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苦参碱对HepG2 细胞代谢水平和基因水平的影响

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　观察苦参碱抑制 HepG2细胞增殖时 , 代谢水平和基因水平的变化 , 以揭示苦参碱抑制 HepG2 细胞增殖的机制。
方法　0 ～ 1.5 g/L苦参碱作用 HepG2 细胞 3 d ,免疫组化检测AFP、PCNA、wp53、Rb、N-ras、c-myc蛋白的表达 , 原位杂交法检测wp53、c-

myc mRNA 的表达 ,真彩色图像定量分析检测结果 ,Microsoft-Excel软件统计学处理结果;放免法检测 cAMP、cGMP量的改变;亲和层
析法分离肝癌GGT(HSGGT)并检测 HSGGT和 GGT 酶活性。结果　苦参碱处理 HepG2 细胞后 , 与细胞代谢相关的指标发生变化:

cAMP升高 , cAMP/ cGMP比值升高;AFP、PCNA、cGMP、GGT、HSGGT量均降低。与基因相关的指标发生变化:抑癌基因wp53 、Rb 表达
增强 ,癌基因 c-myc表达减弱 , N-ras表达变化不明显。结论　一定浓度苦参碱处理 HepG2细胞后 , 在代谢水平和基因水平上均抑制

了HepG2的恶性增殖 ,表明苦参碱通过调节抑癌基因和癌基因的表达 , 影响癌细胞的代谢从而抑制其增殖。
　　关键词:苦参碱;肝细胞癌;癌基因;抑癌基因;代谢

　　中图法分类号:R281.4;R730.21;R735.7　　　 文献标识码:A

Effects of matrine on HepG2 cells at metabolism level and gene level
SI Wei-ke , LI Peng , YAO Jie(Department of Clinical Biochemistry , ThirdMilitary Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To observe the changes of metabolism level and gene level in matrine inhibiting proliferation of HepG2 cells for revealing

the functions of matrine to inhibit proliferation of HepG2 cells.Methods　After treatment of HepG2 cells with 0～ 1.5 g/ L matrine for 3 d , the pro-
tein expressions of AFP , PCNA , wp53 , Rb , N-ras and c-myc were detected with immunocytochemical method , mRNA expressions of wp53 , c-myc

with in situ hybridization;cAMP and cGMP with radioimmunoassay;hepatocellular GGT(HSGGT)was isolated with affinity chromatography and the

enzymic activities of HSGGT and GGT were detected.All results were quantitatively analyzed with high-fidelity colored picture and processed statis-

tically with Microsoft-Excel program.Results　After HepG2 cells being treated by matrine , changes of indices related to cellular metabolism were

found:cAMP as well as the ratio of cAMP to cGMP rose but AFP , PCNA , cGMP , GGT , HSGGT fell.Changes of the indices related to genes were

also found:the expressions of anti-oncogenes wp53 and Rb enhanced whereas the expression of oncogene c-myc weakened;no obvious change of the

expression of N-ras was found in treated cells.Conclusion　After the cells being treated by certain dosage of matrine , HepG2 cellular proliferation

is inhibited at metabolism level and gene level , indicating that matrine can affect cellular metabolism to inhibit proliferation by the regulation of the

expressions of anti-oncogenes and oncogenes.

　　Key words:matrine;hapetocellular carcinoma;anti-oncogene;oncogene;metabolism

　　苦参碱是中药苦参的化学成份之一 ,是抗肿瘤的
活性成份 ,以往的研究表明:苦参提取液及苦参碱在体
外可诱导K562细胞向红系和粒系分化[ 1～ 3] ,可抑制鼠
移植性肿瘤生长 ,可诱导 SMMC-7721细胞分化[ 4] 。在
临床也有苦参及苦参碱对白血病和肝癌治疗有效的报

道
[ 5]
。此外它的毒副作用小并能提高免疫力 ,故可能

发展成为较理想的抗癌新药。但目前它在体内外抗肿
瘤的作用机制不明 ,特别是抗实体瘤的研究至今国内
外罕见报道 。作者近来的研究表明:苦参碱可有效的
抑制人肝癌细胞 HepG2的增殖并且诱导后在细胞水平

上出现了分化的表型[ 6 ,7] 。为进一步探讨苦参碱抑制
肿瘤增殖的机制 ,本研究观察了苦参碱抑制HepG2增殖

时在代谢水平和基因水平上的变化 ,为苦参碱治疗肿
瘤打下基础。

　　作者简介:司维柯(1958-),女 ,山西省晋城市人 ,博士 ,副教授 ,主要从事抗

肿瘤机制及肝胆疾病实验诊断方面的研究 ,发表论文 30余篇。电

话:(023)68752314

　　收稿日期:2001-12-20;修回日期:2002-04-01

1　材料与方法

1.1　材料与仪器

　　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 980304。 RPMI1640 培养基和胰酶均为 Gib-
co产品。 AFP 、PCNA 、、Rb、N-ras、c-myc 免疫组化试剂盒和

wp53、c-myc原位杂交试剂盒均购自 Boster(博士德)生物工程有
限公 司。 ConA , ConA-sepharose , α-methylglucoside , methyl-α-D-
mannopynoside均为 Sigma公司产品。 cAMP、cGMP放免试剂盒分

别由上海第二医科大学实验核医学教研室和上海中医学院同

位素室提供。 GGT(γ-glutamyltransferase , γ-谷胺酰转移酶)测定
试剂盒为长征公司产品。
　　细胞株:HepG2 细胞株 ,由重庆医科大学附二院肝炎研究所
提供 , 并在含 10%小牛血清的 RPMI1640 培养液中 , 37℃, 5%
CO2条件下培养。

　　HARRIS CO2孵箱 , SW-CJ-IF垂直净化工作台 , COIC-XSZ-D2
光学显微镜和倒置显微镜 ,MD20 型真彩色图像分析仪。 Bec-
man Synchron CX-7型全自动生化分析仪 , Edwards 冷冻真空抽

干机。
1.2　方法

1.2.1　AFP、PCNA 、p53 、Rb、c-myc、N-ras 免疫组化试验　　细
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胞培养:1×105 cells/ ml细胞悬液置于放有载片的培养皿中 , 预

培养 6 ～ 12 h , 细胞贴壁后更换新培养液并加苦参碱使终浓度
为 0～ 1.5 g/L。培养 3 d 后用 PBS 洗 3 次 , 4℃丙酮固定 20～ 30

min ,自然干燥后作免疫组化。
　　免疫组化染色:按 Boster 生物工程有限公司的商品试剂盒

操作说明书进行 , 检测 AFP、PCNA、p53 、Rb、c-myc、N-ras 等蛋白
表达。光镜下观察 , 细胞浆或核染为棕黄色为阳性 , 阴性细胞

不着色。真彩色图像分析仪上测定阳性细胞光密度值。
1.2.2　原位杂交试验　　细胞培养:载片洗液浸泡 24 h ,自来

水 、蒸馏水充分洗涤 3 次以上 , 沥干 , 95%酒精浸泡 24 h , 烘干 ,
15 磅高压灭菌 20 min。其它器械用品均高压消毒以灭活 RNA

酶。所用试剂均用含有 0.1% DEPC 的蒸馏水配制 , 以防止
RNA酶对 mRNA的降解。用处理的载片培养细胞 , 操作时注意

防止 RNA 酶污染。3 d 后取出载片 , 用含有 0.1% DEPC 的 0.1

mol/ L PBS(pH7.4)洗 3 次 , 4%多聚甲醛固定细胞 , 室温 30

min ,蒸馏水洗涤。

　　原位杂交法检测 p53、c-myc基因 mRNA 的表达变化:按操
作说明书进行 ,分别用 p53 的寡核苷酸探针和 p53 cDNA 探针检

测野生型的 p53 基因的表达。阳性细胞浆或核染为紫蓝色(采
用蓝色 DAB显色试剂盒), 阴性细胞不着色。 真彩色图像分析

仪上测定阳性细胞光密度值。
1.2.3　cAMP、cGMP的测定　　1×105 cells/ml HepG2 细胞悬液

20 ml , 培养 24 h 后弃去培养液 ,加新培养液和苦参碱并使终浓
度为 0.8 , 1.5 g/L , 共培养 3 d , 每天取一瓶 , 吸出上清液(勿弃

去),胰酶消化贴壁细胞后 , 再用上清液吹打洗脱全部细胞 , 充
分打散细胞 , 在 Neubauers 型计数板上计数细胞总数 , 按 cAMP

放免试剂盒和“125 I-cGMP RIA Kit使用说明书”上操作 , 并按需
要作相应稀释 ,每测定管均作平行管 , 最后所得结合率乘稀释

倍数乘因素(即 Bu×F×N)得 cAMP或 cGMP量(pmol/105 cells)。
1.2.4　GGT 总活性测定和 HSGGT的分离测定　　GGT总活性

测定:收集培养 1～ 4 d 用药和未用药细胞 ,计数后 , 1 000 r/min ,
5 min离心沉淀细胞 , 用 pH 7.2 , 0.01 mol/L PBS 液洗2 次 ,加 pH

8.0 , 0.01 mol/ L Tris·HCl缓冲液 1.00 ml(内含 0.1%的 Triton X-
100)混均 , 4℃放置 10 min(镜检确定细胞已全部裂解), 全自动

生化分析仪上检测酶活性 , 每浓度平行测定 3 次 , 结果取平均
值。

　　建立亲合微柱法分离测定 HSGGT:依据 ConA 可有效识别

肝癌与非肝癌GGT 的特性 , 建立亲合层析法分离 GGT , 联合自

动生化分析仪检测分离的 GGT ,以非肝癌与肝癌 GGT的比值 ,
反应HepG2用药前后恶性程度。标本处理:同 GGT 总活性 , 细

胞处理液用前 2 000 r/min , 离心 10 min。建立亲和微柱法分离
检测肝癌GGT:方法参见文献[ 8 , 9] 。

1.2.5　统计学方法　　数据以 x±s表示 , 采用 t检验。

2　结果

2.1　AFP、PCNA 、p53、Rb、c-myc、N-ras免疫组化试验

2.1.1　AFP、PCNA　　对照细胞AFP 和 PCNA均为不同程度阳

性 , AFP主要分布在胞浆中 , 呈棕黄色。 PCNA 主要分布在核仁

和核膜周围 ,呈棕色。 用药后 , 细胞中的 AFP和 PCNA 表达减

弱呈黄色 , 见图 1 ～ 4 ,如药物浓度大于或等于 1.5 g/ L时 , AFP
和PCNA 均为阴性。配合真彩色图像分析 ,每个浓度测量 20 个

以上细胞阳性色的光密度值(IOD),换算成每个细胞阳性色的
光密度值(IOD/cell),间接反应 AFP和 PCNA 的量。则对照和加

药细胞(苦参碱的终浓度为 0 , 0.8 , 1.5 g/ L)培养 3 d , AFP 和 PC-
NA的光密度值(IOD/cell)见表 1。

表 1　苦参碱对 HepG2 细胞AFP和 PCNA 的影响( x±s)

Tab 1　Effects of matrine on AFP , PCNA in HepG2 cells( x±s)

MA(g/L) PCNA(IOD/ cell) AFP(IOD/cell)

0.0 192.6±17.0 289.4±23.1
0.8 102±21.3＊＊ 114.0±16.1＊＊

1.5 0 0

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs control group(MA 0 g/L)

2.1.2　p53、Rb、c-myc、N-ras 免疫组化试验　　未用药组细胞
p53、Rb 蛋白表达为阴性 , c-myc为阳性(细胞核和浆均着棕黄
色)。用药细胞 p53、Rb 蛋白表达为阳性 , 细胞核着棕黄色 , c-
myc阳性程度减弱。N-ras 用药前后无显著差异 , 均为弱阳性
(细胞浆和核着黄色),见表 2。

2.2　p53、c-myc原位杂交试验

　　未用药组细胞 p53 mRNA 表达为弱阳性 , c-myc mRNA表达

为阳性 , 细胞核着紫蓝色。用药细胞 , 无论是 p53 寡核苷酸作

探针还是 p53cDNA作探针检测 p53 mRNA表达 ,阳性程度均增
强 ,细胞核和浆均着紫蓝色 , c-myc阳性程度减弱 ,见图 5～ 8。
　　真彩色图像分析及统计处理:图像分析仪上每个指标测定
50 个细胞阳性色的表面积 Area和积分光密度值 IOD, 求出每个
细胞阳性色单位面积的光密度值即 IOD/μm2 ,用 Excel软件进行

单因素方差分析 ,用 Excel得出的平均 IOD/μm2 , 可间接反应出
蛋白或mRNA 表达量 ,见表 2。

2.3　cAMP与 cGMP

　　cAMP随用药浓度增加而增加 , 其中以 1.5 g/ L作用 1 d 增

加最明显 , 是未用药的 7 倍;cGMP 随药物浓度增加而降低。
cAMP 与 cGMP 比值随用药浓度增加而增大, 其中以 1.5 g/L作用
1 d 的比值升高最明显 , 是未用药细胞的 39 倍。随用药时间延
长, cAMP、cGMP总趋势是降低:用药1 d , 2 d , 3 d , cAMP(pmol/ L)
分别为 118.8 , 100.3 , 52.2(MA 为 0g/ L);141 , 170.8 , 137.2(MA 为

0.8 g/L);830.4 , 261.1 , 217.5(MA 为 1.5 g/L);cGMP(pmol/ L)分
别为 1.9 , 1.392 , 1.158(MA 为 0 g/L);0.594 , 0.631 , 0.313(MA 为

0.8 g/L);0.34 , 0.436 , 0.357(MA 为1.5 g/ L)。

表 2　苦参碱诱导 HepG2分化时抑癌基因和癌基因表达(IOD/μm2 , x±s)

Tab 2　Expressions of oncogenes and anti-oncogenes of differentiating HepG2 cells induced by matrine(IOD/μm2 , x±s)

N-ras c-myc p53 Rb
MA(g/L)

Protein Protein mRNA Protein mRNA mRNA☆ Pro tein

0 0.20±0.03 0.37±0.01 0.827±0.09 0 0.418±0.11 0.222±0.02 0

0.8 0.176±0.02 0.31±0.06＊ 0.756±0.09＊ 0.157±0.02＊ 0.489±0.06＊ 0.289±0.08＊ 0.265±0.06＊

1.5 0.178±0.02 0.265±0.04＊ 0.589±0.14＊ 0.254±0.04＊ 0.503±0.09＊ 0.511±0.12＊ 0.315±0.03＊

＊:P<0.01 vs control group(MA 0 g/ L);☆:cDNA serve as prob
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图 1　未处理的 HepG2细胞的 AFP免疫细胞化学染色　(S-P×200)
Fig 1　Immunocytochemical staining of AFP in untreated HepG2 cells　(S-P×200)

图 2　0.8 g/L苦参碱处理 HepG2细胞的 AFP免疫细胞化学染色　S-P×200)
Fig 2　Immunocytochemical staining of AFP in 0.8 g/L matrine-treated HepG2 cells　(S-P×200)

图 3　未处理的 HepG2细胞的 PCNA 免疫细胞化学染色　(S-P×400)
Fig 3　Immunocytochemical staining of PCNA in untreated HepG2 cells　(S-P×400)

图 4　0.8 g/L苦参碱处理 HepG2 细胞的 PCNA免疫细胞化学染色　(S-P×400)

Fig 4　Immunocytochemical staining of PCNA in 0.8 g/L matrine-treated HepG2 cells　(S-P×400)
图 5　未处理的 HepG2细胞 p53原位杂交实验　(×400)

Fig 5　In situ hybridization staining of p53 mRNA in untreated HepG2 cells　(×400)
图 6　0.8 g/L苦参碱处理的 HepG2细胞 p53 mRNA 的原位杂交实验　(×400)

Fig 6　In situ hybridization staining of p53 mRNA in 0.8 g/L matrine-treated HepG2 cells　(×400)
图 7　未处理的 HepG2细胞 c-myc mRNA 原位杂交实验　(×400)

Fig 7　In situ hybridization staining of c-myc mRNA in untreated HepG2 cel ls　(×400)

图 8　1.5 g/L苦参碱处理的 HepG2细胞 c-myc mRNA 的原位杂交实验(×400)
Fig 8　In situ hybridization staining of c-myc mRNA in 1.5 g/L matrine-treated HepG2 cells　(×400)

2.4　GGT 总活性测定

　　用药后细胞GGT 总活性降低 ,结果见图 9。

图 9　苦参碱作用 HepG2 细胞的 GGT活性变化

Fig 9　Changes of GGT activities in matrine-treated HepG2 cells

2.5　HSGGT

　　未用药组酶活性比值为 0.593±0.096 , 用药组(0.8 g/ L
MA)为 0.207±0.033。统计学分析表明苦参碱处理肝癌细胞后
肝癌特异GGT 的酶活性降低(P<0.01)。

3　讨论

　　我们以往的研究表明苦参碱大于 0.3 g/L 时可抑
制HepG2增殖 ,0.8 g/L 时 ,HepG2的 DNA 合成率降至
32%,细胞存活率为 50%,该药物浓度为肿瘤细胞中
等敏感的浓度 ,在此浓度下 HepG2 在细胞水平出现了
分化的表型 ,光镜 、电镜观察均表明用药的HepG2 细胞
恶性形态表型减弱甚至消失 ,如:核浆比减小 ,核仁消
失 ,细胞表面微绒毛消失 ,与外源凝集素 ConA和 PHA

的凝集性减弱等[ 6 , 7 ,10] 。本研究表明:苦参碱抑制
HepG2 增殖时在代谢水平和基因水平上均发生了变

化 ,如代谢水平上 ,一些代谢所需的酶和物质发生了改
变:cAMP 升高 , cAMP/cGMP 比值升高;AFP 、PCNA 、
cGMP、GGT 、HSGGT 量均降低。基因水平上:抑癌基因
wp53 、Rb 表达增强 ,癌基因 c-myc表达减弱。其可能
的机制讨论如下 。
　　PCNA 是反映肝癌细胞恶性增殖的指标 ,主要在
增殖旺盛的肿瘤细胞的G1 后期和S 期表达 ,对 S期细

胞胞核具有良好的标记作用。AFP 是肝癌细胞的肿瘤
标志物 ,在正常肝细胞中不表达 ,PCNA和 AFP 均可反
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应肿瘤细胞的恶性程度 ,PCNA 在临床上用于肿瘤组
织分级 。用药后细胞 AFP 和 PCNA 表达均减弱 ,说明
肝癌细胞恶性增殖受到抑制 ,细胞恶性程度降低。
　　许多肿瘤细胞均有基因异常 ,这种异常包括缺失 、
失活和突变 。HepG2 细胞具有野生型的 p53 基因即

wp53 ,其基因异常可能主要是失活。实验表明:未用药
时该基因的蛋白质和 mRNA均不表达或表达很弱 ,用
药后蛋白质和mRNA表达均增强 ,并随苦参碱浓度增
加 ,wp53 mRNA和蛋白表达均增强 ,证实了苦参碱可
诱导抑癌基因wp53(即野生型)的表达 。而且蛋白表
达的阳性显色分布在浆和核中 ,不像其它肿瘤细胞蛋
白常分布在核中 ,文献[ 11]报道恶性度高的肿瘤细胞 ,
蛋白多分布在核中。周小舟等[ 12]也报道抗癌方诱导
HepG2细胞 p53蛋白的表达 ,这也许是某些抗癌药物
抑制肿瘤细胞生长的机制之一 。Rb基因也是抑癌基

因 ,许多肿瘤细胞中均发现有 Rb基因的缺失突变等。
Rb基因表达的 Rb 蛋白与细胞周期进展有关 ,它通过
Rb蛋白磷酸化和去磷酸化实现其功能 ,促进细胞增殖
的生理信号使 Rb 磷酸化 , Rb磷酸化后释放出与之结
合的转录因子 E2F ,E2F则激活一系列基因的转录 ,如
TGFα,促使细胞增殖 。反之 ,低磷酸化状态的 Rb 与

E2F 结合 ,阻止细胞增殖。本实验结果表明 ,随苦参碱
浓度增加 Rb 蛋白表达增加 ,可能大量 Rb 与 E2F 结

合 ,阻止了基因转录 ,从而抑制了细胞的增殖 。
　　N-ras与 c-myc 均为原癌基因 ,国内外研究证实 N-
ras是人原发性肝癌中的转化基因 ,肝癌病人中发现有
N-ras过量表达 ,表达的蛋白 p21ras具有 GTP结合活性 ,
在细胞内起信号传导作用。本实验中发现 ,用药前后
N-ras基因表达变化不明显 ,与 Saito 等报道一致 ,Saito
在丁酸钠诱导肝癌细胞分化中也发现 ,AFP 、c-myc 表达
降低 ,而N-ras 、K-ras基因表达无变化 ,具体的原因有待
进一步研究 。c-myc和N-ras可共同诱导 Cyclin E—CD-
Ks酶活性 ,从而促进细胞异常增殖导致肿瘤发生。肝癌
中持续表达 c-myc和TGF-α,是因Rb/E2F通路破坏和凋
亡抑制而诱发的癌基因事件[ 13] 。在 Rat-1细胞中破坏
c-myc等位基因 ,导致G1和G2细胞周期延长

[ 14]
。用反

义寡核苷酸封闭 c-myc 可诱导 K562 、HL60 等细胞分

化
[ 15]
。本实验显示随苦参碱浓度增加 , c-myc 的 mRNA

和蛋白表达降低 ,说明苦参碱直接或间接下调了 c-myc

的表达 ,可能苦参碱通过上调 wp53 、Rb 表达来抑制 c-
myc的表达 ,从而抑制了细胞增殖。
　　cAMP 和 cGMP 是细胞信号传导的第二信使。
cAMP是细胞增殖的抑制剂 ,它可发动 CKIS(细胞周期
蛋白激酶抑制剂 cyclin dependent kinases inhibitors)活性
从而影响 Rb磷酸化 ,进而抑制细胞周期进程 。 cAMP

还可抑制 Cyclin A的表达并抑制肝癌细胞的生长 ,使
细胞趋向分化。处于增殖状态的肿瘤细胞 , cAMP 明显

低于正常细胞 ,加入抗癌药后 , cAMP浓度升高 ,细胞增
殖下降 。 cGMP 在细胞内含量很少 ,通常只有 cAMP 的

1/101/50 ,但它对增殖的调节起着重要作用 ,当 cGMP

升高时 ,促进细胞内核酸和组蛋白的合成 ,提高细胞增
殖水平 ,促进细胞分裂增殖。可见 cAMP与 cGMP 的作
用恰好相反 ,互相拮抗 , cAMP/cGMP 的比值被认为可
作为细胞生长代谢和增殖的指标(Goldberg 1974年)。
本实验结果表明:用药后细胞 cAMP 升高 , cGMP 下降 ,
两者比值明显升高 ,说明苦参碱抑制HepG2的增殖 。
　　GGT和 HSGGT:GGT 总活性是临床诊断肝胆胰疾
病灵敏指标 ,一般良性肝病和肝肿瘤血清中GGT 均升
高。Joris(1987年)和 Hideo(1981 年)的研究表明肝癌
患者血清 GGT (HSGGT)与 ConA 亲和性弱 , 正常人
GGT与 ConA亲和性强。我们的研究结果也支持该结
论 ,HSGGT 因其分子上糖链的改变 ,故与 ConA 亲合性
弱于非肝癌 GGT ,利用该特性建立了亲合层析法分离
测定 HSGGT 和非肝癌 GGT ,两者比值在用药组和未用
药组间有差异 ,可反映用药后 ,肝癌细胞的恶性程度是
否降低。实验表明用药后 GGT 总活性 、HSGGT 活性均
降低 ,说明 HepG2恶性度降低 。
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