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半枝莲总黄酮对非小细胞肺癌细胞增殖及迁移的影响
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摘要：目的 观察半枝莲总黄酮对非小细胞肺癌细胞增殖、迁移及凋亡的影响并对其机制进行初步探索。方法 体外培养非

小细胞肺癌A549细胞，分为阴性对照组、实验组、阳性对照组。阴性对照组用1640培养液200 μL处理细胞，实验组分别用1，
5，10，20，40 μg/mL半枝莲总黄酮处理细胞24 h，阳性对照组用200 μL 40 μg/mL芦丁溶液处理细胞。采用四甲基偶氮唑盐微

量酶反应比色法（MTT）观察细胞增殖情况；通过流式细胞术检测细胞凋亡情况；蛋白质印迹法（Western Blot）检测凋亡抑制蛋

白Survivin和促凋亡蛋白酶Caspase⁃3蛋白的表达；迁移划痕实验检测迁移的情况。结果 MTT检测结果显示，阳性对照组的

增殖抑制率为（57.234±0.533）%，实验组的增殖抑制率分别为（14.852±1.059）%、（23.486±1.366）%、（36.396±0.321）%、（46.179±
1.334）%和（51.530±1.054）%，随浓度增加抑制率显著升高，呈浓度依赖（F＝1 408.303，P＜0.001）；流式细胞术检测细胞凋亡

率，阴性对照组（9.09±0.50）%、阳性对照组（67.27±1.48）%、实验组分别为（24.62±0.70）%、（34.67±0.46）%、（46.92±0.29）%、

（55.67±0.57）%和（59.29±0.73）%，实验组的细胞凋亡率均高于阴性对照组（F＝1 467.681，P＜0.001）；Western Blot结果显示，实

验组Survivin蛋白表达均低于阴性对照组，Caspase⁃3蛋白表达均高于对照组（F＝34.176，P＜0.001；F＝57.730，P＜0.001）；迁移

划痕实验结果显示，半枝莲总黄酮抑制肺腺癌A549细胞迁移并呈现剂量依赖性。结论 半枝莲总黄酮可抑制人肺腺癌A549细
胞的增殖，可能与Survivin蛋白降低和Caspase⁃3蛋白表达量升高有关；另外，半枝莲总黄酮可抑制人肺腺癌A549细胞的迁移。
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Abstract：Objective To study the effects of total flavonoids of Scutellaria barbata D.Don on the proliferation，migration and apop⁃
tosis of non⁃small cell lung cancer cells and to explore the mechanism.Methods Non⁃small cell lung cancer A549 cells were cul⁃
tured in vitro and assigned into negative control group，experimental group and positive control group.The negative control group
was treated with 200 μL 1640 medium，the experimental group was treated with 1，5，10，20，40 μg/mL total flavonoids of Scutellar⁃
ia barbata D.Don for 24 h，and the positive control group was treated with 200 μL 40 μg/mL rutin solution.Cell proliferation was
observed by MTT assay.Cell apoptosis was detected by flow cytometry.The protein expression levels of Survivin and Caspase⁃3 were
detected by Western blot.Transfer scratch test was adopted to detect the migration situation.Results MTT results showed that the
inhibition rates were（57.234±0.533）% in the positive control group，and（14.852±1.059）%，（23.486±1.366）%，（36.396±0.321）%，

（46.179±1.334）% and（51.530±1.054）%，respectively in the experimental group.The inhibition rate increased significantly with
the increase of concentration，which was concentration ⁃ dependent（F＝1 408.303，P＜0.001）. Cell apoptosis rates were（9.09 ±
0.50）% in the negative control group，（67.27±1.48）% in the positive control group，and（24.62±0.70）%，（34.67±0.46）%，（46.92±
0.29）%，（55.67±0.57）% and（59.29±0.73）% respectively in the experimental group.Cell apoptosis rates in the experimental group
were all higher than that in the negative control group（F＝1 467.681，P＜0.001）.The protein expression of Survivin in the experi⁃
mental group was lower than that in the negative control group，and the protein expression of Caspase⁃3 was higher than that in the
negative control group（F＝34.176，P＜0.001；F＝57.730，P＜0.001）.Additonally，total flavonoids of Scutellaria barbata D.Don could
inhibit the migration of A549 cells in a dose⁃dependent manner.Conclusions The proliferation of A549 cells can be inhibited by
total flavonoids of Scutellaria barbata D.Don，which may be related to the decrease of Survivin protein and the increased expression
of Caspase⁃3.In addition，total flavonoids of Scutellaria barbata D.Don could inhibit the migration of lung adenocarcinoma A549 cells.
Key words：Scutellaria barbata； Carcinoma，non⁃small⁃cell Lung； Inhibitor of apoptosis proteins； Caspase 3； Cell migra⁃
tion assays； Cell movement； Total flavonoids
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半枝莲（Scutellaria barbata D.Don，SB）属于唇形

科植物，性味辛、苦、寒，归肺、肝、肾经，是中医处方和

成药中的常用中药，其主要有散瘀止痛、凉血解毒、清

热利湿和消肿之功效；主要有效成分为黄酮类、生物

碱、鞣质和甾体类等化合物，具有抗肿瘤作用，可诱导

肿瘤细胞凋亡，抑制肿瘤细胞增殖及迁移，改善肿瘤

细胞耐药性［1⁃3］。针对其作用机制的研究表明，半枝

莲提取物可通过抑制PI3K和TGF⁃β信号通路抑制癌

细胞迁移和侵袭［4⁃5］；也可通过下调 Treg 细胞控制

Th1/Th17型免疫反应，抑制肿瘤的生长［6］。

肺癌是常见恶性肿瘤之一，致死率较高，其中

非小细胞肺癌是肺癌的主要发病类型，约占肺癌发

病率的 80%，非小细胞肺癌主要包括鳞状细胞癌、

腺癌、大细胞癌3种类型［7⁃9］。人肺腺癌A549细胞常

用于肺癌模型制备，本研究于 2017年 10月至 2018
年 2月通过观察半枝莲总黄酮提取物对A549细胞

增殖、凋亡及迁移的影响，探讨半枝莲总黄酮对于

肺癌治疗方面的机制，为半枝莲总黄酮在肺癌方面

的治疗提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器 胎牛血清和DMEM培养基购自

美国Gibco公司；半枝莲，购自太极集团四川绵阳制

药有限公司；芦丁对照品，购自中国药品生物制品

鉴定所；四甲基偶氮唑盐微量酶反应比色法（MTT
法）检测试剂盒，购自上海碧云天生物技术公司；抗

凋亡抑制蛋白 Survivin抗体、抗促凋亡蛋白酶 Cas⁃
pase⁃3抗体购自英国Abcam公司，辣根过氧化物酶

（horseradish peroxidase，HRP）标记山羊抗兔 IgG 购

自博士德公司；细胞培养6孔板购自美国Corning公
司；磷脂结合蛋白⁃异硫氰酸荧光素/碘化丙啶（An⁃
nexinv⁃FITC/PI）细胞凋亡检测试剂盒购自中国凯基

公司；粤显1400602型倒置显微镜；二氧化碳恒温培

养箱（MCO175，SANYO）；多管架自动平衡离心机

（卢湘仪，TDZ5⁃WS，上海）；多功能酶标仪（PerkinEl⁃
mer公司，EnSpire，美国）；流式细胞检测仪（Millipore
公司，Guava easyCyte™ 8HT ，美国）。

1.2 方法

1.2.1 半枝莲总黄酮提取液制备 称取适量半枝

莲，甲醇溶解，制取总黄酮粗提液；取定量芦丁溶于

甲醇，制备对照品。依次配置芦丁对照品，浓度分

别为 0.24 mg/mL、0.48 mg/mL、0.72 mg/mL、0.96 mg/
mL、1.2 mg/mL，以甲醇为空白对照，测定 500 nm下

样品吸光度，测定半枝莲总黄酮粗提取液浓度［12］。

1.2.2 半枝莲总黄酮处理A549细胞 将A549细胞

培养至对数生长期，计数，铺96孔板，每孔铺板3×103

个/100 μL，5%二氧化碳，37℃恒温培养 24 h。调整

半枝莲总黄酮溶液浓度为1 μg/mL、5 μg/mL、10 μg/
mL、20 μg/mL、40 μg/mL，每孔加 200 μL，作为实验

组。阴性对照组加200 μL1640培养液，阳性对照组

加入200 μL 40 μg/mL芦丁溶液。每组做5个复孔。

A549细胞铺板，5%二氧化碳，37 ℃恒温培养

24 h后，每孔加入20 μL 5 mg/mL的MTT溶液，继续

培养 4 h，去除培养液，每孔加入 150 μL 二甲基亚

砜，震荡溶解蓝色结晶物。酶标仪检测490 nm光吸

收值（OD值），按照以下公式计算增殖抑制率（%）＝

（1⁃实验组OD值/阴性对照组OD值）×100%。

1.2.3 流式细胞术 将A549细胞培养至对数生长

期，计数，调整细胞密度为5×105个/毫升，每孔2 mL，
铺板6孔板，每个浓度做3个复孔，其他处理方式同

1.2.2。5%二氧化碳，37 ℃恒温培养 24 h。弃培养

基，PBS缓冲液洗涤，胰酶消化，终止消化后，1 000 r/
min离心 5 min，弃上清，收集细胞，PBS缓冲液重悬

计数；取1×105个细胞，1 000 r/min离心5 min收集细

胞，弃上清，100 μL 1×Annexin V buffer 重悬，加入

5 μL Annexin V⁃FITC和5 μL PI染色液，混匀。室温

避光孵育 15 min。流式细胞仪上机检测（Annexin
V⁃FITC绿色荧光，PI红色荧光）。

1.2.4 蛋白质印迹法（Western Blot）检测 Survivin，
Caspase⁃3蛋白的表达 将A549细胞培养至对数生

长期，计数，调整细胞密度为 5×105个/毫升，每孔 2
mL，铺板 6孔板，每个浓度做 3个复孔，其他处理方

式同 1.2.2。5%二氧化碳，37 ℃恒温培养 24 h。消

化收集细胞，裂解，12 000 r/min离心5 min，取上清，

BCA定量；加入 5×十二烷基硫酸钠（SDS）上样缓冲

液，100 ℃沸水浴5 min。十二烷基硫酸钠⁃聚丙烯酰

胺凝胶电泳（SDS⁃PAGE），上样量为 20 μg。浓缩胶

60 V，20 min；分离胶 120 V，60 min电泳。100 V，60
min转膜；5％牛血清白蛋白（BSA）封闭60 min，一抗

4 ℃孵育过夜，洗膜；二抗室温孵育1 h，洗膜；ECL发

光液室温孵育 5 min，于暗室医用 X 光底片曝光 1
min后，依次显影、定影。

1.2.5 细胞迁移 将A549细胞培养至对数生长期，

计数，调整细胞密度为5×105个/mL，每孔2 mL，铺板6
孔板，每个浓度做3个复孔，37 ℃，5%二氧化碳恒温

培养24 h至细胞基本铺满板孔。用枪头在板孔内做

垂直划痕，PBS缓冲液洗涤，加入终浓度为 1，5，10，
20，40 μg/mL的半枝莲总黄酮1640培养液培养24 h，
倒置相差显微镜观察。每个视野内，抽签法选择3个
区域，并计算100×视野内迁移划痕空隙的像素。

1.3 统计学方法 实验数据采用 x̄ ± s表示，使用
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SPSS 19.0软件进行分析，多组间比较采用单因素方

差分析，组间多重比较采用 LSD⁃t检验，P＜0.05为

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 MTT检测人肺腺癌A549细胞增殖情况 经

不同处理后，阳性对照组增殖抑制率为（57.234±
0.533）%，实验组 1，5，10，20，40 μg/mL半枝莲总黄

酮处理增殖抑制率分别为（14.852 ± 1.059）% 、

（23.486 ± 1.366）% 、（36.396 ± 0.321）% 、（46.179 ±
1.334）%和（51.530±1.054）%。半枝莲总黄酮抑制

人肺腺癌A549细胞增殖，随浓度增加抑制率显著升

高，呈浓度依赖（F＝1 408.303，P＜0.001）。推测半

枝莲总黄酮可抑制肺癌细胞A549的增殖，且其抑制

作用强弱与半枝莲总黄酮浓度有关。

2.2 流式细胞术检测人肺腺癌A549细胞凋亡情况

流式细胞术分析各组细胞凋亡情况，阴性对照组凋

亡率为（9.09±0.50）%；实验组 1，5，10，20，40 μg/mL
半枝莲总黄酮处理凋亡率分别为（24.62±0.70）%、

（34.67±0.46）%、（46.92±0.29）%、（55.67±0.57）%和

（59.29 ± 0.73）% ；阳性对照组凋亡率为（67.27 ±
1.48）%。与阴性对照组比较，实验组凋亡率增加（F

＝1 467.681，均 P＜0.001）。随半枝莲总黄酮浓度

增加凋亡率显著增加，结果显示，半枝莲总黄酮诱

导人肺腺癌A549细胞凋亡。见图1。
2.3 Western Blot检测Caspase⁃3、Survivin蛋白表

达情况 与阴性对照组（0.44±0.05）和阳性对照组

（1.56±0.24）相比，半枝莲总黄酮处理人肺腺癌A549
细胞，Caspase⁃3 凋亡蛋白表达逐渐升高［分别为

（0.75±0.08，（0.87±0.03），（0.90±0.07），（0.98±0.06）
和（1.23±0.07）］（F＝34.176，P＜0.001）。与阴性对

照组（1.46±0.06）和阳性对照组（0.45±0.06）相比，

Survivin凋亡抑制蛋白表达逐渐下降［分别为（1.21±
0.12），（0.86 ± 0.06），（0.80 ± 0.06），（0.71 ± 0.09）和

（0.54±0.10）］（F＝57.730，P＜0.001）。半枝莲总黄

酮通过上调Caspase⁃3表达和下调 Survivin表达，诱

导人肺腺癌A549细胞凋亡。见图2。

K��& K��& 1 µg/mL 5 µg/mL 10 µg/mL 20 µg/mL 40 µg/mL

Caspase-3—

Survivin—

GAPDH—

图2 半枝莲总黄酮处理人肺腺癌A549细胞凋亡蛋白的表达

2.4 划痕实验检测A549细胞迁移情况 细胞划痕

实验中，与阴性对照组（707.6±92.6）像素和阳性对

照组（209.6±41.7）像素相比，不同浓度半枝莲总黄

酮处理组细胞迁移情况明显不同［分别为（594.0±
26.7）像素，（410.0±44.0）像素，（359.3±38.8）像素，

（307.0±54.3）像素和（285.3±44.0）像素］（F＝34.612，
P＜0.001）。半枝莲总黄酮浓度升高可导致细胞迁

移速度降低，推测半枝莲总黄酮能够抑制人肺腺癌

A549细胞迁移，并呈剂量依赖性。见图3。
3 讨论

半枝莲又称并头草、金挖耳、牙刷草、狭叶韩信

草。最早记载于《外科正宗》一书，具化瘀、清热、解

毒等功效，临床上应用具有抑菌、抗病毒、解热、保

肝、抗肿瘤、抗癌等作用，被现代中药医师青睐。近

年来，临床研究者对半枝莲药效、化学成分等的研

究大幅度增多，为其在临床应用提供极大帮助。有

研究证实，植物提取物中的某些黄酮类和生物碱类

化合物具有明显的抗肿瘤作用，作用的机制是在一

定程度上诱导肿瘤细胞凋亡、迁移以及侵袭［4］。本

研究的MTT实验表明，不同浓度的半枝莲总黄酮对

人肺腺癌A549细胞具有不同程度的抑制，且这种抑

制作用随药物浓度的增加而增强，显示出一定的剂

量依赖性。流式细胞仪检测结果表明，不同浓度的

半枝莲提取物可诱导人肺腺癌A549细胞出现不同

程度的凋亡，且细胞凋亡率随药物浓度的增加而提

高，这提示半枝莲总黄酮抑制A549细胞增殖的机制

在于诱导A549细胞凋亡。

0 h

24h

A B C D E F  G

图3 半枝莲总黄酮对人肺腺癌A549细胞迁移的影响：A、B分别为阴性、阳性对照组；C、D、E、F、G分别为实验组1，5，10，20，40 μg/mL
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Survivin是凋亡抑制蛋白家族（inhibitor of apop⁃
tosis protein，IAP）的新成员，参与促进细胞周期调控、

细胞有丝分裂和血管生成等。Survivin具有肿瘤特异

性，抵抗细胞凋亡在肿瘤发生、发展过程中发挥着重

要作用［10］。Gu等［11］研究发现紫杉醇可下调Survivin
的表达诱导细胞凋亡Hela细胞凋亡，同时减缓其增

殖速率；Survivin的两个结构域BIR和C螺旋可精确

调节细胞有丝分裂、细胞凋亡以及自噬，可作为肿瘤

靶向药物研发对象，提高靶向药物的准确性及有效

性［12］；在83%的子宫内膜癌中，Survivin表达量上调，

细胞耐药性增强［13］；靶向干扰食管癌Eca⁃109细胞中

Survivin基因表达，可曾庆人食管癌Eca⁃109细胞对

氟尿嘧啶的化疗敏感性，利于提高化疗疗效［14］；储进

锦等通过紫外照射人胶质瘤U251细胞，发现经辐射

可诱导胶质瘤细胞COX⁃2和Survivin蛋白表达量增

加，这可能是胶质瘤存在放射抵抗的机制之一［15］。

Caspase⁃3在细胞凋亡中起着不可替代的作用，可以

被多种因素活化，既可被 factor associated suicide/fac⁃
tor associated suicide ligand（Fas/FasL，自杀相关因子

及其配体）途径活化，也可以通过颗粒酶B途径活化，

活化后的Caspase⁃3可促进细胞凋亡。研究表明，Sur⁃
vivin表达量与Caspase⁃3表达量具有负相关性，推测

Survivin通过抑制Caspase⁃3表达抑制细胞凋亡［2，16］。

本研究蛋白质印迹法检测结果表明半枝莲总

黄酮可下调Survivin蛋白的表达水平和上调Caspase
⁃3蛋白的表达水平，且其调控具有剂量依赖性。因

而，半枝莲总黄酮通过下调A549细胞的 Survivin蛋

白表达，减弱 Survivin对细胞凋亡因子Caspase⁃3活

性抑制作用，诱导A549细胞凋亡，最终抑制A549细
胞的增殖。

肿瘤细胞的侵袭转移是恶性肿瘤的主要生物

学特性之一，是肿瘤病人死亡的主要原因，亦是肿

瘤切除预后不良的原因［17］。据统计，临床肿瘤病人

约有 80%～90% 死于肿瘤细胞的侵袭和转移［18］。

本研究通过划痕实验结果提示，半枝莲总黄酮可抑

制人肺腺癌A549细胞的迁移，且其作用随药物浓度

增加而增强，呈一定的剂量依赖性。

综上所述，半枝莲总黄酮可抑制人肺腺癌A549
细胞的增殖，可能与 Survivin蛋白降低或 caspase 3
蛋白表达量升高有关；另外，半枝莲总黄酮可抑制

人肺腺癌A549细胞的迁移。

（本文图1见插图10⁃2）
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