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摘要摘要 为探讨蜂胶黄酮（Pinobanksin-3-acetate，PB3A）对结肠癌HCT-116细胞增殖及细胞凋亡的影响，采用四甲基偶氮唑盐

（MTT）比色法，检测不同浓度、不同时间PB3A、5-氟尿嘧啶（5-FU）及两种药物联合作用对HCT-116细胞生长所产生的影响，

倒置显微镜观察细胞的形态学变化特点，Annexin V-FITC/PI双染色、流式细胞仪检测药物作用24 h后的细胞凋亡率。结果显

示，PB3A对HCT-116细胞增殖有明显的抑制作用，并呈浓度和时间依赖性。其抑制活性与5-FU几乎没有显著性差异，联合用

药具有协同效应；在一定剂量范围内，可见凋亡细胞明显增多。流式细胞仪分析结果表明，细胞凋亡率明显上升，呈剂量依赖

性。PB3A对HCT-116细胞具有明显的增殖抑制和诱导细胞凋亡作用。
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Effects of propolis flavonoid Pinobanksin-3-acetate on cell
proliferation and apoptosis of human colon cancer cell line HCT116

AbstractAbstract The Pinobanksin-3-acetate (PB3A) is a natural fl avonoid commonly present in propolis, honey, and many plants. The
purpose of this study is to evaluate the anticancer activity of the PB3A on the human colon cancer in vitro. The effect of different
concentrations of PB3A, 5-fluorouracil (5-FU) and a combination of PB3A and 5-FU for different durations on the proliferation of the
cell line HCT-116 is analyzed by the MTT assay. The morphological changes of HCT-116 cells are observed by the inverted photo
microscopy after treatment with different concentrations of PB3A for 24 h. The 24 h apoptotic rates of the HCT-116 cells induced
with PB3A and 5-FU are determined by the FCM with Annexin V-FITC/PI double labeling. The results show that the PB3A has a
significant inhibitory effect on the HCT- 116 cell proliferation and in a time- and dose- dependent manner, and an additive or
synergistic effect is shown with the common chemotherapy drug 5-FU. The PB3A could induce the typical changes of cell morphology
in a dose- dependent manner. The FCM analysis shows that the PB3A could significantly increase the apoptosis rate in a dose-
dependent manner. The findings in this study suggest that the PB3A can play a potential anticancer role for the colon cancer in vitro,
and it could induce the apoptosis.
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蜂胶是由蜜蜂从植物幼芽、树皮与树干裂缝上采集的树

脂，并混入它的上颚腺分泌物和蜂蜡等加工而成的具有芳香

气味的胶状固体物[1]。蜂胶的组成非常复杂，已知成分达300
多种，主要生物活性物质有黄酮类、萜烯类和咖啡酸类化合

物等，是一种具有抗肿瘤、抗病原微生物、抗氧化、抗炎和减

轻神经功能障碍等生理活性的天然物质[2~8]。蜂胶中的很多

活性成分诸如黄酮，咖啡酸苯乙酯（caffeic acid phenethyl
ester，CAPE）等均具有较强的抑制肿瘤的生物活性。其中，

CAPE有特定的肿瘤细胞杀伤力和靶细胞杀伤效应[9]，CAPE
作为蜂胶抗肿瘤作用的主要活性成分，对白血病 [10]、结肠

癌[11]、乳腺癌[12]、宫颈癌[13]等细胞均有抑制增殖和诱导凋亡作

用。本研究组前期研究发现，新疆蜂胶挥发油对HCT-116细
胞具有明显的增殖抑制作用，其机制与其阻滞细胞周期和诱

导凋亡有关[17]。黄酮类物质是植物体内存在的多酚类物质，

对人体正常细胞和组织没有副作用[18]。Fang等[19~22]对此有首

次报道，称之为蜂胶黄酮（Pinobanksin-3-acetate，PB3A），是

多种抗肿瘤药用植物、蜂蜜和蜂胶的主要活性成分，具有一

定的抗氧化活性，蜂胶中含量较丰富。

本研究根据从蜂胶中分离的二氢黄酮PB3A是多种抗肿

瘤药用植物、蜂蜜和蜂胶的主要活性成分的实验依据[20]，初步

研究PB3A、5-氟尿嘧啶（5-FU）和联合给药对体外培养的结

肠癌HCT-116细胞的增殖抑制作用及其对细胞凋亡的影响。

1 材料和方法
1.1 材料

蜂胶黄酮（PB3A，质量分数≥99%）由Yasuyuki T和依米

提·热合曼提供，PB3A属于二氢黄酮。结肠癌细胞株HCT-
116购自中国科学院上海细胞生物学研究所细胞库。二甲基

亚砜（DMSO）、四甲基偶氮唑盐（MTT）为 Sigma公司产品，胎

牛血清由 Gibco公司提供，McCoy's 5A培养基，Annexin V-
FITC/PI双染色凋亡试剂盒为BestBio生物公司产品。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

HCT-116 细胞置孵箱（37℃，5% CO2）内培养，给予含

10%胎牛血清的McCoy's 5A完全培养基，其内另加100 U/mL
青霉素和链霉素，调pH值至7.2。根据细胞生长状况，2～3 d
换液，当细胞生长进入对数生长期时，进行传代、冻存，继续

传3代，当细胞继续生长进入对数生长期时可以用于实验；分

别给予PB3A、5-FU和这两种药物联合药，临用前以DMSO溶

解配成浓度分别为 500、100 μg/mL的母液，用McCoy's 5A培

养液稀释成不同浓度药物（McCoy's 5A培养液中DMSO浓度

≤0.5%）。

1.2.2 PB3A对结肠癌HCT-116细胞增殖抑制作用的检测

取对数生长期的HCT-116细胞，用2.5 g/L胰蛋白酶消化

培养细胞，用McCoy's 5A完全培养液配成单个细胞悬液，以

每孔5×103个细胞接种于96孔培养板培养，将培养板移入CO2

孵箱中，在 37℃、5% CO2及饱和湿度条件下常规培养。24 h
后吸除原培养液，加入含上述药物分别为 150、100、50、25和
5 μg/mL的McCoy's 5A完全培养液200 μL，并设对照组（同浓

度DMSO的培养基），另设只加培养液，不加细胞和药物的空

白组。此外，再设含50和25 μg/mL 5-FU的McCoy's 5A培养

液为阳性对照和这两种药物的合并培养液为协同效应实验

组，以上各组均设3个复孔。分别将各组细胞继续培养24、48
和72 h后，每孔加入MTT溶液（5 g/L）20 μL，继续培养4 h后，

终止培养，弃上清液，每孔加入 150 μL DMSO，轻轻振荡 10
min，使结晶充分溶解，用酶联免疫标记分析仪在570 nm波长

处测定各孔的吸光度A值（A570），计算细胞存活率（Rv）和细胞

生长抑制率（Ri）：

Rv=[（A实验-A空白）/（A对照-A空白）]×100%
Ri=[1-（A实验-A空白）/（A对照-A空白）]×100%

1.2.3 用倒置显微镜动态观察细胞形态学变化

取对数生长期的HCT-116细胞，用2.5 g/L胰蛋白酶消化

后，以每孔5×103个细胞接种于96孔培养板培养，24 h后吸除

原培养液，加入含 PB3A分别为 50、100和 150 μg/mL的培养

液 200 μL，继续培养 24 h后，用倒置显微镜观察细胞形态学

变化。

1.2.4 PB3A对结肠癌HCT-116细胞凋亡的影响

取对数生长期的HCT-116细胞经 2.5 g/L胰蛋白酶消化

后，以每孔 1×105个细胞接种于 6孔培养板培养，24 h后吸除

原培养液，分别加入50、100 μg/mL的PB3A和50 μg/mL的5-
FU McCoy's 5A培养液2 mL，并设对照组（同浓度DMSO的培

养基），继续培养 24 h，收集细胞，离心（1000 r/min，4℃）5
min，弃上清液，用磷酸盐缓冲液（PBS）重悬细胞并计数，取含

有 2×105个细胞的缓冲液，离心（1000 r/min，4℃），弃上清液，

再次重悬离心后弃上清液，加入 400 μL的 1×Binding Buffer，
再加入 5 μL Annexin V-FITC和 10 μL PI，轻轻混匀。在室

温下，避光反应5～15 min，在1 h内进行流式细胞仪检测，检

测时激发波长E=488 nm，发射波长Em=530 nm，FITC的绿色

荧光FITC通道为FL1，PI红色荧光PI通道为FL2。
1.2.5 统计学方法

实验数据以平均值±s表示，以SPSS 17.0版专用统计分析

软件对各组数据进行一般线性模型单变量方差分析，并进行

回归分析计算半数抑制浓度（IC50）。

2 结果与分析
2.1 PB3A对结肠癌HCT-116细胞增殖的抑制作用

PB3A分别作用于结肠癌HCT-116细胞 24、48和 72 h
后，其生长明显受到抑制（图 1），随着PB3A浓度的增加和作

用时间的延长，HCT-116细胞的增殖抑制率逐渐升高，抑制

作用表现剂量依赖性和时间依赖性。PB3A 作用结肠癌

HCT-116细胞 24 h后的 IC50值较大，本实验计算 24 h的 IC50

无意义，48 和 72 h 后的 IC50 分别为 70.04 和 37.29 μg/mL，
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PB3A、5-FU和这两种药物联合组（图 2）比较，PB3A和 5-FU
联合组的抑制作用均大于单药组，并在大部分比较组中有显

著性或极显著性差异，表明PB3A和5-FU之间对结肠癌细胞

存在一定的协同抑制效应。

2.2 PB3A对结肠癌HCT-116细胞作用的形态学变化

不同浓度的PB3A作用HCT-116细胞 24 h后，在倒置显

微镜下均可见悬浮细胞增多，细胞质混浊，细胞胞体缩小、变

圆、皱缩，核固缩碎裂，细胞折光性减弱，细胞内出现颗粒样

物质，培养液中有较多的细胞碎片。随着药物浓度的增加细

胞发生的凋亡和坏死现象越明显，呈剂量依赖性。结果提

示，PB3A对HCT-116细胞的生长具有明显的增殖抑制作用

（图3）。

2.3 PB3A和5-FU对HCT-116细胞凋亡的影响

对照组HCT-116细胞自然发生的早期凋亡和晚期凋亡

率分别为（8.95±0.64）%和（2.85±0.92）%，实验组 50 μg/mL的

PB3A 作用 24 h 后发生的早期凋亡和晚期凋亡率分别为

（14.65±0.35）%和（8.45±2.75）%，100 μg/mL的PB3A作用24h后
发生的早期、晚期凋亡率分别为（50.25±1.48）%和（37.50±
1.70）%，阳性对照组 50 μg/mL的 5-FU作用 24 h后发生的早

期凋亡和晚期凋亡率分别为（24.15±0.07）%和（7.35±3.04）%，早

期凋亡率均显著高于对照组（P<0.01）。随着PB3A剂量的增

加，凋亡率逐渐增加（图4、图5）。

3 讨论
大肠癌（结肠癌和直肠癌统称为大肠癌）是严重威胁人

民生命健康的消化道恶性肿瘤，目前其发病呈上升趋势 [11]。

大肠癌的发病机制较复杂，为多因素、多基因参与多阶段的

过程，现有研究主要针对癌基因的激活和抑癌基因的失活、

DNA修饰功能缺失和机体免疫功能降低等机制进行阐述大

肠癌的整个生物学演变过程。大肠癌的发生是由正常黏膜

上皮形成早期腺瘤、中期腺瘤和晚期腺瘤，然后转变为浸润

性癌，再发生转移的循序渐进的过程，在多阶段的发展过程

中涉及到许多癌基因，抑癌基因和信号通路的改变[23]。积极

探索更为有效、安全的治疗方法具有重要的临床意义。

本研究分别将不同浓度的PB3A和 5-FU单独和联合给

药结肠癌HCT-116细胞 24、48和 72 h，发现 PB3A能明显抑

制细胞增生，其抑制作用与 5-FU进行比较，差异不大，表现

aP<0.05 vs对照组或相邻的前一组，bP<0.01 vs对照组或相邻的前

一组，实验重复3次

图1 不同浓度PB3A对HCT-116细胞增殖的抑制作用

Fig. 1 Effect of PB3A on the growth of colon cancer
cells in vitro

aP<0.05 vs对照组或相邻的前一组，bP<0.01 vs对照组或相邻的

前一组，实验重复3次

图2 不同浓度PB3A和5-FU对HCT-116细胞增殖的协

同抑制作用

Fig. 2 Synergistic inhibition effects of the PB3A co-
treated with 5-FU on the HCT-116 cell proliferation

（d）150 μg/mL

图3 不同浓度PB3A作用24 h后HCT-116细胞形态学

变化（200×）
Fig. 3 Morphological changes of HCT-116 cells after

the treatment with different concentrations of the
PB3A for 24 h (200×)

（a）对照组 （b）50 μg/mL

（c）100 μg/mL
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为剂量依赖性和时间依赖性。不同浓度的PB3A、5-FU单药

干预和这两种药物联合干预比较，PB3A和5-FU联合干预的

抑制作用均大于单药干预的抑制作用，并在大部分比较组之

内存在显著性和极显著性差异，表明PB3A和5-FU在抑制肿

瘤细胞增殖方面表现一定的协同效应。有研究报道，抗肿瘤

药物对肿瘤细胞的作用使肿瘤细胞产生获得性药物耐药性，

这就是肿瘤化疗失败的原因之一[24]。找出新的抗肿瘤药物，

并把它和传统的化疗药物联用是比较有效的方法。本研究

结果显示，在临床上应用PB3A可能增强化疗药物5-FU对大

肠癌的治疗效果。

从形态学观察不同浓度的PB3A作用HCT116细胞 24 h
后细胞形态的变化，发现细胞出现核固缩、核碎裂、产生凋亡

小体等典型的凋亡形态学特征，随着PB3A浓度的增加，这种

形态学特征表现为更明显。

本研究应用Annexin V-FITC/PI双染色法检测 PB3A对

HCT116细胞凋亡的影响，该方法是目前检测凋亡的最敏感

的方法之一，能检测出早期凋亡细胞和晚期凋亡细胞，并能

区分出坏死细胞。结果显示，PB3A作用HCT116细胞 24 h
后，细胞凋亡率明显升高，呈剂量依赖性特点。与同样浓度

5-FU给药组进行比较，PB3A的诱导凋亡率高，有极显著性差

异。根据现有的研究结果认为，PB3A在体外对肿瘤具有较

强的诱导凋亡作用，对结肠癌的抑制作用可能与诱导细胞凋

亡有关，但诱导细胞凋亡的分子机制尚不清楚，需要进一步

深入研究。

4 结论
蜂胶黄酮PB3A对大肠癌细胞HCT-116具有明显的增殖

抑制和诱导细胞凋亡作用。PB3A和化疗药物 5-FU在抑制

大肠癌细胞增殖方面表现了一定的协同效应，在临床上

图4 PB3A和5-FU对HCT-116细胞作用24 h的Annexin V-
FITC和PI双染FCM检测

Fig. 4 Annexin V-FITC and PI double-staining FCM of
HCT-116 cells following 24 h incubation with PB3A and 5-FU

bP < 0.01 vs对照组，实验重复2次

图5 PB3A和5-FU对HCT-116细胞凋亡的影响

Fig. 5 Effect of PB3A and 5-FU on HCT-116
cell apoptosis rates

（a）对照组

（b）50 μg/mL5-FU

（c）50 μg/mL PB3A

（d）100 μg/mL PB3A
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PB3A和5-FU联合应用很可能增强化疗药物5-FU对大肠癌

的治疗效果。
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