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Abstract
AIM: To investigate the effects of paeonol alone 
or in combination with 5-fluorouracil (5-FU) 
on the proliferation and apoptosis of human 
esophageal carcinoma EC9706 cells.

METHODS: Six different concentrations of pae-
onol (7.81, 15.63, 31.25, 62.50, 125.00 and 250.00 
mg/L, respectively), three different concentra-
tions of 5-FU (12.50, 25.00 and 50.00 mg/L, 
respectively), and paeonol (31.25 mg/L) in com-
bination with 5-FU (12.50 mg/L) were used to 
treat EC9706 cells for different durations (24, 48 
and 72 h). Untreated EC9706 cells were used as 
the control group. The proliferation of EC9706 
cells was detected by methyl thiazolyl tetrazo-
lium (MTT) assay after treatment for different 
durations. After treatment of EC9706 cells with 
paeonol at concentrations of 31.25, 62.50, 125.00 

and 250.00 mg/L for 72 hours, the cell cycle was 
analyzed by flow cytometry; cell morphological 
changes were observed using an inverted micro-
scope; the morphology of apoptotic cells was ob-
served by HE staining and light microscopy. The 
expression of apoptosis-associated proteins Bcl-2 
and Bax was detected by immunocytochemistry 
after treatment of EC9706 cells with paeonol 
(31.25 mg/L) and 5-FU (12.50 mg/L), alone or in 
combination, for 48 hours. 

RESULTS: Paeonol or 5-FU could significantly 
inhibit the proliferation of EC9706 cells in a 
concentration- and time-dependent manner 
(both P < 0.05). Paeonol in combination with 
5-FU showed more significant inhibitory ef-
fects on the proliferation of EC9706 cells when 
compared with paeonol or 5-FU alone (both P < 
0.05). Paeonol (125.00 mg/L) treatment altered 
the cell cycle distribution of EC9706 cells: the 
percentages of cells in G0/G1 and G2/M phases 
decreased, while that of cells in S phase in-
creased (G0/G1 phase: 21.18% ± 2.28% vs 62.17% 
± 5.23%; G2/M phase: 0.76% ± 0.54% vs 9.92% 
± 3.10%; S phase 78.06% ± 2.82% vs 27.91% ± 
2.13%; all P < 0.05). Typical apoptotic changes 
were observed in EC9706 cells treated with 
paeonol. Both paeonol and 5-FU down-regulat-
ed the expression of Bcl-2 and up-regulated the 
expression of Bax, which was especially promi-
nent in the combination group (2.21 ± 0.14 vs 
5.67 ± 0.30 and 4.22 ± 0.34; 8.55 ± 0.33 vs 3.90 ± 
0.27 and 6.28 ± 0.26, all P < 0.05). 

CONCLUSION: Paeonol can significantly 
inhibit the proliferation and induce the apop-
tosis of human esophageal carcinoma EC9706 
cells. Paeonol in combination with 5-FU shows 
a synergistic effect in suppressing the prolifer-
ation and promoting the apoptosis of EC9706 
cells. 
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■背景资料
丹皮酚是牡丹皮
的主要活性成分, 
具有广泛的药理
活性, 包括解热、
镇 痛 、 抗 菌 消
炎、抗动脉粥样
硬化、抑制血小
板聚集及增强细
胞免疫功能和抗
氧化作用. 近年来
研究发现, Pae有
一定的抗肿瘤活
性, 体外实验发现
他对多种肿瘤细
胞株有增殖抑制
作用, 灌胃给药对
小鼠肝肿瘤有抑
制作用.

■同行评议者
马大烈, 教授, 上
海第二军医大学
长海医院病理科
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摘要
目的: 探讨丹皮酚(paeonol, Pae)单独及联合
5-FU对人食管癌EC9706细胞的增殖抑制及凋
亡诱导作用.

方法:  采用6种浓度的P a e(7.81、15.63、
31.25、62.50、125.00、250.00 mg/L)、3种
浓度的5-FU(12.50、25.00、50.00 mg/L)及
Pae(31.25 mg/L)和5-FU(12.50 mg/L)联合分别
处理EC9706细胞24、48、72 h, 同时设对照组
(细胞不做处理), 采用MTT法检测各个时间段
细胞的增殖情况; 采用流式细胞术检测4种浓
度的Pae(31.25、62.50、125.00、250.00 mg/L)
处理EC9706细胞72 h后细胞周期的变化; 倒置
显微镜下观察各Pae组细胞各时间段形态学变
化, HE染色光镜下观察凋亡细胞; 采用免疫细
胞化学法检测经Pae(31.25 mg/L)、5-FU(12.50 
mg/L)单独和联合作用48 h后细胞中凋亡相关
蛋白Bcl-2及Bax的表达. 

结果: Pae、5-FU可明显抑制EC9706细胞增
殖, 并随着浓度的增加和作用时间的延长而
增强(P <0.05), Pae与5-FU联合用药比单用Pae
或5-FU抑制效果更明显(P <0.05); Pae作用后
E C9706细胞中G0/G1期和G2/M期细胞比例
下降, S期细胞比例上升(Pae 125.00 mg/L组: 
G0/G1期21.18%±2.28% vs  62.17%±5.23%、

G2/M期0.76%±0.54% vs  9.92%±3.10%、

S期78.06%±2.82% vs  27.91%±2.13%, 均
P <0.05); HE染色光镜下可见典型的肿瘤细胞
凋亡改变; Pae、5-FU可下调EC9706细胞中
Bcl-2蛋白表达, 同时增强EC9706细胞中Bax
蛋白的表达, 联合用药组较单药组作用更为明
显(2.21±0.14 vs  5.67±0.30, 4.22±0.34; 8.55
±0.33 vs  3.90±0.27, 6.28±0.26, 均P <0.05).

结论: Pae可明显抑制人食管癌EC9706细胞的
增殖, 促进其凋亡, Pae联合5-FU作用更为明显.

关键词: 丹皮酚; 5-氟尿嘧啶; 食管癌; 增殖; 凋亡; 

Bcl-2; Bax
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0  引言

食管癌是世界上最常见的六大恶性肿瘤之一, 
严重威胁着人类的健康, 其死亡率居整个肿瘤

死亡的第6位[1]. 中国是世界上食管癌发病率和

死亡率最高的国家, 河南省又是中国食管癌发

病率和病死率最高的地区. 食管鳞癌侵袭性强, 
预后差, 临床进展迅速, 多伴有淋巴结转移, 且
易复发. 化疗药5-FU是食管癌治疗中最常用的

药物之一, 但是逐渐出现的耐药却成为治疗中的

一个难题, 而且5-FU的不良反应较多, 限制了其

临床应用及疗效的进一步提高, 因此临床上主张

联合用药. 丹皮酚(paeonol, Pae)是牡丹皮的主要

活性成分, 具有广泛的药理活性, 包括解热、镇

痛、抗菌消炎、抗动脉粥样硬化、抑制血小板

聚集及增强细胞免疫功能和抗氧化作用[2-7]. 近年

来研究发现, Pae有一定的抗肿瘤活性, 体外实验

发现他对多种肿瘤细胞株有增殖抑制作用, 灌
胃给药对小鼠肝肿瘤有抑制作用[8-11]. 本研究旨

在探讨Pae和5-FU联合应用对人食管癌EC9706
细胞的抑制作用, 为Pae临床应用于食管癌的治

疗提供理论和实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 人食管癌EC9706细胞株, 由中国医学科

学院肿瘤研究所分子肿瘤学国家重点实验室惠

赠; RPMI 1640购于美国Gibco公司; 胎牛血清购

于杭州赛乐生物科技有限公司; 胰蛋白酶购于美

国Hykelone公司; Pae购自南京金陵药业股份有

限公司; 5-FU购自上海旭东海普药业有限公司; 
四甲基偶氮唑蓝(MTT)购于Amresco公司; 二甲

基亚砜(DMSO)购于美国Sigma公司; 碘化丙啶

(PI)购于美国Sigma公司; RNaseA购于天根生化

科技有限公司; Bcl-2抗体、Bax抗体、通用型免

疫组织化学(SP)染色试剂盒、DAB显色试剂盒

均购于北京中杉金桥生物技术有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 食管癌EC9706细胞于RPMI 
1640培养液(含100 mL/L胎牛血清, 100 kU/L青
霉素和100 kU/L链霉素), 37 ℃、50 mL/L CO2细

胞培养箱内贴壁培养. 隔天换液, 2-3 d传代1次, 
取对数生长期细胞进行以下实验. 
1.2.2 MTT法: 按文献描述的方法进行实验[12], 设
不同浓度药物实验组、细胞对照组和空白对照

组, 取对数生长期细胞6×107/L接种于96孔板

上, 每组设3个复孔, 每孔接种100 µL, 置37 ℃、

50 mL/L CO2细胞培养箱中继续培养24 h后, 弃
上清, 实验组每孔分别加入200 µL培养液稀释的

药物(Pae终浓度为7.81、15.63、31.25、62.50、
125.00、250.00 mg/L, 5-FU终浓度为12.50、
25.00、50.00 mg/L, 联用组终浓度为Pae 31.25 

■研发前沿
本研究为Pae的临
床应用提供了实
验依据 ,  为食管
癌患者的中药防
治、改善预后和
提高生活质量开
辟了一条新途径, 
但具体用法和剂
量还有待进一步
研究.
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mg/L+5-FU 12.50 mg/L, 两药合用的比例为1∶1
方案), 细胞对照组和空白对照组只加入等量的

培养液, 分别继续培养24、48、72 h, 在终止培

养前4 h实验组及对照组每孔加入20 µL MTT(5 
g/L), 再培养4 h后, 小心吸弃上清, 加入150 µL 
DMSO溶解MTT沉淀, 用振荡器振荡10 min, 待
紫色结晶完全溶解, 酶标仪上570 nm波长处测定

吸光度值(A值). 按下式计算药物对肿瘤细胞生

长的抑制率: 肿瘤细胞生长抑制率(%) = [1-(实
验组A值-空白对照组A值)/(细胞对照组A值-空
白对照组A值)]×100%. 
1.2.3 流式细胞仪检测细胞周期: 消化收集各实

验组(Pae浓度分别为31.25、62.50、125.00、
250.00 mg/L)及对照组培养72 h的细胞, 3 000 
r/min离心10 min, PBS漂洗, 200目滤网过滤, 调
整单细胞悬液浓度为1×109/L. 体积分数为700 
mL/L的预冷乙醇固定, PBS漂洗, 加入RNase 
37 ℃水浴30 min, 再加入PI染液4 ℃避光染色30 
min, 上机(激发波长488 nm)检测细胞周期. 
1.2.4 细胞形态学观察: 倒置显微镜下观察: 取对

数生长期EC9706细胞消化传代并延续培养24 h
后换含不同浓度Pae(7.81-250 mg/L)的培养液继

续培养, 对照组只加等量培养液培养, 倒置显微

镜下连续观察细胞生长情况; HE染色: 将细胞涂

片用冷丙酮4 ℃固定20 min, 自然晾干, 水化后

用5 mL/L Triton-X 100 PBS溶液处理10 min, 水
化后Gill苏木精染2 min, 10 mL/L盐酸乙醇处理1 
s, 42 ℃温水蓝化10 min, 伊红染2 s, 常规脱水封

片后光镜下观察形态学变化. 
1.2.5 免疫细胞化学法检测凋亡相关蛋白Bcl-2和
Bax的表达: 取对数生长期的EC9706细胞用胰酶

消化, 加1640培养液制成1.5×108/L的细胞悬液, 
取24孔板放入已消毒玻片, 每孔加0.4 mL细胞悬

液, 培养24 h待其贴壁后分为实验组和对照组, 
其中实验组分别加入0.5 mL培养液稀释的药物

(Pae 31.25 mg/L、5-FU 12.50 mg/L、Pae 31.25 
mg/L+5-FU 12.50 mg/L, 两药合用的比例为1∶1

方案), 对照组加入等量培养液. 培养48 h后吸弃

孔内液体, PBS洗3次, 每次3 min, 40 g/L多聚甲

醛固定30 min, PBS洗3次, 每次3 min, 取出盖玻

片细胞面朝上晾干后用中性树胶固定于载玻片

上, PBS洗3次, 每次3 min, 0.3% Triton-X 100(1 
g/L柠檬酸钠配制)冰浴中孵育30 min, 其余步骤

按SP试剂盒操作说明进行, 每次实验均以PBS代
替一抗做阴性对照. 最后DAB显色, 光学显微镜

下观察, 摄片. 
1.2.6 免疫细胞化学结果判定: Bcl-2、Bax蛋白

阳性信号呈棕黄色颗粒样物质, 主要位于细胞

质内. 高倍镜下随机选取10个视野(每个视野观

察细胞数不少于100个), 按阳性细胞所占百分

比及着色深浅进行结果判定[13]. 评分标准: (1)
阳性细胞数计分: <1%为0分; 1%-25%为1分; 
26%-50%为2分; 51%-75%为3分; >76%为4分; 
(2)细胞着色强度计分: 无显色为0分; 淡黄色为

1分; 棕黄色为2分; 棕褐色为3分. 最后综合两部

分得分进行综合评分.
统计学处理 应用SPSS11.0统计软件进行统

计学处理, 计量资料采用mean±SD表示, 采用单

因素方差分析, 以α = 0.05为显著性标准, P <0.05
为有统计学意义.

2  结果

2.1 P a e、5-F U单药对E C9706细胞的增殖抑
制作用 与对照组相比, Pae和5-FU各单药组均

对E C9706细胞的增殖有明显的抑制作用(均
P <0.05), 药物浓度越高, 作用时间越长, 其抑制

作用越强(均P <0.05, 图1).
2.2 Pae、5-FU联用对EC9706细胞的增殖抑制
作用 与对照组相比, Pae与5-FU联用组明显抑制

EC9706细胞的增殖(P <0.05), 且其抑制作用强于

各同浓度单药组(均P <0.05, 图2).
2.3 Pae对人食管癌细胞EC9706细胞周期的影响 
当EC9706细胞经系列浓度Pae作用72 h后, 细胞

周期分布受到干扰, 与细胞对照组相比, 用药组

图  1  Pae、5-FU不同浓度各时间对EC9706细胞的抑制率. A: Pae; B: 5-FU.
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BA■相关报道
有研究发现Pae对
多种体外培养的
肿瘤细胞有增殖
抑制作用, 体内应
用有抗肿瘤作用.
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G0/G1期和G2/M期细胞比例下降, S期细胞比例

上升(均P <0.05). 而且Pae浓度越高, S期细胞比

例也越高, S期细胞周期阻滞作用表现出剂量依

赖性(P <0.05, 表1).
2.4 细胞形态学观察 倒置显微镜下观察, 对照组

EC9706细胞增殖旺盛, 呈多边形贴壁生长, 胞体

大、折光率高, 随着时间延长无明显变化. 药物

作用24 h后, Pae 7.81、15.63 mg/L组与对照组相

比无明显差别, Pae 31.25-250.00 mg/L组细胞增

殖减慢, 可见部分细胞变小、变圆, 折光率下降, 
贴壁能力降低(贴壁不牢); 药物作用48 h后, 各
用药组细胞均可见上述变化, 而且更明显, 细胞

间接触变松, 部分细胞浮起; 药物作用72 h后, 各
用药组细胞逐渐脱离培养瓶壁, 悬浮于培养液

中, 药物浓度越高, 漂浮细胞的数量就越多, Pae 
125.00 mg/L组和250.00 mg/L组除少量圆形完整

细胞外, 还可见大量悬浮的细胞碎片. HE染色, 
对照组正常细胞染色体呈均匀淡蓝色或蓝色, 
未见凋亡小体. 用药组中Pae 31.25-250.00 mg/L
组出现较多的凋亡细胞, 表现为细胞体积缩小, 
核固缩、核碎裂、染色变深, 部分裂解形成凋

亡小体. 而坏死细胞肿胀, 细胞膜呈连续性破坏, 
核呈淡蓝色, 甚至蓝色消失. 
2.5 Pae、5-FU单独及联合应用对EC9706细胞

凋亡相关蛋白Bcl-2、Bax表达的影响 Bcl-2、
Bax的表达主要位于细胞质, 阳性细胞胞质被染

成黄色或棕黄色, 阴性细胞胞质为蓝色. 对照组

Bcl-2蛋白表达率最高, Bax蛋白表达率最低, 各
实验组Bcl-2蛋白表达率均有所下降, Bax蛋白

表达率均有所上升, 以联合用药组最为显著, 各
实验组与对照组相比差异均有统计学意义(均
P <0.05), 联合用药组与各单药组相比差异均具

有显著性(均P <0.05, 表2, 图3).

3  讨论

Pae又称牡丹酚, 是毛莨科植物牡丹(paeon ia 
suffruicosa andr)根皮和萝摩科植物长徐长卿干

燥根或全草的主要有效成分. Pae是一种小分子

的酚类化合物, 呈白色针状结晶, 具有熔点低

(51 ℃±1 ℃)、易挥发及水溶性差的特性[14-16]. 
其相对分子质量为166.18 Da, 分子式为C9H10O3, 
化学名2-羟基-4-甲氧基苯乙酮[17]. 有研究发现

Pae对多种体外培养的肿瘤细胞有增殖抑制作

用, 体内应用有抗肿瘤作用[8-11]. 本实验以食管

癌EC9706细胞为研究对象, 进一步探讨Pae单
独及和5-FU联合应用抗肿瘤的可能性. 结果显

示, Pae和5-FU单独应用对EC9706细胞的增殖

均有抑制作用, 随着药物浓度的升高和作用时

间的延长, 抑制细胞增殖的作用逐渐增强. Pae
与5-FU联合应用对EC9706细胞有协同抑制作

用, 抑制率较单用其中一种药物时显著提高. 流
式细胞仪发现Pae作用于EC9706细胞后细胞周

期分布也发生了明显变化, 表现为S期细胞比例

上升, G0/G1期和G2/M期细胞比例下降, 且S期细

胞周期阻滞作用表现出剂量依赖性. 表明Pae对
EC9706细胞周期分布的影响主要是阻滞细胞周

期中S期向G2/M期的转变过程, 减少有丝分裂. 
Pae改变了细胞周期, 使细胞被阻滞在S期, 而
5-FU是细胞周期选择性作用药物, 选择作用于

表  2  Pae、5-FU单独及联合应用对食管癌EC9706细胞
Bcl-2、Bax蛋白表达的影响 (mean±SD)

     
分组		          Bcl-2		          Bax

对照组	                    7.54±0.19	   2.10±0.17

Pae 31.25 mg/L	    5.67±0.30a	   3.90±0.27a

5-FU 12.5 mg/L	    4.22±0.34a	   6.28±0.26a

Pae 31.25 mg/L+	    2.21±0.14ac	   8.55±0.33ac

5-FU 12.5 mg/L

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  各单药组.
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图  2  Pae、5-FU单独及联合应用不同时间对EC9706细胞
的抑制率.

表  1  Pae对食管癌EC9706细胞周期的影响 (mean±SD)

     
分组

	                             细胞周期分布(%)

	          G0/G1	       S	           G2/M

对照组	   62.17±5.23      27.91±2.13      9.92±3.10

Pae(mg/L) 

    31.25 	   60.35±1.51      39.48±1.54a     0.17±0.04a

    62.5 	   42.49±1.18ac    56.42±0.78ac    1.09±0.41a

    125 	   21.18±2.28ac    78.06±2.82ac    0.76±0.54a

    250 	   17.80±4.40a     80.74±3.88a	     1.46±0.68a

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  邻近上组.

■创新盘点
本实验以食管癌
EC9706细胞为研
究对象 ,  进一步
探讨 P a e单独及
和5-FU联合应用
抗肿瘤的可能性. 
结果显示, Pae和
5-FU单独应用对
EC9706细胞的增
殖均有抑制作用, 
随着药物浓度的
升高和作用时间
的延长, 抑制细胞
增殖的作用逐渐
增强, 联合用药效
果更明显.
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S期细胞, 两药联合使用使S期细胞明显增多, 形
成细胞增殖的瓶颈, 故两药联合使用具有协同

效应, 能增强抗肿瘤作用. 
细胞凋亡是一个程序化、多基因调控的过

程, 与细胞凋亡相关的基因大致有Bcl-2家族、

P53、Fas、c-Myc、K-ras等, 其中Bcl-2是凋亡

调控的中心环节. 体外实验表明, 去除生长因

子后, 正常细胞便逐渐转向凋亡, 而当Bcl-2过
度表达时, 这一凋亡现象便被抑制[18-21]. 由此可

见, Bcl-2可通过抑制凋亡延长细胞寿命, 产生细

胞过度增殖和堆积, 在肿瘤发生中起始动作用. 
Bax基因是一种凋亡促进基因, 属Bcl-2同一家

族[22,23]. Bax基因的作用与Bcl-2相反, 其单体以

及Bax/Bax形式的同源二聚体均有促凋亡作用. 
Bax又可与Bcl-2形成异源二聚体, 抑制后者的功

能促进凋亡. Bcl-2/Bax两蛋白之间的比例是细

胞凋亡发生与否的关键因素[24,25]. 本实验发现, 
Pae和5-FU能明显下调食管癌EC9706细胞Bcl-2

图  3  食管癌EC9706细胞中Bcl-2、Bax的表达(SP×400). A-D: Bcl-2; E-H: Bax, A, E: 对照组; B, F: Pae 31.25 mg/L处理组; 
C, G: 5-FU 12.50 mg/L处理组; D, H: Pae 31.25 mg/L+5-FU 12.50 mg/L组.

A B

C D

E F

G H

■应用要点
若能在临床上联
合应用Pae和5-FU
治疗食管癌, 有可
能既降低化疗药
物的使用剂量又
提高疗效, 减轻化
疗药物对患者的
不良反应.
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蛋白的表达, 上调Bax蛋白的表达, 使Bcl-2/Bax
比例下降, 而联合用药组效果更为显著, 与单药

组相比差异具有显著性. 
总之, Pae联合5-FU对食管癌EC9706细胞的

增殖抑制有协同作用, 其机制可能在于通过改

变细胞周期, 下调Bcl-2的表达, 上调Bax表达, 使
得Bcl-2/Bax比值降低诱导凋亡. 若能在临床上

联合应用Pae和5-FU治疗食管癌, 有可能既降低

化疗药物的使用剂量又提高疗效, 减轻化疗药

物对患者的不良反应. 本研究为Pae的临床应用

提供了实验依据, 为食管癌患者的中药防治、

改善预后和提高生活质量开辟了一条新途径, 
但具体用法和剂量还有待进一步研究.
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■同行评价
本研究结果可靠,  
结论可信, 但创新
性一般.


