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黄芩素对人子宫颈癌 HeLa细胞生长的抑制作用 

童旭辉 ，董淑英 ，陶 亮 

[摘要]目的：探讨黄芩素对人子宫颈癌 HeLa细胞生长的抑制作用及可能机制。方法：采用磺酰罗丹明 B(SRB)法检测黄芩 

素对 HeLa细胞生长的抑制作用；Hoechst 33258荧光染色法观察黄芩素对 HeLa细胞凋亡的诱导作用；比色法测定黄芩素对 

HeLa细胞内caspase一3活性的影响。结果：不同浓度黄芩素作用 24、36、48 h后均可抑制 HeLa细胞生长(P<0．05～P< 

0．01)；黄芩素作用 24 h后 ，HeLa细胞凋亡率增加(P<0．01)，细胞内caspase一3活性增强(P<0．05～P<0．01)。结论：黄芩素 

能抑制 HeLa细胞生长，其机制可能与诱导细胞凋亡及增强 caspase一3活性有关。 
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Inhibitory effect of baicalein on human cervix cancer HeLa cells 
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[Abstract]objective：To investigate the role of baicalein in inhibiting the HeLa cells of human cervix cancer and the possible 

mechanism．Methods：Sulforhodamine B(SRB)assay was used to determine the inhibitory effect of baicalein on HeLa cell growth； 

cellular apoptosis was detected by Hoechst 33258 fluorescent staining；caspase一3 activity was assayed by colorimetrie method．Results： 

After treated with different concentration of baicalein for 24，36，48 hour，HeLa cell growth were significantly inhibited(P<0．05 to P< 

0．01)；the apoptosis rate of HeLa cells(P<0．01)and the activity of caspase-3(P<0．05 to P<0．01)were increased when HeLa 

cells were treated with baicalein for 24 hours．Conclusions：Baicalein can inhibit the growth of HeLa cells，and the inhibitory effect 

probably results from the increased cell apoptosis and caspase一3 activity． 
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黄芩是唇形科植物黄芩的干燥根，具有抗菌、抗 

病毒、抗炎、抗过敏、抗氧化(清除自由基)及抗肿瘤 

作用 。黄芩中主要的黄酮类成分为黄芩素、黄 

芩苷、汉黄芩素和汉黄芩苷。已有文献报道黄芩中 

黄芩 素可抑制膀 胱癌、前列腺 癌、肝癌细胞 生 

长 。 ，并且在非细胞毒剂量时可逆转卵巢癌细胞 

株对阿霉素的耐药性 。但其对子宫颈癌细胞生 

长的影响至今未见报道，本研究旨在探讨黄芩素对 

人子宫颈癌 HeLa细胞生长的抑制作用及其与诱导 

细胞凋亡之间的关系和可能的机制。 

l 材料与方法 

1．1 材料 (1)细胞系：人子宫颈癌 HeLa细胞购 

自ATCC，由本实验室传代保存。(2)主要试剂：黄 

芩素购 自中国药品生物制品检定所(HPLC≥98％， 

批号：200402)，磺酰罗丹明 B(sulforhodamine B， 

SRB)、Hoechst 33258、三氯醋酸(TCA)、二甲基亚砜 

(DMSO)购 自Sigma—Aldrich公司，caspase一3活性检 
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测试 剂盒购 自 Chemicon公司，细胞培养所用 的 

DMEM干粉、新生小牛血清、胰酶、青 一链双抗均购 

自Gibco公 司。 

1．2 方 法 

1．2．1 细胞培养 HeLa细胞在 37℃、5％CO2湿 

温环境下培养于含 10％新生小牛血清的 DMEM培 

养基中。 

1．2．2 试剂配制 使用 DMSO溶解黄芩素粉，配制 

成50、100、200 mmol／L的贮存液，使用时按 1：1 000 

比例加入培养液中，终浓度为50、100、200 p~mol／L。 

对照组加入等量的 DMSO。 

1．2．3 SRB法检测细胞生长 取指数生长期细 

胞以5 X 10 ／ml接种于96孔板，每组设 5个复孔。 

24 h后加入不同浓度黄芩素；药物作用24、36、48 h 

后使用 10％ TCA 4 oC固定细胞 1 h；弃掉固定液，用 

超纯水洗 5遍，每次 1 min，甩干后空气干燥；每孔加 

入 0．4％ SRB染色蛋白30 min；用 1％醋酸洗去游 

离染料，甩干后空气干燥；10 mmoL／L Tris溶解染 

料；使用酶标仪在 564 Bill波长处测定 OD值，测时 

减去空白OD值。 

1．2．4 Hoechst 33258荧光染色法检测细胞凋亡 

取对数生长期细胞以5 X 10 ／ml接种于 12孔板， 
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24 h后加入不同浓度黄芩素，药物处理24 h后弃培 

养基，4％多聚甲醛4℃固定 10 min，PBS洗2次，加 

1 ml Hoeehst 33258染色液 (10 g／m1)避光染色 

10 min。荧光显微镜下紫外光激发观察细胞核的改 

变。随机视野下在 100个细胞中计数凋亡细胞数， 

计算凋亡率。 

1．2．5 比色法检测 caspase-3活性 caspase一3活性 

检测试剂盒是基于 caspase-3可 以催化底物 Ac— 

IETD—pNA(acetyl—Ile—Glu-Thr．Asp p-nitroanilide)产 

生黄色的 pNA(p-nitroaniline)，从而可以通过测定 

吸光度来检测 caspase一3的活性。pNA在 405 nm附 

近有强吸收。取对数生长期细胞以5×10 ／ml接种 

于6孔板，24 h后加入不同浓度黄芩素，药物处理 

24 h后，胰酶消化细胞 ，计数；将细胞密度调至 2 X 
10。／ml

，1 500 r／min离心 10 min；使用 100 ixl预冷 

的1×细胞裂解液重悬细胞沉淀，冰浴裂解 10 min； 

4℃ 10 000×g离心 10 min；把上清转移到冰浴预 

冷的离心管中，置于冰上；按试剂盒说明进行操作， 

使用酶标仪在 405 nm测定 caspase-3的酶活性， 

0D4o5即为样品中caspase-3催化产生的pNA产生的 

吸光度，其值大小反映 caspase-3活性强弱。 

1．3 统计学方法 采用方差分析和q检验。 

2 结果 

2．1 黄芩素抑制 HeLa细胞生长 不同浓度黄芩 

素均可抑制 HeLa细胞生长，并且随着黄芩素药物 

浓度提高，其对 HeLa细胞生长的抑制作用越明显， 
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表现为 OD值变小。这种生长抑制作用在给药后 

24、36和48 h均出现。各时间点黄芩素组 OD值与 

对照组比较差异均有统计学意义(P<0．05～P< 

0．01)(见表 1)。 

表 1 黄芩素对 HeLa细胞生长的影响比较(／Z =5； 4-s) 

oD5“ 

24 h 36 h 48 h 

对照组 0．949 3±O．039 2 1．1l2 3 50．043 2 1．289 4 50．081 5 

50txmol／L黄芩素 0．85O 0±0．o46 7 0．998 O±O．O23 1 1．095 6±O．056 4 

100Ixmol／L黄芩素 0．812 3±0．O51 4 0．974 5±O．o51 9 0．990 8±O．096 5 

200 p,mol／L黄芩素 0．784 3±O．079 0 0．954 6±0．051 8 0．966 5±0．097 8 

F 8．25 12．81 15．05 

P <0．叭 <0．01 <0．01 

组内 O．oo3 O．呻2 O．007 

q检验：与对照组比较}P(0．05， P<0．01 

2．2 黄芩素诱导 HeLa细胞凋亡 Hoechst 33258 

荧光染色照片显示，对照组 HeLa细胞核为蓝色均 

匀淡染。而不同浓度黄芩素作用 HeLa细胞 24 h 

后，细胞表现为典型的凋亡形态学改变，即细胞体积 

缩小，胞核呈致密浓染或呈碎块状(见图 1)。不同 

浓度黄芩素组凋亡率与对照组均明显增高(P< 

0．O1)(见表 2)。 

2．3 黄芩 素增强 HeLa细胞 caspase-3活性 

caspase．3在肿瘤细胞凋亡中起重要作用。不同浓度 

黄芩素作用HeLa细胞24 h后，细胞内caspase一3活性 

均较对照组增强(P<0．05～P<0．01)(见表 3)。 

A：对N~ll；B：50~mol／L黄芩素；c：100 I．~mol／L黄芩素；D：200 i．~mol／L黄芩素 

图 1黄芩素作用 24 h后 HeLa细胞核变化 (荧光染色 x200) 

表2 不同浓度黄芩素作用HeLa细胞24 h后的凋亡率比 3 讨论 

较( =5； ±S) 

q检验：与对照组比较 P<O．O1 

子宫颈癌是全球妇女恶性肿瘤中仅次于乳腺癌 

‘ 的第二个最常见的恶性肿瘤，目前临床以手术切除、 

放疗、化疗相结合等综合疗法为主。但化疗药物普 

遍有严重的不良反应。黄芩素属于黄酮类物质，本 

实验首先采用 SRB法这一目前常用的细胞毒性检 

测方法 ，观察黄芩素对HeLa细胞生长的影响。结 

果显示，不同浓度黄芩素作用24、36、48 h后均可抑 
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表3 不同浓度黄芩素作用24 h后 HeLa细胞内caspase~3 

活性比较( =5； ±s) 

q检验：与对照组比较 P<0．05，}{P<O．O1 

制 HeLa细胞的生长(P<0．05一P<0．01)，并且这 

种抑制作用随着黄芩素浓度增高而增强。以上结果 

表明，5O～200 Ixmol／L黄芩素可 以抑制子宫颈癌 

HeLa细胞生长。 

黄芩素抑制肿瘤细胞生长的机制 目前尚不明 

确 1o]。在其他细胞株中黄芩素的作用机制可能与 

影响花生四烯酸系统代谢途径，抑制细胞增殖，使细 

胞周期阻滞，诱导肿瘤细胞凋亡，抗肿瘤新生血管生 

成等有关。细胞凋亡即细胞的程序化死亡是生物界 

中普遍存在的，在生物进化过程中形成的以实现对 

细胞数目精密调节的重要手段，具有重要的生物学 

意义。细胞凋亡的异常是肿瘤发生的重要机制。细 

胞凋亡具有独特的生物化学过程和细胞形态学变 

化，它的主要机制是：死亡信号经过传导和整合，最 

后激活核酸内切酶，引起核 DNA非随机降解形成 

180～200个碱基对的寡核小体片段。实验中采用 

“Hoechst 33258荧光染色法”观察黄芩素对 HeLa细 

胞凋亡的影响，结果显示，黄芩素作用于 HeLa细胞 

24 h后可明显增高细胞凋亡率，并且细胞凋亡随着 

黄芩素浓度增高而增多。这提示诱导细胞凋亡可能 

是黄芩素抑制细胞生长的原因之一。 

细胞凋亡主要包括死亡受体途径和线粒体途 

径⋯ ，它 们通 过一 系列 分子 和生 化途 径 活化 

caspases，并诱导许多细胞核和细胞质内相关底物降 

解，而 caspase一3则是最常见的细胞凋亡通路的最后 

“执行者’ 。实验 中采用 比色法 测定细胞 内 

caspase一3的活性 ，结果显示，伴随着细胞凋亡率增 

高的同时，细胞内caspase一3的活性也明显增强，这 

提示黄芩素诱导 HeLa细胞凋亡与caspase．3激活有 

关，而这与 Pidgeon等  ̈的结果是一致的。 
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黄芩素对人子宫颈癌 HeLa细胞体外生长增殖 

作用的发现及其机制的初步探讨，扩展黄芩素的药 

理作用，且为临床采用中药治疗子宫颈癌提供理论 

基础及更广阔的研究思路。 
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