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摘 要

结肠癌是一种常见的消化道恶性肿瘤，严重威胁着人们的健康。结肠癌可

以通过手术予以切除治疗，但治疗后多半会出现复发和转移，因此寻求到有效

的抗癌药物成为结肠癌治疗的关键问题之一。黄连素（Berberine）又称小檗碱，

是从黄连、黄柏等中药中提取的一种生物碱，临床上长期用于胃肠消化道疾病

的治疗。研究发现，黄连素具有广泛的药理作用，近年来，它在抗肿瘤方面所

具有的药理价值也逐渐被人们所关注和认可，且因其价格低廉、毒副作用小、

药源丰富等优点而广受喜爱。研究证实，黄连素对多种肿瘤细胞都具有抑制作

用，但其作用机制至今仍未研究透彻。

本文以人结肠癌细胞系 KM12C、KM12SM、KM12L4A为研究对象，以黄

连素为药物处理方式，来探索黄连素对人结肠癌细胞凋亡和迁移作用的影响及

其分子机制。在凋亡方面，我们首先采用MTT法测定人结肠癌细胞系 KM12C、

KM12SM、KM12L4A的增殖存活率，结果表明黄连素对它们均具有明显的存

活抑制作用，且具有剂量依赖关系。其次，我们采用 Hoechst33342染色法观测

这三种人结肠癌细胞系的形态学变化，用 Annexin V/PI双染法检测它们的细胞

凋亡率，并用 Rhodamine123染色经流式细胞仪检测三者的线粒体膜电位变化，

来探讨经黄连素对人结肠癌细胞的凋亡作用。结果证实，黄连素可以有效诱导

三种人结肠癌细胞系发生凋亡，且同样具有剂量依赖关系。同时，我们还采用

Western Blot对 KM12C细胞进行蛋白分析，来阐明黄连素诱导人结肠癌细胞凋

亡的分子机制。结果发现，黄连素可以降低 Bcl-2、Caspase-3, -9和 PARP的表

达，使 PARP出现剪切化激活，并提高 Bax和 AIF的表达，使 AIF和 Cyt c从

线粒体被释放。此外，黄连素还能上调 Fas和 p53，并下调 p65、Ras、p38、Akt

和β-catenin等蛋白的表达。最后，我们建立裸鼠模型，研究并证实了黄连素可

以在裸鼠体内抑制 KM12C细胞的增殖生长。在迁移方面，我们采用细胞划痕

实验、免疫荧光技术和蛋白免疫印迹法，证明黄连素可以有效抑制人结肠癌细

胞系的迁移作用，并影响 Exo70在 KM12C细胞内的表达定位，且这种抑制作

用可能与下调迁移相关蛋白MMP-2, -9和 Exo70有关。

关键词：结肠癌；黄连素；凋亡和迁移
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Abstract

Colon cancer is one of common malignant digestive tumors from human, and it

is a serious threat to human health. Colon cancer can be treated by surgical resection,

however, more than half will appear the recurrence and metastasis after treatment.

Thus, to seek an effective anticancer drugs was one of the key issues in colon cancer

therapy. Berberine, a kind of alkaloid, is extracted from rhizoma coptidis, cortex

phellodendri and other traditional Chinese medicines, and clinically for the treatment

of gastrointestinal digestive tract disease for a long time. Studies show that berberine

has extensive pharmacological action, and it gradually gets attention and recognition

by people in antitumor pharmacological value in recent years. What’s more,

berberine is widely appreciated because of many advantages such as low price, little

toxic or side effects and rich medicine source. Studies prove that berberine has

inhibitory effect on many kinds of tumor cells, but the mechanism has not been

thoroughly studied.

In this paper, the human colon cancer cell lines KM12C, KM12SM and

KM12L4A are regarded as the research object, are treated with berberine, to

investigate the effect of berberine on apoptosis and migration and its molecular

mechanism in human colon cancer cells. In the aspect of apoptosis, firstly, we

determined the viabilities of the three human colon cancer cell lines treated by

different concentration of berberine. The results show that berberine can

significantly inhibits the viabilities of human colon cancer cell lines KM12C,

KM12SM and KM12L4A in a dose-dependent manner. Next, we use Hoechst33342

staining to observe the morphological changes of the three kinds of human colon

cancer cell lines, and the apoptosis rate was detected with the Annexin-V/PI staining

assay. In addition, the mitochondrial membrane potential changes are detected by

flow cytometry instrument to investigate whether berberine can induce human colon

cancer cells apoptosis. We found that berberine can effectively induce human colon

cancer cell lines KM12C, KM12SM and KM12L4A apoptosis in a dose-dependent
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manner as well. In the meantime, we analyzed the proteins of KM12C cells induced

by berberine treatment with Western Blotting assay to further clarify the apoptotic

molecular mechanisms of human colon cancer cells. The results show that berberine

can decrease the expression of Bcl-2, Caspase-3, -9, PARP, and make PARP

activated in shear.In addition, the expression of Bax and AIF are increased by

berberine treatment, and AIF, Cyt c was released from mitochondria. Moreover, we

find that berberine can up-regulate the expression of Fas and p53, or down-regulate

p65, Ras, p38, Akt and β-catenin. Finally, we establish a nude mice model of human

colon cancer cells to verify berberine can inhibit the growth and proliferation of

KM12C cells in vivo. In another aspect of migration, We use wound healing assay,

Immunofluorescence and western blot to prove that berberine can effectively

suppress the effect of migration in human colon cancer cells and effect on the

localization of Exo70. And the inhibitory action may be connected with the

down-regulation of MMP-2, -9 and Exo70 which involved in migration.

Key Words: colon cancer; berberine; apoptosis and migration
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PI Propidine Iodide 碘化丙啶

SDS Sodium Lauryl sulfate 十二烷基硫酸钠

PVDF Polyvinylidene Fluoride 聚偏二氟乙烯

SPF Specific pathogen Free 无特定病原体

COX cyclo-oxygenase 环氧化酶

MMT
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide

3-（4，5-二甲基噻唑-2）

-2，5-二苯基四氮唑溴盐
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结肠癌(cancer of colon)是指结肠粘膜上皮在环境或遗传等多种致癌因素作

用下发生的恶性病变，是常见的消化系统主要恶性肿瘤之一。根据最新 2014年

全球癌症报告，全球结直肠癌的死亡率已高居第 3位。随着人民生活水平的提

高，饮食结构的改变以及人口老龄化等问题的出现，包括我国在内的多数国家

或地区结肠癌发病率呈现逐年上升的趋势，严重威胁着人们的健康[1]。从流行

病学的观点看，结肠癌的发病与社会环境、生活方式(尤其是饮食习惯、缺乏体

力活动)、遗传因素有关。年龄、结直肠息肉史、溃疡性结肠炎及胆囊切除史也

是结肠癌的高危因素。近 20年来, 对癌症研究的大量投入推动了诊治的可喜进

步，但总体而言，结肠癌的病因仍不十分清楚。

黄连素（berberine）在临床上主要用于清热解毒、抗肠道细菌感染[2]。近年

来有研究发现，黄连素具有一定的抗癌功效，能抑制肿瘤细胞的侵袭转移，降

低自发的和外界刺激诱导的肿瘤细胞增殖，干预耐药蛋白的表达，增加肿瘤细

胞对传统放化疗的敏感性，影响多种基因的表达，从而实现对肿瘤增殖和转移

的抑制[3]。血管形成是肿瘤转移的重要条件。通过调节血管相关因子的表达，

可以达到降低肿瘤转移能力的作用。Kim S 等[4,5]通过培养拟胚体和多细胞

DU-145前列腺肿瘤细胞发现，黄连素能够显著抑制MMPs包括MMP-1、MMP-2

和MMP-9等蛋白表达以及血管生成，该作用在其他肿瘤细胞中也得到了很好

的体现。对MMPs蛋白家族的抑制，一定程度上促成了肿瘤细胞活动性和转移

能力的抑制。Fukuda[6]利用β-半乳糖昔报告基因系统检测人类结肠肿瘤细胞

COX-2转录活性, 发现当黄连素浓度大于 0.3 μmol/L时, 可以一种浓度和时间

依赖模式有效抑制人结肠肿瘤细胞的 COX-2转录特性。说明黄连素可能具备潜

在的抗结肠肿瘤形成的化学预防特性。何百成[7]等研究发现黄连素在5 - 40 mg/L

浓度范围内呈浓度依赖性和时间依赖性抑制人结肠癌HCT116和 SW480细胞的

增殖；黄连素 20 mg/L处理 72 h后的 HCT116和 SW480细胞出现明显凋亡。黄

连素对多种肿瘤细胞都有一定的抑制和杀伤作用，这对于寻找抗肿瘤天然药物

来说是一个可喜的信息。
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1.1 黄连素的抗肿瘤研究

黄连素（berberine ，图 1）是从毛茛科黄连属植物黄连 coptischinensis

Franch、三角叶黄连 C deltoided C y chengetHsido 或云连 c teetoidesc y

cheng的根茎中提取到的一种有效化学成分。黄连素的分子式[C20H18NO4]+Cl-，

分子量 371.8，黄色针状结晶，熔点 145℃，可溶于热水、乙醇，难溶于乙醚、

苯。能与氯仿和丙酮等生成复合物，其水溶液具有黄绿色荧光[8]。

图 1 黄连素分子结构图

Fig.1 Structure of berberine

大量的临床研究及疗效观察发现, 黄连素具有抗菌、抗肿瘤、降血脂、降

血糖、降低血小板聚集率、抗心律失常、保护缺血心肌、降血压、抗胃溃疡及

免疫调节等作用[9]。

1.1.1 抑制细胞增殖，诱导细胞凋亡

研究发现，黄连素具有明显的抗肿瘤作用，对肝癌、结肠癌、肺癌、白血

病、食管癌、脑部肿瘤和膀胱癌等许多肿瘤细胞的生长、增殖都有抑制作用[10]。

其可能机制主要是对化学致癌物的保护作用、诱导细胞凋亡、对细胞周期的影

响、激活蛋白 1和尿激酶型纤溶酶原激活剂途径的抑制、白细胞介素 6表达的

抑制、环氧化酶 2表达和活性的抑制、与 DNA 形成双链结构、作为光敏剂提

高氩激光治疗的效果等[11]。Kuo等[12]认为黄连素可与细胞 DNA结合从而诱导

细胞凋亡。Iizuka等[13]研究发现黄连素处理后的食管癌细胞，多停留在 G0/G1

期，S期细胞数减少，从而抑制肿瘤细胞增殖。Fukuda等[14]发现黄连素可以抑

制肝癌细胞中 AP1的活性，这与其发挥抗癌作用密切相关。同时他们还发现，

黄连素可抑制结肠癌细胞中 COX-2的转录活性，通过抑制 COX-2 mRNA的表
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达，可以达到抑制肿瘤细胞的目的[6]。Chung等[15]认为黄连素可以抑制膀胱癌

细胞的生长、增殖，是以一种浓度依赖模式抑制人类膀胱细胞的 NAT活性，浓

度越高其抑制作用越强。大量实验在多种细胞系中都验证了黄连素的抗肿瘤增

殖作用。但是也有实验表明，其对正常细胞毒性却很低。它对 HepG2的抑制浓

度 IC50一般低于 50 μmol/L，但是即使增加到 1 mmol/L对正常肝细胞毒性还是

很小甚至没有。然而，情况也并不绝对，黄连素在作用于血管平滑肌后，则表

现出与浓度正相关的增殖抑制[16]。此外，对于利用刺激因子导致的细胞增殖，

黄连素同样具有抑制作用。肿瘤促进剂 TPA上调乳腺癌细胞 P53的表达，黄连

素可以对抗MCF7细胞株 P53的上调，但对MDA-MB231没有这种作用[17]。有

许多研究表明，黄连素可诱导多种肿瘤细胞凋亡[18,19]。狄晓鸿等[20]研究黄连素

对人宫颈癌 Hela细胞株的体外作用，发现黄连素在体外对宫颈癌 Hela细胞具

有生长抑制作用，并可诱导细胞凋亡，其诱导凋亡作用可能与 Bcl-2蛋白表达

下调有关。有研究发现，在胃癌细胞MGC-803中用 8、4、2、1mg/L黄连素处

理 72h的抑制率分别为 100%、80.4%、51.5%、8.5%，作用细胞表现为较为典

型的细胞凋亡形态：细胞核固缩、染色质凝集断裂、颗粒含量增加等，表明黄

连素在体外能抑制胃癌MGC-803细胞增殖和诱导细胞调亡[21]。Hsu等[22]探讨黄

连素对人结肠癌细胞系 SW620的凋亡机制时发现，黄连素可以激活 Caspase-3、

Caspase-8和剪切化的 PARP，并释放细胞色素 C，抑制 Bid和抗凋亡蛋白 Bcl-2、

Bcl-xL等的表达。

1.1.2 抑制细胞侵袭和转移

侵袭和转移是恶性肿瘤的一种特性，肿瘤细胞会产生并分泌多种水解酶，

如各种基质金属蛋白酶(MMPs)及糖苷酶等。这些水解酶可破坏细胞外基质，为

癌细胞侵袭与转移开道。所以对MMPs蛋白家族的抑制，在一定程度上能抑制

肿瘤细胞的活动性和转移能力。有研究发现，在人皮肤成纤维细胞及角蛋白细

胞中，黄连素能够降低MMPs的基础及紫外线诱导的MMP-1和 TPA诱导的

MMP-9的表达及活性[4,5]。Lin等[23]研究黄连素对胃癌 SNU-5细胞的迁移作用，

认为发挥这种抑制作用可能是通过抑制细胞内MMP-1, -2, -9的表达水平实现

的。Liu等[24]在肝癌 HepG2细胞中发现黄连素通过上调 ROS表现出细胞毒性作

用，但对人正常细胞Chang liver却没有作用，他们认为其通过 PI3K-AKT和 ERK
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