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槲皮素诱导人结肠癌细胞 HT-29 凋亡的机制研究 
 

蒋师 a，张兴强 b
(恩施土家族苗族自治州中心医院，a.消化内科；b.放射科，湖北 恩施 445000) 

 
摘要：目的  探讨槲皮素在体外对人结肠癌 HT-29细胞凋亡的影响，并对其诱导机制进行研究。方法  体外常规培养 HT-29

细胞，随机设定对照组和高、中、低剂量(32，16，8 μg·mL1)槲皮素组，药物干预 24 h 后，采用 CCK-8 试剂盒检测槲皮

素对 HT-29 细胞增殖的影响，倒置显微镜观察细胞形态变化，蛋白免疫印迹法检测 MKK3/6/p38 信号通路蛋白表达，并

同时检测凋亡相关蛋白 Caspase 8、Caspase 3、Bax 及 Bcl-2 的表达水平。结果  槲皮素干扰 HT-29 细胞 24 h 后，CCK-8

实验发现槲皮素可明显抑制细胞的增殖；形态学观察发现细胞密度明显减小、细胞体积变小；免疫印迹实验发现槲皮素

可诱导 MKK3/6 及 p38 的磷酸化，进而促进促凋亡蛋白 Caspase8、Caspase3 及 Bax 的表达，抑制了抗凋亡蛋白 Bcl-2 的

表达。结论  槲皮素可诱导人结肠癌 HT-29 细胞凋亡，其作用机制可能与激活 MKK3/6/p38 信号通路有关。 

关键词：槲皮素；人结肠癌细胞；凋亡；信号通路 

中图分类号：R285.5       文献标志码：A       文章编号：1007-7693(2017)11-1535-04 

DOI: 10.13748/j.cnki.issn1007-7693.2017.11.007 

引用本文：蒋师, 张兴强. 槲皮素诱导人结肠癌细胞 HT-29 凋亡的机制研究[J]. 中国现代应用药学, 2017, 34(11): 1535-1538. 

 
Mechanism of Apoptosis Induced by Quercetin in Human Colon Cancer HT-29 Cells 
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b.Department of Radiology, Enshi 445000, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the influence of quercetin on the apoptosis of human colon cancer HT-29 cells in 
vitro and study the induced mechanism. METHODS  Human colon cancer HT-29 cells were cultured in vitro and divided into 4 

groups, including control group, high-dose quercetin group (32 μg·mL1), medium-dose quercetin group (316 μg·mL1) and 

low-dose quercetin group (8 μg·mL1). After quercetin intervention for 24 h, CCK-8 kit was used to observe the effect of 
quercetin on HT-29 cells proliferation; alterations of HT-29 cells morphology were determined using inverted microscope; 
Western blot technology was used to detect the expression levels of MKK3/6, p38, p-MKK3/6, p-p38, Caspase 8, Caspase 3, Bax 
and Bcl-2. RESULTS  These findings showed that quercetin could significantly inhibite the proliferation of HT-29 cells in vitro; 
HT-29 cells density significantly decreased and cells size significantly lessened after quercetin intervention for 24 h; moreover, 
the phosphorylation levels of MKK3/6 and p38 were significantly rised induced by quercetin, and pro-apoptotic protein 
(Caspase8, Caspase3, Bax) significantly up-regulated while anti-apoptotic protein (Bcl-2) significantly inhibited by quercetin. 
CONCLUSION  Quercetin can induce the apoptosis of human colon cancer HT-29 cells and the mechanism may relate to the 
activation of MKK3/6/p38 signal pathway. 
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结直肠癌是对人类危害巨大的恶性肿瘤，其

发病率逐年升高，在全球恶性肿瘤发病率中居第 3

位，严重威胁着人类的生命健康。槲皮素是一种

天然的黄酮类化合物，广泛存在于多种植物根茎

中[1]。研究发现槲皮素药理活性较广泛，在抗氧化

和抗炎症过程中表现出良好的效果[2]，对多种疾病

的治疗效果较明显，可用于治疗神经退行性疾病[3]、

肿瘤[4-5]、糖尿病[6]及肥胖症[7]等。研究表明槲皮素

可通过诱导肿瘤细胞的凋亡来治疗癌症，其中严

兴耘等[8]研究发现槲皮素可诱导人结肠癌 HT-29

细胞的凋亡，并且对其机制探讨发现槲皮素可能

是通过上调促凋亡蛋白 Caspase3 和 Bax 及下调抗

凋亡蛋白 Bcl-2 来实现的，但对其作用的信号通路

未见相关报道。因此，本实验采用 CCK-8 检测、

形态学观察、免疫印迹等方法，观察槲皮素干预

后 HT-29 细胞的增殖情况、形态改变及信号通路

蛋白的激活，探讨槲皮素影响 HT-29 细胞凋亡及

其可能的作用机制。 

1  材料及仪器 

1.1  细胞株   

人结肠癌细胞株 HT-29 购自武汉巴菲尔生物

技术有限公司(从美国 ATCC 细胞库引进)。 
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1.2  试剂及仪器   

槲皮素 (浙江达诺药业有限公司，批号：

117-39-5，纯度≥99%)；RPMI1640 培养基、胰蛋

白酶、胎牛血清均购自武汉谷歌生物有限公司；

CCK-8 试剂盒购自南京凯基生物科技发展有限公

司(批号：PBT-620)；BCA 蛋白浓度测定试剂盒(上

海谷歌生物有限公司，批号：P0012S-07)；TBS

粉末(武汉谷歌生物有限公司)；RIPA 裂解液(批号：

C1534)、一抗稀释液(批号：C154855)购自上海吉

诺公司；ECL 显色液 (Sigma 公司 )；β-actin、

MKK3/6、p-MKK3/6、p38、p-p38、Caspase8、

Caspase3、Bax 和 Bcl-2 一抗均购自美国 Cell 

Signaling Technology；二抗羊抗兔 IgG 购自美国

LI-COR Biosciences。 

单人超净台、CB15C02 细胞培养箱(北京六一

仪器厂)；Victor3 1420 Multilable Counter 酶标仪

(美国 BD，FACS AriaIII)；HD-3000 凝胶成像仪(上

海上天精密仪器有限公司)。 

2  方法 

2.1  槲皮素储备液制备   

精密称取槲皮素 10 mg 于 1.5 mL 微量管中，

加入 40 μL DMSO 后涡旋促使充分溶解，便得到

2.5×105 μg·mL1 储备液，置于20 ℃冰箱储存。  

2.2  HT-29 细胞培养   

HT-29 细胞采用 RPMI1640 培养基，成分包含

10%FBS、1%A-A(100 U·mL1 青霉素-100 mg·mL1

链霉素)，置于条件为温度 37 ℃、5%CO2 浓度、

90%的饱和湿度恒温箱中培养。等到细胞贴壁生长

到 80%左右，便可消化传代培养。 

2.3  CCK8 试剂检测 HT-29 细胞增殖 

取对数生长期的细胞，用 0.25%胰酶消化并收

集。用 RPMI1640 完全培养液重悬细胞，调整细

胞密度为每孔 1×105 个接种于 96 孔板，常规条件

培养 24 h。待细胞贴壁生长至 80%左右时，将细

胞分为 4 组(即空白对照组、32 μg·mL1 槲皮素组、

16 μg·mL1 槲皮素组、8 μg·mL1 槲皮素组)，以上

4 组细胞均设 6 个复孔。继续培养 24 h 后，吸弃

各孔中液体，加入 10 μL CCK8 试剂，轻轻震荡均

匀后培养箱中继续孵育 1 h，取出置于酶标仪中，

于 450 nm 处测定吸光度(OD)值，并按下列公式计

算增殖抑制率。 

抑制率(%)＝(对照组 OD 值－实验组 OD 值)/

对照组 OD 值×100%。 

2.4  细胞形态观察   

HT-29 细胞用 32，16，8 μg·mL1 槲皮素组处

理 24 h 后，在倒置显微镜下观察细胞形态的变化

并拍照。 

2.5  Western Blot 检测蛋白表达水平 

取对数生长期的细胞，用 0.25%胰酶消化并收

集。用 RPMI1640 完全培养液重悬细胞，调整细

胞密度为每孔 1×106 个接种于 6 孔板，常规条件

培养 24 h。待细胞贴壁生长至 80%左右时，用 32，

16，8 μg·mL1 槲皮素处理细胞，继续培养 24 h 后

提取蛋白。BCA 试剂检测蛋白浓度，再加入蛋白

上样缓冲液，于 100 ℃加热煮沸 10 min。每孔加

入 20 μg 蛋白上样，在 12%的 SDS-PAGE 凝胶中

电泳分离，分离胶电泳时电压设置为 120 V，浓缩

胶电泳分离时电压设置为 70 V；分离完成后在

200 mV 电流转膜 60 min；再将 NC 膜用 5%脱脂

奶粉室温封闭 1 h；一抗孵育过夜后，再二抗常温

下孵育 1 h，洗膜 3 次，显色成像。 

2.6  统计学处理 

采用 SPSS 20.0 软件进行统计分析，实验数据

用 sx  表示，组间比较采用单因素方差分析检

验，P<0.05 具有统计学意义。 

3  结果 

3.1  槲皮素对 HT-29 细胞增殖的影响 

8 μg·mL1 槲皮素对人结肠癌 HT-29 细胞有明

显的抑制作用，随着槲皮素浓度的增高，对 HT-29

细胞的抑制率也升高，呈剂量依赖性，结果见图 1。 

 
图 1  槲皮素对 HT-29 细胞增殖的抑制作用(n=6) 
与空白对照组比较，1)P<0.01。 

Fig. 1  The inhibitory effect of quercetin on the proliferation 
of HT-29 cells (n=6) 
Compared with control group, 1)P<0.01. 

3.2  槲皮素对 HT-29 细胞形态的影响 

倒置显微镜下观察 4 组细胞形态发现，空白

对照组 HT-29 细胞胞质均匀，核仁清晰，细胞饱
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满，状态良好，呈梭形。随着槲皮素浓度增加，

可见细胞形态发生明显的变化，并且细胞数量显

著减少，细胞逐渐变圆，体积变小，折光性减弱，

到高浓度药物处理组时细胞悬浮、脱落而死亡。

实验结果表明，槲皮素能够促进 HT-29 细胞的凋

亡，并随药物浓度的增加而增强，呈现剂量依赖

性，结果见图 2。 

 
图 2  槲皮素对 HT-29 细胞形态的影响(100×) 
a空白对照组；b8 μg·mL1 槲皮素处理组；c16 μg·mL1 槲皮素处理

组；d32 μg·mL1 槲皮素处理组。 

Fig. 2  The influence of quercetin on the HT-29 cells 

morphology(100×) 
acontrol group; b8 μg·mL1 quercetin group; c16 μg·mL1 quercetin 

group; d32 μg·mL1 quercetin group. 

3.3  荧光显微镜检测 HT-29 细胞凋亡情况 

荧光显微镜观察了槲皮素对 HT-29 细胞凋亡

的影响，结果见图 3。结果表明，槲皮素可以明显

促使 HT-29 细胞凋亡的发生，并且随着药物浓度

的升高，细胞凋亡率也显著上升。 

 
图 3  光学显微镜下观察 HT-29 细胞凋亡(100×) 
A空白对照组；B8 μg·mL1 槲皮素处理组；C16 μg·mL1 槲皮素处

理组；D32 μg·mL1 槲皮素处理组。 

Fig. 3  The changes of HT-29 cell morphological by light 

microscope detection (100×) 
Acontrol group; B8 μg·mL1 quercetin group; C16 μg·mL1 quercetin 

group; D32 μg·mL1 quercetin group. 

3.4  槲皮素对 MKK3/6/p38 信号通路的影响 

通过免疫印迹技术检测 MKK3/6/p38 信号通

路蛋白发现，槲皮素可以促进 p-MKK3/6 和 p-p38

蛋白的表达水平上调，并随着药物浓度的增加

MKK3/6 和 p38 磷酸化水平随之增强，与空白对照

组相比，差异有统计学意义(P<0.05)，结果见图 4。 

 

 
图 4  槲皮素对 MKK3/6 及 p38 磷酸化的影响 
a空白对照组；b8 μg·mL1 槲皮素处理组；c16 μg·mL1 槲皮素处理

组；d32 μg·mL1 槲皮素处理组；与空白对照组比较，1)P<0.01。 

Fig. 4  The effect of quercetin on the phosphorylation levels 
of MKK3/6 and p38  
acontrol group; b8 μg·mL1 quercetin group; c16 μg·mL1 quercetin 

group; d32 μg·mL1 quercetin group; compared with control group, 
1)P<0.01. 

3.5  槲皮素对凋亡蛋白表达的影响 

免疫印迹技术对凋亡蛋白表达水平检测结果

见图 5。槲皮素可以促进促凋亡蛋白 Caspase8、

Caspase3 和 Bax 的表达上调，并随药物浓度升高

而显著增强；而槲皮素则可以抑制抗凋亡蛋白

Bcl-2 的表达，并随药物浓度升高而显著降低，表

现出药物浓度依赖性。 

4  讨论 

肿瘤生长是由于细胞的增殖和凋亡失衡所引

起的，槲皮素可通过调节结肠癌细胞中与细胞生

长、分化和凋亡相关基因和蛋白的表达，从而调

节肿瘤的发生与发展。Bcl-2 和 Bax 共同调节细胞

的凋亡过程，其中 Bax 是促凋亡基因，Bcl-2 为抗

凋亡基因。Caspase3 是最早出现变化的一类蛋白

水解酶，是介导细胞凋亡的重要调节因子，并且

它表现出促凋亡的效应。研究发现 Bax/Bcl-2 比例

失衡时，便可促进 Caspase3 的表达，起到促进肿 
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图 5  槲皮素对凋亡蛋白表达的影响 
a空白对照组；b8 μg·mL1 槲皮素处理组；c16 μg·mL1 槲皮素处理

组；d32 μg·mL1 槲皮素处理组；与空白对照组比较，1)P<0.01。 

Fig. 5  The effect of quercetin on the expression of 
apoptosis protein 
acontrol group; b8 μg·mL1 quercetin group; c16 μg·mL1 quercetin 

group; d32 μg·mL1 quercetin group; compared with control group, 
1)P<0.01. 

瘤细胞发生凋亡的作用[9]。本实验结果发现槲皮素

可提高人结肠癌细胞中 Caspase3 的表达和

Bax/Bcl-2 比例，从而诱导 HT-29 细胞的凋亡。与

Yang 等 [10-11]的研究结果一致：槲皮素可以诱导

Bcl-2、Bcl-x 表达下调，促进促凋亡蛋白 Caspase3

和 Bax 的表达上调，进而增强肺癌细胞 NCI-H209

和前列腺癌细胞 PC-3 的凋亡。 

p38MAPK 信号通路的活化可以激活一系列

的生化反应，包括细胞周期的调控、免疫反应、

细胞骨架识别、细胞分化、细胞凋亡、肿瘤发生

等。p38MAPK 途径与其信号传导通路途径共同参

与了细胞凋亡过程 [12] 。而槲皮素是否通过

p38MAPK 信号通路的活化来激活结肠癌细胞凋

亡过程，并未见相关报道。因此，本实验检测了

MKK3/6/p38 信号通路相关蛋白的表达变化，探讨

了槲皮素影响凋亡蛋白表达变化的作用机制。结

果发现槲皮素可以明显促进 MKK3/6 和 p38 蛋白

的磷酸化，激活 p38MAPK 途径促进结肠癌细胞

凋亡的发生。然而，槲皮素作用 MKK3/6/p38 通路

的上游蛋白并未可知，笔者将进一步研究槲皮素

可能直接作用的靶标蛋白。总之，槲皮素可以通

过 MKK3/6/p38 通路诱导促凋亡蛋白表达、抑制抗

凋亡蛋白表达，进一步诱导人结肠癌细胞的凋亡。 
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