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三叶青醇提物对 4T1 乳腺癌的体内外抑制作用及其对 TNF-α/Akt/STAT3

信号轴的调控机制  
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摘  要：目的  鉴定三叶青醇提物（ethanol extract of Tetrastigma hemsleyanum，SYQ）入血成分并探讨其抗 4T1 乳腺癌的作

用机制。方法  采用超高效液相色谱-四极杆-飞行时间串联质谱（ultra-high performance liquid chromatography-quadrupole time-

of-flight tandem mass spectrometry，UHPLC-Q-TOF-MS/MS）分析 SYQ 的入血成分；通过 MTT 法、克隆形成与划痕实验检

测 SYQ 含药血清对 4T1 乳腺癌细胞增殖和迁移的影响。构建 4T1 荷瘤小鼠模型，设置对照组、模型组、环磷酰胺（20 mg/kg）

组和 SYQ 低、中、高剂量（5、10、20 g/kg）组，给药干预后，ELISA 检测血清中白细胞介素-6（interleukin-6，IL-6）和肿

瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）水平；苏木素-伊红（hematoxylin-eosin，HE）染色观察肿瘤组织病理变化；

免疫组化检测肿瘤组织 CD68 和 Ki67 表达；Western blotting 法检测肿瘤组织中 TNF-α/蛋白激酶 B（protein kinase B，Akt）/信

号传导与转录激活因子 3（signal transducer and activator of transcription 3，STAT3）信号轴及凋亡相关蛋白表达。结果  UHPLC-

Q-TOF-MS/MS 鉴定出 19 种入血成分，主要包括黄酮类（芦丁、橘皮素、水仙苷）以及苯丙素类和其他苷类化合物（连翘苷

E、达伦苷 B）。体外实验结果显示，SYQ 含药血清显著抑制 4T1 细胞增殖、迁移及克隆形成（P＜0.01、0.001）。体内实验

结果显示，SYQ 显著抑制荷瘤小鼠肿瘤体积增长（P＜0.001），高剂量组抑瘤率达 25.95%；降低血清中 IL-6 和 TNF-α 水平

（P＜0.05、0.001），诱导肿瘤组织坏死并显著降低 CD68 和 Ki67 表达（P＜0.001），同时下调肿瘤组织中 TNF-α、p-Akt/Akt、

p-STAT3/STAT3 及 B 细胞淋巴瘤-2（B-cell lymphoma-2，Bcl-2）表达水平（P＜0.05、0.01、0.001）。结论  SYQ 可通过降低

炎症因子水平、抑制肿瘤细胞增殖及诱导肿瘤组织坏死，从而发挥抗乳腺癌作用，其机制可能与抑制 TNF-α/Akt/STAT3 信号

轴有关。 
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Inhibitory effects of ethanol extract of Tetrastigma hemsleyanum on 4T1 breast 

cancer in vivo and in vitro and its regulatory mechanism on TNF-α/Akt/STAT3 
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Abstract: Objective  To identify the blood-absorbed constituents of ethanol extract of Tetrastigma hemsleyanum (SYQ) and 

investigate its anti-breast cancer activity and underlying mechanisms. Methods  Blood-absorbed components of SYQ were identified 

using ultra-high performance liquid chromatography-quadrupole time-of-flight tandem mass spectrometry. The effects of SYQ drug 

containing serum on proliferation and migration of 4T1 cells were evaluated by MTT, colony formation and wound-healing assays. A 

4T1 tumor-bearing mouse model was established, control group, model group, cyclophosphamide (20 mg/kg) group, SYQ low-, 

                                                        
收稿日期：2026-02-08 

基金项目：江苏省人民医院专项发展基金（ZXFZ2026017）；南京中医药大学中药学一级重点学科开放项目（ZYXPY2024-008） 

作者简介：邵杨洁（2001—），女，硕士，研究方向为中药效应与安全性评价。E-mail: 754156285@qq.com 

*通信作者：于瑞莲（1970—），女，副教授，硕士生导师，主要研究方向为中药新药开发。E-mail: yu3ruilian@126.com 



·3862· 中草药 2026 年 5 月 第 57 卷 第 10 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2026 May Vol. 57 No. 10 

   

medium-, and high-dose (5, 10, 20 g/kg) groups were set up. After drug intervention, ELISA was used to detect the levels of interleukin-

6 (IL-6) and tumor necrosis factor-α (TNF-α) in serum. Hematoxylin-eosin (HE) staining was used to observe pathological changes in 

tumor tissue. Immunohistochemistry was used to detect CD68 and Ki67 expressions in tumor tissue. Western blotting was used to 

detect the expressions of TNF-α/protein kinase B (Akt)/signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) signaling axis and 

apoptosis related proteins in tumor tissues. Results  A total of 19 blood components were identified by UHPLC-Q-TOF-MS/MS, 

mainly including flavonoids (rutin, tangeretin, narcissoside), phenylpropanoids, and other glycoside compounds (forsythoside E, 

darendoside B). The in vitro experimental results showed that SYQ drug containing serum significantly inhibited the proliferation, 

migration and colony formation of 4T1 cells (P < 0.01, 0.001). The in vivo experimental results showed that SYQ significantly inhibited 

tumor volume growth in tumor bearing mice (P < 0.001), with a tumor inhibition rate of 25.95% in high-dose group. SYQ reduced the 

levels of IL-6 and TNF-α in serum (P < 0.05, 0.001), induced tumor tissue necrosis and significantly reduced the expressions of 

CD68 and Ki67 (P < 0.001), while downregulated the expression levels of TNF-α, p-Akt/Akt, p-STAT3/STAT3 and B-cell lymphoma-

2 (Bcl-2) in tumor tissue (P < 0.05, 0.01, 0.001). Conclusion  SYQ could exerts anti-breast cancer effects by reducing the levels of 

inflammatory factors, inhibiting tumor cell proliferation and inducing tumor tissue necrosis. The mechanism may be related to the 

inhibition of TNF-α/Akt/STAT3 signaling axis. 

Key words: Tetrastigma hemsleyanum Diels et Gilg; serum pharmacochemistry; breast cancer; inflammation; Akt/STAT3 signaling 

pathway; rutin; tangeretin; narcissoside; forsythoside E; darendoside B 

乳腺癌是一种源自乳腺上皮细胞的恶性肿瘤，

是女性中发病率最高的恶性肿瘤之一，同时也是全

球癌症致死的主要原因之一[1]。根据 2020 年世界卫

生组织国际癌症研究机构发布的癌症数据分析，全

球每年新增女性乳腺癌病例约为 230 万例，死亡病

例约为 69 万例，严重威胁女性的生命健康[2]。其预

防和治疗依然存在很大困难，尽管临床上采用了化

疗、内分泌治疗、靶向治疗和免疫治疗等多种方法，

但其疗效常受到肿瘤异质性、药物耐药性以及肿瘤

微环境（（tumor microenvironment，TME）复杂调控

的影响[3]。近年来，中药凭借其独特优势在抗乳腺

癌领域崭露头角，能够显著抑制肿瘤生长，防止肿

瘤复发与转移，逆转耐药性，并调节机体免疫功能。

此外，中药还具有防治抗肿瘤药物所致心脏毒性的

作用，其多途径、多靶点的特性更有助于实现全身

性的治疗效果[4-5]。 

三叶青为葡萄科植物三叶崖爬藤 Tetrastigma 

hemsleyanum Diels et Gilg 干燥块根的药用部位，亦

称金线吊葫芦、蛇附子、石老鼠及三叶对等，主要分

布于中国浙江、广西、江西、福建、云南等省区[6]，

常生长于山谷阴湿环境或林下岩石缝隙中。三叶青

素有（“药王”及（“植物抗生素”之美誉，其化学成

分丰富，主要包括黄酮类、三萜类、多酚类及甾体

等，这些有效成分使其具备抗肿瘤、抗病毒、抗炎、

解热镇痛、免疫调节及保肝护肝等多重药理活性[7]。

本研究基于肿瘤相关炎症在乳腺癌恶性进展中的

重要推动作用，结合三叶青“清热解毒”的显著抗

炎和免疫调节特性，采用体内外联合实验方法，系

统 评 估 三 叶 青 醇 提 物 （ ethanol extract of T. 

hemsleyanum，SYQ）对乳腺癌的抑制作用。重点探

讨其通过抑制细胞增殖与迁移、降低炎症因子表达

等机制，阐明其抗肿瘤效果，为三叶青在乳腺癌临

床治疗中的应用提供理论依据。 

1  材料 

1.1  动物与细胞株 

SPF 级雌性 BALB/c 小鼠 60 只，体质量（（18±

2）g；SPF 级雄性 SD 大鼠 12 只，体质量（200±

20）g，均购自南京青龙山动物繁殖场，合格证号

SCXK（（苏）2024-0001。动物于 SPF 级环境中饲养，

室温（22±2）℃，相对湿度（55±5）%，12 h/12 h

明暗循环，自由摄食饮水。动物实验操作遵守（《实

验动物管理条例》相关规定，并经南京中医药大学

实验动物伦理委员会批准（批准号 202512A105）。 

小鼠 4T1 乳腺癌细胞由南京中医药大学药理

实验室惠赠。 

1.2  药材 

三叶青块根购自广西玉林市中药材专业市场，

由南京中医药大学中药鉴定学教研室刘圣金教授

鉴定为葡萄科崖爬藤属植物三叶崖爬藤 T. 

hemsleyanum Diels et Gilg 的干燥块根。 

1.3  药品与试剂 

RPMI 1640 培养基（（批号 BC20250711）、含乙

二胺四乙酸的胰蛋白酶细胞消化液（ trypsin-

ethylenediaminetetraacetic acid ， Trypsin-EDTA ，

0.25% ，批号 BC20250912 ）、磷酸盐缓冲液

（（phosphate buffered saline，PBS，批号BC20250808）、



 中草药 2026 年 5 月 第 57 卷 第 10 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2026 May Vol. 57 No. 10 ·3863· 

    

青霉素-链霉素溶液（批号 BC20250826）购自南京

森贝伽生物科技有限公司；胎牛血清（fetal bovine 

serum，FBS，批号 7E701H3）购自诺维赞生物科技

有限公司；MTT 试剂（（批号 EZ3413A112）、戊巴比

妥钠（批号 F20021216 ）、多聚甲醛（批号

GP250230725587）购自广州赛国生物科技有限公

司；二甲基亚砜（（dimethyl sulfoxide，DMSO，批号

20241213）购自南京建成生物科技有限公司；注射

用环磷酰胺（ cyclophosphamide ， CTX ，批号

F13IS206786）购自上海源叶生物科技有限公司；小

鼠肿瘤坏死因子-α（（tumor necrosis factor-α，TNF-α）

ELISA 检测试剂盒（批号 201-202511）、白细胞介

素-6（interleukin-6，IL-6）ELISA 检测试剂盒（批

号 202-202511）购自南京拉普达生物科技有限公

司；二甲苯（（批号 251223433G）、无水乙醇（（批号

260205364D）购自南京化学试剂股份有限公司；苏

木素染色液（批号 C240809）、伊红染色液（批号

C250103）、苏木素（（批号 C250102）购自珠海贝索

生物技术有限公司；柠檬酸钠抗原修复液（批号

20250705 ） 、 乙 二 胺 四 乙 酸

（（ethylenediaminetetraacetic acid，EDTA）抗原修复液

（（批号 20260102）购自飞净生物科技有限公司；即

用型正常山羊血清（（批号 20L05A09）、DAB 显色试

剂盒（批号 20K05A27）购自博士德生物工程有限

公司；免疫组化检测试剂盒（（批号 NJXL251215）购

自艾方生物科技有限公司；Ki67 多克隆抗体（（批号

00153100 ）、 CD68 重 组 单 克 隆 抗 体 （ 批 号

23007895）、蛋白激酶 B（（protein kinase B，Akt）抗

体（批号 10026612）、p-Akt（Ser473）抗体（批号

10028150）、信号传导及转录激活因子 3（signal 

transducer and activator of transcription 3，STAT3）抗

体（（批号 00143630）、p-STAT3（（Ser727）抗体（（批

号 00170631）、TNF-α 抗体（批号 00179471）、β-

actin 抗体（（批号 10038080）、HRP 标记的山羊抗兔

IgG 二抗（批号 20001367）、HRP 标记的山羊抗鼠

IgG 二抗（（批号 20001336）购自美国 Proteintech 公

司；B 细胞淋巴瘤-2（B-cell lymphoma-2，Bcl-2）

抗 体 （ 批 号 L1724 ） 购 自 美 国 Santa Cruz 

Biotechnology 公司；PageRulerTM预染蛋白相对分子

质量 Marker（批号 3364840）、苯甲基磺酰氟

（（ phenylmethanesulfonyl fluoride ， PMSF ， 批 号

3233087）购自美国 Thermo Fisher Scientific 公司；

BCA 蛋白浓度测定试剂盒（批号 Z928241227）、

RIPA 裂解液（（弱，批号 A353250722）、四甲基乙二

胺（（N,N,N′,N′-tetramethylethylenediamine，TEMED）

替代物（（批号 A349250509）、30%丙烯酰胺-甲叉双

丙烯酰胺（（acrylamide-bisacrylamide，Acr-Bis，29∶

1，批号 A523251224）、1.5 mol/L 三羟甲基氨基甲

烷（（Tris）-HCl（（pH 8.8，批号 A469251217）、1 mol/L 

Tris-HCl（pH 6.8，批号 A567251221）、过硫酸铵

（（ ammonium persulfate ， APS ）替代物（批号

A364250606）、十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电

泳 （ sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis，SDS-PAGE）蛋白上样缓冲液（（5×，

批号 A039240905）、磷酸酶抑制剂混合物（50×，

批号 091823240331）、Western 一抗稀释液（批号

Z997240920）购自上海碧云天生物技术有限公司；

增强型化学发光（enhanced chemiluminescence，

ECL）液（（批号 180-5001）购自上海天能科技有限

公司；甲醇（（批号 32058）购自亚盛化工有限公司；

十二烷基硫酸钠（（sodium dodecyl sulfate，SDS，批

号 L40913A0003）购自生工生物工程（（上海）股份

有限公司；甘氨酸（批号 EZ678F9D1E）、Tris（批

号 EZ660D62DD2）购自德国 BioFroxx 公司；聚山

梨酯 20（批号 A354250716）购自 Diamond 公司；

1×Tris 缓冲盐溶液（（Tris-buffered saline，TBS，批

号 240005002）购自北京索莱宝科技有限公司；脱

脂奶粉（（批号 LEE0023）购自富士胶片和光贸易有

限公司；聚偏二氟乙烯（polyvinylidene fluoride，

PVDF）膜（（批号 0000390118）、色谱级乙腈（（批号

JA112130）购自德国 Merck 公司；0.1%结晶紫溶液

（（批号 0225A25）购自北京雷根生物技术有限公司；

色谱级甲酸（批号 73C1804DP）购自安耐吉化学。 

1.4  仪器 

Multiskan FC 型酶标仪（美国 Thermo Fisher 

Scientific 公司）；EPS-600 型电泳仪、4600SF 型化

学发光成像系统（上海天能科技有限公司）；XW-

80A 型微型涡旋混合仪（上海泸西分析仪器厂）；

HWS-24 型电热恒温水浴锅（上海一恒科学仪器有

限公司）；FA1104N 型分析天平（上海平轩科学仪

器有限公司）；RE100-Pro 型旋转蒸发仪（（大龙兴创

实验仪器股份公司）；SW-CJ-2G 型超净工作台（（苏

州净化实验设备有限公司）；CO2 培养箱（（长沙华曦

电子科技有限公司）；XD-202 型倒置显微镜（（江南

永新光学有限公司）；ELx50 型微孔板全自动洗板机

（（美国 BIOTEK 公司）；WZ80-2 型微孔板恒温振荡
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器（（杭州佑宁仪器有限公司）；RM2125 RTS 型石蜡

切片机、HistoCore 型包埋机（德国 Leica 公司）；

LTF-K 脱水机、DP45 型烘片机、DK45 型摊片机、

RS36 型全自动染色机（（派斯杰科技有限公司）；3D 

HISTECH-150 型扫片机（匈牙利 3D HISTECH 公

司）；DHG-9071A 型电热恒温培养箱（（上海精宏实

验设备有限公司）；Triple TOFTM 5600+型超高效液

相色谱 -四极杆 -飞行时间串联质谱（ultra-high 

performance liquid chromatography-quadrupole time-

of-flight tandem mass spectrometry，UHPLC-Q-TOF-

MS/MS）仪（美国 AB SCIEX 公司）。 

2  方法 

2.1  SYQ 的制备 

将干燥的野生三叶青块根粉碎后过 80 目筛，

按照 1∶10 的料液比加入 60%乙醇，在 85 ℃恒温

水浴条件下提取 3 次，每次 1.5 h。将所得滤液合

并，浓缩并冷冻干燥获得 SYQ。 

2.2  SYQ 含药血清的制备 

SD 大鼠适应性饲养 7 d 后，随机分为对照组和

SYQ 组，每组 6 只。给药剂量依据本课题组前期急

性毒性实验结果，SYQ 在 ICR 小鼠中的单次最大

给药剂量为 180 g/kg（（以生药量计），连续观察 14 d

未见明显毒性反应及脏器病理学改变。结合临床等

效剂量倍数原则及人体与大鼠体表面积换算关系，

本研究将大鼠给药剂量设定为 20 g/kg。预实验结果

表明，该剂量连续给药未引起显著的不良反应，且

所得含药血清在体外对乳腺癌细胞表现出较强的

抑制作用。因此，SYQ 组以 20 g/kg 剂量 ig 给药，

对照组 ig 等体积的纯水，1 次/d，连续给药 7 d。末

次给药 1 h 后，大鼠 ip 戊巴比妥钠（30 mg/kg）麻

醉并自腹主动脉采集血液。采集的血液在室温下静

置 2 h，随后分离血清，在 56 ℃水浴中灭活 30 min，

经 0.22 μm 滤膜滤过除菌，分装后置于−20 ℃冰箱

保存备用。 

2.3  SYQ 及含药血清的 UHPLC-Q-TOF-MS/MS

分析 

2.3.1  色谱条件  Agilent Zorbax Extend C18色谱柱

（100 mm×2.1 mm，1.8 μm），流动相为 0.1%甲酸水

溶液（A）-乙腈（B），梯度洗脱：0～0.01 min，5% 

B；0.01～25 min，5%～95% B；25～27 min，95% 

B；27～29 min，95%～5% B；29～31.01 min，5% 

B。柱温 25 ℃；体积流量 0.3 mL/min；进样量 2 μL。 

2.3.2  质谱条件  采用电喷雾电离（electrospray 

ionization，ESI）源，分别在正、负离子模式下进行

扫描，启用动态背景扣除（dynamic background 

subtraction，DBS）功能。单次扫描周期为 840 ms，

包含 1 次 200 ms 的 TOF MS 扫描和 8 次 80 ms 的

TOF MS/MS 扫描；配备自动校正系统（calibrant 

delivery system，CDS），设置每 6 针自动校正 1 次。

主要质谱参数设置如下：TOF MS 扫描范围 m/z 

100～1 500；离子喷雾电压（ ion spray voltage 

floating，ISVF）为 5 500 V、−4 500 V；去簇电压

（declustering potential，DP）为±60 V；碰撞能量

（collision energy，CE）为±10 V；雾化气（Gas 1）

压力为 55 psi（1 psi＝6.895 kPa）；辅助加热气（Gas 

2）压力为 55 psi；气帘气（curtain gas，CUR）压力

为35 psi；离子源温度（temperature，TEM）为550 ℃。

TOF MS/MS 扫描采用高灵敏度模式，扫描范围 m/z 

50～1 000；DP 为±60 V；CE 为±40 V；碰撞能量

扩散（collision energy spread，CES）为 10 V。 

2.4  成分集的建立与数据处理 

通过 TCMSP、PubChem、Chemical Book 以及

PubMed 等数据库和相关文献，系统收集三叶青的

化学成分信息，整理化合物名称、分子式、精确相

对分子质量及结构式（mol 格式）等数据，建立三

叶青化学成分自建数据库。将 UHPLC-Q-TOF-

MS/MS 采集的原始数据导入分析软件，依次进行基

线校正、峰提取、峰对齐及去卷积等处理。以自建

数据库为基础进行化学成分匹配鉴定，设定一级质

谱质量误差≤1.5×10−5，并结合二级质谱碎片特征

及文献报道进行人工核对与确认，获得三叶青的化

学成分组成。进一步对比含药血清与空白血清，遵循

“化合物在醇提物及含药血清中均可检出，且在空白

血清中未检出”的判定原则，综合保留时间、准分子

离子峰及碎片信息，确定三叶青入血的原型成分。 

2.5  细胞培养 

4T1细胞用含 10% FBS 及 1%青霉素-链霉素的

RPMI 1640 完全培养基，于 37 ℃、5% CO2 培养箱

中培养。当细胞融合度达到 80%～90%时，弃去培

养基，加入胰酶消化 3 min，轻柔吹打以促使细胞完

全脱落，将细胞悬液以 1 000 r/min 离心 4 min，弃

去上清液，加入完全培养基重悬细胞，并根据后续

实验需求接种于培养板中备用。 

2.6  MTT 法测定细胞活力 

将处于对数生长期的 4T1 细胞以 8×103 个/孔

接种于 96 孔板中，培养 24 h 后弃去原培养液。对
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照组加入 200 μL 含 20%空白血清的完全培养基；

给药组则分别加入 200 μL 含有 5%、10%、15%、

20% SYQ 含药血清的完全培养基，另设置不接种细

胞不给药的空白组。培养 24 h 后，在避光条件下每

孔加入 20 μL MTT 溶液（（5 mg/mL），置于培养箱中

孵育 4 h。孵育结束后弃去上清液，每孔加入 150 μL 

DMSO，采用酶标仪在 490 nm 波长处测定各孔的吸

光度（A）值，计算细胞存活率。 

细胞存活率＝(A 给药－A 空白)/(A 对照－A 空白) 

2.7  集落形成实验检测细胞克隆能力 

将处于对数生长期的 4T1 细胞以 2×103 个/孔

接种于 6 孔板中，待细胞贴壁后弃去原培养基。对

照组加入 2 mL 含 20%空白血清的培养基，给药组

分别加入 2 mL 含 5%、10%、20% SYQ 含药血清的

培养基。培养过程中每隔 3 d 更换 1 次相应培养基，

连续培养 12 d。培养结束后弃去培养基，用 PBS 轻

柔洗涤细胞，加入 4%多聚甲醛固定 15 min 后，采

用 0.1%结晶紫溶液染色 30 min，自然晾干，在显微

镜下观察、拍摄并统计细胞克隆集落数。 

2.8  划痕实验检测细胞迁移能力 

将处于对数生长期的 4T1细胞接种于 6孔板中

培养，当细胞融合度达到 90%以上时，用 200 μL 无

菌吸头在每孔中央垂直划取一道均匀划痕。用 PBS

冲洗细胞 3 次后，对照组加入 2 mL 含 20%空白血

清的培养基，给药组分别加入 2 mL 含 2.5%、5%、

10%、15% SYQ 含药血清的培养基。分别在划痕 0 h

及培养 24 h 后，采用倒置显微镜在固定视野下拍摄

划痕区域图像，利用 Image J 软件计算细胞迁移率。 

细胞迁移率＝(0 h 划痕宽度－24 h 划痕宽度)/0 h 划痕宽度 

2.9  4T1 荷瘤小鼠模型的建立、分组与给药 

取处于对数生长期的 4T1 细胞，经胰酶消化及

离心处理后用 PBS 重悬，调整细胞密度至 1×107

个/mL。取 0.1 mL 细胞悬液注射于 BALB/c 小鼠第

4 对乳腺脂肪垫以建立乳腺癌模型。成瘤后的小鼠

随机分为模型组、CTX（20 mg/kg）组及 SYQ 低、

中、高剂量（（按生药量分别为 5、10、20 g/kg）组，

每组 10 只，同时另取 10 只健康 BALB/c 小鼠作为

对照组。SYQ 组连续 ig 给药 21 d，CTX 组隔日 ip

给药 1 次（（给药方案参考相关文献方法[8]），对照组

和模型组 ig 等体积纯水。 

2.10  荷瘤小鼠一般状态与肿瘤生长监测 

给药期间每日对小鼠的一般状况进行观察，包

括精神状态、饮食情况、被毛状况及活动表现，并

记录死亡情况。每隔 2 d 测量小鼠体质量，同时使

用游标卡尺测量肿瘤的长径与短径，并称定离体肿

瘤质量，计算肿瘤体积与抑瘤率。 

肿瘤体积＝(长径×短径 2)/2 

抑瘤率＝(模型组平均肿瘤质量－给药组平均肿瘤质

量)/模型组平均肿瘤质量 

2.11  脾脏和胸腺指数测定 

给药 21 d 后，禁食不禁水，采用颈椎脱臼法处

死小鼠，迅速摘取脾脏和胸腺，称定质量并计算脏

器指数。 

脏器指数＝脏器质量/体质量 

2.12  苏木素-伊红（hematoxylin-eosin，HE）染色

观察肿瘤组织病理变化 

取小鼠的肿瘤组织，用 4%多聚甲醛固定 24～

48 h，经过常规脱水、透明和石蜡包埋，切成 4 μm

的连续切片，进行 HE 染色并封片，在光学显微镜

下观察肿瘤组织的形态及病理变化。 

2.13  ELISA 检测血清中炎症因子水平 

实验结束后处死小鼠，采集眼眶静脉血，分离

集血清并分装，于−80 ℃保存备用。按照 ELISA 试

剂盒说明书测定血清中 TNF-α 和 IL-6 水平。 

2.14  免疫组化法检测肿瘤组织中 Ki67、CD68 的

表达 

将固定后的肿瘤组织常规进行石蜡包埋，切制

厚度为 4 μm 的连续切片。切片经二甲苯脱蜡及梯

度乙醇复水处理后，置于柠檬酸钠抗原修复液中进

行抗原修复。随后加入过氧化物酶封闭液，于室温

下孵育 10 min 以阻断内源性过氧化物酶活性，并用

即用型正常山羊血清封闭 30 min。分别加入 Ki67 多

克隆抗体和 CD68 重组单克隆抗体，在 4 ℃湿盒中

孵育过夜。切片用 PBS 洗涤后，滴加 Polymer-HRP

羊抗鼠/兔二抗，于室温孵育 1 h；采用 DAB 显色试

剂盒进行显色，并用苏木素复染细胞核。切片经梯

度乙醇脱水、二甲苯透明处理后，使用中性树胶封

片。显微镜下观察阳性表达呈棕黄色颗粒，用 Image 

J 软件对阳性面积进行定量分析。 

2.15  Western blotting 检测肿瘤组织 TNF-α/Akt/ 

STAT3 信号轴及凋亡相关蛋白表达 

肿瘤组织剪碎后加入含蛋白酶抑制剂的

RIPA 裂解液，在冰浴条件下匀浆裂解，随后以

4 ℃、12 000 r/min 离心 15 min，取上清液。采用

BCA 法测定蛋白浓度，按等量蛋白原则取样，加入

样品缓冲液后，于 100 ℃煮沸 5 min 使蛋白变性。
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蛋白样品经 10%～12%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰

胺凝胶电泳，转至 PVDF 膜，置于含 5%脱脂奶粉

的 TBST 溶液中，室温封闭 1 h；分别加入 TNF-α、

Akt、p-Akt、STAT3、p-STAT3、Bcl-2 及 β-actin 一

抗，4 ℃孵育过夜。洗膜后加入 HRP 标记的二抗，

室温孵育 1 h，采用 ECL 化学发光法显色并成像。

利用 Image J 软件分析条带灰度值，以 β-actin 作为

内参，计算目的蛋白的相对表达量。 

2.16  统计学分析 

所有数据均通过 GraphPad Prism 8.0.2 软件进

行统计分析，结果以 x s 表示。组间比较采用单因

素方差分析（one-way ANOVA）。 

3  结果 

3.1  SYQ 入血原型成分的分析与鉴定 

通过 UHPLC-Q-TOF-MS/MS 在正、负离子模

式下分析 SYQ、空白血清和含药血清的成分，其总

离子流图如图 1 所示。 

3.1.1  SYQ 化学成分解析  通过与自建数据库对

比与结合文献鉴定出 107 种化合物，并对其结构类

型进行分析。根据化学结构特征，这些成分主要包

括黄酮类（如芦丁、橘皮素、山柰酚及其糖苷、槲

皮素糖苷等），苯丙素及酚酸类（如阿魏酸、肉桂酸、

香豆酸），核苷类（如鸟苷、鸟嘌呤），氨基酸类（如

苯丙氨酸、亮氨酸、缬氨酸），有机酸类（如柠檬酸、

苹果酸、琥珀酸），环烯醚萜类（如栀子苷），糖类

及其他小分子衍生物。各类成分的鉴定结果见表 1。 

3.1.2  入血原型成分筛选与鉴定  为进一步明确

SYQ 在体内发挥作用的直接活性成分，对含药血清

进行成分筛选分析。筛选标准为化合物需同时存在

于醇提物与含药血清中，且在空白血清中未检出。

基于一级精确相对分子质量、二级质谱碎片特征，

并结合提取物成分库（表 1）进行比对，在含药血

清中共鉴定出 19 种入血原型成分（表 2）。结构类

型分析显示，入血成分主要包括黄酮类（芦丁、橘

皮素、水仙苷）以及苯丙素类和其他苷类化合物（连

翘苷 E、达伦苷 B）。上述成分在含药血清中的保留

时间与提取物高度一致，并具有相应的准分子离子

峰及特征碎片信息，表明 SYQ 中部分黄酮及苯丙

素类成分可经胃肠道吸收并以原型形式进入体循

环，可能构成其发挥药效的重要物质基础。

 

图 1  正 (A～C)、负 (D～F) 离子模式下 SYQ、含药血清、空白血清样品的 UHPLC-Q-TOF-MS/MS 总离子流图 

Fig. 1  Total ion chromatograms of SYQ, medicated serum and blank serum samples in positive (A—C) and negative (D—F) 

ion modes by UHPLC-Q-TOF-MS/MS 
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表 1  SYQ 化学成分鉴定 

Table 1  Identification of chemical constituents in SYQ 

序号 化合物 化学式 加合离子 tR/min 
误差 

(×10−6) 
离子碎片 (m/z) 

1 鸟苷 C10H13N5O5 [M＋H]+ 1.92  0.9  152.056 4 

2 苯丙氨酸 C9H11NO2 [M＋H]+ 2.54  1.7  103.054 2, 120.080 7 

3 圣草酚-7-O-葡萄糖苷 C21H22O11 [M＋H]+ 4.59  0.2  135.041 3, 139.035 7, 111.042 2, 123.043 9 

4 山柰酚-3-芸香糖苷-4′-葡萄糖苷 C33H40O20 [M＋H]+ 8.80  0.9  287.055 7 

5 槲皮素-3-O-葡萄糖苷-7-O-鼠李糖苷 C27H30O16 [M＋H]+ 8.72  0.2  303.049 9 

6 东方蓼黄素 C21H20O11 [M＋H]+ 9.67  −0.5 287.054 9 

7 异东方蓼黄素 C21H20O11 [M＋H]+ 9.67  −0.5 287.054 9 

8 刺槐素 C33H40O19 [M＋H]+ 8.44  −0.6 287.054 2 

9 芦丁 C27H30O16 [M＋H]+ 8.72  0.2  303.049 9 

10 异槲皮苷 C21H20O12 [M＋H]+ 9.03  −0.1 303.050 9 

11 异鼠李素-3-芸香糖苷 C28H32O16 [M＋H]+ 9.91  −0.4 317.065 3 

12 木犀草素-7-O-葡萄糖苷 C21H20O11 [M＋H]+ 9.67  −0.5 287.054 9 

13 槲皮素-3-O-葡萄糖苷 C21H20O12 [M＋H]+ 9.03  −0.1  303.050 9 

14 根皮苷 C21H24O10 [M＋H]+ 5.58  −0.9  139.037 6 

15 紫云英苷 C21H20O11 [M＋H]+ 9.67  −0.5  287.054 9 

16 槲皮苷 C21H20O11 [M＋H]+ 9.67  −0.5  287.054 9 

17 木犀草素 C15H10O6 [M＋H]+ 9.67  0.8  287.053 8 

18 山柰酚 C15H10O6 [M＋H]+ 9.67  0.8  287.053 8 

19 槲皮素-3-鼠李糖苷-7-葡萄糖苷 C27H30O16 [M＋H]+ 8.72  0.2  303.049 9 

20 胡芦巴碱 C7H7NO2 [M＋H]+ 0.74  0.5  92.049 4, 138.055 1, 94.064 9 

21 洋蓟素 C21H20O11 [M＋H]+ 9.67  −0.5  287.054 9 

22 山柰酚-7-O-β-D-吡喃葡萄糖苷 C21H20O11 [M＋H]+ 9.67  −0.5  287.054 9 

23 亮氨酸苷 C26H28O15 [M＋H]+ 9.27  0.9  287.055 0 

24 烟酸 C6H5NO2 [M＋H]+ 1.06  −0.7  80.050 0, 78.034 4, 124.039 4 

25 槲皮素-7-鼠李糖苷 C21H20O11 [M＋H]+ 9.67  −0.5  287.054 9 

26 4′-O-葡萄糖基牡荆素 C27H30O15 [M＋H]+ 9.66  0.7  287.055 3 

27 苯乙酮 C8H8O [M＋H]+ 1.30  0.1  77.038 8 

28 小檗碱 C20H18NO4 [M＋H]+ 0.80  −0.5  58.064 6 

29 山茶苷 B C32H38O19 [M＋H]+ 8.80  0.9  317.065 3 

30 非瑟酮 C15H10O6 [M＋H]+ 9.67  0.8  287.053 8 

31 L-亮氨酸 C6H13NO2 [M＋H]+ 1.44  1.0  86.095 6, 69.069 1 

32 忍冬苷 C27H30O15 [M＋H]+ 9.66  0.7  287.055 3, 449.108 6 

33 L-苯丙氨酸 C9H11NO2 [M＋H]+ 2.54  0.7  103.054 2, 120.080 7 

34 L-酪氨酸 C9H11NO3 [M＋H]+ 1.29  0.2  91.054 3 

35 L-缬氨酸 C5H11NO2 [M＋H]+ 0.80  −0.5  58.064 6, 55.053 7, 72.080 0 

36 水仙苷 C28H32O16 [M＋H]+ 9.91  −0.4  317.065 3 

37 烟酰胺 C6H6N2O [M＋H]+ 1.08  −0.7  80.050 4, 78.033 4, 123.056 4 

38 紫花前胡苷 C20H24O9 [M＋H]+ 5.75  0.9  213.074 4, 151.036 0, 151.043 5, 177.053 3 

39 黄芩素 C15H10O6 [M＋H]+ 9.67  0.8  287.053 8 

40 补骨脂素 C20H20O4 [M＋H]+ 6.82  −10.0  191.082 4, 147.088 1 

41 4-甲氧基肉桂酸乙酯 C12H14O3 [M＋H]+ 8.37  0.1  161.096 5, 77.038 1, 79.052 2 

42 罗汉果苷 C33H40O19 [M＋H]+ 8.44  −0.6  287.054 2, 433.110 6 

43 鸟嘌呤 C5H5N5O [M＋H]+ 1.92  −0.3  135.0278,110.0332, 152.063 4 

44 高藜芦酸 C10H12O4 [M＋H]+ 5.67  3.8  114.939 0, 151.032 0, 151.047 6, 169.134 0 

45 金丝桃苷 C21H20O12 [M＋H]+ 9.03  −0.1  303.050 9 

46 异补骨脂素 C20H20O4 [M＋H]+ 6.83  −10.0  191.082 4, 147.088 1 

47 异鸟苷 C10H13N5O5 [M＋H]+ 1.92  0.9  152.056 4, 135.029 8, 34.451 0 

48 杨梅苷 C21H20O12 [M＋H]+ 9.03  −0.1  303.050 9 

49 苔色酸乙酯 C10H12O4 [M＋H]+ 5.67  3.8  114.939 0 

50 三叶苷 C21H24O10 [M＋H]+ 5.58  −0.9  139.037 6, 275.089 8 

51 芹菜素 C15H10O5 [M＋H]+ 6.74  0.5  137.056 4 

52 高良姜素 C15H10O5 [M＋H]+ 6.74  0.5  137.056 4, 137.063 6 
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表 1（续） 

序号 化合物 化学式 加合离子 tR/min 误差 (×10−6) 离子碎片 (m/z) 

53 染料木素 C15H10O5 [M＋H]+ 6.74  0.5  137.056 4, 137.063 6 

54 橘皮素 C20H20O7 [M＋H]+ 6.74  0.1  239.073 9 

55 阿魏酸 C10H10O4 [M－H]− 2.08  −0.1  95.070 6, 125.070 8, 134.891 2 

56 栀子苷 C17H24O11 [M－H]− 4.34  −5.0  169.050 3, 243.085 7 

57 乙酰香兰素 C10H10O4 [M－H]− 2.08  2.1  195.070 6, 125.070 8, 134.891 2 

58 肉桂酸 C9H8O2 [M－H]− 2.54  1.7  103.054 2, 120.080 7 

59 獐牙菜苷 C16H22O9 [M－H]− 3.75  0.7  147.041 9 

60 断氧化马钱子苷 C17H24O11 [M－H]− 4.34  −5.0  169.050 3, 243.085 7 

61 甘露糖 C6H12O6 [M－H]− 0.72  0.8  59.014 9 

62 葡萄糖酸 C6H12O7 [M－H]− 0.73  0.5  75.009 5 

63 粘酸 C6H10O8 [M－H]− 0.73  0 71.012 8 

64 奎宁酸 C7H12O6 [M－H]− 0.76  −0.2  191.055 9 

65 苹果酸 C4H6O5 [M－H]− 0.84  −0.5  71.013 5 

66 乌头酸 C6H6O6 [M－H]− 1.27  −0.9  96.961 5 

67 柠檬酸 C6H8O7 [M－H]− 1.26  0.7  87.009 0 

68 琥珀酸 C4H6O4 [M－H]− 1.60  −0.3  73.027 8 

69 原儿茶醛 C7H6O3 [M－H]− 4.79  0.4  93.035 2 

70 原花青素 B1 C30H26O12 [M－H]− 5.11  2.6  289.069 9, 407.074 6 

71 4-羟基苯甲酸 C7H6O3 [M－H]− 4.79  0.4  93.035 2 

72 原花青素 B2 C30H26O12 [M－H]− 5.11  2.6  289.069 9, 407.074 6 

73 3-O-阿魏酰奎宁酸 C17H20O9 [M－H]− 0.70  4.4  367.104 4 

74 4-羟基苯甲醛 C7H6O2 [M－H]− 6.27  0  121.030 2 

75 桑皮苷 A C26H32O14 [M－H]− 6.92  0.8  243.064 8, 567.173 7 

76 山栀苷甲酯 C17H26O11 [M－H]− 4.91  1.7  79.071 1 

77 香豆酸 C9H8O3 [M－H]− 7.89  −0.2  119.046 6 

78 杨梅素-3-O-芸香糖苷 C27H30O17 [M－H]− 9.20  1.4  625.147 9 

79 N-乙酰苯丙氨酸 C11H13NO3 [M－H]− 8.35  0.9  85.931 1, 91.053 9 

80 杨梅素-3-O-半乳糖苷 C21H20O13 [M－H]− 9.53  3.9  299.016 9, 479.099 7 

81 达伦苷 B C21H32O12 [M－H]− 8.87  2.1  163.061 0 

82 水杨酸 C7H6O3 [M－H]− 4.79  0.4  93.035 2 

83 富马酸 C4H4O4 [M－H]− 0.84  0.1  71.013 4 

84 马来酸 C4H4O4 [M－H]− 0.84  0.1  71.013 4 

85 对羟基苯甲醛 C7H6O2 [M－H]− 6.27  0  121.030 2 

86 对羟基肉桂酸 C9H8O3 [M－H]− 7.89  −0.2  119.046 6 

87 8-O-乙酰山栀苷甲酯 C19H28O12 [M－H]− 6.90  0.2  401.149 3 

88 连翘苷 E C20H30O12 [M－H]− 7.52  1.8  415.163 1 

89 银杏内酯 J C20H24O10 [M－H]− 2.33  0.7  422.972 6 

90 王不留行黄酮苷 C32H38O19 [M－H]− 9.27  2.5  725.192 5 

91 芍药苷 C20H28O12 [M－H]− 6.09  0.6  459.155 9 

92 白芍苷 C23H28O11 [M－H]− 2.73  6.9  479.154 5 

93 莪术醇 C15H22O2 [M－H]− 19.53  1.7  233.154 1 

94 D(−)-水杨苷 C13H18O7 [M－H]− 5.23  0.1  59.013 6 

95 苔黑酚龙胆二糖苷 C19H28O12 [M－H]− 6.90  0.2  401.149 3 

96 桑皮酮 C25H26O6 [M－H]− 7.38  −2.1  255.091 4 

97 花旗松素-7-鼠李糖苷 C21H22O11 [M－H]− 8.70  1.0  269.044 9 

98 8-O-乙酰哈帕苷 C17H26O11 [M－H]− 4.91  1.7  179.071 1 

99 大豆苷 C21H20O9 [M－H]− 5.39  11.0  209.065 2 

100 L-色氨酸 C11H12N2O2 [M－H]− 4.08  1.3  116.049 0 

101 芹糖葡萄糖基-4-羟基苯甲酸酯 C18H24O12 [M＋HCOO]− 3.70  3.1  137.025 0 

102 甘蔗苷 C C19H26O13 [M＋HCOO]− 3.99  2.2  167.035 6 

103 儿茶素 C15H14O6 [M＋HCOO]− 5.56  4.0  289.069 1 

104 表儿茶素 C15H14O6 [M＋HCOO]− 5.56  4.0  289.069 1 

105 虎杖苷 C20H22O8 [M＋HCOO]− 9.00  2.4  227.072 6 

106 算盘子苷 D C19H30O8 [M＋HCOO]− 7.39  2.4  179.056 3 

107 矢车菊素醇 C15H14O6 [M＋HCOO]− 5.56  4.0  289.069 1 
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表 2  SYQ 入血成分鉴定结果 

Table 2  Identification of serum absorbed components of SYQ 

序号 化合物 化学式 加合离子 tR/min 误差 (×10−6) 离子碎片(m/z) 

1 鸟苷 C5H4N4O2 [M＋H]+ 1.92 −0.1  136.013 4, 136.036 0 

2 苯丙氨酸 C27H30O15 [M＋H]+ 2.54 0.6  95.048 0, 77.037 9, 91.053 0 

3 圣草酚-7-O-葡萄糖苷 C20H24O6 [M＋H]+ 4.59 8.0  122.973 2, 211.027 1 

4 山柰酚-3-芸香糖苷-4′-葡萄糖苷 C18H28O4 [M＋H]+ 8.80 −4.1  135.000 0, 309.197 2 

5 槲皮素-3-O-葡萄糖苷-7-O-鼠李糖苷 C17H26O4 [M＋H]+ 8.72 1.2  133.062 2, 149.021 5 

6 东方蓼黄素 C28H32O16 [M＋H]+ 9.67 0.3  80.048 7, 53.037 5, 78.031 6 

7 异东方蓼黄素 C20H22O6 [M＋H]+ 9.67 6.6  359.153 0, 197.008 1, 204.979 0, 

341.178 6 

8 刺槐素 C22H22O11 [M＋H]+ 8.44 12.8  281.049 6, 207.030 7 

9 芦丁 C21H22O10 [M＋H]+ 8.72 −1.7  121.065 6, 149.054 6, 165.049 0, 

259.093 8, 259.112 0 

10 异槲皮苷 C22H22O11 [M＋H]+ 9.03 12.8  281.049 6, 207.030 7 

11 异鼠李素-3-芸香糖苷 C32H50O5 [M＋H]+ 9.91 3.8  403.203 4 

12 木犀草素-7-O-葡萄糖苷 C22H28O10 [M＋H]+ 9.67 −13.1  453.165 6 

13 槲皮素-3-O-葡萄糖苷 C32H50O5 [M＋H]+ 9.03 3.8  403.203 4 

14 根皮苷 C27H30O16 [M＋H]+ 5.58 11.1  355.067 2 

15 紫云英苷 C42H68O13 [M＋H]+ 9.67 −12.2  781.482 7, 781.449 8 

16 槲皮苷 C21H32O12 [M＋H]+ 9.67 −2.7  385.180 2, 341.197 3, 475.183 7 

17 木犀草素 C20H30O12 [M＋H]+ 9.67 5.5  153.000 0, 281.263 4, 461.171 5 

18 山柰酚 C24H28O7 [M＋H]+ 9.67 0.5  369.170 0, 287.152 1, 337.188 6 

19 槲皮素-3-鼠李糖苷-7-葡萄糖苷 C20H20O7 [M＋H]+ 8.72 6.7  291.106 9 

3.2  SYQ 含药血清对 4T1 细胞增殖的影响 

如图 2-A 所示，与对照组比较，SYQ 含药血清

对 4T1 细胞的增殖有抑制作用，呈剂量相关性，其

中 15%、20%含药血清的抑制效果尤为显著（P＜

0.01），表明 SYQ 能够抑制乳腺癌细胞的生长。 

3.3  SYQ 含药血清对 4T1 细胞克隆形成的影响 

如图 2-B 所示，与对照组比较，5%、10%、15% 

SYQ 含药血清组的细胞克隆数量明显减少（P＜

0.01、0.001），呈剂量相关性，表明 SYQ 能够有效

抑制肿瘤细胞的克隆形成能力。 

 

与对照组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001。 

**P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group. 

图 2  SYQ 含药血清对 4T1 细胞增殖 (A)、克隆形成 (B) 及迁移能力 (C、D, ×100) 的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 2  Effect of SYQ drug-containing serum on proliferation (A), colony formation (B) and migration ability (C, D, × 100) of 

4T1 cells ( x s , n = 3) 
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3.4  SYQ 含药血清对 4T1 细胞迁移能力的影响 

如图 2-C、D 所示，对照组细胞在 24 h 内迁移

愈合明显，经过 2.5%、5%、10%、15% SYQ 含药

血清处理后，细胞迁移能力明显受到抑制（P＜

0.001），划痕闭合速度显著减慢，表明 SYQ 能够有

效抑制乳腺癌细胞的迁移能力。 

以上结果表明，SYQ 含药血清在 5%～20%体

积分数范围内均表现出显著的体外抗肿瘤活性。上

述体外实验表型为后续利用体内动物模型深入探

讨 SYQ 对肿瘤生长抑制的作用机制奠定了坚实的

实验基础。 

3.5  SYQ 对荷瘤小鼠肿瘤生长的抑制作用 

如图 3-A～C 所示，模型组小鼠肿瘤体积随时

间显著增大，实验终点时平均肿瘤质量最大。CTX

组表现出显著的抗肿瘤作用，肿瘤体积增长基本停

滞（P＜0.001），最终肿瘤质量显著低于模型组（P＜

0.001），抑瘤率达 81.45%。SYQ 各剂量组在连续给

药 12 d 后逐渐显示出抑制肿瘤生长的趋势。与模型

组相比，SYQ 中、高剂量组终末肿瘤体积显著减小

（（P＜0.001），肿瘤质量明显降低（（P＜0.05、0.01）。

SYQ 低、中、高剂量组的抑瘤率分别为 6.02%、

20.37%和 25.95%。结果提示，SYQ 对 4T1 乳腺癌在

体内的生长具有一定抑制作用，并呈剂量相关性。 

3.6  SYQ 对荷瘤小鼠一般状态及体质量的影响 

在一般状态观察期间，对照组小鼠状态良好，

饮食和活动正常。随着肿瘤负荷增加，模型组小鼠

逐渐出现精神萎靡等表现。CTX 组表现出明显的毒

性反应，表现为食欲下降导致的消瘦。相比之下，

SYQ各剂量组整体状态明显优于模型组与CTX组，

未见严重衰竭。如图 3-D 所示，对照组体质量稳步

增加；模型组体质量波动较小，推测是由于肿瘤组

织增大掩盖了恶病质引起的机体消耗。CTX 组在给

药早期即出现体质量持续大幅下降（P＜0.001）。

SYQ 各剂量组体质量也显著低于模型组（P＜

0.001），可能是由于高浓度药物对胃肠道的潜在刺

激，但整体安全性优于 CTX。 

 

A-各组小鼠离体肿瘤代表性图片；B-各组小鼠肿瘤质量；C-各组小鼠肿瘤体积生长曲线；D-各组小鼠体质量变化；与对照组比较：###P＜0.001；

与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001，下图同。 

A- Representative images of isolated tumors from mice in each group; B- Tumor weight of mice in each group; C- Tumor volume growth curves of mice 

in each group; D: Body weight changes of mice in each group; ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group, same 

as below figures. 

图 3  SYQ 对荷瘤小鼠肿瘤生长及体质量变化的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 3  Effect of SYQ on tumor growth and body weight changes in tumor-bearing mice ( x s , n = 6)
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3.7  SYQ 对荷瘤小鼠免疫器官指数的影响 

如图 4 所示，与模型组比较，CTX 组小鼠的胸

腺指数和脾脏指数均显著降低（（P＜0.001），表明化

疗药物可引起免疫器官明显萎缩。SYQ 各剂量组小

鼠的脾脏指数与模型组相比无显著差异，表明 SYQ

对脾脏无明显毒性作用。在胸腺指数方面，SYQ 低

剂量组与模型组差异不显著；但随着剂量的增加，

中、高剂量组的胸腺指数出现不同程度的下降（（P＜

0.05、0.01）。总体来看，SYQ 各剂量组小鼠的免疫

器官指数均显著高于 CTX 组，提示其对免疫器官

的损伤较轻，具有较好的安全性。 

3.8  SYQ 对荷瘤小鼠肿瘤组织病理变化的影响 

如图 5所示，模型组小鼠的肿瘤组织结构紊乱，

肿瘤细胞大量增生，排列极为无序，肿瘤细胞增殖

活跃，同时可见其向周围脂肪组织浸润生长。与模

型组相比，各给药组肿瘤组织均出现不同程度的损

伤。SYQ 低剂量组可见局灶性坏死及核固缩；SYQ

中剂量组出现大面积凝固性坏死，高倍镜下可见细

胞核溶解或消失；SYQ 高剂量组肿瘤组织结构明显

松散，巢状结构被破坏，肿瘤细胞数量显著减少；

CTX 组肿瘤细胞增殖明显受到抑制，核分裂象减

少，异型性降低，细胞排列较为疏松。 

3.9  SYQ 对荷瘤小鼠血清中炎症因子水平的影响 

如图 6 所示，与对照组比较，模型组小鼠血清

中 TNF-α 和 IL-6 水平显著升高（P＜0.001）；与模

型组比较，各给药组小鼠血清中 TNF-α 和 IL-6 水

平显著降低（P＜0.05、0.001），且呈剂量相关性。 

3.10  SYQ对荷瘤小鼠肿瘤组织中关键病理标志物

表达的影响 

如图 7 所示，模型组肿瘤组织中 Ki67 阳性表 

 

图 4  SYQ 对荷瘤小鼠免疫器官指数的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 4  Effect of SYQ on immune organ indices in tumor-bearing mice ( x s , n = 6) 

 

图 5  SYQ 对荷瘤小鼠肿瘤组织病理变化的影响 (HE, ×200) 

Fig. 5  Effect of SYQ on histopathological changes of tumor tissues in tumor-bearing mice (HE, × 200) 

 

图 6  SYQ 对荷瘤小鼠血清中 TNF-α 和 IL-6 水平的影响 ( x s , n = 5) 

Fig. 6  Effect of SYQ on levels of TNF-α and IL-6 in serum of tumor-bearing mice ( x s , n = 5) 
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图 7  SYQ 对荷瘤小鼠肿瘤组织 CD68 和 Ki67 表达的影响 (×200; x s , n = 3) 

Fig. 7  Effect of SYQ on expressions of CD68 and Ki67 in tumor tissues of tumor-bearing mice (× 200; x s , n = 3)

达较高，且阳性信号呈密集分布，表明肿瘤细胞处

于高度活跃的增殖状态；肿瘤间质中大量 CD68 阳

性巨噬细胞浸润，提示肿瘤存在严重的炎症症状。

与模型组比较，各给药组 Ki67 和 CD68 的阳性表达

均显著减少（P＜0.001），且呈剂量相关性。 

3.11  SYQ 对荷瘤小鼠肿瘤组织 TNF-α/Akt/ 

STAT3 信号轴及凋亡相关蛋白表达的影响 

如图 8 所示，与对照组比较，模型组小鼠肿瘤

组织中 TNF-α 蛋白表达水平显著升高（（P＜0.001），

表明肿瘤局部存在严重炎症反应；此外，Akt 和

STAT3 的磷酸化水平显著增加（（P＜0.001），抗凋亡

蛋白 Bcl-2 的表达也维持在较高水平（P＜0.001），

提示肿瘤细胞具有较强的抗凋亡能力。与模型组比

较，SYQ 各剂量组 TNF-α 蛋白表达水平显著降低

（P＜0.01、0.001），p-STAT3/STAT3 值显著降低（P＜

0.05、0.001）；SYQ 中、高剂量组 p-Akt/Akt 值及

Bcl-2 蛋白表达水平显著降低（P＜0.05、0.01、

0.001），且呈剂量相关性。表明 SYQ 显著抑制肿瘤

组织中 TNF-α 的表达，且有效抑制 Akt/STAT3 信号

通路的激活，同时减少抗凋亡蛋白 Bcl-2 的表达。 

 

图 8  SYQ 对荷瘤小鼠肿瘤组织 TNF-α/Akt/STAT3 信号轴及凋亡相关蛋白表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 8  Effect of SYQ on TNF-α/Akt/STAT3 signaling axis and apoptosis-related protein expressions in tumor tissues of 

tumor-bearing mice ( x s , n = 3) 
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4  讨论 

乳腺癌作为全球女性发病率首位的恶性肿瘤，

其高复发率和转移性一直是临床治疗的难点[7]。中

医认为，乳腺癌多与“热毒内蕴”和“正气不足”

密切相关。（“热毒”不仅表现为局部红肿、发热和疼

痛等临床症状，在微观层面也可对应 TME 中炎症

介质异常积累及免疫监视功能受损[9-10]。三叶青作

为清热解毒的中药，临床上也常用于肿瘤的辅助治

疗，但其抗肿瘤的活性成分及分子调控机制尚未被

系统阐明。本研究利用中药血清药物化学和系统生

物学的方法，从（“活性成分入血-肿瘤微环境调控-关

键信号通路干预”的整体角度，系统探讨了 SYQ 治

疗 4T1 乳腺癌的作用机制（图 9）。 

中药发挥药效的前提是其活性成分能够穿过 

 

图中“↓”及“⊥”标记的关键抗肿瘤表型数据及蛋白表达趋势来源于本研究体内外实验，其余信号级联及入血黄酮成分作用靶点参考既往文献绘制。 

Key anti-tumor phenotype data and protein expression trends marked with “↓” and “⊥” in figure are derived from in vitro and in vivo experiments in this 

study. The other signal cascades and targets of flavonoids entering the bloodstream were plotted based on previous literature. 

图 9  SYQ 通过阻断 TNF-α/Akt/STAT3 信号轴抑制乳腺癌进展 

Fig. 9  SYQ inhibits breast cancer progression by blocking TNF-α/Akt/STAT3 signaling axis 

机体的生物屏障进入血液循环，并达到有效的作用

浓度。传统的体外实验通常直接将中药粗提物作用

于细胞体系，忽略了药物在胃肠道吸收及肝脏（“首

过效应”等体内生物转化过程，因此所得结果难以

真实反映其体内的药效[11]。将 SYQ 与含药血清的

化学成分谱进行比较，发现两者在成分组成上存在

显著差异。UHPLC-Q-TOF-MS/MS 分析结果显示，

醇提物中共鉴定出 107 种化合物，主要包括黄酮类、

酚酸类、氨基酸及有机酸等；而含药血清中检测到

19 种入血原型成分，主要包括黄酮类、苯丙素及苷

类成分等。该结果表明口服给药后，胃肠道吸收屏

障及肝脏首过代谢对中药成分具有显著的筛选和

转化作用。部分极性较大、生物利用度较低的成分

未能以原型形式进入血液循环。相比之下，芦丁、

橘皮素、连翘苷E等成分能够以原型形式进入血液，

可能构成三叶青在体内发挥抗肿瘤作用的物质基

础。基于此，本研究采用中药血清药物化学方法模

拟 SYQ 在体内的实际代谢与转化过程。鉴定出的

入血成分在理化性质上表现出一定的互补性，其中

相对脂溶性的黄酮类成分有利于跨膜分布，而极性

较大的苷类和酚酸类成分则可能更适合参与体循

环相关的免疫与炎症调控过程[12]。这些入血物质与

三叶青传统（“清热解毒”功效之间存在较为明确的

物质基础联系。现代药理学研究表明，中药（“清热

解毒”作用的微观物质基础主要与富含多羟基结构

的黄酮类及酚酸类化合物密切相关，这类成分不仅

具备显著的自由基清除能力，还能抑制肿瘤微环境

中炎症因子（如 TNF-α、IL-6）的释放[13]。研究显
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示，芦丁通过调控活性氧（reactive oxygen species，

ROS）水平及脂酰肌醇 3-激酶（（phosphatidylinositol 

3-kinase，PI3K）/Akt 信号通路，抑制乳腺癌细胞的

增殖并诱导其凋亡[14]；橘皮素作为多甲氧基黄酮的

代表，因其较强的亲脂性，易于穿透细胞膜，进而

抑制 STAT3 等关键促癌信号通路的异常激活，从而

发挥抗肿瘤侵袭的作用[15]。此外，苯丙素苷类的代

表成分连翘苷E表现出显著的抗炎及调节巨噬细胞

极化的活性，能够通过调控炎症级联反应实现免疫

调节功能[16]。综上，三叶青入血原型成分在结构类

型上的多样性及其已报道的抗炎、抗肿瘤活性，为

其（“清热解毒”功效提供了坚实的现代药理学支持。

通过对这些物质基础的系统分析，本研究认为三叶

青的（“凉性”药性主要来源于其丰富的黄酮类和生

物碱类成分，且相关成分已被证实具有显著的抗炎

和抗氧化活性，从现代生物学角度为三叶青“清热凉

血”以及抗肿瘤的功效提供了合理的科学依据[17]。大

量研究表明，肿瘤微环境中长期存在的慢性炎症状

态是促进乳腺癌发生、发展及转移的重要因素之

一，这一病理特征与中医学（“热毒内蕴”致病理论

高度契合[18]。在 TME 中，炎症反应不仅为肿瘤细

胞的存活和增殖提供有利条件，还能诱导上皮-间质

转化（（epithelial-mesenchymal transition，EMT），从

而增强肿瘤细胞的侵袭和转移能力[19]。本研究发

现，三叶青含药血清能够显著抑制 4T1 细胞的迁移

能力，提示其可能在肿瘤转移级联反应的早期阶段

发挥干预作用。体内实验结果也表明，SYQ 能显著

发挥（“清热”作用，给药组荷瘤小鼠血清中促炎因

子水平明显降低。从组织病理学角度分析，CD68 是

肿瘤相关巨噬细胞（tumor-associated macrophages，

TAMs）的特异性标志物，其在肿瘤间质中的高表达

通常意味着严重的炎症浸润和不良预后。结果显

示，模型组肿瘤组织中 CD68 表现为大量棕黄色颗

粒沉积，反映出 TAMs 大量聚集；SYQ 干预能够抑

制巨噬细胞的募集及局部炎症反应。TAMs 是 TME

中数量最多的免疫细胞类型之一，常在肿瘤信号的

诱导下向促肿瘤表型转化，持续分泌炎症因子和生

长因子，从而形成有利于肿瘤生存和发展的炎性微

环境[20-21]。SYQ 通过降低全身炎症水平并抑制局部

巨噬细胞的募集，有效干扰了炎症反应与肿瘤进展

之间的相互促进机制，这一作用也与炎症-癌症共生

理论的经典观点相符[22-23]。这种对 TME 的调节为

后续关键信号通路的抑制奠定了基础。 

中药抗肿瘤作用具有多成分、多靶点、多通路

协同调控的特点。进一步的分子机制研究表明，

SYQ 的抗肿瘤效果与其对 TNF-α/Akt/STAT3 信号

轴的调节密切相关。TNF-α 作为炎症级联反应及炎

性微环境中的关键启动因子，其持续高表达通过与

受体结合异常激活 PI3K/Akt 和酪氨酸激酶（Janus 

kinase，JAK）/STAT3 等促癌信号通路[24-25]。Akt 和

STAT3 分别作为调控细胞存活、增殖及凋亡的重要

分子节点，在多种肿瘤类型中表现出持续活化状

态。研究表明，Akt 与 STAT3 及炎症因子之间存在

复杂的正向调控网络：一方面，Akt 的激活可通过

哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mammalian target of 

rapamycin，mTOR）通路或直接磷酸化 STAT3 的

Ser727 位点，增强其转录活性[26-27]；另一方面，

STAT3 作为转录因子，不仅能够上调 microRNA-21

以抑制张力蛋白同源物（phosphatase and tensin 

homolog，PTEN）表达，从而维持 Akt 的持续激

活[28-29]，还可反向诱导 TNF-α、IL-6 等炎症因子

的分泌，在肿瘤微环境中形成“炎症-生存”恶性

正反馈循环[30-31]。这种相互促进的信号网络被认

为是乳腺癌细胞逃避凋亡、维持恶性表型的重要

分子基础[32]。已有研究表明，三叶青的活性成分能

够通过调控 PI3K/Akt 信号通路发挥抗肿瘤作用。何

佳奇等[33]发现，三叶青总黄酮能够通过上调 PTEN

表达、下调 p-PI3K 和 p-Akt 水平，增强吉非替尼诱

导的细胞凋亡并逆转肺腺癌的耐药性，表明三叶青

可能通过调控PI3K/Akt/PTEN信号通路发挥抗肿瘤

作用。p-Akt 作为 Akt 的活化形式，被认为是不良

预后的指标之一，在某些乳腺癌亚型中具有重要的

临床意义[34]。Western blotting 结果显示，SYQ 显著

降低了肿瘤组织中 TNF-α 蛋白的表达，同时抑制了

Akt 和 STAT3 的异常磷酸化水平，并下调了下游抗

凋亡蛋白 Bcl-2 的表达。免疫组化结果进一步显示，

SYQ 组增殖标志物 Ki67 阳性表达显著降低，与

Western blotting 结果相互印证，证实 SYQ 通过阻断

Akt/STAT3 通路，最终有效抑制了肿瘤细胞的恶性

增殖。同时，下游抗凋亡蛋白 Bcl-2 的表达也明显

减少。上述发现与 Chen 等[35]的研究结果一致，其

研究表明三叶青醋酸乙酯提取物可在肝癌细胞

HepG2 和 SMMC-7721 中通过调控半胱氨酸天冬氨

酸蛋白酶-3（（cystein-asparate protease-3，Caspase-3）

的表达，显著抑制细胞增殖并诱导细胞凋亡，进一

步提示 SYQ 可能通过“下调 Bcl-2、激活 Caspase-
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3”的双向调控机制启动线粒体介导的凋亡程序。通

过深入探讨其调控机制，发现 SYQ 的作用并非单

一靶点效应，而是可能同时具备（“上游环境间接抑

制”与“下游激酶直接阻断”的协同调控模式[36]。

具体而言，一方面 SYQ 显著降低全身及肿瘤局部

的 TNF-α 和 IL-6 水平，减弱胞外炎症因子对膜受

体的持续激活，导致 Akt 和 STAT3 的磷酸化信号因

上游刺激减弱而逐步衰减[37]；另一方面，三叶青中

入血的黄酮类及苷类成分（（如芦丁、橘皮素）具备

良好的跨膜能力，能够进入细胞内并与 Akt 的三磷

酸腺苷（adenosine triphosphate，ATP）结合口袋或

STAT3 的 SH2 结构域结合，从而直接抑制其异常激

活[38]。此种既降低炎症微环境刺激又直接干预细胞

内激酶活性的双重调控机制，有助于破坏肿瘤依赖

的（“炎症-生存”正反馈回路。该信号通路受抑制后，

肿瘤细胞内抗凋亡信号显著下调，最终诱导线粒体

途径介导的程序性细胞死亡[39-41]。 

综上，本研究表明 SYQ 能够通过其多种活性

成分的协同作用发挥抗乳腺癌效果。在 TME 层面，

通过降低全身及局部的炎症反应，改善肿瘤的（“炎

性土壤”，体现了（“清热”的作用。在细胞分子层面，

其展现出对TNF-α/Akt/STAT3信号轴的多节点协同

阻断优势：一方面通过下调微环境中 TNF-α 的释

放，减弱促生存信号的传导；另一方面同步抑制靶

细胞内 Akt 和 STAT3 的异常激活，破坏其正反馈调

控回路，从而有效削弱肿瘤细胞的抗凋亡能力。本

研究从现代生物学视角为中医药（“扶正祛邪”理论

提供了实验依据。尽管本研究取得了一定的进展，

但仍存在若干局限性。鉴于体外实验对含药血清的

需求量较大且受动物伦理规范的限制，本研究采用

采血量较多的 SD 大鼠制备含药血清并将其应用于

小鼠来源的 4T1 细胞系。此种跨物种实验设计在一

定程度上可能引入异源蛋白等潜在混杂因素，同时

种属差异亦可能影响药物代谢产物的谱系及靶点

识别的特异性。因此，本研究中体外实验结果主要

作为药效物质基础及作用机制探索的初步依据。未

来研究拟采用同源小鼠制备含药血清，或设置交叉

对照实验（（例如小鼠含药血清与大鼠含药血清的平

行干预），以进一步提升机制推断的生物学合理性。

同时，可引入经典抗肿瘤药物作为阳性对照，以增

强实验结果的可比性与可靠性。另外，由于目前对

入血成分药效贡献的分析主要基于成分检测结果

进行推测，未来将开展代表性单体及其组合的体内

外功能验证实验，以进一步完善（“成分-效应”关联

的证据链。在分子机制研究方面，可结合 CRISPR/ 

Cas9 基因编辑技术对关键靶基因（（如 Akt、STAT3）

进行功能验证，并联合单细胞测序技术，从特定细

胞亚群（（如巨噬细胞）层面系统解析三叶青的调控

机制，为其在乳腺癌精准治疗及新药研发中的应用

提供更加坚实的实验依据。 
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