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甲基莲心碱促进骨肉瘤 143B细胞凋亡的相关研究 *

周思齐 李皓桓△ 张宇标 施家奇 蔡伟松
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摘要 目的：研究不同浓度甲基莲心碱对骨肉瘤 143B细胞增值迁移的影响及其诱导凋亡的相关机制。方法：不同浓度甲基莲心碱

处理骨肉瘤 143B之后，CCK-8法检测甲基莲心碱对骨肉瘤 143B细胞的增值抑制作用；细胞划痕实验检测不同浓度甲基莲心碱

对骨肉瘤 143B细胞迁移的影响；流式细胞术检测甲基莲心碱对癌细胞的凋亡率和周期分布；Western Blot检测甲基莲心碱对癌

细胞相关蛋白 Bcl-2、Bax的表达。结果：CCK-8显示甲基莲心碱能抑制骨肉瘤 143B细胞的增值且以浓度和时间依赖的方式(P<0.

05)；给药组(20, 40, 60 滋mol·L-1)24 h 细胞迁移率分别为(62.35± 4.15) %, (40.74± 4.80) %, (25.10± 5.52) %，较对照组(75.89±

5.24)%明显降低(P<0.05)；流式细胞术结果显示甲基莲心碱能使骨肉瘤 143B细胞周期阻滞于 G0/G1期，且呈剂量依赖性诱导癌细

胞凋亡(P<0.05)；Western Blot证明甲基莲心碱可促进癌细胞中促凋亡蛋白 Bax的表达，而降低抑制凋亡蛋白 Bcl-2的表达(P<0.

05)。结论：甲基莲心碱可能通过激活线粒体凋亡相关蛋白的表达，发挥抗骨肉瘤 143B的作用。
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The Effect of Neferine on the Apoptosis of Osteosarcoma 143B Cells*

To investigate the effect of different concentrations of neferine on the proliferation, migration and relative

mechanism of apoptosis of osteosarcoma 143B cells. CCK-8 assay was used to detect the the anti-proliferation effect after dif-

ferent concentrations of neferine on 143B cells. Wound healing assay was used to detect the effect of neferine on the migration of os-

teosarcoma 143B cells. The effect of neferine on cancer cell cycle distribution and apoptosis was analyzed by flow cytometry. Western

Blot was used to detect expression of apoptosis-related protein Bax and Bcl-2. CCK-8 assay showed that neferine inhibited the

proliferation of osteosarcoma 143B cells in a time- and concentration-dependent manner(P<0.05). The 24-hour cell migration rates of the

treated group (20, 40, 60 滋mol·L-1) were (62.35± 4.15)%, (40.74± 4.80)%, (25.10± 5.52)%, compared with the control group (75.89±

5.24)% were decreased significantly (P<0.05). Flow cytometry showed that the cell cycle of 143B cells were arrested at G0/G1 phase and

induced apoptosis of 143B cells at a concentration-dependent manner (P<0.05). Western Blot detection indicated that the expression of

pro-apoptotic protein Bax was increased, and anti-apoptotic protein Bcl-2 was decreased in 143B cells when treated with different con-

centrations of neferine (P<0.05). Neferine may play a role in anti-osteosarcoma 143B by activating the expression of mito-

chondrial apoptosis-related protein.

Neferine; Osteosarcoma; Proliferation; Apoptosis

*基金项目：湖北省自然科学基金项目（ZRMS2017000057）

作者简介：周思齐（1992-），硕士，主要从事骨关节疾病的临床与基础研究，E-mail: 1032759008@qq.com

△ 通讯作者：李皓桓（1976-），博士，主任医师，副教授，硕士生导师，研究方向：骨关节炎的基础与临床研究，E-mail: lihaohuan@whu.edu.cn

（收稿日期：2018-04-28 接受日期：2018-05-23）

前言

骨肉瘤(Osteosarcoma ,OS)是发生于软骨、骨组织和肌肉的

较为罕见的恶性肿瘤，在所有肿瘤的约占 0.2%[1]，在男性中的

发病率更高[2,3]。OS患者的生存率较低且治疗一直未取得突破[4-6]，

寻找一种安全有效的治疗 OS的手段是亟待解决的难题。作为

从天然植物之中提取的一种生物碱单体，甲基莲心碱具有广泛

的药理作用，如抗肝纤维化、降血压等[7]。近年来的研究表明，甲

基莲心碱在抗肿瘤方面也具有显著的作用，但其抗肿瘤机制还

有待进一步探究[8]。Zhang[9]等的研究表明甲基莲心碱可有效抑

制成骨肉瘤细胞 U2OS细胞增殖，其作用机制可能为甲基莲心

碱通过激活 p38 MAPK信号通路上调 p21蛋白阻滞癌细胞的

G1期，从而诱导骨肉瘤 U2OS细胞凋亡。但该研究仅对甲基莲

心碱诱导骨肉瘤细胞系 U2OS凋亡的原因进行研究，未涉及其

他细胞系，且未完全阐明甲基莲心碱对其他凋亡通路的影响。

本研究将骨肉瘤细胞 143B作为研究对象，通过体外采用不同

浓度的甲基莲心碱作用于细胞，观察其对骨肉瘤 143B细胞增

殖、细胞周期及细胞凋亡的影响，对甲基莲心碱抗癌机制进行

3612· ·



现代生物医学进展 biomed. cnjournals . com Progress inModern Biomedicine Vol.18 NO.19 OCT.2018

了初步探讨，以期为甲基莲心碱的临床应用于抗骨肉瘤提供实

验和理论基础。

1 材料与方法

1.1 药品与试剂

人骨肉瘤 143B 细胞系购自中国典型培养物保藏中心

(China Center for Type CultureCollection，CCTCC,中国，武汉）。

甲基莲心碱（批号：MUST-16080508，购于成都曼斯特生物科技

有限公司，取甲基莲心碱溶解于 DMSO 中制成浓度为 50

mmol·L-1母液，于 -20℃保存）；MEM培养基购 (Hyclone公

司)，新生胎牛血清(Gibco公司)；1%双抗（青霉素 100 U/mL,链

霉素 100 滋g/mL）（吉诺公司）；DMSO、胰蛋白酶（美国 Sigma公

司）；Cell Counting Kit-8(CCK-8)购自同仁化学研究所（日本）；

Annexin V-FITC/PI细胞凋亡检测试剂盒与细胞周期检测试剂

盒购于南京凯基生物科技发展有限公司（南京）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 骨肉瘤 143B 细胞培养于含 10% FBS，1%

青霉素和链霉素的MEM培养液中，于 37℃、5%二氧化碳的培

养箱中培养，每 3~4天按照 1：3传代一次。取对数生长期的细

胞进行后续实验。

1.2.2 细胞增殖试验 取对数生长期的骨肉瘤 143B细胞，以

5× 104个 /mL浓度接种于 96孔板中，每孔总量为 100 滋L每
孔。培养 24 h待细胞贴壁后加入不同浓度甲基莲心碱（0, 15,

30, 40, 50, 60 滋mol·L-1），分别处理细胞 12 h、24 h和 48 h。然

后每孔加入 90 滋L培养基，10 滋L CCK8试剂在培养箱孵育 1

h~1.5 h左右，用酶标仪测量每一孔细胞在 450 nm波长下的吸

光度。每孔均设置 3个复孔。

1.2.3 细胞划痕实验 取处于对数生长期的骨肉瘤 143B细

胞，按照浓度为 1× 105/孔接种于 12孔板中。待细胞贴壁融合

达 90%以上时，更换无血清培基，然后加入不同浓度甲基莲心

碱（0, 20, 40, 60 滋mol·L-1）使用 1 mL无菌枪头进行细胞划痕，

并继续培养，分别在 0 h、24 h镜下观察照相比较，迁移率按公

式计算：迁移率（％）=（平均原始宽度 -平均最终宽度）/平均原

始宽度× 100％。每孔均设置 3个复孔。

1.2.4 Annexin V-FITC/PI双染检测甲基莲心碱对 143B细胞凋

亡的影响 取处于对数生长期的骨肉瘤 143B细胞，计数后按

照浓度为 1× 105个 /mL每孔加入 1 mL于 6孔板中，待细胞完

全贴壁后加入不同浓度甲基莲心碱（0, 20, 40, 60 滋mol·L-1），于

37℃、5% CO2、饱和湿度培养箱中常规培养 24 h，各组重复 3

次。经无 EDTA胰酶消化 1500 r/min、4℃离心 5 min收集细胞

于流式管内。加入 1 mL 4℃预冷的 1× PBS洗涤细胞之后用

300 滋L的 1× Binding Buffer重悬细胞，加入 5 滋L的 Annexin

V-FITC和 5 滋L的 PI混匀在室温下避光孵育 15 min。最后补

加 200 滋L的 1× Binding Buffer于流式细胞仪上检测。

1.2.5 PI/RNase单染法检测检测甲基莲心碱对 143B细胞周期

的影响 取处于对数生长期的骨肉瘤 143B细胞，计数后按照

浓度为 1× 105个 /mL每孔加入 1 mL于 6孔板中，待细胞完全

贴壁后加入不同浓度甲基莲心碱（0, 20, 40, 60 滋mol·L-1），于

37℃、5% CO2、饱和湿度培养箱中常规培养 24 h，各组重复 3

次。离心收集细胞加入 1 mL -20℃预冷的 75%乙醇于 -4℃冰

箱过夜固定。待细胞用 PBS洗涤一次后加入 100 滋L PBS重

悬，加入 2 滋L浓度为 1 mg·mL-1的 RNase A于 37℃水浴锅内

孵育 40 min。孵育完成后，加入 100 滋L的 100 滋g·mL-1 PI染色

液，室温避光染色 20 min。最后流式细胞仪上检测细胞周期。

1.2.6 Western Blot 取处于对数生长期的骨肉瘤 143B 细

胞，计数后按照浓度为 1× 105个 /mL每孔加入 1 mL于 6孔板

中，待细胞完全贴壁后加入不同浓度甲基莲心碱（0, 20, 40, 60

滋mol·L-1），于 37℃、5% CO2、饱和湿度培养箱中常规培养 24

h，加入蛋白裂解液提取胞质蛋白并进行 BCA定量，待蛋白质

进行聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）、转膜后用 5%的脱脂

奶粉于室温封闭 1 h，加入 Bcl-2、Bax一抗 4℃条件下孵育过

夜，然后二抗室温摇床避光孵育 2 h，最后应用 Odyssey成像系

统进行膜扫描。

1.3 统计学分析

数据分析应用 SPSS20.0统计软件，结果使用均数± 标准

差（x± s）表示，均数间多重比较采用单因素方差分析，检验水

准设定为 P=0.05，当 P＜0.05认为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 甲基莲心碱对骨肉瘤 143B细胞增殖的抑制作用

CCK-8法检测发现，用不同浓度甲基莲心碱处理后，在

12~48 h内骨肉瘤 143B细胞增值活性受到明显抑制，并且随着

甲基莲心碱作用时间的延长和使用浓度的增加，其细胞活力不

断下降，差异具有统计学意义，见图 1(P<0.05)。甲基莲心碱对

骨肉瘤 143B细胞在 12、24、48 h的半数抑制浓度(IC50)分别为

67.63± 2.67、38.26± 0.95、28,36± 2.36 滋mol·L-1。这些结果表明

甲基莲心碱能有效抑制骨肉瘤 143B细胞的生长。

2.2 甲基莲心碱对骨肉瘤 143B细胞迁移的影响

细胞划痕实验检测不同浓度甲基莲心碱（0, 20, 40, 60

滋mol·L-1）对骨肉瘤 143B细胞的迁移的影响，发现给药组(20,

40, 60 滋mol·L-1)24 h 细胞迁移率分别为 (62.35± 4.15) % ,

(40.74± 4.80) %, (25.10± 5.52) %，较对照组(75.89± 5.24)%明

显降低，差异具有统计学意义，见图 2(P<0.05)，结果表明不同

浓度甲基莲心碱能有效抑制骨肉瘤 143B细胞的迁移。

2.3 甲基莲心碱对骨肉瘤 143B细胞凋亡的影响

流式细胞仪检测不同浓度甲基莲心碱（0, 20, 40, 60

滋moL·L-1））对骨肉瘤 143B细胞凋亡的影响，发现甲基莲心碱

处理 24 h之后，骨肉瘤 143B细胞的凋亡率随着甲基莲心碱浓

度的增加而显著提高，与对照组组比较差异具有统计学意义，

见图 3（P<0.05）。

图 1 甲基莲心碱体外细胞增殖抑制作用

Fig.1 Inhibitory effect of neferine on cell proliferation
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图 2 甲基莲心碱体对骨肉瘤 143B细胞迁移的抑制作用(*P<0.05，与对照组相比)

Fig.2 Inhibitory effect of neferine on the migration of osteosarcoma 143B cells (*P<0.05, vs. control)

图 3 甲基莲心碱对骨肉瘤 143B凋亡率的影响(*P<0.05，与对照组相比)

Fig.3 Effect of neferine on the apoptotic rate of osteosarcoma 143B cells(*P<0.05, vs. control)
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2.4 甲基莲心碱对骨肉瘤 143B细胞周期的影响

流式细胞仪检测不同浓度甲基莲心碱（0, 20, 40, 60 滋mol·
L-1）对骨肉瘤 143B细胞周期分布的影响，见图 4，发现甲基莲

心碱处理 24 h之后，G0/G1期比例显著升高，S期细胞比例显著

下降，G2/M期比例降低，但变化不是很明显，说明甲基莲心碱

可以导致骨肉瘤 143B细胞 G0/G1期阻滞，与对照组组比较差

异具有统计学意义（P<0.01）。

2.5 甲基莲心碱诱导骨肉瘤 143B细胞凋亡相关蛋白表达

应用Western Blot检测不同浓度甲基莲心碱（0, 20, 40, 60

滋mol·L-1）处理骨肉瘤 143B细胞 24 h之后相关凋亡蛋白的表

达情况，骨肉瘤 143B细胞中抑制凋亡蛋白 Bcl-2水平逐渐下

降，促凋亡蛋白 Bax水平逐渐上升，且表现为剂量依耐性，差异

具有统计学意义，见图 5(P<0.05)。这一结果说明甲基莲心碱可

能通过线粒体通路诱导骨肉瘤 143B细胞凋亡。

图 4 甲基莲心碱对骨肉瘤 143B细胞周期的阻滞效应(**P<0.01,与对照组比较)

Fig.4 Effect of Neferine on the cycle of osteosarcoma 143B Cell(**P<0.01, vs. control)

图 5 甲基莲心碱对骨肉瘤 143B细胞中凋亡相关蛋白 Bcl-2、Bax表达的影响(*P<0.05,与对照组比较)

Fig.5 Effects of neferine on the expression of apoptosis-related proteins Bcl-2 and Bax in osteosarcoma 143B cells(*P<0.05, vs. control)
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3 讨论

骨肉瘤（OS）是间充质来源的骨质生成的具有侵袭性的肿

瘤，其代表最常见的原发性骨恶性肿瘤[9]。根据肿瘤的转移性分

为非转移和转移性 OS。对于非转移性 OS，采用手术切除及辅

助化疗后，患者的五年生存率可达 40%~75%；然而大约有 20%

的 OS患者为转移性 OS，其具有局部浸润和远处转移的特点，

因此尽管目前有许多现代疗法，包括化疗、放疗及综合手术治

疗等在临床上普遍应用，但是骨肉瘤患者的致残率和死亡率仍

较高[10,11]。一方面，常规的放化疗易带来严重的副作用且常常导

致耐药性；另外，由于骨肉瘤早期生长迅速，易向其他组织浸润

和转移，进行手术切除治疗后仍存在很大的复发几率；此外，骨

肉瘤发病机制尚未明确，且其自身存在的高度异质性，这给靶

向治疗带来很大难度[12,13]。因此，寻找安全低毒且靶向性高的药

物，大幅度提高患者的生存率，是治疗骨肉瘤的重大目标。目

前，从天然植物当中提取的如紫杉醇、长春新碱等类似物已广

泛应用于抗肿瘤的治疗，且疗效确切[14]。

甲基莲心碱是从天然植物莲 (Nelumbo nucifera Gaertn.)种

子的绿色胚芽及幼叶中提取出的一类双苄基异喹啉生物碱。传

统的中医药认为莲子心具有清心安神、止血抗炎等功效[15]。作

为莲子心当中含量较高的生物碱单体，甲基莲心碱也具有广泛

的生物活性，如降血压、保护神经、镇静抗炎、抗氧化等多种作

用[16]。近年来的研究表明，甲基莲心碱的抗癌效果显著，对肺

癌、乳腺癌、包括骨肉瘤等均有显著的效果[17,18]。由于不同肿瘤

具有其特异性，甲基莲心碱对不同癌细胞的抑制机制也有所差

异。有研究[19]表明甲基莲心碱可有效抑制 A549人肺腺癌上皮

细胞的增殖，导致其凋亡，其机制可能为甲基莲心碱可抑制

PI3K / Akt / mTOR信号通路，通过产生过量 ROS致使细胞发

生自噬介导凋亡。另有 Yoon[20]等研究发现甲基莲心碱对肝癌

细胞 Hep3B细胞具有毒性作用，但对人正常肝细胞无细胞毒

性，探究其抗肝癌细胞机制表明甲基莲心碱激活癌细胞内质网

应激，阻滞细胞周期停滞于 G1期，从而诱导 Hep3B细胞凋亡。

关于甲基莲心碱对骨肉瘤作用的研究也有报道，Zhang[9]等的研

究表明甲基莲心碱可有效抑制成骨肉瘤细胞 U2OS细胞增殖，

其作用机制可能为甲基莲心碱通过激活 p38 MAPK信号通路

上调 p21蛋白阻滞癌细胞的 G1期，从而诱导骨肉瘤 U2OS细

胞凋亡。但该研究仅对甲基莲心碱诱导骨肉瘤细胞系 U2OS凋

亡的原因进行研究，未涉及其他细胞系，且仅对周期蛋白 p21

及周期相关通路进行的阐述，未完全阐明甲基莲心碱对其他凋

亡通路的影响。因此，本研究对甲基莲心碱抗骨肉瘤 143B细胞

及其相关凋亡机制进一步探索。

本实验采用不同浓度的甲基莲心碱处理培养的骨肉瘤

143B细胞系，通过 CCK8法检测癌细胞增值活性发现，甲基莲

心碱在 48 h呈浓度和时间依赖性阻滞骨肉瘤 143B细胞增值。

细胞划痕实验结果表明，甲基莲心碱在 24 h内可以显著降低

骨肉瘤 143B细胞迁移。流式凋亡结果表明，随着甲基莲心碱浓

度的增高，凋亡率逐渐上升。流式周期结果表明，甲基莲心碱可

以将骨肉瘤 143B细胞阻滞于 G0/G1期，该期肿瘤细胞 RNA和

蛋白质合成代谢活跃，为 S期 DNA合成提供能量和物质基

础，细胞周期阻滞于该期，肿瘤细胞合成 DNA受阻，故细胞出

现凋亡。细胞凋亡受多种信号蛋白的调控，目前所熟知的凋亡

通路包括死亡受体通路和线粒体凋亡通路，其中线粒体凋亡通

路比较多见其诱导细胞凋亡主要依赖 Caspase级联反应。线粒

体通路诱导细胞凋亡主要包括以下几个方面：(1)线粒体膜通透

性转换孔激活；(2)细胞色素 C从线粒体基质释放入细胞质；(3)

细胞色素 C通过与 dATP形成异源二聚体结合 Apaf-1；(4)A-

paf-1将前 Caspase-9裂解成 Caspase-9，然后激活的 Caspase-9

裂解 Caspase-3前体激活 Caspase-3，激活的 Caspase-3诱导细

胞凋亡效应。其中细胞色素 C的释放依赖 Bcl-2和 Bax的相互

调节，Bcl-2和 Bax定位于线粒体膜上，二者调节失衡可激活线

粒体通透性转换孔，改变线粒体膜通透性，从而导致细胞色素

C的释放，诱导凋亡反应[22]。Poornima[23]等研究发现甲基莲心碱

可以以剂量依赖性方式对肝癌细胞 HepG2 发挥细胞毒性作

用，其具体机制可能是线粒体介导的 ROS的产生及线粒体相

关凋亡蛋白的表达。为了进一步研究甲基莲心碱抗骨肉瘤

143B细胞的可能作用机制，我们分析了线粒体凋亡相关蛋白

的表达，通过Western Blot检测发现甲基莲心碱可上调 Bax的

表达，下调 Bcl-2的表达。这一结果表明甲基莲心碱可诱导线

粒体凋亡相关蛋白的表达，从而发挥抗肿瘤特性，这也符合

Poornima[23]等研究结果。

综上所述，甲基莲心碱可以抑制骨肉瘤 143B细胞凋亡，阻

碍其迁移，诱导骨肉瘤 143B细胞凋亡，周期阻滞于 G0/G1期，

产生凋亡的机制可能是通过激活线粒体凋亡相关蛋白的表达。

总之，我们的研究表明，甲基莲心碱可呈浓度和时间依赖性诱

导骨肉瘤 143B细胞凋亡，为甲基莲心碱的临床用药提供参考，

但本文的局限性在于未对甲基莲心碱对骨肉瘤 143B细胞周期

阻滞的相关机制进行研究，及其在动物体内的相关抗肿瘤特

性。在后续研究中，我们将进一步研究甲基莲心碱对骨肉瘤

143B周期阻滞的相关机制，及其在动物体内的抗肿瘤特性。
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