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黄芩苷对人肺腺癌ＬＴＥＰ－Ａ２细胞的抑制作用及机制研究
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摘要　目的：研究观察黄芩苷对人肺腺癌ＬＴＥＰ－Ａ２细胞株体外的抑制作用及相关机制。方法：采用不同浓度的黄芩苷干预人
肺腺癌ＬＴＥＰ－Ａ２细胞株，用ＣＣＫ－８方法检测不同时间点不同浓度的黄芩苷对肺癌细胞增殖的抑制程度，接着用细胞划痕试
验和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭试验观察黄芩苷对肺癌细胞体外迁移、侵袭能力的影响；用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ进一步检测黄芩苷干预后肺癌
细胞ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－９、ＴＧＦ－β的表达的变化。结果：黄芩苷能明显抑制肺癌细胞增殖；能不同程度降低肺癌细胞的迁移、侵
袭、体外划痕愈合能力，呈浓度依赖性；黄芩苷能不同程度下调 ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－９表达，其中以高浓度效果明显，中浓度居中，
低浓度作用稍弱，与空白对照组比较，组间差异有统计学意义，Ｐ＜００５；对肺癌细胞ＴＧＦ－β的表达没有显著影响，与对照组比
较，Ｐ＞００５。结论：黄芩苷能不同程度地降低肺癌增殖迁移侵袭的能力，其机制可能是通过下调 ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－９的表达从
而对肺癌细胞的增殖、迁移、侵袭发挥抑制作用。
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　　黄芩苷（Ｂａｉｃａｌｉｎ）是从唇形科植物黄芩中提取、分
离出来的黄酮类化合物，是黄芩的主要有效成分之一，

具有多种药理作用，如：抗菌、抗氧化、诱导干细胞分化

等［１－３］。近年来，随着对黄芩苷的深入研究，发现黄芩

苷还能够抑制黏液表皮样癌肿瘤细胞增殖，促进肿瘤

细胞凋亡，具有显著的抗肿瘤作用［４］。目前，对黄芩苷

抗肿瘤作用的实验研究主要集中在人前列腺癌、膀胱

癌、肝细胞癌、乳腺癌、结肠癌和恶性黑色素瘤等恶性

肿瘤［５－６］，但是关于黄芩苷作用于肺癌细胞株的研究

较少，如仅有少量报道黄芩提取物能够诱导ＳＰＣ－Ａ－
１细胞凋亡，其机制可能与黄芩提取物能上调 ｃａｓｐａｓｅ

－３表达和下调 ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因表达有关［７］。既然黄芩

苷对肺癌细胞株ＳＰＣ－Ａ－１有作用，那么对肺癌细胞
株ＬＴＥＰ－Ａ２又有着怎样的作用？除了诱导细胞凋
亡，黄芩苷是否还可通过其他途径发挥作用，目前仍不

是十分清楚。为了进一步明确黄芩苷的抗肿瘤作用，

本研究观察其对ＬＴＥＰ－Ａ２细胞增殖、迁移、侵袭的影
响，并进行相关分子机制的初步探讨，以期为临床应用

黄芩苷治疗肺癌提供科学的理论依据。

１　材料和方法
人肺癌细胞株ＬＴＥＰ－Ａ２购自中国科学院上海细

胞生物研究所。药物黄芩苷购自南京青泽医药公司，
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纯度：９９１％。小牛血清、ＲＰＭＩ１６４０培养液购自 Ｇｉｂｃｏ
公司；ＣＣＫ８试剂购自日本同仁化学研究所；β－ａｃｔｉｎ
抗体为ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司产品；ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－９、ＴＧＦ－
β抗体为Ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司产品；ＨＲＰ标记
羊抗兔二抗为北京康为世纪生物科技有限公司产品。

实验共分为４组，分别为５０μｍｏｌ／Ｌ、１００μｍｏｌ／Ｌ、２００
μｍｏｌ／Ｌ黄芩苷组，空白对照组加等量０５％二甲基亚
砜（ＤＭＳＯ）。
１１　ＣＣＫ－８法　取对数生长期细胞按１×１０５／ｍＬ
接种于９６孔板内，设３个复孔，加入不同浓度黄芩苷，
总体积１００μＬ，培养２４、４８、７２、９６ｈ后，每孔加入ＣＣＫ
－８溶液１０μＬ，继续培养２ｈ后用酶标仪测定在４５０
ｎｍ处的吸光度（Ａ），计算细胞增殖抑制率，绘制细胞
增殖抑制曲线。增殖抑制率计算公式：增殖抑制率

（％）＝（Ａ对照组－Ａ实验组）／Ａ对照组×１００％。
１２　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭试验　采用２４孔板 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室进行，包被有胶原基质的 Ｍａｔｒｉｇｅｌ滤膜孔径为 ８
μｍ。分别将５０μｍｏｌ／Ｌ、１００μｍｏｌ／Ｌ、２００μｍｏｌ／Ｌ黄芩
苷处理的肺腺癌ＬＴＥＰ－Ａ２细胞株用０２５％胰蛋白酶
消化后，以１０５个／孔接种于上层小室，下层小室加入
１０％胎牛血清（ＦＢＳ）培养液，３７℃孵育２４ｈ，取出滤
膜，用棉拭子轻轻擦掉滤膜上层的细胞，将滤膜用 ＰＢＳ
淋洗，固定、染色（参照细胞迁移实验相关步骤），置于

甲醇固定１０ｍｉｎ，高倍镜下随机选取５个视野，计数迁
移至滤膜下层的细胞，实验重复３次。抑制率（％）＝
（实验组侵袭细胞的数量／对照组侵袭细胞的数量）×
１００％。
１３　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室细胞迁移试验　将Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ２００
倍稀释至终浓度 ５０μｇ／ｍＬ，在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室内加入
１００μＬ，小室外加入４００μＬ，４℃过夜。准备受试细胞
悬液：取对数生长期细胞，吸取细胞培养液，无钙磷的

ＰＢＳ液冲洗，胰蛋白酶消化细胞，用含１％ＦＢＳ细胞培
养液收集和重悬细胞，调整细胞密度为 １×１０５／ｍＬ。
吸取ｔｒａｎｓｗｅｌｌ中 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，ＰＢＳ冲洗一次。将 Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ小室放入２４孔培养板中，在小室外加入４００μＬ
含１０％ＦＢＳ完全培养液，３７℃，５％ ＣＯ２饱和湿度培养
箱中孵育６ｈ，ＰＢＳ漂洗３次，４％ＰＡＦ固定３０ｍｉｎ，ＰＢＳ
漂洗３次，Ｃｏｏｏｍａｓｓｉｅｂｌｕｅ室温染色适当时间。倒置显
微镜下１×１０物镜计数贴附于小室多孔膜上的总细胞
数（Ｎｏ），棉签擦去小室多孔膜上方细胞，计数残留在
小室多孔膜下方的细胞数（Ｎ１）。按以下公式计算细
胞迁移率：细胞迁移率 ＝Ｎ１／Ｎｏ×１００％。每孔计数５
个视野。

１４　细胞划痕试验　将肺腺癌 ＬＴＥＰ－Ａ２细胞株传

代于玻片上，生长至１００％汇合后，用无菌吸头在玻片
上划痕。磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗净被刮下的细胞，每
孔加纤连蛋白后分别加入５０μｍｏｌ／Ｌ、１００μｍｏｌ／Ｌ、２００
μｍｏｌ／Ｌ黄芩苷，对照组加等量０５％二甲基亚砜（ＤＭ
ＳＯ），孵育９６ｈ，取出玻片，低倍视野下观察细胞伤口
愈合情况。随机选取５个视野，计数迁移细胞的数量，
以此表示细胞的迁移活性。实验平行重复 ３次。计
算：细胞迁移抑制率（％）＝（实验组迁移细胞数／对照
组迁移细胞数）×１００％。
１５　ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－９、ＴＧＦ－β蛋白表达的Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测　收集 ５０μｍｏｌ／Ｌ、１００μｍｏｌ／Ｌ、２００μｍｏｌ／Ｌ
黄芩苷处理９６ｈ的 ＬＴＥＰ－Ａ２细胞及对照组细胞，用
ＰＢＳ洗涤，加入５倍体积含蛋白酶抑制剂的细胞裂解
液，冰浴２０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，弃去沉淀，
上清液为细胞总蛋白。用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定蛋白含量。
１００℃变性１０ｍｉｎ，每孔加等量的蛋白样品进行１２％
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳，然后电转移至 ＰＶＤＦ膜上，５％
牛奶室温封闭１ｈ。分别加入兔抗人ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－
９、ＴＧＦ－β抗体，４℃孵育过夜。以ＴＢＳ漂洗５ｍｉｎ×３
次，加入羊抗兔 ＨＲＰ标记二抗，室温孵育１ｈ后 ＴＢＳ
漂洗５ｍｉｎ×３次，用化学发光法检测后分析结果。
１６　统计学处理　实验数据用 ＳＰＳＳ１１５统计软件
进行统计分析。计量资料用（珋ｘ±ｓ）表示，两两比较采
用ｔ检验。以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

图１　黄芩苷对肺腺癌ＬＴＥＰ－Ａ２细胞体外增殖的影响

（提示Ｐ＜００５）

２　结果
２１　黄芩苷对肺腺癌ＬＴＥＰ－Ａ２细胞增殖抑制作用

ＣＣＫ－８方法检测黄芩苷对 ＬＴＥＰ－Ａ２细胞增殖
的影响，结果发现不同浓度的黄芩苷对肺癌细胞有着

不同程度的抑制作用，其中高浓度组（２００μｍｏｌ／Ｌ）的
抑制作用最明显，中浓度组（１００μｍｏｌ／Ｌ）的抑制作用
居中，低浓度组（５０μｍｏｌ／Ｌ）次之。随着时间的推移，
不同浓度的黄芩苷作用于肺癌细胞２４ｈ后开始显示
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出抑制作用，４８ｈ后作用显著，９６ｈ后达到高峰，与对
照组比较，差异有统计学意义，Ｐ＜００５（如图１）。
２２　黄芩苷对肺腺癌 ＬＴＥＰ－Ａ２细胞迁移作用的影
响　将不同浓度的黄芩苷预处理９６ｈ后进行划痕实
验、ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室迁移实验。结果如图２所示：三种不
同浓度的黄芩苷能不同程度降低ＬＴＥＰ－Ａ２肺癌细胞
的体外愈合能力，其中高浓度组（２００μｍｏｌ／Ｌ）的抑制
作用最明显，中浓度组（１００μｍｏｌ／Ｌ）的抑制作用居中，
低浓度组（５０μｍｏｌ／Ｌ）次之，与对照组比较，差异有统
计学意义，Ｐ＜００５（如图２、图３）。

图２　黄芩苷对肺腺癌ＬＴＥＰ－Ａ２细胞体外划痕试验的影响

图３　黄芩苷对肺腺癌ＬＴＥＰ－Ａ２细胞体外划痕试验

影响统计图（Ｐ＜００５）

２３　黄芩苷对肺腺癌 ＬＴＥＰ－Ａ２细胞侵袭作用的影
响　将不同浓度的黄芩苷预处理 ９６ｈ后进行 Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ小室侵袭实验。结果如图所示：三种不同浓度的
黄芩苷能不同程度降低ＬＴＥＰ－Ａ２肺癌细胞的侵袭能
力，其中以其中高浓度组（２００μｍｏｌ／Ｌ）的抑制作用最
明显，中浓度组（１００μｍｏｌ／Ｌ）的抑制作用居中，低浓度
组（５０μｍｏｌ／Ｌ）次之，与对照组比较，差异有统计学意
义，Ｐ＜００５（如图４）。
２４　黄芩苷对肺腺癌 ＬＴＥＰ－Ａ２细胞 ＭＭＰ－２、ＭＭＰ

－９、ＴＧＦ－β蛋白表达的影响　将不同浓度的黄芩苷
预处理９６ｈ后进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。结果表明：三种
不同浓度的黄芩苷能不同程度的下调 ＬＴＥＰ－Ａ２肺癌
细胞ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－９表达，其中以其中高浓度组
（２００μｍｏｌ／Ｌ）的抑制作用最明显，中浓度组（１００
μｍｏｌ／Ｌ）的抑制作用居中，低浓度组（５０μｍｏｌ／Ｌ）稍
弱，与对照组比较，差异有统计学意义，Ｐ＜００５。而黄
芩苷对肺腺癌 ＬＴＥＰ－Ａ２细胞 ＴＧＦ－β蛋白表达没有
影响，与对照组比较，Ｐ＞００５（如图５、图６）。

图４　黄芩苷对肺腺癌ＬＴＥＰ－Ａ２细胞迁移侵袭能力的影响
　　注：上方为细胞迁移和侵袭实验 Ｃｏｏｏｍａｓｓｉｅｂｌｕｅ染色，下

方为数据统计图（ｎ＝６；Ｐ＜００５）。

图５　黄芩苷对肺腺癌ＬＴＥＰ－Ａ２细胞ＭＭＰ－２，
ＭＭＰ－９的影响

　　注：上图是 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ图片，下图是 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ统计图

（Ｐ＜００５）。
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图６　黄芩苷对肺腺癌ＬＴＥＰ－Ａ２细胞ＴＧＦ－β的影响 　
　注：上图是Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ图片，下图是Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ统计图（Ｐ

＞００５）。

３　讨论
肺腺癌是人类常见的恶性肿瘤之一，在我国，肺腺

癌死亡居恶性肿瘤首位［８］。由于肺腺癌细胞具有快速

侵袭、迁移的特征，因此它是肺癌预后最差的病理类型

之一［９－１０］。因此，如何有效抑制肺腺癌细胞的增殖、

迁移、侵袭，是改善预后、控制病情进展的关键。

黄芩性寒、味苦，归肺、心、肝、胆、大肠经，具有清

热燥湿、泻火解毒等功效。主治壮热烦渴，肺热咳嗽，

黄疸，目赤肿痛，胎动不安，痈肿疗疮等。关于黄芩可

治肿瘤的功效，早在《神农本草经》就载黄芩具有“主

诸热黄疸，肠癖泄痢，逐水，下血闭，恶疮疽蚀火疡”的

功效。而黄芩苷为传统中药黄芩的主要有效成分之

一，目前研究发现黄芩苷对多种肿瘤均有较好的作用。

如王英俊等［６］用不同浓度的黄芩苷处理结肠癌细胞株

ＳＷ－１１１６后，发现５０，１００，２００μｍｏｌ／Ｌ黄芩苷能够诱
导结肠癌细胞株 ＳＷ－１１１６凋亡，凋亡率与剂量呈正
相关，并随药物浓度和作用时间而变化。细胞周期分

布呈现Ｇ１期比例逐渐增高，出现典型的凋亡峰。说明
黄芩苷能诱导结肠癌细胞凋亡，并明显抑制癌细胞增

殖，具有抗肿瘤作用。现有研究表明黄芩苷可以通过

多种途径发挥抗肿瘤作用，如抑制肿瘤新生血管生成

从而降低肿瘤细胞的增值迁移［１１］，如通过降低环氧化

酶－２的表达抑制前列腺素 Ｅ２的产生，进而阻断前列
腺素合成酶对肿瘤细胞的促进作用［１２］。而关于黄芩

苷对于肺癌细胞迁移、侵袭能力的作用及机制研究，目

前缺乏相关报道。本研究结果显示，黄芩苷对 ＬＴＥＰ－
Ａ２细胞增殖具有明显的抑制作用。同时，经过黄芩苷
的干预后，肺癌细胞的侵袭、迁移能力与对照组比较都

有不同程度的降低。且这种抑制作用具有时间和剂量

依赖性，这和已有报道黄芩苷能抑制人肝癌细胞的侵

袭能力［１３］一致。

基质金属蛋白酶（ＭＭＰｓ）对基底膜中细胞外基质
的降解是肿瘤浸润和转移的重要步骤之一［１４－１５］。

ＭＭＰｓ家族是一类内源性蛋白水解酶，ＭＭＰ－２和
ＭＭＰ－９是该家族的重要成员，这两种酶的主要功能
为降解明胶和Ⅳ、Ⅴ、Ⅶ、Ⅹ型基底膜胶原，在细胞与基
质间的黏附中起着重要的作用，ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－９的
表达与肿瘤侵袭关系密切。有研究显示，在肺癌细胞

中，ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－９高表达可促进该肿瘤的浸润、转
移［１６］。

ＴＧＦ－β在乳腺癌、卵巢癌、结肠癌、非小细胞肺癌
等多种肿瘤中均有表达，是预测相关肿瘤的易感性及

肿瘤预后的重要细胞因子［１７－２１］。有研究表明，ＴＧＦ－
β可促进前列腺癌的侵袭转移［１１］。既然ＭＭＰｓ和ＴＧＦ
－β在肺癌的转移复发中如此重要，而黄芩苷能显著
抑制肺癌细胞的迁移、侵袭，那么用黄芩苷干预后这些

细胞因子是否也发生改变？本实验研究发现，与对照

组比较，黄芩苷组的 ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－９的表达下降，
ＴＧＦ－β表达不变。为了进一步验证黄芩苷与ＭＭＰ－
２、ＭＭＰ－９与ＴＧＦ－β的关系，我们分别用不同浓度的
黄芩苷干预肺癌细胞，结果发现高浓度的黄芩苷组

ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－９表达最低，低浓度组较高浓度组表
达高，中浓度组居中，而不同浓度的黄芩苷对 ＴＧＦ－β
表达没有影响。

总之，本研究发现黄芩苷能不同程度地降低肺癌

增殖迁移侵袭的能力，其机制可能是通过下调 ＭＭＰ－
２、ＭＭＰ－９的表达从而对肺癌细胞的增殖、迁移、侵袭
发挥抑制作用。
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