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木香内酯对结肠癌细胞增殖和凋亡的影响 
    

吴仁瑞，刘华峰，汪琛，钟琼(赣州市人民医院肿瘤科，江西 赣州 341000) 
 

摘要：目的  探讨木香内酯(micheliolide，MCL)对结肠癌细胞增殖和凋亡的作用及潜在机制。方法  通过腹腔注射致癌

剂氧化偶氮甲烷(azoxymethane，AOM)和饮用致炎剂葡聚糖硫酸钠(dextran sodium sulfate，DSS)构建 AOM/DSS 小鼠结肠

癌模型，分别给予尾静脉注射 2.5 mg·kg−1 顺铂、MCL 0，10，20，50 mg·kg−1，连续 30 d 记录小鼠存活率。取肿瘤组织，

称肿瘤质量。免疫组化检验小鼠肿瘤组织 Ki67 和胱天蛋白酶 3(caspase-3)蛋白表达水平，Western blotting 检测小鼠肿瘤组

织 PTEN 蛋白表达量；结肠癌细胞系 SW620 分别用含 10 µmol·L‒1 顺铂、MCL 0，2.5，5，10 µmol·L‒1 培养基培养，或

转染 siPTEN 后在 MCL 0 和 10 µmol·L‒1培养基培养。BrdU 细胞增殖试验检测细胞增殖，流式细胞术检测细胞凋亡，Western 

blotting 检测细胞增殖抗原(Ki67、PCNA)、细胞凋亡相关蛋白(cleaved caspase-3、Bcl-2、Bax)及 PTEN 蛋白表达量。结果  

与模型组相比，MCL 增加小鼠生存率，减轻肿瘤质量，增加抑瘤率，上调 PTEN 蛋白表达，减少 Ki67 阳性细胞，增加

caspase-3 阳性细胞(P<0.05 或 P<0.01)；与对照组相比，MCL 降低结肠癌细胞 BrdU 阳性细胞百分比，下调 Ki67 和 PCNA

的表达量，增加细胞凋亡率，下调 Bcl-2 的表达量，上调 Bax、cleaved caspase-3 和 PTEN 的表达(P<0.05 或 P<0.01)；抑

制 PTEN 表达能逆转 MCL 对 SW620 细胞增殖和凋亡的作用(P<0.01)。结论  MCL 抑制结直肠癌细胞增殖并诱导细胞凋

亡，这与上调 PTEN 表达有关。 
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Effect of Micheliolide on Proliferation and Apoptosis of Colon Cancer Cells 
 
WU Renrui, LIU Huafeng, WANG Chen, ZHONG Qiong(Department of Oncology, Ganzhou People’s Hospital, 
Ganzhou 341000, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To explore the effects of micheliolide(MCL) on the proliferation and apoptosis of colon cancer 
cells and its potential mechanism. METHODS  Azoxymethane(AOM)/dextran sodium sulfate(DSS) mouse colon cancer model 
was established by intraperitoneal injection of AOM and DSS. The mice were injected with cisplatin 2.5 mg·kg−1, 0, 10, 20 and 
50 mg·kg−1 of MCL into the tail vein, respectively, and the survival rate was recorded for 30 d. Tumor tissues were taken and the 
tumors were weighed. Ki67 and caspase-3 protein expression levels in mouse tumor tissues were examined by 
immunohistochemistry, and PTEN protein expression in mouse tumor tissues was detected by Western blotting. Colon cancer cell 
line SW620 was cultured in medium containing cisplatin 10 µmol·L‒1, MCL 0, 2.5, 5, 10 µmol·L‒1, or transfected with siPTEN 
in MCL 0 and 10 µmol·L‒1, respectively. Cell proliferation was detected by BrdU cell proliferation assay, apoptosis was detected 
by flow cytometry, and cell proliferation antigen(Ki67, PCNA), apoptosis-related protein(cleaved caspase-3, Bcl-2, Bax) and 
PTEN protein expression were detected by Western blotting. RESULTS  Compared with the model group, MCL increased the 
survival rate of mice, reduced tumor weight, increased tumor inhibition rate, up-regulated PTEN protein expression, decreased 
Ki67 positive cells, and increased caspase-3 positive cells(P<0.05 or P<0.01). Compared with the control group, MCL decreased 
the percentage of BrdU-positive cells, down-regulated the expression of Ki67 and PCNA, increased the apoptosis rate, 
down-regulated the expression of Bcl-2, and up-regulated the expression of Bax, cleaved caspase-3 and PTEN in colon cancer 
cells(P<0.05 or P<0.01). Inhibition of PTEN expression could reverse the effects of costunolide on SW620 cell proliferation and 
apoptosis(P<0.01). CONCLUSION  MCL inhibits the proliferation and induces apoptosis of colorectal cancer cells, which is 
related to the up-regulation of PTEN expression. 
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结肠癌是最常见的消化道肿瘤之一，根据全

球癌症数据显示，2018 年新增结肠癌 1 096 601 例，

总死亡数达 551 269 例[1]。尽管癌症预防和早期筛

查已经大大降低了结肠癌的发病率和死亡率，但

有证据表明结直肠癌在年轻患者(<50 岁)中的发病

率有所增加[2]，结直肠癌仍然是威胁人类健康的重

要癌种之一。木香内酯(micheliolide，MCL)是一种

提取于木香等菊科植物的半萜烯内酯类小分子化

合 物 ， 化 学 式 为 C15H20O3 ， 是 小 白 菊 内 酯

(parthenolide，PTL)衍生物[3]，具有比 PTL 更稳定

的化学结构。MCL 具有抗氧化和减轻炎症反应的

作用[4]，近年来研究还发现 MCL 具有抗肿瘤作用，

如对胃癌[5]、卵巢癌[6]、胶质瘤[7]、肺癌[8]和乳腺癌
[9]均有一定程度的治疗效果[10]。且已有研究表明，

MCL 通过抑制炎症来减轻氧化偶氮甲烷/葡聚糖

硫 酸 钠 盐 (azoxymethane/dextran sulfate sodium 
salt，AOM/DSS)诱导的结直肠癌发生[11]，但其对

结肠癌细胞增殖和凋亡的影响尚不清楚。本研究

以结肠癌细胞 SW620 及结肠癌模型小鼠为研究对

象，探究了 MCL 对结肠癌细胞增殖和凋亡的作用

及分子机制。 
1  材料 
1.1  试药 

MCL( 南 京 春 秋 生 物 有 限 公 司 ， 货 号 ：

68370-47-8；含量≥98%)，用 1%羧甲基纤维素钠

溶解；顺铂(浙江联硕生物科技有限公司，货号：

PHR1624；规格：100 mg；含量≥98%)，用生理

盐水溶解。 
1.2  动物   

SPF 级 BALB/c 小鼠，6~8 周龄，♂，体质量

18~20 g，购于北京维通利华实验动物公司，实验

动物生产许可证号：北京百善 SCXK(京 )2016- 
0006。实验大鼠在温度(25±1)℃、湿度 50%左右、

光/暗为 12/12 的动物饲养室，予普通饲料适应性

喂养 1 周。 
1.3  试剂和细胞   

CCK-8 细胞计数试剂盒(美国 ZETA LIFE 公

司，货号：K009-500)；胎牛血清(批号：12662011)，
DMEM 培养基(批号：670087)和胰蛋白酶(批号：

90057)均购于美国赛默飞世尔科技有限公司；结肠

癌细胞系 SW620(货号：TCHu101)购自中国科学院

细胞库；正常人结肠成纤维细胞 CCD-18Co(货号：

CL-0591)购自武汉普诺赛生命科技有限公司；

BCA 试剂盒(货号：P0012)购自碧云天生物科技公

司；caspase-3 抗体、cleaved caspase-3 抗体、PTEN
抗体、β-actin 抗体、山羊抗兔二抗、Alexa Fluor® 
488 荧光 Anti-BrdU 抗体均购自英国 Abcam 公司，

货号分别为 ab184787，ab32042，ab109454，ab8227，

ab6721，ab220074；ECL 发光试剂盒(Absin 公司，

货号：abs920)；LipofectamineTM 2000 转染试剂盒

(赛默飞世尔公司，批号：11668019)。 
1.4  仪器   

BD FACSCalibur 流式细胞仪(美国 BD 公司)；
Bio-Rad imark 全自动酶标仪、Bio-Rad 凝胶成像系

统 SYSTEM GelDoc XR+、Bio-Rad 小型垂直电泳

转印系统 1658033 均购于上海 BIO-RAD 公司。 
2  方法 
2.1  小鼠结肠癌模型建立及分组  

参考文献的结肠癌造模方法[11]：50 只 BALB/c
小鼠腹腔注射 10 mg·kg−1 致癌剂 AOM，正常饮食

喂养 5 d 后，再以 DSS 处理 2 个周期，每个周期

包含 7 d 2.5% DSS 处理期和 14 d 恢复期。定期观

察小鼠的全身状况，在此期间，小鼠全部存活，

全部患结肠癌。然后将其分为 5 组，分别每天给

予尾静脉注射 2.5 mg·kg−1顺铂(阳性对照药物)、等

量的 1%羧甲基纤维素钠(阴性对照)，不同浓度

MCL(10，20，50 mg·kg−1)[11]，连续 30 d，并记录

小鼠存活率。30 d 后，静脉注射戊巴比妥钠安乐

处死小鼠，收集肿瘤组织供后续实验研究。 
2.2  免疫组化检验小鼠瘤组织 Ki67 和 caspase-3
表达   

按“2.1”项下方法处理小鼠的瘤组织，称重后

用体积分数 10%中性福尔马林固定。分别用体积分

数 30%，50%，70%，80%，95%和无水乙醇脱水 2 h，

然后用二甲苯处理 1 h，脱水后的组织浸蜡 4 h 后包

埋切片。切片放入 65 ℃恒温箱中干燥烤片 1 h，常

温保存。二甲苯脱蜡，梯度酒精复水，3%过氧化氢

37 ℃孵育 15 min 以阻断内源过氧化物酶，再置于

0.01 mol·L−1 枸橼酸缓冲液水煮修复。一抗孵育过

夜，PBS 冲洗，二抗孵育，PBS 冲洗，DAB 反应

染色，冲洗。苏木素复染，干燥封片拍照。 
2.3  细胞培养   

正常人结肠成纤维细胞 CCD-18Co 和结肠癌

细胞 SW260 在 37 ℃，5% CO2 和含 10% 胎牛血清
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的 DMEM 培养基中培养。待细胞贴壁生长形成致

密细胞层时，利用胰蛋白酶消化，取生长状态良

好的对数期细胞进行实验。CCD-18Co 细胞和结肠

癌细胞 SW620 用含顺铂 10 µmol·L‒1 和 MCL 2.5，

5，10 µmol·L‒1 培养基培养 48 或 72 h。 
2.4  CCK8 法检测细胞存活率   

将结肠癌 SW260 细胞接种于 96 孔板，分别

加入含 MCL 终浓度为 0，2，4，6，8，10，12，

14，16，18，20 µmol·L‒1 的细胞培养基 200 μL，

各孔加入 20 μL CCK-8 溶液，避光培养 48 h，培

养完成后酶标仪检测 450 nm 处细胞的吸光值(A)。 
2.5  BrdU 法检测细胞增殖   

按“2.3”项下处理细胞置于 37 ℃，含 5% CO2

的孵箱中培养 72 h，待细胞密度约至 50%~60%左

右，计数 BrdU 阳性细胞和蓝染细胞核数目，BrdU
阳性细胞所占百分比(%)=BrdU 阳性细胞数/总细

胞数目×100%。 
2.6  Western blotting 检测相关蛋白表达   

取“2.1”项下小鼠瘤组织和“2.3”项下处理

后的 SW620 细胞，用含 1%PMSF 裂解液裂解，然

后在低温高速离心机中离心后取上清液，BCA 法

测定蛋白质浓度并变性，制备 8%的 SDS-聚丙烯

酰胺凝胶电泳，转至硝酸纤维膜上，室温封闭 2 h，

4 ℃敷一抗过夜，洗涤后敷二抗，洗净后，ECL
增强发光试剂显色，于凝胶成像系统曝光，显影

定影后观察结果。以β-actin 为内参蛋白，使用

Quantity One 软件分析 5 组细胞中细胞增殖抗原

Ki67 和 PCNA、细胞凋亡相关目标蛋白 Bax、Bcl-2、

cleaved caspase-3 及 PTEN 蛋白表达水平。 
2.7  流式细胞术检测细胞凋亡   

按“2.3”项下培养细胞 48 h 后收集 5 mL 细

胞液于试管中，试管中加入 400 µL 的 1× Binding 
Buffer、5 μL FITC Annexin V，室温孵化 15 min 后

加入 5 μL 的 PI，在流式细胞仪中检测各组细胞的

凋亡百分比。 
2.8  siRNA 对 PTEN 基因表达的影响 

经胰蛋白酶消化的 SW620 细胞接种于 6 孔

板，转染前 1 d 更换培养液(不含抗菌药物)，待细

胞达 70%~90%的密度时利用。LipofectamineTM 

2000 转染试剂盒将合成的 siPTEN 转染入 SW620
细胞，转染步骤严格按照试剂盒说明书进行，收

集转染 48 h 的细胞用于实验研究。 

2.9  统计学分析   
采用 SPSS 20.0 和 Graphpad Prism 5.0 软件进行

统计分析，计量资料使用 x s± 表示，组间差异采

用单因素方差分析，P<0.05 为差异具有统计学意义。 
3  结果 
3.1  MCL 对小鼠结肠癌的作用   

与模型组相比，MCL 各剂量组和顺铂组小鼠

生存率明显增加，肿瘤质量明显减轻(P<0.05 或

P<0.01)，抑瘤率明显增加，PTEN 蛋白表达明显

上调(P<0.05 或 P<0.01)，Ki67 阳性细胞明显减

少(P<0.05 或 P<0.01)，caspase-3 阳性细胞明显

增加(P<0.05 或 P<0.01)。结果见图 1。 
3.2  MCL 对结肠癌 SW260 细胞增殖的影响   

浓度<10 μmol·L−1 的 MCL 对 CCD-18Co 细胞

的存活率无明显影响，浓度≥12 μmol·L−1 的 MCL
会 使 CCD-18Co 细 胞 存 活 率 降 低 (P<0.05 或

P<0.01)；但 MCL 浓度≥6 μmol·L−1 时明显降低

SW620 细胞存活率(P<0.05 或 P<0.01)，且随 MCL
的 浓 度 上 升 ， 细 胞 毒 性 增 加 。 为 排 除 药 物 对

CCD-18Co 细胞的不良反应，选取浓度<12 μmol·L−1

的 MCL 继续实验。与对照组相比，不同浓度的

MCL 和顺铂处理后视野内 BrdU 阳性 SW620 细

胞百分比明显下降(P<0.05 或 P<0.01)，Ki67 和

PCNA 的表达量明显下调(P<0.05 或 P<0.01)。结

果见图 2。 
3.3  MCL 对结肠癌 SW260 细胞凋亡的影响   

与对照组相比，不同剂量的 MCL 和顺铂处理后

SW620 细胞凋亡率明显增加(P<0.05 或 P<0.01)，
Bcl-2 的表达量明显下调(P<0.05 或 P<0.01)，Bax
和 cleaved caspase-3 的表达明显上调(P<0.05 或

P<0.01)。结果见图 3。 
3.4  PTEN 过表达对 MCL 致结肠癌细胞增殖和凋

亡作用的影响   
与对照组相比，不同剂量的 MCL 组 SW620 细

胞 PTEN 的表达明显上调(P<0.05 或 P<0.01)，

siPTEN 组 SW620 细胞 PTEN 的表达明显下调

(P<0.05)，BrdU 阳性细胞百分比明显升高(P<0.05)，
凋亡率明显降低(P<0.05)；与 MCL(10 µmmol·L−1)
组相比，MCL+siPTEN 组 SW620 细胞 PTEN 的

表达明显下调(P<0.01)，BrdU 阳性细胞百分比明

显升高(P<0.01)，凋亡率明显降低(P<0.01)。结果

见图 4。 
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图 1  木香内酯对小鼠结肠癌抑制作用(n=10)  
A−肿瘤质量；B−小鼠生存率；C−Western blotting 检测 PTEN 蛋白表达水平；D−免疫组化检测 Ki67、cleaved caspase-3 表达水平；与模型组相比，
1)P<0.05，2)P<0.01。 
Fig. 1  Inhibitory effect of micheliolide on colon cancer in mice(n=10) 
A−tumor weight; B−mouse survival rate; C−PTEN protein expression level detected by Western blotting; D−Ki67 and cleaved caspase-3 expression level 
detected by immunohistochemistry; compared with model group,1)P<0.05, 2)P<0.01. 

 

 
 

图 2  木香内酯对结肠癌细胞存活和增殖的影响(n=10) 
A−CCK8 法检测细胞存活率；B−BrdU 法检测细胞增殖；C−Western blotting 检测 Ki67 和 PCNA 蛋白表达水平；与对照组相比，1)P<0.05，2)P<0.01。 
Fig. 2  Effect of micheliolide on the survival and proliferation of colon cancer cells(n=10) 
A−cell survival rate was measured by CCK8 method; B−Cell proliferation was detected by BrdU method; C−Ki67 and PCNA protein expression levels 
were detected by Western blotting; Compared with control group,1)P<0.05, 2)P<0.01. 
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图 3  木香内酯对结肠癌细胞凋亡的影响(n=10)  
A−流式检测细胞凋亡率；B−Western blotting 检测 Bcl-2、Bax 和 cleaved caspase-3 蛋白表达水平；与对照组相比，1) P<0.05，2)P<0.01。 
Fig. 3  Effect of micheliolide on apoptosis of colon cancer cells(n=10) 
A−apoptosis rate was detected by flow cytometry; B−Bcl-2, Bax and cleaved caspase-3 protein expression levels were detected by Western blotting; 

Compared with control group,1)P<0.05, 2)P <0.01. 
 

 
 

图 4  PTEN 过表达对木香内酯对结肠癌细胞增殖和凋亡作用的影响(n=10) 
A~B−Western blotting 检测 PTEN 蛋白的表达水平；C−BrdU 法检测细胞增殖；D−流式检测细胞凋亡；与对照组相比，1)P<0.05，2)P<0.01；与

MCL10 µmol·L−1 组相比，3)P<0.01。 
Fig. 4  Effect of PTEN overexpression on the effect of micheliolide on proliferation and apoptosis of colon cancer cells(n=10) 
A-B−PTEN protein expression level detected by Western blotting; C−cell proliferation detected by BrdU method; D−apoptosis detected by flow cytometry; 
Compared with the control group, 1)P<0.05，2)P<0.01; compared with the MCL(10 µmol·L−1) group, 3)P<0.01. 
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4  讨论 
本研究体内试验结果表明，MCL 能减轻结肠

癌肿瘤质量，延长结肠癌小鼠生存期。目前，结

直肠癌主要借助包括铂类药物为主的化疗联合或

不联合靶向药物进行治疗[11]，在临床上取得了较

大的进展，结合结直肠癌的预防和早期筛查，已

经大大降低了结直肠癌的发病率和死亡率[12]。但

是，铂类药物易引起较强不良反应并容易产生耐

药，严重影响预后效果[13]。而 MCL 是以 PTL 为

原料合成的倍半萜内酯类化合物，也存在于菊科

植物中药木香中，其不良反应小。且本文研究结果

显示，相同浓度的 MCL 对正常人结肠成纤维细胞

CCD-18Co 不良反应比结肠癌细胞 SW260 的小。 
结肠癌的发展与结肠癌细胞的快速无限增殖

和有序凋亡的抑制密切相关，有效抑制结肠癌细

胞的增殖并诱导结肠癌细胞凋亡可以有效预防

结肠癌的发展。如肉桂醛(E)能抑制结肠癌细胞

增殖并诱导凋亡，是一种具有发展潜力的抗结肠癌

药物[14]。本研究结果表明，MCL 能抑制结肠癌

SW260 细胞增殖，诱导细胞凋亡，并下调 Ki67、

增殖细胞核抗原、Bcl-2 蛋白表达，上调剪切的

caspase-3、Bax 和 PTEN 蛋白表达。 
PTEN 抑 癌 基 因 位 于 人 类 第 十 号 染 色 体

10q23.31，它编码具有磷脂和蛋白质的双重磷脂酶

活性的 PTEN 蛋白，PTEN 蛋白能促进 PIP2 向 PIP3
的转化发生逆转，从而阻断 AKT 及其下游激酶活

性，进而抑制 PI3K/AKT 信号通路，防止细胞过度

增殖[15-17]。此外，PTEN 基因的抗癌功能还表现为

选择性抑制有丝分裂原激活蛋白激酶 MAPK 调节

细胞增殖分化和凋亡[18]。PTEN 的表达下调在包括

结直肠癌在内的许多癌症的发生、发展及转移过

程中起着重要作用[19]。Zhang 等[20]利用免疫组化

研究原发性结直肠癌手术标本组织细胞，发现随

着肿瘤的浸润和转移，PTEN 蛋白表达下降，且

PTEN 基因表达与肿瘤病理特征具有明显相关性。

PTEN 基因的表达本身具有成为治疗大肠癌靶点

的价值。在本研究中，抑制结肠癌细胞 SW260 的

PTEN 基因的表达使 PTEN 蛋白表达下调，导致细

胞增殖水平上升，细胞凋亡水平下降。同时发现，

抑制 PTEN 基因逆转了 MCL 对结肠癌 SW260 细

胞增殖和凋亡的作用。 
综上所述，MCL 抑制结直肠癌细胞增殖并诱

导细胞凋亡，这与上调 PTEN 表达有关。这为 MCL

的利用提供了新的参考数据，为结肠癌的治疗奠

定了新的基础。 
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