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７羟基异黄酮通过 Ｉｄ１影响结直肠癌细胞增殖
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　　［摘　要］　目的：探讨７羟基异黄酮（７ＨＩＦ）对结直肠癌细胞增殖、凋亡和干细胞相关特性的影响。方法：采
用ＷＳＴ１法和集落形成实验检测７ＨＩＦ对人结肠癌 ＨＣＴ１１６细胞增殖的影响；流式细胞术检测７ＨＩＦ对 ＨＣＴ１１６
细胞细胞周期分布和凋亡的影响；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞周期相关分子和干细胞相关分子的表达。结果：在２００
μｍｏｌ／Ｌ的７ＨＩＦ作用下，ＨＣＴ１１６细胞的活力受到明显抑制，形成的细胞集落数及大小明显减少（Ｐ＜００５）；细胞
周期Ｇ０／Ｇ１的比例上升，Ｓ期的比例下降，主要阻滞在 Ｇ０／Ｇ１期；ＨＣＴ１１６细胞的凋亡率较对照组明显增加（Ｐ＜
００５）。７ＨＩＦ可降低ＨＣＴ１１６细胞中分化抑制因子１（Ｉｄ１）的蛋白表达水平，导致细胞周期相关蛋白 ｃｙｃｌｉｎＤ１和
ｃｙｃｌｉｎＥ的表达下降，增殖相关蛋白ｓｕｒｖｉｖｉｎ和ＰＣＮＡ的表达也明显下降（Ｐ＜００５）。７ＨＩＦ还能降低干细胞相关标
志分子ＣＤ１３３、ＡＬＣＡＭ和ＥｐＣＡＭ的表达水平（Ｐ＜００５）。结论：７ＨＩＦ能抑制结直肠癌细胞的增殖，诱导结直肠癌
细胞的凋亡，并影响其干细胞相关特性，可能与其抑制Ｉｄ１的表达有关。
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　　结直肠癌是常见的恶性肿瘤，发病率已经位居
我国恶性肿瘤发病率的第５位，近年来，结直肠癌的
发病率趋向年轻化，发病有明显的性别差异性，青年

女性的发病率低于同年龄段的男性，而女性绝经期

后结直肠癌的发病率明显上升，略高于同年龄段的

男性［１］。有不少相关报道表明雌激素可能在结直肠

癌的发生发展中起重要的作用。

７羟基异黄酮（７ｈｙｄｒｏｘｙｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ，７ＨＩＦ）是一

种植物类雌激素，为大豆异黄酮的代谢产物，与大豆

异黄酮的主要成分３羟基异黄酮结构类似。研究表
明３羟基异黄酮对于乳腺癌和黑色素瘤等多种肿瘤
具有抗肿瘤作用［２３］，其主要的作用机制包括抑制肿

瘤细胞血管生成及蛋白酪氨酸激酶活性、诱导细胞的

凋亡［４］等。但关于７ＨＩＦ是否具有抗肿瘤作用目前鲜
有报道，７ＨＩＦ对肿瘤细胞的作用机制目前仍不清楚。

肿瘤干细胞（ｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＣＳＣｓ）是肿瘤组
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织中存在的、为数不多的具有自我更新能力、多分化

潜能和无限增殖的细胞。肿瘤干细胞是肿瘤生长、

侵袭、复发和转移的根源。分化抑制因子１（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ１，Ｉｄ１）是分化抑制因子家族成员，属
于螺旋环螺旋（ｈｅｌｉｘｌｏｏｐｈｅｌｉｘ，ＨＬＨ）转录因子。
本实验室的前期研究发现沉默人结直肠癌细胞

ＨＣＴ１１６中的Ｉｄ１基因后细胞中干性相关分子的ｍＲ
ＮＡ和蛋白表达水平均下降，提示 Ｉｄ１能够与结直肠
癌细胞的干性特征相关［５］。有文献报道３羟基异黄
酮通过抑制 Ｎｏｔｃｈ１／ＮＦκＢ／Ｓｌｕｇ／Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ信号通
路能逆转结直肠癌细胞干性，因此可作为潜在抑制

肿瘤转移的药物［６］。与其结构相似的７ＨＩＦ是否也
能通过Ｉｄ１调控结直肠癌细胞的干性影响其生长？
因此本研究通过细胞实验观察７ＨＩＦ对结直肠癌细
胞增殖的影响，并初步研究７ＨＩＦ是否通过Ｉｄ１影响
结直肠癌细胞的干细胞特性。

材　料　和　方　法

１　试剂
７ＨＩＦ系福建医科大学药学系陈翔飞博士惠赠；

ＲＰＭＩ１６４０培养基、胎牛血清和胰酶均购自 Ｇｉｂｃｏ；
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ裂解液和定量相关试剂购自碧云天生物
试剂公司；ＷＳＴ１试剂盒购自 Ｒｏｃｈｅ；凋亡及细胞周
期检测相关试剂购自ＢＤ；ＡｎｔｉｒａｂｂｉｔＩｇＧＨＲＰｌｉｎｋｅｄ
ａｎｔｉｂｏｄｙ和抗ＧＡＰＤＨ抗体购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ；抗 Ｉｄ１
抗体购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ；抗细胞周期蛋白（ｃｙｃｌｉｎ）Ｄ１、
ｃｙｃｌｉｎＥ、ｓｕｒｖｉｖｉｎ、增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌ
ｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）、ＣＤ１３３、白细胞活化黏附因
子（ａｃｔｉｖａｔｅｄｌｅｕｋｏｃｙｔｅｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ，ＡＬ
ＣＡＭ）和上皮细胞黏附分子（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎ
ｍｏｌｅｃｕｌｅ，ＥｐＣＡＭ）抗体均购自Ａｂｃａｍ。
２　方法
２．１　细胞培养　人结直肠癌细胞ＨＣＴ１１６购自上海
细胞库，用含１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基于
５％ ＣＯ２、３７℃培养箱中培养。
２．２　ＷＳＴ１法检测细胞活力　取对数生长期的
ＨＣＴ１１６细胞经胰酶消化后，调整细胞个数至每孔５×
１０３，接种到９６孔板，每孔做３个复孔，３７℃、５％ ＣＯ２
培养 １２ｈ，分别加入 ０μｍｏｌ／Ｌ、１００μｍｏｌ／Ｌ、２００
μｍｏｌ／Ｌ和４００μｍｏｌ／Ｌ的７ＨＩＦ继续培养４８ｈ，弃培
养液，加入１０μＬＷＳＴ１工作液，３７℃、５％ ＣＯ２培养
箱孵育２ｈ，酶标仪测４９０ｎｍ处吸光度（Ａ）值。
２．３　集落形成实验　胰酶消化后的 ＨＣＴ１１６细胞，
按每孔１５００个细胞（２ｍＬ）接种到６孔板中，２４ｈ
后换液加入２００μｍｏｌ／Ｌ７ＨＩＦ，每隔３～４ｄ补充新
鲜培养液，１０ｄ后弃培养液，ＰＢＳ洗涤２次，甲醇固
定３０ｍｉｎ，０１％结晶紫染液染色，显微镜下观察超
过５０个细胞为１个克隆，计算集落数。

２．４　流式细胞术检测细胞周期　ＨＣＴ１１６细胞消化
后调整密度至４×１０８／Ｌ，接种于６孔板，５％ＣＯ２培养
１８ｈ贴壁后，同步化处理（无血清培养 ２４ｈ）后，换
液加入含 １０％ＦＢＳ的培养液及２００μｍｏｌ／Ｌ的７ＨＩＦ
培养２４ｈ，收集细胞，ＰＢＳ洗涤后按试剂盒说明书分
别依次加入相应的细胞周期相关试剂，避光孵育１０
ｍｉｎ，用５０μｍ的尼龙膜过滤，上机检测。
２．５　流式细胞术检测细胞凋亡　ＨＣＴ１１６细胞按
２４操作，ＰＢＳ洗涤后加入 ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ重悬细胞，
加入ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ混匀后，再加入ＰＩ，避光室温孵
育１０ｍｉｎ，用５０μｍ的尼龙膜过滤，上机检测。
２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　收集细胞，加入裂解液提取
蛋白，ＢＣＡ法进行蛋白浓度测定，４０μｇ总蛋白等量
上样，１０％ＳＤＳＰＡＧＥ分离蛋白，湿法转至 ＰＶＤＦ膜，
５％脱脂奶粉室温封闭 ２ｈ，Ｉ抗用 ５％脱脂奶粉
１∶１０００稀释，４℃孵育过夜，用 缓冲液 ＴＢＳＴ漂 ３
次，然后加入 ＩＩ抗室温下孵育１ｈ，荧光发光试剂显
影后使用图像成像系统检测条带。

３　统计学处理
使用ＳＰＳＳ１６０统计软件进行数据处理和统计

分析。数据采用均数 ±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）表示，两
两比较采用 ｔ检验，多组间比较采用方差分析，以
Ｐ＜００５为差异具有统计学意义。

结　　果

１　７ＨＩＦ抑制结肠癌细胞ＨＣＴ１１６活力
ＷＳＴ１法检测细胞的活力，结果显示，与对照组

相比，药物浓度为２００μｍｏｌ／Ｌ和４００μｍｏｌ／Ｌ时细胞
的生长受到明显抑制（Ｐ＜００５），见图１。

Ｆｉｇｕｒｅ１．ＷＳＴ１ａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｍｅａｓｕｒｅｔｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙａｆ
ｔｅｒｅｘｐｏｓｕｒｅｔｏ７ＨＩＦ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜
００５，Ｐ＜００１ｖｓ０μｍｏｌ／Ｌｇｒｏｕｐ．

图１　不同浓度的７ＨＩＦ对ＨＣＴ１１６细胞活力的影响

２　７ＨＩＦ抑制结肠癌细胞ＨＣＴ１１６克隆形成
从生长曲线可知当药物浓度为２００μｍｏｌ／Ｌ时，

ＨＣＴ１１６细胞的生长受到明显抑制，因此在后续的实
验中我们均采用 ２００μｍｏｌ／Ｌ的浓度。集落形成实
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验进一步验证 ７ＨＩＦ对 ＨＣＴ１１６细胞增殖的影响。
结果显示７ＨＩＦ作用１０ｄ后的 ＨＣＴ１１６细胞的集落

形成的数目及大小均较未处理组明显减少（Ｐ＜
００５），见图２。

Ｆｉｇｕｒｅ２．ＴｈｅｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＨＣＴ１１６ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｅｘｐｏｓｕｒｅｔｏ２００μｍｏｌ／Ｌ７ＨＩＦ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．
图２　集落形成实验验证７ＨＩＦ对ＨＣＴ１１６细胞增殖的影响

３　７ＨＩＦ对结肠癌细胞ＨＣＴ１１６细胞周期的影响
结果显示与对照组相比，２００μｍｏｌ／Ｌ７ＨＩＦ处

理后的ＨＣＴ１１６细胞周期 Ｇ０／Ｇ１期的比例显著升高
（Ｐ＜００５），而 Ｓ期的比例显著下降（Ｐ＜００５），提
示７ＨＩＦ能使ＨＣＴ１１６细胞阻滞于Ｇ０／Ｇ１期，从而抑

制细胞的生长，见图３Ａ。７ＨＩＦ处理后细胞周期蛋
白ｃｙｃｌｉｎＤ１、ｃｙｃｌｉｎＥ、凋亡抑制因子ｓｕｒｖｉｖｉｎ和ＰＣＮＡ
表达较对照组均明显下降（Ｐ＜００５），见图３Ｂ。提示
７ＨＩＦ可能是通过抑制ＨＣＴ１１６细胞周期相关蛋白和
增殖相关蛋白的表达从而抑制了细胞的增殖。

Ｆｉｇｕｒｅ３．７ＨＩＦｉｎｄｕｃｅｄｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｒｒｅｓｔａｔＧ０／Ｇ１ｐｈａｓｅａｎｄｂｌｏｃｋｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅＨＣＴ１１６
ｃｅｌｌｓ．Ａ：ＨＣＴ１１６ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ７ＨＩＦａｔ２００μｍｏｌ／Ｌｆｏｒ２４ｈａｎｄｔｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙｆｌｏｗ
ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ；Ｂ：ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆ７ＨＩＦｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅＨＣＴ１１６ｃｅｌｌｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｗａｓｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图３　７ＨＩＦ对ＨＣＴ１１６细胞周期及相关增殖蛋白的影响

４　７ＨＩＦ诱导ＨＣＴ１１６细胞凋亡
流式细胞术检测７ＨＩＦ（２００μｍｏｌ／Ｌ）处理４８ｈ后

的ＨＣＴ１１６细胞的凋亡率显示：７ＨＩＦ处理组的ＨＣＴ１１６
细胞凋亡率较对照组明显增高（Ｐ＜００５），见图４。
５　７ＨＩＦ影响ＨＣＴ１１６细胞干性相关蛋白的表达

７ＨＩＦ处理后 ＨＣＴ１１６细胞干性相关蛋白
ＣＤ１３３、ＡＬＣＡＭ和ＥｐＣＡＭ的表达较对照组明显降低

（Ｐ＜００５），见图５。提示７ＨＩＦ能抑制 ＨＣＴ１１６细
胞的干性。

６　７ＨＩＦ下调ＨＣＴ１１６细胞中Ｉｄ１的表达
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果显示，给予２００μｍｏｌ／Ｌ７

ＨＩＦ处理４８ｈ后，ＨＣＴ１１６细胞中 Ｉｄ１的蛋白表达水
平较对照组降低（Ｐ＜００５），见图６。表明７ＨＩＦ能
抑制ＨＣＴ１１６细胞中Ｉｄ１的表达。
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Ｆｉｇｕｒｅ４．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆ７ＨＩＦｏｎｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＨＣＴ１１６ｃｅｌｌｓ
ｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．
Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图４　７ＨＩＦ对ＨＣＴ１１６细胞凋亡的影响

Ｆｉｇｕｒｅ５．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆ７ＨＩＦｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｔｅｍｎｅｓｓｒｅ
ｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅＨＣＴ１１６ｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．ＧＡＰＤＨｓｅｒｖｅｄａｓａｎｉｎｔｅｒｎａｌｃｏｎｔｒｏｌ．
Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测７ＨＩＦ对 ＨＣＴ１１６细胞干性相关
蛋白的影响

讨　　论

研究表明，雌激素与大肠癌存在密切关系，上个

世纪７０年代流行病学研究表明，大肠癌与乳腺癌具有
相似的流行病学特点，提示雌激素可能是大肠癌的致

病因素之一［７］。随着研究的深入，关于雌激素究竟具

有促进肿瘤还是抑制肿瘤的作用仍然存在争议。流

行病学的研究发现，在一些经常食用大豆的国家里，结

肠癌的发病率较低［８］；Ｍｅｔａ分析显示，大豆异黄酮的
摄入能显著的降低女性大肠癌的发病风险［９］；另有学

者研究发现，年龄大于５６岁的妇女使用雌激素，结直
肠肠癌的发病率比未使用者明显降低，提示适量雌激

素可能抑制结直肠癌肿瘤的生长［１０］。

　　大豆异黄酮是目前应用最广的植物雌激素，其
化学结构与雌激素类似，３羟基异黄酮是其中最主要
的有效成分。研究证实，３羟基异黄酮能活化雌激素
受体β，通过雌激素受体 β选择性激活促凋亡信号
发挥抗肿瘤效应，抑制炎症肿瘤微环境的信号［１１］。

雌激素受体β在大肠组织中可能发挥抑癌基因作用，
在防止大肠黏膜细胞恶变，抑制癌细胞增殖的同时促

进肠癌细胞凋亡［１２］。７ＨＩＦ作为大豆异黄酮的代谢
产物，与３羟基异黄酮结构类似，在研究中我们发现
７ＨＩＦ能抑制结肠癌细胞ＨＣＴ１１６的生长，使其细胞周
期阻滞于Ｇ０／Ｇ１期。进一步对细胞周期相关蛋白进
行检测，结果显示７ＨＩＦ能降低细胞周期蛋白 ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１和ｃｙｃｌｉｎＥ的表达，同时能降低增殖相关蛋白ｓｕｒ
ｖｉｖｉｎ和ＰＣＮＡ的表达，提示７羟基异黄酮通过抑制细
胞周期蛋白及增殖相关的表达而使肠癌细胞处于静

止的状态，从而抑制肠癌细胞的生长。由于肿瘤发生

是肿瘤细胞增殖和凋亡平衡失调的结果，进一步的凋

亡研究表明７ＨＩＦ作用后能使肠癌细胞的凋亡率明显
上升，提示７ＨＩＦ可能通过抑制结直肠癌细胞的生长
和促进其凋亡发挥抗肿瘤作用。

　　复发和转移是结直肠癌患者死亡的主要原因。
肿瘤干细胞学说认为肿瘤干细胞是肿瘤复发和转移

的根源。肿瘤干细胞具有自我更新能力，无限增殖

的潜能，增强侵袭和转移能力［１３］、抗常规放疗和化疗

的能力，这些可能是肿瘤治疗失败的主要原因［１４］。

鉴定肿瘤干细胞最权威的方法之一是筛选确定肿瘤

干细胞的细胞表面标志物。目前比较确定的结直肠

癌干细胞标志物主要有 ＥｐＣＡＭ、ＡＬＣＡＭ、ＣＤ１３３、
ＣＤ４４、ＣＤ２４和 ＣＤ１６６等［１５］。Ｉｄ１是分化抑制因子
家族成员，其生物学功能是对抗分化转录因子而让

细胞停留在未分化的状态，具有维持其自我更新的

功能。研究发现雌激素能影响 Ｉｄ１的表达，Ｓｃｈｏｐｐ
ｍａｎｎ等［１６］在１９１例乳腺癌组织中发现 Ｉｄ１的高表
达与孕激素受体的表达量呈负相关，提示激素疗法

可能会影响 Ｉｄ１的表达；Ｊａｎｇ等［１７］对２６３例乳腺癌
组织标本分析发现Ｉｄ１高表达与雌激素受体阴性和
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Ｆｉｇｕｒｅ６．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩｄ１ｗａｓｒｅｄｕｃｅｄｂｙｔｒｅａｔｉｎｇｗｉｔｈ
２００μｍｏｌ／Ｌ７ＨＩＦ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图６　７ＨＩＦ对ＨＣＴ１１６细胞Ｉｄ１表达的影响

结节型乳腺癌以及微血管密度明显相关，这些均提

示在乳腺癌中雌激素能影响 Ｉｄ１的表达。本实验室
前期研究也发现在 ＨＣＴ１１６细胞中 Ｉｄ１呈高表达状
态，小干扰 ＲＮＡ沉默 Ｉｄ１后其增殖活性和克隆形成
能力明显下降，结直肠癌干细胞标志物ＣＤ２４、ＣＤ４４、
ＣＤ１３３、ＣＤ１６６和ＥｐＣＡＭ的 ｍＲＮＡ和蛋白表达水平
均明显下降［５］，提示在结直肠癌中 Ｉｄ１的表达与肿
瘤的增殖、干性密切相关。本研究结果显示 ７ＨＩＦ
能抑制结肠癌细胞的生长、增殖，促进其凋亡。７
ＨＩＦ作用于 ＨＣＴ１１６细胞能降低 Ｉｄ１蛋白表达的水
平，同时７ＨＩＦ能明显降低结肠癌细胞干性相关标
志物 ＣＤ１３３、ＡＬＣＡＭ和 ＥｐＣＡＭ的表达，提示７ＨＩＦ
可能是通过下调Ｉｄ１影响了ＨＣＴ１１６细胞的干性，从
而影响了ＨＣＴ１１６细胞的生长和增殖。
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