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摘   要 目的：探讨和厚朴酚在体外对胆囊癌细胞生长的影响及机制。

方法：用 CCK-8 法检测和厚朴酚对胆囊癌 SGC-996 细胞的抑制作用，并计算其半数抑制浓度（IC50）；

用不同浓度和厚朴酚作用 SGC-996 细胞 48 h 后，分别用平板克隆形成试验、流式细胞术，Western 

blot 法检测细胞克隆形成、凋亡与细胞周期情况，以及凋亡及细胞周期相关蛋白的表达。

结 果： 和 厚 朴 酚 能 明 显 抑 制 SGC-996 细 胞 的 生 长， 其 24、48、72 h 的 IC50 分 别 为 34.66、23.20、

18.87 μmol/L。和厚朴酚处理后的 SGC-996 细胞克隆细胞团数减少，细胞的凋亡率与 G0/G1 期细胞百分

比增加，促凋亡蛋白（Bax、cleaved-caspase-9、cleaved-caspase-3、cleaved-PARP）表达升高、抗凋

亡蛋白（Bcl-2、Bcl-2/Bax 比值）与细胞周期相关蛋白（Cyclin D1、Cdk4、Cdk6）表达降低，且均呈

明显的浓度依赖趋势（均 P<0.05）。

结论：和厚朴酚在体外对胆囊癌细胞有明显的抑制作用，其机制可能是通过启动细胞凋亡内始式途径

诱导细胞凋亡，并且通过调节细胞周期相关蛋白的表达抑制细胞的增殖。
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Abstract Objective: To investigate the effect of honokiol on the growth of gallbladder cancer cells in vitro and its 
mechanism.
Methods: Using CCK-8 assay, the inhibitory effect of honokiol on gallbladder cancer SGC-996 cells was observed 
and the 50% inhibitory concentration (IC50) values were calculated. After exposure of SGC-996 cells to different 
concentrations of honokiol for 48 h, the colony formation, apoptosis and cell cycle as well as the expressions of 
apoptosis and cell cycle related proteins were examined by plate colony formation assay, cytometry and Western 
blot analysis, respectively.
Results: Honokiol significantly inhibited the growth of SGC-996 cells, and its IC50 value was 34.66, 23.20 and 
18.87 μmol/L after 24, 48 and 72 h, respectively. After exposure of SGC-996 cells to honokiol, the number 
of colony forming units was decreased, apoptosis rate and percentage of G0/G1 cells were increased, and the 
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胆 囊 癌 是 最 常 见 的 胆 道 系 统 恶 性 肿 瘤 ， 在

消 化 系 统 恶 性 肿 瘤 中 其 发 病 率 位 居 第 五 ， 近 年 来

发 病 率 呈 上 升 趋 势 ， 该 病 无 特 异 性 的 临 床 表 现 ，

进 展 快 ， 侵 袭 力 高 ， 早 期 诊 断 率 较 低  , 一 经 发 现

多 属 中 晚 期 ， 已 经 失 去 手 术 治 疗 机 会 [ 1 - 2 ]。 即 使

在 实 施 手 术 切 除 的 患 者 中 ， 其 原 位 复 发 概 率 仍 高

于 5 0 % [ 3 ]。 胆 囊 癌 的 预 后 极 差 ， 中 位 生 存 期 不 足 

1 年 ， 5 年 存 活 率 不 足 5 % [ 4 - 5 ]。 化 疗 是 胆 囊 癌 的 重

要 辅 助 治 疗 手 段 之 一 。 氟 尿 嘧 啶 、 吉 西 他 滨 、 铂

类 是 其 临 床 治 疗 中 最 常 应 用 的 化 疗 药 物 ， 但 这 些

药 物 的 有 效 率 也 只 不 过 3 0 % 左 右 ， 且 不 良 反 应 严 

重 [6]。因此，寻找新型药物对胆囊癌的治疗具有重

要 意 义 。 和 厚 朴 酚 是 落 叶 乔 木 厚 朴 的 根 茎 皮 提 取

物。已有研究发现，和厚朴酚具有抑制血管生成、

抗肿瘤[7]、抗炎[8]和保护神经[9]的作用。其中，抗肿

瘤活性在多种恶性肿瘤的体外实验或临床前模型中

得到证实[10-15]。并且，和厚朴酚在动物模型中表现

出较低的毒副作用和良好的药代动力学特性[16-18]。

本研究的目的即探究和厚朴酚对胆囊癌细胞SGC -
996凋亡及增殖的影响，并对其机制进行初步探讨。

1　材料与方法

1.1  实验材料

胆囊癌细胞株SGC-996由上海交通大学医学

院 普 外 科 实 验 室 保 存 ； 磷 酸 盐 缓 冲 液 （ P B S ） 、

0.25%胰酶（含EDTA）、胎牛血清（FBS）及培

养基RPMI -1640均购自GBICO公司；和厚朴酚、

二 甲 基 亚 砜 （ D M S O ） 购 自 于 S i g m a 公 司 ， 使 用

DMSO溶解和厚朴酚，贮存浓度为100  mmol /L，

终 浓 度 通 过 与 培 养 基 稀 释 获 得 ， 并 保 证 D M S O 在

培养液中浓度低于0.1%；CCK -8购买自日本同仁

化学研究所；Annexin  V -FITC，碘化丙啶（PI）

为BD公司产品；细胞周期检测试剂盒（含核糖核

酸 酶 、 P I 、 染 色 缓 冲 液 ） 和 蛋 白 浓 度 测 定 试 剂 盒

购买自Beyo t ime生物技术研究所；Bcl -2、Bax、

cleaved caspase -9、cleaved caspase -3、cleaved 

PARP、Cyclin D1、Cdk4、Cdk6、β-actin抗体和

二抗购买自Cell Signaling公司。

1.2  实验方法

1.2.1  细 胞 培 养　SGC-996 细 胞 用 含 10%FBS 的

1640 培养基，置于 37 ℃、5%CO2 培养箱中培养。

0.25% 胰酶消化传代，据实验需要密度接种。

1.2.2  细胞毒性试验（CCK-8 法）　取对数期生

长的 SGC-996 细胞按每孔 5×103 个细胞的密度接

种于 3 块 96 孔板，每板设 5 组，每组 5 个复孔，

置 于 37 ℃、5%CO2 培 养 箱 中 培 养。 次 日 更 换 含

和厚朴酚的培养液，使各组的药物浓度分别为 0、

15、30、45、60 μmol/L。3 块 培 养 板 中 细 胞 分 别

在药物作用 24、48、96 h 后，每孔换入含 10 mL 

CCK-8 溶液的培养液，培养箱中孵育 3 h 后，用酶

标仪测定各孔在 450 nm 处的吸光度值（OD 值），

计算细胞存活率及半数有效浓度（IC50）。细胞存

活率 = 加药组 OD 值 / 对照组 OD 值 ×100%。

1.2.3  流式细胞仪检测细胞凋亡率　细胞接种于

6 孔 板 中， 每 孔 8×104 个 细 胞。 培 养 过 夜 后 加 入

和 厚 朴 酚（0、20、40、60 μmol/L）， 作 用 48 h

后， 胰 酶 消 化 细 胞， 收 集 后 用 预 冷 PBS 洗 2 次。

加入 290 μL 结合缓冲液重悬细胞，再加入 5 μL 的

Annexin V-FITC 和 5 μL PI 混匀，避光孵育 15 min。

补加 200 μL 结合缓冲液后上机检测。

1.2.4  平板克隆形成实验　将对数期生长的 SGC-
996 细胞接种于 6 cm 培养皿中，每皿 1×103 个细

胞。待细胞贴壁后，加入和厚朴酚，药物浓度分别

为 0、3.75、7.5、15 μmol/L。37 ℃、5%CO2 培养

箱中培养 48 h 后，以新鲜培养基完全置换含药培

养液，继续在培养箱中培养 2 周。弃去培养液，用

PBS 浸洗 2 次，加入 4% 多聚甲醛固定 15 min，吸

expressions of pro-apoptotic proteins (Bax, cleaved-caspase-9, cleaved-caspase-3 and cleaved-PARP) were 
increased, while expressions of anti-apoptotic proteins (Bcl-2 and Bcl-2/Bax ratio) as well as cell cycle-related 
proteins (Cyclin D1, Cdk4 and Cdk6) were decreased. All of these effects showed significant concentration-
dependent trend (all P<0.05).
Conclusion: Honokiol has strong inhibitory effect on gallbladder cancer cells in vitro, and its mechanism 
may possibly be associated with inducing cell apoptosis via intrinsic apoptosis pathway and suppressing cell 
proliferation by regulating the expression of cell cycle-related proteins.

Key words Gallbladder Neoplasms; HONOKIOL; Apoptosis; Cell Cycle

CLC number: R735.8
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弃 固 定 液， 加 适 量 结 晶 紫 染 色 液 染 色 30 min。 然

后用流水缓慢洗去多余染色液，置于空气中干燥。

计数大于 50 个细胞的克隆，计算克隆形成率。克

隆形成率 =（克隆数 / 接种细胞数）×100%。

1.2.5  流式细胞仪检测细胞生长周期　传代的细

胞接种于 6 cm 培养皿中，贴壁后加药，和厚朴酚

浓度为 0、20、40、60 μmol/L，药物作用 48 h 后，

收集细胞，用预冷 PBS 洗 2 次，70% 乙醇固定过夜。

然后使用预冷 PBS 浸洗，染色缓冲液重悬细胞，每

个样品加入 10 μL 核糖核酸酶和 25 μL PI，避光孵

育 30 min 后上机分析 G0/G1、S 和 G2/M 期细胞比率。

1.2.6  Western blot 检测　细胞按不同浓度（0、

20、40、60 μmol/L）加药处理 48 h 后，提取细胞

总 蛋 白，BCA 法 测 定 蛋 白 浓 度。 每 个 药 物 浓 度 组

取 40 μg 蛋 白 加 入 上 样 孔， 进 行 SDS-PAGE 凝 胶

电 泳。 电 泳 完 成 后， 将 蛋 白 电 转 移 至 硝 酸 纤 维 素

膜上，使用 5% 脱脂牛奶室温封闭 1 h，加入 Bcl-
2、Bax、cleaved caspase-9、cleaved caspase-3、

cleaved PARP、Cyclin D1、Cdk4、Cdk6、β-actin

一抗，4 ℃孵育过夜。TBST 洗膜后，加入二抗，

室温孵育 1 h，TBST 洗膜。用化学发光试剂处理后，

进行曝光显影。

1.3  统计学处理

所有实验均重复3次，实验结果用SPSS 19 .0

进行统计分析，数据使用均数±标准差（x±s）表

示，组间比较采用 t检验，以P <0.05为差异有统计

学意义。

2　结　果

2.1 和厚朴酚抑制胆囊癌细胞的生长

随着和厚朴酚加药浓度的升高，细胞生长曲线

呈下降趋势。其中，加药48 h后，细胞活性抑制率随

加药浓度的升高自19.7%升至94.3%。和厚朴酚作用

24、48、72 h的IC50分别为（34.66±1.61）μmol/L、

（23.20±0.73）μmol/L、（18.87±0.57）μmol/L。和

厚朴酚对胆囊癌细胞SGC-996活性的抑制作用呈现

浓度依赖性和时间依赖性（图1）。
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图 1　和厚朴酚对 SGC-996 活性的抑制作用
Figure 1　Inhibitory effect of honokiol on the viability of SGC-

996 cells

2.2  和厚朴酚诱导胆囊癌细胞凋亡

在 双 参 数 散 点 图 中 ， L L 象 限 代 表 活 细 胞 ，

U R 和 L R 象 限 分 别 代 表 早 期 凋 亡 和 晚 期 凋 亡

细 胞 ， 总 凋 亡 率 由 U R 和 L R 象 限 细 胞 数 共 同 决

定 。 根 据 流 式 细 胞 仪 检 测 结 果 ， 和 厚 朴 酚 作 用

48 h后，与对照组相比，处理组的活细胞比例减

少，而凋亡细胞比率上升[活细胞比率：（99.2±

1.95）%  vs.  （85.4±4.4）%、（67.3±5.29）%、

（ 3 3 . 2 ± 4 . 7 3 ） % ， P < 0 . 0 5 ； 凋 亡 率 ： （ 4 . 7 ±

0.64）% vs. （11.7±1.63）%、（31.9±3.69）%、

（57.2±4.47）%，P<0.05]（图2）。
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图 2　不同浓度和厚朴酚处理后 SGC-996 的凋亡情况
Figure 2　Apoptosis in SGC-996 cells aft er exposure to diff erent concentrations of honokiol
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2.3  和厚朴酚抑制胆囊癌细胞的克隆形成能力

平 板 克 隆 形 成 实 验 结 果 显 示 ， 与 对 照 组

（ 0  μ m o l / L ） 比 较 ， 经 不 同 浓 度 （ 3 . 7 5 、 7 . 5 、

15 μmol/L）的和厚朴酚处理后，SGC-996细胞的

克 隆 形 成 数 减 少 ， 药 物 浓 度 越 高 ， 克 隆 数 量 减 少

越明显（均P<0.05）（图3）。

2.4  和厚朴酚诱导胆囊癌细胞 G0/G1 期阻滞

流 式 细 胞 仪 检 测 结 果 显 示 ， 和 厚 朴 酚 影 响

SGC -996的细胞周期进程，主要增加G 0/G 1期细胞

百 分 比 。 较 对 照 组 ， 加 药 浓 度 越 高 ， 和 厚 朴 酚 对

SGC -996的G 0/G 1期阻滞作用越明显（均P <0.05）

（图4）。

2.5  和厚朴酚引起胆囊癌细胞增殖与凋亡相关蛋

白的变化

B a x 、 c l e a v e d - c a s p a s e - 9 、 c l e a v e d -
caspase-3、cleaved-PARP蛋白表达量随加药浓度

的 增 加 而 递 增 ， 各 加 药 组 与 对 照 组 之 间 的 相 对 灰

度值差异均有统计学意义（均 P < 0 .05）。而抗凋

亡蛋白Bcl-2的表达量和Bcl-2/Bax比值随药物浓度

增加呈递减趋势（均P <0.05）。G 0/G 1期相关蛋白

Cyclin D1、Cdk4及Cdk6的表达量逐渐减少，同样

呈现一定的浓度依赖趋势（均P<0.05）（图5）。
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图 3　不同药物浓度下 SGC-996 克隆细胞团形成情况
Figure 3　Eff ect of honokiol on colony-forming ability of SGC-996 cells
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图 4　和厚朴酚作用后 SGC-996 细胞周期的变化 
Figure 4　Cell cycle changes in SGC-996 cells aft er honokiol treatment
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3　讨　论

本 研 究 中 ， C C K - 8 实 验 的 结 果 说 明 和 厚 朴 酚

能够明显抑制SGC-996的细胞活性。细胞活性间接

反 映 细 胞 数 量 ， 是 一 群 细 胞 凋 亡 与 增 殖 共 同 作 用

的 总 体 效 果 。 增 殖 与 凋 亡 过 程 之 间 相 互 作 用 的 失

控 导 致 肿 瘤 细 胞 的 恶 性 增 殖 ， 诱 导 凋 亡 和 抑 制 增

殖已成为治疗恶性肿瘤的重要策略[19-20]。

细 胞 凋 亡 是 细 胞 自 主 程 序 性 死 亡 的 过 程 ， 它

在阻止肿瘤发生发展的过程中起到关键作用[21-23]。

Bcl -2家族是在细胞凋亡中起重要作用的一组蛋白

质。Bax是这一家族中促凋亡蛋白的代表，而Bcl-2

是 家 族 中 非 常 重 要 的 抗 凋 亡 成 员 ， 在 多 种 恶 性

肿瘤组织中已检测到抗凋亡蛋白的过度表达 [ 24]。

Bcl -2/Bax比值的大小往往决定细胞命运。Bcl -2/

B a x 比 值 减 小 可 以 启 动 细 胞 凋 亡 的 内 始 式 途 径 ，

使 细 胞 色 素 C 等 线 粒 体 内 外 膜 间 物 质 释 放 ， 活 化

caspase-9，进入有caspase-3，6，7参与的凋亡效
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图 5　和厚朴酚对 SGC-996 细胞凋亡及细胞周期相关蛋白表达的影响
Figure 5　Effect of honokiol on expressions of apoptosis- and cell-cycle-related proteins in SGC-996 cells
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应阶段。其中，活化的caspase-3能够切割PARP，

加 速 细 胞 的 稳 态 丧 失 [ 2 1 ,  2 3 , 2 5 ]。 在 流 式 细 胞 仪 检 测

细 胞 凋 亡 实 验 中 ， 处 理 组 凋 亡 细 胞 比 率 较 对 照 组

明显增加。分析Western  blo t t ing实验结果，发现

与对照组相比，加药后胆囊癌细胞中Bcl -2蛋白表

达量降低，Bax蛋白表达量上调，Bcl -2 /Bax比值

明显减小。同时，药物处理过的癌细胞中cleaved 

caspase -9、cleaved caspase -3表达量升高，并出

现了明显的PARP切割条带。以上结果不仅说明和

厚 朴 酚 能 够 有 效 诱 导 S G C - 9 9 6 细 胞 凋 亡 ， 并 提 示

这一作用的可能机制是它通过促进Bax表达和下调

Bcl-2，减小Bcl-2/Bax比值，从而启动细胞内始式

凋 亡 途 径 ， 破 坏 线 粒 体 膜 的 完 整 性 ， 导 致 线 粒 体

内外膜间的物质的释放，激活caspase -9，引起效

应caspase级联反应，使细胞走向凋亡。

细 胞 以 细 胞 周 期 循 环 往 复 的 方 式 进 行 增 殖 。

细 胞 周 期 的 调 控 主 要 由 细 胞 周 期 蛋 白 C y c l i n 、 细

胞周期蛋白依赖性激酶CDKs、细胞周期蛋白依赖

性 激 酶 抑 制 因 子 C K I 共 同 完 成 。 C y c l i n  D 家 族 与

CDK4/CDK6结合为复合物后，可使细胞自G 1期转

入S期，CDK4/CDK6是细胞周期进程的关键调控

点 ， 多 种 肿 瘤 通 过 破 坏 这 一 调 控 线 路 的 平 衡 实 现

恶性增殖 [20,  26-27 ]。本研究检测了药物处理后胆囊

癌 细 胞 克 隆 形 成 能 力 及 细 胞 周 期 的 变 化 ， 发 现 和

厚朴酚能够抑制单个癌细胞的增殖并引起细胞G 0/

G1期阻滞。而且处理组细胞中Cyclin D1、Cdk4、

Cdk6的表达量显著减少，提示和厚朴酚能够通过

影 响 周 期 调 控 相 关 蛋 白 的 表 达 ， 阻 碍 肿 瘤 细 胞 周

期进程，从而抑制其增殖。

综 上 ， 笔 者 认 为 和 厚 朴 酚 既 能 通 过 启 动 内 始

式 凋 亡 途 径 诱 导 胆 囊 癌 细 胞 的 凋 亡 ， 又 可 以 通 过

影 响 周 期 蛋 白 的 表 达 促 使 细 胞 周 期 停 滞 ， 具 备 抗

胆 囊 癌 潜 力 ， 而 其 更 为 具 体 的 作 用 机 制 有 待 进 一

步研究。
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