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【摘* 要】目的：研究植物雌激素染料木黄酮对人卵巢癌细胞

系 (QE 细胞增殖的抑制作用和凋亡的诱导作用，探讨其抗癌

作用的机制- 方法：应用 K.. 法检测不同浓度染料木黄酮对

(QE 细胞的生长抑制作用，电镜观察药物作用后细胞的超微

结构改变，.LP1W 法确定凋亡，流式细胞仪检测细胞周期、定

量分析凋亡，免疫细胞化学技术检测雌激素 ! 受体的表达-
结果：(QE 细胞经不同浓度染料木黄酮处理后，细胞生长明

显受到抑制，且这种抑制作用随时间延长及浓度增高而增强，

!" 25 Z W 和 $" 25 Z W 染料木黄酮作用 %$ A 后，抑制率分别达

到 ,)- $)[ 和 ’,- &&[ - 染料木黄酮阻断 (QE 细胞生长于 F$ Z
K 期，在 F" Z F! 前出现典型亚二倍体凋亡峰，且凋亡呈时间

依赖性- 电镜观察到用药后凋亡细胞典型的形态学特征-
.LP1W 法观察到大量阳性凋亡细胞- 免疫细胞化学法检测到

用药后，1\! 表达明显加强- 结论：染料木黄酮对 (QE 细胞的

生长有明显的呈时间及浓度依赖性的抑制作用，并诱导其发

生凋亡- 染料木黄酮可能通过雌激素 ! 受体途径发挥药理作

用，诱导卵巢癌细胞发生凋亡-
【关键词】染料木黄酮；卵巢肿瘤；细胞系；细胞凋亡
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HI 引言

染料木黄酮是异黄酮类化合物，化学名为 )]，,，

%#三羟基异黄酮，它广泛存在于包括大豆在内的多种

蔬菜和水果中［!］- 实验研究显示，染料木黄酮在乳腺

癌、前列腺癌、白血病、淋巴瘤等多种肿瘤的发生、发

展中有多重抑瘤效应［$］，已成为国际抗癌药物的研

究热点- 其主要防癌机制为调节雌激素受体、抑制细

胞代谢关键酶活性、增加抗氧化酶的活性及抑制血管

生成作用等［( ^ %］- 因而，染料木黄酮对肿瘤的化学预

防及治疗作用受到人们的广泛关注- 卵巢癌是激素

相关性肿瘤，是一种常见且恶性程度较高的妇科肿

瘤- 本实验采用人卵巢粘液性囊腺癌细胞系 (QE，研

究染料木黄酮对该细胞系增殖和凋亡的影响，为其应

用于卵巢癌的临床治疗提供实验依据-

JI 材料和方法

J- JI 材料
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!" !" !# 细胞培养# 人卵巢粘液性囊腺癌细胞系 $%&
由第四军医大学西京医院妇产科实验室常规保存，用

含 !’’ () * ) 新生牛血清（杭州四季青）的 +,-,（美

国 ./012）培养基培养细胞，于 $34，含 5’ () * ) 6&7

培养箱中培养传代，选用对数生长期细胞实验"
!" !" 7 # 实验试剂 # 染料木黄酮购于美国 8/9(: 公

司，纯度为 ;<=，用分析天平称取染料 木 黄 酮，用

+,8& 配成储备液，置于 > 7’4冷冻保存" 细胞给药

前，用 +,-, 培养液稀释至所需浓度，并调整 +,8&
在各组培养液中的终浓度均为 5" ! ((2 * )" ?@A-)
试剂盒购于德国 B21CD 公司；兔抗雌激素性 ! 受体

（DEFG29DH GD1DIF2G !，-B!）购于美国 6CD(/12H 公司；

二抗，8J 试剂盒及 +%K 试剂盒购自北京中山金桥生

物技术有限公司"
!" !" $# 爬片制备# 对数生长期细胞接种于 7L 孔板

中进行爬片，培养 7L C 后细胞全部贴壁，实验分空白

对照组和实验组（染料木黄酮终浓度为 !’ (9 * )），加

入不同处理因素共孵育，于 L< C 收集爬片，JK8 洗涤

7 次，;5’ () * ) 乙醇固定爬片 !’ (/H，晾干备用"
!" "# 方法

!" 7" !# 形态学观察# 倒置显微镜下动态观察培养瓶

中卵巢癌细胞在用药前后的变化"
!" 7" 7# 四唑盐（,??）比色试验测定生长抑制率# 对

数生长期 $%& 细胞以每孔 ! M !’$ 个细胞的密度接

种于 ;N 孔培养板" 细胞贴壁培养 7L C 后，加入染料

木黄酮（ 终浓度分别为 ’" N75，!" 75，7" 5，5，!’，7’
(9 * )）共孵育进行 ,?? 实验" 对照组只加培养液，

+,8& 溶剂对照组只加 5" ! ((2O * ) +,8&" 每组设 N
个复孔" 与实验组平行设只加培养液不加细胞的空

白对照孔，比色时以此孔调零" 酶连免疫检测仪测定

不同药物浓度及不同时间下（7L，L<，37 C）的吸光度

值 !L;’ H(" 以每组 N 个孔 !L;’ H(的平均值作为各组的

平均 !L;’ H(值" 记录结果，计算染料木黄酮对 $%& 细

胞的抑制率：细胞生长抑制率（=）P（! > 药物组

!L;’ H( * 对照组 !L;’ H(）M !’’ = " Q65’表示半数抑制浓

度"
!" 7" $# 透射电镜下观察细胞凋亡# 对数生长期细胞

加入 !’ (9 * ) 染料木黄酮共孵育，L< C 消化收集细

胞，JK8 洗 7 次，离心后加入 L4预冷的 L’ 9 * ) 戊二

醛固定，!’ 9 * ) 锇酸后固定，梯度乙醇脱水，环氧树

脂包埋，制成超薄切片，透射电镜下观察"
!" 7" L# ?@A-) 法检测确定凋亡 # 随机选取对照组

和实验组爬片，严格按照说明书流程操作，水化、封

闭、渗透，滴加 ?@A-) 反应混合液，$34 暗湿环境中

孵育 N’ (/H，漂洗，加 62HRDHFDGSJ&+ 液 $34 湿盒孵

育 $’ (/H，+%K 显色，光镜下观察" 细胞调亡有一项

重要的特征为细胞内的 +A% 会碎裂成片断，?A@-)
可以有效地去探测 +A% 片段的产生" 因此其表达定

位于胞核，阳性反应为核被染棕褐色" 随机取 !’ 个

高倍镜视野进行阳性细胞计数，计算平均值"
!" 7" 5# 流式细胞仪检测细胞周期，定量分析凋亡#
对数生长期细胞贴壁后，与浓度为 5，!’ (9 * ) 的染料

木黄酮共孵育，空白对照组不加药，分别于 !7，7L，L<
C 离心收集细胞，JK8 洗涤并制成单细胞悬液" "JQ
单染色法检测细胞周期变化；#%HHDT/H USVQ?6 * JQ
双标记流式细胞术检测细胞凋亡率"
!" 7" N# 免疫细胞化学法检测 -B! # 爬片依步骤处

理后加入一抗，L4过夜，次日滴加二抗，8J 法染色，

+%K 显色，苏木精复染，酒精梯度脱水，二甲苯透明，

中性树胶封片，光镜下观察"
统计学处理：采用统计软件 8J88 !7" ’ 进行分

析，试验数据均以 " # $ 表示" 组间 !L;’ H(比较用析因

设计的方差分析，组间两两比较用 8AW 法" ?@A-)
法阳性细胞计数，采用两样本均数 % 检验，& X ’" ’!
差别有显著意义"

"# 结果

"$ !# 染料木黄酮对 %&’ 细胞形态的影响# 倒置显

微镜下可见，$%& 细胞呈单层生长，细胞呈椭圆形或

多角形，胞核圆形或椭圆形，胞质透亮" 经染料木黄

酮处理后，细胞形状变窄，胞质透亮度下降，颗粒感增

强，部分细胞胞突回缩变圆，脱落呈悬浮状，并见细胞

碎片" 且这些变化随染料木黄酮剂量的增加和作用

时间的延长而加重" 至 37 C，细胞回缩成不规则圆

形，可见大量细胞碎片" 电镜下可见细胞超微结构发

生典型的凋亡形态学改变"
"$ "# 染料木黄酮对 %&’ 细胞生长的抑制作用 #
,?? 试验表明染料木黄酮对 $%& 细胞的抑制作用随

浓度的升高和用药时间延长而增强，经计算 Q65’为 !’
(9 * )，药物浓度与作用时间之间有交互作用（& X
’" ’!，表 !）"
"$ %# ()*+, 法检测确定凋亡# 光镜下，!’ (9 * ) 染

料木黄酮作用 L< C 后，出现大量阳性凋亡细胞，核深

染，成斑点状或斑块状；而对照组细胞核几乎无着色

（图 !）" 加药组阳性细胞数量平均为 !L" $7 Y 7" 5N，

而对照组中阳性细胞数量仅为 !" 7< Y !" 55，二者差

异显著（ % P !$" 3<，& X ’" ’!）"
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表 !" #$$ 法检测染料木黄酮对 %&’ 细胞增值的影响 （! " #）

组别
() *

$)+, -. 抑制率（/）

)0 *

$)+, -. 抑制率（/）

1( *

$)+, -. 抑制率（/）

对照 ,2 030 4 ,2 ,3) , ,2 +55 4 ,2 !,0 , !2 !)( 4 ,2 ,1) ,

6#7’ 对照 ,2 0)3 4 ,2 ,30 !2 3( ,2 +)) 4 ,2 ,53 (2 (0 !2 ,0+ 4 ,2 !,) )2 5)

,2 5(3 .8 9 : ,2 +), 4 ,2 ,+0; < +2 35 ,2 0++ 4 ,2 ,55; 52 +0 ,2 05! 4 ,2 ,15; ()2 3+

!2 (3 .8 9 : ,2 +,% 4 ,2 ,+5; < 32 (3 ,2 0%0 4 ,2 !%(; !%2 (( ,2 1() 4 ,2 ,53; %52 5,

(2 3 .8 9 : ,2 03) 4 ,2 ,0+= ,2 )1 ,2 1+% 4 ,2 !)+= !12 +! ,2 51) 4 ,2 ,%3= ),2 +3

32 , .8 9 : ,2 0,0 4 ,2 ,)!= 32 1+ ,2 5!+ 4 ,2 ,3+= %32 +5 ,2 5,0 4 ,2 ,3)= )52 15

!, .8 9 : ,2 11% 4 ,2 ,1!= +2 +) ,2 )0) 4 ,2 ,5!= )+2 +, ,2 3(( 4 ,2 ,)!= 3)2 ()

(, .8 9 : ,2 1)3 4 ,2 ,%!= !%2 !1 ,2 )!5 4 ,2 !((= 352 +! ,2 %00 4 ,2 ,!+= 532 ++

=% > ,2 ,! &# 对照和各浓度各时间点组间比较；;% > ,2 ,! &# 对照和各时间点组间比较2

&：对照组；?：!, .8 9 : 染料木黄酮 )0 *2

图 !" $@AB: 法检测确定凋亡" C ),,

!" #$ 染料木黄酮对 %&’ 细胞周期和凋亡率的影响

$ 流式细胞仪结果显示，和对照组相比，染料木黄酮

处理的 %&’ 细胞出现细胞周期中 D( 9 # 期细胞显著

增多，7 期细胞显著减少，表现出 D( 9 # 期阻滞；此

外，!, .8 9 : 染料木黄酮给药 )0 * 在 D, 9 D! 前出现

典型亚二倍体凋亡峰2 与对照组相比，3 .8 9 : 与 !,
.8 9 : 染料木黄酮作用 !(，()，)0 * 后抑制率两两之

间均差异显著（% > ,2 ,!），药物处理不同时间各组间

抑制率亦均有显著差异（% > ,2 ,!）2 表明染料木黄

酮诱导 %&’ 细胞凋亡随浓度增高和时间延长而增

强，其中 !, .8 9 : 染料木黄酮作用 )0 * 后抑制率达

%02 !/ 2 卵巢癌中，BE! 蛋白表达定位于胞核，阳性

反应为核深染成深棕色2 光镜下可见染料木黄酮作

用后，BE! 表达明显增强（图 (）2

%$ 讨论

本实验采用了多种检测细胞增殖活性及凋亡的

方法，检测了染料木黄酮对 %&’ 细胞凋亡作用的量

效和时效关系，较肯定地证明了一定浓度的染料木黄

&：对照组；?：!, .8 9 : 染料木黄酮 )0 *2

图 (" 免疫细胞化学法检测 %&’ 细胞中 BE! 的表达" 7F C
!,,

酮可诱导 %&’ 细胞凋亡，抑制其增殖2 #$$ 试验中，

随着染料木黄酮浓度的升高，%&’ 细胞的生长均受

到不同程度的抑制2 当剂量达 !, .8 9 : 和 (, .8 9 :
时，抑制作用明显，表明染料木黄酮对 %&’ 细胞的抑

制作用随浓度的升高和用药时间延长而增强2 作为

一种植物雌激素，染料木黄酮结构与 !1!G雌二醇相

似［0］，可与雌激素受体（BE）结合，结合后的潜在健康

效应表现为 @ 型剂量G效应关系，表现为类雌激素活

性和抗雌激素活性2 染料木黄酮的雌激素作用和抗

雌激素作用，取决于剂量及机体甾体雌激素状态，具

有双向调节平衡功能2 此结论与李昱等结论不同［+］2
实验中观察到染料木黄酮作用于 %&’ 细胞系

后，诱导卵巢癌细胞发生凋亡，从而抑制细胞生长2
倒置显微镜下可见酷似凋亡的细胞，电镜下可见典型

的细胞凋亡形态学改变2 $@AB: 法更直观地观察到

大量阳性凋亡细胞2
卵巢癌是性激素依赖性肿瘤，雌激素有利于卵巢

癌的发生，雌激素通过与 BE"，BE! 的同二聚体及异
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二聚体结合发挥生物学作用! "#$%&’()’* 等［+,］发现，

在卵巢癌中，-"! . -"" /"01 的比率升高，-"! 相

对于 -"" 的过表达是卵巢癌发生的标志，而此结果

系 -"" 表达下调所致! 本实验免疫细胞化学结果显

示：染料木黄酮作用后，-"" 表达明显加强! 说明染

料木黄酮作为一种植物雌激素，当达到一定浓度时，

与雌激素竞争性与 -"" 结合，表现为抗雌激素活性，

从而诱导卵巢癌细胞发生凋亡，发挥抗肿瘤作用! 因

此染料木黄酮可能通过 -"" 途径发挥药理作用! 并

且，染料木黄酮可能独立的通过雌激素受体途径抑制

细胞增殖和因子的表达! 我们的发现揭示了染料木

黄酮化学预防卵巢癌的可能机制，且染料木黄酮几乎

无毒性［++］，为染料木黄酮临床治疗卵巢癌提供一定

的实验依据!
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人工全髋关节置换术后护理
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!" 临床资料" 武警陕西省总队医院外二科 J,,J . J,,G 收治

股骨颈骨折患者 +JU（男 EG，女 F+）例，年龄 GG ‘ EJ 岁，平均年

龄 UG 岁! 其中头下型股骨颈骨折 UJ 例；颈中型 FU 例；基底部

JV 例! 所有患者均采取全麻或硬膜外麻醉行人工全髋关节置

换手术! 术后置患者于平卧位，在两膝之间放一梯形枕，保持

患肢外展 F,a中立位，穿“\”字鞋［+］，常规吸氧，监测血压 JH ‘
HV %，严密观察体温变化! 术后第 J 日患者应进食高蛋白，高

热量，高维生素和适当脂肪成分的饮食，以加强营养，术后+ ‘
J LP 由专人指导逐步进行功能锻炼等! 经过耐心、细致的护

理，患者术后 F LP 均可扶拐下地活动，恢复行走功能，生活能

够自理，未出现并发症!

#" 讨论" 人工全髋关节置换术是一项成熟的现代化高科技

术! 最新权威机构的统计资料表明，人工关节正常使用超过

+, < 以上者已占 EGb［J］，它能有效地恢复关节功能，解除疼

痛，从而提高患者的生命质量! 人工全髋关节置换术后感染

是术后最严重的并发症［J］之一，也是造成手术失败的主要原

因之一! 预防感染的关键是加强手术前后各个环节的护理!
注意手术切口局部及体温变化，积极预防肺部感染、泌尿系感

染以及褥疮的发生! 术后应指导患者早期进行功能锻炼如：

踝关节的伸屈练习，股四头肌的等长收缩，配合应用足底静脉

泵等［F］，并协助医师做好预防性抗凝治疗，可以有效地预防下

肢深静脉血栓的形成! 告诉患者要爱惜关节，防止髋关节脱

位，不可以蹲便坑、坐矮凳、坐低软的沙发、跪姿、盘腿坐及翘

二郎腿，还要注意不要过度弯腰拾物，爬山、爬楼梯等［H］，跑步

亦可损坏人工关节! 因此，选择适当的活动和运动方式，不仅

可以保持关节功能，还可以增进健康，控制体质量!
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