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摘要 目的：探讨苦参碱对体外培养的人鼻咽癌细胞增殖、凋亡及凋亡相关基因 p53 mRNA和蛋白表达的影响，初步探讨苦参碱

诱导人鼻咽癌细胞凋亡的可能机制。方法：采用 MTT法检测不同浓度苦参碱（0、0.25、0.5、1、1.5、2 mg/ml）对 CNE1、CNE2细胞增

殖的影响；采用荧光定量 PCR法检测这些浓度的苦参碱处理 48 h后 CNE2细胞 p53 mRNA的变化; Western Blot检测其蛋白的

变化情况。结果：MTT结果显示苦参碱具有抑制 CNE1、CNE2细胞体外增殖作用，其抑制率存在浓度、时间依赖性。荧光定量

PCR及Western Blot检测结果显示，苦参碱抑制 CNE2细胞 p53 mRNA和蛋白的表达，且亦呈浓度依赖性。结论：苦参碱抑制

CNE2细胞的增殖，诱导细胞凋亡，呈现浓度、时间依赖性，其作用与抑制 CNE2细胞中 p53基因和蛋白的表达密切相关。
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Effects of Matrine on the Apoptosis and the Apoptosis- Related-Gene p53
Expression in Human Nasopharyngeal Carcinoma Cell Line in Vitro*

This study aims to evaluate the effects of matrine on human nasopharyngeal carcinoma cell line

proliferation，apoptosis and apoptosis-related-gene p53 expression and explore the mechanism of conceivable apoptosis promoted

by matrine. o experiments, MTT assay was used to detect the effect of matrine on CNE2 cell proliferation. The

expression levels of p53 gene were detected by real-time PCR and western blot analysis. MTT results showed that matrine

inhibited CNE2 cells proliferation in a dose and time-dependent fashion. The expression of p53 mRNA was significantly decreased in a

dose-dependent fashion (P<0.01). The expression of p53 protein was inhibited in a dose-dependent fashion (P<0.01).

Matrine inhibits CNE2 cells proliferation and induces apoptosis in a dose- and time-dependent fashion, and the decreasing expression of

p53 mRNA and protein may closely relate to the mechanism.

Martine; NPC cell; Apoptosis; p53

;

前言

鼻咽癌是我国南方地区最常见头颈部恶性肿瘤之一。当前

鼻咽癌主要的治疗方式是以放疗为主联合化疗的综合治疗，然

而，常规的放化疗会引起较严重的并发症[1]。苦参碱(Matrine)是

从中药苦参中提取的一种生物碱类活性成分，研究发现苦参碱

及氧化苦参碱有清热燥湿、保肝降酶、抗炎、强心降压等作用，

同时其还具有抑制胃癌、肝癌、肺癌、白血病、乳腺癌、鼻咽癌等

肿瘤细胞的生长，并诱导其凋亡[2-4]。本实验拟通过观察苦参碱

对人鼻咽癌细胞凋亡及凋亡相关基因 p53的影响，初步探讨苦

参碱体外抗肿瘤作用的机制。

1 材料及方法

1.1 细胞株及药物

人鼻咽癌 CNE1和 CNE2细胞株购于中南大学湘雅中心

实验室，由广西医科大学鼻咽癌实验室传代培养。苦参碱（≥

98 %, 批号为：20130406）购于陕西昂盛生物医药科技有限公

司。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养 人鼻咽癌细胞接种到含浓度为 100 u/ml青霉
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素和 100 mg/l 链霉素及 10 %胎牛血清的 RPMI1640 培养基

中，37 ℃、5 % CO2、饱和湿度培养箱中培养，用 0.25 %含 0.02

%EDTA胰蛋白酶消化传代。

1.2.2 MTT 法检测细胞增殖活性 取对数生长期的 CNE1、

CNE2 接种于 96 孔细胞培养板上，接种密度为 3× 104/ 孔，

37℃、5 % CO2细胞培养箱培养 24 h后，分别予不同浓度的苦

参碱（0、0.25、0.5、1、1.5、2 mg/ml）处理，每浓度点设 6个复孔，

分别于培养 24,48,72 h 后加入 20 滋L 5 mg/ml MTT 继续培养

4h，弃上清，加入 150 滋L DMSO，震荡 10 min，酶标仪 570 nm

测吸光度值（OD），按下式计算细胞生长的抑制率。抑制率 =（1-

实验组平均 OD值 /对照组平均 OD值）× 100 %。

1.2.3 荧光定量 PCR法检测 p53 mRNA 表达 取对数生长期

细胞，用 0.25 %胰蛋白酶消化后，接种于 6孔细胞培养板中培

养，接种密度为 5× 104/孔。实验分组为阴性对照组即空白组，

单用培养基培养，不同浓度苦参碱组（0.5、1、2 mg/ml），阳性对

照组为顺铂（DDP，浓度为 2 滋g/ml），每组 3孔，重复 3次。作用

48 h时收集细胞，用 Trizol(Invitrogen)提取总 RNA，用逆转录

试剂盒 (Fermentas,#K1622,US) 进行逆转。GAPDH 为内参，

GAPDH上游引物：5'-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3'，下游

引物：5'-TGGTGAAGACGCCAGTGGA-3'，扩增产物 138 bp；

p53 上游 :5'-CGTGTGGAGTATTTGGATGACAGA-3' 下游引

物：5'- TGTAGTGGATGGTGGTACAGTCAGA -3'，扩增产物

100 bp。在延伸过程中收集荧光信号，扩增结束后收集溶解曲

线。采用 Ct值比较法（2-Δ Δ Ct）分析各组基因表达水平的差

异。

1.2.4 Western Blot检测 p53蛋白表达 实验组分别有阴性对

照组，不同时间（0、24、48、72、96 h）不同浓度（0.5、1、2 mg/ml）

苦参碱组，阳性对照组，GAPDH作为内参。同 1.2.3处理细胞

后，加入含有 5 滋L PSMF的 RIPA裂解液 500 滋L，冰上裂解细

胞 30 min，4 ℃ 12000× g离心 15 min，收集细胞总蛋白，BCA

法测蛋白浓度。予 10 %的 SDS-PAGE凝胶电泳分离上述蛋白，

根据目的蛋白分子量大小切胶，并将其转至 PVDF膜上。5 %脱

脂牛奶室温封闭 2 h，抗 p53（Proteintech, 1：1000，USA）, HRP

标记 GAPDH（康成,1：10000）4℃孵育过夜，TBST洗涤 PVDF

膜 5 min× 3次，HRP标记山羊抗兔 IgG（CST,1:1000，USA）室

温孵育 2 h，TBST洗涤 5 min× 3次，ECL(Thermo，USA)显影，

压片。凝胶成像系统（美国 bio-rad公司）分析结果。Western blot

图片用 Image J软件采集条带吸光度，取目的条带光密度与内

参条带比值为相对表达量。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 16.0统计软件。计量数据以均数± 标准差（x± s）

表示，多统计学分析采用单因素方差分析，检验水准琢=0.05。

2 结果

2.1 苦参碱对鼻咽癌细胞增殖的影响

MTT结果显示不同浓度的苦参碱对 CNE1和 CNE2细胞

的增殖抑制作用呈浓度和时间依赖性，不同浓度不同时间组间

细胞生长抑制率如图 1、2所示。

2.2 p53 mRNA相对表达量的检测

图 3 结果显示，1 mg/ml和 2 mg/ml浓度的苦参碱能下调

CNE2细胞 p53 mRNA的表达，与空白对照组比较，2 mg/ml浓

度组下调 0.458± 0.079倍（P<0.01）。而阳性对照组顺铂则是上

调 CNE2细胞 p53 mRNA的表达，与正常对照组比较，上调

1.380± 0.151倍（P<0.01）。

2.3 p53蛋白表达量的检测

为了解苦参碱作用 CNE2细胞后凋亡相关基因 p53蛋白

表达的情况，我们采用Western Blot对不同浓度及不同时间苦

参碱处理后的 CNE2细胞进行 p53蛋白水平检测。结果如图 4

所示，CNE2细胞经苦参碱处理后，p53蛋白表达下降，呈浓度

和时间依赖性，阴性对照组蛋白的 p53相对表达量为 1.220±

图 1 不同时间浓度苦参碱作用后 CNE1细胞的生长抑制率

Fig. 1 The growth inhibition ratio of CNE1 cells treated by matrine

图 2 不同时间浓度苦参碱作用后 CNE2细胞的生长抑制率

Fig. 2 The growth inhibition ratio of CNE2 cells treated by matrine

图 3 不同浓度苦参碱对 CNE2细胞 p53基因表达量的影响

(x± s, n=3；**:P<0.01)

Fig. 3 The impact of matrine on the relative mRNA expression of p53

(mean ± SD, n=3；**:P<0.01)
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0.046，2 mg/ml浓度组的相对表达量为 0.592± 0.208（P<0.01），

2 mg/ml 浓度处理 48 h、72 h 和 96 h 相对表达量分别为

0.544± 0.076（P<0.01）、0.387± 0.086（P<0.01）和上调 0.343±

0.090倍（P<0.01）。而顺铂则是上调 p53的蛋白表达，其相对表

达量为 2.343± 0.486（P<0.01）。

3 讨论

研究表明，苦参碱可抑制肿瘤细胞增殖，诱导其凋亡，具有

较强的抗肿瘤作用[5]。在苦参碱对白血病的研究中，苦参碱可以

通过线粒体途径和 Akt通路诱导白血病细胞凋亡[6]。本研究通

过不同浓度苦参碱作用人鼻咽癌细胞 CNE1、CNE2，发现不同

浓度苦参碱作用不同的时间有不同程度的抑制作用，随浓度增

大和作用时间延长其抑制作用就越强，呈浓度及时间依赖性。

与空白对照组相比，苦参碱处理后的 CNE1、CNE2细胞的凋亡

明显增加。由此说明苦参碱在体外能有效抑制鼻咽癌细胞的增

殖、并诱导其凋亡。

细胞凋亡是指由基因调控的细胞自主的有序的死亡，肿瘤

的发生、发展及消退与细胞凋亡异常有着密切的关系[7]。大多数

的抗肿瘤药物均能诱导肿瘤细胞凋亡[8]。细胞凋亡的发生和调

控机制比较复杂，p53 是参与调控细胞凋亡的重要基因[9]，P53

基因主要分为野生型和突变型两种。 野生型 p53基因对肿瘤

的作用机制主要是通过 p53 蛋白参与调节细胞周期的调控、

DNA修复、细胞分化、细胞凋亡等发挥抗肿瘤生物学作用，野

生型 p53基因通过上调 p21、MDM2、GADD45等基因在 DNA

损伤所致的 G1/ S 停滞中起重要作用[10-12]；而突变型 p53由野

生型 p53突变而来的，突变型 p53不仅是失去野生型 p53原本

的抑癌能力，反而还增强其致癌性及抗凋亡、耐抗癌治疗、抑制

p63、p73 等能力[13,14]，导致肿瘤生长增殖、侵润转移、克隆选择

和化疗失败[15]。目前相关研究已证实，乳腺癌、鼻咽癌、肺癌等
[16-18]恶性肿瘤中均发现了突变型 p53表达，同时有研究还证实

突变型 p53还是胃癌等多种肿瘤化学耐药的重要分子标志[19]。

我们通过对苦参碱处理后的 CNE2细胞进行荧光定量 PCR和

Western blot，检测 p53的表达，发现 CNE2细胞经苦参碱作用

后，p53 mRNA的表达随浓度的增高呈下降趋势，同时 Western

blot结果也显示随苦参碱作用浓度的增加及作用时间的延长，

p53的蛋白表达水平也呈下降趋势；而阳性对照组顺铂的 p53

mRNA及 p53蛋白表达均是升高的。由此，我们考虑苦参碱作

用 CNE2细胞是其导致突变型 p53的表达下降，抑制 CNE2细

胞生长，诱导其凋亡；顺铂则是通过引起野生型 p53的表达升

高，抑制 CNE2细胞生长，诱导其凋亡的。相关文献也证实[20]，

顺铂是通过激活“p53途径”，诱导野生型 p53基因强烈表达抑

制骨肉瘤 U2-OS细胞生长，导致其凋亡。

综上所述，我们认为苦参碱可能是通过下调突变型 p53基

因和蛋白的表达，抑制鼻咽癌细胞生长，并诱导其凋亡，从而发

挥体外抗肿瘤的作用。这为进一步深入探讨苦参碱抑制鼻咽癌

细胞增殖，诱导其凋亡机制的研究提供依据。而苦参碱具体是

通过何种途径调控 p53基因和蛋白表达，是否通过介导 MAPK

和 AKT等细胞转导通路的活化来发挥其抗肿瘤作用，目前仍

未清晰，尚需我们继续进一步研究探讨。
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