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Abstract
AIM: To observe the effects of Quercetin on the 
invasion of human esophageal cancer cells, and 
to investigate the possible mechanism. 

METHODS: Human esophageal cancer cell line 
EC109 was treated with different concentrations 
of Quercetin, and then the anchorage indepen-
dence growth of EC109 cells was studied by 
colony formation in soft agar; the invasion abil-
ity of EC109 cells was determined by Boyden 
chamber, and the expression levels of midkine 
mRNA and protein were detected by real time 
RT-PCR and Western blot assay, respectively. 

RESULTS: After Quercetin treatment, the malig-
nant proliferation and invasive ability of EC109 

cells were obviously decreased, which showed 
a dose-dependent manner (all P < 0.05). Mean-
while, Quercetin down-regulated the expression 
of midkine mRNA and protein in a dose- and 
time-dependent manner (all P < 0.05). 

CONCLUSION: Quercetin can inhibit the inva-
sion of EC109 cells by down-regulating midkine 
expression. 
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摘要
目的: 观察中药提取物槲皮素对食管癌细胞
侵袭的影响, 并探讨其可能机制.  

方法:  采用不同浓度的槲皮素处理食管癌
EC109细胞后, 以软琼脂集落培养试验检测癌
细胞锚着不依赖性增殖, 以Boyden小室模型
方法检测癌细胞侵袭能力, 采用荧光实时定量
RT-PCR检测癌细胞中期因子(midkine, MK)基
因mRNA水平, 以Western blot方法检测癌细胞
MK基因蛋白水平变化.   

结果: 食管癌EC109细胞经槲皮素处理后, 恶
性增殖和侵袭能力均明显下降, 且呈剂量依赖
性(均P <0.05). 槲皮素处理组MK基因mRNA
和蛋白水平均明显下调, 且呈时间和浓度依赖
性(均P <0.05).

结论: 槲皮素可明显抑制食管癌EC109细胞侵
袭能力, 其机制可能与下调MK基因表达有关.

关键词: 食管肿瘤; 槲皮素; 侵袭; 中期生长因子; 免
疫印迹; 逆转录-聚合酶链反应
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■背景资料
槲皮素是一种天
然的黄酮类化合
物, 广泛分布于蔬
菜、水果及常见
中草药之中. 已有
研究发现, 槲皮素
可抑制多种肿瘤
细胞的增殖, 和某
些肿瘤细胞的侵
袭能力, 是颇具应
用前景的抗癌药
物之一, 但内在机
制尚不清楚. 

■同行评议者
王健生 ,  副教授 , 
西安交通大学医
学院第一附属医
院肿瘤外科



0  引言

槲皮素(quercetin, Que)是一种天然的黄酮类化

合物, 广泛分布于蔬菜、水果及常见中草药之

中. 已有研究发现, 槲皮素可抑制多种肿瘤细胞

的增殖[1-2], 和某些肿瘤细胞的侵袭能力[3-6], 是颇

具应用前景的抗癌药物之一, 但内在机制尚不

清楚. 为此, 本研究采用Que处理食管癌EC109细
胞, 观察了Que对癌细胞锚着不依赖性增殖、侵

袭和中期生长因子(midkine, MK)基因表达的影

响, 以探讨其抗癌机制.

1  材料和方法

1.1 材料 槲皮素, 购自Sigma公司, 用DMSO(二
甲基亚砜)配成储液, -20℃冰箱保存. 试验时用

1640培养基稀释, DMSO的最终浓度小于0.9%. 
人食管癌细胞株EC109购自美国ATCC细胞库. 
TRIzol试剂购自Invitrogen公司. BCA蛋白分析

试剂盒购自PiercE公司. MK和b-actin mAb, 购
自Santa Cruz公司. RPMI 1640、新生小牛血清, 
购自Gibco公司. 荧光实时定量PCR MK引物: 上
游, 5'-GCGCGCTACAATGCTCAGT-3'; 下游, 
5'-CCCTTCCCTTTCTTGGCTTT-3'. FAM探针引

物5'-CTCCTTACTGTGCTGTATCCCCATGG-3'. 
以3-磷酸甘油醛脱氢酶基因(GAPDH)为内参.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 人食管癌EC109细胞在含100 
mL/L新生小牛血清的RPMI 1640液中培养, 置
37℃, 50 mL/L CO2培养箱中. 每日观察, 待细胞

至对数生长期, 采用不同浓度的槲皮素处理后, 
然后准备进行以下试验. 
1.2.2 软琼脂集落培养试验: 根据文献[7]进行. 倒
置显微镜下随机计数每组样品10个视野中的集

落数, 取其平均数作比较. 结果采用t检验分析.  
1 .2 .3  体外侵袭抑制试验 :  该试验在改良的

Boyden小室中操作, 根据文献方法[7]进行. 400
倍光镜下计数穿过聚碳酸酯膜的细胞数, 以侵

袭细胞的相对数目表示肿瘤细胞侵袭能力. 随
机计数5个视野内的细胞数, 取平均值进行统计

处理, 每组计数3份样本. 
1.2.4 MK基因表达检测: 分别于槲皮素处理食管

癌细胞24、48、72 h后, 收集各组细胞, 用TRIzol
提取RNA, 并进行cDNA合成, 根据文献[8]方法, 
采用荧光实时定量PCR检测MK基因mRNA表

达水平. 按照上述时间收集各组细胞, 提取细胞

总蛋白, 蛋白定量后进行常规Western blot检测. 
利用Kodak Digital Science 1D Image Analysis 
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Software(Eastman Kodak公司, USA)测定Western 
blot条带净灰度值, 并与内参照b-actin的测定结

果相比较, 计算其比值. 
统计学处理 采用SPSS10.0统计软件包进行

统计学处理, 所得到的数值均以mean±SD表示.

2  结果

2.1 Que对食管癌细胞软琼脂集落形成的影响    
食管癌E C109细胞在体外半固体培养体系中

可以自发地形成集落. 而癌细胞经槲皮素处理

后, 所形成的集落数明显减少, 且呈剂量依赖性

(P <0.05, 图1).
2.2 Que对食管癌细胞侵袭的影响 收集经Que处
理的细胞, 采用Boyden小室检测癌细胞侵袭情

况. 结果发现, 与对照组比较, Que处理组癌细胞

穿过滤膜的细胞数明显下降, 且呈浓度依赖性

(P <0.05, 图2). 
2.3 Que对食管癌细胞MK基因表达的影响 以槲

皮素处理细胞后, 于不同时间收集细胞, 分别采

用荧光实时定量PCR和Western blot检测. 结果发

现, 与对照组比较, 处理组MK基因mRNA和蛋

白水平明显降低(P <0.05, P <0.05, 图3-4).

3  讨论

自1971年美国NCI组织首次发现槲皮素对P388
白血病的抑制作用后, 许多学者发现, 槲皮素可

www.wjgnet.com

■相关报道
有学者发现, MK
基因与某些癌细
胞侵袭有关, 但是
尚不了解MK基因
与食管癌细胞侵
袭的关系, 需要从
细胞水平、基因
水平进行研究, 以
进一步深入了解
槲皮素的抗癌机
制. 

20

15

10

5

0

集
落

形
成

数

对照组          5            10           20          40
                           浓度(mmol/L)

图  1  槲皮素对食管癌EC109细胞软琼脂集落形成的影响. 
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图  2  槲皮素对食管癌EC109细胞侵袭的影响. 

■研发前沿
槲皮素(Que)可抑
制多种肿瘤细胞
的增殖及侵袭, 是
颇具应用前景的
抗癌药物之一, 但
内在机制尚不清
楚. 
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抑制多种恶性肿瘤如白血病、肺癌、肝癌、卵

巢癌、膀胱癌、结肠癌等多种癌细胞的恶性增

殖. 最近研究发现, 槲皮素可抑制某些癌细胞侵

袭转移[5-6], 但其机制尚不完全清楚. 本研究采用

槲皮素处理食管癌EC109细胞, 观察了其对锚着

不依赖性增殖和侵袭的影响, 并从MK基因角度

方面初步探索了其可能的抗癌机制. 
正常真核细胞, 除成熟血细胞外, 大多须黏

附于特定的细胞外基质上存活, 称为锚着依赖

性(anchorage dependence). 一般认为, 肿瘤细胞

在软琼脂形成集落的多少可反映肿瘤细胞锚着

不依赖性增殖的特性, 且与其恶性程度呈正相

关. 癌细胞侵袭能力强, 则在软琼脂上形成的集

落数目多. 本研究发现, 食管癌细胞经不同浓度

的槲皮素处理后, 软琼脂集落数明显减少, 且呈

浓度依赖性(P <0.05). 

肿瘤细胞侵袭转移是一个复杂的过程. 先从

原发肿瘤上脱落, 侵入细胞外基质, 然后穿透淋

巴管和血管, 进行远处转移. 在此过程中, 肿瘤细

胞侵袭细胞外基质, 是重要的步骤. 本研究所用

的基质胶(matrigel)含有Ⅳ型胶原、层黏蛋白、

巢蛋白(entactin)、硫酸肝素蛋白多糖等成分, 与
细胞外基质的成分非常相近. 因此, 能有效地在

体外模拟肿瘤细胞的侵袭过程. 在体外侵袭实

验中, 我们观察到EC109胞具有较强的侵袭能力, 
而经过Que处理的癌细胞, 穿过聚碳酸脂膜的细

胞数量减少, 且呈浓度依赖性(P <0.05). 由此说

明, 槲皮素可抑制食管癌细胞的侵袭能力. 
MK基因是1988年Ca l tagirone et a l [9-10]在

视黄酸诱导的小鼠胚胎肿瘤细胞系HM-1细胞

cDNA文库中发现的一种新基因, 其后, 在多种

动物和人类中均已发现了基因. MK蛋白和另一

种相似的细胞因子-多效生长因子(pleiotrophin, 
P T N)一起归为一类新的肝素结合因子家族

(heparin binding factor family)[9]. 研究发现, MK
在许多肿瘤如食管癌、胃癌、结肠癌、胰腺

癌、肝细胞癌、肺癌等多种癌细胞和组织中过

表达, 而在正常组织中表达很低或不表达[10-18]. 
近来有学者发现, MK基因表达与某些癌细胞

侵袭有关[19]. 因此, MK有可能作为肿瘤标志物

在肿瘤的诊断、预后和治疗中发挥作用本研究

以Que处理食管癌EC109细胞后, 分别以荧光实

时定量PCR方法和Western blot检测cripto基因

mRNA和蛋白水平, 结果发现, Que处理组MK蛋

白和mRNA水平均明显下调, 且呈时间和浓度依

赖性(P <0.05, P <0.05). 因此, 我们推测, Que抑制

食管癌细胞侵袭, 可能与下调MK基因表达有关. 

■创新盘点
本研究首次从细
胞水平观察了槲
皮素对食管癌细
胞侵袭的影响, 并
从MK基因角度探
讨了可能的机理, 
具有重要的意义. 
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图  3  槲皮素对食管癌细胞MK基因mRNA水平的影响. 
B-C: 实时定量PCR图(48 h); B: MK; C: GAPDH. 
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总之, 本研究提示, Que可明显抑制食管癌

细胞体外恶性增殖和侵袭能力, 下调MK基因表

达, 可能是重要机制之一. 
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■同行评价
本研究方法合理, 
对照可靠, 统计方
法运用恰当, 结果
明确, 讨论部分能
够结合国内外相
关文献就研究内
容展开重点突出
的讨论, 并得出相
应的结论, 具有一
定的参考价值. 


