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芹菜素对人食管癌 Ｅｃａ１０９细胞增殖 侵袭的影响

于　淼　袁　莉　蒋方剑
（菏泽医学专科学校药学与制药工程系，菏泽２７４０００）

　　摘　要　目的　探究芹菜素对人食管癌Ｅｃａ１０９细胞增殖及侵袭的影响。方法　体外培养食管癌Ｅｃａ１０９
细胞，随机分为芹菜素低、中、高组和空白对照组，ＭＴＴ法检测芹菜素对常规培养的食管癌 Ｅｃａ１０９细胞的生长
抑制情况；流式细胞仪ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染色法检测细胞凋亡以及对细胞周期的影响；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验观察芹
菜素对Ｅｃａ１０９细胞侵袭、运动能力的影响。结果　ＭＴＴ法结果显示，各芹菜素组对Ｅｃａ１０９细胞的生长抑制作
用随剂量增加逐渐增强，呈现剂量依赖性，在２４、４８、７２ｈ，低剂量组的抑制率分别为１１．２８％、１９．４５％、３７．７８％，
中剂量组的抑制率分别为１４．４７％、２９．４９％、４９．８％，高剂量组的抑制率分别为１５．７８％、３１．２１％、６７．２１％，对照
组在各时间段无抑制情况，实验组与对照组比较差别具有统计学意义（Ｐ＜０．００１）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验显示，
４８ｈ后芹菜素低、中、高剂量组和空白对照组细胞穿膜数分别为（７８．５０±３．４８）个、（５５．５０±４．４１）个、（３７．７５±
３．３６）个和（９０．７５±５．３２）个，各芹菜素组与空白对照组比较差别具有统计学意义（Ｐ＜０．００１），不同浓度芹菜素
组间两两比较具有统计学意义（Ｐ＜０．００１）。结论　芹菜素对人食管癌１０９细胞生长有抑制作用，能明显抑制其
侵袭和运动能力。
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　　芹菜素（ａｐｉｇｅｎｉｎ）是黄酮类化合物中的一种，
来源于伞形科植物旱芹叶，又名芹黄素、洋芹素，有

“植物雌激素”之称，广泛分布于温热带的蔬菜、水

果、豆类、茶叶、小麦芽、百合科毛叶藜芦、蓼科虎

杖、玄参科植物水蔓青中，尤以芹菜中含量为高；在

一些药用植物如络石藤、车前子等中也有较高的含

量，在茶、酒以及一些调味品中也有分布［１３］。芹菜

素具有多种药理活性，可抗肿瘤、降血压、降血脂、

舒张血管、抗动脉硬化、抗炎、清除自由基和抗焦虑

等。与其它黄酮类化合物如大豆异黄酮、山奈黄酮

等相比，芹菜素具有低毒、无诱变等特点。目前，芹

菜素已成为抗肿瘤研究领域的热点之一［４６］，然而

关于芹菜素抗食管癌的研究较少。本实验旨在探

究芹菜素对人食管癌 Ｅｃａ１０９细胞增殖与侵袭力
的影响，为其在食管癌临床治疗中的应用提供依

据。

１　材料与方法

１．１　材料
低分化人食管癌细胞株１０９细胞（Ｅｃａ１０９）购

于上海中科院细胞库。

芹菜素规格每瓶２０ｍｇ，购于上海晶纯试剂公
司；１６４０培养基和胎牛血清均购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ公
司；胰蛋白酶（Ｔｒｙｐｓｉｎ）购自美国 Ｓｉｂｍａ公司；链霉
素和青霉素均购自华北制药集团公司；四甲基偶氮

唑盐（ＭＴＴ）购自美国 Ａｍｒｅｓｃｏ公司；ＤＨａｎｋｓ液和
ＰＢＳ缓冲液（磷酸盐缓冲液）均购自百浩生物科技
有限公司；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染试剂盒购于美
国Ｒｏｃｈｅ公司；ＨＥ染色液试剂盒购于上海亿欣生
物科技有限公司；Ｍａｔｒｉｇｅｌ购于ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公
司。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　将 Ｅｃａ１０９细胞培养于含有
１０％新生小牛血清的 ＤＭＥＭ培养液中，在３７℃、
５％ＣＯ２以及９５％空气和湿度的恒温培养箱中培
养。取对数生长期的Ｅｃａ１０９细胞分为芹菜素低、
中、高剂量组（分别给予 ５ｍｇ·Ｌ－１、１０ｍｇ·Ｌ－１、

２０ｍｇ·Ｌ－１浓度的芹菜素）和空白对照组。
１．２．２　ＭＴＴ法检测芹菜素对Ｅｃａ１０９细胞增殖的
影响　取生长状态良好的常规培养的 Ｅｃａ１０９细
胞，以２．５ｇ／Ｌ的胰蛋白酶进行常规消化，制成单个
的细胞悬液；培养基作调零孔为空白组，不含药物

孔为空白对照组，以每孔１０３～１０４个细胞接种于
平底９６孔培养板中心区域的６０个孔中；每组设４
个重复，分别于２４、４８、７２ｈ后向待测孔每孔加入
２０μｌＭＴＴ（５ｍｇ／ｍｌ），余孔３～４ｄ更换培养基以维
持药物浓度，之后放置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中
继续培养；继续培养４ｈ后，取出９６孔板，最大程度
地去除培养液，每孔加入ＤＭＳＯ２００μｌ，微量振荡器
室温下充分震荡１５ｍｉｎ，促使紫色结晶充分溶解；
用空白孔进行调零，使用酶联免疫测定仪选取

５７０ｎｍ波长，测定各孔吸光值，记录结果，实验重复
３次。通过公式：细胞增殖率抑制率（％）＝（１－实
验孔Ａ５７０／对照孔Ａ５７０）×１００％［７］。

１．２．３　ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ法检测芹菜素对 Ｅｃａ
１０９细胞凋亡的作用　按照试剂盒方法将细胞重
悬于１００μｌ含 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ的缓冲液中；在４℃
的条件下避光孵育３０ｍｉｎ；送流式细胞仪检测，激
发波长为４８８ｎｍ，通过散点图收集１００００个细胞，
分析直方图上各细胞周期的变化和细胞的凋亡率；

实验重复３次，取平均值。
１．２．４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测芹菜素对 Ｅｃａ１０９细胞侵
袭、运动能力的影响　将已铺好 Ｍａｔｒｉｇｅｌ的 ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ培养板置于３７℃保存备用；常规培养Ｅｃａ１０９
细胞，于ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上室加入２００μｌ无血清培养
液调制的 ５×１０５／ｍｌ单细胞悬液，按实验分组加
药，下室加入６００μｌ条件培养液；向上室内加入前
期配置好的芹菜素溶液，浓度分别为 ５ｍｇ·Ｌ－１、
１０ｍｇ·Ｌ－１、２０ｍｇ·Ｌ－１，设对照组，每组平均３个
复孔；向下室内加入培养好的 Ｅｃａ１０９细胞，即趋
化因子，培养４８ｈ；取出Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ膜，用棉签头擦掉
Ｍａｔｒｉｇｅｌ，用ＰＢＳ缓冲液反复洗涤３次，后用９５％乙
醇固定，常规ＨＥ染色，揭下 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ膜反贴在载
玻片上；在２００倍光镜下计数穿膜细胞，每膜计算

·２４３·
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５个随机不同视野中穿过膜的细胞的个数，取均
值。肿瘤细胞侵袭的抑制率 ＝（对照组平均侵袭
细胞数－药物组平均侵袭细胞数）／对照平均侵袭
细胞数×１００％。
１．３　统计学方法

应用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析。计量资
料用 珋ｘ±ｓ表示，多组之间比较采用单因素方差分

析，两组间比较采用ＳＮＫｑ检验，率的资料用χ２检
验。

２　结果

２．１　芹菜素对食管癌Ｅｃａ１０９细胞增殖的影响
随着药物浓度的加大，芹菜素对 Ｅｃａ１０９细胞

的生长抑制作用逐渐增强（Ｐ＜０．００１）。见表１。

表１　芹菜素对食管癌Ｅｃａ１０９细胞增殖的抑制作用（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组别
２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

Ａ５７０ 抑制率／％ Ａ５７０ 抑制率／％ Ａ５７０ 抑制率／％

空白对照组 ０．９６７±０．０２０ — １．１２１±０．０２２ — １．１４６±０．０３８ —

低剂量组 ０．９０２±０．０３２ １１．２８ ０．９３６±０．０２１ １９．４５△ ０．７９８±０．０１９ ３７．７８△

中剂量组 ０．８８６±０．０２９ １４．４７ ０．８９７±０．１８８ ２９．４９△ ０．６６７±０．２３４４９．８△

高剂量组 ０．８５７±０．０１６ １５．７８ ０．８３４±０．１２４ ３１．２１△ ０．５３２±０．２４４ ６７．２１△

　　注：与同时间前一浓度相比： Ｐ＜０．００１；与同浓度前一时间相比：△ Ｐ＜０．００１

２．２　芹菜素对食管癌Ｅｃａ１０９细胞周期的影响
细胞Ｅｃａ１０９经芹菜素作用２４ｈ后，大部分细

胞被阻滞在 Ｓ期，与此同时 Ｇ２期细胞减少，芹菜
素高剂量组与空白对照组比较差别具有统计学意

义（Ｐ＜０．００１）。Ｓ期细胞由阴性对照组的 １９．
０３％分别提高至２６．３０％、３０．４８％和３３．８８％，而
Ｇ２期细胞则由阴性对照组的１３．０７％分别下降至
９．０６％、７．９４％和５．４７％。见图１。

图１　芹菜素作用２４ｈ后Ｅｃａ１０９细胞周期的变化

２．３　芹菜素对Ｅｃａ１０９细胞侵袭力的影响
与空白对照组相比，芹菜素作用 Ｅｃａ１０９细胞

４８ｈ后，Ｅｃａ１０９细胞的体外侵袭基底膜能力明显

下降，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．００１）。见表２。

表２　芹菜素对Ｅｃａ１０９细胞侵袭能力的影响

组别 穿膜细胞数 穿膜抑制率

空白对照组 ９０．７５±５．３２ ０

芹菜素低剂量组 ７８．５０±３．４８ ２２．３６±３．５６

芹菜素中剂量组 ５５．５０±４．４１△ ４５．８５±４．６１

芹菜素高剂量组 ３７．７５±３．３６＃ ６６．７２±３．４５

　　注：与空白对照组相比，Ｐ＜０．００１；与芹菜素低剂量组相比，

△Ｐ＜０．００１；与芹菜素中剂量组相比，＃Ｐ＜０．００１

３　讨论

食管癌（ｅｓｏｐｈａｇｅａｌｃａｎｃｅｒ，ＥＣ）是我国最常见
的消化道恶性肿瘤之一，早期症状隐匿，大多数患

者被确诊时已属中晚期，失去了手术的最佳时机，

因此化疗、放疗也就成为治疗食管癌的重要手

段［８１０］。化疗、放疗对机体的损伤十分明显，甚至

诱发机体新的癌症出现。因此，从中药和其它天然

产物中，寻求高效、低毒的新型抗食管癌物质，并深

入探讨其抗肿瘤作用机制，是当前国内外研究的重

要课题。

芹菜素可人工合成，是一种作用广泛、来源充

足、具有广阔开发前景的天然要用植物。芹菜素对

多种肿瘤细胞具有抑制瘤细胞分裂、增殖，诱导凋

亡作用，而对正常的细胞毒性较低，因此，芹菜素可

以成为抗肿瘤的新药。已有实验证实，芹菜素可以

·３４３·
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有效抑制非小细胞肺癌 ＨＣＣ８２７细胞的增殖［１１］，

降低结肠癌 Ｃａｃｏ细胞的增殖［１２］。通过线粒体细

胞通路诱导胶质瘤 ＳＨＧ４４细胞凋亡［１３］。本文结

果显示，芹菜素能有效抑制食管癌 Ｅｃａ１０９细胞的
生长和增殖，并且该作用具有剂量依赖性；另外，给

予不同剂量的芹菜素干预后，大部分 Ｅｃａ１０９细胞
被阻滞在Ｓ期，与此同时Ｇ２期细胞减少，芹菜素也
可控制Ｅｃａ１０９食管癌细胞周期的分布，与对照组
细胞相比，实验组细胞的 Ｇ２／Ｍ期细胞的比例降
低，Ｓ期细胞所占比例增高，这表明芹菜素可使
Ｅｃａ１０９细胞周期阻滞于Ｓ期，而Ｓ期是细胞 ＤＮＡ
合成的关键时期，阻断癌细胞由Ｓ期向Ｇ０／Ｍ期的
进程，从而阻滞细胞的有丝分裂，促使细胞发生凋

亡。芹菜素作用食管癌 Ｅｃａ１０９４８ｈ后细胞的穿
膜细胞数，以及侵袭抑制率均有明显下降趋势，与

空白对照组的细胞相比，芹菜素各组的细胞穿膜数

以及细胞的侵袭能力均受到了不同程度的抑制，差

异具有统计学意义，说明芹菜素能有效抑制人食管

癌Ｅｃａ１０９细胞侵袭。
综上所述，芹菜素能有效抑制人食管癌 Ｅｃａ

１０９细胞增殖，明显降低人食管癌 Ｅｃａ１０９细胞侵
袭［１４］，在天然的抗肿瘤药物的研发方面，芹菜素有

广阔的发展前景。后续要对其抗食管癌机制进行

更为深入的研究，以期早日将其应用于食管癌这种

疾病的临床治疗。
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