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摘!要!目的!研究苦参碱对视网膜母细胞瘤->0.细胞凋亡抑制蛋白 :6-<+<+) 和端粒酶活性表达的影响!探讨苦参碱对

>b 的作用机制" 方法!体外培养视网膜母细胞瘤患者 CchP>b 细胞经不同浓度的苦参碱作用后!采用噻唑蓝比色法测定细胞

生长情况!>ZPO2>检测 :6-<+<+) >=M水平!聚合酶链法-O2>.检测端粒酶活性" 结果!苦参碱在一定范围内可抑制 CchP>b

细胞的生长!使 :6-<+<+) T>=M表达下调" 可明显观察到细胞凋亡的形态学改变!端粒酶活性明显下降!细胞凋亡率增加" 结论

苦参碱可以增加 CchP>0细胞凋亡!可以减少 >0细胞 T>=M表达!减弱 >0细胞端粒酶活性!影响其周期变化!抑制 >0细胞

系增殖" 其对 :6-<+<+) 的抑制!及端粒酶活性的下降可能是诱发 >0细胞凋亡的原因"

关键词!苦参碱!视网膜母细胞瘤!凋亡!端粒酶!.6-<+<+)
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!!视网膜母细胞瘤是婴幼儿常见恶性肿瘤!它的性

质严重!危害性大" 发生于视网膜核层!具有家族遗

传现象!且发生于 E 岁以下!可发生单眼!双眼先后或

同时罹患" 严重危害患者视力功能生活质量" >0容

易发生颅内及远处转移!目前的治疗是在 >0眼内期

的保守治疗!眼外期进行辅助治疗" 早期发现!早期

诊断及时治疗是提高治愈率!降低病死率的关键
/'0

"

苦参碱是由中草药植物苦参根#植株#果实经乙

醇等有机溶剂提取制成的生物碱" 据大量药理学研

究及临床应用显示苦参碱具有抗肝纤维化!抗心律失

常#抗炎#抗高血压血管重构#抗肿瘤及免疫抑制等药

理作用" 目前苦参碱在眼科疾病的价值还处于实验

性研究阶段
/%0

" 笔者采用苦参碱作用于 >0细胞!观

察凋亡抑制蛋白 :6-<+<+) 表达及端粒酶的活性变化!

以分析探讨苦参碱对 >0细胞的作用及机制"

资料与方法

'I一般资料(选择人 >0细胞株-美国 MZ22>b 人视网

膜母瘤细胞株批次 =GEE.细胞在含 '&J浓度的类标准胎牛血

清!加入青#链霉素各 '&&a*LT7的 >O1]培养液-北京索宝生

物科技有限公司产品!批次 $'F&& P&%% .!$#u!EJ 2h

%

培养

悬浮状态" 倒置显微镜观察细胞形态学!生长状态取对数期

生长细胞进行检测" 苦参碱购自辽宁玉皇药业公司"

%I方法(调整细胞密度 #IE v'&

H

LT7!按每孔 %T7接种至

'% 孔培养板内!并设空白对照组和苦参碱不同质量浓度组分别

为 %&#H&#G&#F&#'&&

1

*LT7!同时于 &#%H#HF##%^ 收集 >0细胞"

$I苦参碱对 >0细胞生长和存活作用的检测(苦参碱对

>0细胞生长和存活作用采用 1ZZ比色法" 将对数生长期 >0

细胞加入 "G 孔培养板中!每孔加入 'F&

1

7细胞悬浮液
/$0

" 以

不同浓度药物分别加入 E 孔中 %&#H&#G&#F&#'&&

1

*LT7" 每块

培养板设置 $ 孔对照孔" 加入 %&&

1

7细胞悬浮液" 再设 $ 孔 &

孔!加入 %&&

1

7培养液" 在实验孔中加入不同浓度质量苦参
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碱!培养 %H#HF##%^ 后!将每孔中加入 %&

1

7的 1ZZ溶液!作用

H^ 后加入 '&&

1

7酸化的 '&J十二烷基硫酸钠溶解 '%^ 后使用

酶标仪测定 E#&)T吸光度值并用 GEE)T作为参考!重复操作 $

次" 按照如下公式进行细胞增殖抑制率计算(细胞增殖抑制率

-J. o-' P处理孔 M均数L对照孔 M均数. v'&&J"

HI:6-<+<+) T>=M表达的检测(使用 >ZPO2>检测

:6-<+<+) T>=M的表达用 Z-+g57提取 >0细胞总 >=M!经反转

录后!

'

P3/;+) 为内参!进行 O2>检测" 扩增产物 'GFbD!反应

体系 E&

1

7!退火温度为 E#u进行 $& 个循环" 产物使用 'IEJ

琼脂糖凝胶电泳进行紫外灯光下照相!并将照片通过凝胶图

像分析系统分析!O2>产物量用光密度 v面积表示" 结果用

O2>产物量L

'

P3/;+) 产物量表示
/H0

"

EI细胞凋亡的形态学观察(苏木伊染色!HJ多聚甲醛固

定" 取各组细胞悬浮液!离心纸杯细胞涂片!显微镜下观察细

胞形态学变化"

GI细胞端粒酶活性检测(采用端粒重复扩增法
/%0

!具体

操作严格按照端粒酶活性检测试剂盒说明书进行" 将培养的

细胞离心后!取上清!进行 O2>扩增!先取 %

1

7细胞液加入

O2>反应物!%&u H&T+)!"&u $T+) 后均加入 '

1

7的荧光标志

物!'

1

7Z3X 酶!并按程序进行扩增" 扩增产物加入 %

1

7缓冲

液变性 %T+)!最后行凝胶电泳!结束后行分析"

#I统计学方法(采用 .O.. 'EI& 统计学软件对数据进行

处理!计量资料采用均数 t标准差 -(t<.表示" 用单因素方

差分析对各药物不同质量浓度组的均数进行比较!两两比较

采用 .=VPX 检验" 以 )s&I&E 为差异有统计学意义"

结!!果

'I不同浓度苦参碱对 >0的抑制作用(不同浓度

组的吸光值和抑制率与对照组比较具有显著统计学

意义-)s&I&E." 随浓度的增加及时间增长!苦参碱

对 >0的抑制作用明显增强!具体见表 '"

表 +,不同浓度苦参碱对 "X细胞的吸光度作用及 KQH抑制率

苦参碱

-

1

*LT7.

'%^ %H^ HF^

>0抑制率

-J.

& &I""' t&I&'% &I"FE t&I&%E &I"#' t&I&$E

%& &I#%% t&I&'$ &IF"' t&I&$' &I#E% t&I&HE %EI' t$I#

H& &IG"" t&I&'$ &I#%' t&I&G% &IGE' t&I&#F H&I' tHIG

G& &IG$% t&I%$$ &IG'% t&I&$' &IHE" t&I&#$ H#IE tEI%

F& &IE$H t&I'&' &IH"E t&I&%F &IH%$ t&I&$# E&I% tHI$

'&& &I%GG t&I&H% &I'"' t&I&HE &I'HH t&I&%E F&I# t$I"

] '%%I$"' FGI$&' ''#I$H" HGIEE$

) s&I&' s&I&' s&I&' s&I&'

%I苦参碱对 >0肿瘤细胞增殖的影响(1ZZ法

检测苦参碱体外 >0细胞作用 HF^ 后检测形态学发

生不同改变!C(染色显示对照组多细胞增生分裂

象" 药物组细胞生长明显受到抑制!活细胞数量明显

减少!部分细胞体积减少#细胞核固缩!呈现细胞凋

亡" 见图 %#图 $"

图 +,"!3/6"检测细胞 *7&(8(8:表达结果

MI对照组)0I%&

1

*LT7)2IG&

1

*LT7)9I'&&

1

*LT7" 随着浓度的

增加!抑制作用增强

图 J,对照组细胞图片
-C(染色! vH&&.

染色显示多细胞增生分裂现象

!

图 I,-T

*

AY>9药物浓度作用下 KQH后

"X细胞形态
-C(染色! vH&&.

!

$I苦参碱对 >0细胞端粒酶活性影响(未经药物

处理的 >0细胞端粒酶活性设置为 &IG&

1

*LT7!苦参

碱在 >0细胞端粒酶的作用下!活性较原本下降分别

为 G'IHEJ t'IFFJ和 E'I%FJ t%I"$J!与对照组

浓度下降程度相比更加明显" 具体见图 H"

讨!!论
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细胞的胚胎性恶性肿瘤!也是婴幼儿常见眼内恶性肿
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图 K,苦参碱对 "X细胞端粒酶活性的影响

'!% 为 G&

1

*LT7浓度下的灰度) $! H 为对照组浓度) E! G 为

'&&

1

*LT7浓度

!

瘤" 发病机制较复杂!主要同基因突变导致 >0蛋白

通路异常所致"

苦参碱是中药苦豆中的有效成分!作用确切机制

并不清楚!动物试验研究发现它对于正常细胞无明显

不良反应!但证实苦参碱可以诱导肝癌!白血病等多

种肿瘤细胞凋亡!而天然中药有效成分对眼内肿瘤的

作用已有报道" 研究发现!苦参碱具有同抗代谢药物

相似特征!能够降低肿瘤分裂增生能力从而诱导肿瘤

细胞凋亡!起到治疗肿瘤的目的
/G0

"

近年研究均表明
/#0

!肿瘤的产生是同细胞凋亡

失衡有关!促凋亡基因活性受抑制和抗凋亡基因被激

活!是导致肿瘤细胞凋亡抑制长期存活的重要原因"

:6-<+<+) 是结构独特的凋亡抑制蛋白家族成员具有抑

制凋亡调节细胞分裂的双重功能" 它可以参与细胞

生长#分化!在终末分化成熟的正常成人组织中无表

达!但可重新表达于多种转化细胞和人类绝大多数常

见肿瘤组织中" 有研究证明
/E0

!:6-<+<+) 在脉络膜黑

色素瘤组织中呈阳性高表达!同预后相关临床病理指

标间有密切关系!说明 :6-<+<+) 在眼肿瘤的预后结局

可能起重要作用" 本实验结果证明!:6-<+<+) 在 >0

细胞中有高表达!经过苦参碱作用后!其表达受到明

显抑制" 证明了 :6-<+<+) 在调控 >0细胞凋亡方面具

有重要作用"

端粒酶由 >=M!蛋白质构成的核糖核酸蛋白复

合物!具有反转录酶活性!并且可以自身 >=M为模版

翠花合成染色体端粒" 以往报道端粒酶的表达同肿

瘤发生!发展明显相关!其活性高低是肿瘤恶性肿瘤

的重要指标" 本研究中使用苦参碱作用于 >0细胞!

端粒酶活性受到明显抑制" 说明苦参碱可以通过改

变端粒酶活性对肿瘤细胞增殖产生影响"

综上所述!苦参碱可以增加 CchP>0细胞凋

亡!可以减少 T>=M表达!减弱 >0细胞端粒酶活性!

影响其周期变化!抑制 >0细胞系增殖" 其对 :6-<+<+)

的抑制及端粒酶活性的下降可能是诱发 >0细胞凋亡

的机制!说明苦参碱对视网膜母细胞瘤的治疗有一定

的应用价值!但具体应用需要临床大样本研究"
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