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异鼠李素诱导人结肠癌细胞凋亡及其

分子机制的初步研究
李小芳*

(西昌学院资源与环境学院, 西昌 615022)

摘要      该文研究异鼠李素(isorhamnetin, ISO)对人结肠癌细胞(LOVO)增殖和凋亡的影响, 并
初步探讨其分子机制。采用MTT法检测不同浓度异鼠李素作用于LOVO 24、48、72 h后的细胞增殖; 
采用PI染色法检测不同浓度异鼠李素处理LOVO 48 h后的贴壁细胞数; 采用碘化丙啶(propidium 
iodide, PI)染色法和DNA电泳的梯状条带(DNA ladder)法检测不同浓度异鼠李素处理LOVO 48 h后
细胞形态和DNA片段; 采用Western blot法检测磷酸化的表皮生长因子受体(epidermal growth factor 
receptor phosphorylation, pEGFR)、Bax(Bcl-2 associated X protein)、Bcl-2(B-cell lymphoma-2)、半胱

氨酸蛋白酶-3(caspase-3)和caspase-3的剪切体(cleaved caspase-3)的蛋白质水平。结果发现, 异鼠李素

能有效抑制LOVO的增殖, 且具有浓度和时间依赖性; 处理48 h后, 细胞出现了典型的凋亡形态, 且出

现180~200 bp倍数的DNA片段。进一步研究发现, 异鼠李素通过抑制EGFR磷酸化、增加Bax蛋白质

水平、减少Bcl-2蛋白质水平进而活化caspase-3, 实现诱导细胞凋亡并抑制细胞增殖。因此, 异鼠李

素通过细胞凋亡抑制结肠癌细胞的增殖, 具有开发为人结肠癌临床治疗用药或辅助用药的潜力。
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Abstract       To investigate the effect of isorhamnetin (ISO) on apoptosis of colon cancer and its mechanism, 

human colon cancer LOVO cells were treated with the different concentrations of isorhamnetin and growth inhibition 
was measured by MTT and PI assay. The morphologic change of adherent LOVO cell was tested by propidium 
iodide (PI) assay. The DNA ladder of LOVO cell was detected by DNA ladder assay. The relative levels of proteins 
were determined by Western blot. The results showed that isorhamnetin inhibited the proliferation of LOVO cells in 
dose- and time-dependent manner. And ISO also induced the apoptosis of LOVO cells. Further study revealed that 
isorhamnetin could up-regulate the level of apoptotic protein Bax and cleaved caspase-3, and down-regulate the level 
of the anti-apoptotic protein Bcl-2. It was also found that the epidermal growth factor receptor phosphorylation (pEGFR) 
was inhibited by isorhamnetin. The mechanism might relate to modulation of protein expressions associated cell 
apoptosis. These results provided a guide for laying down the chemotherapy for colon cancer, when isorhmnetin was 
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人结肠癌在各类恶性肿瘤中排位较高, 其发病

率和死亡率均为第三[1]。目前, 结肠癌以手术治疗为

主, 而术后辅助化疗能减少复发和转移风险, 进一步

提高疗效。由于化疗具毒副作用以及肿瘤对现有化

疗药物的耐药性增加, 使其疗效显著降低。此外, 有
关癌症发生、发展机制的研究表明, 癌症是个多基

因、多因素和多步骤的复杂疾病[2]。因此, 寻找具有

多靶点、多效应和低毒副作用的植物来源天然小分

子化合物逐渐成为当前研究的热点之一。

植物来源的黄酮类药物和其他传统中药一样, 
具有多靶点、多效应和低毒副作用等特性。异鼠李

素(isorhamnetin, ISO)是一种已知的黄酮类化合物, 
与槲皮素一样, 是沙棘中的主要单体之一, 广泛存在

于水果、蔬菜等食物中。异鼠李素与槲皮素二者结

构相似, 仅有一个基团的差异。生物体内异鼠李素

由槲皮素经甲基化产生的代谢产物[3]。此外, 由于甲

基化后异鼠李素较槲皮素更易吸收和代谢, 所以前

者血药浓度维持更为长久。

近年来, 有研究发现, 槲皮素具有显著的抗肿

瘤作用, 包括抗肺癌、肝癌、胃癌、乳腺癌、食管

癌、结肠癌、前列腺癌及卵巢癌等[4]。随后, 也有研

究发现, 异鼠李素对肺癌、肝癌、胃癌、食管癌等

肿瘤细胞均具有显著的抑制效果[5], 但异鼠李素对

结肠癌的效应如何及相关机制的报道较为少见。因

此, 本研究旨在探讨异鼠李素是否对人结肠癌细胞

(LOVO)增殖有抑制作用, 并初步探讨其抗肿瘤作用

的分子机制, 为异鼠李素单体作为结肠癌临床候选

药物提供新的理论依据。 

1   材料与方法
1.1   细胞系与细胞培养

人结肠癌细胞系(LOVO)购自中国科学院典型

培养物保藏委员会细胞库, 培养基为含有10%胎牛

血清(FBS)的高糖DMEM, 于37 °C、5% CO2及饱和

湿度的孵箱中培养。

1.2   试剂处理

异鼠李素为分析纯级标准品(购自Sigma公司), 用
DMSO溶解, 配成100 mmol/L母液, 于–20 °C储存, 临用

前再用DMEM完全培养液稀释成不同浓度的使用液。

1.3   MTT检测法

收集对数生长期的LOVO细胞, 将其浓度调整

为2×104/mL细胞的悬液, 每孔200 μL, 加入96孔板

中。细胞贴壁过夜生长, 细胞长至50%~60%时, 分
别加入200 μL含有不同浓度(10、30、50、70、90、
110、130、170、190 μmol/L)异鼠李素的DMEM完

全培养液。以未加入药物处理的孔作为对照孔, 设
不含细胞且仅有培养基的空白孔。实验独立重复3
次, 每次设3个重复孔。异鼠李素处理24、48、72 h后, 
每孔加入20 μL MTT溶液(5 mg/mL), 孵育3 h。吸弃上

清液, 每孔加入150 μL DMSO, 摇床震荡0.5 h, 充分溶

解结晶物。以空白孔调零, 酶标测定仪570 nm波长

下测定吸光(D)值。细胞存活率=D给药/D对照×100%。

1.4   碘化丙啶(propidium iodide, PI)染色法

收集对数生长期的LOVO细胞, 将其浓度调整

为1×105/mL细胞的悬液, 每孔2 mL, 加入6孔板中。

细胞生长过夜, 当细胞长至50%~60%时, 分别加入含

有不同浓度(30、50、70 μmol/L)异鼠李素的DMEM
完全培养液, 每孔加入2 mL(对照组加入70 μmol/L等
体积的DMSO)。处理48 h后, 吸弃上清液, 用70%冷

乙醇固定1~2 h。吸弃冷乙醇, 加入PI溶液染色, 显微

镜下观察贴壁细胞数和细胞的形态。

1.5   DNA片段化电泳法

不同浓度(30、50、70 μmol/L)异鼠李素处理细

胞48 h后, 收集漂浮和贴壁细胞, 参照文献[6]提取细

胞全部DNA, 进行琼脂糖凝胶电泳。

1.6   Western blot
用含有不同浓度异鼠李素的完全培养基处理细

胞48 h后, 参照文献[7]收集细胞, 依次进行提取细胞

总蛋白、样品处理、SDS-PAGE电泳、转膜、孵育抗

体、显色、曝光和图像处理。抗体pEGFR(epidermal 
growth factor receptor phosphorylation)购自Abcam
公司, 1500׃稀释; Bcl-2相关X蛋白(Bcl-2 associated X 
protein, Bax)、Bcl-2(B-cell lymphoma-2)和半胱氨酸蛋

白酶-3(caspase-3)购自Cell Signaling Technology公司, 
000稀释; GAPDH购自中杉金桥生物技术有限公 1׃1

司, 1500׃稀释。 
1.7   统计学分析

数据采用SPSS 19.0统计学软件分析处理, 通过

used as anti-cancer agent.
Keywords       isorhamnetin; colon cancer; apoptosis; EGFR
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t检验进行组间比较, 数据以均数±标准差(x
_
±s)来表

示, P<0.05表示差异显著, P<0.01表示差异极显著。

2   结果
异鼠李素抑制人结肠癌LOVO细胞的增殖, 具有

时间和浓度依赖性。结果显示, 从异鼠李素浓度梯度

与细胞存活率的关系可知, 除了10 μmol/L外, 其他浓

度的异鼠李素均能有效降低细胞的活力, 抑制细胞增

殖(图1)。异鼠李素处理细胞24 h, 当浓度为30 μmol/L
时, 细胞活力为87.58%, 抑制率为12.42%。随着其浓

度的增加, 抑制率也增大。当浓度为190 μmol/L时, 
抑制率增加到53.49%。异鼠李素处理细胞48 h、72 h
与24 h的结果相似, 随着异鼠李素浓度的增加, 抑制

率也增大 (30 μmol/L时 , 抑制率为31.21%和36.74%; 
190 μmol/L时, 抑制率为75.28%和91.05%)。此外, 随
着异鼠李素作用时间延长, 抑制效率明显增加。当

作用时间为24 h时, 异鼠李素的半数抑制浓度(half 
maximal inhibitory concentration, IC50)为169.2 μmol/L, 
而48 h和72 h的IC50分别为57.3 μmol/L和39.4 μmol/L。

为了进一步验证异鼠李素抑制LOVO细胞增殖

的影响, 我们选择了处理48 h的三个药物浓度行PI染
色法对贴壁细胞进行染色、计数和统计分析。实验

结果显示, 小于IC50、约等于IC50和大于IC50的低、中、

高三个不同浓度的异鼠李素处理LOVO细胞, 都能

显著降低贴壁细胞数量, 与对照组相比, 差异均具有

统计学意义(P<0.01)(图2)。
异鼠李素可诱导人结肠癌细胞凋亡。诱导细胞

图 1   不同浓度异鼠李素作用于LOVO细胞24、48、72 h
后细胞活力

Fig.1   The viability of LOVO cells treated with different 
concentrations of isorhamnetin for 24, 48, 72 h
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A: 对照组; B: 30 μmol/L ISO; C: 50 μmol/L ISO; D: 70 μmol/L ISO; E: 为贴壁细胞数的定量分析, 每一组随机选取5个视野, **P<0.01, 与对照组

相比较。

A: vehicle; B: 30 μmol/L ISO; C: 50 μmol/L ISO; D: 70 μmol/L ISO; E: the quantitative analysis of the adherent cell number. Five microscopic fields 
were randomly selected in each group. **P<0.01 vs vehicle.

图2   不同浓度异鼠李素作用于LOVO细胞48 h后的贴壁细胞数

Fig.2   The image of adherent LOVO cell number after treatment with different concentrations of isorhamnetin for 48 h 
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凋亡是抗肿瘤药物抑制细胞增殖的主要方式之一。

因此, 我们观察了细胞的形态变化和DNA片段化的

情况。三个不同浓度的异鼠李素作用于LOVO细胞

48 h后, 通过PI荧光染色法发现, 未经药物处理细胞

核表面光滑, 荧光均匀(图3A); 而药物处理后出现细

胞核固缩、染色质浓集、新月形等细胞凋亡特征变

化(图3B~图3D)。
为了进一步验证ISO处理后发生细胞凋亡, 采

用了细胞凋亡研究金标准—DNA片段化电泳法。

细胞发生凋亡时主要的生化标志: 染色质DNA被核

酸内切酶在核小体之间降解, 断裂为180~200 bp或
其倍数的片段, 在凝胶电泳时出现梯状DNA条带。

结果显示, 50 μmol/L(图4, 泳道3)和70 μmol/L(图4, 
泳道4)异鼠李素作用于细胞48 h后, 出现了非常明显

的梯状DNA条带, 说明中浓度和高浓度异鼠李素作

用细胞48 h时, 大量的LOVO细胞发生凋亡。而低浓

度30 μmol/L(图4, 泳道2)没有出现明显的梯状DNA
条带, 可能原因是DNA片段化电泳法灵敏度不高, 凋
亡细胞所占比例不够而无法检测其变化。未处理的

细胞状态良好, 未见梯状DNA条带(图4, 泳道1)。 
异鼠李素依赖表皮生长因子受体(epidermal 

growth factor receptor, EGFR)、Bcl-2/Bax和caspase-3
蛋白质诱导人结肠癌细胞凋亡。我们利用Western 
blot检测了细胞凋亡相关蛋白。我们发现, 药物处

理后, 与对照组相比, 细胞凋亡促进蛋白Bax水平明

显升高, 而抗凋亡蛋白Bcl-2水平显著下调; 执行激

活核酸内切酶活性的caspase家族蛋白caspase-3变体

(cleaved caspase-3)显著增加(图5)。实验结果证明, 
异鼠李素处理后, 促进细胞凋亡相关蛋白Bax的表

达和caspase-3被激活, 而抗凋亡蛋白Bcl-2表达被抑

制, 从而启动了细胞凋亡程序, 使结肠癌细胞发生凋

亡。此外, 我们还检测了磷酸化表皮生长因子受体

(pEGFR), 发现异鼠李素能显著降低pEGFR水平, 并
具有浓度依赖性。

         

3   讨论 
细胞凋亡指为维持内环境稳定, 由基因控制的

细胞自主有序的死亡。细胞凋亡相关基因表达变化

导致细胞无限增殖是肿瘤发生的一个重要原因[8]。

因此, 利用各种措施启动肿瘤细胞的凋亡途径是治

疗肿瘤常用的重要手段。目前, 各种临床运用的抗

癌药物, 如直接影响DNA结构和功能的铂类药物[9]、

干扰核酸生物合成的5-氟尿嘧啶[10]、干扰转录过程

和阻止RNA合成的放线菌素D[11]以及抑制蛋白质合

100 μm

(A) (B)

(C) (D)

100 μm

100 μm 100 μm

A: 对照组; B: 30 μmol/L ISO; C: 50 μmol/L ISO; D: 70 μmol/L ISO。

绿色箭头所示细胞为核固缩的细胞。

A: vehicle; B: 30 μmol/L ISO; C: 50 μmol/L ISO; D: 70 μmol/L ISO. 
Green arrows indicated the karyopyknosis.

图3   不同浓度异鼠李素作用于LOVO细胞48 h后的

细胞形态变化 
Fig.3   The morphologic change of adherent LOVO cell after 

treating with different concentrations of isorhamnetin for 48 h 

M 1 2 3 4

M: DNA marker; 1: 对照组; 2: 30 μmol/L ISO; 3: 50 μmol/L ISO; 4: 
70 μmol/L ISO。

M: DNA marker.; 1: vehicle; 2: 30 μmol/L ISO; 3: 50 μmol/L ISO; 4: 
70 μmol/L ISO. 

图4   不同浓度异鼠李素作用于LOVO细胞48 h后
DNA电泳的梯状条带

Fig.4   The DNA ladder of LOVO cell after treatment with 
different concentrations of isorhamnetin for 48 h
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成与功能的长春碱类[12]和紫杉醇[13]等都具有诱导细

胞凋亡的能力。据文献报道, 异鼠李素能诱导肺癌、

肝癌、胃癌、食管癌等肿瘤细胞发生凋亡, 抑制肿

瘤细胞增殖[4-5]。本研究发现, 异鼠李素能显著抑制

人结肠癌细胞增殖(图1和图2)。在实验过程中, 我
们发现, 异鼠李素作用于结肠癌细胞后, 贴壁细胞收

缩变圆, 亮度增加, 最后漂浮。因此, 我们推测, 异鼠

李素抑制细胞增殖与细胞凋亡有关。我们的结果证

实, ISO处理后LOVO细胞出现典型的凋亡形态特征

的变化(图3), 且细胞的DNA片段化(图4)。该结果进

一步说明, ISO作用后, LOVO细胞发生了细胞凋亡。

此外, 我们还检测了与细胞凋亡相关蛋白水平的变

化, 结果证实, ISO通过增加Bax水平和降低Bcl-2水
平, 解除对caspase-3蛋白酶活性的抑制作用[14], 激活

caspase-3蛋白原体, 使其自动剪切为分子量更小的激

活性caspase-3, 使LOVO细胞走向凋亡(图5)。该发现

与异鼠李素能诱导肺癌、肝癌、胃癌、食管癌等细

胞凋亡的结果一致[15-18]。因此, 本文结果证明, 异鼠

李素能诱导结肠癌细胞凋亡并抑制细胞增殖。

近年来的研究发现, 异鼠李素可通过以下信号

转导通路诱导细胞凋亡、抑制细胞增殖。Lee等[19]

研究发现, 异鼠李素通过线粒体通路诱导肺癌细胞

凋亡。Manu等[20]发现, 异鼠李素通过NF-κB(nuclear 
factor-kappa B)信号通路诱导胃癌细胞凋亡、抑

制细胞增殖(NF-κB是重要的免疫调节关键分子)。
Saud等[21]发现, 异鼠李素通过Wnt/β-catenin信号通

路调节大肠癌HT-29细胞的增殖。Jong-Eun等[22]发现, 
异鼠李素通过丝裂原活化蛋白激酶激酶1(mitogen-
activated protein kinase kinase 1, MEK1/磷脂酰肌醇

3-激酶(phosphoinositide 3-kinase, PI3-K)信号转导通

路抑制皮肤癌细胞增殖。本研究结果发现, 异鼠李

素能抑制表皮生长因子受体(EGFR)的磷酸化(图5), 
而EGFR是MEK1/PI3-K重要的上游分子。由此可知, 
异鼠李素可能作用于多个靶点, 通过多条信号转导

通路, 从而诱导细胞凋亡, 抑制其增殖。 
表皮生长因子受体(EGFR)是一种受体型酪氨

酸激酶, 在许多肿瘤中过表达或突变, 通过信号转导

控制肿瘤生长, 与新生血管生成、肿瘤的侵袭及转

移等有密切的关系。研究发现, EGFR过表达与许

多肿瘤的发生发展密切相关。例如, 与结肠癌的发

生、发展有很大关系, 在结肠癌中其阳性表达率高达

60%~75%[23-24]。因此, 靶向作用于EGFR是治疗EGFR
高表达肿瘤(包括直结肠癌)的新途径和研究热点之

一。到目前为止, 已有几种靶向EGFR的单抗药物, 如
西妥昔单抗、帕尼单抗、尼妥珠单抗, 在临床应用

中取得了较好的疗效。该类药物的作用机制是结合

EGFR的胞外或胞内激酶区域, 阻止酪氨酸残基磷酸

化, 从而阻止EGFR信号通路的转导, 最终达到抑制

肿瘤增殖、转移、血管生成等一系列肿瘤细胞生命

活动。因此, 能抑制EGFR磷酸化的植物类小分子药

物应同样具有作用于EGFR而抑制肿瘤增殖、转移、

血管生成等活性。我们的实验结果表明, 异鼠李素作

图5   不同浓度异鼠李素作用于LOVO细胞48 h后pEGFR、Bax、Bcl-2、caspase-3水平变化

Fig.5   The levels of pEGFR, Bax, Bcl-2 and caspase-3 isolated from LOVO cell after treatment with different 
concentrations of isorhamnetin for 48 h 
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用于结肠癌细胞后, 能显著降低EGFR的磷酸化, 抑
制细胞增殖(图5)。据报道, 异鼠李素能抑制人胃癌

细胞表皮生长因子受体途径, 与我们的结果一致[25]。

综上所述, 异鼠李素通过细胞凋亡途径诱导人

结肠癌细胞凋亡, 抑制其增殖; 而且, 异鼠李素诱导

人结肠癌细胞凋亡可能与抑制EGFR的磷酸化的信

号转导通路相关。因此, 异鼠李素在人结肠癌, 尤其

是EGFR高表达的结肠癌治疗中可能具有较好的应

用前景。本研究为体内研究、临床应用研究及异鼠

李素是如何通过EGFR信号通路抑制细胞增殖的分

子机制研究提供了基础。
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