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摘 要 目的：研究黄芩苷对人骨肉瘤MG63细胞凋亡及基质金属蛋白酶（MMPs）表达的影响。方法：以0（空白对照）、5、10、20、

40、80、160、320 µg/ml 黄芩苷处理 MG63细胞 24 h 后，检测细胞存活率和细胞中 MMP-2、MMP-9的表达量，计算半数抑制浓度

（IC50），观察细胞凋亡情况。结果：与空白对照比较，黄芩苷处理 MG63细胞后细胞存活率降低，凋亡细胞数量增加，细胞中

MMP-2和MMP-9表达量降低，并以320 µg/ml黄芩苷处理时细胞中MMP-2和MMP-9表达量下降具有统计学意义（P＜0.05）；IC50

为（40.21±9.20）μg/ml，各作用效应均呈浓度依赖性。结论：黄芩苷可抑制MG63细胞增殖，诱导其凋亡，较高质量浓度时可抑制

细胞中MMP-2、MMP-9的表达。
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Effects of Baicalin on Human Osteosarcoma MG63 Cells Apoptosis and the Expression of MMPs
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of baicalin on human osteosarcoma MG63 cells apoptosis and the expression of

MMPs. METHODS：Treated with 0（blank control），5，10，20，40，80，160，320 µg/ml baicalin for 24 h，the survival rate，the

expression amount of MMP-2 and MMP-9 were detected，and IC50 was calculated. Cell apoptosis was observed. RESULTS：Com-

pared with blank control group，after treated with baicalin，survival rate of MG63 cells decreased，while apoptotic amount in-

creased，the expression amount of MMP-2 and MMP-9 decreased；there was statistical significance in the expression amount de-

crease of MMP-2 and MMP-9 in MG63 cells after treated with 320 µg/ml baicalin（P＜0.05）；IC50 was（40.21±9.20）μg/ml，all

responses were in concentration-dependent manner. CONCLUSIONS：Baicalin can inhibit the proliferation of MG63 cells，induce

cell apoptosis，and inhibit the expression of MMP-2 and MMP-9 in cells under high concentration.
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综上，PRP对HSCs-T6细胞的增殖有一定的抑制作用，其

机制可能与其使内源性TGF-β通路失活从而减少胶原蛋白的

生成有关。
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骨肉瘤作为青少年及儿童中最常见的原发性恶性肿瘤，

常规的化疗药治疗效果有限[1]。肿瘤浸润及转移是恶性肿瘤

导致患者死亡的主要原因之一。基质金属蛋白酶（MMPs）作

为蛋白水解酶的一类，能几乎降解细胞外基质的各种蛋白成

分，在肿瘤侵袭转移中起关键作用。

黄芩主要成分包括黄芩苷、黄芩素等，具有清热、利尿等

功能；并且黄芩苷及黄芩素对肿瘤细胞亦有一定的抑制作用，

其通过抑制肿瘤细胞增殖，引起肿瘤细胞DNA引物发生多聚

和复合体的活性，抑制肿瘤细胞增殖[2-5]。本文主要研究黄芩

苷对人骨肉瘤MG63细胞凋亡及MMPs表达的影响。

1 材料
1.1 仪器

Ⅸ-70倒置荧光显微镜（日本Olympus公司）；MK3全自动

酶标仪（赛默飞世尔上海科技有限公司）；B15细胞培养箱（美

国Thermo Scientific公司）；Milli-RO Plus超纯水仪（密理博上

海贸易有限公司）。

1.2 药品与试剂

黄芩苷对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

21967419，纯度：98％）；末端标记细胞凋亡（TUNEL）检测试剂

盒（瑞士 Roche 公司，批号：116848179101）；MTT（美国 Sigma

公司，批号：M2128）；MMP-9、MMP-2单克隆抗体（美国 PTG

公司，批号：MAB2335、MAB7603）；通用性链霉素抗生素-过氧

化酶法（SP）二抗试剂盒（北京中杉金桥生物技术有限公司，批

号：SPKIT-D1）、二氨基联苯胺（DAB）显色试剂盒（武汉博士德

生物工程有限公司，批号：AR1022）；RPMI 1640培养基（美国

Gibco公司 ，批号：11875093）。

1.3 细胞

人骨肉瘤MG63细胞（四川大学生物治疗国家重点实验室

细胞培养中心）。

2 方法
2.1 细胞培养

将细胞复苏后，用加入含有 100 ml/L 胎牛血清的 RPMI

1640培养基在37 ℃、0.5％CO2的细胞培养箱中培养。

2.2 MTT法测定黄芩苷对MG63细胞的抑制作用

制备黄芩苷的终质量浓度分别为0（空白对照）、5、10、20、

40、80、160、320 μg/ml的细胞培养基溶液。将MG63细胞用胰

酶消化，吹打成细胞悬液，密度调整为6×106 ml－1，每孔200 μl，

均匀接种于 96孔板中培养 24 h后，每孔加入相应质量浓度的

细胞培养基溶液 200 μl，37 ℃、5％CO2条件继续孵育，48 h后

每孔加入 5 mg/ml MTT 20 ml，孵育 4 h。弃上清液，每孔加入

二甲基亚砜（DMSO）150 μl，振荡10 min后采用全自动酶标仪

在 570 nm 波长下测定光密度（OD）。计算细胞存活率＝给药

孔 OD/空白对照 OD×100％，通过几率单位加权回归法（Bliss

法）计算半数抑制浓度（IC50）。

2.3 TUNEL检测MG63细胞凋亡情况

将MG63细胞用胰酶消化，吹打成细胞悬液，密度调整为

8×104 ml－1，以每孔 1 000 μl均匀接种于放有 24孔细胞爬片的

细胞培养板中，培养24 h后，以“2.2”项下制备的各质量浓度的

细胞培养基溶液1 000 μl替换，再在37 ℃、5％CO2条件下继续

孵育 48 h 后，磷酸盐缓冲液（PBS）洗 2遍，制备成细胞涂片。

用4％多聚甲醛PBS溶液固定，按TUNEL试剂盒说明书操作，

于荧光显微镜下观察细胞凋亡情况，每个样品孔随机取 10个

视野，每个视野取500个细胞，并根据 IPP图像处理分析软件对

细胞进行荧光定量处理。

2.4 免疫组织化学检测细胞中MMP-2、MMP-9表达

按“2.3”项下方法处理细胞，制备成细胞涂片，石蜡包埋，

4 μm 厚度连续切片。采用 SP 二抗试剂盒操作检测细胞中

MMP-2、MMP-9的表达，以肿瘤细胞出现棕色并且着色强度

高于背景作为 MMP-2、MMP-9阳性标志，MMP-2、MMP-9定

位于细胞浆或者细胞膜。计算阳性细胞数占总细胞数的百分

比，以此评价MMP-2、MMP-9的表达量。

2.5 统计学方法

采用SPSS 22.0软件进行统计分析，比较采用χ2检验。P＜

0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 细胞存活率与 IC50

5、10、20、40、80、160、320 μg/ml黄芩苷处理后MG63细胞

存活率分别为（95.68±3.24）％、（89.42±12.18）％、（76.26±

6.26）％、（51.52±8.52）％、（30.19±5.26）％、（13.52±2.52）％、

（6.35±3.53）％，表明黄芩苷能降低MG63细胞的存活率，且与

浓度呈正相关（P＜0.05）。黄芩苷对 MG63 细胞的 IC50 为

（40.21±9.20）μg/ml。

3.2 细胞凋亡

与空白对照比较，黄芩苷处理后 MG63细胞凋亡数量增

加，且与浓度呈正相关（P＜0.05）。经不同质量浓度黄芩苷处

理后MG63细胞的凋亡染色图见图1。

3.3 细胞中MMP-2、MMP-9表达

与空白对照比较，黄芩苷处理后细胞中MMP-2和MMP-9

表达降低，并以 320 µg/ml黄芩苷处理时MMP-2和MMP-9表

达的降低具有统计学意义（P＜0.05）。MG63细胞经不同质量

浓度黄芩苷处理后细胞中MMP-2、MMP-9表达量见表1。

表 1 经不同质量浓度黄芩苷处理后MG63细胞中MMP-2、

MMP-9表达量（％％）

Tab 1 Expression of MMP-2 and MMP-9 in MG63 cells af-

ter treated with different concentrations of baicalin

（％％）

MMPs

MMP-2

MMP-9

质量浓度，μg/ml

0（空白对照）

79.82

68.45

5

67.28

65.13

10

60.45

57.29

20

50.66

47.10

40

32.18

29.44

80

22.58

19.27

160

10.42

7.98

320

5.52＊

3.11＊

注：与空白对照比较，＊P＜0.05

Note：vs. blank control，＊P＜0.05

4 讨论
骨肉瘤较常发生于 20岁以下的青少年或者儿童，是恶性

肿瘤中最为常见的一种，主要由间质细胞系发展而来；临床表

图1 经不同质量浓度黄芩苷处理后MG63细胞的凋亡染色图

（×200）

Fig 1 Staining of MG63 cells apoptosis after treated with

different concentrations of baicalin（×200）

0 μg/ml（空白对照） 5 μg/ml 10 μg/ml 20 μg/ml

40 μg/ml 80 μg/ml 160 μg/ml 320 μg/ml
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现为疼痛、肿块、跛行，还会出现全身发热、不适、贫血、体质量

下降等恶性肿瘤全身恶化现象，在儿童及青少年中具有很高

的病死率[6]。

细胞凋亡是由基因控制的细胞自主性程序死亡，主要表

现为细胞程序性死亡或者DNA的破坏，使细胞染色质浓集，染

色质发生新月形改变，导致细胞碎裂[7]。其是一个主动过程，

是细胞为了更好地适应生存而主动争取的凋亡过程。

黄芩苷是在唇形科食物黄芩中所提取出的黄酮类化合

物，是中药黄芩的主要成分，也是其功效发挥的主要成分。近

年研究表明，黄芩苷具有抗氧化、抗炎、抗病毒、镇静等功效，且

具有广泛抗肿瘤活性[8]。黄芩苷在抗肿瘤方面主要是通过激活

半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶3（Caspase-3）及p53以及抑制B细胞

淋巴瘤2（Bcl-2）的表达，从而阻滞细胞分裂、诱导细胞凋亡[4-5]。

肿瘤细胞及微环境分泌的生物因子在肿瘤的复发和转移

过程中扮演着重要角色，研究表明，肿瘤的复发及转移首要条

件为肿瘤细胞必须具有降解细胞外基质的能力[9-10]。MMPs是

降解细胞外基质的主要成分之一，其中 MMP-2、MMP-9是

MMPs家族中的关键作用因子[11-12]。

本研究采用MG63细胞作为研究模型，测定不同浓度黄芩

苷对MG63细胞的毒性。研究结果显示，黄芩苷对MG63细胞

的 IC50 为（40.21±9.20）μg/ml，且随着黄芩苷浓度增加，对

MG63细胞的毒性也随之增大，表明黄芩苷能显著抑制细胞存

活。本研究还通过TUNEL检测黄芩苷对MG63细胞的凋亡作

用，结果表明黄芩苷通过促进细胞凋亡从而抑制细胞存活。

本研究还通过采用SP二抗试剂盒检测了不同质量浓度黄芩苷

作用下MG63细胞中MMP-2、MMP-9表达情况。结果显示，随

着黄芩苷质量浓度增加，MMP-2、MMP-9表达量均逐渐降低，

但当黄芩苷达到 320 μg/ml时，细胞中MMP-2、MMP-9表达量

仅为 5.52％、3.11％。这表明黄芩苷可通过抑制 MMP-2、

MMP-9的分泌，抑制肿瘤细胞复发和转移。

综上所述，黄芩苷可抑制MG63细胞增殖，诱导其凋亡，并

呈浓度依赖性，且高浓度黄芩苷还能抑制细胞中 MMP-2、

MMP-9的表达，从而减少MG63细胞的浸润及转移。
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本刊讯 2015年12月26日，国家食品药品监督管理总局

副局长焦红在南京出席了中国药科大学国家药物政策与医药

产业经济研究中心（NDPE）2015年学术年会，并作了“关于药

品管理法修订的几个问题”的主旨演讲。

现行药品管理法于1984年9月20日通过，1985年7月1日

实施，2001年2月28日进行了第一次修订。目前，国家食品药

品监督管理总局正在组织开展第二次全面修订。

焦红指出，本次修订药品管理法的总体思路是，贯彻落实

党中央国务院对药品管理的新精神，适应新时期广大人民群

众对药品安全需求不断提升和建立最严格食品药品监管制度

的需求，立足当前，着眼长远，保障药品安全有效、质量可靠，

促进医药产业转型升级、加快医药强国之路的建设。认真总

结药品审评审批改革经验，积极探索药品安全工作规律，明确

各方权利和义务，强化责任落实，建立科学、高效、透明的药品

安全治理体系，构建企业负责、行业自律、政府监管、部门协

同、社会参与的药品安全社会共治新格局，全面提升药品质量

安全水平。

焦红表示，本次修法将坚持以问题为导向、以国际先进经

验为借鉴、以国情为基础、以创新为驱动的主要原则，目标是

制定出一部能够更好地体现药品安全监管工作实际和发展趋

势的良法，不仅理念更加先进，实现从药品“管理”到药品“治

理”的转变，坚持全程治理、科学治理、分类治理、责任治理和

社会治理；而且制度要更加完善，既贯彻党和国家“四个最严”

的要求，又落实国务院简政放权、放管结合、职能转变的要求；

还要保证机制更加健全，建立起激励与约束、褒奖和惩戒、自

律和他律、动力与压力相结合的有效机制，不断创新监管机制

和监管方式，提高监管效能。
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