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小檗胺对肺腺癌 A549 细胞凋亡的影响及其机制研究 

程汝滨，杨  波，钟晓明，黄  真* 

浙江中医药大学药学院，浙江 杭州  310053 

摘  要：目的  研究小檗胺体外对人肺腺癌 A549 细胞凋亡及 TNF-α-JNK 信号通路的影响。方法  MTT 比色法检测小檗胺

对 A549 细胞增殖的影响；显微镜观察 A549 细胞形态变化；Annexin V/PI 双标法检测细胞的凋亡率；Western blotting 法检

测细胞凋亡标记蛋白 Bcl-x、Caspase-3 和 PARP 表达的变化，c-jun 氨基末端激酶（JNK）的蛋白表达及其磷酸化表达水平；

荧光定量 PCR 和 ELISA 检测肿瘤坏死因子-α（TNF-α）表达的变化；通过 JNK 通路抑制剂进一步验证 TNF-α-JNK 信号通

路在小檗胺药效中的作用。结果  小檗胺能够显著抑制 A549 细胞增殖，并呈浓度相关性，小檗胺给药后 24 h 的 IC50值为

9.01 μmol/L；经小檗胺处理后，A549 细胞可见典型的凋亡形态学改变，Annexin V/PI 双标法检测结果也显示小檗胺可诱导

A549 细胞凋亡，小檗胺 10 μmol/L 组细胞早期凋亡率为 13.8%，为对照组的 6.6 倍；小檗胺可显著降低抗凋亡蛋白 Bcl-x 的

表达，明显增强促凋亡蛋白 Caspase-3 和 PARP 的活性，显著提高 TNF-α 基因和蛋白表达及 JNK 蛋白的磷酸化表达水平，

激活 TNF-α-JNK 通路。结论  小檗胺能抑制 A549 细胞的增殖，诱导其凋亡，其作用机制可能与 TNF-α-JNK 信号通路的激活

有关。 
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Effect of berbamine on apoptosis in human pulmonary carcinoma cell A549 
and its mechanism 

CHENG Ru-bin, YANG Bo, ZHONG Xiao-ming, HUANG Zhen 
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Abstract: Objective  To investigate the effect of berbamine (BBM) on the induction of apoptosis in human lung cancer cell A549 
cells and the activity of TNF-α-JNK signaling pathway. Methods  After the A549 cells being treated with BBM at different 
concentration, the inhibitory effect of BBM on proliferation was detected by MTT assay. Cell morphological changes were detected by 
light microscope. Alteration of apoptosis rate of A549 cells was determined by Annexin V/PI double staining. Western blotting was 
used to detect the activity of apoptosis-related proteins, including Bcl-x, Caspase-3, and PAPR. The expressions of c-jun N-terminal 
kinase (JNK) and p-JNK were determined by Western blotting. Changes of tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) were detected by 
fluorescent quantitative PCR and ELISA, respectively. Finally, the impacts of BBM on the proliferation and apoptosis of A549 cells 
were detected in the absence or presence of a JNK inhibitor. Results  BBM significantly inhibited the growth of A549 cells in a 
dose-dependent manner. The IC50 of 24 h was 9.01 μmol/L. Cells treated with BBM showed the typically morphological characteristics 
of apoptotic cells. Annexin V/PI double staining test indicated that BBM could induce the apoptosis of A549 cells in a dose-dependent 
manner. The early apoptotic population of cells treated with 10 μmol/L BBM was 13.8%, which was 5.6 times higher than that of the 
control. BBM decreased the expression of anti-apoptotic protein Bcl-x and increased the activity of proapoptotic proteins of caspase-3 
and PARP. The mRNA and the protein expression levels of TNF-α were significantly increased by BBM treatment. The p-JNK 
expression was also dramatically up-regulated after BBM treatment. The effects of BBM on the proliferation and apoptosis in A549 
cells were significantly reduced when JNK pathway was blocked. Conclusion  BBM could inhibit the growth and induce the 
apoptosis of A549 cells, and its mechanism may be related to the activated TNF-α-JNK signaling pathway. 
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小檗属 Bereris L.植物具有泻火解毒、清热燥湿

的功效。小檗胺（berbamine，BBM）是从小檗属植

物中提取的双苄基异喹啉生物碱，是一种新型钙调

蛋白拮抗剂。药理学研究表明小檗胺具有抗氧化、

免疫抑制、升高白细胞等多种作用，还可以调节细

胞内游离钙浓度，下调多药耐药基因表达以逆转多

药耐药和抑制多种肿瘤细胞增殖[1-5]，体外对多种实

体瘤，如宫颈癌、黑色素瘤及 HL-60、K562、Jurkat、
NB4 等白血病细胞具有显著抑制作用[2-3]。但小檗胺

对肺腺癌的作用及其机制的研究鲜见报道，因此本

实验采用肺腺癌细胞 A549，探讨小檗胺对 A549 细

胞凋亡的影响及其可能的作用机制，为其开发成为

一种新型的抗肺腺癌药物的提供实验依据。 
1  材料 
1.1  药品与试剂 

小檗胺，中国药品生物制品检定所，质量分数

为 98%，批号 38642-49-8，用二甲基亚砜（DMSO）

配制成 40 mmol/L 工作母液，保存于−20 ℃备用，使

用前以 RPMI-1640 培养液调至所需浓度。RPMI-1640
培养基、0.25%胰蛋白酶，杭州科易生物技术有限

公司；胎牛血清，Hyclone 公司；细胞培养皿、96
孔板、24 孔板，Nunc 公司；四甲基偶氮唑蓝（MTT），
Sigma 公司；DMSO，无锡海硕生物有限公司；

Annexin V/PI 双染试剂盒，BD 生物公司；肿瘤坏死

因子-α（TNF-α）酶联免疫检测试剂盒，R&D 公司；

总 RNA 抽提试剂（RNAiso Reagent）、荧光定量 PCR
试剂（SYBR® Premix Ex TaqTM II），TaKaRa 公司；

JNK 通路抑制剂 Sp600125、RIPA 裂解液，碧云天

生物技术研究所；Bcl-x（#1018-1）一抗，Epitomics
公司；c-jun 氨基末端激酶（JNK）一抗（#3708）、
磷酸化 JNK（p-JNK）一抗（#4668）、cleaved Caspase 
3 一抗（#9664）、cleaved PARP 一抗（#5625）、β-actin
一抗（#4970），Cell Signaling 公司；HRP 标记山羊

抗小鼠二抗 IgG。 
1.2  细胞系 

人肺腺癌 A549 细胞株购自中国科学院上海细

胞生物学研究所。 
1.3  仪器 

Thermo Varioskan Flash 型多功能酶标仪、

Thermo MicroCL 17R 型离心机，美国 Thermo 公司；

日本 Olympus IX71 型倒置显微镜；超净工作台，上

海上净净化设备有限公司；FACSCanto II 流式细胞

仪美国 BD 公司；ABI Prism 7900 型荧光定量 PCR

仪，美国 ABI 公司。 
2  方法 
2.1  细胞培养 

A549 细胞株置于含 10%胎牛血清和双抗（青

霉素 100 μg/L、链霉素 100 μg/L）的 RPMI-1640 培

养液中，在 37 ℃、5%CO2 培养箱中培养，细胞呈

贴壁生长，每周传代 2 次，隔天换液 1 次，实验用

细胞均为对数生长期细胞。 
2.2  MTT 检测 A549 细胞增殖和 JNK 通路的作用 

实验设对照组、顺铂阳性对照组和小檗胺不同

浓度组。A549 细胞常规培养后选取对数生长期细

胞，以 5×103 接种于 96 孔板，细胞贴壁后分别加

入不同浓度的小檗胺（0、2.5、5、10、20、40 µmol/L），
或顺铂（10 µg/mL），每组 3 个复孔。继续培养 24 h
后，向每孔中加入 5 g/L 的 MTT 20 µL，继续培养 4 
h，800 r/min 离心 5 min，弃上清，向每孔中加入

DMSO 150 µL，37℃震荡 15 min，直至紫褐色沉淀

完全溶解。用酶标仪测定每孔在 490 nm 波长处的

吸光度（A）值，以 A 给药/A 对照表示细胞相对活力。 
在 JNK 通路阻断实验中，A549 细胞用 20 

μmol/L 的 JNK 通路阻滞剂 Sp600125 预处理细胞 1 
h，然后加入不同浓度的小檗胺，给药后具体操作步

骤同上，检测 JNK 通路对小檗胺药效的影响。 
2.3  Annexin V/PI 双标法检测细胞凋亡 

取对数生长期细胞，调整细胞悬液密度至 5×
105/mL，以 5 mL 接种于直径 60 mm 培养皿内，37 
℃、5% CO2培养箱内培养 24 h，对照组加入不含药

物的新鲜培养液，给药组分别加入含小檗胺的新鲜

培养液（小檗胺终浓度 5、10 μmol/L），继续培养

24 h，离心收集各组细胞并用预冷的磷酸盐缓冲液

（PBS）洗 1 次。按照试剂盒说明书，用稀释的结合

缓冲液重悬细胞，调整细胞密度为 5×105～1×
106/mL，取 100 μL 细胞悬液于 5 mL 流式管中，加

入 5 μL Annexin V-FITC 和 10 mg/L 的碘化丙啶（PI）
溶液 10 μL，混匀后室温避光孵育 15 min，加入 400 
μL 稀释的结合缓冲液，用流式细胞仪检测细胞凋亡

百分率。同时取上述经过药物处理的 A549 细胞，

甲醇固定 20 min，倒置显微镜下（×200）观察细

胞数目及形态的变化。 
2.4  Western blotting 法检测相关蛋白表达及磷酸

化水平 
A549 细胞分别用 0、5、10 μmol/L 小檗胺干预

24 h，离心收集细胞，用 RIPA 裂解液提取细胞总蛋
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白，Western blotting 法检测 Bcl-x、JNK、p-JNK、

cleaved Caspase-3、剪切多聚 ADP-核糖聚合酶

(cleaved PARP）、β-actin 蛋白表达。蛋白样品进行

SDS-PAGE 凝胶电泳，然后转印到 PVDF 膜上，用

含 5%脱脂奶粉的 TBST 缓冲液封闭 1 h，一抗孵育

过夜，再用 TBST 漂洗 3 次，加入辣根酶标记的二

抗，室温作用 2 h，用显色剂 ECL 试剂盒显色[6]，结

果在 Bio-Rad 的化学发光成像仪上显影，利用

Quantity One 软件分析各组的灰度值，以 β-actin 为内

参计算各蛋白的变化。 
2.5  荧光定量 PCR 法检测 TNF-α mRNA 表达 

细胞培养、分组与给药同“2.3”项。小檗胺给

药后培养 24 h，离心收集各组细胞于 1.5 mL 离心管

中，加入总 RAN 抽提试剂，按照说明书提取总

RNA，利用随机引物并按照标准程序进行反转录，

获得各组细胞的 cDNA 模板。定量 PCR 采用 SYBR 
Green I 荧光染料。TNF-α和 GAPDH 的引物序列：

TNF-α 正向引物 5’-GGCGTGGAGCTGAGAGATA- 
AC-3’，反向引物 5’-GGTGTGGGTGAGGAGCAC- 
AT-3’；GAPDH 正向引物 5’-GACCATCAAATCCC- 
ATCTTCCAGG-3’，反向引物 5’-GAGCCCCAGCC- 
TTCTCCATG-3’。25 μL 反应体系包括：2×SYBR 
Primer Ex Taq 12.5 μL，上下游引物（10 μmol/L）各

1 μL，cDNA 模板 2 μL，无菌水 8.5 μL。反应条件：

预变性，95 ℃、2 min；变性，95 ℃、15 s；退火延

伸，60 ℃、1 min；40 个循环。以 GAPDH 基因为

内参，采用相对定量的方法检测 TNF-α基因在各组

细胞中的 mRNA 表达水平。 
2.6  ELISA 法检测 TNF-α表达 

分组与给药同“2.3”项。小檗胺给药后细胞培

养 24 h，每组设 3 个复孔。取对数生长期细胞，调

整细胞悬液密度至 5×104/mL，按每孔 1 mL 接种于

24 孔平底培养板，37 ℃、5% CO2 培养箱内培养 24 
h，对照组更换为只含 DMSO 的新鲜培养液，小檗

胺组更换为含相应浓度小檗胺的新鲜培养液，继续

培养 24 h，收集各组细胞培养上清液，4 ℃下 2 000 
r/min 离心 15 min，取上清在−20℃冰箱保存备用。

ELISA 板条中除空白孔外，以 100 μL/孔分别加入

内标和各组上清液，胶纸封板后 37 ℃孵育 90 min，
弃上清液，洗板 5 次，每孔再加入生物素化抗体工

作液 100 μL，胶纸封板后 37 ℃孵育 60 min，弃上

清液，洗板 5 次，每孔加入酶结合物工作液 100 μL，
胶纸封板后 37 ℃孵育 30 min，洗板 5 次，每孔加

入显色剂 100 μL，37 ℃避光孵育 10 min，最后每

孔加入终止液 100 μL，混匀后即刻用酶标仪测定

450 nm 处的 A 值。最后根据标准曲线求出细胞因子

的终浓度。实验重复 3 次。 
2.7  统计学分析 

数据以 ±x s 表示，用 SPSS 统计软件进行数据

分析。两组间比较用 t 检验。 
3  结果 
3.1  对 A549 细胞增殖的影响 

MTT 法检测结果显示，小檗胺处理 A549 细胞

24 h 后，细胞生长受到明显抑制，与对照组相比差

异显著（P＜0.05、0.01），并呈浓度相关性，浓度

为 5～40 μmol/L 时，A549 细胞生长抑制率为

32.6%～95%，IC50 值为（9.01±0.41）μmol/L，表

明小檗胺能够有效抑制肺腺癌细胞 A549 增殖。结

果见图 1。 
 

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

图 1  小檗胺对 A549 细胞增殖的影响 ( ± = 3x s n, ) 
Fig. 1  Effect of BBM on proliferation of A549 cells  

( ± = 3x s n, ) 

3.2  对 A549 细胞凋亡的影响 
倒置显微镜观察可见，小檗胺给药组 A549 细

胞的密度显著减少，形态发生改变，且细胞碎片的

数量增加，呈现典型的细胞凋亡形态改变。结果见

图 2。流式细胞仪计数细胞凋亡率，结果表明对照

组 A549 细胞的早期凋亡率仅为 1.8%，而经小檗胺

5、10 μmol/L 处理 24 h 后，细胞早期凋亡率分别为

7.4%、13.8%，分别提高了 3.1、6.6 倍，表明小檗

胺可以通过诱导 A549 细胞凋亡发挥抗肿瘤作用。

结果见图 3。 
3.3  对细胞凋亡标记蛋白表达的影响 

小檗胺给药组A549细胞抗凋亡蛋白Bcl-x的表

达水平显著降低，促凋亡蛋白 Caspase-3 和 PARP
的表达显著上调，且呈浓度相关性。结果见图 4。 
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图 2  各组 A549 细胞形态学观察 
Fig. 2  Morphological observation on A549 cells in each group 

 
Q2-中晚期凋亡率  Q4-早期凋亡率 

Q2-represents the late apoptotic rates  Q4-represents the early apoptotic rates 

图 3  小檗胺对 A549 细胞凋亡的影响 (n = 3) 
Fig. 3  Effect of BBM on apoptosis of A549 cells (n = 3) 

 

图 4  小檗胺对细胞凋亡标记蛋白表达的影响 (n = 3) 
Fig. 4  Effect of BBM on expressions of apoptosis-marked  

proteins (n = 3) 

Western blotting 半定量分析结果显示，与对照组相

比，以小檗胺 10 μmol/L 处理 A549 细胞 24 h 后，

Bcl-x 的表达水平下调 39%，而 Caspase 3 和 PARP
的活性降解产物的表达分别上调 16.4、7.49 倍（表

1），该结果进一步表明小檗胺对 A549 细胞凋亡具

诱导作用。 
3.4  对 TNF-α-JNK 通路的影响 

TNF-α-JNK 通路在肿瘤细胞凋亡的过程起重

要作用[7-10]。荧光定量 PCR 检测结果表明，经小檗

胺 5、10 μmol/L 处理的 A549 细胞中 TNF-α基因表

达水平比对照组分别上调 1.51、3.42 倍。ELISA 检

测结果表明，对照组细胞上清中 TNF-α 的量为 18 
pg/mL，而小檗胺 5、10 μmol/L 组中 TNF-α量分别

为 21.2、27.1 pg/mL，比对照组分别提高了 17.8%、

50.1%，表明小檗胺诱导 A549 细胞凋亡可能是通过

促进 TNF-α的表达完成的。TNF-α诱导肿瘤细胞凋 
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表 1  各组细胞凋亡标记蛋白 Western blotting 半定量分析  
( ± = 3x s n, ) 

Table 1  Semi-quantitative analysis on apoptosis-marked  
proteins in each group by Western blotting  
( ± = 3x s n, ) 

组  别 
C /  

(μmol·L−1) 

Bcl-x/ 

β-actin 

cleaved-Caspase 3/ 

β-actin 

cleaved-PARP / 

β-actin 

对照 － 1.0 1.0 1.0 

小檗胺 5 0.81±0.18 2.51±0.24 1.41±0.19 

 10 0.59±0.11 16.4±0.28 7.49±0.22 

 
亡的过程中往往伴随 JNK 通路的激活[11-12]，本实验

结果表明小檗胺对 JNK 总蛋白的表达影响较小，但

可显著提高 JNK 蛋白的磷酸化水平，经小檗胺 10 
μmol/L 处理 24 h 后，A549 细胞内 JNK 总蛋白表达

提高约 13%，而 JNK 蛋白磷酸化水平则提高 1.19
倍，与对照组比较差异显著。结果见图 5。该结果

表明小檗胺通过激活细胞内 TNF-α-JNK 信号通路

的活性，诱导 A549 细胞凋亡。 
MTT 法检测结果显示，Sp600125 显著降低小

檗胺对 A549 细胞生长的抑制率和细胞凋亡率，

 

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

图 5  小檗胺对 TNF-α-JNK 通路 A549 细胞 TNF-α基因和蛋白表达 (A)、JNK 蛋白表达 
和 p-JNK 蛋白磷酸化水平 (B) 的影响 ( ± = 3x s n, ) 

Fig. 5  Effect of BBM on expression of TNF-α and protein (A) and JNK and p-JNK (B) in TNF-α-JNK pathway ( ± = 3x s n, ) 
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Sp600125 组 A549 细胞生长抑制率和细胞早期凋亡

率分别为 3.1%、1.1%，而 Sp600125 联合小檗胺 10 
μmol/L组A549细胞生长抑制率由未给予 Sp600125
时的 56.7%降至 34.3%，细胞早期凋亡率由未给予

Sp600125 时的 13.70%降至 8.17%（表 2），提示小

檗胺通过 A549 细胞内 JNK 信号转导途径诱导细胞

凋亡。 
表 2  JNK 通路抑制剂对小檗胺作用的影响 ( ± = 3x s n, ) 

Table 2  Effect of JNK inhibitor on BBM ( ± = 3x s n, ) 

组  别 
C / 

(μmol·L−1) 

相对生长抑 

制率 / % 

细胞早期凋

亡率 / %

对照 － － 1.83±0.21

Sp600125 20 3.1±0.21 1.13±0.28

小檗胺 5 32.1±1.31 7.57±0.17*

 10 56.7±0.63 13.70±0.37*

小檗胺＋Sp600125 5＋20 11.4±0.98 4.83±0.21*

 10＋20 34.3±1.16 8.17±0.33*

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

4  讨论 
小檗胺不良反应小，长期服用毒性很低，是一

种极具应用前景的中药单体[13-14]。小檗胺对多种肿

瘤细胞增殖具有抑制作用和诱导凋亡作用，且能降

低肺调节的各种功能为主要表现，并不会出现明显

癌细胞的迁移能力[15-16]，降低耐药细胞株中耐药基因

的表达水平，提高细胞对化疗药物的敏感性，逆转细

胞耐药[4-5]。肺腺癌是肺癌的主要类型之一，具有易侵

袭、易转移和易产生耐药等特点[17]。TNF-α-JNK 通

路在肿瘤化疗过程中起重要作用。本实验采用肺腺

癌 A549 细胞，研究小檗胺的细胞凋亡诱导作用及

其相关机制，结果表明小檗胺可能通过激活

TNF-α-JNK 信号通路诱导细胞凋亡。这在一定程度

上阐释了小檗胺与其他化疗药物联合治疗肺腺癌的

分子机制。 
TNF-α是一个具有广泛生物功能的前炎性细胞

因子，与细胞膜表面受体结合形成活性复合体后可

激活下游一系列信号通路。TNF-α可激活核转录因

子-κB（NF-κB）通路，抑制细胞凋亡，增强细胞的

存活能力；也可激活 Caspase-8 和 JNK 通路，促进

细胞凋亡[18]。因此，TNF-α通路十分复杂，在大部

分细胞中 TNF-α与受体结合后同时活化上述 3 种途

径，在细胞死亡与存活之间保持平衡，但多以 NF-κB
细胞凋亡数目的增加[19]。只有当 NF-κB 通路被抑制

时，TNF-α 激活的 Caspase-8 通路和 JNK 通路活性

被进一步释放，TNF-α表现出抗肿瘤活性[20]。小檗

胺是新型的 NF-κB 通路抑制剂，可抑制 NF-κB 通

路活性，降低 NF-κB 调节的系列细胞凋亡抑制蛋白

的表达[21]。在本实验中，小檗胺显著降低 NF-κB 调

节的抗凋亡蛋白 Bcl-x 的表达，激活 caspase-8 凋亡

途径的相关蛋白的活性，进一步表明了小檗胺在

A549 细胞中同样抑制了 NF-κB 通路的活性。此外，

TNF-α 体外对 A549 细胞还具有直接抑制效应，并

与部分化疗药物联合应用对 A549 细胞产生显著协

同抑制效应[7]。 
JNK 属于丝裂原活化蛋白酶家族，是细胞内重

要的信号转导通路之一[22]。在细胞中 JNK 蛋白经磷

酸化反应激活后，胞浆中的 JNK 移位到细胞核，通

过对 c-jun、重组人活化转录因子-2（ATF-2）、Elk-1
等转录因子的表达调控而引起细胞凋亡[23]。此外，

JNK 通路的激活可导致非 Caspase-8 依赖的 Bid 剪

切，产生 Bid 的活性蛋白水解片段 jBid，jBid 进入

线粒体后能够诱导调节细胞凋亡的蛋白 Smac 的释

放，从而促进细胞凋亡的发生[18]。因此 JNK 通路是

化疗药物、紫外线照射及 Fas 蛋白等诱导细胞凋亡

所必需的通路，必须持续激活 JNK 才能诱导细胞凋

亡[24]。在本实验中小檗胺能明显提高 TNF-α基因和

蛋白的表达量，显著增加 JNK 蛋白的磷酸化水平，

且呈明显的浓度相关性，JNK 通路的阻断显著降低

小檗胺抑制 A549 细胞增殖和诱导凋亡的药效，提

示小檗胺诱导肺腺癌细胞 A549 细胞的机制可能与

TNF-α-JNK 通路的异常激活有关。本实验结果对肺

癌的防治具有现实意义，也表明小檗胺具有广阔的

药物研发和临床应用前景。 
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