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复方苦参注射液诱导自噬促进膀胱癌细胞凋亡机制的研究 

张丽惠，张琬莹，张国伟*，张苗苗，秦桂芳 
河北大学中医学院，河北 保定  071000 

摘  要：目的  探究复方苦参注射液对膀胱癌 T24 细胞增殖、凋亡及自噬的影响，并探究其可能的分子机制，为复方苦参

注射液在临床上治疗膀胱癌提供理论依据。方法  CCK-8 法检测复方苦参注射液对 T24 细胞增殖的影响。流式细胞术检测

复方苦参注射液对 T24 细胞凋亡的影响。MDC 染色法检测复方苦参注射液对 T24 细胞自噬的影响。蛋白免疫印迹和免疫荧

光实验检测复方苦参注射液对 T24 细胞凋亡关键蛋白和自噬关键蛋白的影响。结果  复方苦参注射液能有效抑制 T24 细胞

增殖。复方苦参注射液能诱导 T24 细胞发生凋亡和自噬。蛋白免疫印迹和免疫荧光实验结果表明，随着复方苦参注射液剂

量的升高，T24 细胞中 B 细胞淋巴瘤 2（Bcl-2）、自噬选择性底物（P62）的表达逐渐下降，B 细胞淋巴瘤 2 相关 X 蛋白

（Bax）、活化的天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶（cleaved-Caspase 3）、自噬关键分子酵母 Atg6 同系物（Beclin1）、微管相

关蛋白 B 轻链 3-Ⅱ（LC3Ⅱ）的表达逐渐升高（P＜0.05），Bcl-2/Bax 比值逐渐减小（P＜0.05）。结论  复方苦参注射液能抑

制 T24 细胞的增殖、调节 T24 细胞自噬，诱导 T24 细胞凋亡。 
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Study on mechanism of Compound Kushen Injection inducing autophagy to 
promote apoptosis of bladder cancer cells 

ZHANG Li-hui, ZHANG Wan-ying, ZHANG Guo-wei, ZHANG Miao-miao, QIN Gui-fang 
College of Chinese Medicine, Hebei University, Baoding 071000, China 

Abstract: Objective  To investigate the effect of Compound Kushen Injection on proliferation, apoptosis, and autophagy of bladder 
cancer T24 cells, and to explore the molecular mechanisms involved, and provide theoretical basis for Compound Kushen Injection in 
clinical treatment of bladder cancer. Methods  The effect of Compound Kushen Injection on proliferation of bladder cancer cells was 
detected by CCK-8 method. Flow cytometry was used to detect the effect of Compound Kushen Injection on bladder cancer cell apoptosis. 
MDC staining was used to detect the effect of Compound Kushen Injection on autophagy of bladder cancer cells. Western blotting and 
immunofluorescence experiments were used to detect the effect of Compound Kushen Injection on key protein involved in apoptosis and 
autophagy of bladder cancer cells. Results  Compound Kushen Injection effectively inhibited the proliferation of bladder cancer T24 
cells. Compound Kushen Injection induced bladder cancer cells to undergo apoptosis and autophagy. The results of Western blotting and 
immunofluorescence experiments showed that as the concentration of Compound Kushen Injection increased, the expressions of Bcl-2 and 
P62 in bladder cancer T24 cells were gradually decreased, and the expressions of Bax, cleaved-Caspase 3, Beclin1, and LC3Ⅱ were 
increased (P < 0.05), but Bcl-2/Bax ratio was decreased (P < 0.05). Conclusion  Compound Kushen Injection can inhibit the proliferation 
of bladder cancer T24 cells, regulate autophagy of bladder cancer T24 cells, and induce bladder cancer T24 cell apoptosis. 
Key words: Compound Kushen Injection; bladder cancer; cell proliferation; cell apoptosis; cell autophagy 
 

膀胱癌发病率在全球恶性肿瘤发病率中位居第

10 位[1]。在我国，膀胱癌发病率占泌尿生殖系统的

首位[2]。临床上，膀胱癌有明确的治疗方案，但治

疗效果不佳[3]。长期的随访和进一步治疗给患者的 
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家庭经济带来巨大的负担[4]。临床上，应用中药辅

助治疗肿瘤取得了很好的效果。采用中医中药法治

疗肿瘤能够减轻化疗药物给人体带来的不良反应，

降低机体对化疗产生的耐药性[5]，增加机体对药物

的敏感性[6]。复方苦参注射液是由苦参、白土苓经

加工精制而成的中药制剂，其入血活性成分苦参碱、

氧化苦参碱、槐果碱和槐定碱均被证实有抗肿瘤作

用[7]。临床上复方苦参注射液已被广泛应用于肺癌、

胃癌、肝癌、肠癌、乳腺癌、膀胱癌等多种癌症的

治疗[8-9]。研究表明，复方苦参注射液可能通过抑制

血管内皮的生长，诱导膀胱癌 T24 细胞发生缺氧，

阻止新血管的生成来促进 T24 细胞凋亡[10]。本实验

拟用 T24 细胞株作为研究对象，观察复方苦参注射

液对 T24 细胞凋亡和自噬的影响，并进一步探究其

可能的分子机制。 
1  材料 
1.1  细胞株 

人膀胱癌 T24 细胞株购自中国医学科学院肿瘤

细胞库。 
1.2  主要药物与试剂 

复方苦参注射液（山西振东制药股份有限公司，

规格 5 mL/支，含总生物碱 10.82 mg/mL，批号

20171122）；注射用盐酸表阿霉素（辉瑞无锡制药有

限公司，规格 10 mg/支，批号 111110502）；McCoy’s 
5A 细胞培养基（美国 Hyclone 公司，批号

AC13430279）；CCK-8 试剂盒（日本同仁化学研究

所，批号 FH783）；Annexin V-FITC 凋亡检测试剂

盒（日本同仁化学研究所，批号 VN665）；单丹磺

酰尸胺（Dansylcadaverine，MDC，北京索莱宝科技

有限公司，批号G0170）；RIPA裂解液（北京Biosharp
有限公司，批号 68087025）；二辛可宁酸（BCA）

蛋白浓度测定试剂盒（北京索莱宝科技有限公司，

批号 20190711）；PVDF 膜（美国 Millipore 公司，

批号 K5MA6541C）；特超敏 ECL 发光试剂盒（中

国 Beyotime 生 物 技 术 有 限 公 司 ， 批 号

030519190801）；4′,6-二脒基-2-苯基吲哚（DAPI，
中科瑞泰生物科技有限公司，批号 6709771）；抗荧

光淬灭封片剂（北京 Biosharp 有限公司，批号

162504）；β-肌动蛋白（β-actin）、B 细胞淋巴瘤 2
（Bcl-2）、B 细胞淋巴瘤 2 相关 X 蛋白（Bax）、活

化 的 天 冬 氨 酸 特 异 性 半 胱 氨 酸 蛋 白 酶

（cleaved-Caspase 3）、自噬关键分子酵母 Atg6 同系

物（Beclin1）、微管相关蛋白 B 轻链 3-Ⅱ（LC3Ⅱ）、

自噬选择性底物（P62）、辣根过氧化物酶标记山羊

抗兔 IgG（H＋L）、FITC 标记山羊抗兔 IgG 抗体

均购自北京博奥森生物技术有限公司，批号分别为

bs-0061R、bs-5903R、bs-0127R、bs-0081R、bs-1353R、
bs-8878R、bs-2951R、bs-40295G-HRP、bs-0295G。 
1.3  主要仪器 

ACB-4A1 型超净工作台（比利时 Esco 公司）；

HF160W 型细胞培养箱（上海力康公司）；Elx800
型酶标仪（美国 BIO-TEK 公司）；DW-86L959W 型

超低温冰箱（青岛海尔股份有限公司）；TH4-200
型倒置显微镜（日本 Olympus 公司）；Micro21R 型

低温离心机（美国 Thermo Scientific 公司）；

FACSVerse 型流式细胞仪（美国 BD 公司）；JY300C
型电泳仪（北京君意东方电泳设备有限公司）；4200
型全自动化学发光图像分析系统（上海天能科技有

限公司）；Ni-U 型荧光显微镜（日本尼康公司）。 
2  方法 
2.1  细胞培养 

T24细胞培养于含10%胎牛血清的McCoy’s 5A
细胞培养基中，于 37 ℃、5% CO2湿化的细胞培养

箱中培养。待细胞生长至对数期使用 0.25%胰酶消

化液进行消化、传代，每 2～3 天进行 1 次传代。取

第 3、4 代细胞进行实验。 
2.2  CCK-8 法检测细胞活性 

T24 细胞以 8 000/孔接种于无菌 96 孔板中，待

细胞贴壁更换低血清 McCoy’s 5A 培养液以做细胞

同步化处理。24 h 后加入含有终质量浓度为 40、80、
120、160 μg/mL 复方苦参注射液的完全培养液培

养，同时设置空白组（无 T24 细胞）、对照组（DMSO）

和阳性对照组（表阿霉素 5 μmol/L），每组设置 4
个复孔。24、48 h 后每孔加入 10 μL CCK-8 孵育 2 h，
酶标仪在波长 450 nm 处测每孔吸光度（A）值，并

计算细胞存活率。用 Prism 5.0 软件计算药物的半数

抑制浓度（IC50）。 
细胞存活率＝(A 实验－A 空白)/(A 对照－A 空白) 

2.3  倒置显微镜观察细胞形态 
将 T24 细胞常规接种于 6 孔板中，同步化处理

同“2.2”项。根据 CCK-8 实验所得药物抑制 T24
细胞的 IC50，选取终质量浓度为 120 μg/mL 的复方

苦参注射液干预 T24 细胞，24、48 h 后倒置荧光显

微镜观察细胞状态。 
2.4  流式细胞术检测细胞凋亡 

常规培养 T24 细胞，以 2×105/孔均匀接种于 6
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孔板中，同步化处理同“2.2”项。加入含有终质量

浓度为 40、80、120、160 μg/mL 复方苦参注射液的

完全培养液培养 24 h，同时设置对照组（DMSO）。

PBS 缓冲液洗涤细胞，使用无 EDTA 的胰蛋白酶

消化细胞，1 000 r/min 离心 1 min。加入 1×Annexin 
V 结合液重悬细胞后加入 5 μL Annexin V-FITC、5 
μL PI 混匀，室温避光下培养 15 min，随即用流式

细胞仪进行检测。 
2.5  MDC 染色检测细胞自噬 

将细胞接种在放有无菌盖玻片的 24 孔板内，细

胞同步处理、分组加药同“2.4”项。取出贴有细胞

的盖玻片，用 1×Wash Buffer 清洗玻片，每片盖玻

片用 150 μL MDC 进行染色，室温避光染色 30 min。
染色结束后用 1×Wash Buffer 清洗，荧光显微镜观

察结果。Image J 软件计算相对荧光强度。 
2.6  蛋白免疫印迹法检测相关蛋白表达 

细胞同步化处理、分组加药同“2.4”项。PBS
清洗细胞，使用含有 1%蛋白酶抑制剂的细胞裂解

液提取各组细胞总蛋白，BCA 蛋白检测法测定各组

蛋白质量浓度。聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白，经

转膜将目的蛋白转移至 PVDF 膜上。封闭液封闭 20 
min，加入稀释好的 Bcl-2、Bax、Cleaved-Caspase 3、
Beclin 1、LC3 和 P62 一抗，4 ℃摇动孵育过夜。次

日加入稀释好的二抗，室温摇动孵育 1 h。膜上均匀

滴加 ECL 化学发光显影液，避光孵育 2 min 后于化

学发光成像系统中显影。Image J 软件进行蛋白条带

灰度分析。 
2.7  免疫荧光染色 

将无菌盖玻片放置于 6 孔板中制备细胞爬片，

细胞同步处理、分组加药同“2.4”项。PBS 缓冲液

清洗细胞爬片。多聚甲醛固定、山羊血清封闭细胞

爬片。将爬片放入湿盒中进行一抗孵育，方法同

“2.6”项。此后步骤需要避光，用 PBST 清洗爬片

加入稀释好的荧光二抗，孵育 1 h。PBST 缓冲液清

洗爬片，滴加 DAPI 室温孵育 5 min，用含抗荧光淬

灭剂的封片剂封片，荧光显微镜上观察结果。Image 
J 软件计算相对荧光强度。 
2.8  统计学分析 

使用 SPSS 22.0 统计学软件进行统计分析，数

据采用 ±x s 表示。两组间均数比较采用 t 检验，多

组间均数比较用单因素方差分析（ One-way 
ANOVA），如果方差齐采用 LSD 法，若方差不齐，

采用单因素方差分析 Dunnett’s T3 进行两两比较。 
3  结果 
3.1  复方苦参注射液对 T24 细胞增殖的影响 

如表 1 所示，复方苦参注射液能抑制 T24 细胞

增殖，并具有浓度、时间相关性。复方苦参注射液

干预T24细胞24、48 h的 IC50值分别为142.06、81.34 
μg/mL。 
3.2  复方苦参注射液对 T24 细胞形态的影响 

复方苦参注射液对 T24 细胞形态学的影响结果

如图 1 所示。40×倒置相差显微镜下可见对照组细

胞形态正常，贴壁性好，分布均匀，多呈梭形，胞

核清晰，胞质均匀透亮。经复方苦参注射液干预 24、
48 h 后细胞数量明显减少，部分细胞发生死亡，呈

斑块样脱落，细胞形态皱缩，细胞间距增大呈典型

凋亡形态改变，并呈现时间相关性。 
3.3  复方苦参注射液对 T24 细胞凋亡的影响 

流式细胞术检测结果如表 2 和图 2 所示，与对

照组相比，随着复方苦参注射液剂量的增加，T24
细胞凋亡比例逐渐增加。且不同剂量复方苦参注射

液组的凋亡率差别具有统计学意义（P＜0.001）。 

表 1  复方苦参注射液对 T24 细胞增殖的影响 ( x s± , n = 4) 
Table 1  Effect of Compound Kushen Injection on proliferation of T24 cells ( x s± , n = 4) 

组别 剂量/(μg∙mL−1) 
细胞存活率% 

24 h 48 h 

对照 — 99.55±0.61 99.89±0.25 

表阿霉素  5 μmol∙L−1   74.32±1.40***     60.08±1.31***### 

复方苦参注射液 40    75.67±1.79***△      64.20±2.29***△### 

 80     66.54±2.62***△△
       51.19±1.92***△△### 

 120     58.66±2.27***△△
       41.57±2.24***△△### 

 160     46.81±2.67***△△
       30.06±2.34***△△### 

与对照组比较：***P＜0.001；与表阿霉素组比较：
△P＜0.01  △△P＜0.001；与同组 24 h 比较：###P＜0.001 

***P < 0.001 vs control group; △P < 0.01  △△P < 0.001 vs epirubicin group; ###P < 0.001 vs the same group for 24 h 
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图 1  复方苦参注射液对 T24 细胞形态的影响 (×40) 

Fig. 1  Effect of Compound Kushen Injection on morphology 
of T24 cells (×40) 

表 2  复方苦参注射液对 T24 细胞凋亡率的影响 ( x s± , 
n = 3) 
Table 2  Effect of Compound Kushen Injection on apoptosis 
rate of bladder cancer T24 cells ( x s± , n = 3) 

组别 剂量/(μg∙mL−1) 凋亡率% 

对照 — 0.62±0.11 

复方苦参注射液  40   7.99±0.70*** 

  80  13.01±0.64*** 

 120  15.80±0.48*** 

 160  21.06±0.44*** 

与对照组比较：***P＜0.001 
***P < 0.001 vs control group 

 

 
图 2  复方苦参注射液对 T24 细胞凋亡的影响 

Fig. 2  Effect of Compound Kushen Injection on apoptosis of T24 cells 

3.4  复方苦参注射液对 T24 细胞自噬的影响 
MDC 能够将细胞内形成的自噬体进行特异性

染色，发出蓝绿色荧光。表 3 和图 3 表明随着复方

苦参注射液干预 T24 细胞剂量的增加，自噬荧光强

度逐渐增加（P＜0.05、0.001），且各组荧光强度的

差别具有统计学意义。 
3.5  复方苦参注射液对 T24 细胞蛋白表达的影响 

如表 4 和图 4～5 所示，与对照组相比，复方苦

参注射液能降低 T24 细胞 Bcl-2 和 P62 蛋白表达水

平，增加 Bax、cleaved-Caspase 3、Beclin1、LC3Ⅱ
的蛋白表达水平。一定浓度下与对照组相比有显著

性差异（P＜0.05、0.01）。 
3.6  免疫荧光染色结果 

如表 5 和图 6～7 所示，复方苦参注射液组与对

照组 FITC 标记的绿色荧光表达强度不同。结果表

明，与对照组相比，120 μg/mL 复方苦参注射液干

预 24 h 后，T24 细胞 Bcl-2、P62 表达量下降，Bax、
cleaved-Caspase 3、Beclin1、LC3Ⅱ表达量均增加，

差异均具有统计学意义（P＜0.01）。 

表 3  复方苦参注射液对T24 细胞自噬的影响 ( x s± , n = 3) 
Table 3  Effect of Compound Kushen Injection on autophagy 
of T24 cells ( x s± , n = 3) 

组别 剂量/(μg∙mL−1) 相对荧光强度 

对照 — 1.00 
复方苦参注射液  40 1.26±0.06* 

  80 1.35±0.08* 

 120  1.64±0.14*** 

 160  2.16±0.14*** 

与对照组比较：*P＜0.05  ***P＜0.001 
*P < 0.05  ***P < 0.001 vs control group 

4  讨论 
近年来，随着现代生物学及分子技术水平迅速

发展，传统的中医药体系逐渐与细胞凋亡、自噬这

些微观辨证思想结合[11]。研究发现，在肿瘤的治疗

上，运用中医药疗法能诱导癌细胞凋亡，调节凋亡

和自噬信号通路[12]。细胞凋亡过程非常复杂，Bcl-2
他成员抑制凋亡，如 Bcl-2、Bag-1 和 Mcl-2[13-14]。

Caspase 3 是参与细胞凋亡的关键蛋白酶，细胞在发 
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图 3  复方苦参注射液对 T24 细胞自噬的影响 
Fig. 3  Effect of Compound Kushen Injection on autophagy of T24 cells 

表 4  复方苦参注射液对 T24 细胞凋亡、自噬关键蛋白表达的影响 ( x s± , n = 3) 
Table 4  Effects of Compound Kushen Injection on apoptosis and autophagy key protein expression of T24 cells ( x s± , n = 3) 

组别 剂量/(μg∙mL−1) 
蛋白相对表达量 

Bcl-2 Bax cleaved-Caspase 3 P62 Beclin1 LC3Ⅱ 

对照 — 0.89±0.03 0.53±0.04 0.76±0.04 0.50±0.03 0.50±0.02 0.48±0.04 

复方苦参注射液  40 0.86±0.05 0.66±0.03* 0.79±0.04 0.69±0.05* 0.65±0.07* 0.71±0.03* 

  80 0.80±0.04* 0.70±0.03*  0.87±0.03* 0.77±0.04* 0.74±0.03* 0.86±0.01* 

 120 0.72±0.04* 0.79±0.05*  1.00±0.08* 0.89±0.01* 0.88±0.03* 0.96±0.04** 

 160 0.52±0.06* 0.91±0.06**  1.02±0.08* 0.91±0.04** 1.02±0.10** 1.07±0.07** 

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

 

图 4  复方苦参注射液对T24细胞凋亡相关蛋白表达的影响 
Fig. 4  Effect of Compound Kushen Injection on expression 
of apoptosis-related proteins in T24 cells 

 

图 5  复方苦参注射液对T24细胞自噬相关蛋白表达的影响 
Fig. 5  Effect of Compound Kushen Injection on expression 
of autophagy-related proteins in T24 cells 

表 5  复方苦参注射液对 T24 细胞蛋白表达的平均相对荧光强度 ( x s± , n = 3) 
Table 5  Average relative protein fluorescence intensity of Compound Kushen Injection after intervention of T24 cells ( x s± , 
n = 3) 

组别 剂  量/(μg∙mL−1) 
相对荧光强度 

Bcl-2 Bax cleaved-Caspase 3 P62 Beclin1 LC3Ⅱ 
对照 — 47.27±1.36 44.27±3.68 38.35±2.41 43.35±3.62 45.20±3.13 46.19±0.82 
复方苦参注射液 120 29.03±1.60*** 88.86±1.39*** 93.23±2.24*** 33.03±2.38*** 87.71±2.09*** 88.39±1.88*** 

与对照组比较：***P＜0.001 
***P < 0.001 vs control group 
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图 6  复方苦参注射液干预T24细胞后凋亡相关蛋白表达的

免疫荧光结果 
Fig. 6  Immunofluorescence results of apoptosis-related protein 
expression after intervention of Compound Kushen Injection 
on T24 cells  

 

图 7  复方苦参注射液干预T24细胞后自噬相关蛋白表达的

免疫荧光结果 
Fig. 7  Immunofluorescence results of autophagy-related 
protein expression after intervention of Compound Kushen 
Injection on T24 cells 

生凋亡时才能生成激活型 Caspase 3[15]。Beclin1 是

第 1 个被发现的参与调控疾病的必要自噬基因[16]。

Beclin1蛋白表达的增加能够抑制肿瘤的发生发展[17]。

LC3 是目前用来检测自噬可靠的标志物，通过监测

LC3Ⅱ与内参基因相对表达量的变化为检测细胞内

自噬进展的标准。P62 是自噬降解底物，通常随着

自噬增强，P62 表达减弱[18]。研究表明，许多中药

有效成分都有调节肿瘤细胞自噬的作用[19]。复方苦

参注射液多种入血活性成分亦有调节自噬，促进肿

瘤细胞凋亡的作用。如苦参碱能够通过抑制 PI3K/ 
AKT/mTOR 通路诱导非小细胞癌 A549 产生自噬，

进而促进细胞凋亡[20]。氧化苦参碱能够减轻砷导致

的肝细胞 HSC 产生的自噬，从而抑制肝纤维化[21]。

槐果碱能够上调 LC3Ⅱ进而上调自噬，促进胃癌细

胞凋亡[22]。 
本研究表明复方苦参注射液能通过上调

Beclin1、LC3Ⅱ表达，下调 P62 表达来诱导 T24 细

胞中自噬。通过上调 cleaved-Caspase 3 和 Bax 的表

达，减少抑凋亡因子 Bcl-2 的表达，降低 Bcl-2/Bax
的比值来促进凋亡。虽然细胞凋亡和自噬分别涉及

到的机制不同，但二者的通路中存在相同的刺激因

子和调节蛋白，在促进细胞死亡中有着交互作用的

关系[23]。临床上，应用复方苦参注射液膀胱灌注或

静脉注射来治疗膀胱癌已经起到了较好的疗效[24]。

本研究为今后运用复方苦参注射液治疗和辅助治疗

膀胱癌提供了理论依据，不失为应用中西医结合疗

法通过调节肿瘤细胞自噬，促进肿瘤细胞凋亡治疗

癌症的新思路。 
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