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槲皮素对人肝癌高转移细胞生长及侵袭能力的影响

刘 锋，李 刚，胡明道，王志萍，阿永俊

（昆明医科大学第二附属医院肝胆一科，云南昆明 650101）

［摘要］目的 探讨槲皮素对肝癌高转移细胞增殖和侵袭能力的影响．方法 以人高转移肝细胞癌细胞系

HCCLM6为研究对象，倒置显微镜观察槲皮素对肝癌细胞 HCCLM6细胞形态的影响，MTT法检测槲皮素对细胞增

殖的影响，Transwell小室侵袭实验检测槲皮素对肝癌细胞侵袭能力的影响．结果 倒置显微镜下槲皮素组细胞密

度降低，悬浮细胞增多；槲皮素组较对照组 HCCLM6细胞存活率减低；槲皮素能抑制肝癌细胞在 Transwell小室

中的侵袭作用．结论 槲皮素能抑制肝癌高转移细胞 HCCLM6的增殖和侵袭能力．
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Influence of Quercetin on Proliferation and Invasive Ability of
High-metabasis Hepatoma Cells
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［Abstract］ Objective To explore the influence of quercetin on the proliferation and invasive ability of

high-metabasis hepatoma cells. Methods Human high-meabasis HCC cell line（HCCLM6） was used in this

study. The inverted phase contrast microscope was used to observe the influence of quercetin on the morphosis of

HCCLM6 cells. MTT method was used to detect the effect of quercetin on the proliferation of hepatoma cells.

Transwell chamber assay was used to determine the influence of quercetin on the invasive ability of HCCLM6 cells.

Results By the inverted microscope， low cell density and the increase of suspension cells were observed in

quercetin-treated group. Compared with control group， cell survival rate decreased more significantly in

quercetin-treated group. Quercetin inhibited the invasion of HCCLM6 cells in transwell chamber. Conclusion

Quercetin can inhibit the proliferation and invasive ability of HCCLM6 cells.
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天然黄酮类物质槲皮素 （Quercetin） 广泛存

在于许多植物的果实及花叶中[1]．研究已经证实槲

皮素具有非常广泛的生理和药理作用，如抗炎抗

病毒、调节免疫、扩张冠状血管、降血脂、抗血小

板凝集以及清除氧自由基等[2]．槲皮素抗肿瘤的作

用目前正成为研究热点，槲皮素被发现可抑制乳腺

癌、前列腺癌等肿瘤细胞增殖，诱导肿瘤细胞凋亡
[3，4]，但针对肝癌的研究不多，目前还没有槲皮素影

响肝癌细胞侵袭能力的报道．笔者以肝癌高转移细

胞 HCCLM6 为研究对象，观察槲皮素对 HCCLM6

细胞生长及侵袭能力的影响．

1 材料与方法

1.1 材料

槲皮素购于上海雅吉生物科技有限公司；二甲
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基亚砜（DMSO）、四甲基偶氮唑盐（MTT）及 PI

染液购于美国 Sigma 公司；Matrigel 胶购于美国

Roche 公司；24 孔 Transwell 侵袭小室购于美国

Corning公司．

1.2 细胞培养

人肝癌高转移细胞株 HCCLM6购于复旦大学

肝癌研究所，培养于含 10%胎牛血清的高糖

DMEM培养基中．所用细胞在体外培养均不超过 5

代，选生长状态好，处于对数生长期的细胞进行实

验．

1.3 倒置显微镜下观察槲皮素对 HCCLM6细胞形

态学的影响

以 5×104个 /孔将 HCCLM6细胞接种于 96孔

板中，孵育 24 h 细胞贴壁生长后对照组加入含
0.04%DMSO高糖 DMEM培养液，实验组加入含 60

滋mol/L槲皮素高糖 DMEM培养液，处理 48 h后采

用倒置显微镜观察细胞密度和形态的改变并照相.

1.4 MTT 法测定槲皮素对 HCCLM6细胞增殖的

影响

将对数生长期的 HCCLM6细胞稀释成 5×104

个细胞接种于 96孔板，每组浓度设 3个平行孔．

贴壁培养 24 h后，含槲皮素 20、40、60、80、100

滋mol/L的 DMEM高糖培养基分别加入实验孔，对

照组加入含 0.04%DMSODMEM高糖培养基．培养

24 h、48 h及 72 h后，采用 MTT比色法检测吸光

度值（A570），测得的吸光度值进行存活率计算，

存活率计算公式：

存活率＝药物组 A570
对照组 A570

×100%

1.5 细胞基底膜侵袭实验槲皮素对 HCCLM6细胞

侵袭能力的影响

重建成胶后的 Matrigel胶能在聚碳酸脂滤膜表

面形成类似天然基底膜的结构，肿瘤细胞的侵袭能

力可由细胞穿过 Matrigel胶的能力得以反映．500

滋g/mL Marigel胶 40 滋L 加入 Transwell小室的聚碳

酸酯滤膜上，37 ℃孵箱内过夜孵化成胶．将 0

滋mol/L（对照组）、40 滋mol/L 槲皮素预处理 48 h

的 HCCLM3细胞消化，2×105个 /mL单细胞悬液

100 滋L加入上室．每组设 3个平行对照．孵箱内培

养 24 h，聚碳酸酯滤膜上层细胞擦去后取下滤膜，

采用冰甲醇固定，干燥后 Giemsa 染色封片．在

200倍光镜下计数并照相，穿过滤膜的肿瘤细胞数

计算采用每个滤膜选取 5 个视野 （上、下、左、

右、中）计数，3个平行对照一起计算均数．计算

肿瘤细胞抑制率公式：

肿瘤细胞抑制率＝正常对照组平均侵袭细胞数－实验药物组平均侵袭细胞数
正常对照组平均侵袭细胞数

×100%

1.6 统计学处理

实验数据均用（x±s）表示．SPSS软件包分

析数据，用 检验进行 2组间均数比较， ＜0.05

为差异有统计学意义．

2 结果

2.1 槲皮素对 HCCLM6细胞形态的影响

采用倒置显微镜观察发现对照组细胞呈贴壁生

长，多呈梭形，生长状态良好，细胞透明．60

滋mol/L槲皮素作用 HCCLM6细胞 48 h后，可见细

胞生长稀疏，悬浮细胞增多，细胞变小、变圆、皱

缩，培养液中细胞碎片增多（图 1）．

2.2 槲皮素对 HCCLM6细胞增殖的的影响

用终浓度为 20、40、60、80、100 滋mol/L 的

槲皮素处理 HCCLM6细胞 24、48和 72 h后，MTT

法检测细胞增殖发现槲皮素对 HCCLM6细胞增殖

具有抑制作用，0、40、60、80、100 滋mol/L的槲

皮素作用 72 h，HCCLM6 细胞的存活率分别为

74.64%、30.16%、26.80%、28.08%和 26.48%，见

表 1.

2.3 槲皮素对 HCCLM6细胞基底膜侵袭能力的影

响

40 滋mol/L槲皮素处理 48 h后的 HCCLM6细胞

侵袭到滤膜下面的细胞数为（27.2±5.08）个 /视

野，对照组为（51.73±6.41）个 /视野，2组间差

别有统计学意义（ ＜0.05），抑制率为 47.42％．

说明槲皮素能抑制 HCCLM6细胞的侵袭能力．各

组侵袭到滤膜背面的细胞（图 2）．

3 讨论

全世界每年新发生的原发性肝细胞癌中，

42.5%的病例出现在我国大陆，肝癌是我国高发的

重大疾病．由于肝癌具有高复发、高转移的特性，

且肝癌切除术后的高复发率是影响患者预后的主

要因素，因此针对肿瘤手术后复发、转移后的治疗

手段成为延长患者生存的重要措施．槲皮素是自然

界存在的天然黄酮类物质，具有低毒副作用的特

点，研究槲皮素对肝癌细胞转移能力的影响显得很

有价值．

在细胞层面研究肿瘤的转移能力需要寻找一个



适宜的肝癌细胞系．但目前常用的一些肝癌细胞

系在体内试验中多不发生自发性转移，不能体现

出人肝癌细胞临床上发生转移的病理特点．本研

究采用高转移细胞系 HCCLM6，由复旦大学肝癌

研究所建立，细胞检测发现该细胞系能分泌白蛋

白、甲胎蛋白以及细胞角质蛋白 8，具有肝癌细胞

特点；体内实验中原位接种 HCCLM6瘤组织到裸

鼠肝脏，5周后观察发现 100%的裸鼠发生腹壁转

移、肝内转移和肺转移，80％的裸鼠有腹腔内转

移，70％的裸鼠有膈肌转移，具有类似临床肝癌的

自发性转移特性[5]．

癌转移已被证实是一个多步骤的连续发展过

程，原发瘤增殖和癌细胞侵袭基底膜穿入血管或淋

巴管是肿瘤转移过程中的重要阶段．笔者通过

MTT法检测发现槲皮素对 HCCLM6细胞增殖具有

抑制作用，采用倒置显微镜观察也证实槲皮素处理

组 HCCLM6细胞生长稀疏，悬浮细胞增多．证明

槲皮素能抑制肝癌高转移细胞生长增殖．Liotta[6]报

表 1 槲皮素对 HCCLM6细胞增殖的影响（x±s）
Tab. 1 Influence of quercetin on the proliferation of HCC cells（x±s）

OD值 OD值 OD值 存活率（%）

0 1.16±0.10 - 1.20±0.34 - 1.25±0.01 -

20 1.08±0.21 93.00 1.12±0.26 85.87 1.14±0.29 74.64

40 0.81±0.05* 70.12 0.66±0.14* 55.52 0.38±0.11*△ 30.16

60 0.59±0.12* 50.60 0.54±0.03* 44.90 0.33±0.09* 26.80

80 0.56±0.08* 48.70 0.54±0.04* 45.07 0.35±0.04* 28.08

100 0.80±0.27* 50.40 0.54±0.73* 44.82 0.33±0.07*△ 26.48

72 h

存活率（%）

24 h

存活率（%）

48 h
槲皮素浓度（滋mol/L）

与同时间 0 滋mol/L组比较，* ＜0.05；与 24 h组比较，△ ＜0.05．

图 1 倒置显微镜观察槲皮素对 HCCLM6细胞形态的影响（200×）

Fig. 1 Influence of quercetin on the morphology of HCCLM6 cells by inverted microscope（200×）

A：对照组；B：槲皮素组.

A B

图 2 Giemsa染色显示侵袭到滤膜背面的细胞（×200）

Fig. 2 Cells invaded to tergal filter membrane（×200）

A组：对照组；B组：槲皮素处理组.

A B

31第 5期 刘 锋，等．槲皮素对人肝癌高转移细胞生长及侵袭能力的影响



道了肿瘤细胞侵袭的过程，细胞先和前方基质成分

发生粘附，再释放蛋白酶降解基质，然后细胞伸出

伪足样结构突入基质被蛋白酶降解后缺损空间，肿

瘤细胞脱离原粘连基质再与新的基质粘附，瘤细胞

便“履带式”地向前运动而导致肿瘤发生侵袭与转

移．因此先控制肿瘤的侵袭，就有希望控制肿瘤的

转移．笔者采用得到广泛应用和认同的 Transwell

小室法测定肿瘤细胞的侵袭运动能力，研究发现槲

皮素能抑制 HCCLM6细胞的侵袭能力，槲皮素作

用后肿瘤细胞的抑制率为 47.42％．

本研究发现天然黄酮类物质槲皮素能抑制肝癌

高转移细胞 HCCLM6的增殖和侵袭能力．槲皮素

对肝癌高转移细胞侵袭能力的抑制作用此前尚未

见报道．
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