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槲皮素对BGC．823胃癌细胞caspase一3、Bcl一2

表达影响与抑癌作用研究
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·基础医学·

【摘要]目的：研究槲皮素(quercetin，QUE)抑制人胃癌BGC-823细胞增殖和诱导凋亡的作用。方法：采用四甲基噻唑氮蓝

(methyl thiazolyl tetrazolium。M1Tr)比色法检测不同终浓度的QUE对BGC一823细胞增殖的影响及其细胞毒活性，流式细胞术

(FCM)对不同浓度的QUE作用24 h的BGC．823细胞进行凋亡检测及其周期分析，用免疫组化法测定Bel一2、caspase一3的表达

率。结果：QUE对体外培养的BGC．823细胞具有明显的增殖抑制作用，在30～120 I山mol／L范围内可显著抑制BGC-823细胞

增殖．且呈剂董一时间依赖性。FCM检测后，BGC．823细胞周期阻滞于S期，药物浓度呈正相关。经QUE处理后BGC一823细

胞株caspase．3蛋白表达明显增加，Bt：l一2蛋白表达降低。免疫组化检测表明，用药组Bcl-2蛋白的表达下降，caspase一3蛋白的

表达率增强，与对照组相比差异有统计学意义(P<0．01)。结论：QUE诱导BGC·823细胞发生凋亡，使细胞周期阻滞于s期，

抑制增生与诱导凋亡的机制可能与下调Bcl一2、上调caspase-3蛋白的表达有关。
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Influence of quercetin on proliferation of gastric cancer line BGC 823

and the expression of caspase-3，Bcl-2
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[Abstract]Objective：To study the influence of quercetin(QUE)on the growth and apoptosis of human gastric carcinoma cell line

BGC-823．Methods：Methyl thiazolyl tetrazolium(MTr)assay was used to determine the influence of different concentrations of QUE

Off the cell proliferation of BGC一823：the change of cell cycle and apoptosis Was observed by flow cytometry(FCM)after the cells were

treated with different concentrations of QUE for 24 h；the positive expression rate of Bcl-2 and caspase-3 were detected by

immunocytochemical staining．Results：QUE at concentrations ranging from 30斗moVL to 120¨moVl．significantly inhibited the

proliferation of BGC-823 ceils in a dose．and．time．dependent manner(P<0．01)．FCM analyses showed that QUE arrested BGC-823

cells at the S phase．Expression of Bcl-2 protein decreased following QUE induction in a(10se-dependent manner．whereas caspase‘3

expression increased significantly compared with that of the control group(P<0．01)．Conclusions：QU E can inhibit the growth and

induce apoptosis of BGC一823 cells．keeping the cell cycle at S phase．Its mechanisms may be relevant to the down—regulation of Bcl-2

protein expression a8 well as the up—regulation of caspase一3 expression．
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槲皮素(quercetin，QUE)广泛分布于多种植物

中的黄酮类物质，研究证明QUE具有抑菌、抗炎、抗

氧化、抗辐射、抗肿瘤、扩张血管和降血糖等多种药

理活性⋯，受到了国内外医学界广泛的重视，尤其

是在抗肿瘤作用方面作了大量的研究，研究发现
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QUE的抗肿瘤机制可能与干扰细胞信号转导、抑制

肿瘤细胞增殖有关，除此之外，QUE还具有抗肿瘤

血管生成和转移的潜在功能。本实验旨在研究

QUE抑制人胃癌BGC-823细胞增殖和诱导其凋亡

的作用，并探讨其可能的作用机制。

1材料与方法

1．1材料人低分化胃腺癌细胞BGC一823，购自于

中国科学院上海细胞库。胎牛血清为杭州四季青生

物工程材料有限公司产品。RPMI 1640培养基为

GIBCO公司产品。二甲基亚砜(DMSO)及QUE均

为Sigma公司产品，用终浓度<1 g／L的DMSO溶
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解，置于一20℃保存。四甲基噻唑氮蓝(MTT)为

Fluka公司产品，Trizol为Invitrogen公司鼠抗人bcl．

2、caspase．3单克隆抗体及SP试剂盒，均购自北京

中杉金桥生物技术有限公司。

1．2 方法

1．2．1 MTY比色法检测QUE对胃癌细胞增殖的影
响BGC一823细胞常规培养于含100 ml／L胎牛血

清及青霉素和链霉素各110 u／L及0．3 g／L L一谷氨

酰胺的RPMI 1640培养液中，置37℃、50 ml／L CO，

的饱和湿度空气中培养。取对数生长期的BGC一823

细胞，加2．5 g／L胰蛋白酶消化并制成单个细胞悬

液，调整细胞的密度为每升1．5 X 104个，按每孑L

200“l接于96孑L培养板中24 h，待细胞贴壁后，各

孑Lhl]入终浓度分别为15、30、60、90、120¨mol／L的

QUE，同时设细胞对照孔，只加入BGC一823细胞及

空白对照孔，不加细胞只加培养液，每个浓度均设

4个复孑L，同时点4块板，每隔24 h取1块板。分别

培养20、44、68 h后，每孑L加入MTT 20¨l，置37℃

培养箱中继续培养4 h；吸弃孔内的培养上清液，每

孑L加入DMSO 150斗l充分振荡，使蓝紫色沉淀充分

溶解，在30 min内用酶联免疫检测仪测定波长

490 nm处的光吸收A490值，整个实验重复4次，计算

不同时间点不同浓度QUE对胃癌细胞的增殖抑制率

=(对照组A490一用药组A490)／对照组A490×

100％。

1．2．2 FCM测定细胞周期分布及细胞凋亡收集

细胞，以1．0 X 105／ml的细胞浓度接种于24孔板，

每孔2 ml，细胞贴壁后加入不同剂量的QUE，使其

终浓度为15、30、60、90、120斗mol／L，每孑L容量均为
2 ml，每个浓度设2个复孑L，设不加药为对照组。培

养24 h收获细胞，lO ml PBS洗涤，1 000 r／min，持

续5 min，洗3次，弃上清液，加入100 ixl PI染液

(50斗∥m1)，置人温箱内避光40 min，放入4℃冰

箱过夜，上流式细胞仪检测周期分布及细胞凋亡，

Cell Quest软件记录、分析实验结果。

1．2．3 SP法检测胃癌细胞内caspase一3、Bcl-2表达

收集细胞，调整浓度为3×105／ml，接种于已置盖

玻片的6孑L板内，每孑L 3ml，细胞贴壁后，吸弃原培

养液，实验组分别加入终浓度为30、60、90 Ixmol／L

的QUE培养液2 ml。对照组加人无QUE的培养液

3 ml。每组每个浓度设4个复孔，继续培养24 h。

取出有贴壁细胞的盖玻片(细胞爬片)，PBS冲洗晾

干，95％乙醇固定20 min。细胞爬片进行SP法染

色。显微镜下(X200)每组每张玻片随机计数1 000

个细胞，则每组4张共计数4 000个细胞，同时计数

其中的阳性细胞数，按下列公式计算阳性率：

阳性率=阳性细胞数／计数细胞总数X 100％

1．3统计学方法采用方差分析和q检验。

2结果

2．1 对人胃癌BGC一823细胞增殖的影响不同浓

度处理组分别培养24、48、72 h，用M1Tr法测定细胞

生长抑制率，QUE对胃癌BGC一823细胞有明显的生

长抑制作用，随着作用时间的延长和剂量的增大，抑

制作用越明显，呈时间一剂量依赖性，24 h时，各浓

度组与对照组差异均有统计学意义(P<0．01)；48、

72 h时与对照组比较用药组各时间点抑制率差异

有统计学意义(P<0．01)；作用48 h时，30 I山mol／L

组与24 h比较，差异均有统计学意义(P<0．01)；

作用72 h时，30、60、和120 p。mol／L用药组与24 h

相比较，差异均有统计学意义(P<0．01)(见表1)，

并呈现出以下特点：(1)从24 h开始，不同浓度的

QUE对BGC一823细胞的增殖表现出不同程度的抑

制作用，到72 h最大抑制率达95．82％。(2)QUE

对BGC．823细胞的抑制作用呈浓度依赖关系。当

QUE浓度分别为30、60、90、120斗mol／L时，抑制率

分别为15．8％～50．46％、40．05％一71．95％、

67．55％～80．79％、86．35％一95．82％。(3)采用

SPSS统计分析软件，应用直线回归法计算其Ic∞值
为26．345 34。59．076 72。

表1不同浓度QUE对人胃癌BGC一823细胞的增殖抑制作用比较(／／,。=4；孑±s)

(pmoL／L) 吸光度 抑制率(％) 吸光度 抑制牢(％) 吸光度 抑制率(％)
F P 鹏组内

对照组0．625±0．01 0．0 0．679±0．02 0．0 0．838±0．0l 0．0 245．22 <0．01 0．000 2

15 0．552±0．02’+ 9．6 0．546±0．02’’ 19．53 0．536±0．06‘’ 35．98 0．18 >0．05 0．00l 5

30 0．528±0．01+’ 15．8 0．479士0．03i盖 29．47 0．415±0．ol ii#50．46 35．03 <0．01 0．000 4

60 0．376 4-0．05‘’ 40．05 0．352±0．04’+48．5 0．235±0．03：A‘w 71．96 13．66 <0．0l 0．001 7

90 0．204±0．02‘’ 67．55 0．203±0．02’+ 70．2 0．235±0．02’+ 80．79 3．31 >0．05 0．000 4

120 0．090 4-0．02— 86．35 0．066±0．01— 90．28 0．235±0．04：：#95．82 47．77 <0．01 0．000 7

F 277．05 324．80 208．3l 一 一 一
JP <0．01 <0．0l <0．01 一 一 一

朋5组内0．01 0．001 0．001 一 一 一

q检验：与对照组比较十}P<0．Ol与24 h比较AAP<0．01；与48 h比较黼P<0．01

 



2．2流式细胞仪分析细胞周期的分布和凋亡情况

QUE可影响BGC一823细胞的细胞周期分布，使

G0／G。期比例降低，s期比例增高，各浓度组间差异

有统计学意义(P<0．01)(见表2)。

表2不同浓度QUE对人胃癌BGC一823细胞周期的影响

(％)(，l。=4；孑±s)

q检验：与对照组比较$}P<0．01；与15 p．moVL比较△△P<O．01；与30 tunol／L比

较槲P<0．01；与60 p．moVL比较}P<0．05．#P<o．01；与90lunoVL比较▲▲P<O．01

同时，利用流式细胞仪亦可检测其凋亡率。每

个样品计数1×105个细胞，FCM检测在G。／G。期

前出现一亚二倍体峰，经MODFIT软件去除细胞碎

屑后分析，确认为凋亡峰，该峰面积与QUE呈剂量

一时间依赖性。同时FCM检测显示随着QUE作用

浓度的增大和作用时间的延长，细胞凋亡率逐渐增加，
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各组之间差异均有统计学意义(P<0．01)(见表3)。

表3流式细胞仪测定QUE诱导BGC-823细胞的凋亡率

比较(rti=4；孑4-s)

q检验：与对照组比较女$P<0．Ol；与15 p,mol／L比较△△P<

0．Ol；与30 p,mol／I．比较##P<0．01；与60 p,mol／L比较：t：tP<O．01；

与90 p,mol／L比较▲▲P<0．01

2．3免疫细胞化学检测结果

2．3．1 QUE抑制BGC一823细胞Bcl一2的表达

BGC-823细胞爬片与30、60、90、120 I山mol／L QUE共

培养24 h，取出爬片做免疫组化染色，细胞质内出现

棕黄色细颗粒为Bcl-2表达阳性(见图1A)。对照

组Bcl-2旱强阳性表达，随着QUE作用浓度的增大，

Bcl-2阳性表达越来越弱(见图lB—E)。与对照组

比较，差异均有统计学意义(P<0．01)，30、60、90和

120 I山mol／L组与各浓度组相比较，差异亦均有统计

学意义(P<0．05)(见表4)。

图1槲皮素对BGC一823细胞bc卜2表达的影响
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表4 BGC-823细胞Bcl-2表达的阳性率比较(／7,。--4；孑±S)

q检验：与对照组比较}}P<0．01；与30扯mol／L比较△△JP<

0．0l；与60 Immol／L比较##P<0．Ol；与90¨．mol／L比较#P<0．Ol

2．3．2 QUE对BGC．823细胞caspase．3表达胃

癌BGC一823细胞爬片与30、60、90、120斗mol／L的

QUE作用24 h做免疫组化染色，光学显微镜观察，

细胞质内出现棕黄色细颗粒为阳性细胞(见图

2A)。按前述方法计数caspase一3阳性细胞数。结

果显示随着QUE浓度的增大，BGC．823细胞的

caspase．3阳性率逐渐增多(见图2B～E)，实验各组

与对照组比较差异均有统计学意义(P<0．01)，各浓

度组比较差异亦有统计学意义(P<0．01)(见表5)。

图2槲皮素对BGc一823f1日胞caspase一3表达的影响

表5 BGC一823细胞caspase-3表达的阳性率比较(心=4；孑±s)

q检验：与对照组比较}{P<0．01；与30 IJ,mol／L比较△△P<

0．01；与60 IJJnol／L比较##P<O．01；与90 p．mol／L比较丰丰JP<O．01

3讨论

胃癌是发病率和死亡率较高的常见恶性肿瘤，

严莺威胁着人们的健康。因此，寻找有效且毒副作

用小的抗胃癌药物尤其是抗癌中药尤为重要。QUE

因其在植物界分布广泛fjl毒性小，受到人们的普遍

关注。近年来，有关其作用研究日益增多，并发现其

有多种药理活性，不仅可降血压降血脂，扩张冠状动

脉，抗血小板聚集，抗炎，抗氧自由基，抑制有关酶的

活性，而且町以诱导肿瘤细胞凋亡，对多种恶性肿瘤

细胞生长有抑制作用。已有学者口1研究证明，QUE

在体外对乳腺癌、肺癌、结肠癌等肿瘤细胞均有增殖

抑制及诱导凋亡作用。本文即采用M町比色法对

该作用进行了初步研究。MTY法检测结果显示，

QUE在体外能抑制胃癌BGC一823细胞的增殖。由

于caspase-3、Bcl-2与肿瘤增殖及凋亡密切相关，通

过本次实验，我们发现QUE具有下调癌细胞Bcl-2

表达，上调caspase一3表达，诱导胃癌细胞凋亡的作

用，且细胞凋亡与QUE呈一定的剂量一效应关系，

caspase-3在细胞凋亡的信号传导中处于核心位置，

许多凋亡的信号最终会汇集到此蛋白p”1。

caspase一3在多种组织细胞中有表达，QUE可能使其

无活性的32 kDa pro—caspase-3经自裂解或其它蛋

白酶的切割，在N端去掉3 kDa的前肽，然后裂解成

有活性的caspase．3，它是由17 kDa和11 kDa两个

亚单位组成，激活的caspase一3通过切断细胞与周围

 



的联系、拆散细胞骨架、阻断细胞DNA的复制与修

复、干扰mRNA的剪接、损伤DNA与核结构等方式

诱导细胞凋亡。Bcl-2是在t(14，18)染色体易位断

点处发现的一种癌基因，大量研究∞川表明，Bcl一2

是一个重要的凋亡抑制基因，它本身无促进增殖作

用，也无促进细胞恶性转化作用，但它可以在无生长

因子或神经营养因子存在的条件下抑制细胞凋亡，

延长细胞寿命旧J，从而增加细胞染色体畸变和病毒

感染机会，导致细胞恶变和促进肿瘤的发生发展。

Bcl-2蛋白表达被证实可以抑制程序性细胞死亡的

过程，它能阻断多种细胞凋亡途径的共同通道。其

具体机制可能为Bcl-2通过抑制线粒体细胞色素c

(cytoehromec，Cytc)和Smac／DIABLO(second
mitochondrial derived activator of caspase／direct IAP

binding protein with low PI)同为线粒体蛋白，称为第

二个线粒体来源的胱氨酸酶激活剂或低等电点IAP

直接结合蛋白)的释放，从而抑制CD95(FaS)介导

的细胞凋亡。Cytc的释放是线粒体凋亡路径的主要

步骤，在ATP／dATP存在的情况下，Cytc与凋亡蛋白

酶活化因子(apoptotic protease activating factor，APaf-

1)形成多聚复合体，通过APaf-1氨基端的caspase

募集结构域募集胞质中的caspase-9前体，从而使其

自我剪切而活化并启动caspase级联反应，激活下游

的caspase-3和caspase-7，完成对其相应底物的切

割，引起细胞凋亡。本实验对照组Bcl一2呈强阳性

表达，随着QUE作用浓度的增大，Bcl-2阳性表达越

来越弱，Bcl-2阳性表达的细胞也越来越少，各组间

差异均有统计学意义(P<0．01)。提示QUE诱导
BGC-823细胞凋亡，可能与抑制凋亡抑制蛋白Bcl-2

的表达有关。除此之外，本实验亦揭示了QUE可改

变胃癌细胞的周期分布，使G。／G。期细胞所占比例

减少，S期急剧增加，阻断了S期细胞向G：／M期移

行过渡，出现S期细胞堆积增多的现象，从而抑制胃

癌细胞的生长，导致细胞凋亡。

本研究证实QUE抑制胃癌细胞BGC一823增殖

及诱导凋亡的机制可能与干扰细胞周期、上调

caspase．3和下调凋亡相关蛋白Bcl-2的表达有关，

但其具体机制仍需进一步研究。作为一种分布广、

造价低廉的天然药物，QUE在胃癌防治领域有良好
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的临床应用前景；现已有部分临床实验证明‘9|，应

用合适剂量的QUE具有安全性。另有实践证明，

QUE可以以食物或食物添加剂的形式被人体所吸

收¨0’11]，因此，在正常饮食中，食用一些富含QUE

的食物对于预防和控制某些肿瘤是有益处的，但其

具体机制仍需进一步探讨。
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