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Abstract
AIM: To study the mechanism of tetrandrine (TTD) on pro-
liferation and apoptosis of hepatic cell carcinoma (HCC)
cell line.

METHODS: MTT colorimetry was used to evaluate the in-
fluence of TTD on proliferation of cells. Flow cytometry
was used to test reactive oxygen species (ROS) levels in
cells. Electrophoresis in 1.5 % agarose gels was used to
assess the DNA laddering.

RESULTS: Proliferation rate of HCC cell line stimulated by
10 and 20 µmol/L TTD at 24 h, 48 h, and 72 h was 90.1±1.0 %,
77.5±2.0 %, 70.2±2.9 % and 56.6±1.6 %, 61.6±2.0 % and
47.2±1.9 %, respectively (F =40.025, P <0.001). O2

-
  and

H2O2. generated by HCC cell lines incubated with 0, 10 and
20 µmol/L TTD for 2 hours were 35 and 24.5 %, 36.6 and
40.5 %, 63.2 and 84.6 %, respectively. Typical DNA ladder
was observed after the cell line was incubated in 20 µmol/L
TTD for 48 hours.

CONCLUSION: TTD can induce the apoptosis of ROS of
hepatic cell carcinoma cell line by generation of ROS in a
dose dependent manner.
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摘要

目的: 研究汉防己甲素(tetrandrine  TTD)对肝癌细胞的作

用及其机制.

方法: 采用MTT比色法观察了TTD对肝癌细胞增生的影响;

采用流式细胞仪法观察了TTD对肝癌细胞内活性氧的影

响; 采用琼脂凝胶电泳法观察了DNA片断化的梯形条带.

结果: 10 and 20 µmol/L TTD 作用于肝癌细胞系24  48
72 h 后其增生率分别为90.1 1.0 % and 77.5 2.0 %

70.2 2.9 % and 56.6 1.6 %  61.6 2.0 % and 47.2

1.9 % (F =40.025 P <0.001); 0 10 和 20 µmol/L TTD
作用于肝癌细胞系2 h后O2- 为35 % 36.6 % 63.2 %;

H2 O2.为 24.5 % 40.5 % 84.6 %. 48 h后 20 µmol/L TTD
组肝癌细胞出现典型的凋亡表现.

结论: TTD能够通过诱导肝癌细胞内活性氧的产生 而引

起细胞凋亡 呈明显的剂量依赖性.
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0   引言

原发性肝癌是我国常见的恶性肿瘤之一 [1-9] 发病率在

恶性肿瘤中居第二位. 因为起病隐匿 病情发展迅速

临床诊断时多为中晚期 化学治疗仍是重要的治疗手

段之一  许多化疗药物如 5-FU 阿霉素 顺铂

长春新碱等通过细胞凋亡的途径杀死肿瘤细胞[10-25]

但其毒副作用及多药耐药限制了其临床应用.恶性肿瘤

细胞凋亡的研究不仅对认识肿瘤的发病机制有积极意

义 而且在肿瘤治疗及预后方面具有重要意义. 汉防

己甲素(tetrandrine  TTD)是传统中药汉防己中的主要

成分 近年研究证实 其具有抑制肿瘤细胞增生的作

用[26-31]. 我们探讨了TTD对肝癌细胞作用的可能机制

为防治肝癌探索新的途径.

1   材料和方法

1.1 材料  汉防己甲素和噻唑蓝(MTT)购于 Sigma公司;

DMEM培养基购于Gibco公司; 核酸抽提试剂盒购于日

本Sepa Gene公司; 2 7 -dichlorofluorescein diacetate

(DCFH-DA)和 Dihydroethidium (HE)分子探针 购于

Egene OR公司. 人的肝癌细胞系Mahlavu 被培养在含

100 mL/L的胎牛血清(FCS; Gibco)  100  kU/L 青霉素

(Gibco) 和100 mg/L 链霉素(Gibco)的DMEM培养液中; 培

养条件为37 50 mL/L CO2 / 950 mL/L 空气.
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1.2 方法  培养细胞长满单层后 用胰蛋白酶消化并混

悬于含100 mL/L FCS 的DMEM培养液中 调整细胞

数为2 10  7/L 以每孔100 µL 加入96 孔培养板中
置于37 50 mL/L CO2 / 950 mL/L 空气的培养箱

24 h 后加入不同浓度的TTD 并设对照组加入等量

DMEM(每组设5个复孔) 继续分别孵育24 48 72 h

后 加入2 g/ L 的MTT溶液50 µL 振荡后继续培养
4 h 于每孔内加入DMSO 200 µL 使形成的甲月赞
Formazan 充分溶解 用酶标仪(NJ-2300 Japan)双波

长测定其A值 测定波长为570 nm  参考波长为630 nm.

酶标仪所示A值为570减去630 nm 以消除非特异性

光吸收效应A值换算成细胞增生率: 实验组A值 /对照

组 A值 100 % [24]. HE 是一个特异性的O2- 染料[33];

DCFH-DA常用于检测细胞内H2 O2[34] . HE和DCFH-DA

溶解于DMSO 用PBS稀释成5 µmol/L备用. 细胞被接
种在6 孔培养板中 生长至90 % 融合时 加入不同

浓度的TTD 1 h 后细胞被胰蛋白酶消化 PBS 洗涤

2次 用流式细胞仪(becton dickinson san jose CA)

检测细胞荧光强度. 在检测30 min前分别加入5 µmol/L
的HE和DCFH-DA. 激发波长488 nm 发射波长530 nm.

将细胞数调整为2 10 9/L 接种到100 mm培养板中

生长至90 %融合时 加入不同浓度的TTD 48 h 后

贴壁和黏附细胞被收集 采用硫氰酸胍酸 /酚 /氯仿法

抽提核酸 按说明书进行.抽提的DNA 被悬浮在70 mL/L

乙醇中 于-20  过夜后 高速离心2 500 g 5 min

除去乙醇 再悬浮DNA于含RNA酶(Rnase 100 mg/L

Sigma)的 Tris/EDTA缓冲液30 µl  37  2 h 孵育后
使用15 g/L 凝胶电泳 1 h后在紫外灯下观察细胞凋

亡的DNA梯形条带.

2   结果

经 TTD 处理的肝癌细胞 在 24 48 72 h 后 其

抑制效应与TTD剂量有良好的相关关系(图 1). 与对照

组(图2A)比较 TTD10 µmol/L组(图 2B)和 20 µmol/L组
(图 2C) O2- 和H2 O2阳性细胞百分比增加 20 µmol/L组
增加明显. TTD处理的肝癌细胞 20 µmol/L组 48 h后引
起了DNA片断化 出现了典型的梯形条带(图 3) 这

是细胞凋亡的晚期表现.

图1  采用MTT比色法观察了TTD对肝癌细胞增生的影响, 从 5组实
验数据中可知TTD对Mahlavu 增生抑制呈时间和剂量依赖关系.

图 2  用HE和DCFH-DA染色检测细胞内O2- , H2O2 . 细胞被接种在6
孔培养板中, 生长至90 %融合时, 加入不同浓度的TTD作用2 h, (a为对
照, b为10 µmol/L, c为20 µmol/L), PBS洗涤2次, 用流式细胞仪检测细
胞荧光强度, 在检测30 min前分别加入5 µmol/L的HE和DCFH-DA.
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图3  TTD处理的肝癌细胞48h后引起了DNA片断化 在15g/L凝胶
电泳中出现了典型的梯形条带 M 为100 单位碱基对标记组 带1
为对照组 带2 3为 TTD ( 10 mol/L and 20 mol/L)处理组

3   讨论

细胞凋亡是真核生物细胞最基本的生命过程之一 肿

瘤生长是由于异常的细胞分裂和凋亡的失衡 肿瘤诱

导分化中的细胞凋亡 肿瘤治疗中的细胞凋亡 肿瘤浸

润中的细胞凋亡是近年研究的热点[24, 25]. TTD对艾氏腹

水癌细胞 小鼠淋巴细胞白血病细胞 小鼠肉瘤细胞

Burkitt 淋巴瘤细胞等增生具有抑制作用[35] 其对肝癌

细胞的作用及机制 尚未见报道. 我们发现 TTD呈明

显的剂量依赖性抑制肝癌细胞的增生 引起肝癌细胞

DNA片断化 提示TTD可以诱导肝癌细胞的调亡 从

而抑制肝癌细胞的生长 增生. ROS是指氧的某些代谢

产物和一些反应的含氧产物 其中含O 2- O OH

H2O2等. 生理状态下 机体产生的自由基与抗氧化防

御系统处于相对平衡; 在各种病理因子作用下 机体产

生大量自由基 或机体抗氧化防御系统受到破坏 造成

细胞结构和功能的破坏 诱导细胞调亡的发生[34]. ROS

可能通过引起细胞脂质过氧化 损伤DNA分子或调节

细胞凋亡相关基因而诱导凋亡[35]. TTD作用于肝癌细胞

后 在 2 h 内 迅速引起细胞内ROS 的增加 48 h

后 20 µmol/L TTD组出现DNA片断化 具有典型的梯
形条带; 10 µmol/L TTD组未见明显梯形条带变化 具
有明显的量效关系 提示TTD可能通过干扰细胞线粒

体的功能而产生活性氧 进一步诱导肝癌细胞凋亡.

       总之 本研究提示 TTD能够通过诱导细胞内活

性氧的产生 而引起细胞凋亡 为临床应用TTD治疗

肝细胞肝癌提供了理论依据 也为进一步寻找更有效

的治疗药物提供了新的思路.

致谢: 感谢日本兵库医科大学第三内科波田寿一教授

上木升先生的指导.
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WJG搭建我国消化学基础和临床研究惟一国际交流的平台

World Journal of Gastroenterology (ISSN 1007-9327 CN 14-1219/R) 2003年由双月刊改为月刊 加快刊出周期 展示我国在国际上

的食管癌 胃癌 肝癌 大肠癌 病毒性肝炎 H p 等方面基础和临床研究的成果.

    WJG 1998 年被美国科学引文索引(SCI-E)收录.SCI-E收录文献的作者 题目 源期刊 摘要 关键词等以外 还收录论文的

参考文献 从而把一篇论文和其他论文之间有意义的联系勾画出来 也就是把发表论文的两位作者和两位作者群体之间的学术联

系显示出来等特点. 作为一种比较客观和定量的评价方式之一 已愈来愈受到科学界的重视.当WJG出版20天后 国际上的胃肠病

学和肝病学专家即可在 ISI Web of SCIENCE(http://www.isinet.com/isi/journals/index.html)上看到论文的摘要 参考文献 被引用的

次数 关键词 单位名称 通讯地址等信息.

      WJG 1998年被美国 医学索引  (Index Medicus / MEDLINE)收录. WJG电子版摘要及全文在印刷版出版前15天 国际上的胃

肠病学和肝病学专家即可在PubMed(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/jrbrowser.cgi)上阅读到论文的摘要及全文 包括彩色 黑白

线条图照片.世界胃肠病学杂志社将WJG和世界华人消化杂志出版的过刊和现刊全部放在www.wjgnet.com上供国际和国内消化病学

者免费使用. WJG是惟一全面反映我国消化学专家研究成果的平台之一 让世界更多的学者在PubMed或www.wjgnet.com上免费看

到来自我国胃肠病学和肝病学专家撰写的具有中国特色的创新原始论文.

      总之, WJG提供了一个与世界胃肠病学和肝病学专家进行有效的学术交流平台 促进消化病学研究成果的快速发展.

(世界胃肠病学杂志社)
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