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摘　 要　 目的　 探讨 α￣细辛醚对人食管癌 Ｅｃａ￣１０９ 细胞线粒体凋亡通路 Ｃｙｔ￣ｃ、Ｓｍａｃ 及 Ｃａｓｐａｓｅ３ ｍＲＮＡ 和蛋白表达

水平的影响ꎮ 方法　 体外培养的人食管癌 Ｅｃａ￣１０９ 细胞设为阴性对照组和 α￣细辛醚组ꎬα￣细辛醚终浓度分别为 ２５ꎬ５０ꎬ
１００ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ培养 ４８ ｈ 后使用荧光倒置显微镜观察细胞凋亡形态改变ꎬ采用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取细胞总 ＲＮＡꎬ实时荧光定量

聚合酶链反应检测细胞 Ｃｙｔ￣ｃ、Ｓｍａｃ 及 Ｃａｓｐａｓｅ３ ｍＲＮＡ 的表达ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测其蛋白表达ꎬ选取 β￣ａｃｔｉｎ 进行相对定

量分析ꎮ 结果　 α￣细辛醚组细胞形态发生明显凋亡改变ꎻ与阴性对照组比较ꎬα￣细辛醚组细胞 Ｃｙｔ￣ｃ、Ｓｍａｃ 及 Ｃａｓｐａｓｅ３
ｍＲＮＡ 和蛋白的表达量均明显增加(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论 　 α￣细辛醚可通过调节线粒体凋亡途径相关基因 Ｃｙｔ￣ｃ、Ｓｍａｃ 及

Ｃａｓｐａｓｅ３ 的表达增加诱导 Ｅｃａ￣１０９ 细胞凋亡ꎮ
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　 　 α￣细辛醚为石菖蒲的主要活性成分之一ꎬ具有抗

癫、保护神经细胞、抗血栓、保护心肌细胞、止咳祛痰

和杀虫灭菌的作用[１]ꎬ可以促进基质金属蛋白酶的表

达增加和血管生成[２]ꎮ 刘秋弟等[３] 报道 α￣细辛醚对

ＳＣＧ￣７０１、ＨｅＬａ 细胞株有抗癌活性ꎬ也有报道石菖蒲挥

发油中的另一主要成分 β￣细辛醚对肠癌增殖有抑制

作用和诱导肠癌细胞凋亡的作用[４]ꎮ 但关于 α￣细辛
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醚对食管癌的抗癌活性鲜有报道ꎮ 笔者在本研究中检

测线粒体凋亡通路相关蛋白 Ｃｙｔ￣ｃ、Ｓｍａｃ 及 Ｃａｓｐａｓｅ３
的表达情况ꎬ为 α￣细辛醚应用于食管癌治疗提供实验

基础ꎮ
１　 材料与方法　
１.１　 实验材料　 α￣细辛醚注射液(山西普德药业股份

有限公司ꎬ批号:２０１３０８ꎬ规格:２ ｍｇ)ꎻ人食管癌细胞系

Ｅｃａ￣１０９ 为南京凯基生物科技发展有限公司ꎬ批号:
ＫＧ１８９ꎻ ＲＰＭＩ１６４０ 培 养 液 ( Ｈｙｃｌｏｎｅ 公 司ꎬ 批 号:
ＭｙＧ０９１９)ꎻ新生小牛血清(杭州四季青生物工程材料

有限公司ꎬ批号:１５０４０２)ꎻ实时荧光定量聚合酶链反

应( ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎꎬ ＲＴ￣ＰＣＲ ) 试 剂 盒 ( Ｔａｋａｒａ 公 司ꎬ 批 号:
ＤＲＲ０４７Ｓ)ꎻ三氯甲烷、异丙醇及无水乙醇等均为国产

分析纯ꎮ 小鼠抗人 β￣ａｃｔｉｎ 单克隆抗体(Ｓａｎｔａ ｃｒｕｚꎬ批
号:ＳＣ￣８１１７８)ꎻ鼠多抗 Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｃ ( Ａｂｃａｍꎬ批号:
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ａｂ１１０３２５)ꎻ鼠多抗 Ｓｍａｃ(Ａｂｃａｍꎬ批号:ａｂ１１１８９３)ꎻ鼠
多抗 Ｃａｓｐａｓｅ３(Ａｂｃａｍꎬ批号:ａｂ１１９７９４)ꎻＨＲＰ 标记的

羊抗小鼠 ＩｇＧ(北京中杉金桥生物技术有限公司ꎬ批
号:ＺＢ２３０５)ꎻ预染蛋白参照物(ＰａｇｅＲｕｌｅｒＴＭ Ｐｒｅｓｔａｉｎｅｄ
Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｌａｄｄｅｒꎬ Ｆｅｒｍｅｎｔａｓꎬ 批 号: ＳＭ０６７１ )ꎻ ｅＥＣＬ
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ Ｋｉｔ 高灵敏度化学发光检测试剂盒(北京

康为世纪生物科技有限公司ꎬ批号:ＣＷ００４９)ꎮ
１.２　 方法　
１.２.１　 细胞培养　 Ｅｃａ￣１０９ 细胞用含 １０％胎牛血清的

ＲＰＭＩ １６４０ 培养液、３７ ℃、５％二氧化碳培养箱中培养ꎬ
实验取对数生长状态良好的细胞ꎬ２~３ ｄ 更换培养液ꎬ
３~４ ｄ 传代一次ꎮ
１.２.２　 免疫荧光染色检测细胞凋亡 　 用胰酶消化贴

壁生长的药物处理 ４８ ｈ 的 Ｅｃａ￣１０９ 细胞及经完全培养

基培养 ４８ ｈ 的阴性对照细胞ꎻ收集细胞ꎬ磷酸盐缓冲

液(ＰＢＳ) 洗涤细胞 ２ 次ꎬ离心 １ ５００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１ꎬ( ｒ ＝
３ ｃｍ)５ ｍｉｎꎬ弃去上清液ꎬ加入 ＰＢＳ ５０ μＬ 重悬ꎻ按吖

啶橙 /嗅乙啶(ＡＯ / ＥＢ)双染试剂盒说明书染色ꎬ吸取

混合液 １０ μＬꎬ滴于载玻片上ꎬ盖玻片封片ꎬ在 ５１０ ｎｍ
波长处激发荧光ꎬ倒置荧光显微镜下观察ꎮ 结果判定

标准为:活细胞核染色质着绿色并呈正常结构ꎻ早期凋

亡细胞ꎬ核染色质着绿色呈固缩状或圆珠状ꎮ 晚期凋

亡细胞ꎬ核染色质为橘红色并呈固缩状或圆珠状ꎻ非凋

亡的死亡细胞ꎬ核染色质为橘红色并呈正常结构[５￣６]ꎮ
１.２.３　 总 ＲＮＡ 的提取　 取对数生长期细胞ꎬ收集细胞５×
１０６个ꎬ加入预冷的 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂 １ ｍＬꎬ反复吹打细胞至透明

状ꎬ静 置 ５ ｍｉｎꎬ 分 离 核 酸 蛋 白 复 合 物ꎻ ４ ℃ꎬ
１２ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ５ ｍｉｎ(ｒ＝３ ｃｍ)ꎬ将上清液转移至新

的 １.５ ｍＬ ＥＰ 管中ꎮ 按 ０.２ ｍＬ 三氯甲烷􀏑１ ｍＬ Ｔｒｉｚｏｌ 比
例加入三氯甲烷ꎬ盖紧 ＥＰ 管盖ꎬ剧烈振荡混匀ꎬ直至呈乳

白状ꎬ无分相现象ꎻ室温静置５ ｍｉｎꎬ４ ℃ꎬ１２ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１

离心 １５ ｍｉｎ(ｒ＝３ ｃｍ)ꎻ匀浆液分为 ３ 层ꎬ把上清液水相液

小心转移至新的 ＥＰ 管ꎬ随后加入等体积异丙醇ꎬ颠倒混

匀ꎬ室温静置 １０ ｍｉｎꎻ４ ℃ꎬ１２ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心１５ ｍｉｎ(ｒ＝
３ ｃｍ)ꎻ弃去上清液ꎬ白色沉淀即为总 ＲＮＡꎮ 向含有沉淀

的 ＥＰ 管加入 １ ｍＬ、－２０ ℃预冷的 ７５％乙醇ꎬ轻轻颠倒混

匀ꎻ４ ℃ꎬ１２ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心５ ｍｉｎ(ｒ ＝ ３ ｃｍ)ꎻ除去上清

液ꎻ室温放置约 ４ ｍｉｎꎬ加入 ＲＮａｓｅ￣ｆｒｅｅ 水 ２０~３５ μＬ 溶解

ＲＮＡ 沉淀ꎬＲＮＡ 溶液保存在－８０ ℃冰箱ꎮ
１.２.４　 ＲＮＡ 的质量检测及 ｃＤＮＡ 的合成　 按照 １􀏑５０
的比例ꎬ用 ＲＮａｓｅ￣ｆｒｅｅ 水稀释 ＲＮＡ 样品ꎬ利用超微量

分光光度计测定样品在 ２６０ꎬ２８０ 及 ３２０ ｎｍ 下的吸光

度ꎬ计算其 Ａ２６０ / Ａ２８０的比值和 ＲＮＡ 浓度ꎮ ＲＮＡ 的浓度

(μｇ􀅰μＬ－１) ＝ (Ａ２６０ －Ａ３２０) ×稀释倍数× ０. ０４ꎬ理想的

ＲＮＡ 纯度 Ａ２６０ / Ａ２８０应在 １.８ ~ ２.２ 范围内ꎮ 取总 ＲＮＡ
浓度稀释至 １００ ｎｇ􀅰μＬ－１ꎬ反应体系 １０ μＬ:５×Ｐｒｉｍｅｒ
Ｓｃｒｉｐｔ Ｂｕｆｆｅｒ ２ μＬꎬＰｒｉｍｅ Ｓｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ ０.５ μＬꎬ
Ｏｌｉｇｏ ｄＴ Ｐｒｉｍｅｒ (５０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ) ０. ５ μＬꎬＲａｎｄｏｍ ６
ｍｅｒｓ(１００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１) ０. ５ μＬꎬＲＮＡ(１００ ｎｇ) ５ μＬꎬ
Ｒｎａｓｅ￣Ｆｒｅｅ 水 １.５ μＬꎬ反应条件:３７ ℃ １５ ｍｉｎꎬ８５ ℃
５ ｓꎬ逆转录合成 ｃＤＮＡꎮ
１.２.５　 ＰＣＲ 引物扩增　 引物序列见表 １ꎮ 将反转录获

得的 ｃＤＮＡ 溶液进行 １０ 倍稀释ꎬ反应体系 ２０ μＬ:２ ×
Ｕｌｔｒａ ＳＹＢＲ Ｍｉｘｔｕｒｅ １０ μＬꎬ上游引物和下游引物各

０.５ μＬꎬ模板 ｃＤＮＡ ２ μＬꎬＲｎａｓｅ￣Ｆｒｅｅ 水 ７ μＬꎮ 然后进行

实时 ＰＣＲ 反应:９５ ℃ 预变性 １０ ｍｉｎꎬ９５ ℃ 变性１５ ｓ、
６０ ℃退火 /延伸 １ ｍｉｎꎬ扩增 ４０ 个循环ꎮ 熔解曲线分析

从 ６０ ℃到 ９５ ℃ꎬ每升高 １ ℃测出一个荧光数值ꎮ 每个

样本重复 ３ 次ꎬ每个样本的 ＲＮＡ 含量均根据各自的 β￣
ａｃｔｉｎ 含量进行标准化ꎬ实验结果用相对定量 ２－△△Ｃｔ法分

析(△△Ｃｔ＝观察样本△Ｃｔ－对照样本△Ｃｔꎬ观察标本

△Ｃｔ＝观察样本目标基因 Ｃｔ－观察样本内参 Ｃｔꎬ对照样

本△Ｃｔ＝对照样本目标基因 Ｃｔ－对照样本内参 Ｃｔ)ꎮ
１.２.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测蛋白表达　 按实验分组培

养细胞ꎬ收获后用 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次ꎬ收集细胞ꎬ加组织细

胞 裂 解 液 置 冰 浴 裂 解 ５０ ｍｉｎꎬ ４ ℃ 离 心

(１４ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１)５ ｍｉｎ 后取上清液ꎬ去除细胞碎片ꎬ用
ＢＣＡ 试剂盒测定蛋白及内参浓度ꎬ常规聚丙烯酰胺凝胶

电泳ꎬ蛋白湿转法至聚偏二氟乙烯膜上ꎬ再至封闭液中

室温振摇 ２ ｈꎬ分别加入鼠多抗 Ｃｙｔ￣ｃ、Ｓｍａｃ 和 Ｃａｓｐａｓｅ３
抗体于 ４ ℃孵育过夜ꎬＴＢＳＴ 漂洗 １０ ｍｉｎ×３ 次ꎬ二抗为

用 ＨＲＰ 标记的羊抗鼠 ＩｇＧ 抗体(１􀏑１ ０００)ꎬ室温振摇

孵育 １ ｈꎬ漂洗后用电化学发光法(ＥＣＬ) 显色ꎬ室温孵

育 ３ ｍｉｎꎬ曝光照相ꎬ并计算灰度值ꎮ
表 １　 ＲＴ￣ＰＣＲ 引物序列　

Ｔａｂ.１　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＲＴ￣ＰＣＲ　

基因 引物序列 产物长度 / ｂｐ
β￣ａｃｔｉｎ ５′￣ＣＣＧＴＣＴＴＣＣＣＣＴＣＣＡＴＣＧ １５５

５′￣ＧＴＣＣＣＡＧＴＴＧＧＴＧＡＣＧＡＴＧＣ
Ｃｙｔ￣ｃ ５′￣ＴＴＧＣＡＣＴＴＡＣＡＣＣＧＧＴＡＣＴＴＡＡＧＣ ６２

５′￣ＡＣＧＴＣＣＣＣＡＣＴＣＴＣＴＡＡＧＴＣＣＡＡ
Ｓｍａｃ ５′￣ＴＧＴＧＡＣＧＡＴＴＧＧＣＴＴＴＧＧＡＧＴＡＡＣ １６１

５′￣ＴＴＣＡＡＴＣＡＡＣＧＣＡＴＡＴＧＴＧＧＴＣＴＧ
Ｃａｓｐａｓｅ３ ５′￣ＣＡＧＴＧＧＡＧＧＣＣＧＡＣＴＴＣＴＴＧ １０１

５′￣ＴＧＧＣＡＣＡＡＡＧＣＧＡＣＴＧＧＡＴ

１.３　 统计学方法　 实验数据采用 ＳＰＳＳ１７.０ 版统计软

件包进行统计学处理ꎬ计量资料以均数±标准差(ｘ±ｓ)
表示ꎬ用单因素方差分析进行检验ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差异

􀅰８２􀅰 Ｈｅｒａｌｄ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｖｏｌ􀆰 ３７ Ｎｏ􀆰 １ Ｊａｎｕａｒｙ ２０１８



有统计学意义ꎮ
２　 结果　
２.１　 细胞凋亡形态学观察　 α￣细辛醚处理细胞 ４８ ｈ
后ꎬ收集细胞ꎬ根据 ＡＯ / ＥＢ 双染说明书对细胞进行染

色ꎬ荧光倒置显微镜观察可见:阴性对照组细胞数量较

多ꎬ核染色质着绿色并呈正常结构ꎬ凋亡现象很少ꎻα￣
细辛醚处理组细胞出现不同程度的凋亡细胞形态ꎬ有
核染色质着绿色呈固缩状或圆珠状的早期凋亡细胞ꎻ
有核染色质为橘红色并呈固缩状或圆珠状的晚期凋亡

细胞(图 １)ꎮ
２.２　 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测结果 　 不同浓度 α￣细辛醚作用于

人食管癌 Ｅｃａ￣１０９ 细胞 ４８ ｈ 后ꎬ与阴性对照组比较ꎬα￣
细辛醚 ２５ꎬ５０ꎬ１００ μｇ􀅰ｍＬ－１组 Ｃｙｔ￣ｃ 基因的表达水平

分别为阴性对照组的 １.２４７ꎬ１.６５１ꎬ３.７７ 倍ꎻＳｍａｃ 基因

的表达水平分别为阴性对照组的 １.３２３ꎬ１. ６５ꎬ２. １３３
倍ꎻＣａｓｐａｓｅ３ 基因的表达水平分别为阴性对照组的

１.６１２ꎬ１.７２６ꎬ２.５６８ 倍ꎬ见表 ２ꎮ 与阴性对照组比较ꎬα￣
细辛醚 １００ μｇ􀅰ｍＬ－１组细胞的 Ｃｙｔ￣ｃ、Ｓｍａｃ ｍＲＮＡ 表

达均明显增加ꎬ２５ꎬ５０ꎬ１００ μｇ􀅰ｍＬ－１ 浓度组细胞的

Ｃａｓｐａｓｅ３ ｍＲＮＡ 表达均明显增加(Ｐ<０.０５)ꎮ
２.３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测结果 　 用不同浓度 α￣细辛

醚处理人食管癌 Ｅｃａ￣１０９ 细胞 ４８ ｈ 后ꎬＣｙｔ￣ｃ 的相对表

达量在 α￣细辛醚浓度为 １００ μｇ􀅰ｍＬ－１时明显增加ꎬ而
在 ２５ 和 ５０ μｇ􀅰ｍＬ－１时表达没有明显变化ꎻＳｍａｃ 的相

对表达在 ３ 个浓度组都有明显增加ꎬ且呈现浓度依赖

性ꎻＣａｓｐａｓｅ３ 的相对表达量在 α￣细辛醚浓度为 ５０ 和

１００ μｇ􀅰ｍＬ－１时明显增加ꎬ与阴性对照组比较差异有

统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ２ 和表 ３ꎮ
３　 讨论　

许多中草药及其提取物可通过诱导肿瘤细胞凋亡

发挥抗肿瘤作用[７]ꎮ 细胞凋亡受许多凋亡相关基因

的调控ꎮ 线粒体是真核细胞中重要的亚细胞结构ꎬ是

合成 ＡＴＰ、为细胞生命活动提供能量和维持内环境稳

态的重要场所ꎮ 线粒体功能缺陷可能导致细胞内信号

通路级联反应ꎬ启动细胞凋亡的发生ꎮ 细胞色素 Ｃ 及

Ｓｍａｃ 是在线粒体膜间最重要的两种凋亡促进因子[８]ꎮ
细胞色素 Ｃ 是第一种被发现由线粒体释放的促细胞

凋亡蛋白[９￣１０]ꎬ其主要通过两个途径诱导细胞凋亡:一
是 Ｃａｓｐａｓｅ 途径ꎬ当细胞受到刺激时ꎬＣｙｔ￣ｃ 释放入细胞

质ꎬ与凋亡蛋白酶激活因子 Ａｐａｆ￣１ 结合ꎬ启动 Ｃａｓｐａｓｅ￣９
形成全酶ꎬ然后裂解ꎬ导致 ｐｒｏ￣Ｃａｓｐａｓｅ￣９ 活化ꎬ激活下游

的 ｐｒｏ￣Ｃａｓｐａｓｅ３ 进入内源性和外源性凋亡途径的最后

通路最终导致细胞死亡ꎻ二是 Ｃａｓｐａｓｅ 非依赖途径ꎬ该途

径目前还不完全清楚ꎬ可能与 ｂａｘ 有关ꎮ Ｓｍａｃ 是 ２０００
年 ＤＵ 等[１１]发现一种新型线粒体膜间隙蛋白ꎬ在细胞发

生凋亡时依赖 Ｃｙｔ￣ｃ 的释放入细胞质ꎬ继而也从线粒体

释放入细胞质ꎬ通过解除凋亡抑制蛋白对 Ｃａｓｐａｓｅ３ꎬ７ꎬ９
的作用而诱导凋亡ꎬ尤其是 Ｃａｓｐａｓｅ３ 在凋亡级联反应中

处于核心地位[１２￣１３]ꎮ Ｃａｓｐａｓｅ３ 是细胞凋亡过程中激活

的关键酶ꎬ也是细胞凋亡的主要效应分子[１４]ꎮ
本研究结果发现不同浓度 α￣细辛醚可诱导人食

管癌 Ｅｃａ￣１０９ 细胞凋亡ꎮ 荧光倒置显微镜观察细胞形

态发生改变ꎬ提示细胞发生凋亡ꎬＲＴ￣ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测发现药物处理组细胞特别是 α￣细辛醚为

１００ μｇ􀅰ｍＬ－１时ꎬ线粒体 Ｃｙｔ￣ｃ、Ｓｍａｃ 表达明显增加ꎬ
从线粒体膜间隙向细胞质内释放ꎬ经线粒体 Ｃａｓｐａｓｅ
依赖凋亡通路诱导食管癌细胞凋亡ꎬ细胞色素 Ｃ 释放

进入细胞质中ꎬ作用于 Ｃａｓｐａｓｅ 家族ꎬ形成 Ｃａｓｐａｓｅ 级

联反应ꎮ Ｃｙｔ￣ｃ、 Ｓｍａｃ ｍＲＮＡ 及蛋白的高表达ꎬ引起

Ｃａｓｐａｓｅ ３ ｍＲＮＡ 和蛋白的高表达ꎬ从而诱导细胞发生

凋亡ꎮ 从本研究结果也看出ꎬα￣细辛醚为２５ μｇ􀅰ｍＬ－１

时ꎬ其诱导食管癌细胞凋亡的作用不是很明显ꎬＣｙｔ￣ｃ
和 Ｓｍａｃ 的表达虽有所增加ꎬ但差异不明显ꎬ而当 α￣细
辛醚逐渐加大至终浓度 １００ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ其诱导凋亡的

Ａ.阴性对照组ꎻＢ.２５ μｇ􀅰ｍＬ－１α￣细辛醚组ꎻＣ.５０ μｇ􀅰ｍＬ－１α￣细辛醚组ꎻＤ.１００ μｇ􀅰ｍＬ－１α￣细辛醚组

图 １　 人食管癌 Ｅｃａ￣１０９ 细胞 ＡＯ / ＥＢ 双染荧光染色结果(ＡＯ / ＥＢ 染色ꎬ×４００) 　
Ａ.ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻＢ.２５ μｇ􀅰ｍＬ－１α￣ａｓａｒｏｎｅ ｇｒｏｕｐꎻＣ.５０ μｇ􀅰ｍＬ－１α￣ａｓａｒｏｎｅ ｇｒｏｕｐꎻＤ.１００ μｇ􀅰ｍＬ－１α￣ａｓａｒｏｎｅ ｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇ.１　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＡＯ / ＥＢ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｄｏｕｂｌｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｎ Ｅｃａ￣１０９ ｃｅｌｌｓ(ＡＯ / ＥＢ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ×４００) 　
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　 　 表 ２　 α￣细辛醚干预人食管癌 Ｅｃａ￣１０９ 细胞 ４８ ｈ 后 Ｃｙｔ￣ｃ、
Ｓｍａｃ 和 Ｃａｓｐａｓｅ３ ｍＲＮＡ 的相对表达　

Ｔａｂ.２　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｙｔ￣ｃ、Ｓｍａｃ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ３
ｍＲＮＡ ｉｎ Ｅｃａ￣１０９ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ α￣ａｓａｒｏｎｅ ｆｏｒ ４８ ｈ　

ｘ±ｓꎬｎ＝ ３

组别
Ｃｙｔ￣ｃ ｍＲＮＡ /

β￣ａｃｔｉｎ
Ｓｍａｃ ｍＲＮＡ /

β￣ａｃｔｉｎ
Ｃａｓｐａｓｅ３ ｍＲＮＡ /

β￣ａｃｔｉｎ
阴性对照组 １.００±０.０２ １.０１±０.０２ １.００±０.１１
α￣细辛醚

　 ２５ μｇ􀅰ｍＬ－１组 １.２４７±０.４２ １.３２３±０.２０ １.６１２±０.１０∗１

　 ５０ μｇ􀅰ｍＬ－１组 １.６５１±０.６７ １.６５０±０.５５ １.７２６±０.２３∗１

　 １００ μｇ􀅰ｍＬ－１组 ３.７７±１.０７∗１ ２.１３３±０.５７∗１ ２.５６８±０.１９∗１

　 　 与阴性对照组比较ꎬ∗１Ｐ<０.０５
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗１Ｐ<０.０５

　 　 图 ２　 α￣细辛醚不同浓度组处理人食管癌 Ｅｃａ￣１０９ 细胞

４８ ｈ后 Ｃｙｔ￣ｃ、Ｓｍａｃ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ３ 的表达　
Ｆｉｇ.２ 　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｙｔ￣ｃꎬＳｍａｃ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ３ ｉｎ Ｅｃａ￣

１０９ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ α￣ａｓａｒｏｎｅ ｆｏｒ ４８ ｈ　

表 ３　 不同浓度 α￣细辛醚处理 Ｅｃａ￣１０９ 细胞 ４８ ｈ 后 Ｃｙｔ￣ｃ、
Ｓｍａｃ 和 Ｃａｓｐａｓｅ３ 的相对表达　

Ｔａｂ.３　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｙｔ￣ｃꎬＳｍａｃ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ３
ｉｎ Ｅｃａ￣１０９ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ α￣ａｓａｒｏｎｅ ｆｏｒ
４８ ｈ　 ｘ±ｓꎬｎ＝ ３

组别
Ｃｙｔ￣ｃ /
β￣ａｃｔｉｎ

Ｓｍａｃ /
β￣ａｃｔｉｎ

Ｃａｓｐａｓｅ３ /
β￣ａｃｔｉｎ

阴性对照组 ０.６５３±０.０３６ ２.０６９±０.３０６ ２.１６２±０.１２２
α￣细辛醚

　 ２５ μｇ􀅰ｍＬ－１组 ０.６３２±０.０１５ ４.９９９±０.１１７∗１ ２.０９８±０.１５５
　 ５０ μｇ􀅰ｍＬ－１组 ０.７２１±０.０３７ ６.００９±０.３０７∗１ ３.１７７±０.１１１∗１

　 １００ μｇ􀅰ｍＬ－１组 １.４９３±０.０５７∗１ １１.０１５±０.３０５∗１ ３.９５５±０.１８９∗１

　 　 与阴性对照组比较ꎬ∗１Ｐ<０.０５
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗１Ｐ<０.０５

形态改变越来越明显ꎬ具有浓度依赖性ꎻ且 Ｃｙｔ￣ｃ、Ｓｍａｃ
和 Ｃａｓｐａｓｅ３ 的表达在终浓度 １００ μｇ􀅰ｍＬ－１时与阴性

对照组比较差异均有统计学意义ꎮ
综上所述ꎬα￣细辛醚处理组细胞 Ｃｙｔ￣ｃ、 Ｓｍａｃ 和

Ｃａｓｐａｓｅ３ 基因的表达增加ꎬ提示 α￣细辛醚可能通过上

调线粒体凋亡通路相关蛋白 Ｃｙｔ￣ｃ、Ｓｍａｃ 和 Ｃａｓｐａｓｅ３
的表达诱导食管癌 Ｅｃａ￣１０９ 细胞的凋亡ꎬ但其作用机

制尚不明确ꎬ有待研究ꎮ
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