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摘要 采用两株人食管癌细胞(鳞癌 KYSE-510和腺癌 OE33)为肿瘤模型，在体外探讨黄酮、黄酮醇化合物诱导细胞凋亡的
分子机制．DNA片段化、吖啶橙染色以及流式细胞术的分析结果表明，3种黄酮(木犀草素、白杨素、芹菜素)和 3种黄酮醇
(槲皮素、山奈酚、杨梅素)均能诱导两株食管癌细胞发生凋亡．荧光定量 RT-PCR和Western-blot分析结果表明，黄酮和黄
酮醇是通过诱导 PIG3 mRNA和蛋白质的表达、经线粒体途径以非 p53依赖的方式，引发两株食管癌细胞凋亡．同时，这一
过程可能受到 p63和 p73的调节．
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类黄酮化合物是一类富含于植物性食物中的

苯 -酌-吡喃酮衍生物，按分子结构不同可分为黄酮
(flavones)、黄酮醇(flavonols)、黄烷酮(flavanones)、
黄烷醇(flavanols)、异黄酮(isoflavones)以及花色苷
(anthocyanins)[1]，其中黄酮和黄酮醇是含量最为丰

富的两类[2, 3]．已有许多研究证实，黄酮和黄酮醇

作为重要的植物化学物质，对多种肿瘤细胞具有抑

制作用[4～6]，并且可通过参与细胞氧化应激和 DNA
损伤过程，诱导肿瘤细胞凋亡[7, 8]．

p53 可诱导基因 3(p53-inducible gene 3, PIG3)
是 PIG家族的成员之一，与多种氧化还原酶同源，
并参与细胞氧化应激或辐射引起的细胞凋亡[9]．通

常，PIG3受肿瘤抑制蛋白 p53调控，其表达与细
胞中活性氧(reactive oxygen species，ROS)的产生相
关[9]．但是，在许多携带突变型 p53的癌细胞中，
PIG3的诱导表达能否不依赖于 p53而参与细胞凋
亡，目前还不十分清楚．本研究以两株携带突变型

p53的人食管癌细胞(KYSE-510和 OE33)为肿瘤模
型，探讨黄酮 [木犀草素 (luteolin)、白杨素
(chrysin)、芹菜素 (apigenin)]和黄酮醇 [槲皮素
(quercetin)、 山 奈 酚 (kaempferol)、 杨 梅 素

(myricetin)]诱导癌细胞凋亡的分子机制．

1 材料和方法

1援1 材料

白杨素(纯度 > 96%)、杨梅素(纯度 > 95%)和
MTT购自 Sigma公司．槲皮素、木犀草素、芹菜
素以及山奈酚(纯度 > 98%)购自南京青泽医药科技
发展有限公司．碘化丙锭(PI)、溴化乙锭(EB)、吖
啶橙(AO)、二甲基亚砜(DMSO)以及 RNase购自北
京索莱宝生物科技有限公司．TRIzol试剂和荧光定
量 PCR反应试剂盒(SYBR誖 PrimeScriptTM RT-PCR)
分别购自 Gibco公司和大连宝生物工程有限公司．
Annexin吁-FITC/PI试剂盒购自北京玉林迈得生物
试剂有限公司．细胞凋亡 DNA Ladder 提取试剂
盒、细胞裂解液和超敏发光液购自北京普利莱基因

技术有限公司．兔抗人 PIG3和 caspase 3活化片段
多克隆抗体分别购自 Chemicon 公司和 Abcam 公
司．鼠抗人 caspase 8活化片段单克隆抗体购自 Lab
Vision公司．鼠抗人 p53、p63、茁-actin 单克隆抗
体以及兔抗人 p73和 caspase 9活化片段多克隆抗
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体均购自 Santa Cruz公司．辣根过氧化物酶标记的
山羊抗兔、抗鼠第二抗体购自北京中杉金桥生物技

术有限公司．

1援2 细胞培养

人食管鳞癌 KYSE-510细胞和腺癌 OE33细胞
分别购自天津市肿瘤医院和河北医科大学第四医

院，于含 10%胎牛血清、 100 U/ml 青霉素、
100 mg/L链霉素的 RPMI1640(Gibco 公司)培养液
中(37℃，5% CO2)培养．
1援3 细胞增殖抑制测定

将 KYSE-510和 OE33 细胞接种于 96 孔细胞
培养板中，培养 24 h后分别加入木犀草素、白杨
素、芹菜素、槲皮素、山奈酚以及杨梅素的

DMSO 溶液．作用浓度分别为 10、 20、 40 和
80 滋mol/L，作用时间分别为 24 h、48 h和 72 h．
0.1% DMSO和 100 滋mol/L 5-氟脲嘧啶(5-FU)处理
组分别设为阴性和阳性对照．作用后，每孔加入

5 g/L MTT溶液，继续培养 4 h．4℃ , 1 800 g离心
5 min，弃上清液．每孔加入 100 滋l DMSO，酶标
仪(Bio-Rad)测定 A 570值．

1援4 DNA片段化分析
接种于 6孔细胞培养板中的两株食管癌细胞培

养 24 h后，分别加入浓度为 80 滋mol/L的 6种化
合物作用 24 h．采用细胞凋亡 DNA Ladder提取试
剂盒提取细胞 DNA，经 1.5%琼脂糖凝胶(0.3 g/L
EB)电泳，紫外灯下观察，凝胶图像分析仪(UVP)
摄影并分析结果．

1援5 吖啶橙染色荧光显微观察

于 6孔细胞培养板中接种的两株食管癌细胞培
养 24 h后，分别加入浓度为 80 滋mol/L的 6种化
合物作用 24 h．吸弃上清液，加入 1 ml PBS 和
40 滋l 100 mg/L AO染液(PBS配制)，室温避光染色
30 min．吸弃染液，PBS洗涤 3次，荧光显微镜下
观察摄影．

1援6 流式细胞术测定细胞凋亡率

接种于 6孔细胞培养板中的两株食管癌细胞培
养 24 h后，分别加入浓度为 80 滋mol/L的 6种化合
物作用 24 h．按照Annexin吁-FITC/PI试剂盒厂家说
明进行细胞染色，流式细胞仪(Beckman公司)分析．
1援7 荧光定量 RT鄄PCR
接种于 6孔细胞培养板中的两株食管癌细胞，

经 6 种化合物 (80 滋mol/L)作用 24 h 后，采用
TRIzol试剂，按厂家说明提取细胞总 RNA，存于
-80℃ ．依照 PCR 反应试剂盒厂家说明，进行

PIG3基因表达(mRNA)的荧光定量 RT-PCR分析．
内参基因为 茁-actin．基因引物序列分别为：PIG3，
上游 5忆 CGC TGA AAT TCA CCA AAG GTG 3忆，
下游 5忆 AAC CCA TCG ACC ATC AAG AGC 3忆．
茁-actin，上游 5忆 AAC ACC CCA GCC ATG TAC
G 3忆，下游 5忆 ATG TCA CGC ACG ATT TCC C 3忆.
1援8 Western鄄blot测定
两株食管癌细胞接种于 6孔细胞培养板，经 6

种化合物 (80 滋mol/L)作用 24 h 后，PBS 洗涤 3
次．加入冷的细胞裂解液冰上作用 30 min，刮取细
胞于微量离心管中．4℃，14 000 g离心 15 min后，
吸取上层澄清液．紫外分光光度计(Amarsham)测定
各样品总蛋白质浓度，并调节浓度一致．样品行

10%～12% SDS-PAGE (浓缩胶 80 V；分离胶
120 V) 4 h后，转印于硝酸纤维素膜．硝酸纤维素
膜经封闭液(5%脱脂乳，0.05% Tween 20，pH 7.6)
封闭 3 h 后，TBS(20 mmol/L，pH 7.6)洗涤 3 次，
于第一抗体工作液(稀释比例 1∶5 00～1∶2 000)中
孵育 2 h．TBS洗涤 3次，于辣根过氧化物酶标记
的第二抗体工作液(稀释比例 1∶2 000)孵育 2 h．
TBS洗涤 3次，超敏发光液显光，X 感光片感光
后，显影定影．茁-actin作为内参蛋白．

2 结 果

2援1 黄酮和黄酮醇对食管癌细胞增殖的抑制作用

采用 MTT法考察黄酮和黄酮醇对 KYSE-510
细胞和 OE33细胞增殖的抑制作用，结果见图 1．
3种黄酮和 3种黄酮醇对两株食管癌细胞均有明显
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Fig. 1 Inhibitory effects of flavones and flavonols on
the growth of KYSE鄄510 cells (a) and OE33 cells (b)

IC50s were determined from the concentration response curves for 24 h,

48 h and 72 h. : Luteolin; : Quercetin; : Chrysin; : Kaempferol;

: Apigenin; : Myricetin.
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2援4 黄酮和黄酮醇诱导食管癌细胞凋亡的流式细

胞术分析结果

细胞凋亡时，磷脂酰丝氨酸外翻于细胞膜外，

细胞膜本身依然完整．而坏死细胞的细胞膜发生破

裂．FITC标记的 Annexin吁可特异性结合磷脂酰丝
氨酸，而 PI只有当细胞膜破裂时，才能进入细胞

的增殖抑制作用，且抑制效应随化合物浓度的增加

及作用时间的延长而加强，呈现剂量 - 效应和时
间 -效应依赖关系．但是，6种化合物对两株癌细
胞的增殖抑制活性不完全相同．对 KYSE-510细胞
的抑制活性顺序(按 IC50值)为：木犀草素 >槲皮
素 >白杨素 >山奈酚 >芹菜素 >杨梅素；对 OE33
细胞的抑制活性顺序(按 IC50值)为：槲皮素 >木犀
草素 >白杨素 >山奈酚 >芹菜素 >杨梅素．
2援2 黄酮和黄酮醇诱导食管癌细胞 DNA片段化的
结果

黄酮和黄酮醇作用 KYSE-510细胞和 OE33细
胞后，细胞基因组 DNA发生有序降解，形成细胞
凋亡特有的梯状条带(图 2)，表明黄酮和黄酮醇对
两株食管癌细胞具有凋亡诱导作用．

2援3 黄酮和黄酮醇诱导食管癌细胞凋亡的 AO染
色结果

黄酮和黄酮醇作用细胞后，经 AO染色，荧光

显微镜下观察可见 KYSE-510和 OE33细胞数量明
显减少，且细胞体积缩小、细胞核固缩，可见浓缩

致密的暗绿色或黄绿色荧光，呈团状或串珠状

(图 3)．对照组(0.1% DMSO)则为均匀一致的绿色
荧光(图 3)．

Fig. 2 Effects of flavones and flavonols on the induction
of DNA fragmentation in KYSE鄄510 cells (a)

and in OE33 cells (b)
M: DNA marker; 1: 0.1% DMSO; 2: 100 滋mol/L 5-FU; 3: Luteolin; 4:
Quercetin; 5: Chrysin; 6: Kaempferol; 7: Apigenin; 8: Myricetin.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 M 1 2 3 4 5 6 7 8(a) (b)

Fig. 3 Effects of flavones and flavonols on induction of apoptosis in KYSE鄄510 cells (a)
and OE33 cells (b) stained by AO

(a)

(b)

0.1% DMSO Luteolin (80 滋mol/L) Quercetin (80 滋mol/L) Chrysin (80 滋mol/L)

Kaempferol (80 滋mol/L) Apigenin (80 滋mol/L) Myricetin (80 滋mol/L)

0.1% DMSO Quercetin (80 滋mol/L) Luteolin (80 滋mol/L) Chrysin (80 滋mol/L)

Myricetin (80 滋mol/L)Apigenin (80 滋mol/L)Kaempferol (80 滋mol/L)
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染色胞核．因此，早期凋亡细胞 FITC荧光信号强
烈，PI荧光信号很弱(图 4直方图中 B4区)，晚期
凋亡或坏死细胞 FITC和 PI荧光信号都很强烈(图
4直方图中 B2区)，而正常细胞(图 4直方图中 B3
区)两种荧光信号都很弱．如图 4结果所示，与阴
性对照相比，各化合物作用两株食管癌细胞后，凋

亡特征区(图 4直方图中 B4区)的细胞比例均有不
同程度地增加，增加程度与化合物对癌细胞增殖抑

制活性(图 1)基本一致．由此进一步表明，黄酮和
黄酮醇可能通过诱导细胞凋亡，抑制两株食管癌细

胞增殖．

2援5 黄酮和黄酮醇诱导 PIG3 mRNA表达的荧光
定量 RT鄄PCR分析结果
在我们的前期研究工作中，采用基因芯片技术

分析表明，黄酮和黄酮醇可诱导 OE33 细胞中
PIG3基因的 mRNA表达[10]．为进一步考察黄酮和

黄酮醇作用 KYSE-510 和 OE33 细胞后，PIG3 基
因是否得到诱导表达，进而介导两株食管癌细胞发

生凋亡，采用荧光定量 RT-PCR分析了 PIG3 mRNA
的表达情况，结果见图 5．经各化合物作用后，两
株癌细胞中 PIG3 mRNA的表达水平均有不同程度
的增加，且增加程度(图 5)与化合物诱导细胞凋亡
的活性(图 4)基本一致．由此表明，PIG3的诱导表
达很可能与黄酮和黄酮醇对食管癌细胞凋亡的诱导

活性相关．

Fig. 4 Effects of flavones and flavonols on the induction of apoptosis in KYSE鄄510 cells (a) and OE33 cells (b)
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Fig. 5 Effects of flavones and flavonols on induction of
PIG3 expression at the mRNA level in

KYSE鄄510 cells and OE33 cells
: KYSE-510; : OE33.

Luteolin Quercetin Chrysin Kaempferol Apigenin Myricetin
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3 讨 论

迅速增殖是癌细胞的主要特征之一，遏制癌细

胞的迅速增殖是控制癌症发展的重要途径．MTT
法分析结果表明，黄酮和黄酮醇能够以剂量 -效应
和时间 -效应依赖方式，抑制食管癌 KYSE-510和

OE33细胞的增殖．与本研究结果一致，在有关其
他类型癌细胞(如结肠癌细胞、宫颈癌细胞、前列
腺癌细胞和肺癌细胞)的研究中，也发现黄酮和黄
酮醇具有细胞增殖抑制活性[13～16]，表明两类化合物

可能具有广泛的抗癌活性．

黄酮和黄酮醇对两株食管癌细胞增殖的抑制作

用，很可能通过诱导细胞凋亡而实现．DNA片段

2援6 Western鄄blot分析结果
首先，为了确定黄酮和黄酮醇对 PIG3 mRNA

表达的诱导作用是否最终提高了 PIG3的蛋白质水
平，采用 Western-blot分析了 PIG3蛋白表达．如
图 6所示，与对照组(0.1% DMSO)相比，各化合物
均能不同程度地提高两株食管癌细胞中 PIG3的蛋
白质表达水平．由此表明，黄酮和黄酮醇对 PIG3
mRNA表达的诱导作用，很可能使该基因的生物
学功能得以增量体现．其次，为确定在携带突变型

p53的 KYSE-510和 OE33细胞中，黄酮和黄酮醇

诱导 PIG3表达的分子途径，通过 Western-blot 分
析了 p53、p63和 p73三个 p53家族成员的蛋白质
表达．图 6中，与对照组相比，两株癌细胞经各化
合物作用后，细胞中 p63和 p73的蛋白质水平均得
到不同程度地提高．相反，p53的蛋白质水平却有
所下降．由此表明，PIG3的诱导表达并非完全受
控于 p53，而很可能亦受 p63 和 p73 的调控．最
后，因为细胞凋亡可通过两条途径实现，一条是线

粒体途径，另一条是受体介导途径．前者主要通过

激活 capase 9诱导细胞凋亡，而后者主要通过激活
caspase 8实现细胞凋亡．前期研究表明 PIG3主要
通过线粒体途径参与诱导细胞凋亡[11, 12]．所以，为

再次验证 PIG3是否参与介导黄酮和黄酮醇诱导的
食管癌细胞凋亡，采用 Western-blot 分析了
KYSE-510和 OE33细胞中 caspase的活化情况．如
图 6所示，与对照组相比，两株癌细胞经各化合物
作用后，细胞中 caspase 9活化片段有所增加，而
caspase 8活化片段无明显变化，同时 caspase 3活
化片段亦有明显增加．由此进一步表明，黄酮和黄

酮醇可通过诱导 PIG3表达，并经线粒体凋亡途径
介导两株食管癌细胞凋亡．

Fig. 6 Effects of flavones and flavonols on the expression of proteins related to apoptosis and
cell cycle in KYSE鄄510 cells (a) and in OE33 cells (b)

1: Luteolin; 2: Quercetin; 3: Chrysin; 4: Kaempferol; 5: Apigenin; 6: Myricetin; 7: 0.1% DMSO.

Cleaved caspase 3

Cleaved caspase 9

Cleaved caspase 8

茁-Actin

PIG3

p53

p63

p73

1 2 3 4 5 6 7 2 1 3 4 5 6 7

3.7 3.0 2.9 2.4 2.9 1.8 1.0 6.7 6.4 5.1 5.6 3.2 1.7 1.0

0.1 0.11 0.2 0.2 0.4 0.2 1.0 0.1 0.2 0.1 0.3 0.4 0.6 1.0

16.2 14.6 10.5 8.5 6.2 3.2 1.0 4.2 3.4 2.9 2.5 1.7 1.8 1.0

9.6 8.2 6.6 6.7 6.4 3.6 1.0 9.2 7.4 7.2 5.9 3.5 3.3 1.0

1.0 0.7 1.0 1.1 1.4 1.1 1.0 0.9 1.0 1.0 1.2 1.0 1.0 1.0

2.1 1.5 1.3 1.0 1.5 1.4 1.0 3.4 3.3 3.0 2.6 1.4 1.4 1.0

5.2 4.3 2.5 2.7 2.5 1.6 1.0 7.2 5.2 4.6 3.6 2.5 1.4 1.0

(a) (b)
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化分析结果、AO染色的荧光显微观察结果以及流
式细胞仪分析结果，充分证明了这一点．荧光定量

RT-PCR和Western-blot分析结果显示，KYSE-510
和 OE33 细胞经黄酮和黄酮醇作用后，PIG3 的
mRNA和蛋白质表达水平都明显增高，增高程度
与各化合物对两株癌细胞增殖抑制活性相对应，表

明 PIG3 参与介导了黄酮和黄酮醇诱导的
KYSE-510和 OE33细胞凋亡．同时，Western-blot
检测出 caspase 9和 caspase 3 活化片段有所增加，
再次表明，黄酮和黄酮醇可能通过诱导 PIG3，并
通过线粒体途径介导食管癌细胞发生凋亡，这与

Herr (2001 年 )和 Marchenko(2000 年 )等的报道一
致[11, 12]．虽然Western-blot也检测出了 caspase 8活
化片段的出现，但这很可能是细胞体外培养过程

中，小部分正常细胞经历凋亡的体现，这些正常凋

亡细胞不会对化合物的凋亡诱导活性产生明显干

扰．同时，caspase 8活化片段的蛋白质水平并没有
因化合物的作用而发生明显改变，表明黄酮和黄酮

醇不能通过受体介导途径有效诱发两株食管癌细胞

发生凋亡．另外，值得关注的是，对于两株不同类

型的食管癌细胞，黄酮和黄酮醇均能通过诱导

PIG3并经线粒体途径(相同的分子机制)实现凋亡诱
导活性．由此表明，PIG3很可能是介导两类化合
物引起两株食管癌细胞(甚至是除食管癌细胞以外
的其他类型癌细胞)发生凋亡的又一新目标基因，
此基因值得后续研究关注．

当细胞经历应激(氧化应激)达到一定程度时，
一系列的促凋亡基因 (PIG3、Bax、Killer/DR5、
PIDD、PUMA以及 p53AIP1等)将会启动表达[17, 18].
通常情况下，肿瘤抑制基因 p53作为一种基因转录
调控因子，能够启动上述促凋亡基因的转录，进而

促使这些基因参与肿瘤细胞的凋亡过程 [17, 18]．但

是，在许多携带有突变型 p53的癌细胞中，很多促
凋亡基因的转录不能正常启动，造成此类癌细胞较

难凋亡死去．但是，近年来研究发现，某些促凋亡

基因在携带突变型 p53的癌细胞中，仍然可以被诱
导表达，从而表现出这些基因表达的非 p53依赖
性 [17～19]．后续研究证实，p53 家族的另外两个成
员———p63和 p73，可以在某种情况下替代 p53发
挥对其下游基因的调控功能．二者不仅在个体成熟

和发育过程中发挥着非常重要的作用，同时由于它

们与 p53的氨基酸序列具有高度的同源性[17, 18]，所

以当 p53不能正常行使其生物学功能时，p63 和
p73将会表现出类似 p53在细胞凋亡过程中的调控

功能．因此，二者实现细胞凋亡调控功能的分子机

制也与 p53同出一辙，除了能够促进如 PIG3、Bax
等促凋亡基因的表达，还可以抑制如 Bcl-2等抑凋
亡基因的表达，从而引起一系列的细胞凋亡事

件[17, 18]．本实验Western-blot分析结果显示，p63和
p73蛋白表达水平与 PIG3蛋白表达水平相伴升高，
而 p53蛋白表达水平却有所下降．这一结果提示，
在两株携带有突变型 p53的食管癌细胞中，p63和
p73可代替 p53诱导 PIG3的表达，进而促进细胞
凋亡的发生．另外我们推测，本实验中造成 p53蛋
白表达水平下降的主要原因，可能是 MDM2诱导
表达的结果．与 PIG3相似，MDM2作为另一种受
p53 调控的下游基因，亦受 p63 和 p73 调控 [18, 19]，

其诱导表达可抑制 p53的转录活性并促进 p53蛋白
的降解，但对 p63 和 p73 的功能没有影响 [20]．因

此，p63 和 p73 蛋白水平的升高，不仅能够诱导
PIG3的表达，还可能同时诱导 MDM2的表达，进
而促进 p53蛋白的降解．上述分子调控过程是否会
发生在黄酮和黄酮醇诱导人食管癌细胞凋亡的过程

中，尚待进一步有针对性地研究，从而获得明确

证实．

综上所述，黄酮和黄酮醇可能通过诱导

KYSE-510和 OE33细胞中 PIG3的表达，并经线粒
体途径介导两株癌细胞发生凋亡．但是，在这两株

癌细胞中，诱导 PIG3 表达的调控蛋白可能不是
p53，而是 p63和 p73(图 7)．

Fig. 7 Schematic representation mechanism by
which flavones and flavonols induce apoptosis

in KYSE鄄510 and OE33 cells

Mitochondrion

p63 p73

PIG3

Cleaved caspase 9

Cleaved caspase 3

Apoptosis

218· ·



张强等：黄酮和黄酮醇通过诱导 PIG3表达引发人食管癌细胞凋亡2009; 36 (2)

Flavone鄄and Flavonol鄄Caused Apoptosis in Human Esophageal
Cancer Cells by Inducing The Expression of PIG3
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Abstract Two human esophageal cancer cell lines (KYSE-510 and OE33) were chosen as the tumor model to
explore molecular mechanism of flavones and flavonols on induction of apoptosis. Effects of flavones (luteolin,
apigenin, chrysin) and flavonols (quercetin, kaempferol, myricetin) on induction of apoptosis in KYSE-510 cells
and OE33 cells were observed by DNA fragmentation, acridine orange staining and flow cytometry analysis. The
results of real-time RT-PCR and Western-blot analysis showed that the treatment of KYSE-510 cells and OE33
cells with flavones and flavonols induced the expression of PIG3 at the mRNA and the protein levels. Western-blot
analytical results further showed that induction of PIG3 caused apoptosis in both esophageal cancer cells through
the mitochondrial pathway in a p53-independent manner, and p63 and p73 may be responsible for the induction of
PIG3.
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