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[摘要] 目的：探讨槲皮素（Que）对甲状腺癌细胞增殖、凋亡的影响及潜在机制。方法：以人甲状腺乳头状癌

（B-CPAP）细胞为研究对象，设置对照组和加药组，以不同浓度Que干预甲状腺癌细胞。细胞计数试剂盒-8（CCK-8）

法检测细胞活力，依据结果选取低、中、高3个浓度Que用于后续实验；5-乙炔基-2'-脱氧尿苷（EdU）检测细胞增

殖；倒置显微镜观察细胞形态变化；流式细胞术检测细胞凋亡及周期；Western blotting检测B细胞淋巴瘤-2（Bcl-2）、

Bcl-2相关X蛋白（Bax）、细胞周期蛋白D1（Cyclin D1）、增殖细胞核抗原（PCNA）蛋白的相对表达；RT-qPCR法检

测微小RNA-146（miR-146）mRNA的相对表达量。结果：在一定浓度范围内，与对照组比较，相同作用时间，随着

Que浓度增加，细胞OD值显著降低（ <0.05），且呈浓度依赖性；不同作用时间比较，Que浓度在40、80、160 滋mol/L

时，细胞OD值差异更为显著，且作用24 h时，组间差异更为显著。与对照组比较，Que低浓度组（40 滋mol/L）、中浓度

组（80 滋mol/L）和高浓度组（160 滋mol/L）细胞增殖能力显著降低；Que各加药组细胞形态发生变化，随着药物浓度

升高，细胞体积缩小、形态皱缩，漂浮的死亡细胞增多；Que各浓度组细胞总凋亡率均显著升高（ <0.01），随着药

物浓度的升高，细胞G1期延长，S期缩短，细胞周期阻滞于G1期（ <0.05）；Que各浓度组增殖相关蛋白PCNA、周期

相关蛋白CyclinD1、凋亡相关蛋白Bcl-2表达均显著降低（ <0.05）；Que加药组miR-146 mRNA相对表达量显

著降低（ <0.05）。结论：Que具有抗甲状腺癌作用，能抑制B-CPAP细胞的增殖，阻滞细胞周期，促进凋亡，其

作用机制可能与下调miR-146表达有关。

[关键词] 甲状腺癌；槲皮素；细胞凋亡；细胞增殖；微小RNA-146；人甲状腺乳头状癌细胞

[中图分类号] R285.5 [文献标识码] A [文章编号] 1672-951X（2025）10-0016-06

DOI：10.13862/j.cn43-1446/r.2025.10.003

Quercetin Down-Regulates miR-146 to Inhibit the Proliferation of

Thyroid Cancer Cells and Induce Apoptosis

[Abstract] Objective: To investigate the effect of quercetin (Que) on the proliferation and apoptosis of thyroid

cancer cells and its potential mechanism. Methods: Human papillary thyroid carcinoma (B-CPAP) cells were the

research object, and control group and dosing group were set up. Different concentrations of Que were used to

intervene thyroid carcinoma cells. Cell viability was detected by CCK-8 method, and three concentrations of

Que were selected for subsequent experiments according to the results. EdU detected cell proliferation. The

morphological changes of cells were observed by inverted microscope. Apoptosis and cell cycle were detected

by flow cytometry. The expressions of Bax, Bcl-2, Cyclin D1 and PCNA were detected by Western blotting.

RT-qPCR method was used to detect the expression of miR-146 mRNA. Results: In a certain concentration

range, when the drug concentration was different, compared with the control group, with the increase of drug

concentration, the cell OD value was obviously reduced (P<0.05). Compared with the same concentration and

different action time, the difference of cell OD value was more significant when the drug concentration was 40,
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甲 状 腺 癌 （ thyroidcancer， TC） 是 内 分 泌 系 统 最 常 见 肿 瘤

之 一 ， 2022 年 报 告 显 示 TC 总 发 病 率 居 肿 瘤 发 病 率 第 三 位 [1-2]，

给 大 众 健 康 带 来 巨 大 威 胁 。 分 化 型 甲 状 腺 癌 （ differented thy原

roid cancer， DTC） 是 其 主 要 的 病 理 类 型 ， 占 93.75%[3]。 虽 然 手

术 和 辅 助 治 疗 为 其 提 供 了 相 对 有 效 的 治 疗 手 段 ， 但 对 其 发 病

机 制 的 探 究 、 寻 找 新 的 治 疗 策 略 及 药 物 ， 仍 具 有 重 要 的 临 床

意 义 。 槲 皮 素 （ Que） 作 为 黄 酮 类 的 天 然 化 合 物 ， 已 被 证 实 具 有

抑 制 肿 瘤 细 胞 增 殖 、 促 进 肿 瘤 细 胞 凋 亡 、 抗 肿 瘤 血 管 生 成 等

作 用 [4-5]， 对 肺 癌 [6]、 肝 癌 [7]、 乳 腺 癌 [8] 等 不 同 癌 症 都 具 有 良 好 的

抗 肿 瘤 效 果 。 但 目 前 关 于 Que 对 甲 状 腺 癌 细 胞 的 作 用 及 机 制

尚 不 完 善 ， 本 研 究 旨 在 探 讨 Que 对 人 分 化 型 甲 状 腺 癌 B-CAP

细 胞 的 增 殖 、 凋 亡 、 周 期 的 影 响 ， 以 及 其 潜 在 的 调 控 机 制 ， 为

甲 状 腺 癌 的 治 疗 提 供 体 外 实 验 数 据 。

1 材料与方法

1.1 细胞 人 甲 状 腺 癌 B-CPAP细 胞 系 由 中 国 科 学 院 上 海 细

胞 生 物 所 提 供 （ 300785-B-CPAP） 。

1.2 主要试剂与仪器 槲 皮 素 、 二 甲 基 亚 砜 、 RPMI-1640、 PBS

缓 冲 液 、 胰 酶 消 化 液 、 细 胞 计 数 试 剂 盒 -8（ CCK-8） 试 剂 盒 、 4%

多 聚 甲 醛 （ 北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司 ， 批 号 分 别 为 ： SQ8030、

D8371 、 31800 、 P1020 、 T1300 、 CA1210 、 70085400） ； 胎 牛 血 清

（ 以 色 列 BI公 司 ， 批 号 ： 04-001-1） ； BeyoClickTM EdU-488细 胞 增

殖 检 测 试 剂 盒 （ 上 海 碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司 ， 批 号 ： C0071S） ；

异 硫 氰 酸 荧 光 素 标 记 的 膜 联 蛋 白 V（ Annexin V-FITC） 细 胞

凋 亡 及 周 期 检 测 试 剂 盒 （ 南 京 凯 基 生 物 科 技 发 展 有 限 公 司 ，

批 号 分 别 为 ： KGA110150 、 KGA9101） ； 荧 光 定 量 PCR 检 测 试

剂 盒 （ 北 京 宝 日 医 生 物 技 术 有 限 公 司 ， 批 号 ： R047A、 RR820A） ；

B 细 胞 淋 巴 瘤 -2（ Bcl-2） 、 Bcl-2 相 关 X 蛋 白 （ BAX） 、 细 胞 周 期 蛋

白 D1（ Cyclin D1） 、 增 殖 细 胞 核 抗 原 （ PCNA） 、 茁- 肌 动 蛋 白 （ 茁-

Actin） 抗 体 （ 兔 ） 、 山 羊 抗 兔 二 抗 （ 武 汉 三 鹰 生 物 技 术 有 限 公

司 ， 批 号 分 别 为 ： 50599-2-Ig 、 12789-1-AP 、 26939-AP-50 、

10205-2-AP、 66009-1-Ig 、 SA00001-2） 。 引 物 合 成 、 DEPC 处 理

水 （ 上 海 生 工 生 物 工 程 股 份 有 限 公 司 ） ； CO2恒 温 培 养 箱 （ 美 国

Thermo 公 司 ， 型 号 ： 3120） ； 低 速 离 心 机 、 微 量 移 液 器 （ 德 国

Eppendorf 公 司 ） ； 流 式 细 胞 分 析 仪 （ 青 岛 瑞 斯 凯 尔 生 物 科 技

有 限 公 司 ， 型 号 ： RaiseCyte 2L6C） ； 倒 置 显 微 镜 （ 日 本 OLYMPUS

公 司 ， 型 号 ： CKX 41） 、 荧 光 显 微 镜 （ 日 本 尼 康 公 司 ， 型 号 ： Ti-E） ；

PCR系 统 （ 美 国 Applied Biosystems公 司 ， 型 号 ： 7500Fast） 。

1.3 实验方法

1.3.1 细 胞 培 养 将 人 甲 状 腺 癌 B-CPAP 细 胞 培 养 于 含 双 抗

（ 100 U/mL 青 霉 素 、 100 U/mL 链 霉 素 ） ， 添 加 10% 胎 牛 血 清 的

RPMI-1640 培 养 基 ， 置 于 37 益 、 5% CO2（ pH 值 7.2~7.4） 的 恒 温

加 湿 培 养 箱 中 培 养 。 2~3 d 以 1颐3~1颐2 的 比 例 传 代 ， 取 对 数 生 长

期 的 细 胞 用 于 后 续 实 验 。

1.3.2 Que 配 制 将 20 mg Que 的 无 菌 冻 干 粉 瞬 离 后 ， 溶 入

1.323 5 mL 的 二 甲 基 亚 砜 （ DMSO） ， Que 分 子 式 C15H10O7， 摩 尔

质 量 （ M） 为 302.24 mg/mol 。 依 据 公 式 c=m/(M· V ) ， 配 制 成 c=

50 mmol/L 的 Que 母 液 ， -20毅C 分 装 保 存 ； 以 RPMI-1640 培 养 液

将 母 液 稀 释 到 工 作 浓 度 。

1.3.3 CCK-8 法 检 测 Que 对 B-CPAP 细 胞 增 殖 活 性 设 置 细

胞 分 组 ， 空 白 组 （ 不 含 细 胞 的 完 全 培 养 基 ） 、 对 照 组 （ 不 加 Que

干 预 ） 、 加 药 组 （ 等 比 稀 释 ， 分 别 设 置 5 、 10 、 20 、 40 、 80 、 160 、

320 滋mol/L 7 个 药 物 浓 度 梯 度 ） ， 每 组 设 置 5 个 复 孔 。 取 生 长 状

态 良 好 的 B-CPAP细 胞 接 种 于 96孔 板 中 ， 接 种 密 度 为 6伊103个 /孔 ，

置 于 37 益、 5% CO2的 培 养 箱 中 培 养 ， 待 细 胞 完 全 贴 壁 生 长 后 ，

换 液 添 加 含 不 同 浓 度 的 Que 的 完 全 培 养 基 ； 分 别 培 养 12 、 24 、

48 h， 换 液 ， 每 孔 加 入 含 10%CCK-8 的 完 全 培 养 基 100 滋L， 培 养

箱 中 孵 育 2~3 h。 酶 标 仪 检 测 450 nm 处 组 各 组 吸 光 度 （ OD） 值 ，

重 复 实 验 3 次 ， 记 录 每 块 板 的 数 值 ， 并 计 算 细 胞 活 力 。 细 胞 活

力 （ %） =（ 加 药 组 OD 值 - 空 白 组 OD 值 ） /（ 对 照 组 OD 值 - 空 白 组

OD值 ） 伊100%。

1.3.4 EdU法 检 测 细 胞 增 殖 根 据 CCK-8 实 验 结 果 设 置 实 验

分 组 ， 对 照 组 、 Que低 浓 度 （ 40滋mol/L） 组 、 Que中 浓 度 （ 80滋mol/L）

组 、 Que高 浓 度 （ 160滋mol/L） 组 。 将 生 长 对 数 期 细 胞 按 1伊105个 /mL

细 胞 悬 液 接 种 在 6 孔 板 中 ， 待 细 胞 贴 壁 且 处 于 生 长 对 数 期 时 ，

换 液 ， 按 照 上 述 分 组 情 况 添 加 Que 新 培 养 基 ， 继 续 培 养 24 h 。 按

照 说 明 书 进 行 细 胞 增 殖 检 测 ， 配 制 20 滋mol/L EdU工 作 液 ， 37益

预 热 ， 孵 育 2 h， 去 除 培 养 液 ， 加 入 1 mL4% 多 聚 甲 醛 ， 室 温 固 定

15min， 固 定 、 洗 涤 、 通 透 后 ， 加 入 0.5 mL Click Additive Solution

80 and 160 滋mol/L. Moreover, the difference between the groups became more significant after 24 hours of action.

Compared with the control group, the cell proliferation ability of low (40 滋mol/L), medium (80 滋mol/L) and high

(160 滋mol/L) concentrations of Que was significantly reduced. Compared with the control group, the cell

morphology of Que groups changed. With the increase of drug concentration, the cell volume decreased, and

the shape shrank. The floating dead cells increased. The total apoptosis rate of Que cells in all groups

increased significantly (P<0.01). With the increase of drug concentration, cell G1 was prolonged, and S phase was

shortened. Cell cycle was arrested in G1 phase (P<0.05). The expression of proliferating protein PCNA, Cyclin D1

and Bcl-2 decreased significantly (P<0.05) in each addition group of Que. The expression of miR-146 mRNA

in Que group decreased significantly (P<0.05). Conclusion: Que has anti-thyroid cancer effect, which can inhibit

the proliferation of human papillary thyroid carcinoma B-CPAP cells, block cell cycle and promote apoptosis,

and its mechanism may be related to down-regulating the expression of miR-146.

[Keywords] thyroid carcinoma; Quercetin; cell apoptosis; cell proliferation; miR-146; human papillary thyroid

carcinoma cells
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（ Click反 应 液 ） ， 室 温 避 光 孵 育 30 min， 洗 涤 3 次 ， 使 用 倒 置 荧 光

显 微 镜 检 测 。 实 验 重 复 3次 ， 并 对 每 个 孔 中 至 少 3个 位 置 的 细 胞 进

行 拍 照 、 分 析 。

1.3.5 倒 置 显 微 镜 观 察 细 胞 形 态 取 对 数 期 细 胞 ， 常 规 消 化

计 数 ， 以 1伊105 个 /mL 接 种 于 6 孔 板 ， 恒 温 箱 培 养 24 h 后 ， 按

“ 1.3.4 ” 分 组 进 行 药 物 干 预 ， 24 h 后 倒 置 显 微 镜 观 察 细 胞 形 态

变 化 并 拍 照 ， 重 复 3 次 实 验 。

1.3.6 流 式 细 胞 术 检 测 细 胞 凋 亡 选 取 生 长 状 态 良 好 的 细

胞 消 化 并 计 数 ， 以 1伊105个 /mL 细 胞 密 度 接 种 于 6 孔 板 中 ， 放 入

CO2孵 箱 中 培 养 24 h。 待 细 胞 贴 壁 生 长 状 态 良 好 ， 按 “ 1.3.4” 分

组 进 行 干 预 ， 药 物 作 用 24 h 后 使 用 不 含 乙 二 胺 四 乙 酸 （ EDTA）

的 胰 酶 消 化 ， 制 备 单 细 胞 悬 液 ， 2 000 r/min（ 离 心 半 径 为 16.5 cm）

离 心 5 min 后 ， 收 集 细 胞 ， 预 冷 的 PBS 缓 冲 液 洗 涤 细 胞 2 次 ， 每 个

样 品 管 加 入 500 滋L 结 合 缓 冲 液 （ Binding Buffer） 进 行 细 胞 重

悬 ， 加 入 Annexin V-FITC/PI 荧 光 染 料 ， 避 光 反 应 5 min 后 ， 利

用 流 式 细 胞 仪 分 析 结 果 。 实 验 重 复 3 次 ， Flow Jo 软 件 检 测 细 胞

凋 亡 率 。

1.3.7 流 式 细 胞 术 检 测 细 胞 周 期 按 周 期 试 剂 盒 说 明 书 进

行 检 测 ， 将 细 胞 接 种 于 6 孔 板 中 ， 接 种 数 目 约 2伊105个 /孔 ， 培 养

箱 孵 育 24 h 。 待 细 胞 完 全 贴 壁 后 ， 按 “ 1.3.4” 所 示 分 组 干 预 ， 继

续 培 养 24 h 后 收 集 细 胞 ， 胰 酶 消 化 制 备 单 细 胞 悬 液 ， 并 调 整

细 胞 浓 度 为 1伊106 个 /mL 。 取 1 mL 悬 液 1 000 r/min（ 离 心 半 径

为 16.5 cm） 、 4益离 心 5min， 弃 上 清 液 ， 70%预 冷 乙 醇 500滋L重 悬 ，

4 益固 定 2~6 h。 预 冷 PBS 进 行 洗 涤 ， 加 入 500 滋L新 配 PI/RNaseA

工 作 液 ， 避 光 室 温 孵 育 30 min， 流 式 细 胞 仪 检 测 细 胞 周 期 ， Flow

Jo软 件 分 析 数 据 。

1.3.8 Western blotting 法 检 测 细 胞 中 蛋 白 表 达 水 平 将 对 数

生 长 期 细 胞 ， 接 种 后 培 养 箱 孵 育 ， 根 据 “ 1.3.4” 设 置 实 验 分 组

进 行 Que 干 预 ； 24 h 后 收 集 细 胞 ， Ripa 裂 解 ， 4 益 、 12 000 r/min

（ 离 心 半 径 为 7.5 cm） 离 心 5 min ， 取 上 清 液 得 到 总 蛋 白 ， BCA 法

定 量 后 调 整 相 对 浓 度 ， 加 入 4伊 上 样 缓 冲 液 （ Loading buffer） ，

95 益 金 属 浴 加 热 变 性 。 以 10~20 滋L/ 孔 加 样 ， 在 10% 十 二 烷

基 硫 酸 钠 - 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 （ SDS-PAGE） 中 电 泳 1~2 h ， 目

的 蛋 白 分 离 后 转 模 至 PVDF 膜 ， 5% 脱 脂 奶 粉 室 温 封 闭 1~2 h，

吸 干 水 分 ， 加 入 稀 释 一 抗 ， 4 益 摇 床 孵 育 过 夜 。 Tris 缓 冲 盐 溶

液 -Tween 20（ TBST） 洗 涤 6 次 ， 5 min/次 ， 洗 涤 后 ， 二 抗 室 温 摇

床 孵 育 2 h ， TBST洗 涤 6 次 ， 5 min/次 ， 显 影 。 独 立 重 复 3 次 实 验 ，

ImageJ软 件 分 析 条 带 灰 度 值 ， Graphpad Prism计 算 绘 图 。

1.3.9 RT-qPCR检 测 细 胞 中 相 关 mRNA 表 达 水 平 上 述 实 验

显 示 Que 在 中 浓 度 （ 80 滋mol/L） 时 对 B-CPAP细 胞 作 用 显 著 ， 将

实 验 分 为 对 照 组 （ 0 滋mol/L） 和 Que 中 浓 度 组 （ 80滋mol/L） ， 检 测

Que 干 预 后 细 胞 中 微 小 RNA-146（ miR-146） 的 表 达 情 况 。 取 生

长 对 数 期 的 B-CPAP细 胞 接 种 于 6孔 板 中 ， 5伊105个 /孔 ， 每 组 3 个

复 孔 ， 培 养 24 h 。 观 察 细 胞 状 态 良 好 时 ， 分 组 干 预 ， 24 h后 按

RNAeasyTM 试 剂 盒 提 取 总 RNA。 反 转 录 后 获 得 cDNA， 使 用 相

应 的 引 物 和 荧 光 染 料 进 行 RT-qPCR 检 测 。 miR-146 、 U6 引 物

由 上 海 生 工 生 物 股 份 有 限 公 司 设 计 。 通 过 PCR 仪 记 录 的 Ct 值

进 行 相 对 定 量 分 析 ， 重 复 3 次 实 验 。 以 U6 为 内 参 ， 以 2-驻驻Ct 法 计

算 miR-146 mRNA的 相 对 表 达 量 。

表 1 RT-qPCR引物序列

基 因 上 游 引 物 （ 5忆-3忆） 下 游 引 物 （ 5忆-3忆） 扩 增 产 物 长 度 / b p

m i R N A - 1 4 6 A C A C T C C A G C T G G G G C C C T G T G G A C T C A G T T G G T G T C G T G G A G T C G 6 2

U 6 C T C G C T T C G G C A G C A C A A A C G C T T C A C G A A T T T G C G T 9 6

1.4 统计学方法 采 用 SPSS 26.0 软 件 进 行 数 据 分 析 ， 并 使 用

Graphpad Prism 9.5 、 Flow Jo 、 ImageJ 软 件 对 实 验 数 据 进 行 分

析 和 绘 图 。 计 量 数 据 以 “ 均 数 依 标 准 差 ” （ x依s） 表 示 ， 两 组 间 差

异 采 用 独 立 样 本 t 检 验 比 较 ， 多 组 间 差 异 采 用 单 因 素 方 差 分

析 （ one-way ANOVA） 比 较 ， 两 两 进 一 步 比 较 采 用 SNK-q 检

验 。 约0.05 为 差 异 有 统 计 学 意 义 。

2 结 果

2.1 Que对B-CPAP细胞活力的影响 不 同 浓 度 的 Que 分 别

干 预 B-CAP细 胞 12 、 24 、 48 h 后 结 果 表 明 ： 处 理 12 、 24 h 时 ， Que

5 、 10 、 20 滋mol/L 组 对 B-CPAP 细 胞 活 力 影 响 与 对 照 组 比 较 ， 差

异 无 统 计 学 意 义 （ >0.05） ； 处 理 48 h时 ， Que 10 滋mol/L 组 对 细 胞

活 力 影 响 与 对 照 组 比 较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义 （ >0.05） ， 余 组

别 与 对 照 组 比 较 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ <0.05） 。 相 同 作 用 时

间 ， 随 着 Que 浓 度 增 加 ， 细 胞 OD 值 均 显 著 降 低 （ <0.05） ， 且 一

定 范 围 内 呈 有 浓 度 依 赖 性 。 浓 度 相 同 ， 不 同 作 用 时 间 比 较 ， 一

定 范 围 内 随 着 时 间 延 长 ， 细 胞 活 力 降 低 。 不 同 作 用 时 间 比 较 ，

药 物 浓 度 在 40、 80、 160 滋mol/L时 ， 细 胞 OD值 的 变 化 更 为 显 著 。

在 12 h（ F=403.8， <0.05） 、 24 h（ F=922.1， <0.05） 、 48 h（ F=140.7 ，

<0.05） 这 3 个 作 用 时 间 中 ， 24 h 的 时 间 变 量 易 于 控 制 ， 且 组 间

差 异 更 为 显 著 ， 故 选 取 40、 80、 160 滋mol/L， Que干 预 24 h， 进 行 后

续 实 验 ， 并 以 80滋mol/L为 中 浓 度 ， 设 置 Que低 浓 度 组 （ 40滋mol/L） 、

Que 中 浓 度 组 （ 80 滋mol/L） 和 Que 高 浓 度 组 （ 160 滋mol/L） 。 （ 见

图 1、 表 2）

注：A.汇总图；B.作用时间12 h；C.作用时间24 h；D.作用

时间48 h；与对照组比较，a <0.05，b <0.01。

图 1 不同浓度 Que对 B-CPAP细胞活力的影响

表 2 不同浓度槲皮素对 B-CPAP细胞活力的影响 （x依s）

Que浓 度 /(滋mol/L) n 12 h 24 h 48 h

0（ 对 照 组 ） 5 100.00依2.34 99.98依1.37 100.00依3.20

5 5 104.95依1.82 99.90依1.87 91.33依1.86a

10 5 97.65依3.29 98.03依1.04 98.20依2.44

20 5 96.48依4.05 101.75依1.46 90.25依2.26a

40 5 87.38依3.05b 88.83依1.00b 80.40依3.12b

80 5 77.10依1.88b 72.68依1.43b 57.75依2.32b

160 5 61.38依4.15b 47.28依1.45b 41.23依1.34b

320 5 47.28依2.46b 37.80依1.81b 30.30依1.33b

注：与对照组比较，a <0.05，b <0.01。
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2.2 Que对B-CPAP细胞增殖的影响 采 用 EdU 法 测 定

B-CPAP细 胞 的 增 殖 水 平 ， 不 同 浓 度 Que 处 理 24 h 后 ， EdU 阳 性

细 胞 数 均 呈 剂 量 依 赖 性 减 少 ， ImageJ软 件 定 量 后 发 现 ， 细 胞 增

殖 率 分 别 是 对 照 组 （ 67.22依2.08） %、 Que低 浓 度 组 （ 35.28依1.71） %、

Que 中 浓 度 组 （ 27.22依0.79） % 、 Que 高 浓 度 组 （ 16.67依0.68） % ，

各 组 细 胞 增 殖 率 比 较 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ <0.05） ； 与 对 照 组

比 较 ， 各 加 药 组 增 殖 率 均 显 著 降 低 （ <0.01） ， 且 随 着 药 物 浓 度

增 加 增 殖 率 呈 下 降 趋 势 ， Que 高 浓 度 组 最 低 。 （ 见 图 2 、 表 3）

注：A.对照组；B.Que低浓度组；C.Que中浓度组；D.Que高

浓度组；E.细胞增殖率；与对照组比较，a <0.01。

图 2 Que对 B-CPAP细胞增殖的影响 （伊200）

表 3 各组细胞增殖率、凋亡率及周期分布 （x依s，n=3）

组 别 增 殖 率 / % 总 凋 亡 率 / % G 0 / G 1 期 / % S 期 / % G 2 / M 期 / %

对 照 组 6 7 . 2 2 ± 2 . 0 8 3 . 9 9 ± 0 . 0 9 3 1 . 7 3 ± 0 . 3 1 5 5 . 8 0 ± 2 . 1 1 1 2 . 4 0 ± 2 . 0 3

Q u e 低 浓 度 组 3 5 . 2 8 ± 1 . 7 1 b 1 1 . 5 8 ± 0 . 6 5 a 4 0 . 2 0 ± 0 . 4 6 b 4 5 . 1 7 ± 3 . 9 8 b 1 2 . 5 0 ± 0 . 9 2

Q u e 中 浓 度 组 2 7 . 2 2 ± 0 . 7 9 b 2 1 . 1 8 ± 0 . 5 4 b 5 2 . 1 0 ± 0 . 7 0 b 3 3 . 4 0 ± 3 . 3 9 b 1 3 . 6 0 ± 2 . 3 9

Q u e 高 浓 度 组 1 6 . 6 7 ± 0 . 6 8 b 3 6 . 4 7 ± 1 . 2 3 b 6 0 . 2 0 ± 0 . 5 2 b 2 4 . 9 0 ± 3 . 0 2 b 1 3 . 4 3 ± 1 . 4 2

注：与对照组比较，a <0.05，b <0.01。

2.3 Que对B-CPAP细胞形态的影响 用 不 同 浓 度 （ 0、 40 、 80 、

160 滋mol/L） 的 Que 处 理 B-CPAP细 胞 24 h 后 ， 在 倒 置 光 学 显 微

镜 下 观 察 细 胞 形 态 变 化 。 结 果 如 图 3 所 示 ， 对 照 组 细 胞 贴 壁 生

长 ， 细 胞 形 态 饱 满 ， 折 光 性 好 ， 表 面 光 滑 ， 增 殖 速 度 较 快 。 而 加

药 组 细 胞 形 态 发 生 变 化 ， 随 着 Que 浓 度 的 升 高 ， 细 胞 体 积 开 始

缩 小 ， 形 态 皱 缩 ， 触 角 减 少 ， 细 胞 间 空 隙 加 大 ， 出 现 细 胞 碎 片 ，

漂 浮 的 死 亡 细 胞 逐 渐 增 多 。

注：A.对照组；B.Que低浓度组；C.Que中浓度组；D.Que高

浓度组。

图 3 Que对 B-CPAP细胞形态的影响 （伊200）

2.4 Que对B-CPAP细胞凋亡的影响 流 式 细 胞 术 结 果 表 明 ，

40 、 80 、 160 滋mol/L 的 Que 均 能 促 进 B-CPAP 细 胞 凋 亡 ， 且 呈 浓

度 依 赖 性 ， 总 凋 亡 率 分 别 为 Que 低 浓 度 组 （ 11.58依0.65） % 、 Que

中 浓 度 组 （ 21.18依0.54） % 、 Que 高 浓 度 组 （ 36.47依1.23） % ， 与 对

照 组 的 （ 3.99依0.09） % 比 较 ， Que 浓 度 越 高 ， 凋 亡 率 越 显 著 ， 差

异 均 有 统 计 学 意 义 （ <0.05） 。 早 期 及 晚 期 凋 亡 率 也 随 Que 浓

度 升 高 而 明 显 升 高 。 （ 见 图 4、 表 3）

注：A.对照组；B.Que低浓度组；C.Que中浓度组；D.Que高

浓度组；E.细胞凋亡率；与对照组比较，a <0.05，b <0.01。

图 4 Que对 B-CPAP细胞凋亡的影响

2.5 Que对B-CPAP细胞周期的影响 流 式 细 胞 术 检 测 发 现 ，

与 对 照 组 比 较 ， Que 低 、 中 、 高 浓 度 组 B-CPAP细 胞 的 G0/G1期 细

胞 数 明 显 增 加 ， S 期 细 胞 数 明 显 减 少 （ <0.01） ， Que 高 浓 度 组

变 化 最 显 著 ； 各 加 药 组 细 胞 中 G2/M期 细 胞 比 例 与 对 照 组 比 较 ，

差 异 无 统 计 学 意 义 （ >0.05） 。 Que 可 将 B-CPAP 细 胞 的 周 期 阻

滞 在 G0/G1期 ， 其 阻 滞 程 度 与 Que浓 度 成 正 比 。 （ 见 图 5、 表 3）

注：A.对照组；B.Que低浓度组；C.Que中浓度组；D.Que高浓

度组；E.细胞周期分布；与对照组比较，a <0.05，b <0.01。

图 5 Que对 B-CPAP细胞周期的影响

2.6 Que对B-CPAP细胞PCNA、Cyclin D1、Bax、Bcl-2蛋白表
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达的影响 以 茁-actin 为 内 参 蛋 白 ， 与 对 照 组 比 较 ， Que 低 、 中 、

高 浓 度 组 增 殖 蛋 白 PCNA、 周 期 蛋 白 Cyclin D1 表 达 均 降 低 （ <

0.05） ， 且 随 着 Que 浓 度 提 高 ， PCNA 表 达 进 一 步 降 低 ， Que 高 浓

度 组 的 表 达 下 降 最 显 著 （ <0.001） 。 与 对 照 组 比 较 ， 加 药 组 促

凋 亡 相 关 蛋 白 Bax 表 达 均 升 高 （ <0.05） ， 抑 制 凋 亡 相 关 蛋 白

Bcl-2 表 达 均 降 低 （ <0.05） ， Bax/Bcl-2 均 升 高 （ <0.05） ， 且 变

化 均 呈 浓 度 依 赖 性 。 （ 见 图 6、 表 4）

表 4 Que对 B-CPAP细胞中增殖、凋亡及周期相关蛋白

表达的影响 （x依s）

组 别 n B a x / B c l - 2 P C N A / β - a c t i n C y c l i n D 1 / β - a c t i n

对 照 组 3 0 . 4 6 ± 0 . 0 4 0 . 4 0 ± 0 . 0 2 0 . 8 6 ± 0 . 0 5

Q u e 低 浓 度 组 3 0 . 9 3 ± 0 . 0 7 b 0 . 2 5 ± 0 . 0 5 a 0 . 4 4 ± 0 . 0 1 b

Q u e 中 浓 度 组 3 1 . 8 9 ± 0 . 3 8 b 0 . 2 1 ± 0 . 0 5 b 0 . 3 3 ± 0 . 0 2 b

Q u e 高 浓 度 组 3 3 . 9 1 ± 0 . 3 1 b 0 . 1 3 ± 0 . 0 3 b 0 . 2 1 ± 0 . 0 2 b

注：与对照组比较，a <0.05，b <0.01。

2.7 Que对B-CPAP细胞miR-146表达的影响 RT-qPCR 测

定 B-CPAPA细 胞 miR-146 的 表 达 情 况 ， 结 果 表 明 ， 与 对 照 组 比

较 ， 中 浓 度 组 （ 80 滋mol/L） 细 胞 miR-146 mRNA 相 对 表 达 量 显

著 降 低 （ <0.01） 。 （ 见 图 7 、 表 5）

注：与对照组比较，a <0.01。

图 7 RT-qPCR检测 B-CPAPA细胞 miR-146的相对表达

表 5 B-CPAPA细胞 miR-146的相对表达 （x依s）

组 别 n miR-146/U6

对 照 组 3 1.00依0.08

Que 中 浓 度 组 3 0.51依0.04a

注：与对照组比较，a <0.01。

3 讨 论

TC作 为 内 分 泌 系 统 常 见 肿 瘤 ， 近 年 来 发 病 呈 上 升 趋 势 [2,9]，

对 其 治 疗 及 相 关 机 制 的 探 究 一 直 是 研 究 重 点 。 Que 作 为 一 种

天 然 化 合 物 ， 广 泛 存 在 于 植 物 的 花 、 叶 、 果 中 ， 具 有 抗 氧 化 、 抗

炎 、 抗 肿 瘤 等 作 用 [10]， 也 是 夏 枯 草 [11]、 黄 芪 、 黄 芩 、 当 归 、 积 雪

草 [12]、 藏 红 花 [13]等 多 种 中 药 的 有 效 活 性 成 分 。 且 夏 枯 草 [14-15]、 黄

芪 [16]、 黄 芩 [17]、 当 归 [18]均 在 临 床 上 用 于 治 疗 甲 状 腺 癌 。 本 课 题 组

前 期 研 究 [19]表 明 ， 中 药 夏 枯 草 可 通 过 下 调 miR-146 表 达 相 关 ，

抑 制 B-CPAP细 胞 增 殖 、 侵 袭 、 迁 移 ； 而 Que 作 为 其 有 效 活 性 成

分 ， 具 有 来 源 广 泛 、 疗 效 确 切 、 副 作 用 小 等 优 势 ， 故 本 研 选 用

Que 进 行 探 究 。

本 研 究 通 过 体 外 实 验 验 证 ， 使 用 不 同 浓 度 的 Que 干 预

B-CPAP 细 胞 ， CCK-8 法 、 EdU 实 验 及 镜 下 观 察 细 胞 形 态 ， 表

明 Que 能 够 抑 制 B-CPAP 细 胞 的 增 殖 ， 且 呈 浓 度 依 赖 性 。 流 式

细 胞 术 凋 亡 检 测 显 示 ， Que 对 B-CPAP 细 胞 早 期 凋 亡 、 晚 期 凋

亡 均 有 促 进 作 用 ； 周 期 检 测 发 现 ， Que 可 能 抑 制 B-CPAP细 胞 S

期 进 程 ， 使 G0/G1 期 细 胞 增 多 ， 将 细 胞 周 期 阻 滞 在 G0/G1 期 。

Western blotting 结 果 显 示 ， Que 抑 制 增 殖 相 关 蛋 白 PCNA 的 表

达 ， 降 低 周 期 相 关 蛋 白 CyclinD1 的 表 达 ， 减 少 Bcl-2 家 族 抗 凋

亡 蛋 白 Bcl-2的 表 达 ， 增 加 促 凋 亡 蛋 白 Bax 的 表 达 ， 且 调 控 作 用

与 浓 度 相 关 。 CyclinD1 是 调 控 细 胞 G1 至 S 期 的 转 变 的 关 键 蛋

白 [20]。 Bax 、 Bcl-2 蛋 白 表 达 失 衡 、 比 例 失 调 ， 可 引 起 线 粒 体 膜 电

位 改 变 ， 导 致 线 粒 体 途 径 的 细 胞 凋 亡 [21]。 细 胞 周 期 失 调 导 致 增

殖 失 控 ， 凋 亡 逃 逸 使 异 常 细 胞 免 于 清 除 ， 是 肿 瘤 发 展 的 重 要

原 因 [22]。 因 此 ， 在 甲 状 腺 癌 治 疗 中 ， 选 择 具 有 抑 制 增 殖 、 阻 滞 细

胞 周 期 、 促 进 凋 亡 作 用 的 Que 可 能 是 一 种 有 效 的 治 疗 方 法 。

miRNA 是 一 类 短 的 单 链 非 编 码 RNA， 可 以 调 控 基 因 的 表

达 ， 影 响 细 胞 的 增 殖 、 凋 亡 、 分 化 等 活 动 [23-24]。 作 为 miRNA 一

员 ， miR-146 在 TC 细 胞 中 呈 高 表 达 ， 可 作 为 DTC 诊 断 、 预 后 的

标 志 物 [25-26]。 RT-qPCR 结 果 显 示 Que 组 miR-146mRNA 表 达 显

著 降 低 （ <0.01） ， 这 与 其 参 与 肿 瘤 细 胞 凋 亡 、 周 期 的 调 控 结 果

一 致 [27-28]。

综 上 所 述 ， Que 可 抑 制 人 甲 状 腺 癌 B-CPAP 细 胞 增 殖 ， 阻

滞 细 胞 周 期 于 G0/G1期 ， 促 进 其 凋 亡 ， 且 呈 浓 度 依 赖 性 。 该 作 用

机 制 可 能 为 Que 干 扰 miR-146 的 表 达 ， 进 而 阻 滞 细 胞 周 期 ， 并

通 过 线 粒 体 凋 亡 途 径 调 控 下 游 Bcl-2家 族 蛋 白 ， 促 进 B-CPAP细

胞 凋 亡 。 本 研 究 表 明 Que 在 甲 状 腺 癌 治 疗 中 具 有 潜 在 应 用 前

景 ， 并 为 Que 防 治 甲 状 腺 癌 提 供 了 实 验 基 础 ； 然 而 对 于 Que 治

疗 TC的 相 关 体 内 实 验 及 具 体 机 制 ， 仍 需 进 一 步 验 证 。
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