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摘 要 目的：探讨石蒜碱诱导H22荷瘤小鼠体内肿瘤细胞凋亡的活性及其机制。方法：以昆明种小鼠为对象，通过前肢腋部皮下

接种H22肝癌小鼠腹水构建小鼠实体瘤模型，将造模后的小鼠随机分为阴性对照组、阳性对照组（羟基喜树碱6 mg/kg）和石蒜碱

低、中、高剂量组（10、20、40 mg/kg），每组10只。阴性对照组小鼠灌胃等体积生理盐水，各给药组小鼠灌胃相应药物，每天1次，连

续给药7天。末次给药后，检测小鼠的瘤体质量并计算抑瘤率。另通过腹腔注射H22肝癌小鼠腹水构建小鼠腹水瘤模型，同法分

组、给药。末次给药后，记录小鼠的生存时间并计算生存延长率，采用流式细胞术检测小鼠肿瘤细胞的早期凋亡率；在设立正常对

照组（未荷瘤正常小鼠）的基础上，采用荧光探针钙黄绿素乙酰甲酯染色法考察各组小鼠肿瘤细胞的线粒体膜通透性，采用Rhoda-

mine 123染色法考察其线粒体电位变化，采用比色法和 Western blot 法分别检测其胱天蛋白酶 3（Caspase-3）活性和凋亡相关蛋

白[Bcl-2、Bax、细胞色素C（Cyt-C）、Caspase-9]的表达情况。结果：与阴性对照组比较，阳性对照组和石蒜碱各剂量组小鼠瘤体质

量均显著降低，生存时间均显著延长，肿瘤细胞的早期凋亡率均显著升高（P＜0.05或P＜0.01）；其抑瘤率分别为39.41％、23.36％、

36.50％、56.93％，生命延长率分别为49.23％、29.09％、50.19％、69.08％。与正常对照组比较，阴性对照组小鼠肿瘤细胞线粒体膜

通透性、Caspase-3蛋白活性以及Cyt-C、Caspase-9蛋白的表达水平均显著升高，线粒体膜电位、Bcl-2/Bax比值显著降低（P＜0.05

或P＜0.01）；与阴性对照组比较，各药物组小鼠肿瘤细胞线粒体膜通透性和Bcl-2/Bax比值均显著降低，线粒体通透性、Caspase-3

蛋白活性和Cyt-C、Caspase-9蛋白的表达水平均显著升高（P＜0.05或P＜0.01）。结论：石蒜碱可诱导H22荷瘤小鼠体内肿瘤细胞

凋亡，这种作用可能与其开放线粒体膜通透性转换孔以增加线粒体通透性、降低线粒体膜电位、诱导凋亡相关蛋白表达上调有关。
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Study on the Activity of Lycorine to the in vivo Apoptosis of Tumor Cells in H22-bearing Mice and Its

Mechanism
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ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate the activity of lycorine to the in vivo apoptosis of tumor cells in H22-bearing mice and

its mechanism. METHODS：Kunming mice were inoculated subcutaneously with ascites of H22 hepatoma mice in the armpit of

forelimb to establish solid tumor model. After modeling，mice were randomly divided into negative control group，positive control

group（hydroxycamptothecin 6 mg/kg），lycorine low-dose，medium-dose and high-dose groups（10，20，40 mg/kg），with 10 mice

in each group. Negative control group was given constant volume of normal saline intragastrically，and administration groups were

given relevant medicine intragastrically，once a day，for consecutive 7 days. After last medication，the weight of tumor was

detected and anti-tumor rate was calculated. Ascites tumor model of mice was established by intraperitoneal injection of H22

hepatoma mice ascites，and then were grouped with same method and given relevant medicine as above. After last medication，

survival time of mice was recorded and the life prolongation rate was calculated. The early apoptotic rate of tumor cells in mice was

detected by flow cytometry. On the basis of normal control group （normal mice without tumor），the mitochondrial membrane

permeability of tumor cells in each group was investigated by Calcein AM staining. The changes of mitochondrial potential were

investigated by Rhodamine 123 staining. Colorimetry and Western blot assay were adopted to detect the Caspase-3 activity and

expression of apoptosis-related protein （Bcl-2，Bax，Cyt-C

and Caspase-9）. RESULTS：Compared with negative control

group，the tumor weight of positive control group and lycorine

groups were decreased significantly，while the survival time

was significantly prolonged，and the early apoptotic rate of

tumor cells was significantly increased（P＜0.05 or P＜0.01）；

the anti-tumor rates were 39.41％ ， 23.36％ ， 36.50％ ，

56.93％，and life prolongation rates were 49.23％，29.09％，

50.19％，69.08％ . Compared with normal control group，the
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石蒜碱广泛存在于石蒜科植物中，是一种异喹啉类
生物碱 [1－ 3]。该化合物的分子量为 287.30，化学式为
C16H17NO4，纯品为无色棱柱状的结构晶体，熔点为275～

280 ℃，微溶于氯仿、乙醇和石油醚，可溶于稀酸，但难溶
于水[1－3]。现有研究表明，石蒜碱主要是从石蒜的鳞茎、

文殊兰的种子和叶片、朱顶红的叶片中被提取出来的[4－7]，

具有广泛的药理活性，如抗肿瘤、抗病毒、镇静等 [8－12]。

近年来，国内外专家学者对石蒜碱的抗肿瘤作用进行了
诸多研究，发现该化合物对人乳腺癌MCF-7细胞[13－15]、

人早幼粒白血病 HL-60 细胞 [16 － 17]、人白血病 U937 细
胞[18]、人食管癌Eca-109细胞[19]、人肝癌HepG2细胞[20]、人
胃癌 SGC-7901细胞 [21]均具有显著的抑制作用，但现有
研究大多以体外试验为主，缺少对石蒜碱体内抗肿瘤药
效学研究的相关报道，且抗肿瘤作用机制尚未明确。因
此，本研究以此为切入点，通过建立小鼠体内肿瘤模型，

从细胞水平、分子水平对石蒜碱的抗肿瘤活性进行探
讨，并初步挖掘其作用机制，旨在为石蒜碱抗肿瘤作用
机制的阐明以及其相关抗肿瘤新药的研发和应用提供
基础数据和理论参考。

1 材料
1.1 主要仪器

本研究所用主要仪器包括ECO-170P-230型培养箱
（美国 NBS 公司），CKX-41-32 型倒置显微镜（日本
Olympus 公司），标准型 PB-10 pH 计（德国 Sartorius 公
司），AR1140 型 分 析 天 平（美 国 OHAUS 公 司），

DL-CJ-1N 型医用型超净工作台（北京东联哈尔仪器制
造有限公司），TCS-SP2型激光共聚焦扫描显微镜（德国
Leica公司），L-90K型低温高速离心机（美国Beckman公
司），680型酶标仪（美国Bio-Rad公司），DYY-7C型电泳
仪、WD-9413C型凝胶成像系统（北京六一仪器厂）等。

1.2 主要药品与试剂

石蒜碱原料药（批号 34296，纯度 98％）购自阿拉丁
试剂有限公司；羟基喜树碱原料药（批号20130112，纯度
98％）购自哈尔滨圣泰药业有限公司；荧光染料Rhoda-

mine 123（批号C2215S）、辣根过氧化物酶标记的山羊抗
兔 IgG（H+L）二抗（批号 A0277）、兔 Bcl-2多克隆抗体
（批号AB116）、小鼠细胞色素C（Cyc-C）多克隆抗体（批
号AC908）、小鼠Bax多克隆抗体（批号AB026）、胱天蛋
白酶 3（Caspase-3）活性检测试剂盒（批号 AC033）、兔
Caspase-9 多克隆抗体（批号 AC062）、兔β-肌动蛋白

（β-actin）多克隆抗体（批号AF5003）、考马斯亮蓝快速染
色液（批号P0017）均购自碧云天生物技术研究所；台盼
蓝染液（批号：C0040）购自北京索莱宝科技有限公司；胰
酶（批号C0202）、PI染色细胞凋亡试剂盒（批号C1056）、

线粒体通透性转换孔（MPTP）检测试剂盒（批号
C2006）、荧光探针钙黄绿素乙酰甲酯（Calcein AM）染料
（批号C2009S）、裂解液（批号P0013）、十二烷基硫酸钠-

聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）上样缓冲液（批号
P0015）均购自上海碧云天生物技术有限公司；小牛血清
（批号 11011-8611）购自浙江天杭生物科技股份有限公
司；Reagent A溶液（批号23221）购自北京诺为生物科技
有限公司；AP-NBT/BICT 显色液（批号 5972）购自上海
一基生物试剂有限公司；RPMI 1640 培养基（批号
10491）购自北京博奥华医生物科技有限公司；其余试剂
均为分析纯或实验常用规格，水为蒸馏水。

1.3 动物与细胞

清洁级健康昆明种小鼠雌雄各半，5周龄，体质量
18～22 g，由黑龙江中医药大学佳木斯学院动物实验室
提供[动物使用许可证号SYXK（黑）2017-010]；小鼠H22

肝癌细胞株由哈尔滨商业大学理学院提供。

2 方法
2.1 石蒜碱对H22荷瘤小鼠抗肿瘤作用研究

2.1.1 H22荷瘤小鼠实体瘤模型的建立 取出冻存好的
H22肝癌细胞株复苏后，以RPMI 1640培养基重悬为 5×

106个/mL的细胞悬液。取小鼠，于腹腔部位消毒后，取
上述细胞悬液按0.2 mL/只腹腔接种，常规饲养5～8天，

以腹腔明显变大、腹水饱满为接种成功。随后，于无菌
条件下对小鼠腹部进行消毒，并用一次性医用注射器抽
取接种成功的小鼠的淡黄色腹水（即肿瘤液），使用显微
镜观察腹水状态并以细胞计算板进行计数；采用台盼蓝
拒染法检测细胞活性（保证其活性在95％以上），然后用
4 ℃无菌生理盐水调整细胞密度为 5×106个/mL，再按
0.2 mL/只皮下接种于正常小鼠右前肢腋部，常规饲养直
至出现明显瘤体为造模成功。

2.1.2 H22荷瘤小鼠腹水瘤模型的建立 取出冻存好的
H22肝癌细胞株复苏后，以RPMI 1640培养基重悬为 5×

106个/mL的细胞悬液。取小鼠，按“2.1.1”项下方法接种
并抽取淡黄色腹水（即肿瘤液）；同法调整细胞密度为5×

106个/mL，再按 0.2 mL/只接种于正常小鼠腹腔，常规饲
养直至其腹腔明显变大、腹水饱满为造模成功。

mitochondrial membrane permeability，Caspase-3 protein activity and protein expression of Cyt-C and Caspase-9 were significantly

increased，while the mitochondrial membrane potential and Bcl-2/Bax ratio were decreased significantly （P＜0.05 or P＜0.01）.

Compared with negative control group，mitochondrial membrane permeability and Bcl-2/Bax ratio were decreased significantly in

administration groups，while mitochondrial permeability，Caspase-3 protein activity and protein expression of Cyt-C and Caspase-9

were significantly increased （P＜0.05 or P＜0.01）. CONCLUSIONS：Lycorine can induce the apoptosis of tumor cells in

H22-bearing mice，the effects of which may be associated with opening mitochondrial membrane permeability transition pore to

increase mitochondrial permeability， decreasing mitochondrial membrane potential and up-regulating the expression of

apoptosis-related proteins.

KEYWORDS Lycorine；Tumor-bearing mice；Mitochondrial；Anti-tumor；Apoptosis；Mechanism
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2.1.3 分组与给药 分别取按“2.1.1”“2.1.2”项下方法
成功复制H22实体瘤和腹水瘤模型的荷瘤小鼠各 50只，

均随机分为阴性对照组、阳性对照组（羟基喜树碱 6

mg/kg，剂量设置参考文献[22]和预实验结果）和石蒜碱
低、中、高剂量组（石蒜碱 10、20、40 mg/kg，剂量设置参
考文献[22]和预实验结果），每组 10只。阴性对照组小
鼠腹腔注射生理盐水0.2 mL，各给药组小鼠腹腔注射相
应药液[均以磷酸盐缓冲液（PBS，pH 7.4）配制，下同]0.2

mL，每天 1次，连续给药 7天。实验期间所有小鼠均正
常摄食、饮水。

2.1.4 石蒜碱对H22荷瘤小鼠抑瘤作用的检测 使用实
体瘤小鼠模型进行实验。末次给药24 h后，称定小鼠体
质量，以颈椎脱臼法将其处死并以仰卧位固定，于胸部
消毒后，在其右前肢腋窝处将瘤体剥离；称定瘤体质量，

并计算石蒜碱抑瘤率：抑瘤率＝（阴性对照组平均瘤体
质量－给药组平均瘤体质量）/阴性对照组平均瘤体质
量×100％。

2.1.5 石蒜碱对H22荷瘤小鼠生存时间影响的检测 使
用腹水瘤小鼠模型进行实验。末次给药后，记录各组小
鼠的平均生存时间，观察时间设定为30天（若小鼠生存
超过此时间，则按30天进行计算）[23]，计算小鼠生命延长
率：生命延长率＝（给药组平均生存天数－阴性对照组
平均生存天数）/阴性对照组平均生存天数×100％。

2.1.6 石蒜碱对H22荷瘤小鼠肿瘤细胞早期凋亡影响的
检测 使用腹水瘤小鼠模型进行实验，以流式细胞术检
测。（1）肿瘤细胞收集：于末次给药次日（于处死前），用
注射器于小鼠腹腔中抽取腹水1 mL，以2 000 r/min离心
10 min后，弃去上层清液；沉淀用0.85％NH4Cl溶液洗涤
3次，然后再用生理盐水洗涤3次，再以2 000 r/min离心
10 min，弃去上层清液，即得肿瘤细胞，待用。（2）细胞早
期凋亡率检测：将上述H22荷瘤小鼠的肿瘤细胞用 PBS

吹打并清洗 1次，以 2 000 r/min离心 5 min，弃去上层清
液，沉淀用－20 ℃的 70％乙醇重悬后于 4 ℃固定 24 h；

随后，以 2 000 r/min 离心 10 min，弃去上层清液，沉淀
（即肿瘤细胞）避光加入PI染液800 μL，轻轻吹打、混匀，

于室温下避光孵育 30 min，滤过，使用流式细胞仪检测
细胞的早期凋亡率。

2.2 石蒜碱对H22荷瘤小鼠肿瘤细胞线粒体膜功能影响

的研究

2.2.1 分组与给药 取接种成功的腹水瘤模型小鼠 50

只，按“2.1.1”项下方法分为阴性对照组、阳性对照组（羟
基喜树碱，6 mg/kg）和石蒜碱低、中、高剂量组（10、20、

40 mg/kg），每组10只；同时取10只不荷瘤的正常小鼠作
为正常对照组。阴性对照组和正常对照组小鼠腹腔注
射生理盐水 0.2 mL，各给药组腹腔注射相应药液 0.2

mL，每天 1次，连续给药 7天。实验期间所有小鼠均正
常摄食饮水。

2.2.2 细胞收集 （1）肿瘤细胞：方法同“2.1.6（1）”项。

（2）正常小鼠肝细胞：取正常对照组小鼠肝组织适量并
切成小块，用PBS清洗后放入试管中，加入胰酶于37 ℃

消化15 min，用小牛血清中止消化，滤过，将消化后的组

织液以2 000 r/min反复离心2 min×3次，收集沉淀，加入

0.85％NH4Cl溶液 1 mL以破除血细胞，再以 1 500 r/min

离心5 min，收集沉淀，即得正常小鼠肝细胞，待用。

2.2.3 石蒜碱对H22荷瘤小鼠肿瘤细胞线粒体膜通透性

影响的检测 按“2.2.2”项下方法收集正常对照组小鼠

肝细胞和其余各组小鼠肿瘤细胞适量，用Reagent A溶

液混匀，以2 000 r/min离心10 min，弃去上层清液，沉淀

加入Calcein AM染料避光染色20 min，以1 000 r/min离

心10 min，弃去上层清液，沉淀（即受试细胞）用Reagent

A溶液清洗后，再加入该溶液 500 μL，吹打并混匀。精

确吸取该细胞混悬液100 μL，采用激光共聚焦扫描显微

镜观察，以检测到的荧光强度（即FI值）来反映细胞的粒

体膜通透性，FI值越大则其线粒体膜通透性越低。

2.2.4 石蒜碱对H22荷瘤小鼠肿瘤细胞线粒体膜电位变

化影响的检测 按“2.2.2”项下方法收集正常对照组小

鼠肝细胞和其余各组小鼠肿瘤细胞适量，用PBS吹打并

清洗 1次，避光加入 Rhodamine 123染料，避光孵育 30

min，以2 000 r/min离心10 min，弃去上清液，沉淀（即受

试细胞）经PBS清洗2次后，用PBS 400 μL重悬，并使用

激光共聚焦扫描显微镜观察，以检测到的FI值来反映细

胞的线粒体膜电位，FI值越大则其线粒体膜电位越高。

2.2.5 石蒜碱对H22荷瘤小鼠肿瘤细胞内Caspase-3蛋白

活性影响的检测 按“2.2.2”项下方法收集正常对照组

小鼠肝细胞和其余各组小鼠肿瘤细胞适量，用PBS吹打

并清洗 1次，以 2 000 r/min离心 10 min，弃去上清液，沉

淀加入裂解液适量，于冰浴中裂解 15 min；于 4 ℃下以

16 000 r/min离心 15 min，取上层清液，使用比色法以酶

标仪检测 Caspase-3蛋白的活性（严格按相应试剂盒说

明书操作）。

2.2.6 石蒜碱对H22荷瘤小鼠肿瘤细胞内凋亡相关蛋白

表达影响的检测 采用Western blot法检测。按“2.2.2”

项下方法收集正常对照组小鼠肝细胞和其余各组小鼠

肿瘤细胞适量，用PBS清洗1次，彻底吸弃PBS溶液后，

加入裂解液适量，于冰浴中裂解 15 min，再于 4 ℃下以

16 000 r/min离心 15 min，取上层清液置于－80 ℃条件

下保存，待用。经考马斯亮蓝法测定该上层清液中的蛋

白含量后，加入适量 SDS-PAGE 上样缓冲液，于 100 ℃

变 性 5 min。 取 变 性 后 的 蛋 白 样 品 适 量 ，行 15％

SDS-PAGE。电泳后转膜，以脱脂奶粉封闭 2 h，然后加

入 Bcl-2、Bax、Cyc-C、Caspase-9、β-actin 一抗（稀释度均

为 1 ∶ 200），于 4 ℃下孵育过夜；依次用TBST溶液、TBS

溶液在室温下洗涤 10 min×2次、10 min×1次后，加入相

应二抗（稀释度为1 ∶500），室温孵育2 h；依次用TBST溶

液、TBS溶液在室温下洗涤10 min×2次、10 min×1次，以

AP-NBT/BICT 显色液显色，再置于凝胶成像系统上成

像。使用 Image G v2.8.7软件分析，以Cyc-C、Caspase-9

蛋白与内参β-actin的灰度值比值表示上述蛋白的表达

水平，并记录Bcl-2/Bax的灰度值比值。
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2.3 统计学方法

采用SPSS 19.0软件对数据进行统计分析。计量资

料均以 x±s表示，组间比较采用单因素方差分析。P＜

0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 石蒜碱对H22荷瘤小鼠瘤体质量的影响

与阴性对照组比较，阳性对照组和石蒜碱各剂量组

小鼠的瘤体质量均显著降低（P＜0.05或P＜0.01），且石

蒜碱各剂量组小鼠的瘤体质量有随剂量增加而降低的

趋势；各给药组的抑瘤率分别为 39.41％、23.36％、

36.50％、56.93％，详见表1。

表 1 石蒜碱对H22荷瘤小鼠瘤体质量和生存时间的影

响（x±±s，n＝10）

Tab 1 Effects of lycorine on the tumor weight and sur-

vival time of H22-bearing mice（x±±s，n＝10）

组别
阴性对照组
阳性对照组
石蒜碱低剂量组
石蒜碱中剂量组
石蒜碱高剂量组

瘤体质量，g

1.37±0.08

0.83±0.12##

1.05±0.06#

0.87±0.09##

0.59±0.05##

抑瘤率，％

39.41

23.36

36.50

56.93

生存时间，d

10.38±0.24

15.49±0.18##

13.40±0.23#

15.59±0.14##

17.55±0.11##

生命延长率，％

49.23

29.09

50.19

69.08

注：与阴性对照组比较，#P＜0.05，##P＜0.01

Note：vs. negative control group，#P＜0.05，##P＜0.01

3.2 石蒜碱对H22荷瘤小鼠生存时间的影响

与阴性对照组比较，阳性对照组和石蒜碱各剂量组

小鼠的生存时间均显著延长（P＜0.05或P＜0.01），且石

蒜碱各剂量组小鼠的生存时间有随剂量增加而延长的

趋势；各给药组小鼠的生命延长率分别为 49.23％、

29.09％、50.19％、69.08％，详见表1。

3.3 石蒜碱对H22荷瘤小鼠肿瘤细胞早期凋亡的影响

与阴性对照组比较，阳性对照组和石蒜碱各剂量组

小鼠肿瘤细胞的早期凋亡率均显著升高（P＜0.01），且

石蒜碱各剂量组小鼠肿瘤细胞的早期凋亡率有随剂量

增加而升高的趋势，详见图1、表2。

3.4 石蒜碱对肿瘤细胞线粒体膜通透性的影响

与正常对照组比较，阴性对照组小鼠肿瘤细胞FI值

显著升高（P＜0.01），提示其线粒体膜通透性明显减弱；

与阴性对照组比较，阳性对照组和石蒜碱各剂量组小鼠

肿瘤细胞FI值均显著降低，且显著低于正常对照组（P＜

0.05），同时石蒜碱各剂量组小鼠肿瘤细胞的 FI值有随

剂量增加而降低的趋势，提示线粒体膜通透性均不同程

度地增强，详见图2、表3。

3.5 石蒜碱对H22荷瘤小鼠肿瘤细胞线粒体膜电位的

影响

与正常对照组比较，阴性对照组小鼠肿瘤细胞FI值

显著升高（P＜0.01），提示其线粒体膜电位明显升高；与

阴性对照组比较，阳性对照组和石蒜碱各剂量组小鼠肿

瘤细胞 FI 值均显著降低，且显著低于正常对照组（P＜

0.01），同时石蒜碱各剂量组小鼠的肿瘤细胞 FI值有随

剂量增加而降低的趋势，提示线粒体膜电位不同程度地

降低，详见图3、表3。

3.6 石蒜碱对H22荷瘤小鼠肿瘤细胞内Caspase-3蛋白

活性的影响

与正常对照组比较，阴性对照组小鼠肿瘤细胞内

Caspase-3蛋白的活性显著增强（P＜0.01）；与阴性对照

组比较，阳性对照组和石蒜碱各剂量组小鼠肿瘤细胞

内 Caspase-3蛋白的活性均显著增强，且显著强于正常
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图 1 石蒜碱对H22荷瘤小鼠肿瘤细胞早期凋亡率影响

的流式细胞图

Fig 1 Flow cytometries of the effects of lycorine on

early apoptotic rate of tumor cells in H22-bea-

ring mice
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表 2 石蒜碱对H22荷瘤小鼠肿瘤细胞早期凋亡率的影

响（x±±s，n＝10）

Tab 2 Effects of lycorine on early apoptotic rate of tu-

mor cells in H22-bearing mice（x±±s，n＝10）

组别
阴性对照组
阳性对照组
石蒜碱低剂量组

早期凋亡率，％
0.64±0.04

38.42±0.17##

19.24±0.11##

组别
石蒜碱中剂量组
石蒜碱高剂量组

早期凋亡率，％
24.77±0.06##

32.88±0.11##

注：与阴性对照组比较，##P＜0.01

Note：vs. negative control group，##P＜0.01
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图 3 石蒜碱对H22荷瘤小鼠线粒体膜电位影响的显微

图（Rhodamine 123染色，×400）

Fig 3 Micrographs of the effects of lycorine on mito-

chondrial membrane potential of tumor cells in

H22-bearing mice（Rhodamine 123 staining，×

400）

A.正常对照组 B.阴性对照组

C.阳性对照组 D.石蒜碱低剂量组

E.石蒜碱中剂量组 F.石蒜碱高剂量组

图 2 石蒜碱对H22荷瘤小鼠肿瘤细胞线粒体膜通透性

影响的显微图（Calcein AM染色，×400）

Fig 2 Micrographs of the effects of lycorine on mito-

chondrial membrane permeability of tumor

cells in H22-bearing mice（Calcein AM stai-

ning，×400）

A.正常对照组 B.阴性对照组

C.阳性对照组 D.石蒜碱低剂量组

E.石蒜碱中剂量组 F.石蒜碱高剂量组

对照组（P＜0.01），同时石蒜碱各剂量组小鼠肿瘤细胞
内 Caspase-3蛋白活性有随剂量增加而增强的趋势，详
见表 4。

表4 石蒜碱对H22荷瘤小鼠肿瘤细胞内Caspase-3蛋白

活性影响（x±±s，n＝10）

Tab 4 Effects of lycorine on the activity of Caspase-3

protein in H22-bearing mice（x±±s，n＝10）

组别
正常对照组
阴性对照组
阳性对照组

Caspase-3

0.049±0.004

0.058±0.004＊＊

0.077±0.008＊＊##

组别
石蒜碱低剂量组
石蒜碱中剂量组
石蒜碱高剂量组

Caspase-3

0.065±0.005＊＊##

0.075±0.009＊＊##

0.086±0.006＊＊##

注：与正常对照组比较，＊＊P＜0.01；与阴性对照组比较，##P＜0.01

Note：vs. normal control group，＊ ＊ P＜0.01；vs. negative control

group，##P＜0.01

3.7 石蒜碱对 H22荷瘤小鼠肿瘤细胞内 Bcl-2、Bax、

Cyt-C、Caspase-9蛋白表达的影响

与正常对照组比较，阴性对照组小鼠肿瘤细胞内

Bcl-2/Bax比值和Cyt-C、Caspase-9蛋白的表达水平均显

著升高（P＜0.01）；与阴性对照组比较，阳性对照组和石

蒜碱各剂量组小鼠的肿瘤细胞内 Bcl-2/Bax 比值和

表 3 石蒜碱对H22荷瘤小鼠线粒体膜通透性和线粒体

膜电位的影响（x±±s，n＝10）

Tab 3 Effects of lycorine on mitochondrial mem-

brane permeability and potential of tumor

cells in H22-bearing mice（x±±s，n＝10）

组别
正常对照组
阴性对照组
阳性对照组
石蒜碱低剂量组
石蒜碱中剂量组
石蒜碱高剂量组

线粒体膜通透性（以FI值表示）

89.82±2.23

95.32±2.31＊＊

49.13±1.93＊＊##

65.97±3.99＊＊##

43.92±1.51＊＊##

31.30±2.21＊＊##

线粒体膜电位（以FI值表示）

54.39±1.98

68.35±1.76＊＊

28.40±1.72＊＊##

45.01±0.65＊＊##

29.91±1.46＊＊##

16.80±0.75＊＊##

注：与正常对照组比较，＊＊P＜0.01；与阴性对照组比较，##P＜0.01

Note：vs. normal control group，＊ ＊ P＜0.01；vs. negative control

group，##P＜0.01
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Cyt-C、Caspase-9蛋白的表达水平均显著降低，Cyt-C、

Caspase-9蛋白的表达水平均显著升高，且显著低于或高
于正常对照组（P＜0.01），同时石蒜碱各剂量组小鼠肿
瘤细胞内Bcl-2/Bax比值和Cyt-C、Caspase-9的蛋白表达
水平有随剂量增加而降低或升高的趋势，详见图4、表5。

表 5 石蒜碱对H22荷瘤小鼠肿瘤细胞内凋亡蛋白表达

水平的影响（x±±s，n＝10）

Tab 5 Effects of lycorine on the expression of apopto-

sis-related protein of tumor cells in H22-bearing

mice（x±±s，n＝10）

组别
正常对照组
阴性对照组
阳性对照组
石蒜碱低剂量组
石蒜碱中剂量组
石蒜碱高剂量组

Bcl-2/Bax

188.31±1.24

144.61±3.18＊＊

66.76±1.75＊＊##

89.31±1.04＊＊##

69.55±1.28＊＊##

54.03±1.29＊＊##

Cyt-C/β-actin

50.31±1.33

70.23±2.01＊＊

122.58±1.96＊＊##

112.24±2.27＊＊##

127.49±2.33＊＊##

145.01±2.93＊＊##

Caspase-9/β-actin

75.47±2.05

95.95±1.61＊＊

133.25±2.73＊＊##

114.24±1.98＊＊##

137.49±2.33＊＊##

146.34±1.02＊＊##

注：与正常对照组比较，＊＊P＜0.01；与阴性对照组比较，##P＜0.01

Note：vs. normal control group，＊ ＊ P＜0.01；vs. negative control

group，##P＜0.01

4 讨论
石蒜碱具有很高的药用价值，但由于对该化合物抗

肿瘤作用的研究起步较晚且不够深入[3]，导致其抗肿瘤

作用机制尚未完全阐明。因此，为了明确石蒜碱抗肿瘤

作用机制，充分发挥其抗肿瘤药用价值，本研究以肝癌

细胞H22荷瘤模型小鼠为对象，对石蒜碱的体内抗肿瘤

活性进行了研究。此外，羟基喜树碱作为市售抗肿瘤药

物，抗肿瘤机制明确[24－25]，加之其与石蒜碱同为生物碱，

均为五环结构，分子量接近，因此本研究将其选作阳性

对照药物。

首先，本研究为验证石蒜碱能否抑制小鼠瘤体增长

而采用了实体瘤小鼠模型，拟通过观察瘤体的质量变化

来计算石蒜碱抑瘤率；同时，为证实石蒜碱能否有效延

长小鼠生存时间并诱导肿瘤细胞发生凋亡而采用了腹

水瘤小鼠模型，以便能快速、简便地从小鼠体内取出肿

瘤细胞。在细胞发生凋亡的过程中，线粒体是首个发生
变化的细胞器：在细胞凋亡初期，线粒体形态会发生改
变；而当抗肿瘤药物刺激细胞线粒体时，位于线粒体内
外膜中间的MPTP被打开，使得线粒体膜内外渗透压发
生改变、膜电位降低，同时细胞质内流导致线粒体体积
增加、外膜破裂，从而进一步促进线粒体内膜与外膜之
间的凋亡相关因子释放，这些诱导因子可以直接破坏细
胞核内染色质，激活Caspase家族蛋白，最终启动细胞凋
亡程序；此外有研究指出，当细胞内线粒体膜电位一旦
发生异常，即使排除与细胞凋亡有关的所有诱导因素，

细胞依然会发生凋亡，并且这种凋亡是不可逆转的，可
见线粒体膜电位一旦降低，细胞必然会不可逆转地发生
凋亡[26－29]。本研究结果显示，经不同剂量的石蒜碱作用
后，各药物组H22荷瘤小鼠的瘤体质量显著降低、生存时
间显著延长、早期凋亡率显著升高，石蒜碱低、中、高剂
量组的抑瘤率有随剂量增加而升高的趋势；同时，各给
药组荷瘤小鼠肿瘤细胞的线粒体膜通透性均显著增强，

而线粒体膜电位均显著降低，且均有剂量依赖性趋势，

提示石蒜碱能增加肿瘤细胞线粒体膜的通透性和降低
其膜电位，破坏线粒体内环境的稳定。

有研究指出，线粒体膜电位的产生主要与线粒体膜
内外质子分布不对称有关，抗肿瘤药物刺激线粒体膜，

导致MPTP开放，促使线粒体膜电位降低，线粒体膜内
外凋亡诱导因子等就会排放或流入细胞质内，这些因子
就会激活Caspase家族，导致细胞凋亡[30－32]。基于此，本
研究对凋亡启动蛋白Caspase-3活性以及凋亡调控蛋白
Bcl-2、Bax、Cyt-C、Caspase-9蛋白的表达情况进行了检
测。结果显示，与阴性对照组比较，各药物组小鼠肿瘤
细胞内Caspase-3蛋白的活性和Cyt-C、Caspase-9蛋白的
表达水平均显著升高，Bcl-2/Bax比值均显著降低，提示
石蒜碱能够促进细胞内外膜间的凋亡调控蛋白Cyt-C释
放，并与Caspase-9蛋白发生级联反应，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；其能通过破坏肿瘤细胞线粒体膜结构功能，导致
线粒体内促细胞凋亡因子的释放，进而启动细胞凋亡程
序，最终发挥抗肿瘤作用。但本研究只对线粒体膜通透
性以及膜电位等指标进行了检测，而未分析线粒体膜损
伤的超微结构以及线粒体损伤后的功能变化，有待后续
研究进一步深入探索，以便更全面系统地阐释石蒜碱基
于线粒体损伤途径的抗肿瘤机制。
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