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槲皮素对热应激后神经胶质瘤细胞凋亡及热激蛋白表达的影响

张晓琳，张明洁，许　静，杨　卓
（南开大学医学院临床医学系神经生理学实验室，天津 ３０００７１）

摘要：目的　探讨槲皮素对神经胶质瘤细胞（Ｃ６细胞）凋亡的影响及作用机制。方法　Ｃ６细胞加入槲
皮素０～２００μｍｏｌ·Ｌ－１培养１ｈ后，于４２℃水浴加热１ｈ，再正常培养１２ｈ。ＭＴＴ法检测 Ｃ６细胞存活率，
Ｈｏｅｃｈｓｔ／ＰＩ双染法，ａｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ双染检测细胞凋亡率，Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测热激蛋白７０（ＨＳＰ７０）表
达。结果　与正常对照组相比，加热组细胞存活率和细胞凋亡率均无明显改变，但加热组 ＨＳＰ７０表达水平
从正常对照组的０．２２±０．０１升高到０．３６±０．０２（Ｐ＜０．０１）。槲皮素能明显抑制 Ｃ６细胞增殖，槲皮素５０，
１００，１５０和２００μｍｏｌ·Ｌ－１细胞存活率分别为１０３％，８６％，７７％和７５％，呈浓度依赖性（ｒ＝０．９４，Ｐ＜０．０５）。
槲皮素５０，１００和２００μｍｏｌ·Ｌ－１显著诱导Ｃ６细胞凋亡（Ｐ＜０．０５）。与加热组相比，随着槲皮素浓度的增加，
Ｃ６细胞早期和晚期凋亡率均明显增加，最高细胞凋亡率为５９％，槲皮素２００μｍｏｌ·Ｌ－１处理后明显降低了加
热导致的ＨＳＰ７０表达增加，降低了５３％（Ｐ＜０．０１）。结论　槲皮素可以抑制ＨＳＰ７０表达并诱导神经胶质瘤
细胞凋亡。
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　　槲皮素（ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ）及其衍生物为一类天然黄酮
类化合物，是人类饮食中最主要的生物类黄酮，具有

广泛的药理作用［１－２］。近年研究发现，槲皮素具有显

著的抗肿瘤作用，其对体外培养的多种癌细胞如

ＨＬ６０，ＨＥＬＥ，ＨｅｐＧ２，ＨｅＬａ等具有抑制增殖及诱导
凋亡的作用［３－５］。热激蛋白（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ，
ＨＳＰ）是一组高度保守的蛋白质，作为细胞受损的标
志、神经保护因子，其对神经细胞的损伤有保护作用。

目前研究证实，机体受到各种刺激，如高温、缺氧、氧

化应激、感染、创伤和代谢毒物等作用时，细胞诱导产

生ＨＳＰ７０，增强细胞对损害的耐受力，维持细胞正常
功能，提高生存率。因此，本研究通过检测槲皮素对

热应激后神经胶质瘤Ｃ６细胞凋亡及 ＨＳＰ７０表达水
平的影响，进一步探讨槲皮素抗肿瘤的作用机制。

１　材料与方法

１．１　药物、试剂及仪器
槲皮素，二甲基噻唑二苯基四唑溴盐（ＭＴＴ）及

　
　　基金项目：国家自然基金资助项目（２００８ＡＡ０２Ｚ１２９）；
国家大学生创新性实验计划（３１０００５０９）
　　作者简介：张晓琳（１９８６－），女，南开大学医学院临床
医学系７年制学生。
　　通讯作者：杨　卓，Ｅｍａｉｌ：ｚｈｕｏｙａｎｇ＠ｎａｎｋａｉ．ｅｄｕ．ｃｎ，
Ｔｅｌ：（０２２）２３５０４３６４

凝胶电泳所用试剂均购自美国 Ｓｉｇｍａ公司。ＤＭＥＭ
培养基（美国，Ｇｉｂｃｏ公司）；胎牛血清（中国，兰州民
海生物工程有限公司）；青霉素和链霉素（中国，哈

药集团）；胰蛋白酶（美国，Ａｍｅｒｓｅｃｏ公司）；Ｐａｒａｆｉｌｍ
膜（美国，Ｐａｒａｆｉｌｍ公司）；双金鸡钠酸、蛋白定量试
剂盒（中国，南京建成公司）；聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）
膜和 ＥＣＬ发光试剂盒（美国，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；二甲
亚砜（ＤＭＳＯ，中国，上海生工公司）；ａｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ
凋亡试剂盒（中国，凯基生物）；β肌动蛋白小鼠单
克隆抗体、ＨＳＰ７０小鼠单克隆抗体和辣根过氧化物
酶标记兔抗鼠ＩｇＧ（美国，ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）。

倒置相差显微镜（日本，Ｏｌｙｍｐｕｓ公司），酶标仪
（美国，ＢＩＯＴＥＫ公司），日本产奥林巴斯显微镜。
流式细胞仪（美国，ＢＤ公司）。低温离心机（德国，
Ｈｅｔｔｉｃｈ公司）。
１．２　细胞株

Ｃ６细胞株来源于美国标准菌种收藏所
（ＡＴＣＣ），购自中国医学科学院上海细胞生物学研
究所。Ｃ６细胞贴壁生长于含有 １０％胎牛血清、青
霉素１００ｋＵ·Ｌ－１、链霉素１００ｋＵ·Ｌ－１的 ＤＭＥＭ培
养基中，在３７℃，５％ＣＯ２的培养箱中培养。
１．３　ＭＴＴ法检测细胞存活率

Ｃ６细胞用含有１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基
稀释至１×１０８Ｌ－１，将细胞接种至９６孔培养板，每
孔加入细胞悬液２００μｌ（空白孔不加细胞，只加培养
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基，用于酶标仪测定时调零），在３７℃和５％ＣＯ２的
条件下贴壁培养２４ｈ。观察细胞的生长情况，至细
胞长满８０％左右，换成无血清ＤＭＥＭ培养基后再培
养２４ｈ，使细胞同步化；然后分别加入含槲皮素０，
５０，１００，１５０和２００μｍｏｌ·Ｌ－１的无血清培养基，每个
剂量重复６孔，每组重复３次。以上体系置培养箱
中孵育 １ｈ后培养板周边用 Ｐａｒａｆｉｌｍ膜密封，于
４２℃水浴中加热１ｈ，然后在３７℃，５％ＣＯ２培养箱
中培养１２ｈ。按以上方法处理细胞后，吸弃培养基
后换入新培养基，每孔１８０μｌ。每孔加入２０μｌ浓
度为ＭＴＴ２０ｍｇ·Ｌ－１（终浓度为５ｍｇ·Ｌ－１），置 ＣＯ２
培养箱中孵育 ４ｈ，吸弃培养基，每孔加入 １５０μｌ
ＤＭＳＯ终止反应，混悬１５ｍｉｎ，以空白孔调零，在吸
收波长为４９０ｎｍ条件下，用酶标仪测定各孔的吸光
度值（Ａ）。细胞存活率（％）＝药物处理组 Ａ４９０ｎｍ
值／加热对照Ａ４９０ｎｍ值×１００％。
１．４　Ｈｏｅｃｈｓｔ／ＰＩ双染法检测细胞凋亡

大约 ５×１０９ Ｌ－１的细胞于 ３７℃ 中与 Ｈｏ
ｅｃｈｓｔ３３３４２（１０μｇ·ｍｌ－１）孵育１５ｍｉｎ后，离心、用
ＰＢＳ漂洗１次，重悬为密度大约２．５×１０１０Ｌ－１。上
机检测前加入１ｍｌＰＩ２５ｍｇ·Ｌ－１。荧光显微镜（激
发滤色镜波长：３３０～３８０ｎｍ；吸收滤色镜波长：４２０
ｎｍ）观察细胞。每处理组至少计数２００个细胞，实
验重复３次。
１．５　ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ双染法检测细胞凋亡百
分率

Ｃ６细胞以每孔１×１０５密度接种于６孔板，分
别加入槲皮素０，５０，１００和２００μｍｏｌ·Ｌ－１，培养箱中
孵育１ｈ。然后培养板周边用 Ｐａｒａｆｉｌｍ膜密封，于
４２℃水浴加热１ｈ，然后３７℃，５％ＣＯ２的培养箱中
培养１２ｈ。除去培养液，４℃预冷的 ＰＢＳ液洗２次，
加胰酶消化，收集细胞于１５ｍｌ离心管中，８３１×ｇ离
心后弃去上清液，以 ＰＢＳ清洗沉淀１次，再重复离
心、清洗１次。最后用５００μｌ结合缓冲液重新悬浮
细胞，避光加入５μｌａｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ、５μｌＰＩ，混匀
后室温避光孵育１５ｍｉｎ，进行流式细胞术分析。
１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测ＨＳＰ７０表达

细胞以每孔１×１０５密度接种于６孔培养板，并
随机分为３组：正常对照组，正常培养细胞；加热组，
以Ｐａｒａｆｉｌｍ膜密封６孔板，４２℃加热１ｈ后在培养箱
中恢复培养 １２ｈ；槲皮素处理组，用含槲皮素 ２００
μｍｏｌ·Ｌ－１的培养基在培养箱中孵育１ｈ，随后处理
同加热组。按照分组条件处理结束后，用预冷 ＰＢＳ
缓冲液洗３次，并在每孔中加入 ５０μｌ细胞裂解液
（ＰＭＳＦ１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１；Ｔｒｉｓ·ＨＣｌ１ｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ８．０；

ＮａＣｌ０．１５ｍｏｌ·Ｌ－１；１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００；５％Ｃｏｏｋｔａｉｌ）。
分别收集３组细胞于１．５ｍｌＥｐｐｅｎｄｏｒｆ离心管中，在
冰上充分裂解至少 ３０ｍｉｎ后，在低温离心机中以
４℃，８３１×ｇ离心１０ｍｉｎ。取上清液于新的Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
离心管中，用双金鸡钠酸法进行蛋白定量后，加入

５×上样缓冲液（Ｔｒｉｓ·ＨＣｌ０．５ｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ６．８；
５０％甘油，ＤＴＴ７８ｇ·Ｌ－１，ＳＤＳ１００ｇ·Ｌ－１，溴酚蓝
５ｇ·Ｌ－１）。煮沸后，分装后存于－７０℃冰箱备用。

样本（每个泳道上样２０μｌ，含总蛋白１５μｇ）经
８％ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白电泳分离后，转移至 ＰＶＤＦ膜
上，用５％脱脂奶粉封闭２ｈ。随后分别加入 ＨＳＰ７０
单克隆抗体（１∶５０００）和 β肌动蛋白单克隆抗体
（１∶２５００）４℃孵育过夜。ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ，
加入二抗（１∶４０００）室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜５次，每次
１０ｍｉｎ。ＥＣＬ发光试剂显影后，用ＧｅｌＰｒｏＡｎａｌｙｚｅｒ软件
进行积分吸光度分析。实验重复３次。
１．７　统计学分析

数据以珋ｘ±ｓ表示，用ＳＰＳＳ１１．５软件进行统计分
析，组间比较采用ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ及ＬＳＤｔ检验。

２　结果

２．１　槲皮素对热应激后神经胶质瘤细胞存活率的
影响

表１结果显示，与正常对照组相比，加热对细胞
存活率无明显影响。与加热组相比，槲皮素 ５０
μｍｏｌ·Ｌ－１组细胞存活率为（１０３±４）％，无明显改
变，而槲皮素１００μｍｏｌ·Ｌ－１组细胞存活率明显降低
（Ｐ＜０．０５），槲皮素１５０μｍｏｌ·Ｌ－１及２００μｍｏｌ·Ｌ－１

组的细胞存活率分别为（７７±４）％和（７５±５）％，显
著降低（Ｐ＜０．０１），呈浓度依赖性（ｒ＝０．９４，Ｐ＜
０．０５）。说明槲皮素能明显抑制Ｃ６细胞增殖。

表１　槲皮素对热应激后神经胶质瘤细胞存活率的影响
Ｔａｂ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｑｕｅｒｃｅｔｉｎｏｎｈｅａｔｉｎｄｕｃｅｄｇｌｉｏｍａｃｅｌｌ
ｓｕｒｖｉｖａｌ

组别 细胞存活率／％　　

正常对照 １０２±１

加热对照 １００±０

加热＋槲皮素　５０ １０３±４

　　　　　 　１００ ８６±７

　　　　　 　１５０ ７７±４

　　　　　 　２００ ７５±５

除正常对照组细胞外，其余各组细胞均先加槲皮素 ０～２００
μｍｏｌ·Ｌ－１作用１ｈ后于４２℃水浴加热１ｈ，再正常培养１２ｈ．珋ｘ±ｓ，
ｎ＝６．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，与加热对照组相比．
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２．２　槲皮素对热应激后神经胶质瘤细胞凋亡的影响
图１Ｈｏｅｃｈｓｔ／ＰＩ检测结果显示，与正常对照组

相比，加热对照组细胞凋亡率（７±２）％无明显改
变。与加热对照组相比，槲皮素 ５０，１００及 ２００
μｍｏｌ·Ｌ－１组细胞凋亡率分别为（１４±３）％，（２３±６）％
和（３９±７）％，均有显著增加（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。

表２和图２ａｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＶ／ＰＩ检测结果显示，
与正常对照组相比，加热对照组细胞早期凋亡率和

晚期凋亡率均无明显改变；与加热对照组相比，槲皮

素５０μｍｏｌ·Ｌ－１组细胞早期凋亡率显著增加，而晚
期凋亡率无明显改变，而槲皮素 １００和 ２００
μｍｏｌ·Ｌ－１组细胞早期和晚期凋亡率均显著增加
（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），细胞凋亡率最高为５９％。说

明槲皮素处理 Ｃ６细胞后，细胞早期凋亡与晚期凋
亡率均显著增加。

表２　槲皮素对热应激后神经胶质瘤细胞凋亡率的影响
Ｔａｂ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｑｕｅｒｃｅｔｉｎｏｎｔｈｅｒａｔｅｏｆｈｅａｔｉｎｄｕｃｅｄｇｌｉｏ
ｍａｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ

组别 早期凋亡率／％ 晚期凋亡率／％

正常对照 ４±２ ８±３

加热对照 ５±３ ５±１

加热＋槲皮素 ５０ １２±１ １１±３

　　　 　　 １００ ２３±２ １６±２

　　　　 　 ２００ ３４±３ ２５±５

细胞处理见表１．珋ｘ±ｓ，ｎ＝６．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，与加热组
相比．

图１　Ｈｏｅｃｈｓｔ／ＰＩ双染法检测槲皮素对热应激后神经胶质瘤细胞凋亡的影响 （×４００）．分组处理见表１．Ａ：正常对照组；Ｂ：加热
对照组；Ｃ：加热＋槲皮素５０μｍｏｌ·Ｌ－１；Ｄ：加热＋槲皮素１００μｍｏｌ·Ｌ－１；Ｅ：加热＋槲皮素２００μｍｏｌ·Ｌ－１．箭头示凋亡的细胞．
Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｑｕｅｒｃｅｔｉｎｏｎｈｅａｔｉｎｄｕｃｅｄｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＨｏｅｃｈｓｔ／ＰＩｓｔａｉｎｉｎｇ（×４００）．

图２　ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ检测槲皮素对热应激后神经胶瘤细胞凋亡的影响．分组处理见表１．Ａ：正常对照组；Ｂ：加热对照组；
Ｃ：加热＋槲皮素５０μｍｏｌ·Ｌ－１；Ｄ：加热＋槲皮素１００μｍｏｌ·Ｌ－１；Ｅ：加热＋槲皮素２００μｍｏｌ·Ｌ－１．
Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｑｕｅｒｃｅｔｉｎｏｎｈｅａｔｉｎｄｕｃｅｄｇｌｉｏｍａｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙａｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ．
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２．３　槲皮素对热应激后神经胶质瘤细胞ＨＳＰ７０蛋
白表达的影响

如图３所示，加热组 ＨＳＰ７０表达水平从正常对
照组的０．２２±０．０１升高到０．３６±０．０２，升高了３９％
（Ｐ＜０．０１），槲皮素 ２００μｍｏｌ·Ｌ－１处理后降低至
０．１７±０．０１，降低了５３％（Ｐ＜０．０１）。

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测槲皮素对热应激后神经胶质瘤细胞热
激蛋白７０（ＨＳＰ７０）表达的影响．分组处理见表１．条带１：正常对照
组；条带２：加热对照组；条带３：加热＋槲皮素２００μｍｏｌ·Ｌ－１组．
Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｑｕｅｒｃｅｔｉｎｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｅａｔｓｈｏｃｋ
ｐｒｏｔｅｉｎ７０（ＨＳＰ７０）ｉｎｈｅａｔｉｎｄｕｃｅｄｇｌｉｏｍａｃｅｌｌｓｂｙＷｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．

３　讨论

研究表明，通过诱导细胞凋亡增强肿瘤治疗效

果是目前肿瘤药物治疗的重要途径，槲皮素的抗肿

瘤作用及其与诱导细胞凋亡的关系是目前研究的热

点之一。文献报道槲皮素可以通过抑制 Ｂｃｌ２蛋白
表达、促进Ｐ５３蛋白表达诱导大鼠脑胶质瘤 Ｃ６细
胞凋亡［６］，以及阻滞细胞增殖周期［７］、上调胱天蛋

白酶３［８］、抑制ＨＳＰ７０表达［９］以及改变线粒体膜电

位［１０－１１］等途径抑制不同种类的肿瘤细胞增殖，诱导

细胞凋亡。本研究结果表明不同浓度的槲皮素处理

后Ｃ６细胞存活率明显降低，且证实 Ｃ６细胞存活率
降低主要是由于槲皮素引起了Ｃ６细胞凋亡。

作为分子伴侣，ＨＳＰ主要参与新生多肽的折叠
并参与抗原提呈、激素受体、细胞核受体结合和凋亡

的过程，对维持细胞正常的生理功能发挥重要作

用［１２－１６］。１９８２年 Ａｄａｍｓ等［１５］证实，生物细胞（包

括原核细胞和真核细胞）温度增高时均可合成一类

具有生物学活性及其多种生理功能的蛋白质，即诱

导型ＨＳＰ。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果显示，４２℃热应激处理
后ＨＳＰ７０表达明显高于正常细胞，而槲皮素处理
后，ＨＳＰ７０表达水平明显低于加热对照组，这表明槲
皮素抑制了热应激后Ｃ６细胞ＨＳＰ７０的表达。

研究证实，下调 ＨＳＰ７０的表达可以抑制
ＳＭＭＣ７７２１细胞增殖并诱导其凋亡 ［１７］。ＨＳＰ７０呈高
表达现象并可能与肿瘤细胞中错误折叠的蛋白高表

达，对ＨＳＰ７０的再折叠功能的需求增加有关，或是由
于肿瘤内微环境中低氧、葡萄糖供给不足更适宜

ＨＳＰ７０蛋白的高表达［１８－２０］。这种异常活跃的代谢需

要更多的 ＨＳＰ７０来调节和稳定，同时肿瘤细胞中突
变或异常蛋白质的存在刺激 ＨＳＰ７０的合成，使其呈
现高表达水平；另一方面，大量表达的ＨＳＰ７０又通过
下调凋亡相关基因、蛋白及蛋白酶活性而抑制细胞凋

亡，使细胞进一步异常增殖［２０］。因此，本实验结果表

明槲皮素诱导热应激后Ｃ６细胞凋亡的可能机制与抑
制热应激后 ＨＳＰ７０的表达有关，为深入阐明槲皮素
诱导Ｃ６细胞凋亡的机制提供重要依据。
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