
!"#!$%&!"#"$%$ !’(#"’&!"#"$%$ " )*’"!"#"$%$

#$% & ’( )$& *

!"
+,-.&

论 著
癌变 畸变 突变

收稿日期：/001 2 ’0 2 ’3；修订日期：/001 2 ’/ 2 ’(
作者简介：李润青 4 ’(3’ 2 5，男，河北衡水人，硕士研究生，研究方向：肿瘤

分子诊断。

!6$77,8-$9:,9;, .$ < +=>) ?@$A,9 &B,% < 0C’’ 2 310(*/3C，D 2 E@F% < G@$,98H@9I
J@H$$ & ;$E& ;9

槲皮素对结肠

癌细胞 +KL30
增殖、细胞周期

和 ;J;%F9 ?’ 蛋白

表达的影响

李润青 M单保恩!

4河北医科大学第四医院科研中心，河北

石家庄 0*00’’5

!""#$%& ’" ()#*$#%+, ’,
-*’.+"#*/%+’,0 1#.. 12$.# /,3

12$.+, 45 -*’%#+, !67*#&&+’, ’"
1’.’, 1/*$+,’8/ 1#.. 9+,#

:;<=>

NO PQ9ARF9S ! +=>) ?@$A,9!

& ’()(*+,- .(/0(+ 12 0-( 314+0- 51)670*8 12 5(9(7 :(;7,*8
</7=(+)70> ? $-7@7*A-4*/B CDCCEE? 5(9(7 ? 6HF9@F

【摘要】背景与目的：探讨槲皮素对人结肠癌细胞 +KL30 增殖、凋亡、细胞周期及 6J;%F9?’ 蛋白表达的影响，并探讨其抗肿瘤机

制。 材料与方法：以 ’0、/0、L0、10、30、’10!E$% M N 的槲皮素处理 +KL30 细胞，采用 TBB 比色法、流式细胞技术、K,8.,79 G%$. 方法分析

槲皮素对细胞增殖、凋亡、细胞周期及 ;J;%F9 ?’ 蛋白表达的影响。 结果：与对照组相比，/0!E$% M N 槲皮素可促进 +KL30 细胞增殖

4 G U 0& 0*5，但 L0、30、’10!E$% M N 的槲皮素可明显抑制 +KL30 细胞的增殖 4 G U 0& 0’5，抑制作用呈剂量和时间依赖性。/0、L0、10、30

!E$% M N 的槲皮素作用 +KL30 细胞 L3 H，V0 MV’ 期和 + 期细胞减少，V/ MT 期细胞显著增多 4 G U 0& 0’5。30!E$% M N 的槲皮素作用 L3 H 后

细胞凋亡率 4 ’C& C/ W L& 1/5 X，较对照组 4 /& 13 W ’& 0L5 X显著升高 4 G U 0& 0’5；L0、10、30!E$% M N 的槲皮素作用 +KL30 细胞 L3 H 后，

;J;%F9 ?’ 蛋白表达降低 4 G U 0& 0*5。 结论：槲皮素对结肠癌细胞 +KL30 的增殖有一定的调节作用，低浓度可促进其增殖，而高浓度

则可抑制其增殖，其抑制作用机制可能与影响细胞周期分布、诱导细胞调亡、调节 ;J;%F9 ?’ 蛋白表达有关。
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槲皮素是一种天然的黄酮类化合物，广泛存在于水

果、蔬菜、种子、核桃、茶、红酒和多种中草药中 &# ’( )，具

有降血脂、抗血小板凝集、抗炎、抗过敏等多种药理作

用 &* )，能诱导多种肿瘤细胞凋亡 &% ’+ )。国外已将其作为抗

癌药物应用于临床，但槲皮素的抗肿瘤机制尚不十分明

确。我们检测了槲皮素对结肠癌细胞 ,-*./ 的增殖、细

胞周期、细胞凋亡及相关蛋白表达的影响，分析其抗肿

瘤机制，以期为槲皮素作为抗癌药物的开发利用提供一

定的理论依据。

! 材料与方法

!" ! 材料

槲皮素 0123453678，1/#9%，:-; ((.< 9+= 购于美国

,7>?@ 公司，用二甲基亚砜 0A:,B=配成储存液，’ 9/ C
保存。试验时用 A:D: 培养液稀释，A:,B 的体积分数

小于 # ?# E F。噻唑蓝 0:GG=、碘化丙碇 0HI = 购自美国

,7>?@ 公司。A:D: 培养液为美国 J7K5L 公司产品，胎牛

血清为杭州四季青生物公司产品。鼠抗人 5M5N78 O# 单

克隆抗体、DPF 化学发光试剂盒购自美国 ,@86@ 542Q 公

司。羊抗鼠 RSHTI>J 为 ,7>?@ 公司产品。结肠癌细胞

,-*./ 由中科院上海细胞库提供。

!" # 方法

!" #" ! 细胞培养 结肠癌细胞 ,-*./ 用含 #/U
胎牛血清、青霉素和链霉素各 #// V E ?N 的 A:D: 培养

液，于 (+C，饱和湿度，%U PB9 的培养箱中培养，呈对

数生长期时用于试验。

!" #" # $%% 法检测细胞增殖反应 实验分为阴

性对照组 0A:D: 培养液 = 和不同浓度槲皮素作用组

0 #/、9/、*/、./、#W/!?LN E F=。:GG 比色法 &. )分别测定槲

皮素作用 9* X、*. X、+9 X 后 ,-*./ 细胞的吸光度值 0Y
%+/ 8?=，每组实验均重复 ( 次。按下列公式计算细胞增

殖率：

增殖率 0 U = Z 实验组 Y 值 E对照组 Y 值 [ #//U。

!" #" & 细胞周期分布和凋亡率的检测 分别收

集经不同浓度 0 #/、9/、*/、W/、./!?LN E F=的槲皮素作用

*. X 后的 ,-*./ 细胞，* C +/U乙醇固定过夜后，HO,
洗去固定液，用 S\@]3Y0终浓度为 9/ ?> EF= (+ C消化 #
X，与 HI 室温反应 #/ ?78，用流式细胞仪 0D^75]T_F"，美

国 O35‘?@8 PL2N634 公司 = 检测，并应用 ,78>N3 X7]6L>4@?
]6@67]675 软件进行细胞周期和细胞凋亡分析。

!" #" ’ ()*+),- ./0+ 分析 收集经浓度为 */、W/、

./!?LN E F 的槲皮素作用 *. X 后的 ,-*./ 细胞，常规

提取细胞总蛋白，取等量蛋白样品进行 ,A,THYJD 电

泳。电泳后转移至 HaAb 膜，%U脱脂奶粉封闭后，加入

抗 5M5N78 O# 抗体，* C孵育 # X 后室温下孵育 # X，加入

RSH 标记的羊抗鼠二抗，室温下孵育 # X，以 DPF 试剂

盒显影 # ?78、曝光 #/ ?78 后，观察结果。用 >3NT̂ 4L
Y8@NMQ34 (< # 分析软件分析图象，结果以积分光密度值

0 7863>4@N L^675@N c38]76M，IBA=表示，并计算 5M5N78 O# 蛋白

的相对表达量 0 5M5N78 O# 条带 IBA 值 E JYHAR 条带 IBA
值 =。

!" #" 1 统计学方法 采用 ,H,,#9< / 软件进行统

计学处理。数据以 &’ d ( 表示，组内比较采用单因素方

差分析，多个实验组均数与一个对照组均数比较用

A288366T) 检验，以#Z /< /% 为检验水准。

# 结 果

#" ! 槲皮素对 2(’34 细胞增殖的影响

与对照组比较，9/ !?LN E F 的槲皮素能够促进

,-*./ 细胞增殖 0 * e /< /%=；而 */、./、#W/!?LN E F 的槲

皮素则对细胞的增殖有明显的抑制作用 0 * e /< /#=，抑

制作用呈剂量和时间依赖性 !见图 #。

9< 9 槲皮素对 2(’34 细胞周期分布和细胞凋亡

的影响

与对照组相比，槲皮素作用 *. X 后，#/!?LN E F 的

槲皮素对细胞周期影响不大 0 * f /< /%=，但 9/、*/、W/、./
!?LN E F 的 槲 皮 素 可 使 J9 E : 期 细 胞 显 著 增 多 0 *
e /< /#=，而 J/ E J# 和 , 期细胞减少 0 * e /< /%= 0表 #! 图

9O=。细胞凋亡率随槲皮素浓度的增加而升高，作用 *.
X 后凋亡率升高到 0 #(< (9 d *< W9= U与对照组的 0 9< W. d
#< /*= U比较差异具有统计学意义 0 * e /< /#= 0表 #，图

9A=。
#" & 槲皮素对 2(’34 细胞 565/7- 8! 蛋白表达的

影响

经槲皮素作用 *. X 后，,-*./ 细胞 5M5N78 O# 的蛋

! " # $

图 + 不同浓度槲皮素作用 ,-、-.、/, 0 对 12-.3 细胞增殖的影响

456789 + ’09 68:;<0 5=05>5<:8? 9@@9A< := 12-.3 A9BBC 9DE:C9F <:
G798A9<5= ;5<0 F5@@989=< A:=A9=<8H<5:=C @:8 ,-I -.I /, 0 <!:JEH89F ;5<0
A:=<8:B 68:7EI !! K 3L 3MI !!! K 3L 3+ <
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图 + 槲皮素对 ,-./0 细胞 121345 67 蛋白表达的影响 "：-89:8;5 <3=: 结果。7：对照组；>：.0 !?=3 @A 槲皮素；+：B0 !?=3 @A
槲皮素；.：/0 !?=3 @A 槲皮素。 6C蛋白条带半定量分析图
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NF8;18:45 6C98?4QNFJ5:4:J:4R8 J5J32949 O !=?HJ;8M K4:L 1=5:;=3 E;F5HS !! T 0O 0U
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表 7 槲皮素作用./ L对,-./0细胞细胞周期分布和细胞凋亡的影响

’J<38 7 (II81: =I NF8;18:45 =5 1833 12138 J5M JH=H:=949 ;J:8 =I ,-./0 18339

<$8-D0,L MC.N =$E.0$% ! !’ O 5& 5*! !!’ O 5& 5’&

! 讨 论

研究表明槲皮素能诱导多种肿瘤细胞凋亡 P* ! ( Q、抑

制 肿 瘤 细 胞 增 殖 P7 ! ’5 Q、 逆 转 肿 瘤 细 胞 的 多 药 耐 药

性 P’’ Q 。然而槲皮素对结肠癌细胞的作用机制不明确。

因此，我们研究了槲皮素对结肠癌细胞 +RGH5 的作

用。

结果显示槲皮素对 +RGH5 细胞增殖表现出双向

性，@5!8$% 9 : 的槲皮素可促进 +RGH5 细胞增殖，高浓

度 3 S G5!8$% 9 :; 时抑制 +RGH5 细胞增殖，并且随着槲

皮素浓度增大和作用时间的延长，+RGH5 细胞抑制率逐

渐增大。’75 !8$% 9 : 的槲皮素作用 K@ N 抑制率达到

H(& 55?。@5!8$% 9 : 的槲皮素虽能促进 +RGH5 细胞的

增 殖 ， 但 对 细 胞 周 期 和 细 胞 凋 亡 的 影 响 均 不 大

! " # $

图 > 槲皮素作用于 ,-./0 细胞后细胞周期分布和细胞凋亡变化。 "C对照组细胞 ./ L 细胞周期；6C/0!?=3 @A 槲皮素作用 ./ L 后
细胞周期变化；!C对照组细胞 ./ L 细胞凋亡；VC/0 !?=3 @A 槲皮素作用 ./ L 后细胞凋亡变化

D4EF;8 > ’L8 8II81:9 =I NF8;18:45 =5 1833 12138 J5M JH=H:=949 =I ,-./0 18339 O "C 1833 12138 =I 1=5:;=3 E;=FHP 6C:L8 1LJ5E89 =I 1833
12138 JI:8; /0 !?=3 @ A NF8;18:45 :;8J:?85: I=; ./ LP !C JH=H:=949 =I 1=5:;=3 E;=FHP VC :L8 1LJ5E89 =I JH=H:=949 JI:8; /0 !?=3 @ A
NF8;18:45 :;8J:?85: I=; ./ L

白表达水平下降，与对照组相比，差异具有统计学意义

3 ’ O 5& 5*;。随着槲皮素浓度的增高，=>=%CE T’ 蛋白表

达量逐渐下降，呈剂量依赖性 3 ( U 5& (((! ’ U 5& 55’;，见

图 I。
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& & ’ () (%*。槲皮素的这种生物效应，可能与其具有弱

雌激素活性有关 +#, -#. /。

细胞周期的调控在肿瘤的发生和治疗中有重要作

用 +#0 /。研究发现在细胞周期的 1# 2 3 期及 1, 24 期存在检

验点调控 & 56758 9:;<= 5:<=>:? *，其功能是在细胞进行有

丝分裂时控制有丝分裂器的装配，维持细胞倍性，保持

细胞分裂的同步，从而保证细胞周期在上游事件完成的

前提下启动下游事件 +#% /。细胞周期检验点的调控除了

修复损伤之外，还可以通过诱导凋亡来清除损伤的细

胞，阻滞细胞增殖周期进程从而引起凋亡，而凋亡也常

伴有细胞生长阻滞 +#@ /。本研究结果显示，槲皮素作用

3A0B( 细胞 0B 6 后，1( 21# 期细胞所占比例降低，而 1, 2
4 期细胞所占比例增加，3 期变化不明显。说明，槲皮素

可以使 3A0B( 细胞周期阻滞于 1, 2 4 期，我们的研究结

果与 4C>;:< +$ /和DC<E +#F /等的研究结果一致。槲皮素作用

3A0B( 细胞 0B 6 后，细胞凋亡率随槲皮素浓度的增加

而增加，B(!G:? 2 H 的槲皮素作用 0B 6 后，细胞凋亡率

比对照组增加了 .) $F 倍 &表 #*。细胞周期素 & 5I5?;<J *是
一类随细胞周期变化而变化的蛋白质，5I5?;< K# 在 1,

期表达增加，5I5?;< K# 与 9.05L5, 形成激酶复合物，控

制细胞由 1, 进入 4 期。本研究结果显示，槲皮素作用

0B 6 后，3A0B( 细胞 5I5?;< K# 蛋白表达下降，提示槲皮

素可能通过降低 5I5?;< K# 蛋白表达将细胞阻滞在 1, 24
期，抑制细胞增殖。

综上所述，槲皮素对 3A0B( 细胞的生长具有双向

调节作用，但主要表现为抑制作用，其作用机制可能与

细胞周期阻断和诱导细胞凋亡有关。槲皮素作为一种

广泛存在于自然界中的植物补体，已被证实具有较为肯

定的抗肿瘤活性，是一种很有希望的天然化学防癌剂和

化学治疗药物。随着研究的深入，必将揭开其抗瘤活性

的分子机制，为其在肿瘤防治中的应用提供理论基础。
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