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Abstract
AIM: To investigate the effect of quercetin on the 
proliferation and apoptosis of colon carcinoma 
cell line HT-29 and its molecular mechanism. 

METHODS: HT-29 cells were treated with dif-
ferent concentrations of quercetin (40×10-6, 80×
10-6 and 160×10-6  mol/L) for 72 h. HT-29 cells 
treated with DMSO vehicle were used as the 
controls. MTT assay, flow cytometry, immuno-
cytochemistry and reverse transcription poly-
merase chain reaction (RT-PCR) was used to ob-
serve the changes of cell proliferation, cell cycle, 

Caspase-3 protein expression, and bax, bcl-2, and 
Caspase mRNA expression in HT-29 cells, re-
spectively. 

RESULTS: Quercetin at a concentration of 40×
10-6  mol/L promoted the proliferation of HT-29 
cells (P < 0.05), while it significantly inhibited 
the proliferation of HT-29 cells at the concentra-
tions of 80×10-6 and 160×10-6  mol/L (P < 0.05 or 
P < 0.01), showing a time-dependent manner. 
After treatment with 40×10-6, 80×10-6 and 160×
10-6  mol/L quercetin for 72 h, the proliferation 
ratio of HT-29 cells were (111.8 ± 9.6)%, (64.6 ± 
8.3)% and (26.1 ± 5.7)%, respectively; the per-
centages of HT-29 cells at period G0/G1 were 
(32.7 ± 5.4) %, (58.1 ± 18.3)% and (71.6 ± 20.8)% 
respectively, and those of HT-29 cells at period 
S were (48.6 ± 17.5)%, (27.4 ± 13.4)% and (15.4 ± 
10.1)%, respectively; the apoptosis rates of HT-29 
cells were (7.0 ± 1.3)%, (15.6 ± 3.6)% and (26.4 
± 6.2)% respectively. 80×10-6. 160×10-6  mol/L 
quercetin acted on HT-29 cell, the cells at period 
G0/G1 and the apoptosis rates were significantly 
increased (P < 0.01), and the cells at period S 
were significantly decreased (P < 0.01) after 80
×10-6 and 160×10-6  mol/L quercetin treatment. 
Quercetin at concentrations of 80×10-6 and 160
×10-6  mol/L increased the expression of Cas-
pase-3 and bax mRNA and Caspase-3 protein, 
but decreased the expression of bcl-2 mRNA. 
Quercetin at a concentration of 40×10-6  mol/L 
increased Caspase-3 mRNA expression and the 
proliferation of HT-29 cells, but not Caspase-3 
protein expression. 

CONCLUSION: Quercetin at lower concentra-
tions can promote the proliferation of colon 
carcinoma cell line HT-29 while it can inhibit the 
proliferation and induce apoptosis of HT-29 cells 
at higher concentrations. The mechanism may be 
associated with up-regulation of Caspase-3 and 
bax and down-regulation of bcl-2 expression. 
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■背景资料
高 浓 度 Q u 能 抑
制 多 种 肿 瘤 细
胞 的 增 生 ,  通 过
影响Caspase-3 , 
bcl -2, bax , EGFR
等mRNA及其蛋
白的表达从而诱
导多种肿癌细胞
凋亡 .  Qu能促进
结肠癌H T- 2 9细
胞 凋 亡 ,  其 分 子
机制不十分清楚. 
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摘要
目的: 探讨槲皮素(Qu)对结肠癌HT-29细胞增
殖和凋亡影响的分子机制.  

方法: 以40×10-6, 80×10-6, 160×10-6 mol/L的
槲皮素作用结肠癌HT-29细胞, 以溶剂为对照
组, 采用MTT试验、流式细胞分析、免疫细
胞化学和RT-PCR等方法观察槲皮素对结肠癌
细胞增殖, 细胞周期, 细胞凋亡, 及Caspase-3
蛋白表达、Caspase-3、bcl- 2、bax  mRNA表
达的影响.  

结果: 40×10-6 mol/L Qu明显促进HT-29细胞
增殖(P <0.05), 80×10-6, 160×10-6 mol/L Qu
明显抑制细胞增殖(P <0.05或P <0.01), 呈时间
-效应. 40×10-6, 80×10-6, 160×10-6 mol/L 槲
皮素作用HT-29细胞72 h, 其增殖率分别为
(111.8±9.6)%, (64.6±8.3)%和(26.1±5.7)%, 
G0/G1期细胞分别为(32.7±5.4)%、(58.1±
18.3)%和(71.6±20.8)%, S期细胞分别为(48.6
±17.5)%、(27.4±13.4)%和(15.4±10.1)%, 细
胞凋亡率分别为(7.0±1.3)%、(15.6±3.6)%
和(26.4±6.2)%, 80×10-6, 160×10-6 mol/L能
明显提高G0/G1期细胞(P <0.01), 明显降低S期
细胞(P <0.01), 细胞凋亡明显增加(P<0.01). 80
×10-6, 160×10-6 mol/L的Qu增加细胞中bax 
mRNA, Caspase-3 mRNA及其蛋白的表达, 降低
bcl-2 mRNA的表达. 40×10-6 mol/L的Qu增加
Caspase-3 mRNA表达, 但其蛋白表达未见明显
增加, 细胞增殖明显增加.  

结论: 槲皮素能促进结肠癌HT-29细胞增殖, 
也能诱导细胞凋亡, 其机制可能是通过上调
Caspase-3和bax表达, 降低bcl-2表达来实现的.  

关键词: 细胞凋亡; 结肠癌; 槲皮素; Caspase-3; 

bcl -2; bax
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0  引言

槲皮素(quercetin, Qu)是一种天然的黄酮类化合

物, 广泛存在于苹果、洋葱、茶叶[1-2]及银杏、

款冬花、高良姜、侧柏叶、桑寄生、田基黄等

中药中, 能诱导多种癌细胞凋亡[3-6], 抑制肝肿瘤

细胞生长[7], 能促进结肠癌HT-29细胞凋亡[8-9], 但

其作用分子机制未见报道. 我们将槲皮素作用

于结肠癌HT-29细胞, 通过MTT实验、流式细胞

仪、免疫组化、RT-PCR等方法观察HT-29细胞

的增生、凋亡和Caspase-3, bcl -2, bax的改变, 探
讨槲皮素影响HT-29细胞凋亡的可能分子机制.  

1  材料和方法

1.1 材料 槲皮素, 纯度>98%, Sigma产品. 小鼠抗

人Caspase-3抗体, 1∶75稀释, 羊抗兔S-P试剂盒

及DAB显色试剂盒, 北京中杉产品. RT-PCR试剂

盒, 上海Sangon产品. 人结肠癌HT-29细胞由中

科院上海细胞所提供, HT-29细胞在RPMI 1640
中37℃, 50 mL/L CO2培养, 常规传代. 
1.2 方法  实验分为4组 :  C o n(对照)组 ,  给予

DMSO; Qu40组, 40×10-6 mol/L的Qu; Qu80组, 
80×10-6 mol/L的Qu; Qu160组, 160×10-6 mol/L
的Qu. 
1.2.1 MTT试验 参见文献[10], 以492 nm波长测

定活细胞的吸光度(A ), 增生率(PR) = 实验组A
值/溶剂对照组A值×100%. 
1.2.2 细胞周期相及凋亡检测 实验各组细胞处

理72 h, 收获细胞, 700 mL/L冷乙醇固定, RNase
消化, 碘化丙啶(PI)染色, 流式细胞仪检测. 
1.2.3 Caspase-3的蛋白检测 细胞生长于小盖玻

片上, 多聚甲醛固定, 血清封闭, 加一抗于37℃
孵育50 min, 按SABC试剂盒操作, DAB显色, 脱
水、透明, 显微镜观察并照相及数据分析. 
1.2.4 RT-PCR检测Caspase-3、bax、bcl- 2 mRNA 
实验各组细胞处理72 h, 收获细胞, 用Turipure
试剂一步法提取各组细胞总R N A, 逆转录为

cDNA置-80℃备用. 引物由上海生工生物公司合

成, Caspase-3: 上游5'-CAA ACT TTT TCA GAG 
GGG ATC G -3', 下游5'-GCA TAC TGT TTC 
AGC ATG GCA C -3', 扩增产物272 bp; bcl- 2: 上
游5'-TGT GGC CTT CTT TGA GTT CG-3', 下游

5'-TCA CTT GTG GCT CAG ATA A GC -3', 扩增

产物280 bp; bax : 上游5'-TCC ACC AAG AAG 
CTG AGC GA -3', 下游5'-GTC CAG CCC ATG 
ATG GTT CT -3', 扩增产物257 bp; β-actin: 上
游5'-ATC CAT CCG ACA TTG AAG T-3', 下游

5'-CTC TAA GTT GCC AGC CCT-3', 扩增产物

449 bp. 取样本总cDNA 3 μL、上游和下游引

物各1.5 μL, 依次加入试剂盒其他成分. 反应条

件: 94℃灭活40 s, 60℃退火40 s, 72℃延伸40 s, 
22个循环, 20 g/L琼脂糖电泳, 照相、分析. 

统计学处理 采用SPSS 10.0软件进行单因素

■创新盘点
本文观察了Qu对
HT-29细胞增生、

凋 亡 的 影 响 ,  特
别是观察了Casp-
ase-3, bcl -2, bax 
mRNA及其蛋白
的表达的改变, 从
凋亡转录水平探
讨Qu影响细胞凋
亡的可能分子机
制. 
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方差分析. 

2 结果

2 .1  槲皮素对H T-29细胞增生的影响  40×
10-6 m o l/L的Q u能促进H T-29细胞增生 ;  80
×10-6 m o l/L 的Q u能抑制细胞增生 ;  160×
10-6 mol/L 的Qu对细胞增生的抑制作用更明显

(表1). 40×10-6, 80×10-6, 160×10-6 mol/L 的Qu
作用72 h, HT-29细胞的增生率分别为111.8%, 
64.6%, 26.0%, 80×10-6, 160×10-6 mol/L Qu抑制

HT-29细胞增生呈现时间-效应关系(图1). 
2.2 槲皮素对HT-29细胞周期的影响 流式细胞分

析结果显示, Qu作用HT-29后, 40×10-6 mol/L Qu
对HT-29结肠癌的细胞周期影响不大, 但80×10-6 
和160×10-6 mol/L Qu主要将HT-29结肠癌细胞

阻滞于G0/G1期, 并且细胞凋亡明显增加(表2). 
2.3 槲皮素对HT-29细胞Caspase-3蛋白表达的影

响 80×10-6和160×10-6 mol/L Qu能促进HT-29

结肠癌细胞中Caspase-3蛋白表达, 并呈剂量-效
应关系, 但40×10-6 mol/L 对HT-29结肠癌细胞

中Caspase-3蛋白表达影响不大(图2, 3). 
2.4 槲皮素对HT-29细胞Caspase-3, bcl- 2, bax  
mRNA表达的影响 40×10-6 mol/L槲皮素能降

低HT-29细胞Caspase-3的表达, 但80×10-6, 160
×10-6 mol/L槲皮素能激活细胞中Caspase-3和
bax  mRNA表达, 并呈剂量-效应关系(图4A, B). 

RT-PCR的半定量分析以凝胶成像系统的分

析软件Q1来分析其灰度值, 每实验重复3次, 设
Control组目的条带/β-actin为I0, Qu组的目的条带

/β-actin值为I, 以I/I0值为半定量结果, 各组间进

行单因素方差分析, 结果显示, 40×10-6 mol/L槲
皮素能明显降低HT-29细胞中Caspase-3的表达, 
但80×10-6 mol/L和160×10-6 mol/L槲皮素能明

显激活细胞中Caspase-3和bax  mRNA表达, 明显

降低bcl- 2的表达, 并呈剂量-效应关系(图5). 

    

表  1  槲皮素对HT-29结肠癌细胞增殖的影响 (A , mean±SD)

aP<0.05, bP<0.01 vs  Control.

t /h Control
C(Quercetin)/(μmol/L)

40 80 160

24 0.454±0.013 0.499±0.016 0.351±0.011a 0.183±0.011b

48 0.662±0.036 0.772±0.046a 0.458±0.023b 0.221±0.012b

72 0.874±0.035 0.977±0.036a 0.565±0.028b 0.227±0.011b

    

表  2  槲皮素作用48 h对HT-29细胞周期的影响 (mean±SD, n  = 3, %)

分组 G1/G0 G2/M S 凋亡 

Control 27.54±11.25 19.98±8.71 52.48±16.75  4.65±1.13
Qu40 32.72±15.42 18.69±9.61 48.59±17.54  6.97±1.25
Qu80  58.05±18.34b 14.57±7.48  27.38±13.41b 15.55±3.57b

Qu160  71.58±20.76b 13.06±5.37  15.36±10.06b 26.41±6.19b

bP<0.01 vs  Control.

图  2  槲皮素作用48  h对HT-29细胞中Caspase-3蛋白表

达的影响. aP<0.05, bP<0.01 vs  Control.
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图  1  槲皮素对HT-29细胞增殖率的影响. 

■应用要点
应进一步从体内
证实Qu对结肠癌
增生和凋亡的影
响 ,  为含Qu的食
物或药物防治结
肠癌提供充实的
理论依据. 
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3 讨论

结肠癌是消化道常见的恶性肿瘤, 发病年龄多

见于40-70岁, 其发病率在我国仅次于胃癌和食

管癌. 结肠癌发病率在北美、西欧较高, 美国结

肠癌占全部癌死亡原因的第二位. 近年来的调

查结果显示, 结肠癌的患者逐渐增多, 尤其是城

市患者数量迅速上升, 因此, 研究结肠癌的防治

具有非常重要的实用价值. 槲皮素是广泛存在于

水果、蔬菜、种子、核桃、茶和红酒中的一种

天然黄酮类化合物, 具有雌激素效应[1-2,11-13]. 研究

表明Qu能诱导肺腺癌A549[4,14]、白血病K562细
胞及HL-60细胞凋亡[2,15], 抑制肺癌A549、乳腺

癌MCF-7增生[9,14], 有逆转胃癌多药耐药性的效

应[16], Qu通过下调HT-29细胞中MMP-7前蛋白的

表达降低肿瘤的转移和侵袭活力[17], 也通过下

调EGFR和cyclinD1的表达影响细胞增生的信号

传导, 抑制细胞的增生[18-19]. 但也有不同报道, Qu
对HT-29细胞的增生表现出双向性, 低浓度(<70
×10-6 mol/L)时能促进结肠癌HT-29和乳腺癌

MCF-7细胞增生, 但高浓度(>80×10-6 mol/L)却
抑制HT-29和MCF-7细胞的增生[9]. 

细胞增生依赖于细胞周期的顺利进行, 该
过程受G1/S、G2/M两个关健点调控. 本结果显
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图  3  槲皮素对HT-29细胞中Caspase-3蛋白表达的影响 (SABC×400). A: Control; B: Qu40; C: Qu80; D: Qu160.

图  4  槲皮素对结肠癌HT-29细胞Caspase-3, bcl -2 mRNA的表达的影响. A: Caspase-3; B: bcl-2. 1: Marker; 2: Control; 3: 

Qu40; 4: Qu80; 5: Qu160.
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图  5  槲皮素对HT-29细胞Caspase-3、bcl -2 和bax  mRNA

表达的定量分析.  aP<0.05, bP<0.01 vs  Con.
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示, 40×10-6 mol/L的Qu能促进HT-29细胞的增

生, 但Qu对细胞周期相和细胞凋亡的影响均不

大. 低浓度的槲皮素能促进HT-29结肠癌细胞

增生[1], 可能与其具有弱雌激素活性相关, 因为

低浓度的槲皮素、三羟异黄酮能促进乳腺癌

MCF-7细胞的增生[12], 而且进食富含黄酮类化合

物的大豆食品具有促乙状结肠细胞增生作

用 [20]. 80×10-6 mol/L和160×10-6 mol/L的Qu则
抑制HT-29的增生, 细胞阻滞于G0/G1期, 且结肠

癌HT-29细胞出现明显的亚G0/G1峰(凋亡峰), 细
胞凋亡明显增加, 这些结果与槲皮素联合阿霉素

作用MCF-7移植瘤将细胞阻滞于G1/S节点, 最终

抑制移植瘤细胞增生相一致[21]. 但与Qu作用肺癌

NCI-H209细胞及前列腺癌PC-3细胞, 将细胞阻滞

于G2/M节点不同, 这可能与采用的细胞株不同有

关[22-23]. 高浓度的的槲皮素、三羟异黄酮能抑制

乳腺癌MCF-7细胞的增生[9]. 上述结果表明槲皮

素对HT-29结肠癌细胞作用具有双向性. 
肿瘤的生长是由于细胞的增生和凋亡失衡

而造成的, Qu能通过影响结肠癌细胞中调控细

胞生长、分化和凋亡过程中的多种基因和蛋白

的表达, 调节肿瘤的发生和发展. bcl- 2和bax属于

bcl -2家族, 共同调控细胞的凋亡过程, 其中bcl -2
为抗凋亡基因, bax为促凋亡基因. Caspase-3是
介导细胞凋亡过程最早出现改变的一类蛋白水

解酶, 是细胞凋亡执行的重要效应因子, 其量

增加会促进细胞凋亡. 当细胞中bax表达增高、

bcl -2表达降低, 导致Caspase-3表达增加, 细胞凋

亡增加. 结肠癌中Caspase-3, bcl -2和bax均呈高

表达, 其增加表达与组织分级相关. 研究报道茶

多酚和茶色素通过明显抑制人肝癌HepG2细胞

中bcl -2表达, 诱导bax表达, 促进细胞凋亡[24]. 中
药复方剂肠复康通过提高移植瘤中Caspase-3的
表达和bax /bcl -2表达比值, 诱导人结肠癌HT-29
裸鼠移植瘤细胞的凋亡[25]. Quercetin通过诱导

白血病K562细胞使细胞呈现出明显的核固缩、

核凝集等细胞凋亡形态学改变, Caspase-3酶活

性明显升高, 最终导致细胞凋亡增加[4]. Qu通过

下调bcl -2、bcl -x的表达, 上调bax和Caspase-3的
表达, 增加肺癌NCI-H209细胞及前列腺癌PC-3
细胞的凋亡[22-23]. 本结果显示80×10-6 mol/L和
160×10-6 mol/L 的Qu通过明显增加HT-29细胞

中bax  mRNA的表达, 降低bcl -2 mRNA的表达, 
激活肠癌HT-29细胞中Caspase-3 mRNA和蛋白

的表达, 诱导细胞凋亡明显增加, 最终表现出

抗肿瘤效应. 40×10-6 mol/L的Qu虽然能增加

Caspase-3 mRNA的表达, 但其蛋白的表达未见

明显增加, 最终导致HT-29细胞凋亡改变不明显, 
这与Qu能降低HT-29细胞中bcl -2表达, 增加细胞

中Caspase-3蛋白表达水平相一致[26]. bax  mRNA
表达增加, 但Bax蛋白表达并没有明显改变, 这
可能是由于Qu对HT-29细胞中bax的转录水平影

响较大, 而对Bax蛋白的翻译过程影响不大. 
总之, 80×10-6和160×10-6 mol/L的Qu能明

显增加bax  mRNA的表达, 降低bcl -2 mRNA的表

达, 激活Caspase-3 mRNA和蛋白的表达, 细胞阻

滞于G0/G1, 最终抑制癌HT-29细胞的增生, 细胞

凋亡增加, 表现出抗肿瘤效应. 40×10-6 mol/L的
Qu能促进HT-29细胞的增生, 其机制是否与槲皮

素的雌激素活性相关, 有待进一步研究. 
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