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香叶木素对人肺腺癌细胞系 H1299
和 A549增殖能力影响的研究∗

宋长山1　沈柏儒1　朱珊2　苏珊1　陈家亿1　朱尚媚1　余敏1

　　[摘要]　目的:探究香叶木素(Dios)作用前后人肺腺癌细胞系 H1299和 A549细胞增殖活性的改变。方法:
取 RPMI-1640培养基培养的人肺腺癌细系 H1299及 A549用于实验。采用 CCK8法检测 Dios作用前后人肺腺

癌细胞系 H1299和 A549细胞增殖活性的改变。结果:不同浓度(0、5、10、20μmol/L)Dios作用 H1299细胞24h
后,细胞的增殖抑制率分别为(10.9±2.5)%、(32.7±1.8)%、(41.2±2.1)%、(51.7±2.8)%,而 A549细胞增殖

抑制率为(18.9±2.3)%、(30.8±2.6)%、(42.2±1.2)%、(50.7±2.1)%。结论:Dios对人肺腺癌细胞系 H1299
和 A549的增殖有明显的抑制作用,提示 Dios通过抑制肺腺癌细胞的增殖,进而起到良好的抗肿瘤作用。
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　　Abstract　Objective:Toinvestigatethechangesofproliferationactivityinhumanlungadenocarcinomacell
linesH1299andA549beforeandafterinterventionwithdiosporine(Dios).Method:Humanlungadenocarcinoma
celllinesH1299andA549culturedinPRIM-1640mediumwereusedintheexperiment.WeusedtheCCK8meth-
odstodetecttheproliferationactivityofhumanlungadenocarcinomacelllinesH1299andA549beforeandafter
interventionwithDios.Result:H1299cellsweretreatedwithDiosatdifferentconcentrations(0,5,10,20μmol/L)

for24h,thecellproliferationinhibitionratewas(10.9±2.5)%,(32.7±1.8)%,(41.2±2.1)%,(51.7±
2.8)%,respectively;whilethecellproliferationinhibitionrateinA549cellswas(18.9±2.3)%,(30.8±2.6)%,
(42.2±1.2)%,(50.7±2.1)%,respectively.Conclusion:Dioshasanobviousinhibitoryeffectontheproliferation
inhumanlungadenocarcinomacelllinesH1299andA549,suggestingthatDiosinhibitstheproliferationoflung
adenocarcinomacellsandthusplaysagoodanti-tumoreffect.
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　　香叶木素(diosmetin,Dios)是一类常见的黄酮

类化合物,其主要从我国南方常见草本植物蓬子菜

和柑橘类中的提取,具有清除自由基、抗炎、抗氧化

应激等多种药理学效应〔1-4〕。近年来在抑制肝癌、
乳腺癌等肿瘤细胞增殖等方面做了大量工作,显示

Dios可通过诱导抑制肿瘤增殖、肿瘤细胞凋亡及调

控肿瘤细胞周期等多种作用机制发挥其抗肿瘤作

用,如在乳腺癌细胞、肝癌细胞、结肠癌细胞和白血
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病细胞等多种肿瘤中均具有明显的体外生长抑制

活性,是一种很有前景的 预 防 及 治 疗 癌 症 的 药

物〔5-7〕。但其抗肿瘤的作用机制未得到明确阐述,
Dios在 不 同 肿 瘤 中 的 作 用 机 制 不 尽 相 同。Ni-
nomiya等〔5〕发现Dios能够抑制人类白血病 HL-60
细胞增殖,可能与其B环上的羟基和甲氧基活性有

关。Androutsopoulos等〔6〕研究发现 Dios通过激

活 CYP1A1 和 CYP1B1 的 活 性,抑 制 乳 腺 癌

MDA-MB468细胞生长,细胞周期阻滞于 G1期,而
对正常乳腺细胞 MCF-10A无细胞毒性。杨阳等〔7〕

在人肝癌 HepG2细胞的研究中发现 Dios可以上

调Bax、cleaved-caspase-3、cleaved-caspase-8、
cleaved-caspase-9诱导细胞凋亡,上调p21、p53的
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表达水平,下调cyclinB、CDK1的表达水平,诱导细

胞 G2/M 周期阻滞。Dios还能够抑制细胞色素

P450酶活性,通过上调p53表达调控 TGF-β信号

途 径,下 调 Bcl-2、TGF-β、TβR-Ⅱ、Smad3、p-
Smad2/3的蛋白表达,诱导肝癌 HepG2 细胞凋

亡〔8〕。但对肺癌细胞抑制作用的研究不多,本研究

通过建立人肺腺癌 H1299和 A549细胞系,采用

CCK8法检测不同浓度 Dios作用前后人肺腺癌细

胞系 H1299和 A549细胞增殖活性的改变,探究其

对肺腺癌细胞的抑制增殖的作用效果,为解释其作

用机制提供实验数据。
1　资料与方法

1.1　实验材料

1.1.1　肺癌细胞系的获取　H1299和 A549由广

东医科大学附属医院研究室提供。
1.1.2　实验试剂　Dios:美国Sigma公司;RPMI
1640培养基:Gibco,USA;0.05%胰蛋白酶-EDTA
(Trypsin-EDTA):GibcoUSA;胎牛血清(FBS):
Gibco,USA;CCK-8试剂盒:Dojindo,Japan。
1.1.3　实验仪器　CO2 培养箱:Heraeus、Germa-
ny;GB-Ⅱ无菌工作台:北京新技术应用研究所;电
子分析天平:BP-221s、Sartorius、Germany;Milli-Q
超纯水系统:Millipore,USA;立式压力蒸汽锅:北
仑天恒自动化仪器厂;光学显微镜:日本 Olympus
公司;荧光成像系统:TCSSP5II,Leica,Germany;
细胞计数板:广东医学院临床研究中心;摇床:美国

SI公 司;HY-5A 型 回 旋 式 振 荡 器:金 坛 顺 华 仪

器公司。
1.2　实验方法

1.2.1　细胞培养　人肺腺癌细胞 H1299、A549细

胞系用RPMI-1640培养基培养,培养箱环境为5%
CO2、37℃恒温进行培养。每 1~2 天换液或用

0.25%胰酶消化并传代,取生长对数期的细胞用于

以下实验。
1.2.2　实验过程及观察指标　取对数期生长的

H1299和 A549细胞,PBS洗涤2次,胰酶常规消

化,用新鲜培养基重悬细胞,计数,调整细胞悬液浓

度,每 孔 加 入 100μl,铺 板 使 待 测 细 胞 调 密 度

至5000~10000 个/孔,(边 缘 孔 用 无 菌 PBS 填

充)。25%CO2,37℃孵育,待细胞单层铺满孔底

(96孔平底板)。Dios组加入不同浓度梯度的 Di-
os,每孔100μl,设5个复孔。空白对照组加入等体

积的生理盐水。2组细胞于35%CO2,37℃孵育24
h,倒置显微镜下观察。
1.2.3　2组细胞按CCK-8试剂盒说明书向每孔细

胞加入CCK-8液10μl和新鲜培养基90μl(总体

积100μl),置5%CO2,37℃温箱孵育2h。
2组细胞在酶联免疫检测仪 OD450nm 处测

量各孔的吸光值,记录实验结果。以时间为横坐

标,吸光值为纵坐标,绘制细胞增殖曲线。
2组细胞每孔加入150μl二甲基亚砜,置摇床

上低速振荡10min,使结晶物充分溶解。在酶联免

疫检测仪 OD490nm 处测量各孔的吸光值。同时

设置调零孔(培养基、CCK8、二甲基亚砜),对照孔

(细胞、培养液、CCK8、二甲基亚砜)。
1.3　统计学处理

采用SPSS14.0统计学软件进行数据分析,正

态分布资料以■x±s表示。多样本间均数比较先采

用方差分析,2样本间均数比较采用成组t检验。
以P<0.05差异有统计学意义。
2　结果

CCK8结果表明,在同一时间点(24h),随着

Dios的浓度的增加,人肺癌细胞系 H1299、A549细

胞存活的数量随之减少,细胞增殖受到明显抑制;
Dios(0、5、10、20μmol/L)作用 H1299细胞24h
后,细胞的增殖抑制率分别为 (10.9±2.5)%、
(32.7±1.8)%、(41.2±2.1)%、(51.7±2.8)%,
而 A549 细 胞 增 殖 抑 制 率 为 (18.9±2.3)%、
(30.8±2.6)%、(42.2±1.2)%、(50.7±2.1)%
(见表1、2)。

表1　Dios处理H1299细胞24h后细胞增殖抑制率

%,■x±s

组别 药物剂量 细胞抑制率

空白对照组 - 10.9±2.5
Dios组 5μmol/L 32.7±1.81)

10μmol/L 41.2±2.11)2)

20μmol/L 51.7±2.81)2)3)

　　与空白对照组比较,1)P<0.05;与 Dios5μmol/L组比

较,2)P<0.05;与 Dios10μmol/L组比较,3)P<0.05。

表2　Dios处理A549细胞24h后细胞增殖抑制率

%,■x±s

组别 药物剂量 细胞抑制率

空白对照组 - 18.9±2.3
Dios组 5μmol/L 30.8±2.61)

10μmol/L 42.2±1.21)

20μmol/L 50.7±2.11)2)3)

　　与空白对照组比较,1)P<0.05;与 Dios5μmol/L组比

较,2)P<0.05;与 Dios10μmol/L组比较,3)P<0.05。

3　讨论

近年来,黄酮类物质的抗肿瘤作用研究是目前

肿瘤学领域的热点研究方向。研究提示,部分黄酮

类化合物对体内外肿瘤细胞的增长活性均具有良

好的抑制作用,且对正常细胞毒性小,近年研究较

多的黄酮类化合物的药理学机制有诱导恶性肿瘤

细胞凋亡、抑制恶性肿瘤细胞增殖、影响细胞周期、
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影响细胞信号转导、抑制新生血管形成等。黄酮类

化合物是研究前景较好的抗肿瘤药物之一,其药物

代谢活性也备受瞩目。Dios是从我国南方药用草

本植物蓬子菜和柑橘类中提取的一类黄酮类化合

物,具有清除自由基、抗炎、抗氧化应激等多种药理

学效应,在乳腺癌细胞、肝癌细胞、结肠癌细胞和白

血病细胞等多种肿瘤中均具有明显的体外生长抑

制活性。目前已有相关研究表明 Dios可以抑制肿

瘤细胞增殖、阻滞细胞周期进程〔9〕。Zhan等〔10〕发

现Dios的衍生物明显抑制 A549细胞的增殖,且深

入了解细胞凋亡率与 Dios的浓度成正比,没有探

讨细胞凋亡分子机制。Poór等〔11〕研究表明 Dios
能够抑制肝癌 HepG2细胞周期进程阻滞于 G2/M
期,与儿茶酚氧位甲基转移酶(catechol-O-methyl-
transferase,COMT)代 谢 活 化 有 关。Barrajón-
Catalán等〔12〕研究JIMT-1细胞株表明 Dios下调

ERK1/2表达,细胞阻滞于 G1期。Liu等〔13〕研究

SK-HEP-1、MHcc97H 细胞株发现 Dios通过抑制

PKC/MAPK/MMP 信 号 途 径,下 调 MMP-2、
MMP-9,抑制肝癌细胞侵袭和转移。Liu等〔14〕研究

HepG2细胞株表明 Dios能够下调 Bcl-2、TGF-β、
TβRII、Smad3和p-Smad2/3的表达,上调p53的

表达,抑制肝癌细胞增殖,诱导细胞凋亡。
本研 究 通 过 体 外 培 养 人 肺 腺 癌 H1299 和

A549细胞系,观察Dios对人肺腺癌细胞系 H1299
和 A549的细胞增殖活性的抑制作用。实验结果显

示,5~20μmol/L Dios 对 人 肺 腺 癌 H1299 和

A549细胞系有明显的增殖抑制作用,随着 Dios浓

度的增加,抑制率呈剂量依赖关系。推测与其阻滞

细胞周期转换、增强 T淋巴细胞功能及促进细胞凋

亡有关,尚有待进一步分子生物学研究证实。
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