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苦参碱对人原代白血病细胞的体外作用研究 
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摘  要：目的  研究苦参碱对原代人白血病细胞的体外作用及可能的分子机制。方法  取临床初诊的髓系白血病患者外周血，

分离得到原代白血病细胞体外培养。不同浓度苦参碱作用后，观察细胞的形态学改变、CCK8 法检测细胞增殖、Annexin 
V-FITC/PI 分析细胞凋亡及流式检测细胞周期。结果  苦参碱作用 24 h，细胞增殖明显受抑，0.5、0.8 mg/mL 组的生长抑制

率分别为 54.98%和 72.96%，与对照组相比差异显著（P＜0.01），抑制效应有明显剂量相关性。苦参碱作用 24 h 的 IC50 为

0.5 mg/mL。苦参碱作用 24 h，0.2、0.5、0.8 mg/mL 组细胞早期凋亡率分别为 11.8%、37.6%、54.7%，明显高于对照组自发

凋亡率（7.50%）（P＜0.05）。苦参碱作用 48 h 后，细胞周期阻滞于 G0/G1→S 期。结论  苦参碱可显著抑制体外培养的人原

代白血病细胞增殖，其机制与诱导细胞早期凋亡，促进细胞周期 G1→S 期阻滞有关。 
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Abstract: Objective  To investigate the effects of matrine on the human primary 1eukemia cells and its possible molecular 
mechanisms. Methods  The primary leukemia cells were isolated from the PBMC of the patients with myeloid leukemia and 
cultivated under the regular culture medium. After exposed to the matrine with different concentration, the morphological changes of 
leukemia cells were observed under the light biomicroscopy. The proliferation was determined by CCK-8 assay. Annexin V-FITC/PI 
affinity assay was used to analyze the apoptosis of leukemia cells induced by matrine. The cell cycles were analyzed by flow cytometry 
before and after matrine treatment. Results  Compared to the vehicle cells, there was a dramatically proliferation suppression was 
observed in the cells after matrine treatment. The inhibitory rates of primary leukemia cells were 54.98% and 72.96% after treated with 
matrine for 24 h at the doses of 0.5 and 0.8 mg/mL, respectively (P < 0.01), which has a significant dose-dependent manner. The half 
maximal inhibitory concentration of matrine (IC50) was 0.5 mg/mL for 24 h treatment. Matrine could induce early cell apoptosis. The 
percentage of apoptotic cells were 11.8%, 37.6%, and 54.7% in the cells treated with 0.2, 0.5, or 0.8 mg/mL matrine for 24 h, 
respectively (with spontaneous apoptosis rate 7.50% for untreated cells) (P < 0.05). FCM method showed that cells at the G0/G1 phase 
decreased and cells at the S phase were declined obviously, suggested a blockage of cell cycles transition at the G1/S key checkpoint for 
48 h. Conclusion  Matrine manifests a significant inhibitory effects on the proliferation of human primary leukemia cells. Apoptosis 
induction and the arrest at G1 phase of cell cycle maybe contribute to its roles on the suppression of cell growth. 
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白血病是发病率较高的血液系统恶性肿瘤之

一。随着联合化疗在临床中的应用，完全缓解率明

显提高，但仍有部分患者对化疗产生耐药，成为化

疗失败的主要原因。苦参碱（matrine）是豆科植物

苦参的干燥根、植株、果实中提取出的一种生物碱，

具有抗感染、升高白细胞数、缓解癌痛等多种药理

活性，也是一种理想的肿瘤诱导分化药物[1-4]。以往

的研究中，本课题组发现苦参碱对多个白血病细胞

株体外生长都具有明显抑制作用[5]，本研究拟进一

步观察苦参碱对原代白血病细胞的体外作用，以期

为苦参碱临床应用提供更多实验依据。 
1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  苦参碱  相对分子质量 248.36，质量分数为

99.9%，购自陕西省科学院西安植物园植物化学开

发研究所。双蒸水配制成 10 g/L 的储存液于−20 ℃
保存备用。 
1.1.2  细胞株及培养  研究对象为南京医科大学附

属常州市第二人民医院血液科收治的白血病初诊患

者，经血象和骨髓病理活检临床确诊，共 8 例，其

中急性髓细胞白血病（acute myeloid leukemia，
AML）有 5 例，慢性粒细胞白血病（chonic myeloid 
leukemia，CML）有 3 例。抽取患者外周血 2～3 mL，
置于肝素抗凝无菌试管中，加入人淋巴细胞分离液，

在超净工作台中进行无菌分离。离心后吸取中间层

细胞，置于另一无菌离心管中，以 0.01 mol/L PBS
液洗涤 1 次后，2 000 r/min 离心 5 min。重复上述操

作 1 次后弃上清，分离可得单个核细胞。所余下层

细胞经红细胞裂解液，在 37 ℃、5 min 后，1 000 
r/min 离心 3 min，弃上清。以 0.01 mol/L PBS 液洗

涤 1 次后，可得粒细胞。将单个核细胞与粒细胞混

合，为实验用白血病细胞。于含 10%胎牛血清

（FBS）、青、链霉素（分别为 100 U/mL 和 100 μg/mL）
的 PRMI 1640 培养基重悬后，0.4%台盼蓝法染色计

数活细胞≥95%，调整为细胞密度（3～5）×105/mL
后，37 ℃、5% CO2、饱和湿度培养箱中培养。 
1.1.3  主要试剂和仪器  胎牛血清（FBS），细胞培

养基（PRMI 1640）为 Gibco 产品。人淋巴细胞分

离液（批号 20100827）购自上海华精生物高科技有

限公司。台盼蓝（Trypan Blue）购于 Sigma 公司。

cck-8（Cell counting kit-8）购于东仁公司。凋亡试

剂盒 Annexin V/PI Dead Cell Apopotosis Kit 为

Invitrogen 公司产品。IX71-22FL/PH 倒置荧光显微

镜为 OLYMPUS 公司产品。BD Biosciences FACS 
Calibur 流式细胞仪为 BD 公司产品。 
1.2  方法 
1.2.1  形态学观察  原代白血病细胞，调整密度为

2×105/mL，按每孔 2 mL 接种于 6 孔板中。实验组

加入终质量浓度分别为 0.2、0.5、0.8 mg/mL 的苦参

碱药液，阴性对照组加入等体积 1640 培养液，作用

24、48 h 后倒置光学显微镜下观察白血病细胞形态

学改变。 
1.2.2  苦参碱对原代白血病细胞作用浓度–时间曲

线的测定   原代白血病细胞调整密度为 1.5×
105/mL，按每孔 1 mL 接种于 24 孔板中。实验组加

入苦参碱药液，终质量浓度分别为 0.2、0.5、0.8 
mg/mL，阴性对照组加入等体积 1640 培养液，每组

设 6 个平行孔。细胞于 37 ℃、饱和湿度、5% CO2

培养箱中常规培养。每天各实验组取出 1 孔，台盼

蓝染色计数活细胞，连续计数 6 次，绘制苦参碱对

白血病细胞的作用浓度和时间曲线。每个实验至少

重复 3 次。 
1.2.3  CCK-8 增殖实验  原代白血病细胞调整密

度为 2×105/mL，按每孔 200 μL 接种于 96 孔板中。

实验组加苦参碱药液，终质量浓度分别为 0.2、0.5、
0.8 mg/mL，另设不加药组为对照组，无细胞单加药

组为空白组，每组设 3 个平行孔。细胞分别培养 24、
48 h 后，CCK-8 法检测苦参碱对细胞的影响。细胞

增殖活性计算公式：[（实验组 A450－空白组 A450）/
（对照组 A450－空白组 A450）]×100%。每个实验至

少重复 3 次。 
1.2.4  Annexin V-FITC/PI 双标记法检测细胞凋亡  
原代白血病细胞调整密度为 2×105/mL，按每孔 3 
mL 接种于 6 孔板中。实验组分别加入 0.2、0.5、0.8 
mg/mL 苦参碱处理。24 h 后，收集细胞以预冷 0.01 
mol/L PBS 洗涤 2 次，以 100 μL 1×Annexin-binding 
buffer 重悬细胞，调整细胞数目在 1×106 个/mL，
实验组和对照组细胞内依次加入 5 μL Annexin-V 和

1 μL PI 工作液；另设 Annexin-V 和 PI 单染对照，

分别加入 5 μL Annexin-V 或 1 μL PI 工作液；避光

室温孵育 15 min ，各管内加入 400 μL 1 ×

Annexin-binding buffer，混匀避光至于冰上。以 FITC
标记的 Annexin-V 和碘化丙啶（propidium iodide，
PI）染色流式细胞仪检测各组细胞凋亡情况。每个

实验至少重复 3 次。 
1.2.5  细胞周期分析  原代白血病细胞调整密度为
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2×105/mL，按每孔 5 mL 接种于 6 孔板中。实验组

分别加入终质量浓度 0.2、0.5、0.8 mg/mL 苦参碱处

理。48 h 后，收集细胞以预冷 0.01 mol/L PBS 洗涤

2 次，以 500 μL 冰 70%乙醇固定细胞，−20 ℃过夜。

后离心弃上清，以预冷 0.01 mol/L PBS 洗涤 2 次，

实验组和对照组细胞内依次加入 100 μL Triton 
X-100（0.1%）破膜，5 min。后离心弃上清，以预

冷 0.01 mol/L PBS 洗涤 2 次，加入终质量浓度 0.2 
mg/mL RNAseA，50 μg/mL PI，避光室温孵育 30 
min，流式细胞仪检测各组细胞周期情况。每个实

验至少重复 3 次。 
1.3  统计学分析 

数据用采用 SPSS17.0 统计软件处理，计量资料

以 ±x s 表示。组间比较采用单因素方差分析，并进

行组间两两比较。 
2  结果 
2.1  形态学观察 

原代白血病细胞经苦参碱处理前后，细胞形态

发生明显变化。见图 1，对照组经 24 h 培养后，细

胞数量略有增加，形态呈圆形透亮状，折光性减弱，

胞质中出现细颗粒状物质；而经苦参碱处理 24 h，
细胞数量虽有增加，但胞体胀大，内有空泡，核内

染色质固缩，可见死亡细胞及碎片。培养 48 h 后，

对照组细胞略有增加，细胞形态胀大，可见些许死

亡细胞及碎片；苦参碱处理组细胞数量减少，核内

染色质固缩，细胞破裂降解，细胞开始大量死亡。 

 

图 1  不同浓度苦参碱作用 24、48 h 后原代白血病细胞形态

学改变 
Fig. 1  Morphological changes of primary leukemia cells    

treated with matrine at indicated concertration for 
24 h, 48 h 

2.2  苦参碱抑制原代白血病细胞的增殖活性 
不同浓度苦参碱对原代白血病细胞的生长均显

示抑制作用，呈药物浓度相关性。由图 2A 生长曲线

可见，随着苦参碱处理浓度的增加，细胞的增值速

度减慢。苦参碱 0.2 mg/mL 组 48 h 细胞计数为 
（15.33±1.04）×104，苦参碱 0.5 mg/mL 组为（9±
0.87）×104，对照组为（17.83±1.26）×104。随着

苦参碱作用时间的延长，处理组细胞数减少更加明

显。5 d 时，苦参碱 0.2、0.5、0.8 mg/mL 组细胞计

数依次为（10±1）×104、（6.67±1.15）×104、（5.67±
0.58）×104。 

随着苦参碱处理浓度的增加，抑制作用逐渐增

强，见图 2B。24 h 苦参碱处理组细胞活性依次为

（66.10±11.02）%、（45.02±18.21）%、（27.04± 
7.89）%。其中 0.5、0.8 mg/mL 与对照组差异显著

（P＜0.01）。而且 0.2 mg/mL 与 0.8 mg/mL 之间也存

在显著差异（P＜0.05）。苦参碱处理时间延长后，

48 h 苦参碱 0.2 mg/mL 组细胞活性为（79.68±6.59）
%，抑制作用有所减弱；苦参碱 0.8 mg/mL 组细胞

活性为（25.88±21.01）%，抑制作用略有增加，但

是差异无显著性。苦参碱对原代白血病细胞的抑制

作用呈剂量相关性，其中苦参碱 0.5 mg/mL 在 24、
48 h 均呈现半数抑制。 

 
A-不同浓度苦参碱作用后原代白血病细胞的生长曲线 MAT
（mg/mL）；B-不同浓度苦参碱抑制原代白血病细胞的体外增殖。

与对照组比较：*P＜0.05，**P＜0.01 
A-The cells were grown in 24-well culture plate and counted 
everyday. B- Cells were incubated with CCK-8 solution.  
*P < 0.05, **P < 0.01 vs control group 

图 2  苦参碱抑制原代白血病细胞体外增殖 
Fig. 2  Inhibition of matrine on primary leukemia cells 

proliferation in vitro 
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2.3  苦参碱诱导原代白血病细胞凋亡 
苦参碱对原代白血病细胞诱导凋亡作用具有剂

量相关性，见图 3。苦参碱作用 24 h，对照组的细

胞凋亡率约为 8.71%，随着苦参碱加药浓度的增加，

细胞凋亡率分别为 13.37%、40.62%、63.21%，其中

早期凋亡率分别为 11.8%、37.6%、54.7%。 
2.4  苦参碱阻滞原代白血病细胞于 G0/G1→S 期 

苦参碱处理 48 h 后，原代白血病细胞的周期发

生改变。其中 G0/G1 期细胞逐渐增多，S 和 G2 期

细胞比例显著降低，见图 4。G0/G1 期细胞逐渐增

多，其中对照组为 74.7%，苦参碱 0.5 mg/mL 组为

88.06%，苦参碱 0.8 mg/mL 组为 90.4%。S 和 G2
期细胞比例显著降低，S 期对照组为 8.22%，苦参

碱 0.5 mg/mL 组为 4.42%。G2 期对照组为 17.08%，

苦参碱 0.2、0.5、0.8mg/mL 组依次为 16.75%，7.52%，

2.48%。显示细胞周期阻滞于 G0/G1→S 期。 
 

 
 

图 3  苦参碱诱导原代白血病细胞凋亡（Annexin V-PI） 
Fig. 3  Induction of matrine to primary leukemia cells into apoptosis (Annexin V-PI) 

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

图 4  不同浓度苦参碱作用后原代白血病细胞周期流式分析 
Fig. 4  DNA cell cycle analyses in primary leukemia cells 

exposed to matrine at different concentration 

3  讨论 
白血病是一种造血系统恶性肿瘤，在我国青少

年中发病率较高，其高度增生和恶性侵袭的生物学

特性使其临床防治始终是一个难点。白血病的常规

疗法主要是放疗和化疗，但是由于缺乏选择特异性，

往往对正常组织、器官（特别是骨髓和消化道）造

成功能性或器质性损伤。因此，寻找新的治疗方法

和有效的抗癌药物具有重要意义。中草药以其副作

用小，价廉易得在肿瘤综合防治中越来越受到关注。 
苦参碱是提取于豆科植物苦参、苦豆子、广豆

根等中草药的活性成分[6]。近年来，有关苦参碱类

抗肿瘤机制的研究目前已成为抗肿瘤中药研究的一

个热点，研究结果表明作为抗肿瘤联合用药在肿瘤

综合防治中具有较好的应用前景。以往研究发现，

苦参碱能明显抑制人慢粒白血病细胞 K562、早幼粒

白血病细胞 HL-60、U937 细胞增殖，诱导凋亡增加，

其中抑制 K562 细胞内 DNA 复制；诱导 T 淋巴细胞

白血病 JM 多个凋亡基因差异表达，其中 Caspase8
表达上调 5 倍以上[5-7]。以上这些都是在白血病细胞

株中的研究，苦参碱对原代白血病细胞的作用尚没

有更多报道。 
本研究发现，苦参碱对原代白血病细胞也具有

明显的增殖抑制作用，呈剂量相关性。随着时间的

延长，其抑制效应有所减弱，但高浓度仍具有较强

抑制效果，苦参碱 0.5 mg/mL 在 24、48 h 均呈现半

数抑制。细胞凋亡也与肿瘤之间关系密切，正常细

胞通过增生和凋亡来维持自身稳定，若两者失衡，

则会导致肿瘤发生[8]。本次研究，24 h 苦参碱诱导

凋亡作用显著，其中早期凋亡占较大比例。肿瘤细

胞的无限增殖与细胞周期的失控有关，G1/S 是其重

要的调控点。本次研究，苦参碱处理 48 h，原代白

血病细胞 G0/G1 期细胞逐渐增多，S 和 G2 期细胞

比例显著降低，显示细胞周期阻滞于 G0/G1→S 期。 
本课题组在以往研究中发现，苦参碱可以抑制
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K562 细胞生长，诱导其凋亡、分化，其作用可能与

Bcl-2、C-myc、CyclinD1、P53 的表达有关[9-11]。有

报道称苦参碱作用后的 K562、HL-60 细胞 Bcl-2 蛋

白表达明显的下调，与苦参碱浓度呈反比。近年来

的研究表明 Bcl-2 在内源性凋亡途径中起着重要作

用[12]。另外，苦参碱作用 K562 细胞后，P53 表达

增强。P53 是一种肿瘤抑制基因，对细胞生长、凋

亡和 DNA 修复有调控作用[13]。此外，苦参碱作用

K562 细胞后，伴随着 DNA 合成能力的降低，C-myc
的 mRNA 水平表达降低，CyclinD1 表达增强并几

乎同步达到 高。C-myc、CyclinD1 作为一种细胞

周期蛋白，其表达水平受苦参碱影响，在 G0 期到 S
期的过程中起重要作用[14-15]。因此，推测苦参碱对原

代白血病细胞生长抑制作用可能与 Bcl-2，C-myc
基因表达水平的下调，CyclinD1 表达增强，P53 活

化有关。 
以往的研究提供了一些可能，苦参碱抑制原代

白血病细胞增殖，诱导细胞凋亡，阻滞细胞周期于

G0/G1→S 期，其作用机制是否与这些分子相关，

还有待更深入的研究。这些涉及到的相关分子将是

本课题组下一步的研究方向。 
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