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摘要院目的 探究汉黄芩素对鼻咽癌细胞 C666-1尧HK-1 增殖尧迁移和侵袭能力的影响遥 方法 采用 CCK8 实验明确汉黄

芩素对鼻咽癌细胞 C666-1尧HK-1 的活性抑制作用袁 并计算 IC50曰 采用平板集落形成实验明确汉黄芩素对鼻咽癌细胞

C666-1 增殖和独立生存能力的影响曰采用划痕实验和 Transwell 迁移实验研究汉黄芩素对鼻咽癌细胞迁移能力的影响曰

最后采用 Transwell 侵袭实验研究汉黄芩素对鼻咽癌细胞侵袭能力的影响遥 结果 CCK8 实验结果显示袁 汉黄芩素对

C666-1 和 HK-1 细胞的活力均表现出明显的抑制作用袁随药物浓度增加袁抑制效果明显增强曰同一药物浓度下袁药物作

用 48 h的抑制效果高于 24 h袁抑制效果表现为剂量时间依赖性曰汉黄芩素作用于 C666-1细胞 24 h的 IC50值为 37.15 滋mol/L尧

48 h 为 20.75 滋mol/L曰汉黄芩素作用于 HK-1 细胞 24 h 的 IC50值为 29.09 滋mol/L尧48 h 为 20.46 滋mol/L遥 平板集落实

验结果显示袁汉黄芩素干预后袁鼻咽癌细胞 C666-1 细胞形成肉眼可见集落的数目更少袁体积更小遥 划痕实验和 Transwell

迁移实验显示袁C666-1 及 HK-1 细胞的迁移能力明显受到抑制袁且药物浓度越高袁抑制作用越强遥 Transwell 侵袭实验显

示袁汉黄芩素干预后袁穿过基质胶后迁移至下室的细胞数目明显减少遥 结论 汉黄芩素能抑制鼻咽癌细胞的活性尧增殖尧

迁移以及侵袭的能力遥
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Abstract：Objective To investigate the effects of wogonin on the proliferation, migration and invasion of nasopharyngeal carcinoma cells

C666-1 and HK-1.Methods CCK8 assay was used to determine the inhibitory effect of wogonin on the activity of nasopharyngeal carcinoma

cells C666-1 and HK-1, and IC50 was calculated. The effect of wogonin on the proliferation and independent viability of nasopharyngeal

carcinoma cell C666 -1 was determined by plate colony formation assay. The effect of wogonin on the migration ability of nasopharyngeal

carcinoma cells was studied by scratch test and Transwell migration test. Finally, Transwell invasion assay was used to study the effect of

wogonin on the invasion ability of nasopharyngeal carcinoma cells.Results The results of CCK8 assay showed that wogonin significantly

inhibited the viability of C666 -1 and HK -1 cells, and the inhibitory effect was significantly enhanced with the increase of drug

concentration. At the same drug concentration, the inhibitory effect of 48 h was higher than that of 24 h, and the inhibitory effect was dose-

time dependent. The IC50 of wogonin on C666-1 cells was 37.15 滋mol/L at 24 h and 20.75滋mol/L at 48 h. The IC50 value of wogonin on

HK-1 cells was 29.09 滋mol/L at 24 h and 20.46 滋mol/L at 48 h. The results of plate colony assay showed that after wogonin intervention,

the number of visible colonies formed by nasopharyngeal carcinoma cells C666-1 cells was less and the volume was smaller. Scratch test and

Transwell migration assay showed that the migration ability of C666-1 and HK-1 cells was significantly inhibited, and the higher the drug

concentration, the stronger the inhibition. Transwell invasion assay showed that after wogonin intervention, the number of cells migrating to the

lower chamber after passing through matrigel was significantly reduced.Conclusion Wogonin can inhibit the activity, proliferation, migration

and invasion of nasopharyngeal carcinoma cells.
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鼻咽癌（nasopharyngeal carcinoma）是来源于鼻

咽部被覆上皮的恶性肿瘤，其发病具有明显的地区

聚集性，在我国以广东、广西、香港等为鼻咽癌高发

地区 [1]。据最新发布的全球癌症统计报告，鼻咽癌

2020年新发病例约为 13.3万，占全部新诊断肿瘤的

0.7%，其中死亡病例约为 8万（占 0.8%）[2]。目前认

为，鼻咽癌的发生与遗传易感性、EB病毒感染、环境

因素等相关[3]。随着放疗技术和综合治疗的不断发

展，玉期鼻咽癌 5 年生存率可达 95%以上，但是鼻

咽癌的复发和转移仍然是患者治疗失败的主要原

因。放疗是鼻咽癌患者最主要的治疗方式，但是对于

一些晚期患者需行联合治疗方可提高治疗疗效。中

药治疗配合放化疗可减轻放化疗所引起的副作用，

但中药对肿瘤的直接杀灭作用尚未得到充分验证。

汉黄芩素是传统中草药黄芩的有效成分之一，具有

消炎、抗病毒、抗氧化、抗癌和神经保护等多种药理

作用 [4-7]，且在多种肿瘤中显示出强大的抗肿瘤作

用，如胰腺癌[8-10]、结肠癌[11]、乳腺癌[12]、胃癌[13]、肺癌[14]

以及卵巢癌[15]等。有报道称[16]，汉黄芩素可抑制鼻咽

癌 CNE2细胞增殖并诱导其凋亡，但其对鼻咽癌细

胞迁移和侵袭作用尚未明确。基于此，本研究拟在

2株鼻咽癌细胞株 C666-1、HK-1 中研究汉黄芩素

对鼻咽癌细胞增殖、迁移和侵袭能力的作用，进一步

了解汉黄芩素对鼻咽癌细胞的影响，以期为开发新

型抗肿瘤药物提供理论依据。

1材料与方法

1.1材料 人 C666-1、HK-1均来源于广西医科大学

耳鼻喉实验室。RPMI-1640、0.25%胰酶购于美国

Gibco公司，胎牛血清购于依科赛生物公司，CCK8

试剂盒购于中国白鲨公司，Transwell细胞小室购于

康宁公司，Matrigel基质胶购于美国 BD公司，汉黄

芩素购于成都曼斯特生物科技有限公司。

1.2 细胞培养和药物处理 用含 10%胎牛血清的

RPMI-1640 培养基培养细胞，细胞融合率达到

85%~95%时使用胰酶进行消化传代，细胞培养于

37 益、5% CO2的培养箱中。称取 20 mg汉黄芩素粉

末，汉黄芩素分子质量为 284.27，溶于 0.70356 ml

DMSO 溶液中配置成浓度为 100 mmol/L 母液，置

于-20 益中贮存，使用时再用培养基稀释成不同浓

度的汉黄芩素工作液。

1.3 CCK8实验测定汉黄芩素对鼻咽癌细胞的抑制

作用 取处于对数生长期的鼻咽癌细胞，胰酶消化

后制备单细胞悬液，每孔 100 滋l 细胞悬液种植

4000个细胞于 96孔板中，每组设置 5 个重复孔。

在细胞周围放入 100 滋l PBS以防止挥发。在培养

箱分别培养 24 h后，以换液的形式加入含有不同

浓度药液的培养基，分别设置 5个组：0、10、20、40、

80 滋mol/L。随后置于培养箱中继续分别培养 24、

48 h后取出细胞，使用 PBS缓冲液冲洗细胞 2遍，

随后以换液的形式加入 100 滋l CCK8工作液（CCK8

试剂颐基础培养基=1颐9）。再将细胞避光孵育于培养

箱中 1.5 h左右，随后使用酶标仪检测 450 nm波长

处的吸光度（OD值）。细胞相对活性=[OD（加药）-

OD（空白）]/[OD（未加药）-OD（空白）]伊100%。实验

结果重复 3次，结果使用 GraphPad Prism 8.0 软件

分析。

1.4平板克隆实验测定汉黄芩素对鼻咽癌细胞独立

生存能力的影响 使用胰酶消化细胞，6孔板每孔大

约种植 500个细胞，于培养箱中培养 24 h后，按照

0、10、20、40 滋mol/L的浓度配置相应浓度的汉黄芩

素工作液，分别加入细胞中，48 h后更换完全培养

基，继续培养，每天于显微镜下观察细胞集落形成情

况，大约 1周后，可形成肉眼可见的细胞克隆随后终

止培养。使用 4%多聚甲醛进行固定 20 min，PBS缓

冲液清洗后用结晶紫染液进行染色，使用 PBS缓冲

液清洗多余的染液，最后在显微镜下计算跃50细胞

的克隆数。

1.5细胞划痕实验测定汉黄芩素对鼻咽癌细胞迁移

能力的影响 用马克笔在 6孔板每孔背面用直尺画

直线，每间隔约 0.5 cm画上 1条直线，每孔画 5 条

直线，以便于后期拍照。用胰酶消化细胞，6孔板每

孔大约种植 50万个细胞，于 37 益、5% CO2的培养

箱中培养 24 h。待细胞铺满 6孔板底部时，将直尺

垂直于画的直线放在 6孔板上，用 1000 滋l的枪头

紧贴直尺边缘，在每个孔的底部划出 3条划痕。制好

划痕后用 PBS清洗每孔 5次，并加入含有不同浓度

汉黄芩素的无血清培养基，分别在 0、24 h用倒置显

微镜在相同的位置点观察拍照，记录划痕愈合的距

离。用 Image J软件测量计算各组细胞在不同时间

点向划痕愈合的相对面积。

1.6 Transwell迁移实验测定汉黄芩素对鼻咽癌细胞

迁移能力的影响 用胰酶消化细胞并用不同浓度药

物溶液制备单细胞悬液。Transwell小室的下室中加

入 400 滋l含 20%血清的完全培养基，在上室中加入
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200 滋l细胞悬液，每个小室内含有 10伊104个细胞。

将细胞放入 37 益、5% CO2的培养箱中培养。培养

24 h后用 PBS缓冲液清洗 Transwell小室 3次。用

400 滋l 4%多聚甲醛固定小室 20 min后用 PBS缓冲

液清洗 Transwell小室 3次，然后用结晶紫染液染色

20 min。染色后用 PBS缓冲液清洗每个小室 3次，随

后用医用棉签将上室未穿过聚碳酸酯膜的细胞擦

去，注意手法要轻柔，并在室温下晾干小室。倒置显

微镜下对 Transwell小室进行拍照，用 Image J软件

计数各组细胞穿过小室的数量。

1.7 Transwell侵袭实验测定汉黄芩素对鼻咽癌细胞

侵袭能力的影响 使用 RPMI-1640 培养基将基质

胶按 1颐8的比例在冰上稀释。然后将 100 滋l稀释后

的基质胶放入 Transwell上室，置于 37 益培养箱中

过夜，直至基质胶凝固。下室放入 400 滋l含 10%血

清的 RPMI-1640培养基，上室放入 200 滋l含 10万

个细胞的细胞悬液，置于培养箱中孵育 36 h。随后

的细胞染色和固定步骤与 Transwell迁移实验相同。

穿膜细胞数代表各组细胞的侵袭能力。

1.8统计学方法 采用 SPSS 23.0统计学软件对数据

进行分析，用 GraghPad Prism 8.0进行绘图分析，计

量资料以（ 依）表示，采用 检验或 检验。以 约

0.05表示差异有统计学意义。

2结果

2.1汉黄芩素对鼻咽癌细胞活性的影响 汉黄芩素

对 C666-1和 HK-1细胞的活力均表现出明显的抑

制作用，随药物浓度增加，抑制效果明显增强；同一

药物浓度下，药物作用 48 h的抑制效果高于 24 h，

抑制效果表现为剂量时间依赖性（图 1）。通过

GraphPad Prism 8.0 软件计算不同时间的 IC50，结果

显示汉黄芩素作用于 C666-1细胞 24 h的 IC50值为

37.15 滋mol/L、48 h为 20.75滋mol/L；汉黄芩素作用

于 HK-1 细胞 24 h 的 IC50值为 29.09 滋mol/L、48 h

为 20.46 滋mol/L。

2.2汉黄芩素对鼻咽癌细胞增殖的影响 汉黄芩素

干预后，鼻咽癌细胞 C666-1细胞形成肉眼可见集

落的数目更少，体积更小，见图 2。

2.3汉黄芩素对鼻咽癌细胞迁移的影响 划痕实验

结果显示，汉黄芩素处理后，C666-1及 HK-1细胞

的迁移能力明显受到抑制，且药物浓度越高，抑制作

用越强（图 3）。0、10、20、40 滋mol/L的汉黄芩素处理

C666-1及 HK-1细胞干预 24 h后细胞迁移面积的

相对比率比较 [HK-1：（67.72 依2.43）%、（45.87 依

2.00）%、（38.48依2.66）%、（25.98依1.23）%；C666-1：

（73.07 依2.30）%、（58.52 依7.76）%、（43.98 依2.10）%、

（36.08依6.30）%]，差异有统计学意义（ 约0.05）。与划

痕实验结果相一致，Transwell 细胞迁移实验也表

明，不同浓度汉黄芩素处理 C666-1及 HK-1细胞

后，从上室迁移至下室的细胞数目明显降低，药物浓

度越高，抑制作用越明显（图 4）。

图 1 汉黄芩素对鼻咽癌细胞的抑制作用

（滋mol/L） （滋mol/L）

图 2 汉黄芩素对鼻咽癌细胞增殖的影响

（滋mol/L）
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注：A：Trasnwell迁移实验代表图；B：不同浓度药物对 C666-1细胞迁移细胞数目的比较；C：不同药物浓度对 HK-1细胞迁移细胞数目的比

较；*** 约0.05

图 4 Transwell细胞迁移实验检测汉黄芩素对鼻咽癌细胞迁移能力的影响

A

B C

注：A：C666-1细胞；B：HK-1细胞；C：不同浓度药物对 C666-1细胞迁移率的比较；D：不同药物浓度对 HK-1细胞迁移率的比较

图 3 划痕实验检测汉黄芩素对鼻咽癌细胞细胞划痕的影响

A

B

C D

（滋mol/L）

（滋mol/L）

（滋mol/L）

（滋mol/L） （滋mol/L）

（滋mol/L） （滋mol/L）

74

医
 学
 信
 息



论 著
第 36卷第 10期 医学信息 Vol. 36 No.10

2023年 5月 Journal of Medical Information May. 2023

2.4汉黄芩素对鼻咽癌细胞侵袭的影响 汉黄芩素

干预后，穿过基质胶后迁移至下室的细胞数目明显

减少，见图 5。

3讨论

尽管化疗和靶向药物的应用以及放疗技术的发

展和进步，使得鼻咽癌患者的 5年总体生存率有了

很大的提高，其中玉期鼻咽癌患者 5年生存率可达

95%，域期达 85%，然而对于就诊时已发生转移的鼻

咽癌患者来说，预后仍然较差，郁期鼻咽癌患者 5年

生存率仅有 50%。目前对于局部晚期鼻咽癌患者，

在放疗基础上联合化疗是其主要的治疗模式，然而

化疗所导致的耐药或者患者不能耐受化疗是化疗失

败的主要原因，从而导致了肿瘤的进展。因此，迫切

需要研发有效且毒副作用小的抗肿瘤药物。

汉黄芩素是来源于中草药植物中的一种纯天然

化合物，因其所具备的多种药理作用而广泛地在多

种炎症性和肿瘤性疾病中进行了研究。研究发现，

汉黄芩素通过 IRF3介导的 Hippo信号通路抑制结

肠癌细胞的致癌行为和 EMT 过程 [11]；通过抑制

MMP1表达和调控 PI3K/AKT信号通路，从而抑制

肺癌细胞的生长和转移潜能并促进细胞凋亡 [14]；通

过调控 miRNA-135b-3p靶向 SIX4抑制 A549细胞

的侵袭转移和 EMT过程[6]。除此之外，汉黄芩素还能

通过阻滞肿瘤细胞的周期，从而发挥抑癌作用[16，17]，

使细胞周期阻滞于 G1/G0期
[18]或 G2/M期

[19]。汉黄芩

素还能通过增加恶性肿瘤的放化疗敏感性进一步增

强其本身的抗肿瘤作用[15，20]。本研究通过 CCK8实验

证明汉黄芩素能够有效抑制鼻咽癌细胞 C666-1和

HK-1的活性，并根据实验结果估算出药物的 IC50，

进而初步明确后续实验研究的药物浓度。细胞活性

降低是细胞增殖受到抑制的重要原因之一，因此为

进一步明确汉黄芩素对鼻咽癌细胞增殖能力的影

响，通过平板克隆形成实验来评估鼻咽癌细胞的增

殖和生存能力，结果表明汉黄芩素能有效抑制

C666-1细胞的增殖和生存能力，与陈琳等[21]研究结

注：A：Trasnwell侵袭实验代表图；B：不同浓度药物对 C666-1细胞穿过基质胶的细胞数目的比较；C：不同药物浓度对 HK-1细胞穿过基质

胶的细胞数目的比较；*** 约0.05

图 5 Transwell侵袭实验检测汉黄芩素对鼻咽癌细胞侵袭能力的影响

A

B C

（滋mol/L） （滋mol/L）

（滋mol/L）
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果一致。鼻咽癌细胞的迁移以及侵袭能力的异常升

高是鼻咽癌侵袭性强及易发生远处转移的重要原

因，也是导致鼻咽癌患者预后变差的重要因素。本研

究通过划痕实验以及 Transwell实验发现，汉黄芩素

能够抑制鼻咽癌细胞的迁移和侵袭能力。

综上所述，汉黄芩素能抑制鼻咽癌细胞 HK-1、

C666-1的活性、增殖、迁移还有侵袭能力，后续将进

一步探究其在鼻咽癌细胞中的分子机制。
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