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氧化苦参碱对 HepG-2 与 A549 细胞增殖抑制与促凋亡活性比较研究 

王淑静，任  爽，张家宁，孙微微，袁天宇，马  琳 
哈尔滨商业大学 药学院，黑龙江 哈尔滨 150076 

摘  要：目的  研究氧化苦参碱在体外对人肺癌细胞（A549）、人肝癌细胞（HepG-2）增殖抑制与促凋亡活性，并进行比较。

方法  通过 MTT 比色法和生长曲线法比较氧化苦参碱对两种肿瘤细胞增殖活性的抑制作用，采用 HE 染色、Hoechst 33258
荧光染色和透射电镜 3 种方法比较氧化苦参碱对两种肿瘤细胞形态的影响及促凋亡作用。结果  MTT 结果显示，与对照组

比较，氧化苦参碱 200、400、800 μg/mL 浓度组 A549、HepG-2 细胞存活率均显著降低（P＜0.05、0.01），半数抑制浓度（IC50）

分别为 1 055.45、774.11 μg/mL；生长曲线结果显示，与对照组比较，氧化苦参碱组 HepG-2 细胞培养第 4、5 天及 A549 细

胞第 5 天细胞数显著下降（P＜0.05、0.01）；在 HE 染色、Hoechst 33258 荧光染色和透射电镜形态学观察实验中，氧化苦参

碱对 HepG-2 细胞作用较明显，细胞数量明显减少，同时出现细胞绒毛减少、细胞核变小变圆、固缩等明显的细胞凋亡形态

学特征，对 A549 细胞形态的影响较弱。结论  氧化苦参碱具有抑制肿瘤细胞增殖和促进凋亡的作用，对 HepG-2 作用较强，

对 A549 作用较弱，具有一定的特异性。 
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Comparative study of proliferative inhibition and apoptosis promoting activity 
on HepG-2 and A549 by oxymatrine 
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Abstract: Objective  To study the proliferative inhibition and apoptosis promoting activity of oxymatrine on human lung cancer 
cells (A549) and human hepatocellular carcinoma cells (HepG-2) in vitro, and make a comparison.  Methods  Effect of oxymatrine 
on the proliferation activity of two kinds of tumor cells were compared by MTT method and growth curve method. HE staining, 
Hoechst 33258 fluorescent staining and transmission electron microscopy were used to compare morphological changes. Results  
MTT results showed that, compared with control group, the survival rate of oxymatrine 200, 400, and 800 μg/mL concentration 
group in A549 and HepG-2 cells decreased significantly (P < 0.05, 0.01), half inhibitory concentration (IC50) were 1055.45 and 
774.11 g/mL respectively; The growth curve showed that, compared with control group, the number of cells in oxymatrine group of 
HepG-2 cells cultured for fourth and fifth day and A549 cells cultured for fifth day decreased significantly (P < 0.05, 0.01). 
Oxymatrine affected morphological changes of HepG-2 cells more significantly than A549 cells. The number of cells in the 
oxymatrine group was significantly reduced; And the cell villi was decreased, the nucleus was small and round, and the cell apoptosis 
morphological characteristics were obvious. Conclusion  Oxymatrine can inhibit the proliferation cells and promote the apoptosis 
of tumor cells. It affected HepG-2 cells more obviously, which suggests that it may have different sensitivity to different tumor cells. 
Key words: oxymatrine; antitumor activity; HepG2; A549; proliferation; apoptosis 
 

氧化苦参碱是苦参的主要有效成分，具有多种

药理作用，近年来，其抗炎、抗纤维化和抗肿瘤作

用受到高度关注[1-2]；其药理作用具有多种作用途

径，如抗氧化应激、减轻炎症反应、参与细胞凋亡

级联反应、抗组织纤维化、抑制癌基因表达、诱导

肿瘤细胞凋亡作用等[3]。国内大量研究成果表明氧 
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化苦参碱抗肿瘤作用具有全面性和普遍性，具有广

谱的抗肿瘤作用，对肺癌、肝癌、胃癌、结肠癌等

都有明显的抑制作用[4-7]。肝癌、肺癌都是当前发病

率和死亡率较高的恶性肿瘤[8]，由于发病隐匿，发

病率和致死率逐年升高，是威胁人类健康的恶性肿

瘤[9]。本实验通过体外实验，研究氧化苦参碱对人

肝癌细胞HepG-2和人肺癌细胞A549的增殖抑制和

促凋亡活性，研究其对不同肿瘤细胞是否具有特异

性，为氧化苦参碱的临床应用和抗肿瘤作用机制研

究提供参考。 
1  材料 
1.1  细胞 

人肺癌细胞株（ A549 ）、人肝癌细胞株

（HepG-2），哈尔滨商业大学药学院保存。 
1.2  主要试剂 

氧化苦参碱（质量分数≥99%、批号 13021902），
购于成都曼斯特生物科技有限公司；RPMI 1640 培

养液、胎牛血清、胰蛋白酶，购于 Invitrogen 公司；

溴化四氮唑蓝、台盼兰，购于 Sigma 公司。 
1.3  主要仪器 

SW-CJ-LC 超净工作台，苏州净化设备有限公

司；CKX 41 倒置显微镜，日本 OLYMPUS 公司；

Mco-15AC CO2 培养箱，日本 SANYO El 公司；

AR2140 分析天平，美国 OHAUS 公司；TDL-60B
离心机，上海安亭；飞鸽 Model 680 酶标仪，美国

BIO RAD 公司。 
2  方法 
2.1  细胞培养 

人肺癌细胞（A549）、人肝癌细胞（HepG-2）
于含 10%的灭活胎牛血清的 1640 完全培养液中，

在 37 ℃，5% CO2 培养箱中培养 2～3 d 传代 1 次。 
2.2  MTT 比色法测定细胞存活率 

将对数生长期的 HepG-2 和 A549 细胞，用

0.25%胰酶消化，制成悬液，调整浓度为 5×104/mL，
铺设 96 孔板，每孔 100 μL，置于 37 ℃、5% CO2

培养箱中继续培养 24 h。用不含血清的 RPMI 1640
培养液稀释氧化苦参碱终浓度为梯度 0、100、200、
400、800 μg/mL，对照组加等体积培养基，每个浓

度设 3 个复孔。48 h 后，每孔加 5 mg/mL 的 MTT 10 
μL，4 h 后吸弃，每孔加 150 μL DMSO，混合 15 min
后用酶标仪在 495 nm 测吸光度（A）值，计算每种

细胞的存活率。 
存活率＝A 氧化苦参碱/A 对照 

2.3  生长曲线 
将对数生长期的HepG-2 和 A549 细胞用 0.25%

胰酶消化制成悬液，调整浓度为 5×104/mL，24 孔

板中每孔加 400 μL，37 ℃培养 24 h。弃上清液，

设对照组和氧化苦参碱组，对照组加无血清培养基，

氧化苦参碱组终浓度为 500 μg/mL（在此浓度下，

氧化苦参碱对 2 种肿瘤细胞具有一定的增殖抑制作

用，且用药浓度不至于过高），培养 7 d。每天 2 组

各取 3 个孔，每个孔取 3 次，每次 10 μL，对活细

胞多次计数，以细胞浓度为纵坐标，以时间为横坐

标，绘制生长曲线。 
2.4  苏木精-伊红（HE）染色 

将对数期的 HepG-2 和 A549 细胞制成细胞悬

液，调整其浓度为 5×104 个/mL，每孔加入 1 mL
接种于 6 孔板中，培养 24 h。吸弃原培养液，氧化

苦参碱组每个孔中加入 1 mL 浓度为 500 μg/mL 的

氧化苦参碱，对照组加入等体积的无血清培养基，

继续培养 48 h。将细胞染色处理后显微镜下形态学

变化观察，具体操作见 HE 染色法[10]。 
2.5  Hoechst 33258 荧光染色 

取处于对数生长期的 HepG-2 和 A549 细胞，用

0.25%胰蛋白酶消化，制备成单细胞悬液，调整细

胞密度为 5×104/mL，每孔 400 μL 接种于 24 孔板

内，培养 24 h。加入终浓度为 500 μg/mL 氧化苦参

碱，继续培养 48 h，吸出旧培养液，加入 1 mL PBS
缓冲液洗涤 2 次，加入 4%多聚甲醛混匀，常温固

定 1 h，吸出固定液，磷酸（PBS）缓冲液洗涤 1 次，

加入 1 mL Hoechst 33258 染色液，37 ℃避光孵育

30 min，荧光显微镜（×400）下观察细胞形态。 
2.6  透射电镜观察细胞形态学变化 

将对数期的 HepG-2 和 A549 细胞制成细胞悬

液，调整细胞的浓度为 5×104/mL，每孔 1 mL 准确

接种于 6孔板中。氧化苦参碱组每孔加终浓度为 500 
μg/mL 的氧化苦参碱，对照组每孔加等体积 1640
培养基，培养 24 h，加戊二醛固定、包埋、制成超

薄切片，透射电镜下观察细胞形态。 
2.7  统计处理 

采用 SPSS 20.0 统计分析软件，结果以  sx ± 表

示，数据釆用完全随机分组设计的多样本均数比较

进行统计学处理。 
3  结果 
3.1  MTT 法检测氧化苦参碱对细胞的抑制率 

如表 1 所示，氧化苦参碱对 A549、HepG-2 细 
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表 1  氧化苦参碱对 A549 和 HepG-2 细胞存活率的影响

（ x ±s, n = 3） 
Table 1  Survival rate of A549 and HepG-2 cells treated 
with oxymatrine ( x ±s, n = 3) 

组别 
剂量/

（μg·mL−1） 
存活率/% 

A549 细胞 HepG2 细胞 
对照 / 100 100 
氧化苦参碱 100 94.34±2.06 78.75±2.64 
 200 86.02±1.24* 71.41±1.25* 
 400 77.57±1.58* 64.92±2.34* 
 800 57.42±3.03** 48.74±2.76** 
与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group 

胞均具有抑制作用，与对照组比较，200、400、800 
μg/mL 浓度组存活率显著降低（P＜0.05、0.01）；
两种细胞的存活率随着氧化苦参碱浓度的增加而下

降，呈现药物剂量相关性；氧化苦参碱 A549 细胞

的半数抑制浓度（IC50）值为 1 055.45 μg/mL，对

HepG-2 的 IC50 值为 774.11 μg/mL。氧化苦参碱对

HepG-2 作用较强，而对 A549 细胞较弱。 
3.2  生长曲线法检测对细胞的增殖抑制作用 

如图 1 所示，生长曲线主要检测不同给药时间、

相同浓度药物对细胞增殖活性的影响。浓度为 500 
μg/mL 的氧化苦参碱对 A549、HepG-2 细胞进行干

预，与对照组比较，氧化苦参碱对 HepG-2 细胞具 
 

           
 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group 

图 1  氧化苦参碱对 A549、HepG-2 的细胞增殖影响生长曲线（ x ±s, n = 3） 
Fig. 1  Effect of oxymatrine on proliferation of A549 cells ( x ±s, n = 3) 

有明显的增殖抑制作用，在第 2 天细胞数量有所减

少，在第 4 天抑制作用最强，第 4、5 天细胞数显著

下降（P＜0.05、0.01）；对 A549 产生的抑制作用较

弱，与对照组比较，第 5 天细胞数显著下降（P＜
0.05），其余时间细胞数量略有下降。 
3.3  HE 染色法检测细胞形态 

氧化苦参碱对两种肿瘤细胞均具有一定的增殖

抑制作用，与对照组比较，HepG-2、A549 细胞氧

化苦参碱组细胞数量明显减少，细胞形态变化明显，

出现细胞变圆、细胞体积缩小、细胞核深染，胞质

凝集等形态变化。见图 2。 
3.4  Hoechst 33258 荧光染色检测细胞形态变化 

与对照组比较，氧化苦参碱作用的 HepG-2、
A549 细胞数量明显减少，细胞折光度增大，细胞形

态发生改变，用药后 HepG-2 细胞的折光度较 A549
更为明显，很多细胞出现明显的凋亡形态改变，氧

化苦参碱对 HepG-2 细胞的作用强于 A549 细胞。见

图 3。 

    
A549 对照              A549 氧化苦参碱 500 μg·mL−1               HepG-2 对照           HepG-2 氧化苦参碱 500 μg·mL−1 

图 2  氧化苦参碱对肺癌细胞 A549 和肝癌细胞 HepG-2 HE 染色结果 
Fig. 2  HE staining results of oxymatrine on A549 and HepG2cell line 
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A549 对照              A549 氧化苦参碱 500 μg·mL−1               HepG-2 对照           HepG-2 氧化苦参碱 500 μg·mL−1 

图 3  荧光实验研究氧化苦参碱对 A549 细胞和 HepG-2 细胞的影响 
Fig. 3  Effect of oxymatrine on A549 and HepG2 cells by fluorescence assay 

3.5  透射电镜观察细胞的凋亡形态改变 
与对照组比较，A549 细胞给药组形态学改变较

明显，细胞绒毛完全消失，早中期凋亡细胞数较多，

晚期凋亡细胞较少。HepG-2 细胞给药组细胞形态学

改变较大，细胞核裂解，核内染色质形成颗粒状，

出现明显的凋亡小体，凋亡特征明显，中晚期凋亡

细胞较多。电镜结果显示，氧化苦参碱对 HepG-2
细胞的作用强于 A549 细胞。见图 4。 

 

       
A549 对照              A549 氧化苦参碱 500 μg·mL−1              HepG-2 对照           HepG-2 氧化苦参碱 500 μg·mL−1 

图 4  氧化苦参碱对肺癌细胞 A549、肝癌细胞 HepG-2 透射电镜图 
Fig. 4  Electron microscopy of oxymatrine on lung cancer cell line A549 and hepatoma cell line HepG2 

4  讨论 
氧化苦参碱为传统中药苦参的主要生物活性成

分，具有广泛的药理学活性。近年其抗肿瘤作用受

到较大关注，氧化苦参碱能抑制多种肿瘤细胞增殖、

促进细胞凋亡以及抑制肿瘤侵袭和转移等，但对不

同的肿瘤细胞的增殖抑制和促凋亡活性不同。 
肿瘤的发生不但因为体内正常细胞发生基因突

变产生增殖异常且不受机体控制，而且还有变异的

细胞凋亡受到抑制等因素[11]。细胞凋亡和细胞增殖

共同维持着人体内细胞总数的稳态，所以诱导肿瘤

细胞凋亡也将成为肿瘤新药开发的发展方向[12]。本

实验对氧化苦参碱 A549、HepG-2 增殖抑制和促凋

亡活性进行比较，研究氧化苦参碱体外抗肿瘤活性

的特异性[13]。 
MTT 法和细胞生长曲线法分别检测同一时间、

不同浓度的氧化苦参碱和同一浓度、在不同时间氧

化苦参碱对 A549 细胞、HepG-2 细胞增殖抑制作用

的整体趋势。MTT 结果显示，随着给药浓度增加，

氧化苦参碱对两种肿瘤细胞的增殖抑制率上升，与

作用浓度呈正相关。通过 SPSS 分析得出，氧化苦

参碱对于 A549、HepG-2 的 IC50 分别为 1 055.45、
774.11 μg/mL，氧化苦参碱对 HepG-2 抑制增殖作用

相对较强，对 A549 的作用较弱。生长曲线实验也

表明，氧化苦参碱对 A549、HepG-2 具有抑制增殖

作用，在给药的第 2 天细胞浓度开始下降，在第 4、
5 天与对照组比较细胞浓度差异最明显，对 HepG-2
细胞增殖抑制作用较强，与 MTT 实验结果基本保

持一致。 
细胞凋亡与机体生长分化过程密切相关，具有

维持体内平衡的重要作用[14]。本研究选择了多种细

胞形态检测方法，包括苏木素-伊红染色、Hoechst 
33258 荧光染色、透射电镜等探究氧化苦参碱对肿

50 μm 
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瘤细胞的促凋亡作用。Hoechst 33258 荧光染色、苏

木素-伊红染色法[13]可从显微水平和宏观角度观察

细胞的核质、形态学变化。电镜试验可从亚细胞水

平和微观角度检测细胞核膜内染色质和细胞质内细

胞器的改变，HE 染色结果显示，给药组两种肿瘤

细胞形态均发生了改变，与对照组比较，给药组细

胞数目明显减少，细胞体积变小，胞质致密颜色变

深。Hoechst 33258 荧光染色进一步证实了氧化苦参

碱对两种肿瘤细胞的增殖抑制和促凋亡作用，氧化

苦参碱给药后的两种肿瘤细胞数量减少，细胞之间

连接减少，细胞皱缩，折光度上升，边缘不规则。

与 A549 比较，氧化苦参碱组 HepG-2 细胞数量明显

减少，很多细胞出现核浓缩致密的强荧光团块以及

核碎裂，凋亡小体等典型细胞凋亡特征。透射电镜

观察结果显示，给药组 A549 细胞的早中期凋亡细

胞数较多，晚期凋亡细胞较少。给药组 HepG-2 细

胞的细胞核裂解，核内染色质形成颗粒状，出现明

显的凋亡小体，凋亡特征明显，中晚期凋亡细胞较

多，表明氧化苦参碱对 HepG-2 细胞促凋亡作用较

A549 细胞明显。 
综上所述，氧化苦参碱既可以抑制 A549、

HepG-2 细胞增殖，也可以促进两种肿瘤细胞凋亡，

对 HepG-2 细胞的作用较强，表明氧化苦参碱对肿

瘤细胞具有一定的选择性，为氧化苦参碱的临床应

用和抗肿瘤作用机制研究提供参考。 
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