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苦参碱对人肺癌 A549 细胞增殖、侵袭和血管生成的抑制作用及其机制研究 

卓新凤 1，姬颖华 2 
1. 新乡市中医院 药剂科，河南 新乡  453000 
2. 新乡医学院第一附属医院 肿瘤科，河南 新乡  453000 

摘  要：目的  探讨苦参碱对肺癌 A549 细胞增殖、侵袭和血管生成抑制作用以及其作用机制。方法  不同浓度苦参碱组加

入到 A549 人肺癌细胞株中，利用 ELISA 法研究了苦参碱对 EGFR-TPK 的抑制作用，利用 MTT 法测定苦参碱对 A549 细胞

的抑制作用，Transwell 法检测苦参碱对肺癌 A549 细胞侵袭的抑制作用，酶标仪法检测苦参碱对细胞凋亡蛋白 caspase 3 活

性的影响，Western blotting 法检测苦参碱存在下 A549 中 VEGF、HIF-1α的表达。结果  苦参碱对 EGFR-TPK 半数抑制率为

11.26±1.02 µmol/L，对肺癌 A549 细胞生长 IC50为 30.45±3.02 µmol/L，都具有良好的抑制能力，但对于 MRC-5 细胞表现

了较低的毒性；苦参碱与对照组相比能够诱导肿瘤细胞穿过人工基底膜的数量减少，差异有显著性（P＜0.05）；与对照组比

较，苦参碱能显著提高 A549 中凋亡蛋白 caspase 3 活性（P＜0.05）；苦参碱能够下调 HIF-1α和 VEGF 的表达。结论  苦参

碱可降低 EGFR-TPK 活性和 HIF-1α、VEGF 的表达，激活 caspase 3 活性，对肺癌肿瘤 A549 细细胞的侵袭、增殖和血管生

成产生抑制作用。 
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Abstract: Objective  To study the inhibition of matrine on proliferation, invasion, and angiogenesis of A549 lung cancer tumor cells, 
and explore its mechanisms. Methods  Matrine with various concentration was added to human lung cancer A549 cell line. The 
inhibitory effect of matrine against EGFR-TPK was investigated by ELISA method, the inhibitory rate of matrine against A549 was 
determined by MTT method, and inhibitory effect of matrine on invasion of lung cancer A549 cells was studied by Transwell assay. 
The effect of matrine on the activity of apoptotic protein caspase 3 was detected by enzyme labeling method, and finally the effect of 
matrine on expression of angiogenesis related protein VEGF and HIF-1α of A549 tumor cells were discussed. Results  Matrine has 
good restrain ability on EGFR-TPK and A549 cells with IC50 of (11.26 ± 1.02) and (30.45 ± 3.02) µmol/L, but showed low toxicity 
for MRC-5 cells. Compared with the control group, matrine could induce the number of tumor cells to pass through the artificial 
basement membrane, with significant difference between two groups (P < 0.05). Compared with the control group, matrine could 
significantly increase caspase 3 activity of A549 (P < 0.05), and the expression of angiogenesis related protein VEGF and HIF-1α of 
A549 tumor cells were down-regulated. Conclusion  Matrine can reduce the activity of EGFR-TPK and the expression of HIF-1 and 
VEGF, activate the activity of caspase 3, and inhibit the invasion, proliferation and angiogenesis of lung cancer A549 cells. 
Key words: matrine; A549 tumor cells; inhibitory effect; angiogenesis; caspase 3 activity; HIF-1α expression; VEGF expression 
 

肺癌是全球癌症患病率、死亡率最高的肿瘤[1]。

虽然在攻克肺癌研究的几十年间，对于癌细胞的生

长抑制的研究不断涌出，但预后仍然很差，化疗的

耐药性依然严重，因此寻求特异性的靶点治疗越来 
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越受到关注；这其中就包括分子靶向药物的的表皮

生长因子受体酪氨酸蛋白激酶（EGFR-TPK）上，

这是因为其在多种恶性肿瘤中均存在过量表达[2]。

厄洛替尼作为靶向的竞争性 EGFR-TPK 抑制剂，在

多肿瘤细胞研究中均具有良好的生长抑制作用[3-5]，

但厄洛替尼具有一定的副作用，限制了它的使用。

因此寻找一种有效的低毒性的 EGFR-TPK 抑制剂

对肺癌的治疗至关重要。从苦参的根中提取的苦参

碱具有多种药理活性，这其中就包括它在抗肿瘤作

用中的应用[6-7]。研究表明，苦参碱可抑制多种瘤细

胞的增殖，但其具体作用机制尚不完全清楚。因此

本实验拟以 A549 人肺癌细胞株为研究对象，通过

体外和细胞实验探讨苦参碱对肺癌细胞的作用及其

机制。 
1  材料 

苦参碱购自阿拉丁试剂（上海）有限公司，质

量分数＞98%，批号M109802；盐酸厄洛替尼片购

自上海罗氏制药有限公司，规格 150 mg/片，产品

批号KZJ65359。人肺癌细胞A549 和人正常肺细胞

MRC-5 均购自中国科学院上海生命科学研究院细

胞资源中心。RP-MI 1640 培养基购自美国Invitrogen
公司；VEGF定量ELISA试剂盒、四甲基偶氮唑盐

（MTT）均购自北京鼎国昌盛生物技术有限责任公

司；Caspase-GlooR3 检测试剂盒购自 Sigma-aldrich
（上海）贸易有限公司；TIMP-2、HIF-1αELISA试

剂盒购自上海科兴商贸有限公司；L-亮氨酞-P-硝基

苯胺（分析纯）、转移缓冲液（25 mmol/L Trisbase，
0.2 mmol/L甘氨酸，20%甲醇）、Modified RIPA buffer 
1×SDS样品 缓冲液、封闭缓冲液（TBS/T）、TBS缓
冲液均购自阿拉丁试剂（上海）有限公司。 

酶标仪（Thermo Scientific Microplate Reader）；
微量加样器（法国 Gilson 公司）；NUAIR-NU-5510E
细胞培养箱（美国 Nuaire 公司）；RealPlex2 Thermal 
Cycler 仪器（美国 Eppendorf 公司）。 
2  方法 
2.1  苦参碱对 MRC-5、A549 细胞生长抑制试验 

将细胞增殖处于对数生长期的 MRC-5、A549
细胞使用胰蛋白酶消化后，培养基清洗获得细胞悬

浮液，接种于 96 孔培养板中。每孔 1 600 细胞于 160 
μL 培养液中。设对照组，厄洛替尼（10、20、30、
40、50、60 µmol/L）组以及苦参碱（10、20、30、
40、50、60 µmol/L）组。进行 3 次重复实验，进行

24 h 细胞培养，根据 MTT 试剂盒说明书和酶标仪

检测每孔吸光度（A）值，计算细胞的生长抑制率[8]。 
细胞生长抑制率＝A 实验/A 对照 

2.2  细胞生长曲线测定 
将对数生长期 A549 细胞 1.0×105 个置于 25 

mL 培养瓶中，对照组只加培养液，苦参碱组加入 5、
25、50 µmol/L 苦参碱的培养液，连续进行培养 6 d，
之后加入 0.25%胰蛋白酶液 0.5 mL，在 37 ℃温箱中

消化至细胞接近脱落瓶壁的状态，之后把消化液弃

去掉，并加人少量培养液，形成细胞悬液。以拒染

台盼蓝者为活细胞计数，取活细胞数的均值绘制生

长曲线。 
2.3  苦参碱对 EGFR-TPK 的抑制作用 

A549 细胞用低渗酶提取缓冲液 4 ℃提取，超声

破碎细胞，离心，收集上清液，进行分装，在−80 ℃
保存后。参照文献方法[9]进行 EGFR-TPK 活性检测：

每孔加入 0～100 µmol/L 苦参碱 10 μL 后，每孔再

加入邻苯二胺，催化反应完成后终止反应，在 490 
nm 波长处测定 A 值，计算酶的相对活性。 

相对活性＝A 实验/A 对照 

2.4  苦参碱对 A549 细胞转移的抑制作用[10] 

准备 transwell小室的滤膜内表面涂细胞外基质

胶（50 μg/室），之后在 transwell 小室的下室中加入

新鲜 10%胎牛血清培养基，而在上室中加入在 0.1%
胎牛血清的细胞培养基培养24 h的重悬浮细胞浓度

为 5.0×105/mL，将 5、25、50 µmol/L 苦参碱和 25 
µmol/L 厄洛替尼加入到完全贴壁生长细胞悬液中

继续培养 24 h，取出小室后，使用 PBS 溶液冲洗滤

膜，使用 PBS 棉棒吸除和擦除上室的细胞，再根据

transwell 小室使用说明进行染色观察，计算穿膜的

细胞数，从而反映各组细胞的转移能力。实验为 3
次重复实验。 
2.5  A549 细胞凋亡蛋白 Caspase 3 活性的检测 

按照文献报道[11]方法，将 A549 细胞以 2×105

每孔接种于 96 孔板，用 5、25、50 µmol/L 苦参碱

处理 24 h 后，向细胞培养物中加等体积的 Caspase- 
GlooR3 试剂，置于震荡仪，以 400 r/min 轻轻震荡

混合 30 s，室温孵育 60 min，在 405 nm 测定 A 值，

检测 caspase3 的活性。 
2.6  苦参碱对 A549 细胞中 VEGF、HIF-1α表达的

影响[12] 
收集对数生长期的细胞作为对照组，苦参碱（5、

25、50 µmol/L）组处理 24 h，根据 Bio-Rad 电泳实

验指导来进行各组细胞总蛋白的提取，通过

http://sigmaaldrich.bioon.com.cn/index_30309.html
http://sigmaaldrich.bioon.com.cn/index_30309.html
http://www.baidu.com/link?url=AL_m0Z8IBoMIkwit4K-eB_roO1wdc2QkenfO4_kRaTl2dmEtEXyKP7ahl8EPtMttxz4YrS6msX33TUsEpnrEfq
http://www.baidu.com/link?url=AL_m0Z8IBoMIkwit4K-eB_roO1wdc2QkenfO4_kRaTl2dmEtEXyKP7ahl8EPtMttxz4YrS6msX33TUsEpnrEfq
http://www.bio1000.com/zt/product/pbs.html
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Bradford 的方法调整相同的蛋白浓度后，进行电泳

获得根据相对分子质量分离的蛋白条带，根据

Pierce 公司 Western blotting 显像试剂盒的指导说明

来进行，蛋白的 NC 膜电转，进行蛋白封闭和一抗

结合。一抗包括：大鼠抗人 HIF-1α（1∶1 000）、VEGF
（1∶1 000）多克隆抗体。一抗结合后洗脱，再进行

二抗孵育标记兔抗大鼠的多克隆抗体（1∶10 000）。
ECL 试剂盒显色后，暗室发光拍照，进行系统软件

分析。 
2.7  统计学分析 

采用 SPSS 11.5 软件对实验数据进行分析，实

验结果以⎯x±s 的形式表示，组间比较用 t 检验或单

因素方差分析。 
3  结果 
3.1  苦参碱对 MRC-5、A549 细胞生长的抑制作用 

解析苦参碱和厄洛替尼对 A549 细胞生长的半数

抑制浓度（IC50）分别为（34.25±2.54）、（30.45±3.02）
µmol/L；进一步观察到，随着苦参碱浓度的增加，

MRC-5 细胞的生长并未受到抑制，而随着厄洛替尼

浓度的增加，MRC-5 细胞的生长抑制率在不断地增

加，苦参碱与相同浓度的厄洛替尼比较，二者对

MRC-5 细胞生长的抑制率具有统计学差异（P＜
0.01）；在相同 30 µmol/L 浓度下，厄洛替尼存在

下的 MRC-5 细胞生长抑制率是苦参碱的 7 倍左右；

此外鉴于在低浓度苦参碱（5 µmol/L）的作用下，

A549 细胞生长的抑制作用较弱，当苦参碱的浓度达

到 50 µmol/L，A549 细胞生长的抑制作用趋于平缓，

因此选择 5、50 µmol/L 以及中间浓度 25 µmol/L 用

于以下研究实验中。见表 1。 
3.2  苦参碱对 A549 细胞生长的影响 

随着苦参碱浓度的升高和作用时间的延长，细

胞生长抑制现象越明显。在 50 µmol/L 的苦参碱作

用 3 d 后，细胞个数出现了明显的减少，活细胞数

目比对照组减少了 70%左右，见图 1。 
3.3  苦参碱对 EGFR-TPK 活性的抑制作用 

随着苦参碱、厄洛替尼浓度（0～100 µmol/L）
的增加，EGFR-TPK 的相对活性在不断的下降，解

析苦参碱和厄洛替尼 IC50 分别为（8.59±0.42）、
（11.26±1.02）µmol/L。苦参碱对 EGFR-TPK 显示

出了较好的抑制效果，见图 2。 
3.4  苦参碱对 A549 细胞侵袭转移能力的抑制作用 

随着苦参碱浓度（5、25、50 µmol/L）的增大，

穿过的 A549 细胞数目不断地减少。见表 2。 

表 1  苦参碱和厄洛替尼对 MRC-5 和 A549 细胞生长的抑

制作用（⎯x ± s，n = 3） 
Table 1  Inhibitory effects of matrine and erlotinib against 

growth of MRC-5 and A549 cells (⎯x ± s, n = 3) 

细胞生长抑制率/% 
药物 

浓  度/ 

(µmol·L−1) A549 MRC-5 

对照   0 0.12±0.02 0.16±0.02 

  5 1.19±0.03* 0.15±0.02 

 10 17.32±1.78** 2.21±0.42 *△△

 20 27.43±3.11** 3.43±0.22 *△△

 25 33.45±3.45** 3.47±0.27 *△△

 30 40.34±4.17** 4.76±0.47 *△△

 40 54.32±5.65** 5.54±0.32 **△△

 50 66.43±6.21** 6.67±0.72 **△△

 60 72.48±6.89** 7.11±0.85 **△△

 75 72.53±6.56** 7.31±0.67 **△△

苦参碱 

100 70.56±6.46** 7.35±0.87 **△△

  5   9.87±0.98** 6.87±0.56** 

 10 20.11±1.71** 17.11±1.23** 

 20 33.32±3.21** 22.46±2.21** 

 25 40.67±3.78** 26.78±2.71** 

 30 48.87±4.95** 30.35±3.21** 

 40 61.21±5.78** 40.21±4.11** 

 50 72.48±6.76** 50.45±5.33** 

 60 78.41±7.32** 55.46±5.65** 

 75 81.78±7.32** 61.78±6.21** 

厄洛替尼

100 85.77±7.34** 63.74±6.32** 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与厄洛替尼组比较：
△△P＜0.01 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group, △△P < 0.01 vs erlotinib group 

 

图 1  苦参碱作用后 A549 细胞的生长曲线（⎯x ± s，n = 3） 
Fig. 1  Growth curve of A549 cells by matrine (⎯x ± s, n = 3) 
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图 2  苦参碱对 EGFR-TPK 的抑制作用（⎯x ± s，n = 3） 
Fig. 2  Inhibitory effect of matrine against EGFR-TPK 

(⎯x ± s, n = 3) 

3.5  A549 细胞凋亡蛋白 caspase 3 活性检测 
随着苦参碱（5、25、50 µmol/L）浓度的增加

和作用时间的延长，A549 细胞中凋亡蛋白 caspase 3
活性明显增加（P＜0.05），在相同浓度（25 µmol/L）
下，相同作用时间下的苦参碱与厄洛替尼凋亡蛋白

caspase 3 活性比较，差异无统计学意义，都表现出

来良好的 caspase 3 活性增敏效应。见表 2。 
3.6  苦参碱对 A549 细胞中 VEGF 和 HIF-1α表达

的影响 
与对照组比较，随着苦参碱浓度（5、25、50 

µmol/L）的增加，VEGF 和 HIF-1α的表达呈不断降

低的趋势，分别从 110.94%、112.34%降到了 54.15%、

39.34%，差异有显著性（P＜0.05），见图 3、表 3。 

 
表 2  苦参碱对细胞侵袭转移能力、caspase 3 活性的影响（⎯x ± s，n = 3） 

Table 2  Effect of matrine on cell invasion and caspase 3 activity (⎯x ± s, n = 3) 

caspase 3 活性 
组别 

浓度/ 

(µmol·L−1) 

细胞转移数 

(×103) 0 h 24 h 48 h 72 h 

对照  50.11±2.43 11.43±0.89 12.54±0.78 13.13±1.32 12.94±1.12 

厄洛替尼 25 22.54±3.01** 12.11±0.66 30.43±3.21** 41.22±4.32** 52.43±4.54** 

苦参碱  5 39.33±3.12* 10.98±1.05 18.43±0.98* 25.32±2.76** 31.43±2.54** 

 25 25.21±2.54** 11.46±0.87 26.19±1.76** 34.54±2.87** 46.76±4.32** 

 50 10.54±1.54** 10.45±0.42 42.11±3.54** 53.11±4.32** 66.32±4.76** 

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

 

图 3  苦参碱对 A549 细胞中 VEGF 和 HIF-1α表达的影响 
Fig. 3  Effect of matrine on expression of VEGF and HIF-1 

in A549 cell 

表 3  VEGF 和 HIF-1α的相对表达率 
Table 3  Relative expression rates of VEGF and HIF-1 

相对蛋白表达率/% 
组别 

浓 度/ 
(µmol·L−1) VEGF HIF-1α 

对照  150.56±9.23 136.54±8.65 
苦参碱  5 110.94±6.78** 112.34±7.56* 

 25 79.44±5.45** 66.16±4.56** 
 50 54.15±4.34** 39.34±3.41** 

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

4  讨论 
实验发现苦参碱对 EGFR-TPK 和 A549 细胞生

长都具有良好的抑制能力；其他实验结果显示，经

过不同浓度苦参碱处理后，凋亡调控因子 caspase-3
的活性呈现不断增加的趋势，这种活性的增加呈现

时间和剂量相关性的。究其原因认为这很有可能是

由于在肿瘤细胞凋亡过程中，caspase-3、caspase-9
共同组成的酶联反应的终末因子开启[13-15]，尤其凋

亡因子 caspase-3 活性的增加是导致细胞凋亡的最

重要原因，因此苦参碱通过对 caspase-9 凋亡通路的

调控，降低了肺癌肿瘤细胞的穿透能力，很好地阻

碍了肺癌细胞 A549 的转移。 
信号通路的下放与肿瘤的发生、转移具有息息

相关的联系。报道显示众多癌症预后不良反应均与

肿瘤喜好通路有关[16]，同时肿瘤组织也会通过内源

性因子的调控促进肿瘤细胞的生长[17]。因此，阻截

信号通路下放成已成为肿瘤靶向治疗的重要手段之

一。由实验结果发现，苦参碱能够下调 HIF-1α 和
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VEGF 的表达，这会影响血管生成因子的释放，进

而抑制内皮细胞的增殖，这是由于内皮细胞表面受

体可直接与 VEGF 结合，进而对下游的 PI3K/Akt
和 MAPK/ERK 通路激活，使血管通透性增加，蛋

白溶解酶在内皮细胞中分泌增加，使毛细血管基底

膜发生降解，更多促血管生成因子（如 MMP-2 和

MMP-9 等）从周围基质中释放，内皮细胞的增殖和

运动增加[20]。此外细胞毒理性发现，苦参碱毒性低，

是一种潜在的抗新生血管药物。 
综上所述，苦参碱可能通过抑制 EGFR-TPK 活

性，增敏 caspase-3 的活性，并通过下调血管生成信

号通路因子 HIF-1α 和 VEGF 的表达，导致细胞凋

亡和转移能力的降低。 
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