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目的
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探讨香叶醇联合对丙基苯甲醛抑制肝癌
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细胞增殖的作用及机制%方法
!

采用四

甲基偶氮唑蓝"
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#法检测香叶醇和对丙基苯甲醛单独及联合用药对
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细胞的抑制作用!分析不同浓

度的香叶醇和对丙基苯甲醛对
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细胞增殖的影响!以
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双染法结合流式细胞术检测香

叶醇与对丙基苯甲醛单独及联合作用对肝癌
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细胞凋亡的影响%结果
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浓度依次递增的香叶醇和对丙

基苯甲醛单独作用于
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!香叶醇和对丙基

苯甲醛均对
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细胞增殖有一定的抑制作用%联合用药处理
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细胞的抑制率较单独用药组明显提高
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#!均表现出协同作用%与对照组比较!单独用药组促进了肝癌
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细胞的凋亡!联合用药组与单

独用药组相比促凋亡能力更明显%结论
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香叶醇和对丙基苯甲醛联合应用可能通过成分间的协同作用有效地

抑制
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细胞增殖并促进其凋亡%
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肝癌是第五大常见的癌症#病死率排名全球第 三)目前#治疗早期肝癌的首选方法是手术切除#术
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后生存率较高#但是许多肝癌患者在确诊时已是晚

期#错过了最佳治疗时机#只能依赖化疗或放疗等治

疗方式&

$

'

)化疗和放疗都是有着高副作用的方法#对

身体损害很大)因此#开发高效*低毒的抗肝癌药物

仍是目前的一个研究焦点)长期以来#中草药具有毒

副作用小*价格低廉等优点#用于肿瘤的治疗越来越

受到国内外学者的关注和认可&
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)

草果为姜科豆蔻属多年生草本植物草果的干燥

果实#分布于中国云南*广西*贵州等地#具有燥湿除

寒*祛痰截疟*健脾开胃*利水消肿的功能)课题组前

期研究发现草果挥发油具有体内外抑制肝癌细胞增

殖的作用&
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#且通过体内外实验确证了其能够诱导
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细胞凋亡#但目前对其抗肝癌作用的有效成

分及作用方式尚不清楚)因此本课题以
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X1

细胞

为实验对象初步研究了其主要成分香叶醇和对丙基

苯甲醛的抗肝癌活性及作用方式#为揭示草果挥发油

抑制肝癌
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X1

细胞增殖抗肝癌的物质基础和作用

机制提供科学依据)
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材料与方法
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材料
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香叶醇*对丙基苯甲醛均购自美国
>#

F

.

H8.?G!K#EC

公司(人肝癌细胞系
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细胞由桂林

医学院药理实验室提供(四甲基偶氮唑蓝$
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%粉

末*双抗*胰酶*

Q\>

均购自北京索莱宝科技有限公

司(

6S:S

购自美国
X#ME"

公司(胎牛血清购自浙江

天杭生物科技股份有限公司(

6S>̀

购自北京索莱宝

生物科技有限公司(

)

孔板*

()

孔板*培养皿均购自广

州
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公司(培养瓶购自美国
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细胞凋亡检测试剂盒购自美国
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公司)
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仪器
!

洁净工作台$上海智城分析仪器制造有

限公司%(倒置显微镜$日本
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J

H

7
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%(分选型流式细

胞仪$美国
\6\#"+E#9,E9+

公司%(

4̀

1

恒温细胞培养

箱$

S4̀ .$5Q4

日本三洋%(恒温水浴锅$金坛恒丰仪

器厂%(微量振荡器$江苏泰县医疗器械厂%(离心机

$上海安婷科学仪器厂%(电热恒温鼓风干燥$重庆银

河试验仪器有限公司%(血细胞计数板$上海市求精生

化试剂仪器有限公司%(酶联免疫检测仪$南宁市精密

仪器仪表有限公司%)
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细胞培养
!

将肝癌
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细胞培养于含
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胎牛血清
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双抗 $即
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链霉素和

$%%

%
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青霉素%的
6S:S

高糖培养液中#于

'-^

*

5Y4̀

1

饱和湿度条件下的细胞培养箱中传代

培养#取对数生长期细胞进行实验&
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法
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单独用药!取对数生长期的
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细胞制备成每毫升
5_$%

0 个的单细胞悬液#

以每孔
$%%

%

;

接种于
()

孔细胞培养板中#将细胞培

养板放在
'-^

*

5Y 4̀

1

培养箱中预培养)待细胞贴

壁生长至
5%Y

$

)%Y

时#吸除旧培养液&

)

'

#每孔单独

加入
$%%

%

;

含香叶醇$终浓度为
(%

*

$%%

*

$$%
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$1%
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%或对丙基苯甲醛$终浓度为
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%的
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培养液处理
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细胞(用等量

的
6S>̀

加入未经药物处理的细胞作为对照组(不

含细胞的
6S:S

培养液作为空白组)培养
10C

后

每孔加入
1%

%

;

的
S@@

#

0C

后弃去原培养液#加入

$%%

%

;6S>̀

#于微量振荡器上振荡约
1%H#,

至结

晶溶解均匀&

-

'

(用酶标仪测定培养板在波长
0(%,H

处的光密度值$

$3

值%#计算抑制率)细胞生长抑制率

$

Y

%

g

&

$T

$

$3实验组T$3空白组%"$

$3对照组T$3空白组%'_

$%%Y

&

/
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)联合用药!分别联合不同浓度的香叶醇$终

浓度
(%

*

$%%

*

$$%

*

$1%
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%和对丙基苯甲醛$终浓

度
(%

*

$$%

*

$'%

*

$5%

%

F
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%处理
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细胞(用等

量的
6S>̀

加入未经药物处理的细胞作为对照组(

不含细胞的
6S:S

培养液作为空白组)根据实验数

据采用金正均法&

(

'计算两药协同作用的指数
d

值#

dg:?\

"$

:?Z:\T:?_:\

%#判断两药相互作用

的性质&

$%

'

)

:?

*

:\

为单独用药所得到的抑制率#

:?\

为联合用药所得到的抑制率)当
d

为
%&/5

$

$&$5

时#两药联合使用表现为简单的相加作用(当
d

%

$&$5

时#联合用药才具有协同作用(当
d

$

%&/5

时#联

合用药表现为拮抗作用)
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双染法结合流式细胞术

检测
!

取对数生长期的
[9

7

X1

细胞#以
1_$%

0 个"

孔的密度接种于
)

孔板#置于
'-^

*

5Y 4̀

1

培养箱

中培养细胞贴壁生长至
-%Y

$

/%Y

#吸除旧培养液#

分别加入含不同浓度香叶醇$终浓度为
/%

*

$1%

%

F

"

H;

%*对丙基苯甲醛$终浓度为
/%

*

$1%

%

F

"

H;

%及香

叶醇联合对丙基苯甲醛的培养液处理
10C

#将培养液

吸到
$5H;

离心管内$含悬浮凋亡坏死细胞%#用冷

Q\>

洗涤贴壁细胞
$

次#加入
%&5H;

的胰酶消化液

$不含
:6@?

%消化
)H#,

#然后加入之前收集的细胞

培养液
%&5H;

#轻轻吹打均匀#转移至相应的离心管

中#

$%%%K

"

H#,

离心
5H#,

)弃去上清液#收集细胞#

用
$H;

冷
Q\>

轻轻重悬细胞并计数$细胞数量不少

于
5_$%

0 个%#然后
$%%%K

"

H#,

离心
5H#,

#弃上清

液#加入
'%%

%

;

的
$_\#,!#,

F

\I<<9K

悬浮细胞#

5

%

;

的
?,,9O#,3.B=@4

混匀#避光#室温孵育
$5H#,

#加

入
5

%

;

的
Q=

染色#上机前补加
1%%

%

;

的
$_\#,!#,

F

\I<<9K

#

'%H#,

内进行流式细胞检测)

?&B
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统计学处理
!

采用
>Q>>1%&%

统计软件进行分

析)计量资料以
Fa;

表示#采用
6

检验#以
!

$

%&%5

为差异有统计学意义)
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结
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果
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单独用药
!
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$%%

*

$$%

*

$1%

%

F

"
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香叶醇单

独作用于
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7

X1

细胞增殖的抑制率分别为$

1&''a

%&11

%

Y

*$

'&15a%&%/

%

Y

*$

(&1'a%&%)

%

Y

*

$

$1&%%a%&1)

%

Y

#

(%

*

$$%

*

$'%

*

$5%

%

F

"

H;

对丙基苯

甲醛单独作用于
[9

7
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对肝癌
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)与对照组

比较#单独用药组促进了肝癌
[9
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细胞的凋亡#联

合用药组与单独用药组相比促凋亡能力更明显#见

图
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肝癌是一个世界性的健康问题#起病较隐匿#病

程较短#病死率高#是当前世界上最常见的恶性肿瘤

之一#尤其是在亚洲*非洲和欧洲南部#其发病率位居

全球肿瘤疾病的第
-

位#病死率更是高居第
'

位&

$$

'

)

肝癌的致癌过程非常复杂#由病毒*化学致癌物等诸

多因素引起的肝细胞生长失控而导致的癌变#经历启

动
.

促进
.

演变等多个阶段的发病过程#与多种基因的

调控和表达密切相关)目前肝癌的致病机制尚未研

究清楚#疗效亦不确切)中国是肝癌高发地区#其生

存率较低#对生命健康的危害极大&

$1.$0

'

)长期以来#

中医药治疗肝癌不断向前发展#其在改善症状*减轻

痛苦*延缓进程*延长生命期限方面发挥着越来越大

的作用#临床与实验研究也证实了多种中药的抗癌作

用#为肝癌的治疗开辟了新的空间&

$'

'

)中医药在减轻

化疗*放疗的毒副作用#增强机体抗病能力#提高患者

'1(

重庆医学
1%$(

年
'

月第
0/

卷第
)

期



的生存质量方面均有明显的效果#是治疗肝癌的一种

非常重要的方法&

$5.$)

'

)香叶醇和对丙基苯甲醛是草

果挥发油中最主要的成分#前期大量研究发现#香叶

醇抑制细胞氧化应激#减轻血管内皮炎性反应#从而

抗动脉粥样硬化(调节血胆固醇*三酰甘油代谢紊乱

和抗多种肿瘤细胞增殖等作用&

$5

'

)但目前苯甲醛类

物质的药理研究比较少见#暂无对丙基苯甲醛抗肿瘤

的报道)

本实验选用草果挥发油中最主要的成分香叶醇

及对丙基苯甲醛作为研究对象#通过体外实验研究其

抗肝癌作用及其作用方式)结果显示#香叶醇和对丙

基苯甲醛单用对
[9

7

X1

细胞增殖均有一定的抑制作

用#但不明显)两种药物联合对
[9

7

X1

细胞增殖的

抑制作用明显优于单独用药#说明二者的作用方式很

可能不是单独作用#而是通过协同来达到抑制的效

果)同时证明这种协同作用是通过诱导细胞凋亡来

实现的#这为草果挥发油的进一步应用提供了有效的

实验依据)但本研究仅局限于体外实验#草果挥发油

诱导细胞凋亡具体作用的有效成分还需要进一步开

展体内实验验证)
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Ẁ b=2̀ S&[#+D"

7

8DC"G"

FJ

"<G#L9KE8,E9K+

&

b

'

&\9+D

QK8ED29+4G#,X8+DK"9,D9K"G

#

1%%5

$

$(

%!

'(.)1&

&

'

'

c?AXc

#

c]:c

#

2]A R c

#

9D8G&4

J

D"D"O#E

#

8

7

"

7

D"D#E

8,!8,D#"O#!8,D8ED#L#D

J

"<DC99++9,D#8G"#G"<?H"HIH

D+8".U"

&

b

'

&\#"K9+"IK @9EC,"G

#

1%$%

#

$%$

$

$$

%!

01%5.

01$$&

&

0

' 张琪#杨扬
&

草果挥发油对肝癌
[11

荷瘤小鼠的抑瘤作

用及机制&

b

'

&

武汉大学学报$理学版%#

1%$5

#

)$

$

1

%!

$-(.

$/1&

&

5

' 马涛#辛文锋#张文生#等
&

三七皂苷
2

-

$

对
?

(

-$

$.01

%诱

导的
>[.>c5c

细胞凋亡的保护作用&

b

'

&

中国中药杂志#

1%$5

#

0%

$

1

%!

'%'.'%-&

&

)

' 黄真真#张丹玉#师琪#等
&

北美海篷子三萜皂苷
M#

F

9G"L##

:

抑制
H@̀ 2

信号通路诱导乳腺癌
S4B.-

细胞凋亡

&

b

'

&

中国药理学通报#

1%$-

#

''

$

$1

%!

$)55.$))%&

&

-

' 赵行宇#侯以森#刘雅范#等
&).

姜烯酚诱导胃癌
\X4./1'

细胞凋亡及其机制研究&

b

'

&

上海中医药杂志#

1%$/

#

51

$

1

%!

/0.//&

&

/

' 刘盛楠#邵淑丽#隋文静#等
&

白藜芦醇诱导肺癌
?50(

细

胞凋亡&

b

'

&

基因组学与应用生物学#

1%$5

#

'0

$

0

%!

)/5.

)($&

&

(

'

4?̀ ;d

#

>[?̀ e;

#

Q:AX [ Q

#

9D8G&2"+#

F

G#D8f",9

9,C8,E9+5.<GI"K"IK8E#G.#,!IE9!E9GG

F

K"NDC#,C#M#D#",#,

C9

7

8D"E9GGIG8KE8KE#,"H8E9GGG#,9[9

7

'\

&

b

'

&4C#,b48,E.

9K

#

1%$%

#

1(

$

/

%!

-0$.-0)&

&

$%

'

S=AXeb

#

[]c

#

d=]c [

#

9D8G&>

J

,9K

F

#+D#E9<<9ED+"<

M9D8.89+E#,8,!5.<GI"K"IK8E#G#, CIH8, C9

7

8D"E9GGIG8K

E8KE#,"H8>SS4.--1$E9GG+

&

b

'

&QC

J

D"H9!#E#,9

#

1%$%

#

$-

$

/

"

(

%!

5-5.5/%&

&

$$

'李可欣#马浩然#张男男#等
&

肠道菌群在肝癌中的作用研

究进展&

b

'

&

实用医学杂志#

1%$/

#

'0

$

(

%!

$5-5.$5-/&

&

$1

'魏矿荣#彭侠彪#梁智恒#等
&

全球肝癌流行概况&

b

'

&

中国

肿瘤#

1%$5

#

10

$

/

%!

)1$.)'%&

&

$'

'贺珊#廖长秀
&

中药治疗肝癌机制的研究进展&

b

'

&

中成

药#

1%$-

#

'(

$

$

%!

$55.$)%&

&

$0

'宋慧娴#乔飞#邵铭
&

中医药治疗原发性肝癌的研究进展

&

b

'

&

临床肝胆病杂志#

1%$)

#

'1

$

$

%!

$-0.$--&

&

$5

'戚益铭#吴霜霜#沈敏鹤#等
&

中医药治疗原发性肝癌研究

述评&

b

'

&

中医学报#

1%$5

#

'%

$

$

%!

$0.$)&

&

$)

'张松#孙丽#李悦
&

香叶醇在医学领域的应用研究进展

&

b

'

&

西北药学杂志#

1%$-

#

'1

$

$

%!

$10.$1)&

$收稿日期!

1%$/.$%.$/

!

修回日期!

1%$/.$1.1$

%

01(

重庆医学
1%$(

年
'

月第
0/

卷第
)

期


