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响［Ｊ］ ． 上海中医药大学学报， ２０１４， ２８（４）： ７０⁃７３．
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ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄｓ ／ ＩＬＫ 的表达对阿霉素肾病大鼠足细胞的保
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型大鼠 Ｓｍａｄ７ 和 ＳｎｏＮ 蛋白表达的影响［ Ｊ］ ． 中国中药杂

志， ２００９， ３４（１）： ８４⁃８８．

小檗碱对 Ａ５４９ 细胞增殖、 迁移和侵袭的影响
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（１． 海南省三亚市人民医院中医科， 海南 三亚 ５７２０００； ２． 海南省三亚市人民医院呼吸内科， 海南 三亚
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基金项目： 三亚市医疗卫生科技创新项目 （２０１７ＹＷ０５）
作者简介： 邱胜卫 （１９８１—）， 男， 主治医师， 研究方向为呼吸疾病。 Ｔｅｌ： （０８９８） ８８５５７７３３⁃４３０１， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｑｉｕｓｈｅｎｇｗｅｉ３３＠ １２６．ｃｏｍ

摘要： 目的　 研究小檗碱对肺癌细胞 Ａ５４９ 增殖、 迁移和侵袭的影响。 方法　 培养 ＴＨＰ⁃１ 细胞并加入小檗碱后， ＭＴＴ
法检测细胞增殖。 １００ ｎｇ ／ ｍＬ ＰＭＡ 和 ２０ ｎｇ ／ ｍＬ ＩＬ⁃４ 将 ＴＨＰ⁃１ 细胞诱导成 Ｍ２ 型肿瘤相关巨噬细胞， 小檗碱预给药后，
随机分为对照组、 模型组、 小檗碱组， 细胞培养上清与 Ａ５４９ 细胞共培养。 ＲＴ⁃ＰＣＲ、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、 ＥＬＩＳＡ 检测 ＣＤ２０６、
ＩＬ⁃１０、 ＴＧＦ⁃β 表达， Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 检测细胞迁移和侵袭。 结果　 小檗碱最佳刺激浓度为 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ。 与模型组比较， 小檗

碱组可显著抑制 ＣＤ２０６、 ＩＬ⁃１０、 ＴＧＦ⁃β 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 小檗碱可抑制 ＴＨＰ⁃１ 细胞转化为 Ｍ２ 型肿瘤相关巨噬细胞。
结论　 小檗碱可调节 Ａ５４９ 细胞的增殖、 侵袭和迁移， 其机制可能与抑制肿瘤相关巨噬细胞向 Ｍ２ 型巨噬细胞的转化

有关。
关键词： 小檗碱； 肿瘤相关巨噬细胞； 肺癌细胞 Ａ５４９； 增殖； 侵袭； 迁移
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ｉｎｅｄ ｂｙ ＭＴＴ ａｓｓａｙ． ＴＨＰ⁃１ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｔｏ Ｍ２ ｔｕｍｏｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｗｉｔｈ １００ ｎｇ ／ ｍＬ ＰＭＡ ａｎｄ
２０ ｎｇ ／ ｍＬ ＩＬ⁃４ ｗｅｒｅ ｔｈｅｎ ｐｒｅ⁃ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ａｎｄ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｂｅｒｂｅｒ⁃
ｉｎｅ ｇｒｏｕｐ， ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｗａｓ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＣＤ２０６， ＩＬ⁃１０ ａｎｄ ＴＧＦ⁃β
ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ＰＣＲ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ＥＬＩＳＡ， ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ．
ＲＥＳＵＬＴＳ　 Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｗａｓ ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ，
ｔｈｅ ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｇｒｏｕｐ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｍ２ ｍａｒｋｅｒｓ ＣＤ２０６， ＩＬ⁃１０ ａｎｄ ＴＧＦ⁃β
（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＨＰ⁃１ ｃｅｌｌｓ ｉｎｔｏ Ｍ２ ｔｙｐｅ ｔｕｍｏｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ．
ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　 Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｃａｎ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ， ｗｈｏｓｅ ｍｅｃｈａ⁃
ｎｉｓｍｓ ｍａｙ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｕｍｏｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎｔｏ Ｍ２ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ； ｔｕｍｏｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ； ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ； ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ； ｉｎｖａｓｉｏｎ； ｍｉ⁃
ｇｒａｔｉｏｎ

　 　 肿瘤微环境是指肿瘤发生、 发展、 转移等过程

中肿瘤细胞所处的内外环境， 主要包括肿瘤细胞、
肿瘤局部浸润的免疫细胞、 活性介质、 间质细胞共

同构成的局部内环境［１］， 其中作为局部浸润的免

疫细胞中最主要的免疫细胞———肿瘤相关巨噬细胞

参与肿瘤转移和侵袭、 免疫调节、 血管和淋巴管形

成， 在肿瘤发生发展过程中起着至关重要的作

用［２⁃３］。 在胃癌组织中发现大量肿瘤相关巨噬细胞

浸润， 而且胃癌大小、 淋巴结转移、 ＴＮＭ 分期与

其有关［４］； 临床数据显示， 其大量浸润是造成乳

腺癌预后不良的主要原因［５］， 可通过分泌多种细

胞因子及趋化因子来降低放疗、 化疗的敏感性， 促

进乳腺癌侵袭、 浸润和转移， 还可促进相关血管生

成［６］， 目前已将其作为多种肿瘤治疗靶点及潜在

预后指标。
小檗碱也称为黄连素， 是从黄连中分离得到的

主要有效成分， 用于治疗肠道细菌感染引起的腹

泻［７］， 它除了具有抗炎、 抗微生物等作用外， 还

可用于抗肿瘤， 其机制大多为抑制肿瘤细胞增殖和

转移、 造成肿瘤细胞代谢功能紊乱、 诱导肿瘤细胞

凋亡等［８⁃９］， 在多种肿瘤中影响相关巨噬细胞极

化［１０⁃１２］， 但其是否通过免疫调节肿瘤相关巨噬细

胞来最终发挥抑制肿瘤发生发展目前尚无报道。 研

究证实， 肿瘤相关巨噬细胞和肿瘤微环境与肺癌发

生、 发展、 转移等多种生物学特性密切相关［１３］，
故本实验通过 ＴＨＰ⁃１ 细胞诱导 Ｍ２ 型肿瘤相关巨噬

细胞， 研究小檗碱对与其共培养肺癌 Ａ５４９ 细胞增

殖、 迁移和侵袭的影响， 以期为该成分在肺癌临床

治疗中提供实验依据。
１　 材料

小檗碱 （批号 １１０７１５⁃２００９１１） 购于中国食品

药品检定研究院， 含有量 ９９％ 。 人肺癌 Ａ５４９ 细胞

株、 人急性单核细胞白血病细胞 ＴＨＰ⁃１ 均购于中

国科学院上海生命科学院细胞库。 二甲基亚砜

（批号 Ｓ１６０６５）、 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶购于美国 Ｓｉｇｍａ 公司；
ＲＰＭＩ １６４０ 培养基 （批号 ２０１５０７１４）、 胰蛋白酶

（批号 ２５２００⁃７８）、 胎牛血清 （批号 ２０１５０６１８） 购

于美国 Ｇｉｂｃｏ 公司； 青霉素、 链霉素购于赛默飞世

尔生物化学制品有限公司； Ｔｒｉｚｏｌ 试剂 （批号

１６８２７４５４） 购于美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司； ＭＴＴ 检测试

剂盒 （批号 １４０７０５） 购于碧云天生物技术有限公

司； ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒 （批号 Ｄ７１０３２３⁃００４８）、 实

验所用引物均购于或合成于上海生工生物工程有限

公司； ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒 （批号 Ｄ９１０９Ｂ）、
ＥＣＬ 发光检测试剂盒 （批号 ＩＨ００２８） 购于大连宝

生物 工 程 有 限 公 司； 逆 转 录 试 剂 盒 （ 批 号

ＲＲ０４８Ａ）、 ＲＴ⁃ＰＣＲ 试剂盒 （批号 ＲＲ４２１Ａ） 购于

日本 ＴａＫａＲａ 公司； ＩＬ⁃１０ 抗体、 ＴＧＦ⁃β 抗体及辣

根过氧化物酶标记的二抗均购于美国 Ｎｏｖｕｓ Ｂｉｏｌｏｇｉ⁃
ｃａｌｓ 公司； Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室 （孔径 ８􀆰 ０ μｍ， 直径

６􀆰 ５ ｍｍ） 购于美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞增殖检测　 采用 ＭＴＴ 法。 将处于对数生

长期的 ＴＨＰ⁃１ 细胞以 ５×１０３ ／孔密度接种于 ９６ 孔细

胞培养板中， 置于 ３７ ℃培养箱中培养 １２ ｈ， 分别

用 ０、 ５、 １０、 ２０、 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 小檗碱处理， 每组设

置 ３ 个平行复孔， 分别处理 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 后， 每

孔细胞中添加 ５ ｍｇ ／ ｍＬ ＭＴＴ 溶液 ２０ μＬ， 置于

３７ ℃培养箱中继续孵育 ４ ｈ， 弃去上清液， 再向每

孔细胞中添加 １００ μＬ 二甲基亚砜， 避光充分振荡

混匀， 待沉淀完全溶解后， 酶联免疫检测仪于

４９０ ｎｍ波长处检测光密度值 （ＯＤ 值）， 计算细胞

增殖率， 公式为增殖率 ＝ （实验组 ＯＤ 值 ／对照组

ＯＤ 值） ×１００％ 。
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２􀆰 ２　 细胞诱导和分组 　 参照文献 ［１４］， 将处于

对数生长期的 ＴＨＰ⁃１ 细胞以 ３×１０５ ／孔密度接种于

６ 孔板中， 将细胞分为 ３ 组： 对照组细胞直接加入

终浓度 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＰＭＡ 处理 ７２ ｈ， ＴＨＰ⁃１ 细胞

转化为巨噬细胞； 模型组细胞在加入终浓度

１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＰＭＡ 处 理 ６ ｈ 后， 加 入 终 浓 度

２０ ｎｇ ／ ｍＬ ＩＬ⁃４ 继续诱导 ６６ ｈ， 此时 ＴＨＰ１ 细胞转

化为 ２ 型巨噬细胞； 小檗碱组先加入终浓度

２０ μｍｏｌ ／ Ｌ小檗碱预处理 １ ｈ 后， 再加入终浓度

１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＰＭＡ 处 理 ６ ｈ， 最 后 加 入 终 浓 度

２０ ｎｇ ／ ｍＬ ＩＬ⁃４ 诱导 ６６ ｈ。 各组细胞经 ＰＢＳ 洗涤后，
不同激活状态的巨噬细胞更换 １ ｍＬ 无血清 ＲＰＭＩ
１６４０ 培养基培养 ２４ ｈ 后， 收集上清液和细胞。
２􀆰 ３　 ＣＤ２０６、 ＩＬ⁃１０、 ＴＧＦ⁃β 表达检测 　 采用 ＲＴ⁃
ＰＣＲ 法。 各组细胞以 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡ， 紫外分

光光度计检测浓度和纯度后， 选取两者都达到要求

的 ＲＮＡ， 采用逆转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ， 将其质量

浓度调整为 ５０ ｎｇ ／ μＬ， ＲＴ⁃ＰＣＲ 试剂盒进行检测，
实时荧光定量 ＰＣＲ 仪检测目标基因。 反应条件为

９４ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎ， ９４ ℃ 变性 ３０ ｓ， ６０ ℃ 退火

４５ ｓ， ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ， ４０ 个循环， 最后７２ ℃终延

伸 １０ ｍｉｎ。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内标， 以相对定量 ２－△△Ｃｔ

检测细胞中 ＣＤ２０６、 ＩＬ⁃１０、 ＴＧＦ⁃β 表达。
２􀆰 ４　 ＩＬ⁃１０、 ＴＧＦ⁃β 表达检测 　 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
法。 各组细胞中加入蛋白裂解液， 置冰上裂解

３０ ｍｉｎ后提取蛋白， ＢＣＡ 试剂盒测定蛋白浓度， 取

１２０ μｇ， １０％ 聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白， 半干

法转移凝胶上的蛋白至 ＰＶＤＦ 膜上， 于 ５％ 小牛血

清封闭液中封闭 ４ ｈ， 分别加入 ＩＬ⁃１０ 一抗 （１ ∶
１ ０００倍稀释）、 ＴＧＦ⁃β （１ ∶ １ ０００ 倍稀释） 进行杂

交， 摇床上 ４ ℃孵育过夜， ＴＢＳ 洗膜后， 加入二抗

（１ ∶ １ ５００ 倍稀释） 进行杂交， 室温孵育 ２ ｈ。 ＴＢＳ
洗涤后， ＥＣＬ 化学发光试剂盒进行发光， 暗室中

曝光拍照， Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像分析系统分析各条带灰度

值， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内标蛋白， 以相对灰度值表示 ＩＬ⁃
１０、 ＴＧＦ⁃β 蛋白相对表达。
２􀆰 ５　 ＩＬ⁃１０ 水平检测　 采用 ＥＬＩＳＡ 法。 将各组细胞

培养上清按照相应 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒说明书进行

操作， 分别为一抗工作液进行孵育， 洗去未结合成

分； 二抗工作液进行孵育， 洗去未结合成分； 发光

工作液进行孵育， 待孵育完成后需立即终止反应，
酶标仪上检测各孔 ＯＤ 值， 参照标准曲线检测 ＩＬ⁃
１０ 水平。
２􀆰 ６　 共培养对 Ａ５４９ 细胞增殖的影响 　 采用 ＭＴＴ

法。 将单核细胞 ＴＨＰ１ 诱导为肿瘤相关巨噬细胞

后， 收集各组不同激活状态的巨噬细胞上清液， 将

其与 Ａ５４９ 细胞共培养 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 后， 检测对

Ａ５４９ 细胞增殖的影响， 方法同 “２􀆰 １” 项。
２􀆰 ７　 细胞侵袭和迁移能力检测　 采用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实
验。 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶以无血清培养基稀释后， 加到 Ｔｒａｎ⁃
ｓｗｅｌｌ 小室的上室中， 置于 ３７ ℃ 培养箱中静置

３０ ｍｉｎ， 制备 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶涂层。 将各组细胞用

０􀆰 ２５％ 胰蛋白酶消化， ＰＢＳ 洗涤后用无血清培养基

重悬细胞制成单细胞悬液， 将细胞密度调整为

２×１０５ ／ ｍＬ， Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室加入 ２００ μＬ 细胞悬液，
下室加入各组不同激活状态的巨噬细胞上清液

５００ μＬ， ３７ ℃培养箱中培养 ２４ ｈ， 取出 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室， 拭去上室细胞及碎片， 结晶紫染色， ＰＢＳ 清

洗在倒置显微镜下观察小室滤膜下室附着的细胞，
随机选取 ５ 个视野， 计数穿过膜的细胞数， 统计细

胞侵 袭 能 力。 同 法 检 测 各 组 细 胞 迁 移 能 力，
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室滤膜不经 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶涂覆， 其余

步骤同 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 侵袭实验。
２􀆰 ８　 统计学分析 　 通过 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 软件进行处

理， 数据以 （ ｘ± ｓ） 表示， 组内比较采用单因素

方差分析， 组间比较采用 ＳＮＫ⁃ｑ 检验， 每组数据

代表 ３ 个生物学重复。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异有统计

学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 小檗碱对 ＴＨＰ⁃１ 细胞增殖的影响 　 图 １ 显

示， 处理 ４８ ｈ 后 ０、 ５、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 小檗碱对 ＴＨＰ⁃１
细胞增殖无显著影响（Ｐ＞０􀆰 ０５）； 浓度从２０ μｍｏｌ ／ Ｌ
开始增加时， 细胞增殖率逐渐降低， 并随着作用时

间延长呈反比， 与对照组比较差异具有统计学意义

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 浓度为 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 时， 处理 ＴＨＰ⁃１ 细

胞 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 后细胞增殖率均显著下降 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 表明有一定毒副作用， 故选择 ２０ μｍｏｌ ／进
行后续实验。

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５

图 １　 小檗碱对 ＴＨＰ⁃１细胞增殖的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｏｎ ＴＨＰ⁃１ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
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３􀆰 ２　 小檗碱对 ＴＨＰ⁃１ 细胞转化为 Ｍ２ 型肿瘤相关

巨噬细胞的影响　 图 ２ 显示， 与对照组比较， 模型

组 ＣＤ２０６、 ＩＬ⁃１０、 ＴＧＦ⁃β 表 达 显 著 升 高 （ Ｐ ＜

０􀆰 ０５）， 表明肿瘤相关巨噬细胞诱导成功， 而且诱

导后的细胞表型为 Ｍ２ 型； 与模型组比较， 小檗碱

组三者表达显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５

图 ２　 小檗碱对 ＴＨＰ⁃１细胞转化为 Ｍ２ 型肿瘤相关巨噬细胞的影响

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｏｆ ＴＨＰ⁃１ ｃｅｌｌｓ ｉｎｔｏ Ｍ２ ｔｕｍｏｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ

３􀆰 ３　 小檗碱对 Ａ５４９ 细胞增殖的影响　 图 ３ 显示，
模型组上清培养液共培养的 Ａ５４９ 细胞在 ２４、 ４８、
７２ ｈ 的 ＯＤ 值均显著高于对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而小

檗碱组均显著低于模型组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５

图 ３　 小檗碱对 Ａ５４９ 细胞增殖的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｏｎ Ａ５４９ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

３􀆰 ４　 小檗碱对 Ａ５４９ 细胞迁移的影响　 图 ４ 显示，
模型组上清培养液共培养的 Ａ５４９ 细胞迁移能力显

著高于对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而小檗碱组显著低于模

型组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
３􀆰 ５　 小檗碱对 Ａ５４９ 细胞侵袭的影响　 图 ５ 显示，
模型组上清培养液共培养的 Ａ５４９ 细胞侵袭能力显

著高于对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而小檗碱组显著低于模

型组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
４　 讨论

肺癌是一种常见的肺部恶性肿瘤， 其发病率和

死亡率正逐年上升， 给人类健康和生命造成严重影

响， 其发病原因目前尚不十分明确， 但其增殖、 侵

袭和转移恶性生物学特性是导致患者死亡的主要原

因， 也是治疗难点［１５］。 研究表明， 肿瘤微环境与

肿瘤细胞能在特定器官发生和转移紧密相关［１６］，
它是由大量不同类型细胞构成的局部病理环境， 免

疫细胞是主要组成， 参与抗肿瘤免疫反应的激活，
发挥清除肿瘤细胞作用， 还可被肿瘤细胞募集， 促

进免疫细胞的长， 在肿瘤行为学特性中发挥举足轻

重的作用［１７］。
肿瘤相关巨噬细胞是免疫细胞的成员之一， 组

织类型、 肿瘤类型、 肿瘤分期等多项因素影响其异

质性， 它具有的表型及功能与浸润到肿瘤组织的部

位相关， 在肿瘤发展不同阶段其表型也不同， 慢性

炎症阶段大多呈 Ｍ１ 型， 浸润及血管生成阶段则大

多呈 Ｍ２ 型［１８］。 其中， Ｍ１ 型可分泌一些促炎细胞

因子、 趋化因子； Ｍ２ 型可分泌多种抗炎分子， 如

ＣＤ２０６、 ＩＬ⁃１０、 ＴＧＦ⁃β 等［１９⁃２０］。 本实验发现， 由单

核细胞 ＴＨＰ１ 诱导成的肿瘤巨噬细胞 ＣＤ２０６、 ＩＬ⁃
１０、 ＴＧＦ⁃β 表达均上调， 表明它们具有 Ｍ２ 分子表

型， 故将其用于后续实验。
小檗碱具有抗炎、 抗氧化、 抗肿瘤等多种药理

活性， 但其作用机制目前尚不清楚。 体内实验中，
小鼠灌胃小檗碱后细菌感染存活率明显升高； 体外
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注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５

图 ４　 小檗碱对 Ａ５４９ 细胞迁移的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｏｎ Ａ５４９ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５

图 ５　 小檗碱对 Ａ５４９ 细胞侵袭的影响

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｏｎ Ａ５４９ ｃｅｌｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ

实验中， 小檗碱处理小鼠巨噬细胞后可增强炎症小

体活化， 促进成熟 ＩＬ⁃１β 释放及细胞凋亡， 表明该

成分可通过增强巨噬细胞抗菌功能来达到抗菌消炎

作用； 在小鼠皮下移植结肠癌 ＣＴ２６ 细胞后用小檗

碱治疗移植瘤， 发现其生长明显受到抑制， 而且

ＣＤ２０６、 ＣＤ６８ 阳性细胞数显著增多， 表明该成分

是通过调节肿瘤相关巨噬细胞形成来抑制肿瘤生

长［２１］； 本实验发现， 与模型组相比小檗碱组 Ｍ２
型巨噬细胞标志物 ＣＤ２０６、 ＩＬ⁃１０、 ＴＧＦ⁃β 表达明

显降低， 表明该成分可抑制巨噬细胞向 Ｍ２ 型转

化。 另外， 小檗碱可抑制脂多糖、 白细胞介素⁃４
诱导小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞向 Ｍ２ 型极化，
在维持 Ｍ１ ／ Ｍ２ 动态平衡中发挥作用［２２］， 与本实验

结果一致； 可抑制家族性腺瘤性息肉病 （ＦＡＰ） 动

物模型 Ａｐｃ （Ｍｉｎ ／ ＋） 小鼠肠道息肉的生长， 其作

用机制与其诱导息肉组织中的肿瘤相关巨噬细胞分

化， 抑制环氧合酶⁃２ 表达有关［２３］； 可抑制 ＬＰＳ 诱

导巨噬细胞相关炎症因子的释放， 抑制 ＪＮＫ、
ＩＫＫβ 信号通路激活， 介导脂肪细胞的糖代谢功能

恢复［２４］； 可抑制子宫内膜癌细胞转移， 抑制细胞

分泌 ＩＬ⁃８ 及与肿瘤巨噬细胞共培养的子宫内膜癌

细胞增殖［１１］； 本实验通过不同激活状态的肿瘤相

关巨噬细胞培养上清与肺癌 Ａ５４９ 细胞共培养， 发

现小檗碱可抑制 Ａ５４９ 细胞增殖、 迁移和侵袭， 与

以上研究一致。
综上所述， 小檗碱可通过作用于肿瘤相关巨噬

细胞来抑制肺癌 Ａ５４９ 细胞的增殖、 侵袭和迁移，
可能与其调控肿瘤巨噬细胞表型有关， 但它在体内

是否发挥同样作用仍需进一步证实。 本实验可为肺

癌治疗提供理论依据， 也为抗肿瘤机制研究提供新

方向。
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组织中肿瘤相关巨噬细胞的影响［Ｊ］ ． 中国组织化学与细胞

化学杂志， ２０１１， ２０（３）： ２０３⁃２０６．
［２２］ 　 Ｚｉｍｅｔｔｉ Ｆ， Ａｄｏｒｎｉ Ｍ Ｐ， Ｒｏｎｄａ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｎａｔｕｒａｌ ｃｏｍｐｏｕｎｄ

ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ａｆｆｅｃｔｓ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ

ａｔｈｅｒｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］ ． Ｎｕｔｒ Ｍｅｔａｂ Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃ Ｄｉｓ， ２０１５， ２５（２）：

１９５⁃２０１．

［２３］ 　 Ｐｉａｏ Ｍ， Ｃａｏ Ｈ， Ｈｅ Ｎ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ

ｐｏｌｙｐｓ ｇｒｏｗｔｈ ｉｎ Ａｐｃ （ ｍｉｎ ／ ＋ ） ｍｉｃｅ ｖｉａ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ

ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｅｖｉｄ Ｂａｓｅｄ Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ Ａｌｔｅｒｎａｔ

Ｍｅｄ， ２０１６， ２０１６： ５１３７５０５．

［２４］ 　 梁　 舒， 张　 炎， 郭　 超， 等． 小檗碱通过抑制巨噬细胞炎

症反应改善脂肪细胞糖代谢异常［ Ｊ］ ． 中药药理与临床，

２０１６， ３２（５）： ３５⁃３８．

６２５１
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