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碱韭总黄酮通过调控细胞程序性死亡发挥抗肿瘤

作用的机制研究
赵彩权  赵雅茹  赵鹏  白力格*

(包头师范学院, 生态环境学院, 包头 014030)

摘要      黄酮类化合物对多种肿瘤细胞具有抑制作用, 但碱韭总黄酮是否具有抗肿瘤的活性

尚不清楚。该研究通过细胞计数、克隆形成、划痕、侵袭、流式细胞术、实时定量PCR和免疫印

迹等实验, 发现碱韭总黄酮对HeLa、LLC和Hep G2三种肿瘤细胞有不同程度的抑制作用, IC50分别

为(90.73±2.20)、(78.27±3.24)和(333.20±2.15) μg/mL; 且能有效减弱三种细胞的增殖能力、克隆形

成能力、迁移能力和侵袭能力; 同时促进HeLa细胞的凋亡和LLC细胞的坏死性凋亡; 分子机制上

发现, 经碱韭总黄酮处理后, HeLa细胞中促凋亡蛋白BAX的表达水平和BAX/BCL2值显著上调, 而
LLC细胞中坏死性凋亡相关蛋白RIPK3表达水平显著上调; LLC细胞成瘤实验发现碱韭总黄酮在体

内也具有抑制肿瘤的活性, 并且可通过促进坏死性凋亡而发挥作用。综上, 该研究揭示了碱韭总黄

酮在体内和体外的抗肿瘤活性, 并且其对不同肿瘤细胞的抑制效果和作用机制不同, 对HeLa细胞

通过促进凋亡发挥抑制作用, 而对LLC细胞通过促进坏死性凋亡发挥抑制作用。
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The Mechanism of Total Flavonoids from Allium polyrhizum Exerting 
Anti-Tumor Effects by Regulating Programmed Cell Death
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Abstract       Flavonoids have inhibitory effects on various tumor cells, but it’s not clear whether the total 
flavonoids of Allium polyrhizum have anti-tumor activity. In this study, the total flavonoids from Allium polyrhizum 
were found to inhibit three kinds of tumor cells, HeLa, LLC and Hep G2, which confirmed by cell counting, clone 
formation, scratch, invasion, flow cytometry, real-time quantitative PCR and immunoblotting, with IC50 values of 
(90.73±2.20), (78.27±3.24) and (333.20±2.15) μg/mL, respectively; and it could effectively inhibit the proliferative 
ability, clonogenic ability, migratory ability, and invasive ability of three types of cells; simultaneously promoting 
apoptosis of HeLa cells and necroptosis of LLC cells; molecular mechanisms revealed that the expression of pro-
apoptotic protein BAX and BAX/BCL2 values were significantly up-regulated in HeLa cells, while the expression 
of necrotic apoptosis-associated protein RIPK3 was significantly up-regulated in LLC cells after treatment with  
total flavonoids from Allium polyrhizum; the LLC cell tumorigenesis experiment found that the total flavonoids 
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from Allium polyrhizum also had anti-tumor activity in vivo, and exerted inhibitory effects by promoting necroptosis 
pathways. In summary, this study revealed that the total flavonoids from Allium polyrhizum had anti-tumor activity 
both in vivo and in vitro, and the inhibitory effects and mechanisms on different tumor cells were inconsistent. It ex-
erted inhibitory effects on HeLa cells and LLC cells by promoting apoptosis and necroptosis, respectively. 

Keywords       Allium polyrhizum; total flavonoids; anti-tumor; apoptosis; necroptosis

全球癌症数据统计显示 , 2022年新增约2 000万
病例 , 死亡人数近970万 , 癌症已成为危及生命的全

球公共卫生事件之一[1]。目前, 手术治疗、化学治疗

和放射治疗是最常见的治疗癌症的方法。手术治疗

和放射治疗是治疗局部肿瘤的重要手段。化学治疗

是一种全身性的治疗方法 , 虽然能够对肿瘤细胞和

组织起到杀伤作用 , 但也可以对正常机体产生特别

严重的损害 , 同时会使机体产生耐药性 , 并且肿瘤还

容易复发 [2]。因此 , 寻找一种既能有效杀死肿瘤细胞

和组织 , 又能将对人体的毒性降到最低程度甚至无毒

性作用的抗肿瘤药物已成为人们最关注的事件。

近年来 , 黄酮类化合物作为抗肿瘤新药 , 因其

不良反应小而备受关注 [3]。黄酮类化合物是一种低

分子量的天然植物多酚类的代谢物 , 广泛存在于水

果、蔬菜、谷物等天然产物中 , 大量研究表明黄酮

类化合物具有抗肿瘤、抗氧化、抗炎、抗心血管疾

病、抗病毒、降血糖等药理活性[4-8]。碱韭因其生长

特性主要分布于我国北部和西北部地区 , 因此成为

此地区人们日常生活中用的调味品 , 也是蒙古族饮

食文化中主要的野生蔬菜植物。高雪峰等 [9]成功从

碱韭中提取总黄酮成分并且发现黄酮类化合物是碱

韭的主要活性物质之一。然而 , 碱韭黄酮类物质是

否也具有抗肿瘤活性尚不清楚。

为明确碱韭总黄酮是否具有抗肿瘤活性以及

作用机制, 本研究以HeLa、LLC和Hep G2三种肿瘤

细胞为实验材料 , 通过一系列细胞生物学和分子生

物学等技术方法验证碱韭总黄酮具有抑制肿瘤细胞

增殖、迁移和侵袭的能力 , 并且从体内和体外两个

角度进一步揭示了其抗肿瘤的作用机制。这为深入

了解碱韭总黄酮在不同癌症中的抗肿瘤效果及其机

制提供理论依据 , 也为地方特色天然食用植物碱韭

的食用、保护与推广奠定科学基础。

1   材料与方法
1.1   材料与仪器 

碱韭总黄酮保存于本实验室 [9]。人宫颈癌细胞

HeLa、小鼠肺癌细胞LLC和人肝癌细胞Hep G2购
自中国科学院上海细胞库。人正常宫颈上皮细胞H8
购自广州华拓生物科技有限公司。DMEM培养基、

胎牛血清(fetal bovine serum, FBS)、胰蛋白酶和PBS购
自美国Gibco公司。CCK-8试剂盒、4%多聚甲醛、结

晶紫染色液、Annexin V-FITC细胞凋亡检测试剂盒、

BCA蛋白浓度测定试剂盒和ECL显影液购自上海碧

云天生物技术股份有限公司。DMSO购自美国Sigma
公司。Matrigel基质胶和Transwell小室购自美国Corn-
ing公司。RNAiso Plus、逆转录试剂盒和荧光PCR试
剂盒购自日本TaKaRa公司。BAX、BCL2、RIPK1、
RIPK3、α-Tubulin和GAPDH抗体购自武汉三鹰生物技

术有限公司。顺铂购自上海源叶生物科技有限公司。

SPF级C57BL/6小鼠 (4~6周龄 )购自斯贝福生物

技术有限公司。动物实验由包头师范学院实验动物

伦理委员会批准(批准编号: AEWC-BTTC2023004)。
倒置荧光显微镜购自宁波舜宇光学科技有限

公司。CO2细胞培养箱购自上海雅马拓科技贸易有

限公司。酶标仪购自美国ThermoFisher Scientific公
司。荧光定量PCR仪购自杭州朗基科学仪器有限公

司。全自动化学发光图像分析系统购自上海天能生

命科学有限公司。

1.2   实验方法 
1.2.1   药物配制、细胞培养和动物分组     细胞实

验中用的碱韭总黄酮用DMSO配制成150 mg/mL的
溶液。小鼠实验中用的韭总黄酮用生理盐水配制成

35 mg/mL的溶液。顺铂用生理盐水配成2 mg/mL的溶

液。HeLa、LLC、Hep G2和H8均使用含10% FBS
的完全培养基培养, 培养条件为37 °C、5% CO2。将

小鼠随机分为对照组、顺铂组、低剂量黄酮组、高

剂量黄酮组, 每组4只(雌雄各2只)。
1.2.2   细胞增殖活性实验      将细胞以2.0×104/mL密
度铺于96孔板中过夜 , 加入含不同浓度黄酮的培养

基。48 h后 , 用CCK-8试剂盒测定D值。细胞增殖率

(%)=[(实验组D值−阴性对照组D值)/(对照组D值−阴
性对照组D值)]×100%。通过获得细胞抑制率(%)=1−
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细胞增殖率(%), 计算半抑制浓度IC50。

1.2.3   细胞克隆形成实验      将细胞以2.0×102/mL密
度接种至6孔板中过夜 , 加入黄酮处理48 h后 , 换成

完全培养基 , 培养至可以观察到肉眼可见的细胞克

隆为止。用4%多聚甲醛室温固定细胞30 min, 结晶

紫染色20 min, 对细胞集落拍照和计数。

1.2.4   划痕实验      将细胞以2.0×105/mL密度接种至

6孔板中 , 培养至细胞密度为90%以上。用100 μL枪
头划痕 , PBS清洗2次 , 拍照保存0 h划痕图片。加入

黄酮处理48 h后, 采集和保存上次取样点照片。通过

ImageJ(x64)软件测算划痕面积, 计算愈合率(%)=[1−
(48 h划痕面积/0 h划痕面积)]×100%。

1.2.5   Transwell实验      向用基质胶预包被的Tran-
swell上室中加入含黄酮的无血清培养基 , 并接种

1.5×104/mL密度的细胞, 下室加入完全培养基。48 h
后, 4%多聚甲醛室温固定30 min, 结晶紫染色20 min, 

拍照和统计穿膜细胞数。

1.2.6   流式细胞术      黄酮处理 48 h后 , 收集 50 
000~100 000个细胞, 加入195 μL Annexin V-FITC
结合液以及 5 μL Annexin V-FITC和 10 μL碘化丙

啶染色液。室温避光孵育20 min, 随后置于冰浴中

立即上机检测。

1.2.7   实时定量PCR      RNAiso Plus提取总RNA, 用逆

转录试剂盒制备cDNA。以gapdh为内参, 采用2−ΔΔCt方

法来计算目的基因的相对表达量。引物由生工生物

工程(上海)股份有限公司合成(表1)。
1.2.8   免疫印迹      将细胞裂解后提取蛋白, 用BCA
法测定浓度。SDS-PAGE胶分离蛋白 , 转膜至硝酸

纤维素膜上。用5%脱脂奶粉室温封闭1 h, 加入一抗

C过夜孵育。TBST洗若干次后孵育二° 4 (000 5׃1)

抗 洗涤后避光加入ECL显影液。(000 10׃1) , 曝光拍

照。用ImageJ(x64)软件进行蛋白量化分析。

表1   实时定量PCR引物

Table 1   The primers of real-time quantitative PCR
引物名称

Primer name
引物序列(5′→3′)
Primer sequence (5′→3′)

Human bax F: TGG CAG CTG ACA TGT TTT CTG AC
R: TCA CCC AAC CAC CCT GGT CTT

Mouse bax F: TGG CAG CTG ACA TGT TTG CTG AT
R: CTT CCC AGC CAC CCT GGT CTT

Human bcl2 F: TCG CCG AGA TGT CCA GC
R: CCA CCG AAC TCA AAG AAG G

Mouse bcl2 F: TCG CCC TGT GGA TGA CTG
R: CAG AGA CAG CCA GGA GAA ATC A

Human ripk1 F: TAT GGA GAT TGG TGG GAC GAG
R: CCA GTT TAC GGG CAC AGT TTT

Mouse ripk1 F: GAA GAC AGA CCT AGA CAG CGG
R: CCA GTA GCT TCA CCA CTC GAC

Human ripk3 F: CAG ATG CCC AGC CCT ACC T
R: GCC TTC TTG CGA ACC TAC T

Mouse ripk3 F: GAA GCA GCG GCA GAA ACT
R: AAA GAC TGG CCC AGG TGT

Human N-cadherin F: TCC TAC TGG ACG GTT CG
R: GTT GAC TGA GGC GGG TG

Mouse N-cadherin F: CAG TCT TAC CGA AGG ATG TG
R: AGG AAC TTT GCC TGC TCT G

Human E-cadherin F: AGT GAA CAA CGA TGG CAT TT
R: GCT GTG GAG GTG GTG AGA

Mouse E-cadherin F: CAG TGA AGC GGC ATC TAA
R: GCT GGG AAA CAT GAG CAG

Human gapdh F: AAT CCC ATC ACC ATC TTC CAG
R: AAA TGA GCC CCA GCC TTC

Mouse gapdh F: GTG GCA AAG TGG AGA TTG TTG
R: CTC CTG GAA GAT GGT GAT GG
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1.2.9   LLC细胞成瘤实验      细胞制成5×105/mL的悬

液 , 于小鼠右腋皮下接种200 μL。7天后 , 造模小鼠

右腋下均形成瘤块。顺铂组按照6 mg/kg腹腔注射 , 
1次 /周。黄酮组分别按照100 mg/kg和150 mg/kg剂
量灌胃 , 对照组灌胃等量生理盐水。连续灌胃28天
后, 剥取肿瘤称重和拍照, 提取蛋白用于免疫印迹实

验 , 同时计算抑瘤率 (%)=1−(实验组平均瘤重 /对照

组平均瘤重)×100%。

1.3 统计学方法 
所有数据经 SPSS 27.0统计学软件分析处理。

分析后的数据均以mean±SEM表示。P<0.05表示差

异具有统计学意义。

2   结果和分析
2.1   碱韭总黄酮对肿瘤细胞增殖的影响 

细胞增殖活性实验结果显示 ,  H8、HeLa、
LLC和 Hep G2细胞增殖活性分别从作用浓度为

420、55、55和260 μg/mL时开始显著降低 (P<0.05; 
P<0.05; P<0.05; P<0.05), 且呈剂量依赖性(图1A~图
1D)。通过换算抑制率, 碱韭总黄酮作用HeLa、LLC
和Hep G2的IC50分别为(90.73±2.20)、(78.27±3.24)和

(333.20±2.15) μg/mL, 说明碱韭总黄酮具有良好的抑

制肿瘤细胞增殖的能力; 与Hep G2相比, 碱韭总黄酮

对HeLa和LLC的抑制效果最明显 , 且对正常细胞的

毒性最小。

2.2   碱韭总黄酮对肿瘤细胞克隆形成的影响 
根据 IC50和实际药物对细胞的影响 , 设置低、中

和高浓度组 (HeLa: 50、100、150 μg/mL; LLC: 50、
70、100 μg/mL; Hep G2: 250、300、350 μg/mL), 进
行后续实验。克隆形成结果显示 , HeLa细胞在三

组中的克隆数分别为 (99.67±4.51、80.33±6.51、
18.00±6.24)个 , 显著少于对照组 (115.00±6.00)个
(P<0.05; P<0.01; P<0.001)(图2A)。LLC的克隆数分

别为 (55.33±6.11、41.00±5.57、11.00±3.61)个 , 和对

照组 (84.67±5.03)个相比显著减少 (P<0.05; P<0.01; 
P<0.01)(图2B)。而Hep G2在三组中的克隆数均为零, 
同样在 160~240 μg/mL范围内也没有形成克隆 , 当
150 μg/mL时有细胞克隆出现。因此, 对Hep G2进行

了另外三种浓度(70、100、150 μg/mL)的处理, 形成

的克隆数为(42.33±4.04、20.33±5.51、17.33±5.13)个, 
显著少于对照组 (136.33±6.03)个 (P<0.01; P<0.01; 
P<0.01)(图2C), 以上结果说明碱韭总黄酮能够有效

A~D: H8、HeLa、LLC和Hep G2的增殖活性。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, 与Ctrl组比较。

A-D: the proliferation activity of H8, HeLa, LLC and Hep G2. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 compared with Ctrl group.
图1   碱韭总黄酮对细胞增殖活性的影响

Fig.1   The effect of total flavonoids from Allium polyrhizum on the proliferation activity of cells
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抑制肿瘤细胞的克隆形成。

2.3   碱韭总黄酮对肿瘤细胞迁移的影响 
划痕实验结果显示 , HeLa在三组中的愈合率分

别为(33.14±2.64)%、(23.78±8.11)%、(15.06±3.55)%, 
显著低于对照组 (56.78±2.83)%(P<0.05; P<0.05; 
P<0.01)(图 3A); LLC的愈合率分别为 (13.56±9.26, 
0.86±0.74, 1.11±1.34)%, 与对照组 (41.55±5.28)%相

比显著降低 (P<0.05; P<0.01; P<0.01)(图3B); Hep 
G2的愈合率分别为 (60.97±2.22)%、(19.82±6.77)%、

(15.47±6.22)%, 与对照组(62.97±1.65)%相比, 低浓度

组没有显著差异 , 而中和高浓度组的愈合率显著下

降 (P<0.01; P<0.01)(图3C); 表明碱韭总黄酮能有效

抑制肿瘤细胞迁移。

2.4   碱韭总黄酮对肿瘤细胞侵袭的影响 
侵袭实验结果显示 , HeLa在三组中的穿膜细胞

数为 (300.00±26.46)、(72.00±8.00)、(4.67±2.08)个 , 
与对照组 (391.00±64.13)个相比 , 低浓度组没有显著

差异 , 而中和高浓度组显著减少 (P<0.05; P<0.01)
(图4A); LLC在三组中的穿膜细胞数为(11.67±3.51)、
(4.00±1.00)、(1.00±1.00)个 ,  显著少于对照组

(42.00±11.14)个 (P<0.05; P<0.05; P<0.05)(图4B)。
Hep G2经三组 (250、300、350 μg/mL)黄酮处理后 , 

只有250 μg/mL组有个位数的穿膜细胞 , 而经Hep G2
克隆形成检测实验浓度 (70、 100、 150 μg/mL)处理后

穿膜细胞数没有显著变化。因此, 对Hep G2采取了另

三种浓度 (100、200、250 μg/mL)的碱韭总黄酮处理 , 
结果显示穿膜细胞数为 (856.67±45.09)、(7.00±2.65)、
(3.00±2.00)个 , 其中200 μg/mL和250 μg/mL处理组显

著少于对照组 (910.00±75.50)个 (P<0.01; P<0.01)(图
4C); 说明碱韭总黄酮具有抑制肿瘤细胞侵袭的能

力。

2.5   碱韭总黄酮对肿瘤细胞死亡的影响 
HeLa、LLC和Hep G2的增殖、迁移和侵袭能

力均呈现出碱韭总黄酮剂量依赖性。为保证黄酮

的有效性和低毒性 , 选取中浓度组黄酮进行后续细

胞实验。流式细胞术检测结果显示 , 经黄酮处理后 , 
HeLa细胞早期凋亡细胞比例显著增加 (P<0.001)(图
5A); 而LLC和Hep G2细胞是坏死细胞或晚期凋亡细

胞比例显著增加(P<0.01; P<0.05)(图5B和图5C); 说
明碱韭总黄酮可能通过促进凋亡或坏死的途经导致

细胞死亡。

2.6   碱韭总黄酮对上皮–间质转化、凋亡和坏死

性凋亡相关基因表达的影响 
碱韭总黄酮对Hep G2的作用浓度较高 , 且抑制

A~C: HeLa、LLC和Hep G2的克隆形成能力。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。
A-C: the clonogenic ability of HeLa, LLC and Hep G2. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

图2   碱韭总黄酮对细胞克隆形成能力的影响

Fig.2   The effect of total flavonoids from Allium polyrhizum on the clonogenic ability of cells
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效果不稳定 , 因此探究细胞水平的分子机制时选用

了HeLa和LLC细胞。HeLa经碱韭总黄酮处理后, 促
凋亡基因bax的表达水平显著上升 (P<0.05), 而间质

细胞标志物N-cadherin、上皮细胞标志物E-cadherin、
抗凋亡基因bcl2、坏死性凋亡相关基因ripk1和ripk3
表达水平没有显著差异 (图6A)。LLC细胞坏死性凋

亡相关基因 ripk3的表达水平显著上调 (P<0.01), 而
N-cadherin、E-cadherin、ripk1、bax和bcl2表达水
平没有显著变化 (图 6B)。蛋白水平上 , HeLa细胞

中BAX的表达水平显著升高 (P<0.05), BCL2表达

水平没有显著变化 , BAX/BCL2值显著高于对照组

(P<0.05)(图6C~图6E); LLC细胞中RIPK3的表达水

平显著升高(P<0.05), RIPK1表达水平没有显著变化

(图6F和图6G); 说明碱韭总黄酮对HeLa细胞可能通

过促进细胞凋亡发挥抑制作用 , 对LLC细胞可能通

过促进坏死性凋亡来发挥抑制作用。

2.7   碱韭总黄酮对LLC细胞成瘤的影响 
为明确碱韭总黄酮体内的抑瘤效果 , 选取对碱

韭总黄酮最敏感的LLC细胞进行成瘤实验。结果显

示 , 灌胃量100 mg/kg、150 mg/kg的实验组和顺铂

组的肿瘤质量均显著小于对照组 (P<0.01; P<0.001; 
P<0.001), 其中对照组肿瘤质量最大 , 顺铂组肿瘤质

A~C: HeLa、LLC和Hep G2的迁移能力。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, nsP>0.05。
A-C: the migratory ability of HeLa, LLC and Hep G2. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, nsP>0.05.

图3   碱韭总黄酮对细胞迁移能力的影响

Fig.3   The effect of total flavonoids from Allium polyrhizum on the migratory ability of cells
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量最小 , 并且瘤重具有黄酮的浓度依赖性 (图 7A和

表2)。比较各组抑瘤率发现 , 抑瘤率从对照组、灌胃

量100 mg/kg组、灌胃量 150 mg/kg组到顺铂组依次升

高升高 , 顺铂组肿瘤生长最慢 , 并且抑瘤率也具有黄

酮的浓度依赖性(表2)。免疫印迹实验结果表明, 灌胃

量150 mg/kg的实验组中RIPK3的表达水平显著上调

(P<0.05), RIPK1表达水平没有变化 (图7B和图7C)。
这说明碱韭总黄酮具有体内的抗肿瘤活性 , 机制上

可能是通过促进坏死性凋亡而发挥抗肿瘤作用的。

3   讨论
目前大部分抗癌药物都是来自或由天然产物

合成 , 自然界中的各种资源为抗癌药物的合成提供

了多种选择 [10-11]。天然产物黄酮具有广泛的药理活

性和低毒特性 , 被用于治疗多种疾病 , 随着不断研究

发现黄酮类化合物在多种肿瘤中具有一定的抗肿瘤

作用 [12-18]。最近研究发现碱韭的主要活性物质是黄

酮类化合物 , 并且这种黄酮类化合物具备良好的抗

氧化活性和还原能力 [9], 但是否具有抑制肿瘤的作

用还未见报道。本研究通过细胞计数实验发现碱

韭总黄酮能够抑制不同细胞的增殖能力。与HeLa、
LLC和Hep G2相比 , 碱韭总黄酮对人正常宫颈上皮

细胞H8的毒性最低, 而对HeLa和LLC的增殖抑制效

果最明显 , 表明碱韭总黄酮具有干预肿瘤的潜在特

性。同样有研究表明 , 苦艾总黄酮对HeLa、SiHa和
H8细胞均有增殖抑制作用 , 其中对H8细胞毒性最

低 , 而对HeLa和SiHa具有较高的抑制作用 , 同时呈

现出剂量依赖性 [19]。与HeLa和LLC相比, 本研究发

现Hep G2对碱韭总黄酮的敏感性最差, 这可能是由

于在不同肿瘤细胞中碱韭总黄酮发挥抑制作用的

有效成分不同或所靶向的蛋白与信号通路不同导

致的。另外, 克隆形成、划痕和侵袭实验结果显示, 
碱韭总黄酮能够抑制三种肿瘤细胞的迁移及侵袭 , 
且呈剂量依赖性 , 进一步证实了碱韭总黄酮的抗肿

瘤作用。研究表明 , 黄酮类化合物潜在的抗肿瘤作

用机制包括诱导细胞凋亡、阻滞肿瘤细胞周期、抑

制肿瘤迁移和侵袭、抑制肿瘤血管生成和克服耐

药性 [20]。本研究流式细胞术结果显示 , 经碱韭总黄

酮处理后三种肿瘤细胞的死亡比例显著上升 , 暗示

其抗肿瘤的机制可能与促进肿瘤细胞死亡相关 , 这
与龙海洮等[21]的研究结果相一致。

抑制肿瘤细胞的迁移与侵袭以及诱导肿瘤细胞

程序性死亡是治疗癌症的常见策略 [22-25]。上皮−间质

转化是肿瘤恶性进展与转移的重要过程 , 上皮−间质

转化的激活导致上皮标志物E-cadherin表达水平降低 , 
间质细胞的标志物N-cadherin表达水平增加 [26-27]。本

A~C: HeLa、LLC和Hep G2的侵袭能力。*P<0.05, **P<0.01, nsP>0.05。
A-C: the invasive ability of HeLa, LLC and Hep G2. *P<0.05, **P<0.01, nsP>0.05.

图4   碱韭总黄酮对细胞侵袭能力的影响

Fig.4   The effect of total flavonoids from Allium polyrhizum on the invasive ability of cells
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研究发现 , 经碱韭总黄酮处理后HeLa和LLC细胞中

N-cadherin和E-cadherin在转录水平上的表达没有

显著变化 , 提示碱韭总黄酮不影响上皮−间质转化

过程 , 其被抑制迁移和侵袭可能另有原因。程序性

细胞死亡是由基因控制的死亡方式 , 可分为细胞凋

亡和包括坏死性凋亡的程序性细胞坏死 [24]。细胞凋

亡是一种主动的细胞死亡方式 , BCL2蛋白家族中的

促凋亡蛋白BAX和抗凋亡蛋白BCL2的表达失衡可导

致细胞凋亡, 这是因为BAX向线粒体的易位改变了线

粒体外膜的通透性 , 同时释放细胞色素C和上调p53, 
进而激活胱天蛋白酶 (Caspases)级联反应导致细胞凋

亡 [28]。坏死性凋亡由受体相互作用的丝氨酸 /苏氨酸

激酶蛋白 (RIPK1、RIPK3)介导 , RIPK1的激活导致

RIPK1/RIPK3通过形成异源二聚体 , 进而促进RIPK3

的磷酸化; 或一些坏死诱导因子可能绕过RIPK1直接

激活RIPK3, 从而导致细胞坏死[29]。本研究流式细胞

术检测结果显示 , 碱韭总黄酮可能通过促进HeLa细
胞凋亡和LLC细胞坏死引起细胞死亡。同时 , 机制

上也发现经碱韭总黄酮处理后HeLa细胞中BAX的

表达水平和BAX/BCL2值均显著高于对照组 ; LLC
细胞中RIPK3的表达水平显著升高 , 提示碱韭总黄

酮对HeLa和LLC细胞分别通过促进细胞凋亡和坏死

性凋亡来发挥抑制作用。此外 , LLC细胞体内成瘤

实验也进一步验证了碱韭总黄酮的抗肿瘤作用及分

子机制 , 相较于对照组碱韭总黄酮能够显著抑制肿

瘤生长速度 , 并且是通过上调RIPK3表达来启动坏

死性凋亡而发挥作用的 , 但总体抑瘤效果不如顺铂

组。这可能是碱韭总黄酮中发挥抑瘤作用的有效成

A~C: HeLa、LLC和Hep G2流式结果。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, nsP>0.05。B1: 死细胞(FITC–/PI+), B2: 坏死细胞或晚期凋亡细胞(FITC+/PI+), 
B3: 正常细胞(FITC–/PI–), B4: 早期凋亡细胞(FITC+/PI–)。
A-C: the flow cytometry results of HeLa, LLC and Hep G2. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, nsP>0.05. B1: dead cells (FITC–/PI+), B2: necrotic cells 
or late apoptotic cells (FITC+/PI+), B3: normal cells (FITC–/PI–), B4: early apoptotic cells (FITC+/PI–).

图5   碱韭总黄酮对细胞死亡的影响

Fig.5   The effect of total flavonoids from Allium polyrhizum on cell death
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分占比太低或在不同肿瘤细胞中发挥功能的有效成

分不一而导致的。

现阶段尚缺乏碱韭总黄酮抑制肿瘤活性和机

制的研究 , 但部分植物源性黄酮类化合物的研究显

示 , 多种植物性黄酮提取物具有一定的抗肿瘤作

用。苦艾总黄酮通过诱导活性氧 (reactive oxygen 
species, ROS)的积累来介导HeLa细胞凋亡 [19]。黄酮

类化合物黄芩苷通过 JAK2/STAT3信号通路的失活

上调miR-183, 抑制细胞活力和上皮−间质转化, 并诱

导HeLa细胞凋亡 [30]。与此相同 , 本研究中碱韭总黄

酮也会促进HeLa细胞凋亡 , 但在机制上是通过激活

BCL-2/BAX蛋白完成的 , 这与上述苦艾总黄酮和黄

芩苷的机制不同 , 其原因可能是总黄酮组分有较大

的差异。另外 , 荷叶黄酮提取物增加人肺癌细胞的

ROS和过氧化脂质水平 , 降低超氧化物歧化酶活性 , 
并通过上调BAX/BCL2值来促进细胞凋亡 [31]; 夏枯

草总黄酮通过升高细胞ROS水平和激活BCL-2/BAX
蛋白, 促进肝癌细胞凋亡[32]; 淫羊藿总黄酮通过靶向

IL6/STAT3途径激活BCL-2/BAX蛋白 , 诱导乳腺癌

细胞凋亡 [33]; 提示碱韭总黄酮可能含有与荷叶、夏

枯草和淫羊藿总黄酮相同的有效成分。值得注意的

是 , 毛蕊异黄酮能够诱导HeLa细胞凋亡 , 其中Cas-
pase 3和Caspase 9蛋白表达随着毛蕊异黄酮浓度的

升高而上调 [34], 而BAX/BCL2值的上升也会激活下

游Caspase 3和Caspase 9的表达, 最终导致HeLa细胞

凋亡 [35]。此外 , 毛蕊异黄酮还通过促进BAX和抑制

BCL-2的表达来诱导大肠癌细胞、胃癌干细胞样细

胞和肺腺癌细胞的凋亡 [36-38]。因此 , 碱韭总黄酮中

A、B: HeLa和LLC细胞实时定量PCR结果。C、D: HeLa细胞免疫印迹结果和量化分析。E: HeLa细胞中BAX/BCL2表达量的比值。F、G: LLC
细胞免疫印迹结果和量化分析。*P<0.05, **P<0.01。
A,B: the real-time quantitative PCR results of HeLa and LLC. C, D: the Western blot results and quantitative analysis of HeLa. E: the ratio of BAX/BCL2 
in HeLa. F,G: the Western blot results and quantitative analysis of LLC. *P<0.05, **P<0.01.

图6   碱韭总黄酮对相关基因表达的影响

Fig.6   The effect of total flavonoids from Allium polyrhizum on the expression of related genes 
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促进HeLa细胞凋亡的有效成分很有可能与毛蕊异

黄酮—7-羟基 -3-(3-羟基 -4-甲氧基苯基 )-色烯 -4-
酮[39]的结构高度相似。

本研究流式结果显示 , 经碱韭总黄酮处理后

Hep G2细胞中的坏死细胞比例明显增加。同样 , 碱
韭总黄酮在LLC细胞体外和体内实验中均会通过上

调RIPK3引起细胞和组织的坏死性凋亡。然而 , 这
种促进坏死性凋亡的结果与部分植物源性黄酮类化

合物抑制Hep G2和LLC的机制截然不同。研究报

道 , 柿叶黄酮类化合物对Hep G2的抗增殖活性与诱

导细胞凋亡和氧化应激有关 [40]。雪松总黄酮通过增

加G0/G1期细胞的数量和促进细胞凋亡, 抑制Hep G2
细胞的增殖[41]。柘木总黄酮能够有效抑制肿瘤生长, 
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A: 各组肿瘤组织。B、C: 肿瘤组织免疫印迹结果和量化分析。*P<0.05。
A: tumor tissues in different groups. B,C: the Western blot results and quantitative analysis of tumor tissues. *P<0.05.

图7   碱韭总黄酮对LLC细胞成瘤的影响

Fig.7   The effect of total flavonoids from Allium polyrhizum on the tumorigenesis of LLC cells

表2   各组瘤重和抑瘤率的比较

Table 2   Comparison of tumor weight and inhibition rate among different groups
组别

Group
肿瘤质量/g
Tumor mass /g

抑瘤率/%
Tumor inhibition rate /%

Ctrl 2.54±0.32   0

100 mg/kg total flavonoids from Allium polyrhizum 1.99±0.31** 21.55

150 mg/kg total flavonoids from Allium polyrhizum 0.78±0.36*** 69.18

Cisplatin 0.51±0.24*** 79.99

**P<0.01, ***P<0.001, 与Ctrl组比较。

**P<0.01, ***P<0.001 compared with Ctrl group.

且对机体免疫器官组织伤害较小 , 其机制上与提高

机体免疫功能和诱导LLC细胞自噬有关 [42]。这就说

明 , 除了类似于毛蕊异黄酮结构的成分之外 , 碱韭总

黄酮中可能还存在不同于柿叶、雪松和柘木总黄酮

的其他抑制肿瘤的有效成分。研究表明 , 黄酮类化

合物槲皮素和紫草素通过上调RIPK1/RIPK3的表达 , 
分别诱导乳腺癌细胞和鼻咽癌细胞进入坏死性凋亡

阶段[43-44], 提示碱韭总黄酮中可能还存在类似于槲皮

素—3,3′,4′,5,7-五羟基黄酮 [45]或紫草素—5,8-二
羟基-2-[(1R)-1-羟基-4-甲基-3-戊烯基]-1,4-萘醌 [46]结

构的成分。碱韭总黄酮对HeLa、LLC和Hep G2的抑

制效果和机制不一 , 其原因可能是由于碱韭总黄酮

包含多种黄酮类组分 , 而这些黄酮类组分结构有差
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异, 所以抗肿瘤的效果及机制也明显不同[47-48]。

综上所述 , 碱韭总黄酮可通过调控细胞程序性

死亡抑制不同肿瘤的增殖、迁移和侵袭 , 细胞凋亡

和坏死性凋亡途经在其抗肿瘤过程中发挥关键作

用, 而作用机制分别与BAX和RIPK3表达升高有关。

后续对碱韭总黄酮诱导肿瘤细胞死亡及其联合化疗

药物的抗肿瘤效果与分子机制有待进一步研究。
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