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夏枯草消瘤合剂对 Lewis肺癌小鼠的药效作用
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［摘要］　目的　探讨夏枯草消瘤合剂对 Lewis肺癌小鼠的治疗作用。方法　采用 C57BL/6小鼠 Lewis肺癌移植瘤模

型，将 30只小鼠随机分为 3组：模型对照组、夏枯草消瘤合剂组 (M组)、顺铂组 (DDP组)，连续用药 14 d。通过对 Lewis肺
癌小鼠的大体观察，测定肿瘤大小，HE染色方法测定肿瘤病理组织学变化，免疫组化方法测定肿瘤组织的细胞周期蛋白

D1（CyclinD1）和 P16的表达情况。结果　模型对照组瘤体质量最重，与其他组比较差异均有统计学意义 (P<0.05）；M组可

在一定程度上改善小鼠的生存状态及生活质量；各组小鼠的肿瘤生长曲线及 HE染色结果显示：M组可抑制肿瘤细胞的生

长,且对正常细胞有保护作用；M组、DDP组均可显著降低 CyclinD1阳性表达（P<0.01），但是 M组对于提高 P16阳性表达的

效果不显著。结论　夏枯草消瘤合剂具有较好的抑制肺癌生长的作用。
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Therapeutic effect of Xiakucao Xiaoliu mixture on Lewis lung cancer mice
MA Minghua1，WANG Xiaohe2，DAI  Yuanyuan2，GU Xiaoyan2，WU Tiejun2，NIAN Hua2（1. Pharmaceutical  Center  of  Yangpu
District  Central  Hospital,  Shanghai  200090,  China; 2. Pharmaceutical  Center  of  Yueyang Hospital,  Shanghai  University  of  TCM,
Shanghai 200437, China）

［Abstract］　 Objective　To  investigate  the  therapeutic  effect  of  Xiakucao  Xiaoliu  mixture  on  Lewis  lung  cancer  mice.
Methods　30  mice  with  C57BL/6  mouse  Lewis  lung  cancer  xenograft  model  were  randomly  divided  into  three  groups:  model
control  group,  Xiakucao  Xiaoliu  mixture  group  (M  group),  cisplatin  group  (DDP  group).  M  group  and  DDP  group  were
administered continuously for 14 days. Through the general observation of Lewis lung cancer mice, tumor size was determined, HE
staining method was used to determine the histopathological changes of tumors, and the expression of CyclinD1 and P16 in tumor
tissues was determined by immunohistochemistry. Results　The tumor weight of the model control group was the heaviest, and the
difference  was  statistically  significant  compared  with  other  groups.  (P<0.05).  Survival  state  and  quality  of  life  of  mice  had  been
improved to some extent  in M group.  The results  of  tumor growth curve and HE staining in each group of mice showed that  the
growth  of  tumor  cells  had  been  inhibited  and  normal  cells  had  been  protected.  The  positive  expression  of  CyclinD1  was
significantly  decreased  in  M  group  and  DDP  group  (P<0.01),  but  the  effect  of  M  group  on  the  improvement  of  P16  positive
expression was not significant. Conclusion　Xiakucao Xiaoliu mixture had a good effect on inhibiting lung tumor growth.

［Key words］　Chinese Medicine；Xiakucao Xiaoliu mixture；Lewis lung cancer；CyclinD1；P16

肺癌的发病率居于我国恶性肿瘤之首且正处

于不断上升的趋势，其中 70%~80%为非小细胞肺

癌 (NSCLC)，严重威胁人类的生命健康。由于肺癌

的临床症状不明显，半数以上的患者就诊时已属于

中、晚期，局限于各种环境、身体等因素，治疗手段

以化疗为主，但 5年存活率和生活质量均达不到期

望的效果[1]。大量实验及临床研究证实，中医药在

治疗和改善 NSCLC患者的临床症状、机体免疫功

能、患者生存质量及减少西药和化疗所产生的毒副

作用等方面有一定程度的优势[2-4]。夏枯草消瘤合

剂由中药夏枯草、牡蛎、生地黄等中药组成，是中

医肿瘤学专家钱伯文教授的经验方。体外细胞实

验结果表明，方中所含的主要成分迷迭香酸可显著

抑制肺腺癌 A549细胞的生长，并且通过诱导肺腺

癌 A549细胞凋亡来抑制其增殖，以及抑制肺癌
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A549细胞侵袭[5]。其临床试验研究已证实，该药配

合一线化疗方案治疗中、晚期 NSCLC患者，有助

于提高患者的生存质量和减少化疗所产生的毒副

作用[6]。本研究采用 Lewis肺癌移植瘤模型[7]，从

整体动物模型的角度，对中药复方进一步研究。通

过小鼠的大体观察、HE染色、免疫组化等数据综

合分析，观察夏枯草消瘤合剂肺癌移植瘤的疗效，

以期进一步证实其抑制肺癌的作用机制，为临床用

药提供科学的理论依据。

1    材料

1.1    试剂与药物

夏枯草消瘤合剂 (生药浓度 3.3 g/ml)委托上

海宝龙药业有限公司制备 (生产批号：1711001)；顺
铂 [齐 鲁 制 药 (海 南 )有 限 公 司 ， 国 字 准 号 ：

H20023461；批号：EA4A7046A；规格：每支 20 mg，
加生理盐水溶解至 0.2 mg/ml，现配现用 ]；兔抗鼠

P16单克隆抗体（批号：ab51243）和兔抗鼠 CyclinD1
单克隆抗体（批号：ab134175），均购自上海逊希生

物科技有限公司。

1.2    实验动物及饲料

SPF级 4~6周雄性 C57BL/6小鼠 30只（上海

斯莱克实验动物有限公司），以动物普通饲料喂食，

实验动物许可证号：SCXK(沪) 2017-005。实验动

物环境及设施符合《中华人民共和国实验动物规范》。

2    方法

2.1    细胞培养

将 Lewis肺癌细胞在 DMEM (含 10%胎牛血

清)完全培养液中培养，培养箱条件为：37 ℃、5%
CO2。细胞培养液 2 d更换一次，胰蛋白酶 (0.25%)
消化传代。

2.2    Lewis 肺癌移植瘤模型的建立

将对数生长期的 Lewis肺癌瘤株用生理盐水

调成细胞悬液浓度为 1×107 个/ml，接种于 C57BL/6
小鼠右上肢腋窝皮下，每只 0.2 ml，接种后常规喂食。

2.3    给药方案

接种 3 d后，按照随机数字法将小鼠随机分为

3组：模型对照组 (control组)、夏枯草消瘤合剂组

(M组)、顺铂组 (DDP组)，每组 10只。造模 7 d左

右，以小鼠皮下肿瘤最长直径 7 mm为造模成功。

其中模型对照组饮用水灌胃 0.2 ml，每日一次，连

续 14 d，同时给予 0.2 ml生理盐水腹腔注射，每

2日一次；DDP组给予顺铂 2 mg/kg，腹腔注射，每

2日一次[8]，同时饮用水灌胃 0.2 ml，每日一次，连

续 14 d；M组夏枯草消瘤合剂灌胃 7.8 ml/kg，每日

一次，连续 14 d，同时给予 0.2 ml生理盐水腹腔注

射，每 2日一次。

2.4    标本采集

末次给药后 24 h，麻醉后脱颈处死各鼠，摘取

肿瘤组织并称重，置于 10%中性甲醛液中固定，48 h
内进行常规石蜡包埋。

2.5    HE 染色

①取材、固定、脱水；②包埋、切片；③60 ℃ 恒

温箱中烘烤 1 h；④二甲苯脱蜡 3次，每次 10 min；
⑤水洗 2次，每次 5 min；⑥Harris苏木素染色处理

5 min；⑦水洗 5 min；⑧1%盐酸酒精溶液分化 5 s，
自来水洗返蓝 15 min；⑨0.5%伊红（水溶性）染色

1 min；80%乙醇 2 min；95%乙醇 2次，每次 5 min；
100%乙醇 2次，每次 5  min；⑩二甲苯透明处理

2次，每次 5 min，滴加 1~2滴树胶，加盖玻片封固。

2.6    免疫组化

免疫组化染色使用 Leica Bond Max全自动免

疫组化仪进行染色：将福尔马林固定、石蜡包埋的

病理组织块经 3 μm厚度连续切片；二甲苯脱蜡；梯

度酒精水化；将玻片放入全自动免疫组化仪中进行

染色，机器设置程序；加热抗原修复 15 min，冷却至

室温（每步操作后均需用 PBS漂洗）；3% H2O2 溶液

封闭内源性过氧化物酶活性；加一抗兔抗鼠 p16单

克隆抗体（1:150稀释）、兔抗鼠 CyclinD1单克隆

抗 体 （ 1:100稀 释 ） 20  min； Post  Primary10  min；
Polymer10 min；DAB显色 10 min；苏木素复染；水

洗后将玻片取出机器，梯度酒精脱水；二甲苯透明；

中性树胶封片。对照组设阳性、阴性和空白对照，

用已知阳性表达组织作为阳性对照，以 PBS代替

一抗作为空白对照。阳性表达为细胞核深黄色或

棕黄色染色。

2.7    观察指标

2.7.1    大体观察

分组给药时测量小鼠体重和肿瘤大小，给药开

始后每 3 d称一次体重。同时观察并记录给药过

程中及给药后小鼠精神、外观、活动、体重的变化

及肿瘤生长情况。

2.7.2    Lewis肺癌移植瘤的重量和抑瘤率

连续给药 14 d后，于末次给药 24 h后测量体

重，脱颈处死小鼠，手术剥去各组小鼠的肿瘤组织，

于电子天平上称重，如果荷瘤模型对照组的平均瘤

体重量不足 1 g，则表示肿瘤组织生长不良，数据不

可用，需重新试验。

抑瘤率计算公式：抑瘤率 (%)=(模型组平均瘤
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重—给药组平均瘤重)/模型组平均瘤重×100%。

2.7.3    HE染色结果观察

在 200倍镜下，观察 HE染色后各组肿瘤组织

切片的病理情况。

2.7.4    免疫组化法检查肿瘤组织中 P16蛋白、

CyclinD1蛋白表达情况

显微镜下 400倍观察切片，随机选取 3个界

面，计数阳性细胞数。P16、CyclinD1蛋白检测阳

性率＝阳性反应癌细胞数/癌细胞总数×100%。阳

性率<10%为阴性（−），阳性率 10%~25%为弱阳性

（+），阳性率 25%~75%为中度阳性（++），阳性率

>75%为强阳性（+++）。
2.7.5    统计学方法

x± s

采用 SPSS21.0对结果进行统计分析，数据用

（ ）表示。多组间计量资料采用单因素方差分

析 LSD检验，单向有序资料用 Ridit检验。以

P<0.05为显著性差异标准。

3    结果

3.1    大体观察

实验期间，各组小鼠的肿瘤呈现不同程度的生

长趋势，其中，模型对照组小鼠肿瘤生长最快，M组

肿瘤生长稍缓，DDP组小鼠肿瘤生长最慢 (图 1)。
模型对照组小鼠体重呈现上升的趋势，在第 13天

后，体重开始下降；M组小鼠的体重先下降后呈现

上升趋势；DDP组小鼠体重在首次给药后呈现下

降趋势 (图 2)。给药 14 d后，模型对照组小鼠活动

减少，摄食、饮水大幅减少，精神萎靡，无力，且毛色

暗淡无光泽。M组小鼠行动正常，反应敏捷，摄

食、饮水正常，毛色光泽浓密。DDP组小鼠给药顺

铂期间摄食、饮水极度减少，疲乏无力，精神萎靡，

行动极少，毛色无光泽且稀疏，给药期间死亡 1只。

3.2    Lewie 肺癌移植瘤的重量和抑瘤率

M组和 DDP组的瘤重均显著低于模型对照

组 (P<0.05或 P<0.01)， 抑 瘤 率 分 别 为 24.85%、

25.69%，与模型对照组比较无统计学差异。结果见

表 1、图 3。

3.3    HE 染色

3组肿瘤组织 HE染色结果显示，模型对照组

肿瘤组织细胞轮廓清晰，呈现片状或巢状分布，细

胞生长旺盛，无坏死出现，且核大深染；而给药组肿

瘤组织细胞均出现不同程度的退变、坏死，M组可

见基质和间质减少，肿瘤组织细胞核固缩、出现小

片状坏死; DDP组肿瘤组织内有细胞核固缩，大片

细胞崩解的碎片及坏死。同时，M组和 DDP组间

质中血管成分均明显减少，结果见图 4。
3.4    免疫组化

M组阳性表达有 8只，阳性率为 80%（8/10）；
DDP组阳性表达有 8只，阳性率为 88.89%（8/9）。
经 Ridit检验，各给药组阳性表达情况和模型对照

组相比差异不显著，结果见表 2、图 5。
模型对照组肿瘤组织的 CyclinD1阳性表达有

9只，阳性率达到 90%（9/10）；M组阳性表达有

6只，阳性率为 60%（6/10）；DDP组阳性表达有

3只，阳性率为 33.33%（3/9）。经 Ridit检验，M组、

DDP组的 CyclinD1阳性表达情况和模型对照组

比较，差异均有统计学意义（P<0.05），结果见表 3、
图 6。

4    讨论

在临床上，早期的手术治疗和晚期的化疗始终

是肺癌最主要的治疗手段。但化疗在杀伤癌细胞

的同时也杀伤大量的正常细胞，损伤人体正气，引

 

x̄± s表 1    夏枯草消瘤合剂对小鼠体内肿瘤抑制作用 (n=10， ) 
组别 平均瘤重（m/g） 抑瘤率（%）

模型对照组 1.09±0.37   —

M组 0.83±0.20*  24.85

DDP组 0.81±0.20** 25.69

　　注：“—”表示未获得；*P<0.05，**P<0.01，与模型对照组比较
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图 1    3组荷瘤小鼠肿瘤生长曲线
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图 2    3组荷瘤小鼠体重变化
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起内环境失衡，且其不良反应明显。传统中医理论

十分重视气血的疏通，所谓“气血畅通，百病不

侵”。气助血行，气滞则血瘀，血瘀则导致气滞，形

成正气亏损和阴阳失调。肺癌的病因主要有外感

六邪、七情内伤、饮食劳倦等，其发病根本在于正

气虚弱、脏腑功能失调。肺癌患者在正气虚损的基

础上，外感六淫邪毒，趁虚入肺，导致脏腑功能失

调，肺气雍滞，宣降失司，气机不利，血行受阻，精液

表 2    3组 P16蛋白的表达情况 (n=10) 
组别 阴性 弱阳性 中度阳性 强阳性 合计（只） 阳性率（%）

模型对照组 4 2 3 1 10 60

M组 2 2 5 1 10 80

DDP组 1 0 6 2 9 88.89

合计 7 4 14 4 29 —

表 3    各组 CyclinD1蛋白的表达情况 (n=10) 
组别 阴性 弱阳性 中度阳性 强阳性 合计（只） 阳性率（%）

模型对照组 1 1 3 5 10 90

M组 4 4 2 0 10 60*

DDP组 6 1 2 0 9 33.33*

合计 11 6 7 5 29 —

　　注：“—”表示未获得；*P<0.05，与模型对照组比较
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图 3    3组荷瘤小鼠的肿瘤组织比较

A.模型对照组；B.M组；C.DDP组
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图 4    3组荷瘤小鼠肿瘤组织 HE染色 (×200)
A.模型对照组；B.M组；C.DDP组
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图 5    3组荷瘤小鼠肿瘤组织 P16蛋白的表达 (×400)
A.模型对照组；B.M组；C.DDP组
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不布，聚而成痰，痰凝气滞，痰阻脉络，毒、痰、瘀胶

结。治疗上则以“扶正培本，解毒散结，化痰祛湿，

活血化瘀”为主。夏枯草消瘤合剂是中医肿瘤学专

家钱伯文教授的经验方，具有化痰软坚，活血化瘀，

补养气血的功效。该方由中药夏枯草、牡蛎、生地

黄、莪术、苍术、白术等组成。方中夏枯草味苦、

辛，性寒，破癥散结，可明显抑制肿瘤细胞增生并可

诱导肿瘤细胞凋亡；莪术味苦、辛，性温，消淤消肿；

白术味甘，性温，理胃益脾；牡蛎味咸、平，性微寒，

化痰软坚、清热除湿；生地黄味甘，性寒，除寒热积

聚；苍术味苦，性温，善治冷气癥瘕[9-10]。

肿瘤是一种细胞周期性疾病，细胞周期的调控

失控是恶性肿瘤的本质，导致细胞呈无限制的自主

增殖、分裂。在细胞周期调控中，GS期之间调控

点是细胞内外信号传递，整合汇集到细胞核对细胞

的增殖进行调控的关键点。该点调控的异常与肿

瘤的发生发展关系密切，其长短主要取决于 G1期

的时间长短，故而在整个细胞周期网络中 G1/S期

该限制点尤为重要[11-12]。研究表明，肿瘤被认为是

一种细胞周期性疾病，多种肿瘤的发生发展与细胞

周期的失调均有着密切的关系[13]。细胞周期蛋白

（Cyclin）在细胞周期中起着关键的调控作用，其中，

CyclinD已证实与卵巢癌、食管癌、结肠癌等多种

肿瘤的发生发展及预后有一定的关系，是启动细胞

周期网络中 G1/S期转换的重要调控因子[14-17]。目

前研究最多的是 CyclinD1，是重要的细胞周期调节

蛋白，与其依赖性激酶 CDK特异性结合能促进细

胞从 G期到 S期的转换，从而使细胞增值失控而

导致肿瘤的发生，具有原始的致瘤特性。相关研究

表明，CyclinD1在 NSCLC中的阳性表达率高达

54.3%~76.0%，与肿瘤的分化程度、淋巴结转移、临

床分期均有关，提示 CyclinD1作为一个原癌基因

产物，在NSCLC的发生发展中发挥了重要作用[18-19]。

P16蛋白是周期素依赖性激酶（CDK4）的抑制因子

之一，直接参与细胞周期的调控，可以通过抑制细

胞周期来抑制细胞增殖与分裂。P16与 CyclinD1

竞争与 CDK4结合，从而阻止细胞由 G1期进入

S期，抑制细胞的增殖从而阻止细胞生长。一旦

P16的基因发生突变、缺失以及 P16基因启动子甲

基化等异常改变，关键酶 CDK4的功能丧失，使

P16蛋白不能得到正常表达。导致细胞不受控制

的恶性增殖，加快了肿瘤的发生发展[20-21]。综上所

述，夏枯草消瘤合剂抗 NSCLC药效及对肿瘤组织

中 CyclinD1、P16蛋白表达的影响，是值得研究的

重要课题。

本研究结果表明：与 DDP组相比，夏枯草消瘤

合剂可有效改善小鼠的生活及精神状态。根据

3组肿瘤生长及体重变化情况折线图可以看出，

M组在给药期间小鼠体重比模型对照组小鼠的体

重轻，但比 DDP组小鼠的体重重，且肿瘤质量显著

低于模型对照组 (P<0.05)；M组小鼠肿瘤体积比模

型对照组小，但比 DDP组大，显示夏枯草消瘤合剂

在有效抑制肿瘤生长的情况下可以改善小鼠生活

状态。肿瘤组织形态显示：模型对照组肿瘤组织细

胞生长旺盛，无坏死出现；夏枯草消瘤合剂组肿瘤

组织细胞核固缩、有小片状坏死情况; DDP组肿瘤

组织内有细胞核固缩，大片细胞崩解的碎片及坏

死；免疫组化结果显示，夏枯草消瘤合剂明显降低

CyclinD1蛋白表达，但提高 P16蛋白表达的效果不

显著，说明夏枯草消瘤合剂可能通过阻止肿瘤细胞

进入 S期来抑制肺癌细胞的生长。本实验只是阶

段性总结，对于夏枯草消瘤合剂抑制肿瘤生长的作

用机制有待进一步研究。

综上所述，P16蛋白和 CyclinD1蛋白在NSCLC
中的研究有着广阔的前景，其不仅是在肺癌发生发

展中起到重要作用，对于预后也有一定的评估意

义。随着科学知识及分子生物学研究水平的不断

发展，相信 P16、CyclinD1基因会成为 NSCLC进

行基因治疗的靶基因。
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