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黄连素对多发性骨髓瘤细胞增殖和凋亡的影响

李敬东1，韩效林1，杨翠1，孙玲2

(1. 新乡医学院第一附属医院血液科，河南 新乡 453100；2. 郑州大学第一附属医院血液科，郑州 450052)

[摘　要]	 目的：探讨黄连素对多发性骨髓瘤细胞活性和凋亡的影响。方法：通过CCK-8试验检测不同浓度

黄连素作用下多发性骨髓瘤U266细胞的增殖；ELISA试验检测不同浓度黄连素作用下U266分泌

IL -6的情况；细胞凋亡试验检测不同浓度黄连素作用下U266骨髓瘤细胞凋亡行为变化；透射电子

显微镜(transmission electron microscope，TEM)和扫描电子显微镜(scanning electron microscope，

SEM)观察U266细胞的超微结构。结果：随着浓度(40~160 μmol/L)的改变，黄连素以剂量和时间

依赖的方式抑制U266细胞细胞增殖和IL -6分泌；黄连素以剂量依赖的方式诱导U266细胞G2/M期停

滞和凋亡，80 μmol/L黄连素处理后的U266细胞的超微结构发生凋亡的形态特征。结论：黄连素能

抑制人多发性骨髓瘤细胞的活性，诱导骨髓瘤细胞G2/M期停滞并诱导细胞凋亡。
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Abstract Objective: To investigate the effect of berberine on the activity and apoptosis of multiple myeloma cells. 

Methods: The proliferation of multiple myeloma U266 cells under different concentrations of berberine were 
detected by CCK-8. ELISA was used to detect the secretion of IL-6 by U266 under different concentrations of 
berberine. The apoptosis of U266 myeloma cells was detected by flow cytometry under different concentrations 
of berberine. The ultrastructure was observed by transmission electron microscopy (TEM) and scanning 
electron microscopy (SEM). Results: Treatment of U266 cells with berberine (40–160 µmol/L) suppressed 
cell proliferation and IL-6 secretion in dose- and time-dependent manners. At the same time, berberine dose-
dependently induced G2/M phase arrest and apoptosis in U266 cells. The ultrastructure of U266 cells treated with 
80 μmol/L berberine was morphologically characterized by apoptosis. Conclusion: Berberine can inhibit the 
activity of human multiple myeloma cells, induce G2/M stagnation and induce apoptosis.
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多发性骨髓瘤是一种克隆性B细胞恶性肿瘤，是

最常见的血液学肿瘤之一，其特征为浆细胞在骨髓

中的恶性增殖[1]。在中国，其发病率约为1/100 000，

而在发达国家，其发病率约为4/100 000[2]。

目前的治疗仍然以联合化疗为主[3]。经典的化

疗方案是基于瘤细胞生长缓慢的特点，强调持续

静脉点滴，以能杀灭更多瘤细胞，但其完全缓解

率较低，不能明显延长患者的生存期[4]。在棚替佐

米、来那度胺、沙利度胺等新药被批准临床应用

前，多发性骨髓瘤的初始传统一线治疗方案以长

春新碱+阿霉素+地塞米松、马法兰+泼尼松、环磷

酰胺+依托泊苷+顺铂为主[5]。此外，对于适用于干

细胞移植(stem cell transplant，SCT)的患者，应避

免使用含烧化剂(如马法兰)等影响干细胞采集的化

疗方案[6]。

近年来，本课题组研究了许多中药化合物的

抗癌潜力[7]。对于具有抗癌潜力的中药化合物，有

必要了解其抗癌作用机制，这将引导发展新型的

抗癌疗法。黄连素是一种最初从中草药中分离出

来的生物碱，目前用作治疗由细菌引起的腹泻[8]。

黄连素表现出多种药理活性，如抗氧化剂，抗炎

和抗癌活性。此外，黄连素可以增加人类癌细胞

对电离辐射或化疗的敏感性[9]。近来，研究者[10-12]

通过体内和体外的实验方法研究了黄连素对白血

病和淋巴瘤的作用。最近的一项研究 [13]表明黄连

素能下调mRNA和IL -6的蛋白水平，这是多发性骨

髓瘤增殖的关键因素。除此之外，已有研究 [14]显

示在携带人食管癌细胞的小鼠中黄连素具有抗恶

病质的效果。

本研究通过检测黄连素对多发性骨髓瘤细胞

U266细胞增殖和凋亡的影响，探究黄连素对多发

性骨髓瘤的作用。

1  材料与方法

1.1  材料

多发性骨髓瘤细胞株U266由上海细胞生物研

究所提供。细胞在含有10%FBS，100 mg/mL青霉

素和100 mg/mL链霉素的培养基中培养，37 ℃在

5%CO2培养箱中培养，生长至80%左右浓度时进行

传代和冻存。

黄连素购自美国S i g m a 公司。将黄连素溶解于

D M S O，浓度分别为4 0，8 0，1 2 0 和16 0  μ m o l / L 。 
E L I S A 试 剂 盒 购 自 台 湾 E x C e l l 公 司 。 A n n e x i n 
V-FITC /PI双染法细胞凋亡检测试剂盒购买于上海

美季生物技术有限公司。

1.2  ELISA 检测 IL-6 的分泌情况

ELISA试剂于室温(20~25 ℃)放置15~30 min。
空白微孔中加入50 μL的样品，空白对照加入50 μL
的蒸馏水；在样品孔中加入10 μL的生物素；在样
品孔中加入酶标记溶液；将酶标板用封口胶密封
后，37 ℃孵育反应1 h；充分清洗酶标板3~5次，
拍干，加入显色剂A，B液各50 μL，20~25 ℃下避
光反应15 min各孔加入50 μL终止液，终止反应。

1.3  显微镜观察超微结构

用 8 0  μ m o l / L 黄连素处理 2 4  h 的 U 2 6 6 细胞以 
2 000 r/min离心5 min，然后在2%戊二醛中在室温
下预处理2 d。洗涤细胞用0.1 mol/L PBS( pH7.2)  
3次，在1%OsO 4水溶液中固定2 h，然后再次洗涤
3次0.1 mol/L PBS( pH7.2)。将所得样品置于乙酸
异戊酯20 min，然后用乙醇/水洗涤(25%，50%，
75%，2个95%和3个100%乙醇洗涤)。最后将细胞
干燥后使用透射电子显微镜(transmission electron 
m i c r o s c o p e ， T E M) 和扫描电子显微镜 (s c a n n i n g 
electron microscope，SEM)观察。

1.4  细胞增殖试验

细 胞 增 殖 实 验 使 用 C C K - 8 试 剂 盒 测 定 。 将
U266细胞接种在96孔板中，  每孔1×10 4个细胞。
将 细 胞 用 不 同 浓 度 的 黄 连 素 ( 4 0 ， 8 0 ， 1 2 0 ， 
1 6 0  μ m o l / L)与U 2 6 6孵育2 4，4 8和7 2  h。孵育过
后，用PBS冲洗细胞两次。向每个孔中加入新鲜培
养基(200μL)，然后加入20 μL的CCK-8溶液，并在
37 ℃下孵育4 h。使用酶标仪板在490 nm波长下测
量不同组的OD值。OriginPro7.5软件计算黄连素作
用于U266细胞的IC50。 

1.5  细胞凋亡试验检测 U266 细胞的凋亡

将U266细胞以2×10 6的密度接种在6孔板中细
胞 / 孔 并 生 长 2 4  h 。 黄 连 素 以 不 同 浓 度 ( 0 ， 4 0 ，
80，120和160 μmol/L)加入到细胞中至。收集各处
理细胞并分为两个样品。将细胞轻轻涡旋并以浓度
重悬于结合缓冲液中3×106 / mL，加入100 μL细胞
悬液5 μL Annexin V-FITC和10 μL PI。样品是在室
温下避光混合15 min，并加入400 μLPBS溶液。第
一个样品在490 nm的激发波长下用于计数细胞。
C e l l Q u e s t 软 件 用 于 数 据 收 集 和 处 理 。 第 二 个 样
本，细胞在40 ℃下在70%乙醇中固定至少24 h，以
2 000 r/min离心5 min，用PBS洗涤两次，然后将
RNase A(100 μL)加入到细胞中置于37 ℃水浴中30 
min。PI(400 μL)添加到细胞中，并且细胞避光在
4 ℃静置30 min。通过流式细胞术评估细胞以识别
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细胞周期的变化。细胞增殖指数按照下列公式计

算：PI%=(S + G2/M)/(G0/G1 + S + G2/M)。

1.6  统计学处理

采用SPSS 16.0软件进行统计分析，实验数据

以均值±标准差(x±s)表示，两组比较采用独立样本

t检验，多组比较采用方差分析，P<0.05为差异有

统计学意义。

2  结果

2.1  黄连素对 U266 细胞活性的影响

为研究黄连素对U266细胞增殖的影响，通过

使用不同浓度的黄连素(40，80，120，160 μmol/L)
作用于该细胞(图1)，发现在同一浓度下，黄连素

对U266细胞活性的抑制作用随时间延长而增加；

在同一时间内，黄连素对U266细胞活性的抑制作

用随浓度升高而增加。24 h时，在不同浓度的黄连

素作用下，细胞的增殖率分别为96.04%±4.47%，

79.17%±2.54%，69.28%±4.36%，62.33%±5.12%。作

用24 h时，IC50值为57.6 μmol/L。

2.2  黄连素对骨髓瘤 U266 细胞分泌 IL-6 的影响

用不同浓度(40，80，120和160 μmol/L)的黄

连素处理U266细胞，在24，48及72 h时检测I L -6

的分泌量。实验结果显示：在24 h时，随着黄连素

浓度增高，IL -6的分泌量分别减少9.6%，27.8%，

53.7%和75%，组间差异具有统计学意义(P<0.05，

图2)。表明随着浓度增加，黄连素对IL -6的分泌水

平有一定的抑制效果。

2.3  不同浓度的黄连素对骨髓瘤 U266 细胞凋亡行

为的影响

通过使用不同浓度(40，80，120，160 μmol/L)
的黄连素，检测其对骨髓瘤U266细胞凋亡行为的

影响。结果显示：黄连素在一定程度上可以诱导

U266细胞凋亡，随着黄连素浓度水平升高，U266
骨髓瘤细胞的凋亡率相应增高 ( 8 . 8 2 % ± 8 . 4 3 %  v s 
25.31%±6.51% vs 16.94%±7.32% vs 26.87%±6.86% vs 
27.48%±3.15%，P<0.05；图3)。

2.4  不同浓度的黄连素对骨髓瘤 U266 细胞周期分

布的影响

通过使用不同浓度(40，80，120，160 μmol/L)
的 黄 连 素 ， 检 测 其 对 骨 髓 瘤 U 2 6 6 细 胞 周 期 分

布 的 影 响 。 结 果 显 示 ： 当 使 用 不 同 浓 度 ( 4 0 ，

8 0 ， 1 2 0 ， 1 6 0  μ m o l / L) 的黄连素处理 U 2 6 6 细胞  
2 4  h 后 ， S 期 细 胞 数 量 减 少 ， G 2 / M 期 的 细 胞 数

目与未处理对照细胞相比显着升高 ( 1 6 . 7 ± 2 . 4  v s 
38.2±3.88 vs 41.6±5.2 vs 54.3±5.4 vs 67.8±5.9)，差

异具有统计学意义(P<0.05，图4)。表明随着黄连

素的浓度水平升高，可以导致U 2 6 6细胞S期细胞

减少，G2/M期细胞增多，一定程度上抑制U266细

胞的增殖情况。

2.5  黄连素对 U266 细胞超微结构的影响

正常U266骨髓瘤细胞的形态学特征包括细胞

质的均匀分布与完整的细胞膜，以及在表面上形

成众多的微绒毛。使用80 μmol/L黄连素处理U266
骨髓瘤细胞后，细胞出现凋亡形态特征：细胞核

浓缩，胞质内出现大胞质颗粒、大型空泡、微绒

毛消失以及胞浆内形成多处栓塞(图5)。
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图3 不同浓度的黄连素对U266骨髓瘤细胞凋亡行为的影响

Figure 3 Effect of different concentrations of berberine on apoptosis of U266 myeloma cells
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3  讨论

多发性骨髓瘤的特征在于浆细胞的恶性克隆扩

增导致末端器官损伤，包括溶骨性骨损伤、贫血、

肾衰竭或高钙血症等[15]。随着诊疗技术的发展以及

人口老龄化的进程，该病现发病率呈逐年增高的趋

势，且多发性骨髓瘤多发于中老年人。我国每年约

有1.4万新诊断为多发性骨髓瘤的患者[2]。因此寻找

多发性骨髓瘤的优化治疗方案是目前研究的主要

热点。

多发性骨髓瘤因其患者年龄较大、治疗完全

缓解率低、易耐药且复发率较高的特点，临床疗

效不佳。大剂量化疗联合自体造血SCT，虽能提高

完全缓解率，但仍易复发，不能从根本上治愈多

发性骨髓瘤。异基因造血SCT理论上可以治愈多发

性骨髓瘤，但常因患者年龄较大，重要脏器功能

不全及移植相关病死率高等因素限制了其临床应

用[6]。大多数多发性骨髓瘤患者的治疗目的仍是延

长生命，提高生活质量。化疗是最基本、最常用

的治疗方法，可明显延长生存期[4]。

对 古 代 中 草 药 的 研 究 可 能 会 发 现 新 的 癌 症

治疗策略。黄连素是一种天然存在的异喹啉生物

碱，对许多类型肿瘤都具有一定抗癌作用。Iizuka
等 [16]表明黄连素对携带人食管癌细胞的裸鼠具有

抗恶病质的作用，这种效应是由IL -6相关机制介导

的。对于使用黄连素治疗的荷瘤小鼠，其营养指

标(例如血清葡萄糖水平)略有变化，但其 I L - 6水

平显著降低 [ 1 7 ]。大约7 0 %的多发性骨髓瘤患者超

过60周岁，超过90%的患者年龄至少50岁。几乎所

有的晚期患者为恶病质。K arnofsky评分和营养参

数有助于判断患者能否耐受化疗 [ 1 8 ]。 I L - 6是与营

养代谢密切相关的炎性细胞因子，也是多发性骨

髓瘤细胞关键的生长因子 [19]。假设黄连素可能是

一种治疗多发性骨髓瘤的有效的化学试剂，本研

究发现随着作用时间和处理浓度的改变，黄连素

(80~160 μmol/L)对U266细胞有明显的毒性作用，

图5 电子荧光显微镜观察黄连素对U266细胞形态的影响

Figure 5 Effect of berberine on morphology of U266 cells by electron microscopy

(A)TEM下U266细胞超微结构及黄连素处理过后的细胞形态(×5 000)；(B)SEM显示黄连素处理后，细胞内结构存在的绒毛

减少和栓塞增多(×5 000)。

(A) TEM showing U266 cell ultrastructure and cell morphology of berberine after treatment (×5 000); (B) SEM showing decreased villi 

and increased embolization in cells after berberine treatment (×5 000).

Berberine (80 μmol/L)Control

Berberine (80 μmol/L)Control

A

B
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能降低IL -6的分泌。本研究通过TEM观察U266细

胞的超微结构发现核染色质固缩、细胞质空泡以

及其他凋亡迹象。此外，使用SEM发现U266细胞

表面的微绒毛几乎完全消失。也许进一步的研究

将有助于了解黄连素是否会引起多发性骨髓瘤细

胞的差异分化。

目前的结果表明 I L - 6分泌可能受细胞凋亡的

影响。24 h时，对照组与40 μmol/L处理组比较差

异有统计学意义，说明小剂量的黄连素可以抑制

IL -6的分泌。本结果表明在用黄连素作用U266细

胞 4 8 和 7 2  h 后 ， 其 细 胞 活 性 显 著 降 低 。 这 与 X i e 
等[20]的结果相反。其结果表明黄连素作用24 h后，

两种口腔来源(KB和OC2)、两种胃来源(SC-M1和

NUGC-3)和两种结肠来源(COLO 205和CT 26)的癌

细胞株的多重耐药性转运蛋白(Pgp-170)均上调。有

学者 [21]证实：使用32 μmol/L的黄连素预处理肿瘤

细胞24 h后，再使用紫杉醇治疗时，肿瘤细胞活性

增强，并可以阻断紫杉醇诱导的G 2/M停滞和形态

学变化，因此认为黄连素能在消化道肿瘤细胞中

调节Pgp-170的表达和功能，并降低紫杉醇的治疗

效果。本研究没有观察到使用黄连素处理多发性

骨髓瘤细胞后对化疗药物的敏感性有何种变化，但

发现黄连素可以作用于U266细胞G2/M期，并与剂

量成相关性。后续实验拟通过联合部分化疗药物

观察黄连素的协同作用，为黄连素在临床肿瘤的

治疗方向提供一定的理论支持。

另 外 ， 肿 瘤 细 胞 凋 亡 受 到 促 凋 亡 因 子 和 抗

凋 亡 因 子 的 双 重 的 调 节 是 目 前 多 数 学 者 认 同 的

机 制 [ 2 2 ]。 在 目 前 的 研 究 中 ， 黄 连 素 还 以 剂 量 依

赖性的方式参与细胞内凋亡因子的调控。许多天

然存在的化合物已经被证实通过诱导细胞凋亡发

挥 抗 肿 瘤 作 用 。 例 如 ， 柴 胡 中 的 两 大 药 用 成 分

saikosaponin-a(SSa)和saikosaponin-d(SSd)，通过在

肿瘤细胞(例如肝癌、胰腺癌、乳腺癌和肺癌)中不

断的积累，能增加顺铂的细胞毒性作用 [23]。用凋

亡因子抑制剂预处理肿瘤细胞，可以有效降低细

胞毒性；而黄连素对不同肿瘤细胞内的凋亡因子

的调控和诱导水平不同，寻找骨髓瘤细胞中黄连素

和化疗药物的联用效果是需要逐步解决的问题，可

能会给临床骨髓瘤的治疗提供新的发展方向。

综上所述，本研究通过检测骨髓瘤增殖活力

和凋亡行为的变化，表明黄连素可以一定程度上

抑制多发性骨髓瘤U266细胞的增殖活性，干扰细

胞G 2/M期的进展并诱导细胞凋亡，对临床上多发

性骨髓瘤的治疗提供了新的研究思路，也为化疗

药物的联用机制提供了参考意见。
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