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摘要 ：目的  探究木犀草素对人舌鳞状细胞癌 Tca8113 细胞体外凋亡和自噬作用的影响。方法  采

用 MTT 法观察 12.5、25.0、50.0 及 100.0μmol/L 的木犀草素作用 24 h 对细胞体外活性的影响 ；运用

Hoechst33342 染色法和流式细胞术观察体外细胞凋亡情况 ；Western blotting 检测 Cleaved Caspase-3 蛋白、

B 细胞淋巴瘤 -2（Bcl-2）、B 细胞淋巴瘤 -2 相关 X 蛋白（Bax）和 Beclin1 蛋白、P62 蛋白及 LC3B 蛋白。 

结果  MTT 法实验结果显示，木犀草素抑制 Tca8113 细胞增殖，IC50 为 47μmol/L。Hoechst33342 染色结果

显示，木犀草素使 Tca8113 细胞形态发生改变，与时间呈正相关（P <0.05）。流式细胞术结果表明，47μmol/L 

的木犀草素作用 Tca8113 细胞 12、24 h 后，凋亡率高于空白对照组（P <0.05）。Western bloting 检测结果表明，

木犀草素抑制 Bcl-2 以及增加 Bax 表达，导致 Cleaved Caspase-3 表达增加，促进 Tca8113 细胞凋亡（P <0.05）；

同时还升高 Beclin1、LC3B、P62 蛋白水平（P  <0.05）。结论  木犀草素影响人舌鳞状细胞癌 Tca8113 细胞凋

亡和自噬的发生。
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Abstract:  Objective  To investigate the effect of luteolin (Luteolin, Lut) on apoptosis and autophagy in 
human tongue squamous cell carcinoma Tca8113 cells in vitro.  Methods  MTT assay was used to observe the effects 
of (12.5, 25, 50, 100 μmol/L) Lut on cell activity in vitro after 24 hours. Heochst33342 and flow synectometry 
were used to observed cell apoptosis. Western blotting revealed changes in the protein expression of Cleaved 
Caspase-3, b-lymphocytoma-2 (Bcl-2), b-lymphocytoma-2-related X protein (Bax), and Beclin1, P62 and LC3B 
proteins.  Results  MTT assay results showed that Lut significantly inhibited the proliferation of Tca8113 cells with 
IC50 of 47 mol/L. Hoechst33342 staining showed that Lut could change the morphology of Tca8113 cells, which 
was positively correlated with time. Annexin V/PI double staining results showed that the apoptosis rate of Tca8113 
cells treated with 47 mol/L Lut for 12h and 24h was higher than that of the control group (P  < 0.05). Western Bloting 
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据相关文献报道，尽管全球口腔癌的发病率呈下

降趋势，但舌癌的发病率却在增加，其在口腔肿瘤中

排名第 1 位 [1]。目前，手术为医治舌部肿瘤的关键方法，

并辅助其他治疗手段。但是患者声带被手术破坏，可

能使其遭受身体和心理双重的打击 [2]。积极寻找安全、

副作用小，乃至无副作用的天然药物，对舌癌的治疗

显得十分必要。

木犀草素存于诸多类型的植物中，是一种很重要

的天然药物，在体内外均有很有效的抗癌作用 [3]。可

作为抗各种类型人类恶性肿瘤的抗癌剂，如肺癌 [4]、

乳腺癌 [5] 及黑色素瘤 [6]。已有实验表明，舌癌细胞系

Tca8113 的凋亡可由木犀草素的作用而发生，但是如

何发生凋亡，内在的机理尚未完全研究明确 [7]。本文

探索木犀草素对 Tca8113 细胞凋亡和自噬的影响进行

研究。

1    材料与方法

1.1    材料与仪器

木犀草素规格 ：1G（药物浓度≥ 98%），分子

式 ：C15H10O6， 摩 尔 质 量 ：286.24， 识 别 码 ：491-

70-3。Tca8113 细胞株购于中国科学院上海细胞库，

FBS（GIBCO）购于美国 Invitrogen 公司，RPMI 1640

细胞培养基购于北京索莱宝生物科技有限公司，MTT

溶液购于美国 Sigma 公司，兔抗人 Bcl-2/Bax/Cleaved 

Caspase-3 及 β-actin 单抗，以及 P62、Beclin1 购于

沈阳万类生物科技有限公司，LC3B 购于美国 CST 公

司，HRP-labeled Goat Anti-Rabbit IgG（H+L）抗体购

于上海碧云天生物技术有限公司，Annexin V-FITC 凋

亡试剂盒购于北京四正柏生物科技有限公司，木犀草

素购于南京景竹生物科技有限公司。

美国 BD 公司（Verse）流式细胞检测仪，美国

Thermo 公 司 Multiskan FC 酶 标 仪 和 Proteinsimple 9

自动凝胶成像仪，德国 BIO-RAD 公司电泳仪，德国

LEICA 公司 DMILLED 倒置显微镜。

1.2    方法

1.2.1       舌 癌 细 胞 培 养    RPMI 1640 培 养 基 培 养

Tca8113 细胞，置于 37℃、5% 二氧化碳环境中。每

天查看细胞生长情况，培养基营养不足时及时更换，

待培养皿内细胞生长约 90%，并且细胞状态良好，即

可传代。

1.2.2      MTT 法 检 测 细 胞 增 殖     取 Tca8113 细 胞

（8×104 个 / 孔）接种于 96 孔板中，过夜。分别加入

12.5、25.0、50.0 及 100.0μmol/L 木犀草素，并设空

白对照组。24 h 后，现配 20μl MTT 溶液加入孔中，

4 h 后取针头抽上清，将 150μl DMSO 加入其中，轻轻

用手敲板四侧，使其混匀 ；用酶标仪测 570 nm 波长

处的光密度（optical density, OD）值。抑制率（%）=（1-

加药细胞组 OD 值 / 未加药细胞组 OD 值）×100%。

1.2.3    Hoechst33342 检测药物对细胞凋亡的影响    取

Tca8113 细胞（5×105 个 / 孔），接种于直径为 20 mm

的 12 孔板中。细胞在培养皿底延伸开，晃动培养基

细胞不动时，每孔加木犀草素 47μmol/L，设 2 个复孔，

分别于 6、12 及 24 h 后，加入染色液作用 30 min，

PBS 轻轻清洗 3 次，镜下观察实验的变化情况，记录

实时实验数据。

1.2.4      流式细胞术检测细胞凋亡    接种 2×105 个 /

孔 Tca8113 细胞，然后均匀铺在 3 个 100 mm 大培养

皿中，孵育 48 h，每孔加入木犀草素 47μmol/L，分别

作用 12、24 h 后，收集细胞在 10 ml 离心管中。加入

Annexin V/FITC 和 PI，操作时按照说明书进行。为确

保实验准确性，流式细胞仪检测需要在 1 h 内进行。

1.2.5    Western blotting 检测凋亡相关蛋白    配制浓度

为 47μmol/L 的药液，加入培养 Tca8113 细胞的大培

养皿中，按照 1、3、6、12 及 24 h 时间点收集细胞（同

时设定不加药组作为对照组）。按照说明书中操作方

法提取细胞总蛋白，并测定蛋白浓度后制样，然后按

序进行电泳、转膜，2% 封闭液封闭 90 min ；孵上相

应一抗。4℃冰箱，摇床过夜。将制好的二抗完全覆

盖住 PVDF 膜，孵育 1 h。用高敏 ECL 化学发光试剂

检测。

1.3    统计学方法

数据分析采用 SPSS 22.00 统计软件。计量资料

以均数 ± 标准差（x±s）表示，比较用方差分析，进

一步两两比较用 LSD-t 检验，P <0.05 为差异有统计学 

意义。

showed that Lut inhibited Bcl-2 and increased Bax expression, leading to increasimg Cleaved Caspase-3 expression 
and promoting Tca8113 cell apoptosis (P  < 0.05). Beclin1, LC3B and P62 protein levels were also increased 
(P  < 0.05).  Conclusion  Apoptosis and autophagy of tongue cancer cell line Tca8113 may be caused by Luteolin.

Keywords:  tongue cancer/tongue neoplasms; Luteolin; apoptosis; autophagy
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2    结果

2.1    木犀草素抑制 Tca8113 细胞增殖

不同浓度木犀草素处理 Tca8113 细胞。24 h 后细

胞增殖抑制率分别为（4.76±0.46）%、（33.91±2.88）%、

（48.61±2.81）% 和（71.67±1.78）%，经方差分析，

差异有统计学意义（F  =6.412，P  =0.000），进一步两

两比较，差异有统计学意义（P  <0.05）。细胞抑制率

随着浓度的增大而增高。IC50 为 47μmol/L。见图 1。

2.2    木犀草素对 Tca8113 细胞凋亡的影响

Hoechst33342 染 色 后， 在 荧 光 显 微 镜 下 可 见，

未加药组对照组细胞生长形状规则，染色均匀，经

47μmol/L 的木犀草素作用 6、12 及 24 h 后，随着时

间的延长，细胞核的荧光亮度越高。见图 2。

Annexin V/FITC 和 PI 双染结果见图 3。给药 0、

12 及 24 h 后 细 胞 凋 亡 率 分 别 为（0.37±0.32）%、

（9.51±0.56）% 和（14.75±0.76）%， 经 方 差 分 析，

差异有统计学意义（F  =478.915，P  =0.005），与对照

组比较，12 和 24 h 细胞凋亡水平升高，24 h 细胞凋亡

水平高于 12 h（P <0.05）。

2.3    不 同 时 间 点 Bax、Bcl-2 及 Cleaved 
Caspase-3 蛋白相对表达量比较

Western bloting 结果显示，木犀草素作用 Tca8113

细胞 1、3、6、12 及 24 h 后，Bax、Bcl-2 及 Cleaved 

Caspase-3 蛋白相对表达量比较，经方差分析，差异有

统计学意义（P  <0.05），Bax、Cleaved Caspase-3 的表

达量随时间的延长而增加 ；而 Bcl-2 表达量随时间的

延长而呈降低趋势。见表 1 和图 4。

图 2    不同时间点木犀草素对 Tca8113 细胞凋亡的影响    （×200）

对照组                                                      6 h                                                        12 h                                                       24 h

图 3    流式细胞术检测木犀草素对 Tca8113 细胞凋亡的影响
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2.4    自噬相关蛋白表达情况

Western bloting 检测结果显示，木犀草素作用 1、3、

6、12 及 24 h 后，Tca8113 细胞自噬 P62、Beclin1 及

LC3B 蛋白相对表达量比较，经方差分析，差异有统计

学意义（P <0.05），P62、Beclin1 及 LC3B 蛋白水平随

时间的延长而增加。见表 2 和图 5。

表 1    不同时间点 Bax、Bcl-2 及 Cleaved Caspase-3 蛋白的相对表达量比较    （x±s）

蛋白 对照组 1 h 3 h 6 h 12 h 24 h F 值 P 值

Bax 0.84±0.08 1.02±0.07 1.09±0.05 1.35±0.09 1.73±0.02 2.06±0.03 146.414 0.000

Bcl-2 2.11±0.08 1.78±0.03 1.54±0.07 1.12±0.14 1.21±0.05 0.64±0.01 118.182 0.000

Cleaved Caspase-3 0.15±0.01 0.34±0.05 0.57±0.04 0.74±0.05 1.2±0.10 1.3±0.04 215.157 0.000

表 2    木犀草素作用 1、3、6、12 及 24 h 后 Tca8113 细胞自噬 P62、LC3B 及 Beclin1 蛋白相对表达量比较    （x±s）

自噬蛋白 对照组 1 h 3 h 6 h 12 h 24 h F 值 P 值

P62 0.16±0.01 0.203±0.01 0.26±0.01 0.324±0.03 0.44±0.04 0.53±0.07 48.713 0.000

Beclin1 0.72±0.05 0.82±0.06 1.13±0.14 1.22±.017 1.34±0.12 1.44±0.31 20.833 0.000

LC3B 0.23±0.01 0.45±0.01 0.48±0.01 0.50±0.01 0.56±0.01 0.60±0.01 727.672 0.000

图 4    木犀草素对 Tca8113 细胞 Bax、Bcl-2 及 Cleaved Caspase-3 蛋白表达量的影响

对照组                 1 h                     3 h                      6 h                    12 h                    24 h

Bax

Bcl-2

Cleaved Caspase-3

β-actin

23.0 kD

26.0 kD

17.0 kD

41.6 kD

图 5    木犀草素对 Tca8113 细胞自噬 P62、LC3B 及 Beclin1 蛋白表达量的影响

对照组                   1 h                       3 h                     6 h                    12 h                    24 h

P62

Beclin1

LC3B

GAPDH

47 kD

60 kD

14 kD

37 kD

3    讨论

通过纯化工艺可以从多种植物中提取木犀草素。

目前从植物中提纯的木犀草素应用于临床治疗各种疾

病，例如炎性疾病、高血压及各种肿瘤疾病。木犀草

素可抑制肿瘤细胞的增殖，通过不同的信号传导途径

诱导细胞凋亡来阻断体外和体内的癌症发展 [8-11]。有

研究指出，木犀草素会影响舌癌细胞的活性，进而促

进癌细胞的凋亡和转移等 [7]，但木犀草素抑制癌细胞

的具体机制尚不清楚。

细胞凋亡和自噬是细胞程序性死亡的两种形式。
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癌症发生的标志正是凋亡细胞死亡机制的失控 [12]。影

响凋亡的关键蛋白酶家族为 Caspase。调节并控制凋

亡最主要癌基因之一是 Bcl-2，这是一条内在调节途

径，而 Bcl-2 基因正是门户开关，癌细胞凋亡受到限

制是因为蛋白出现过多 ；内在途径程序开启后，也

使 Bax 蛋白启动，MOMP 受到破坏，细胞色素 C 释放

到细胞质中，下游的 Caspase 被激活 [13-14]。Caspase 对

细胞凋亡机制有十分重要的影响，其包括启动子和终

止子，其中最核心的是 Caspase-3 蛋白。Caspase 作

为启动子通过自身蛋白水分解自动启动，切断终止

子 Caspase，终止子 Caspase 对特定细胞参与生物化

学反应的物质进行临界裂解，最终导致凋亡细胞死亡

激活 Caspase-9[15]。本实验通过 Image J 软件得出蛋白

量值，结果显示木犀草素作用 Tca8113 细胞后，Bcl-2

蛋 白 水 平 下 降，Cleaved Caspase-3 与 Bax 蛋 白 水 平

提高，表明木犀草素对舌癌 Tca8113 细胞的凋亡作

用可以通过 Bcl-2、Bax 及 Cleaved Caspase-3 的途径 

实现。

自噬是一种机制，通过该机制将细胞物质递送至

溶酶体进行降解，从而允许细胞组分的基础更新并提

供能量和大分子前体。然而在癌症中，其作用相反，

并且依赖于环境，与肿瘤的产生和恶化密切相关，其

自噬水平会升高，当外界的情况发生变化时，细胞提

高自噬程度以更好地适应环境 ；而细胞凋亡就是自噬

水平过度变化导致 [16-17]。本实验检测 LC3B、P62 及

Beclin1 蛋白的表达量，探究其在细胞中是否发生了

自噬 [18-20]。LC3B 和 Beclin1 蛋白表达量随自噬水平的

升高而升高 [21]。自噬降解通路受损时，提高 P62 蛋白

水平 [22]。本研究发现，木犀草素增加 LC3B、Beclin1

及 P62 蛋白表达水平，表明木犀草素可能激活细胞的 

自噬。

综上所述，木犀草素作为自然界天然物质，能够

有效抑制舌癌 Tca8113 体外活性，可通过提高 Bcl-2、

Cleaved Caspase-3 蛋白水平，降低 Bax 蛋白水平，促

进细胞的凋亡 ；同时伴有细胞自噬性死亡，表明木犀

草素对舌癌有治疗作用。本实验为更深层次探索木犀

草素对舌癌 Tca8113 细胞的影响打下很好的基础。
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