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槲皮素对人结肠癌细胞 ＳＷ４８０ 基质金属
蛋白酶及组织蛋白酶唱Ｄ 的作用
孟勇　李华　林增海　吴华涛　马涛

　　【摘要】　目的　观察槲皮素对人结肠癌 ＳＷ４８０ 细胞分泌的基质金属蛋白酶（ＭＭＰｓ）的影响；观
察槲皮素对人结肠癌 ＳＷ４８０细胞组织蛋白酶唱Ｄ表达的影响。 方法　 酶谱分析技术观察槲皮素对人
结肠癌 ＳＷ４８０细胞ＭＭＰｓ分泌的影响；运用免疫组织化学方法观察槲皮素对人结肠癌 ＳＷ４８０细胞组
织蛋白酶唱Ｄ表达的影响。 结果　 酶谱分析法检测显示不同浓度的槲皮素能够抑制人结肠癌 ＳＷ４８０
细胞分泌 ＭＭＰ唱２及 ＭＭＰ唱９，随浓度的升高，ＭＭＰ唱２及 ＭＭＰ唱９的分泌量减少；免疫组织化学法显示不
同浓度的槲皮素处理人结肠癌 ＳＷ４８０细胞后，组织蛋白酶唱Ｄ的表达随药物浓度的升高和作用时间的
延长而降低。 结论　 不同浓度的槲皮素能够抑制人结肠癌 ＳＷ４８０ 细胞 ＭＭＰ唱２ 和 ＭＭＰ唱９ 的分泌及
组织蛋白酶唱Ｄ的表达，这些都可能是槲皮素抑制结肠癌细胞侵袭和转移的原因。
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　　大肠癌是严重危害人类健康的恶性肿瘤之一，近年来，随着社会经济的发展和人民生活水平的不断提
高，生活方式和饮食习惯的变化，致使我国大肠癌的发病人数呈逐年上升的趋势。 约半数患者根治术后死
于转移和（或）复发［１唱２］ 。 由于大肠癌对多种化疗药天然不敏感，且化疗药毒副作用大，因此寻求低毒高效的
天然植物成分成为近几年来抗肿瘤药物开发的热点

［３］ ，乃当务之急。
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槲皮素是一种天然的五肽羟基生物黄酮，在自然界含量丰富，广泛存在于多种中草药、花卉、干果、蔬菜
及水果中，对肿瘤具有预防和治疗作用。 有研究表明槲皮素有抑制肿瘤细胞生长的作用［４］ 。 研究表明结肠
癌的侵袭和转移的过程中基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰｓ）及组织蛋白酶唱Ｄ（Ｃａｔｈｅｐｓｉｎ唱Ｄ）
均有重要作用［５唱７］ 。 有鉴于此，本研究就槲皮素与大肠癌侵袭和转移相关的两个方面 ＭＭＰｓ及组织蛋白酶唱Ｄ
进行研究，试图发现防治结直肠癌细胞侵袭和转移的可能机制。

材料与方法

一、材料
１畅实验细胞：人结肠癌细胞株 ＳＷ４８０，由第四军医大学细胞工程中心提供。 ＳＷ４８０ 细胞株来源于白种

男性原发性的结肠癌组织，为贴壁生长的腺癌细胞。 培养采用含 １０％灭活小牛血清、１００ Ｕ／Ｌ青霉素和 １００
μｇ／Ｌ链霉素的 ＲＰＭＩ１６４０ 培养基，３７ ℃、５％ＣＯ２ 孵箱内传代培养。 每 ２ ～３ ｄ用２畅５ ｇ／Ｌ胰酶消化，以 １∶５ ～
１∶３传代。 当细胞生长状态稳定，呈对数生长期时用于实验，台盼蓝拒染率在 ９５％以上。

２畅实验材料：ＲＰＭＩ１６４０ （Ｇｉｂｃｏ公司），二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），分析纯产品（Ｓｉｇｍａ 公司），小牛血清（杭州
四季青生物工程研究所），槲皮素（Ｓｉｇｍａ公司），ＵｌｔｒａｓｅｎｓｉｔｉｖｅＴＭＳ唱Ｐ超敏试剂盒（福建迈新公司），明胶（Ｓｉｇｍａ
公司），考马斯亮蓝（Ｆｌｕｋａ公司）。

二、方法
（一）酶谱分析
１畅标本制备：正常传代的癌细胞长满 ８０％的瓶底面积时传代，１０ ｈ后按照分组（培养液中槲皮素浓度

分别为 ０、３０、６０、９０ μｍｏｌ／Ｌ）加入含槲皮素的培养液，培养 ４８ ｈ。 去除含血清培养液，ＰＢＳ液冲洗 ３ 遍后，加
入等量的不含血清的 ＲＰＭＩ１６４０ 培养液，经 １２００ ｒ／ｍｉｎ、４ ℃离心 １０ ｍｉｎ，０畅２２ μｍ滤膜过滤，以细胞数为依
据调整体积。 分装后立刻进行酶谱分析或冻存于－７０ ℃。 正常传代的癌细胞长至 ８０％瓶底面积时，收集培
养液并进行活细胞计数，培养液处理同上。 根据细胞计数调整上清液体积，分装后立刻进行下一步实验或
冻存于－７０ ℃［８］ 。

２畅酶谱分析步骤：将细胞条件培养液与等体积的 ２ ×ＳＤＳ非还原加样缓冲液在室温下混匀后直接点样。
４ ℃条件下恒压（１２０ Ｖ）电泳，待溴酚蓝泳至凝胶底部（约 １３５ ｍｉｎ），电泳结束后，凝胶置于 ２畅５％Ｔｒｉｔｏｎ唱Ｘ唱
１００ 中漂洗 ２ ｈ，再浸入反应缓冲液（５０ ｍｍｏｌ／Ｌ Ｔｒｉｓ唱ＨＣｌ，ｐＨ ８，５０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＮａＣｌ，１０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＣａＣｌ２ ）３７ ℃孵育
９ ｈ（过夜）。 取出凝胶，用 ０畅５％考马斯亮蓝 Ｒ２５０ 染色 ０畅５ ｈ，再用脱色液（３０％甲醇，１０％乙酸）脱色至蓝色
背景下显示出清晰的白色条带（明胶降解所形成的透明区带）为止。 运用德国产 Ｄｏｌｐｈｉｎ唱Ｄｏｃ 图像分析系统
对图像进行吸光度测定，计算各条带的积分 Ａ值（积分 Ａ值＝平均 Ａ值×面积）。

（二）免疫组织化学检测组织蛋白酶唱Ｄ
１畅细胞爬片制备：将无菌的盖玻片置于 ６孔板中，每孔一片。 取对数生长期细胞以 ２畅５ ｇ／Ｌ胰蛋白酶消

化细胞，用含 １０％灭活小牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０ 培养液配成单个细胞悬液，稀释成 ５ ×１０８ ／Ｌ，取 ０畅５ ｍｌ滴于盖
玻片上，３７ ℃、５０ ｍｌ／Ｌ ＣＯ２ 、饱和湿度下孵育２ ｈ后；每孔加培养液２ ｍｌ，培养１ ｄ后；每孔加入不同药物浓度
（槲皮素 ３０、６０、９０ μｍｏｌ／Ｌ），共同培养 ２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ。

细胞爬片固定：（１）用 ０畅０１ ｍｏｌ／Ｌ ＰＢＳ冲洗 ２次，每次 ５ ｍｉｎ；（２）４％多聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎ；（３）烤干，置
入－２０ ℃冰箱中备用（时间不超过 ２ 周）。

２畅免疫组织化学检查：采用链霉卵白素唱过氧化物酶（ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ唱ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＳＰ）免疫组织化
学法，一抗为组织蛋白酶唱Ｄ单克隆抗体，为即用型。 实验步骤按 ＳＰ法试剂盒说明书进行。 从冰箱中取出细
胞爬片，解冻，三蒸水清洗、浸泡５ ｍｉｎ；浸入 ３％ Ｈ２Ｏ２ 中 １５ ｍｉｎ（去除内源性过氧化物酶活性）；三蒸水浸泡
３ ｍｉｎ，共 ３次；正常山羊血清封闭，室温下 ３０ ｍｉｎ，用滤纸吸干；滴加一抗；山羊抗兔 ＩｇＧ，室温下 ５０ ｍｉｎ，ＰＢＳ
浸泡 ５ ｍｉｎ，共 ３次；滴加试剂 ＳＰ，室温下 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ浸泡 ５ ｍｉｎ，共 ４ 次；ＤＢＡ显色，苏木素复染，中性树胶
封固。 ＰＢＳ代替一抗作空白对照。

３畅阳性结果判断标准：组织蛋白酶唱Ｄ阳性细胞细胞质内出现棕色颗粒，每张切片随机选择 ５个视野，每
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个视野计数 ２００ 个细胞中的阳性细胞数，计算组织蛋白酶唱Ｄ指数。 （１）根据阳性细胞的百分比判断结果，阴
性（ －）：无表达；弱阳性（ ＋）：阳性细胞数＜２５％；阳性（ ＋＋）：阳性细胞数为 ２５％ ～７５％；强阳性（ ＋＋
＋）：阳性细胞数＞７５％。 （２）按照染片中大多数阳性细胞的染色反应强度分为三级：（ ＋）：细胞质内少量浅
棕色颗粒；（ ＋＋）：细胞质内较多明显棕色颗粒；（ ＋＋＋）：细胞质内大量致密棕褐色致密颗粒。
三、统计学分析
数据以均数±标准差（珋x ±s）来表示，采用 ＳＰＳＳ １０畅０ 统计软件进行分析。 采用单因素方差分析和 t 检

验，P ＜０畅０５ 为差异有统计学意义。

结　　果

１畅槲皮素对人结肠癌 ＳＷ４８０细胞 ＭＭＰｓ分泌的影响（表 １）：明胶酶谱实验结果表明，高转移人结肠癌
ＳＷ４８０ 细胞能够分泌 ＭＭＰ唱２及 ＭＭＰ唱９，同时发现不同浓度的槲皮素能够抑制 ＭＭＰ唱２ 及 ＭＭＰ唱９ 的分泌，３０
μｍｏｌ／Ｌ处理组与对照组之间的 ＭＭＰ唱９的分泌量存在统计学差异（P ＜０畅０５），其余各组之间差异也均有统
计学意义（P ＜０畅０１），提示槲皮素能够通过抑制 ＭＭＰ唱２ 及 ＭＭＰ唱９ 的分泌来抑制结肠癌 ＳＷ４８０ 细胞的体外
侵袭能力。

２畅槲皮素对人结肠癌 ＳＷ４８０ 细胞组织蛋白酶唱Ｄ的影响（表 ２）：组织蛋白酶唱Ｄ免疫组织化学显示，组织
蛋白酶唱Ｄ主要表达于细胞质内，阳性细胞细胞质内出现棕色颗粒。 人结肠癌 ＳＷ４８０ 细胞经 ３ 种浓度的槲
皮素处理后，组织蛋白酶唱Ｄ的表达 ２４ ｈ后即开始减少，持续到 ７２ ｈ，并呈剂量依赖性，以 ９０ μｍｏｌ／Ｌ时抑制
最明显。 槲皮素处理组各浓度之间差异有统计学意义（P ＜０畅０１）。 同一浓度不同时间差异有统计学意义
（P ＜０畅０１）。 提示槲皮素有下调组织蛋白酶唱Ｄ的作用。

表 1　槲皮素对人结肠癌 ＳＷ４８０ 细胞 ＭＭＰ唱２及 ＭＭＰ唱９分泌的影响（珋x±s）
组别 ＭＭＰ唱２ 积分 Ａ 值 ＭＭＰ唱９ 积分 Ａ 值
对照组 ６０ >>畅８ ±０  畅４５ １５ 88畅３ ±０  畅４３

３０ μｍｏｌ／Ｌ组 ４９ ,,畅７ ±０ 鲻畅３０ ａ １３ 88畅１ ±８  畅９４ ｂ

６０ μｍｏｌ／Ｌ组 ２７ ,,畅３ ±０ 鲻畅３３ ａ ８ 88畅９ ±０  畅３９ ａ

９０ μｍｏｌ／Ｌ组 ２０ ,,畅５ ±０ 鲻畅４８ ａ ４ 88畅２ ±０  畅４５ ａ

　　注：与对照组比较，ａP ＜０畅０１，ｂP ＜０畅０５

表 2　槲皮素对人结肠癌 ＳＷ４８０细胞组织蛋白酶唱Ｄ表达的影响（珋x±s）
组别 ２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ
对照组 ７０ 屯屯畅６ ±０ 棗畅１４ ６９ II畅１ ±０  畅１２ ７１ ��畅２ ±０ J畅３３

３０ μｍｏｌ／Ｌ组 ６２ 换换畅２ ±０ 厖畅１１ ａ ５５ **畅１ ±０ 趑畅２３ ａｂ ４７ ��畅４ ±０ J畅２８ ａｂｃ

６０ μｍｏｌ／Ｌ组 ５４ 换换畅３ ±０ 厖畅１８ ａ ４６ **畅９ ±０ 趑畅３３ ａｂ ３９ ��畅９ ±０ J畅２７ ａｂｃ

９０ μｍｏｌ／Ｌ组 ４６ 换换畅１ ±０ 厖畅２０ ａ ３７ **畅６ ±０ 趑畅２７ ａｂ ３０ ��畅３ ±０ J畅４６ ａｂｃ

　　注：与对照组比较，ａP ＜０畅０１；与 ２４ ｈ比较，ｂP ＜０畅０１；与 ４８ ｈ 比较，ｃP ＜０畅０１

讨　　论

大肠癌是严重危害人类健康的主要恶性肿瘤之一，近年来，随着社会经济的发展和人民生活水平的不
断提高，生活方式和饮食习惯也发生了很大的变化，精细食物和高蛋白高脂肪食物的摄入不断增多，致使我
国大肠癌的发病人数呈逐年上升的趋势，从 ２０ 世纪 ７０ 年代至今平均发生率以 ４畅２％的年增长率增加［２，９］ ，
据 ２０世纪 ９０年代的统计，大肠癌的发病率为（２５ ～３５）／万［２］ 。 在经济发达的地区和城市，大肠癌发病率的
增高更为明显。 目前，有报道其发病率在恶性肿瘤中已由原来的第四位上升为第三位，在世界肿瘤病死率
中居第三位，在西方癌症相关死亡中居第二位［１０］ 。 同大部分恶性肿瘤一样，大肠癌的发病涉及多个因素和
环节，其发生发展是一个多基因、多阶段的变化过程，而其侵袭、转移及术后复发是影响疗效和预后的重要
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因素。
槲皮素的生理和药理作用广泛，可抗肿瘤、降血压、降血脂、扩张冠状动脉、抗血小板聚集、抗炎、清除自

由基和抗心律失常等，所以对人类肿瘤、衰老、感染、心血管疾病的治疗和预防具有重要意义［１１唱１５］ 。 国内外
对槲皮素及其衍生物在白血病、乳腺癌、卵巢癌、前列腺癌和胶质瘤等肿瘤中研究较多，它是已知最强抗癌
剂之一，只要毫摩尔浓度即可直接阻滞癌细胞增殖［１６唱２１］ 。 因此，槲皮素对肿瘤的化学预防和治疗作用日益
受到人们关注

［４］ 。 由于槲皮素毒副作用小，越来越显示出重要的临床应用价值。 被认为是颇具应用前景的
抗癌药物或抗癌辅助药物，深入研究其机制很有必要。
肿瘤细胞的侵袭和转移能力与其诱导产生的细胞外 ＭＭＰｓ密切相关。 ＭＭＰｓ是一类在肿瘤转移过程中

发挥降解基底膜和细胞外基质作用的 Ｚｎ２ ＋依赖的内源性蛋白水解酶，是自然界进化中高度保守的一类酶，
几乎能降解除多糖外细胞外基质的所有成分，因而成为近年来肿瘤侵袭和转移研究的热点。 ＭＭＰｓ 中的明
胶酶（包括 ＭＭＰ唱２、ＭＭＰ唱９等）能够破坏基质的代谢平衡，促进肿瘤细胞穿过基底膜和细胞外基质所构成的
组织学屏障，进而侵袭周围组织并向远端转移［２２唱２３］ 。
组织蛋白酶唱Ｄ是四种门冬氨酸类的蛋白水解酶之一，于 １９７９ 年由Ｗｅｓｔｌｅｇ 和 Ｒｏｃｈｅｆｏｒｔ 等发现，是一种

相对分子量为 ３畅４ ×１０４ 的酸性溶组织蛋白酶，以多种形式存在于细胞溶酶体中，分为前体（５２ ０００），中间体
（４８ ０００）及成熟型体（３４ ０００）。 组织蛋白酶唱Ｄ广泛存在于不同的组织细胞和癌细胞中，主要以成熟的溶酶
体酶存在，其正常功能是在溶酶体酸性环境下分解蛋白质，部分可变蛋白以酶前体形式被癌细胞系所
分泌［２４唱２５］ 。
国内外许多学者进行了大量的基础实验研究和临床观察，一致认为组织蛋白酶唱Ｄ是肿瘤侵袭性指标，

与癌细胞的转移和侵袭密切相关
［２６唱２７］ 。 已知结肠癌组织内组织蛋白酶唱Ｄ过度表达，其活性显著高于正常细

胞，国内外多数研究表明组织蛋白酶唱Ｄ的活性增加与癌细胞的生长和转移预后密切相关，是结肠癌预后的
重要指标之一。 因此，使用组织蛋白酶唱Ｄ 抑制剂可预防其他蛋白水解酶的激活及基底膜、细胞外基质的
降解。
本实验采用免疫组织化学方法研究槲皮素对结肠癌 ＳＷ４８０ 细胞组织蛋白酶唱Ｄ 表达的影响，具有精确

的抗原组织定位优点，特异性高。 研究结果显示，组织蛋白酶唱Ｄ的阳性表达主要位于结肠癌 ＳＷ４８０ 细胞的
细胞质中。 经方差分析发现组织蛋白酶唱Ｄ的表达随槲皮素作用浓度的增加和时间的延长而降低，提示槲皮
素可抑制结肠癌 ＳＷ４８０ 细胞组织蛋白酶唱Ｄ的表达。 在未来抗转移治疗中通过抑制组织蛋白酶唱Ｄ及其他蛋
白水解酶的活性，有可能获得显著的进展［２８］ 。
综上所述，不同浓度的槲皮素能够抑制人结肠癌 ＳＷ４８０ 细胞分泌 ＭＭＰ唱２及 ＭＭＰ唱９；槲皮素能够抑制人

结肠癌 ＳＷ４８０ 细胞组织蛋白酶唱Ｄ的表达，这可能是槲皮素抑制肿瘤侵袭和转移的机制之一。 因而推测它
将是很有应用前景和开发价值的治疗大肠癌的天然药物。
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