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基于红细胞免疫功能调节的石蒜碱体内抗肿瘤作用机制研究  
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摘  要：目的  研究石蒜碱对肝癌 H22 细胞荷瘤小鼠红细胞膜结构功能的影响。方法  通过抑瘤率实验、生命延长率实验、

流式细胞仪检测肿瘤细胞凋亡率实验，验证石蒜碱的体内抗肿瘤活性；采用试剂盒测定红细胞膜总蛋白、胆固醇和唾液酸含

量，考察石蒜碱对 H22 荷瘤小鼠红细胞膜主要组分的影响；采用荧光偏振法检测红细胞膜流动性，荧光染色法检测红细胞膜

封闭度，验证石蒜碱对 H22 荷瘤小鼠红细胞膜结构功能的影响；采用三磷酸腺苷（adenosine triphosphate，ATP）酶活性检测

试剂盒、荧光分光光度计、激光共聚焦扫描显微镜、Western blotting 法，检测石蒜碱对 H22荷瘤小鼠红细胞膜离子通道相关因

子活性的影响；采用 Western blotting 法检测石蒜碱对 H22荷瘤小鼠肿瘤细胞内活化的半胱氨酸蛋白酶-3（cleaved Caspase-3）、

cleaved Caspase-9、B 淋巴细胞瘤 2（B-cell lymphoma 2，Bcl-2）和 Bcl-2 相关 X 蛋白（Bcl-2 associated X protein，Bax）表

达的影响。结果  石蒜碱能够显著抑制 H22 荷瘤小鼠肿瘤生长、有效延长 H22 荷瘤小鼠生存时间，并且能够诱导 H22 荷瘤小

鼠肿瘤细胞凋亡（P＜0.05、0.01）；石蒜碱能够增加 H22 荷瘤小鼠红细胞膜总蛋白、唾液酸和胆固醇含量，同时提高红细胞

膜流动性和封闭度，增强 H22荷瘤小鼠红细胞膜 Na+, K+-ATP、Ca2+, Mg2+-ATP 酶活性，升高 H22 荷瘤小鼠红细胞内 pH 值，

降低红细胞内 H+、Ca2+、Cl−浓度，增强 H22 荷瘤小鼠红细胞对 HCO3−/Cl−转运活性，升高 Band 3 蛋白表达水平（P＜0.01）；

石蒜碱能够升高 H22 荷瘤小鼠肿瘤细胞内 cleaved Caspase-3、cleaved Caspase-9 蛋白表达水平，升高促凋亡蛋白 Bax 表达、

降低抑凋亡蛋白 Bcl-2 表达，使 Bcl-2/Bax 降低（P＜0.01）。结论  石蒜碱对 H22荷瘤小鼠具有抗肿瘤作用，能够通过调控 H22

荷瘤小鼠红细胞膜组成结构，提高细胞膜离子通道的活性，在离子通道之间建立联系相互促进，通过这种相互促进作用来调

节胞内酸碱度、离子平衡，使红细胞膜结构功能得到改善，进而增强红细胞免疫功能，并调控肿瘤细胞内凋亡相关蛋白表达，

激活肿瘤细胞凋亡相关因子，启动肿瘤细胞凋亡程序，从而发挥抗肿瘤作用。 
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Anti-tumor mechanism of lycoline in vivo based on regulation of red blood cell 

immune function 
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Abstract: Objective  To study the effect of lycorine on structure and function of red blood cell membranes in H22 tumor-bearing mice. 

Methods  Anti-tumor activity of lycorine in vivo was verified by tumor inhibition rate experiment, life extension rate experiment, and tumor 

cells apoptosis rate test by flow cytometry. Contents of total protein, cholesterol and sialic acid of erythrocyte membrane were determined 

by assay kit to detect the effect of lycorine on content of main components of erythrocyte membrane in H22 tumor-bearing mice. The 

erythrocyte membrane fluidity was detected by fluorescence polarization method, and erythrocyte membrane sealing degree was determined 

by Zamudio method to verify the effect of lycorine on erythrocyte membrane structure function of H22 tumor-bearing mice. Adenosine 
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triphosphate (ATP) activity assay kit, fluorescence spectrophotometer, laser confocal scanning microscopy and Western blotting method 

were used to detect the effect of lycorine on erythrocyte membrane ion channel activity of H22 tumor-bearing mice. Western blotting was 

used to detect the effects of lycorine on protein expressions of cleaved Caspase-3, cleaved Caspase-9, B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) and Bcl-2 

associated X protein (Bax) in tumor cells of H22 tumor-bearing mice. Results  Lycorine inhibited tumor growth in H22 tumor-bearing mice, 

prolonged the survival time of H22 tumor-bearing mice, and induced tumor cell apoptosis in H22 tumor-bearing mice (P < 0.05, 0.01); Lycorine 

increased erythrocyte membrane total protein, sialic acid and cholesterol contents in H22 tumor-bearing mice, improved the fluidity and 

tightness of erythrocyte membrane, enhanced the erythrocyte membrane Na+, K+-ATPase and Ca2+, Mg2+-ATPase activity of H22 tumor-

bearing mice, increased the intracellular pH of H22 tumor-bearing mice, decreased H+, Ca2+, Cl− concentrations in red blood cells, enhanced 

the HCO3−/Cl− transport activity of H22 tumor-bearing mice, and increased Band 3 protein expression (P < 0.01). Lycorine increased the 

protein expressions of cleaved Caspase-3 and cleaved Caspase-9, increased the expression of pro-apoptotic protein Bax, decreased the 

expression of anti-apoptotic protein Bcl-2, and reduced the ratio of Bcl-2/Bax (P < 0.01). Conclusion  Lycorine has anti-tumor effect on 

H22 tumor-bearing mice, and can improve the activity of cell membrane ion channel by changing the erythrocyte membrane structure of H22 

tumor-bearing mice, and establish a relationship between ion channels to promote each other. Through this mutual promotion, the intracellular 

pH and ion balance are adjusted, and the structural function of erythrocyte membrane is improved, thereby enhancing the immune function 

of red blood cells. In addition, lycorine regulates the activity of apoptosis-related proteins in tumor cells, activates the apoptosis-related 

factors, initiates the apoptosis-related process of tumor cells, and exerts the anti-tumor effect. 

Key words: lycorine; H22 tumor-bearing mice; red blood cell immunity; apoptosis; anti-tumor 

肿瘤严重威胁着人类的生命健康，在肿瘤发展

过程中，免疫系统发挥重要作用。红细胞作为机体血

液循环中含量最多的血细胞，是一种天然免疫调节

剂和免疫刺激剂，红细胞免疫在机体抗击肿瘤过程

中起着重要作用[1-2]。石蒜碱是一种广泛存在于石蒜

科植物中并经分离得到的一种单体活性成分，是一

种异喹啉类生物碱[3-7]，具有抗肿瘤[8-19]、抗炎[20-21]、

抗菌[22]、抗病毒[23-25]等药理作用。近年来，石蒜碱

的抗肿瘤作用研究已成为热点，本研究以肝癌 H22

细胞荷瘤小鼠红细胞为研究对象，通过体内实验考

察石蒜碱对 H22 荷瘤小鼠红细胞膜的组成成分和结

构功能以及红细胞膜离子通道活性的影响。本研究

也以此为契机，以石蒜碱为载体，从红细胞免疫的

角度阐述抗肿瘤药物作用肿瘤细胞生物膜靶点和作

用机制，为抗肿瘤新药的研发、寻找抗肿瘤药物作

用靶点、发现抗肿瘤药物作用途径提供研究基础，

也为红细胞免疫的深入研究提供理论依据。 

1  材料 

1.1  动物 

SPF 级昆明种小鼠（出生 4～5 周），雌雄各半，

体质量 18～22 g，购于黑龙江中医药大学动物实验

室（黑动字第 00101003 号）。动物饲养于温度 18～

22 ℃、湿度 50%～60%的环境中，自由进食饮水，

每周换水 2～3 次，每周更换 2 次垫料。动物实验伦

理审批号 sydwgzr2021-104。 

1.2  细胞 

H22 肝癌细胞由国家教育部抗肿瘤天然药物工

程研究中心提供。 

1.3  药品与试剂 

石蒜碱（批号 34296，质量分数 98%）购自阿

拉丁试剂有限公司；羟基喜树碱（质量分数 98%，

批号 20130112）购自哈尔滨圣泰药业有限公司；考

马斯亮蓝试剂盒、胆固醇定量试剂盒、唾液酸定量

试剂盒、三磷酸腺苷（adenosine triphosphate，ATP）

酶活性检测试剂盒购自南京建成生物公司；还原型

辅酶 I（reduced nicotinamide adenine dinucleotide，

NADH）、BCECF-AM（pH 荧光探针）、HRP 标记的

山羊抗兔 IgG 抗体、兔 Band 3 多克隆抗体、兔 B 淋

巴细胞瘤 2（B-cell lymphoma 2，Bcl-2）多克隆抗

体、兔 Bcl-2 相关 X 蛋白（Bcl-2 associated X protein，

Bax）多克隆抗体、兔活化的半胱氨酸蛋白酶-3

（cleaved Caspase-3）多克隆抗体、兔 cleaved Caspase-

9 多克隆抗体、兔 β-actin 多克隆抗体、考马斯亮蓝

快速染色液购自碧云天生物技术研究所；Fluo-

3/AM（Ca2+荧光探针）购自美国 MolecularProbe 公

司；MQAE（Cl−荧光探针）购自美国 Biotium 公司。 

1.4  仪器 

EPICS-XL 型流式细胞仪、低温高速离心机、

TGL-22 型台式冷冻离心机（美国 Beckman Coulter

公司）；DKZ 系列恒温水浴箱（上海一恒科技有限

公司）；752 型紫外-可见分光光度计（上海第三仪器

厂）；RF-5301PC 型荧光分光光度计（日本 Shimadzu

公司）；TCS-SP2 型激光共聚焦扫描显微镜（德国

Leica 公司）；Anke TDL80-2C 型离心机（上海安亭
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科学仪器厂）。 

2  方法 

2.1  石蒜碱体内抗肿瘤作用研究 

2.1.1  H22荷瘤小鼠实体瘤模型的建立  小鼠 ip H22

肝癌细胞，饲养 5～8 d，接种成功后抽取腹水（小

鼠存活率≥95%），使用 4 ℃无菌 0.9%氯化钠溶液

将细胞密度调整为 5×106 个/mL，小鼠右前肢腋部

sc 0.2 mL 细胞。 

2.1.2  H22 荷瘤小鼠腹水瘤模型的建立  小鼠 ip H22

肝癌细胞，饲养 5～8 d，接种成功后抽取腹水（小鼠

存活率≥95%），使用 4 ℃无菌 0.9%氯化钠溶液将细

胞密度调整为 5×106个/mL，小鼠 ip 0.2 mL 细胞。 

2.1.3  分组和给药  取事先接种成功的昆明种小鼠

50 只，随机分成 5 组，每组 10 只，分别为模型组、

羟基喜树碱（6 mg/kg）组及石蒜碱高、中、低剂量

（40、20、10 mg/kg）组。各给药组 ip 相应药物，模

型组 ip 0.9%氯化钠溶液，1 次/d，连续 7 d。 

2.1.4  石蒜碱对 H22 荷瘤小鼠的抑瘤作用  实体瘤

模型昆明种小鼠末次给药 24 h 后，称定小鼠体质

量，剥离瘤体并称定瘤质量，此过程全程在冰浴上

操作，重复进行 3 批实验，计算石蒜碱抑瘤率。 

 抑瘤率＝(模型组平均瘤质量－给药组平均瘤质量)/模

型组平均瘤质量 

2.1.5  石蒜碱对 H22 荷瘤小鼠生命延长的作用  腹

水瘤模型昆明种小鼠末次给药 24 h 后，记录各给药

组和模型组的小鼠平均生存时间，重复进行 3 批实

验，计算石蒜碱对 H22 荷瘤小鼠的生命延长率。 

 生命延长率＝(给药组平均生存天数－模型组平均生存

天数)/模型组平均生存天数 

2.1.6  石蒜碱诱导 H22 荷瘤小鼠肿瘤细胞凋亡的影

响  腹水瘤模型昆明种小鼠给药结束后，抽取 H22

荷瘤小鼠腹水 1 mL，2000 r/min 离心 10 min，弃去

上清液；加入 70%乙醇重悬，于 −20 ℃沉淀，随后

4 ℃固定 24 h，加入碘化丙啶（PI）染色剂，0.5 h

后经尼龙网滤过，采用流式细胞仪检测凋亡情况。 

2.2  石蒜碱对H22荷瘤小鼠红细胞膜结构功能的影响 

2.2.1  分组及给药  取 10 只昆明种小鼠作为对照

组，取腹水瘤造模成功小鼠 50 只，随机分成模型

组、羟基喜树碱（6 mg/kg）组及石蒜碱高、中、低

剂量（40、20、10 mg/kg）组。各给药组 ip 相应药

物，对照组和模型组 ip 0.9%氯化钠溶液，1 次/d，

连续 7 d。 

2.2.2  红细胞膜悬液的制备  末次给药 24 h 后，小

鼠眼球采血，加入肝素，3000 r/min 离心 5 min，弃

上清液；沉淀加入 8 mL Tris-HCl 溶液（10 mmol/L、

pH 7.4）和适量苯甲基磺酰氟（PMSF），4 ℃溶血过

夜；4 ℃、12 000 r/min 离心 30 min，弃上清，加入

Tris-HCl 溶液（10 mmol/L、pH 7.4），12 000 r/min

离心洗涤 3 次，取白色沉淀物，加入等体积 PBS 溶

液（pH 7.4）重悬待用。 

2.2.3  石蒜碱对 H22小鼠红细胞膜总蛋白、胆固醇、

唾液酸含量的影响  取“2.2.2”项下制备的红细胞

膜悬液，采用考马斯亮蓝法对蛋白含量进行测定；

按照胆固醇定量试剂盒说明书测定红细胞膜胆固醇

含量，按照唾液酸定量试剂盒说明书测定红细胞膜

唾液酸含量。 

2.2.4  石蒜碱对 H22 荷瘤小鼠红细胞膜流动性的影

响  将“2.2.2”项下收集的红细胞膜悬液，用 0.9%

氯化钠溶液悬浮，加入 2 mL 荧光探针 DPH，37 ℃

温育 30 min，PBS 溶液洗涤 1 次，离心 10 min，将

下层沉淀悬浮在适量的 PBS 溶液中。采用荧光分光

光度计测定，氙灯为光源，荧光激发波长设定为 362 

nm，发射波长为 432 nm，测定平行荧光偏振光强度

和垂直荧光偏振光强度 I11、I⊥，计算荧光偏振度

（P）、微黏度（η）及流动性（LFU）。 

 P＝(I11－I⊥)/(I11＋I⊥) 

 η＝2P/(0.46－P) 

 LFU＝(0.5－P)/P2 

2.2.5  石蒜碱对 H22 荷瘤小鼠红细胞膜封闭度的影

响  在比色皿中加入 0.6 mL“2.2.2”项下制备的红

细胞膜悬液，按试剂盒说明书操作，采用紫外-可见

分光光度计测定，波长设定为 420 nm，从加入

NADH 开始，每隔 1 min 记录 1 次吸光度（A）值，

连续记录 6 min，计算封闭度。 

 封闭度＝(加表面活性剂酶活力－不加表面活性剂酶活

力)/加表面活性剂酶活力 

2.3  石蒜碱对H22荷瘤小鼠红细胞膜离子通道活性

的影响 

2.3.1  分组及给药  方法参见“2.2.1”项。 

2.3.2  石蒜碱对 H22 荷瘤小鼠红细胞膜阴离子交换

蛋白 1（anion exchanger 1，AE1）阴离子转运活性的

影响  末次给药 24 h 后，小鼠眼球采血，取新鲜血

液，加入 PBS 溶液，3000 r/min 离心 5 min，反复清

洗 3 次，得沉淀红细胞。将沉淀细胞按 1∶50 稀释，

加入 Cl−荧光探针（MQAE），37 ℃避光孵育 2 h，

2000 r/min 离心 5 min；弃上清液，用等体积试剂盒
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配比的溶液 II 混匀重悬，离心洗涤；然后将红细胞

加入含有 2 mL 试剂盒配比的溶液 III 的比色杯，充

分混匀，静置 10 min 后，采用荧光分光光度计检测，

发射波长为 460 nm，激发波长为 350 nm。 

2.3.3  石蒜碱对H22荷瘤小鼠红细胞内H+浓度的影

响  末次给药 24 h 后，小鼠眼球采血，取新鲜血液，

加入 PBS 溶液，3000 r/min 离心 5 min，反复清洗 3

次，得到红细胞沉淀。取 100 μL 红细胞沉淀，取 100 

μL 红细胞沉淀，用 PBS 溶液定容至 5 mL，制成悬

液，吸取 50 μL 悬液，加入 PBS 溶液 950 μL，然后

加入 pH 荧光探针（BCECF-AM），37 ℃避光孵育

30 min，充分吹散细胞，取混悬液细胞置于盖玻片

上，采用激光共聚焦扫描显微镜检测，发射波长为

535 nm，激发波长为 488 nm。 

2.3.4  石蒜碱对 H22 荷瘤小鼠红细胞内 Ca2+浓度的

影响  末次给药 24 h 后，小鼠眼球采血，取新鲜血

液，加入 PBS 溶液，3000 r/min 离心 5 min，反复清

洗 3 次，得红细胞沉淀。取 100 μL 红细胞沉淀，用

PBS 溶液定容至 5 mL，制成悬液，使用荧光探针负

载导入，精确吸取 100 μL 红细胞悬液，向红细胞悬

液中加入无钙台式液 500 μL 以及 Fluo-3/AM 溶液

200 μL，37 ℃避光染色 120 min；3500 r/min 离心

10 min，弃上清液，加入无钙台式液 300 μL，吹匀，

制成悬液，采用激光共聚焦扫描显微镜检测，激发

激光为 488 nm。 

2.3.5  石蒜碱对H22荷瘤小鼠红细胞膜Na+, K+-ATP

酶、Ca2+, Mg2+-ATP 酶活性的影响  按“2.2.2”项

下方法制备红细胞膜悬液，按 ATP 酶活性检测试剂

盒说明书进行检测。 

2.3.6  Western blotting 法检测石蒜碱对 H22 荷瘤小

鼠红细胞膜 Band 3 蛋白表达的影响  按“2.2.2”项

下方法制备红细胞膜悬液，采用考马斯亮蓝法进行

蛋白定量，蛋白样品至 15%十二烷基硫酸钠-聚丙烯

酰胺凝胶电泳，转至 PVDF 膜，于 TBST 封闭液中

封闭 2 h，分别加入 Band 3、β-actin 抗体（1∶200），

4 ℃孵育过夜；以 TBST 封闭液洗涤，加入 HRP 标

记的山羊抗兔 IgG 抗体（1∶500），室温孵育 2 h；

加入 AP-NBT/BICT 显色液进行显色，采用凝胶成

像系统成像并使用 Image G v2.8.7 软件分析。 

2.4  石蒜碱对H22荷瘤小鼠凋亡相关蛋白表达的影响 

2.4.1  细胞收集 

（1）H22 荷瘤小鼠肿瘤细胞的收集：采用 H22荷

瘤小鼠腹水瘤模型，于末次给药次日（处死前），用

注射器于小鼠腹腔中抽取腹水 1 mL，2000 r/min 离

心 10 min，弃上层清液；沉淀用 0.85% NH4Cl 溶液

洗涤 3 次，然后用 0.9%氯化钠溶液洗涤 3 次，2000 

r/min 离心 10 min，弃上清液，即得肿瘤细胞。 

（2）正常小鼠肝细胞的收集：取对照组小鼠肝

组织适量并切成小细块，用 PBS 溶液清洗后放入试

管中，加入胰酶，于 37 ℃消化 15 min，用小牛血

清终止消化，滤过；将消化后的组织液以 2000 r/min

反复离心 3 次，2 min/次，收集沉淀，加入 0.83% 

NH4Cl 溶液 1 mL 以破除血细胞，1500 r/min 离心 5 

min，收集沉淀，即得正常小鼠肝细胞。 

2.4.2  石蒜碱对 H22 荷瘤小鼠凋亡相关蛋白表达的

影响  取“2.4.1”项下各组细胞，用 PBS 溶液清洗

1 次，彻底吸净 PBS 溶液，加入裂解液适量，于冰

浴中裂解 15 min，4 ℃、16 000 r/min 离心 15 min，

取上清液置于 −80 ℃保存，待用。采用考马斯亮蓝

法测定蛋白含量后，加入适量上样缓冲液，100 ℃

金属浴 5 min 使蛋白变性；取变性后的蛋白样品适

量，经 15%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，

转至 PVDF 膜，于脱脂牛奶中封闭 2 h，分别加入

Bcl-2、Bax、cleaved Caspase-3、cleaved Caspase-9、

β-actin 抗体（1∶200），4 ℃孵育过夜；依次用 TBST

溶液、TBS 溶液在室温下洗涤 2、1 次，10 min/次，

加入 HRP 标记的山羊抗兔 IgG 抗体（1∶500），室

温孵育 2 h；加入 AP-NBT/BICT 显色液进行显色，

采用凝胶成像系统成像并使用 Image G v2.8.7 软件

分析。 

2.5  统计分析 

统计分析用 SPSS 21.0 软件进行，数据资料以

x s 表示，多样本均数比较采用 One-way ANOVA

分析。 

3  结果 

3.1  石蒜碱体内抗肿瘤作用 

3.1.1  石蒜碱对 H22 荷瘤小鼠瘤质量的影响  如表

1 所示，与模型组比较，石蒜碱各剂量组小鼠瘤质

量明显下降（P＜0.05、0.01），呈剂量相关性。各给

药组均可以抑制 H22 荷瘤小鼠肿瘤的生长，具有抗

肿瘤作用。 

3.1.2  石蒜碱对 H22 荷瘤小鼠生命延长的作用  如

表 1 所示，与模型组比较，石蒜碱各剂量组小鼠生

存时间明显延长（P＜0.05、0.01），呈剂量相关性。 

3.1.3  石蒜碱对 H22 荷瘤小鼠肿瘤细胞凋亡的影响  

如图 1 所示，与模型组比较，石蒜碱各剂量组小鼠肿
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表 1  石蒜碱对 H22荷瘤小鼠瘤质量和生存时间的影响 ( x s , n = 10) 

Table 1  Effect of lycorine on tumor weight and survival time of H22 bearing-tumor mice ( x s , n = 10) 

组别 剂量/(mg·kg−1) 瘤质量/g 抑瘤率/% 生存时间/d 生命延长率/% 

模型 － 1.37±0.08 — 10.38±0.24 － 

羟基喜树碱 6 0.83±0.12** 39.41 15.49±0.18** 49.23 

石蒜碱 10 1.05±0.06* 23.36 13.40±0.23* 29.09 

 20 0.87±0.09** 36.50 15.59±0.14** 50.19 

 40 0.59±0.05** 56.93 17.55±0.11** 69.08 

与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs model group

 
与模型组比较：**P＜0.01 

**P < 0.01 vs model group

图 1  石蒜碱对 H22荷瘤小鼠肿瘤细胞凋亡率的影响 ( x s , n = 10) 

Fig. 1  Effect of lycorine on apoptosis rate of tumor cells of H22 bearing-tumor mice ( x s , n = 10)

瘤细胞凋亡率明显升高（P＜0.01），呈剂量相关性。 

3.2  石蒜碱对H22荷瘤小鼠红细胞膜组成结构的影响 

3.2.1  石蒜碱对 H22 荷瘤小鼠红细胞膜总蛋白、唾

液酸和胆固醇含量的影响  如表 2 所示，与对照组

比较，石蒜碱各剂量组红细胞膜总蛋白、唾液酸和

胆固醇含量明显降低（P＜0.01）；与模型组比较，

石蒜碱各剂量组红细胞膜蛋白、唾液酸和胆固醇含

量明显升高（P＜0.01），呈剂量相关性。 

表 2  石蒜碱对 H22荷瘤小鼠红细胞膜组分的影响 ( x s , n = 10) 

Table 2  Effect of lycorine on erythrocyte membrane composition of H22 bearing-tumor mice ( x s , n = 10) 

组别 剂量/(mg·kg−1) 总蛋白/(g·L−1) 唾液酸/(mmol·g−1) 胆固醇/(mmol·L−1) 

对照 － 0.577±0.032 0.893±0.014 2.645±0.027 

模型 － 0.332±0.028** 0.618±0.017** 1.044±0.011** 

羟基喜树碱 6 0.413±0.024**## 0.819±0.015**## 2.082±0.014**## 

石蒜碱 10 0.377±0.029**## 0.692±0.008**## 1.154±0.007**## 

 20 0.432±0.015**## 0.792±0.009**## 1.969±0.037**## 

 40 0.518±0.027**## 0.827±0.019**## 2.342±0.024**## 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01，下表同 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group, same as below tables

模型              羟基喜树碱          石蒜碱 10 mg·kg−1           石蒜碱 20 mg·kg−1         石蒜碱 40 mg·kg−1 

模型 羟基喜树碱  10      20      40 

                   石蒜碱/(mg·kg−1) 
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3.2.2  石蒜碱对 H22 荷瘤小鼠红细胞膜流动性和封

闭度的影响  如表 3 所示，与对照组比较，石蒜碱

各剂量组红细胞膜流动性和封闭度明显降低（P＜

0.01）；与模型组比较，石蒜碱各剂量组红细胞膜流

动性和封闭度明显升高（P＜0.01），呈剂量相关性。 

3.3  石蒜碱对H22荷瘤小鼠红细胞膜离子通道活性

的影响 

3.3.1  石蒜碱对H22荷瘤小鼠红细胞膜Na+, K+-ATP

酶、Ca2+, Mg2+-ATP 酶活性的影响  如表 4 所示，

与对照组比较，石蒜碱各剂量组红细胞膜 Na+, K+-

ATP 酶、Ca2+, Mg2+-ATP 酶活性明显降低（P＜0.01）；

与模型组比较，石蒜碱各剂量组红细胞膜 Na+, K+-

ATP 酶、Ca2+, Mg2+-ATP 酶活性明显升高（P＜0.01），

呈剂量相关性。 

3.3.2  石蒜碱对 H22荷瘤小鼠红细胞膜 AE1 阴离子

转运活性的影响  如表 5 所示，各给药组与对照组

比较，荧光强度均有所下降（P＜0.01）；各给药组

与模型组比较，荧光强度明显升高（P＜0.01）；石

蒜碱能够升高 H22 荷瘤小鼠红细胞阴离子转运活

性，且呈剂量相关性。 

3.3.3  石蒜碱对 H22 荷瘤小鼠红细胞内 pH 值的影

响  如表 5 所示，各给药组与对照组比较，荧光强

度均有所下降（P＜0.01）；各给药组与模型组比较，

荧光强度明显升高（P＜0.01）；石蒜碱能够升高 H22

荷瘤小鼠红细胞内 pH 值，胞内 H+浓度降低，且呈

剂量相关性。 

3.3.4  石蒜碱对 H22 荷瘤小鼠红细胞内 Ca2+浓度的

影响  如表 5 和图 2 所示，各给药组与对照组比较，

荧光强度均有所升高（P＜0.01）；各给药组与模型

组比较，荧光强度明显降低（P＜0.01）；石蒜碱能

够降低 H22 荷瘤小鼠红细胞内 Ca2+浓度，且呈剂量

相关性。 

3.3.5  石蒜碱对 H22荷瘤小鼠红细胞膜 Band 3 蛋白

表达的影响  如图 3 和表 6 所示，与对照组比较，

各给药组小鼠红细胞膜 Band 3 蛋白表达水平均显

著降低（P＜0.01）；与模型组比较，各给药组小鼠

红细胞膜Band 3蛋白表达水平明显升高（P＜0.01），

且呈剂量相关性。

表 3  石蒜碱对 H22荷瘤小鼠红细胞膜流动性及封闭度的影响 ( x s , n = 10) 

Table 3  Effect of lycorine on erythrocyte membrane fluidity and blocking degree of H22 bearing-tumor mice ( x s , n = 10) 

组别 剂量/(mg·kg−1) 流动性 封闭度/% 

对照 － 25.886±0.147 70.35±2.13 

模型 － 9.466±0.155** 33.47±0.59** 

羟基喜树碱 6 12.305±0.287**## 48.08±2.18**## 

石蒜碱 10 10.612±0.243**## 38.35±2.32**## 

 20 11.589±0.331**## 45.26±1.78**## 

 40 17.754±0.297**## 52.17±2.23**## 

表 4  石蒜碱对 H22荷瘤小鼠红细胞膜 ATP 酶活性的影响 ( x s , n = 10) 

Table 4  Effect of lycorine on ATP activity of erythrocyte membrane of H22 bearing-tumor mice ( x s , n = 10) 

组别 剂量/(mg·kg−1) Na+, K+-ATP 酶/(μmol·mg−1·h−1) Ca2+, Mg2+-ATP 酶/(μmol·mg−1·h−1) 

对照 － 0.357±0.035 0.378±0.032 

模型 － 0.125±0.025** 0.138±0.012** 

羟基喜树碱 6 0.236±0.014**## 0.239±0.027**## 

石蒜碱 10 0.174±0.017**## 0.173±0.029**## 

 20 0.248±0.021**## 0.253±0.031**## 

 40 0.287±0.024**## 0.296±0.025**## 

表 5  石蒜碱对 H22荷瘤小鼠红细胞膜 AE1 阴离子转运活性以及红细胞内 pH 值和 Ca2+浓度的影响 ( x s , n = 10) 

Table 5  Effect of lycorine on AE1 anion transport activity of erythrocyte membrane, pH value and Ca2+ concentration in 

erythrocyte of H22 bearing-tumor mice ( x s , n = 10) 

组别 剂量/(mg·kg−1) 
平均荧光强度 

AE1 pH Ca2+ 

对照 － 6.15±0.12 98.75±2.05 35.43±1.64 

模型 － 1.54±0.16** 52.43±1.93** 86.64±1.47** 

羟基喜树碱 6 3.28±0.13**## 71.58±1.64**## 55.36±1.66**## 

石蒜碱 10 2.31±0.14**## 65.99±1.98**## 74.97±0.62**## 

 20 3.63±0.09**## 80.73±0.79**## 57.89±0.97**## 

 40 5.45±0.21**## 90.31±0.82**## 42.39±0.85**## 
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图 2  石蒜碱对 H22荷瘤小鼠红细胞内 Ca2+浓度的影响 (×400) 

Fig. 2  Effect of lycorine on Ca2+ concentration in red blood cells of H22 tumor-bearing mice (× 400) 

 

图 3  石蒜碱对H22荷瘤小鼠红细胞膜Band 3 蛋白表达的影响 

Fig. 3  Effect of lycorine on Band 3 protein expression of 

erythrocyte membrane in H22 bearing-tumor mice 

表 6  石蒜碱对 H22荷瘤小鼠红细胞膜Band 3 蛋白表达的影

响 ( x s , n = 10) 

Table 6  Effect of lycorine on Band 3 protein expression of 

erythrocyte membrane in H22 bearing-tumor mice ( x s , n = 10) 

组别 剂量/(mg·kg−1) Band 3/β-actin 

对照 － 90.34±0.89 

模型 － 35.45±0.74** 

羟基喜树碱 6 52.57±0.51**## 

石蒜碱 10 41.43±0.70**## 

 20 61.78±0.57**## 

 40 82.09±1.19**## 

3.4  石蒜碱对H22荷瘤小鼠肿瘤细胞凋亡蛋白表达

的影响 

 如图 4 和表 7 所示，与对照组和模型组比较，

各给药组小鼠肿瘤细胞 cleaved Caspase-3、cleaved 

Caspase-9 蛋白表达水平均显著升高（P＜0.01），Bcl-

2/Bax 蛋白表达水平显著降低（P＜0.01），且呈剂量

相关性。 

 

图 4  石蒜碱对 H22荷瘤小鼠肿瘤细胞凋亡蛋白表达的影响 

Fig. 4  Effect of lycorine on apoptosis proteins expressions 

of tumor cells in H22 bearing-tumor mice

表 7  石蒜碱对 H22荷瘤小鼠肿瘤细胞凋亡蛋白表达的影响 ( x s , n = 10) 

Table 7  Effect of lycorine on apoptosis proteins expressions of tumor cells in H22 bearing-tumor mice ( x s , n = 10) 

组别 剂量/(mg·kg−1) 
蛋白相对表达量 

Bcl-2/Bax cleaved Caspase-3/β-actin cleaved Caspase-9/β-actin 

对照 － 176.32±1.25 65.47±1.43 74.96±1.95 

模型 － 153.62±3.09** 71.21±1.94** 96.04±1.59** 

羟基喜树碱 6 67.69±1.76**## 121.68±1.87**## 132.94±2.69**## 

石蒜碱 10 88.29±1.12**## 113.27±2.16**## 113.91±1.89**## 

 20 68.54±1.31**## 129.84±1.86**## 136.94±2.28**## 

 40 53.91±1.32**## 146.19±2.43**## 148.09±1.13**## 

 

4  讨论 

近年来对红细胞免疫的研究一直是国内外学者

的研究热点，文献报道恶性肿瘤的发生发展与机体

免疫系统状态密切相关，机体内红细胞数量巨大，

红细胞作为一种天然免疫调节剂和免疫刺激剂，可

以调控多种肿瘤的发生发展，红细胞免疫在抗肿瘤

免疫反应中作用重大[26-28]。红细胞膜的组成结构与

正常机体细胞相似，主要由磷脂双分子层组成，中

间镶嵌着膜蛋白、胆固醇、糖脂分子等膜质子。在

红细胞膜内层的表面镶嵌着一层细胞膜支架蛋白，

这些蛋白组成了一层网状结构，而这些网状结构对

红细胞膜的整体结构形态起保护作用，即为红细胞

膜的骨架，而这层骨架主要是由肌动蛋白和收缩蛋

白组成的短纤维结构。红细胞膜的主要作用是将血

红蛋白与血浆分开，起到保护作用，当红细胞与细

胞外环境发生反应，如红细胞的物质运输、信息传

递以及红细胞免疫等过程，这些反应必须通过或刺

激红细胞膜，因此，红细胞膜的结构生理功能发生
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          喜树碱 石蒜碱/(mg·kg−1) 

3.5×104 

3.5×104 

2.8×104 

2.1×104 

4.2×104 
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改变都会对红细胞免疫功能产生影响。本研究以此

为切入点，研究了石蒜碱对 H22 荷瘤小鼠红细胞膜

结构功能的影响，进而探究石蒜碱对 H22 荷瘤小鼠

的体内抗肿瘤机制。 

本研究首先通过抑瘤率实验、生命延长率实验

考察石蒜碱对 H22 荷瘤小鼠的抗肿瘤作用，发现石

蒜碱具有抑瘤作用，能够有效延长肿瘤小鼠生存时

间；采用流式细胞仪检测石蒜碱对 H22 荷瘤小鼠肿

瘤细胞凋亡率的影响，发现石蒜碱能够诱导 H22 荷

瘤小鼠肿瘤细胞发生凋亡，表明石蒜碱对 H22 荷瘤

小鼠具有抗肿瘤作用；检测石蒜碱对 H22 荷瘤小鼠

红细胞膜主要组成成分的影响，结果发现石蒜碱能

够升高红细胞膜总蛋白、唾液酸和胆固醇含量，使

红细胞膜主要组成成分含量增加，促进红细胞膜上

物质的运输，增强红细胞免疫活性；考察石蒜碱对

H22荷瘤小鼠红细胞膜结构功能的影响，结果发现石

蒜碱能够降低红细胞膜的微黏度，升高红细胞膜流

动性，升高红细胞膜的封闭度，且呈剂量相关性；

检测石蒜碱对 H22 荷瘤小鼠红细胞膜 Ca2+, Mg2+-

ATP 和 Na+, K+-ATP 酶活性的影响，发现石蒜碱能

够升高红细胞膜 ATP 酶活性，增强红细胞免疫功

能。采用 MQAE（Cl−荧光探针）检测石蒜碱对 H22

荷瘤小鼠红细胞膜 AE1 阴离子转运活性的影响，利

用 BCECF-AM（pH 荧光探针）检测石蒜碱对 H22 荷

瘤小鼠红细胞内 H+浓度的影响，利用 Fluo-3/AM

（Ca2+荧光探针）检测石蒜碱对 H22荷瘤小鼠红细胞内

Ca2+浓度的影响，采用 Western blotting 法检测石蒜碱

对 H22 荷瘤小鼠红细胞膜阴离子转运通道 Band 3 蛋

白表达的影响，结果发现石蒜碱能够通过升高 H22

荷瘤小鼠红细胞内 pH 值，降低红细胞内 H+浓度，

使红细胞内酸碱度维持在相对平衡状态；石蒜碱能

够降低 H22 荷瘤小鼠红细胞内 Ca2+浓度，使红细胞

膜阳离子通道转运活性增强，与此同时石蒜碱还可

以降低 H22小鼠红细胞内 Cl−浓度，增强 H22 荷瘤小

鼠红细胞对 HCO3
−/Cl−转运活性，增强红细胞膜阴

离子通道转运活性；石蒜碱能够有效提高 H22 荷瘤

小鼠红细胞膜 Band 3 蛋白的表达，增强红细胞膜阴

离子通道转运功能。表明石蒜碱可以通过提高 H22

荷瘤小鼠红细胞内 pH 值，降低红细胞内 Ca2+、Cl−

浓度，维持红细胞内环境平衡，提高红细胞膜功能，

增强红细胞免疫能力。采用 Western blotting 法检测

石蒜碱对 H22 荷瘤小鼠肿瘤细胞内 cleaved Caspase-

3、cleaved Caspase-9、Bcl-2、Bax 蛋白表达的影响，

结果发现石蒜碱能够升高促凋亡蛋白 Bax 表达、降

低抑凋亡蛋白 Bcl-2 表达，使 Bcl-2/Bax 的比值降

低，启动细胞凋亡程序；此外石蒜碱能够升高

Caspase 级联反应上游凋亡蛋白 cleaved Caspase-9

活性，激发 Caspase 级联反应，进而启动凋亡启动

蛋白 cleaved Caspase-3 活性，并最终启动细胞凋亡

程序。 

综上所述，石蒜碱在 H22 荷瘤小鼠体内具有抗

肿瘤作用，石蒜碱通过调节 H22 荷瘤小鼠红细胞膜

的组成结构，改善膜脂质流动性，调控红细胞膜的

通透性、信息传递、物质和能量交换、离子泵功能

等，从而维持红细胞内环境稳定，增强红细胞免疫

功能，起到抗肿瘤作用。同时石蒜碱能够升高红细

胞内 pH 值，保持红细胞内酸碱平衡，改善红细胞

内离子状态，降低红细胞内 Ca2+浓度，增强红细胞

对 HCO3
−/Cl−转运活性，进而增强红细胞阴离子通

道转运活性，并能提高荷瘤小鼠红细胞膜 Band 3 蛋

白的表达，促进红细胞发挥免疫功能，并最终激活

肿瘤细胞凋亡相关因子，启动细胞凋亡程序，发挥

抗肿瘤作用。 
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