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瘤果黑种草子总黄酮成分对结肠癌细胞株 

SW480增殖、迁移能力的影响及机制 
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摘  要: 目的  探讨瘤果黑种草子总黄酮成分对人结肠癌细胞株 SW480 增殖、迁移能力的影响及可能的作用

机制。方法  用不同浓度的瘤果黑种草子总黄酮成分药物干预的结肠癌细胞株 SW480, MTT 法检测 SW480

细胞株的增殖能力, 倒置显微镜观察对结肠癌细胞株 SW480 细胞形态的影响, 划痕实验检测对细胞的迁移能

力的影响, 实时荧光定量 PCR 检测瘤果黑种草子总黄酮成分对细胞中 BECN1、MAPILC3B 基因表达的影响。

结果  瘤果黑种草子总黄酮对人结肠癌细胞株 SW480体外增殖的抑制作用明显, 并呈浓度依赖性抑制人结肠

癌细胞株 SW480 的增殖, 在 25 μg/mL 时达到最大的抑制率, 抑制率为 81.28%。倒置显微镜观察, 用瘤果黑

种草子总黄酮成分药物干预后, 人结肠癌细胞株 SW480 形态学发生明显变化, 瘤果黑种草子总黄酮成分可抑

制人结肠癌细胞株 SW480 迁移能力, 同时, 可上调自噬相关基因 BECN1、MAPILC3B 的表达量。结论  瘤

果黑种草子总黄酮成分可抑制人结肠癌细胞株 SW480 的增殖、迁移能力, 机制可能与能影响细胞中 BECN1、

MAPILC3B 基因表达量有关。 
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Effects of total flavonoids from tumor fruit black grass on the proliferation 
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ABSTRACT: Objective  To investigate the effects of total flavonoids from Nigellaglandulifera preynet Sint on 

proliferation and migration of human colon cancer cell line SW480 and its possible mechanism. Methods  The colon 

cancer cell line SW480 was treated with different concentrations of total flavonoids from Nigellaglandulifera preynet 

Sint, its proliferation ability was detected by MTT method, its morphological changes were observed by inverted 

microscope, its migration ability was detected by scratch test, and the effects of total flavonoids on BECN1 and 
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MAPILC3B gene expression in cells were detected by real-time fluorescence quantitative PCR. Results  The total 

flavonoids of Nigellaglandulifera preynet Sint significantly inhibited the proliferation of human colon cancer cell line 

SW480 in vitro, and inhibited the proliferation of human colon cancer cell line SW480 in a concentration-dependent 

manner. The inhibition rate reached the maximum at 25 μg/mL, with an inhibition rate of 81.28%. The morphological 

changes of human colon cancer cell line SW480 were observed by inverted microscopy and they were obvious. The 

total flavonoids of Nigellaglandulifera preynet Sint could inhibit the migration of human colon cancer cell line 

SW480 and increase the expression of autophagy related genes BECN1 and MAPILC3B. Conclusion  Total 

flavonoids from Nigellaglandulifera preynet Sint can inhibit the proliferation and migration of human colon cancer 

cell line SW480. The mechanism may be related to the influence of BECN1 and MAPILC3B gene expression in cells. 

KEY WORDS: Nigellaglandulifera Preynet Sint; total flavonoids; human colon cancer cell line SW480; cell 

proliferation; cell migration; autophagy associated molecules 
 
 

1  引  言 

瘤果黑种草子(Nigellaglandulifera Preynet Sint)为毛

莨科 (Raunnculaceae)黑种草属 (Nigella)植物的干燥种子 , 

主要产于新疆, 西藏、云南也有少量栽培[1]。作为药食同

源的常用药材瘤果黑种草子被收入 1977 年至今各版《中国

药典》, 具有补肾健脑、调理胃火、助消化、通经、通乳、

利尿、止咳平喘等功效[2,3], 因此在民族医药中应用广泛, 

常用于治疗失眠健忘、消化不良、经闭乳少、尿路结石等

疾病[4,5] 

瘤果黑种草子中除了富含脂肪酸和挥发油外, 还含

有黄酮类、皂苷类、生物碱类等多种有机化合物[68]。研究

表明 , 黄酮类化合物具有非常广泛的生物活性 : 在抗氧

化、预防心血管疾病的发生、提高机体免疫力、雌激素代

谢、抗肿瘤及抗菌方面都发挥着很大的作用[9]。因此, 黄

酮类成分在医药界有着广泛的应用和开发价值, 一直以来

都是研究领域的热门话题[1013]。目前, 瘤果黑种草子在体

外抗肿瘤作用方面的研究甚少, 其活性成分总黄酮在体外

的抗肿瘤作用及其机制的相关研究报道较少。 

结肠癌是 2018 年最新的全球肿瘤统计报告上显示新

增病例及死亡病例排名前五的癌种之一, 严重危害人类健

康的恶性肿瘤 [1417]。因此本研究选用人结肠癌细胞株

SW480, 进行药物干预, 探讨瘤果黑种草子总黄酮成分对

人结肠癌细胞株 SW480 增殖、迁移能力的影响及可能的作

用机制, 从而揭示瘤果黑种草子总黄酮的药理活性, 进一

步促进新疆黑种草子资源的深入研究和广泛应用, 为肿瘤

的辅助治疗提供可能的途径, 同时为进一步研究和开发新

疆地区的地道药材奠定基础。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

SK-18 生物安全柜、Hera Cell-150 细胞 CO2 孵育箱(美

国 Thermo 公司); Model 680 酶联免疫检测仪(美国 Bio-Rad

公司); CTR6000 荧光倒置显微镜(德国 Leica 公司); 1-15 高

速低温离心机(美国 Sigma 公司); Nanodrop2000 超微量分

光光度计(美国 Thermo 公司); MyiQ2 实时荧光定量 PCR 仪

(美国 BiO-Rad 公司)。 

瘤果黑种草子(和田市新疆麦迪森药业有限公司饮品

厂 , 甲醇提取得到的总黄酮粉末用生理盐水溶解配成   

50 μg/mL 的药物母液); 人结肠癌细胞 SW480 由中国典型

培养物保藏中心上海细胞库提供。 

DMEM 高糖培养基(美国 HyClone 公司); 胎牛血清

(fatal bovine serun, FBS)(以色列 BI 公司); 双抗(GIBCO 公

司 ); MTT 粉剂 (Abcam 公司 ); 中性磷酸盐缓冲溶液

(phosphate buffered solution, PBS)、胰蛋白酶(美国 HyClone

公司); DMSO(美国 Sigma 公司); Trizol(美国 Invitrogen 公

司 ); cDNA 第一链合成试剂盒 (美国 Thermo 公司 ); 

RNase-free water(中国北京 Tiangen 公司); TaKaRa SYBR 

Premix PCR 试剂盒(日本 TaKaRa 公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  细胞培养及药物干预 

细胞复苏后, 用 DMEM 高糖完全培养基(含 10%胎牛

血清, 1%的青/链霉素双抗)放 37 ℃、5% CO2 的培养箱中传

代培养。将生长状况良好的细胞取弃旧培养基, 用 PBS 洗

3 次, 胰酶消化, 使用血球计数器计数。细胞悬液接种于

96 孔培养板中(每孔 200 μL, 1×105 个/孔)置于培养箱中培

养 24 h 后, 吸取弃旧培养液, 每孔加入 200 μL 的含药培养

液, 将母药液稀释成 5 个浓度, 分别为 14、15、20、25、

50 μg/mL, 每个浓度设置 6 个复孔, 并设置不含药的空白

对照组。 

2.2.2  瘤果黑种草子总黄酮提取物体外抗肿瘤细胞增殖

能力的检测 

按 2.2.1 项下药物干预的 96 孔培养板在培养箱孵于  

24 h 后, 取弃旧液体, 每孔加入 200 μL 含 MTT 工作液    

(5 mg/mL)的无血清培养液, 继续放入 37 ℃、5% CO2培养箱培
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养。4 h 后加 DMSO 完全溶解每孔中结晶物。在酶联免疫检测

仪 490 nm 波长处测量各孔 OD 值, 计算细胞活性抑制率。 

计算公式: 细胞活性抑制率=(空白对照组值-实验组

值/空白对照组值)×100% 

2.2.3  细胞形态学观察 

取对数生长期的人结肠癌细胞株 SW480, 以 1×105 个

细胞/孔的数目接种于 96 孔板中, 培养 24 h 以后, 吸取弃

旧培养液, 加入不同浓度的的含药培养液(200 μL/每孔)在

培养箱温孵育 24 h 后分别在倒置显微镜 10×镜头下观察各

药物干预组和空白组的细胞形态, 并拍照记录。 

2.2.4  瘤果黑种草子总黄酮提取物体外抗肿瘤细胞迁移

能力的检测 

取生长状况良好的细胞株, 用 PBS 洗 3 次, 胰酶消化

至单细胞悬液后, 使用细胞计数板计数。先 6 孔培养板底

部用 marker 笔画两条横线, 分别贯穿上下两排孔。将 1×105

个/mL的细胞悬液按 2 mL /孔的量接种于孔中, 置于 37 ℃, 

5% CO2 培养箱培养。培养 24 h 后, 去除旧培养基, 用枪头

在每孔中做一条垂直于板底横线的划痕。用 PBS 洗细胞 3

次, 去除划下的细胞。每孔加入 2 mL 新鲜的含药培养液, 

总黄酮提取物的浓度分别为 0、14 μg/mL。加药后, 将 6

孔板置于 37 ℃、5% CO2 培养箱培养。按 0、24 h 取样, 观

察各组细胞迁移情况并拍照。实验重复 3 次。 

2.2.5  自噬相关基因检测 

取生长状况良好的细胞株, 接种于 6 孔培养板中, 每

孔 200 μL, 1×105 个/孔。培养 24 h 后设置空白组和 5、10、

15、20 μg/mL 浓度的药物干预组给药, 继续培养 24 h 后取

弃旧培养基, 用 Trizol 法提取总 RNA,  RNase-free wate 溶

解 , 用超微量分光光度计测浓度。按试剂盒说明书合成

cDNA, 进行实时荧光 PCR。对于 mRNA 从基因组数据库

找出基因 mRNA 序列, 然后交给合成引物的公司去合成引

物, β-Actin 作为内参。qPCR 反应程序: PCR 起始活化步骤

95 ℃ 5 min, 两步循环: 变性 10 s 95 ℃, 组合的退火/延伸

30 s 60 ℃, 循环数 40 个数, 表演荧光数据收集。实验操作 

重复 3 次, 最后数据采用 2-△ △ Ct 法计算。 

2.2.6  实验数据分析 

采用 SPSS 22.0 软件对数据进行统计分析。所有的数

据经正态性检验呈正态分布后以均数±标准差( x ±s)的形

式表示。2 组间比较采用独立样本 t 检验。绘图采 Graphpad 

prism 6.0 软件。以 P<0.05 为差异有统计学意义。 

3  结果与分析 

3.1  瘤果黑种草子总黄酮对人结肠癌细胞株 SW480

增殖能力的影响 

使用 MTT 法检测瘤果黑种草子总黄酮对人结肠癌细

胞株 SW480 的生长抑制作用, 结果发现瘤果黑种草子总

黄酮在药物浓度为 15 μg/mL 时开始起效(P<0.05), 之后随

着药物浓度的升高瘤果黑种草子总黄酮对人结肠癌细胞株

SW480 的抑制率也不断升高, 呈现良好的量效依赖关系

(表 1)。以药物浓度为横坐标, 抑制率为纵坐标绘制瘤果黑

种草子总黄酮体外抗人结肠癌细胞株 SW480 活性曲线 

(图 1), 发现瘤果黑种草子总黄酮抑制人结肠癌细胞株

SW480 增殖的有效浓度范围在 15~25 μg/mL, 25 μg/mL 以

后进入平台期, 药物对人结肠癌细胞株 SW480 的抑制率

不再随着浓度的升高而升高。对 MTT 结果的用药浓度和

抑制率进行 Probit 回归分析后得到效应概率为 50%时的用

药浓度 (IC50), 瘤果黑种草子总黄酮对人结肠癌细胞株

SW480 的 IC50 为 22.02 μg/mL。 

3.2  肿瘤细胞药物干预的形态学观察 

对药物干预的人结肠癌细胞株 SW480 进行形态学观

察发现: 空白对照组 SW480 细胞株为梭形, 个体饱满、透

明度大、折光性强, 呈单层贴壁生长, 细胞密度达 95%以

上; 在干预组中, 人结肠癌细胞株 SW480 细胞形态随着药

物浓度的升高而逐渐回缩 , 变小变圆 , 细胞轮廓逐渐清

晰、折光性逐渐下降, 细胞密度逐步降低而间空隙增大, 

死细胞数目逐步增多(图 2)。 

 

表 1  瘤果黑种草子总黄酮体外抗人结肠癌细胞株 SW480 增殖能力( x ±s, n=3) 

Table 1  Anti-proliferation ability of total flavonoids from Nigellaglandulifera Preynet Sint to colon cancer cell line SW480 in vitro 
( x ±s, n=3) 

分组 用药浓度/(μg/mL) OD490 nm 值 t P 抑制率/% 

空白对照 0 1.127±0.015    

药物干预组 1 14 1.063±0.051 2.399 0.053 5.68 

药物干预组 2 15 0.948±0.036* 9.199 9.307E-05 15.91 

药物干预组 3 20 0.492±0.068* 18.297 1.717E-06 56.37 

药物干预组 4 25 0.211±0.019* 76.333 3.403E-10 81.28 

药物干预组 5 50 0.250±0.057* 29.684 9.693E-08 77.84 

注: *独立样本 T 检验, 与对照组比较, P<0.05 视为差异显著, 下同。 
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图 1  瘤果黑种草子总黄酮体外抗人结肠癌细胞株 SW480 活性曲线 

Fig. 1  Anti-colon cancer cell line SW480 activity curve of total 
flavonoids from Nigellaglandulifera Preynet Sint 

 

  
A                           B 

  
C                           D 

注: A: SW480 细胞空白对照组 10×10, B: SW480 细胞 14 μg/mL 药

物干预组 10×10; C: SW480 细胞 20 μg/mL 药物干预组 10×10; D: 

SW480 细胞 25 μg/mL 药物干预组 10×10。 

图 2  各浓度瘤果黑种草子总黄酮对 SW480 细胞株形态的影响(×100) 

Fig. 2  Effects of total flavonoids from Nigellaglandulifera Preynet 
Sinton the morphology of SW480 cell line (×100) 

 

3.3  瘤果黑种草子总黄酮体外对人结肠癌细胞株

SW480 细胞迁移能力的影响 

划痕实验检测瘤果黑种草子总黄酮体外对人结肠

癌细胞株 SW480 细胞迁移能力的影响, 结果发现: 药物

干预 24 h 后, 空白对照组划痕处 SW480 细胞趋于汇合, 

药物干预组划痕处变化不大(图 3)。使用药物干预前后的

划痕宽度差表示细胞相对迁移距离 , 结果如表 2 所示 , 

空白对照组和药物干预组的肿瘤细胞相对迁移距离分

别为(111.000±13.748)、(64.000±30.199), 药物干预组肿

瘤细  胞迁移距离比空白对照组小 , 且差异有统计学意

义(P<0.05)。  

  
E                          F 

  
G                          H 

注: E: SW480 细胞空白对照组 0 h 10×10; F: SW480 细胞药物干预

组 0 h 10×10; G: SW480 细胞空白对照组 24 h 10×10; H: SW480 细

胞药物干预组 24 h 10×10。 

图 3  瘤果黑种草子总黄酮处理后 0、24 h 迁移距离比较(×100) 

Fig. 3  Comparison of migration distance between 0 h and 24 h after 
treatment with total flavonoids of Nigellaglandulifera Preynet sint 

(×100) 
 

表 2  瘤果黑种草子总黄酮对 SW480 细胞株的迁移能力的影响

( x ±s, n=3) 

Table 2  Effects of total flavonoids of Nigellaglandulifera Preynet 
Sint on the migration ability of SW480 cells ( x ±s, n=3) 

分组 
用药浓度
/(μg/mL) 

x ± s t P 

空白对照组 0 111.000±13.748   

药物干预组 14 64.000±30.199* 2.453 0.070

 

3.4  自噬相关基因的 qPCR 检测 

分别用 5、10、15、20 μg/mL 瘤果黑种草子总黄酮处

理结肠癌细胞株 SW480 后, qPCR 检测各组细胞中自噬相

关基因 BECN1、MAPILC3B mRNA 表达水平。各药物干

预组均与空白对照组进行两两相比, 5、10、15、20 μg/mL

各药物干预组结肠癌细胞株 SW480 的 BECN1 mRNA 表达

量明显上升, 并随着瘤果黑种草子总黄酮浓度的增加逐步

降低, 与空白对照组相比差异显著(P<0.05)。各药物干预组

结肠癌细胞株 SW480 的 MAPILC3B mRNA 表达量明显上

升, 5、10、15 μg/mL 药物干预组的 MAPILC3B mRNA 表

达量随着瘤果黑种草子总黄酮浓度的增加逐步上升, 与空

白对照组相比差异显著(P<0.05)(表 3、表 4、图 4)。 

已有研究[18]表示自噬相关蛋白 Beclin1 和 LC3 的低表

达可能与结肠癌的发生发展和预后不良有关。Liang 等[19]

研究提示在人类多种肿瘤细胞中可见 BECN1 下调, 而过

表达可抑制肿瘤。在另外一个研究[20]中, 通过提高 LC3 的

表达, 使大部分 SW480 细胞发生凋亡。本此研究中自噬相 
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表 3  人结肠癌细胞株 SW480 自噬相关基因 BECN1 的荧光定量

PCR 检测(n=3) 
Table 3  Q-PCR detection of BECN1 gene expression in colon 

cancer cell line SW480 induced by total flavonoids of 
Nigellaglandulifera Preynet Sint (n=3) 

浓度/(μg/mL) 2-△ △ Ct t P 

0 1.005±0.118   

5 2.810±0.403* 7.444 0.002 

10 1.642±0.097* 7.232 0.002 

15 1.520±0.300* 2.765 0.051 

20 1.310±0.102* 3.391 0.028 

注: *独立样本 T 检验, 与对照组比较, P<0.05 视为差异显著。 

表 4  人结肠癌细胞株 SW480 自噬相关基因 MAPILC3B 的荧光

定量 PCR 检测(n=3) 
Table 4  Q-PCR detection of MAPILC3B gene expression in 

colon cancer cell line SW480(n=3) 

浓度(μg/mL) 2-△ △ Ct t P 

0 1.000±0.031   

5 1.387±0.077* 8.107 0.001 

10 1.521±0.079* 10.656 4.390E-04 

15 1.657±0.096* 11.253 3.550E-04 

20 1.369±0.167* 3.765 0.002 

注: *独立样本 T 检验, 与对照组比较, P<0.05 视为差异显著。 

 

        

注: *为与对照组比较 P<0.05, 差异显著。 

图 4  不同浓度瘤果黑种草子总黄酮干预 SW480 细胞株后各基因相对表达量(n=3) 

Fig 4  Relative expression of genes in SW480 cell line after intervention with total flavonoids of Nigellaglandulifera Preynet Sint at different 
concentrations(n=3) 

 

 

关基因的荧光定量 PCR 检测结果表明, 瘤果黑种草子总黄

酮药物干预后人结肠癌细胞株 SW480 中自噬相关基因

BECN1、MAPILC3B 的表达变化情况, 结果显示: 与空白

对照组相比 , 各药物干预组自噬相关基因 BECN1 和

MAPILC3B 的相对表达量均有不同程度的上升, 且差异均

具有统计学意义, 此结果与上面所叙述的已有研究结果吻

合, 说明瘤果黑种草子总黄酮对人结肠癌细胞株 SW480

的抗肿瘤作用可能与自噬相关基因 BECN1、MAPILC3B

有关, 并可能通过提高自噬相关基因 BECN1、MAPILC3B

表达量而诱导自噬性死亡自噬发挥抗肿瘤作用。 

4  结  论 

本研究采用 MTT 法测定瘤果黑草子总黄酮干预人结

肠癌细胞株 SW480 后的 OD 值, 瘤果黑种草子总黄酮

14~50 μg/mL 浓度组干预人结肠癌细胞株 SW480 的 OD 值

显著低于空白对照组, 在 14~25 μg/mL 之间, OD 值有下降

趋势, 并呈现良好的量效依赖关系, 25 μg/mL 以后进入平

台期, 且瘤果黑种草子总黄酮 15~50 μg/mL 浓度组对人结

肠癌细胞株 SW480 的增殖有明显的抑制作用(P＜0.05)。

通过划痕实验检测瘤果黑种草子总黄酮对人结肠癌细胞株

SW480 的迁移能力的影响。使用药物干预前后的划痕宽度

差表示细胞相对迁移距离, 结果药物干预 24 h 后, 人结肠

癌细胞株 SW480 药物干预组划痕细胞两端距离明显比空

白对照组宽, 肿瘤细胞迁移距离明显比空白对照组小, 且

差异有统计学意义(P<0.05)。实验结果表明, 瘤果黑种草子

总黄酮对人结肠癌细胞株 SW480 有抑制迁移能力。本此研

究中自噬相关基因的荧光定量 PCR 检测结果表明, 人结肠

癌细胞株 SW480 用瘤果黑种草子总黄酮药物干预 24 h 后, 

与空白对照组相比, 各药物干预组自噬相关基因 BECN1

和 MAPILC3B的相对表达量均有不同程度的上升, 且差异

均具有统计学意义(P<0.05)。 

综上所述, 新疆瘤果黑种草子总黄酮成分具有体外

抗肿瘤活性, 在体外能够抑制人结肠癌细胞株 SW480 的

增殖, 且具有良好的量效依赖关系。同时, 新疆瘤果黑种

草子总黄酮成分对人结肠癌细胞株 SW480 的迁移也具有

明显的抑制作用。此外, 初步揭示了诱导肿瘤细胞发生自
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噬性死亡可能是新疆瘤果黑种草子总黄酮体外抗肿瘤作用

的机制之一。 
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