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二氢杨梅素对骨肉瘤细胞增殖的抑制作用 
 

陈庆，贾强，王欢，李佳涵，严静，吴蓝洁，李怡菲 
（广州城市职业学院食品系，广东广州 510405） 

摘要：本研究旨在探讨二氢杨梅素对骨肉瘤细胞增殖的抑制作用及其机制。采用 MTT 法检测不同浓度的二氢杨梅素溶液对骨肉

瘤细胞增殖的抑制作用；采用倒置显微镜、Hoechst 33258 荧光染色法和流式细胞术检测不同浓度的二氢杨梅素溶液对骨肉瘤细胞形

态、凋亡和周期的影响；并进一步采用 Western Blot 法分析细胞周期蛋白和凋亡蛋白表达的影响。研究结果表明二氢杨梅素对骨肉瘤

细胞增殖具有显著的抑制作用，细胞形态发生了明显变化，呈显著的剂量依赖型，其半数抑制浓度（IC50）值为 24.41±1.25 µM。细

胞周期实验结果表明，经二氢杨梅素处理后，G0/G1 期细胞数百分比从 60.20%下降到 21.50%，而 G2/M 细胞数百分比从 11.60%增加

到 45.30%，细胞周期蛋白 Cyclin B1 表达下降引起细胞周期阻滞；此外，抗凋亡蛋白 Bcl-2 表达和促凋亡蛋白 Bax 表达的比例显著下

降，从而诱导细胞发生凋亡。结果表明二氢杨梅素具有显著的抗骨肉瘤增殖活性，可开发一种潜在的治疗骨肉瘤的功能食品或药物。 
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Abstract: In the present study, the inhibitory effect and mechanism of action of dihydromyricetin (DHM) on the proliferation of 

osteosarcoma cells were investigated. The inhibitory effects of DHM solutions at different concentrations on the proliferation of osteosarcoma 

cells were examined by the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) method. The influences of DHM solutions at 

different concentrations on the cell morphology, apoptosis and cell cycle of osteosarcoma cells were examined by an inverted microscope, 

Hoechst 33258 fluorescent staining and flow cytometry. The expression levels of cell cycle- and apoptosis-related proteins were analyzed by 

Western Blot method. The results showed that DHM exhibited a significant inhibitory effect on the proliferation of osteosarcoma cells and 

caused changes in the cell morphology of osteosarcoma cells in a dose-dependent manner, with the half inhibitory concentration (IC50) value as 

24.41±1.25 µM. The results of cell cycle experiments showed that after the DHM treatment, the percentage of the cells at G0 phase to the cells 

at G1 phase (G0/G1) decreased significantly from 60.20% to 21.50%, whereas, the percentage of the cells at G2 phase to the cells at M phase 

increased from 11.60% to 45.30%, and the expression of cell cycle-related protein, Cyclin B1, decreased, causing the cell cycle arrest. In 

addition, the ratio of the expression of anti-apoptotic protein, Bcl-2, to the expression of pro-apoptotic protein, Bax, decreased, inducing 

apoptosis. These findings indicate that DHM has significant anti-proliferation activity against osteosarcoma cells, and may be a potential 

functional food or drug for the treatment of osteosarcoma. 
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骨肉瘤（osteosarcoma）是目前人类骨科领域最常

见的原发性恶性肿瘤，起源于间充质细胞，常发病于

年龄 10-30 岁青少年，因其有侵袭力强、早期转移、

高度恶性和预后极差等特点，严重危害了青少年的身

体和精神健康[1]。一般的治疗方法是联合多种药物的
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化疗和手术相结合，然而化疗中需要的药物剂量多、

毒副作用大和医疗费用高，并且有相当多患者对化疗

药物的不敏感和产生的耐药性，但骨肉瘤患者术后 5
年的生存率仅有 60%~70%[2]。因此，寻找天然具有抗

骨肉瘤的活性化合物代替传统药物，避免化疗耐药性，

并制定新的治疗策略才有可能突破提高骨肉瘤患者生

存率的瓶颈。 
藤茶又称白茶、莓茶，主要分布在我国长江流域

以南，是葡萄科蛇葡萄属植物显齿蛇葡萄的嫩茎叶加

工而成，其主要有效成分为黄酮类化合物，并以二氢

杨梅素含量为最高，约占藤茶干和叶干重的 15%~ 
20%，是目前国内外发现的二氢黄酮类化合物中大体

含量最高的植物。现代药理学研究发现二氢杨梅素

（dihydromyricetin，DHM）具有显著的抗氧化、抗肿

瘤、解酒、消炎、抗血栓等多种药理活性，极具开发

和应用潜力[3-7]。此外，研究表明二氢杨梅素因其低毒

高效、对增强化疗药物敏感性等特性而在抗肿瘤应用

方面深受重视[8]。当前国内外许多研究表明二氢杨梅

素对乳腺癌、胃癌、肝癌、肺癌等多种癌细胞都表现

出较强的抑制作用，可开发一种有潜力的抗癌药物
[5,6]。然而，目前关于二氢杨梅素骨肉瘤的抑制作用及

其机制尚不清楚，本文研究了二氢杨梅素对骨肉瘤细

胞的抑制作用，并对其机制进行了初步探讨，以期为

开发新型的抗骨肉瘤增殖的食品功能因子或药物提供

理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

二氢杨梅素（DHM，纯度大于 98%）来自贵州省

生物研究所；普通骨肉瘤细胞（U2OS），购自美国

模式培养物寄存库（ATCC）；噻唑蓝（MTT）、Hoechst 
33258 细胞核染色试剂盒、胰蛋白酶-EDTA 和 BCA
蛋白质检测试剂盒，购自美国 Sigma-Aldrich 公司；胎

牛血清，购自 Hyclone 公司；DMEM 培养基、PBS、
青霉素-链霉素购自美国 Gibco 公司；胰蛋白酶，购自

上海生工生物公司；溴化丙啶（PI），购自美国 ICN
公司；Annexin V-FITC 细胞凋亡检测试剂盒，购自

eBioscience 公式。 

1.2  仪器与设备 

微量加样器、细胞培养板，德国 Eppendorf 公司；

超净工作台和酶标仪，美国 Holten 公司和 Bio-Rad 公

司；细胞培养箱，美国Thermo公司；倒置显微镜BH-2，
日本 Olympus 公司；倒置荧光显微镜 Leica DMIRB，

日本 Nikon 公司；多功能酶标仪 Varioskan Flash，美

国 Bio Tek 公司；流式细胞仪 Cytomics FC 500，美国

BD Biosciences 公司。 

1.3  细胞培养 

培养在含有 10%胎牛血清，100 μg/mL 链霉素和

100 U/mL 青霉素的 DMEM 培养液中，于 37 ℃、5% 
CO2、湿度饱和的细胞培养箱里常规培养，每 2~3 d
更换 1 次培养液，到细胞生长到培养瓶 80%~90%面积

时，用胰蛋白酶-EDTA 溶液消化后，进行传代培养。 

1.4  细胞活性测定 

采用MTT法研究DHM对骨肉瘤细胞的细胞增殖

的影响[9]。首先将处于生长对数期的骨肉瘤细胞 U2OS
配成细胞悬液，调整细胞浓度为 5×104 个/mL，按每

孔 100 μL 的细胞悬液接种于 96 孔细胞培养板上，置

于 37 ℃、5% CO2的培养箱中培养 24 h，然后弃去培

养液，每孔依次加入 100 μL 不同浓度的 DHM 溶液

（15、30、60、120 和 240 μM），以不含样品的 DMEM
完全培养基为空白对照，每个浓度有 3 个复孔，置于

细胞培养箱中继续孵育72 h。然后向每孔中加入50 μL
的 MTT 溶液（1 mg/mL），置于培养箱中继续孵育 4 
h 后，小心弃去细胞培养液，并用 100 μL PBS 溶液洗

涤 1 次，随后向每孔中加入 150 μL 的 DMSO 溶液，

用铝箔片包裹，放在平板摇床上振荡 10 min，置于多

功能酶标仪中测定在 490 nm 波长下的吸光度（OD）

值。根据样品组的 OD 值与对照组的 OD 值的比值，

计算细胞的存活率，并以 Bliss 法计算抑制细胞生长达

50%时的药物浓度，以 IC50值表示。 

1.5  细胞形态分析 

将细胞悬液按 5×103个/孔的细胞密度接种于 6 孔

细胞培养板上，置于 37 ℃、5% CO2的细胞培养箱中

培养 24 h，待细胞贴壁后弃去培养液，每孔加入 1 mL
不同浓度的 DHM 溶液（30、60 和 120 μM），继续

孵育 48 h，然后置于倒置光学显微镜下，观察细胞形

态变化并采集图像，放大倍数为 200 倍。 

1.6  Hoechst 33258染色分析 

采用 Hoechst 33258 染色法观察凋亡细胞核的形

态变化[10]。将骨肉瘤细胞以 2×105 个/孔的密度接种于

带玻片的 6 孔细胞板中，培养 24 h。细胞贴壁后弃去

培养液，加入不同浓度的 DHM 溶液（30、60 和 120 
μM），继续培养 24 h 后，弃去细胞上清液，加入 1 mL
甲醇固定液，在 4 ℃下固定 10 min，用 1 mL PBS 溶
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液清洗 2 次，再加一滴 Hoechst 33258 染色液（10 
μg/mL）染色，室温暗处染色 5 min，用 PBS 漂洗 2
次，每次 3~5 min，在紫外光的激发下，用荧光显微

镜进行细胞核形态观察，并摄片。 

1.7  细胞周期分析 

采用流式细胞术分析 DHM 对骨肉瘤细胞的细胞

周期的影响[11]。将骨肉瘤细胞以 2×105个/孔的密度接

种于带玻片的 6 孔细胞板中培养 24 h，待细胞贴壁后

弃去培养液，分别加入 3 mL 不同浓度的 DHM 溶液

（15、30 和 60 μM），对照组加入 3 mL 新鲜培养基，

置于细胞培养箱中培养 24 h。然后经 0.25%胰蛋白酶

消化后，转入离心管中，于 1200 r/min 条件下离心 5 
min，弃去上清液，用 4 mL PBS 溶液洗涤 2 次，于 1500 
r/min 下离心 5 min 后，弃去 PBS 溶液，加入 700 μL
冰冷的 80%乙醇进行固定细胞，置于 4 ℃条件下存放

一夜；用 4 mL 的 PBS 溶液重悬细胞 5 min，离心后，

去掉 PBS 上清液，用 1 mL 溴化丙啶（PI）染色 5 min，
4 ℃避光条件下放置 30 min 后，经流式细胞仪检测细

胞中的 DNA 含量，设置波长为 488 nm，最后，用

LYSIS 软件进行数据处理和分析。 

1.8  Western Blot分析 

采用Western Blot法检测DHM对细胞相关蛋白表

达的影响[12]。采用不同浓度的 DHM 溶液（15、30 和

60 μM）处理骨肉瘤细胞 12 h 后，胰酶消化收集适量细

胞，细胞在裂解液的作用下提取蛋白，离心收集上清

液，用 BCA 蛋白检测试剂盒测定蛋白浓度；将等量的

蛋白进行 SDS-PAGE 电泳、转模到 PVDF 膜上，5%的

BSA 封闭 2 h 后，再通过 I 抗、II 抗反应，使用增强的

化学发光系统可视化蛋白质，并采用化学发光试剂盒

定量分析蛋白相对表达水平。 

1.9  数据处理 

所以结果数据都以平均值（mean）±标准差（SD）

表示，组间差异并采用 SPSS 13.0 软件进行方差分析

（one-way ANOVA）和 Duncan 检验进行差异显著性分

析（p<0.05）。 

2  结果与讨论 

2.1  不同浓度DHM对骨肉瘤细胞存活率的影

响 

不同浓度的 DHM 对骨肉瘤细胞 U2OS 的抑制作

用从图 1 所示，在实验浓度范围内，不同浓度的 DHM
对骨肉瘤细胞作用 72 h 后均产生了抑制作用，其细胞

存活率随药物浓度的增高而降低，呈明显的剂量依赖

关系，当 DHM 处理浓度为 240 μM，细胞存活率迅速

下降到 5%左右，其半数抑制浓度（IC50）值为 24.41 
μM。尹梅梅等[13]研究报道了二氢杨梅素对人肺腺癌

AGZY-83-a 的增殖有明显的抑制作用，并呈剂量和时

间依赖关系，当样品处理浓度为 200 μM，其抑制率为

39.10%。陈恩就等[14]研究发现二氢杨梅素（25~200 
mM）可有效抑制体外肺癌细胞 PC9 和 H1299 活力，

呈浓度以来关系，当处理浓度为 200 mM，其抑制率

约 50%。因此，相比其它癌细胞，DHM 表现出较显

著的抗骨肉瘤增殖活性。 

 
图1 不同浓度的DHM对骨肉瘤细胞增殖的抑制活性 

Fig.1 Inhibitory activity of different concentrations of DHM on 

the proliferation of osteosarcoma cells 

2.2  不同浓度DHM对骨肉瘤细胞形态学的影

响 

    

    
图2 不同浓度的DHM对骨肉瘤细胞形态的影响 

Fig.2 Effect of different concentrations of DHM on the 

morphology of osteosarcoma cells 

注：a：对照组；b：30 μmol/L；c：60 μmol/L；d：120 μmol/L。 

采用光学显微镜观测 DHM 对骨肉瘤细胞 U2OS
形态学变化的影响，结果如图 2 所示。可以看出，空
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白对照组中骨肉瘤细胞的贴壁生长良好，细胞之间的

间隙比较小，形态比较均一，生长形态呈胖三角团簇

状，具有良好的增殖能力。随着处理骨肉瘤细胞的二

氢杨梅素浓度的逐渐增大，细胞逐渐固缩变圆，细胞

之间的间隙也显著地增大，细胞的贴壁生长能力降低，

同时其增殖能力也有明显的下降趋势，样品处理组的

细胞密度同空白对照组相比之下，亦明显的减少，出

现典型的凋亡小体，在 120 μM 处理组，培养基中出

现大量的细胞死亡碎片，这与上述细胞存活率的实验

结果一致。 

2.3  不同浓度DHM对骨肉瘤细胞核形态的影

响 

Hoechst 33258染色剂是一种特异性DNA荧光染

料，通过显微镜观察，经染色处理后的细胞，由于染

色质的凝聚而导致了凋亡细胞被深层染色，可较清晰

地看见有高强度的蓝色颗粒状荧光亮点，以及一些细

胞核碎裂而出现的凋亡小体，属于骨肉瘤细胞凋亡过

程中的典型特征，而在一般的细胞核形态里，其核显

现出均匀而离散状的荧光[9]。如图 3 所示，骨肉瘤细

胞经 DHM 溶液处理后，Hoechst 33258 染色可见骨肉

瘤细胞的染色质显现出集聚皱缩，由于凝块而出现细

胞凋亡现象，当 DHM 处理浓度为 120 μM，细胞出现

核裂解、皱缩变圆、深度染色的凋亡细胞核，出现明

显的凋亡小体，这些现象表明 DHM 能够有效地诱导

骨肉瘤细胞发生凋亡。 

    

    
图3 不同浓度的DHM对骨肉瘤细胞核形态的影响 

Fig.3 Effect of different concentrations of DHM on the nuclear 

morphology of osteosarcoma cells 

注：a：Control；b：30 μM；c：60 μM；d：120 μM。 

2.4  不同浓度DHM对骨肉瘤细胞周期分布的

影响 

 

 

 

 
图4 不同浓度的DHM对骨肉瘤细胞周期阻滞的影响 

Fig.4 Effect of different concentrations of DHM on the cell cycle 

arrest of osteosarcoma cells 

注：a：Control；b：15 μM；c：30 μM；d：60 μM。 

通过 PI 染色法对骨肉瘤细胞 U2OS 进行染色后，

采用流失细胞术分析不同浓度的 DHM 处理对骨肉瘤

细胞周期的细胞数量及相对百分含量的影响，结果如

图 4 和表 1 所示。可以看出，随着 DHM 浓度的增加，

G0/G1 期细胞数百分比从对照组 60.20%降低到
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21.50%，而 G2/M 细胞数百分比从 11.60%增加到

45.30%，且呈剂量依赖型。在乳腺癌细胞、结肠癌细

胞等其它类型癌细胞研究中，发现二氢杨梅素可以诱

导其周期阻滞在 G2/M 期，并表现明显的细胞凋亡现

象[15]。这结果表明 DHM 处理骨肉瘤细胞，可诱导其

周期阻滞在 G2/M 期，阻止细胞有丝分裂的进程从而

抑制细胞的增殖[16]。 
表1 不同浓度的DHM影响骨肉瘤细胞周期分布结果 

Table 1 Effect of different concentrations of DHM on the cell 

cycle phase distribution of osteosarcoma cells 

DHM/μM G0/G1 G2/M S 

Control 60.20±5.40a 11.60±2.30a 28.20±4.10a

15 58.70±5.70a 20.50±3.10b 20.80±6.40b

30 39.30±1.10b 36.40±4.10c 24.30±4.20c

60 21.50±3.70c 45.30±7.20d 33.20±4.40d

注：同列数值上标注不同小写字母表示显著性差异

（p<0.05）。 

2.5  不同浓度DHM对骨肉瘤细胞周期相关蛋

白 Cyclin B1和 p34cdc-2表达的影响 

采用 Western Blot 进一步检测细胞周期相关蛋白

cyclin B1 和 p34cdc-2的表达。如图 5 所示，不同浓度

DHM 作用于骨肉瘤细胞 12 h 后，随着浓度的增加，

cyclin B1的表达量显著降低，呈良好的量效关系，当

处理样品浓度增加到 60 μM 时，与对照组相比，

cyclin B1 蛋白相对表达量下降了 1.40 倍，而 p34cdc-2

的表达量没有明显改变。细胞周期蛋白 B（cyclin B1）
是调节细胞周期活性的重要蛋白，能够促进 G2/M 期

转换的分裂期周期蛋白，且能调控 p34cdc-2 蛋白活性
[17]。因此，结果表明 DHM 通过降低 Cyclin B1 的表

达量，并阻止 p34cdc-2 蛋白的激活，从而抑制骨肉瘤

细胞 G2/M 期阻滞，从而促进细胞凋亡。 

 
图5 不同浓度的DHM对细胞周期蛋白Cyclin B1、p34cdc-2的

表达影响 

Fig.5 Effect of different concentrations of DHM on the 

expression of cell cycle proteins 

2.6  不同浓度 DHM 对骨肉瘤细胞凋亡蛋白

Bax和 Bcl-2的影响 

 
图6 不同浓度DHM对凋亡蛋白Bax、Bcl-2表达水平的影响 

Fig.6 Effect of different concentrations of DHM on the 

expression levels of apoptotic proteins 

采用 Western Blot 分析 DHM 处理对骨肉瘤细胞

凋亡蛋白 Bax、Bcl-2 表达的影响。Bcl-2 家族蛋白是

调控细胞凋亡最常见的蛋白之一，包括抗凋亡蛋白

Bcl-2、Bcl-XL、Mcl-1 和促凋亡蛋白 Bax、Bak、Bad
和 Bim。因此，抑制促凋亡蛋白 Bcl-2 的表达和促进

凋亡蛋白 Bax 的表达，可使肿瘤细胞发生凋亡[18]。如

图 6 所示，不同剂量的 DHM 作用于骨肉瘤细胞 12 h
后，Bcl-2 蛋白的表达量显著降低，而 Bax 蛋白的表

达量显著增加，并呈剂量依赖型，当处理样品浓度增

加到 60 μM 时，与对照组相比，Bax 蛋白的相对表达

量增加了 1.70 倍，而 Bcl-2 蛋白的相对表达量降低了

1.50 倍。因此，DHM 通过降低了 Bcl-2/Bax 的比例，

使得促凋亡蛋白发挥了主要作用，从而诱导骨肉瘤细

胞凋亡。 

3  结果 

DHM 可显著抑制骨肉瘤细胞增殖，呈剂量依赖

型，其 IC50值为 24.41±1.25 μM；流式细胞术和Western 
Blot 分析结果表明 DHM 能够降低细胞周期蛋白

Cyclin B1 的表达量，并阻止 p34cdc-2 蛋白的激活，

从而抑制骨肉瘤细胞 G2/M 期阻滞；此外，DHM 能

显著抑制抗凋亡蛋白 Bcl-2 表达和增加促凋亡蛋白

Bax 表达。这些结果表明 DHM 通过诱导细胞 G2/M
期阻滞，抑制 Bcl-2 表达和促进 Bax 蛋白表达，从而

诱导细胞凋亡。总之，这些结果表明 DHM 对骨肉瘤

细胞有显著的抑制作用，可能是骨肉瘤患者潜在的功

能性食品或临床药物，未来可进一步研究其在体内对

骨肉瘤的影响。 
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