，临床用于乳腺癌、肺

癌、肝癌、白血病和大肠癌等恶性肿瘤的治疗及辅

助治疗xOJPz。随着国际上对中医药认同度的增加，

进一步阐明中药作用机制显得更为重要。近年来研

究显示，gkhNLAmJN 信号通路与肿瘤细胞凋亡密

切相关xQJRz，本课题组通过 hbdd 高通量筛查发

现，西黄丸对肿瘤组织中该信号通路有调节作用，

故本研究以 gkhNLAmJN信号通路为切入点，制备

小鼠乳腺癌模型，进一步揭示西黄丸抗肿瘤作用

机制。=
N= =材料=
NKN= =动物与细胞=

pmc级雌性 _Ai_Lc小鼠，体质量 NU～OO= g，
购于大连医科大学动物实验中心，实验动物生产许

可证号 pCuh（辽）OMNPJMMMP。=
小鼠 QqN乳腺癌细胞，购自中国科学院上海细

胞库。=

NKO= =药品与主要试剂=
西黄丸，每 OM 粒质量为 N= g，P= gL瓶，批号

NMQMVVN，北京同仁堂科技发展股份有限公司生产。

胎牛血清（c_p，天津灏洋）；含双抗的 omjfNSQM
培养基、_CA 含量检测试剂盒、ofmA 裂解液、蛋

白酶抑制剂、papJmAdb凝胶配制试剂盒、QB多聚

甲醛、qrázoä（江苏凯基）；qráíonJuJNMM、qrkbi
染色试剂盒（págm~，德国）；lCq包埋剂（ieác~，
美国）；蛋白j~rker（Cpq，美国）。一抗：兔抗小

鼠 βJAcíán 抗体（Cpq，美国），兔抗小鼠 gkhN 抗
体（fnváírogen，美国），兔抗小鼠 AmJN抗体（Abc~m，
美国）；二抗：Aäex~fäuorSUM标记驴抗兔抗体、Aäex~=
fäuor= TVM 标记驴抗兔抗体（Abc~m，美国），

Aäex~fäuor=QUU标记驴抗兔抗体、CóP标记驴抗兔抗

体（g~ckson，美国）。oeveríAád= cársí= pír~nd= cakA=
póníÜesás= háí、mower= pv_o®= dreen= j~síer= jáx、
mroäong=dá~mond=~níáf~de=mouní~ní=wáíÜ=d~éá（qÜermo，
美国）；基因特异性引物（表 N），由北京奥科鼎盛生=

表 N= =扩增基因引物序列=
qable=N= = mrimers=sequences=utilized=for=amplification=of=respective=genes=

基因名称= 上游引物（R’JP’）= 下游引物（R’JP’）= 产物片段长度Lbé=
ACqfk= CCqCqAqdCCAACACAdqdC= ACAqCqdCqddAAddqddAC= NVN=
gkhN= dCAdqqAdAqdAdAdddAdCA= qCddAqCqdqddACAqqdAA= OMM=
AmJN= ACdACCqqCqACdACdAqdC= dCCAddqqCAAddqCAqdCq= NNM=

=
物科技公司合成。=
NKP= =主要仪器=

ClO 培养箱（krJRUOMb，kArob，美国）；

aounce 匀浆器（tÜe~íon，美国）；多功能酶标仪

（péecír~j~x= mäusPUQ，_áoJíek，美国）；tesíern=
_äoííáng及转膜设备（avvJSC，北京六一，中国）；

冰冻切片机（CjNURM，ieác~，美国）；ldósseó
双色红外激光发光仪（pLk= CiuJMVOS，ifClo，
美国）；正置荧光显微镜 _uRN、倒置显微镜 fuTP

（läóméus，日本）；oe~äJíáme=mCo仪（Ccu=connecí，
_flJoAa，美国），低温高速离心机（CqNRob，
eáí~cÜá，日本）。=
O= =方法=
OKN= =小鼠乳腺癌模型的建立及分组给药=

用含 NMB=c_p=NSQM培养基将 QqN小鼠乳腺癌

细胞株于 PT=℃、RB=ClO培养箱培养，于细胞对数

生长期用含 MKMOB= baqA的 MKORB胰蛋白酶将细胞

消化并收集，m_p 洗涤两遍后调整细胞浓度为 N×
NMSLmi备用。用 N=mi无菌注射器抽取上述浓度细

胞 MKO=mi（O×NMR个）接种于小鼠右侧腋下，建立

荷瘤小鼠模型（以造模后 R= d前后在小鼠腋下触摸

到明显的肿瘤结节为造模成功标准）。=
造模小鼠随机分为 Q组，每组 NM只，分别为模

型组，西黄丸低、中、高剂量（MKPV、MKTU、NKVR=gLkg）
组，根据小鼠与人的临床用药剂量换算，MKPV= gLkg
为临床等效剂量，模型组给予等体积的蒸馏水。自

造模后第 O天，开始 ág给药（O次Ld），每次 MKO=mi，
连续给药 NQ=d。末次给药当晚禁食，第 NR天脱颈处

死小鼠，无菌剥离小鼠肿瘤组织xSz。=
OKO= =各组肿瘤组织称质量并计算抑瘤率=

脱颈处死小鼠，无菌剥离肿瘤组织称质量，计

算抑瘤率。=
抑瘤率＝（模型组平均瘤质量－给药组平均瘤质量）L

模型组平均瘤质量=

OKP= = qrkbi荧光染色检测乳腺癌肿瘤细胞凋亡=
剥离肿瘤组织后迅速包埋，速冻，切片（切片

厚度为 T=μm），QB多聚甲醛室温固定 OM=mán、m_p
洗涤 PM=mán、MKNBqráíonuJNMM冰上透膜 O=mán、m_p
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漂洗 O次后加入 qrkbi反应混合液，PT=℃避光孵

育 N=Ü，m_p漂洗，加 Aníáf~de=jouní~ní=wáíÜ=aAmf
复染细胞核、封片，荧光显微镜下观察。

OKQ= =实时荧光定量 mCo（qoqJmCo）检测小鼠乳

腺癌肿瘤组织中 gkhNLAmJN=mokA表达=
取 NMM= mg 肿瘤组织切碎后放于杜恩斯玻璃研

磨器内，加入N=mi=qrázoä溶液冰上研磨组织成匀浆，

按照 qrázoä提取试剂盒说明书进行总 okA的提取，

紫外分光光度计测量 okA 的浓度和纯度；按照

qÜermo 公 司 的 oeveríAád= cársí= pír~nd= cakA=
póníÜesás=háí试剂盒说明书将上述提取的总okA转

录为 cakA 第一链；配置 OM= μi反应体系：mower=
pv_o=dreen=mCo=j~síer=jáx=NM=μi，gkhNLAmJN上
下游引物各 O=μi，cakA模版 Q=μi，无核酸酶水 O=
μi；扩增条件为：VR=℃预变性 NM=mán，VR=℃变性

NR=s，SM=℃退火 PM=s，TO=℃延伸 PM=s，QM个循环，

于 SR～VR=℃生成溶解曲线，每个基因设置 P 个复

孔。以 βJ~cíán为内参，采用 O－ΔΔCí法分析各目的基

因相对表达量。

OKR= = 免疫荧光染色检测小鼠乳腺癌肿瘤组织中

gkhN、AmJN蛋白表达=
QB多聚甲醛室温固定切片 PM=mán，m_p洗涤，

NB=qráíonuJNMM室温透膜 PM=mán，m_p洗涤；免疫

染色封闭液室温封闭 PM=mán，m_p洗涤，分别加入

兔抗小鼠 gkhN抗体（N∶OMM）、兔抗小鼠 AmJN抗
体（N∶OMM），Q=℃过夜；m_p 洗涤，分别加入

Aäex~fäuor= QUU标记驴抗兔抗体（N∶OMM）、CóP标
记驴抗兔抗体（N∶OMM），室温避光孵育 N= Ü；m_p
洗涤，滴加 Aníáf~de=jouní~ní=wáíÜ=aAmf复染细胞

核、封片，荧光显微镜下观察。

OKS= = testern= Blotting检测小鼠乳腺癌肿瘤组织中

gkhN、AmJN蛋白表达=
称取 NMM=mg肿瘤组织，剪碎后加入 RMM=μi预

冷的ofmA裂解液于杜恩斯匀浆器中冰上手动匀浆，

充分匀浆后 Q=℃、NO=MMM=rLmán离心 NM=mán，取上

清 _CA蛋白定量后煮沸变性，取 UM=μg蛋白经 UB=
papJmAdb胶分离后以 PMM= mA= O= Ü将蛋白转印至

msac膜。q_p漂洗后用 RB脱脂奶粉室温封闭 N=Ü，
q_pq 洗涤，分别加入兔抗小鼠 AmJN 抗体（N∶N=
MMM）、兔抗小鼠 βJAcíán抗体（N∶N=MMM）、兔抗小鼠

gkhN抗体（N∶N= MMM），Q=℃过夜；q_pq洗涤，分

别加入Aäex~fäuorSUM标记驴抗兔抗体（N∶NM=MMM）、
Aäex~fäuor=TVM标记驴抗兔抗体（N∶NM=MMM），室温避

光孵育 N=Ü；q_pq洗涤，膜晾干后于双色红外激光系

统发光显色，软件 fm~ge= g分析目的条带灰度值，以

βJAcíán作为内参比较各组间蛋白相对表达量变化。=
OKT= =统计分析=

实验数据采用 x s± 表示，用 pmpp=NTKM对数据

进行单因素方差分析。

P= =结果=
PKN= =对小鼠乳腺癌肿瘤生长的影响=

如表 O所示，与模型组比较，西黄丸中、高剂

量组荷瘤质量明显下降（m＜MKMR），高剂量组抑瘤

率达 POKUVB，抑瘤率呈剂量相关性。=
PKO= =对小鼠乳腺癌肿瘤细胞凋亡的影响=

如图 N所示，与模型组比较，肿瘤细胞凋亡数=

表 O= =西黄丸对荷 QqN 小鼠乳腺癌肿瘤质量的影响（ x ± 

sI=n Z=NM）=
qable=O= = bffect=of=uihuang=mills=on=tumor=weight=of=QqN=

breast=cancer=mice=E x ±sI=n Z=NMF=

组别 剂量LEg·kg−NF= 瘤质量Lg= 抑瘤率LB=
模型 µ= MKPTT–MKMQN= µ=
西黄丸 MKPV= MKPQP–MKMPP= VKMO=

MKTU= MKOVT–MKMQPG= ONKNV=
NKVR= MKORP–MKMQQG= POKUV=

与模型组比较：Gm＜MKMR=
Gm Y=MKMR=vs=modeä=groué=

   

与模型组比较：Gm＜MKMR=
Gm Y=MKMR=vs=modeä=groué=

图 N= = qrkbi染色检测小鼠乳腺癌肿瘤细胞凋亡（ ±sI=n Z=S）=
cigK=N= = qrkbi=staining=for=detection=of=apoptosis=of=breast=cancer=cells=in=mice=E ±sI=n Z=SF=

x
x

模型 = = MKPV= = = = = = MKTU= = = = = = = NKVR=
= =西黄丸L（g·kg−N）=

模型= MKPV= = MKTU= = NKVR=
西黄丸L（g·kg−N）=

N=OMM=

UMM=
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瘤
细
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与模型组比较：Gm＜MKMR=
Gm Y=MKMR=vs=modeä=groué=

图 O= =基因表达相对定量分析（ ±sI=n Z=S）=
cigK=O= = oelative=quantitative=analysis=of=genes=expression=

E ±sI=n Z=SF=

量随着西黄丸剂量的升高而升高，低、中、高剂量

组差异均具有统计学意义（m＜MKMR）。=
PKP= =对肿瘤组织 gkhN、AmJN=mokA水平的影响=

如图 O所示，与模型组比较，肿瘤组织中 gkhN、
AmJN= mokA 表达水平随西黄丸剂量的升高上调，

低、中、高剂量组差异均具有统计学意义（m＜MKMR）。=
PKQ= =对肿瘤组织 gkhN、AmJN蛋白表达的影响=
PKQKN= =免疫荧光染色结果= =如图 P所示，免疫荧光

染色结果显示，与模型组比较，肿瘤组织中 gkhN、
AmJN蛋白表达随着西黄丸剂量的升高而增加，低、

中、高剂量组差异均具有统计学意义（m＜MKMR）。=
PKQKO= =tesíern=_äoííáng结果= =如图 Q所示，与模型

组比较，肿瘤组织中 gkhN、AmJN蛋白表达量随西=

模型 =西黄丸 MKPV=g·kg−N= = = = =西黄丸 MKTU=g·kg−N= = = = =西黄丸 NKVR=g·kg−N=

    

与模型组比较：Gm＜MKMR=
Gm Y=MKMR=vs=modeä=groué=

图 P= =免疫荧光染色结果（ ±sI=n Z=S）=
cigK=P= = fmmunofluorescence=staining=results=E ±sI=n Z=SF=

黄丸剂量的升高而增加，低、中、高剂量组差异均

具有统计学意义（m＜MKMR）。=
Q= =讨论=

本研究建立荷 QqN小鼠乳腺癌模型并予以西黄

丸治疗，两周后对肿瘤组织中细胞凋亡和 gkhNL=
AmJN信号通路进行研究，结果显示，西黄丸可以明

显抑制肿瘤的生长，其机制与上调 gkhNLAmJN信号

通路进而促进肿瘤细胞的凋亡相关。近年来研究显
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与模型组比较：Gm＜MKMR=
Gm Y=MKMR=vs=modeä=groué=

图 Q= = testern=Blotting检测肿瘤组织 gkhN、AmJN蛋白表达（ ±sI=n Z=S）=
cigK=Q= = testern=Blotting=analysis=of=expression=of=gkhN=and=AmJN=protein=in=tumor=tissues=E ±sI=n Z=SF=

示，中药可以通过调节细胞凋亡信号转导诱导肿瘤

细胞凋亡xTz。其中 gkhNLAmJN信号通路的激活在细

胞凋亡发生发展过程中具有重要作用xUJNMz，gkhN激
活后会使其下游靶蛋白 AmJN活化，活化后的 AmJN
可以通过促使一系列凋亡蛋白如 mRP、c~sä、_~x、
qkc等的表达诱导肿瘤细胞凋亡xNNJNPz。本课题组前

期通过高通量筛查初步发现，西黄丸治疗小鼠乳腺

癌后，肿瘤组织中 gkhNLAmJN信号通路相关基因表

达上调，本研究通过 qoqJmCo、免疫荧光染色、

tesíern=_äoííáng法验证了hbdd高通量筛查实验结

果的准确性，此外通过 qrkbi 染色证实西黄丸可

以促进肿瘤细胞的凋亡，且肿瘤的大小在药物治疗

后明显减小。由此可见，西黄丸通过上调 gkhNLAmJN
信号通路相关蛋白的表达，促进了肿瘤细胞的凋亡，

进而抑制肿瘤的生长。
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