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摘 要:目的 研究苦参碱(matrine,Ma)抑制人肝癌 HepG2细胞增殖及其对血管内皮生长因子(vascularendothelial

growthfactor,VEGF)、基质金属蛋白酶-9(matrixmeta-lloproteinase-9,MMP-9)表达的影响,探讨其抗肝癌作用可

能的分子机制。方法 设 Ma组和阴性对照组,Ma组设5个药物梯度,采用0.2mg/ml、0.4mg/ml、0.8mg/ml、1.6

mg/ml、3.2mg/ml浓度的苦参碱分别作用于对数生长期的 HepG2细胞,MTT法检测苦参碱对细胞生长的抑制作用,

Real-timePCR检测VEGFmRNA表达,蛋白质印迹法(WesternBlot,WB)检测VEGF和 MMP-9蛋白的表达。结果

 苦参碱能抑制人肝癌 HepG2细胞增殖,呈时间和剂量依赖性。苦参碱能下调 VEGFmRNA 表达(P <0.05)和

VEGF、MMP-9蛋白的表达(P<0.05)。结论 苦参碱在体外能抑制肝癌细胞增殖,呈时间和剂量依赖性,其可能的

分子机制是通过下调VEGF和 MMP-9蛋白表达,抑制肝癌血管生成,进而起到抗肝癌作用。
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  Abstract: Objective Toinvestigatetheanti-hepatocellularcarcinomamoleculemechanismofmatrine
(Ma)byobservingcellproliferationandexpressionofvascularendothelialgrowthfactor(VEGF)andmatrix
metalloproteinase9(MMP-9)inhumanlivercancerHepG2celllines. Methods AMagroupandanegative
controlgroupwerecreatedinthisstudy.TheMagroupincluded5drugconcentrationsgradients.TheHepG2
celllinesatexponentialphasewereculturedinvitroandtreatedwith0.2mg/ml,0.4mg/ml,0.8mg/ml,
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1.6mg/mland3.2mg/mlmatrine,respectively.HepG2celllinesviabilitywasmeasuredbyaMTTassay.
ExpressionsofVEGFmRNAweremeasuredbyusingaReal-timePCR.A WesternBlotwasappliedtoex-
aminetheproteinlevelsofVEGFandMMP-9. Results Matrinesignificantlyinhibitedtheproliferationof
humancancarHepG2celllinesinadose-andtime-dependentmanner.Matrinecoulddown-regulateVEGF
mRNAexpression(P<0.05)andtheexpressionsofVEGFandMMP-9proteins(P<0.05). Conclusion
 MatrineshowedsatisfactoryresultsininhibitingtheproliferationofHepG2celllinesinvitroinadose-and
time-dependentmanner,whichmightbeachievedbydown-regulatingtheexpressionofVEGFandMMP-
9andbyinhibitingthehepatocellularcarcinomavascularformationforanti-livercancer.
  Keywords: matrine;carcinoma,hepatocellular;vascularendothelialgrowthfactor;matrixmetallopro-

teinase9

  原 发 性 肝 细 胞 癌 (hepatocellularcarcinoma,

HCC)是全球第5大常见的恶性肿瘤,占肿瘤致死原

因的第3位,全球每年有80万新发肝癌病例,其中一

半以上在中国[1],广西发病率较高,为肿瘤致死原因的

第1位[2]。有一半以上的肝癌患者在首诊时便被确诊

为晚期[3],虽可通过手术、经肝动脉化疗栓塞、局部消

融及放疗等治疗,但总体疗效差[4-5],因此寻找新的

抗肝癌药物成为治疗HCC的研究热点。苦参碱(ma-
trine,Ma)是从中药苦参中提取的有效成分,已有研究

表明其具有抗肝癌等多种抗肿瘤作用[6-7],我们课题

组先前研究发现,苦参碱具有抑制肝癌细胞增殖和增

强顺铂抗肝癌细胞株及肝癌移植瘤作用,对人正常肝

细胞L02无明显损伤[8-12]。临床上肝癌疗效差的原

因之一是其早期就易发生侵袭、转移,至目前,苦参碱

抗肝癌作用的机制尚未明确。迄今,苦参碱在抑制肝

癌血管生成方面的研究少有报道,本实验以肝癌细胞

株HepG2为研究对象,观察不同浓度 Ma对 HepG2
细胞增殖及 VEGF、MMP-9表达的影响,探讨其作

用的可能分子机制,为临床应用提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料 HepG2细胞株购自中科院上海细胞库,

由本实验中心传代、保存。苦参碱注射液[广州杰景药

业有限公司(广州白云山明兴制药有限公司,批号:

140101,规格:50mg:5ml×5支/盒)],DMEM 培养

基购自 Gibco公司,胎牛血清购自 Hylcone公 司,

0.25%胰蛋白酶消化液-EDTA、青链霉素混合液、

PVDF膜(0.45μm)购自北京索莱宝科技有限公司。

RNA提取试剂盒、逆转录试剂盒、SYBRpremixEx

TaqⅡ试剂盒及引物购自大连宝生物公司。VEGF、

MMP-9一抗及二抗购自SantaCruzBiotechnology、

武汉博士德公司,内参一抗购自北京中杉金桥生物科

技有限公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 HepG2细胞复苏后,用DMEM培

养液(含10%小牛血清、青霉素100U/ml、链霉素100

μg/ml)培养,置于37℃、5%CO2 培养箱内培养。细

胞呈贴壁状态,每2~3天传一代,均使用指数生长期

细胞进行实验。

1.2.2 MTT法检测 Ma对 HepG2细胞增殖抑制情

况 设 Ma组、阴 性 对 照 组(加 入 培 养 基、药 物 和

HepG2细胞)和空白对照组(只加入培养基和药物),

Ma组设5个药物梯度,每组设5个复孔。制备浓度

为5×104/ml的细胞悬液,接种于96孔细胞培养板,

100微升/孔。待细胞贴壁后(培养12h后),弃旧培

养基,分别向实验组加入含 Ma培养液(浓度分别为

0.2mg/ml、0.4mg/ml、0.8mg/ml、1.6mg/ml、3.2

mg/ml),200微升/孔;向阴性对照组和空白对照组加

入新培养液200微升/孔。继续培养24h、48h、72h
后,分别向各组加入5mg/mlMTT,15微升/孔,继续

孵育4h。吸净上清液后加入DMSO,150微升/孔,置

恒温振荡箱中,37℃、100r/min,振荡10min。在全

自动酶标仪上于490nm波长处测定光密度值(OD),

取各复孔平均OD值进行比较,计算 Ma对 HepG2细

胞作用24h、48h、72h后的抑制率(IR)。计算公式:

IR(%)=[1-(实验药物组 OD值-空白对照组 OD
值)/(阴性 对 照 组 OD 值 - 空 白 对 照 组 OD)]×

100%。

1.2.3 Real-timePCR 检测 HepG2细胞 VEGF

mRNA表达 根据细胞计数结果,调整细胞密度为1

×106 个/毫升,各浓度Ma分别作用HepG2细胞48h
后,采用TaKaRa试剂盒提取细胞总RNA,按Prime-
ScriptRTreagentKitWithgDNAEraser(Perfect

RealTime)逆转录试剂盒说明书制备cDNA。以cD-
NA为模板,GADPH为内参进行Real-timePCR扩
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增。使用引物序列,VEGF引物:上游5’-TGGAGT

GTGTGCCCACTGAG-3’,下游5’-TGCATT

CACATTTGTGCTGTAG-3’,扩增片段长度

117bp;GAPDH 引 物:上 游5’-GCA CCG TCA

AGGCTGAGAAC-3’,下游5’-TGGTGAAGA

CGCCAGTGGA-3’,扩增片段长度138bp。反应

体系如下:2×SuperRealPreMixPlus10μl,上、下游

引物(浓度10μmol/L)各0.8μl,cDNA(原液)2μl,50

×ROXReferenceDye1μl,RNaseFreedH2O6.4

μl,总体系20μl。反应条件:预变性95℃30s1个反

应循环,95℃10s、60℃34s,共40个循环;55℃~

95℃30s共81个反应循环。PCR扩增结束后,分析

仪即显示标准曲线、扩增曲线和熔解曲线。用2-

△△Ct法计算扩增倍数。

1.2.4 Westernblot检测 HepG2细胞 VEGF和

MMP-9蛋白表达 取终浓度 Ma处理 HepG2细胞

48h后,强RIPA(与PMSG100∶1预混)裂解液提

取各组细胞总蛋白,BCA试剂盒测定蛋白浓度,取总

蛋白20μg制 备 蛋 白 样 品 上 样,进 行10%SDS-

PAGE胶电泳,PVDF转膜,膜封闭2h后,一抗4℃
孵育过夜,TBST洗膜3次(10分/次),加二抗(HRP
标记的羊抗鼠抗体),室温孵育1h,TBST洗膜3次

(10分/次),用化学发光法曝光显影。

1.2.5 统计学方法 用SPSS16.0软件对所得数据

进行统计学分析,计量资料采用(췍x±s),组间比较采用

单因素方差分析(ANOVA),多组间均数的两两比较

采用LSD法检验,率的比较采用χ2 检验,P <0.05
为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 不同浓度 Ma对 HepG2细胞增殖的影响 经

0.2mg/ml、0.4mg/ml、0.8mg/ml、1.6mg/ml、3.2

mg/ml浓度 Ma分别作用于 HepG2细胞24h、48h、

72h后,结果显示Ma对HepG2细胞增殖的抑制作用

随着药物浓度增加及作用时间的延长而显著增强,呈

剂量与时间依赖性,与对照组相比差异有统计学意义

(F=259.406,P<0.05),详见表1、图1。

表1 Ma对 HePG2细胞增殖抑制率的影响 (췍x±s,n=5)

Ma质量浓度

(mg/ml)

24h

A490nm 抑制率(%)

48h

A490nm 抑制率(%)

72h

A490nm 抑制率(%)

0 0.53±0.01 0.00 0.52±0.01 0.00 0.54±0.02 0.00
0.2 0.49±0.09a 7.67 0.48±0.01a 7.45 0.48±0.01a 10.29
0.4 0.48±0.01a 10.23 0.45±0.02a 13.95 0.45±0.01a 16.83
0.8 0.41±0.02a 23.27 0.39±0.02a 26.24 0.37±0.03a 30.55
1.6 0.34±0.03a 36.81 0.30±0.01a 42.04 0.28±0.01a 47.01
3.2 0.23±0.02a 57.45 0.14±0.01a 73.82 0.12±0.01a 77.87

 注:与阴性对照组比较,a:P<0.05

图1 Ma对 HePG2细胞增殖抑制率的影响

2.2 不同浓度Ma对HepG2细胞VEGFmRNA的影

响 实时定量PCR结果显示,不同浓度的 Ma(0.4

mg/ml,0.8mg/ml,1.6mg/ml)作用于HepG2细胞

48h后,VEGFmRNA表达量与对照组相比结果表现

为降低[表达率分别为(0.98±0.04)、(0.74±0.03)、

(0.55±0.02)],统计学分析结果显示,0.4mg/ml组

与对照组比较VEGFmRNA表达量差异无统计学意

义(F=0.639,P =0.454),说明低剂量组(0.4mg/

ml)Ma对VEGFmRNA的表达无明显抑制作用,而

随着 Ma浓度的提高(0.8mg/ml,1.6mg/ml),其对

VEGFmRNA表达抑制作用愈加明显(F=255.438,

F=1366.883,P<0.05),见图2。
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注:与对照组比较,**P<0.01
图2 不同浓度 Ma对 HepG2细胞VEGFmRNA的影响

2.3 不同浓度 Ma对 HepG2细胞VEGF和 MMP-

9蛋白表达的影响 WesternBlot结果显示(见表2和

图3、图4),0.4mg/ml组和0.8mg/ml组与对照组比

较,两组 VEGF蛋白的表达差异无统计学意义(F=
57.535,F=5.186,P>0.05),而当 Ma浓度的升高至

(1.6mg/ml),其对VEGF蛋白表达的下调作用才开

始显现,差异具有统计学意义(F=13.179,P=0.011
<0.05),见表2。由此可见低剂量组、中剂量组 Ma对

VEGF蛋白表达均无明显抑制作用,当 Ma浓度增加

至1.6mg/ml以上时,才能明显下调VEGF蛋白的表

达,见表2、图3。各组 Ma(0.4mg/ml、0.8mg/ml、

1.6mg/ml)与对照组比较 MMP-9蛋白的表达差异

均具 有 统 计 学 意 义 (F =337.154、5370.457、

17056.012,P<0.05),见表2、图4。可见随着药物浓

度的增加 Ma对 MMP-9蛋白表达的抑制作用增强。

表2 不同浓度 Ma对 HepG2细胞中VEGF和

MMP-9蛋白表达的影响

Ma质量浓度

(mg/ml)
VEGF蛋白

相对比值

MMP-9蛋白

相对比值

阴性对照组 0.613±0.060 0.698±0.005
0.4 0.876±0.036 0.626±0.006a

0.8 0.682±0.012 0.327±0.009a

1.6 0.484±0.039a 0.084±0.008a

 注:与阴性对照组比较,a:P<0.05

图3 Ma对VEGF蛋白表达的影响

图4 Ma对 MMP-9蛋白表达的影响

3 讨论

体外实验表明苦参碱对多种肿瘤细胞有抑制作

用[13],本实验研究显示,低剂量组(0.4mg/ml)对肝癌

细胞增殖无明显抑制作用,当浓度达到中剂量组(0.8

mg/ml)以上时,则表现出明显的抑制肿瘤细胞增殖作

用,且呈时间和浓度依赖性,与文献报道一致[8-9]。

1995年Folkman首次提出“肿瘤生长依赖于血管

生成”的观点[14]。肿瘤血管生成需要多种血管生成因

子的参与,肝癌组织血管丰富,有研究表明血管内皮生

长因子(VEGF)是体内最强的一种血管生成因子[15],

它在肝癌中高度表达,与其受体VEGFR在肝癌生长、

转移及复发中发挥重要作用,因此针对 VEGF/VEG-
FR信号转导通路为靶点的研究成为肝癌抗血管生成

治疗的热点。

原发性肝癌是典型的多血管恶性肿瘤,有研究发

现原发性肝癌患者中85.7%VEGF表达呈阳性[16]。

目前关于苦参碱抗肝癌作用的具体分子机制尚不清

楚,为探讨其可能作用的分子机制,我们先用Real-

timePCR检测 Ma对 HepG2细胞中 VEGFmRNA
表达的影响,结果显示,不同浓度的 Ma(0.4mg/ml、

0.8mg/ml、1.6mg/ml)作用于HepG2细胞48h后,

VEGFmRNA表达量与对照组相比结果表现为低剂

量组(0.4mg/ml)无明显改变,中、高剂量组(0.8mg/

ml、1.6mg/ml)对 VEGFmRNA 表达抑制作用明显

(P<0.05),随后用 WB检测 VEGF蛋白表达,不同

浓度 Ma(0.4mg/ml、0.8mg/ml、1.6mg/ml)作用于

人肝癌HepG2细胞48h后,发现低剂量、中剂量 Ma
对VEGF蛋白表达无明显下调作用,但当 Ma浓度升

高至1.6mg/ml时,发现VEGF蛋白的表达量随药物

浓度的增加呈下降趋势,其中高剂量组 Ma对 VEGF
蛋白表达的下调明显(P <0.05)。从基因和蛋白表

达水平验证了 Ma对 HepG2细胞中VEGF表达的影

响。

原发性肝癌难治性的很大原因在于侵袭和转移,

基质金属蛋白酶(MMPs)是一类能降解ECM 的内肽

酶家族,在血管生成过程中的细胞运动、基底膜降解和
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管腔形成中发挥重要作用,与原发性肝癌的侵袭和转

移密切相关[15]。此外有研究表明,血管内皮生长因子

通过刺激内皮细胞产生 MMPs或通过调控 MMPs及

其抑制物即基质金属蛋白酶组织抑制剂(TIMPs)的平

衡,从而激活了基质降解的瀑布式反应,使肿瘤细胞的

穿透变得更加容易,影响肿瘤的浸润与转移[17-18]。在

MMP家族中,MMP-9是研究中常见的反映原发性

肝癌浸润、转移和复发的肿瘤分子标记物[19]。我们的

实验研究同时发现,低、中、高剂量浓度 Ma均能下调

MMP-9的蛋白表达,且随 Ma剂量浓度的增加对

MMP-9蛋白表达下调愈加明显。

综上所述,我们的实验证实,Ma能抑制肝癌细胞

增殖,其可能的分子机制是通过下调肿瘤细胞内血管

VEGF和 MMP-9蛋白的表达,进而抑制肿瘤血管生

成而发挥抗肝癌作用。目前对 Ma抑制肿瘤生长的调

控机制及其对VEGF、MMP-9的影响途径尚不十分

清楚,需要进一步的实验和更多的研究揭示其具体调

控通路。
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