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结直肠癌（Colorectal carcinoma，CRC）是常见消化系统恶

性肿瘤之一。全球范围内，CRC分别位居男、女性恶性肿瘤的

第三、四位，导致每年61万人死亡[1-2]。在中国，近年CRC发病

率逐年上升，且发病年龄提前，每年约有 40 万新增病例，目前

在我国消化系统恶性肿瘤中列第二位[3]。

槲皮素是黄酮类化合物重要的一员，据研究发现，槲皮素

及其衍生物可抑制多种肿瘤细胞的增殖和侵袭能力，具有较

为广阔的应用前景。槲皮素具有明确的抗肿瘤作用，对乳腺

癌、前列腺癌、结肠癌和肺癌等都具有预防作用和一定的治疗

作用[4]。槲皮素抗肿瘤作用涉及多种机制，但对结直肠癌的作

用机制尚不清楚。本研究旨在通过观察槲皮素对结直肠癌

SW480细胞增殖的抑制作用及对其 B 细胞淋巴瘤/白血病-2

（Bcl-2）、癌基因C-myc表达的影响，探讨其抗肿瘤作用机制，

为槲皮素在结直肠癌化疗中的应用提供理论依据。

1 材料
1.1 仪器

CKX31型显微镜（日本Olympus公司）；CJ-2F型超净工作

台（苏州冯氏实验动物设备有限公司）；MCO175型CO2培养

箱（日本 Sanyo 公司）；Spectra Mr 型全波长酶标仪（ 美国

Dynex 公司）；聚合酶链反应（PCR）扩增仪、垂直电泳槽、凝胶

成像分析仪（美国Bio-Rad公司）

1.2 试剂

L-15培养基（Leibovitz’s L-15 Medium，美国Gibco公司）；

胎牛血清（FBS，美国Hyclone公司）；兔抗人Bcl-2单抗、兔抗人

C-myc单抗（美国Epitomics公司）；兔抗人β-actin单抗（北京中

衫金桥公司）；槲皮素（纯度≥98.5％）、MTT、二甲亚枫

（DMSO）购自美国 Sigma 公司；Trizol、实时荧光定量反相

（qRT）PCR（qRT-PCR）试剂盒、Premix Taq酶、Marker均购自大

连宝生物工程有限公司；凯基全蛋白提取试剂盒（南京凯基生

物科技有限公司）；BCA蛋白定量试剂盒、SDS-PAGE 凝胶配

制试剂盒、聚偏二氟乙烯膜（PVDF）膜、琼脂糖（Agarose）、TAE

（50×）均购自上海碧云天生物技术有限公司；ECL发光试剂盒

（美国Millipore公司）。
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摘 要 目的：研究槲皮素对结直肠癌细胞SW480增殖与B细胞淋巴瘤/白血病-2（Bcl-2）、癌基因C-myc表达的影响。方法：5、

10、20、40、80、160 μmol/L槲皮素处理SW480细胞后，采用MTT法检测SW480细胞增殖情况，计算细胞增殖抑制率；实时荧光定

量反相聚合酶链反应（qRT-PCR）和Western blot法检测Bcl-2、C-myc mRNA和蛋白表达水平。结果：槲皮素对SW480细胞有明显

抑制作用，能够诱导 SW480细胞凋亡，且与剂量、时间呈正相关；40 μmol/L 槲皮素可明显抑制 Bcl-2、C-myc mRNA 的表达；处理

48、72 h时40 μmol/L槲皮素明显抑制Bcl-2、C-myc蛋白的表达（P＜0.05）。结论：槲皮素能够抑制SW480细胞增殖，且呈时间-剂

量依赖性，槲皮素可能通过下调Bcl-2、C-myc的表达水平而发挥抗结直肠癌作用。

关键词 增殖；槲皮素；结直肠癌；B细胞淋巴瘤/白血病-2；癌基因C-myc

Effects of Quercetin on Cell Proliferation and Expression of Bcl-2 and C-myc in Colorectal Cancer Cell Line
LUO Hui-yan1，FENG Dong-dong2，YU Wei-na3，DING Chen-bo3，LI Jing1，FENG Ji-hong3（1.Dept. of Oncology，
Chongqing Third People’s Hospital，Chongqing 400014，China；2. Dept. of Cardiology，Shouxian County Hospi-
tal of TCM，Anhui Shouxian 232200，China；3.The Affialiated Cancer Hospital，Zunyi Medical College，Guizhou
Zunyi 563003，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To observe the inhibitory effect of quercetin on the proliferation of colorectal cancer cell SW480 and

the proliferation of Bcl-2 and C-myc. METHODS：SW480 cells were treated with quercetin at various concentrations（5，10，20，

40，80 and 160 μmol/L），and then the proliferation of SW480 was detected by MTT assay，to calculate the inhibitory rate of cell

proliferation. The mRNA and protein of Bcl-2 and C-myc were detected by realtime RT-PCR and Western blot，respectively. RE-

SULTS：Quercetin could induce the apoptosis of SW480 cells and significantly inhibited proliferation of SW480 in a dose and

time-dependent manner. 40 μmol/L quercetin could significantly inhibit the mRNA expression of Bcl-2 and C-myc；40 μmol/L quer-

cetin could significantly inhibit the protein expression of Bcl-2 and C-myc after 48 and 72 h（P＜0.05）. CONCLUSIONS：Querce-

tin could inhibit the proliferation of SW480 cells in time and dose dependent manner. Quercetin could depress colorectal cancer

through down-regulating the expression of Bcl-2 and C-myc.
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1.3 细胞

人结直肠癌细胞株 SW480购自中国科学院上海细胞库。

2 方法

2.1 细胞培养

SW480细胞培养于含 10％ FBS的L-15培养基中，在 5％

的CO2饱和湿度、37 ℃恒温培养箱中常规培养。SW480细胞

呈单层贴壁生长，每 2～3 d 用 0.25％胰酶消化，以 1 ∶ 2传代。

SW480细胞生长状态稳定，呈对数生长期时用于试验。

2.2 药物处理与分组

槲皮素用DMSO制备成贮备液，－20℃贮藏，备用。试验

时用L-15培养基稀释，DMSO的最终质量分数＜0.1％。试验

分3大组，即空白对照（200 μl L-15培养液）组、溶剂对照（200 μl

L-15培养液+150 μl DMSO）组、试验（200 μl L-15培养基+不同

梯度浓度的槲皮素，槲皮素的终浓度分别为 5、10、20、40、80、

160 μmol/L）组。

2.3 MTT法检测

取对数生长期的SW480细胞悬液，以每孔3×103个细胞接

种于96孔培养板，每孔加含10％FBS 的L-15培养液200 μl，于

37℃、5％ CO2培养箱培养 8 h，在倒置显微镜下观察细胞贴壁

后按“2.2”项下方法给药。继续培养24、48、72 h，每一浓度设5

个复孔，于各时间段前 4 h 每孔避光加入 MTT（5 g/L，PBS 稀

释）20 µl，培养终止后弃上清加入DMSO 150 µl/孔，振荡溶解

10 min，待结晶完全溶解后于酶标仪 570 nm波长处检测各个

浓度的光密度（OD），计算细胞增殖抑制率。细胞增殖抑制率

（IR）＝[1－（试验组OD－溶剂对照组OD）/（空白对照组OD－

溶剂对照组OD）]×100％。

2.4 qRT-PCR检测 SW480细胞中Bcl-2、C-myc mRNA的表

达

Bcl-2 引 物 序 列 ，上 游 ：5′-TGTGGCCTTCTTT-

GAGTTCG-3′，下游：5′- ATCCCAGCCTCCGTTATCC-3′，扩增

片段长度为 137 bp；C-myc 引物序列，上游：5′-CGAGGAG-

GAGAACTTCTACCAGC-3′，下游：5′-CGAGAAGCCGCTC-

CACATACAGTCC-3′，扩增片段长度为 471 bp；β-actin 引物序

列，上游：5′-ACAGAGCCTCGCCTTTGCCGATC-3′，下游：

5′-TGGGTCATCTTCTCGCGGTTGG-3′，扩增片段长度为 417

bp。分别培养细胞 24、48、72 h 后，收集细胞，Trizol 法提取

RNA，鉴定完RNA纯度和完整性后，反转录制备 cDNA；PCR

反应条件为：95 ℃预变性 l min；95 ℃变性 15 s，58 ℃退火 20

s，72 ℃延伸20 s，循环40次；72 ℃延伸5 min终止反应。qRT-

PCR反应结束后，定量分析PCR获得的熔解曲线和扩增曲线

结果的可靠性并设定循环阈值（Ct），以 Bcl-2/β-actin、C-myc/

β-actin 比值分别代表各自相对表达水平，计算 Bcl-2、C-myc

mRNA的相对表达强度。各组设3个复孔，试验重复3次。

2.5 Western blot法检测SW480细胞中Bcl-2、C-myc 蛋白的

表达

分组收集用药物干预SW480细胞 48 h后的细胞，加入适

量细胞裂解液，冰浴30 min，高速离心后取上清采用BCA法测

定蛋白浓度，调整到标准浓度后分别取 50 µl 样品进行

SDS-PAGE电泳，半干转膜法转至 PVDF 膜。5％的脱脂奶粉

封闭1 h，分别加一抗稀释液（兔抗人单抗）4 ℃孵育过夜，再用

辣根酶标记山羊抗兔 IgG二抗37 ℃孵育1 h。PBST 缓冲液洗

膜 10 min×3次。ECL荧光显色后在暗室中进行X片曝光，结

果用凝胶成像系统分析拍照并对凝胶条带的信号强度进行半

定量分析，以Bcl-2/β-actin、C-myc/β-actin的比值作为各自蛋白

的相对表达强度。试验重复3次。

2.6 统计学方法

实验数据均采用 SPSS13.0进行分析，数据以x±s 表示。

组间单因素比较先用单因素分析其正态分布，后以LSD法进

行统计；存活率的分析采用卡普兰Meier方法计算并采用秩和

检验；不同时间点测定同一数据采用重复测量方差分析法。

P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 槲皮素对SW480细胞增殖的抑制作用

不同浓度的槲皮素对SW480细胞增殖有明显抑制作用。

由于 OD 可间接反映活细胞的数目，槲皮素浓度范围为 20～

160 μmol/L时，随着槲皮素浓度的增加，SW480细胞在各个时

间点的OD均降低，说明抑制率呈上升趋势，显示抑制作用呈

剂量依赖关系。槲皮素在作用不同时间时对SW480 细胞增殖

抑制有不同作用，当槲皮素浓度＜20 μmol/L时，与溶剂对照组

比较，作用24、48、72 h后的抑制率均无明显变化（P＞0.05），但

都起到一定抑制作用；当槲皮素浓度在20～160 μmol/L时，随

着时间的延长，对 SW480 细胞增殖的抑制明显增强（P＜

0.05），显示抑制作用呈时间依赖关系。槲皮素对SW480细胞

增殖的抑制作用见图1。

3.2 槲皮素（40 μmol/L）作用SW480细胞不同时间对Bcl-2、

C-myc mRNA表达的影响

槲皮素（40 μmol/L）作用SW480细胞 0、24、48、72 h后，与

溶剂对照组比较，试验组SW480细胞Bcl-2 、C-myc mRNA表

达强度随槲皮素作用时间的延长而减弱，差异有统计学意义

（P＜0.05）。Bcl-2、C-myc mRNA的表达见图2。

3.3 槲皮素（40 μmol/L）作用SW480细胞不同时间对Bcl-2、

C-myc 蛋白表达的影响

槲皮素（40 μmol/L）作用 SW480细胞 48、72 h 后，与溶剂

图1 槲皮素对SW480细胞增殖的抑制作用

Fig 1 Inhibition of quercetin on the proliferation SW480

cells
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对照组比较，试验组Bcl-2、C-myc 蛋白表达强度随槲皮素作用

时间的延长而减弱，差异有统计学意义（P＜0.05）。Bcl-2、

C-myc 蛋白的表达见图3。

4 讨论
CRC是我国常见的恶性肿瘤，其发病率和病死率在我国

呈逐年上升趋势。肝转移是导致结直肠癌患者死亡的主要原

因，尽管国内外有关CRC转移已有很多研究，但仍无解决临床

实际问题的成果[4]。目前CRC的治疗以综合治疗为主，多采用

中药联合化疗、放疗和手术。中药及其有效成分的对CRC作

用的研究越来越深入，部分已应用到临床，并取得了一定的效

果[5-6]。

已有多项研究表明，槲皮素对多种恶性肿瘤如胃癌、乳腺

癌、肝癌、宫颈癌、结肠癌、卵巢癌、胆囊癌等均有抑制其生长

的作用，并可促进恶性肿瘤细胞的凋亡[7]。槲皮素可通过多途

径来发挥抗肿瘤效果、抑制多种肿瘤细胞的分裂增殖，通过多

种途径促进其凋亡，抑制肿瘤细胞迁移及侵袭，降低其耐药

性，在临床抗肿瘤治疗中，发挥着重要作用[8]。近年研究结果

表明，槲皮素可抑制SW480、结肠癌细胞HCT116、结肠腺癌细

胞Caco-2等CRC细胞的增殖，诱导其凋亡[9-11]。本研究结果表

明，不同浓度的槲皮素对SW480细胞的生长和增殖有明显抑

制作用，并呈剂量-效应关系。由此可见，槲皮素在体外对结直肠

癌细胞的增殖具有明显抑制作用，且能够诱导肿瘤细胞凋亡。

为阐明槲皮素诱导的细胞凋亡机制，笔者进一步研究了

SW480细胞中 Bcl-2和C-myc mRNA和蛋白表达的变化，且二

者的表达随作用时间延长而减弱。已知Bcl-2是抗凋亡基因，

可稳定细胞内质膜系统、抑制线粒体内离子及细胞色素C的释

放，从而抑制凋亡的发生；能抑制许多抗肿瘤药物诱导细胞凋

亡，降低其细胞毒性；还可与其他癌基因如 C-myc和抗癌基因

p53 相互作用，间接地调控细胞程序性死亡[12]。C-myc癌基因

具有促进细胞增殖和诱导细胞凋亡的双重作用。槲皮素是否

通过抗凋亡基因Bcl-2作用于C-myc导致其表达变化尚不得而

知，其关联调节作用尚需证实。综上所述，一定浓度的槲皮素

在体外能诱导SW480细胞中Bcl-2和C-myc的表达下调，说明

槲皮素可能通过Bcl-2和 c-myc基因对细胞增殖起抑制作用并

诱导其凋亡，具体作用机制有待于进一步研究。
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图2 Bcl-2、C-myc mRNA的表达

Fig 2 mRNA expression of Bcl-2 and C-myc
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Fig 3 Protein expression of Bcl-2 and C-myc

《中国药房》杂志——中国科技核心期刊，欢迎投稿、订阅

··989


