
 第 24 卷 第 6 期
  2015 年 6 月

中国普通外科杂志 
Chinese Journal of General Surgery

Vol.24　No.6
Jun. 　2015

© 版权归中国普通外科杂志所有 http://www.zpwz.net828

quercetin 抑制肝细胞癌生长的在体实验研究

黄春龙 1，彭伟 2，张继红 1，邓量 1，王小锋 1

（1. 中山大学附属第一医院东院 肝胆外科，广东 广州 510700；2. 广东省广州市南沙区中医院 普通外科，广东 广州 

511462）

                                                                                                                                                                                                                                                                                 

摘   要	 目的：探讨 quercetin 对肝癌细胞体内生长的抑制作用及机制。

方法：用人肝癌 HepG2 细胞皮下接种法建立裸鼠移植瘤模型，成瘤后随机分为对照组、quercetin 治疗

组、5-FU 治疗组、5-FU+quercetin 联合治疗组，溶剂或药物均 1 次 /d 腹腔注射，3 周后观察各组移植

瘤大小并计算各治疗组的抑瘤率，分别用 RT-PCR、Western blot、免疫组化法检测各组移植瘤组织中

cyclin D1、cyclin E、增殖细胞核抗原（PCNA）的表达。

结果：与对照组比较，各治疗组移植瘤体积明显减小、移植瘤组织中 cyclin D1、cyclin E mRNA 和蛋

白表达以及 PCNA 阳性指数均明显降低（均 P<0.05），其中联合治疗组的抑瘤率明显大于两个单药组，

cyclin D1、cyclin E、PCNA 表达的降低程度也明显大于两个单药组（均 P<0.05），而两个单药组间各

项指标差异均无统计学意义（均 P>0.05）。

结论：quercetin 能通过下调 cyclin D1 与 cyclin E 的表达而抑制肝癌细胞的增殖，且与 5-FU 联合应用

具有协同作用。
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Abstract	 Objective: To investigate the inhibitory effect of quercetin on the growth of hepatocellular carcinoma (HCC) 

cells in vivo and the mechanism. 

Methods: Tumor xenograft model was established by subcutaneous inoculation of human HCC HepG2 cells 

into the nude mice. After tumor formation, the tumor-bearing mice were randomly divided into control group, 

quercetin treatment group, 5-FU treatment group, and quercetin plus 5-FU combination treatment group, and 

the vehicle or drugs were administered by intraperitoneal injection once daily. At three weeks after treatment, the 

tumor size in each group was observed and the tumor inhibition rate in each treatment group was calculated, and 
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肝 癌 细 胞 对 化 疗 药 物 的 抵 抗 一 直 是 肝 癌 化 疗

的 主 要 障 碍 [ 1 ]。 增 强 化 疗 药 物 对 肝 癌 细 胞 的 细 胞

毒 作 用 对 提 高 肝 癌 综 合 治 疗 效 果 具 有 极 为 重 要 的

临床意义。querce t in（槲皮素）可以针对肿瘤细

胞 内 多 个 靶 标 和 多 条 信 号 通 路 而 有 利 于 杀 死 癌 细

胞，减缓耐药性发生，而对正常细胞毒性较小[2]；

与5-氟尿嘧啶（5 -FU）联用有利于减轻炎症反应

和贫血发生[3]；极有希望用于临床增强抗癌药物化

疗敏感性[4-6]。本文探讨quercetin抑制肝癌细胞体内

生长的作用，以及观察quercetin与5-FU联合作用的

效果，为提高肝癌化疗效果提供新的实验依据。

1　材料与方法

1.1  细胞株与动物

肝癌HepG2细胞株购于中山大学动物实验中

心细胞库；4~6周龄、18~25 kg裸鼠购于中山大学

医学实验动物中心。

1.2  主要实验试剂

R P M I  1 6 4 0 培 养 基 （ I n v i t r o g e n ） ； 新 西 兰

新生牛血清（Hyclone）；quercet in（Sigma），

c y c l i n  D 1 、 C y c l i n  E 和 P C N A 鼠 抗 人 单 克 隆

抗 体 （ S a n t a ） ， β - a c t i n 鼠 抗 人 单 克 隆 抗 体

（Neomarker公司），DAKO Real  EnVision ant i 

m o u s e / r a b b i t 二 抗 检 测 试 剂 盒 （ 基 因 公 司 ） ，

PVDF膜（Roche），Tri zo l  Reagen t（MRC），

S u p e r S c r i p t  I I 逆 转 录 酶 （ G i b c o  B R L ） T a q 酶

（Takara），胰酶（Sigma），Oligo d（T）18、

dNTP（上海生物工程技术服务有限公司）。PCR

引物合成：上海生物工程技术服务有限公司。

1.3  细胞培养

将HepG2细胞加入含10%小牛血清、1%双抗

的RPMI 1640培养基中，单层培养和孵化于37 ℃

的细胞培养箱中，每3 d更换培养液1次。待细胞覆

盖培养瓶壁80%~90%后给予传代培养。

1.4  裸鼠人肝癌皮下移植瘤模型的制作

取 肝 癌 H e p G 2 细 胞 株 ， 将 细 胞 浓 度 调 制 成

5×106，于裸鼠右侧腹股沟皮下注射HepG2细胞悬

液0.2 mL，超净环境下饲养1周后进行以下实验。

1.5  实验动物分组与处理

荷瘤动物随机分为4组，每组9只。对照组：

腹腔注入含0.08% DMSO溶剂的RPMI 1640培养基

0.025  mL/g；querce t in组：腹腔注入用DMSO充

分溶解的quercetin 50 mg/（kg·d）；5-FU组：腹

腔注入用DMSO充分溶解的5-FU 20 mg/（kg·d）；

quercetin+5-FU组：腹腔注入用DMSO充分溶解的

5-FU 20 mg/（kg·d）和quercetin 50 mg/（kg·d）。

各组动物每千克体质量注入的DMSO溶剂和RPMI 

1640培养基量相等，均每天注射1次。超净环境下

饲养3周。

1.6  标本采集及效应指标的检测

1.6.1  肿瘤大小及抑瘤率　治 疗 3 周 后 处 死 动 物

取 出 皮 下 移 植 瘤， 根 据 公 式 V（mm3）=πab2/6 计

算肿瘤的体积，分割组织用于病理鉴定和指标检测。

1.6.2  RT-PCR 法 检 测 cyclin D1、cyclin E 

mRNA 表 达　 提 取 总 RNA，1% 琼 脂 凝 胶 电 泳 检

测 RNA 完 整 性， 定 量， 取 总 RNA 2 μg 逆 转 录，

PCR 扩 增。 以 β-actin 为 内 参， 反 应 产 物 在 凝 胶

中 以 100 V 电 泳 后 于 凝 胶 成 像 仪 中 观 察 拍 照， 在

图象分析仪上经 Gene Tools 软件进行半定量分析，

the expressions of cyclin D1, cyclin E and proliferating cell nuclear antigen (PCNA) in the xenograft tumor tissues 

were determined by RT-PCR, Western blot and immunohistochemical staining, respectively.

Results: Compared with control group, the tumor size was reduced, and the mRNA and protein expressions 

of cyclin D1 and cyclin E as well as PCNA positive index in tumor tissue were decreased significantly in each 

treatment group (all P<0.05), where the tumor inhibition rate in combination treatment group was significantly 

greater, and the decreasing degrees in expressions of cyclin D1, cyclin E and PCNA were all significantly larger 

than that in either of the single agent treatment group (all P<0.05), but all the parameters between the two single 

agent treatment groups showed no significant difference (all P>0.05).

Conclusion: Quercetin can inhibit the proliferation of HCC cells by down-regulating cyclin D1 and cyclin E 

expressions, and may exert a synergistic action in combination with 5-FU. 
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测出各条带灰度与面积之积除以 β-actin 的灰度与

面 积 之 积， 得 到 一 相 对 强 度（relative intensity，

RI）。cyclin D1 上游引物：5'-TCT GTG CCA CAG 

ATG TGA AG-3'， 下 游 引 物 5'-AGC GTG TGA 

GGC GGT AGT AG-3'；cyclin E 上游引物：5'-GCC 

AGC CTT GGG ACA ATA ATG-3'，下游引物：5'-
GGG TGT TGC TCA AGA AAG TG-3'。

1.6.3  Western blot 检 测 cyclin D1、Cyclin E 蛋

白表达　取各癌组织，蛋白裂解液提取蛋白 , 凝胶

电泳，转膜，封闭 , 孵一抗（鼠抗人单克隆抗体），

洗膜，孵二抗（抗小鼠 IgG）室温下孵育 2 h 后，

以 β-actin 作内参，采用化学发光试剂显色，电子

计算机图像分析仪成像并进行半定量分析。

1.6.4  检 测 PCNA 以 判 断 细 胞 增 殖 状 态　 采 用

链 霉 菌 抗 生 物 素 蛋 白 过 氧 化 物 酶 法（SP） 检 测

PCNA。采用已知的阳性片为阳性对照，PBS 代替

一抗作阴性对照。光学显微镜下观察，用图像分析

软件分析，以阳性染色区域面积和平均 OD 值之乘

积计算为增殖指数。

1.7  统计学处理

整理实验结果，应用SPSS 13.0软件进行统计

分析。两组独立样本的比较采用 t检验，P<0.05认

为有统计学意义。

2　结　果

2.1  肿瘤大小及病理鉴定

各 实 验 裸 鼠 肿 瘤 呈 膨 胀 性 生 长 ， 饲 养 过 程 中

裸 鼠 皮 下 移 植 瘤 逐 渐 增 长 ， 对 照 组 动 物 在 观 察 过

程 中 精 神 较 差 ， 但 观 察 期 内 无 明 显 体 质 量 减 轻 ，

皮下移植瘤生长良好。quercet in、5 -FU组肿瘤体

积较小，quercet in和5 -FU联合用药组肿瘤体积更

小。 

肿 瘤 体 积 ： 对 照 组 （ 5 0 9 ± 1 0 5 ） m m 3 ，

q u e r c e t i n 组 （ 2 7 5 ± 6 2 ） m m 3， 5 - F U 组 （ 2 7 7 ± 

51）mm 3，quercet in+5 -FU组（191±32）mm 3。

各治疗组肿瘤体积均明显小于对照组（P<0.01 )；

且querce t in+5 -FU组抑瘤率明显高于两个单药组

（62.5% vs .  46.0% vs .  45.6%，均P<0.05），而两

个单药组间抑瘤率差异无统计学意义（P>0 .05）

（图1）。
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图 1　各组移植瘤体积比较
Figure 1　Comparison of the xerograft tumor size among groups

2.2  cyclin D1 与 cyclin E mRNA 表达

各治疗组cyclin D1和cyclin E的mRNA表达均

较对照组明显下调，且quercetin+5-FU组cyclin D1

和cycl in E的mRNA表达降低程度明显大于两个单

药组（均P<0.05)，而两个单药组间差异无统计学

意义（均P>0.05）（图2）。

图 2　各组 cyclin D1 和 cyclin E mRNA 表达
Figure 2　mRNA expressions of cyclin D1 and cyclin E in each group
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2.3  cyclin D1 与 cyclin E 蛋白表达

各组cyclin D1和cyclin E蛋白表达与mRNA变

化趋势一致（图3）。

2.4  免疫组化检测 PCNA 表达

免疫组化显示，各治疗组PCNA表达阳性指数

均较对照组明显降低，且quercet in+5-FU组PCNA

表达阳性指数明显低于两个单药组（均P<0.05)，

而 两 个 单 药 组 间 差 异 无 统 计 学 意 义 （ P > 0 . 0 5 ）

（图4）。

3　讨　论

3.1  cyclin D1 和 cyclinE 在肝癌细胞增殖中的作用

细 胞 周 期 是 生 命 活 动 的 重 要 过 程 ， 主 要 分 为

4个时期：G 0/G 1、S、G 2、M期，G 1和G 2期是细胞

生长期，S期是细胞将细胞核内的染色体复制的时

期，M期是细胞进行有丝分裂（mitosis）或减数分

裂（meiosis）的时期，遵循G1-S-G2-M演变规律。

其中，G 1/S和G 2/M是两个重要检查点，尤以前者

更为重要，细胞一旦由G 1跨入S则不再依靠外来刺

激而自动完成分裂过程[7]。

各 个 时 期 各 有 不 同 的 周 期 蛋 白 （ 周 期 素 ） 所

调 控 ， 不 同 的 周 期 蛋 白 在 细 胞 周 期 的 不 同 阶 段 发

生作用。cycl in  D 1是调控细胞周期G 1期的关键蛋

白，是G1进入S期进展的限速控制因素，对细胞增

殖及细胞周期的调控至关重要 [8]。cycl in  E是周期

进 程 的 基 本 的 调 节 因 子 ， 促 进 发 育 异 常 的 肝 细 胞

越过G1/S期检查点，促进肝癌发生[9]。cyclin D1和

cyclin E在肝癌中过度表达，在肝癌的发生发展中

起重要作用[10-11]。调控cyclin D1和cyclin E基因表

达 的 方 法 可 以 抑 制 肝 癌 细 胞 生 长 [ 1 2 - 1 5 ]。 本 实 验 结

果表明，5 -FU与quercet in均可有效下调肝癌组织

cycl in  D 1和cycl in  E表达，下调PCNA，抑制肝癌

生长。
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图 3　各组 cyclin D1 和 cyclin E 蛋白表达
Figure 3　Protein expressions of cyclin D1 and cyclin E in each group

图 4　免疫组化检测各组 PCNA 表达（×20）
Figure 4　Immunohistochemical staining for PCNA expression (×20)
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3.2  增殖细胞核抗原在肝癌发展中的作用

PCNA只存在于正常增殖细胞及肿瘤细胞内而

得名，PCNA与细胞DNA合成关系密切，在细胞增

殖 的 启动上起重要作用，其表达量的变化与DNA

合成一致，是反映细胞增殖状态的良好指标。在肝

癌 中 表 达 明 显 增 高 ， 是 判 断 肝 癌 细 胞 增 殖 状 态 的

重要指标。通过抑制肝癌细胞PCNA表达、调节其

Bax/Bcl-2比率可抑制肝癌细胞增殖、诱导凋亡[16]。 

本实验结果表明，5 -FU与quercet in均可有效下调

肝癌组织PCNA表达，抑制肝癌生长，联用5-FU与

quercetin可发挥显著的协同作用。

3.3   5-FU 抑制肝癌细胞增殖的机理

5 - F U 仍 然 代 表 癌 症 化 疗 的 基 石 ， 5 - F U 最 主

要 的 作 用 方 式 是 在 生 物 体 内 核 糖 基 化 和 磷 酸 化 ，

变成5-氟尿嘧啶脱氧核苷酸（5F -dUMP）而抑制

脱氧胸苷酸合成酶，阻止脱氧尿苷酸(dUMP)甲基

化 为 脱 氧 胸 苷 酸 （ d T M P ） （ 注 ： D N A 复 制 的 必

需原料），从而影响DNA的合成，导致细胞周期

停 滞 和 细 胞 凋 亡 。 本 研 究 表 明 5 - F U 可 下 调 c y c l i n 

D1、cyclin E和增殖细胞核抗原（proliferating cell 

nuclear  ant igen，PCNA）表达，抑制肝癌增长，

说明5-FU除了抑制DNA合成外，对细胞周期G/S转

化也有一定作用。

3.4  quercetin 抑制细胞增殖的机制

quercetin可以调控包括cyclin D1、cyclin E在

内的许多基因，使G 1期细胞减少，细胞停滞于G 2/

M期，M期缩短，防止动物肝癌形成 [5]，抑制肝癌

细 胞 增 殖 [ 6 ]。 本 实 验 结 果 表 明 ， q u e r c e t i n 可 下 调

肝癌组织cycl in  D 1、cycl in  E和PCNA表达，抑制

肝癌生长，进一步说明quercetin能调控细胞cyclin 

D 1、cycl in  E和PCNA表达，调控细胞周期，抑制

肝癌细胞增殖。

3.5  quercetin 协同 5-FU 抑制肝癌生长的机制

肝 癌 细 胞 对 5 - F U 细 胞 毒 性 作 用 的 化 学 抵 抗

一 直 是 肝 癌 化 学 药 物 治 疗 的 主 要 障 碍 。 肝 癌 细 胞

对5 -FU的抗药性与多药耐药机制形成有关，应用

5-FU反而导致肝癌细胞处于S期和G2/M期的比例增

加，G 0/G 1期细胞比例减少，超微结构、细胞间黏

附 和 相 关 基 因 表 达 均 发 生 显 著 改 变 [ 1 ]。 因 此 ， 提

高 肝 癌 细 胞 对 化 疗 药 物 敏 感 性 在 肝 癌 综 合 治 疗 中

具有极为重要的临床意义，如：野生型P53基因转

染[17]、抑制P53基因[18]、下调cyclin D1和β-catenin

表达[19]均可增强肝癌细胞对5-FU的敏感性。

HCC的发展是一个多步骤的过程，以持续细

胞 增 殖 、 逃 避 生 长 抑 制 、 抵 抗 细 胞 死 亡 、 侵 袭 、

转 移 、 血 管 生 成 和 能 量 代 谢 失 调 等 癌 症 标 志 性 变

化 为 特 征 。 癌 基 因 的 扩 增 或 过 度 表 达 、 抑 癌 基 因

过 度 甲 基 化 或 突 变 、 肿 瘤 干 细 胞 激 活 、 免 疫 细 胞

渗 透 、 肿 瘤 微 环 境 等 多 种 细 胞 和 分 子 变 化 导 致 肝

癌恶性转化 [ 20]。持续增殖是肝癌细胞最普遍的特

征 ， 因 此 ， 抑 制 细 胞 增 殖 是 肿 瘤 治 疗 的 有 效 方 法

之一。

本实验结果显示，5 -FU和quercet in均可显著

下调肝癌组织cyclin D1、cyclin E基因mRNA和蛋

白质表达，显著下调PCNA表达，抑制肝癌增长。

联合应用quercet in和5 -FU下调cycl in  D 1、Cycl in 

E基因mRNA和蛋白质以及PCNA表达的作用和抑

制 肝 癌 增 长 的 作 用 效 果 显 著 优 于 两 药 单 用 。 由 于

5 -FU主要作用于细胞S期，querce t i n主要作用于 

G 1期和G 2/M期，两者联合应用协同作用于肝癌细

胞 各 期 ， 更 加 有 效 地 抑 制 肝 癌 细 胞 增 殖 ， 抑 制 肝

癌生长。
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