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苦参碱及氧化苦参碱抑制 A549细胞增殖及诱导细胞凋亡的比较研究

王　源 ,司维柯 ,李　鹏 ,姚　婕　　(第三军医大学医学检验系临床生物化学教研室 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　观察比较苦参碱及氧化苦参碱对A549 细胞系增殖能力的影响及其对 A549 细胞凋亡的诱导效应。方

法　以不同剂量的苦参碱及氧化苦参碱分别作用 A549 细胞 ,观察细胞形态 ,MTT 法检测细胞的增殖能力 , TNUEL法原位

检测 DNA 断裂 ,流式细胞仪检测凋亡。结果　苦参碱在浓度为 0.5 g L 时即表现出明显的抑制 A549 增殖的作用 , 浓度在

1.0 g L时 TUNEL原位检测 DNA断裂为强阳性 , 流式细胞仪检测出凋亡峰;相同浓度的氧化苦参碱没有明显的抑制 A549

增殖的作用 ,当其浓度增加到 10 倍出现对A549 抑制增殖的作用 ,但是 TUNEL原位检测 DNA 断裂为弱阳性 ,流式细胞仪不

能检测出凋亡峰。结论　苦参碱可抑制 A549细胞系增殖并诱导其凋亡;相同浓度下氧化苦参碱不能抑制 A549 细胞系增

殖 , 10 倍剂量也未出现细胞凋亡。
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Effects of matrine and oxymatrine on the proliferation and the apoptosis of A549 cells
WANG Yuan , SI Wei-ke , LI Peng , YAO Jie(Department of Clinical Biochemistry , College of Medical Laboratory , Third Military Medical
University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To observe the effects of matrine and oxymatrine on the proliferation and the apoptosis of

A549 cells.Methods　The morphological changes of A549 cells after treatment with different concentrations of ma-

trine and oxymatrine were observed.The proliferative ability , the DNA breakage , and the apoptosis of A549 cells

were detected by MTT method , in situ TUNEL method , and flow cytometry , respectively.Results　The prolifera-

tion of A549 cells was remarkably inhibited by 0.5 g L matrine.Strong positive DNA breakage was detected by

TUNEL and the apoptotic peak was detected by flow cytometry in A549 cells after treatment with 1.0 g L matrine.

Nevertheless , oxymatrine at the same concentrations had no obvious inhibitory effect on the proliferation of A549

cells.When the concentration of oxymatrine was increased as high as 10 times , the proliferation of A549 cell was in-

hibited , and weakly positive DNA breakage was detected , but the apoptotic peak was not detected.Conclusion　

Matrine can inhibit the proliferation and induce apoptosis of A549 cells at some concentration , but oxymatrine at the

same concentration has no inhibitory effect on the cell proliferation , and can not induce the cell apoptosis even at the

concentration as 10 times as that of matrine.

　　Key words:matrine;oxymatrine;A549 cell;apoptosis

　　苦参是传统中药 ,广泛应用于临床各科 ,特别是它

的抗肿瘤活性 ,近年来受到极大关注 ,苦参主要抗肿瘤

活性成分是苦参碱和氧化苦参碱
[ 1]
。苦参碱(matrine)

注射液目前临床主要用于肝炎的治疗中 ,氧化苦参碱

(oxymatrine)临床主要用于过敏性皮肤病 、病毒性肝炎

及白细胞减少的治疗 。我们研究发现苦参提取液在体

外可诱导 K562细胞向红系和粒系分化
[ 2 , 3]
;以人肝癌

细胞HapeG2作为细胞模型 ,以正常鼠肝细胞作为对
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照 , 发现苦参碱可抑制肝癌细胞增殖并诱导其凋

亡
[ 4 ,5]
。但氧化苦参碱能否直接作用于肿瘤细胞 ,抑制

其增殖及诱导其凋亡尚少见报道。本研究以人肺癌细

胞株A549作为细胞模型 ,比较不同浓度苦参碱及氧化

苦参碱作用不同时间后 ,对该细胞增殖能力的影响 ,观

察细胞形态 ,TUNEL 法原位检测 DNA断裂并采用流式

细胞仪检测凋亡峰 ,初步观察比较苦参碱及氧化苦参

碱对A549细胞系增殖抑制及诱导凋亡作用 。

1　材料与方法

1.1　药物及主要试剂
　　苦参碱注射液(商品名:斯巴德康)10 g L , 5 ml 支 , 购自广

州明兴制药厂 , 批号 011001。氧化苦参碱(商品名:博尔泰力)
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20 g L , 2 ml 支。小牛血清(杭州四季青)。 RPMI1640 培养基和

胰酶均为 GIBCO 产品。MTT 为 Serva 产品。 TUNAL 试剂盒(华

美公司产品)。人肺腺癌 A549细胞系 , 由第三军医大学全军免

疫学研究所陈安博士惠赠。

1.2　细胞培养
　　人肺腺癌A549 细胞以 1640 培养液(10%小牛血清 、青霉素

100 U ml 、链霉素 100 U ml)培养:取回传代培养的 A549 细胞 , 移

入螺口50 ml培养瓶内 , 置37 ℃, 5%CO2 孵箱培养 , 隔天更换培

养液 ,待细胞长至 80%或接近完全融合成片时 , 以 0.25%胰蛋

白酶 37 ℃消化 3～ 5 min ,细胞皱缩变圆后弃去胰蛋白酶液 , 加

入完全培养液 ,制备细胞悬液 , 细胞分装接种于螺口 50 ml培养

瓶或 96孔培养板中。

1.3　MTT 实验
　　常规培养A549 细胞 , 制备细胞悬液 ,调整细胞浓度为 2×

104/ml ,于 96 孔板中加入 A549 细胞 , 及苦参碱和氧化苦参碱 ,

具体加样方法见表 1。

表 1　试剂加样方法

Tab 1　Adding method of reagents

Number 1 2 3 4 5 6

Matrine(g L) 0 0.5 0.8 1 1.5 0

Dry matrine(g L) 0 0.5 0.8 1 1.5 0

Oxymatrine(g L) 0 5 8 10 15 0

　　1 号孔只加 200 μl 1640 培养基 , 其余各孔均加入了 100 μl

的细胞悬液 , 用 1640 培养基补足为 200 μl , 同时调整苦参碱和

氧化苦参碱到所需浓度。

　　每组分别设置 3个平行孔 , 同样的加样方法再加样 3 块 96

孔板 ,置 CO2 孵箱中培养 ,分别于 24、48、72 、96 h取出一块 96 孔

板 ,观察苦参碱及氧化苦参碱各组细胞形态的差异 , 每个孔中

加入 10μl MTT , 放回 CO2 孵箱中再培养 30 min ,吸尽液体 , 各孔

中加入 100μl二甲亚砜 ,轻微振荡 10 min , 置酶标仪中 , 波长490

nm 测定各孔的 A 值。

1.4　凋亡峰检测
　　在 6孔板的各个孔中加入 1.5 ml细胞悬液 , 1 号孔作为对

照 ,加入 1.5 ml1640 培养液补足体积为 3 ml , 2 、3 、4 号孔加入苦

参碱 , 用 1640 培养基补足体积为 3 ml , 同时使苦参碱的浓度分

别为 0.5、1.0、1.5 g L;5、6 号孔加入氧化苦参碱 , 用 1640 培养

液补足体积为 3 ml , 同时使氧化苦参碱的浓度分别为 5 、10 g L。

置CO2 孵箱中培养 72 h , 胰蛋白酶消化各孔的细胞 , 将洗脱下

来的细胞经洗涤离心后 ,分别加入 4 ℃预冷的 70%乙醇 3 ml中

制备细胞悬液 ,用流式细胞仪检测各管的凋亡峰。

1.5　TUNEL法原位检测 DNA断裂

　　在 6孔板的各个孔中分别放入一块无菌盖玻片 ,各孔加入

1.5 ml细胞悬液 , 1 号孔作为对照 , 加入1.5 ml 1640 培养基补足

体积为3 ml , 2、3 、4号孔加入苦参碱 ,用 1640培养基补足体积为

3 ml ,同时使苦参碱的浓度分别为 0.5、1.0、1.5 g L;5、6 号孔加

入氧化苦参碱 ,用 1640 培养液补足体积为 3 ml , 同时使氧化苦

参碱的浓度分别为 5、10 g L。置 CO2 孵箱中培养 72 h , 取出盖

玻片 , 浸入 95%乙醇液中 , 4 ℃固定 30 min。应用 TUNEL法原

位检测试剂盒 ,检测 A549 细胞 DNA 断裂。

1.6　统计学分析
　　采用 u 检验。

2　结果

2.1　细胞形态观察
　　苦参碱组的 A549 细胞 ,镜下可见大量折光较强的空泡状

小体 ,并且随着加入的苦参碱浓度的增加以及培养时间的延长

而增多 ,对照组及相同浓度的氧化苦参碱组的细胞未见这种空

泡状小体 ,但当氧化苦参碱的浓度增大到 10 倍 , 细胞中也可见

一些类似小体 ,同样随着浓度的增加以及培养时间的延长而增多。

2.2　MTT 实验
　　将试样各孔的 3个平行孔测得的 A 值求均值 , 相对于对照

孔的 A 值计算对 A549 细胞的抑制率 , 抑制率=(A 对照-A 实

验) A 对照×100%。比较各个试验组在不同时相点对 A549 细

胞的抑制率。

　　苦参碱与氧化苦参碱在相同浓度及同一时相点时对 A549

细胞增殖的抑制率有显著差异(P<0.01), 但当氧化苦参碱的

浓度增大 10 倍后在同一时相点与苦参碱对 A549 细胞的抑制

率无显著差异(P>0.05)。

2.3　凋亡峰检测
　　6 孔板中的细胞经流式细胞仪检测可见 , 随着苦参碱浓度

的增加 , A549细胞凋亡峰也增加 , 而氧化苦参碱虽然使用了 10

倍于苦参碱的浓度但是仍未检测到凋亡峰。流式细胞仪检测

苦参碱及氧化苦参碱处理 A549 的凋亡峰结果显示 , 苦参碱浓

度为0.5、1.0 、1.5 g L其诱导 A549 细胞凋亡的细胞比率分别为

9.0%、18.2%、28.6%。而氧化苦参碱浓度为 5、10 g L 时 ,其诱

导A549 细胞凋亡的细胞比率分别为 1.29%、4.62%, 统计分析

显示 ,苦参碱诱导 A549 细胞凋亡的作用显著强于氧化苦参碱

(P<0.01)。

2.4　TUNEL法原位检测 DNA断裂
　　苦参碱处理的 A549 细胞应用 TUNEL法原位检测试剂盒 ,

检测细胞 DNA断裂结果为阳性(细胞核为棕黄色着染), 见图

1 ,随着苦参碱浓度增加 , 阳性程度增加。氧化苦参碱处理的

A549细胞应用TUNEL法原位检测试剂盒 , 检测细胞 DNA断裂

结果为弱阳性(细胞核为淡黄色着染),见图 2。

图 1　苦参碱 1.0 g L处理的A549细胞　(TUNEL×400)

Fig 1　A549 cells treated by 1.0 g L matrine　(TUNEL×400)
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图 2　氧化苦参碱 5g L处理的A549细胞　(TUNEL×400)

Fig 2　A549 cells treated by 5 g L oxymatrine　(TUNEL×400)

3　讨论

　　本研究的目的在于证明苦参碱抑制肺癌细胞增殖

并诱导其凋亡的作用 ,比较研究苦参碱和氧化苦参碱抑

制肺癌细胞增殖并诱导其凋亡的能力 。实验结果显示

苦参碱能有效地抑制人肺癌细胞株A549的增殖。MTT

实验显示 ,苦参碱对A549抑制作用有时间剂量依赖性 。

随着作用时间延长和药物浓度的增加 ,A549细胞存活

率明显降低。而相同浓度的氧化苦参碱对A549抑制作

用较弱 ,苦参碱与氧化苦参碱在相同浓度及同一时相点

时对A549细胞的抑制率有显著差异(P <0.01),但当氧

化苦参碱的浓度增大 10倍后表现出与苦参碱相似的对

A549细胞的抑制作用。表明苦参碱抑制人肺癌细胞株

A549增殖的能力优于氧化苦参碱 。

　　肿瘤细胞在不同程度上缺乏成熟的形态和完整的

功能 ,丧失某些终末分化细胞的性状 ,并常对正常的分

化调节机制缺乏反应。近年来 ,细胞凋亡与肿瘤的关

系受到日益重视 ,认为正常细胞通过增殖和凋亡来维

持自身稳定 ,若两者失衡 ,则可导致肿瘤发生 。苦参碱

有较强的诱导肿瘤细胞凋亡的作用 。流式细胞仪检测

苦参碱及氧化苦参碱处理 A549的凋亡峰 ,结果显示苦

参碱诱导A549细胞凋亡的作用显著强于氧化苦参碱 。

　　苦参的主要抗肿瘤活性成分是苦参碱和氧化苦参

碱。近年来随着对苦参碱提纯测定和药效作用的深入

研究 ,发现苦参碱体外具有抗肿瘤的作用 。目前临床上

已有应用苦参生物碱对肿瘤有效的报道 ,具代表性的是

吗特灵 ,其主要成分是苦参碱和氧化苦参碱 ,对消化道

肿瘤效果好 ,并且能改善肿瘤患者的症状 。目前已有单

用氧化苦参碱抗肿瘤的注射液应用于临床 ,比如苦参

白 、博尔泰力等 ,主要是利用其增高白细胞的作用。
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　　(上接 777页)
根据患者的病情, 当血钾高于 6.5 mmol L , 血肌酐大于600 mmol 

L ,尿素氮大于 25 mmol L ,作为急诊行血液透析适应证[1] , 待肾功

能改善后再进行解除上尿路梗阻的病因治疗。由于急性肾功能

衰竭 ,结石在输尿管停留时间短 ,结石与输尿管粘膜之间尚未形

成炎性粘连 ,可首选 ESWL治疗 ,能有效的解除结石所致的梗阻

性肾功能衰竭[ 3] 。如果上尿路梗阻持续性存在, 可进一步行输

尿管逆行插管或留置双 J 管后再行 ESWL。当输尿管逆行插管

引流失败后 ,可选择输尿管镜下气压弹道碎石术 ,其优点是疗效

确切 , 侵袭性小 ,成功率高, 能够同时处理双侧梗阻 ,但由于需要

专门设备 ,技术难度高[ 4] ,一般基层医院难以开展。一旦输尿管

镜下气压弹道碎石术失败 ,就应考虑患者一般情况 ,如果病情条

件不允许或阴性结石 ,定位不准确 , 先行经皮肾穿刺造瘘术 , 待

术后 2 周左右再行二期手术[ 5] 。如果患者一般情况允许 ,可行

开放手术同时解决双侧输尿管梗阻。外院行子宫切除术后 2 ～ 3

d 致术后急性肾功能衰竭患者 , 在诊断明确后 , 立即行双侧输尿

管膀胱吻合术 ,解除梗阻后 ,肾功能恢复正常。

　　在急诊处理上尿路梗阻所致急性肾功能衰竭时 , 总的原则

是提高急性肾功能衰竭的救治率 , 解除梗阻 , 恢复肾脏功能。

我们根据病情 , 在治疗方法上 , 首先采取快捷 、简便 、损伤小的

治疗手段 ,随着病情的逐渐改善 , 进一步实施完善的治疗方案。

由于泌尿外科的飞速发展在治疗急性肾功能衰竭的方法上 , 无

论是 ESWL、腔内技术的广泛应用 , 还是开放性手术治疗 , 均存

在着一定的局限性。因此 ,在急诊处理上尿路梗阻性急性肾功

能衰竭时 ,要因人而异 , 采取最有效的方法 ,是其关键所在。

　　关键词:急性肾衰;急诊处理

　　中图法分类号:R692.505.97　　　文献标识码:B
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