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苦参碱抑制神经母细胞瘤 I>YZY% 细胞增殖
及 %&'(基因 3DZ>的表达
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&&!摘&要"&目的&神经母细胞瘤是 % 岁以下儿童最常见的恶性实体肿瘤$JNC$基因的高表达导致预后更加

恶劣% 苦参碱作为中药苦参的重要成分对多种肿瘤有治疗作用$该实验拟应用苦参碱作用神经母细胞瘤细胞(B9]

8]<)$对肿瘤细胞增殖及JNC$基因/H89表达受抑制情况进行初步研究$希望可以为神经母细胞瘤的治疗开拓

新的思路% 方法&以终浓度为 "7#< /RJ/B$"7<" /RJ/B$"7:< /RJ/B$!7"" /RJ/B苦参碱作用神经母细胞瘤B9]

8]< 细胞$ @CC法检测B9]8]< 细胞增殖情况变化$采用 GmiH绿色荧光染料
.

的实时荧光定量 HC]1'H检测

JNC$基因/H89表达受抑制情况% 结果&苦参碱对B9]8]< 细胞增殖的抑制呈明显的剂量*时间依赖性$随剂量

的增加$作用时间的延长$抑制效果逐渐加强% !7"" /RJ/B作用 :# (后肿瘤细胞增殖抑制效率达 >F7>`$单细胞

JNC$基因/H89表达 =7: c"7>< 拷贝$抑制效率达 %%7F`% 结论& 应用苦参碱在体外环境作用B9]8]< 细胞$可

以有效抑制该细胞的增殖*原癌基因JNC$/H89的表达$为临床上神经母细胞瘤的治疗开拓了新的思路%

!中国当代儿科杂志#!""##$"$!%&!!% &!!]"

!关&键&词"&苦参碱#神经母细胞瘤#JNC$#荧光定量HC]1'H#细胞株

!中图分类号"&H:>&&!文献标识码"&9&&!文章编号"&!""$ ;$$>"(#""$)"# ;"##< ;">

C-.2/06/01/?/.7.16*2),/862-./)0)806+2)?,-7.)3- I>YZY< 46,,-0;%&'(3DZ>

6P*2677/)0

?D$%C'()$ Q#$%&M5IS,)$ *#$%F,1)I*()$ +G$%"M,$ N#$%%M1)<./(01234()3567(8,132,9:$ 7(50@(L:+,R(213,5)

#24>%()(21@"5:0,31@$ A(,B,)< !""$<> $ C',)1 (Q1)< &IS$ D41,@& :M5W,)S>1'55.954)

&&>?7.2-4.& @?A64./B6&8.V4,U63T-,/3)T-(./,T-W,//,* /36)R*3*-T,6)2 -V/,4)* W()624.* V*2.4% Z.34T7

9/06)X)W3-),* ,XJNC$ ,*W,R.*.)T3TT,W)3-.2 Y)-( 32[3*W.2]T-3R.2)T.3T.$ 430)2 -V/,404,R4.TT),*$ 4.T)T-3*W.-,

-4.3-/.*-$ 3*2 0,,4,V-W,/.7@3-)4*.(3T-(.3*-)]-V/,43W-)[)-Z7C()TT-V2ZY3T2.T)R*.2 -,)*[.T-)R3-.-(..XX.W-T,X

/3-4)*.,* B9]8]< W.666)*.04,6)X.43-),* 3*2 JNC$R.*./H89.a04.TT),*7C6.1);7&8.V4,U63T-,/3B9]8]< W.66TY.4.

-4.3-.2 UZ"7#<$"7<"$"7:< ,4!7"" /RJ/B/3-4)*.7@CCY3TVT.2 -,/.3TV4.-(.6.[.6T,X-(.04,6)X.43-),* ,XB9]8]<

W.66TWV6-V4.2 Y)-( 2)XX.4.*-W,*W.*-43-),*T,X/3-4)*.7JNC$R.*./H89.a04.TT),* )* B9]8]< W.66TY3T/.3TV4.2 VT)*R

4.36-)/.HC]1'HY)-( GmiHDHAA8PX6V,4.TW.*W.7D67+,.7&C(.04,6)X.43-),* ,XB9]8]< W.66TY3T,U[),VT6Z)*()U)-.2 UZ

/3-4)*.)* 32,T.]3*2 -)/.]2.0.*2.*-/3**.47@3-4)*.,X!7"" /RJ/B-4.3-/.*-X,4:# (4T04,2VW.2 3U.T-.XX.W-$ Y)-(

3* )*()U)-,4Z43-.,XB9]8]< W.6604,6)X.43-),* ,X>F7>` 3*2 3* )*()U)-,4Z43-.,XJNC$R.*./H89.a04.TT),* ,X%%7F`7

:)04,+7/)07&@3-4)*./3Z)*()U)--(.R4,Y-( ,X*.V4,U63T-,/3W.66T3*2 2,Y*]4.RV63-.JNC$/H89.a04.TT),*7P-/3Z

U.04,/)T)*R3T3*.Y24VRX,4-4.3-/.*-,X*.V4,U63T-,/37 !:1/0E :)0.63*(6;/-.2$ !""#$ $" (!)&!!% &!!]"

&&F6= <)2;7&&@3-4)*.# 8.V4,U63T-,/3# JNC$# pV3*-)-3-)[.HC]1'H# '.666)*.

&&苦参碱作为临床上常用的抗肿瘤中药苦参的重

要成分$其临床应用越来越引起人们的关注$新近的

研究也证实苦参碱对实体肿瘤细胞增殖有较好的体

外*体内抑制效果!!"

% 神经母细胞瘤( *.V4,U63T-,]

/3$8i)是起源于神经嵴细胞的恶性肿瘤$发病率在

儿童恶性肿瘤中位居第 % 位!#"

% 该肿瘤恶性程度

高$晚期病例虽经强烈化疗*放疗及生物治疗 % 年无

病生存率也仅 #=7#`

!>"

% 大量研究显示在决定预

后的因素中 JNC$基因占据重要地位$JNC$基因

超量表达时$预后不良#反之$JNC$基因一般表达

时预后较好!%"

% 探索新的药物治疗神经母细胞瘤$

尤其是抑制神经母细胞瘤患儿 JNC$基因高表达

是该病治疗的热点问题之一% 针对神经母细胞瘤细

胞B9]8]< 超量表达 JNC$基因 /H89的特点!<"

$

'<##'
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本实验拟应用苦参碱作用体外培养的B9]8]< 细胞$

观察其对B9]8]< 细胞增殖以及 JNC$基因 /H89

表达的抑制效果%

$G材料和方法

$7$G材料

!7!7!&细胞培养&&神经母细胞瘤细胞系 B9]8]<

由美国洛杉矶儿童医院 G-V34-A66),--G).R.6教授惠

赠% 采用含 !"`胎牛血清的 H1@P!F%" 培养基$

>:o*<`'?

#

饱和湿度条件下培养*传代% 实验用

对数生长期细胞$台盼蓝拒染率在 =<`以上%

!7!7#&主要试剂和仪器&&苦参碱(山西振东金

晶制药有限公司惠赠)$@CC( G)R/3公司$美国)*

CHPk?BHA9DA8C(B)X.C.W(*,6,RZ公司$美国)*

@]@B5逆转录酶(B)X.C.W(*,6,RZ公司$美国)$1'H

试剂( C3E3H3公司$日本)$1'H产物纯化柱(p]i),

R.*.公司$美国)$GmiHDHAA8P染料(@,6.WV634

14,U.T公司$美国)$)'ZW6.4荧光定量 1'H仪(i),]

H32 公司$美国)$@V6-)TQ3* @E> 型酶标仪(上海雷

勃分析仪器有限公司)%

$7!G方法

!7#7!&苦参碱对B9]8]< 细胞增殖的抑制效果的检

测&&取对数生长期细胞悬浮于含 !"`胎牛血清

的H1@P!F%" 培养液中$接种于 =F 孔细胞培养板$

每孔 #""

!

B(含 ! M!"

% 细胞)$置 >:o$<` '?

#

孵

箱培养 #% (后吸净培养上清液$用H1@P!F%" 冲洗

! 次% 实验组分别加入终浓度为 "7#< /RJ/B$

"7<" /RJ/B$"7:< /RJ/B$!7"" /RJ/B的含 !"`

胎牛血清的 H1@P!F%" 培养液配置的苦参碱溶液

#""

!

B$每检测时间点每组 < 个复孔#对照组仅加含

!"`胎牛血清的H1@P!F%" 培养液 #""

!

B% >:o*

<` '?

#

饱和湿度条件下培养% 分别于加药后 #%*

%$*:# (后$每孔加入 "7##

!

/的微孔滤器除菌后的

浓度为 < /RJ/B的@CC#"

!

B$孵育 % ($小心吸弃

孔内上清$加入e@G?#""

!

BJ孔$充分震荡 !" /)*$

在酶标仪上 %=" */波长下测定各孔光吸收值% 苦

参碱对B9]8]< 细胞的抑制率用(9对照组;9用药

组) J9对照组M!"" `表示%

!7#7#&苦参碱对 B9]8]< 细胞 JNC$基因 /H89

表达的抑制效果的检测&&取对数生长期细胞悬浮

于含 !"`胎牛血清的H1@P!F%" 培养液中$接种于

#% 孔细胞培养板$每孔 <""

!

B(含 < M!"

% 细胞)$

置 >:o$<` '?

#

孵箱培养 #% ($吸净培养上清液$

用H1@P!F%" 冲洗 ! 次% 实验组分别加入终浓度为

"7#< /RJ/B$"7<" /RJ/B$"7:< /RJ/B$!7"" /RJ

/B的含 !"`胎牛血清的H1@P!F%" 培养液配置的

苦参碱溶液 <""

!

B$每组 % 个复孔#对照组仅加含

!"`胎牛血清的H1@P!F%" 培养液 <""

!

B% >:o*

<` '?

#

饱和湿度条件下培养$于培养 :# ( 后 CH]

P\,6提取每组各孔总H89$逆转录后备用%

采用 GmiH绿色荧光染料
.

的实时荧光定量

HC]1'H检测JNC$基因/H89$JNC$基因上游引

物 <q]'C'9DC9''C''DD9D9D]>q$下游引物 <q]

DD'9C'DCCCD9DD9C']>q#D91ê 基因上游引物

<q]CD'9''9''99'CD'CC9D']>q$ 下 游 引 物 <q]

DD'9CDD9'CDCDDC'9CD9D]>q% JNC$*D91ê

反应体系 (总体积 #<

!

B)&逆转录反应产物

!7"

!

B#GmiH绿色荧光染料
.

"7#<

!

B#!" M1'H

iVXX.4(含@R'6

#

#< /@) #7<

!

B#28C1/)a-V4.(.3W(

#7<

!

/,6JB) !7<

!

B#上*下游引物各 "7<

!

B#C3E3]

H3C3_ (< jJ

!

B) "7#<

!

B#灭菌蒸馏水 !$7<

!

B%

JNC$反应条件&=<o %< T$退火&F%o %< T$延伸&

:#o %< T$检测荧光&:$ o < T#共 %" 个循环$循环

结束后继续于 :#o延伸 !" /)*#D91ê 反应条件&

变性&=<o #< T$退火&<$7<o #< T$延伸&:#o #" T$

检测荧光&:$o <#共 %" 个循环$循环结束后继续于

:#o延伸 !" /)*% 美国i),]H32 公司)'ZW6.4荧光定

量1'H仪定量标本$单细胞JNC$/H89表达水平

用 JNC$W,0).TJD91ê W,0).T表示#苦参碱对 B9]

8]< 细胞 JNC$/H89表达的抑制率用 (单细胞

JNC$/H89对照组 ;单细胞 JNC$/H89用药

组) J单细胞JNC$/H89对照组M!"" `表示%

!7#7>&统计分析&&数据以均数c标准差(Oc:)表

示$G1GG!"7"统计软件行方差分析检验$重复 > 次独

立实验$检验水准以7d"7"<为差异有显著性%

!G结果

!L$G苦参碱对I>YZY% 细胞增殖的抑制效果

苦参碱对 B9]8]< 细胞增殖的抑制效果有明显

的剂量*时间依赖性$随剂量的增加$作用时间的延

长$抑制效果逐渐加强(图 !)% 苦参碱作用 :# (

后$B9]8]< 细胞增殖的受抑制情况$"7#< /RJ/B组

与对照组细胞增殖情况统计学上差异无显著性$余

各组和对照组细胞增殖情况统计学上差异显著

(7d"7"< ) #同时 "7:< /RJ/B$!7"" /RJ/B组

间比较统计学上差异无显著性$最好抑制率达

>F7>`(表 !) %

'F##'
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!L!G苦参碱对I>YZY% 细胞%&'(基因3DZ>表

达的抑制效果

苦参碱作用 :# ( 后$B9]8]< 细胞 JNC$基因

/H89表达受抑制情况$"7#< /RJ/B组JNC$基因

/H89未见明显的抑制效果$当浓度提高到 "7:<

/RJ/B以上时JNC$基因/H89的表达明显降低$

当浓度达到 !7"" /RJ/B时$单细胞 JNC$基因

/H89仅 =7: c"7><$与对照组相比$抑制率达

%%7F`(表 #)%

!"#

!"$

!"%

!"&

!

!

"

#

$

! &% %# '&

%&'((

)*+

!"&)*+,

!")!*+,

!"')*+,

-"!!*+,

&&图 $G苦参碱作用下I>YZY% 细胞的增殖情况

&&表 $G苦参碱作用 ]! 1I>YZY% 细胞增殖情况

组别 药物浓度(/RJ/B) 9%=" 抑制率(`)

对照组 ; "7:<: c"7"!# ;

苦参碱 "7#< "7:%> c"7"#" !7$

"7<"

"7F!! c"7">"

3

!=7>

"7:<

"7<!! c"7"!#

3

>#7>

!7""

"7%$# c"7"!<

3

>F7>

&&3&与对照组比较$7d"7"<

&&

表 !G苦参碱对 I>YZY% 细胞 %&'(基因 3DZ>表达

的抑制效果

组别 药物浓度(/RJ/B)

JNC$基因/H89

表达水平
抑制率(`)

对照组 ; !:7< c"7%" ;

苦参碱 "7#< !F7F c"7%$ <7!%

"7<"

!>7: c"7%F

3

#!7:

"7:<

!"7! c"7><

3

%#7>

!7""

=7: c"7><

3

%%7F

&&3&与对照组比较$7d"7"<

HG讨论

苦参碱是中药苦参的主要成分% 新近大量的研

究证实$苦参碱具有较好的抗肿瘤作用$并在结肠

癌*肝癌*骨肉瘤等多种肿瘤中得到应用% 其机制在

于!F"

&

'

抑制肿瘤细胞的增殖#

(

诱导肿瘤细胞分

化和促进肿瘤细胞凋亡#

)

抗肿瘤细胞的粘附和浸

润转移#

*

抑制肿瘤细胞耐药% 这些作用得益于其对

肿瘤细胞端粒酶*细胞周期蛋白*'e%% 等粘附因子的

抑制% 本实验证实苦参碱对神经母细胞瘤同样有较

好的体外抑瘤作用$细胞增殖抑制率达到 >F7>`%

JNC$基因位于 # 0#>]#%$为 @m'原癌基因家

族的成员!:"

% @m'原癌基因具有很强的致癌潜能$

它在许多组织细胞中表达$但 JNC$表达仅限于胚

胎发育中!$"

% 在多种肿瘤遗传学的改变$包括基因

放大*染色体移位等产生@m'基因表达的失控% 动

物实验表明在小鼠 JNC$基因纯合子去除导致胚

胎死亡$而转基因大鼠模型中过度表达 JNC$导致

肿瘤$提示JNC$在胚胎和肿瘤发生发展中发挥重

要作用% 已有研究证实!="苦参碱可以抑制肿瘤细

胞W]/ZW$W]fV*$ ]̂43T$0#! 等原癌基因的表达$目前

尚未有对 JNC$基因抑制的研究% 本实验证实苦

参碱对神经母细胞瘤细胞 B9]8]< 细胞系 JNC$基

因/H89的表达有 %%7F`的抑制作用$其作用后

JNC$/H89表达的降低$是对肿瘤细胞增殖抑制

的分子基础之一%

本实验采用的细胞系 B9]8]< 是从人神经母细

胞瘤骨髓转移细胞中分离得到的细胞株$恶性度

高!!""

% 应用苦参碱在体外环境对该细胞系取得了

较好的抑制效果$为临床上神经母细胞瘤的治疗开

拓了新的思路%
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期神经母细胞瘤的长期疗效研究!+"7中国当代儿

科杂志$ #""F$ $(#)&=>]=F7

!%"&G..R.4H'$ i4,2.V4D@$ G3-(.4̂ $ e36-,* 9$ G).R.6GA$ I,*R

Em$ .-3679TT,W)3-),* ,X/V6-)06.W,0).T,X-(.8]/ZW,*W,R.*.
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