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夏枯草诱导人甲状腺乳头状癌细胞 K1增殖和凋亡的影响及其作用机制 *
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摘要 目的：探索夏枯草对人甲状腺乳头状癌细胞(K1)增殖和诱导 K1细胞凋亡的影响及其可能的作用机制。方法：采用MTT比

色法测定 2~200 mg/mL夏枯草作用 24 h对 K1细胞增殖的影响；采用 Hoechst染色法和流式细胞术(Annexin V-FITC/PI联合标

记)观察 0.3、0.6、1.2、2.4、4.8 mg/mL夏枯草作用 24 h K1细胞凋亡的影响；采用蛋白质免疫印迹法(Western blotting)测定 1.2、2.4、

4.8 mg/mL夏枯草作用 24h对 K1细胞凋亡相关蛋白表达的影响。结果：在 2~200 mg/mL的浓度范围内夏枯草作用 24 h对 K1细

胞增殖有明显抑制作用(P<0.05)，IC50值为 2.427 mg/mL。流式细胞术检测结果显示夏枯草可诱导 K1细胞凋亡，2.4、4.8 mg/mL组

K1细胞总凋亡率分别为(11.35± 0.92)%、(44.57± 3.07)%，与对照组相比明显升高(P<0.05)；与对照组相比，1.2、2.4、4.8 mg/mL夏

枯草作用 24 h胞浆内凋亡蛋白 Bax、细胞色素 C(Cyto C)、Caspase-9、活化的 Caspase-3(Cleaved Caspase-3)表达增多。结论：夏枯草

能抑制人甲状腺癌 K1细胞增殖并诱导其凋亡，其机制可能与活化线粒体凋亡通路有关。
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Effects and Mechanism of Prunella Vulgaris L. on the Proliferation and
Apoptosis of Human Papillary Thyroid Cancer K1 Cells*

To explore the effect and the possible mechanism of Prunella vulgaris L. on the cell proliferation and apop-

tosis in the human Papillary thyroid cancer K1 cells. The inhibition ratio of Prunella vulgaris L. on the human Papillary thyroid

cancer cells K1 was tested by MTT assay, the influence of different concentrations of Prunella vulgaris L. on the apoptosis of human Pap-

illary thyroid cancer K1 cells was observed by Hoechst staining method; the apoptotic rates were examined by flow cytometry analysis.

The expression of apoptotic protein was detected by Western blotting. Prunella vulgaris L. could obviously inhibit the prolifera-

tion of K1 cells in 2~200 mg/mL concentration range (P<0.05). The IC50 with 24 h of Prunella vulgaris L. on the K1 cell was 2.427

mg/mL. Flow cytometry analysis showed that: 2.4, 4.8 mg/mL Prunella vulgaris L. could induce the apoptosis of K1 cell, the apoptotic

rates were (11.35± 0.92)% and (44.57± 3.07)% respectively. Western blotting showed that the expressions of apoptotic protein Bcl-2,

Caspase-9, Caspase-3 of Prunella vulgaris L. were decreased and the expressions of Cleaved Caspase 3, Caspase-9, CytoC, Bax were in-

creased compared with the control group. Prunella vulgaris L. could inhibit the cell proliferation and induce the apoptosis of

human papillary thyroid cancer K1 cells, which might be related to the activation of mitochondrial pathway.
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前言
甲状腺癌是人体内分泌系统最常见的恶性肿瘤之一，其治

疗主要以外科手术为主，但术后仍有复发、转移的风险。中草药
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具有毒副作用低的特点，近年来在甲状腺癌的防治方面取得了

迅猛发展。夏枯草(Prunella vulgaris L.，PV)，唇形科植物，干燥

果穗入药，主要产于河南、安徽、江苏、湖南等地[1,2]，应用于甲状

腺疾病预防与治疗已有悠久的历史了。作为一味 "软坚散结 "

常用的中药，《本草纲目》中记载其有治疗 "瘰疬 "之功效[3]，

《神农本草经》记载夏枯草能 "散瘿结气 "[4]。现代医学显示夏枯

草临床上治疗甲状腺肿、亚急性甲状腺炎等疗效显著[5-8]，体外

实验也显示夏枯草能抑制甲状腺肿瘤细胞生长，并诱导细胞凋

亡[9,10]，但对诱导甲状腺肿瘤细胞凋亡的研究仍不够深入。因

此，本研究拟探索夏枯草对人甲状腺乳头状癌细胞 K1凋亡的

影响及其机制，以期为夏枯草应用于甲状腺癌的防治提供参考

依据。

1 材料与方法

1.1 材料

夏枯草浸膏(广州王老吉公司，批号 151201)采用传统水提

醇沉再浓缩的方法制备，1g夏枯草浸膏相当于 6.95 g夏枯草

药材。中国测试分析中心依据传统标准方法和《中国药典》提供

的方法，对送检的夏枯草浸膏主要成分进行了分析，分析方法

采用酸碱滴定法、高效液相色谱分析系统(HPLC)、紫外 -可见

分光光度法(UV-Vis)、气相色谱质谱分析系统(GC-MS)。检测结

果显示夏枯草浸膏中的总三萜、多糖、总黄酮、甾醇类、香豆素

类、有机酸和挥发油的含量分别为 1.30%、1.20%、15.30%、

7.33%、0.36%、3.70%、0.66% (w/w)。称取适量夏枯草浸膏以灭

菌水溶解配置成 400 mg/mL夏枯草溶液，经 22 滋m孔径滤膜
过滤后储存于 4℃冰箱，使用时用 RPMI-1640培养液稀释至

所需浓度。文中夏枯草浓度均以生药浓度表示。

1.2 细胞培养

人甲状腺乳头状癌细胞(K1)购于上海赛百慷生物科技公

司。K1细胞培养于含 10%胎牛血清 RPMI-1640培养液中。细

胞在相对湿度为 95%，37℃含 5% CO2的环境中单层生长，实

验取对数生长期细胞。

1.3 试剂与仪器

1.3.1 试剂 噻唑蓝 (MTT)、二甲基亚砜 (DMSO)购自美国

SIGMA公司、青链霉素、0.25%EDTA-Trpsin、2.5%(10X)Trpsin、

D-PBS缓冲液、RPMI-1640细胞培养基、澳洲胎牛血清(FBS)购

自美国 GIBCO公司；AnnexinV-FITC/PI细胞凋亡双染试剂盒

购自美国 BD公司；Hoechst 33258、十二烷基磺酸钠(SDS)、四

甲基二乙胺(TEMED)、吐温(Tween)购自美国 SIGMA公司；蛋

白上样缓冲液、过硫酸铵、聚丙烯酰胺胶母液(29:1)、ECL化学

发光液、蛋白定量试剂盒、PVDF 膜、转膜滤纸购自美国

Bio-Rad公司；甲醇、三羟甲基氨基甲烷(Tris)、甘氨酸购自广州

化学试剂厂；一抗稀释液购自碧云天生物技术研究所；脱脂奶

粉购自中国伊利公司；茁-tubulin、Bax、Bcl-2、Caspase-3、Cas-
pase-9、Cyto C一抗(美国 Cell Signaling公司)；HRP标记羊抗兔

二抗(美国 EarthOx公司)。

1.3.2 仪器 全波长多功能酶标仪(美国 Thermo公司)；荧光

倒置显微镜(日本 Nikon公司)；FACSCalibur流式细胞仪(美国

BD公司)；恒温孵育器 (美国 ABCON公司)；电泳仪 (美国

Bio-Rad公司)；空气恒温摇床(美国 Shellab公司)；凝胶成像分

析系统(法国 Vilber-Lourmat公司)。

1.4 观察指标及检测方法

1.4.1 细胞生长抑制率 采用 MTT法，取对数生长期的 K1

细胞，胰酶消化后计数，铺于 96孔板中，细胞密度 1× 105/mL，

待细胞贴壁后加入以 RPMI-1640 培养液配制的 2、5、10、20、

40、80、160和 200 mg/mL浓度的夏枯草溶液，对照组仅加入相

应体积的培养液，每个浓度组设 6个平行孔。继续培养 24 h后

加入浓度 5 mg/mL的MTT(PBS溶解)100 滋L，在 37℃，5% CO2

的环境中继续培养，4 h后弃上清，以 DMSO溶解结晶颗粒，摇

床震荡 10 min后，于酶标仪 490 nm波长处测吸光值，计算细

胞生长增殖率和抑制率。细胞增殖率(%)=实验组 OD值 /对照

组 OD值× 100%，细胞抑制率(%)=1-细胞增殖率(%)。

1.4.2 细胞形态学观察 取对数生长期的 K1细胞，胰酶消化

后计数，铺于 6孔板中，细胞密度 1× 105/mL，待细胞贴壁后加

入以 RPMI-1640 培养液配制的 0、0.3、0.6、1.2、2.4、4.8 mg/mL

夏枯草溶液，继续培养 24 h后直接将细胞放置于倒置显微镜

下观察并拍照。

1.4.3 Hoechst染色法检测细胞凋亡 取对数生长期的 K1细

胞，胰酶消化后计数，铺于 24孔板中，细胞密度 2× 105/mL，待

细胞贴壁后加入以 RPMI-1640 培养液配制的 0、0.3、0.6、1.2、

2.4、4.8 mg/mL夏枯草溶液，继续培养 24h后，小心吸弃培养

基；轻轻沿孔壁加入 500 滋L PBS缓冲液，覆盖培养孔表面，轻

轻晃动 24孔板，吸弃 PBS；沿孔壁加入 200 滋L Hoechst 33258

染色工作液，覆盖接种面，轻轻晃动 24孔板，混匀；将细胞置于

37℃ CO2培养箱中 15 min；小心吸弃染液，加入适量 PBS缓冲

液清洗两遍，吸弃 PBS后再加入 200 滋L PBS缓冲液，覆盖细

胞培养孔表面；即刻在倒置荧光显微镜下观察并拍照。激发波

长为 350 nm。

1.4.4 流式细胞术(Annexin V-FITC/PI联合标记)检测细胞凋亡

率 用不含 EDTA的胰酶消化后收集经 0、0.3、0.6、1.2、2.4、

4.8 mg/mL夏枯草作用 24 h的 K1细胞，于室温 2000 rpm离心

5 min后，收集细胞；用预冷的 PBS重悬细胞 1次，2000 rpm离

心 5 min，洗涤细胞；300 滋L 1x Binding Buffer重悬后加入 5 滋L
Annexin V-FITC染色剂，混匀后避光，室温孵育 15 min，上机前

5 min加入碘化丙啶(PI)染色剂，用流式细胞仪检测细胞凋亡情

况。

1.4.5 蛋白质免疫印迹法(Western blotting)检测凋亡蛋白表达

水平 本实验检测的蛋白是 Bcl-2、Bax、Cyto C、Caspase-9、

Caspase-3、Cleaved Caspase-3。收集经 0、1.2、2.4、4.8 mg/mL夏

枯草处理 24 h的 K1细胞，提取胞浆蛋白；制备 12%分离胶和

5%浓缩胶；取 25 滋g蛋白与上样缓冲液混合后置于 95℃恒温

振荡器孵育 5 min，转移至上样孔；80 V，20 min；120 V，80 min

电泳，400 mA，125 V，90 min转膜；将转膜后的 PVDF膜浸于

5%脱脂牛奶摇床 1 h封闭；一抗 4℃孵育过夜；孵育二抗 1.5 h

后曝光，凝胶成像系统拍照保存图像。

1.5 统计学方法

采用 SPSS软件包进行统计学分析。采用 Probit回归拟合

IC50结果，对符合正态性和方差齐性的数据采用单因素方差分

析法进行检验，组间差异的两两比较采用Dunnett-t法，方差不

齐时采用变量转换，转换后方差仍不齐采用非参数检验，以
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P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 夏枯草对人甲状腺癌 K1细胞生长的影响

2.1.1 不同浓度夏枯草对人甲状腺癌 K1 细胞增殖的影响

由表 1和图 1可见，夏枯草作用 24 h，随着其浓度的增加，K1

细胞的增殖率逐渐降低。自 2 mg/mL夏枯草浓度起，细胞增殖

率与对照组相比差异具有统计学意义(P<0.05)，其中 80 mg/mL

的夏枯草抑制 K1细胞增殖作用最强，夏枯草对 K1细胞 24 h

半数抑制浓度(IC50)为 2.427 mg/mL。结果提示 2~200 mg/mL的

夏枯草作用 24 h能够明显抑制 K1细胞增殖。

Note: Compared with the control group,*P<0.05.

表 1 不同浓度夏枯草作用 24 h对人甲状腺癌 K1细胞增殖率的影响(x± s, n=6)

Table 1 Effect of different concentrations of PV on the cell proliferation rate of K1 cells for 24 h (x± s, n=6)

PV concentration

(mg/mL)
OD

Cell proliferation rate

(%)

0 0.9951± 0.0980 100.00± 0.00

2 0.6505± 0.0170 69.72± 1.82*

5 0.3556± 0.0487* 38.11± 5.22*

10 0.1068± 0.0067* 11.44± 0.72*

20 0.0807± 0.0054* 8.65± 0.58*

40 0.0801± 0.0054* 8.58± 0.58*

80 0.0788± 0.0051* 8.34± 0.55*

160 0.1014± 0.0061* 10.87± 0.66*

200 0.1409± 0.0069* 15.10± 0.74*

2.1.2 不同浓度夏枯草对人甲状腺癌 K1 细胞形态的影响

正常 K1细胞呈卵圆形，贴壁能力强。由图 2可见，与对照组相

比，随着夏枯草浓度的升高，细胞贴壁数目逐渐减少。0.3~0.6

mg/mL夏枯草对 K1细胞形态无明显影响；1.2 mg/mL夏枯草

处理组 K1细胞减少；自 2.4 mg/mL夏枯草浓度起，细胞贴壁数

目明显减少，细胞变圆，出泡，胞质密度不均；4.8 mg/mL夏枯草

作用下，细胞变圆、脱落，绝大部分细胞破裂。结果提示：2.4

mg/mL和 4.8 mg/mL夏枯草作用 24 h可引起 K1细胞存活数

量明显减少，细胞形态学改变。

图 2 不同浓度夏枯草作用 24 h对 K1细胞形态的影响(100× )

Fig.2 Effect of PV on cell morphology in K1 within 24 h(100× )

2.2 夏枯草对人甲状腺癌 K1细胞凋亡的影响

2.2.1 Hoechst染色法检测细胞凋亡 Hoechst染色结果(图 3)

显示，夏枯草作用 24 h，0.3、0.6、1.2 mg/mL对 K1细胞凋亡无

明显影响；2.4和 4.8 mg/mL夏枯草作用下，致密浓染亮蓝色细

胞增加，发生核固缩现象的凋亡细胞增多，表明随着夏枯草浓

度的增加，K1细胞凋亡数目增多。
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2.2.2 流式细胞术检测细胞凋亡率 由表 2可见，随着夏枯草

浓度的增高，K1细胞的早期凋亡率、晚期凋亡率、总凋亡率也

逐渐升高，其中 2.4和 4.8 mg/mL的夏枯草作用 24 h K1细胞

的凋亡率与对照组相比显著增加，差异具有统计学意义(P<0.

05)，且早期凋亡率升高尤为明显。以夏枯草浓度对细胞总凋亡

率进行线性回归分析，回归方程为 Y=-2.120+9.086X，R2=0.

893。图 4可见，当夏枯草浓度增加到 2.4 mg/mL时，Q3(存活)

区域内细胞明显减少，Q4(早期凋亡)区域内细胞明显增多，提

示早期凋亡细胞明显增多。

图 3 夏枯草作用 24 h对 K1细胞凋亡的影响(Hoechst染色，40× )

Fig.3 Effect of different concentrations of PV on the cell morphology in K1 within 24 h(Hoechst staining, 40× )

Note: Compared with the control group, *P<0.05.

PV concentration (mg/mL) Cell survival rate(%) Cell early apoptosis rate(%)
Cell end stage apoptosis rate

(%)
Cell apoptosis rate(%)

0 97.63± 0.23 1.30± 0.09 0.47± 0.13 1.77± 0.13

0.3 97.47± 0.32 1.40± 0.17 0.30± 0.10 1.70± 0.10

0.6 96.50± 0.56 1.93± 0.31 0.30± 0.10 2.23± 0.25

1.2 97.87± 0.35 1.13± 0.23 0.33± 0.15 1.47± 0.38

2.4 87.75± 1.20* 9.70± 0.14* 1.65± 1.06* 11.35± 0.92*

4.8 55.03± 2.97* 43.63± 2.97* 0.93± 0.12* 44.57± 3.07*

表 2 不同浓度夏枯草作用 24 h对 K1细胞凋亡率的影响(x± s, n=3)

Table 2 Effect of different concentrations of PV on the cell apoptosis rate of K1 for 24 h(x± s, n=3)

图 4 不同浓度夏枯草作用 24 h对 K1细胞凋亡的影响

Fig.4 Effect of different concentrations of PV on the cell apoptosis rate of K1 for 24 h
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2.3 夏枯草对人甲状腺癌 K1细胞凋亡蛋白表达的影响

由图 5和图 6可见，与对照组相比，不同浓度夏枯草处理

组抗凋亡蛋白 Bcl-2表达水平减少，凋亡蛋白 Bax表达增多，

线粒体毒性损伤分子 Cyto C和 Caspase-9表达明显增多；凋亡

启动蛋白 Caspase-3在夏枯草作用下表达水平减少，但活化的

Caspase-3(Cleaved Caspase-3)蛋白表达水平增加。

3 讨论

本研究采用 MTT法观察了 2~200 mg/mL夏枯草对体外

培养的人甲状腺乳头状癌细胞 K1的生长影响。实验结果显示

2~200 mg/mL夏枯草作用 24 h对 K1细胞增殖具有明显的抑

制作用，其中 80 mg/mL的夏枯草对 K1细胞的抑制作用最显

著，夏枯草作用 24 h对 K1细胞的 IC50为 2.427 mg/mL，低于夏

枯草作用 24 h对正常甲状腺滤泡上皮细胞 HUM-CELL-0097

的 IC50值 12.908 mg/mL (本实验室结果) 和甲状腺鳞癌细胞

SW579(IC50为 65 mg/mL)[10]，提示夏枯草在对 K1细胞有明确

抑制作用的浓度下，对人正常甲状腺滤泡上皮细胞的生长无明

显影响，且对甲状腺肿瘤中发生率最高的乳头状癌细胞有较好

的靶向性，表明夏枯草具有抗甲状腺肿瘤药物开发的潜力。

研究表明夏枯草对多种肿瘤细胞有明显抑制作用[11]，而诱

导肿瘤细胞凋亡被认为是夏枯草抗肿瘤作用最重要的机制之

一 [12-15]。郑学芝等用不同浓度夏枯草作用于人食管癌 Eca-109

细胞 48 h，流式细胞术检测细胞凋亡率发现夏枯草提取物能促

进 Eca-109细胞凋亡[16]；张可杰等采用流式细胞仪 PI染色法观

察夏枯草注射液作用 48 h对人红白血病 K562细胞的促凋亡

活性，发现夏枯草可通过诱导 K562细胞凋亡明显抑制细胞增

殖 [17]；Tan JA等发现夏枯草提取物能诱导胃癌细胞 SGC 7901

凋亡[18]；还有研究表明夏枯草及其提取物对非小细胞型肺癌、

结肠癌、胰腺癌、乳腺癌、宫颈癌细胞有诱导凋亡的作用[19-23]。本

研究 Hoechst染色观察到，随着夏枯草浓度的升高，致密浓染

亮蓝色的细胞增多，说明 K1细胞出现凋亡且随着夏枯草浓度

升高凋亡细胞增多；流式细胞术检测结果显示夏枯草的促凋亡

作用随浓度的增加而增强，2.4和 4.8 mg/mL夏枯草能明显诱

导 K1细胞凋亡，说明夏枯草可以通过诱导细胞凋亡来抑制 K1

细胞的生长，发挥其抗甲状腺肿瘤的作用。

细胞凋亡主要存在三条通路：线粒体通路、死亡受体通路

和内质网通路，三条通路密切关联。线粒体(Mitochondrion)作为

细胞的 "power house"，其参与的线粒体通路是细胞凋亡的研究

热点。线粒体通路始于凋亡信号刺激 Bax蛋白移位到线粒体外

膜刺激线粒体释放 Cyto C，Cyto C与凋亡相关因子结合，形成

多聚体并与 Caspase-9结合形成凋亡小体，被激活的 Caspase-9

则继续激活其它的 Caspase蛋白酶如 Caspase-3，诱导细胞凋亡
[24]。Bcl-2和 Bax主要存在于胞浆和细胞内膜上，Bax是公认的

促凋亡蛋白，Bcl-2是抗凋亡蛋白，在正常细胞中，Bcl-2能阻止

Bax易位到线粒体而阻止线粒体外膜的透化。Bcl-2/Bax影响

着细胞对凋亡刺激因子的敏感性和抵抗性。线粒体毒性损伤分

子 Cyto C存在于线粒体内膜和外膜之间的腔中，当线粒体收

到凋亡信号的刺激就会将其释放至胞浆内[25]，胞浆中的Cyto C

会结合复合体并与 Caspase-9蛋白聚合成凋亡小体，Caspase-3

是最重要的凋亡启动蛋白，细胞内一旦确定会发生凋亡，Cas-

pase-3原蛋白就会被剪切成活化的 Caspase-3。本研究Western

Blotting实验发现夏枯草处理组 K1细胞胞浆内 Bax、Cyto C、

Caspase-9、活化的 Caspase-3 蛋白表达与对照组相比增多，

Bcl-2蛋白表达水平减少，Bcl-2/Bax比值降低。结果表明夏枯

草作用 K1细胞 24 h因 Bcl-2/Bax比值降低导致线粒体膜的通

透性增加，Cyto C从线粒体释放，与下游凋亡蛋白聚合形成凋

亡小体，引起 Caspase-9、活化的 Caspase-3蛋白表达增加。

综上所述，夏枯草能抑制人甲状腺癌 K1细胞增殖并诱导

其凋亡，其机制可能与活化线粒体凋亡通路有关。
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