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苦参碱诱导Raji细胞凋亡及其对 Bcl-2表达的影响 
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【摘 要 】目的：观察苦参碱(Matrine，Mat)对体外人淋巴瘤 Raji细胞增殖及细胞凋亡的影响，探讨 Mat诱导 Raji细胞凋亡的作 

用机制。方法：四甲基偶氮唑蓝(MTI")比色法观察 Mat对 Raji细胞增殖的影响；流式细胞术检测凋亡率；免疫细胞化学技术检测 

Mat对 Raji细胞株 Bcl一2蛋白表达的影响；RT—PCR法检测 Bcl一2 mRNA表达。结果：不同浓度的 Mat对 Raji细胞均有一定的增 

殖抑制作用 ，且呈量效和时效关系；Mat能明显诱导 Raft细胞凋亡；免疫细胞化学结果显示 Bcl一2在实验组中的表达显著低于 

对照组。RT—PCR显示 Bcl一2 mRNA表达明显减弱，且随剂量增加越明显。结论：Mat能抑制人淋巴瘤 Raji细胞的增殖 ，促进细胞 

凋亡，其作用机制可能与下调Bcl一2表达有关。 

【关键词】苦参碱；Raji细胞；细胞增殖；细胞凋亡 

【中图图书分类法分类号】R965．2 【文献标识码】A 【收稿日期】2009—04—15 

Effects of matrine in inducing Raji cell apoptosis and on the expression of Bcl——2 
HUANGXi。etal 

(Department ofHaematology， First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To observe the effects of matrine on proliferation and apoptosis of human lymphoma cell line Raji in vitro，and to 

explore its mechanism．Methods：The proliferation inhibition rate of Raji cells was assayed by MTT analysis．Cell apoptosis rate was 

evaluated by flow cytometry．The expression level of Bcl一2 protein was evaluated by streptavidin—bi0tin～per0xidase method．The Bcl一2 

mRNA expression of Raji cells treated with matrine was assayed by RT-PCR．Results：The matrine of different concentrations all had 

cytotoxic effects on Raji cells．in a dose—and time—dependent manner．The apoptosis induced by matrine was confirmed in Raji cells． 

Immunocytochemistry assessment showed the expression of Bcl-2 was significantly down-regulated after treated with matrine．The Bcl一2 

mRNA expression in Raji cells was decreased after treated by matrine，with a concentration—effect relationship．Conclusion：Matrine can 

inhibit the proliferation of Raji cells significantly．By down—regulating the expression of Bcl一2 and inducing the apoptosis． 
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苦参碱(Matrine，Mat)是从豆科槐属植物 Mat或平科植 

物广豆根中分离出来的一种生物碱 ，具有抗炎 、抗病毒及抗 

肿瘤等作用，特别是其抗肿瘤作用 日益受到人们关注。体外 

研究 显示 Mat对多种肿瘤(包括前列腺癌、神经母细胞瘤、 

黑色素瘤、胶质瘤、肺癌、胃癌、白血病 、多发性骨髓瘤等 )细 

胞具有诱导凋亡的作用。但 Mat是否具有诱导淋巴瘤凋亡的 

效应及其具体分子机制如何较少见报道。本实验研究 Mat对 

人淋巴瘤细胞系 Raft细胞凋亡的作用，并观察其对 Raji细胞 

中凋亡抑制基因 Bcl一2表达的影响，初步探讨 Mat诱导凋亡 

的分子机制。 

作者介绍：黄 曦(1979一)，女，硕士， 

研究方向：淋巴瘤的基础和临床研究。 

通讯作者 ：陈建斌，男，教授 ，E—mail：cqchenjianbin20O7@126．eOFfl。 

基金项目：重庆市卫生局科研资助项目(KJ080321 o 

1 材料与方法 

1．1 材料 

Raji细胞由重庆医科大学儿科研究所惠赠。Mat注射液 

购自辽宁玉皇药业有限公司(批准文号：围药准字 H20083501， 

产品批号：08091611，5ml：50mg)；四氮甲基偶氮唑蓝(MrITI1)为 

Sigma公司产品；AnnexinV—FITC／PI凋亡检测试剂盒为上海碧 

云天公司产品；SP免疫组化试剂盒和 DAB显色试剂盒均为 

武汉博士德公司产品；总 RNA提取试剂盒为北京天根生物公 

司产品 ；RT—PCR两步法试剂盒为 TaKaRa公 司产 品；RP— 

MI1640为 Gibco公司产品，胎牛血清购自杭州四季清公司。 

1．2 方法 

1．2．1 细胞培养 Raji细胞置于含 10％的胎牛血清 RP- 

MI1640培养基，37~(2、5％C0。饱和湿度孵育箱培养，取对数 

生长期细胞进行实验。 
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1．2．2 MTr检测细胞的增殖抑制率 取对数生长期的Raji 

细胞，实验前用台盼蓝拒染法确保细胞拒染率在 97％以上， 

调整细胞数为 1．25 X 10 个 ，ml，取 160 l接种于96孔板中 

(2 X 104个 ／eL)，每个浓度设 5个复孔，分别用不同浓度的 

Mat处理细胞。①空白对照组：只加完全培养液；②实验组：分 

别加入 Mat注射液 ，使终浓度为 0．4、0．8、1．2、1．6、2．0 mg／ml。 

分别培养 24、48、72 h后，每孔加入 5 m#ml MTF 20 l，继续 

培养4 h，以2 000 r／min，离心 10min，吸去上清，每孔加入 

DMSO 100 l̈于振荡器上振摇，待蓝色晶体完全溶解后，在 

酶标仪上测定570 nm处的吸光度值(OD值)，并按公式计算 

细胞抑制率。细胞抑制率=(1一实验组平均OD值 奎白对照 

组平均 OD值)×100％。 

1．2．3 流式细胞仪测定细胞凋亡 Raji细胞按 1．25×10 个 

／ml接种于 6孔培养板 ，24 h后分别换含 0．4、0．8 mg／ml Mat的 

培养液 ，对照组为不含药物的培养液。共同培养 48 h，离心 

(1 000 r／min，5 min)，弃上清，PBS洗 2次，取(5～10)X 104个 

重悬的细胞后按 AnnexinV—FITC／PI凋亡检测试剂盒说明书 

操作，置流式细胞仪上测定每个样本中的凋亡细胞所占比率。 

1．2．4 免疫组化检测 Bcl一2蛋白表达 细胞生长对数期开 

始加药。实验设计 2组 ：空白对照组和 0．8mg／mlMat组 ，培养 

48h后，PBS洗 2次，以 1．25×10s个 ／ml浓度接种培养于载玻 

片(用 0．1 g／L多聚赖氨酸处理)，自然晾干后 ，用 4％的多聚 

甲醛固定30min，PBS冲洗2min X 3次，自然晾干后按照sP 

试剂盒说明书进行免疫细胞化学实验，最后 DAB显色，在光 

镜下观察两组细胞的染色强度。 

1．2．5 RT—PCR检测 Bcl一2 mRNA表达 空白对照组及 0．4、 

0．8mg／mlMat组培养 48h，收集各组细胞 1 X10 个，Trizol法 

提取细胞总 RNA，用紫外分光光度计测量的 RNA浓度和纯 

度 ，并取上述提取的总 RNA样本 5 LLl经 2．0 g／L琼脂糖凝胶 

电泳分析RNA的质量。取 1 pd RNA为模板，逆转录合成 cDNA， 

再以cDNA为模板，进行PCR反应。反应体系50 1，反应条 

件：94℃5 min；94"(2 30 s，56℃30 s，72oC 40 s，共 35个循环； 

最后 72℃延伸 7min。利用 Primer 5．0设计 bcl一2引物：上游 

引物 ：5’一CGCTGGGAGAACAGGGTA一3’，下游引物：5’一GG 

GCTGGGAGGAGAAGAT一3’，扩增片段长度为 151 bp；内参 

B—aetin上游引物 ：5’一AGCGAGCATCCCCCAAAGTF-3’；下 

游 引物 ：5’一GGGCACGAAGGCTCATCA ITI’一3’，扩增片段长 

285 bp。2．0 g／L琼脂糖凝胶上进行电泳，Bio—Rad凝胶成像系 

统采集图片，结果采用Quantity One软件进行灰度值分析。 

1．3 统计学分析 

采用 SPSS 13．0统计软件包进行方差分析和 t检验 ，以 

P<0．05为差异具有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 Mat对 Raji细胞增殖的影响 

MTF比色法检测显示，0．4—2．0 mg／ml浓度Mat作用组 

的OD值较对照组明显降低，其差异有统计学意义(P<0．05。 

表1)。随着 Mat浓度的增加和作用时间的延长，抑制作用逐 

渐增强。Mat对Raji细胞的生长抑制作用呈时间、剂量依赖 

性。Mat作用 Raji细胞 48 h后的 IC50为 0．871 2ms／ml。 

2．2 Mat对 Raji细胞凋亡的影 响 

空白对照组 Raji细胞 48 h早期凋亡率为 1．90％；MatO．4、 

0．8 mg／ml作用48 h后Raji细胞早期凋亡率分别为6．05％、 

13．04％，随着Mat浓度的增加细胞早期凋亡率逐渐增多。见 

图1(右上象限为晚期凋亡细胞和坏死细胞，右下象限为早 

期凋亡细胞，左上象限为细胞收集过程中出现的损伤细胞， 

左下象限为正常细胞)。 

2．3 Mat对 Raji细胞中Bcl一2表达的影响 

免疫细胞化学染色结果显示 ：Bcl一2在细胞中呈强阳性 

表达，棕黄色颗粒定位于细胞浆及核膜 ，与对照组相比，经 

Mat处理后的细胞中Bcl一2表达明显减弱。见图 2。 

2．4 Mat对 B 一2 mRNA表达的影响 

MatO．4、0．8 mg／ml组 Bcl一2 mRNA表达量(151 bp)较对 

照组明显降低，与内参 B—actin(285 bp)的相对表达量明显 

下降，差异具有统计学意义(P<0．05)。见图 3。 

3 讨 论 

正常细胞通过增生和凋亡来维持自身稳定，若失去平 

衡，则可导致疾病发生。肿瘤的发生与促凋亡相关基因表达 

减弱和(或)抗凋亡相关基因表达增强有关圈。Mat是从传统中 

草药中提取出的活性成分，体外研究显示 Mat调节肿瘤细胞 

中某些促凋亡基因和抗调亡基因表达水平可能是其抗肿瘤 

的机制之一 。如 Mat抑制白血病 K一562细胞抗凋亡基 因 

Survivin的表达 ；Mat作用人肾癌 GRC一1细胞后抑制抗凋亡 

表 1 不同浓度Mat对 Raji细胞增殖的影响 (n=5。 ±S) 

：P<0．05，与对照组比较 




