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Abstract
AIM: To examine the effects of treatment with 
oxymatrine (OM) on MMP-2 expression and cell 
invasion in human pancreatic carcinoma cell line 
SW1990.

METHODS: Cultured SW1990 cells were ran-
domly divided into two groups: control group 

and OM group. The OM group was further di-
vided into three subgroups, which were treated 
with three different doses of OM (1, 2 and 4 g/L). 
MMP-2 expression in SW1990 cells was analyzed 
by real-time RT–PCR. Cell invasion, migration 
and proliferation were measured by scratch as-
say, transwell invasion assay and MTT assay, 
respectively.

RESULTS: The expression levels of MMP-2 
mRNA in SW1990 cells in the three OM sub-
groups were significantly lower than that in the 
control group (0.53 ± 0.03, 0.42 ± 0.02, 0.29 ± 0.03 
vs 0.70 ± 0.03, all P < 0.05). The invasion of cells 
in the three OM subgroups was markedly lower 
than that in the control group (325 ± 64.43, 206 ± 
84.76, 124 ± 46.78 vs 498 ± 78.54, all P < 0.05). The 
mobility of cells in the three OM subgroups was 
also significantly lower than that in the control 
group (385.0 ± 58.9, 287.0 ± 79.8, 186.0 ± 60.9 vs 
586.0 ± 85.8, all P < 0.05).

CONCLUSION: OM reduces the invasion of 
SW1990 cells possibly by inhibiting the expres-
sion of MMP-2.
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摘要
目的��: 探讨氧化苦参碱(OM)对SW1990细胞侵
袭力的影响.

方法�: 取人胰腺癌细胞SW1990为研究对象,取人胰腺癌细胞SW1990为研究对象, 
随机分为对照组和OM组, OM组再按照OM
剂量不同, 分为1, 2, 4 g/L 3组. 用RT-PCR检测
MMP-2 mRNA表达变化, 以细胞划痕试验和
Transwell小室法检测SW1990细胞侵袭力和迁
移的变化, 用四甲基偶氮唑蓝(MTT)比色法检
测OM对SW1990细胞增殖的影响作用.
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■背景资料
胰腺癌是恶性肿
瘤中恶性程度较
高、易转移且预
后极差的消化系
肿 瘤 ,  其 发 病 率
呈逐年上升趋势. 
早期出现侵袭转
移行为严重影响
了胰腺癌患者生
存 率 的 提 高 ,  防
治肿瘤的侵袭、
转移是降低肿瘤
死亡率的重要途
径之一.

■同行评议者
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结果��: RT-PCR显示MMP-2 mRNA在SW1990
细胞中的表达, O M各组较对照组显著降低
(0.53±0.03, 0.42±0.02, 0.29±0.03 vs  0.70±
0.03, 均均P <0.05). 细胞侵袭力测定显示, OM各
组侵袭过Matrigel胶的细胞数显著低于对照组
(325.00±64.43, 206.00±84.76, 124.00±46.78 
vs  498.00±78.54, 均均P <0.05), OM组细胞侵袭
能力较对照组显著降低. 细胞迁移实验结果
显示, OM各组穿过滤膜的细胞数显著低于对
照组(385.0±58.9, 287.0±79.8, 186.0±60.9 vs  
586.0±85.8, 均均P <0.05).

结论�: OM可能通过下调MMP-2 mRNA的表OM可能通过下调MMP-2 mRNA的表
达, 抑制胰腺癌细胞侵袭转移能力.

关键词: 胰腺癌; 肿瘤侵袭; 氧化苦参碱; 基质金属
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0  ��引言

胰腺癌(pancreas carcinoma)是恶性肿瘤中恶性程

度较高、易转移且预后极差的消化系肿瘤, 在癌

症死亡原因顺位中, 排在男性的第6-8位, 女性的

9-10位[1,2], 且其发病率呈逐年上升趋势. 2008年
的调查研究显示, 在美国恶性肿瘤死亡人数中, 
胰腺癌在第4位在第4位第4位[3]. 早期出现侵袭转移行为严重

影响了胰腺癌患者生存率的提高[4], 防治肿瘤的

侵袭、转移是降低肿瘤死亡率的重要途径之一. 
细胞外基质(extracellular matrix, ECM)和基底膜

的降解被认为是肿瘤侵袭转移的首要步骤, 帮
助瘤细胞行使破坏作用的工具就是蛋白酶, 主
要有纤维蛋白溶解酶(plasmin)、基质金属蛋白

酶(matrix metalloproteinases, MMPs)和肝素酶

(heparanase), 其中以MMPs最为重要. MMPs通
过降解改建ECM, 改变肿瘤细胞微环境, 提高肿

瘤细胞侵袭力来发挥作用[5,6]. 目前尚无针对胰

腺癌侵袭转移的确切治疗措施, 导致胰腺癌的

治疗仍是一个世界级难题, 积极寻找对抗胰腺

癌侵袭转移行为的药物的成为当务之急. 本文

以人胰腺癌细胞株SW1990为研究对象, 研究氧

化苦参碱(oxymatrine, OM)对SW1990中MMP-2 
mRNA表达的影响, 探讨OM对SW1990细胞体

外侵袭转移能力的影响作用, 为中药OM治疗胰

腺癌提供实验数据. 
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1  �����材料和方法

1.1 材料 优质胎牛血清购自中科院天津血液学

研究所; RPMI 1640培养基购自Gibson公司; OM
购自正大天晴公司, MMP-2抗体购自Santa Cruz
公司; TRIzol购自Invitrogen公司; PCR Marker、
RT-PCR试剂盒购自大连宝生物公司; Matrigel胶 
购自BD Biosciences公司、Transwell小室购自

Millipore公司、MMP-2引物合成自Invitrogen生
物技术公司.
1.2 方法方法 
1.2.1 细胞培养: SW1990细胞由协和医科大学基

础学院细胞中心提供, 细胞生长于含100 mL/L
小牛血清的DMEM培养液中, 置于37 ℃、50 
mL/L CO2的孵育箱(相对湿度为95%)中培养. 
1.2.2 分组: 随机分为对照组和OM组, OM组再随

机分为1, 2, 4 g/L组. 选用含100 mL/L小牛血清的

DMEM培养液, 待细胞长满培养瓶底部70%-80%
时, 用0.25%胰蛋白酶与0.03% EDTA(1∶1)混匀与0.03% EDTA(1∶1)混匀0.03% EDTA(1∶1)混匀混匀

消化传代, 取对数生长期细胞用于实验. 
1.2.3 RT-PCR: 采用TRIzol试剂从细胞中提取

总R N A, 检测R N A的含量和纯度(A 260/A 280 = 
1.8-2.0). 以1%琼脂糖凝胶电泳鉴定其完整性

(28S和18S RNA条带比值≥2.0). 用1 μg细胞总

RNA进行逆转录, 结果经凝胶自动成像系统扫

描, 以β-actin校正相对量, 数值以两者吸光度的

比值表示.
1.2.4 细胞增殖实验: 按照1、2、4 g/L 3个浓度

梯度设置OM处理组, 每组再按照培养时间分为

0、24、48、72、96 h 5个时相点小组, 各小组均

设置3个重复孔. 将传代培养的SW1990细胞株

用胰酶消化液消化后制备成1×108个/L的细胞

悬液, 并接种于96孔细胞板, 每孔加入50 μL, 培
养24 h后, 分别加入50 μL含OM的培养基, 使得

每孔溶液中含药终浓度符合设计要求. 以此记

为0 h, 继续培养, 分别于相应时相点取出细胞板

置于室温(27 ℃), 每孔加入25 μL Cell Titer Glo
反应液, 静置10 min. 每孔取出100 μL溶液置于

空白的96孔板中, 通过多标记微孔板检测仪测

定各孔发光信号, 测定其发光值, 通过测得发光

值计算OM处理各组的细胞增殖抑制率. 
1.2.5 细胞划痕实验: 各组细胞接种于24孔培养

板中, 细胞数约为每孔2×104个, 待长到完全融

合时, 用10 μL Tip头在每孔单层细胞上划痕, 造
成培养细胞伤口模型. 划痕后, 弃取培养基, PBS
冲洗2次, 继续培养. 每12 h于倒置显微镜下观察

伤口愈合程度, 并拍照1次.

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前尚无针对胰
腺癌侵袭转移的
确切治疗措施, 导
致胰腺癌的治疗
仍是一个世界级
难题, 积极寻找对
抗胰腺癌侵袭转
移行为的药物成
为当务之急.
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1.2.6 细胞侵袭实验: 采用Transwell法检测细胞

体外侵袭能力, 收集对数生长期细胞, 分别用含

有PBS(对照组)和1, 2, 4 g/L OM的DMEM培养

基悬浮细胞, 制成1×109/L的单细胞悬液, 按照

郭坤等等[7]方法操作. 细胞在小室内培养48 h后, 染
色并拍照, 显微镜下观察穿过膜的细胞数, 计数

中间及四周5个高倍(×400)镜下视野细胞数, 计
算平均数.
1.2.7 细胞迁移实验: 收集对数生长期细胞, 分别

用含有PBS(对照组)和1, 2, 4 g/L OM的DMEM
培养基悬浮细胞, 制成1×109/L的单细胞悬液, 
利用Transwell小室进行测定. 细胞在小室内培养

48 h后, 染色并拍照, 显微镜下计数迁移细胞数, 
计算平均数, 按照以下公式计算抑制率. 抑制率 
= (阴性对照组平均迁移细胞数-实验药物组平

均迁移细胞数)/阴性对照组平均迁移细胞数×

100%.
统计学处理 实验数据经SPSS11.5软件分

析. 样本均数的比较采用方差分析和t检验. 以
P <0.05为差异有显著性.

2  ��结果

2.1 OM对SW1990细胞中MMP-2 mRNA的影响 
结果显示不同浓度的OM(1, 2, 4 g/L)作用于胰

腺癌细胞SW1990 24 h后, MMP-2 mRNA表达量

与对照组相比显著降低(0.53±0.03, 0.42±0.02, 
0.29±0.03 vs  0.70±0.03, 均均P <0.05, 图1, 2). 
2.2 氧化苦参碱对SW1990细胞增殖的影响 氧化

苦参碱可抑制SW1990细胞增殖, 成时间-剂量依

赖性. 随着氧化苦参碱药物浓度和时间的增加, 
对细胞的增殖抑制率也显著提高(图3).
2.3 SW1990细胞划痕实验结果 对照组, 经24 h培
养逐渐愈合, 划痕消失; 而2 g/L OM组, 4 g/L OM
组细胞划痕, 经24 h培养仍未愈合, 划痕依然明

显, 尤其以4 g/L OM更为明显(图4).

2.4 Transwell法示OM对SW1990细胞侵袭力的

影响 OM处理SW1990细胞48 h后, Transwell侵
袭力测定显示1, 2, 4 g/L OM组侵袭过细胞Matri-
gel胶的细胞数显著低于对照组(325.00±64.43, 
206.00±84.76, 124.00±46.78 vs  498.00±78.54), 
O M各组的细胞侵袭力均显著低于对照组(均均
P <0.05, 图5, 6).
2.5 细胞迁移实验结果 细胞迁移实验结果显示

1, 2, 4 g/L OM组穿过滤膜的细胞数显著低于对

照组(385.0±58.9, 287.0±79.8, 186.0±60.9 vs  
586.0±85.8, 均均P <0.05, 图7).

3  ��讨论

肿瘤由原位增殖到侵袭转移, 依靠肿瘤细胞降

解ECM来实现[8], MMPs和基质金属蛋白酶抑

制剂家族(tissue inhibitors of metalloproteinases, 
TIMPs)是调节细胞基底膜和ECM完整性的重要

因素, 与肿瘤的侵袭转移和预后密切相关[9]. 
MMPs是一组锌离子依赖性内肽酶, 在胰腺

癌组织和细胞株中存在着高表达, 几乎能降解

ECM的所有成分[10,11], MMPs的主要作用在于[12-14]: 
(1)降解ECM, 包绕肿瘤的基质, 突破基质屏障, 

■相关报道
Jones等免疫组织
化学的结果表明
MMP-2在66%的
胰腺癌细胞中有
表达, 且局限于癌
细胞, 不表达于间
质 ;  但 他 的 实 验
同样在70%的胰
腺组织在发现了
MMP-2的存在.

Marker      对照组  1 g/L OM组 2 g/L OM组 4 g/L OM组

图� �� ������������������ ��������  1  ������������������ ��������OM对SW1990细胞中MMP-2 mRNA的影响.

a
a

a

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0.0

对照组    1 g/L OM组 2 g/L OM组 4 g/L OM组

M
M

P-
2/
b-

ac
tin

图� �� ���������������������� ���������  2  ���������������������� ���������不同浓度OM对SW1990细胞中MMP-2 mRNA的影响. 
aP<0.05 vs  对照组.

80

70

60

50

40

30

20

10

0

  
 抑

制
率

(%
)

0              24              48              72             96
t /h

1 g/L OM
2 g/L OM
4 g/L OM

图� �� ������������������������  3  ������������������������不同浓度OM对SW1990细胞增殖抑制率的影响.



www.wjgnet.com

22                   ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志     2011年1月8日   第19卷   第1期

促进肿瘤侵袭转移[15]; (2)调节细胞黏附; (3)促进

毛细血管内生、新生血管的形成, 从而加速肿

瘤的生长和扩散; (4)免疫功能, 研究发现MT1-
MMP可以裂解补体C3b片段, 使乳腺细胞免受

补体系统的[16]; (5)调节肿瘤细胞凋亡. 
Ⅳ型胶原酶包括M M P-2和M M P-9两个

亚型 ,  在正常胰腺组织及胰腺癌组织中均有

MMP-9表达, 而MMP-2对胰腺癌的特异性较高. 
Koshiba等等[17]认为正常胰腺则不存在MMP-2, 而
在所有胰腺癌组织及其转移结节中均有表达. 
Jones等等[18]免疫组织化学的结果表明MMP-2在组织化学的结果表明MMP-2在的结果表明MMP-2在
66%的胰腺癌细胞中有表达, 且局限于癌细胞, 
不表达于间质; 但他的实验同样在70%的胰腺组

织在发现了MMP-2的存在, 目前有更多的研究

证实在正常胰腺组织中存在少量的MMP-2. 
Jones等等[18]的RT-PCR结果显示, MMP-2在胰

腺癌细胞中表达上调, 免疫组织化学也得到了组织化学也得到了也得到了

相同的结果. 目前认为MMP-2的表达与胰腺癌

的恶性表型相关[19], MMP-2的过度表达与肿瘤

的淋巴结转移和血行转移密切相关, 也与胰腺癌

的进展有关, 是胰腺癌具有较强侵袭、转移潜能

和患者预后差的重要标志[20]. Liu等等[21]和Chandru
等[22]报道乳腺癌患者肿瘤组织中MMP-2明显升

高, 且在肿瘤组织和血浆中的表达与肿瘤的大

小正相关; 在肿瘤发展的不同阶段MMP-2的水

平也有显著差别, 此外MMP-2表达水平还与肿

瘤是否转移相关. 有研究表明, MMP-2, 9在胃癌, 
非小细胞肺癌、肝癌等肿瘤中均升高[23-26]. Gi-
annopoulos等等[27]对胰腺壶腹腺癌组织中MMP-2
的表达进行了检测, 发现MMP-2的表达与微血

管密度相关, 支持MMP-2的表达与血管发生相

关的假说. 在我们的实验中发现, 随着OM给药

剂量的增加, MMP-2 mRNA在SW1990细胞中的

表达量逐渐降低. 
OM是从中药苦参、苦豆子、广豆根中提取

的一种生物碱, 有多方面的药理作用[28,29], 包括抗

菌、抗炎、抗风湿、抗肿瘤、抗过敏、免疫及

生物反应调节等作用[30]. 大量的文献表明OM可

以抑制肿瘤细胞的增殖、转移, 诱导其凋亡[31]、

向正常细胞分化, 具有抗肿瘤的活性[32-34].
本研究测定了OM对SW1990细胞增殖的影

响作用, 发现随着OM用药浓度的加大和作用

时间的延长, 细胞存活率逐渐下降, 增殖抑制率

■创新盘点
本文以人胰腺癌
细 胞 株 S W 1 9 9 0
为研究对象, 研究
OM对SW1990中
MMP-2 mRNA表
达 的 影 响 ,  探 讨
OM对SW1990细
胞体外侵袭转移
能力的影响作用, 
为 中 药 O M 治 疗
胰腺癌提供实验
数据.

图� �� ����������������������� 4 各组细胞划痕实验结果(倒置显微镜×  200). A: 对照组0 h; B: 对照组24 h; C: 2 g/L OM��������   ������������������     组�������   ������������������      24 h; D: 4 g/L OM�������  组������   24 h.

A B

C D

图� �� ����������������������� 5 不同浓度OM对SW  1990细胞侵袭力的影响. aP<0.05 vs  

对照组.
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显著上升, 表明OM对SW1990细胞的增殖抑制

作用呈时间和剂量依赖关系. 同时划痕试验、

Transwell侵袭实验及细胞迁移实验也证实OM
可以抑制SW1990细胞的侵袭力和迁移能力, 尤
其以4 g/L OM组更为明显. 

肿瘤的侵袭和转移是牵涉多个分子生物学

事件的极其复杂过程, 他是决定肿瘤恶性度的

最重要因素[35]. 在胰腺癌的发生发展过程中, 肿
瘤的包膜浸润、周围神经浸润、血管浸润和浸润、周围神经浸润、血管浸润和、周围神经浸润、血管浸润和浸润、血管浸润和、血管浸润和浸润和和

腹腔淋巴结转移是胰腺癌进展的特点. 我们的

实验证实, OM可以通过下调MMP-2 mRNA在

SW1990细胞中的表达量从而抑制SW1990细胞

的增殖、迁移与侵袭, 从而延缓胰腺癌发展进

程, 对胰腺癌的治疗产生了一定的积极作用, 是
否能以MMP-2为靶点, 对早期胰腺癌患者施加

中药OM来预防肿瘤转移, 进行治疗, 还需进一

步实验的证实. 
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■同行评价
本文学术价值较
高, 对胰腺癌的治
疗产生了一定的
积极作用, 为中药
氧化苦参碱治疗
胰腺癌提供实验
数据.


