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槲皮素对人胃癌 MKN45 细胞的抑制作用研究 

付丽娜，刘维红，徐爱军，宋丽杰 
天津市第四中心医院 消化内科，天津  300140 

摘  要：目的  探讨槲皮素对人胃癌 MKN45 细胞凋亡的影响及其作用机制。方法  取对数生长期的 MKN45 细胞分为对照

组和 20、40、80 µmol/L 槲皮素组。应用 MTT 比色法测定细胞活性，Hoechst 染色、流式细胞技术检测细胞凋亡，比色法检

测凋亡相关因子 Caspase-3、Caspase-9 表达。结果  槲皮素能显著抑制 MKN45 细胞增殖，促进细胞凋亡，升高 Caspase-3、
Caspase-9 基因表达水平。结论  槲皮素可通过增强 Caspase-3、Caspase-9 基因表达诱导人胃癌 MKN45 细胞凋亡。 
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Inhibition of quercetin on human gastric carcinoma MKN45 cells 

FU Li-na, LIU Wei-hong, XU Ai-jun, SONG Li-jie 
Department of Digestive Medicine, the Fourth Central Hospital of Tianjin, Tianjin 300140, China 

Abstract: Objective  To investigate the effect and mechanism of quercetin on MKN45 cells. Methods  MKN45 cells were divided 
into four group: negative control group and quercetin groups (20, 40, and 80 µmol/L). Cell viability was measured by MTT 
colorimetric assay, apoptosis was detected by Hoechst staining and flow cytometry assay, and expression of apoptosis-related factors 
Caspase-3 and Caspase-9 were tested by colorimetric detection. Results  Quercetin could obviously inhibit MKN45 cell proliferation 
and promote apoptosis, and could increase Caspase-3 and Caspase-9 gene expression levels. Conclusion  Quercetin can induce 
gastric carcinoma MKN45 cells apoptosis by enhancing the expression of Caspase-3 and Caspase-9 gene. 
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胃癌是消化道常见恶性肿瘤之一，其发生与慢

性胃炎密切相关，目前以手术和化疗为主[1]。传统

化疗药物能够诱导肿瘤细胞凋亡，控制亚临床病灶

和微转移灶，但同时也具有较大的毒副作用[2-3]，因

此寻找一种毒副作用小且安全有效的药物尤为重

要。槲皮素作为黄酮类化合物，具有多种生物学功

能，包括抗炎、扩张冠状动脉、清除自由基、下调

由活性氧介导的下游信号通路，抑制多种恶性肿瘤

细胞增殖等[4-5]。已有研究证实，槲皮素能够抑制胃

癌细胞的增殖[5]。本实验旨在研究槲皮素对胃癌

MKN45 细胞增殖和凋亡的影响，探讨槲皮素在

MKN45 细胞凋亡中的作用机制。 
1  材料和仪器 

人胃癌细胞株MKN45（美国ATCC公司，货号

TCP-1008），青霉素、链霉素（华北制药股份有限

公司，批号分别为A20070002、H13020650），槲皮

素（美国Sigma公司，质量分数＞ 97%，货号

PHR1488），RPMI 1640 培养基（美国Hyclone公司，

货号SH30809.01B），四甲基偶氮唑盐（MTT，美国

Sigma公司，货号 M2128），Annexin V FITC/PI（美

国BD公司，货号 556570）。Hoechst凋亡染色试剂盒

（ 北京索莱宝科技有限公司，批号 G3680），
Caspase-3、Caspase-9 试剂盒（南京建成生物工程研

究所，批号分别为G015-3、G009）。318C酶标仪（上

海精密科学仪器有限公司）。 
2  方法 
2.1  细胞培养 

MKN45 细胞株培养在胎牛血清浓度为 10%的

RPMI 1640 培养基中，培养箱内温度为 37 ℃，CO2

体积分数为 5%，细胞贴壁生长，取对数生长期的 
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细胞进行实验。 
2.2  细胞分组 

以正常培养液培养作为对照组；槲皮素组中槲

皮素的浓度分别为 20、40、80 µmol/L。MKN45 细

胞于不同培养基中培养 48 h 后进行相关检测。 
2.3  MTT 法检测细胞存活率 

MKN45 细胞 1.5×105/mL、200 µL/孔接种于

96 孔板中，分为 5 组，空白组（调零组）没有细胞，

只加培养液；各组细胞分别加入 0（对照组：正常

细胞，不加任何干预）、20、40、80 µmol/L 槲皮素，

每组设4个复孔，培养48 h后，加入体积分数为0.5%
的 MTT 溶液 20 µL，温育 4 h，吸弃上清液，加入

DMSO 溶液 150 µL，室温下振荡 20 min 后，在全

自动酶标光度仪上进行比色，测定各孔 570 nm 的

吸光度（A）值，实验重复 3 次，计算细胞存活率。 
细胞存活率＝（A 实验－A 空白）/（A 对照－A 空白） 

2.4  Hoechst 染色观查细胞凋亡 
MKN45 细胞培养 48 h 后，用 PBS 洗涤 2 次，

在 150 μL Binding Buffer 中加入 2 μL Hoechst 染液，

避光、室温反应 5 min 后置于荧光显微镜下观察，

放大倍数为 400 倍。活细胞呈均匀淡蓝色荧光，凋

亡细胞的细胞核内染色质浓缩，镜下可见浓染致密

的颗粒状荧光，呈亮蓝色荧光，计算细胞凋亡率。 
细胞凋亡率＝凋亡细胞数/总细胞数 

2.5  流式细胞技术细胞凋亡检测 
MKN45 细胞接种于 6 孔板中，分为 4 组，各

组细胞分别加入 0、20、40、80 µmol/L 槲皮素，每

组设 4 个复孔，培养 48 h 后，0.1%胰酶消化后制备

细胞悬液。1 000 r/min 离心后收集细胞，用 Annexin 
V-FITC 试剂盒中 binding buffer 悬浮细胞，调节细

胞浓度为 5×105/L，分别加入 Annexin 和 PI，混匀

后孵育 20 min，于 1 h 内使用流式细胞仪检测细胞

凋亡，以上操作均在暗室内避光进行。 
2.6  Caspase 活性检测 

MKN45 细胞接种于 6 孔板中，分为 4 组，各

组细胞分别加入 0、20、40、80 µmol/L 槲皮素，每

组设 4 个复孔，培养 48 h 后，收集细胞并用 0.1%
胰酶消化，1 200 r/min 离心 10 min，收集细胞并用

PBS 冲洗 2 次，加入 30 µL 细胞裂解液后冰上孵育

20 min，10 000 r/min 离心 10 min，检测方法按试剂

盒进行，Bradford 法作蛋白定量，读取 595 nm 吸光

度（A595 nm）值，再加入 50 μL 反应缓冲液和 5 μL 
Caspase 底物，37 ℃孵育 1.5 h，读取 405 nm 吸光

度（A405 nm）值，计算 Caspase 活性。 
Caspase 活性＝A405 nm/A595 nm 

2.7  统计学分析 
采用 SPSS 18.0 统计学软件对实验数据进行统

计分析。结果采用⎯x±s 表示，多组比较采用 One- 
way 方差分析，两组间比较采用 Student’s t 检验。 
3  结果 
3.1  不同浓度槲皮素对MKN45细胞存活率的影响 

与对照组比较，不同浓度槲皮素组对 MKN45
细胞存活率差异具有统计学意义（P＜0.05、0.01）。
随着槲皮素浓度的增加，抑制作用逐渐明显，提示

槲皮素能够剂量相关性地抑制细胞存活，见表 1。 

表 1  槲皮素对 MKN45 细胞存活率的影响（⎯x ± s，n = 4） 
Table 1  Effect of quercetin on MKN45 cells viability by 

MTT assay (⎯x ± s, n = 4 ) 

组别 浓度/（µmol·L−1） A 值 存活率/% 

对照 — 0.44±0.08 96.67±3.09 

槲皮素 20 0.35±0.05 78.00±4.17* 

 40 0.30±0.02 64.67±3.79** 

 80 0.27±0.04 57.00±2.33** 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group 

3.2  Hoechst 核染色法检测 MKN45 细胞凋亡 
对照组未见明显凋亡染色的细胞核，各槲皮素

组细胞核呈亮蓝色荧光，见图 1。 

 
图 1  Hoechst 33258 核染色法检测 MKN45 细胞凋亡情况 

Fig. 1  Apoptosis of MKN45 cells determined by Hoechst 
staining assay 

    
 

    

对照                  槲皮素 20 µmol·L−1 

槲皮素 40 µmol·L−1                  槲皮素 80 µmol·L−1 
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不同浓度槲皮素处理 MKN45 细胞后，凋亡细

胞比例逐渐增加，与对照组比较差异具有统计学意

义（P＜0.05、0.01），见表 2。 

表 2  不同浓度槲皮素对MKN45细胞凋亡的影响（⎯x ± s，n = 4） 
Table 2  Effect of quercetin on apoptosis of MKN45 cells 

(⎯x ± s, n = 4 ) 

组别 浓度/(µmol·L−1) 细胞凋亡率/% 

对照 — 2.00±1.06 

槲皮素 20 20.43±4.22%* 

 40 37.00±3.42%** 

 80 57.00±2.33** 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group 

3.3  流式细胞术检测 MKN45 细胞凋亡率 
不同浓度槲皮素作用后能明显诱导 MKN45 细

胞凋亡。随着槲皮素浓度升高，MKN45 细胞凋亡

数量逐渐增加。槲皮素 20、40、80 µmol/L 组凋亡

细胞率分别为（18.93±3.77）%、（29.68±2.05）%、

（45.48±4.23）%，与对照组（1.03±0.64）%比较

差异均具有统计学意义（P＜0.05），见图 2。 

 
图 2  槲皮素对 MKN45 细胞凋亡的影响 

Fig. 2  Effect of quercetin on apoptosis of MKN45 cells 

3.4  不同浓度槲皮素对MKN45细胞内Caspase-3、
Caspase-9 活性的影响 

给予不同浓度槲皮素处理后，MKN45 细胞中

Caspase-3、Caspase-9 表达量逐渐升高，与对照组比

较差异具有统计学意义（P＜0.05），见表 3。 

表 3  槲皮素对 MKN45 细胞 Caspase-3、Caspase-9 活性的

影响（⎯x ± s，n = 4） 
Table 3  Activity effect of Caspase-3 and Caspase-9 of 

quercetin on MKN45 cells (⎯x ± s, n = 4 ) 

组别 
浓  度/ 

(µmol·L−1)
Caspase-3/(U·mL-1) Caspase-9/(U·mL-1)

对照 — 87.95±3.53 97.39±3.54 

槲皮素 20 101.31±2.53* 106.48±2.63* 

 40 111.63±3.54** 114.76±3.04** 

 80 122.50±3.76** 121.65±2.95** 
与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group 

4  讨论 
胃癌是发病率和死亡率较高的消化道恶性肿

瘤，寻找一种毒副作用小且安全有效的抗癌药物尤

为重要。中医药在肿瘤的治疗中应用广泛，可以明

显提高肿瘤治疗的疗效，减轻放化疗毒副反应和延

长患者生存时间。选择合理有效的中药、并从分子

生物学角度寻找中药作用靶点是目前研究热点[6]。

药物化疗原理是通过诱导肿瘤细胞凋亡发挥其治疗

作用[7]。肿瘤细胞对化疗药物的耐药性以及化疗药

物的严重毒副反应严重影响了患者的生存质量，所

以从天然生物中开发不良反应小的抗肿瘤药物已成

为治疗胃癌的重要发展战略之一[8]。 
槲皮素具有广泛的生理和药理活性，广泛分布

于蔬菜、水果和常见中草药中，其毒副作用小，是

一个很经济的黄酮类药物[9-10]。生理剂量的槲皮素

能有效抑制单细胞趋化蛋白-1（MCP-1）、细胞间黏

附因子 -1（ ICAM-1）和血管细胞黏附因子 -1
（VCAM-1）的基因表达，有效逆转线粒体膜电位下

降并抑制活性氧（ROS）浓度的增加，从而发挥细

胞保护作用[11]。有研究显示槲皮素能够抑制膀胱

癌、肺癌、乳腺癌和卵巢癌细胞增殖[12]，但该药物

对消化系统肿瘤细胞侵袭的研究甚少。本结果显示，

槲皮素可明显抑制胃癌 MKN45 细胞增殖，诱导细

胞凋亡，这种细胞保护作用呈浓度相关性，提示槲

皮素在胃癌的治疗中也是颇具应用前景的抗癌药物

之一。 
细胞凋亡是受基因控制的，众多基因参与凋亡

过程，Caspase-3 及 Caspase-9 是细胞凋亡通路的重

要启动者和参与者。在许多肿瘤的发生过程中，

Caspase-3、Caspase-9 表达率呈逐渐增加的趋势，提
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示 Caspase-3、Caspase-9 表达增加是肿瘤细胞凋亡

的重要机制之一[13]。本研究结果显示，给予不同浓

度槲皮素处理后，MKN45 细胞中 Caspase-3、
Caspase-9 表达量逐渐升高，与对照组比较差异具有

显著性，证实了槲皮素能够诱导胃癌细胞凋亡。 
综上所述，槲皮素对胃癌 MKN45 细胞具有显

著的抑制其增殖、诱导其凋亡的作用，作用机制可

能为升高 Caspase-3 和 Caspase-9 活性。 
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