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摘要：目的 探讨迷迭香酸联合槲皮素对人肝癌HepG2细胞增殖、侵袭力的影响，并探讨其可能的机制。方法 以不同浓度迷迭香

酸（12.5、25.0、50.0和100.0 μmol/L）和槲皮素（12.5、25.0、50.0和100.0 μmol/L）单药及二者联合用药处理HepG2细胞36 h，用四甲基

偶氮唑盐微量酶反应比色法（MTT法）检测细胞增殖，划痕实验检测细胞迁移能力，蛋白质印迹法检测凋亡相关蛋白E⁃钙黏蛋白（E⁃
cad）及N⁃钙黏蛋白（N⁃cad）的表达情况。结果 槲皮素和迷迭香酸单药均能使细胞活力降低，二者联合用药对细胞活力抑制率更加

显著，且呈剂量依赖性（P＜0.05）。25 μmol/L迷迭香酸组及25 μmol/L槲皮素组划痕愈合距离分别为（11.35±2.37）mm、（11.46±
3.86）mm，均能抑制细胞的迁移；两者联合用药组划痕愈合距离为（4.36±0.56）mm，抑制细胞迁移效果更加明显（F＝6.73，P＝0.003）。
槲皮素组及迷迭香酸组中E⁃cad蛋白相对表达量为（1.02±0.10）及（1.25±0.14），N⁃cad蛋白相对表达量为（0.98±0.05）及（0.73±0.02），
与之相比二者联合用药可显著上调E⁃cad［（1.42±0.06），F＝5.28，P＝0.02］及下调N⁃cad［（0.61±0.07），F＝3.28，P＝0.03］的表达。

结论 槲皮素联合迷迭香酸能抑制HepG2细胞增殖及凋亡，其作用主要是通过上调E⁃cad及下调N⁃cad的表达来实现的。
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Abstract：Objective To investigate the effect of combined use of quercetin and rosmarinic acid on proliferation and apoptosis of
HepG2 cells，and to explore the possible mechanism.Methods HepG2 cells were treated with different concentrations of quercetin
（12.5，25.0，50.0，100.0 μmol/L）and rosmarinic acid（12.5，25.0，50.0，100.0 μmol/L）alone or in combination for 36 hours.Cell
proliferation was assayed by MTT method.The ability of cell migration was studied by wound healing test and expressions of E⁃cad
protein and N⁃cad were measured by Western blot.Results Both quercetin and rosmarinic acid reduced cell viability，and the com⁃
bination of the two drugs had a more significant inhibition on cell viability in a dose⁃dependent manner（P＜0.05）.The wound heal⁃
ing distances of the 25 μmol/L rosmarinic acid group and 25 μmol/L quercetin group were（11.35±2.37）mm and（11.46±3.86）
mm，respectively，both of which inhibited cell migration；the wound healing distance in the combined medication group was（4.36±
0.56）mm，with more significant inhibition on cell migration（F＝6.73，P＝0.003）.The relative expression of E⁃cad protein in the
quercetin group and rosmarinic acid group were（1.02±0.10）and（1.25±0.14），and the relative expression of N⁃cad protein was
（0.98±0.05）and（0.73±0.02）.In contrast，the combination of the two drugs significantly increased E⁃cad［（1.42±0.06），F＝5.28，
P＝0.02］and downregulated N⁃cad［（0.61±0.07），F＝3.28，P＝0.03］expression.Conclusion Quercetin combined with rosmarin⁃
ic acid can synergistically inhibit cell proliferation and migration probably by up⁃regulating the expression of E⁃cad and down⁃regu⁃
lating N⁃cad gene expression.
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原发性肝癌是临床上最常见的恶性肿瘤之一，

发病率和病死率较高［1⁃3］。尽管肝癌的治疗方法不

断进步，但仍然存在预后效果差、术后转移或复发

率高、对放化疗不敏感等局限性［4⁃6］。因此迫切需
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要寻找安全有效的治疗策略。槲皮素（quercetin）是

一种天然的黄酮类化合物，能够抑制多种肿瘤细胞

的增殖、转移的作用［7⁃8］。迷迭香酸（rosmarinic acid）
是一种广泛分布的水溶性酚酸类化合物［9⁃10］。且具

有抗炎、抗病毒、抗氧化、抗肿瘤等多种药理作

用［11⁃13］。其抗肿瘤作用受到广泛关注。但目前尚无

文献报道槲皮素联合迷迭香酸对HepG2细胞的影响。

本研究2018年1月至2019年1月选用人肝癌HepG2
细胞为模型，观察槲皮素与迷迭香酸联合应用对

HepG2细胞增殖及凋亡的影响，并探讨其可能的作用

机制，为其应用于肝癌的临床治疗提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料 试剂：10%小牛血清（四季青生物工程

公司），3⁃（4，5⁃二甲基噻唑⁃2）⁃2，5⁃二苯基四氮唑溴

盐（MTT，美国 sigma公司）；槲皮素及迷迭香酸购自

美国Signal Chemical公司，RPMI⁃1640培养基（Gibco
公司）槲皮素及迷迭香酸用二甲基亚砜（DMSO）超

声溶解，配成不同质量浓度的溶液，然后用0.22 μm
微孔滤器过滤，灭菌，4 ℃保存备用。

仪器：二氧化碳培养箱（美国Thermo公司），96
孔板、6孔板（美国Thermo Fisher Scientific公司），流

式细胞仪（FranklinLakes），全自动酶标仪（美国Mo⁃
lecular Devices 公司），实时定量 PCR 仪（美国 Bio⁃
Rad），离心机（美国Bio⁃Rad）。
1.2 HepG2细胞培养及分组 将 HepG2细胞复苏

后，37 ℃、5%二氧化碳孵箱内培养培养。其中RP⁃
MI⁃1640 培养基内含 3% 小牛血清，青霉素 100 U/
mL、链霉素 100 µg/mL。每 2~3天传代换液 1次，取

对数生长期的细胞进行实验。将处于对数生长期

的HepG2细胞以 5×10 4/mL接种至 96孔板中培养 24
h。分为空白对照组（只加DEME培养液），槲皮素单

独处理组（DMEM培养液+DMSO+12.5、25.0、50.0和

100.0 μmol/L 槲皮素溶液），迷迭香酸单独处理组

（DMEM 培养液 + DMSO + 12.5、25.0、50.0 和 100.0
μmol/L迷迭香酸溶液）单药及联合用药组（DMEM
培养液+DMSO+IC50槲皮素+IC50迷迭香酸），各组

培养24 h后进行后续实验。

1.3 四甲基偶氮唑盐微量酶反应比色法（MTT法）
检测细胞活力 将处于对数生长期的HepG2细胞以

5×104/mL接种至96孔板中培养24 h，每孔200 μL倒

掉培养液，按照上述分组操作，再培养24 h后弃液，

每孔加入MTT 20 μL，继续培养4 h后，吸去上清液，

每孔加入 DMSO 溶液 150 mL，放至摇床低速振荡

10 min，使各孔结晶物充分溶解，采用全自动酶标仪

在570 nm处测各孔吸光度。

1.4 划痕实验 将处于对数生长期的HepG2细胞

接种到6孔板，调整细胞密度为5×105/mL，摇匀后与

37 ℃、5%二氧化碳培养箱中常规培养过夜，用记号

笔在 6孔板底部画 3条水平直线，常规培养至 90%
融合状态。用移液器在细胞板上划痕，磷酸缓冲盐

溶液（PBS）冲洗以去除悬浮细胞，同时在各药物组

中分别加入用 1.5%血清培养基配置的不同浓度迷

迭香酸及槲皮素，镜下记录划痕宽度并拍照。

37 ℃、5%二氧化碳体积分数为5% 的培养箱中继续

培养36 h，倒置显微镜下观察划痕愈合程度并拍照。

计算各组划痕距离。

1.5 蛋白质印迹法检测蛋白表达 收集上述各组

细胞，BCA 法测定蛋白浓度，取 50 μg等量蛋白上

样，经十二烷基硫酸钠 ⁃聚丙烯酰胺凝胶电泳

（SDS⁃PAGE）、蛋白转移至聚偏二氟乙烯膜，封闭液

室温封 1h，加入一抗N⁃钙黏蛋白（N⁃cad）（1∶300），

E⁃钙黏蛋白（E⁃cad）（1∶500），甘油醛⁃3⁃磷酸脱氢酶

（GAPDH）（1∶500）。4℃孵育过夜，加入辣根过氧化

酶标记的二抗（1∶1 000），室温孵育2 h，凝胶成像分

析系统扫描分析。以GAPDH为内参计算各组目的

蛋白的表达水平。

1.6 统计学方法 计量资料 x̄ ± s表示，多组定量数

据的比较采用单因素方差分析的方法，多组之间两

两比较采用LSD⁃t检验，所有数据采用 SSPS 17.0统

计软件分析，P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 细胞增殖结果 12.5、25.0、50.0和100.0 μmol/L
槲皮素对 HepG2细胞抑制率分别为（16.9±3.2）%，

（28.9±3.4）%，（39.6±4.2）%，（53.5±2.3）%，12.5，25，
50，100 μmol/L迷迭香酸对HepG2细胞抑制率分别

为（5.2±1.2）%，（12.3±1.6）%，（39.8±2.1）%，（62.5±
3.4）%；以上结果表明不同浓度槲皮素及迷迭香酸

单独作用于HepG2细胞均表现出浓度依赖性的细胞

活力抑制效果，但是抑制率仍然不高。二者联合处

理人 HepG2 细胞 24 h 后，12.5、25.0、50.0 和 100.0
μmol/L 对 HepG2细胞抑制率分别为（25.1±3.5）%，

（52.3±4.2）%，（62.5±5.1）%，（78.2±3.6）%，可显著抑

制细胞活力（F＝4.25，P＝0.02）。
2.2 划痕实验结果 25 μmol/L 迷迭香酸组及 25
μmol/L槲皮素组均能抑制细胞的迁移，划痕愈合距

离分别为（11.35±2.37）mm、（11.46±3.86）mm。迷迭

香酸及槲皮素联合组划痕愈合距离为（4.36±0.56）
mm，细胞间划痕距离缩小趋势较迷迭香酸及槲皮素

单独使用有所减缓（F＝6.73，P＝0.003）。该结果提

示槲皮素及迷迭香酸联合组能显著抑制细胞迁移。

2.3 相关分子含量检测 蛋白质印迹法检测结果

表明：与对照组相比，槲皮素组及迷迭香酸组中N⁃
cad蛋白表达水平下降，其蛋白相对表达量为（0.98±
0.05）及（0.73±0.02）。E⁃cad蛋白表达增加，其蛋白
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相对表达量为（1.02±0.10）及（1.25±0.14），而槲皮

素+迷迭香酸组 N⁃cad（0.61±0.07）及 E⁃cad（1.42±
0.06）蛋白表达变化更加明显（N⁃cad：F＝3.28，P＝
0.03；E⁃cad：F＝5.28，P＝0.02）。见图1。

E-IS;+

N-IS;+

GAPDH

a b c d

注：a为对照组，b为迷迭香酸组，c为槲皮素组，d为槲皮

素+迷迭香酸组

图1 蛋白质印迹法检测各组E⁃钙黏蛋白（E⁃cad）
和N⁃钙黏蛋白（N⁃cad）基因表达

3 讨论

肝癌病死率高，预后效果不理想，治疗难度大，因

此迫切需要寻找一种有效治疗肝癌的临床药物［14］。

槲皮素是一种天然黄酮类化合物，具有抗氧化、抗菌

消炎、抗病毒、防癌、抗癌等作用［15⁃16］。迷迭香酸是一

种天然的苯酚羧酸，以唇形科和紫草科含量最高。迷

迭香酸具有抗癌、抗过敏、抗氧化、抗炎等作用［17］。

上皮⁃间质转化（EMT）是恶性肿瘤浸润与转移

的重要因素，其过程涉及许多 EMT相关蛋白的参

与。其中E⁃cad和N⁃cad被认为是最显著的标志蛋

白。E⁃cad表达于细胞膜表面，是一个与钙离子有

高度结合亲和力的一种细胞黏附糖蛋白，对维持细

胞间的通讯与黏附有重要作用，在多种恶性肿瘤的

迁移侵袭阶段占重要地位。张杰东等［18］研究发现

E⁃cad在甲状腺乳头状癌中低表达，与甲状腺乳头

癌的发生、发展及转移中起重要作用，可作为临床

诊断和预后的指标。罗婷婷等［19］研究发现 E⁃cad
能有效抑制鼻咽癌CNE⁃2细胞的体外迁移和侵袭。

N⁃cad 可以克服E⁃cad介导的细胞间牢固的黏附而

影响上皮细胞的形态和行为，促进肿瘤细胞浸润。

但关于两种蛋白在肝癌防治机制中的研究却较少。

本研究以人肝癌HepG2细胞为模型，考察迷迭

香酸与槲皮素联用对N⁃cad及 E⁃cad表达的影响，

结果显示，两药联合能明显抑制肝癌 HepG2 细胞

的活力，抑制细胞迁移，并呈现浓度依赖关系，并通

过蛋白质印迹法检测发现两药联合使用较单独应

用迷迭香酸可显著上调E⁃cad和下调N⁃cad蛋白的

表达。这说明槲皮素增强迷迭香酸对肝癌HepG2细

胞增殖的抑制作用的机制可能是通过调控E⁃cad、N
⁃cad蛋白的表达，其机制可能与EMT有关。为肝癌

的临床治疗提供了有力的实验证据。
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