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黄芩茎叶总黄酮对结肠癌HCT116细胞凋亡、迁移和侵袭的影响
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摘 要：目的 研究黄芩茎叶总黄酮（SBTF）对结肠癌 HCT116细胞凋亡、迁移和侵袭的影响。方法 采用 CCK8法检测

SBTF（5、10、20、50、100、200、400、600 μg·mL−1）对HCT116细胞增殖的影响；Annexin V/PI 双染法检测 SBTF（80、120、

160 μg·mL−1）对HCT116细胞凋亡的影响；JC-1染色法检测SBTF对细胞线粒体膜电位的影响；Transwell小室迁移和侵袭实

验检测SBTF对细胞迁移和侵袭的影响；Western blotting法检测SBTF对细胞凋亡、迁移和侵袭相关蛋白表达的影响。结果

与对照组比较，SBTF可明显抑制 HCT116细胞增殖，干预24、48 h后的半数抑制浓度（IC50）值分别为156.50、98.59 μg·mL−1；

SBTF 显著提高 HCT116 细胞凋亡率（P＜0.05、0.01）；SBTF 明显促进 HCT116 细胞线粒体膜电位改变；SBTF 显著降低

HCT116细胞迁移和侵袭率（P＜0.05、0.01）；SBTF显著上调HCT116细胞的Bax/Bcl-2值和cleaved Caspase-3蛋白表达（P＜

0.05、0.01），显著下调MMP-2、MMP-9蛋白表达（P＜0.05、0.01）。结论 SBTF可通过诱导HCT116细胞凋亡和抑制细胞

迁移、侵袭发挥抗结肠癌作用。
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Abstract: Objective To investigate the effects of total flavonoids in Scutellaria baicalensis stem-leaf (SBTF) on the apoptosis,

migration and invasion process of colon cancer HCT116 cells. Methods The effects of SBTF (5, 10, 20, 50, 100, 200, 400 and

600 μg·mL−1) on HCT116 cells proliferation were detected by CCK8 assay. The effects of SBTF (80, 120, 160 μg·mL−1) on cell

apoptosis were detected by Annexin V/PI double staining. The effects of SBTF on mitochondrial membrane potential (MMP) were

detected by JC-1 staining. The effects of SBTF on cell migration and invasion were detected by Transwell migration and invasion

test. The effects of SBTF on the expression of apoptosis, migration and invasion related proteins were detected by Western blotting.

Results Compared with control group, SBTF could significantly inhibit the proliferation of HCT116 cells, and the IC50 values after

24 h and 48 h were 156.50 and 98.59 μg·mL−1. SBTF significantly enhanced apoptosis of HCT116 cells (P < 0.05 and 0.01). SBTF

could promote the change of MMP in HCT116 cells. SBTF effectively inhibited migration and invasion of HCT116 cells (P < 0.05

and 0.01). SBTF significantly up-regulated the expressions of Cleaved Caspase-3 and the ratio of Bax/Bcl-2 in HCT116 cells (P <

0.05 and 0.01), and significantly down-regulated the expressions of MMP-2 and MMP-9 in HCT116 cells (P < 0.05 and 0.01).

Conclusion SBTF could play an anti-colon cancer role by regulating the process of apoptosis, migration and invasion of HCT116

cells.
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结肠癌是一种由饮食、遗传、不良生活习惯等

因素诱发的结肠上皮来源消化道恶性肿瘤，其发病

早期无明显症状，但随着疾病进展，可能引起患者

器官功能障碍、黄疸、头晕头痛、呼吸困难等［1-2］。近

年来，我国结肠癌的发病率及致死率呈现上升趋

势，对人民群众的生命健康造成极大的影响［3］。手

术、化疗及靶向治疗为当前临床治疗结肠癌的一线

治疗手段，但仍存在复发率高、副作用大、成本高等

诸多缺点，导致整体预后并不理想。大量证据显

示，传统中药及其成分发挥抗肿瘤作用具有疗效确

切和安全性高等特点，因而在治疗肿瘤领域已逐渐

成为研究与临床实践热点［4］。

黄 芩 茎 叶 是 唇 形 科 植 物 黄 芩 Scutellaria

baicalensis Georgi 的茎和叶，亦是我国民间食用历

史悠久的别样茶之一，具有清热燥湿、泻火解毒之

功，因而有“黄金茶”之美称［5］。据报道，黄芩茎叶中

化学成分种类与黄芩相似，均以丰富的黄酮类成分

为主，仅在含量上有差异［6］。亦有研究显示，黄芩茎

叶具有解热镇痛、抗肿瘤、抗炎、免疫调节等显著药

理作用［7］。当前，在传统大宗药材黄芩的生产与加

工过程中，生物量数倍于根的黄芩茎叶往往被废

弃，造成了极大的资源浪费、生态污染等重大经济、

生态与社会问题［8］。因此，进一步研究与开发黄芩

茎叶的资源迫在眉睫。本研究拟探讨黄芩茎叶抗

肿瘤作用，以人结肠癌HCT116细胞为对象，从细胞

凋亡、迁移和侵袭角度研究黄芩茎叶总黄酮（SBTF）

的抗结肠癌作用，以期为黄芩茎叶资源进一步开发

与利用提供基础。

1 材料

1.1 细胞株

人结肠癌HCT116细胞购自美国典型培养物保

藏中心（ATCC 细胞库），应用 DMEM 培养基（含

10% 胎牛血清）进行细胞培养，置于饱和湿度、5%

CO2、37 ℃恒温细胞培养箱。

1.2 药物及试剂

SBTF（批号 DC210503，总黄酮质量分数≥
54%），购自南京秋实生物科技有限公司，制备工艺

为：黄芩茎叶以 12倍量 40% 乙醇热回流提取 3次，

每次 1 h，大孔树脂纯化（柱径高比为 1∶3，30%乙醇

洗脱）；DMSO（批号 V900090）、DMEM 培养基（批

号 D6429）、AnnexinV-FITC/PI 双染试剂盒（批号

APOAF），均购自德国默克 Sigma-aldrich 公司 ；

CCK8 试剂盒（批号 ab228554），英国 Abcam 公司；

JC-1 线粒体膜电位检测试剂盒（批号 BL711A），购

自 Biosharp 公司；Transwell 嵌套（批号 01212337）、

Transwell小室（批号 01212004），均购自美国Costar

公司；Matrigel基质胶（批号 356234），购自美国 BD

公司；Giemsa 染液（批号 C0133），购自江苏碧云天

公司；胎牛血清（批号 10099141C）、PVDF 膜（批号

LC2002）、BCA蛋白定量试剂盒（批号 23246），均购

自美国Thermo公司；Bcl-2抗体（批号 15071T）、Bax

抗体（批号 5023T）、cleaved Caspase-3 抗体（批号

9661T）、基质金属蛋白酶 -2（MMP-2）抗体（批号

40994S）、MMP-9 抗体（批号 13667T）、β -actin 抗

体（批号 4970S）、辣根过氧化物酶（HRP）标记的羊

抗兔 IgG 抗体（批号 32935S），均购自美国 CST

公司。

1.3 主要仪器

CO2培养箱，德国 IRM 公司；PLUS-E2-20TJ 型

超纯水系统，南京易普易达有限公司；TS100型倒置

显微镜、TS2R型浮雕反差倒置荧光显微镜，日本尼

康 公 司 ；Calibur 型 流 式 细 胞 仪 ，美 国 BD 公

司 ；MultiskanMK3 型 酶 联 免 疫 检 测 仪 ，美 国

Thermo 公 司 ；MINI-4 小 型 垂 直 电 泳 仪 ，美 国

伯乐公司。

2 方法

2.1 CCK8法检测细胞存活率

收集对数生长期的 HCT116 细胞 ，以每孔

100 μL（细胞数为 5×103）接种于 96孔板，培养 24 h

后弃去培养基 ，再分别加入 100 μL 含有 0.1%

DMSO（对照组）及含 SBTF 质量浓度为 5、10、20、

40、100、200、400、600 μg·mL−1的DMEM培养，每组

3个复孔。空白孔不接种细胞，24、48 h后弃去培养

基，加入 20 μL的CCK8溶液，孵育 2 h，最后采用酶

标仪测定450 nm处A值。

细胞存活率＝（A 实验－A 对照）/（A 对照－A 空白）

2.2 Annexin V/PI双染法检测细胞凋亡率

收集对数生长期的 HCT116 细胞 ，以每孔

2 mL（细胞数为 4×105）接种于 6孔板中培养 24 h

后，随机分成 4组：对照组（含 0.1% DMSO培养基）

和SBTF80、120、160 μg·mL−1组。培养24h后1000r·min−1

离心10 min收集各组细胞，PBS洗涤2次，加入500 μL

Binding Buffer重悬细胞，加入 5 μL Annexin V/FITC

染液，混匀后再加入 PI染液，充分混合后室温避光

孵育15 min，采用流式细胞仪检测细胞凋亡率。

2.3 JC-1染色法检测线粒体膜电位变化

细胞培养及分组同“2.2”项，培养 24 h后用PBS

洗涤细胞 2 次，随后每孔加入 40 μL 无血清培养
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基和 40 μL JC-1 工作液，充分混匀后避光孵育

20 min，弃液，用 JC-1缓冲液洗涤细胞，加入 40 μL

细胞培养液后立即在倒置荧光显微镜下观察、

拍照。

2.4 Transwell细胞迁移实验

收集对数生长期的 HCT116 细胞 ，以每孔

200 μL（细胞数为 5×104）接种于 24 孔板 Transwell

小室上层，随机分成 4组，分组及给药同“2.2”项，随

后将 600 μL 含 10% 胎牛血清的 DMEM 加入各组

Transwell小室下层。24 h后弃去培养基，PBS洗涤

3次，用棉签去掉小室上层细胞，4%多聚甲醛固定

30 min，PBS 洗 涤 3 次 ，随 后 加 入 Giemsa 染 色

30 min，PBS洗涤 3次，采用倒置显微镜观察随机选

择 3个视野并拍照，计算穿膜细胞数，按“2.2”项下

得到的各浓度平均凋亡率扣除凋亡细胞，计算细胞

迁移率。

细胞迁移率＝穿膜细胞数/存活细胞总数

2.5 Transwell小室侵袭实验

用稀释后的 Matrigel 胶（无血清培养基 1∶8 稀

释）均匀平铺在Transwell小室上室内（每孔 50 μL），

培养箱孵育后，按“2.4”项步骤进行细胞侵袭实验。

细胞侵袭率＝穿膜细胞数/存活细胞总数

2.6 Western blotting 法检测 Bax、Bcl-2、cleaved

Caspase-3、MMP-9、MMP-2的蛋白表达

细胞培养及分组同“2.2”项，24 h 后提取总蛋

白，随后进行 SDS-PAGE 电泳，每孔 30 μg 蛋白量，

最后将蛋白转印到 PVDF膜上。待 5%脱脂奶粉溶

液封闭2 h后，加入相应的一抗（1∶1 000）4℃过夜孵育，

TBST洗膜4 次后与 HRP 标记的二抗（1∶10 000）

孵育 2 h，TBST洗膜 4次，ECL化学发光法显影和定

影，ChemiScope3300 mini化学发光成像系统采集图

像，ClinxChemi图像软件进行分度值分析，以β-actin

为内参对照，计算各个蛋白条带的相对表达水平。

2.7 数据处理与分析

实验结果均用 x̄ ± s表示，采用 SPSS 21.0 及

Graphpad Prism 8.0.2软件处理数据及做图，多组均

数间采用One-Way ANOVA分析。

3 结果

3.1 SBTF对HCT116细胞增殖的影响

结果如图 1 所示，SBTF 对 HCT116 细胞增殖

有明显的抑制作用，其干预 24、48 h 后半数抑

制浓度（IC50）值分别为 156.50、98.59 μg·mL−1 ，

且作用呈浓度和时间相关性。

3.2 SBTF对HCT116细胞形态学的影响

SBTF 对 HCT116 细胞形态学的影响如图 2 所

示，对照组HCT116细胞呈上皮细胞样贴壁生长，当

加入 80 μg·mL−1 SBTF时，开始出现少量凋亡细胞，

而随着SBTF给药浓度增加，细胞形态出现变化，体

积缩小并与周围细胞脱离，出现数量更多的凋亡细

胞，表明SBTF可诱导HCT116细胞凋亡。

3.3 SBTF对HCT116细胞凋亡的影响

Annexin V/PI双染结果如图3所示，与对照组比

较，80、120、160 μg·mL−1 SBTF显著促进HCT116细

胞 的 凋 亡（P＜0.05、0.01），表 明 SBTF 可 诱 导

HCT116细胞凋亡，并呈现浓度相关性。

3.4 SBTF对HCT116细胞线粒体膜电位的影响

JC-1染色法检测HCT116细胞线粒体膜电位变

化，结果如图 4所示，对照组以红色荧光为主，说明

该组细胞线粒体膜电位处于正常状态，而 80、120、

160 μg·mL−1 SBTF组的红色荧光逐渐减弱，绿色荧

光逐渐增强，Merge亦呈现变绿趋势，说明 SBTF组

细胞线粒体膜电位发生了改变。

3.5 SBTF对HCT116细胞迁移与侵袭的影响

结果如图 5 所示，与对照组比较，80、120、

160 μg·mL−1 SBTF 组 HCT116 细胞穿越 Transwell

小室的细胞数量显著减少，细胞迁移率显著降

图1 SBTF对HCT116细胞活力的影响（x
—

±s，n=3）

Fig. 1 Effects of SBTF on cell viability of HCT116 cells

(x
—

±s, n=3)

 

 

 

 

 

对照           80             120           160 
           SBTF/(μg·mL−1) 

图2 SBTF对HCT116细胞形态的影响

Fig. 2 Effects of SBTF on cell morphology of HCT116 cells

··904



Drug Evaluation Research第45卷 第5期 2022年5月 Vol. 45 No. 5 May 2022

低（P＜0.05、0.01），表明 SBTF 可有效抑制 HCT116

细胞的迁移，且作用呈现浓度相关性。

Transwell侵袭实验结果如图 6所示，与对照组

比较，80、120、160 μg·mL−1 SBTF组HCT116细胞穿

越Transwell小室的细胞数量明显变少，细胞侵袭率

显著降低（P＜0.05、0.01），表明 SBTF 可有效抑

制 HCT116 细 胞 的 侵 袭 ，作 用 亦 呈 现 浓 度 相

关性。

3.6 SBTF 对 HCT116细胞凋亡、迁移和侵袭相关

蛋白表达的影响

Western blotting 结果如图 7 所示，与对照组比

较，80、120、160 μg·mL−1 SBTF组HCT116细胞Bax/
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图4 SBTF对HCT116细胞线粒体膜电位的影响

Fig. 4 Effects of SBTF on mitochondrial membrane

potential of HCT116 cells
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图5 SBTF对HCT116细胞迁移能力的影响（x
—

±s，n=3）

Fig. 5 Effect of SBTF on migration of HCT116 cells (x
—

±s, n=3)

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

图3 SBTF对HCT116细胞凋亡的影响（x
—

±s，n=3）

Fig. 3 Effects of SBTF on apoptosis of HCT116 cells (x
—

±s, n=3)
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图6 SBTF对HCT116细胞侵袭能力的影响（x
—

±s，n=3）

Fig. 6 Effect of SBTF on invasion of HCT116 cells (x
—

±s, n=3)
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Bcl-2 值和 cleaved Caspase-3 蛋 白 表 达 显 著 上

调（P＜0.05、0.01），MMP-2、MMP-9 蛋白表达显著

下调（P＜0.05、0.01）。表明 SBTF 能够浓度相关性

的上调 HCT116细胞的 Bax、cleaved Caspase-3表达

和下调 Bcl-2、MMP-2、MMP-9表达，进而诱导细胞

凋亡及抑制细胞迁移、侵袭。

4 讨论

黄酮类成分泛指两个苯环通过C6-C3-C6三碳链

相连接而成的一系列化学成分，广泛分布于药用植

物中，是中医药发挥临床功效的重要物质基础之

一［9］。黄酮类成分药理作用丰富且毒副作用较低，

大量证据表明其可通过多种靶点、多种途径发挥抗

肿瘤作用［9］。课题组前期研究发现，黄芩茎叶中主

要含有野黄芩苷、黄芩苷、汉黄芩苷、芹菜素-7-O-β-

D-葡萄糖醛酸苷、千层纸素A等黄酮类成分［10］。据

报道，野黄芩苷可通过调节PTEN/PI3K通路抑制胃

癌的生长及上皮间质转化进程［11］。黄芩苷能够增

加肺癌细胞miR-340-5p的表达，进而发挥抗肺癌作

用［12］。汉黄芩苷通过 IRE1α/TRAF2/ASK1 通路诱

导胃癌细胞内质网应激相关细胞死亡，从而表现出

抗肿瘤活性［13］。千层纸素 A可能通过 PTEN/PI3K/

Akt 通路影响胆囊癌增殖、迁移、侵袭和诱导其凋

亡［14］。以上研究表明，SBTF 中多种黄酮类成分具

有确切的抗肿瘤作用，但对于 SBTF及其单体成分

对结肠癌的作用鲜有报道。基于此，本研究以结肠

癌细胞HCT116为对象，从细胞凋亡、迁移和侵袭角

度探讨SBTF的抗结肠癌作用。

细胞凋亡是细胞在生理或病理条件下，调控一

系列基因的激活、表达等，自主有序的结束自身生

命的过程［15］。细胞凋亡因其为一种程序性死亡而

被认为是杀伤肿瘤细胞的最佳途径，这亦是大部分

化疗药物发挥抗肿瘤作用的主要机制［16］。线粒体

途径是细胞凋亡发生的主要途径之一，Bcl-2家族促

凋亡蛋白Bax和抗凋亡蛋白Bcl-2是控制线粒体凋

亡因子释放的主要调节因子［17］。Bax一般存在于细

胞质中，而Bcl-2主要存在于线粒体膜上，当线粒体

凋亡启动时，Bax 重新定位于线粒体膜上，故 Bax/

Bcl-2 的变化可证实细胞进入线粒体凋亡进程［18］。

线粒体凋亡启动后，将进一步激活凋亡最终执行蛋

白Caspase-3，最终使凋亡进入不可逆阶段［19］。本研

究发现，SBTF可改变 HCT116细胞线粒体膜电位，

且 浓 度 相 关 性 地 上 调 Bax/Bcl-2 值 和 Cleaved

Caspase-3表达，提示 SBTF可通过线粒体途径诱导

结肠癌细胞发生凋亡。

恶性肿瘤的转移是其疾病的固有特征之一，转

移性结肠癌常发生于肝、肺、骨、淋巴结和脑［20］。据

统计，大约 25% 结肠癌患者会发生局部或远处转

移，生存率分别为 71%和 14%［20-21］。尽管在诊断和

治疗方面取得了重大进展，但大约 50%的结肠癌患

者会在 5年内复发并死于该疾病，中晚期肿瘤转移

是治疗失败和疗效不佳的根本原因［21-22］。肿瘤细胞

的迁移和侵袭是肿瘤转移的重要过程，肿瘤细胞黏

附和基底膜的降解亦是肿瘤转移的必要条件与前

提，而MMPs家族几乎能降解细胞外基质中的各种

蛋白成分，对肿瘤细胞侵袭的组织学屏障产生破

坏，进而干预肿瘤的迁移和侵袭过程［23］。有证据表

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

图7 SBTF对HCT116细胞蛋白表达的影响（x
—

±s，n=3）

Fig. 7 Effects of SBTF on expression of proteins in HCT116 cells (x
—

±s, n=3)
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明，Ⅳ型胶原蛋白是细胞外基质和基底膜的主要成

分，高表达的MMP-9和MMP-2通过降解结肠癌细

胞中Ⅳ型胶原蛋白，进而降低基底膜的屏障作用，

最终加速结肠癌的迁移和侵袭［24-25］。本研究结果显

示，SBTF 浓度相关地下调 HCT116 细胞 MMP-2、

MMP-9表达，从而抑制细胞的迁移和侵袭。

SBTF 可通过诱导细胞凋亡和抑制细胞迁移、

侵袭进程发挥抗结肠癌作用，其作用具有多靶点、

多途径的特点。本研究结果可为黄芩茎叶的资源

循环利用提供一定基础，亦为抗结肠癌药物的研发

提供思路。后续将将纳入更为全面的上下游分子

与信号通路，以期深入揭示 SBTF的抗结肠癌作用

机制。除此之外，亦将考察黄芩茎叶中黄酮类单体

成分或成分群，以期揭示各成分间的协同、加和甚

至拮抗作用。
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