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苦参碱诱导肝癌细胞凋亡的作用机制∗
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［摘 要］ 目的：基于P38MAPK和JNK信号通路探讨苦参碱诱导肝癌细胞凋亡的机制。方法：采用膜联蛋

白V-碘化丙啶双染法染色HepG2和BEL-7404细胞，将4个浓度的苦参碱作用后，用流式细胞仪检测各组细胞

的凋亡能力，选择出苦参碱促进凋亡的最宜浓度，将该浓度的苦参碱作用于HepG2和BEL-7404细胞作为苦参

碱组，不加苦参碱的作为空白对照组，加丝裂原活化蛋白激酶p38（mitogen-activated protein kinase 

p38，P38MAPK）抑制剂组和c-Jun氨基末端激酶（c-Jun N-terminal kinase，JNK）抑制剂组为阳性对照组。

Western Blot检测各组细胞中P38MAPK、磷酸化丝裂原活化蛋白激酶（phosphorylated mitogen-activated 

protein kinase p38，p-P38MAPK）、JNK、B淋巴细胞瘤2（B-cell lymphoma-2，Bcl-2）和B淋巴细胞瘤2相关蛋白

（BCL-2-associated X protein，Bax）。结果：苦参碱促进HepG2和BEL-7404细胞凋亡的最宜浓度为3 mg/mL，

实验组（3 mg/mL 苦参碱）与空白对照组和阳性对照组比较，P38MAPK和JNK蛋白的表达无差异（P＞0.05），但

p-P38MAPK和p-JNK、Bax及Bcl-2的表达有差异（P＜0.05）。结论：苦参碱通过上调P38MAPK和JNK信号通路

促进肝癌细胞凋亡，进而发挥抑制肝癌细胞增殖的作用。
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无明显毒性［18-19］，这提示槐花金银酒具有开发为安

全、有效的天然抗肿瘤辅助治疗药物的潜力。本

研究明确了槐花金银酒抗黑色素瘤的药效及相关

机制，未来将进一步开展其活性成分分析与药代动

力学研究，以期推动其向黑色素瘤防治药物转化。
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The Mechanism of the Apoptosis of Hepatocellular Carcinoma Cells Induced by Matrine
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AbstractAbstract Objective: To discuss the mechanism of inducing the apoptosis of hepatocellular carcinoma cells 
with matrine based on P38MAPK and JNK signaling pathway. Methods: HepG2 and BEL-7404 cells were stained 
by annexin V-propidium iodide double staining method of membrane-associated protein, the apoptotic ability of 
each group of cells was detected by flow cytometry after the action of four concentrations of matrine, for the 
selection of optimal concentration of matrine to promote the apoptosis, HepG2 and BEL-7404 cells were chosen as 
matrine group after applying the concentrations of matrine to them, blank control group didn't add matrine, 
P38MAPK inhibitor group and JNK inhibitor group were taken as positive control groups. Western Blot was 
applied to detect the expressions of P38MAPK, p-P38MAPK, JNK, Bcl-2 and Bax in the cells of different groups. 
Results: The optimal concentrations of matrine to promote the apoptosis of HepG2 and BEL-7404 cells was 
3 mg/mL, when the experiment group (3 mg/mL matrine) was compared with blank control group and positive 
control group, there was no difference in the expressions of P38MAPK and JNK (P>0.05), while there was 
difference in the expressions of p-P38MAPK and p-JNK, Bax and Bcl-2 (P<0.05). Conclusion: Matrine could 
promote the apop-tosis of hepatocellular carcinoma cells by upregulating P38MAPK and JNK signaling pathway, 
thereby exerting the effects of inhibiting the proliferation of hepatocellular carcinoma cells.

KeywordsKeywords matrine; hepatocellular carcinoma cells; P38MAPK; JNK; apoptosis

肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）

是影响人类健康的恶性肿瘤之一，其发病率和死

亡率均居前列［1］，治疗方法多样，而药物治疗是重

要的治疗方法。近年来，随着血管抑制剂和免疫

检查点抑制剂进入临床应用，HCC治疗的有效率

明显上升，但由于这两类药物的靶点单一，因此研

发更为有效的药物成为目前的热点。中草药具有

抗肿瘤作用，而其中的有效化合物单体的研发，聚

焦了很多学者的深入研究成果，苦参碱就是其中

之一。它是从多种中草药中提取的具有镇静、抗

炎、免疫调节、抗病毒［2］、抗肿瘤［3-4］等作用的有效化合

物，但目前对于苦参碱抗HCC的作用机制尚未阐明。

加丝裂原活化蛋白激酶p38信号通路（mitogen-

activated protein kinase p38，P38MAPK）、c-

Jun 氨基末端激酶（c-Jun N-terminal kinase，

JNK）信号通路是与细胞凋亡密切相关的两条

通路［5-6］。本研究针对苦参碱通过这两条通路诱

导肝癌细胞凋亡作用进行研究，旨在揭示其抑制

HCC的分子机制。

1 材料与方法 

1.1　材料　HepG2和BEL-7404细胞株（中科院上

海生物研究所，批号：CL018、C6113）；苦参碱

（Aladdin 公司，A111286-100 mg）；P38MAPK 抑制

剂和 JNK 抑制剂（MedChem Express 公司，批号：

HY-N8453、HY-13319）；P38MAPK、p-P38MAPK 兔抗

人单克隆抗体（博奥森生物技术有限公司，批号：

bsm-5476R、bsm-52316R）；p-JNK、JNK兔抗人单克

隆抗体（Cell Signaling Technology 公司，批

号：4668、9252）；B 淋巴细胞瘤 2（B-cell lym-

phoma-2，Bcl-2）和 B 淋巴细胞瘤 2 相关蛋白

（BCL-2-associated X protein，Bax）兔抗人抗体

（北京博奥森生物技术有限公司，批号：bsm-61074R）；

羊抗兔IgG、β-actin抗体（北京中杉金桥公司，批

号：ZB-2301、TA-09）；Western-blot试剂盒（上海

碧云天生物技术有限公司，批号：P0023）；膜联蛋

白V-碘化丙啶双染法凋亡检测试剂盒（北京索莱

宝科技有限公司，批号：CA1030）。

1.2　细胞培养　用含10% FBS和 DMEM培养基对

复苏后的HepG2和BEL-7404细胞进行培养放置在

37 ℃、5% CO2培养箱中，每隔1天换液。细胞长至

80%～90%时用 0.25%胰蛋白酶消化，并按1∶2比

例进行传代。

1.3　用 AV-PI 双染法检测苦参碱对 HepG2 和

BEL-7404细胞凋亡的影响　用不含EDTA的胰酶

对处于对数生长的HepG2和BEL-7404细胞进行离

心，以1×105个细胞接种于6孔培养板内，过夜后

给予苦参碱0、1、2、3、4 mg/mL处理，24 h后收集细

胞混悬于200 μL缓冲液中，避光下分别加入5 μL
细胞凋亡液和碘化丙啶液混匀，进行染色，4 ℃条

件下反应 10 min，结束后用流式细胞仪进行检

测，选择出苦参碱促进细胞凋亡的最佳浓度。

1.4　用 WesternBlot 检测苦参碱　对 HepG2 和
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BEL-7404肝癌细胞中P38MAPK、磷酸化丝裂原活

化 蛋 白 激 酶（phosphorylated mitogen-acti-

vated protein kinase p38，p-P38MAPK）、JNK、磷

酸化 c-Jun 氨基末端激酶（phosphorylated c-

Jun N-termina l kinase，p-JNK）、Bcl-2、Bax的

改变将苦参碱的最宜浓度作用于HepG2和 BEL-

7404细胞作为实验组，不加苦参碱者作为空白对

照组，加P38MAPK抑制剂组和JNK抑制剂组者为阳

性对照组。将各组呈对数生长的HepG2和 BEL-

7404细胞，以1×105/孔的密度接种在6孔板中，

待细胞贴壁生长24 h后，更换培养基，加入浓度

为3 mg/mL的苦参碱，24 h后分别提取HepG2和

BEL-7404 细胞总蛋白，用 Western Blot 法检测

P38MAPK、p-P38MAPK、JNK、p-JNK、Bcl-2和Bax。

1.5　统计学方法　采用SPSS 25.0软件进行统

计学处理，计量资料以 x̄ ± s表示，单因素方差分析

用于多组间的实验数据，以P＜0.05表示差异有

统计学意义。

2 结果 

2.1　苦参碱促进HepG2和 BEL-7404细胞凋亡活

性　以0、1、2、3 mg/mL浓度的苦参碱促进HepG2

细胞的凋亡率分别为5.39%、17.53%、32.10%、54.44%，

见图1。促进BEL-7404细胞的凋亡率分别为4.45%、

16.68%、25.26%和54.24%，见图2。其中最宜促进

肝癌细胞的最佳浓度为3 mg/mL。浓度为4 mg/mL

的苦参碱作用于这两株肝癌细胞后，细胞大量死

亡，无法进行凋亡测定。

2.2　 苦 参 碱 对 HepG2 和 BEL-7404 细 胞 中

P38MAPK/p-P38MAPK表达的影响　两组细胞的苦

参碱组与空白对照组比较，p38MAPK表达差异无

统计学意义（P＞0.05），p-P38MAPK的表达明显上

调（P＜0.05）；苦参碱加P38-MAPK抑制剂组与空

白组比较，P38MAPK和p-P38MAPK的表达均差异无

统计学意义（P＞0.05）。见图3、表1。
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图3　HepG2和BEL-7404细胞中P38MAPK和p-P38MAPK蛋白表达水平
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图1　苦参碱对HepG2肝癌细胞凋亡的流式图
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图2　苦参碱对BEL-7404肝癌细胞凋亡的流式图
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2.3　苦参碱对HepG2和 BEL-7404细胞中JNK/p-

JNK表达水平的影响　两组细胞的苦参碱组与空

白对照组比较，JNK 表达无差异（P＞0.05），p-

JNK表达上调（P＜0.05）；苦参碱加JNK抑制剂组

与空白组比较，JNK和 p-JNK表达均无明显差异

（P＞0.05）。见图4、表2。

2.4　苦参碱对HepG2和 BEL-7404细胞中 Bax和

Bcl-2蛋白表达水平的影响　苦参碱组与空白组

比较，促凋亡蛋白Bax表达水平增加（P＜0.05），

抗凋亡蛋白Bcl-2的表达则减少（P＜0.05）；苦参

碱加P38MAPK抑制剂组或苦参碱加JNK抑制剂组

与空白组比较，促凋亡蛋白 Bax 和抗凋亡蛋白

Bcl-2均未见明显变化（P＞0.05）。见表3、图5。

表1　不同组别HepG2细胞及BEL-7404细胞中P38MAPK和p-P38MAPK表达水平比较（x̄ ± s）

组别

空白组

苦参碱组

苦参碱+P 38MAPK抑制剂组

HepG2细胞

P38MAPK

1.80±0.09

1.92±0.04＃

1.77±0.03＃

p-P38MAPK

1.52±0.07

3.63±0.08*

1.68±0.03＃

BEL-7404细胞

P38MAPK

1.62±0.06

1.61±0.07＃

1.66±0.07＃

p-P38MAPK

1.51±0.03

3.28±0.09*

1.58±0.03＃

注：与空白组比较，*表示P＜0.05，＃表示P＞0.05

表3　不同组别HepG2肝癌细胞及BEL-7404肝癌细胞中Bax和Bcl-2表达水平比较（x̄ ± s）

组别

空白组

苦参碱组

苦参碱+P38MAPK抑制剂组

苦参碱+JNK抑制剂组

HepG2肝癌细胞

Bax

0.76±0.04

1.25±0.05*

0.81±0.02＃

0.72±0.04＃

Bcl-2

1.81±0.05

  0.78±0.02*

    1.83±0.4＃

    1.71±0.02＃

BEL-7404肝癌细胞

Bax

0.37±0.02

0.85±0.03*

0.40±0.02＃

0.35±0.02＃

Bcl-2

1.21±0.01

0.89±0.02*

1.20±0.02＃

1.22±0.05＃

注：与空白组比较，*表示P＜0.05，＃表示P＞0.05
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图5　HepG2和BEL-7404细胞中Bax和Bcl-2表达水平
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图4　HepG2和BEL-7404细胞JNK和p-JNK的表达水平

表2　不同组别HepG2细胞及BEL-7404细胞中JNK和p-JNK水平表达比较（x̄ ± s）

组别

空白组

苦参碱组

苦参碱+JNK抑制剂组

HepG2细胞

JNK

1.31±0.05

1.32±0.03＃

1.34±0.04＃

p-JNK

2.12±0.03

3.64±0.05*

1.92±0.06＃

BEL-7404细胞

JNK

1.70±0.02

1.73±0.05＃

1.72±0.02＃

p-JNK

1.68±0.05

3.53±0.09*

1.69±0.03＃

注：与空白组比较，*表示P＜0.05，＃表示P＞0.05
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苦参碱作为具有抗肿瘤效能的中草药提取

物，与许多其他提取物一样可通过促进细胞凋亡

抑制肿瘤生长［7-9］，其可通过调控相关信号通路促

进细胞凋亡发挥抗肿瘤作用。ZHUANG等［10］研究

发现苦参碱可通过上调miR-22的表达，从而通过

Wnt/β-catenin和MEK/ERK信号通路，抑制结肠癌

细胞凋亡。而P38MAPK和JNK信号通路作为MAPK

通路中的两条亚通路，与肿瘤细胞增殖、凋亡、自

噬等密切相关。LIANG等［11］研究提示苦参碱可显

著上调卵巢癌细胞CAOV-3中 P38MAPK、pERK/ERK

和 pJNK/JNK的表达水平，进而抑制卵巢癌细胞

CAOV-3的增殖，同时发现苦参碱组卵巢癌细胞的

促凋亡蛋白Caspase-8和死亡受体Fas表达水平

升高，而抗凋亡蛋白Bcl-2和Bcl-xl表达水平下

降，该研究结果表明苦参碱可通过P38MAPK和JNK

信号通路促进肿瘤细胞凋亡。

本研究结果显示，苦参碱促进HepG2和 BEL-

7404细胞凋亡的最宜浓度为3 mg/mL，该浓度的

苦参碱可上调促凋亡蛋白Bax的表达，下调抗凋

亡蛋白Bcl-2的表达。同时，该浓度的苦参碱作

用于实验组肝癌细胞，发现P38MAPK和JNK蛋白的

表达与空白对照组和阳性对照组比较无差异，但

p-P38MAPK和p-JNK，以及Bax显著增加，Bcl-2的

表达明显减少。研究表明，当抑制剂促进肿瘤细

胞的相关蛋白发生磷酸化时，才能发挥抑制肿瘤

的作用［12］。本研究结果提示，苦参碱与P38MAPK

和 JNK的抑制剂一样可以促进P38MAPK和 JNK发

生磷酸化，进而促进细胞凋亡，发挥抑制肝癌细胞

生长的作用。

综上所述，苦参碱作为一个具有抗肿瘤作用

的中草药有效提取物，可通过促进P38MAPK和JNK

信号通路发生磷酸化，进而促进肝癌细胞凋亡，达

到抑制肿瘤生长的作用，这可能为抗HCC新药研

发提供一定的理论依据和实验平台，值得进行深

入研究。
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