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苦丁茶黄酮通过 caspases活化诱导人 HSC-3 

口腔癌细胞凋亡的效果 
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摘要：本研究对苦丁茶黄酮通过 caspases（半胱氨酸蛋白酶蛋白）活化诱导人 HSC-3 口腔癌细胞凋亡的效果进行了观察。通过

MTT 实验发现在 0~150 µg/mL 浓度下，苦丁茶黄酮可以抑制 HSC-3 癌细胞的生长，但不影响HOK 口腔角质细胞（正常细胞）的增

殖。150 µg/mL 浓度下苦丁茶黄酮对HSC-3癌细胞的生长抑制率（78.9%）超过同浓度下市售大豆异黄酮胶囊物（42.8%）。通过检测

癌细胞的 mRNA 表达强度发现，相对于对照癌细胞，苦丁茶黄酮可以上调 HSC-3癌细胞中 caspase-3、caspase-8、caspase-9、Bax（Bcl-2

相关X 蛋白）、Fas（凋亡相关因子）和 FasL（凋亡相关因子配体）的表达，下调 Bcl（B 淋巴细胞瘤）-2、Bcl-xL、cIAP（细胞凋亡

抑制蛋白）-1 和 cIAP-2 的表达，并且随着苦丁茶黄酮浓度的升高，这些趋势进一步加强。实验结果证实苦丁茶黄酮可以在体外通过

caspases 的活化实现诱导HSC-3癌细胞凋亡的效果。 
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Abstract: The apoptosis-inducing effects of Kuding tea flavonoids on human oral cancer HSC-3 cells through caspase activation 

(cysteinyl aspartate specific proteinase) were observed in this study. The MTT assay showed that Kuding tea flavonoids inhibited the growth of 

HSC-3 cancer cells at a concentration of 0~150 µg/mL; however, the flavonoids did not influence the proliferation of human oral keratinocyte 

cells (normal cells). Kuding tea flavonoids (concentration, 150 µg/mL) showed a better growth inhibitory effect (78.9%) on HSC-3 cancer cells 

compared to the soybean isoflavones capsule substance (42.8%) available in the market. Analysis of the mRNA expression in cancer cells 

showed that Kuding tea flavonoids upregulated caspase-3, caspase-8, caspase-9, Bcl-2 associated X protein (Bax), factor associated suicide 

(Fas), and Fas ligand (FasL) mRNA expressions, and  downregulated the expressions of B-cell lymphoma-2 (Bcl-2), Bcl-xL, cellular inhibitor 

of apoptosis protein-1 (cIAP-1), and cIAP-2 mRNA, compared to the control. This increase and decrease in mRNA expression was observed to 

be correlated to the increase in concentration of Kuding tea flavonoids. These results demonstrated that Kuding tea flavonoids induced in vitro 

apoptosis in HSC-3 cancer cells via caspase activation. 
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苦丁茶是冬青科冬青属的苦丁茶种常绿乔木树叶

制成的一种传统饮品，在四川、贵州、云南和湖南等

省份都有出产
[1]
。同时，苦丁茶也作为中医上的药用

植物使用，常被用于清热消暑、生津止渴和润喉止咳
[2]
。现代医学研究证明苦丁茶还有具有抗氧化、抗衰

老和预防癌症等多种功效[3]。苦丁茶含有多种有效成

分，包括多酚类物质、维生素、氨基酸和黄酮类物质
[4]。 

口腔癌是一种常发生的恶性疾病，大部分情况是

口腔鳞状上皮细胞发生癌变，使口腔黏膜出现变异病

变，口腔不卫生，长期被刺激物刺激和营养不良都可

能导致口腔癌的发生
[5]
。通过食品对口腔癌进行预防

已经得到了初步证实，已有的研究表明苦丁茶粗提取

物对体外培养的癌细胞具有良好的抑制作用
[6]
。茶叶

中提取的黄酮类作为茶叶中很重要的成分也被证实具

有诱导癌细胞凋亡的作用[7]。Caspase 是一类蛋白酶，

关系着细胞凋亡，同时在细胞的生长、分化与凋亡过

程中起着重要的作用，特别是 caspase 的激活是癌细

胞凋亡机制中最关键的环节之一[8]。在细胞生长、成

熟和其他的大部分生理阶段中，caspase 都可以控制细

胞程序性细胞死亡和细胞凋亡，细胞凋亡的失控可以

导致肿瘤的发展和自身免疫性疾病的的发生[1]。早在

90 年代中期就已经有研究关注 caspase 对癌症治疗的

作用，包括刺激 caspase 家族中的蛋白酶作为癌症靶

点治疗的手段[9]。本研究也观察了通过苦丁茶中提取

的黄酮物质刺激和活化口腔癌细胞的 caspase 蛋白酶

和 caspase相关蛋白酶来达到诱导癌细胞凋亡的作用，

得到的研究数据将对苦丁茶这种宝贵的食品资源的开

发提供新的指向。 

1  材料与方法 

1.1  样品 

虫茶：市售澄迈万昌苦丁茶场生产椰仙牌野生苦

丁茶，冷冻干燥后粉碎，取 100 g冷冻干燥的苦丁茶

粉末，加入 1 L的 70%乙醇溶液，在 70 ℃水浴下浸

提 4 h，滤液过硅藻土除去脂溶性杂质，收集提取液再

通过 ADS-17 树脂使黄酮类物质被树脂吸附，再用

90%的乙醇溶液洗脱下树脂吸附的黄酮物质，最后旋

转蒸发蒸干溶剂得到苦丁茶黄酮提取物[10]。 

1.2  癌细胞株 

人口腔癌 HSC-3 细胞购自于美国典型微生物菌

种保藏中心(ATCC)；正常 HOK 人口腔角质细胞购自

于美国Sciencell公司。 

1.3  试剂 

芦丁标准品，上海源叶生物科技有限公司；大豆

异黄酮软胶囊，康恩贝公司；RPMI-1640 细胞培养液、

胎牛血清和 MTT（3-（4，5-二甲基噻唑-2）-2，5-二

苯基四氮唑溴盐），DMSO(二甲基亚砜)，Sigma公司，

美国；CycleTESTTM PLUS DNA染色试剂盒，Becton 

Dickinson公司，德国；Trizol试剂、oligodT18、RNase、

dNTP 和 MLV，Invitrogen 公司，美国；RT-PCR（反

转录聚合酶链式反应）引物 caspase-3、caspase-8、

caspase-9、Bax、Bcl-2、Bcl-xL、Fas、FasL、cIAP-1

和 cIAP-2，Eppendorf 公司，德国；其余试剂均为国

产分析纯。 

1.4  仪器与设备 

R1002VN 旋转蒸发仪，郑州长城科工贸有限公

司；TG1650-WS 高速离心机，重庆春鑫科技有限公司；

Thermo 3110二氧化碳细胞培养箱，Thermo公司，美

国；Bio-Rad 680 酶标仪、Bio-Rad 小型水平电泳槽， 

Bio-Rad 公司，美国；ABI 2720 PCR 仪, Applied 

Biosystems 公司，美国。 

1.5  方法 

1.5.1  苦丁茶黄酮提取物纯度测定 

称取芦丁标准品，加入 90%的乙醇溶液，制成浓

度为 10、20、30、40 和 50 μg/mL浓度的芦丁标准液。

再将苦丁茶黄酮提取物也溶于 90%的乙醇溶液，根据

芦丁标准品溶液的标准曲线进行对比，用分光光度仪

在 500 nm 处测定吸光度，计算得苦丁茶黄酮提取物

中黄酮物质（芦丁计）的纯度。 

1.5.2  MTT 法测定苦丁茶黄酮对细胞生长抑

制率的影响 

用含 10% 胎牛血清的 RPMI-1640 细胞培养基将

人口腔癌 HSC-3 细胞和 HOK正常口腔上皮角质细胞

培养在 37 ℃，5% CO2环境中，2~3 d更换一次培养

基。传代一次后将细胞浓度调整为 1×10
5 个/mL，在

96 孔板各孔中加入 100 μL细胞悬液，然后培养24 h

至细胞贴壁，吸出原有培养基后，再在对照组（癌细

胞阴性对照）孔中加入新的 100 μL的 RPMI-1640 细

胞培养基；苦丁茶黄酮处理组各孔中加入含25 到 200 

µg/mL浓度苦丁茶黄酮的培养液 100 μL；大豆异黄酮

（阳性对照）组孔中加入含 150 µg/mL浓度大豆异黄

酮胶囊物的培养基，然后继续培养 48 h后再次吸出各

孔内培养基，接着在各孔中加入含 MTT 试剂的培养

基（培养基中 MTT 试剂浓度为 0.5 mg/mL）继续培养
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4 h。4 h后将 96 孔板上各孔内培养液再次吸出，然后

在各孔中加入 100 μL 的 DMSO 后室温避光放置 30 

min，最后在 490 nm处测定OD 值，通过计算 OD 值

可得到苦丁茶黄酮对细胞生长抑制率=[（对照孔 OD

值-样品处理孔 OD值）/对照孔 OD 值]×100%
[6]
。 

1.5.3  RT-PCR 法检测苦丁茶黄酮对人口腔癌

细胞基因表达的影响 

将人口腔癌 HSC-3 细胞接种于直径为 10 cm细胞

培养皿中，按 1.5.2 方法进行苦丁茶黄酮处理和细胞培

养后用 RNAzol试剂提癌细胞的总 RNA。将提取的总

RNA浓度调整至 1 μg/μL。取2 μL的 RNA提取液分

别加入 oligodT18，RNase, dNTP和 MLV酶各 1 μL，

5×buffer 10 μL，在 37 ℃120 min，99 ℃ 4 min，4 ℃ 

3 min 的条件下合成 cDNA。然后以反转录-聚合酶链

反应法扩增 caspase-3、caspase-8、caspase-9、Bax、

Bcl-2、Bcl-xL、Fas、FasL、cIAP-1 和 cIAP-2 表达，

同时以持家基因（GAPDH）作为对照内参照。最后以

含浓度溴化乙锭的 1％琼脂电泳检查 PCR 扩增产物

[2]，再用 Image1.44软件对表达进行定量分析。 

1.5.4  数据分析 

所有的实验进行 3 次平行实验，将 3 次得到的实

验数据结果以平均值±标准偏差表示，然后使用

SAS9.1 统计软件对所得数据采用 one-way ANOVA分

析方法对结果在 p<0.05 水平上是否具有显著性差异

进行分析。 

2  结果与讨论 

2.1  苦丁茶黄酮提取物的纯度 

芦丁作为标准品测定植物中含有的总黄酮含量是

初步检测植物中总黄酮的常用方法。通过测定到的

10、20、30、40、50 μg/mL浓度的芦丁标准液的吸光

度，得到黄酮标准液的标准曲线为 y=0.0014x-0.0083

（x 为黄酮浓度，y 为吸光值，表 1，图 1）。通过对照

标准曲线可以检测出苦丁茶黄酮提取物中黄酮类物质

的含量达到 41.3%（芦丁计）。 

表 1 芦丁标准液吸光度 

Table 1 Absorption of rutin standard solution 

芦丁浓度/(μg/mL) 10 20 30 40 50 

吸光度 0.008±0.002 e 0.017±0.003 d 0.025±0.005 c 0.038±0.003 b 0.062±0.006 a 

注：不同英文字母表示差各组数据平均值显著性差异（p<0.05），同表2，图4~7。 

 
图 1 芦丁标准液标准曲线 

Fig.1 Standard curve of the rutin standard solution 

2.2  苦丁茶黄酮对细胞生长抑制率的影响 

食品中功能性物质对体外培养的细胞作用时，仅

对癌细胞有影响，而对正常细胞没有影响时，该物质

可以初步判断为对癌细胞的致死作用是由于其对癌细

胞具有凋亡诱导作用，而不是对细胞的毒性作用[11]。

苦丁茶黄酮作用在细胞后，经过 0~150 µg/mL浓度苦

丁茶黄酮处理的人口腔癌 HSC-3 细胞生长率逐渐下

降，当苦丁茶黄酮浓度达到 175 µg/mL浓度后 HSC-3

癌细胞的生长被完全抑制，癌细胞全部死亡（图 2）。

采用同样的浓度处理正常 HOK 人口腔上皮角质细胞

后，在0~150 µg/mL下，HOK细胞的生长没有受到苦

丁茶黄酮的影响（图 3），可见在 0~150 µg/mL浓度下

苦丁茶黄酮对正常细胞没有毒性作用，不会影响人体

正常细胞的增殖生长，但是对癌细胞的增殖有显著的

抑制作用，其作用可能是苦丁茶黄酮对癌细胞的凋亡

诱导作用。 

 

图 2 苦丁茶黄酮对 HSC-3 人口腔癌细胞的体外生长抑制效果 

Fig.2 In vitro inhibitory effect of Kuding tea flavonoids on the 

growth of human oral cancer HSC-3 cells 

由表 2 可以看出苦丁茶黄酮可以显著降低 HSC-3

癌细胞中的增殖，150 µg/mL浓度下苦丁茶黄酮较对

照组癌细胞（阴性对照）存活率仅为 21.1%，大部分

细胞经苦丁茶黄酮作用后已死亡（生长抑制率达到
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78.9%）。市售康恩贝大豆异黄酮胶囊作为国家批准的

保健食品含有黄酮类成分大豆异黄酮（大豆苷、大豆

苷元、染料木苷、染料木素），150 µg/mL浓度大豆异

黄酮胶囊物（阳性对照）对 HSC-3癌细胞也具有一定

的增殖抑制效果，抑制率为 42.8%。可见本研究中提

取的苦丁茶黄酮对 HSC-3 口腔癌细胞的增殖抑制效

果高于同浓度的市售大豆异黄酮胶囊物，苦丁茶黄酮

可以达到和超过市售保健食品的体外抗癌效果。通过

图 2 计算得到苦丁茶黄酮处理浓度与抑制率之间的关

系为 y（生长抑制率）=0.5246x（苦丁茶黄酮浓度，

µg/mL）-1.1571，可以计算得出苦丁茶黄酮对 HSC-3

癌细胞 IC50 为 97.52 µg/mL，因此选择 50、100 和 150 

µg/mL 浓度继续实验，观察苦丁茶黄酮通过活化

caspase 相关酶对 HSC-3癌细胞凋亡诱导效果。 

 
图 3 苦丁茶黄酮对 HOK人口腔角质细胞的体外生长抑制效果 

Fig.3 In vitro inhibitory effect of Kuding tea flavonoids on the 

growth of human oral keratinocytes (HOK) 

表2 苦丁茶黄酮和市售大豆异黄酮胶囊物对HSC-3癌细胞的增

殖抑制效果 

Table 2 Growth inhibitory effect of Kuding tea flavonoids and 

soybean isoflavone capsule substance (available in the market) 

on HSC-3 cancer cells 

组别 OD 值 增殖抑制率/% 

对照组（阴性对照） 0.493±0.003a / 

苦丁茶黄酮 

/(µg/mL) 

50 0.357±0.007c 27.6±3.7d 

100 0.235±0.011e 52.3±5. b 

150 0.104±0.008f 78.9±4.6a 

大豆异黄酮胶囊物 

/(阳性对照，µg/mL) 

50 0.437±0.006b 11.3±1.9e 

100 0.366±0.010c 25.8±2.6d 

150 0.282±0.010 d 42.8±3.1 c 

2.3  苦丁茶黄酮对口腔癌细胞 caspases 表达的

影响 

由图4可以看出苦丁茶黄酮可以使HSC-3癌细胞

中的 caspase 表达发生变化，相对于没有经过任何处

理的对照癌细胞，不同浓度的苦丁茶黄酮都可以显著

上调 HSC-3 癌细胞中的 caspase-3、caspase-8 和

caspase-9 的 mRNA 表达强度（p<0.05），其中 150 

µg/mL浓度的苦丁茶黄酮处理后癌细胞的 caspase-3、

caspase-8 和 caspase-9 表达最为强烈，癌细胞的

caspase-3、caspase-8 和 caspase-9 表达与苦丁茶黄酮处

理浓度呈正相关。Caspase-8 和 caspase-9 是细胞凋亡

信号转导过程的上游的 caspase，caspase-3 是一个下游

的 caspase，它们都是细胞凋亡效应中的效应分子。

Caspase-9是线粒体通道的细胞凋亡效应分子，被活化

后，启动细胞内的死亡程序，激活下游的 caspase-3 将

凋亡信号放大并执行，导致细胞出现凋亡
[12]

。有研究

表明，随着外界功能性物质的刺激，体外培养的癌细

胞的 caspase-3、caspase-8 和 caspase-9 表达强度将上

升，可以诱导癌细胞凋亡[11]。本研究也得出了相同的

结果，苦丁茶黄酮处理后的癌细胞中的 caspase 表达

强度增强，能诱导 HSC-3 癌细胞凋亡。 

 

 
图 4 苦丁茶黄酮处理 HSC-3人口腔癌细胞 caspase-3、

caspase-8和 caspase-9的 mRNA表达水平 

Fig.4 mRNA expression levels of caspase-3, caspase-8, and 

caspase-9 in human oral cancer HSC-3 cells treated with 

Kuding tea flavonoids 

2.4  苦丁茶黄酮对口腔癌细胞 Bax、Bcl-2 和

Bcl-xL 表达的影响 

在细胞凋亡过程中，Bcl-2 家族基因起着很重要的
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作用，家族基因中的 Bax 基因可以促进凋亡，Bcl-2

和 Bcl-xL 基因则起细胞凋亡的作用。Bcl-2 蛋白是

Bcl-2 家族中最主要的成员，被认为是细胞凋亡的抑制

基因[12]。在凋亡信号传导的过程中，Bcl-2 的作用在

caspase-3 活化的上游，通过抑制 caspase-3 的活化起到

抑制凋亡的作用。有研究表明Bcl-2不仅能在caspase-3

的上游发挥作用，同时 Bcl-2 还是 caspase-3的直接底

物，被 caspase-3特异性酶解后的 Bcl-2 片段，其功能

发生转换，变为触发凋亡[11]，Bcl-2家族基因和 caspase

家族基因间的相互作用在诱导癌细胞凋亡中具有很强

的联系。苦丁茶黄酮也可以通过促进 HSC-3癌细胞的

Bcl-2 家族基因变化，来促进 HSC-3癌细胞 caspase-3、

caspase-8 和 caspase-9 表达上调，苦丁茶黄酮可以上调

Bax 基因，下调 Bcl-2 和 Bcl-xL 基因，且随着苦丁茶

黄酮浓度的升高，上调和下调相关基因的幅度也越大

（图 5），150 µg/mL 浓度苦丁茶黄酮处理下 Bax 的

mRNA 表达显著高于 50 和 100 µg/mL苦丁茶对癌细

胞的处理，受高浓度苦丁茶黄酮作用癌细胞的 Bcl-2

和 Bcl-xL 显著低于受低浓度苦丁茶黄酮作用癌细胞

（p<0.05）。 

 

 

图5 苦丁茶黄酮处理HSC-3人口腔癌细胞Bax、Bcl-2和Bcl-xL

的 mRNA 表达水平 

Fig.5 mRNA expression levels of Bax, Bcl-2, and Bcl-xL in 

human oral cancer HSC-3 cells treated with Kuding tea 

flavonoids 

2.5  苦丁茶黄酮对口腔癌细胞 Fas 和 FasL 表 

 

达的影响 

 

 

图 6 苦丁茶黄酮处理 HSC-3人口腔癌细胞 Fas和 FasL 的mRNA

表达水平 

Fig.6 mRNA expression levels of Fas and FasL in human oral 

cancer HSC-3 cells treated with Kuding tea flavonoids 

Fas 是细胞死亡受体，FasL 是可以结合死亡受体

的因子，Fas和FasL结合能诱导细胞凋亡，Fas和Fas-L

作用后传递凋亡信号给 caspase 家族基因, 激活一系

列的 caspase 参与细胞凋亡，并通过循环放大实现

caspase 系列酶的自我调控，增强 caspase 家族活性[12]。

通过图 6 可以观察到对比对照癌细胞，苦丁茶黄酮可

以大幅度提高 Fas 的表达强度，同时苦丁茶黄酮也可

以使FasL表达强度提升，但是提升的幅度较Fas较小，

150 µg/mL 浓度苦丁茶黄酮处理下癌细胞的 Fas 和

FasL表达强度为对照癌细胞的 18.63 和 4.50倍，且各

组癌细胞间的表达均具有显著差异（p<0.05）。由此看

出，苦丁茶黄酮可以通过提高Fas 和FasL表达强度，

活化和放大 caspase-3、caspase-8 和 caspase-9 的活性，

增强诱导癌细胞凋亡的效果。 

2.6  苦丁 茶黄 酮 对口 腔 癌细 胞 cIAP-1 和

cIAP-2 表达的影响 

cIAP-1 和 cIAP-2 都是癌细胞凋亡抑制因子，

cIAP-1 能直接与 caspase-3 结合而达到降解 caspase-3

的凋亡作用；同样，cIAP-2 也能阻断 caspase-9 的活性， 
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控制cIAP-1和cIAP-2在诱导癌细胞凋亡过程的含量，

可以减少对 caspase 家族诱导癌细胞凋亡过程的影响
[13]

。50、100 和150 µg/mL浓度苦丁茶黄酮使癌细胞

的 cIAP-1 表达强度分别降低到对照组癌细胞的0.60、

0.32 和 0.14 倍；以上浓度对 cIAP-2 强度也降低到对

照癌细胞的 0.40、0.24 和 0.11 倍。通过实验证明，苦

丁茶黄酮可以通过减弱 cIAP-1和 cIAP-2 在 HSC-3 癌

细胞中的表达强度来保证 caspase-3、caspase-8 和

caspase-9 等促凋亡基因发挥作用，随着苦丁茶黄酮剂

量的增加，cIAP-1 和 cIAP-2 进一步减弱，对增强

caspase-3、caspase-8 和 caspase-9 的影响越小，诱导

癌细胞凋亡的效果越好（图 7）。 

 

 
图7 苦丁茶黄酮处理HSC-3人口腔癌细胞cIAP-1和cIAP-2的

mRNA表达水平 

Fig.7 mRNA expression levels of cIAP-1 and cIAP-2 in human 

oral cancer HSC-3 cells treated with Kuding tea flavonoids 

3  结论 

调控癌细胞的 caspase和 Bcl-2等家族基因可以起

到诱导癌细胞凋亡的效果，caspase 家族基因的变化除

了和 Bcl-2 家族基因有很强的关联外，也和 Fas、FasL、

cIAP-1 和 cIAP-2 基因相互促进或抑制，通过调节这

些基因在癌细胞中的含量也可以进一步加强癌细胞中

caspase-3、8、9 表达[11~13]，黄酮类化合物已经被证明

对癌细胞中的 caspase和 Bcl-2家族基因有明显的影响

作用，黄酮类化合物通过调控癌细胞中相关基因的强

度起到诱导癌细胞凋亡的作用[14]，本研究对苦丁茶黄

酮的体外抗癌效果进行了研究，也发现苦丁茶黄酮可

以通过活化 caspase 来达到诱导 HSC-3 人口腔癌细胞

凋亡，起到体外抗癌效果，进一步证明了苦丁茶含有

的黄酮类成分也能达到诱导 HSC-3 癌细胞凋亡的作

用。通过苦丁茶黄酮作用在体外培养的癌细胞和正常

细胞的比较发现，苦丁茶黄酮在 0~150 µg/mL浓度内

仅对 HSC-3 癌细胞有效果，对正常的口腔细胞的生长

没有明显的影响。在得到的仅对癌细胞有反应的安全

浓度内进行了进一步分析，在 50、100 和 150 µg/mL

浓度下苦丁茶黄酮对 HSC-3 癌细胞的体外生长抑制

率显著高于同浓度下市售大豆异黄酮胶囊物。苦丁茶

黄酮对 HSC-3 癌细胞中 caspase家族基因和与 caspase

直接相关凋亡基因的表达有显著影响，实验结果显示

苦丁茶黄酮可以上调 HSC-3 癌细胞中 caspase-3、

caspase-8、caspase-9、Bax、Fas 和 FasL的 mRNA 表

达，下调 Bcl-2、Bcl-xL、cIAP-1 和 cIAP-2 的表达，

并且随着苦丁茶黄酮浓度的升高，上调和下调表达的

幅度也增加。由这些结果可以得出在一定浓度下，苦

丁茶黄酮可以通过 caspase 相关基因促进 caspase活化

来达到诱导 HSC-3人口腔癌细胞凋亡的作用，且 150 

µg/mL作用浓度下诱导癌细胞凋亡效果最好。 
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