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苦参多糖促人肺癌 A549 细胞的凋亡作用 
 

王静，孟姝，李芳 

（江苏医药职业学院药学院，江苏盐城 224005） 

摘要：探究苦参多糖对人肺癌细胞株增殖、凋亡、侵袭、迁移能力的影响。选取人肺癌 A549 细胞株，经过培养后分为空白组、

药物对照组以及低、中、高浓度组，检测各组细胞增殖、凋亡、侵袭、迁移能力，并对凋亡相关蛋白 Bcl-2、PI3K、Akt 表达进行测

定。研究结果显示，72 h 时高浓度组细胞增殖率为 18.65%，凋亡率为 79.55%，均优于其他各对照组。高浓度组细胞侵袭数、迁移数

均低于其他各组（p<0.05）。高浓度组细胞 Bcl-2、PI3K、Akt 相对表达量分别为 0.32、0.40、0.34，均低于其他各组（p<0.05）。在苦

参多糖干预下，肺癌细胞增殖率下降，凋亡率上升，侵袭、迁移能力受到明显的抑制，凋亡相关蛋白 Bcl-2、PI3K、Akt 表达受到明

显的调控，且其能力呈现明显的浓度依赖性，说明苦参多糖能够抑制肺癌细胞增殖、侵袭、迁移，促进肺癌细胞凋亡，为肺癌的临床

治疗提供一定的理论依据。 
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Abstract: To explore the effects of Sophora flavescens polysaccharide on proliferation, apoptosis, invasion and migration of human lung 

cancer cell lines, human lung cancer A549 cell lines were cultured and divided into blank group, drug control group and low, medium and high 

concentration groups. Cell proliferation, apoptosis, invasion and migration ability were detected in each group, and the expressions of 

apoptosis-related proteins Bcl-2, PI3K and Akt were determined. The results showed that the cell proliferation rate and apoptosis rate of the high 

concentration group, at 72 h, were 18.65% and 79.55% respectively, which were superior to those of the other control groups. The number of 

cell invasion and migration in high concentration group was lower than that in other groups (p<0.05). The relative expressions of Bcl-2, PI3K 

and Akt in high concentration group were 0.32, 0.40 and 0.34 respectively, which were lower than those in other groups (p<0.05). Under the 

intervention of Sophora flavescens polysaccharide, the proliferation rate of lung cancer cells decreased, the apoptosis rate increased, the invasion 

and migration ability were inhibited obviously, and the expression of apoptosis-related proteins Bcl-2, PI3K and Akt were obviously regulated, 

and their ability showed obvious concentration dependence. This indicated that Sophora flavescens polysaccharide could inhibit the proliferation, 

invasion and migration of lung cancer cells, promote apoptosis of lung cancer cells and provide a theoretical basis for clinical treatment of lung 

cancer. 
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肺癌是一种临床十分常见的呼吸系统恶性肿瘤，

对患者的身体健康甚至生命安全造成严重的威胁[1,2]。

据相关流行病学调查数据显示，相比其他恶性肿瘤，

肺癌具有高发病率、高病死率的特点，并且肺癌发病

率一直呈现上升趋势[3,4]。据世界卫生组织调查数据显 
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示，男性肺癌症状发病率明显高于女性，并且长期吸

烟人士肺癌症状发病率是不吸烟人士的 20 倍左右，说

明长期吸烟与肺癌症状发病密切相关[5,6]。肺癌患者主

要临床表现为痰中带血、咳嗽、胸闷胸痛等，严重影

响患者的生活质量，但是目前对于肺癌的发病机制尚

未研究透彻，大多数专家认为吸烟、电离辐射以及环

境污染是肺癌发病主要危险因素，因此寻找一种安全

有效的治疗手段具有重要意义[7,8]。 
大量实验研究表明，植物多糖能够调节机体免疫

功能，还具有抗肿瘤等作用，相比临床常用的抗癌药
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物，植物多糖具有对细胞毒性作用较小的优势[9]。苦

参是一种豆科植物，在我国具有上千年的药用历史，

具有清热、杀菌、抗炎、抗病毒、抗氧化以及调节免

疫等诸多药理作用[10]。近年来，有学者在研究中提出

苦参具有一定的抗肿瘤作用，并且有越来越多的学者

开始致力于苦参抗肿瘤作用的研究。有实验研究表明，

苦参能够诱导胃癌细胞自噬、凋亡，还能够对膀胱癌

组织细胞增殖、凋亡能力进行调控，但是国内外关于

苦参多糖对肺癌细胞增殖、凋亡能力影响的研究还鲜

有报道。对苦参多糖影响肺癌细胞生物学行为的作用

进行观察研究，能够为肺癌症状的临床治疗提供新的

思路。 
大量实验研究表明，Bcl-2、PI3K、Akt 的表达与

细胞凋亡密切相关[11]。本研究中设计实验，培养人肺

癌细胞株，并且使用不同浓度苦参多糖进行干预，对

各组肺癌细胞的增殖、凋亡、侵袭、迁移能力进行检

测，并对细胞凋亡相关蛋白 Bcl-2、PI3K、Akt 的相对

表达量进行检测，以分析苦参多糖对肺癌细胞的干预

效果。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

所选细胞株为人肺癌细胞株，购于中国医学科学

院肿瘤细胞库。主要试剂包括鼠抗人 Bcl-2 抗体，BD
公司；兔抗大鼠 PI3K 抗体，Invitrogen 公司；兔抗人

Akt 抗体，Dako 公司；MTT 试剂盒，天根生化科技

有限公司；Transwell 小室，上海国药集团化学试剂有

限公司。本研究获得我院伦理委员会批准。 

1.2  方法 

1.2.1  苦参多糖制备 

将苦参在 70 ℃的环境下干燥 3 h，粉碎之后过 60
目筛，取苦参粉末 50 g，用石油醚 500 mL 回流 2 h，
抽滤，挥干。用 95%乙醇 500 mL 回流 2 h，干燥得苦

参药渣。加入双水相溶剂之后摇晃均匀，在 80 ℃的环

境下提取 0.5 h 之后经冷却后过滤，使用 3000 r/min 的

离心机处理滤液 5 min，分别将上、下相转移至 25 mL
量瓶，用去水稀释、定容，得苦参多糖溶液。使用紫

外分光光度法、红外分光光度法对提取产物结构进行

分析，该物质在 3000~3500 cm-1处有明显的多羟基宽

峰，1655 cm-1处为糖的 C=O 吸收峰，1047 cm-1处有

明显的 C-O-C 吸收峰；该物质遇碘化钾溶液不变色，

在 260、280 nm 处无吸收，说明该物质不是淀粉，且

不含蛋白质和核酸。苯酚硫酸法测得该物质在 490 nm

处有吸收峰。综合上述检测结果，说明产物为苦参多

糖类物质。 
1.2.2  细胞培养及分组 

将冻存的人肺癌细胞株取出后，在 40 ℃的温度

中进行水浴，并迅速进行摇晃至均匀、融化，并将其

置入 2 mL 的培养基（10% PBS、1%双抗（青链霉素）

RPMI-1640 培养基 500 mL）之中，以 1000 r/min 的离

心机离心处理 5 min，分离上清液，并用完全培养液

进行重悬，然后传代到培养瓶内，将培养基加至 5 mL，
并将之放入 CO2培养箱中进行培养，次日换液，待细

胞融合率达到 80%~90%之时进行传代。实验分为空白

组、药物对照组、低浓度组、中浓度组、高浓度组，

种板后 24 h 换无血清培液时加入苦参多糖预处理 24 
h，细胞饥饿 24 h 后，更换无血清培养液，再每天加

入苦参多糖，48 h 后提取细胞蛋白。5 组细胞中分别

加入 1 μL 的 PBS 溶液和无菌生理盐水、2 mg/L 顺铂

溶液、5 μmol/L 浓度苦参多糖、10 μmol/L 浓度苦参多

糖、20 μmol/L 浓度苦参多糖。 
1.2.3  细胞毒性、增殖抑制试验 

使用亚甲基蓝染色法对苦参多糖细胞毒性进行试

验：将肺癌 A549 细胞悬液接种于 96 孔细胞培养板上

（每孔 4×104个），每孔加入 100 μL 培养液，37 ℃下

培养 1 d，待细胞贴壁生长后，去除上清液，用 PBS
清洗每个孔。然后每孔加入 100 μL 含不同浓度苦参多

糖的培养基，以不加苦参多糖的细胞悬液作为对照，

37 ℃下培养 1 d，去除上清液，用 PBS 清洗每个孔后

去除溶液，每孔加入 50 μL 亚甲基蓝着色液，置于

37 ℃下培养 1 h。取出 96 孔细胞培养板，去除染色液，

浸入去离子水中洗板 6 次直到去离子水变清澈透明。

甩干细胞培养板中的去离子水，每孔加入 100 μL 洗脱

缓冲液，在平板振荡器上振荡 20 min，570 nm 下用酶

标仪测定其吸光度值，比较不同浓度苦参多糖与对照

的区别，如果苦参多糖减少超过对照的 10%，则认为

苦参多糖具有一定的细胞毒性。使用亚甲基蓝比色测

定方法检测苦参多糖抗肺癌 A549 细胞增殖作用，以

半最大效应浓度（EC50）来判定细胞的抗增殖作用。 
1.2.4  MTT 检测细胞增殖能力 

将培养后的细胞制成细胞悬液，接种于 96 孔的培

养板中，在每一个孔内加入细胞悬液 90 μL，每一个

细胞组分别设置 5 个复孔，将顺铂溶液及不同浓度苦

参多糖分别加入；空白组细胞每孔中加入 10 μL 的培

养液，然后进行细胞培养。将培养细胞的观察时间设

定为 24 h、48 h、72 h，待各组细胞培养到相应的时间

后，在每孔中加入 20 μL MTT 继续孵育 4 h，将孔上

的上清液仔细吸取，然后在孔中加入 150 μL DMSO，
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振荡 10 min，采用酶标仪测定波长为 570 nm 的细胞

组 OD 值，按照肿瘤细胞增殖率计算公式，增殖率=
实验组 OD 值/参照组 OD 值×100%，对细胞增殖率进

行计算。 

1.2.5  流式细胞仪检测细胞凋亡 

将 5 组肺癌细胞传代至 6 孔板之中，并将细胞在

37 ℃、5% CO2的环境中进行培养，加入 0.25%胰蛋

白酶消化，使用 2000 r/min 的离心机处理 5 min 后收

取细胞，并使用 PBS 缓冲液重复洗涤 2 次，再次用

2000 r/min的离心机处理5 min后收集细胞，加入1 mL 
PI 染液，在避光的常温环境中放置 1 h 后，用特异荧

光标记后，在鞘液包裹下高速流动，流动期间会发射

出光子，严格按照流式细胞仪检测，利用发光信号测

量仪检测光子数值，达到检测细胞凋亡的目的。 
1.2.6  Transwell 小室检测细胞侵袭 

使用 Transwell 试剂盒观察细胞侵袭能力。每组选

3 个复孔，先用胰酶消化细胞，之后使用 PBS 缓冲液

清洗 1~2 次，用 10 g/L 的 BSA 重悬细胞，将细胞密

度调整至 1×105 个/mL，取 150 μL 细胞悬液加入到

Transwell 小室中，培养 24 h，之后乙醇固定 5 min，
使用结晶紫溶液染色，在倒置显微镜下观察计数穿膜

细胞。 
1.2.7  细胞划痕实验 

将肺癌细胞接种到 12 孔板中，当细胞增长到 90%
时，使用 100 μL 的枪头,垂直划出 3 条直线。之后经

过 PBS 缓冲液进行清洗 2~3 次，分别加入 0.5%的血

清培养基，观察 24 h 之后，使用倒置显微镜观察各组

细胞的迁移变化。 
1.2.8  Western blot 法检测 Bcl-2、PI3K、Akt
表达 

使用 PBS 缓冲液清洗标本三次，分离缓冲液之后

裂解 0.5 h，对蛋白浓度进行测定。取 20 μg/孔蛋白质，

加入适量 SDS-PAGE 蛋白缓冲液后电泳 100 min，在

10%的牛奶中浸泡电转膜，摇床上常温封闭 1.5 h；与

一抗结合之后使用 TBST 进行稀释，并孵育、保存；

次日使用 TBST 液进行清洗，与二抗结合后常温孵育

1 h，再次清洗，加入显影剂显色，对 Bcl-2、PI3K、

Akt 表达进行测定。 

1.3  统计学处理 

采用 SPSS 21.0 统计软件进行分析，计量资料采

用（ sx ± ）进行描述，多组间比较采用 F 值检验，

两组间比较采用实施独立样本 t 检验，p<0.05 则说明

差异具有统计学意义。 

2  结果与讨论 

2.1  不同浓度苦参多糖对肺癌细胞的抗增殖

能力和细胞毒性 

本文研究结果如表 1 所示，使用不同浓度苦参多

糖对肺癌 A549 细胞进行干预，EC25值分别为 252.36、
255.49、254.64 mg/mL，EC50值分别为 316.57、318.77、
319.61 mg/mL，未检测到肺癌 A549 细胞的毒性，说

明苦参多糖抗肺癌 A549 细胞增殖作用并不是依赖其

自身的细胞毒性而引起的，可能是因为其具有一定的

抗肿瘤作用。 
表1 不同浓度苦参多糖对肺癌细胞的抗增殖能力和细胞毒性 

Table 1 Anti-proliferation and cytotoxicity of different conc

entrations of matrine polysaccharide on lung cancer cells 
苦参多

糖浓度

细胞抗增殖能力 细胞毒性 
/(CC50, mg/mL)EC25/(mg/mL) EC50/(mg/mL) 

低浓度 252.36±10.35 316.57±15.36 >350 

中浓度 255.49±11.53 318.77±15.42 >350 

高浓度 254.64±11.21 319.61±15.29 >350 

2.2  不同浓度苦参多糖对肺癌细胞增殖的影

响 

方彪彪[12]等在研究中表示，肺癌细胞增殖率较

高，对肺癌细胞进行适当的干预后，能够有效抑制肺

癌细胞增殖。本文研究中使用苦参多糖对人肺癌细胞

株进行干预，结果如表 2 所示，24、48、72 h 时，药

物对照组、低浓度组、中浓度组、高浓度组肺癌细胞

增殖率均低于空白组，高浓度组肺癌细胞增殖率均低

于药物对照组、低浓度组、中浓度组，差异具有统计

学意义（p<0.05）；并且随着时间的推移，各组肺癌细

胞增殖率均出现下降，空白组细胞增殖率自 73.52%下

降至 64.52%，药物对照组细胞增殖率自 50.83%下降

至 25.17%，低浓度组细胞增殖率自 66.27%下降至

51.22%，中浓度组细胞增殖率自 60.46%下降至

35.61%，高浓度组细胞增殖率自 44.62%下降至

18.65%。说明使用苦参多糖对肺癌细胞进行干预，能

够起到抑制肺癌细胞增殖的作用，且具有一定的浓度

依赖性。梁宗英[13]等研究结果显示，使用 100 μmol/L
大蒜素对肺癌细胞进行干预，72 h 后肺癌细胞增殖率

为 22.64%，与本文研究结果相比较，可以得出苦参多

糖抑制肺癌细胞增殖的能力优于大蒜素的结论。 
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表2 不同浓度苦参多糖对肺癌细胞增殖的影响(⎯x±s，%) 

Table 2 Effects of sophora flavescens polysaccharide at different concentrations on proliferation of lung cancer cell 

组别 
增殖率 

24 h 48 h 72 h 

空白组 73.52±9.92 69.58±9.87 64.52±9.53 

药物对照组 50.83±8.23* 36.23±6.11* 25.17±4.46* 

低浓度组 66.27±9.61*# 59.32±8.76*# 51.22±8.02*# 

中浓度组 60.46±8.59 △*#  50.16±7.68 △*#  35.61±5.36 △*#  

高浓度组 44.62±7.98 △★*#  30.15±5.77 △★*#  18.65±4.05 △★*#  

注：与空白组相比，*p<0.05；与药物对照组相比，#p<0.05；与低浓度组相比，△p<0.05；与中浓度组相比，★p<0.05。下表同。 

表3 不同浓度苦参多糖对肺癌细胞凋亡的影响(⎯x±s，%) 

Table 3 Effects of sophora flavescens polysaccharide at different concentrations on apoptosis of lung cancer cells 

组别 
凋亡率 

24h 48h 72h 

空白组 2.11±0.64 2.09±0.67 2.13±0.65 

药物对照组 44.17±3.87* 50.25±4.33* 71.74±5.99* 

低浓度组 10.54±1.56*# 28.65±2.47*# 36.58±3.05*# 

中浓度组 29.73±2.58 △*#  47.52±3.55 △*#  60.58±4.79 △*#  

高浓度组 50.64±4.65 △★*#  57.85±4.73 △★*#  79.55±6.82 △★*#  

2.3  不同浓度苦参多糖对肺癌细胞凋亡的影

响 

付向春[14]等在研究中表示，人肺癌细胞株凋亡率

较低，使用牛磺酸对人肺癌细胞株进行干预，能够有

效促进肺癌细胞凋亡。本文研究中使用苦参多糖对人

肺癌细胞株进行干预，对肺癌细胞凋亡率进行检测，

结果如表 3 所示，24、48、72 h 时，药物对照组、低

浓度组、中浓度组、高浓度组肺癌细胞凋亡率均高于

空白组，高浓度组肺癌细胞凋亡率均高于药物对照组、

低浓度组、中浓度组，差异具有统计学意义（p<0.05）；
并且随着时间的推移，药物对照组、低浓度组、中浓

度组、高浓度组肺癌细胞凋亡率均出现上升，药物对

照组细胞凋亡率自 44.17%上升至 71.74%，低浓度组

细胞凋亡率自 10.54%上升至 36.58%，中浓度组细胞

凋亡率自 29.73%上升至 60.58%，高浓度组细胞凋亡

率自 50.64%上升至 79.55%。说明使用苦参多糖对肺

癌细胞进行干预，能够起到促进肺癌细胞凋亡的作用，

且具有一定的浓度依赖性，出现这一结果的原因可能

是苦参多糖能够调控癌细胞凋亡相关通路，从而促进

癌细胞凋亡。 

2.4  不同浓度苦参多糖对肺癌细胞侵袭、迁移

的影响 

杜建红[15]等在研究中表示，肺癌细胞具有较强的

侵袭、迁移能力，对肺癌细胞进行适当的干预，能够

抑制其侵袭、迁移能力。本文研究中使用苦参多糖对

人肺癌细胞株进行干预，并对肺癌细胞侵袭、迁移能

力进行检测，结果如表 4、图 1 所示，空白组、药物

对照组、低浓度组、中浓度组、高浓度组肺癌细胞侵

袭细胞数分别为 81.52、33.22、65.22、47.30、26.35，
空白组肺癌细胞侵袭细胞数高于其他四组，且高浓度

组肺癌细胞侵袭细胞数低于药物对照组、低浓度组、

中浓度组，说明使用苦参多糖对肺癌细胞进行干预，

能够抑制肺癌细胞侵袭能力，且具有一定的浓度依赖

性。 
表4 不同浓度苦参多糖对肺癌细胞侵袭、迁移的影响(⎯x±s) 

Table 4 Effects of sophora flavescens polysaccharide at 

different concentrations on invasion and migration of lung 

cancer cells  
组别 侵袭细胞数 迁移细胞数 

空白组 81.52±8.51 82.64±8.02 

药物对照组 33.22±4.96* 32.26±4.06* 

低浓度组 65.22±7.67*# 61.58±6.97*# 

中浓度组 47.30±6.02 △*#  41.66±4.52 △*#

高浓度组 26.35±4.11 △★*#  26.11±3.85 △★*#
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图1 不同浓度苦参多糖干预下肺癌细胞侵袭图（×200） 

Fig.1 Invasion map of lung cancer cells intervened by different 

concentrations of sophora flavescens polysaccharide 

注：a：空白组；b：药物对照组；c：低浓度组；d：中浓

度组；e：高浓度组。下图同。 

   

  
图2 不同浓度苦参多糖干预下肺癌细胞迁移图（×200） 

Fig.2 Migration map of lung cancer cells intervened by 

different concentrations of sophora flavescens polysaccharide 

如表 4、图 2 所示，空白组、药物对照组、低浓

度组、中浓度组、高浓度组肺癌细胞迁移细胞数分别

为 82.64、32.26、61.58、41.66、26.11，空白组肺癌细

胞迁移细胞数高于其他四组，且高浓度组肺癌细胞迁

移细胞数低于药物对照组、低浓度组、中浓度组，说

明使用苦参多糖对肺癌细胞进行干预，能够抑制肺癌

细胞迁移能力，且具有一定的浓度依赖性。 

2.5  不同浓度苦参多糖对凋亡相关蛋白 Bcl-2、

PI3K、Akt 相对表达量的影响 

有研究者在研究中表示，Bcl-2、PI3K、Akt 的表

达与细胞凋亡密切相关[16,17]。Bcl-2 是在线粒体通路中

起着调节作用的一种重要基因，也是抑制细胞生长、

影响细胞凋亡过程的重要基因，当 Bcl-2 的表达水平

下降时，与其相关的 Bax 表达水平便会随之升高，能

够起到促进组织细胞凋亡的作用，许多抗肿瘤药物就

是通过对 Bcl-2 表达进行抑制来达到治疗目的[18]。

PI3K 是一种磷脂酰肌醇 3 激酶，能在机体生长因子的

作用下集成细胞膜[19]。Akt 是在处于 PI3K 下游的靶蛋

白，将它激活后，即激活其他靶蛋白，能促使细胞生

长，具有抗凋亡的作用[20]。 
本文研究中对各组细胞 Bcl-2、PI3K、Akt 相对表

达量进行检测，结果如表 5 所示，药物对照组、低浓

度组、中浓度组、高浓度组肺癌细胞 Bcl-2 相对表达

量分别为 0.41、0.76、0.54、0.32，均低于空白组，差

异具有统计学意义（p<0.05）；药物对照组、低浓度组、

中浓度组、高浓度组肺癌细胞 PI3K 相对表达量分别

为 0.49、0.72、0.61、0.40，均低于空白组，差异具有

统计学意义（p<0.05）；药物对照组、低浓度组、中浓

度组、高浓度组肺癌细胞 Akt 相对表达量分别为 0.40、
0.69、0.47、0.34，均低于空白组，差异具有统计学意

义（p<0.05）。说明使用苦参多糖对人肺癌细胞株进行

干预，能够通过调控凋亡相关蛋白 Bcl-2、PI3K、Akt
的表达而起到促进肺癌细胞凋亡的作用，并且具有一

定的浓度依赖性。 
 

表5 不同浓度苦参多糖对凋亡相关蛋白Bcl-2、PI3K、Akt相对表达量的影响 

Table 5 Effects of different concentrations of Sophora flavescens polysaccharides on the relative expression of apoptosis-related proteins 

Bcl-2, PI3K and Akt 
组别 Bcl-2 PI3K Akt 

空白组 1.00±0.01 1.00±0.01 1.00±0.01 

药物对照组 0.41±0.03* 0.49±0.04* 0.40±0.04* 

低浓度组 0.76±0.05*# 0.72±0.06*# 0.69±0.05*# 

中浓度组 0.54±0.04 △*#  0.61±0.05 △*#  0.47±0.03 △*#  

高浓度组 0.32±0.03 △★*#  0.40±0.03 △★*#  0.34±0.03 △★*#  
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图3 Bcl-2、PI3K、Akt表达WB图 

Fig.3 WB map expressed by Bcl-2, PI3K and Akt 

3  结论 

3.1  研究结果表明，在苦参多糖的干预下，肺癌细胞

增殖率明显下降，细胞凋亡率明显提升，并且随着时

间的推移以及苦参多糖浓度的提升改变明显，说明使

用苦参多糖对肺癌细胞进行干预，能够起到抑制肺癌

细胞增殖，促进肺癌细胞凋亡的作用，且具有一定的

浓度依赖性。 
3.2  肺癌细胞侵袭、迁移能力较强，使用苦参多糖进

行干预后，肺癌细胞侵袭、迁移细胞数均出现明显下

降，凋亡相关蛋白 Bcl-2、PI3K、Akt 表达受到明显的

调控，说明苦参多糖能够抑制肺癌细胞侵袭、迁移能

力，促进癌细胞的凋亡。 
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