
书书书

网络出版时间: 2018 － 4 － 23 09: 59 网络出版地址: http: / /kns． cnki． net /kcms /detail /34． 1065． r． 20180420． 1408． 001． html

◇基础医学研究◇

β-榄香烯诱导人结肠癌细胞 DLD-1的增殖抑制和凋亡研究
汪国玉1，张 蕾2，耿亚迪2，冯晓俊2，陈昭琳2，赵晓晓1，姜 玲1，2，魏 伟1

2017 － 12 － 22 接收

基金项目: 国家自然科学基金( 编号: 81603339、81602344) ; 安徽省自

然科学基金( 编号: 1708085QH175)

作者单位: 1 安徽医科大学临床药理研究所、抗炎免疫药物教育部重

点实验室、抗炎免疫药物安徽省协同创新中心，合肥
230032
2 安徽医科大学附属安徽省立医院药剂科，合肥 230001

作者简介: 汪国玉，女，硕士研究生;

姜 玲，女，主任药师，硕士生导师，责任作者，E-mail: ah-

slyyjl@ 126． com;

魏 伟，男，教授，博士生导师，责任作者，E-mail: wwei@

ahmu． edu． cn

摘要 目的 研究 β-榄香烯对人结肠癌细胞 DLD-1 的增
殖、凋亡及对活性氧( ＲOS) 的影响。方法 体外培养人结肠
癌细胞 DLD-1，采用 MTS法、克隆形成实验检测不同浓度 β-
榄香烯对 DLD-1 细胞增殖的影响，使用 Hoechst 33342 染色、
流式细胞术检测 β-榄香烯对 DLD-1 细胞凋亡的影响，West-
ern blot法检测凋亡相关蛋白表达水平的变化，DCFH-DA 荧
光染色检测 ＲOS水平。结果 MTS 法和克隆形成实验显示
β-榄香烯对 DLD-1 细胞具有增殖抑制作用; Hoechst 33342
染色显示 β-榄香烯可使细胞出现细胞核聚缩和致密浓染的
表现，Annexin V /PI 双染结果显示，β-榄香烯可诱导 DLD-1
细胞出现凋亡; Western blot 结果显示 β-榄香烯作用后
Cleaved PAＲP、Cleaved Caspase-9 和 Cleaved Caspase-3 表达
明显上调; ＲOS的测定结果显示 β-榄香烯可使细胞内 ＲOS
水平显著升高。结论 β-榄香烯能显著抑制人结肠癌细胞
DLD-1 增殖并能够促进细胞凋亡，ＲOS升高可能是其发挥作
用的机制之一。
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榄香烯是从传统中药姜黄属温郁金中提取分离

的一种新型抗肿瘤药物，β-榄香烯是其主要成分，占
60% ～72%［1］。到目前为止，β-榄香烯作为一种非
细胞毒性抗肿瘤药物，临床上已经用于脑癌、乳腺癌
及肝癌等一些肿瘤的治疗［2］。结肠癌是一种常见
的恶性肿瘤，在我国男女发病率和死亡率呈显著上

升趋势，且多数患者发现时已属于中晚期［3］。目前
结肠癌的治疗多以手术为主，5-氟尿嘧啶、奥沙利铂
等化疗和放疗为辅，但会出现恶心呕吐、脱发、免疫
功能下降等副作用，且患者容易复发，因此急需有效

低毒的抗肿瘤药物治疗结肠癌［4］。有研究［5 － 6］表明

β-榄香烯对结肠癌 HT-29 细胞和 Lovo 细胞有抑制
增殖作用，但具体作用特点和机制尚未提及。故该
研究旨在观察 β-榄香烯对结肠癌细胞 DLD-1 增殖
及凋亡的影响，并初步探讨 β-榄香烯对 DLD-1 细胞
活性氧簇( reactive oxygen species，ＲOS ) 生成的影
响。

1 材料与方法

1． 1 药品与试剂 β-榄香烯( 大连金港制药有限
公司) ; CellTiter 96 AQueous 单溶液细胞增殖检测
试剂盒( MTS) ( 普洛麦格北京生物技术有限公司) ;
Annexin V-FITC细胞凋亡试剂盒( 贝博生物有限公
司) ; Hoechst 33342 活细胞染色液( 100 × ) 、活性氧
检测试剂盒( DCFH-DA ) 、Western 及 IP 细胞裂解
液、PMSF( 100 mmol /L) 、BCA 蛋白浓度测定试剂盒
( 碧云天生物技术研究所) ; 凋亡抗体套盒( 美国
Cell Signaling Technology公司) ; 辣根酶标记山羊抗
兔 IgG( H + L) ( 北京中杉金桥生物技术有限公司) 。
1． 2 细胞培养 DLD-1 细胞由安徽医科大学药学
院细胞库馈赠，复苏后加入含 10%胎牛血清、20 U /
ml的青霉素和链霉素的 DMEM 高糖培养基，于 37
℃、5% CO2 的条件培养箱中培养。待细胞长至
80% ～ 90%时用胰酶消化进行传代，细胞传 3 代稳
定后采用状态良好的对数生长期细胞进行实验操

作。
1． 3 MTS法检测细胞活力 胰酶消化处于对数生
长期的 DLD-1 细胞并制成单细胞悬液，以每孔 5 ×
103 个细胞接种至 96 孔板中，每孔 200 μl，当细胞长
至 50% ～ 60%时依序加入不同浓度 β-榄香烯( 25、
50、100、200、300、400、500、600 μmol /L) 作为药物
组，设一个空白对照组，每组设 6 个复孔。分别处理
24、48、72 h后，显微镜观察细胞生长状况。相应时
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间后每孔加入 MTS /PMS混合物 40 μl，1 h 后于 490
nm波长下测定各孔吸光度( optical density，OD) 值。
结果以细胞活力大小表示，细胞活力( % ) =药物组
OD / 空白对照组 OD ×100%。
1． 4 克隆形成实验 取对数生长期 DLD-1 细胞接
种到 6 孔板中，每孔 2 ml，1 × 103 个细胞; 待细胞贴

壁后每孔依次加入不同浓度 β-榄香烯( 50、100、
200、300 μmol /L) 作为药物组，设一个空白对照组。
24 h后吸弃药液，每孔加入 2 ml 含 10%胎牛血清、
20 U /ml的青霉素和链霉素的 DMEM高糖培养基后
继续培养，每隔 2 d 换液 1 次。待长出细胞集落，14
d后处理。PBS 清洗细胞 2 次，每孔加入 1 ml 多聚
甲醛固定液固定 30 min后吸弃，加入 1 ml过滤的结
晶紫染色液染色 15 min，用清水轻轻冲掉结晶紫染
色液，将 6 孔板残余的水分晾干、拍照。
1． 5 Hoechst 33342 染色实验 取对数生长期
DLD-1 细胞接种到 12 孔板中，每孔 1 ml，1 × 105 个

细胞; 待细胞贴壁后每孔依次加入不同浓度 β-榄香
烯( 50、100、200、300 μmol /L) 作为药物组，设一个
空白对照组。24 h后吸弃药液，PBS清洗 1 次，每孔
加入 1 ml Hoechst 33342 染色液，放入培养箱孵育
15 min 后吸弃，PBS 清洗 2 次后于荧光显微镜下观
察。
1． 6 Annexin V / PI 双染法检测细胞凋亡 取对
数生长期 DLD-1 细胞接种到 6 孔板中，细胞密度为
105 个 /ml。待细胞贴壁后依次加入不同浓度 β-榄
香烯( 50、100、200、300 μmol /L) 作为药物组，设一
个空白对照组。置培养箱中培养 24 h 后用不含
EDTA的胰酶消化细胞，并进行细胞计数，取 5 × 105

个细胞进行 Annexin V-FITC 细胞凋亡检测实验。
细胞收集后用冷 PBS 洗涤 2 次，离心后用 400 μl 1
× Annexin V 结合液重悬细胞，加入 5 μl Annexin
V-FITC进行染色，2 ～ 8 ℃避光孵育 15 min，再加入
10 μl PI 染色液轻轻混匀，于 2 ～ 8 ℃避光孵育 5
min，用流式细胞仪进行检测。
1． 7 Western blot 法检测凋亡相关蛋白的表达
β-榄香烯( 100、200、300 μmol /L) 及空白对照组处理
DLD-1 细胞 24 h 后，提取各组细胞总蛋白，BCA 法
测定蛋白浓度并将蛋白调整为相同浓度。SDS-
PAGE法将蛋白转至 PVDF 膜上，5%脱脂牛奶室温
封闭 2 h，兔抗人 GAPDH( 1 ∶ 1 000) 、Cleaved PAＲP
( 1 ∶ 1 000) 、PAＲP( 1 ∶ 1 000) 、Cleaved Caspase-9 ( 1
∶ 1 000) 、Caspase-9( 1 ∶ 1 000) 、Cleaved Caspase-3( 1
∶ 1 000) 和 Caspase-3 ( 1 ∶ 1 000 ) 一抗 4 ℃孵育过

夜，二抗( 1 ∶ 5 000) 室温孵育 2 h，显影。
1． 8 ＲOS检测
1． 8． 1 荧光显微镜观察 ＲOS 水平 β-榄香烯( 50、
100、200、300 μmol /L) 及空白对照组处理 DLD-1 细
胞 24 h后，PBS清洗 2 次，每孔加入 1 ml DCFH-DA
荧光探针，放入培养箱孵育 20 min，用无血清培养基
清洗 3 次，去掉未进入细胞的 DCFH-DA，荧光显微
镜下观察。
1． 8． 2 流式细胞术检测 ＲOS 水平 β-榄香烯( 50、
100、200、300 μmol /L) 及空白对照组处理 DLD-1 细
胞 24 h后，收集细胞于 1. 5 ml离心管，用 PBS 清洗
2 次离心，每管加入 1 ml DCFH-DA 荧光探针，吹打
混匀放入培养箱孵育 20 min，3 min 颠倒混匀 1 次，
用无血清培养基清洗 3 次，充分去掉未进入细胞的
DCFH-DA，上机检测。
1． 9 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 统计软件对数
据进行分析，所有实验重复 3 次以上。数据以 珋x ± s
表示，多组资料比较采用单因素方差分析，P ＜ 0. 05
为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 β-榄香烯对 DLD-1 细胞活力的影响 β-榄香
烯( 25、50、100、200、300、400、500、600 μmol /L) 处理
细胞 24 h后，倒置显微镜下观察，空白对照组细胞
贴壁生长，呈不规则梭形、边缘光滑; β-榄香烯药物
组随着药物浓度的升高，细胞存活数目减少、细胞间
隙变大，细胞皱缩且形态模糊，见图 1。MTS 法结果
显示，50 ～ 400 μmol /L β-榄香烯显著抑制 DLD-1 细
胞的活力( F = 97. 78、153. 3、175. 7，P ＜ 0. 05，P ＜
0. 01) ，见图 2。

图 1 β-榄香烯处理 DLD-1 细胞 24 h后细胞形态 × 200

A: 空白对照组; B ～ D: β-榄香烯 100、200、300 μmol /L
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图 2 β-榄香烯抑制 DLD-1 细胞增殖
A: 空白对照组; B ～ I: β-榄香烯 25、50、100、200、300、400、500、

600 μmol /L; 与同一时间空白对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

2． 2 β-榄香烯对 DLD-1 细胞克隆形成能力的影响
克隆形成实验结果表明，β-榄香烯显著抑制 DLD-

1 细胞增殖。与空白对照组相比，随着 β-榄香烯浓
度增大，细胞克隆数目变少，细胞集落数逐渐减少

( F = 337. 9，P ＜ 0. 01) ，见图 3。
2． 3 β-榄香烯对 DLD-1 细胞核的影响 β-榄香烯
( 50、100、200、300 μmol /L) 处理细胞 24 h 后进行
Hoechst 33342 染色，结果显示细胞均出现蓝染，空
白对照组细胞核规则均匀，核膜完整，但药物组随着

β-榄香烯浓度增加，部分细胞核成碎块状，核染色质
固缩发生高亮呈现致密浓染( F = 140. 9，P ＜ 0. 05，P
＜ 0. 01) ，见图 4。
2． 4 β-榄香烯对 DLD-1 细胞凋亡的影响 采用 β-
榄香烯( 50、100、200、300 μmol /L) 处理 DLD-1 细胞

24 h后，与空白对照组相比，β-榄香烯给药组的凋亡
率增加( F = 305. 4，P ＜ 0. 01 ) ，表明当 β-榄香烯浓
度增大时，可以诱导 DLD-1 细胞出现凋亡，抑制细
胞的生长，见图 5。

图 3 β-榄香烯对 DLD-1 细胞克隆形成能力的影响
A: 空白对照组; B ～ E: β-榄香烯 50、100、200、300 μmol /L; 与空

白对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

图 4 Hoechst 33342 染色实验测定 DLD-1 细胞凋亡 × 200

A: 空白对照组; B ～ E: β-榄香烯 50、100、200、300 μmol /L; 与空白对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01
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图 5 β-榄香烯诱导 DLD-1 细胞凋亡
A: 空白对照组; B ～ E: β-榄香烯 50、100、200、300 μmol /L; 与空白对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

图 6 β-榄香烯对 DLD-1 细胞凋亡相关蛋白表达的影响
A: 空白对照组; B ～ D: β-榄香烯 100、200、300 μmol /L; a: Cleaved PAＲP; b: PAＲP; c: Cleaved Caspase-9; d: Caspase-9; e: Cleaved Caspase-3; f:

Caspase-3; 与空白对照组比较: ＊＊P ＜ 0． 01

2． 5 β-榄香烯对 DLD-1 细胞凋亡相关蛋白表达的
影响 Western blot结果表明，β-榄香烯作用 DLD-1
细胞 24 h 后，Cleaved PAＲP、Cleaved Caspase-9 和
Cleaved Caspase-3 表达水平随着 β-榄香烯浓度增大
而增加; PAＲP、Caspase-9 和 Caspase-3 蛋白的表达
水平变化不明显( F = 18. 61、7. 92、261. 3、33. 68、

213. 9、17. 99，P ＜ 0. 01 ) 。提示 β-榄香烯促进
PAＲP、Caspase-9 和 Caspase-3 蛋白剪切，促进了
DLD-1 细胞的凋亡，见图 6。
2． 6 DLD-1 细胞内 ＲOS 的表达 荧光显微镜下
观察结果显示，β-榄香烯( 50、100、200、300 μmol /L)
作用于DLD-1细胞24 h后，与空白对照组相比，
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图 7 荧光显微镜下观察 β-榄香烯对 DLD-1 细胞内 ＲOS的影响 × 100

A: 空白对照组; B ～ E: β-榄香烯 50、100、200、300 μmol /L; 与空白对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

图 8 流式细胞仪检测 β-榄香烯对 DLD-1 细胞内 ＲOS的影响
A: 空白对照组; B ～ E: β-榄香烯 50、100、200、300 μmol /L; 与空白对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

β-榄香烯药物组 DCF 的荧光强度依次增加( F =
279. 7，P ＜ 0. 01) ，流式细胞仪检测结果与荧光显微
镜相一致( F = 280. 22，P ＜ 0. 01 ) ，表明 β-榄香烯浓
度增大使细胞内 ＲOS水平增加，见图 7、8。

3 讨论

姜黄属植物莪术作为我国常用的传统中药，具

有行气止痛、积散结、破血祛瘀作用，《医家心法》论
“广茂即莪术，凡行气破血，消积散结皆用之”等。
大量研究［7 － 8］表明莪术对多种肿瘤如乳腺癌、肝癌
及胃癌等有很好的治疗作用，β-榄香烯是从中药莪
术根茎中提取并分离的有效活性单体，其具有低毒

有效、广谱的性质，对多种肿瘤有明显的抑制作用，
是临床上常用的抗肿瘤药物。有研究［9］表明，β-榄
香烯作为一种天然的抗血管生成剂，可以通过抑制

VEGF介导的血管生成，抑制黑素瘤的生长和转移。
另外，β-榄香烯通过上调 P53 蛋白的表达促进外泌
体的释放，抑制人肺癌细胞的增殖［10］。在本研究
中，MTS实验和克隆形成实验显示，β-榄香烯能够显
著抑制结肠癌 DLD-1 细胞的增殖。
在一定条件下，细胞受内在遗传机制的控制自

动结束生命的过程称之为细胞凋亡，其对多细胞生

物体的胚胎发育和组织稳态起着至关重要的作

用［11］。当细胞发生凋亡时，细胞体积缩小，线粒体
膜电位消失，核质浓缩，DNA 降解，胞膜内侧外翻到
膜表面，最终细胞被分割包裹为几个凋亡小体，继而

被吞噬细胞吞噬［12］。在细胞凋亡过程中 Caspases
扮演着十分重要的角色，细胞凋亡过程其实就是
Caspases不可逆有限水解底物的级联放大反应过
程。当细胞色素 C 进入细胞质后，募集 Caspase-9
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前体并使其剪切活化，从而进一步激活效应

Caspase-7 和 Caspase-3，而 PAＲP是细胞凋亡核心元
件 Caspase-3 的切割底物，共同启动 Caspase 级联反
应，最终引发细胞凋亡［13］。本研究探讨了 β-榄香烯
诱导 DLD-1 细胞凋亡的初步机制。Hoechst 33342
染色显示 β-榄香烯可使细胞出现细胞核聚缩和致
密浓染的表现，Annexin V /PI双染结果表明，β-榄香
烯可诱导 DLD-1 细胞出现凋亡;Western blot结果表
明 β-榄香烯诱导 DLD-1 细胞凋亡与 PAＲP、Caspase-
3、Caspase-9 的活化有关。以上说明 β-榄香烯作为
中药有效活性成分能够诱导结肠癌 DLD-1 细胞发
生凋亡。

ＲOS 作为一种自由基，与肿瘤之间的关系密
切，越来越多的研究表明 ＲOS 不仅与肿瘤的发生和
发展有关，还和肿瘤的治疗有着密切联系。ＲOS 在
不同水平下会有不同的作用。低水平的 ＲOS 促进
细胞分裂与增殖，中等水平的 ＲOS 导致细胞周期阻
滞，而高水平的 ＲOS 诱导细胞发生凋亡或坏死［14］。
许多抗癌药物如烷化剂和喜树碱等会通过介导

ＲOS 的大量释放和线粒体膜电位的变化，激活
Caspase-3 等蛋白酶来诱导癌细胞发生凋亡［15］。本
研究观察了 β-榄香烯对 ＲOS的影响，荧光显微镜下
观察和流式细胞仪检测结果显示 β-榄香烯处理
DLD-1 细胞 24 h 后，随着 β-榄香烯作用浓度增加，
药物组细胞内 ＲOS 水平与空白对照组相比明显增
加，表明 ＲOS 可能在 β-榄香烯抑制 DLD-1 细胞增
殖及诱导凋亡中发挥重要作用。
综上所述，β-榄香烯抑制人结肠癌细胞 DLD-1

的增殖并诱导细胞凋亡，这可能与 ＲOS 升高及上调
凋亡相关蛋白有关，为 β-榄香烯应用于结肠癌的临
床治疗提供了实验依据。
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Study of β-elemene on tumor inhibition and apoptosis
of human colon cancer DLD-1 cells

Wang Guoyu1，Zhang Lei2，Geng Yadi2，et al
( 1Dept of Clinical Pharmacology of Anhui Medical University，Key Laboratory of Anti-inflammatory and Immune

Medicine of Education Ministry，Anhui Collaborative Innovation Center of Anti-inflammatory and Immune Medicine，
Hefei 230032; 2Dept of Pharmacy，The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To investigate effects of β-elemene on the proliferation and apoptosis of human colon cancer
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DLD-1 cell line and its effect on reactive oxygen species ( ＲOS) ． Methods Human colon cancer DLD-1 cell line
was cultured in vitro． MTS and cell clone forming experiments were performed to reveal the inhibitory effect on
DLD-1 cells proliferation with different concentrations of β-elemene． Hoechst 33342 staining and flow cytometry
were used to determine the apoptosis of DLD-1 cells after treated with β-elemene，and the protein expression levels
of polymerase ( PAＲP ) ，the cleavage of PAＲP ( Cleaved PAＲP ) ，Cleaved Caspase-9，Caspase-9，Cleaved
Caspase-3 and Caspase-3 were determined by Western blot． DCFH-DA fluorescence staining was used to detect the
level of ＲOS． Ｒesults MTS and cell clone forming experiments showed that β-elemene significantly inhibited the
proliferation of DLD-1 cells． Hoechst 33342 staining showed that β-elemene caused DLD-1 cells nucleus condensa-
tion and dense staining． Annexin V /PI double staining showed that β-elemene could induce DLD-1 cells apoptosis．
Western blot showed that the protein expression levels of Cleaved PAＲP，Cleaved Caspase-9 and Cleaved Caspase-
3 were significantly up-regulated after β-elemene treatment． ＲOS assay showed that β-elemene obviously elevated
ＲOS level of DLD-1 cells． Conclusion β-elemene significantly inhibited DLD-1 cells proliferation and promoted
DLD-1 cells apoptosis，and the increasement of ＲOS level may play one of the mechanisms．
Key words β-elemene; human colon cancer cells; proliferation; apoptosis
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大鼠脑缺血再灌注后 GＲP78、CHOP表达变化
仇 健1，武 菲2，王春梅2，万 磊2，唐 斌1，白 波2

摘要 目的 研究 Wistar 大鼠脑缺血 2 h 再灌注不同时间
点葡萄糖调节蛋白 78 ( GＲP78) 及 C /EBP 环磷酸腺苷反应
元件结合转录因子同源蛋白( CHOP) 的表达变化。方法
选体质量( 240 ± 10) g Wistar大鼠，分别在缺血 2 h、缺血 2 h
再灌注 2 h、缺血 2 h再灌注 12 h、缺血 2 h再灌注 24 h时间
点进行取材，随机抽取成功大鼠模型进行 TTC 染色证明模
型成功，Western blot检测不同时间点 GＲP78 及 CHOP 的表
达，TUNEL技术检测大鼠模型损伤侧以及对侧细胞凋亡的
数量。结果 与正常组相比，成功模型在缺血 2 h 引起
GＲP78( P ＜ 0. 001) 及 CHOP( P ＜ 0. 05 ) 表达升高，且 GＲP78
和 CHOP的升高点不完全重合。与自身健侧相比，个别模型
健侧脑组织 CHOP 明显升高，然而 GＲP78 未升高。与健侧
相比，损伤侧 TTC 染色梗死面积增大( P ＜ 0. 001 ) ，损伤侧
TUNEL染色显示凋亡细胞多( P ＜ 0. 001) ; 健侧 TTC 染色正
常，同时健侧 TUNEL染色为阴性。结论 在缺血相同时间
内再灌注不同时间 GＲP78 和 CHOP 升高不一致，细胞受到
短时间的缺血再灌注损伤，显示 GＲP78 表达持续上升，当细
胞受到长时间的缺血再灌注时，GＲP78 虽然高表达，但细胞
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已经发生了凋亡坏死。本研究显示短时间细胞受损后
GＲP78 与 CHOP共同表达时能促进细胞的凋亡。
关键词 GＲP78; CHOP; 缺血再灌注模型
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临床上缺血性脑卒中是神经系统常见病和多发

病，现正趋向年轻化，脑缺血后相当一部分血管可以

自身再通，如短暂性脑缺血发作，也有一部分通过溶

栓后再通，但是缺血再灌注损伤时间的长短严重影

响患者预后的生活质量。动物实验已经充分证实缺
血再灌注后大量神经细胞会受损死亡，而缺血半暗

带的细胞会发生凋亡，为检测缺血半暗带凋亡细胞，

做了半暗带取材。内质网应激是细胞凋亡的重要途
径之一，葡萄糖调节蛋白 78 ( glucose-regulated pro-
tein 78，GＲP78 ) 是内质网应激的重要标志物［1］，
CHOP是 CCAAT /强化结合蛋白同源蛋白( CCAAT /
enhancer binding proteins homologous protein，
CHOP) ，是细胞凋亡的重要标志物，检测标志物对
细胞的功能做出客观的评价。GＲP78 是热休克蛋
白 70 家族成员的一份子［2］，生理作用下 GＲP78 在
内质网内参与蛋白质的正确折叠，协助蛋白质跨膜

转运，并与蛋白激酶 ＲNA 样内质网激酶( ＲNA de-
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