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淫羊藿苷促进宫颈癌 TC-1细胞凋亡作用的研究 *
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摘要 目的：研究淫羊藿苷体外对致宫颈癌 TC-1细胞的增殖抑制及促凋亡作用。方法：利用细胞培养，用不同浓度的淫羊藿苷在
一定的时间处理致宫颈癌 TC-1细胞，光学显微镜直接观察药物对细胞的作用；MTT法检测淫羊藿苷对 TC-1细胞的增殖抑制作
用；Dapi核染色、Annexin v-FITC/PI流式细胞学检测细胞凋亡。结果：淫羊藿苷对 TC-1细胞有显著的抑制作用，且呈时间、剂量依
赖，20μg/ml作用 72小时后，细胞抑制率达 99 %；DAPI核染色和流式细胞术检测可发现典型细胞凋亡特征。结论：淫羊藿苷对
TC-1细胞增殖有抑制和促凋亡作用，并呈时间浓度依赖性。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of icariin on proliferation and apoptosis.of TC-1 cells Methods: Based on the cul-

ture of TC-1 cells in vitro, morphological changes of icariin-treated cells were detected by Optical microscope; The effect of icariin on
growth of TC-1 cells was evaluated by MTT assay; DAPI stainin and flow cytometry (Annexin V-FITC/PI) were used to determine the
apoptosis. Results: Optical microscope and MTT assay showed that the icariin had significant antiproliferative effect on TC-1 cells in a
dose-and time-dependent manner significantly. When concentration of the icariin was 20 μg/ml, acting for 72 h, the inhibition rate of
TC-1 cell growth reached to 99%; Features of apoptosis can be found by DAPI nuclear staining and flow cytometry. Conclusions: Icariin
has a significantly effect on inhibiting proliferation and inducing apoptosis of TC-1 cells which was concentration and time dependence.
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前言

淫羊藿苷(Icariin)为小檗科植物淫羊藿、箭叶淫羊藿等的
的干燥茎叶提取的一种黄酮类化合物。淫羊藿苷能改善心脑血
管功能、促进造血、具有补肾壮阳、抗衰老等作用[1]。近年的研究
证明淫羊藿苷还具有增强免疫，抗肿瘤等功效[2,3]。宫颈癌是全
球女性中发病仅次于乳腺癌排名第二的常见的恶性肿瘤。人乳
头瘤病毒(HPV)16 E6/E7原癌蛋白在宫颈肿瘤发生、细胞周期
调控及凋亡调节中起重要作用，是宫颈癌发生、发展的重要原
因[4, 5]。TC-1细胞株来源于鼠 C57BL/6的肺上皮细胞，是经共转
染 HPV16 E6/E7 和活化的 c-H-ras 基因后转化而得到的
HPV16 E6/E7阳性细胞株, 可稳定表达和递呈 E6、E7抗原，是
理想的宫颈癌肺转移细胞模型[6]。本实验通过体外培养宫颈癌
TC-1细胞，用淫羊藿苷处理细胞，检测淫羊藿苷对 TC-1细胞

增殖抑制及促进凋亡作用。

1 材料与方法

1.1 材料
淫羊藿苷(Icariin)购自中国药品生物制品检定所。TC-1细

胞，由香港中文大学何鸿燊防治传染病研究中心惠赠。胎牛血
清、RPMI1640培养基(Gibco公司)；MTT、DMSO（美国 Sigma) ,
RPMI1640培养基（美国 Invitrogen公司），胎牛血清(天津 TBD
公司)。Annexin v-FITC/PI（美国 Bender Medsyste公司），DAPI
（瑞士 Roche公司），倒置荧光显微镜(日本 Olympus公司),CO2

培养箱(德国 Binder公司),酶标仪(美国 Biotek公司) ,流式细胞
仪(美国 BD公司 )，低温离心机（日本 hitachi公司）。
1.2 方法
1.2.1 细胞培养、光学显微镜直接观察细胞形态 从液氮中取出

646· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.11 NO.4 FEB.2011

TC-1细胞，复苏后置于无菌培养瓶中培养。培养液为含 10 %胎
牛血清的 RPMI1640 培养基，加入青、链霉素(其终浓度均为
100单位 /ml)，5 % CO2恒温 37℃箱培养，约 2-3天细胞壁生长
达 80-90 %时可传代。0.125 %胰酶消化，制成单细胞悬液，按
1×105 /ml铺 6孔板，每孔 2.5 ml。培养 24小时后，换培养液并
按 0、5 μg/ml、10 μg/ml、20 μg/ml浓度加淫羊藿苷，继续培养
48小时后倒置显微镜下直接观察各组细胞形态变化。
1.2.2 细胞增殖抑制实验 按 2×104 /ml铺 96孔板，每孔培养
基 200 μl。24 小时后，换新鲜培养基并按 0、5 μg/ml、10
μg/ml、20 μg/ml浓度加淫羊藿苷，每个浓度组设 6个复孔。分
别于培养 24、48、72小时后，每孔加 20 μlMTT(5 mg/ml)。继续
培养 4小时后，吸弃培养液，每孔加 150 μl DMSO，酶标仪 490
nm测 OD值。按照公式：抑制率（IR）=﹙1-用药组平均 OD值 /
对照组平均 OD值﹚×100 %计算抑制率。
1.2.3 DAPI染核观察细胞凋亡 在六孔板上用不同浓度的药物
处理细胞 48小时之后，取出六孔板。吸弃培养基，PBS漂洗 5
分钟，75 %乙醇固定 20分钟，再 PBS洗后 DAPI染色 15分钟，
PBS洗后即用倒置荧光显微镜观察凋亡。
1.2.4 流式细胞学检测 按 1×105 /ml浓度在 6 cm培养皿铺细

胞，分为对照组和处理组。24小时后换液，同时处理组加各浓
度淫羊藿苷。作用 48小时后，按照 Annexin V-FITC/PI双染试
剂盒说明操作：常规胰酶消化、PBS洗细胞、结合缓冲液重悬细
胞、调整细胞浓度至 5×105 /ml、取 195 μl细胞悬液加入 5
μlAnnexin V-FITC在室温下孵育 10分钟，洗细胞并用 190 μl
结合缓冲液重悬后加 10 μl（浓度 20μ?g/ml）PI，10分钟后上机
检测。
1.2.5 统计学分析 所有的统计资料用 SPSS13.0统计分析软件
进行分析，数据以平均值±标准差表示。p<0.05被认为有显著
性差异。

2 结果

2.1 光镜下 TC-1细胞凋亡形态学变化
不同浓度组淫羊藿苷处理 TC-1细胞 48小时后，倒置显微

镜下直接观察细胞形态变化。可见对照组细胞贴壁生长,几乎
无脱落,胞质饱满,生长舒展,相邻细胞生长融合成片。用药后，
随着药物浓度的增大细胞变稀少、间距增大；细胞皱缩变为小
圆形细胞，最后被清除（图 1）。

图 1 淫羊藿苷处理 48小时观察细胞形态(200×) A对照组 B 5 μg/ml C 10 μg/ml D 20 μg/ml

Fig l Morphology observation of TC-1 cell after 48 h treated by icariin(200×) A control B 5 μg/ml C 10 μg/ml D 20 μg/m

2.2 淫羊藿苷对 TC-1细胞增殖的作用
淫羊藿苷处理 TC-1细胞 24、48、96小时后，5 μg/ml浓度

细胞生长抑制率分别为 6 %、7 %、12 %；10 μg/ml浓度抑制率
为 46 %、55 %、78 %；20 μg/ml 药物抑制率为 85 %、93 %、99
%。MTT法检测的结果发现淫羊藿苷中、高剂量组显著抑制
TC-1细胞的增殖，且随用药时间的延长其抑制作用增强，呈剂
量和时间依赖性，大剂量组 72小时后细胞几乎全部死亡（图
2）。
2.3 DAPI染色观察凋亡细胞核变化

DAPI最大激发波长 340 nm，在荧光显微镜下呈蓝色荧
光。在镜下可见未用药物或低剂量时，TC-1细胞核形完整，染
色质均匀，鲜有不规则。随着药物浓度增大，出现细胞核染色质
边聚，固缩。进一步核固缩，最后细胞核破裂，凋亡小体出现，核
解体消失。20 μg/ml淫羊藿苷处理 48小时后，视野下细胞核稀
少，仅有极少量规则细胞核存在(图 3)。
2.4 流式细胞术检测结果

淫羊藿苷对照组及处理组细胞 48 小时后，Annexin
V-FITC/PI双标流式检测，结果散点图如下：右下象限 Q4(An+、
PI-)为早期凋亡细胞、右上象限 Q2（An+、PI+）为晚期凋亡及坏
死细胞、左下象限 Q3(An-、PI-)为活细胞。对照组早期凋亡率

（Q4 1.5 %，晚期凋亡及坏死(Q2)2.6 %，Q4+Q2=4.1 %。中、大剂
量药物处理组凋亡细胞明显增多。20 ?g/ml组早期凋亡 20.2
%，Q4+Q2=47.4 %（图 4）。

图 2 淫羊藿苷对 TC-1细胞增殖抑制曲线图
Fig 2 Curve diagram of inhibition of icariin toTC-1 cell
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3 讨论

凋亡又称程序性死亡，是指细胞接受某种信号或受到某些

刺激后，在特定基因调控下进行的一种主动性消亡过程，是维

持内环境稳定的重要机制之一。细胞凋亡形态学特征是：细胞

体积缩小，连接消失，与周围的细胞脱离，细胞质密度增加，线

粒体膜电位消失，通透性改变，胞膜内侧磷脂酰丝氨酸外翻到

膜表面，核质浓缩，染色体聚集在核膜周边，核膜核仁破碎，

DNA降解成为特定大小的片段，胞膜结构仍然完整，最终可将

凋亡细胞分割包裹为凋亡小体，最终被吞噬细胞所吞噬[7,8]。细

胞增殖过度、凋亡受阻是肿瘤形成的主要原因，目前化疗是肿

瘤治疗的常用手段，而化疗药物治疗过程中出现严重的副作用

常常使治疗中断。近年来发现许多中药及其提取的有效成分可

以诱导肿瘤细胞凋亡，因为中药成分对人体副作用轻微，越来

越多的科研工作者开始致力于中药抗肿瘤的研究。淫羊藿是小

檗科淫羊藿属植物。淫羊藿苷是淫羊藿中的主要活性成分，结

构上属于 8异戊烯基黄酮醇苷类化合物。

淫羊藿苷的抗肿瘤作用近年受到许多学者的重视，研究发

现淫羊藿苷可抑制人白血病 HL-60、K562等细胞增殖，诱导

HL-60细胞分化和凋亡[9-11]。王谦等发现淫羊藿苷明显抑制肝癌

HepG2细胞增殖作用；同时发现其 FasL的表达率显著下降，

Fas表达上升。淫羊藿苷在阻断肝癌细胞通过 Fas /FasL途径免

疫逃逸的同时,提高其对免疫效应细胞的杀伤敏感性[12]。另有实

验用淫羊藿苷治疗接种 HepG2瘤细胞的裸鼠，治疗组肿瘤重

量及体积明显低于对照组[13]。淫羊藿苷与雌二醇有相似的化学

结构，具有植物雌激素样作用，对乳腺癌细胞有增殖抑制作

用[11]，同时有抗前列腺癌功效[14,15]。

本实验中的 TC-1细胞转染有 HPV16 E6/E7基因，能稳定

表达和递呈 E6、E7原癌蛋白，是宫颈癌肺转移细胞模型。通过

在体外用淫羊藿苷处理细胞，MTT法检测发现在一定浓度时，

淫羊藿苷对 TC-1细胞有明显抑制作用，并呈时间依赖性，直接

镜下观察同MTT结果一致，DAPI染色荧光显微镜观察细胞核

形态改变可见典型细胞凋亡核形状变化，磷脂酰丝氨酸外翻

（Annexin v-FITC/PI双标法）检测，有大量凋亡细胞出现。本实

验为淫羊藿苷抗肿瘤作用提供理论依据，也为以后探讨抗癌机

制及进一步体内试验打下基础。
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