
髓母细胞瘤是儿童最常见的颅内原发性恶性

肿瘤［1］。随着现代诊疗技术水平的不断进步，髓母

细胞瘤患儿的 5年生存率有了很大提高，但仍有

30%的患儿存活不过5年。存活的患儿也多因严重

的治疗后遗症，生活质量较低。因此，迫切需要寻

找新的治疗方法来降低髓母细胞瘤患儿的病死率

和致残率［2］。

汉黄芩素是中药黄芩的提取物，属黄酮类化合

物，具有较强的抗氧化和抗炎活性［3-4］。近来国内外

诸多研究表明，汉黄芩素不仅可以抑制炎症反应、

调节免疫，还可抑制多种肿瘤细胞的增殖［5-6］。但汉

黄芩素在对人髓母细胞瘤的作用尚未见报道。本

研究以人髓母细胞瘤细胞DAOY为模型，研究汉黄

芩素对髓母细胞瘤细胞增殖和凋亡的影响，以期为

汉黄芩素在髓母细胞瘤治疗的研发应用提供理论

依据。
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［摘 要］ 目的：探讨汉黄芩素对髓母细胞瘤增殖和凋亡的影响。方法：运用CCK⁃8（cell counting kit⁃8）试剂盒，流式细胞仪

检测不同浓度汉黄芩素及同一浓度不同作用时间对髓母细胞瘤细胞活性及凋亡的影响；通过比色法检测汉黄芩素对髓母细胞

瘤细胞中Caspase⁃3蛋白活性的影响；通过体内试验，检测汉黄芩素在裸鼠成瘤实验中对髓母细胞瘤细胞活性的影响。结果：

汉黄芩素可以抑制髓母细胞瘤细胞活性并诱导髓母细胞瘤细胞凋亡。汉黄芩素抑制髓母细胞瘤细胞活性具有浓度依赖性和

时间依赖性。此外，汉黄芩素可增强髓母细胞瘤细胞中凋亡蛋白Caspase⁃3的活性，诱导髓母细胞瘤细胞凋亡。在裸鼠成瘤实

验中，汉黄芩素可抑制髓母细胞瘤的体内增殖。结论：汉黄芩素在体外可抑制髓母细胞瘤细胞活性及诱导细胞凋亡。在裸鼠

成瘤实验中，汉黄芩素可以抑制肿瘤增长。
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［Abstract］ Objective：To explore the impact of wogonin on the proliferation and apoptosis of medulloblastoma cell line DAOY.
Methods：DAOY cells were divided into experimental groups（added with wogonin at difference concentrations）and control group. The
proliferation of DAOY was detected using CCK⁃8 assay kit．The apoptosis was analyzed by Annexin Ⅴ⁃FITC/PI double staining and
the activity of caspase⁃3 was determined via colorimetry. Moreover，we also detected the tumor inhibiting function of wogonin in vivo
using subcutaneous tumor model. Results：Wognin remarkably inhibited the proliferation of medulloblastoma cell DAOY and induced
the apoptosis in a dose and time dependent manner. The apoptosis was characterized by the increase of apoptosis protein caspase⁃ 3.
Conclusion：Wogonin could inhibit medulloblastoma cell proliferation both in vitro and in vivo via inducing medulloblastoma cells
apoptosis.
［Key words］ medulloblastoma；wogonin；proliferation；appoptosis

［Acta Univ Med Nanjing，2018，38（12）：1688⁃1691］

［基金项目］ 南京医科大学科技发展基金面上项目

（2017NJMU066）
∗通信作者（Corresponding author），E⁃mail：junpinghe1118@sina.
com

南京医科大学学报（自然科学版）
ACTA UNIVERSITATIS MEDICINALIS NANJING（Natural Science）

第38卷第12期
2018年12月··1688



1 材料和方法

1.1 材料

汉黄芩素（上海友思生物技术有限公司），纯度

>99％，以DMSO助溶，4 ℃保存。DAOY细胞为本实

验室自存。DMEM培养基和胎牛血清（Gibco公司，

美国）。细胞培养瓶、96孔板等（Corning公司，美

国）。CCK⁃8细胞增殖与毒性试剂盒、Caspase⁃3分

光光度法检测试剂盒及Annexin V⁃FITC/PI细胞凋

亡检测试剂盒（南京凯基生物技术股份有限公

司）。酶标仪为Thermo光谱扫描多功能读数仪。流

式细胞仪为BD Influx。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养

将DAOY细胞置于含 10%胎牛血清和 1%青霉

素⁃链霉素的DMEM培养液中，置于37 ℃、5% CO2饱

和湿度的恒温培养箱中培养；每 2~3 d换液 1次、每

4 d左右传代１次。

1.2.2 CCK⁃8法检测细胞增殖

将细胞消化、计数、配制成浓度为5×104 个/mL的
单细胞悬液。96孔细胞培养板中每孔加入100 μL单
细胞悬液；将培养板置于 37 ℃、5%CO2饱和湿度的

恒温培养箱中培养 24 h；弃去培养基，PBS清洗 2
次，用培养基稀释汉黄芩素至所需浓度（12.5、25.0、
50.0 和 100 μmol/L），每孔加入200 μL相应的含药培

养基，同时设立阴性对照组；再将培养板置于37 ℃、

5% CO2培养箱中培养 24 h；向每孔中加入 10 μL
CCK⁃8，继续培养3 h；摇床10 min 轻轻混匀；酶标仪

在波长450 nm读出每孔的吸光度（A）。
1.2.3 Annexin V⁃FITC/PI双染法检测细胞凋亡

将对数生长期的细胞消化接种到 6孔板中，次

日，根据组别设置加入50 μmol/L汉黄芩素的完全培

养基培养48 h后，消化收集细胞；用PBS洗涤细胞2
次（1 000 r/min 离心 5 min）；加入 500 μL Binding
Buffer重悬细胞；然后再加入 5 μL Annexin V⁃FITC
混匀后，加入 5 μL PI，混匀；室温、避光、反应 15
min；用流式细胞术检测细胞的凋亡。

1.2.4 比色法检测Caspase⁃3活性

DAOY细胞接种于 6孔板上，培养 24 h后进行

不同浓度的汉黄芩素处理，处理后继续培养24 h后
收集并裂解细胞，离心取上清测定蛋白浓度。取含

100~200 μg蛋白的裂解液至96孔培养板中，每孔加

50 μL 2倍浓度的反应缓冲液/DTT和5 μL Caspase⁃3
底物后，37 ℃孵育4 h。每组设3个复孔。在酶标仪

上读取各孔吸光度值，确定每个样本中Caspase⁃3活
性的倍增数。实验重复3次。Caspase⁃3活性倍增数

=药物处理组吸光度值阴性对照组吸光度值。

1.2.5 裸鼠皮下成瘤实验

收集对数期生长的 DAOY 细胞，用无血清

DMEM 培养基重悬后配成 2×108 个/mL 单细胞悬

液。用10%水合氯醛腹腔注射麻醉饲养在SPF条件

下的 4~5周龄雄性 BALB/C备用的裸小鼠（0.3 mL/
100 g）。麻醉成功后，取 100 μL单细胞悬液接种于

裸小鼠的右前肢腋下。待裸鼠注射部位形成肉眼

可见肿瘤后，每隔1 d用游标卡尺测量肿瘤长径（a）
和短径（b），按公式V=ab2/2计算肿瘤体积。待肿瘤

体积达 50 mm3时将裸鼠随机分成两组，每组 3只。

将两组分别注射 50 μmol/L 汉黄芩素与 DMSO
（0.1%）160 μL瘤内注射。从第 1次治疗开始，每隔

1 d治疗 1次，共治疗 5次。于最后一次观察测量结

束后，断颈处死裸鼠，取出肿瘤标本。

1.3 统计学处理

采用 SPSS 17.0 统计软件处理，计量资料以均

数±标准差（x ± s）表示，多组间比较采用单因素方差

分析，P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 汉黄芩素抑制髓母细胞瘤细胞活性

CCK⁃8检测结果显示汉黄芩素在24 h可以有效

抑制髓母细胞瘤的细胞活性（图 1A）。随着汉黄芩

素浓度的增高，髓母细胞瘤细胞的活性逐渐降低。

此外，进一步观察了50 μmol/L浓度的汉黄芩素不同

作用时间对髓母细胞瘤细胞活性的影响（图 1B）。

这些结果表明，汉黄芩素可抑制髓母细胞瘤细胞增

殖，且汉黄芩素对髓母细胞瘤细胞活性抑制程度具

有浓度和时间依赖性。

2.2 汉黄芩素诱导髓母细胞瘤细胞凋亡

Annexin V⁃FITC/PI流式凋亡检测显示，与对照

组相比，50 μmol/L汉黄芩素处理组细胞凋亡明显增

多（P＜0.001，图2）。
2.3 汉黄芩素增加细胞凋亡蛋白Caspase⁃3的表达

通过Caspase⁃3活性检测试剂盒，发现不同浓度

汉黄芩素处理组细胞中 Caspase⁃3活性不同，Cas⁃
pase⁃3活性随汉黄芩素浓度的增高而增强（图3）。
2.4 汉黄芩素体内抑制髓母细胞瘤增殖

为研究汉黄芩素对髓母细胞瘤细胞生长抑制

作用，用汉黄芩素对皮下成瘤裸鼠进行瘤内治疗，

与对照组相比，治疗组肿瘤的体积明显缩小（图4）。
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3 讨 论

髓母细胞瘤是一种胚胎源性肿瘤，多起源于小

脑下蚓部，是儿童后颅窝内最常见的恶性肿瘤。目

前的治疗策略是以手术切除为主，术后辅以脑及全

脊髓放疗和化疗［1-2］。该方法虽然可以显著提高患

儿的生存率，但由于治疗的不良反应，存活下来的
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图2 流式细胞仪检测50 μmol/L汉黄芩素对髓母细胞瘤细

胞凋亡的影响

Figure 2 Analysis of wogonin on DAOY cell apoptosis us⁃
ing flow cytometry
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图1 CCK⁃8检测汉黄芩素对髓母细胞瘤DAOY活性的影响

Figure 1 Analysis of wogonin on DAOY cell viability us⁃
ing CCK⁃8 kit 对照组
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图4 汉黄芩素抑制髓母细胞瘤的体内生长

Figure 4 Analysis of wogonin on medulloblastoma cells
proliferation in vivo

与对照组比较，**P < 0.01，***P < 0.001。
图3 Caspase⁃3活性检测试剂盒检测汉黄芩素对髓母细胞

瘤细胞中Caspase⁃3活性的影响

Figure 3 Analysis of wogonin on caspase ⁃ 3 activity in
DAOY cells by caspase⁃3 activity assay kit
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患儿多留有智力下降、生长缓慢、内分泌功能失常

和听力减退等严重的后遗症，这使得存活患儿生存

质量较低［7］。此外，目前国内外已研究的抗肿瘤药

物众多，但多数不良反应较大，寻找新的高效低毒

的肿瘤抑制剂已成为国内外研究的重点。中药抗

癌成分以其高疗效低毒性日益受到研究人员的重

视。汉黄芩素是传统中草药黄芩的有效成分之一，

是一种植物单黄酮类化合物。近年来，越来越多的

研究揭示汉黄芩素除了较强的抗氧化和抗病毒活

性外，还有明显的抑癌作用［8］，例如汉黄芩素可诱导

EB病毒阳性淋巴瘤细胞凋亡，还可通过抑制Nrf2增
强耐药头颈部肿瘤对顺铂的敏感性［9-10］。此外体外

研究还发现，在乳腺癌、肝癌及胶质母细胞瘤细胞

系中，汉黄芩素都发挥了抑癌作用［11-13］。

本研究通过采用不同浓度汉黄芩素体外处理

人髓母细胞瘤DAOY细胞发现，汉黄芩素对髓母细

胞瘤细胞活性具有明显抑制作用，且汉黄芩素对

髓母细胞瘤细胞活性抑制程度具有浓度和时间依

赖性。随后，通过流式细胞凋亡检测还进一步发

现汉黄芩素可以诱导髓母细胞瘤 DAOY 细胞凋

亡。caspase⁃3活性的检测还发现汉黄芩素可以增

强髓母细胞瘤细胞中 caspase⁃3凋亡蛋白的活性。

这一发现进一步证实，汉黄芩素能够诱导DAOY细

胞凋亡。

因此，汉黄芩素有望用于髓母细胞瘤的治疗，

相信其在髓母细胞瘤的预防和治疗方面有非常好

的应用前景。汉黄芩素的抗癌作用与Caspase⁃3的
关系，及其如何调控DAOY细胞进入凋亡的进程，有

待进一步研究。
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