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β-榄香烯对人食管癌细胞Eca-109增殖、凋亡和迁移的影响
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【摘要】 目的 检测β-榄香烯对人食管鳞癌细胞Eca-109增殖、凋亡和迁移的影响，初步探讨其对食管癌细胞

的作用机制。方法 采用不同浓度的β-榄香烯(终浓度分别为0 µg/mL、1 µg/mL、20 µg/mL、100 µg/mL、200 µg/mL、

400 µg/mL、600 µg/mL) 作用于Eca-109细胞后，CCK-8 测定细胞增殖活力。同时采用Annexin V/PI双染法(β-榄
香烯作用浓度为0 µg/mL、10 µg/mL、100 µg/mL)检测细胞的凋亡率(流式细胞仪)。此外，采用β-榄香烯(0 µg/mL、

100 µg/mL)作用细胞后，检测其对细胞迁移的影响(榄香烯浓度为 0 µg/mL组作为对照组)。β-榄香烯作用于细胞

均为 48 h。结果 β-榄香烯孵育 48 h后对食管癌细胞增殖抑制在不同浓度之间比较，差异均有统计学意义(P<

0.05)，同时，随着浓度增加，β-榄香烯对细胞的增殖抑制进一步增强，且其抑制作用存在剂量依赖性；不同浓度β-榄
香烯对细胞的凋亡率间比较，差异均有统计学意义(P<0.05)；相对于对照组，β-榄香烯显著降低迁移细胞数，两者间

差异亦有统计学意义(P<0.05)。结论 β-榄香烯显著抑制了Eca-109细胞的增殖活力，且其抑制存在剂量依赖

性，同时可诱导凋亡及抑制细胞迁移，可能通过诱导细胞凋亡及抑制迁移发挥其抗肿瘤效应。
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【Abstract】 Objective To investigate the effect of β-elemene on the proliferation, apoptosis and migration of hu-

man esophageal squamous carcinoma cell Eca-109, and to explore its mechanism of anti-tumor effect. Methods Eca-109

cells were incubated with different concentrations of β-elemene (final concentration to 0 µg/mL, 1 µg/mL, 20 µg/mL,

100 µg/mL, 200 µg/mL, 400 µg/mL, 600 µg/mL) for 48 h, then cholecystokinin octapeptide (CCK-8) assay was used to de-

tect the cell proliferation activity. For the apoptosis detection, Annexin-V/PI assay was used and the cells were detected

on the flow cytometry before incubation with different concentrations of β-elemene (final concentration to 0 µg/mL,

10 µg/mL and 100 µg/mL). While for the migration activity detection, the concentration of 0 µg/mL and 100 µg/mL of

β-elemene were set as the control and experimental group respectively. Results After the incubation of 48 h for β-el-

emene, the inhibition of cell proliferation were significant different among different concentrations of β-elemene (P<0.05).

Meantime, with the increase of concentration, the inhibition of cell proliferation was further enhanced by β-elemene, and

its inhibitory effect was dose-dependent. The cell apoptosis were significant different among different concentrations of

β-elemene (P<0.05). Compared with the control group, β-elemene significantly reduced the number of migratory cells (P<

0.05). Conclusion The proliferation of cell line of Eca-109 can be inhibited by β-elemene and the inhibited rate is

dose-dependent. β-elemene may make its anti-tumor effect through inducing the cell apoptosis and migration.
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食管癌为全世界常见的消化道恶性肿瘤之一，而

我国是全球食管癌发病率最高的国家，同时，我国也

是全世界死亡率最高的国家之一。这些患者中，约

90%的病理类型为鳞癌 [1-2]。β-榄香烯(β-elemene )是

一种抗癌提取物，其有效成分主要从温郁金(温莪术)

(属于姜科植物)的根茎中提取。研究表明，β-榄香烯
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可通过诱导肿瘤细胞凋亡、分化、抗肿瘤转移、逆转肿

瘤细胞耐药性、降低肿瘤微血管密度等方面发挥其抗

肿瘤效应[3-8]。目前榄香烯已广泛应用于临床，研究结

果表明，榄香烯可抑制多种实体肿瘤细胞的生长及增

殖，同时对抗肿瘤转移具备一定的作用，具有良好的

应用前景。但在食管癌方面的报道较少。因此，本项

目采用β-榄香烯 (不同浓度)作用于食管鳞癌细胞

Eca-109，通过 CCK-8，Annexin V/PI 双染等方法检测

其对细胞增殖、凋亡、迁移的影响，以期初步探讨其抗

肿瘤作用机制，并为下一步作用机制的深入研究提供

一定的依据。

1 材料与方法

1.1 主要试剂及仪器 CO2培养箱(购自美国赛

默飞公司)，1640培养基、胎牛血清(南美)、0.25%胰蛋

白酶(均购自美国英韦创津Gibco公司)，培养瓶、细胞

培养六孔板、Transwell 小孔(购自美国Corning公司)，

超净工作台(购自中国海尔公司)，台式低温高速离心机

(购自美国贝克曼库尔特公司)，CCK-8试剂盒(购自日

本同仁)，Annexin V/PI凋亡试剂盒(购自四正柏公司)。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养条件 Eca-109 细胞培养采用

1640培养基并加入10%胎牛血清培养，放置于37℃恒

温孵育箱(5% CO2)。

1.2.2 细胞增殖抑制实验 Eca-109 细胞传代

后，调整细胞浓度为 (2~3)×104/mL，并按 100 µL/孔

的密度接种于 96 孔板，培养 24 h 后去除培养液，加

入不同浓度β-榄香烯(使其终浓度分别为 0 µg/mL、

1 µg/mL、20 µg/mL、100 µg/mL、200 µg/mL、400 µg/mL、

600 µg/mL)，并继续于孵箱中培养 48 h 后，每孔加入

CCK-8 10 µL，继续孵育 2 h后在酶标仪上检测各孔的

OD值(检测波长采用450 nm)，并计算细胞存活率。细

胞存活率=(实验组A450 OD值-本底组A450 OD值)/(空

白对照组A450 OD值-本底组A450 OD值)。

1.2.3 细胞凋亡实验 细胞传代后调整细胞浓

度为1×104/mL，并按1 mL/孔的密度接种于六孔板，继

续培养 24 h后去除培养液，同时加入β-榄香烯，使其

终浓度分别为 0 µg/mL、10 µg/mL、100 µg/mL，继续孵

育48 h后收集细胞约5×105个，冷磷酸盐缓冲液(PBS)

洗2次后用100 µL Binding buffer重悬后分别加入5 µL

AnnexinV-FITC 和 5 µL PI 于室温避光培养 10 min，

在流式细胞仪上检测细胞各时项的凋亡率(检测波

长采用激发波长 488 nm，发射波长 530 nm)。

1.2.4 细胞迁移实验 Eca-109细胞消化后调整

细胞浓度为 1×104/mL、并按 1 mL/孔的密度接种于六

孔板，培养24 h后去除培养液，加入β-elemene，调整其

终浓度分别为(0 µg/mL、100 µg/mL) (浓度 0 µg/mL组

作为对照组，100 µg/mL组作为实验组)，孵育 48 h，进

行离心收集，重悬细胞(用含 1%小牛血清的培养基)，

并进行细胞计数，调整细胞的浓度(每孔种细胞约 1 ×

105个)，将细胞均匀布满在细胞滤膜上。下室加入培

养基(10%血清)，继续培养 24 h 后，采用 1%的结晶紫

进行细胞染色 2 min，PBS 液漂洗 2~3 遍。使用棉签

轻轻擦去细胞滤膜上室表面的细胞。风干小室后，

在光学显微镜下计数滤膜下细胞数并进行细胞成

像，保证每个细胞小室的成像不低于 10 个细胞每个

视野。

1.3 统计学方法 应用SPSS13.0统计软件进行

数据统计处理，计量数据以均数±标准差(x-±s)表示，不

同浓度的组间差异采用 One-way ANOVA 分析，其中

两两比较采用LSD (方差齐时)或Dunnett's T3 (方差不

齐时)。两个不同组间的差异采用独立样本 t检验进行

分析。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 β-榄香烯对食管癌细胞 Eca-109 的增殖抑

制 不同浓度β-榄香烯作用食管癌细胞Eca-109 48 h

后，对细胞增殖抑制在不同作用浓度之间存在显著差

异(F=22.282，P=0.000)，差异有显著统计学意义，同时

随着浓度增加，β-榄香烯对细胞增殖抑制作用增强，

其作用呈剂量依赖性，见图1。

2.2 β-榄香烯对食管癌细胞 Eca-109 凋亡的影
响 不同浓度β-榄香烯作用于食管癌细胞 Eca-109

后，细胞凋亡率比较差异有统计学意义(F=10.058，P=

0.012)，并可见高浓度组 (100 µg/mL)以晚期凋亡为
主。100 µg/mL组与对照组比较差异具有统计学意义
(P<0.05)，见图2。

2.3 β-榄香烯对食管癌细胞 Eca-109 迁移的影
响 β-榄香烯可显著抑制食管癌细胞 Eca-109 的迁
移，差异有统计学意义(P<0.05)，见图3。

图1 不同浓度β-榄香烯作用于食管癌细胞Eca-109的存活率
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图2 不同浓度β-榄香烯作用于食管癌细胞Eca-109的凋亡率

注：a，浓度为100 μg/mL组与对照组凋亡率比较差异有统计学意义(P<

0.05)；b，浓度 10 μg/mL 与浓度 100 μg/mL 凋亡率比较差异亦有统

计学意义(P<0.05)。

3 讨 论

β-榄香烯是一种抗癌的提纯物，其有效成分主要
从温郁金(温莪术)(姜科植物)的根茎中提取，其提取物
是一种混合物，含有β-、δ-和 γ-榄香烯，而在3种亚型
中β-榄香烯占60%~72%。既往研究表明，β-榄香烯可
通过诱导肿瘤细胞凋亡，促进肿瘤细胞分化，抗肿瘤转
移，降低肿瘤的微血管密度以及逆转肿瘤细胞耐药性等
方面发挥其抗肿瘤效应[9-13]，在多种实体瘤如肝癌、乳腺
癌、胰腺癌、食管癌中显示了一定的抗肿瘤效应[14-16]。

研究表明，β-榄香烯对多种实体瘤存在抗肿瘤效
应，可通过抑制肿瘤细胞的生长及增殖、抗肿瘤转移
等发挥效应，具有良好的应用前景。而β-榄香烯的抗
肿瘤效应可通过影响凋亡及相关信号分子、转移相关
信号分子等而调控凋亡、转移。研究发现，β-榄香烯
作用于Panc-1 细胞后可通过抑制细胞增殖及诱导细
胞凋亡，通过激活死亡受体途径及线粒体凋亡途径发
挥抗肿瘤作用[15]。宋颖等[5]研究则发现，β-榄香烯通过
阻滞内皮细胞从G1期进入S期从而抑制细胞增殖，同
时可降低细胞形成血管腔的能力。李悦[4]则发现，β-
榄香烯作用于血管内皮细胞后，也可抑制细胞的增殖

和凋亡以及形成血管的能力，同时可抑制MMP-2和
MMP-9 的活性。Zhao 等 [17]则发现，β-榄香烯可抑制
RAS通路上的Hsp90/Raf-1复合体而影响恶性胶质瘤
的凋亡。Yu等[18]发现，β-榄香烯可通过P53通路影响
肝癌细胞的凋亡和细胞周期。

本研究结果亦显示，不同浓度β-榄香烯作用细胞
48 h后均对细胞Eca-109增殖存在抑制作用，不同浓
度之间细胞存活率差异有统计学意义(P<0.05)；同时，
随着作用浓度增加，β-榄香烯对细胞增殖抑制作用增
强，且呈剂量依赖性。β-榄香烯作用于食管癌细胞
Eca-109后可诱导细胞凋亡，且不同浓度之间凋亡率
差异有统计学意义(P<0.05)。同时，迁移实验结果显
示，β-榄香烯可显著抑制Eca-109的迁移，与对照组相
比，差异有统计学意义(P<0.05)。从上述实验结果中
可以推测，β-榄香烯对食管癌细胞的抗肿瘤机制可能
是通过影响细胞凋亡及迁移来发挥作用的。

综上所述，β-榄香烯可显著抑制Eca-109细胞的
增殖，并可影响细胞凋亡及迁移。本实验为明确β-榄
香烯对食管癌细胞的抗肿瘤作用提供了一定的依据，
并后续作用机制的深入研究提供了一定的基础。
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趋化素上调p38 MAPK磷酸化水平
促进ApoE-/-小鼠主动脉粥样硬化

熊玮 1，骆瑜 2，陈婷婷 1，曹园芝 1，高原 1，刘华东 1，董少红 1

(深圳市人民医院/暨南大学第二临床医学院心内科 1、老年病科 2，广东 深圳 518020)

【摘要】 目的 观察趋化素在ApoE-/-小鼠动脉粥样硬化发生过程中的作用及机制。 方法 在ApoE-/-小鼠中

通过高脂高胆固醇喂饲构建动脉粥样硬化模型。构建趋化素低表达和过表达腺病毒，转染到ApoE-/-小鼠主动脉组

织，观察下调或上调趋化素表达后主动脉组织斑块形态，ELISA法检测血清白细胞介素-1β (IL-1β)、肿瘤坏死因

子-α (TNF-α)水平，Real time PCR和蛋白印迹法检测趋化素、磷酸化丝裂原活化蛋白激酶(p-p38 MAPK)的mRNA

和蛋白水平的变化。 结果 在高脂高胆固醇饲养16周后ApoE-/-小鼠主动脉组织出现显著的动脉粥样硬化，血清

IL-1β、TNF-α水平增加(P<0.01)，趋化素、p-p38 MAPK的mRNA和蛋白水平增加(P<0.05)；在降低主动脉组织中趋

化素表达后主动脉粥样硬化程度减轻，血清 IL-1β、TNF-α水平降低(P<0.01)，趋化素、p-p38 MAPK等的mRNA和

蛋白表达下降(P<0.01)；而在上调主动脉组织中趋化素表达后主动脉粥样硬化更加明显，血清 IL-1β、TNF-α水平增

加(P<0.01)，趋化素、p-p38 MAPK等的mRNA和蛋白表达增加(P<0.05)。 结论 趋化素通过增加促炎细胞因子生

成和上调p38 MAPK磷酸化水平促进了ApoE-/-小鼠主动脉粥样硬化的发生。

【关键词】 趋化素；动脉粥样硬化；炎症；丝裂原活化蛋白激酶
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Chemerin stimulates the progression of atherosclerosis in ApoE-/- mice by upregulating p38 MAPK signaling.
XIONG Wei 1, LUO Yu 2, CHEN Ting-ting 1, CAO Yuan-zhi 1, GAO Yuan 1, LIU Hua-dong 1, DONG Shao-hong 1.
Department of Cardiology 1, Department of Gerontology 2, Shenzhen People's Hospital/the Second Medical College of Jinan
University, Shenzhen 518020, Guangdong, CHINA

【Abstract】 Objective To investigate the relationship of chemerin with atherosclerosis development in ApoE-/-

mouse and its mechanism. Methods The 7-week old ApoE-/- mice were employed to induce atherosclerosis by feeding

high lipid and high cholesterol food. Adenoviruses were transfected to downregulate or upregulate chemerin gene in aor-

ta. Serums and aortic tissues of ApoE-/- mice were obtained at 16 weeks after high lipid food intake. Haematoxylin eosin

(HE) and oil red O staining were performed to evaluate aortic plaque. ELISA was performed to explore serum level of in-

terleukin-1β (IL-1β) and tumor necrosis factor-α (TNF-α). Real time PCR and Western blot were carried out to investi-

gate chemerin, phosphorylated p38 mitogen-activated protein kinase (p-p38 MAPK). Results Significant aortic plaque,

elevated serum level of IL-1β, TNF-α (P<0.01) as well as mRNA and protein levels of chemerin, p-p38 MAPK (P<0.05)

occurred in ApoE-/- mice at 16 weeks after high lipid food intake. After aortic chemerin gene were downregulated, aortic

atherosclerosis was significantly meliorated, and serum level of IL-1β, TNF-α as well as mRNA and protein levels of

chemerin, p-p38 MAPK (P<0.01) were significantly decreased. After aortic chemerin gene were upregulated, aortic athero-

sclerosis was significantly aggravated, and serum level of IL-1β, TNF-α (P<0.01) as well as mRNA and protein levels of

chemerin, p-p38 MAPK (P<0.05) were significantly increased. Conclusion Chemerin stimulated the progression of ath-

erosclerosis in ApoE-/- mice by increasing proinflammatory cytokine and upregulating p38 MAPK signaling.

【Key words】 Chemerin; Atherosclerosis; Inflammation; Mitogen-activated protein kinase (MAPK)
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