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前期研究 [10]显示：青蒿琥酯能抑制Survivin 

mRNA在HFL-I细胞中的表达，且呈剂量依赖性。

结合本研究结果，共同提示青蒿琥酯促人胚肺成

纤维细胞凋亡的可能机制为：通过上调Caspase-3 

mRNA 及 Caspase-3 蛋白的表达，下调 Survivin 

mRNA的表达，达到抑制HFL-I细胞增殖、促进

HFL-I细胞凋亡的作用。本研究结果为将来青蒿琥

酯应用于肺纤维化的治疗提供实验依据，但青蒿

琥酯的抗肺纤维化作用还可能存在其他机制，有

待进一步研究。 
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摘要：目的  研究苦参碱对小鼠 Lewis 肺癌的作用，并探讨其作用机制。方法  建立小鼠 Lewis 肺癌模型，将实验小鼠

分为生理盐水组、不同剂量苦参碱组、环磷酰胺组，计算原发瘤抑制率及微血管密度；采用 RT-PCR 和 Western blot 法检

测原发瘤组织 VEGF mRNA 和蛋白表达。结果  应用苦参碱各剂量组，小鼠原发瘤抑制率、微血管密度与生理盐水组比

较有显著性差异(P<0.05 或 P<0.01)；与生理盐水组比较，苦参碱各剂量组 VEGF mRNA 和蛋白表达水平显著降低(P<0.01)。

结论  苦参碱对于小鼠 Lewis 肺癌原发瘤的生长具有一定的抑制作用，并能显著抑制瘤组织微血管形成，可能与其抑制

肿瘤 VEGF mRNA 和蛋白表达有关。 
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China) 
 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the effect of matrine on Lewis lung carcinoma in C57BL/6J mouse and to explore 
its molecurlar mechanism. METHODS  The model of mouse with Lewis lung carcinoma was made, the experimental mice 
were randomly divided into normal saline group, matrine groups at varied concentrations and cytoxan group. Tumor inhibitory 
rate and microvessel density (MVD) were measured; the mRNA and protein expression of VEGF were determined with RT-PCR 
and Western blot. RESULTS  There were significant differences from inhibitory rates of primary tumor and MVD between 
matrine groups and normal saline group(P<0.05 or P<0.01); VEGF mRNA and protein expression levels in matrine groups were 
significantly lower than in normal saline group. CONCLUSION  Matrine could inhibit the growth of implanted Lewis lung 
carcinoma in C57BL/6J mouse at different levels and reduce MVD of Lewis lung carcinoma obviously, which was probably 
because that matrine reduced the expressions of VEGF mRNA and protein of Lewis lung carcinoma. 
KEY WORDS: matrine; Lewis lung carcinoma; vascular endothelial gronth factor 

 

据《本草纲目》记载，苦参，苦、寒，无毒，

具有清热解毒、祛风燥湿、补中明目、养肝胆气

之功效。苦参碱(matrine)是从苦豆子中提取的生物

碱，是苦参的活性成分，属于四环喹嗪啶类。近

年来苦参碱抗肿瘤作用的研究是药学领域的热门

课题。一系列的研究证实，苦参碱可抑制部分肿

瘤的增殖和转移，但其确切的抗肿瘤机制和临床

疗效仍需进一步深入研究[1]。 

目前国内外肺癌研究多以临床为主，本试验

结合动物模型，研究苦参碱对小鼠 Lewis 肺癌的作

用，并进一步研究苦参碱对 Lewis 肺癌原发瘤组织

血管内皮生长因子 (vascular endothelial growth 

factor, VEGF)mRNA 和蛋白表达的影响，以探讨苦

参碱治疗肿瘤的分子机制，为其进一步临床应用

提供一定的实验依据。 

1  材料 

1.1  仪器   

紫外可见分光光度计(北京普析通用仪器有限

责任公司)；TU-1800SPC 电泳仪(美国 EC 公司)；

EC570 PCR 仪(Beckman 公司)。 

1.2  试药   

苦参碱，本室(辽宁医学院)于苦参干燥根中提

纯，含量：98.3%，分子量：248.37；环磷酰胺

(cytoxan，CTX，江苏恒瑞医药公司，批号：

07041721)；生理盐水(中国大冢制药有限公司，批

号：071118)；CD31，VEGF 单克隆抗体(北京中杉

金桥生物技术服务有限公司 )； HRP-羊抗鼠

IgG(Santa Cruz 公司)；Trizol 试剂、引物(上海生物

工程技术服务有限公司)；RT-PCR 试剂盒[宝生物

工程(大连)有限公司]；显色剂(Sigma 公司)；其他

试剂均为国产分析纯。 

1.3  动物及瘤株   

C57BL/6J 小鼠，清洁级，体重 18~22 g，由中

国医学科学院实验动物研究所提供，实验动物合

格证号：SCXK(京)2004-0001；瘤株：小鼠 Lewis

肺癌细胞株(Lewis lung carcinoma，3LL)，由中国

医学科学院药物研究所提供。 

2  方法 

2.1  小鼠 Lewis 肺癌模型复制及分组   

将接种 Lewis 肺癌 10~14 d 的 C57BL/6J 荷瘤

小鼠，脱颈椎处死，无菌冰浴条件下剥离瘤组织，

选取生长良好的肿块，按肿瘤(g)∶生理盐水(mL)

为 1∶3 比例匀浆，筛网过滤，调细胞数为 1×107，

作为诱导小鼠 Lewis 肺癌模型的匀浆液。另取

C57BL/6J 小鼠(18~22 g)50 只，♀♂各半，随机分

为 5 组：生理盐水组、苦参碱高剂量组(matrine H，

150 mg·kg1)、苦参碱中剂量组(matrine M，100 

mg·kg1)、苦参碱低剂量组(matrine L，50 mg·kg1)、

CTX 组(20 mg·kg1)。各组小鼠于右腋皮下接种匀

浆液，每只 0.2 mL。各组接种后第 2 天开始腹腔

注射给药，各组隔日腹腔给药一次，连续 21 d。

第 21 天，称重后脱颈椎处死各组小鼠，取右腋皮

下肿块并称质量，根据以下公式计算肿瘤抑制率：   

肿瘤抑制率(%)=(生理盐水组平均瘤质量治
疗组平均瘤质量)/生理盐水组平均瘤质量×100%。 

2.2  苦参碱对 Lewis 肺癌组织微血管密度的影响   

取部分肿瘤组织，10%中性甲醛固定，常规脱

水，石蜡包埋后连续切片，CD31 抗体为Ⅰ抗，阴

性对照用磷酸盐缓冲液(PBS)代替Ⅰ抗，按照试剂

盒说明书进行 SABC 法免疫组化染色。CD31 阳性

内皮细胞被染成棕黄色，计数时以血管密集区为

准，避免硬化区和坏死区，切片中任何与周围组织

明确区分的棕染内皮细胞及细胞团均按独立的微

血管分别计数，是否有管腔、红细胞不作为计数血

管标志。显微镜下计数 6个视野内肿瘤微血管数目，

以平均每高倍镜(×200)下视野微血管个数表示微
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血管密度(microvessel density, MVD)[2]结果。 

2.3  苦参碱对 Lewis 肺癌组织 VEGF mRNA 表达

的影响   

采用 Trizol 一步法提取瘤组织总 RNA，提取

的 RNA 经紫外分光光度计测量 260 nm 和 280 nm

吸光度(A)值，由 260 nm 吸光度计算出 RNA 浓度。

按照 RT-PCR 试剂盒(AMV)说明进行 PCR 扩增。

RT-PCR VEGF 引物为：5′-AGACAATGGGATGA 

AAGG-3′(sense)，5′-AGATGAGGAAGGGTAAG 

C-3′(antisense)，扩增片段大小为 554 bp；β-actin

引物为：5′-CCCATCTACGAGGGCTAT-3′(sense)，

5′-TGTCACGCACGATTTCC-3′(antisense)，扩增

片段大小为 145 bp。反转录反应参数设置如下：

42 ℃，30 min，99 ℃，5 min；然后进行 30 个周

期的 PCR 扩增反应，PCR 扩增反应参数设置如下：

94 ℃，2 min 预变性 1 个循环，每个周期为 94 ℃

变性 30 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 2 min。取

PCR 产物置于 2%琼脂糖凝胶中电泳，溴化乙锭染

色，电泳条带经电泳图象分析扫描仪扫描，得到

VEGF 与 β-actin 条带的各自峰面积积分值，以

VEGF 与 β-actin 比值作为 VEGF 表达参数，对

VEGF PCR 产物相对定量。 

2.4  苦参碱对 Lewis 肺癌组织 VEGF 蛋白表达的

影响   

将各组 Lewis 肺癌原发瘤组织粉碎研磨成匀

浆，按分子克隆实验指南[3]方法提取总蛋白，加碱

性铜测吸光度定量蛋白，并统一调整样品液蛋白浓

度为 500 µg·mL1，取 20 μL 样品液作 SDS-PAGE

电泳后转膜，脱脂奶粉封闭过夜，一抗(抗体稀释浓

度为 1∶200)孵育 3 h，二抗(抗体稀释浓度为 1∶

2 000)孵育 3 h，显色剂显色，以条带的大小和深浅

判定 VEGF 蛋白的表达量并以凝胶成像图象分析

软件处理，测定每条条带的整合密度值(IDV)，并

求得与 β-actin 组整合密度值的比值即相对灰度值。 

2.5  统计学方法 

采用 SPSS 13.0 软件统计包，各组数据以

sx  表示，样本均数比较采用方差分析(F 检验)。 

3  结果 

3.1  苦参碱对 Lewis 肺癌小鼠瘤重、抑瘤率及

MVD 的影响 

用药 21 d 后，与生理盐水组比较，应用苦参

碱各剂量组小鼠体重无明显变化。苦参碱各剂量

组瘤重均显著低于生理盐水组(P<0.01 或 P<0.05)；

高、中、低剂量组小鼠原发瘤抑制率分别为

39.44%，22.65%，11.45%。镜下结果和统计分析

表明，与生理盐水组比较，苦参碱各剂量组 Lewis

肺癌瘤组织 MVD 明显减小，差异非常显著

(P<0.01)。结果见表 1。 

表 1  苦参碱对荷 Lewis 肺癌小鼠体重、瘤重、抑瘤率及 MVD 的影响( sx  ) 

Tab 1  Effect of matrine on the weight, weight of tumor, inhibitory rate of tumor and MVD in mice with Lewis lung 
carcinoma( sx  ) 

组别 剂量/mg·kg1 n 体重变化/g 瘤重/g 抑瘤率/% MVD 

生理盐水组  9 2.89±1.47 3.93 ± 0.57  39.96 ± 2.27 

matrine H 组 150 10 2.56±1.85 2.38 ± 0.512) 39.44 20.13 ± 1.842) 

matrine M 组 100 10 3.03±2.12 3.04 ± 0.492) 22.65 26.12 ± 2.452) 

matrine L 组 50 9 2.77±1.63 3.48 ± 0.561) 11.45 29.37 ± 3.772) 

CTX 组 20 9 1.55±1.382) 1.54 ± 0.422) 60.81 29.98 ± 2.342) 

注：与生理盐水组比较，1)P<0.05，2)P<0.01 

Note: Compared with normal saline group, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 

3.2  苦参碱对 Lewis 肺癌原发瘤组织 VEGF 

mRNA 和蛋白表达的影响    

RT-PCR 实验结果表明，与生理盐水组比较，

苦参碱各剂量组荧光强度逐渐降低。各用药组

VEGF 灰度与 β-actin 内参灰度比值较生理盐水

组明显减少，差异显著。Western blot 实验结果

表明，随着苦参碱各剂量组浓度增高，蛋白条带

逐渐变浅，结果见表 2、图 1 和图 2。上述结果

说明苦参碱下调 Lewis 肺癌瘤组织 VEGF mRNA

和蛋白表达。 

4  讨论 

肺癌是一种恶性程度较高的肿瘤，严重威胁

着人类的健康。以往的研究表明[2,4]：苦参碱能抑

制人肺癌 SPC-A-1 细胞的生长和人肺癌 A549 细 
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表 2  苦参碱对 Lewis 肺癌原发瘤组织 VEGF mRNA 和蛋

白表达的影响(n=9， sx  ) 

Tab 2  Effect of matrine on VEGF mRNA and protein 

expressions of Lewis lung carcinoma(n=9， sx  ) 

组别 剂量/mg·kg1 VEGF mRNA VEGF 蛋白 

生理盐水组  1.13±0.07 1.73±0.03 

matrine H 组 150 0.65±0.041) 0.87±0.021) 

matrine M 组 100 0.79±0.021) 1.19±0.021) 

matrine L 组 50 0.88±0.021) 1.28±0.041) 

CTX 组 20 0.59±0.031) 0.97±0.051) 

注：与生理盐水组比较，1)P<0.01 

Note: Compared with normal saline group, 1)P<0.01. 

 
 

图 1  苦参碱对 Lewis 肺癌原发瘤组织 VEGF mRNA 表达

的影响 
M标记; 1CTX 组；2生理盐水组；3matrine L 组；4matrine M 组；

5matrine H 组 

Fig 1  Effect of matrine on VEGF mRNA expression in 
mice with Lewis lung carcinoma 
Mmarker; 1CTX group; 2normal saline group; 3matrine L group; 

4matrine M group; 5matrine H group 

 

 
 

图 2  苦参碱对 Lewis 肺癌原发瘤组织 VEGF 蛋白表达的

影响 
1CTX 组；2生理盐水组；3matrine L 组；4matrine M 组；5matrine 

H 组 

Fig 2  Effect of matrine on VEGF protein expression in 
mice with Lewis lung carcinoma 
1CTX group; 2normal saline group; 3matrine L group; 4matrine M 

group; 5matrine H group 

胞的增殖，呈浓度依赖性，但仅局限于体外研究。

本试验结合动物模型，进一步研究苦参碱抗肿瘤

机制，为苦参碱的临床应用提供一定的理论依据。

研究结果表明，应用苦参碱可使 Lewis 肺癌的 C57

小鼠原发瘤抑瘤率增加，且具有剂量依赖性，在

体内的抑瘤效果虽没有阳性对照化疗药 CTX 好，

但与生理盐水组比较差异仍具有统计学意义。 

目前，抗血管生成和肿瘤治疗的研究已成为

肿瘤治疗中的重要治疗手段之一，给肺癌有效治

疗带来曙光。抗血管生成治疗重要的作用靶点就

是针对与肿瘤血管生成过程中相关环节，将血管

生成过程中的相关因子进行抑制，从而达到抑制

肿瘤增殖的目的。在诸多的抗血管生成治疗靶标

中，以针对 VEGF 及 VEGFR 的治疗最为引人关

注。这是因为 VEGF 及 VEGFR 在血管生成中的

作用最为重要，同时两者在许多肿瘤细胞及肿瘤

血管内皮细胞中均有高表达。因此，是抗血管生

成的相对最为理想的靶点[4]。 

检测肿瘤 MVD，定量肿瘤血管，能反映肿瘤

血管生成情况，且可预测肿瘤转移、复发和预

后  

[5]。本试验结果表明，苦参碱的各剂量组 MVD

均明显低于对照组，表明苦参碱在一定程度上能

抑制 Lewis 肺癌的微血管形成。进一步的研究表

明，苦参碱下调了 Lewis 肺癌原发瘤组织 VEGF 

mRNA 和蛋白表达，可能是其抑制肿瘤的生长的

机制之一。 
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