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摘要 中药臭灵丹中黄酮类化合物 3, 5- 二羟基 -6, 7, 3忆, 4忆- 四甲氧基黄酮(3, 5-hydroxy -6, 7, 3忆, 4忆-tetramethoxyflavone，
HTMF)体外对多种肿瘤细胞有抑增殖作用，但机制尚未完全清楚．为探讨 HTMF对人鼻咽癌 CNE细胞凋亡的影响，用 MTT
法检测 HTMF对 CNE细胞株的增殖抑制率，倒置显微镜观察 HTMF作用于 CNE细胞后细胞形态变化，Hoechst 33258荧光
染色观察细胞核形态的变化，流式细胞仪检测细胞的凋亡率，Western blot法检测凋亡蛋白 Caspase3和 Caspase9的变化，流
式细胞仪检测线粒体跨膜电位(驻准m)值的改变，并用 JC-1荧光染料染色，激光共聚焦显微镜观察线粒体膜电位变化．结果显
示，分离自臭灵丹的 HTMF呈浓度、时间双重依赖性显著抑制 CNE细胞的增殖，诱导细胞凋亡，引起线粒体膜电位下降及
凋亡蛋白 Caspase3和 Caspase9的活化．提示：3, 5-二羟基 -6, 7, 3忆, 4忆-四甲氧基黄酮对人鼻咽癌 CNE细胞的生长有显著的
抑制作用，并可通过降低线粒体膜电位激活 Caspase9，进而活化 Caspase3诱导 CNE细胞凋亡．
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传统中药臭灵丹广泛分布于我国长江流域以南

及西南部[1]，民间用于治疗上呼吸道感染、扁桃体

炎、咽喉炎、支气管炎等，从臭灵丹可提取黄酮类

和萜类化合物等 [2-4]，分离自臭灵丹 (Laggera
pterodonta)中的 3, 5- 二羟基 -6, 7, 3忆, 4忆- 四甲氧基
黄酮(3, 5-hydroxy -6, 7, 3忆 , 4忆-tetramethoxyflavone，
HTMF)为多甲氧基黄酮单体．研究表明，多种黄
酮类单体可通过诱导细胞凋亡发挥抗肿瘤活性[5-7]，

HTMF的 B环上为甲氧基，曾有研究报道多甲氧
基黄酮 B环中的邻 -儿茶酚部分结构是多甲氧基黄
酮抗肿瘤活性的先决条件[8]，且多甲氧基黄酮可显

著提高肝代谢稳定性和肠道的吸收，有更好的口服

吸收及组织分布[9]．

鼻咽癌 (nasopharyngenl carcinoma，NPC)为我
国常见的恶性肿瘤之一，80%发生在中国广东、广
西、湖南和福建等省及东南亚各国，是中国南方最

常见的肿瘤之一，发病率超过 20/10万[10-12]．鼻咽

癌发生部位隐蔽，不易被早期发现，且恶性程度

高，易转移及复发，现临床以高剂量的放疗联合化

疗治疗为主[13]，但化疗药物多对人体的副作用大，

易产生耐药[14]，因此迫切需要研究和开发高效低毒

的新药．HTMF为分离自传统中药臭灵丹中的黄酮
类单体，来源广泛，并有研究表明来源于中草药的

低分子质量黄酮类化合物与合成的相比在肿瘤的治

疗中显示出相对低毒的特性[8]．在前期实验中已发

现 HTMF 可抑制多种肿瘤细胞的增殖，但抑制
CNE细胞增殖及诱导凋亡机制尚需进一步阐明．

1 材料和方法

1援1 主要试剂

从中草药臭灵丹中提取的黄酮类化合物 3, 5-二
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羟基 -6, 7, 3忆, 4忆- 四甲氧基黄酮(3, 5-hydroxy -6, 7,
3忆, 4忆-tetramethoxyflavone，HTMF)，由暨南大学药
学院中药及天然药物研究所分离提取(HPLC 分析
90%以上，数据另行发表)．DMEM培养基购自美
国 Gibco公司；四甲基偶氮唑盐(MTT)、二甲亚砜
(DMSO)、Hoechst33258、 PI 染料和罗丹明 123
(rhodamine123， Rho123) 均 购 自 Sigma 公 司 ；
AnnexinV-FITC 试剂盒和 JC-1(线粒体膜电位检测
试剂盒 )均购自上海碧云天生物公司；鼠抗人
茁-Actin一抗，Caspase3和 Caspase9兔抗人多克隆
抗体购自美国 Cell Signaling Technology公司．
1援2 形态学观察

CNE 细胞接种于 6 孔培养板(8 伊 104个 /ml，
2 ml/孔)，37℃、5% CO2培养箱中培养 24 h后分
组进行药物处理，对照组(只加培养液和细胞)；实
验组(分别加入 2.5、5.0、10.0、20.0、40.0 mg/L样
品)，继续培养 48 h后在倒置显微镜下观察各组细
胞的形态变化并拍照．

1援3 细胞培养

人类鼻咽癌 CNE细胞系购自中山大学实验动
物中心细胞库．CNE细胞用含 10%新生牛血清的
DMEM培养基，于 5% CO2、95%湿度、37℃培养
箱中培养并传代，取对数生长期细胞进行实验．

1援4 MTT法测定细胞增殖抑制率
将 HTMF先溶于 DMSO．CNE细胞悬液，接

种于 96 孔板中，37℃培养箱中过夜使细胞贴壁，
用 DMEM培养液做系列 2倍梯度稀释，检测的终
浓度为：2.5、5.0、10.0、20.0、40.0 mg/L，继续
培养 24、48、72 h后，各孔加入 MTT溶液 10 滋l.
4 h后吸出上清液, 加入 100 滋l DMSO,震荡 10 min
后在波长 570 nm下测定 A 值，计算 HTMF对细胞
增殖的抑制率：细胞增殖的抑制率(%)=1-实验
组 A /对照组 A 伊 100%．HTMF对细胞的半数致死
浓度 IC50 (50% inhibitory concentration)根据系列样
品的值推算而得．

1援5 Hoechst 33258 荧光染色观察细胞核形态改变
将无菌盖玻片置于 6孔培养板，接种 CNE细

胞悬液，进行细胞爬片．待细胞爬满盖玻片后，分

组进行药物处理：对照组(只加培养液和细胞)；实
验组(分别加入 5.0、10.0、20.0、40.0 mg/L样品)．
48 h后吸弃培养液，PBS清洗 2遍，加入 0.5 ml/孔
4%多聚甲醛固定液固定 30 min．弃去固定液后 PBS
清洗 2遍，加入 Hoechst 33258染色液染色 20 min,
PBS洗 2遍，每次 5 min，自然干燥后用中性甘油

封片．荧光显微镜下观察并拍照．

1援6 流式细胞仪检测细胞凋亡

CNE细胞接种于 6孔培养板，37℃、CO2培

养箱中培养 24 h后分组进行药物处理，对照组(只
加培养液和细胞)，实验组(分别加入 5.0、10.0、
20.0、40.0 mg/L样品)．继续培养 48 h 后用不含
EDTA的胰酶消化收集细胞，加入 5 滋l Annexin-吁
和 10 滋l PI染料后充分混匀，避光反应 15 min后
进行流式细胞仪检测．

1援7 细胞线粒体膜电位 (驻准m) 检测
1援7.1 流式细胞术检测线粒体膜电位．CNE细胞
接种于 6孔培养板，37℃、5% CO2培养箱中培养

24 h后分组． a．对照组(只加培养液和细胞)，实
验组(分别加入 5.0、10.0、20.0、40.0 mg/L样品)，
继续培养 48 h后用不含 EDTA的胰酶消化收集细
胞；b．对照组(只加培养液和细胞)，实验组加
40 mg/L样品，分别于 6、12、24、48 h后用不含
EDTA 的胰酶消化收集细胞．细胞收集后加入
Rho123 使其终浓度为 10 mg/L，37℃避光孵育
30 min，冷 PBS洗涤 5 min，冷 PBS重悬细胞，流
式细胞仪(FCM)检测 驻准m的改变．

1援7.2 激光共聚焦显微镜观察线粒体膜电位变化．

CNE 细胞接种于激光共聚焦培养皿，37℃、CO2

培养箱中培养 24 h后分组进行药物处理． a．对照
组(只加培养液和细胞 )，实验组 (分别加入 5.0、
10.0、20.0、40.0 mg/L样品)，继续培养 48 h；b．
对照组(只加培养液和细胞)，实验组加 40 mg/L样
品，分别于培养 6、12、24、48 h 后用 PBS洗涤
1 次，分别加入 1 ml 细胞培养液和 1 ml JC-1 染
色工作液，充分混匀，37℃细胞培养箱中孵育
20 min，吸取上清，用 JC-1 染色缓冲液(1伊)洗涤
2次，加入 1 ml细胞培养液，于激光共聚焦显微镜
下观察． JC-1是一种广泛用于检测线粒体膜电位
的荧光探针，可通过荧光颜色的转变来检测线粒体

膜电位的变化．

1援8 Western blot 法检测 Caspase3 和 Caspase9
表达

CNE细胞接种于 6孔培养板，37℃、CO2培

养箱中培养 24 h后分组进行药物处理． a．对照组
(只加培养液和细胞)，实验组(分别加入 5.0、10.0、
20.0、40.0 mg/L样品)，继续培养 48 h；b．对照组
(只加培养液和细胞)，实验组加 40 mg/L样品，分
别于培养 6、12、24、48 h后分别收集细胞，在收
集好的细胞中加入细胞裂解液，冰上放置 20 min，
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2援1援2 HTMF 体外抑制 CNE 细胞增殖抑制率．
HTMF作用于 CNE细胞后，发现其呈剂量和时间
双重依赖性抑制细胞增殖(图 2)，作用 24、48、72 h
后 IC50值分别为 69.02、28.31、3.95 mg/L．
2援2 Hoechst 33258荧光染色观察细胞核形态变化
染色质凝聚是凋亡细胞典型的细胞形态学变化

之一．CNE细胞用不同浓度 HTMF处理 48 h后进
行 Hoechst 33258染色，于荧光显微镜下观察：细
胞对照组核膜完整、核呈圆形或椭圆形、分布较均

匀、细胞数较多(图 3a)；随 HTMF浓度的增加细
胞出现核固缩、核体积变小、分布不均匀；部分细

胞核出现碎裂、呈现致密的蓝色颗粒状荧光、形成

凋亡小体(图 3b～ e)．

Fig. 1 Morphological change of CNE cells treated with HTMF with different concentration after 48 h
(a) Control. (b) 2.5 mg/L. (c) 5.0 mg/L. (d) 10.0 mg/L. (e) 20.0 mg/L. (f) 40.0 mg/L.

12 000 r/min离心 15 min收集蛋白质．取上清液用
考马斯亮蓝法(Bradford法)检测样品的总蛋白含量，
加入上样缓冲液煮沸 10 min，离心并取 30 滋g蛋白
质上样到 SDS-PAGE 进行电泳，再将蛋白质转
到 0.22 滋m PVDF 膜，牛奶封闭 1 h 后膜与一抗
(1∶1 000) 4℃孵育过夜，次日牛奶封闭 1 h后与二
抗(1∶2 000)室温孵育 1 h，发光试剂发光，X线胶
片进行显影、定影、图像分析．

1援9 统计学处理

数据用均数依标准差(x依 s )表示，采用 One-way

ANOVA(单因素方差分析)与 student's t检验各组间
差异的显著性，以 P < 0.05时为有统计学意义．

2 结 果

2援1 HTMF体外抑制 CNE细胞增殖实验
2援1援1 细胞形态的变化．HTMF作用于 CNE细胞
48 h后，随着浓度的升高细胞变圆、体积缩小、贴
壁能力下降、同细胞对照组相比，其细胞数及细胞

密度均明显下降(图 1)．

50 滋m50 滋m50 滋m

50 滋m50 滋m50 滋m

(a) (b) (c)

(d) (e) (f)

Fig. 2 Inhibitory effect of HTMF with different
concentration on CNE cells at different times

**P < 0.01 vs 2.5 mg/L, n=8. : CNE-72 h; : CNE-48 h; :

CNE-24 h.
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Fig. 4 HTMF induced mitochondria dysfunction in CNE cells
Effect of HTMF on mitochondrial membrane potential. (a) After treatment with 40.0 mg/L of HTMF at different times. (b) After treatment with different

concentration of HTMF for 48 h. Cells were stained with Rho-123 dye and analyzed by flow cytometry. *P < 0.05, **P < 0.01 vs control, n=3.

2援3 流式细胞仪检测细胞凋亡率

HTMF作用于 CNE细胞 48 h后，随浓度的增
加，细胞凋亡率显著性增加(表 1)．

2援4 细胞线粒体膜电位检测

2援4.1 HTMF作用 CNE细胞后，线粒体 驻准m的平

均荧光指数值随浓度及时间增加而下降(图 4)．
2援4.2 激光共聚焦显微镜下观察线粒体 驻准m的变

化．JC-1荧光染料聚集在线粒体的基质中，形成
聚合物，在线粒体膜电位较高时，产生红色荧光；

在线粒体膜电位较低时，JC-1不能聚集在线粒体
的基质中，JC-1为单体，可以产生绿色荧光．图 5
显示 JC-1荧光颜色随着浓度和时间的增加由红色

Fig. 3 Nuclear morphology of CNE cells treated with HTMF after 48 h (伊400)
(a) Control. (b) 5.0 mg/L. (c) 10.0 mg/L. (d) 20.0 mg/L. (e) 40.0 mg/L.

籽/(mg·L-1) CNE- Apoptosis rate/%
Control 4.25 依 0.49

5.0 5.20 依 0.14
10.0 7.80 依 0.64*

20.0 11.95 依 0.07**

40.0 20.50 依 0.57**

Table 1 The effect of HTMF on CNE cell apoptosis

Compared with control, *P < 0.05, **P < 0.01, n=3.
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Fig. 5 HTMF induced mitochondria dysfunction in CNE cells with JC鄄1 fluorescence staining by laser confocal microscope
Effect of HTMF on mitochondrial membrane potential. (a) After treatment with different concentration of HTMF for 48 h. A: Control; B: 5.0 mg/L; C:

10.0 mg/L; D: 20.0 mg/L; E: 40.0 mg/L;(b) After treatment with 40.0 mg/L of HTMF at different times. A: Control; B: 6 h; C: 12 h; D: 24 h; E: 48 h.

向绿色转变，表明随着浓度和时间的增加线粒体膜

电位逐渐下降，线粒体数目越来越少且分布不均匀.
2援5 Western blot 法检测 Caspase3、Caspase9 表
达的变化

以不同浓度 HTMF处理 CNE细胞，结果显示

HTMF呈浓度依赖性激活 Caspase3、Caspase9；经
40 mg/L浓度 HTMF处理后，随着时间延长细胞中
Caspase3、Caspase9被激活，蛋白量随着时间的延
长而减少(图 6)．
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3 讨 论

鼻咽癌为我国南方常见的恶性肿瘤之一，临床

上广泛应用放化疗，在杀死肿瘤细胞的同时也无选

择地损伤正常的组织细胞，毒副作用大．黄酮类化

合物是具有 2-苯基色原酮结构，广泛分布于蔬菜、
水果和植物体内的低分子质量多酚类物质，是许多

药用植物的主要活性成分，但因其来源不同、结构

不同，表现出来的生物活性差异很大．本实验中从

中草药臭灵丹中提取的 3, 5-二羟基 -6, 7, 3忆, 4忆-四
甲氧基黄酮来源广泛，因其特有的结构特点———B
环上的邻 -儿茶酚结构，表现出对多种肿瘤细胞具
有抑制作用的生物活性，而对正常细胞的毒性相对

较小[15]．

抗肿瘤分子机制中细胞凋亡的诱导现已成为肿

瘤治疗的重要途径之一，黄酮类化合物通过促凋亡

作用发挥抗肿瘤作用也倍受国内外广泛关注．有研

究报道凋亡的抑制是鼻咽癌发生的至关重要因素[16],
本实验中化合物 3, 5-二羟基 -6, 7, 3忆, 4忆-四甲氧基
黄酮呈浓度和时间双重依赖性对 CNE细胞显著抑
制，72 h 后 IC50值达到 3.95 mg/L．Hoechst 33258
染色可观察到随着浓度的增高，染色质浓缩且边缘

化，核体积变小，在高浓度时部分细胞核出现碎

裂，形成凋亡小体，细胞数减少明显，这与直接细

胞形态的观察相一致．细胞凋亡率也呈浓度依赖性

增高．凋亡执行蛋白 Caspase3呈浓度和时间双重
依赖性被激活．我们的结果说明，HTMF可通过凋
亡的诱导发挥抗鼻咽癌细胞 CNE的作用．有研究
强调线粒体在凋亡通路中起重要作用[17]，线粒体是

细胞维持生命活动的重要细胞器，参与细胞进行呼

吸链、电子传递、三羧酸循环和氧化磷酸化．细胞

在应激或受到细胞毒、化疗药物作用时线粒体膜破

坏，膜电位下降、膜通透性转换孔开放，线粒体内

与凋亡相关的基因产物，促凋亡蛋白经凋亡信号刺

激释放进入细胞质，细胞进入凋亡过程．线粒体跨

膜电位的耗散是细胞凋亡级联反应过程中最早发生

的，且其一旦发生，细胞即进入不可逆的凋亡过

程[18]．在线粒体介导的凋亡通路中，线粒体中的促

凋亡蛋白经凋亡信号刺激释放进入细胞质，可激活

Caspase9 以 及 下 游 的 Caspase3、 Caspase7 或
Caspase6蛋白．本实验中 HTMF对 CNE细胞随浓
度和时间的增加，JC-1荧光染料颜色由红色向绿
色转变．流式细胞检测结果也显示线粒体膜电位呈

浓度和时间双重依赖性显著性下降，凋亡蛋白

Caspase9以及下游的 Caspase3蛋白也随浓度和时
间的增加被激活，这些说明 HTMF可通过线粒体
跨膜电位的耗散，使膜通透性转换孔开放，激活

Caspase9进而活化 Caspase3诱导凋亡发挥抗肿瘤
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Fig. 6 The effect of HTMF with different concentation and times on the expression
of Caspase3 and Caspase9 on CNE cells detected by Western blotting

**P < 0.01 vs control, n=4. : Caspase3; : Caspase9.
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作用．对于 HTMF 抗肿瘤的分子机制，如线粒
体跨膜电位与细胞色素 c及与线粒体介导的凋亡通
路中调节因子 Bcl-2家族蛋白的关系正在进一步研
究中．
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3, 5鄄Hydroxy鄄6, 7, 3忆, 4忆鄄tetramethoxyflavone Isolated From
Laggera pterodonta Induces CNE Cell Apoptosis*

CAO Chang-Shu1), SHEN Wei-Zai1)**, LI Yao-Lan2, 3), WANG Hui4), GAO Ming-Ya1)

(1) Department of Anatomy, Medical College, Jinan University, Guangzhou 510632, China;
2) Institute of Traditional Chinese Medicine & Natural Products , College of Pharmacy, Jinan University, Guangzhou 510632, China;

3) Guangdong Province Key Laboratory of Pharmacodynamic Constituents of TCM and New Drugs Research, Jinan University, Guangzhou 510632, China
4) Department of Microbiology and Immunology, Medical College, Jinan University, Guangzhou 510632, China)

Abstract 3, 5-Hydroxy -6, 7, 3忆, 4忆-tetramethoxyflavone (HTMF) isolated from Laggera pterodonta is known to
have an antiproliferative effects in vitro on human cancer. However, the exact mechanisms retain unclear.
HTMF was investigated for its antiproliferative effects on human nasopharygeal carcinoma CNE cells.
3-(4, 5-Dimethylthiazol-2-yl)- 2, 5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) assay was used to deserve the inhibitory
effect of HTMF. The changes of the cell and nuclear morphological characteristics were observed under the
inverted and fluorescence microscope. The cell apoptosis was displayed by Hoechst 33258 staining and flow
cytometry (FCM). The expression of Caspase3 and Caspase9 was detected by Western blotting. The mitochondrial
membrane potential were analyzed by FCM and laser confocal microscope with Jc-1 fluorescence staining. MTT
assay results show that HTMF significantly inhibited the growth of CNE cells in dose and time dependent manners.
The IC50 values of HTMF were 69.02, 28.31 and 3.95 mg/L at 24, 48 and 72 h treatments, respectively. The
apoptosis percentage in CNE cells is significantly increased compaired with control group. HTMF with 0, 5.0,
10.0, 20.0 and 40.0 mg/L at 48 h and 40.0 mg/L at 0, 6, 12, 24 and 48 h treatments, respectively increased the
expression of Caspase3 and Caspase9 and degraded mitochondrial membrane potential in dose and time dependent
manners. The mechanistic investigation revealed that HTMF has high inhibitory effects on the proliferation of CNE
cells and induced the apoptosis of CNE cells by the decrease in mitochondrial membrane potential and increasing
the expression of Caspase3 and Caspase9.
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