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苦参碱联合化疗药物对人急性髓系白血病

ＨＬ６０细胞增殖及侵袭力的影响
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摘要　目的：探究苦参碱联合化疗药物对人急性髓系白血病ＨＬ６０细胞增殖及侵袭力的影响。方法：体外培养人急性髓
系白血病ＨＬ６０细胞，苦参碱单药组以１０ｇ／Ｌ苦参碱干预，三氧化二砷单药组以３μｍｏｌ／Ｌ三氧化二砷处理，联合组以终
浓度为１０ｇ／Ｌ的苦参碱＋３μｍｏｌ／Ｌ三氧化二砷处理，空白组以等量生理盐水处理。ＭＴＴ法检测 ＨＬ６０细胞增殖情况，
ｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验检测ＨＬ６０侵袭力，蛋白免疫印迹法检测 ＨＬ６０细胞 ＭＭＰｓ蛋白表达情况。结果：苦参碱单药组、三氧
化二砷单药组、联合组２４ｈＰＩＲ分别为（１８５４±２５４）％，（２９５４±２６２）％，（４１４５±３７２）％，４８ｈＰＩＲ分别为（２７４６±
２５５）％，（３８９３±３７６）％，（４５６４±３５４）％，３组内ＨＬ６０的ＰＩＲ均随着培养时间的增加而增加，其中联合组２４ｈ、４８ｈ
ＰＩＲ均高于同时间点的苦参碱单药组、三氧化二砷单药组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。空白组、苦参碱单药组、三氧化
二砷单药组、联合组侵袭细胞分别为（１２７６４±２３９３）个、（９４２４±１５２３）个、（８１２３±１２２１）个、（７５１３±１０６９）个，相
对侵袭指数分别为（１００００±０００）％、（７３４４±０３４）％、（６２４７±０１５）％、（５８５４±０３６）％；ＭＭＰ２蛋白相对表达量
分别为（０９１±００５）、（０３９±００４）、（０２３±００４）、（０１４±００３）；ＭＭＰ９蛋白相对表达量分别为（０６２±００５）、
（０３１±００５）、（０２７±００４）、（０１６±００２）。与空白组比较，苦参碱单药组、三氧化二砷单药组、联合组侵袭细胞数量显
著减少，相对侵袭指数及细胞中ＭＭＰ２、ＭＭＰ９相对表达量降低，且联合组均低于苦参碱单药组、三氧化二砷单药组，差
异有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：苦参碱联合三氧化二砷通过下调ＭＭＰ２、ＭＭＰ９蛋白表达有效抑制人急性髓系白血
病ＨＬ６０细胞增殖及侵袭。
关键词　人急性髓系白血病；ＨＬ６０细胞；凋亡；苦参碱；表达；机制
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　　白血病是血液系统恶性肿瘤，与造血干细胞增
殖失控、分化成熟受阻、正常程序凋亡失调等有关，

目前化疗仍是其主要治疗手段，但由于化疗不良反

应较大，治疗效果不佳，因此急需寻求更为安全有效

的治疗方案［１２］。近年来从传统中草药中开发高效

低毒的抗肿瘤活性成分已成为人们关注的焦点［３］。

苦参碱（苦参啶１５酮）提取自豆科植物苦参（Ｓｏｐｈｏ
ｒａｆｌａｖｅｓｃｅｎｓ）的干燥根中，具有抗炎、抗病毒、强心、
抗肝损伤、抗肝纤维化及抗肿瘤等多种生物活性，近

年来有关苦参碱的抗肿瘤作用方面的研究日渐增

多，但有关其抗肿瘤机制尚未完全阐明［４５］。本研究

体外培养人急性髓系白血病 ＨＬ６０细胞，观察苦参
碱对细胞增殖、细胞凋亡及侵袭的影响，并探讨作用

机制，为苦参碱在临床应用提供支持。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　细胞株　人急性髓系白血病ＨＬ６０细胞，购
于中国医学院科学院血液学研究所。

１１２　药物　苦参碱注射液（陕西昂盛生物医药科
技有限公司，生产批号：１１０８０５２００３０６）；纯度
≥９８％；注射用三氧化二砷（北京双鹭药业有限公司
产品，国药准字Ｈ２００８０６６５）。
１１３　试剂与仪器　ＲＰＭＩ１６４０培养基及０２５％
胰蛋白酶（美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司）；二甲基亚砜、四甲基
偶氮唑盐（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；基质金属蛋白酶２、９
（ＭＭＰ２、ＭＭＰ９）多克隆抗体（英国 Ａｂｃａｍ公司）
等。ＨＥＲＡｃｅｌｌ１５０ｉ型 ＣＯ２培养箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ公司）；ＭＫ３型全自动酶标仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ公司）；ＬＸＪＩＩ型超低温高速离心机（上海领
成生物科技有限公司）；ＪＹＺＹ３型蛋白凝胶电泳转
印系统（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）；ＪＹＨ２７０２０型电泳仪、
Ｇｅｌｄｏｃ２０００凝胶成像系统（美国ＢｉｏＲａｄ公司）等。
１２　方法
１２１　细胞培养及分组　将 ＨＬ６０细胞以含１０％
胎牛血清的 １６４０培养基，置于恒温培养箱中培养
（３７℃，５％ＣＯ２饱和湿度），待细胞形态良好，且处
于生长对数期时进行实验研究。实验分为空白组、

苦参碱单药组、三氧化二砷单药组和联合组。

１２２　干预方法　取生长至对数期形态较好的
ＨＬ６０细胞，调整细胞浓度为１×１０５个／ｍＬ，接种于

９６孔板，苦参碱单药组以１０ｇ／Ｌ苦参碱干预，三氧
化二砷单药组以３μｍｏｌ／Ｌ三氧化二砷处理，联合组
以终浓度为１０ｇ／Ｌ的苦参碱＋３μｍｏｌ／Ｌ三氧化二
砷处理，空白组以等量生理盐水处理。

１２３　检测指标与方法　ＭＴＴ法［６］检测 ＨＬ６０细
胞增殖情况：空白组、苦参碱单药组、三氧化二砷单

药组和联合组 ＨＬ６０细胞培养经 １２２方法干预
２４、４８ｈ后，弃去每孔上清液，加 ２０μＬ５ｍｇ／ｍＬ
ＭＴＴ溶液检测细胞增殖情况，采用酶标仪检测各孔
吸光光度值（Ａ４９０ｎｍ），计算各组 ＨＬ６０增殖抑制率
（ＰＩＲ）＝（空白组 Ａ４９０ｎｍ实验组 Ａ４９０ｎｍ）／空白组
Ａ４９０ｎｍ×１００％。

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验检测 ＨＬ６０细胞侵袭力：参
照相关文献［７］检测 ＨＬ６０细胞侵袭力，ＨＥ染色后
于光学倒置显微镜下观察并拍照，计数侵袭细胞数

量，相对侵袭指数＝干预组侵袭细胞数／空白组侵袭
细胞数×１００％。

蛋白免疫印迹法（ＷＢ）［８］检测 ＨＬ６０细胞
ＭＭＰｓ蛋白表达情况：空白组、苦参碱单药组、三氧
化二砷单药组和联合组经不同药物处理４８ｈ后，收
集细胞，提取细胞总蛋白，参照 ＢＣＡ试剂盒检测蛋
白浓度。经１０％分离胶及５％浓缩胶行ＳＤＳＰＡＧＥ，
转膜，孵育抗体，最后于暗室中以 ＥＬＣ发光试剂盒
显影，以 ＧＡＤＰＨ为参照，采用 ＢｉｏＲａｄ凝胶成像系
统分析各组ＭＭＰ２／ＭＭＰ９蛋白相对表达量。
１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２２０统计软件分析
数据，计量资料以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采用 ｔ
检验，多组间比较采用单因素方差分析，以 Ｐ＜００５
为差异有统计学意义。

２　结果
２１　苦参碱联合化疗药物对 ＨＬ６０细胞增殖的影
响　苦参碱、三氧化二砷及联合用药均可抑制 ＨＬ
６０细胞增殖，３组内 ＨＬ６０的 ＰＩＲ均随着培养时间
的增加而增加，其中联合组２４ｈ、４８ｈＰＩＲ均高于同
时间点的苦参碱单药组、三氧化二砷单药组，差异有

统计学意义（Ｐ＜００５）。见表１。
２２　苦参碱联合化疗药物对 ＨＬ６０细胞侵袭力的
影响　与空白组比较，苦参碱单药组、三氧化二砷单
药组、联合组侵袭细胞数量显著减少，相对侵袭指数

降低，且联合组侵袭细胞数量及相对侵袭指数显著
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低于苦参碱单药组、三氧化二砷单药组，差异有统计

学意义（Ｐ＜００５）。见表２。
表１　苦参碱联合化疗药物对ＨＬ６０细胞

增殖的影响（珋ｘ±ｓ，％）

组别 ２４ｈ ４８ｈ

空白组（ｎ＝２４） － －
苦参碱单药组（ｎ＝２４） １８５４±２５４ ２７４６±２５５△

三氧化二砷单药组（ｎ＝２４） ２９５４±２６２ ３８９３±３７６△

联合组（ｎ＝２４） ４１４５±３７２ ４５６４±３５４△

　　注：与联合组比较，Ｐ＜００５；与干预２４ｈ比较，△Ｐ＜００５；－

为无数据

表２　苦参碱联合化疗药物对ＨＬ６０细胞
侵袭力的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 侵袭细胞数量（个）相对侵袭指数（％）

空白组（ｎ＝２４） １２７６４±２３９３ １００００±０００
苦参碱单药组（ｎ＝２４） ９４２４±１５２３△ ７３４４±０３４△

三氧化二砷单药组（ｎ＝２４） ８１２３±１２２１△ ６２４７±０１５△

联合组（ｎ＝２４） ７５１３±１０６９ ５８５４±０３６

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；与联合组比较，△Ｐ＜００５

２３　苦参碱联合化疗药物对 ＨＬ６０细胞 ＭＭＰ２／
ＭＭＰ９蛋白表达比较　空白组、苦参碱单药组、三氧
化二砷单药组、联合组ＭＭＰ２蛋白相对表达量分别
为（０９１±００５）、（０３９±００４）、（０２３±００４）、
（０１４±００３）；ＭＭＰ９蛋白相对表达量分别为
（０６２±００５）、（０３１±００５）、（０２７±００４）、
（０１６±００２）。与空白组比较，苦参碱单药组、三氧
化二砷单药组、联合组 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９蛋白相对表
达量显著降低，且联合组 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９蛋白相对
表达量低于苦参碱单药组、三氧化二砷单药组，差异

有统计学意义（Ｐ＜００５）。见图１。

图１　蛋白免疫印迹（ＷＢ）法检测苦参碱联合化疗药物
　　对ＨＬ６０细胞ＭＭＰ２／ＭＭＰ９蛋白表达的影响

　　注：Ａ：空白组；Ｂ：苦参碱单药组；Ｃ：三氧化二砷单药组；Ｄ：联

合组

３　讨论
白血病是一种严重危害人类健康的血液系统恶

性肿瘤，其发病机制与肿瘤细胞增殖失控、凋亡抵抗

效应相关，导致肿瘤形成［９１０］。三氧化二砷作为一

种有毒性的药物古代即用于治疗多种疾病，我国于

２０世纪 ７０年代用于急性早幼粒细胞白血病的治
疗，并已被美国食品药品监督管理局（ＦＤＡ）批准作

为急性早幼粒细胞白血病的一线治疗药物。三氧化

二砷与其他药物无交叉耐药反应，主要通过诱导肿

瘤细胞凋亡抑制肿瘤细胞的增殖，广泛用于淋巴瘤、

多发性骨髓瘤及骨髓增生异常综合征等疾病的治疗

中，近年来也逐渐用于治疗肝癌、胆囊癌、乳腺癌、神

经母细胞瘤等恶性肿瘤；但应用中发现心脏毒性，肝

脏毒性，胃肠道反应等不良反应大，因此探讨更佳的

治疗方案，以降低三氧化二砷应用剂量及其不良反

应是临床目前研究的热点［１１］。

苦参是豆科植物苦参的干燥根，别名为苦骨、牛

参等，始载于《神农本草经》，列为中品。在梁代陶

弘景的《本草经集注》中对苦参的原植物形态和分

布进行了初步描述。明代李时珍在《本草纲目》曰：

苦以味名，参以功名。苦参性寒味苦，归心、肝、胃、

大肠和膀胱经；属于清热燥湿药，具有清热燥湿，杀

虫，利尿的功效；用于便血，热痢，湿疹，湿疮，黄疸尿

闭，阴肿阴痒，赤白带下等病症的治疗［１２１３］。苦参有

效成分苦参碱具有广泛药理活性，研究报道，其抗肿

瘤作用显著，可有效抑制肿瘤血管新生、抑制肿瘤细

胞生长转移、诱导肿瘤细胞分化凋亡等［１４１６］；苦参碱

可通过显著下调肝癌细胞表皮生长因子受体表达而

发挥抗肿瘤作用；通过下调 Ｂ细胞淋巴瘤２（Ｂｃｌ２）
蛋白表达，上调Ｆａｓ／ＦａｓＬ及Ｂｃｌ２相关Ｘ（Ｂａｘ）蛋白
表达，同时还可通过活化半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶
３、８（Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ８）达到抑制骨肉瘤细胞增殖，
诱导其凋亡。细胞无限增殖是恶性肿瘤细胞的重要

生长特性之一，因此有效抑制肿瘤细胞生长是重要

的抗肿瘤机制，也是抗肿瘤药物筛选的重要指标和

途径。本研究中选取 １０ｇ／Ｌ的苦参碱联合
３μｍｏｌ／Ｌ三氧化二砷干预ＨＬ６０细胞，并与苦参碱、
三氧化二砷单独用药进行比较，结果显示，３组内
ＨＬ６０的ＰＩＲ均随着培养时间的增加而增加，其中
联合组２４ｈ、４８ｈＰＩＲ均高于同时间点的苦参碱单
药组、三氧化二砷单药组。提示苦参碱联合三氧化

二砷对ＨＬ６０细胞增殖的抑制作用更强，优于单独
用药。

肿瘤细胞侵袭及转移是一个复杂的过程，与肿

瘤细胞及宿主微环境间的相互作用密切相关［１７１８］。

ＭＭＰｓ是参与细胞外基质和基底膜降解的蛋白水解
酶，ＭＭＰ２及ＭＭＰ９是ＭＭＰｓ家族中唯一可以降解
Ⅳ型胶原的明胶酶类，ＭＭＰ２与 ＭＭＰｓ结构上具有
较大同源性，在肿瘤侵袭、转移过程中起关键作用，

ＭＭＰ２的过度表达在多种肿瘤组织中均可检测出
来，ＭＭＰ９可通过破坏基质降解平衡，促使癌细胞穿
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越组织学屏障，促进肿瘤细胞侵袭其邻近周围组织

及向远处正常组织转移［１９２０］。周剑等［２１］研究显示，

苦参碱通过降低 ＣＯＸ２的蛋白和 ｍＲＮＡ表达来抑
制神经胶质瘤 Ｕ８７细胞的增殖和侵袭。李金州
等［２２］的一项关于结肠癌体外实验研究结果显示，苦

参碱可抑制结肠癌 ＳＷ４８０和 ＳＷ４８０／Ｍ５细胞的增
殖和迁移侵袭力，可能与抑制 ＡＫＴ／ＧＳＫ３β／βｃａｔｅ
ｎｉｎ信号通路有关。本研究结果中，与空白组比较，
苦参碱单药组、三氧化二砷单药组、联合组侵袭细胞

数量显著减少，相对侵袭指数降低，且联合组侵袭细

胞数量及相对侵袭指数显著低于苦参碱单药组、三

氧化二砷单药组。ＷＢ检测可见，与空白组比较，苦
参碱单药组、三氧化二砷单药组、联合组 ＭＭＰ２、
ＭＭＰ９蛋白相对表达量显著降低，且联合组ＭＭＰ２、
ＭＭＰ９蛋白相对表达量低于苦参碱单药组、三氧化
二砷单药组。表明苦参碱联合三氧化二砷可有效抑

制ＨＬ６０细胞发生侵袭，可能与下调ＭＭＰ２、ＭＭＰ９
蛋白表达。

综上所述，苦参碱联合三氧化二砷可有效抑制

人急性髓系白血病 ＨＬ６０细胞增殖及侵袭，其作用
机制与显著下调 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９蛋白表达，但有关
其最佳应用剂量及其他促ＨＬ６０凋亡作用机制仍需
进一步系统研究。
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