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摘 要:目的 探讨苦参碱对肺癌A549细胞增殖、凋亡和迁移的作用及其机制。方法 以不同浓度的苦参碱干预A549
细胞,采用CCK-8检测细胞增殖能力变化;Hoechst33528/PI双染分析细胞凋亡形态变化;划痕实验分析细胞迁移能

力;Transwell实验检测细胞侵袭能力;WesternBlot检测Opa1、p53、Bcl-2、Bax、Caspase-3、Cleaved-caspase-3、N-cadherin
和Vimentin蛋白的表达。结果 苦参碱可以降低肺癌细胞 A549的增殖活性、提高 A549细胞凋亡率。划痕和Tran-
swell实验证实苦参碱可以抑制A549细胞的侵袭转移能力。WesternBlot检测发现苦参碱可以提高A549细胞中p53、

Bax和Cleaved-caspase-3蛋白的表达,同时可以抑制 A549细胞中 Opa1、Bcl-2、Caspase-3、N-cadherin和 Vimentin蛋白

的表达,且随着浓度变化呈量效关系。结论 苦参碱具有抑制肺癌细胞增殖和迁移侵袭,增强细胞凋亡的药理作用,其
中药理学机制与其对Opa1/p53/Bcl-2/Bax/Caspase-3信号轴、N-cadherin和Vimentin的调控有关。
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Effectofmatrineontheproliferation,apoptosisandmigration
oflungcancercellA549anditsmechanism

ZhangZhongwei1,LinJieying1,HeLiang2,LiRuoxin2,ShiRujun1,LingBo1
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  Abstract: Objective Toinvestigatetheeffectofmatrineontheproliferation,apoptosisandmigrationof
lungcancerA549cells,aswellasitsmechanism. Methods A549cellsweretreatedwithdifferentconcentra-
tionsofmatrine.ThegrowthinhibitionofmatrineagainstA549cellswasevaluatedusingtheCCK-8assay.
ThechangesinapoptosiswereanalyzedusingHoechst33528combinedwithPIdoublestaining.Theabilityof
cellmigrationandinvasionwereanalyzedusingthescratchtestandTranswellassay.TheexpressionsofOpa1,

p53,Bcl-2,Bax,Caspase-3,Cleaved-caspase-3,N-cadherinandVimentinproteinsweredetectedusingWest-
ernBlot. Results MatrinecoulddecreasetheproliferationandincreasetheapoptosisrateofA549cells.Ma-
trinewasfoundtobeabletoinhibittheinvasionandmetastasisofA549,asconfirmedbytheTranswelland
scratchdetection.TheWesternBlotanalysisshowedthatmatrineincreasedtheexpressionsofp53,Baxand
Cleaved-caspase-3proteinsinA549cells.ItalsoinhibitedtheexpressionsofOpa1,Bcl-2,Caspase-3,N-cad-
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herin,andVimentinproteinsinA549cells.Thesechangesexhibitedadose-effectrelationshipwiththeconcen-
trationofmatrine. Conclusion Matrinecaninhibittheproliferation,migration,andinvasionoflungcancer
cellswhileenhancingapoptosis.ThepharmacologicalmechanismisrelatedtotheregulationoftheOpa1/p53/

Bcl-2/Bax/Caspase-3signalaxis,N-cadherinandVimentin.
  Keywords: matrine;lungtumor;A549cells

  苦参是我国中西医临床中用于治疗肿瘤的有效药

物之一[1]。以苦参注射液和复方苦参注射液为代表的

中成药,已经广泛应用于肿瘤临床,尤其在缓解放化疗

治疗过程中的免疫力低下和疼痛中发挥重要作用[2]。
苦参碱是中药材苦参的主要生物碱成分之一,具有抗

炎、镇痛和抗肿瘤等功效[3-4],并且具有价格低和副作

用少等优点。
近几年来,苦参碱在抗肿瘤领域已经做了众多的

研究,证实苦参碱对非小细胞肺癌、乳腺癌、肝癌和胃

癌等肿瘤细胞均有不同程度的抑制作用。最新的研究

指出[5-6],苦参碱可作用于肺癌细胞的增殖、凋亡和转

移等环节。肺癌的临床治疗中以苦参注射液和化疗药

物(诸如顺铂、卡铂等)联合用药的新方案,已经成为了

当前中西医结合防治肺癌的热点研究方向之一[7-8]。
然而,苦参碱作用肺癌细胞的具体量效关系和药理学

机制仍然不明确。因此,本研究聚焦苦参碱干预肺癌

细胞的功能,并深入挖掘其中的分子生物学机制,是具

有现实的临床意义和理论研究的价值。

1 材料与方法

1.1 试剂 苦参碱购于西安百川生物科技有限公司;

F-12基础培养基采购于武汉赛维尔生物科技有限公

司;胎牛血清、0.25%胰蛋白酶购于美国Gibco公司;

CCK-8和ECL显色剂购于 Biosharp公司;Hoechst
33528、PI染色和细胞裂解液购于北京索莱宝科技有

限公司;Transwell小室购于美国BD公司;PAGE凝

胶快速制备试剂盒购于上海雅酶生物科技有限公司;

Opa1、p53、Bcl-2、Bax、Caspase-3、Cleaved-caspase-3、

N-cadherin、Vimentin和β-actin等抗体购于艾博抗上

海贸易有限公司。

1.2 细胞培养 人源的肺癌细胞株 A549采购于中

国科学院上海细胞所。A549细胞的培养体系为90%
的F-12培养基和10%的胎牛血清,置于37℃、5%
CO2 培养箱中进行培养,间隔2d进行传代换液。

1.3 CCK-8实验 取对数生长期的 A549细胞,用

0.25%胰蛋白酶消化后,以5×104 的细胞密度接种到

96孔板中。待96孔板内细胞汇合度达80%~90%
后,随后每孔加入含苦参碱浓度分别为0mg/mL、1.5
mg/mL、1.75mg/mL、2mg/mL、2.25mg/mL完全

培养基100μL,设置3个复孔。置于CO2 培养箱中分

别培养24h和48h,每孔加入10μLCCk-8溶液,孵

育2h。将96孔板置于酶标仪中,450nm波长下检测

吸光度值(A),细胞增殖率=(实验组吸光度值-空白

组吸光度值)/(对照组吸光度值-空白组吸光度值)×
100%。

1.4 划痕实验 以1×105 个的细胞密度接种到6孔

板中,用直尺和10μL白色枪头在板内划痕,添加含苦

参碱浓度分别为0mg/mL、1.75mg/mL和2mg/mL
无血清培养基。在加药后的0h和24h两个时间点,
在倒置显微镜下取5~6个视野拍照,用ImageJ软件

测量细胞愈合的面积,细胞迁移率=(0h划痕面积-
相对应浓度的24h划痕面积)/0h划痕面积×100%。

1.5 Hoechst33528/PI双染实验 用含不同浓度(0
mg/mL、1.75mg/mL和2mg/mL)的苦参碱完全培

养基处理A549细胞24h。用PBS清洗6孔板,并滴

加100μL的 Hoechst33528/PI和PBS混悬溶液染

色,室温避光孵育15min。PBS清洗1次后,置于倒

置荧光显微镜下观察拍照。其中,强蓝光判定为凋亡

细胞,强红光判定为坏死细胞。

1.6 Transwell实验 Transwell迁移实验中,首先

在Transwell小室的下室添加含苦参碱的完全培养基

(0mg/mL、1.75mg/mL和2mg/mL),在上室中加

入100μL含5×104 个细胞的无血清培养基悬液,置
于培养箱中培养24h。将小室的下室用超纯水洗涤

并用4%多聚甲醛和甲醇分别固定15min,超纯水清

洗后,用0.1%结晶紫染色20min,超纯水清洗3次后

用棉签擦干水分并擦去小室内部未迁移细胞,用倒置

显微镜拍照。Transwell侵袭实验中,首先将配置好

的 Matrigel基质胶与预冷的无血清培养基以1∶6的

比例混匀后,取100μL加到小室底部,置于培养箱中

孵育3h。等 Matrigel基质胶凝固后,在上室中加入

100μL含1×104 个细胞的无血清培养基悬液,剩下

步骤按照Transwell迁移实验进行操作。

1.7 WesternBlot实验 用细胞裂解液提取苦参碱

不同浓度处理组的细胞蛋白质,并用酶标仪检测各组

中的蛋白质浓度,计算各组上样体积。采用PAGE凝

胶快速制备试剂盒制备分离胶和浓缩胶,电泳参数为

上层胶电压80V,30min,下层胶120V,60min。然

后在300mA电流下转膜90min,取出PVDF膜用

5%脱脂牛奶封闭1.5h,4℃孵育一抗过夜,TBST清

洗3次后,37 ℃孵 育 二 抗2h。ECL 显 色 剂 滴 加
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PVDF膜后,在全自动化学发光图像分析系统中成像。

1.8 统计学方法 实验数据使用 SPSS23.0和

GraphpadPrism5.0软件进行统计学分析和作图。计

量数据采用(췍x±s)表示,两组间比较采用t检验。符

合正态分布和方差齐性的多组间比较采用单因素方差

分析,两两比较采用LSD-t检验。以P <0.05为差

异具有统计学意义。

2 结果

2.1 苦参碱抑制肺癌 A549细胞增殖 采用CCK-8
法检测苦参碱对肺癌A549细胞增殖活性的影响。结

果如图1所示,苦参碱可以有效抑制A549细胞增殖,
并且随着苦参碱浓度和作用时间的增加,肺癌 A549
细胞增殖率明显降低(P<0.05),具有浓度和时间依

赖性。

注:A为24h;B为48h。与0h比较,*P<0.05,***P<0.001。

图1 苦参碱对肺癌A549细胞增殖能力的影响

2.2 苦参碱促进 肺 癌 A549细 胞 凋 亡 Hoechst
33528/PI双染观察苦参碱对肺癌A549细胞凋亡形态

的影响。结果如图2所示,苦参碱可以促进 A549细

胞凋亡,并且随着苦参碱浓度的增加,肺癌A549细胞

凋亡数量(强蓝光细胞)明显增加,具有浓度依赖性。

图2 苦参碱对肺癌A549细胞凋亡的影响(200×)

2.3 苦参碱抑制肺癌 A549细胞迁移 采用细胞划

痕实验检测苦参碱对肺癌A549细胞迁移的影响。结

果如图3所示,苦参碱可以有效地抑制 A549细胞迁

移,并且随着苦参碱浓度的增加,肺癌A549细胞迁移

率明显降低,这结果提示苦参碱可以抑制 A549细胞

迁移能力。

2.4 苦参碱抑制肺癌A549细胞侵袭 Transwell迁

移实验结果如图4A所示,不同浓度的苦参碱均可以

降低肺癌 A549细胞迁移能力,且呈现浓度依赖性。

Transwell侵袭实验结果如图4B所示,不同浓度的苦

参碱均可以降低肺癌 A549细胞穿透数量,且呈现浓

度依赖性。以上结果提示苦参碱可以抑制肺癌 A549
细胞侵袭能力。

2.5 苦参碱对相关信号通路蛋白表达的影响 采用

WesternBlot实验检测苦参碱对肺癌A549细胞相关

信号通路蛋白表达的影响。结果如图5所示,不同浓

度的苦参碱处理A549细胞24h后,细胞凋亡相关蛋

白Cleaved-caspase-3/Caspase-3和Bax/Bcl-2表达上

升,Opa1表达下降,提示苦参碱可以诱导肺癌 A549
细胞凋亡。此外,苦参碱可以降低 A549细胞迁移侵

袭相关蛋白N-cadherin和Vimentin的表达,且呈量效

关系。

3 讨论

苦参碱是抗肿瘤中成药复方苦参注射液的核心有

效成分[9]。在肺癌的临床研究中,复方苦参注射液与

一线化疗药物(如吉西他滨)和分子靶向药物(如吉非

替尼)联合用药均取得了良好的临床效果,尤其在患者

生活质量、预后效果和安全性中优势明显[10-11]。目前

研究指出[12],复方苦参注射液的主要疗效来源于苦参

碱对肺癌细胞增殖与凋亡的调控作用。本研究中以肺

癌细胞A549为研究对象,用不同浓度的苦参碱干预

细胞,采用CCK-8检测发现苦参碱可抑制A549的增
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注:***P<0.001。

图3 苦参碱对肺癌A549细胞迁移的影响(40×)

注:A.迁移实验;B.侵袭实验。***P<0.001。

图4 苦参碱对肺癌A549细胞侵袭的影响(40×)

注:**P<0.05,***P<0.001。

图5 苦参碱对相关通路蛋白表达的影响

殖,且明确了两者的量效关系。肺癌细胞的增殖与凋

亡环节关系密切,凋亡水平的上升将导致细胞增殖能

力的下降。本研究中用 Hoechst33528/PI双染检测

证实苦参碱可以促进 A549细胞凋亡。因此,苦参碱

具有抑制A549细胞增殖和促进其凋亡的作用。
为了进一步探索其作用机制,本课题组筛选了

p53/Bcl-2/Bax/Caspase-3信号轴作为研究对象。p53
是人体中重要的抑癌基因,通过调控细胞的DNA损
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伤修复和凋亡环节,抑制肿瘤在机体内的形成[13]。尤

其在肿瘤细胞的凋亡环节中,p53依赖性凋亡起到非

常关键的作用,p53靶向调控Bcl-2家族蛋白,诱导肿

瘤细胞的凋亡[14]。本研究中用 WesternBlot检测发

现,苦参碱可以诱导 A549细胞中p53蛋白的表达增

加。与此同时,选择了p53下游的Bcl-2家族蛋白中的

Bcl-2和Bax作为可能性的通路蛋白并进行了检测,发
现苦参碱抑制 A549细胞中Bcl-2的表达和促进Bax
的表达,从而激活Bcl-2/Bax信号通路。鉴于Bcl-2/

Bax是经典的肺癌细胞凋亡通路蛋白[15],有理由相信,
苦参碱可以通过p53/Bcl-2/Bax信号轴参与肺癌细胞

增殖和凋亡的调控。Caspase-3是肿瘤细胞凋亡过程

中重要的终末剪切酶,也是p53/Bcl-2/Bax的关键下

游效应蛋白之一,其被活化后形成Cleaved-caspase-3
蛋白,从而诱导肿瘤细胞的凋亡[16]。因而,本研究检

测了Caspase-3活化,发现苦参碱可以促进A549细胞

中 Caspase-3活 化 成 Cleaved-caspase-3。鉴 于 p53/

Bcl-2/Bax信号轴与Caspas-3活化的相关性,得出苦

参碱可以通过p53/Bcl-2/Bax信号轴活化Caspase-3,
继而诱导肺癌 A549细胞凋亡提升和增殖能力下降。
苦参碱可抑制肺癌转移,是复方苦参注射液作为肺癌

临床治疗药物的药理依据之一[17]。肺癌的转移环节

起源于肿瘤细胞迁移和侵袭的运动能力提升[18]。本

研究中用划痕和Transwell实验分析肺癌 A549细胞

运动能力,发现苦参碱可以降低 A549细胞的迁移和

侵袭能力。肺癌细胞的EMT化中,N-cadherin通过

促进上皮细胞向间质细胞转化,促进血管的形成,使癌

细胞更具有侵袭性,故被认为是评价肿瘤细胞转移能

力获得的核心指标之一[19]。本研究的结果表明苦参

碱能够降低 A549细胞中 N-cadherin的表达,从而起

到稳定细胞外基质,降低肺癌细胞迁移和侵袭的作用。
与此同时,Vimentin蛋白是肿瘤细胞的骨架蛋白,可
通过调节细胞的黏附能力和促进伪足的形成,促进肿

瘤细胞EMT化,故被认为是肿瘤细胞EMT化的核心

评价指标之一[20]。本研究观察到苦参碱可以降低

A549细胞中的Vimentin蛋白的表达,故而降低肿瘤

细胞的EMT化进程。因而,苦参碱可以通过降低细

胞中N-cadherin和Vimentin蛋白的表达,发挥其抑制

A549细胞的迁移和侵袭能力的作用。
综上所述,苦参碱可以通过激活 Opa1/p53/Bcl-

2/Bax/Caspase-3信号抑制肺癌 A549细胞增殖和促

进其凋亡。苦参碱抑制肺癌细胞A549细胞的转移和

侵袭能力,与其对N-cadherin和Vimentin蛋白的表达

调控密切相关。明确了苦参碱在肺癌细胞功能中的作

用,将进一步为临床药物(诸如苦参碱注射液和复方苦

参碱)的开发和应用提供实验基础。
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