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【摘* 要】目的：观察苦参碱抑制人肺腺癌细胞 .’)& 的增殖

作用，并探讨其分子机制/ 方法：采用四甲基偶氮唑蓝（J00）

比色法、电子显微镜、细胞周期分析法检测 .’)& 细胞凋亡；采

用流式细胞术（ZLJ）测定细胞 W>2#$，W59 及 >5FC5F1#( 蛋白

表达水平/ 结果：苦参碱对 .’)& 细胞的增殖具有明显的抑制

作用，并呈现剂量和时间依赖关系；电镜观察呈现典型的凋亡

形态改变；细胞周期分析显示细胞增殖发生 - X ,$ 期阻滞；苦

参碱能显著降低 W>2#$ 蛋白表达（4 Y "/ "!）；而显著升高 W59
蛋白表达水平及 >5FC5F1#( 活性/ 结论：苦参碱可显著抑制

.’)& 细胞的增殖并诱导其凋亡，其机制可能与下调 W>2#$ 表

达水平改变线粒体膜通透性有关/
【关键词】苦参碱；肺腺癌；凋亡；W>2#$；W59；>5FC5F1(
【中图号】E%()/ $* * * 【文献标识码】.

GH 引言

苦参碱作为中药苦参的主要活性成分，临床主要

用于镇痛、抑菌、抗病毒以及防治肝纤维化/ 近年研

究显示，苦参碱具有明显的抗肿瘤作用［! [ $］/ 雷怀定

等［(］研究发现苦参碱对体外人肺癌 .’)& 细胞具有

增殖抑制作用，我们观察苦参碱诱导人肺癌 .’)& 细

胞凋亡及其机制，为苦参碱用于临床抗肿瘤提供理论

依据/

IH 材料和方法

I/ IH 材料H 苦参碱购自宁夏盐池，配制为 $" G X T 的

无菌溶液备用/ J00 购自 -6G45 公司/ 流式细胞术

（ @28V ><78417D<， ZLJ ）用 4.U（ Z\0L#>8:HMG571K
48MF1 5:76#=M45: W59 48:8>28:52 5:76U8K< 5:K \G,! 6#
F87<C1 >8:7D82，Z\0L#>8:HMG571K .41D6>5: I54F71D 5:76#
=M45: W>2#$ 48:8>28:52 5:K .41D6>5: I54F71D 48:8#
>28:52 \G, 6F87<C1 >8:7D82）为美国 L5275G 产品/ .’)&
细胞株购自中科院上海细胞生物学研究所/ 细胞贴

壁生长于含 !"" 4T X T 小牛血清（杭州四季青生物工

程公司）的 ERJ\ !+)"（,6U>82 WET 公司）完全培养基

中，用含 $/ ’ G X T 胰酶的消化液进行传代，置 (%]，

’" 4T X T L^$ 孵箱中培养/ 实验时选用对数生长期

细胞/
I/ JH 方法

!/ $/ !* 细胞增殖活性检测* 采用 J00 比色法，将细

胞密度调整为 ! _ !"? X T，接种于 &+ 孔培养板（L8F7#
5D），每孔 !"" !T，实验组分别加入不同浓度（("，+"，

!$"，$)" 4G X T）苦参碱，对照组加入等体积 RW-，另

设培养液对照组，每组 ) 个复孔，饱和湿度条件下，
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!"#，$% &’ ( ’ )*+ 培养箱中培养，分别于 +,，,-，

"+ . 加入 /00 1% !’ ( 孔2 继续培养 , .，每孔加入

1%% &’ ( ’ 的 343 1%% !’ 终止培养，!"# 过夜，用酶

联免疫检测仪测定 $"% 5& 波长处 ! 值，计算细胞生

长抑制率和半数抑制浓度（ 6)$% ）2 细胞经 +,% &7 ( ’
/8096:; 作用 ,- . 后用 +2 $ 7 ( ’ 胰酶消化，收集细

胞悬液离心（<%% = ( &>5）$ &>5，!% 7 ( ’ 冷戊二醛固定

,- .，1% 7 ( ’ 四氧化锇染色，经梯度脱水，;?@5-1+ 包

埋，超薄切片，铀铅双染子显微镜（ A;/B1+!%，日本电

子公司）观察细胞超微结构，美国 CDED5 公司 ))4 采

集系统照相［,］2
12 +2 +F 细胞周期分析F /8096:; 作用 +,，,- . 后，收

集8$,< 细胞，GH3 洗涤，"%% &’ ( ’ 冷乙醇固定，G6 染色，

I)/（)@JKEL= ;G6)3 M’）检测细胞周期时相的分布2
12 +2 !F 流式细胞术分析F 8$,< 细胞经苦参碱作用

1+，+, .，收集 1 N 1%O 个细胞，GH3 洗涤2 加入 I60)
标记的鼠抗人 HPKB+ &8Q，鼠抗人 HDR &8Q 及鼠 67C1
同型对照后，I)/ 分别检测 HPKB+，HDR 及 PDS?DSLB!
蛋白的阳性表达率和平均荧光强度［$］2

统计学处理：数据以 " # $ 表示，应用 3G33 1%2 %
统计软件包行方差分析2 显著性检验水平为 D T
%2 %12

!" 结果

!# $" 苦参碱抑制 %&’( 细胞增殖作用 " 8$,< 细胞

经苦参碱作用 +,，,-，"+ . 后，代谢 /00 的能力明

显降低，显示较强的细胞毒性反应，且呈剂量B效应、

时间B效应依赖关系（ %+, . T %2 ",$，%,- . T %2 <"O，%"+ . T
%2 <O!，& U %2 %1，表 1），+,，,-，"+ . 的 6)$% 分别为

1%-2 +%，,12 +- 和 +%2 O" &7 ( ’2［ 根据 !$"% 值计算药

物处理组细胞存活率（ VJ）将中效方程 V D ( VJ T（4 (
6)$%）& 两边取对数，得 K@7（ V D ( VJ）T K@7（4 ( 6)$% ）&

T &K@74 W &K@7 6)$% 2 设 Q T &，D T W &K@7 6)$%，X T
K@7（ V D ( VJ），M T K@74，则 K@7 6)$% T W D ( Q 以药物浓

度的对数为因变量，细胞抑制率与存活率之比的对数

为应变量，作出一回归方程 ’ T Q( Y D2 利用该方程

求出中效浓度 6)$%用回归方程求 6)$%］2
!# !" 苦参碱诱导的 %&’( 细胞凋亡作用" 经相同浓

度苦参碱分别处理 8$,< 细胞 1+，+, 及 ,- . 后，电

镜下观察到线粒体肿胀及内质网扩张等现象，核内

出现染色质凝集并边集、核碎裂等凋亡的形态学改

变（图 1）2
!# )" 苦参碱对 %&’( 细胞周期分布的影响 " 经 O%
&7 ( ’，1+% &7 ( ’ 的苦参碱作用，+, . 后 3 期细胞所

占比例为 !+2 !Z，+,2 %Z，,- . 后为 ,+2 -Z，$"2 %Z，

与对照组（+!2 %Z，!12 <Z）比较均增加（& U %2 %1），

且随浓度增高而增多，以 1+% &7 ( ’ 苦参碱作用 ,- .
时增加幅度较大，为同期生长的对照细胞的 + 倍，

C+ ( / 期细胞减少显著，提示细胞发生 3 ( C+ 期阻滞

（图 +）2

表 1F 苦参碱对 8$,< 细胞增殖的抑制作用（) T ,，Z，" # $）

药物浓度

（&7 ( ’）

生长抑制率

+, . ,- . "+ .

对照组 % % %

!% +2 %1 [ 12 %1 1O2 !O [ ,2 O, !$2 $O [ ,2 %<D

O% 1!2 !% [ 12 %-D !<2 -% [ !2 $<D $%2 O% [ +2 1O

1+% 1-2 $O [ ,2 %< O+2 +< [ +2 +OQ ",2 O$ [ -2 O1

+,% !O2 O$ [ -2 -"Q -%2 ," [ +2 +" <+2 +< [ %2 <OQ

D& U %2 %1 *$ 对照；Q& U %2 %1 *$ 不同浓度组间2

8：肿瘤细胞；H：苦参碱作用 ,- . 后，核染色质边集，胞质肿胀2

图 1F 8$,< 细胞铅铀双染透射电镜图F 0;/ N-%%%

!# ’" 苦参碱 对 %&’( 细胞 *+,-!，*./ 及 0.12.13-)
蛋白表达的影响" HPKB+ 蛋白表达在不同浓度苦参碱

处理组及不同时间均较对照组降低（& U %2 %1，表 +），

有显著性差异（ 可重复实验双因素方差分析），高剂

量苦参碱组降低 HPKB+ 蛋白的作用大于低剂量苦参

碱组，HPKB+ 蛋白下调以 1+% &7 ( ’ 苦参碱作用 +, .
时最明显，为对照组的 !2 + 倍2 苦参碱作用前后 HDR
的表达水平明显升高2 )DS?DSLB! 活性呈剂量依赖性

升高2

)" 讨论

探讨调控肿瘤细胞凋亡的分子机制是目前肿瘤

学研究的重要课题，以药物诱导肿瘤细胞凋亡也被用

于新的抗肿瘤药物的筛选2 苦参碱是一类研究和应

用历史比较长的药物，但其抗肿瘤的作用还处于研究

阶段2 我们通过苦参碱对人肺腺癌 8$,< 细胞的增殖

抑制实验发现："苦参碱抑制细胞增长的作用具有周
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期性，可使细胞发生 ! 期阻滞；!苦参碱可诱导细胞

发生凋亡" 因此我们就其凋亡途径进行了进一步研

究，结果表明，苦参碱下调 #$%&’ 蛋白的表达水平"

(，# 分别为作用 ’)，)* + 后的对照组的细胞分布；,，- 分别为 ./ 01 2 3，4’/ 01 2 3 苦参碱作用 ’) + 后的细胞分布；5，6 分别为 ./ 01 2 3，4’/ 01 2

3 苦参碱作用 )* + 后的细胞分布"

图 ’7 苦参碱作用后 (8)9 细胞的周期分布（: ）

表 ’7 苦参碱对 (8)9 细胞蛋白表达的影响 （! ; )，: ，" # $）

组别

药物浓度（01 2 3）

#$%&’

对照 ./ 4’/

#<=

对照 ./ 4’/

,<>?<>@&A

对照 ./ 4’/

蛋白表达阳性率

’) +7 7 B*" 44 C ’" .A 89" ./ C 4" 4/DE ’8" 4A C /" *)DE /" 49 C /" /4 8" ’4 C /" 4B *" .A C /" 49DE B" 9/ C /" 48 8" 4’ C /" 48 4." *4 C /" A)DE

)* +7 7 89" 48 C 4" 4A )8" 4/ C 4" .* 4A" ’4 C /" ’ADE 4" B’ C /" /A 8" *. C /" /9DE 4)" ’/ C /" .4 9" )4 C /" ’/ ’’" 4 C /" ’ADE A." ’/ C /" 9.

平均荧光强度7

’) +7 7 A" 8’ C /" 4/ ’" 8’ C /" /* ’" 49 C /" /B ’" *. C /" 44 ." 94 C /" 44DE 48" .B C /" .) A" ’8 C /" /B 4/" ’4 C /" ’. ’4" *’ C /" A9

)* +7 7 ’" ’. C /" /* 4" .. C /" /’ )" 4’ C /" 4B ’" 44 C /" /) 4/" ’A C /" 48DE ’A" 49 C /" BA )" ’8 C /" 44 ’8" A/ C /" 99DE 8’" A’ C ’" 4.

D% F /" /4 &$ 对照；E% F /" /4 &$ 不同浓度组间"

7 7 #$%&’ 家族的成员包括：#$%&’ 2 #<=，#$%&=% 2 #$%&
=>，#<G 等，它们相互作用，参与细胞凋亡的调控，其

中以 #$%&’ 2 #<= 的作用尤为重要［.］" #$%&’ 蛋白是抗

凋亡的因素，它能抑制许多因素引起的细胞凋亡"
#<= 过 量 表 达 则 抑 制 #$%&’ 功 能 而 促 进 细 胞 凋

亡［B H *］" 体内 #$%&’ 和 #<= 以二聚体形式发挥作用，

若 #$%&’ 同聚体形成则细胞存活，而当 #$%&’ 与 #<=
形成异二聚体时则抑制 #$%&’ 的抗凋亡功能，因此认

为 #$%&’ 与 #<= 之间的比值决定了细胞是否接受诱

导凋亡的信号，决定着接受凋亡刺激后的生死" #$%&’

家族诱导细胞凋亡的机制还有：" 作用于 IJI 相关

蛋白，阻止 IJI 开放，维持 #$0；!抑制 KL> 诱导细

胞凋亡" %通过趋化 ,<>?<>@ 至细胞内的膜结构上

（可能就是线粒体膜）来阻断凋亡［9］" 药物所致的

#$%&’ 蛋白的水平降低可引起线粒体内膜通透性的改

变及随后的线粒体的释放反应（ 细胞色素 , 由线粒

体膜间隙进入胞质）［4/］，细胞色素 , 能与 (?<M&4 和

,<>?<>@9 形成一个复合体，在 E(JI，(JI 存在下活化

,<>?<>@&A，,<>?<>@&. 及 ,<>?<>@&B 等成员，使凋亡进

行下去［44］" 在本实验中，#$%&’，#<= 和 ,<>?<>@&A 蛋白
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表达水平的规律性变化表明线粒体途径可能是苦参

碱诱导 !"#$ 细胞凋亡的机制之一%
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#$ 临床资料$ 收集 )**/F*, O )**+F*" 接受放疗观察的中晚期

肺癌 &/*（男 ,-，女 ")）例，平均年龄 +)（// Z -*）岁；[S? 评分

均 \ ,* 分；临床分期为 RRR4 Z R] 期（&$$, 年 ^R77 分期）% 其

中鳞癌 ,- 例，腺癌 #/ 例，腺鳞癌 $ 例；无严重影响治疗计划

完成的内科疾病；患者于分期前均行血常规、心电图、肝肾功

能、胸部 78、腹部 J 超、全身骨显像等检查，少数患者行头颅

78 检查% 随机分为实验组和对照组，每组 +" 例，均先用直线

加速器 +0]FT 线常规外放疗% 其原发于上叶者包括原发灶、

同侧肺门、中上纵隔淋巴引流区% 位于下叶者包括原发灶、同

侧肺门、全纵隔淋巴引流区% 均予前后对穿野照射 L8#*@_，#
A‘% 此后实验组利用上海拓能公司的立体定向放射治疗系

统，按放疗要求将患者平放于真空垫体架床内，摆位固定后行

78 扫描，影像数据经网络到 8S? 工作站，予以三维重建，根据

病灶的部位、淋巴结转移的情况勾画出靶区，并勾画出危险器

官轮廓，计划靶区为临床所见肿瘤区外放 &% * 3; 设计三维治

疗计划，根据剂量体积直方图评价和优化放射治疗计划，最后

制作适形铅模，进行立体定向放疗，L8 /% * Z #% * @_ O 次，& 次

O E，" E O A‘，推量至肿瘤区 L8 +# Z ,+ @_% 对照组避开纵隔和

肺门缩野至临床病灶常规外放疗加量至 L8 +# Z ,* @_% 另

外，对锁骨上下区有淋巴结转移者行常规外放疗 L8 +* Z ,*
@_，+ Z , O A‘% 结果按 WIa 制定的实体瘤客观疗效评定标

准，放射治疗 & Z / ;: 后评价疗效% 实验组：完全缓解（7C）

&) 例，部分缓解（SC）#, 例，稳定（?L）# 例，进展（SL）) 例，

有效率（7C b SC）$&c；对照组：7C - 例，SC /+ 例，?L &" 例，

SL + 例，（7C b SC）++c % 两组近期疗效有统计学差异（! d
*% *&）% 按照急性放射副反应 C8a@ 标准评价并发症，实验

组：急性放射性食管炎 R Z RR 度 )/ 例，RRR 度 # 例；急性放射性

肺炎 R Z RR 度 &/ 例，RRR 度 & 例；白细胞减少症 $ 例% 对照组：

急性放射性食管炎 R Z RR 度 &- 例，RRR 度 ) 例；急性放射性肺炎

R Z RR 度 &* 例，RRR 度 & 例；白细胞减少症 + 例% 两组放射反应

无统计学差异（! \ *% *"）%

%$ 讨论$ 长期以来常规分割放疗是非手术治疗非小细胞肺

癌的标准治疗模式，我们常规外放疗 +" 例有效率与庞军等［&］

报道的 +"% +c有效率基本相似；毒副反应亦大致相仿% 从报

道的资料来看，常规分割放疗近期疗效不尽人意% 常规分割

放疗肺组织的耐受量仅为 +" @_ 左右，根据 V512391G 估计，要

根治一个 " 3; 的肿瘤需要 -* Z $* @_ 甚至 &** @_ 的常规放

射剂量% 另外随着放疗时间的延长，由于肿瘤细胞的加速再

增殖，也将造成局部控制率下降% 据推测非小细胞肺癌的加

速再增殖可能出现于常规放疗的中后疗程，而且残存肿瘤细

胞增殖可能逐步加速［)］% 随着放疗技术的不断发展，立体定

向放射治疗已广泛应用于临床，提高了肿瘤区剂量，减少了正

常组织损伤，提高了生存率% 于金明等［/］报道采用后程立体

定向放疗其有效率为 -+% "c，而我们用同样的方法所得的结

果为 $*% -c；我们所得的急性放射反应结果也与此类似，也与

常规分割放疗的结果［&］相近% 我们认为，后程立体定向放射

治疗中晚期非小细胞肺癌近期疗效显著，治疗时间缩短，且放

射反应与常规分割放疗基本相同，是中晚期非小细胞肺癌非

手术治疗较好的选择% 至于其远期疗效及联合化疗综合治疗

正在研究之中%
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