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·论著·

汉黄芩素及其抑制物细胞周期蛋白依赖性激酶 1 
对人脑胶质瘤干细胞作用机制的研究
梁冰 1，2，梁海乾 1，战丽 1，李建伟 1，2，陈旭义 1，2，张赛 1

（1. 武警后勤学院附属医院，天津  300162 ；2. 天津中医药大学，天津  300193）

【摘要】 目的 研究汉黄芩素及其抑制剂细胞周期蛋白依赖性激酶 1（CDK1）对人脑胶质瘤干细胞
（BGSCs）的作用机制。方法 使用不同浓度的汉黄芩素（1、10、1000 μmol/L）对 BGSCs 进行浸染，并设空白对照
组。采用四甲基偶氮唑盐（MTT）比色法检测汉黄芩素对 BGSCs 增殖的影响；采用逆转录 - 聚合酶链反应（RT-
PCR）检测 CDK1 mRNA 表达；同时检测脂质过氧化产物还原型谷胱甘肽（GSH）、超氧化物歧化酶（SOD）和丙
二醛（MDA）含量的变化。结果 汉黄芩素对人 BGSCs 增殖具有明显的抑制作用，各剂量汉黄芩素组 BGSCs
增殖〔吸光度（A）值〕较空白对照组明显降低，随给药浓度增加，细胞生长抑制率（IR）较空白对照组逐渐增 
加，以汉黄芩素100 μmol/L组作用更显著〔A值：0.18±0.02比0.67±0.03，IR：（64.43±0.04）%比0，均P＜0.05〕；
各剂量汉黄芩素组 CDK1 mRNA 表达（A 值）均较空白对照组有不同程度的提高，在 10 μmol/L、100 μmol/L
汉黄芩素组出现显著提高（0.378±0.061、0.733±0.081 比 0.125±0.019，均 P＜0.05）；脂质过氧化产物 GSH

（mg/g）、SOD（U/g）和 MDA（nmol/g）在各个剂量汉黄芩素组与空白对照组比较差异均无统计学意义（GSH ：
474.51±38.63、479.67±15.89、481.17±36.41 比 487.00±28.53，SOD ：26.58±2.26、26.75±1.96、27.08±1.52 比
27.31±1.89，MDA ：4.92±0.45、4.72±0.73、4.61±0.47 比 4.45±0.26，均 P＞0.05）。结论 CDK1 可能参与汉
黄芩素抑制人 BGSCs 生长的作用机制，该作用与脂质过氧化产物无关。
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【Abstract】 Objective　To investigate the mechanism and effects of wogonin and its inhibitor cyclin-
dependent kinase 1 （CDK1） on human brain glioma stem cells （BGSCs）. Methods BGSCs were treated with 
different concentrations（1，10，100 μmol/L）of wogonin and a blank control group was made. Cell growth inhibition of 
BGSCs was detected by assay of methyl thiazolyl tetrazolium （MTT）. Expression of CDK1 mRNA was detected by retro 
transcriptive-polymerase chain reaction （RT-PCR）. Simultaneously，lipid peroxidation products of glutathione（GSH），
superoxide dismutase （SOD），malondiadehyde（MDA） were tested. Results Wogonin significantly suppressed the 
growth of BGSCs〔absorbance（A） value〕， statistical significant differences were found in study groups compared 
with blank control group. The cell growth inhibition rate（IR） was gradually increased with the administration of 
wogonin concentration increment，especially prominent in the wogonin 100 μmol/L group（A value ： 0.18±0.02 vs. 
0.67±0.03，IR ： （64.43±0.04）% vs. 0，both P＜0.05）. Expression of CDK1 mRNA was significantly increased in 
10 μmol/L and 100 μmol/L wogonin groups compared to that in the blank control group（0.378±0.061，0.733±0.081 
vs. 0.125±0.019，both P＜0.05）. There was no significant change in GSH（mg/g），SOD （U/g）and MDA（nmol/g） 
in all groups （GSH ： 474.51±38.63， 479.67±15.89， 481.17±36.41 vs. 487.00±28.53， SOD ： 26.58±2.26，
26.75±1.96，27.08±1.52 vs. 27.31±1.89，MDA：4.92±0.45，4.72±0.73，4.61±0.47 vs. 4.45±0.26，all P＞0.05）.    
Conclusion CDK1 possibly participates in the mechanism of wogonin suppression of BGSCs growth which is not 
related to lipid peroxidation.
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显示，汉黄芩素能抑制多种肿瘤细胞的生长［1］、诱

导肿瘤细胞的凋亡［2］，对脑胶质瘤细胞亦有明显

的抑制作用［3］。脑胶质瘤干细胞（BGSCs）是脑胶

质瘤的种子细胞，决定了脑胶质瘤的发生发展［4］， 
从肿瘤细胞源头寻找中药治疗脑胶质瘤的依据刻不

容缓。汉黄芩素是一种天然的细胞周期蛋白依赖性

激酶 1（CDK1）抑制剂，且 CDK1 与恶性肿瘤发生

时细胞周期紊乱相关［5］，在人脑胶质瘤中的表达可

 脑胶质瘤手术治疗不能完全切除，术后极易

复发，化放疗效果差，因此，从中草药中寻找到对

脑胶质瘤具有治疗作用的物质很有必要。汉黄芩

素是黄芩的有效成分之一，国内外相关研究报道
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随着恶性程度的增高而逐渐增加［6-7］。故本研究使

用 BGSCs 作为研究对象，并将 CDK1 作为研究指标，

探讨汉黄芩素对 BGSCs 的作用意义及 CDK1 是否

参与其作用机制。

1 材料与方法

1.1 实验分组：用不同浓度的汉黄芩素对 CD133 磁

珠分离的人 BGSCs（由武警医学院附属医院脑系科

陈旭义博士惠赠）进行浸染，分为空白对照组和 1、
10、100 μmol/L 3 个给药组。

1.2 检测指标及方法

1.2.1 四甲基偶氮唑盐（MTT）比色法检测 BGSCs
的增殖：传代细胞生长良好并处于对数生长期时，将

约 1×104 的细胞转入 96 孔培养板，并向每个培养

孔中加入 200 μl 培养液，培养 24 h。待细胞贴壁并

进入对数生长期后进行药物干预，各给药组加入含

不同浓度（1、10、100 μmol/L）汉黄芩素的 DMEM 培

养液 200 μl，空白对照组给予 DMEM 培养液。每种

浓度设 5 个复孔。将细胞在 37 ℃、含 5%CO2 饱和

湿度的培养箱中继续培养 48 h，取出 96 孔板，离心

10 min，弃上清液，并加入 0.1 mol/L 磷酸盐缓冲液

（PBS）漂洗。细胞终止孵育时向各孔加入 20 μl 新
配制的 5 g/L 的 MTT 溶液，将培养板置于培养箱内

4 h 后，将二甲亚砜（DMSO）加入到培养孔中，充分

振荡 10 min，在激发波长为 550 nm 时，使用酶标仪

（德国 Perlong Medical 公司）测定反应体系的吸光度

（A）值，将复孔的数值列入平均值。细胞生长抑制

率（IR）＝（1－用药组平均 A 值）/ 空白对照组平

均 A 值，实验重复 3 次。

1.2.2 脂质过氧化产物的检测：将 BGSCs 接种于

细胞培养瓶，培养 48 h 后，加入含不同浓度（1、10、 
100 μmol/L）汉黄芩素的 DMEM 培养液 200 μl，培养

24 h 后弃培养液，用 pH 值为 7.4 的 PBS 冲洗，并加

入 0.5 ml 的 PBS 覆盖细胞层，加入 0.25% 胰酶使细

胞充分脱落。将细胞悬液转入1.5 ml的小离心管（EP
管）中，用 0.4 ml 的 PBS 冲洗瓶底后再转入上述 EP
管，离心 10 min，弃上清，加入细胞裂解液 100 ml， 
置冰上 20 min，再离心 10 min，吸取上清液，用试剂

盒（南京建成生物公司）检测 GSH、SOD、MDA 的

水平，操作按试剂盒说明书要求进行。

1.2.3 逆转录 - 聚合酶链反应（RT-PCR）检测

BGSCs CDK1 mRNA 的表达：用 TRIzol 提取细胞

总 RNA，各个标本取 5 μg 的总 RNA 进行逆转录为

cDNA 后进行检测，95℃条件下预变性 5 min，根据

RT-PCR 检测试剂盒步骤合成 cDNA 第一链。PCR

扩增引物由美国 Invitrogen 公司合成。反应条件为：

95 ℃ 5 min，94 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，共 30
个循环；72 ℃延伸 10 min。通过在 80V 电泳及 2%
琼脂糖凝胶条件下鉴定 PCR 产物，再用紫外光凝胶

成像系统扫描并记录实验结果，实验重复 3 次。

1.3 统计学分析：采用 SPSS 11.5 统计软件处理数

据，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，所有参

数用 Shapiro-Wilk 做正态分布检验，正态分布数据

进行单因素方差分析，采用 t 检验，P＜0.05 为差异

有统计学意义。

2 结 果

2.1 汉黄芩素对 BGSCs 增殖的影响（表 1）：当汉

黄芩素浓度为 1 μmol/L 时，BGSCs 的增殖出现部分

抑制，但与空白对照组比较差异无统计学意义（P＞
0.05）；汉黄芩素 10 μmol/L、100 μmol/L 组 BGSCs 的

增殖受到了明显抑制，与空白对照组比较差异均有

统计学意义（均 P＜0.05）。随着给药浓度的增加，

细胞增殖的 IR 逐渐增加，各给药组组间比较差异有

统计学意义（P＜0.05）。

表 1 汉黄芩素对体外培养 BGSCs 增殖的影响（x±s）
组别 孔数 BGSCs 增殖〔（A）值〕 IR（%）

空白对照组 5 0.67±0.03 0

汉黄芩素 1 μmol/L 组 5 0.62±0.03 0.27±0.05

汉黄芩素 10 μmol/L 组 5 0.41±0.01 ab 25.93±0.03 ab

汉黄芩素 100 μmol/L 组 5 0.18±0.02 abc 64.43±0.04 abc

注：与空白对照组比较，aP＜0.05 ；与汉黄芩素 1 μmol/L 组比较，
bP＜0.05；与汉黄芩素 10 μmol/L 组比较，cP＜0.05

表 2 不同浓度汉黄芩素对体外培养人 BGSCs 中
脂质过氧化产物的影响（x±s）

组别 孔数 GSH（mg/g） SOD（U/g） MDA（nmol/g）

空白对照组 5 487.00±28.53 27.31±1.89 4.45±0.26

汉黄芩素 1 μmol/L 组 5 474.51±38.63 26.58±2.26 4.92±0.45

汉黄芩素 10 μmol/L 组 5 479.67±15.89 26.75±1.96 4.72±0.73 

汉黄芩素 100 μmol/L 组 5 481.17±36.41 27.08±1.52 4.61±0.47

2.2 汉黄芩素对 BGSCs 中脂质过氧化产物的影

响（表 2）：各剂量汉黄芩素给药组 GSH、SOD、MDA 
浓度与空白对照组比较差异均无统计学意义 

（均 P＞0.05）。

2.3 汉黄芩素对 BGSCs 的 CDK1 mRNA 表达的影

响（图1）：空白对照组BGSCs即有CDK1 mRNA表达。

汉黄芩素组随着给药浓度的增加，CDK1 mRNA 表达

逐渐增加，汉黄芩素 1 μmol/L 组与空白对照组比较

差异无统计学意义（P＞0.05）；汉黄芩素 10 μmol/L 
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可清除体内的超氧阴离子（O2-）等自由基，抑制和

防治氧化应激、脂质过氧化反应，是间接反映机体清

除自由基效能的重要指标，而 MDA 是代表氧自由

基的重要指标之一［10］。在本实验中，各剂量汉黄芩

素给药组均未见 GSH、SOD、MDA 的显著变化，提

示汉黄芩素抑制 BGSCs 的增殖与脂质过氧化无关。

 CDK1 可以和细胞周期蛋白 B1（CyclinB1）结

合形成有丝分裂促进因子（MPF），MPF 在有丝分裂

中起到重要作用，其过表达与人类多种恶性肿瘤分

级、分期等相关［11］。CDK1 参与肿瘤的机制可能有

两种，一是 CDK1 在细胞周期中一系列的磷酸化及

去磷酸化过程导致 MPF 在激酶活性上大量增加，从

而驱动细胞进入并通过 M 期；二是恶性细胞进入 S
期和 G2 期时，细胞周期调控因子和 CDK 可大量增

多并活化，从而有过多的 MPF 生成，在此环境下，

可在一系列蛋白的作用下，形成不成熟的 CyclinB1/
CDK1/Cdc25C 自动连锁式反馈环［12］。又可因反馈

环的形成激活肿瘤细胞中大量产生的 MPF 复合物，

从而激发恶性细胞有缺陷的 G2/M 期而引发细胞核

内某些重要蛋白结构和功能的改变。这些改变亦

可使不稳定性的遗传因素固定在恶性细胞中，同时

CDK1 触发的泛素依赖性的 CyclinB1 降解和 CDK1
自身失活的异常亦促进恶性细胞的发生发展［13］。

 本研究发现，未经处理的空白对照组 BGSCs 中

亦有少量 CDK1 mRNA 表达；而给予汉黄芩素干预

后，CDK1 mRNA 的表达出现升高，且与给药浓度呈

正相关，当汉黄芩素的剂量增高达到 10 μmol/L 时，

CDK1 mRNA 表达显著提高。说明 CDK1 是与细胞

周期密切相关的蛋白，提示汉黄芩素对 BGSCs 的抑

制作用可能与细胞周期有关。

 综上，本研究提示，汉黄芩素可抑制 BGSCs 的

生长，其抑制作用可能与 CDK1 过表达有关，只有当

汉黄芩素浓度达到 10 μmol/L 以上时 CDK1 mRNA
表达会显著提高，所以汉黄芩素对 CDK1 的阻断作

用是否只存在于一定浓度范围内，CDK1 在汉黄芩

素 10 μmol/L、100 μmol/L 组的高表达是汉黄芩素的

直接作用还是其药理作用引发的反馈性结果，这些

还需进一步深入探讨。本研究的不足之处在于尚

未对细胞周期的相关指标进行检测，也未对 CDK1
的基因进行干预，有待下一步深入研究揭示其分子 
机制。
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 拇外翻多以手术方式治疗，应用手法对小角度拇外翻

进行整复治疗，恢复足踝部锁定结构，调整畸形，取得满意疗

效，报告如下。

1 资料和方法

1.1 患者入选标准：①拇趾疼痛、活动受限、外形不美观等。

②拇外翻角度不大于 18°，跖间关节角度不大于 13°，足横

弓塌陷及出现拇囊炎。

1.2 治疗方法：对 32 足患有小角度拇外翻的患者行手法治

疗，通过按摩推拿患者下肢肌肉尤其是足底屈肌和跖板复合

体，整复中附关节，调整第一跖趾关节达到籽骨复位，矫正拇

外翻，恢复其正常位置。

2 结 果

 32 足患者中，26 足（81.2%）达到满意效果，3 足（9.4%）

基本满意，3 足（9.4%）效果欠佳。18 例足外观较治疗前有

明显改善。2 例患者因足外观改善不明显，主要是足部宽大，

而对治疗感到不满意。16 例患者没有明显疼痛及活动受限，

但仍有 4 例患者反映当行走超过 1 km 时会出现由于疼痛或

第一跖趾关节导致的活动受限。 
3 讨 论

3.1 拇外翻的发病机制：一部分拇外翻是由于软组织的解

剖关系紊乱、肌肉失衡所致［1］。趾长伸肌和拇收肌对近节趾

骨的肌性牵拉可导致跖骨头内侧受力和籽骨外侧不全脱位。

一段时间后，内侧关节囊延长，外侧关节囊短缩，外翻加剧。

3.2 拇外翻与韧带不稳定的关系：踝关节韧带包括联合韧

带和内、外侧韧带。联合韧带维持胫腓骨之间的稳定［2］，外

侧韧带在外侧加固关节囊，内侧韧带可抑制距骨外翻倾斜。

这些韧带维持胫距关节和距下关节的稳定，如果这些韧带走

形路径发生错误，如踝关节慢性扭伤或韧带松弛等，均可导

致中足关节的不稳定［3］。作为一个整体，中足关节类似一个

机械链，连接着后足关节和前足关节，中足关节变化会影响

第一跖趾关节。第一跖趾关节的关节囊自身是由韧带、跖板

复合体、跖籽韧带和趾籽韧带、拇展肌和拇收肌腱、趾短伸肌

腱、拇短屈肌腱组成，中足和后足的韧带位置正常影响前足

位置的稳定。可以通过手法治疗或者手术治疗来恢复韧带

的稳定， 最终调整前足韧带以改善拇外翻角度［4］。

3.3 小角度拇外翻的治疗：拇外翻是指第一跖趾关节大拇

指外移，病因多见于遗传或长时间穿高跟鞋导致第一趾受到

不正常压力造成。研究发现一些小角度拇外翻可采用手法

治疗的方式［5］，而那些大角度和严重拇外翻则必须手术［6］。
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