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【摘要】 背景和目的  探讨槲皮素是否有诱导肺肿瘤细胞的凋亡作用，以及对肺腺癌细胞系A549细胞中重

要凋亡相关因子caspase-3表达的影响。 方法  采用RT-PCR与 Western Blot技术检测在槲皮素不同时间、不同浓

度作用A549细胞后的caspase-3mRNA和蛋白表达的变化。 结果  槲皮素作用A549细胞后，A549细胞的caspase-3 

mRNA和蛋白表达水平逐渐增高，在12小时时达到了高峰，呈现出一定的时间和浓度依赖性。 结论  槲皮素诱导

A549细胞调亡可能通过诱导caspase-3的表达而起作用。
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【Abstract】 Background and objective  To study the influence of Quercetin in the expression of caspase-3 in 

Lung Adenocarcinoma Cancer cell line A549.   Methods  The mRNA expression of caspase-3 in A549 Cells was detected 

by RT-PCR , and the protein expression was detected by Western blot.  Results  The mRNA and protein expressions of 

caspase-3 was enhanced by Quercetin in dose- and time-dependent manners.  Conclusion   The enhancement effects of 

Quercetin on caspase-3 in A549 cells may provide promising therapy of tumor. 
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槲皮素对肺腺癌细胞株A549细胞中凋亡相关
因子caspase-3表达的影响

槲皮素(Quercetin)是一种具有多种生物活性的天然

黄酮类化合物，存在于水果，蔬菜以及中草药等多种植

物中。近来研究发现其具有广泛的清除氧自由基,抗炎,

调节免疫等功能[1]。

体外研究发现，槲皮素可以抑制白血病细胞，喉癌

细胞，胃癌细胞，结肠癌细胞等肿瘤细胞的生长，并且诱

导肿瘤细胞凋亡[2-6]，其潜在的抗肿瘤活性逐渐成为人

们研究的重点。

凋亡[7]，又称程序性死亡，是一种由基因控制的细

胞的自主性死亡过程，对机体内环境的稳定起着重要作

用。迄今为止，凋亡的具体机制尚不完全清楚。已有研

究发现，凋亡可能与肿瘤，自身免疫性疾病等有密切关

系。细胞凋亡功能受抑制，将会导致肿瘤的产生，而凋

亡功能亢进，则导致组织损伤。因而探讨细胞凋亡的分

子生物学机制与调节对肿瘤的防治有着深远的影响。细

胞的凋亡是各种凋亡相关因子相互影响的结果。现已普

遍认为[8]细胞的凋亡是半胱氨酸蛋白酶（caspases）级联

反应的结果。caspase-3位于该级联反应的下游，被传统

认为是凋亡真正的执行者，故caspase -3 可作为检测细

胞凋亡的一个很好的指标。

本研究主要通过使用槲皮素作用于肺腺癌细胞株

A549细胞，观察槲皮素对A549细胞凋亡通路中半胱氨

酸蛋白酶-3（caspase-3）表达的影响，以此来探讨槲皮

素潜在的诱导肿瘤细胞的凋亡的活性，进而讨论其抗肿

瘤活性。
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1 材料与方法

1.1  主要材料与试剂  人肺腺癌细胞株A549购自四

川大学华西医院肿瘤研究所；RIPA-1640培养基购自

Gibco；TRIzol Reagent购自Invitrogen ；两步法RT-PCR

试剂盒购自TaKaRa（大连宝生物）；BCA蛋白定量试剂

盒购自PIERCE；Bcl-2、β-actin等抗体购自Santa Cruz

公司；槲皮素购自Sigma公司。

1.2   方法

1.2.1  细胞培养及分组  A549细胞常规培养于含10%新

生牛血清的RPMI-1640培养液中（青霉素100 u/mL,链

霉素100 u/mL），置于37 ℃，5 %二氧化碳培养箱中培

养，隔日传代，取处于对数生长期细胞实验。分为正常

对照组（control）和槲皮素处理组（槲皮素按干预剂量

分为：0 μmol/L, 10 μmol/L，30 μmol/L，50 μmol/L分

为四组，按干预时间0 h, 6 h, 12 h, 24 h分为四组）。

1.2.2  RT-PCR  检测caspase-3的mRNA表达的变化  引

物: caspase-3上游: 5'-GGTGTTGATGATGACATGGCG-

3'；下游: 5'-GTACCCTCTGCAGCATGAGAGTAG-3'，扩

增片段为 419 bp。β-actin上游: 5'-TGGAGAAATCTGGC

ACCAC-3'；下游: 5'-GAGGCGTACAGGGATAGCAC-3'，

扩增片段为 190 bp。

按RT-PCR 试剂盒说明操作:反转录：10 μL体系，

30 ℃10 min, 42 ℃ 30 min, 99 ℃ 5 min, 5 ℃ 5 min。

PCR 反应条件：首先94 ℃ 2 min 1 次循环、接着94 ℃

30 s, 50-60 ℃ 30 s, 72 ℃ 1 min，35 次循环(caspase-3

退火温度60 ℃,β-actin退火温度56 ℃)。扩增产物用

3%琼脂糖凝胶电泳,Bio-Rad 凝胶成像系统分析电泳

结果, 目的条带与同时扩增的β-actin条带灰度比值进

行比较。

1.2.3  Western blot法检测槲皮素作用A549后caspase-3

蛋白表达的变化  RIPA裂解液冰浴中裂解细胞,收集蛋

白, BCA法蛋白定量，-80 ℃保存。上样量30 μg ,SDS-

PAGE电泳(5%积层胶、10%分离胶), PVDF膜4℃电转,

加鼠单抗caspase-3(1:300),  4 ℃过夜,HRP标记的二抗

(1:10000) 室温2 h ,ECL显色,暗室X 线胶片曝光。图像

扫描后用Bio-Rad 图像分析系统对条带进行平均灰度

值的测定。

2  结果

2.2  槲皮素对A549细胞caspase-3蛋白水平表达的影响     

槲皮素刺激A 5 49 细胞,在6 h、12  h、2 4  h模 型组

caspase-3 蛋白的表达水平明显升高,与空白组对比具

有显著的差异 (P<0.01, 每次试验各重复3次)，并且随着

时间延长表达渐增（图3）。分别用10，30，50μM的槲

皮素刺激A549细胞12 h，与空白组对比，在10，30，50 

μM组caspase-3蛋白的表达随着浓度的增高而逐渐升

图 1  槲皮素在不同时间点对caspase3 mRNA的变化影响

Fig 1  Effects of caspase3 mRNA expression induced by

          quercetin in different time **P<0.01

图 2 不同浓度的槲皮素对caspase3 mRNA的变化影响

Fig 2  Effects of various concentrations of quercetin  on

           caspase3 mRNA expression  **P<0.01
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高，与空白组对比具有显著的差异(P<0.01)（图4）。

3  讨论 

肺癌，这个在20世纪初比较少见的疾病，随着人

们生活的发展 ，其发病率和死亡率均在逐年增加。根

据WHO的公布资料显示，肺癌在许多发达国家，已成

为最常见的恶性肿瘤之一，列男性常见恶性肿瘤的第

一位，肺癌已经成为恶性肿瘤死亡的最常见原因。因

此，研究肺癌的防治有着重要的实际意义。近年来，天

然黄酮类化合物的具有的生物活性愈来愈受人们的重

视。槲皮素是其中的重要一种，广泛存在于各种植物

中，有着多种生物活性，已有研究发现[9]，槲皮素具有

去痰止咳平喘,抗炎,抗过敏,解痉,强心,降血压,降血脂, 

抗血小板聚集,抗心律失常、扩张冠脉,抗氧化,抗肿瘤

等广泛的药理作用。此外还发现槲皮素能显著抑制人

卵巢癌细胞、人乳腺癌细胞、人肝癌细胞、人结肠癌细

胞、人前列腺癌细胞、人宫颈癌细胞、人白血病细胞、

人淋巴瘤细胞、人黑色素瘤细胞[10]等的生长，并且诱导

细胞的凋亡，但槲皮素对肺腺癌A549细胞caspase-3 表

达的影响，国内未见报道。

肿瘤的形成和发展是细胞增殖和凋亡失衡造成

的。凋亡是细胞的自发性死亡，与多种因素有关。经典

的细胞凋亡途径分为细胞外凋亡途径和细胞内途径。

在细胞外途径中[11]，死亡信号依赖于死亡配体与受体

的结合，然后与信号传导分子结合，与caspase-8相连

接，形成死亡诱导信号复合物，进而激活caspase-8，

caspase-8直接作用caspase-3，使caspase-3激活，从

而诱导凋亡。细胞内途径又称线粒体途径[12]。当凋

亡刺激因子引起细胞色素C从线粒体释放到胞浆时，

与胞浆中的凋亡蛋白激活因子1羧基端的WD 重复序

列结合，形成多聚复合物，多聚复合物结合胞质中的

caspase-9前体，形成巨大复合物,导致caspase-9前体活

化成为caspase-9，后者再活化下游的caspase-3 ,被活

化的caspase-3 再发生级联反应,最终导致细胞凋亡。

caspase-3处于细胞凋亡的下游，它的表达增高，提示细

胞凋亡增加，表达下降，细胞凋亡受抑制。因而，许多

研究将caspase-3作为衡定凋亡的重要指标。   

本实验研究了槲皮素对A549细胞凋亡通路中凋

亡相关因子caspase-3表达的影响，结果表明，槲皮素

能够诱导caspase-3的mRNA和蛋白表达的升高，并且

具有剂量和时间依赖性，提示槲皮素可以通过诱导

caspase-3的表达而诱导A549细胞凋亡，槲皮素可以通

过诱导细胞凋亡而达到抗肺癌的作用，当然其确切抗

肺癌机制尚待进一步研究。
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