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膀胱癌是泌尿系统最常见的恶性肿瘤之一，发病率居我

国泌尿生殖系肿瘤的首位，其复发率是所有恶性肿瘤中最高

的[1]。临床多采用经尿道膀胱肿瘤电切术进行治疗，术后用膀

胱灌注化疗预防复发。但目前临床常用的膀胱灌注药物具有

不同程度的毒副作用[2]，严重影响了患者的生活质量。

苦参碱是传统中药苦参的最主要活性成分之一，具有抑

制肿瘤细胞增殖、诱导肿瘤细胞凋亡等作用。据相关文献报

道，复方苦参注射液能通过增加膀胱癌患者血液中淋巴细胞

CD4+细胞数量提高机体免疫机能，改善患者预后[3]；用复方苦

参注射液治疗 75例中晚期肿瘤患者也取得了一定的临床效

果[4]。体内外实验表明，苦参碱有抑制多种肿瘤细胞增殖、诱

导肿瘤细胞凋亡、阻滞肿瘤细胞周期、抑制肿瘤转移的作用[5-7]。

但是，目前关于苦参碱对膀胱癌抑制作用的研究较少，其分子

机制尚不清楚。故本研究以不同质量浓度的苦参碱作用于人

膀胱癌BIU-87细胞，观察苦参碱对细胞增殖、凋亡的影响，并

探讨其可能的作用机制，以期为苦参碱临床应用于膀胱癌的

治疗提供实验依据。

1 材料
1.1 仪器

Ⅸ51荧光显微镜（日本Olympus公司）；ST-360酶标仪（中
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摘 要 目的：研究苦参碱对人膀胱癌BIU-87细胞增殖的抑制作用及其机制。方法：以0（阴性对照）、0.5、1.0、2.0、4.0 mg/ml苦参

碱分别作用于人膀胱癌BIU-87细胞24、48、72 h后，MTT法检测细胞活性并计算细胞增殖抑制率；以0（阴性对照）、0.5、1.0、2.0、

4.0 mg/ml苦参碱作用于细胞48 h后，流式细胞术检测细胞周期和凋亡率，Western blot 法检测细胞中生存素、天冬氨酸半胱氨酸蛋

白酶（Caspase）-3及Caspase-7蛋白的表达。结果：与阴性对照比较，1.0～4.0 mg/ml苦参碱作用24、48、72 h后均对BIU-87细胞增

殖有显著的抑制作用（P＜0.05或P＜0.01），增殖抑制率呈浓度和时间依赖性升高；作用 48 h后，G0/G1期细胞比例升高、S期及G2/M

期细胞比例降低、凋亡率升高（P＜0.05或P＜0.01）。0.5～4.0 mg/ml苦参碱作用48 h后，细胞中生存素蛋白表达减弱、Caspase-3及

Caspase-7蛋白表达增强（P＜0.05或P＜0.01）。结论：苦参碱可抑制人膀胱癌BIU-87细胞的增殖、阻滞细胞周期、诱导细胞凋亡，

其机制可能与调控细胞中生存素及Caspase-3、Caspase-7的表达有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate inhibitory effects of matrine on the proliferation of human bladder cancer BIU-87 cells

and its mechanism. METHODS：The cell viability was detected by MTT assay and inhibitory rate of cell proliferation was calculat-

ed after human bladder cancer BIU-87 cells were treated with 0（negative control），0.5，1.0，2.0 and 4.0 mg/ml matrine for 24，48

and 72 h，respectively. After treated with 0（negative control），0.5，1.0，2.0 and 4.0 mg/ml matrine for 48 h，the cell cycle and

apoptotic rate were detected by flow cytometry；the expression of Survivin，Caspase-3 and Caspase-7 protein were detected by

Western blot assay. RESULTS：Compared with negative control，the proliferation of BIU-87 cells were significantly inhibited after

incubated with 1.0-4.0 mg/ml matrine for 24，48 and 72 h（P＜0.05 or P＜0.01），and inhibitory rate of cell proliferation increased

in concentration and time-dependant manner；after treated for 48 h，the percentage of G0/G1 phase cells and apoptotic rate in-

creased，while the percentage of cells at S phase and G2/M phase were decreased（P＜0.05 or P＜0.01）；the expression of Cas-

pase-3 and Caspase-7 protein increased，while the expression of survivin protein decreased after incubated with 0.5-4.0 mg/ml ma-

trine for 48 h. CONCLUSIONS：Matrine can inhibit the proliferation of human bladder cancer BIU-87 cells，block the cell cycle

and induce apoptosis；its mechanism may be related to the expression regulation of Survivin，Caspase-3 and Caspase-7.
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国 Motic 公司）；FACS Calibur 流式细胞仪（美国 BD 公司）；

Z-323高速低温离心机（德国Hermle公司）。

1.2 药品与试剂

苦参碱（西安瑞林生物科技有限公司，批号：141121-1，纯

度：98％）；MTT、二甲基亚砜（DMSO）（美国Sigma公司）；RP-

MI 1640培养液、胎牛血清（FBS）（美国Gibco公司）；蛋白提取

试剂盒、细胞周期与细胞凋亡检测试剂盒（上海碧云天生物科

技有限公司，批号：P0027、C1052）；辣根过氧化物酶标记的羊

抗鼠抗体、内参β-actin和鼠抗人生存素、天冬氨酸半胱氨酸蛋

白酶 3（Caspase-3）、Caspase-7单克隆抗体（美国 Santa Cruz 公

司）。

1.3 细胞

人膀胱癌BIU-87细胞购自中国科学院上海细胞库，接种

于含 10％ FBS、10 万 u/L 青霉素、100 mg/L 链霉素的 RPMI

1640培养液中，于37 ℃、5％ CO2条件下培养。按常规方法消

化、传代，取对数期细胞进行试验。

2 方法
2.1 MTT法测定细胞增殖抑制率

取对数生长期的BIU-87细胞，0.25％胰酶消化制成细胞

悬液，调节细胞悬液浓度，以 5 000个细胞/孔（200 ml）将细胞

接种于96孔板中，将试验分为阴性对照组（苦参碱0 mg/ml）和

试验组（苦参碱不同质量浓度处理）。将各组细胞于 37 ℃、

5％ CO2条件下培养 24 h，待细胞贴壁后弃去旧培养液。试验

组细胞分别给予含 0.5、1.0、2.0、4.0 mg/ml苦参碱的新鲜培养

液，阴性对照组细胞给予相同体积的新鲜空白培养液，继续培

养24、48、72 h。培养结束后，每孔加入0.5％ MTT溶液20 µl，

继续培养 4 h，弃上清，加入DMSO（150 µl /孔）终止反应。在

酶标仪490 nm波长处测量各孔的光密度（OD490）值，计算细胞

增殖抑制率：细胞增殖抑制率（％）＝（1－试验组OD490值/阴性

对照组OD490值）×100％。试验重复3次，药物浓度设置参考文

献[8-9]。

2.2 流式细胞术检测细胞周期和细胞凋亡率

按“2.1”项下方法制备细胞悬液后，以 5 000个细胞/孔

（200 ml）将细胞接种于 12孔培养板中，在 37 ℃、5％ CO2条件

下培养 24 h，弃上清液，试验组分别给予含 0.5、1.0、2.0、4.0

mg/ml 苦参碱的新鲜培养液，阴性对照组给予空白新鲜培养

液，继续培养48 h。每组设置3个复孔。以离心半径为6.5 cm、

15 000 r/min离心 5 min，收集细胞沉淀，用 4 ℃预冷的磷酸盐

缓冲液（PBS）洗细胞2次。用1 ml 70％冰乙醇固定细胞，4 ℃

过夜，每组细胞样品中加入现配的碘化丙啶（PI）染液0.5 ml，重

悬细胞沉淀，37 ℃避光温浴30 min，流式细胞仪检测。以上试

验根据细胞周期与细胞凋亡检测试剂盒说明书步骤进行操作。

2.3 Western blot 法检测细胞中生存素、Caspase-3、Cas-

pase-7蛋白的表达

取对数生长期的BIU-87细胞按“2.1”项下方法制备成细

胞悬液后，以5 000个细胞/孔（200 ml）将细胞接种于6孔板中，

分别以0.5、1.0、2.0、4.0 mg/ml苦参碱作用48 h，弃上清液，4 ℃

预冷PBS冲洗 3次，加入适量细胞裂解液（含蛋白酶抑制剂及

磷酸酶抑制剂）冰上裂解 30 min左右，4 ℃下离心25 min（离心

半径为 6.5 cm，15 000 r/min）。取上清，二喹啉甲酸（BCA）法

对样品中总蛋白定量。上样量为40 µg，加入上样缓冲液煮沸

使蛋白变性，10％十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳

（SDS-PAGE）分离蛋白，电转移至聚偏二氟乙烯（PVDF）膜，加入

一抗（生存素、Caspase-3和Caspase-7抗体，稀释比例为1 ∶1 000）

4 ℃过夜后，加入二抗（辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠抗体，稀

释比例为 1 ∶ 1 000），35 ℃孵育 2 h，增强化学发光法（ECL）显

色。应用 Image-Pro Plus 7.0软件分析条带的积分光密度值，以

目的蛋白与内参β-actin积分光密度值的比值表示目的蛋白的

相对表达水平。每个浓度重复3次。

2.4 统计学方法

所有数据用 SPSS 16.0统计软件进行分析。试验结果以

x±s表示，“2.1”项下结果采用双因素方差分析，其余所有数据

均采用单因素方差分析及LSD-t检验进行组间多重比较。P＜

0.05表示差异有统计学意义。

3 结果
3.1 细胞增殖抑制率测定结果

与阴性对照比较，0.5 mg/ml苦参碱培养细胞 24、48 h后，

细胞增殖抑制率有所升高，但差异无统计学意义（P＞0.05），培

养细胞 72 h 后细胞增殖抑制率显著升高（P＜0.05）；1.0、2.0、

4.0 mg/ml苦参碱培养细胞 24、48、72 h后，细胞增殖抑制率均

显著升高（P＜0.05或P＜0.01）。结果提示，苦参碱对BIU-87

细胞增殖有抑制作用，并呈时间和浓度依赖性，但是浓度和时

间之间没有交互作用（P＞0.05）。不同质量浓度苦参碱作用不

同时间后细胞增殖抑制率测定结果见表1。

表 1 不同质量浓度苦参碱作用不同时间后细胞增殖抑制率

测定结果（x±±s，n＝3，％％）

Tab 1 Inhibitory rate of the proliferation of cells after treat-

ed with different concentrations of matrine for differ-

ent time（x±±s，n＝3，％％）

苦参碱质量浓度，mg/ml

0（阴性对照）

0.5

1.0

2.0

4.0

24 h

0

14.83±1.28

29.64±2.62＊

43.62±4.21＊

52.36±4.98＊＊

48 h

0

20.61±1.97

37.55±3.45＊

50.97±4.91＊＊

60.55±5.02＊＊

72 h

0

28.43±2.01＊

45.68±3.58＊＊

61.25±4.25＊＊

72.38±5.49＊＊

注：与阴性对照比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. negative control，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

3.2 细胞周期和凋亡率测定结果

与阴性对照比较，1.0、2.0、4.0 mg/ml苦参碱作用 48 h后，

G0/G1期细胞比例显著增加，S期及G2/M期细胞比例显著降低，

细胞凋亡率明显升高（P＜0.05或 P＜0.01），并具有浓度依赖

性。这提示苦参碱可使BIU-87细胞发生G0/G1阻滞，促进细胞

凋亡的发生。不同质量浓度苦参碱作用48 h后细胞周期和凋

亡率测定流式细胞图见图1、图2，测定结果见表2。

3.3 细胞中生存素、Caspase-3、Caspase-7蛋白表达测定结果

与阴性对照比较，不同质量浓度苦参碱作用48 h后，细胞

中生存素蛋白表达减弱、Caspase-3和Caspase-7蛋白表达增强

（P＜0.05或 P＜0.01），并具有浓度依赖性。不同质量浓度苦

参碱作用48 h后细胞中生存素、Caspase-3及Caspase-7蛋白表

达电泳图见图3，测定结果见表3。

4 讨论
本研究通过MTT法考察了苦参碱对人膀胱癌BIU-87细胞

体外增殖的抑制作用。结果显示，0.5～4.0 mg/ml苦参碱对细

胞增殖有明显的抑制作用，使细胞增殖抑制率明显升高，且随着
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药物质量浓度的增加及作用时间的延长，对细胞的增殖抑制

作用逐渐增强。

细胞凋亡是由凋亡相关基因控制的程序性细胞死亡，肿

瘤的形成与机体中细胞凋亡紊乱导致的肿瘤细胞无限增殖密

切相关。因此，诱导肿瘤细胞凋亡可以抑制肿瘤的发生和发

展。本研究结果显示，0.5 mg/ml苦参碱即可诱导BIU-87细胞

凋亡，且具有浓度依赖性；4.0 mg/ml苦参碱诱导的细胞凋亡率

可达（38.85±5.66）％，是阴性对照[（7.26±0.68）％]的5.35倍，

差异有统计学意义（P＜0.01）。

细胞周期是细胞生命活动的基本过程，细胞周期的调控

失常与许多肿瘤的发生、发展有关。相关研究表明，苦参碱可

诱导多种肿瘤细胞发生G1期阻滞[9]。本研结果显示，0.5～4.0

mg/ml苦参碱作用 48 h后，G0 /G1期细胞比例显著增加、S期及

G2/M期细胞比例显著下降、细胞凋亡率升高，与阴性对照比较

差异有统计学意义（P＜0.05或 P＜0.01）。结果提示，苦参碱

可抑制G0/G1期细胞进入 S期及G2/M期，阻滞DNA及构成染

色质的相关蛋白的合成，使肿瘤细胞的有丝分裂受到干扰，同

时诱导肿瘤细胞发生凋亡、抑制肿瘤细胞增殖，从而发挥其抗

肿瘤作用。

生存素是凋亡抑制蛋白家族（Inhibitor of apoptosis pro-

tein，IAP）的成员之一，具有肿瘤特异性，正常细胞中较少有表

达。研究表明，生存素与肿瘤的发生发展及预后有密切的关

系[10]。生存素主要通过抑制Caspase-3、Caspase-7的活性来阻

滞各种刺激诱导的细胞凋亡过程。Caspase-3、Caspase-7又称

为执行Caspase，是被异源活化的一组引起细胞凋亡的蛋白酶，

是凋亡途径的核心环节。生存素抑制细胞凋亡的另一条途径

是通过与细胞周期蛋白激酶CDK4、CDK2相互作用实现的。

CDK4是细胞G1期的关键调控因子，生存素与CDK4结合后使

细胞通过G1期进入S期的相关蛋白被激活，加快了G1/S期的

转换。生存素蛋白的表达降低，表明肿瘤细胞的凋亡抑制作

用减弱，细胞由G1期进入S期的过程受到抑制，进而发生细胞

凋亡和细胞周期阻滞。本研究结果显示，0.5～4.0 mg/ml苦参

碱作用48 h后，细胞中生存素蛋白表达减弱、Caspase-3和Cas-

pase-7蛋白表达增强，并具有浓度和时间依赖性。

图 1 不同质量浓度苦参碱作用 48 h后细胞凋亡率检测流式

细胞图

Fig 1 Flow cytometry of apoptotic rate of cells after treated

with different concentrations of matrine for 48 h
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图 2 不同质量浓度苦参碱作用 48 h后细胞周期测定流式细

胞图

Fig 2 Flow cytometry of cell cycle of cells after treated with

different concentrations of matrine for 48 h
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表 2 不同质量浓度苦参碱作用 48 h后细胞周期和凋亡率测

定结果（x±±s，n＝3）

Tab 2 Cell cycle and apoptotic rate of cells after treated

with different concentrations of matrine for 48 h（x±±

s，n＝3）

苦参碱质量浓度，
mg/ml

0（阴性对照）

0.5

1.0

2.0

4.0

G0/G1期
39.23±4.75

40.85±2.97

54.02±3.69＊＊

58.37±4.26＊＊

65.48±5.16＊＊

细胞比例，％
S期

30.05±3.92

28.88±2.47

23.85±4.53＊

19.61±3.45＊＊

17.26±4.87＊＊

G2/M期
35.62±3.36

33.28±1.07＊

29.01±2.36＊

26.26±1.39＊＊

19.22±1.53＊＊

细胞凋亡率，％

7.26±0.68

9.27±0.32＊

15.21±3.12＊＊

29.63±3.01＊＊

38.85±5.66＊＊

注：与阴性对照比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. negative control，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01
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综上所述，苦参碱能够很好地抑制人膀胱癌BIU-87细胞

增殖、阻滞细胞周期并诱导细胞凋亡，其机制可能与调控细胞

中生存素及Caspase-3、Caspase-7的表达有关。本研究只设计

了体外细胞试验，初步证实了苦参碱用于临床具有治疗膀胱

癌的潜质，但其具体的作用及机制还有待深入研究。
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图 3 不同质量浓度苦参碱作用 48 h后细胞中生存素、Cas-

pase-3及Caspase-7蛋白表达电泳图

Fig 3 Electrophoretograms of the expression of Survivin，

Caspase-3 and Caspase-7 protein in cells after treat-

ed with different concentrations of matrine for 48 h
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表 3 不同质量浓度苦参碱作用 48 h后细胞中生存素、Cas-

pase-3及Caspase-7蛋白表达测定结果（x±±s，n＝3）

Tab 3 Protein expression of Survivin，Caspase-3 and Cas-

pase-7 in cells after treated with different concentra-

tions of matrine for 48 h（x±±s，n＝3）

苦参碱质量浓度，mg/ml

0（阴性对照）

0.5

1.0

2.0

4.0

生存素/β-actin

2.62±0.18

2.37±0.18＊

1.99±0.14＊＊

1.67±0.15＊＊

0.53±0.02＊＊

Caspase-3/β-actin

1.31±0.15

1.65±0.23＊＊

2.56±0.14＊＊

3.71±0.12＊＊

5.09±0.36＊＊

Caspase-7/β-actin

1.33±0.14

2.44±0.39＊＊

2.85±0.37＊＊

3.27±0.11＊＊

3.79±0.12＊＊

注：与阴性对照比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. negative control，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

本刊讯 加拿大卫生部进行了一项安全性审查，以考察

Avonex（干扰素β-1a）使用时出现血栓性微血管病的潜在风

险。此风险信号是在审查药品生产商提供的新安全性信息时

发现的。

Avonex（干扰素β-1a）适用于治疗某些形式的多发性硬化

症，以减少中枢神经系统的损伤，并延缓疾病的恶化。Avonex

通过肌内注射给药，单次剂量为 30 mg，每周 1次。该药于

2005年12月在加拿大上市销售，仅可凭处方购买。

血栓性微血管病是一组涉及小血管内血凝块形成的严重

且可危及生命的疾病。这些凝块通过阻止正常的血液流动，

从而造成器官和身体系统损伤。目前有两种用于治疗多发性

硬化症的干扰素β在加拿大销售，包括 1a类（Avonex和Rebif）

和1b类（Betaseron和Extavia）。

药品生产商提供了一份来自Avonex全球安全性数据库的

报告，显示该数据库中包括了可能由Avonex导致的血栓性微

血管病病例。对这些病例的审查受到多种因素的限制，例如

其他既存疾病、其他药物治疗以及血栓性微血管病与其他器

官损伤原因的可能混淆。然而，无法排除Avonex与发生血栓

性微血管病间的关联。在此次审查时，Rebif的有关血栓性微

血管病风险的信息已纳入加拿大处方信息中，但Avonex的上

述风险尚未纳入。

基于现有证据和报告的病例，加拿大卫生部的安全性审

查报告认为，Avonex 治疗存在血栓性微血管病的潜在风险。

此外，血栓性微血管病与其他β干扰素药物的相关性已明确，

Rebif的上述风险现已纳入加拿大处方信息中。

由于Avonex和血栓性微血管病间可能存在关联，故加拿

大卫生部要求药品生产商更新其加拿大处方信息，以纳入该

风险。加拿大卫生部将持续监测涉及Avonex的副作用信息，

以确认并评价其潜在风险。

加拿大提示干扰素β-1a与血栓性微血管病的潜在风险
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