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摘　要 :目的 　观察木犀草素与顺铂联合应用诱导体外培养的人肺癌细胞 A549 凋亡作用及对细胞周期的影响。
方法 　将木犀草素与顺铂单独及联合作用于 A549 细胞 ,AO/ EB 荧光染料染色 ,流式细胞仪检测细胞凋亡和细胞
周期 ,Western blotting 检测 p53 蛋白表达情况。结果 　木犀草素 (40μmol/ L) 和顺铂 (10μg/ mL) 联用组诱导的
A549 细胞凋亡率和 S 期阻滞作用均显著强于木犀草素组或顺铂组 ,Western blotting 发现 ,木犀草素和顺铂联用组
p53 蛋白水平也明显高于单独木犀草素组或顺铂组。结论 　木犀草素能显著增强顺铂诱导的人肺癌细胞 A549 细
胞凋亡和细胞周期阻滞 ;p53 蛋白可能参与调节木犀草素和顺铂联合诱导的肿瘤细胞凋亡。
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　　顺铂及其衍生物是目前最常用的抗肿瘤药物之

一 ,具有广泛的抗瘤谱 ,对肺癌、食道癌、膀胱癌、前

列腺癌、睾丸癌、宫颈癌等多种实体肿瘤有较好的疗

效[1 ] 。但是 ,铂类药物往往具有较大的肾毒性、神经

毒性、胃肠道毒性及耳毒性等 ,一定程度上限制了其

用药剂量和抗肿瘤效果[2 ] 。因此 ,寻找无毒或低毒

的天然化学物作为增敏剂 ,提高铂类抗肿瘤药物的

疗效 ,以减少其用量和不良反应 ,是临床肿瘤治疗的

策略之一。

体内及体外实验、流行病学调查研究均表明 ,植

物黄酮对于肿瘤的预防和治疗具有重要作用。木犀

草素 (luteolin) 是一种广泛分布于植物界的黄酮类

化合物 ,国内外研究发现木犀草素具有防癌、抗癌的

作用 ,其作用机制包括抑制肿瘤细胞增殖 ,阻滞细胞

周期 ,促进细胞凋亡 ,抑制血管生成 ,抑制 DNA 拓

扑异构酶 ,抗氧化、抗突变作用 ,诱导 Ⅱ相代谢酶

等[3 ] ,具有潜在的临床应用价值。前期研究发现 ,木

犀草素处理人结肠直肠癌 COLO205、HCT116 细

胞和人宫颈癌 HeLa 细胞后 ,显著增强了肿瘤坏死

因子2α( TN F2α)诱导的细胞凋亡[ 4 ] 。木犀草素还可

通过抑制蛋白激酶 C 的活性和降解凋亡蛋白的 X

链接的抑制剂 ( XIA P) ,促进 capase28 的活性和

caspase23 成熟 ,对肿瘤坏死因子相关的凋亡诱导配

体 ( TRA IL) 诱导的凋亡起增敏作用[5 ] 。还发现木

犀草素的增敏作用是 p53 依赖的 ,可能机制是木犀

草素通过活化 c2J un 氨基末端激酶 (J N K) ,通过磷

酸化稳定 p53 蛋白 ,减少其泛素化和蛋白降解 ,提

高细胞内 p53 蛋白水平[ 6 ] 。本研究观察木犀草素

与顺铂联合应用 ,对人肺癌细胞 A549 凋亡的作用 ,

以了解木犀草素是否能增强顺铂的抗肿瘤作用 ,为

寻找潜在的化疗增敏剂提供实验依据。

1 　材料

　　木犀草素、顺铂均为 Sigma 公司产品。人肺癌

细胞 A549 由浙江大学免疫学研究所提供。吖啶橙

(AO) 购自 Flula 公司。溴化乙锭 ( EB) 购自 Sig2
ma 公司。Annexin2v2FITC 凋亡检测试剂盒和细胞

周期测定试剂盒为 Beckman Coulter 公司产品。

p53 和β2actin 抗体购自 Cell signaling 公司 ,BCA

蛋白浓度测定试剂盒购自碧云天生物技术研究所 ,

ECL 化学发光试剂盒购自美国 Amersham Life

Sciences 公司 ,NC 膜购于 Millpore 公司 ,辣根酶标

记山羊抗兔 Ig G 和辣根酶标记山羊抗鼠 Ig G 为中

杉金桥公司产品 ,其他 Western blotting 相关试剂

分别购自 Amresco 公司和 Sigma 公司。

2 　方法

211 　细胞培养 :人肺癌细胞 A549 培养于含 10 %

小牛血清的 RMPI 1640 完全培养液 ,于 37 ℃、5 %

CO2饱和湿度孵箱中培养。

212 　AO/ EB 荧光染料染色检测细胞凋亡 :根据前

期实验结果[6 ] ,选择单独作用只能引起少量 A549

细胞凋亡的木犀草素 (40μmol/ L) 和顺铂 (10μg/

mL) 。木犀草素、顺铂和两者联用 (其中木犀草素

提前 2 h 给药) 作用于 A549 细胞 24 h 后 ,消化细

胞制成单细胞悬液 ,滴片 , AO/ EB 染色 ,荧光显微
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镜下观察并计数 200 个细胞 ,计数凋亡细胞 ,并计

算细胞凋亡率 ,同时设对照组 ,每组设 3 个复孔。

213 　流式细胞仪检测细胞凋亡和细胞周期 :木犀草

素 40μmol/ L 、顺铂 10μg/ mL 以及二者联用 (木犀

草素提前 2 h 给药) 分别作用于 A549 细胞 24 h。

制备单细胞悬液 ,1 000 r/ min ,4 ℃离心 5 min ,弃

上清液。预冷的 PBS 清洗 , 离心并重悬 , 加入

Annexin V2FITC 和 PI ,轻轻混匀 ,避光室温反应

15 min ,加入 300μL 结合缓冲液 ,用流式细胞仪检

测细胞凋亡。取细胞悬液 ,经离心后 ,弃上清液 ,无

水乙醇 - 20 ℃固定细胞 24 h ,预冷的 PBS 清洗并

重悬 ,离心洗涤 ,去上清液 ,加 RNA 酶 ,37 ℃水浴

30 min ,PI 染色 ,用流式细胞仪检测细胞周期。

214 　Western blot ting 检测 p53 蛋白表达 :木犀草

素 40μmol/ L 、顺铂 10μg/ mL 以及二者联用 (木犀

草素提前 2 h 给药) 分别作用于 A549 细胞 24 h

后 ,收集细胞 , PBS 洗两次 ,加入蛋白裂解液 ,混旋

20 min ,15 000 r/ min 离心 30 min ,取上清 ,用蛋白

定量试剂盒测定蛋白质样品浓度 ,分装 , - 70 ℃储

存 ,SDS2PA GE 电泳 ,卸胶 ,转膜 ,封闭 ,加一抗 ,4 ℃

孵育过夜 , PBST 洗膜 ,加二抗 ,室温孵育 115 h ,

PBST 洗膜 30 min ,显影 ,定影 ,胶片拍照 ,Quantity

One 软件分析。

215 　统计学处理 :各试验均重复 3 次 ,数据用 SPSS

1310 统计软件进行单因素方差分析。

3 　结果

311 　木犀草素与顺铂诱导人肺癌细胞 A549 凋亡

的作用 :AO/ EB 荧光染料染色实验发现 ,对照组、

木犀草素 (40μmol/ L) 和顺铂 (10μg/ mL) 处理组

仅能引起少量细胞凋亡 ,木犀草素和顺铂单用组凋

亡率 分 别 为 ( 16187 ±0121 ) % 和 ( 14161 ±

3177) % , 而二者联用组的凋亡率为 ( 53154 ±

1145) % ,与木犀草素或顺铂单独作用组比较差异均

有显著性 ( P < 0105) ,见图 1。

312 　流式细胞仪检测细胞凋亡 :木犀草素和顺铂处

理 A549 细胞 24 h 后 ,用流式细胞仪检测细胞凋亡

情况 ,结果见图 2。木犀草素 (40μmol/ L ) 单独作

用组的细胞凋亡率为 (7147 ±0152) % ,顺铂 (10

μg/ mL) 单独作用组的细胞凋亡率为 ( 4189 ±

0168) % ,而二者联用组可以引起 (14105 ±01 98) %

的细胞凋亡 ,二者联用组与木犀草素或顺铂单独作

用组比较差异均有显著性 ( P < 0105) 。其趋势与荧

光染色法的结果相同 ,说明木犀草素能增强顺铂诱

导的 A549 细胞凋亡作用。

313 　木犀草素和顺铂对 A549 细胞周期的影响 :木

犀草素 40μmol/ L 、顺铂 10μg/ mL 以及两者联合

处理 A549 细胞 24 h 后 ,用流式细胞仪检测对细胞

周期的影响。结果发现 ,联用组能够明显诱导细胞

周期阻滞 (图 3) ,木犀草素和二者联用组能够引起

S 期的细胞明显增多 , G2 期细胞明显减少 ,联用组

与顺铂单独作用组比较均有显著差异。木犀草素和

顺铂联用主要在 S 期引起 A549 细胞周期阻滞。
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与对照组比较 : △P < 0105

与木犀草素或顺铂组比较 : 3 P < 0105

△P < 0105 vs cont rol group

3 P < 0105 vs luteolin group or cisplatin group

图 3 　流式细胞仪检测木犀草素与顺铂处理 A549 细胞

引起细胞周期的变化 ( x ±s , n = 3)

Fig. 3 　Effects of luteolin and cisplatin on cell cycle

distribution of A549 cells as determined

by flow cytometry ( x ±s , n = 3)

314 　Western blotting 检测 p53 蛋白表达情况 :木犀

草素和顺铂联用引起 p53 蛋白水平明显增加 (图 4) 。

实验所得图像通过 Quantity One 软件分析 ,数据通过

SPSS 13. 0 统计分析 ,联用组 p53 表达与木犀草素或

顺铂单独作用组相比差异有显著性 ( P < 0105) 。

与对照组比较 : △P < 0105

与木犀草素或顺铂组比较 : 3 P < 0105

△P < 01 05 vs cont rol group

3 P < 0105 vs luteolin group or cisplatin group

图 4 　木犀草素与顺铂处理对 A549 细胞 p53 蛋白表达的

影响 ( x ±s , n = 3)

Fig. 4 　Effects of luteolin and cisplatin on p53 protein

expression in A549 cells ( x ±s , n = 3)

4 　讨论

　　诱导肿瘤细胞凋亡是包括顺铂在内的许多化疗

药物发挥杀伤作用的重要机制之一 ,也是治疗肿瘤

的重要靶点和新途径。通常许多肿瘤能够引起前凋

亡蛋白如肿瘤抑制因子 p53 突变失活 ,上调 BCL22

和 IA P 家族等抗凋亡蛋白表达 ,引起癌细胞的特异

突变从而逃脱凋亡 ,对诱导凋亡的化疗药物产生耐

药性。化疗药物与肿瘤细胞凋亡基因突变相关的药

物联用 ,对肿瘤细胞进行选择性地诱导凋亡的靶疗

法可能是很有潜力的抗癌策略。

木犀草素为天然植物类黄酮 ,其来源广泛 ,价格

低廉 ,对人体毒性较小。本实验结果显示 ,木犀草素

能够促进顺铂诱导的体外培养人肺癌细胞 A549 凋

亡和细胞周期阻滞 ,木犀草素还可以显著提高

A549 细胞内 p53 蛋白水平 ,提示 p53 蛋白在木犀

草素和顺铂联合诱导肿瘤细胞凋亡过程中可能起重

要作用。与已发现的木犀草素与顺铂联合对人肝癌

细胞 Hep G2、结肠癌细胞 HCT 116 以及人鼻咽癌

细胞 CN E1 的作用相似[6 ] 。最近研究表明 ,木犀草

素对人胃癌细胞 A GS 也有类似的化学增敏作

用[7 ] 。说明木犀草素及其衍生物可能是很有潜力的

化疗增敏剂。应该进一步用不同肿瘤细胞、不同化

疗药物进行体外、体内相结合的联合抗肿瘤作用研

究 ,发现其抗肿瘤谱、最佳剂量组合和治疗方案 ,并

深入探讨其作用机制 ,为开发有临床应用价值的天

然低毒的化疗和放疗增敏剂提供实验依据。
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