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槐定碱抑制人胃癌MKN45细胞的增殖并促进其凋亡

陈旭东，华新宇
*
，孔秀敏，王晓兰

漯河医学高等专科学校组织胚胎学教研室，漯河 462002

摘  要：本研究旨在探讨槐定碱对人胃癌MKN45细胞增殖和凋亡的影响及其可能的作用机制。将人胃癌MKN45细胞分为对

照组和槐定碱组(设立6个浓度亚组)。用MTT法检测MKN45细胞增殖情况，用免疫细胞化学染色法和Western blot观察细胞高

迁移率组蛋白3 (high mobility group-box 3, HMGB3)的蛋白表达，用Hoechst 33342染色法观察细胞形态变化，用流式细胞术

检测细胞凋亡。结果显示，槐定碱作用48 h能显著抑制MKN45细胞的增殖，作用呈剂量依赖性。与对照组相比，槐定碱作

用48 h后MKN45细胞的HMGB3蛋白表达显著减少(P < 0.05)，细胞凋亡率显著升高(P < 0.05)。以上结果提示，槐定碱作用48 h
可抑制人胃癌MKN45细胞的增殖，促进其凋亡，其机制可能与HMGB3表达下调有关。
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Sophoridine inhibits the proliferation of human gastric cancer MKN45 cells and 
promotes apoptosis
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Abstract: The purpose of the study was to investigate the effect of sophoridine on the proliferation and apoptosis of human gastric 
cancer MKN45 cells and the possible mechanism. MKN45 cells were randomly divided into control and sophoridine (including 6 
subgroups) groups. Cell proliferation was detected by methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) colorimetric method. The protein 
expression of high mobility group-box 3 (HMGB3) was observed by immunocytochemical staining and Western blot. Hoechst 33342 
staining method was used to observe the morphological changes of cells treated with sophoridine. Apoptosis was detected by flow 
cytometry. The results showed that the proliferation of cells was inhibited by 48-hour treatment of sophoridine in a dose-dependent 
manner. Compared with control group, sophoridine group showed decreased HMGB3 protein expression and increased apoptotic rate. 
These results suggest that sophoridine can inhibit the proliferation of MKN45 cells and promote their apoptosis, which may be related 
to down-regulation of HMGB3 protein expression.
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研究论文

胃癌是全球癌症相关疾病而导致患者死亡的主

要原因之一，也是发展中国家的第二大最常见导致

死亡的病因 [1, 2]。胃癌具有发病率高、生存周期短、

死亡率高的特点，在临床化疗中，肿瘤细胞极易产

生耐药性，导致治疗效果大打折扣，因此开发出更

多有效的抗肿瘤药物是胃癌治疗亟需解决的问题。

目前公认胃癌是内因和环境因素共同作用的结果，

但具体细胞和分子发病机制仍不明了 [3]。目前，肿

瘤的诊断和治疗正进入分子生物学时代，分子生物

标志物的应用不仅能提供诊断的依据，而且也可能
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为临床治疗提供治疗的靶点。高迁移率组蛋白 3 
(high mobility group-box 3, HMGB3) 属于高迁移率

族蛋白亚家族，其在 DNA 复制、转录、重组、修

复等方面起重要作用 [4, 5]。HMGB3 在保持鼠造血

干细胞自我更新与分化状态的平衡方面起重要作

用 [6]。近来研究表明，编码 HMGB3 蛋白的基因是

白血病发病过程中一个新的致瘤基因 [7]。外周

血 HMGB3 已被确定为肺癌的一个生物指标 [8]。

HMGB3 在急性淋巴白血病的复发、进展期乳腺癌

和胃腺癌患者体内呈现高表达 [9–12]。本研究组前期

的研究表明，与相应的癌旁正常组织相比，胃癌组

织 HMGB3 蛋白呈高表达 [13]。

槐定碱 (sophoridine) 为中药苦豆子中有效活性

成分之一 [14]，属四环的喹诺里西啶单体生物碱，其

分子式为 C15H24N01932O，分子量 248.36，别名

为苦参次碱 -15- 酮，呈白色粗针状结晶或大棱柱状

结晶 ( 可溶于石油醚 )，具有抗炎抑菌、抗病毒、

免疫抑制、抗肿瘤、抗心律失常等多种药理作用 [15]。

近年来多项研究表明，槐定碱能通过抑制肿瘤细胞

增殖、凋亡、侵袭和迁移，对肿瘤细胞发挥直接杀

伤作用 [16]。槐定碱通过下调 Skp2 途径可抑制肺癌

细胞的增殖和迁移 [17]，也能明显抑制人胃癌细胞株

SGC7901 细胞增殖 [18]。不过，槐定碱对胃癌细胞

HMGB3 蛋白表达的影响尚未见报道。本研究通过

研究槐定碱对人胃癌细胞 MKN45 的作用及其对细

胞 HMGB3 蛋白表达的影响，探讨槐定碱抗胃癌的

可能作用机制，为其临床应用提供理论依据。

1  材料和方法

1.1  材料　　人胃癌 MKN45 细胞系购自中国科学

院上海细胞库；槐定碱 ( 宁夏盐池县医药公司提供，

批号：060630，纯度 > 99%) ；胎牛血清 (fetal bovine 
serum, FBS) 和 RPMI-1640 培养基 (Gibco) ；四甲基

偶氮唑盐 [3-(4,5-dimethylthiazol-2-y-l)-2,5-diphenyl- 
2H-tetrazolium bromide, MTT]( 美国 Sigma 公司 ) ；
Hoechst 33342 荧光染料 ( 碧云天生物技术有限公

司 ) ；RIPA 裂解液、ECL 发光试剂盒均购自碧云天

生物技术公司，二氟化树脂 (polyvinylidene fluoride, 
PVDF) 膜 (Millipore) ；小鼠抗 GAPDH 单克隆抗体

购自 Abcam 公司；免疫细胞化学染色和 Western 
blot 所用一抗小鼠抗人 HMGB3 单克隆抗体、SP 试

剂盒、DAB 显色试剂盒 ( 棕黄色 ) 均购于北京中杉

生物工程公司。其他仪器设备为：CO2 培养箱和超

低温冰箱 ( 美国 Thermo Forma 公司 )、超纯水仪 ( 美
国 Millipore 公司 )、全自动酶标仪 ( 芬兰 Ladsys-
tems 公司 )、流式细胞仪 ( 美国 Beckman Coulter 公
司 )、紫外分光光度计 ( 德国 Eppendorf 公司 )。
1.2  细胞培养　　人胃癌 MKN45 细胞系用 RPMI-
1640 培养基 ( 含 10% 胎牛血清、1 × 105 U/L 青霉

素和 100 mg/L 链霉素 ) 在培养箱内于 5% CO2、37 °C
条件下培养。每 2~3 d 用胰酶消化，传代培养，密

切观察细胞的生长情况，槐定碱用 RPMI-1640 培养

液溶解至 20 g/L 备用。

1.3  MTT 法检测槐定碱对胃癌细胞株 MKN45 增殖

的影响　　生长状态良好的 MKN45 细胞用无血清

培养基同步化 12 h，细胞浓度调至 5 × 104 个 /mL
细胞悬液，每孔 100 μL 加入 96 孔板中，贴壁后弃

上清，板中设空白对照组 ( 孔内不含细胞，只加等

量的培养液 )、阴性对照组 ( 给予等量的培养液 )、
槐定碱组 ( 含 6 个剂量组：1.0、1.5、2.0、2.5、3.0
和 3.5 mg/mL，每个浓度设 5 个复孔 )。37 °C、5%
的 CO2 培养箱中培养 48 h 后，每孔加入 20 μL 
MTT (5 g/L)，37 °C 避光培养 4 h 后吸去培养液，

每孔加入 DMSO 200 μL，振荡 10 min，使用酶标

仪在 490 nm 波长处测量各孔吸光度值 (OD 值 )，
重复 4 次，计算抑制率及半数抑制浓度 (IC50)。抑

制率 = (1 − 空白组 OD 值 / 实验组 OD 值 ) × 100%。

1.4  流式细胞仪凋亡分析　　将阴性对照组和槐定

碱组的 MKN45 细胞接种于 25 cm2 的培养瓶中。处

理 48 h 后，胰酶消化收集细胞，用含血清的培养基

洗两次。离心收集 1 × 105~5 × 105 个细胞，500 µL 
1× Annexin V 缓冲液 (Invitrogen) 重悬，各加入 5 μL 
Annexin V-Cy-5 和 PI 溶液 (Invitrogen)，然后室温

避光孵育 10 min。BD FACSCalibur 流式细胞仪测

量荧光，CellQuest 软件分析数据。

1.5  免疫细胞化学染色检测 HMGB3 蛋白表达　　

取生长状态良好的 MKN45 细胞，细胞密度调至

5 × 104 个 /mL 细胞悬液，接种在预置玻片的培养板

中，待细胞接近 70% 融合时，参照 1.3 节方法分组

并加药，48 h 后取出玻片，培养的细胞爬片经 40 g/L
多聚甲醛固定，PBS 洗涤后，30 mL/L 过氧化氢室

温 10 min，血清封闭 20 min ；滴加小鼠抗人 HMGB3
抗体 (1:500)，4 °C 孵育过夜；PBS 冲洗后，加生物

素化大鼠抗小鼠二抗 (1:200)，37 °C 孵育 20 min，
DAB 染色，苏木素轻度复染、脱水、透明、中性树

胶封片。以 PBS 代替一抗作空白对照，在 400 倍显
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微镜下各组分别取 3 个 6 cm × 5 cm 大小的不同视

野计算出阳性物质的 OD 值，取其平均值，作为该

切片的数值。

1.6  Hoechst 33342 染色　　按 1.5 节方法培养细胞

于玻片上 48 h，PBS 清洗 3 次，每孔加入 Hoechst 
33342 (10 μL)，4 °C 避光染色 5 min，在 200 倍荧

光显微镜下观察细胞凋亡形态变化，各组分别取 3
个 6 cm × 5 cm 大小的不同视野计算亮蓝色细胞核

的数量，取其平均值，作为该玻片的数值。

1.7  Western blot　　槐定碱作用 48 h 后，收集各

组细胞，RIPA 裂解液 (P0013B，碧云天生物技术公

司 ) 裂解细胞，提取总蛋白，用 BCA 法蛋白定量后，

取 25 μg 蛋白样品，经 10% SDS-PAGE 电泳分离并

转移至 PVDF 膜。封闭液 (5% BSA/TBST) 封闭 2 h，
加入一抗小鼠抗人 HMGB3 抗体 (1:1 000 稀释 )，
4 °C 孵育过夜，TBST 洗膜 3 次，加入辣根过氧化

物酶标记的二抗 (1:1 000 稀释 ) 室温下孵育 1 h，
TBST 洗膜 3 次，ECL 发光试剂盒 (P0018，碧云天

生物技术公司 ) 进行化学发光反应 2~5 min，暗室

X 胶片显影，随后在 BIO-RAD 化学发光成像系统

下拍照并分析。用 ImageJ 软件进行灰度分析，以

GAPDH 蛋白条带为内参，并用 HMGB3 与 GAPDH
积分光密度值的比值表示 HMGB3 的相对水平。

1.8  统计分析　　数据用 mean ± SD 表示。统计学

分析采用 SPSS 17.0 软件。两样本平均值比较采用

Student’s t 检验，多样本间差异用单因素方差分析

进行检验，组间两两比较采用 SNK 法，P < 0.05 时

认为差异具有统计学意义。

2  结果

2.1  槐定碱抑制 MKN45 细胞增殖

MTT 检测结果显示，与阴性对照组相比，0.5 
mg/mL 槐定碱组细胞增殖抑制率无明显变化，而从

1.0 mg/mL 开始，随着槐定碱浓度的升高，MKN45
细胞抑制率逐渐升高 (P < 0.05)，当达到 3.5 mg/mL
时，MKN45 细胞抑制率最高，这表明当槐定碱浓

度达到 1.0 mg/mL 以上时对 MKN45 细胞生长有显

著的抑制作用，且作用呈剂量依赖性 ( 图 1)。SPSS 
17.0 软件计算结果显示，槐定碱对 MKN45 细胞的

IC50 值约为 2.51 mg/mL。
2.2  槐定碱促进MKN45细胞凋亡

流式细胞术结果显示，槐定碱处理 48 h 后，和

阴性对照组 (10.3% ± 0.6%) 相比，2.0 和 3.5 mg/mL

槐定碱组细胞凋亡率分别显著提高至 32.5% ± 1.2%
和 40.2% ± 0.8%，差异具有显著性 ( 均 P < 0.05，
图 2)。

Hoechst 33342 染色结果显示，Hoechst 33342
处理 5 min 后，与对照组比较，槐定碱组细胞核中

染色质凝集固缩，形成明显亮蓝色的凋亡小体。和

阴性对照组 (4.21 ± 0.54) 相比，2.0 和 3.5 mg/mL 槐

定碱组细胞凋亡数分别提高至 11.31 ± 1.62 和 14.15 ± 
1.25，差异具有显著性 (P < 0.05，图 2)。
2.3  槐定碱使MKN45细胞质中的HMGB3蛋白表达

下降

免疫细胞化学染色结果显示，对照组 HMGB3
蛋白在胞质中大量表达，呈棕黄色；与对照组相比，

2.0 和 3.5 mg/mL 槐定碱组 MKN45 细胞质中的

HMGB3 蛋白表达均明显下调 (P < 0.05，图 3)。
2.4  槐定碱下调MKN45细胞HMGB3蛋白表达

Western blot 结果显示，和对照组相比，2.0 和 3.5 
mg/mL 槐定碱组 HMGB3 蛋白表达均显著下调，差

异具有显著性 (P < 0.05，图 4)。

3  讨论

本研究结果显示，槐定碱能显著抑制 MKN45
细胞的增殖。为了验证槐定碱对 MKN45 细胞凋亡

率的影响，我们采用流式细胞术和 Hoechst 33342
染色技术检测细胞凋亡情况。流式细胞术结果显示，

图   1. 槐定碱对MKN45细胞增殖的抑制作用

Fig. 1. Inhibitory effect of sophoridine on the proliferation of 
MKN45 cells detected by MTT assay. Mean ± SD, n = 5. *P < 0.05 
vs control (0 mg/mL) group; #P < 0.05 vs 1.0 mg/mL; ●P < 0.05 
vs 1.5 mg/mL; ○P < 0.05 vs 2.0 mg/mL; ◆P < 0.05 vs 2.5 mg/
mL; ▲P < 0.05 vs 3.0 mg/mL.
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图   3. 槐定碱对MKN45细胞质中的HMGB3蛋白表达的影响

Fig. 3. Effect of sophorine on the expression of HMGB3 protein in cytoplasm of MKN45 cells detected by immunocytochemical 
staining. Mean ± SD, n = 3. *P < 0.05 vs control (0 mg/mL) group. Scale bar, 50 μm.

图   2. 槐定碱对MKN45细胞凋亡的影响

Fig. 2. Effects of sophoridine on apoptosis of MKN45 cells. A: Flow cytometry analysis results. B: Hoechst 33342 staining results. 
Mean ± SD, n = 5. *P < 0.05 vs control (0 mg/mL) group. Scale bar, 50 μm.

图   4. 槐定碱对MKN45细胞 HMGB3蛋白表达的作用

Fig. 4. Effects of sophorine on the protein expression of HMGB3 of MKN45 cells detected by Western blot. Mean ± SD, n = 3. *P < 0.05 
vs control (0 mg/mL) group.
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和阴性对照组相比，槐定碱处理后细胞凋亡率显著

提高；Hoechst 33342 染色结果显示，槐定碱组细胞

核中染色质凝集固缩，形成明显亮蓝色的凋亡小体，

与阴性对照组相比，槐定碱组细胞凋亡数明显提高。

以上结果提示，槐定碱可抑制胃癌 MKN45 细胞的

增殖，并促进胃癌 MKN45 细胞的凋亡。免疫细胞

化学染色结果表明，槐定碱可下调 MKN45 细胞质

中 HMGB3 的表达，为进一步探究槐定碱对 HMGB3
表达的影响，我们采用 Western blot 法检测了槐定

碱对 HMGB3 蛋白水平的影响，结果显示槐定碱可

抑制胃癌 MKN45 细胞中 HMGB3 蛋白的表达水平。

本研究结果初步探讨了槐定碱抑制胃癌 MKN45 细

胞增殖并促进其细胞凋亡的分子机制。

目前关于槐定碱抗胃癌的机制还在研究初级阶

段，虽然动物实验结果也表明，在骨癌模型大鼠体

内，槐定碱可有效缓解疼痛，并通过下调 VEGF 等

的表达来抑制肿瘤的进展
[19]，槐定碱治疗肺癌的研

究也见诸报道 [20]。但是，槐定碱在体内抑制胃癌生

长的研究结果目前还未见报道，因此后续工作有必

要通过动物实验继续深入探究槐定碱在体内抑制胃

癌细胞生长、促进凋亡作用的有效性和安全性。

研究表明，染色体蛋白家族 high-mobility group 
(HMG) 与肿瘤的进展有关联 [21–23]。HMGB3 是 HMG
家族的一种，近年来研究显示，HMGB3 影响多种

恶性肿瘤的发生过程，在良性间叶组织瘤、脂肪瘤

和恶性淋巴瘤中存在 HMGB3 基因重组和缺失 ( 缺
失外显子 4 和 / 或 5)，沉默 HMGB3 能激活内源性

细胞周期蛋白 A 基因调控细胞周期并抑制肿瘤生

长 [24]。进一步研究显示，HMGB3 mRNA 同样在小

细胞肺癌和非小细胞肺癌中表达，HMGB3 类似于

HMGB1，可能是肿瘤晚期糖基化的催化剂发生作用

的受体 [25]。有研究显示，HMGB3 的高表达与胃癌

广泛的穿透能力、淋巴结的转移、晚期肿瘤和重要

的预后因素有关 [13]，本研究结果显示，槐定碱显著

下调胃癌 MKN45 细胞的 HMGB3 蛋白表达，我们

推测，槐定碱可能通过调节 HMGB3 的表达，抑制

人胃癌细胞 MKN45 细胞增殖并促进细胞凋亡，从

而发挥其抗癌作用。但是，槐定碱对其他胃癌细胞

株以及临床上对不同类型胃癌细胞的影响如何，有

待后续实验的进一步阐明。

综上所述，本研究提示槐定碱可下调胃癌细胞

MKN45 中 HMGB3 的表达，抑制细胞增殖，促进

细胞凋亡，发挥一定的抗癌作用。本研究为进一步

分析胃癌凋亡过程中槐定碱的调控机制提供了重要

的科学依据。
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