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汉黄芩素对肺癌细胞株 A549的体外作用研究 

李现东 

(河南大学淮河医院呼吸科，开封 475001) 

【摘 要】目的：探讨体外汉黄芩素对肺癌细胞株A549增殖、侵袭及凋亡的影响。方法：应用M11’(噻唑蓝)法检测汉黄芩素对 

于 A549细胞增殖活性 ：用形态学方法观察汉黄芩素对 A549细胞的促凋亡作用；应用 Transwell法观察细胞侵袭能力。结果：汉 

黄芩素对A549细胞增殖和侵袭活性具有明显抑制作用，对肺癌细胞有明显促凋亡作用，镜下可见染色体聚集及细胞核碎裂。 

结论：汉黄芩素对肺癌A549细胞的增殖迁移均有明显抑制作用并可促进肿瘤细胞凋亡。 
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Inhibitory effects of wogonin on lung cancer A549 cell line in vitro 

LI Xian——dong 

(Department ofRespiratory，Huaihe Hospital ofHenan University) 

【Abstract]Objective：To study the inhibitory effect of wogonin on proliferation，invasion ability and pro—apoptotic activity in lung 

cancer A549 cell line．Methods：MTr chromatometry was employed to determine the influence of wogonin on proliferation of A549 cel1． 

The apoptosis-promoting effect of wogonin on A549 cell was observed by morphological method．The changes of cell invasive ability in 

vitro were detected by Transwell assay．Results：Wogonin showed significant inhibitory effect on the proliferation and invasive activi- 

ty of A549 cell line and the apoptosis—promoting effect on lung cancer cells． Conclusion：Wogonin can significantly inhibit prolifera- 

tion and migration of lung cancer A549 cells and promote the apoptosis of A549 cell line． 
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汉黄芩素(Wogonin，分子式 c，6H 0 )是从黄芩中提取出 

的一种主要活性成分，是一种黄酮类化合物．已有研究表明 

其有抗氧化作用及较强的抗炎活性lll ，并对荷瘤动物的肿瘤 

生长有抑制作用刚。但目前国内尚无汉黄芩素对肺癌作用的 

研究。本研究拟通过观察汉黄芩素对肺癌A549细胞增殖、侵 

袭及凋亡的影响，为汉黄芩素抗肺癌的临床应用及其作用机 

制的深入研究提供基础 

1 材料与方法 

1．1 买验材料 

1．1．1 细胞株 肺癌A549细胞由河南大学医学院提供。 

1．1．2 药物及试剂 汉黄芩素(南京中药研究所提供，汉黄 

芩素纯度为98．95％)用DMSO配制为母液，一20℃冰箱冷冻保 

存；四甲基偶氮唑盐(MTY)、二甲亚砜(DMSO)及胰蛋白酶 

(美国Sigma公司)；RPMI 1640、胎牛血清(美国Gibco公司)； 

Hochest 33342／PI染色液 、AnnexinV—EGFP细胞凋亡检测试 

剂盒(碧云天公司)。 

作者介绍：李现东(1970一)，男，副主任医师， 

研究方向：慢阻肺的诊断及治疗。 

1．2 方 法 

1．2．1 细胞培养 肺癌 A549细胞常规培养于含 10％胎牛 

血清的RPMI1640培养液 ，37℃、5％ CO：孵箱内贴壁生长，每 

2~3 d用0．25％胰蛋白酶消化传代，取对数生长期细胞用于 

实验。 

1．2．2 MTY法检测汉黄芩素对 A549细胞增殖的抑制作用 

用0．25％胰蛋白酶消化A549细胞，用完全培养基配单细胞悬 

液，以每孔 0．4×10 个接种于96孔板中，每孔 200Ixl。培养24 h． 

待细胞贴壁并进入对数生长期后换液，并进行实验干预，实验 

分 6组：空白组(100 txl完全培养基 +100 Ixl RPMI1640)：阴 

性对照组(100 l完全培养基 +100 l RPM11640+0．1％DM— 

sO)；实验组(汉黄芩素终浓度分别为 0．1、1、10、100 txmol／ 

L)。其中，每组设 5个复孔，于 37％、5％CO：饱和湿度培养箱 

中继续培养 48 h后中止实验，取出96孔板，3 000 r／min离心 

10 min。去上清 ，加入 0．1 mol／L PBS漂洗，重新在各孔中加入 

100 tzl完全培养基和 100 l RPMI1640，再加入 40 txl MTr， 

37℃继续培养4 h后小心吸弃上清。再加入150 l DMSO，脱 

色摇床室温振荡10 min。以上实验重复3次。测定 490 am处 

每孔的吸光度(A)值，计算各组细胞生长抑制率=(1-实验组 

平均OD值／阴性对照组平均OD值)×100％。 



重庆医科大学学报 2011年第 36卷第 7期 (Journal of Chongqing Medical University 2011．Vo1．36 No．7) 一 791一 

注： ，P<O．01，与阴性对照组及空白对照组相比 

1．2．3 不同浓度汉黄芩素对肺癌细胞增殖曲线的影响 根 

据上个实验结果分为5组，分别设定为空白组、阴性对照组、 

汉黄芩素 15~mol／L组、30 Ixmol／L组和60~mol／L组，实验 

方法同前。随后每1、2、3、4、5、6、7 d各取 1板，测定490 nm 

处每孔的吸光度(A)值，按上式求出生长抑制率(IR)。 

1．2．4 Hoechst 33342细胞核染色 同前实验分为5组。用 

O．25％胰蛋白酶消化 A549细胞，种于 6孔板 ，分别处理 48 h， 

吸去孔内培养液，PBS清洗 2次，每次3 min，吸尽液体，每孔 

加入 Hoechst 33342荧光染料 200 l，37oC、5％CO2孵育 15 

min，于荧光显微镜下观察细胞核形态 ，根据说明书认定细胞 

核发生固缩变形的为凋亡细胞。在 100倍镜下观察并随机选 

取3个视野，计数凋亡细胞数。取其平均值，并计算凋亡率。 

1．2．5 Transwell肺癌细胞体外侵袭实验 同前实验分为 5 

组。用 0．25％胰蛋白酶消化 A549细胞，用 RPMI1640培养液 

制成单细胞悬液以6x10s个／ml的密度加入Transwell上层小 

室中，每孔 200 l，在下层小室加入 600 l完全培养液 ，置 

于37％、5％CO：孵箱培养24 h，24 h后用湿棉签擦去上室内 

的细胞，无水乙醇固定 15 rain，HE染色，在 100倍光镜下观 

察并随机选取 5个视野，计数穿膜细胞数并取其平均值，穿膜 

细胞数目的多少代表肺癌细胞体外侵袭能力的高低。 

1-3 统计学方法 

用 SPSS 10．0统计软件分析，P<0．05表示有统计学意 

义。数据描述采用；±s表示，同一指标的组间比较采用单因素 

方差分析检验。 

2 结 果 

2．1 汉黄芩素对肺癌 A549细胞增殖的影响 

采用单因素方差分析对各组抑制率进行比较，汉黄芩素 

浓度为 1、10、100 IxmoVL时，对A549细胞增殖有明显抑制作 

用，与阴性组相比差异均有统计学意义(P<O．O1)(表 1)。汉黄 

芩素 0．1 p,mol／L组与阴性对照组比较差异无统计学意义( 

0．05)，表明其对于A549细胞增殖无明显抑制作用。 

2．2 不同浓度汉黄芩素对肺癌细胞的生长抑制曲线 

汉黄芩素 15 Ixmol／L组、30 Ixmol／L组、60 txmol／L组对于 

肺癌细胞均有不同程度抑制作用，与阴性对照组差异均有统 

计学意义(P<0．01)。说明汉黄芩素在一定浓度范围内对A549 

细胞的生长具有明显的抑制作用(图1)。 

2．3 Hoechst 33342荧光染 色 

观察不同浓度汉黄芩素对 A549凋亡的影响．处理48 h 

后，与阴性对照组相比，可见肺癌细胞数减少、胞体变圆、可 

见细胞坏死及碎片。荧光显微镜下观察如图所示(图 3)。各 

处理组细胞与阴性组相比染色质浓缩成斑块状 ，出现不同程 

度凋亡，应用单因素方差分析比较，各组之间差异有统计学 

意义(P<0．01)，表明汉黄芩素有明显促进凋亡作用(表 2)。 

表 2 汉黄芩素对 A549侵袭能力的影响(n--5。x-1-S) 

注： ．P<0．01，与阴性对照组相比 

2．4 Transwell肺癌细胞体外侵袭实验 

采用单因素方差分析比较各组穿膜的细胞数发现，汉黄 

芩素各浓度组与阴性组穿膜细胞数有明显差异(P<0．01)(图 

2)；与阴性对照组相比，经汉黄芩素处理后A549的穿膜细胞 

数均有到不同程度的降低，且随着汉黄芩素浓度的增加，穿 

膜细胞数降低．不同浓度汉黄芩素之间穿膜细胞数差异有统 

计学意义(心O．O1)(表 3)。 

表 3 汉黄芩素对 A549细胞凋亡率的影响【n=5，x 4-S) 

注： ，P<0．01，与阴性对照组相比 

3 讨 论 

汉黄芩素作为黄芩的主要活性成分之一。具有较强的抗 

炎、抗氧化活性，近年来的研究发现，汉黄芩素也具有明显的 

抗病毒及抗肿瘤作用，如有报道指出汉黄岑素对乳腺癌细胞 

MDA—MB-231的增殖有抑制作用，Ic50小于 100 txmol／L，并 

可导致其 pAKT降低。在体内实验中也发现汉黄岑素对移植 
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丹参酮 ⅡA磺酸钠预处理对高糖诱导的人脐静脉内皮细胞 

fractalkine表达的影响 

周 平，曾得康，李法琦，张 彬，殷 菱 

(重庆医科大学附属第一医院老年病科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨丹参酮ⅡA磺酸钠(Sodium tanshinone II A sulfonate，STS)预处理对高糖诱导的人脐静脉内皮细胞(Human 

umbilical vein endothelial cells，HuVECs)fTactalkine(FKN)表达的影响及其可能机制。方法：对数生长期的HUVECs，分为正常组 

(N)，高糖组(HG)，STS组(STS)，高糖加 STS组(HG+STS)，高糖加 STS与氯化锂组(HG+STS+LiC1)，5．5 mm的低糖 DMEM培养 

的HUVECs种板 10 h后按以上分组加人 5 mg／L的STS和(或)10 mE的LiC1预处理2 h，再用33．3 mE的高糖干预48 h后．免 

疫组化 SABC法检测 B—catenin及 p-GSK一313(Ser~)、免疫荧光 FITC法检测 FKN蛋 白水平变化，RT—PCR检测 GSK一313和 FKN 

mRNA水平变化。结果 ：与正常组比较 ，高糖组 FKN蛋 白及 mRNA水平 (P<O．05)，GSK313 mRNA水平(P<0．05)明显增加 ，B— 

catenin及 p-GSK一313(Set9)蛋白表达(P<0．05)降低；与高糖组比较，STS组 FKN蛋白及 mRNA水平(P<0．05)，GSK313 mRNA水 

平(P<O．05)明显降低，但仍高于正常组，p—catenin及p-GSK一3p(Set9)蛋白表达(P<0．05)增加，但仍低于正常组；STS与氯化锂 

共同预处理后以上改变更明显(P<0．05)。结论：STS抑制HUVEC FKN表达可能与Wnt信号通路有关。 

【关键词 】丹参酮ⅡA磺酸钠；高糖；fractalkine；人脐静脉内皮细胞；Wnt信号通路 
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The effects of sodium tanshinone ll A sulfonate pretreatment on high 

glucOse—induced fractalkine expression in 

hUman umbilicaI vein endotheliaI cells 

ZHOU Ping，ZENG De-kang，LI FQ—qt，ZHANG Bing，YlN Ling 

(Department of Gerontology，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To explore the effects of sodium tanshinoneⅡA sulfonate(STS)pretreatment on high glucose—induced expres— 

sion of fractalkine(FKN)in human umbilical vein endothelial cells(HUVECs)and its possible mechanisms．Methods：HUVECs in 

good condition were divided into 5 groups：normal group(N)，high glucose group(HG)，STS group(STS)，high glucose with STS group 

(HG+STS)and high glucose with STS and lithium chloride gmup(HG+STs+Lic1)．After planted HUVECs in DMEM／LG(5．5 mmol／L) 

f0r 10 h．5 mg／L STS and／or 10mmol／L LiCl was added for 2 h as above and then 33．3 mmol／L high glucose was added for 48h．H 

vested and the protein levels of intracellular B—catenin and p-GSK一313 (Ser9) were measured by immunohistochemistry staining 

作者介绍：周 平(1971一)，女 ，主治医师，硕士， 

研究方向：老年心血管基础与临床研究。 

(SABC)and membrane fractalkine were detected by immunoflu— 

orescence(FITC)，and the mRNA expression of GSK一313 and 

FKN were measured by RT-PCR．Results：Compare with N，the 
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