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雷公藤抑制三阴性乳腺癌增殖及其骨转移的作用  
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摘  要：目的  探讨雷公藤 Tripterygium wilfordii抑制三阴性乳腺癌（triple-negative breast cancer，TNBC）增殖及骨转移的

作用及机制。方法  通过 MTT、细胞划痕、结晶紫染色及克隆形成实验，评估雷公藤对 4T1细胞增殖、迁移及克隆形成的

抑制作用；采用 Western blotting 分析雷公藤对 4T1 细胞铁死亡相关蛋白表达的影响。体内构建小鼠乳腺癌骨转移模型，利

用活体成像、CT扫描及 TRAP染色观察雷公藤对骨转移的干预作用。结果  雷公藤显著抑制 4T1细胞的增殖、迁移和克隆

形成（P＜0.05、0.01、0.001），同时诱导铁死亡并降低核因子 E2相关因子 2（nuclear factor E2-related factor 2，Nrf2）、溶质

载体家族 7成员 11（solute carrier family 7 member 11，SLC7A11）、谷胱甘肽过氧化物酶 4（glutathione peroxidase 4，GPX4）

蛋白的表达（P＜0.05、0.01、0.001）。体内实验结果显示，雷公藤可抑制乳腺癌骨转移模型小鼠肿瘤的进展，降低继发性肺

转移的发生；通过离体骨组织 3D重建发现，雷公藤显著缓解了肿瘤诱导的骨质流失；TRAP染色证实雷公藤通过抑制破骨

细胞过度分化和募集，阻断了肿瘤-破骨细胞的恶性循环，有效维持了胫骨和股骨的骨微结构完整性。结论  雷公藤体外可

抑制 TNBC细胞增殖，体内可有效干预 TNBC骨转移，显示出其潜在的治疗价值。 
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Abstract: Objective  To investigate the effect and mechanism of Tripterygium wilfordii in inhibiting the proliferation and bone 

metastasis of triple-negative breast cancer (TNBC). Methods  MTT assay, wound healing assay, crystal violet staining and colony 

formation assay were used to evaluate the inhibitory effect of T. wilfordii on proliferation, migration and colony formation of 4T1 cells; 

Western blotting was performed to examine the effect of T. wilfordii on expressions of ferroptosis-related proteins in 4T1 cells. An in 

vivo mouse model of breast cancer bone metastasis was constructed, and the effect of T. wilfordii on bone metastasis was observed 

using in vivo imaging, CT scans and TRAP staining. Results  T. wilfordii significantly inhibited the proliferation, migration and colony 

formation of 4T1 cells (P < 0.05, 0.01, 0.001), induced ferroptosis and down-regulated the expressions of nuclear factor E2-related 

factor 2 (Nrf2), solute carrier family 7 member 11 (SLC7A11) and glutathione peroxidase 4 (GPX4) proteins (P < 0.05, 0.01, 0.001). 

In vivo experiment results showed that T. wilfordii could inhibit the progression of tumor in bone metastasis model mice of breast 

cancer and reduce the occurrence of secondary lung metastasis; T. wilfordii significantly alleviated tumor-induced bone loss through 

3D reconstruction of ex vivo bone tissue; TRAP staining confirmed that T. wilfordii inhibited excessive osteoclast differentiation and 
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recruitment, blocking the malignant cycle between tumors and osteoclasts, and effectively maintained the structural integrity of the 

tibial and femoral bone microstructures. Conclusion  In vitro, T. wilfordii inhibits the proliferation of TNBC cells and promotes 

osteoblastic mineralization. In vivo, it effectively interferes with TNBC bone metastasis, demonstrating its potential therapeutic value. 

Key words: triple-negative breast cancer; bone metastasis; Tripterygium wilfordii Hook. f.; ferroptosis; osteoclasts; triptolide 

乳腺癌是全球女性健康的主要威胁之一。根据

统计，2022年全球新增癌症病例约 1 996万例，其

中乳腺癌的新增病例为 230万例，死亡人数为 66万

例[1]。三阴性乳腺癌（triple-negative breast cancer，

TNBC）是指雌激素受体（estrogen receptor，ER）、

孕激素受体（progesterone receptor，PR）和人表皮

生长因子受体 -2（human epidermal growth factor 

receptor-2，HER-2）均为阴性表达的类型[2]。TNBC

占乳腺癌的 15%～20%，其特点是高度低分化、容

易发生耐药性和转移[3]。乳腺癌最常见的远端转移

部位是骨骼，60%～75%的转移性乳腺癌患者会出

现骨转移。骨转移不仅可能导致病理性骨折、剧烈

骨痛、高钙血症等严重并发症，还会显著降低患者

的生存质量和寿命[4-5]。尽管近些年在骨转移的治疗

方面已有一定进展，如双膦酸盐和核因子-κB 受体

活化因子配体（（receptor activator of nuclear factor-κB 

ligand，RANKL）抑制剂（地诺单抗）等药物可以减

缓骨吸收并降低骨相关事件的发生率[6]，但它们主要

起辅助治疗作用，并且存在不良反应，无法从根本

上改善患者预后[7]。鉴于以上困难和挑战，迫切需

要研发有效的治疗药物。 

近年来，中药因其多靶点、多成分等特点逐渐

受到关注。在抗肿瘤及其转移治疗中，中药被证明

能够通过调控肿瘤微环境、抑制肿瘤增殖与转移、

促进骨修复等多种机制发挥作用。雷公藤

Tripterygium wilfordii Hook. f.是一种传统中药，以其

显著的抗炎、免疫调节及抗肿瘤作用而得到广泛研

究[8]，其主要活性成分包括雷公藤红素、雷公藤甲

素、雷公藤内酯酮等。先前研究表明雷公藤及其活

性成分能够抑制乳腺癌细胞增殖、迁移和侵袭[9]，

诱导乳腺癌细胞凋亡与自噬[10]，抑制乳腺癌组织血

管生成[11]，调控雌激素水平[12]等，从而发挥抗乳腺

癌的作用。雷公藤除了具有显著的抗肿瘤作用外，

还常用于治疗骨关节炎、骨质疏松、骨折以及类风

湿关节炎。研究报道，雷公藤红素能够调控 Toll 样

受体 2（Toll-like receptor 2，TLR2）/核因子-κB（nuclear 

factor-κB，NF-κB）信号通路治疗骨关节炎[13]；雷公

藤甲素可以通过抑制破骨细胞的生成从而预防骨

丢失[14-15]；通过网络药理学探讨了雷公藤多成分、

多靶点、整体调节的作用特点，预测了雷公藤可能

通过抗炎、免疫调节等治疗类风湿关节炎[16]。 

乳腺癌骨转移与骨微环境之间关系错综复杂。

鉴于雷公藤在调控骨微环境及预防骨关节病变中

的作用，其通过调节骨微环境干预乳腺癌骨转移的

作用机制具有重要研究意义。因此，本研究基于

TNBC骨转移中肿瘤-骨恶性循环的核心病理特征，

系统探讨雷公藤抗肿瘤与骨保护的双重效应。 

1  材料 

1.1  细胞与动物 

鼠源乳腺癌细胞（（4T1）、萤火虫荧光素酶标记

的小鼠乳腺癌细胞（（4T1-luc）购自中国科学院典型

培养物保藏委员会细胞库。 

SPF级雌性 BALB/c小鼠，6周龄，体质量 16～

18 g，购自山东朋悦实验动物科技有限公司，动物

合格证号 SCXK（（鲁）2022-0006。动物于山东中医

药大学实验动物研究中心，适应性饲养 1周后开始

实验。动物实验经山东中医药大学实验动物伦理委

员会批准（批准号 SDUTCM20230905203）。 

1.2  药材 

雷公藤（批号 231101）购自济南建联中药店，

经山东中医药大学药学院刘谦教授鉴定为卫矛科

植物雷公藤 T. wilfordii Hook. f.的干燥根。 

1.3  药品与试剂 

胎牛血清（批号 SA301.02.V）购自北京澳美细

胞技术有限公司；青霉素-链霉素溶液、胰酶细胞消

化液、MTT、二甲基亚砜（dimethyl sulfoxide，

DMSO）、D-荧光素钾盐（批号分别为 C0222、C0203、

ST316、ST038、ST196）购自上海碧云天生物技术有

限公司；DMEM高糖培养基（批号 G4511）、PBS（批

号G4202）、甘油醛-3-磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase，GAPDH）多克隆抗体（批

号GB11002）、抗酒石酸酸性磷酸酶（tartrate-resistant 

acid phosphatase，TRAP）染色试剂盒（批号 G1050-

50T）购自武汉赛维尔生物科技有限公司；无血清细

胞冻存液（批号 BL203B）购自兰杰柯科技有限公司；

十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶蛋白上样缓冲液
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（批号 SW116-02）购自北京赛文创新生物科技有限

公司；核因子 E2相关因子 2（nuclear factor E2-related 

factor 2，Nrf2）抗体（批号 AF0639）、溶质载体家族

7 成员 11（ solute carrier family 7 member 11，

SLC7A11）抗体（批号 DF12509）购自澳大利亚

Affinity Biosciences 公司；谷胱甘肽过氧化物酶 4

（ glutathione peroxidase 4，GPX4）抗体（批号

ab125066）购自英国Abcam公司；HRP标记的山羊

抗兔单克隆抗体（批号AS014）购自武汉爱博泰克生

物公司；唑来膦酸（批号 Z129382）购自阿拉丁公司。 

1.4  仪器 

U3000-Q Exactive Focus 型高分辨率液质联用

分析仪、Multiskan SkyHigh型酶标仪（（美国 Thermo 

Fisher Scientific公司）；ChemiDocXRS型化学发光

成像仪（美国 Bio-Rad公司）；IVIS Lumina XRMS 

Series Ⅲ型小动物活体成像系统（美国 PerkinElmer

公司）；SkyScan 1276型小动物Micro CT成像系统

（（美国 Bruker公司）。 

2  方法 

2.1  雷公藤提取物的制备及成分分析 

2.1.1  雷公藤提取物的制备  取100 g雷公藤细粉，

加入 10倍量的 95%乙醇，浸泡过夜。超声处理 45 

min，冷却至室温，补足质量后，3 000 r/min离心 10 

min，取上清液，旋转蒸发仪减压回收乙醇至无醇

味，并置于真空干燥箱中干燥，得雷公藤提取物粉

末[17]。经 HPLC检测本研究制备的提取物中雷公藤

甲素质量分数为 0.002 3%。 

2.1.2  雷公藤提取物的成分分析 

精确称量 20 mg雷公藤提取物粉末，用 95%乙

醇溶解至 2 mg/mL，通过 0.22 μm滤膜滤过，转入

进样小瓶中备用，LC-MS进样检测。 

（（1）色谱条件：采用 Ultimate 3000-Q-Exac 分

析仪对雷公藤提取物中的成分进行分析，使用

Acquity UPLC HSS T3色谱柱（100 mm×2.1 mm，

1.8 µm）。流动相为甲醇（（A）-0.05%磷酸水溶液（（B），

梯度洗脱：0～8 min，5%～50% A；8～15 min，50%～

98% A；15～15.1 min，98%～5% A；15.1～18 min，

5% A。体积流量 0.2 mL/min；柱温 25 ℃；进样量

5 µL。 

（（2）质谱条件：ESI离子源，正、负离子模式下

检测；第 1阶段质量扫描范围 m/z 150～2 000，第 2

阶段质量扫描范围m/z 80～1 200；电压为 4 000 V；

鞘气体积流量 45 mL/min，辅助气体积流量 10 

mL/min，毛细管温度 300 ℃。采用具有“Qual 

Browser”模块的 Thermo Xcalibur软件对数据进行定

性分析。参考 TCMSP（https://old.tcmsp-e.com/tcmsp. 

php）和 PubMed（https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/）

数据库，设置误差＜1×10−5以识别预测的化学成分。 

2.2  药物配制 

2.2.1  体内实验给药溶液的配制  称取雷公藤提

取物粉末适量，用蒸馏水溶解，分别配制成质量浓

度为 8、4 mg/mL的溶液[18]，分别用于雷公藤高、

低剂量组给药。 

2.2.2  体外实验给药溶液的配制  称取雷公藤提

取物粉末 10 mg，以少量 DMSO助溶后，用完全培

养基定容至 5 mL，配制成终质量浓度为 2 mg/mL

的母液，0.22 μm微孔滤器滤过除菌，分装，−20 ℃

保存备用，DMSO终体积分数小于 0.1%[17]。 

2.3  细胞培养 

4T1细胞用含 10%胎牛血清和 1%青霉素/链霉

素的高糖 DMEM培养基，4T1-luc细胞用含 10%胎

牛血清的 RPMI 1640培养基，在 37 ℃、5% CO2培

养箱中培养，每隔 1 d传代 1次。 

2.4  MTT 法检测细胞存活率 

取对数生长期的 4T1细胞，胰酶消化后，制备

细胞悬液，以 5×103个/孔接种至 96孔板中，培养

24 h。实验组加入不同质量浓度（（0.4、0.8、1.2、1.6、

2.0 mg/mL）的雷公藤提取物，对照组加入不含药物

的培养基，继续培养 24 h。另设置不接种细胞不含

药物的调零孔。加入 10 µL MTT溶液（5 mg/mL），

避光孵育 4 h，弃去上清液后加入 DMSO溶解。使

用酶标仪测定 490 nm处的吸光度（（A）值，计算细

胞存活率。 

细胞存活率＝(A 给药－A 调零)/(A 对照－A 调零) 

2.5  划痕实验检测细胞迁移能力 

取对数生长期的 4T1细胞接种于 6孔板中，细

胞密度达到 80%～90%时，用 200 µL 枪头划痕，

PBS 清洗后，加入不同质量浓度（0.2、0.4、0.6 

mg/mL）的雷公藤提取物，对照组加入不含药物的

培养基，继续培养。于 0、24、48 h观察并拍照，

用 Image J软件测量划痕面积，计算迁移率。 

迁移率＝(0 h划痕面积－24 h或 48 h划痕面积)/0 h划

痕面积 

2.6  结晶紫实验检测细胞活力 

取对数生长期的 4T1细胞接种于 6孔板中，细

胞密度达到约 80%时，加入不同质量浓度（（0.4、0.8、
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1.2 mg/mL）的雷公藤提取物，对照组加入不含药物

的培养基，继续培养 24 h。PBS 清洗后，加入 4%

多聚甲醛固定 30 min；PBS清洗，加入结晶紫溶液

孵育 15 min，PBS清洗 3次并干燥，拍照记录。 

2.7  平板克隆实验检测细胞克隆增殖能力 

取对数生长期的 4T1 细胞，以 500 个/孔接种

于 6孔板中，贴壁后加入不同质量浓度（（0.4、0.8、

1.2 mg/mL）的雷公藤提取物，对照组加入不含药物

的培养基，继续培养 14 d，每 3天更换 1次培养基。

用 4%多聚甲醛固定细胞后进行结晶紫染色[19]，拍

摄染色结果，并利用 Image J软件计算克隆形成数。 

2.8  Western blotting 检测 Nrf2、SLC7A11、GPX4

蛋白表达 

取对数生长期的 4T1细胞接种于 6孔板中，加

入不同质量浓度（0.4、0.8、1.2 mg/mL）的雷公藤

提取物，对照组加入不含药物的培养基，培养 24 h

后提取总蛋白。使用 NanoDrop 分光光度计测定蛋

白浓度，加入上样缓冲液并在 100 ℃加热 5 min使

蛋白变性。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，封闭 2 h后加入一抗，

4 ℃孵育过夜；加入 HRP标记的二抗，于室温孵育

2 h，加入 ECL化学发光试剂显影，利用 Image J软

件分析条带灰度值。 

2.9  动物分组、造模与给药 

雌性 BALB/c小鼠在异氟烷麻醉下，用胰岛素

注射器将 10 μL含 2×105个 4T1-luc细胞的细胞悬

液注入胫骨骨髓腔，构建骨转移模型[20-21]；对照组

（（n＝5）注射生理盐水。7 d后，将小鼠随机分为模

型组及雷公藤高、低剂量（80、40 mg/kg）[22]组和

唑来膦酸（（30 μg/kg）组，每组 5只。雷公藤高、低

剂量组每天 ig雷公藤提取物，唑来膦酸组每 2天 ip

唑来膦酸[23]。给药治疗 21 d，每 7天进行 1次肿瘤

荧光成像；实验结束前 1 d，使用Micro CT对小鼠

进行检查。 

2.10  胫骨和股骨组织 TRAP 染色 

末次给药结束后，脱颈椎处死小鼠，取股骨及

胫骨，于多聚甲醛中固定，加入 14%乙二胺四乙酸

（（ethylene diamine tetraacetic acid，EDTA）进行脱钙，

在 4 ℃下搅拌。脱钙后的骨组织嵌入石蜡，切片后

进行 TRAP染色，于显微镜下观察并拍照[24]。 

2.11  小鼠肿瘤荧光成像 

小鼠 ip D-荧光素钾盐（150 mg/kg），注射 5～

10 min后进行异氟烷麻醉，利用小动物活体成像系

统进行实时荧光拍摄[25]。 

2.12  Micro CT 离体成像 

使用 Micro-CT 分析系统对小鼠骨组织进行三

维重建，在预定义的感兴趣区域内自动计算骨体积

分数（（bone volume/tissue volume，BV/TV）、骨面积

分数（bone surface/bone volume，BS/BV）、骨表面

积密度（（bone surface/tissue volume，BS/TV）、骨小

梁数量（trabecular number，Tb.N）、骨小梁厚度

（（trabecular thickness，Tb.Th）和骨矿物质密度（（bone 

mineral density，BMD）[25]。 

2.13  Micro CT 活体成像 

使用Micro-CT分析系统对小鼠进行活体成像，

活体需异氟烷麻醉，小鼠嘴部对准小黑管，用胶带

固定好，按照机器使用说明书进行拍摄扫描。 

2.14  统计学分析 

使用 GraphPad Prism 9.5软件对数据进行作图

与处理，结果用 x s （表示。采用单因素方差分析

（（One-way ANOVA）进行组间差异的比较。 

3  结果 

3.1  雷公藤提取物的UPLC-Q-Exactive-MS/MS 鉴定 

正、负离子模式下雷公藤提取物的总离子流图

如图 1所示。通过参考相关文献、对比保留时间、

精确质谱信息等，对雷公藤提取物的化学成分进行

鉴定，鉴定出雷公藤甲素、雷公藤内酯酮、雷公藤

内酯甲等 15个化学成分（表 1）。 

 

图 1  正 (A)、负 (B) 离子模式下雷公藤提取物的总离子流图 

Fig. 1  Total ion chromatogram of T. wilfordii extract in positive (A) and negative (B) ion modes 
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表 1  雷公藤提取物中的成分鉴定 

Table 1  Identification of components in T. wilfordii extract 

序号 化合物 tR/min 分子式 
m/z 误差 

(×10−6) 
碎片离子 (m/z) 离子模式 PubChem CID 

实测值 理论值 

1 熊果酸 31.35 C30H48O3 457.367 4 457.367 6 −0.437 203.179 5, 439.357 1 正离子 64945 

2 3,4-二羟基苯甲醛 2.97 C7H6O3 139.039 1 139.039 0 0.719 121.028 4, 111.044 1 正离子 8768 

3 没食子儿茶素 1.71 C15H14O7 307.081 1 307.081 2 −0.326 289.070 8, 165.054 6 正离子 65084 

4 雷公藤内酯甲 16.83 C30H46O3 455.353 0 455.351 9 2.146 315.159 3, 409.210 3 正离子 158477 

5 雷公藤内酯酮 16.65 C20H22O6 359.148 6 359.148 9 −0.835 343.154 2, 191.070 3 正离子 65411 

6 咖啡因 5.03 C8H10N4O2 195.087 8 195.087 6 1.025 178.061 1, 138.054 6 正离子 2519 

7 雷公藤甲素 3.21 C20H24O6 361.164 3 361.164 4 −0.277 343.148 9, 297.133 2 正离子 107985 

8 大豆黄素 11.91 C15H10O4 255.065 3 255.065 1 0.784 135.008 8, 199.312 1 正离子 5281708 

9 表儿茶素 6.52 C15H14O6 291.086 2 291.086 3 −0.344 139.720 7, 123.409 8 正离子 72276 

10 表没食子儿茶素 4.24 C15H14O7 307.081 3 307.081 2 0.326 139.403 2, 287.605 6 正离子 72277 

11 原花青素 B1 4.34 C30H26O12 579.149 9 579.149 7 0.345 291.086 3, 409.092 4 正离子 11250133 

12 原花青素 B2 5.94 C30H26O12 579.149 6 579.149 7 −0.173 425.700 5, 287.109 7 正离子 122738 

13 葛根素 6.64 C21H20O9 417.117 8 417.118 0 −0.479 255.406 7, 137.203 4 正离子 5281807  

14 葛根素 6.63 C21H20O9 415.103 1 415.103 4 −0.723 297.106 5, 162.704 6 负离子 5281807 

15 蟛蜞菊内酯 13.06 C16H10O7 313.035 4 313.035 3 0.319 295.424 5, 211.500 4 负离子 5281813 

3.2  雷公藤提取物抑制 4T1 细胞增殖及克隆形成 

如图 2-A所示，与对照组比较，雷公藤提取物

作用 24 h后，4T1细胞存活率显著下降（（P＜0.001），

且呈剂量相关性，其半数抑制浓度（half inhibitory 

concentration，IC50）值为 1.081 mg/mL。为了更加

直观地观察雷公藤提取物对 4T1细胞的抑制作用，

对细胞进行结晶紫染色，结果见图 2-B、D，与对照

组比较，各剂量的雷公藤提取物均显著抑制 4T1细

胞生长（（P＜0.01、0.001），且呈剂量相关性，与MTT

实验结果一致。克隆形成实验结果（（图 2-C、E）显

示，雷公藤提取物作用 14 d后，对照组形成的细胞

群落数量较多且结构紧密，雷公藤提取物组细胞群

落数量明显减少（P＜0.05、0.01、0.001），形态不

规则且尺寸较小。以上结果表明，雷公藤提取物能

够显著抑制 4T1细胞的增殖及克隆形成，且具有剂

量相关性。 

 

A-MTT检测雷公藤提取物对 4T1细胞活力的影响；B、D-结晶紫染色检测雷公藤提取物对 4T1细胞活力的影响；C、E-雷公藤提取物对 4T1细

胞克隆形成的影响；与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001，下图同。 

A-effect of T. wilfordii extract on viability of 4T1 cells detected by MTT; B, D-effect of T. wilfordii extract on viability of 4T1 cells detected by crystal 

violet staining; C, E-effect of T. wilfordii extract on colony formation of 4T1 cells; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group, same as below 

figures. 

图 2  雷公藤提取物抑制 4T1 细胞增殖及克隆形成 ( x s , n = 3) 

Fig. 2  T. wilfordii extract inhibits proliferation and colony formation of 4T1 cells ( x s , n = 3) 
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3.3  雷公藤提取物抑制 4T1 细胞迁移 

为避免细胞毒性的直接杀伤作用对实验结果

造成干扰，选取低质量浓度（（0.2、0.4、0.6 mg/mL）

的雷公藤提取物分别作用 24、48 h进行划痕实验。

如图 3所示，与对照组比较，雷公藤提取物组划痕

愈合速度明显减缓，细胞间隙较大，且细胞迁移率

显著降低（P＜0.05、0.01、0.001），表明雷公藤提

取物可有效抑制 4T1细胞的迁移能力。 

 

图 3  雷公藤提取物抑制 4T1 细胞迁移 (×10; x s , n = 3) 

Fig. 3  T. wilfordii extract inhibits migration of 4T1 cells (× 10; x s , n = 3) 

3.4  雷公藤提取物通过下调 Nrf2/SLC7A11/GPX4

通路诱导 4T1 细胞铁死亡 

乳腺癌的发生发展及耐药性与铁死亡密切相

关，调控铁死亡通路已成为新型抗肿瘤药物研发的

重要方向。研究表明，激活铁死亡可通过多途径抑

制乳腺癌进展 [26]。七叶内酯通过 p53/SLC7A11/ 

GPX4信号轴诱导 4T1细胞铁死亡[27]；槐耳多糖通

过 p53/SLC7A11/GPX4 信号轴促进三阴乳腺癌

MDA-MB-231细胞铁死亡[28]；而 miR-221-3p过表

达则通过 Nrf2/GPX4轴抑制铁死亡促进转移[29]，提

示铁死亡调控网络的多靶点特性。雷公藤及其成分

抑制乳腺癌的作用机制主要有抑制增殖、迁移和侵

袭[9]、诱导凋亡自噬[10]、抗血管生成[11]及调控雌激

素[12]等多重途径。近年来的研究揭示雷公藤活性成

分在肝病[30]、胰腺癌[31]和结肠癌[32]中通过谷胱甘肽

（（glutathione，GSH）/GPX4、泛素化 GPX4 降解及

p53/SLC7A11等通路诱导铁死亡。然而，目前尚无

雷公藤调控乳腺癌铁死亡通路的直接证据。本研究

通过检测 Nrf2、SLC7A11、GPX4关键蛋白表达，

旨在揭示雷公藤抗乳腺癌的机制，为天然药物诱导

铁死亡的研究提供理论依据。如图 4所示，与对照

组比较，0.4、0.8、1.2 mg/mL的雷公藤提取物均可

以显著下调 4T1 细胞 Nrf2、SLC7A11 和 GPX4 蛋

白表达（P＜0.05、0.01、0.001），表明雷公藤提取

物可通过抑制 Nrf2/SLC7A11/GPX4 通路诱导 4T1

细胞铁死亡。 

 

图 4  雷公藤提取物对 4T1 细胞 Nrf2、SLC7A11、GPX4 蛋白表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 4  Effect of T. wilfordii extract on expressions of Nrf2, SLC7A11 and GPX4 proteins in 4T1 cells ( x s , n = 3) 
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3.5  雷公藤提取物抑制骨转移肿瘤的进展和继发

性肺转移 

为了评估雷公藤提取物抑制乳腺癌骨转移的

药效作用，小鼠胫骨中注射 4T1-luc 细胞构建骨转

移模型，给予药物进行干预。如图 5-A、B 所示，

与模型组比较，雷公藤提取物和唑来膦酸明显减缓

肿瘤的生长（（P＜0.05、0.01）。X射线（（图 5-C）结

果显示，肿瘤导致明显的骨质丢失及胫骨骨折，而

雷公藤提取物表现出一定的骨保护作用。如图 5-D

所示，雷公藤提取物高剂量组小鼠脾脏指数显著高

于模型组（P＜0.05）。如图 5-E 所示，模型组小鼠

出现远端肺转移，而雷公藤提取物组显著抑制了骨

转移灶引发的继发性肺转移。实验过程中，各组小

鼠体质量无明显变化（（图 5-F）。以上结果表明，雷

公藤提取物能够干预乳腺癌骨转移的进展，并且对

乳腺癌继发性肺转移具有一定的抑制作用。 

 

A-小鼠肿瘤生长的实时荧光成像；B-实验第 21天小鼠肿瘤的荧光分析；C-小鼠的体内 CT代表性图像；D-各组小鼠脾脏指数；E-实验第 21天

肺组织的代表性图像；F-各组小鼠体质量变化；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

A-real time fluorescence imaging of tumor growth in mice; B-fluorescence analysis of tumor in mice on the 21st day of experiment; C-representative CT 

images of mice in vivo; D-spleen index of mice in each group; E-representative images of lung tissue on the 21st day of experiment; F-changes in body 

mass of mice in each group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

图 5  雷公藤提取物抑制骨转移肿瘤的进展和继发性肺转移 ( x s , n = 5) 

Fig. 5  T. wilfordii extract inhibits progression of bone metastases and secondary lung metastasis ( x s , n = 5) 

3.6  雷公藤提取物抑制破骨细胞募集和骨质流失 

对小鼠离体骨组织的 3D重建，如图 6-A所示，

模型组小鼠出现严重的骨质丢失、骨折，甚至骨小

梁完全消失，这是由于肿瘤细胞诱导破骨细胞过度

分化和募集，造成恶性循环所致；与模型组比较，

雷公藤提取物治疗明显改善了骨质丢失的情况，这

种改善表现在各种骨参数上，包括 BV/TV 增加、

BS/BV 降低、BS/TV 增加、BMD 增强、Tb.Th 增

厚、Tb.N增加（（图 6-B～G）。此外，胫骨和股骨组

织的 TRAP染色显示，雷公藤提取物治疗减少了破

骨细胞的分化和募集，最大限度地减少了骨质流失

（（图 6-H）。 
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A-骨组织的代表性 Micro-CT 重建分析；B～G-骨相关指标分析；H-胫骨和股骨组织的 TRAP 染色（×20）；与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜

0.01  ###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

A-representative Micro-CT reconstruction analysis of bone tissue; B—G-analysis of bone-related parameters; H-TRAP staining of tibial and femoral tissue 

(× 20); #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group. 

图 6  雷公藤提取物抑制破骨细胞募集和骨质流失 ( x s , n = 3) 

Fig. 6  T. wilfordii extract inhibits osteoclast recruitment and bone loss ( x s , n = 3) 

4  讨论 

近年来雷公藤的抗肿瘤活性逐渐受到关注。研

究表明其主要活性成分如雷公藤红素可通过下调

细胞周期蛋白、上调细胞周期蛋白依赖性激酶

（（cyclin-dependent kinase，CDK）表达诱导细胞周期

阻滞，将人乳腺癌 MCF-7 细胞周期阻滞在 G2/M

期[33-34]；雷公藤内酯醇通过调控miR-142-3p/热休克

蛋白 70（heat shock protein 70，HSP70）通路抑制

MCF-7细胞增殖、侵袭和迁移[9]；雷公藤活性成分

主要通过线粒体和内质网途径诱导乳腺癌细胞凋

亡，阻止乳腺癌转移[35]；雷公藤甲素可以上调MCF-

7 细胞中自噬相关蛋白表达，下调细胞自噬受体蛋

白表达，促进细胞自噬[36]；雷公藤甲素通过抑制

Twist相关蛋白 1（Twist related protein 1，Twist1）

下调人乳腺癌 BT-549、MDA-MB-231和MDA-MB-

468细胞中跨膜受体蛋白-1（neurogenic locus notch 

homolog protein-1，Notch-1）的表达和 NF-κB的磷

酸化，从而降低神经钙黏蛋白（（neural-cadherin，N-

cadherin）、血管内皮钙黏蛋白（（vascular endothelial-

cadherin，VE-cadherin）和血管内皮细胞生长因子受
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体 2（vascular endothelial growth factor receptor 2，

VEGFR2）的表达，抑制血管生成[11]；雷公藤甲素

可以通过下调雌激素受体相关的 ERα、ERβ和丝裂

原活化蛋白激酶 1/2（mitogen-activated protein 

kinases 1/2，MEK 1/2）蛋白表达及磷酸化水平，抑

制MEK/ER信号通路，从而发挥对 4T1细胞的抑制

作用[37]。既往研究多聚焦于凋亡与自噬机制，而本

研究揭示了雷公藤通过下调 Nrf2/SLC7A11/GPX4

通路诱导 4T1细胞铁死亡的作用。这一发现与在卵

巢癌[38]、胰腺癌[30]、结肠癌[31]的铁死亡研究形成互

补，提示铁死亡可能成为雷公藤抗多种癌症作用的

关键机制。 

雷公藤在应用中不仅表现出良好的抗肿瘤效

果，还被广泛用于多种骨骼系统疾病的治疗，包括

骨关节炎、骨质疏松及骨折修复等疾病。研究表明，

雷公藤甲素通过靶向抑制磷脂酰肌醇 3-激酶

（（phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K）/蛋白激酶 B

（（protein kinase B，Akt）/核因子活化 T细胞 1（（nuclear 

factor-activated T cell 1，NFATc1）信号通路显著抑

制破骨细胞生成，进而发挥抗骨质流失作用[39]。雷

公藤甲素抗老年性骨质疏松机制主要源于其对破

骨细胞数量及骨吸收功能的双重抑制[15]。雷公藤另

一重要活性成分雷公藤红素通过阻断 NF-κB 和

MAPK信号通路抑制破骨细胞成熟分化[40]。本研究

通过体内实验证实，雷公藤治疗对肿瘤相关骨破坏

具有显著改善作用，具体表现为 BV/TV、BMD 及

Tb.Th 显著增加，同时 BS/BV 降低。此外，TRAP

染色进一步证实雷公藤可有效抑制破骨细胞的分

化与募集，从组织学层面揭示了其对骨保护的直接

作用。这些发现提示雷公藤可能通过调控破骨细胞

的过度活化，打破肿瘤-破骨细胞恶性循环，从而缓

解病理性骨破坏。 

尽管本研究取得重要发现，但是仍需正视以下

局限：虽然 4T1细胞系是研究 TNBC骨转移的经典

模型，但其人鼠种属差异可能影响机制外推，未来

需在 MDA-MB-231 等人源细胞系中验证；由于雷

公藤成分复杂多样，发挥关键作用的具体成分不明

确，后续可通过 HPLC指纹图谱结合活性追踪确定

关键组分。综上，本研究表明雷公藤通过抑制 TNBC

细胞的增殖和迁移、诱导铁死亡及改善骨微环境，

能够有效干预乳腺癌骨转移的进程。本研究从（“抑

瘤-护骨”双重角度拓展了雷公藤的药用价值，为乳

腺癌骨转移的综合治疗策略开发提供了新思路。 
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