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粉防己碱诱导人视网膜母细胞瘤 
细胞凋亡及其机制研究
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　　［摘要］　背景与目的：粉防己碱(tetrandrine，Tet)是一种天然化合物，其抗视网膜母细胞瘤作用尚不清

楚。该研究拟检测Tet对人视网膜母细胞瘤细胞的抗肿瘤作用，并进一步阐明其作用机制。方法：采用CCK-8
法检测Tet对视网膜母细胞瘤细胞活力的抑制作用；应用Annexin V/PI法检测细胞凋亡情况；在2’,7’-二氯荧光

素二乙酸酯(2’, 7’-dichlorofluorescin diacetate，DCFH-DA)染色后，采用流式细胞术检测细胞内反应性活性氧

(reactive oxygen species，ROS)含量；采用蛋白［质］印迹法(Western blot)检测细胞Akt、p-Akt蛋白表达量。结

果：Tet显著抑制视网膜母细胞瘤细胞活力，Tet浓度为4、8、10和20 μmol/L处理细胞24 h时，WERI-Rb-1细胞

抑制率分别为5.7%、25.0%、55.1%和84.9%，Y79细胞抑制率分别为2.4%、2.9%、23.8%和54.2% (P<0.01)；
10 μmol/L Tet处理细胞12、24和48 h时，WERI-Rb-1细胞抑制率分别为6.0%、45.5%和74.7%，Y79细胞抑制率

分别为2.9%、19.4%和43.3%(P<0.01)。Tet诱导细胞凋亡，以10 μmol/L Tet处理细胞24和48 h时，WERI-Rb-1细

胞凋亡率分别为(23.70±1.75)%和(34.83±3.15)%，Y79细胞凋亡率分别为(9.62±2.69)%和(14.97±1.50)%(P<0.01)，
凋亡抑制剂Z-VAD-FMK能够显著抑制Tet对视网膜母细胞瘤细胞的凋亡诱导作用(P<0.05)。10 μmol/L Tet作用细

胞6及12 h后，细胞的ROS产生量较对照组明显上升(P<0.01)，N-乙酰基-L-半胱氨酸(N-acetyl-L-cysteine，NAC)
能够抑制Tet诱导产生的ROS(P<0.01)，NAC抑制ROS后，细胞的凋亡率较单独Tet作用组明显下降(P<0.01)。Tet
能够抑制视网膜母细胞瘤细胞PI3K/Akt信号通路。结论：Tet诱导视网膜母细胞瘤细胞凋亡，该作用机制与细

胞内ROS升高、PI3K/Akt信号通路抑制有关。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Tetrandrine is a natural compound whose role in retinoblastoma 
remains unclear. This study investigated the effects of tetrandrine (Tet) on human retinoblastoma cells. Methods: 
CCK-8 assays were performed to analyze the effects of Tet on viability of retinoblastoma cells. The apoptosis rate was 
determined by Annexin V/PI assays. After staining with 2′,7′-dichlorofluorescin diacetate (DCFH-DA), cellular reactive 
oxygen species (ROS) was measured by flow cytometry. Akt and p-Akt were detected by Western blot. Results: Tet 
inhibited cell viability of retinoblastoma cells. After treatment with Tet (4, 8, 10 and 20 μmol/L) for 24 h, cell viability 
inhibition rates of WERI-Rb-I were 5.7%, 25.0%, 55.1% and 84.9%, whereas inhibition rates of Y79 cells were 2.4%, 
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2.9%, 23.8% and 54.2% (P<0.01). In cells treated with 10  μmol/L of Tet for 12, 24 and 48  h, cell viability inhibition 
rates of WERI-Rb-I were 6.0%, 45.5% and 74.7%, whereas inhibition rates of Y79 cells were 2.9%, 19.4% and 43.3% 
(P<0.01). Tet induced retinoblastoma cell apoptosis. After treatment with Tet (10 μmol/L) for 24 and 48 h, apoptosis 
rates of WERI-Rb-I were (23.70±1.75)% and (34.83±3.15)%, respectively, whereas apoptosis rates of Y79 cells were 
(9.62±2.69)% and (14.97±1.50)%, respectively (P<0.01). Apoptosis inhibitor Z-VAD-FMK attenuated Tet-induced 
cell death (P<0.05). ROS levels were indeed increased in cells treated with Tet (10 μmol/L) for 6 and 12 h (P<0.01), 
while N-Acetyl-L-cysteine (NAC) decreased Tet-induced ROS (P<0.01). After ROS was inhibited by NAC, apoptosis 
rate was decreased compared with the control (P<0.01). Further study indicated that Tet inhibited PI3K/Akt pathway 
in retinoblastoma cells. Conclusion: Tet induces cell apoptosis via increasing ROS synthesis and inhibiting PI3K/Akt 
pathway.
  　［Key words］ Tetrandrine; Retinoblastoma; Apoptosis; Reactive oxygen species; PI3K/Akt

　　粉防己碱(tetrandrine，Tet)是从千金藤属

防己科植物粉防己根部提取的一种天然双苄基

异喹啉类化合物［1］。粉防己在我国传统医药

中具有悠久的应用历史，其被广泛应用于类风

湿性关节炎、败血症、肺硅沉着病等疾病的治

疗中［2-4］。近年来，Tet由于其显著的抗肿瘤作

用而受到广泛关注。已有研究表明，Tet不但

具有良好的直接抗肿瘤作用，同时也具有显著

地逆转肿瘤细胞耐药的作用［5-7］。视网膜母细

胞瘤是最常见的儿童恶性肿瘤之一，发病率为

1∶21 000~1∶18 000［8］。虽然随着治疗方法的

改进，视网膜母细胞瘤的治疗效果明显改善，

患儿的生存率显著上升，但是视网膜母细胞瘤

作为一种严重致残致死的疾病仍旧危害着许多

儿童的健康。本研究通过探讨Tet的抗视网膜母

细胞瘤的效果，初步阐明其作用机制，并为Tet
在视网膜母细胞瘤中的应用提供实验依据。

1　材料和方法

1.1　试验材料

　　人视网膜母细胞瘤细胞系WERI-Rb-1及Y79
购自中国医学科学院基础医学研究所基础医学

细胞中心，Tet(纯度≥90%)及N-乙酰基-L-半胱

氨酸(N-acetyl-L-cysteine，NAC)购自美国Sigma-
Aldrich公司，RPMI-1640培养基及胎牛血清购

自美国Hyclone公司，CCK-8购自东仁化学科技

(上海)有限公司，Z-VAD-FMK购自美国Enzo公

司，Akt、p-Akt及GAPDH抗体均购自美国Cell 
Signaling Technology公司，AnnexinⅤ/PI凋亡

检测试剂盒购自美国BD公司，反应性活性氧

(reactive oxygen species，ROS)活性氧检测试剂

盒购自南京凯基生物科技公司。

1.2　方法

1.2.1　细胞培养

　　WERI-Rb-1及Y79细胞均使用含有10%胎牛

血清的RPMI-1640培养基，置于37 ℃、CO2体

积分数为5%、饱和湿度的细胞培养箱中常规培

养。

1.2.2　CCK-8实验

　　取对数生长期细胞传代至96孔细胞培养板

内，过夜后依实验所需加入相应浓度的药物，

给药时间达到实验设定时间后，每孔加入10 μL 
CCK-8试剂，置于细胞培养箱内继续温育2 h，

酶标仪450 nm比色并记录结果。

1.2.3　AnnexinⅤ/PI凋亡试验

　　将待检测细胞常规离心收集，使用PBS洗

涤2次后，轻柔加入500 μL结合缓冲液重悬细

胞，依次加入AnnexinⅤ和PI各5 μL，混匀后避

光染色15 min，流式细胞仪检测。

1.2.4　蛋白［质］印迹法(Western blot)检测

　　将待检测细胞收集后使用细胞裂解液裂

解，BCA法蛋白定量，加入上样缓冲液后加热

变性，取等量蛋白进行SDS-PAGE电泳分离后，

恒流300 mA转膜，5%脱脂奶粉封闭后，一抗温

育过夜，次日TBST缓冲液洗膜后，二抗室温温

育1 h，ECL化学发光，拍照存档，本研究所使

用一抗封闭浓度均为1∶1 000。

1.2.5　ROS活性氧检测

　　使用无血清培养基将二氯二氢荧光素一
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乙酰乙酸酯(2’, 7’-dichlorofluorescindiacetate，

DCFH-DA)稀释至终浓度10 μmol/L，待检测细

胞常规收集后悬浮于该稀释液内，在37 ℃细胞

培养箱中温育20 min，每5 min颠倒混匀1次。检

测前使用无血清培养基洗涤细胞2次，流式细胞

仪检测。

1.3　统计学处理

　　采用SPSS 13.0统计软件进行统计分析。数

据采用x±s表示，两样本均数间比较采用t检验，

多样本均数间比较采用单因素方差分析(one way 
ANOVA)，组间比较采用LSD检验。P<0.05为差

异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　Tet对人视网膜母细胞瘤细胞活力的影响

　　对WERI-Rb-1及Y79细胞分别给予不同浓度

(4、8、10和20 μmol/L)的Tet作用，24 h后使用

CCK-8实验进行检测，结果如图1A所示。Tet的
抗肿瘤效果随着给药浓度的增加而不断增强，

在Tet浓度为4、8、10和20 μmol/L时，WERI-
Rb-1细胞抑制率分别为5.7%、25.0%、55.1%和

84.9%，Y79细胞抑制率分别为2.4%、2.9%、

23.8%和54.2%；WERI-Rb-1及Y79细胞在药物

浓度分别为8及10 μmol/L时，细胞活力开始受

到显著抑制，差异有统计学意义(P<0.01)。以

10 μmol/L Tet处理WERI-Rb-1及Y79细胞，分别

于12、24及48 h检测细胞活力，结果表明Tet的
抗肿瘤作用有明显的时-效变化，WERI-Rb-1细

胞抑制率分别为6.0%、45.5%和74.7%，Y79细

胞抑制率分别为2.9%、19.4%和43.3%，差异有

统计学意义(P<0.01，图1B)。

图 1　Tet对视网膜母细胞瘤细胞活力的影响

Fig. 1    The anti-tumor effects of Tet on retinoblastoma cells

A: The viability of Tet treated-cells was decreased in a dose-dependent manner; B: The viability of Tet treated-cells was decreased in a time-
dependent manner; **: P<0.01, compared with control group

2.2　Tet对人视网膜母细胞瘤细胞凋亡的影响

　　为了研究Tet是否可以诱导视网膜母细胞瘤

细胞凋亡，本研究使用Annexin Ⅴ/PI法检测细

胞凋亡率，结果显示在给予10 μmol/L Tet作用细

胞24和48 h后，肿瘤细胞凋亡比率明显上升，

WERI-Rb-1细胞凋亡率由(3.45±0.83)%分别上

升至(23.70±1.75)%和(34.83±3.15)%，Y79细胞

凋亡率分别为(9.62±2.69)%和(14.97±1.50)%，

差异有统计学意义(P<0.01，图2A)。进一步使

用凋亡抑制剂Z-VAD-FMK进行研究，发现在

10 μmol/L Tet作用细胞24 h后，Z-VAD-FMK可

以显著抑制Tet对WERI-Rb-1及Y79细胞的凋亡

诱导作用(P<0.05，图2B、C)。该结果说明Tet的
抗肿瘤作用与其诱导凋亡作用有关。

2.3　Tet对人视网膜母细胞瘤细胞ROS的影响

　　使用对Tet更为敏感的WERI-Rb-1细胞进

行后续实验，检测WERI-Rb-1细胞内的ROS
含量，在给予10 μmol/L Tet作用细胞6和12 h
后，细胞的ROS产生量较对照组明显上升，其

平均荧光强度较对照组分别上升了(2.46±0.33)
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和 ( 3 . 0 1 ± 0 . 1 6 ) 倍 ， 差 异 有 显 著 统 计 学 意 义

(P<0.01，图3A)。进一步使用ROS清除剂NAC
进行实验，结果表明NAC能够使Tet诱导产生

的ROS显著降低(P<0.01，图3B)。为了说明Tet
引起的细胞ROS升高与凋亡之间的关系，本研

究在给予细胞NAC后进行了凋亡检测。结果表

明，在给予NAC抑制ROS后，细胞凋亡率较单

独Tet作用组明显下降(P<0.01，图3C)，NAC能

够部分逆转Tet的抗肿瘤作用。上述结果表明，

Tet能够引起ROS升高，且该作用与其介导的肿

瘤细胞凋亡有关。

2.4　Tet对WERI-Rb-1细胞PI3K/Akt信号通路

的作用

　　Western blot检测结果表明，在给予Tet 12 h
后，视网膜母细胞瘤WERI-Rb-1细胞p-Akt表达

量呈现明显下降的趋势(图4A)，说明Tet能够抑

制WERI-Rb-1细胞PI3K/Akt信号通路的活性。

为了说明该信号抑制作用与ROS产生之间的关

系，本研究又使用了ROS清除剂NAC进行研

究，结果如图4B所示，在给予了NAC后，p-Akt
的表达量较Tet单独处理组明显上升，ROS能够

抑制WERI-Rb-1细胞PI3K/Akt信号通路。

图 2　Tet对视网膜母细胞瘤细胞凋亡的影响

Fig. 2    The effects of Tet on apoptosis of retinoblastoma cells

A: The apoptosis rate was increased after Tet (10 μmol/L) treatment; B, C: Z-VAD-FMK (50 μmol/L) attenuated Tet-induced (10 μmol/L, 24 h) 
cell death; B: WERI-Rb-I cells; C: Y79 cells. **:P<0.01, compared with control group

图 3　Tet诱导ROS生成并导致细胞凋亡

Fig. 3    Tet induces cell apoptosis via ROS induction

A: Tet (10 μmol/L) increased cellular ROS in WERI-Rb-1 cells; B: NAC (20 mmol/L) reduced Tet-induced (10 μmol/L, 24 h) celluar ROS; C: 
NAC (20 mmol/L) attenuated Tet-induced (10 μmol/L, 24 h) cell death; **: P<0.01, compared with control group
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3　讨　　论

　　视网膜母细胞瘤是发病率最高的儿童眼内

原发恶性肿瘤，如果不接受治疗，患儿通常会

在1~2年内死亡［9］。近年来，随着治疗技术的

不断提高，完全通过眼球摘除手术治疗视网膜

母细胞瘤的方法已较少应用。目前视网膜母细

胞瘤的治疗原则是在保障患儿生命的前提下尽

量保留患眼及残存的视功能。所以在该病的治

疗中，保守治疗起到了非常重要的作用。放疗

和化疗是最常用的保守治疗视网膜母细胞瘤的

方法，但是放疗可能会造成严重的并发症，化

疗又会诱导肿瘤耐药从而导致治疗失败，如果

能找到合适的保守治疗的方法将极大提高患者

的生存率。

　　我国传统中医药在肿瘤治疗中具有非常广

阔的应用前景。Tet是从中药粉防己中提取的

天然化合物，具有悠久的临床应用历史。目前

已知Tet对于多种肿瘤都具有良好的抗肿瘤作 

用 ［10-12］，该药物可以激活胆囊癌和骨肉瘤

细胞的Caspase -3蛋白从而诱导肿瘤细胞死 

亡［13-14］，然而其是否具有抗视网膜母细胞瘤

的作用目前仍未见有研究报道。本研究发现，

WERI-Rb-1及Y79细胞受到Tet处理后，细胞活

性明显下降，凋亡率明显上升，Tet具有良好

的抗视网膜母细胞瘤的作用。ROS是细胞代

谢的产物，在许多生理及病理过程中发挥着

重要的作用，ROS诱导细胞凋亡是其作用之 

一［15-16］。本研究表明Tet可以引起肿瘤细胞内

ROS的增多，进一步使用ROS清除剂NAC降

低细胞内ROS含量后，细胞的凋亡率明显下

降，说明Tet的诱导凋亡作用与ROS增多有关。

PI3K/Akt信号通路是细胞内重要的调控机制，

在细胞的增殖、凋亡和分化中发挥着重要的作

用［17］。本研究发现，Tet能够显著下调WERI-
Rb-1细胞Akt的磷酸化水平，抑制PI3K/Akt信号

通路。有研究表明激活PI3K/Akt能够导致细胞

内ROS的产生，而过多的ROS又能够进一步抑

制PI3K/Akt通路［18-19］。为了探讨Tet所引起的

ROS产生与PI3K/Akt抑制之间的关系，我们使

用了NAC进行研究，结果表明Tet诱导了ROS的

产生，过多的ROS又进一步抑制了WERI-Rb-1
细胞PI3K/Akt信号通路。总之，Tet一方面能够

通过诱导ROS直接诱导肿瘤细胞凋亡，另一方

面其诱导产生的ROS也能抑制细胞PI3K/Akt信
号通路发挥抗肿瘤作用。

　　本研究从体外水平验证了Tet的抗视网膜母

细胞瘤作用，并初步阐明了其抗肿瘤的作用机

制，Tet能够诱导产生ROS，抑制PI3K/Akt信号

通路，从而丰富了Tet的抗肿瘤谱，拓宽了Tet的
应用，为Tet的未来临床使用提供了实验依据。
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