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摘 要:目的 研究苦参素抑制人肝癌细胞的增殖与促进细胞凋亡的作用及其可能的分子机制。方法 体外培养人肝

癌细胞 HepG2,MTT法检测浓度分别为0.5mg/ml、1mg/ml、2mg/ml、4mg/ml、8mg/ml的苦参素作用 HepG2细胞

24h、48h、72h后的细胞增殖抑制率;选择合适浓度(0.5mg/ml、1mg/ml、2mg/ml、4mg/ml)苦参素作用HepG2细胞

48h后,流式细胞术检测 HepG2细胞凋亡率,real-timeqRT-PCR法检测促凋亡蛋白Bim mRNA表达变化。结果 
MTT结果显示,0.5mg/ml、1mg/ml、2mg/ml、4mg/ml、8mg/ml苦参素作用 HepG2细胞不同时间后,各组细胞增殖

均受到抑制,且呈浓度依赖性,各组间差异有统计学意义(P<0.001)。经0.5mg/ml、1mg/ml、2mg/ml、4mg/ml苦

参素作用后,各实验组 HepG2细胞凋亡率增加,促凋亡蛋白BimmRNA表达增加,与阴性对照组相比,差异均具有统计

学意义(P<0.05或P<0.001)。结论 苦参素可抑制人肝癌 HepG2细胞增殖,促进细胞凋亡,其分子机制可能与提

高促凋亡蛋白Bim的表达有关。
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  Abstract: Objective Tostudytheeffectsofoxymatrineoninhibitingtheproliferationofhumanhepato-
cellularcarcinomacellsandonpromotingthecellsapoptosisandtheirunderlyingmechanisms. Methods The
humanhepatocellularcarcinomaHepG2celllineswereculturedinvitro,andthenoxymatrineatvariouscon-
centrations(0.5mg/ml,1mg/ml,2mg/ml,4mg/mland8mg/ml)wereadministeredtoHepG2cellsofdif-
ferentexperimentalgroupsfor24h,48h,and72h,respectively.AnMTTmethodwasusedtodetectthe
growthinhibitionrateofHepG2cells.AfterHepG2cellswereadministeredwithoxymatrineatappropriate
concentrations(0.5mg/ml,1mg/ml,2mg/mland4mg/ml)for48h,aflowcytometrywasusedtodetect
theapoptosisofHepG2cells.TheexpressionsofBim mRNAweredetectedbyreal-timequantitativereverse
transcriptionPCR(real-timeqRT-PCR). Results TheMTTdetectionresultsshowedthatafterHepG2cells
weretreatedwith0.5mg/ml,1mg/ml,2mg/ml,4mg/mland8mg/mloxymatrinefordifferenttime,the
proliferationofHepG2cellsineverygroupwasinhibitedwithconcentration-dependence,therewerestatistical
differencesamongeverygroup(P<0.001).Afteradministrationwith0.5mg/ml,1mg/ml,2mg/mland4
mg/mloxymatrine,theapoptosisofHepG2cellsintheexperimentalgroupincreased,andtheexpressionsof
pro-apoptoticproteinBimmRNAincreased,comparedwiththenegativecontrolgroup,therewereallstatisti-
caldifferences(P<0.05orP<0.001). Conclusion Oxymatrinecaninhibitproliferationofhumanhepato-
cellularcarcinomaHepG2celllinesandcanpromotecellapoptosis,andthemolecularmechanismmaybeasso-
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ciatedwithup-regulationofthepro-apoptoticproteinBimexpressions.
  Keywords: oxymatrine;hepatocellularcarcinoma;HepG2cells;apoptosis;Bim

  原发性肝细胞癌(primaryhepatocellularcarcino-
ma,PHCC)是常见的恶性肿瘤,在癌症相关死亡率中

仅次于肺癌,排名第二,其发病率逐年增加,复发率高

且预后不良,每年约有78万新发病例,约74万死亡病

例,其中我国约占一半[1]。目前,原发性肝癌最有效的

治疗方式是手术,但由于肿瘤大小、部位,患者肝功能

情况及已发生转移等多种原因,往往无法进行手术治

疗[2],故只能选择介入治疗、放疗、化疗及综合治疗等,
但治疗效果欠佳,预后差,大多数国家原发性肝癌5年

生存率仅为3%~5%[3]。越来越多证据表明中药在

抗肿瘤方面有良好的作用,其可抑制肿瘤细胞增殖、促
进细胞凋亡等[4-5]。苦参素为我国传统中药,是豆科植

物苦参的有效成分,近年研究显示其在多种肿瘤中显

示出明显的抗癌作用,课题组前期研究结果也显示可

明显抑制人肝癌细胞的增殖,但具体机 制 尚 未 明

确[6-7]。本实验在前期基础上进一步探讨苦参素对人

肝癌细胞HepG2细胞凋亡的影响及促凋亡相关因子

Bim的表达变化,探讨苦参素抗肝癌的可能分子机制。

1 材料与方法

1.1 材料  人肝癌HepG2细胞、人正常肝细胞LO2
购自中国科学院上海细胞生物研究所,胎牛血清、RP-
MI-1640培养基购自Gibco公司,苦参素购自江苏正

大天 晴 药 业 股 份 有 限 公 司 (批 号:国 药 准 字

H20057480,规格7支/盒),MTT购自Sigma公司,总

RNA提取试剂盒(货号 DP419)、FastQuantRTKit
(WithgDNase)(货号 KR106-02)、SuperReal荧光定

量预混试剂增强版(SYBRGreen)(货号FP205)购自

天根生 化 科 技(北 京)有 限 公 司,Bim 引 物 及 内 参

GAPDH引物由Takara公司设计并合成,Annexin-V
FITC/PI细胞凋亡试剂盒购自Invitrogen公司(货号

V13241)。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 HepG2细胞及 LO2细胞在含

10%胎牛 血 清 的 RPMI1640培 养 基 中 培 养,置 于

37℃、含5%CO2 的培养箱中培养,细胞密度为80%
~90%时可进行传代,约2~3d传代一次,所有实验

均采用对数生长期的细胞。

1.2.2 MTT法检测苦参素对 HepG2细胞的抑制作

用 取对数生长期细胞,胰酶消化成单细胞悬液,调整

至合适的细胞密度,接种至96孔板,使每孔含1×104

个细胞,实验分为:实验组(苦参素作用组)、阴性对照

组(加等量完全培养基)及空白对照组(只加培养基,不
加细胞),每组设4个复孔。次日实验组分别加入含苦

参素浓度为0.5mg/ml、1mg/ml、2mg/ml、4mg/

ml、8mg/ml的完全培养基,对照组加等量培养基,作
用24h、48h、72h后,MTT法检测细胞活力,于492
nm波长检测各组吸光度值(A值)。抑制率计算公

式:抑制率=[1-(实验组A值-空白对照组A值)/
(阴性对照组A值-空白对照组A值)]×100%。

1.2.3 流式细胞术检测苦参素对 HepG2细胞凋亡

的影响 取对数生长期的 HepG2细胞,消化成单细

胞悬液,接种至6孔板,次日加入含苦参素浓度为0.5
mg/ml、1mg/ml、2mg/ml、4mg/ml的完全培养基,
对照组加等量完全培养基,作用48h后,PBS洗细胞2
次,胰酶消化成单细胞悬液,PBS清洗2次,弃上清,1
×annexin-bindingbuffer重悬细胞,分别加入annexin
V与PI染料,室温孵育15min,上机前每组加入400

μl1×annexin-bindingbuffer,上流式细胞仪检测细胞

凋亡,激发光波长488nm。实验于不同日重复3次。

1.2.4 实时定量逆转录PCR(real-timequantitative
reversetranscriptionPCR,real-timeqRT-PCR)检测

苦参素作用后BimmRNA表达 实验分为人正常肝

细胞空白对照组(LO2细胞)、HepG2空白对照组、

HepG2苦参素组(加0.5mg/ml、1mg/ml、2mg/ml、

4mg/ml苦参素)。药物干预48h后,提取细胞总

RNA,检测RNA浓度,A260/280在1.8~2.1之间说明

提取的RNA样品合格,取1μgRNA进行逆转录,操
作过程按照说明书进行,取合成的cDNA进行实时荧

光定量PCR,Bim引物序列:上游引物TCATCGCG-
GTATTCGGTTC,下 游 引 物 GAAGGTTGCTTT-
GCCATTTG,产物长度约140bp,内参GAPDH上游

引 物 GCACCGTCAAGGCTGAGAAC,下 游 引 物

TGGTGAAGACGCCAGTGGA,产物长度约138bp。
反应条件:预变性95℃15min,变性95℃10s,退火/
延伸60℃32s,共40个循环。结果采用2-△△Ct法分

析。

1.2.5 统计学方法 采用SPSS17.0软件进行数据

分析。计量资料以(췍x±s)表示,两组间均数比较采用t
检验,多组间均数比较采用单因素方差分析,以双侧P
<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 不同浓度苦参素对细胞的抑制作用 以0.5
mg/ml、1mg/ml、2mg/ml、4mg/ml、8mg/ml苦参

素分别作用细胞24h、48h、72h后,MTT法检测苦

参素对HepG2细胞的增殖抑制作用,结果显示,经苦

参素分别作用24h、48h及72h后,各组细胞增殖均
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受到抑制,且呈浓度依赖性,即随着作用浓度的增加,
抑制率逐渐增加,经方差分析显示,各组间差异有统计

学意义(P<0.001)(见图1)。同一浓度下,随着作用

时间的延长,苦参素对细胞的增殖抑制作用增加(各组

抑制率增加),但差异无统计学意义(P>0.05)(见图

1)。各时间段24h、48h、72h的IC50分别为(3.51±
0.61)mg/ml、(2.57±0.08)mg/ml及(2.3±0.07)

mg/ml,时间越长,IC50越小,即抑制50%细胞增殖的

药物浓度越低。

图1 不同浓度苦参素作用于 HepG2细胞

24h、48h、72h后细胞抑制率(n=4)

2.2 苦参素对HepG2细胞凋亡的影响 由于8mg/

ml苦参素组抑制率高,故选择0.5mg/ml、1mg/ml、

2mg/ml、4mg/ml浓度的苦参素作为实验干预条件。
经0.5mg/ml、1mg/ml、2mg/ml、4mg/ml苦参素作

用48h后,使用 AnnexinV-FITC/PI双染法检测各

组细胞凋亡率。结果显示,苦参素可以诱导细胞凋亡

(见图2)。与阴性对照组相比,苦参素组凋亡率依次

增加,除0.5mg/ml浓度差异无统计学意义(t=
-1.893,P =0.191,)外,其他浓度(1mg/ml、2mg/

ml、4mg/ml)差异均有统计学意义(P <0.001),见
表1。

表1 流式细胞术检测各组细胞凋亡率 (n=3)

组别 细胞凋亡率(췍x±s,%)

阴性对照组 4.23±0.57
不同浓度苦参素组(mg/ml)

 0.5 7.8±3.21
 1 13.6±0.93a

 2 16.3±0.6a

 4 19.97±1.55a

 注:a:与阴性对照组相比,P<0.001

2.3 苦参素作用后BimmRNA表达变化 real-time
qRT-PCR结果显示,阴性对照组 HepG2细胞中Bim
mRNA表达低于人正常肝细胞LO2,差异有统计学意

义(P<0.05)(见图3)。经苦参素作用 HepG2细胞

后,BimmRNA表达增加,与阴性对照组相比,各组差

异均有统计学意义(P<0.05)(见图3),随着药物浓

度的增加,Bim mRNA 表达增加(F=41.835,P <
0.001)(见图3)。

图2 不同浓度苦参素作用后细胞凋亡的检测

注:A为阴性对照组;B为0.5mg/ml苦参素组;C为1mg/ml苦参素组;D为2mg/ml苦参素组;E为4mg/ml苦参素组

图3 不同浓度苦参素作用后BimmRNA相对表达量(n=3)

3 讨论

课题组前期研究发现苦参素可明显抑制肝癌细胞

的增殖,其作用可能是通过调节 miR-122及 miR-21
的表达、调节细胞凋亡相关基因等机制抑制细胞增

殖[7-9]。针对细胞凋亡异常采取诱导细胞凋亡的药物

治疗或基因治疗可以直接杀伤肿瘤细胞,课题组前期

研究表明苦参素可抑制肝癌细胞增殖,且对正常肝细

胞无明显破坏[10],提示苦参素在抗肿瘤上可能有良好

的前景。本实验研究结果显示苦参素可明显抑制肝癌

细胞增殖,流式细胞术检测显示,苦参素可促进肝癌细
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胞凋亡,随着药物浓度增加,细胞凋亡率增加。细胞凋

亡是细胞在基因调控下的自杀现象,在恶性肿瘤的发

生发展过程中具有重要的生物学意义,目前多种药物

主要通过诱导肿瘤细胞的凋亡进而抑制肿瘤生长增

殖。

Bim(Bcl-2-like11)蛋白是Bcl-2家族的促凋亡成

员,其作用是破坏线粒体的完整性导致细胞凋亡,近年

研究显示,BH3-only家族在促进细胞凋亡中起重要作

用。Bim属于BH3-only蛋白家族成员,被称为“凋亡

的看门人”,是调控细胞凋亡的关键因子,其作用主要

是上调线粒体凋亡通路,在内源性凋亡途径中起着重

要作用。已有研究显示一定的凋亡刺激可激活Bim
分子,活化的Bim分子与Bcl-2/Bax相互作用,Bax被

激活,引起线粒体途径的细胞凋亡[11]。越来越多的证

据表明Bim在肿瘤发生发展中起重要作用,使得其成

为肿瘤治疗策略中的靶标。有研究表明Bim 与慢性

淋巴细胞白血病药物诱导的细胞凋亡有关[12]。Bim
在许多肿瘤中表达缺失,在造血系统中,Bim的缺失引

起造血细胞凋亡缺陷[13],至今国内鲜见有关Bim 在肝

癌细胞凋亡中作用的实验研究。施艳琳等[14]研究发

现在肝癌组织中,Bim的表达明显低于癌旁正常肝组

织,且与肝癌预后相关,采用 Kaplan-Meier生存分析

发现,Bim蛋白表达越高,肝癌患者5年生存率越高,
认为Bim蛋白表达可做为肝细胞癌独立的预后因子

之一。本研 究 通 过 RT-qPCR 检 测 结 果 发 现,肝 癌

HepG2细胞中Bim mRNA表达低于人正常肝细胞,
经苦参素作用后,肝癌细胞中BimmRNA表达升高,
提示苦参素可能通过提高BimmRNA的表达,从而激

活细胞凋亡相关通路而促进肝癌细胞的凋亡。
综上所述,本实验研究显示,苦参素能抑制人肝癌

细胞HepG2的增殖,促进细胞凋亡,其分子机制可能

与促进Bim mRNA 表达有关。但本研究未能检测

Bim蛋白变化及更多凋亡相关因子,存在一定的局限

性,将在后续实验中继续完善。
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