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人工牛黄对小鼠乳腺癌肺转移的影响 
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摘  要：目的  研究人工牛黄单用或与环磷酰胺合用对小鼠乳腺癌肺转移的影响。方法  采用 BALB/c 小鼠乳腺癌细胞系

4T1，制备稳定表达荧光素酶基因的小鼠乳腺癌细胞系 4T1-Luc，每只小鼠尾 iv 2×105 4T1-Luc 细胞，制备小鼠乳腺癌肺转

移模型。注射后将小鼠随机分为模型组、环磷酰胺组、人工牛黄组、人工牛黄与环磷酰胺联合用药组，每组 9 只。人工牛黄

组每天 ig 人工牛黄 120 mg/kg 1 次，连续给药 4 周；环磷酰胺组每天 ip 环磷酰胺 30 mg/kg 1 次，连续给药 1 周；每组选取 3
只小鼠监测肿瘤转移情况。4 周后将小鼠断颈处死，肺脏经 Bowin 氏液固定，计数肺部转移瘤数目；HE 染色观察肺内转移

灶大小。结果  与模型组相比，肿瘤细胞接种 21 d 后，人工牛黄与环磷酰胺联合用药组小鼠肺部发光强度降低，但差异不

显著；接种肿瘤细胞 28 d 后，人工牛黄组、人工牛黄与环磷酰胺联合用药组肺部转移瘤数目均显著减少（P＜0.05、0.01），
且联合用药组小鼠肺部转移灶数目明显少于模型组。结论  人工牛黄具有抑制小鼠乳腺癌细胞肺转移的潜在作用，并与环磷

酰胺有一定协同作用。 
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近年来乳腺癌发病率呈逐年增加的趋势。约有

10%的乳腺癌患者在首次诊断后 3 年内发生远端转

移，这是导致乳腺癌患者死亡的首要因素，且一旦

发生远端转移，病人的 5 年生存率只有 26%[1-2]。清

热解毒类中药能提高机体免疫力，促进巨噬细胞功

能，从而在一定程度上控制肿瘤的发展[3]。具有清

热解毒功效的牛黄对多种肿瘤具有治疗作用，对消

化道肿瘤尤为有效[4-5]。人工牛黄作为天然牛黄的替

代品，其性状、结构、成分、药效、临床疗效与天

然牛黄几乎完全一致[6]。研究发现，体外培育牛黄

可诱导人肝母细胞瘤 HepG2 细胞凋亡，抑制肿瘤细

胞生长[4]。 

本实验通过制备稳定表达荧光素酶基因的小鼠

乳腺癌细胞 4T1-Luc，建立小鼠乳腺癌肺转移模型，

利用小动物活体成像技术动态监测肿瘤肺转移情

况，计数肺部转移灶数目，HE 染色观察肺脏内部

转移灶情况，从而研究人工牛黄在乳腺癌肺转移中

的潜在作用及其与环磷酰胺的协同作用。 
1  材料 
1.1  药品与试剂 

人工牛黄（批号 920418），武汉大鹏药业有限

公司，胆红素质量分数＞35%，胆酸质量分数＞

10%，去氧胆酸质量分数 5%，使用前研磨成粉末状。

环磷酰胺，200 mg/支，江苏恒瑞医药股份有限公司，  
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批号 12030625。pTracer-Luc 表达质粒，本实验室制

备；RPMI 1640、DMEM、Opti-MEM 细胞培养基，

北京钮因华信公司；脂质体 Lipofectamine 2000、
Blasticidin 细胞转染试剂，Invitrogen 公司；HE 染色

试剂，世济合力生物科技有限公司；牛血清白蛋白

（BSA），中杉金桥公司；磷酸盐缓冲液（PBS）由本

实验室配制；Bowin 氏液（苦味酸饱和水溶液 70 mL、
冰醋酸 5 mL、甲醛 37%～40% 25 mL）自制。 
1.2  细胞 

BALB/c 小鼠乳腺癌细胞 4T1，购自中国协和医

科大学基础医学细胞中心。 
1.3  动物 

清洁级 BALB/c 小鼠，雌性，18～20 g，由中

国医学科学院动物所繁育中心提供，许可证号

SCXK（京）2009-0007。 
1.4  仪器 

IVIS 200 小动物活体成像系统、荧光素酶底物、

光源，美国精诺真公司；  
2  方法 
2.1  4T1-Luc 细胞系制备 

4T1 细胞株复苏后，加入 10 倍以上 RPMI 1640
培养液，混匀后以 1 000 r/min 离心 5 min，除去上

清液，上述操作再重复1次后加入10 mL RPMI 1640
培养液，于 37 ℃，5% CO2 培养箱中培养，细胞触

角较短，于第 2 天换相同培养液，继续培养。传至

2～3 代后，用于细胞转染。转染前 24 h，将处于对

数生长期的 2×105 4T1 细胞接种于 6 孔板中，待细

胞融合 90%时，按照 Lipofectamine 2000 说明书进

行转染。转染后将细胞置于 37 ℃、5% CO2 培养箱

中培养，4～6 h 后换新鲜培养基。转染 24 h 后更换

含 10 μg/mL blasticidin 的新鲜培养基，进行荧光素

酶基因阳性细胞筛选，筛选维持 4 周，每 3～5 天更

换培养基，待单克隆形成后，将单克隆转移至 96
孔板中，继续使用筛选培养基进行培养。 
2.2  乳腺癌肺转移模型制备 

取对数期的 4T1-Luc 细胞，以 0.25%的胰酶消

化后加入新鲜培养液重悬制成 1×106/mL 细胞悬

液，1 000 r/min 离心 5 min 后重悬于含 0.2% BSA
的 PBS 溶液中，调整细胞密度，台盼蓝排除法检验

细胞存活率大于 90%的细胞悬液用于实验。2 只雌

性小鼠尾 iv 接种上述细胞悬液，每只 200 μL，21 d
后用小动物活体成像系统进行活体成像检测，以验

证模型是否成功。 

2.3  分组及给药 
确认乳腺癌肺转移模型建立成功后，按照“2.2”

项方法，36 只小鼠每只尾 iv 接种 4T1-Luc 细胞 2×
105 个（0.2 mL），注射后随机分为模型组、环磷酰

胺组、人工牛黄组、人工牛黄与环磷酰胺联合给药

组，每组 9 只。模型组小鼠每天 ig 生理盐水 1 次，

连续 ig 4周；人工牛黄组每天 ig人工牛黄 120 mg/kg
水溶液（根据人体用药剂量计算）1 次，连续给药 4
周；环磷酰胺组每天 ip 环磷酰胺盐（30 mg/kg[7]）

水溶液 1 次，持续给药 1 周；联合给药组每天 ig 人

工牛黄的同时 ip 环磷酰胺盐水溶液，剂量同上，持

续给药 1 周。 
2.4  检测指标 

接种肿瘤细胞后，每天测小鼠体质量 1 次，调

整给药剂量；每组选取 3 只小鼠定期用小动物活体

成像系统监测肿瘤转移情况；接种肿瘤细胞 4 周后

将小鼠断颈处死，肺脏经 Bowin 氏液固定，计数肺

部转移瘤数目；固定于甲醛中，制成石蜡切片后进

行 HE 染色，光学显微镜（×400）下观察肿瘤肺转

移灶大小。 
2.5  统计学处理 

采用 SPSS 15 统计软件，两样本均数比较采用

双尾 t 检验。 
3  结果 
3.1  活体成像验证乳腺癌肺转移小鼠模型 

将荧光素酶表达载体 pTracer-Luc 转染至 4T1
细胞，并经 10 μg/mL blasticidin 筛选 4 周，成功获

得单克隆化细胞株，对不同细胞克隆中荧光素酶活

性进行检测，筛选得到能够稳定高表达荧光素酶基

因的细胞克隆 4T1-Luc，2×105 个细胞 5 s 所发生的

光子数为 1.41×109，即每个细胞每秒约 1 400 个光

子，满足体内活体成像检测要求。接种肿瘤细胞 21 
d 后，活体成像检测结果显示，2 只小鼠胸部可见明

显发光，且发光强度较为一致（图 1-A），平均发光

强度为 1.538×108 光子 s−1·cm−2·sr−1。小鼠肺组织经

Bowin 氏液染色、观察可见，模型小鼠肺部表面白

色转移灶，而正常小鼠肺部组织光滑无异常（图

1-B），表明成功制备适用于活体成像的小鼠乳腺癌

肺转移模型。 
3.2  对小鼠乳腺癌肺转移模型的影响 

接种肿瘤细胞 21 d 后，人工牛黄组和环磷酰胺

组小鼠肿瘤生长与模型组相比无显著差异（P＞
0.05）；而人工牛黄与环磷酰胺联合给药组小鼠肺部
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图 1  小鼠乳腺癌肺转移活体成像 (A) 与肺转移灶 (B) 

Fig. 1  In vivo imaging of pulmonary metastasis (A) 
and pulmonary metastases (B) from breast 
cancer of mice  

肿瘤生长较缓慢，肺部发光强度低于模型组，但

尚无统计学差异（P＞0.05）。接种肿瘤 28 d 后，

与模型组相比，人工牛黄组和人工牛黄与环磷酰

胺联合给药组小鼠肺部转移瘤数目均有显著减少

（P＜0.05、0.01），表明人工牛黄具有抑制小鼠乳

腺癌细胞肺转移的作用，并与临床常用药物环磷

酰胺有一定协同作用，结果见图 2。接种肿瘤细胞

28 d 后，HE 染色可见，与模型组相比，人工牛黄

联合环磷酰胺组肺内转移灶体积较小，而环磷酰

胺组和人工牛黄组则与模型组相比无显著差异，结

果见图 3。 
4  讨论 

在对乳腺癌的综合治疗中，天然药物的作用日

益凸显。中医理论认为肿瘤的发病机制可归纳为气

滞血瘀、痰结湿聚、热毒内蕴、气血亏虚、经络瘀

阻。牛黄主要针对恶性肿瘤患者的热证，具有消炎、

杀菌、抑癌、退热、解毒和增强机体免疫功能等作 

 
与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
*P < 0.05  **P < 0.01 vs model group 

 
图 2  小鼠接种 4T1-Luc 细胞 21 d (A) 和 28 d (B) 后肺部转移情况 

Fig. 2  Pulmonary metastasis in mice after 4T1-Luc vaccination in 21 d (A) and 28 d (B) 

 

图 3  各组小鼠乳腺癌肺转移灶病理观察 (箭头所指示处为肺内转移灶) 
Fig. 3  Observation of pulmonary metastases from breast cancer of mice in each group  

(arrows indicated location of pulmonary metastasis) 

用，药理实验证实其可诱导人肝癌细胞系 HepG2
的凋亡。本实验用人工牛黄是根据人体胆石形成的

原理，通过物理、化学、生物学的方法及静电效应

在体外利用牛胆汁培育而成，与天然牛黄具有类似

的组成和功效。本实验采用 BALB/c 小鼠自发乳腺

癌细胞系 4T1，制备稳定表达荧光素酶基因的

       
模型                         环磷酰胺                       人工牛黄                 人工牛黄＋环磷酰胺     
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4T1-Luc 细胞系，再用 4T1-Luc 细胞系制备乳腺癌

肺转移模型，结果表明该模型稳定性好、周期短、

成本低，肿瘤生长速度较为一致，个体差异小，是

良好的免疫功能正常的自发性肺转移小鼠乳腺癌模

型。本研究结果显示，肿瘤细胞接种 21 d 后，人工

牛黄与环磷酰胺联合给药组小鼠肺部肿瘤生长较

慢，肺部发光强度低于模型组，但无显著差异；而

接种后 28 d，人工牛黄组、人工牛黄与环磷酰胺联

合给药组肺部转移瘤数目显著减少，且发现更小的

肺内转移灶，提示人工牛黄可能具有抑制小鼠乳腺

癌肺转移的作用，并与环磷酰胺具有一定协同作用。 
大量研究证实，牛黄对多种肿瘤具有治疗作用。

其可促进淋巴细胞转化，激发或增强淋巴细胞的细

胞毒作用，增强或调整巨噬细胞吞噬作用，提高骨

髓造血功能等[5]。体外培育牛黄具有诱导人肝母细

胞瘤 HepG2 细胞调亡，抑制癌细胞生长的作用[8]。

牛黄还可能通过抗氧化、清除自由基的作用，保护

DNA 不受损伤，降低癌症发生的危险[9]。 
本研究发现人工牛黄单用具有抑制小鼠乳腺癌

肺部转移的作用，与临床常用化疗药物环磷酰胺合

用还具有明显改善小鼠的生存状态，减少肺部转移

灶数目、抑制转移瘤体积的协同作用。人工牛黄可

能以其清心、退热、化痰、通窍及消肿散结的功效，

一方面调节机体的内环境、改善疾病状况，另一方

面协助化疗药物更有效地发挥其杀伤癌细胞的作

用，起到抗癌减毒的作用[10]。 
本研究结果初步表明人工牛黄对乳腺癌肺转移

具有一定的治疗作用，但作用机制尚不清楚，可能

与其直接诱导肿瘤细胞凋亡或对自由基的清除有

关，还需进行更深入和多途径研究进一步考察抗肿

瘤转移作用及其机制，为其临床应用提供科学依据。 
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