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苦参碱调控肝癌细胞ＨｅｐＧ２自噬作用机制研究
郭 浩，周淑妮，冉瑞智△

牗湖北省恩施土家族苗族自治州中心医院，湖北恩施４４５０００）
摘要：目的探讨苦参碱调控肝癌细胞ＨｅｐＧ２自噬的作用机制。方法体外培养肝癌细胞ＨｅｐＧ２，用苦参碱染毒４８ ｈ后收获细胞，分为
苦参碱高、中、低剂量组和对照组（苦参碱质量浓度分别为２． ０，１． ０，０． ５，０ ｇ ／ Ｌ），以单丹磺酞戊二胺（ＭＤＣ）染色观察肝癌细胞ＨｅｐＧ２自
噬现象；以逆转录－聚合酶链反应（ＲＴ － ＰＣＲ）法检测蛋白激酶Ｂ（Ａｋｔ）、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ｍＴＯＲ）和自噬相关蛋白ＬＣ３Ｂ ｍＲＮＡ
的表达水平；Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ法检测Ａｋｔ，ｐ － Ａｋｔ，ｍＴＯＲ，ＬＣ３Ｂ蛋白水平。结果与对照组比较，苦参碱高、中、低剂量组肝癌细胞ＨｅｐＧ２荧
光强度明显增强，ｍＴＯＲ ｍＲＮＡ和蛋白及ｐ － Ａｋｔ蛋白表达水平明显降低，ＬＣ３Ｂ ｍＲＮＡ和蛋白表达水平明显升高，Ａｋｔ ｍＲＮＡ和蛋白表达水
平无明显变化（Ｐ ＞ ０． ０５）。结论苦参碱可促进肝癌细胞ＨｅｐＧ２的自噬作用，其机制与抑制ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ通路有关。
关键词：苦参碱；ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ通路；肝癌细胞ＨｅｐＧ２；自噬作用；作用机制
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·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ

全球每年有超过６０万患者死于肝癌，其中５０％发
生在中国犤 １ － ２ 犦。目前，肝癌的有效治疗方法是手术切除
和肝移植，再辅助放射治疗、化学治疗牗简称放化疗牘，但
患者５年生存率仅为５％ 犤３ 犦。加之大部分肝癌患者合并
肝硬化，限制了化疗药物的使用犤 ４ 犦，有必要寻找同时具
有抗肿瘤和抗纤维化活性的药物。目前，苦参碱已被广
泛应用于肝炎、肝纤维化、癌症等疾病的治疗犤 ５ 犦，但对其
抗肿瘤作用的确切机制研究还不够深入犤 ６ － ７ 犦。研究发
现，苦参碱可诱导肿瘤细胞发生Ⅱ型程序性死亡，即自
噬犤 ８ 犦，但机制尚不清楚。有研究证实，磷脂酰肌醇３激酶
（ＰＩ３Ｋ）／蛋白激酶Ｂ（Ａｋｔ）／哺乳动物雷帕霉素靶蛋白
（ｍＴＯＲ）通路在肿瘤细胞自噬过程中发挥关键作用犤 ９ 犦。
本研究中将不同剂量苦参碱作用于肝癌细胞ＨｅｐＧ２，确
认肝癌细胞ＨｅｐＧ２是否发生了自噬，同时初步探讨其
分子机制。现报道如下。

１ 材料与方法
１． １ 材料

试药：苦参碱（西安天园生物制剂公司，批号为
１６０９２３１７，纯度≥９９％）；ＤＭＥＭ高糖培养基、胎牛血清
（武汉普诺赛生命科技有限公司，批号分别为ＰＭ１５０２１０Ｂ，
１６４２１０ － １００）；胰酶（美国Ｇｉｂｃｏ公司，批号为１１０８０９０７）；
单丹磺酞戊二胺（ＭＤＣ，美国Ｓｉｇｍａ公司，批号为
１５５９６０１８）；Ｔｒｉｚｏｌ ＲｅａｇｅｎｔＲＮＡ提取试剂盒（美国Ｉｎｖｉｔ
ｒｏｇｅｎ公司，批号为１５５９６０１８）；逆转录－聚合酶链反应
（ＲＴ － ＰＣＲ）ＲＮＡ反转录试剂盒（大连ＴａＫａＲａ公司，批
号为ＲＲ０４７Ａ）；荧光定量 ＰＣＲ试剂盒（宝生物工程 ＜大
连＞有限公司，批号为ＴＫ０８０４５）；细胞蛋白抽提试剂
（碧云天生物技术研究所，批号为Ｐ００３３）；鼠抗ｐ － Ａｋｔ
牗 Ｓｅｒ４７３ 牘抗体，兔抗Ａｋｔ、ｍＴＯＲ、自噬相关蛋白ＬＣ３Ｂ抗
体，均购自美国Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ公司，批号分别为ＨＺ －
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·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ

０６７０Ｒ２，ＨＺ － ０６７０Ｒ１，ＨＺ － ０６７０Ｒ２２，ＨＺ － ０６７３Ｒ６；辣
根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记抗小鼠ＩｇＧ、ＨＲＰ标记抗兔
ＩｇＧ和鼠抗ＧＡＰＤＨ抗体均购自武汉艾美捷科技有限公
司（批号分别为１１５ － ０３５ － ００３，Ｃ１３１３）。

仪器：ＴＥ２０００ － Ｕ ＋ ＰＸＭ１２００型倒置荧光显微镜
牗日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司牘；ＭＣＯ － １５ＡＣ型ＣＯ２细胞培养箱
和ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００ｃ型蛋白核酸检测仪牗美国Ｔｈｅｒｍｏ
Ｒｅｖｃｏ公司牘；ＣＦＸ９６型ＰＣＲ仪Ｍｉｎｉ － ＰＲＯＴＥＡＮ Ｔｅｔｒａ
型垂直电泳仪牗美国Ｂｉｏ － Ｒａｄ公司牘；ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＴＭＸＲＳ
型凝胶成像仪（美国ＵＶＰ公司）。

细胞：肝癌细胞ＨｅｐＧ２，购自中国科学院典型培养
物保藏中心昆明细胞库，批号为ＣＭ － １２５０。
１． ２ 方法

细胞培养及分组：用含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培
养液在 ３７ ℃及５％ ＣＯ２条件下培养肝癌细胞ＨｅｐＧ２，
隔天换液，取处于对数生长期的肝癌细胞ＨｅｐＧ２，分为
对照组及苦参碱低、中、高剂量组，待细胞贴壁后弃培养
液，加入终质量浓度依次为０，０． ５，１． ０，２． ０ ｇ ／ Ｌ的苦参
碱，继续培养４８ ｈ后收获细胞。

ＭＤＣ染色观察自噬体：取培养细胞加入ＭＤＣ牗终浓
度为５０ μｍｏｌ ／ Ｌ），室温避光染色１０ ｍｉｎ后，用磷酸盐缓
冲液（ＰＢＳ）清洗３次，再加入无ＭＤＣ的ＤＭＥＭ培养基，
在 ３８０ ｎｍ波长处观察细胞染色情况。自噬细胞质呈绿
色荧光亮点。

ＲＴ － ＰＣＲ法检测Ａｋｔ、ｍＴＯＲ和ＬＣ３Ｂ ｍＲＮＡ表
达：取培养细胞，５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心５ ｍｉｎ，以Ｔｒｉｚｏｌ法提
取总ＲＮＡ，逆转录合成ｃＤＮＡ，以ＧＡＰＤＨ引物为内参。
Ａｋｔ上游５′ － ＡＧＡＣＡＴＡＣＡＴＣＴＴＴＧＣＴＧＧＡＧＡＣＡ － ３′，
下游５′ － ＣＴＴＧＡＡＧＡＡＧＴＡＧＣＴＧＴＧＡＣＣＧ － ３′；ｍＴＯＲ
上游５′ － ＡＧＡＡＧＧＧＴＣＣＣＡＧＣＴＡ － ３′，下游５′ － ＴＡＴＴＣ
ＧＧＧＧＴＧＡＴＣＧＧ － ３′；ＬＣ３Ｂ上游５′ － ＡＣＴＧＧＡＴＴＴＧＣ
ＧＧＣＡＴＧＴＧＡ － ３′，下游５′ － ＣＣＡＴＧＴＴＧＡＡＧＴＡＧＧＡＧＣ
ＧＡＧＴＧＡ － ３′；ＧＡＰＤＨ上游５′ － ＴＣＣＣＡＴＣＡＣＣＡＴＣＴＴＣ
ＣＡＧ － ３，下游５ － ＧＧＴＡＴＣＣＡＴＣＧＣＣＡＴＧＣＴＣ － ３′；ＰＣＲ
条件９５ ℃预变性１ ｍｉｎ；９５ ℃变性１５ ｓ，５８ ℃退火２０ ｓ，
７２ ℃延伸２０ ｓ，循环４０次，７２ ℃延伸５ ｍｉｎ终止反应。

读取循环阈值牗 Ｃｔ值牘，采用 ２ －△△Ｃｔ表示目的基因ｍＲＮＡ
的表达量。以Ａｋｔ ／ ＧＡＰＤＨ，ｍＴＯＲ ／ ＧＡＰＤＨ，ＬＣ３Ｂ ／
ＧＡＰＤＨ比值分别代表各自的相对表达水平，各组设
３个复孔，重复 ３次。

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ法检测Ａｋｔ、ｐ － Ａｋｔ、ｍＴＯＲ和ＬＣ３Ｂ
蛋白水平：取培养细胞，５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心５ ｍｉｎ，洗涤
２次，加入１ μＬ ＰＭＳＦ，加入蛋白抽提试液，冰浴２ ｈ；４ ℃
下１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心１５ ｍｉｎ，取上清液，检测蛋白含量；
调整蛋白浓度，加入１ ／ ５体积的５ × Ｂｕｆｆｅｒ，沸水变性，
进行电泳、转膜；加入一抗，４ ℃下孵育过夜，回收一
抗，清洗加入二抗，加入发光试剂，显影、定影、清洗，将
目的条带灰度值数字化，目的条带与内参条带灰度值
之比为各目的蛋白相对表达水平，各组设３个平行样，
重复 ３次。
１． ３ 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ １９． ０统计学软件分析。计量资料以均
数±标准差（Ｘ ± ｓ）表示，行单因素方差分析；组间两两
比较用 ＳＮＫ － ｑ检验。Ｐ ＜ ０． ０５为差异有统计学意义。
２ 结果
２． １ 对细胞自噬行为的影响

结果见图１。与对照组比较，苦参碱高、中、低剂量
组肝癌细胞ＨｅｐＧ２荧光强度明显增强，且与剂量呈正
相关，说明苦参碱诱导肝癌细胞ＨｅｐＧ２发生了自噬。
２． ２ 对细胞 ＡＫＴ和 ｐ －Ａｋｔ蛋白表达的影响

结果见表１。与对照组比较，苦参碱高、中、低剂量
组肝癌细胞ＨｅｐＧ２ Ａｋｔ ｍＲＮＡ和蛋白表达水平无明显
差异（Ｐ ＞ ０． ０５），肝癌细胞ＨｅｐＧ２ ｐ － Ａｋｔ蛋白表达水
平明显降低（Ｐ ＜ ０． ０５），且与剂量呈正相关。
２． ３ 对细胞 ｍＴＯＲ ｍＲＮＡ和蛋白表达的影响

结果见表２。与对照组比较，苦参碱高、中、低剂量
组肝癌细胞ＨｅｐＧ２ ｍＴＯＲ ｍＲＮＡ和蛋白表达水平明显
降低（Ｐ ＜ ０． ０５），且与剂量呈正相关。
２． ４ 对肝癌细胞 ＨｅｐＧ２ ＬＣ３Ｂ表达的影响
结果见表３。与对照组比较，苦参碱高、中、低剂量

组肝癌细胞ＨｅｐＧ２ ＬＣ３Ｂ ｍＲＮＡ和蛋白表达水平明显
升高（Ｐ ＜ ０． ０５ 牘，且与剂量呈正相关。

Ａ． 对照组 Ｂ． 低剂量组 Ｃ． 中剂量组 Ｄ． 高剂量组
图１ 苦参碱诱导肝癌细胞ＨｅｐＧ２自噬行为牗 × ３２０，箭头标记处为自噬体）

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ
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表１ 各组肝癌细胞ＨｅｐＧ２ Ａｋｔ和ｐ － Ａｋｔ蛋白
表达水平比较（Ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

注：与对照组比较， Ｐ ＜ ０． ０５。表２、表３同。

组别
对照组
苦参碱低剂量组

中剂量组
高剂量组

质量浓度（ｇ ／ Ｌ）
０
０． ５
１． ０
２． ０

Ａｋｔ ｍＲＮＡ
１． ０２ ± ０． ０６
０． ９８ ± ０． ０３
１． ０４ ± ０． ０３
１． ０２ ± ０． ０５

Ａｋｔ蛋白
１． ６７ ± ０． ２３
１． ８４ ± ０． １８
１． ７３ ± ０． ２２
１． ７７ ± ０． ３１

ｐ － Ａｋｔ蛋白
１． １１ ± ０． １７
０． ８３ ± ０． １４

０． ５７ ± ０． ０６

０． ３９ ± ０． ０５

表２ 各组肝癌细胞ＨｅｐＧ２ ｍＴＯＲ ｍＲＮＡ和蛋白
表达水平比较（Ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

组别
对照组
苦参碱低剂量组

中剂量组
高剂量组

质量浓度（ｇ ／ Ｌ）
０
０． ５
１． ０
２． ０

ｍＴＯＲ ｍＲＮＡ
０． ９８ ± ０． ０４
０． ８５ ± ０． ０８

０． ６３ ± ０． ０６

０． ４６ ± ０． ０７

ｍＴＯＲ蛋白
１． １２ ± ０． １２
０． ９７ ± ０． １３

０． ７９ ± ０． ０９

０． ３６ ± ０． ０６

组别
对照组
苦参碱低剂量组

中剂量组
高剂量组

质量浓度（ｇ ／ Ｌ）
０
０． ５
１． ０
２． ０

ＬＣ３Ｂ ｍＲＮＡ
１． ００ ± ０． ０３
１． ６３ ± ０． １６

２． ５７ ± ０． ３２

３． １５ ± ０． ３７

ＬＣ３Ｂ蛋白
０． １６ ± ０． ０３
０． ２８ ± ０． ０５

０． ７１ ± ０． １６

１． ５５ ± ０． ２２

表３ 各组肝癌细胞ＨｅｐＧ２ ＬＣ３Ｂ ｍＲＮＡ和蛋白
表达水平比较（Ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

３ 讨论
苦参碱是一种从豆科槐属植物中提取的生物碱，主

要从苦参、苦豆子中提取，在肝炎、肝纤维化、肿瘤治疗
等方面有重要价值犤 １０ 犦。目前，我国已批准了多种含有苦
参碱成分的药物，临床药理试验结果显示，对中晚期肝
癌患者给予苦参碱注射液能显著提高抗肿瘤效果，延长
生存时间和改善生活质量犤 １１ 犦。体外研究显示，苦参碱能
抑制肿瘤细胞增殖和转移，促进肿瘤细胞凋亡犤 １２ 犦。同
时，研究苦参碱诱导肿瘤细胞凋亡过程时，发现苦参碱
还可诱导大鼠神经胶质瘤细胞产生大量的自噬体，出现
自噬现象犤 １３ 犦。

自噬现象广泛存在于真核细胞的生物学过程中，是
细胞在应激状态下的自我消化过程，作为一种细胞程序
性死亡，对体内细胞合成和降解稳态的维持具有重要意
义犤 １４ 犦。自噬是一把“双刃剑”，抑制自噬可促进肿瘤细胞
持续增殖，同时，当无法提供肿瘤生长所需的足够营养
时，自噬体通过降解肿瘤细胞的蛋白或细胞器来提供能
量，维持机体或细胞的生存犤 １５ 犦。自噬泡的形成是自噬的
关键步骤，通常通过形态学和特殊标志分子检测细胞的
自噬情况，形态学检测通常用ＭＤＣ染色进行，细胞中
ＬＣ３Ｂ含量与自噬泡的数量呈正相关犤 １６ 犦。本研究结果显
示，苦参碱处理后肝癌细胞ＨｅｐＧ２荧光强度明显增强，
且与剂量呈正相关，说明苦参碱诱导肝癌细胞ＨｅｐＧ２

发生了自噬；同时，ＬＣ３Ｂ ｍＲＮＡ和蛋白表达水平随苦参
碱剂量增加而升高，也验证了肝癌细胞ＨｅｐＧ２发生了
自噬。

近年有研究发现，很多抗肿瘤药物可诱导肿瘤细胞
自噬，甚至直接导致肿瘤细胞自噬性死亡，故认为自噬
现象是治疗肿瘤的一种新途径犤 １７ 犦。目前对自噬现象分
子机制的研究还处于框架阶段，ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ通路
被认为是细胞自噬的主要调控途径犤 １８ 犦。ＰＩ３Ｋ可磷酸化
磷脂酰肌醇４ －磷酸和磷脂酰肌醇４，５ －二磷酸，产物
可激活Ａｋｔ，Ａｋｔ是ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ通路下游主要的
效应分子，当其磷酸化被抑制时促进细胞自噬的发生犤 １９ 犦。
ｍＴＯＲ是细胞自噬的负调控因子，抑制自噬的发生，发
挥“门卫”作用。研究证明，通过抑制ｍＴＯＲ可促进ＨｅＬａ
细胞、肝癌细胞ＨｅｐＧ２等自噬犤 ２０ 犦。本研究结果显示，苦
参碱处理后肝癌细胞ＨｅｐＧ２内Ａｋｔ ｍＲＮＡ和蛋白表达
变化不明显，但Ａｋｔ的磷酸化被明显抑制，同时，ｍＴＯＲ
也受到抑制，与之前的研究结果相一致。

综上所述，苦参碱可促进肝癌细胞ＨｅｐＧ２的自噬
作用，其机制与抑制ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ通路相关。
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