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Abstract
AIM: To study the effect of essential oils extract-

ed from XinJiang propolis on cell proliferation, 
cell cycle progression and apoptosis in human 
colorectal cancer cell line HCT-116.

METHODS: After HCT-116 cells were treated 
with different concentrations of essential oils for 
different durations, cell growth was evaluated 
by MTT assay; cell cycle progression was ana-
lyzed by flow cytometry (FCM) with propidium 
iodide (PI) staining; apoptosis was detected by 
FCM with annexin V-FITC/PI double labeling.

RESULTS: Treatment with essential oils inhib-
ited the growth of HCT-116 cells. FCM analysis 
showed that treatment with 5.0, 10, and 20 mg/L 
of essential oils for 24 h increased the propor-
tion of cells in G0/G1 phase (57.57 ± 2.31, 67.94 
± 1.90, 86.09 ± 1.72 vs 44.60 ± 3.43, all P < 0.01), 
decreased the proportion of cells in S phase 
(33.51 ± 3.40, 27.30 ± 4.65, 7.30 ± 4.76 vs 47.78 ± 
4.54, all P < 0.01), and increased the apoptosis 
rate (58.33% ± 2.44%, 44.53% ± 2.59%, 35.40% ± 
0.42% vs 4.38% ± 0.92%, all P < 0.01), suggesting 
a dose-dependent effect.

CONCLUSION: Essential oils inhibited the pro-
liferation of human colorectal cancer HCT-116 
cells by inducing cell cycle arrest and apoptosis.

Key Words: Propolis; Essential oils; HCT-116 cells; 
MTT assay; Cell cycle; Apoptosis
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摘要
目的: 探讨新疆蜂胶挥发油对体外培养的大
肠癌细胞HCT-116细胞增生、细胞周期和凋
亡的影响.

方法:  采用四甲基偶氮唑盐(M T T)显色法 , 
检测不同浓度蜂胶挥发油作用不同时间对
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■背景资料
天 然 物 蜂 胶
(propolis)是蜜蜂
从植物花苞及树
干上采集的树胶, 
混入其上颚腺分
泌物和蜂蜡等物
质而成的一种具
有芳香气味的胶
状固体物质. 蜂胶
挥发油是蜂胶中
的挥发性芳香组
分, 一般采用水蒸
气蒸馏法、有机
溶剂萃取或超临
界 C O 2萃 取 法 从
蜂胶中提取, 他是
蜂胶中的重要活
性组分, 约占蜂胶
成分的10%.

■同行评议者
刘丽江, 教授, 江
汉大学医学院病
理学与病理生理
学教研室



HCT-116细胞生长所产生的不同影响; 倒置显
微镜观察凋亡细胞的形态特点; PI染色、流式
细胞仪检测细胞周期分布; Annexin V-FITC/PI
双染色、流式细胞仪检测细胞凋亡率.

结果: 蜂胶挥发油能抑制H C T-116细胞生
长, 其抑制活性与5-氟尿嘧啶(5-FU)一致, 在
一定剂量和时间范围内, 可见凋亡细胞明显
增多, 给予5、10、20 mg/L蜂胶挥发油处理
HCT-116细胞24 h后, 较对照组G0/G1期细胞
(%)增多(57.57±2.31, 67.94±1.90, 86.09±
1.72 vs  44.60±3.43, 均P <0.01), S期细胞(%)
减少(33.51±3.40, 27.30±4.65, 7.30±4.76 vs  
47.78±4.54, 均P <0.01), G2/M期细胞无明显
变化, 细胞凋亡率明显上升, 呈剂量依赖性
(58.33%±2.44%, 44.53%±2.59%, 35.40%±

0.42% vs  4.38%±0.92%, 均P <0.01).

结论: 新疆蜂胶挥发油对HCT-116细胞具有明
显的增殖抑制作用, 其机制与其阻滞细胞周期
和诱导凋亡有关.

关键词: 蜂胶; 挥发油; 结直肠癌HCT-116细胞株; 

MTT比色法; 细胞周期; 凋亡
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0  引言

天然物蜂胶(propolis)是蜜蜂从植物花苞及树干上

采集的树胶, 混入其上颚腺分泌物和蜂蜡等物质

而成的一种具有芳香气味的胶状固体物质[1]. 蜂
胶从公元前300年开始作为民间药物广泛使用[2]. 
蜂胶具有抗氧化[3-5]、抗菌[6-9]、抗炎[10,11]、抗肿

瘤[12-15]等多种生物活性作用. 蜂胶成分及其生物

活性取决于其收集产地[16-18], 由于蜂胶的化学成

分十分复杂, 迄今发现的有300多种成分[19,20]. 蜂
胶挥发油是蜂胶中的挥发性芳香组分, 一般采

用水蒸气蒸馏法、有机溶剂萃取或超临界CO2

萃取法从蜂胶中提取, 他是蜂胶中的重要活性

组分, 约占蜂胶成分的10%. 蜂胶挥发油化学成

分也较为复杂, 含有多种生物活性较强或具有

芳香气味的萜烯类、芳香族、脂肪族及其含氧

衍生物如醇、醛、酮、酸、酚、醚、酯、内酯

等. 近年来国内外学者对蜂胶及其挥发油成分

的抗肿瘤作用及其活性组分进行了大量研究, 
取得了一定的进展. 1988年Grunberger等[21]从以
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色列的蜂胶中首次分离出咖啡酸苯乙酯(caffeic 
acid phenethyl ester, CAPE), 近年来国外研究报道, 
CAPE作为蜂胶抗肿瘤作用的主要活性成分, 对
人白血病[22]、结肠癌[23]、乳腺癌[24]、宫颈癌[25]、

黑色素瘤[21]等细胞均有抑制增殖和诱导凋亡作

用. 日本国立预防卫生研究所的研究证明, 蜂胶

中的二萜类等化合物对肿瘤具有特异性杀伤作

用[26], 癌症患者在服用蜂胶后, 不仅癌细胞可以

消失, 而且能减轻化疗、放疗引起的不良反应. 
Matsuno等采用高效液相色谱法从巴西蜂胶中

分离出3, 5-二异戊二烯基-4-羟基肉桂酸(artepil-
lin C)[27], 该化合物对肿瘤细胞表现出明显的细

胞毒性[27], 他的抗肿瘤活性并不亚于常规的化疗

药物5-氟尿嘧啶(5-FU). 日本Awale等[28]从巴西蜂

胶中分离出3种新的化合物, 其中(6aR, 11aR)-3, 
8-dihydroxy-9-methoxypterocarpan(12.5 μmol/L)对
人胰腺癌细胞PANC-1具有很强的杀死作用. 我
们采用水蒸气蒸馏法从新疆伊犁蜂胶中分离出

挥发油成分, 并对其进行GC-MS成分分析, 从中

共分离出59个峰, 经核对标准谱图及有关资料, 
鉴定出其中的42个化合物. 这些化合物中含有

萜烯类及其衍生物, 即有机酸类、烯烃类、脂

肪酸类、芳香类、酯类、醇类以及少量的酚、

醛、酮类等物质成分. 文献报道蜂胶挥发油所

含的一些化合物特别是萜烯类及其衍生物和

有机酸类具有抗肿瘤活性, 但对不同肿瘤细胞

的作用存在不一致的结果. 本研究根据从蜂胶

中分离出的新疆伊犁蜂胶挥发油含有萜烯类, 
有机酸类等多种活性成分的实验依据, 进一步

研究新疆伊犁蜂胶挥发油对体外培养的结直

肠癌H C T-116细胞的增殖抑制作用及其对细

胞周期和凋亡的影响, 并探讨其抗肿瘤作用的

机制, 为开发新疆伊犁蜂胶挥发油所含的某些

化合物成为新的抗肿瘤药物提供重要的实验

数据.

1  材料和方法

1.1 材料 蜂胶采至新疆伊犁那拉提养蜂场, 采
集时间是2009-10. 蜂胶挥发油是采用水蒸气蒸

馏法从蜂胶中分离, 并进一步对其进行纯化. 结
直肠癌细胞株HCT-116购自中国科学院上海细

胞生物学研究所细胞库. 二甲基亚砜(DMSO)、
四甲基偶氮唑盐(MTT)为Sigma公司产品. Moc-
Coys 5A培养基由Hyclone公司提供、胎牛血清

由Gibco公司提供. 细胞周期检测试剂盒为凯基

生物公司产品, Annexin V-FITC凋亡检测试剂盒

www.wjgnet.com

■相关报道
1988年Grunberger
等从以色列的蜂
胶中首次分离出
具有抗癌作用的
CAPE. 1991年, 日
本国立预防卫生
研究所松野哲也
博士研究证明, 蜂
胶中的二萜类等
化合物对肿瘤具
有特异性杀伤作
用. 1997年, Mat-
suno等采用高效
液相色谱法从巴
西蜂胶中分离出
artepillin C, 他的
抗肿瘤活性不亚
于常规的化疗药
物5-氟尿嘧啶. 
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为珠海健康元生物医药有限公司产品. 流式细

胞仪为美国贝克曼库尔特(Beckman)公司所生产.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: HCT-116细胞置孵箱(37 ℃, 50 
mL/L CO2)内培养, 给予100 mL/L胎牛血清的

MocCoys 5A培养基, 其内另加1.0×105 U/L青霉

素和链霉素, 调pH至7.2. 根据细胞生长状况每

2-3 d换液1次, 当细胞生长进入对数生长期时, 
分别给予蜂胶挥发油和5-FU, 临用前以DMSO
溶解配成浓度分别为160、80 g/L的母液, 用
MocCoys 5A培养液稀释成不同浓度(MocCoys 
5A培养液中DMSO浓度<0.1%). 
1.2.2 蜂胶挥发油对结直肠癌HCT-116细胞增殖

抑制作用的检测: 取对数生长期的HCT-116细
胞, 用2.5 g/L胰蛋白酶消化培养细胞, 用含100 
mL/L胎牛血清的McCoys 5A培养液配成单个细

胞悬液, 以每孔4×103个细胞接种于96孔培养

板培养, 将培养板移入CO2孵箱中, 在37 ℃、50 
mL/L CO2及饱和湿度条件下常规培养. 24 h后吸

除原培养液, 加入含蜂胶挥发油浓度分别为5、
10、20、40、80、160 mg/L的McCoys 5A培养

液200 μL, 并设对照组(仅加相同浓度的DMSO), 
另设只加培养液, 不加细胞和药物的空白组. 此
外再设含40、80 mg/L 5-FU的McCoys 5A培养

液为阳性对照, 其结果用于蜂胶挥发油和5-FU
的活性对比 ,  以上各组均设6个复孔 .  分别将

各组细胞继续培养24、48、72、96 h后, 进行

MTT实验. 每孔加入MTT溶液(5 g/L)20 μL, 继
续培养4 h, 终止培养, 小心吸弃孔内培养上清

液, 每孔加入DMSO 150 μL, 轻轻振荡10 min, 
使结晶充分溶解, 用酶联免疫标记分析仪在490 
nm波长处测定各孔的吸光度A值(A 490), 按下列

公式计算细胞生长抑制率: 细胞生长抑制率R = 
[1-(A实验组-A空白组)/(A对照组-A空白组)]×
100%.
1.2.3 用倒置显微镜动态观察细胞形态学变化: 
取对数生长期的HCT-116细胞, 用2.5 g/L胰蛋白

酶消化后, 以每孔5×104个细胞接种于6孔培养

板培养, 24 h后吸除原培养液, 加入蜂胶挥发油

浓度分别为5、10、20、40、80、160 mg/L的
McCoys 5A培养液2 mL, 继续培养24 h后, 用倒

置显微镜观察细胞形态学变化.
1.2.4 蜂胶挥发油对结直肠癌细胞株HCT-116细

胞周期的影响: 取对数生长期的HCT-116细胞, 
用2.5 g/L胰蛋白酶消化后, 以每孔5×104个细

胞接种于6孔培养板培养, 24 h后吸除原培养液, 

加入蜂胶挥发油浓度分别为5、10、20 mg/L的
McCoys 5A培养液2 mL, 设培养液中不加药物

(加相同浓度的DMSO)的为对照组, 继续培养24 
h后, 用2.5 g/L胰蛋白酶消化成单细胞悬液, 收集

细胞, 离心(2 000 r/min, 4 ℃)5 min后弃上清, 用
PBS重悬, 离心(2 000 r/min, 4 ℃), 弃上清, 再次

重悬离心(2 000 r/min, 4 ℃)后弃上清 , 缓慢加入

体积分数为700 mL/L预冷的乙醇固定, 4 ℃过夜. 
染色前用PBS洗涤, 离心(2 000 r/min, 4 ℃)5 min, 
去除固定液, 用100 μL RNaseA消化, 37 ℃水浴

30 min, 再加入400 μL碘化丙啶(propdium iodide, 
PI)染色液混匀, 4 ℃避光染色30 min, 流式细胞

仪进行DNA含量和细胞周期分析, 得出细胞各

周期的百分率.
1.2.5 蜂胶挥发油对结直肠癌细胞株HCT-116细

胞凋亡的影响: 取对数生长期的HCT-116细胞经

2.5 g/L胰蛋白酶消化后, 以每孔5×104个细胞接

种于6孔培养板培养, 24 h后吸除原培养液, 加入

蜂胶挥发油浓度分别为 5、10、20 mg/L的Mc-
Coys 5A培养液2 mL, 设培养液中不加药物(加相

同浓度的DMSO)的为对照组, 继续培养24 h后收

集细胞, 离心(1 500 r/min, 4 ℃)5 min后弃上清, 
用PBS重悬细胞并计数, 取大约1.5×105细胞悬

浮液, 离心(1 500 r/min, 4 ℃), 弃上清, 再次重悬

离心后弃上清, 加入500 μL的1×Binding Buffer 
(用蒸馏水稀释10×Binding Buffer), 再加入5 μL 
Annexin V-FITC和10 μL PI, 轻轻混匀. 在室温下, 
避光反应5-15 min, 在1 h内进行流式细胞仪检

测, 检测时激发波长Ex = 488 nm, 发射波长Em = 
530 nm, FITC的绿色荧光FITC通道为FL1, PI红
色荧光PI通道为FL2.

统计学处理 所有数据均以mean±SD表示. 
以SPSS17.0版专用统计分析软件对各组数据进

行t检验. 以CalcuSyn Demo Version 1.1.4统计软

件计算IC50.

2  结果

2.1 蜂胶挥发油对结直肠癌HCT-116细胞增殖的

抑制作用 用蜂胶挥发油分别作用24、48、72、
96 h后HCT-116细胞的生长明显受到抑制(图1), 
随着蜂胶挥发油浓度的增加和作用时间的延长, 
HCT-116细胞的增殖抑制率逐渐升高, 抑制作用

表现剂量依赖性和时间依赖性(表1). 蜂胶挥发

油作用结直肠癌HCT-116细胞24、48、72、96 h
后的IC50分别为25.95、19.50、9.68、8.24 mg/L. 
40、80 mg/L蜂胶挥发油组的吸光度A值以不同

■创新盘点
本研究首次通过
测定新疆产蜂胶
挥发油的抗大肠
癌细胞活性, 为实
现蜂胶产品产业
化, 标准化, 进一
步将其开发成新
型抗大肠癌药物
打下坚实的基础. 
本研究同时对新
疆蜂胶挥发油的
抗结直肠癌细胞
作用机制研究奠
定了一定基础.
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时间段分别与40、80 mg/L 5-FU组比较均无显

著性差异(P >0.05). 蜂胶挥发油对HCT-116细胞

的抑制作用与经典的抗癌药物5-FU一致.
2.2 蜂胶挥发油作用后细胞形态学变化 不同浓

度的蜂胶挥发油作用HCT-116细胞24 h后, 在倒

置显微镜下均可见悬浮细胞增多, 细胞质混浊, 
细胞胞体缩小、变圆、皱缩, 核固缩碎裂, 细胞

折光性减弱, 细胞内出现颗粒样物质, 培养液中

有较多的细胞碎片. 以20 mg/L蜂胶挥发油组最

明显(图2), 结果提示, 20 mg/L蜂胶挥发油作用

24 h后HCT-116细胞的生长明显受到抑制.
2.3 蜂胶挥发油对HCT-116细胞周期的影响 结直

肠癌HCT-116细胞经5、10、20 mg/L的蜂胶挥

发油作用24 h后, 细胞G0/G1期比例增加, S期比

例细胞明显减少, 在G0/G1期和S期各浓度蜂胶挥

发油组与对照组比较差异均有显著性(P <0.01). 
而且随着蜂胶挥发油剂量的增加, G0/G1期细胞

比例逐渐增加, S期细胞比例逐渐下降, 10 mg/L
组G0/G1期和S期细胞比例分别与5 mg/L组比较

均有显著性差异(P <0.01, P <0.05). 20 mg/L组G0/
G1期和S期细胞比例与10 mg/L组比较, 差异极

显著(P <0.01), 而G2/M期比例均无明显变化(表2, 
图3).
2.4 蜂胶挥发油对HCT-116细胞凋亡的影响 对
照组HCT-116细胞自然凋亡率为4.38%±0.92%, 
5、10、20 mg/L的蜂胶挥发油作用24 h后凋

亡率分别为35.40%±0.42%, 44.53%±2.59%, 
58.33%±2.44%, 均显著高于对照组(P <0.01), 
随着蜂胶挥发油剂量的增加, 凋亡率逐渐增加

(图4, 5). 10 mg/L组凋亡率与5.0 mg/L组比较, 
20 mg/L组凋亡率与10 mg/L组比较差异极显著

(P <0.01).

3  讨论

结直肠癌是我国最常见的恶性肿瘤之一, 其发

病呈上升趋势[23], 严重威胁人民生命健康, 积极

探索更为有效、安全的治疗方法具有重要的

临床意义. 我们应用蜂胶挥发油作用人结肠癌

HCT-116细胞24、48、72、96 h, 发现蜂胶挥发

油能明显抑制细胞增生, 随着蜂胶挥发油浓度

的增加和作用时问的延长, 其对HCT-116细胞生

表  2  蜂胶挥发油对 HC-T116细胞周期的影响 (mean±
SD, %)

     蜂胶挥发油

浓度(mg/L)
     G0/G1期        S期     G2/M期

0 44.60±3.43  47.78±4.54 7.62±1.39

5 57.57±2.31b  33.51±3.40b 9.10±2.20

10 67.94±1.90bd  27.30±4.65bc 4.75±3.86

20 86.09±1.72bf    7.30±4.76bf 6.63±3.07

bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  5 mg/L组; fP<0.01 vs  

10 mg/L组.

■应用要点
本 研 究 表 明 ,  蜂
胶挥发油对HCT- 
116细胞具有明显
的增生抑制作用. 
本实验首次研究
分析的新疆伊犁
蜂胶挥发油所含
的一些化合物有
希望研究为新的
抗肿瘤药物.
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图  1  不同浓度蜂胶挥发油对HCT-116细胞增殖的抑制作用.

表  1  蜂胶挥发油对 HCT-116细胞增殖的抑制作用 (%)

     
蜂胶挥发油

浓度(mg/L)
24 h 48 h 72 h 96 h

0   0.0   0.0   0.0   0.0

5 18.3 24.7 31.4 40.4

10 29.4 36.1 50.8 52.1

20 51.0 53.5 84.3 85.6

40 52.7 60.9 89.5 95.7

80 68.3 78.3 93.8 96.7

160 90.5 95.1 97.6 97.8A

B

图  2  蜂胶挥发油作用24 h后HCT-116细胞形态学变化(×
200). A: 对照组; B: 20 mg/L蜂胶挥发油.



www.wjgnet.com

阿布力克木·吾甫尔, 等. 新疆蜂胶挥发油对结直肠癌HCT-116细胞增生、周期及凋亡的影响		            1473

长的抑制率逐渐升高, 抑制作用表现为剂量依

赖性和时间依赖性.
从形态学角度观察不同浓度的蜂胶挥发油

作用HCT-116细胞24 h后细胞形状的变化, 发现

细胞出现核固缩、核碎裂、染色质边集和凋亡

小体等典型的凋亡形态学特征.
我们发现, 蜂胶挥发油作用HCT-116细胞24 

h后, 细胞受阻于G0/G1期, S期细胞减少, 且呈剂

量依赖性. 在一个完整的细胞周期中, 有多个影

响各时期间过渡的限制点, 他们分别处在由G1

期到M期和M期到G1期的过渡阶段中. 由于不同

生物细胞的增生周期时间不同, 主要表现在G1

期持续时间的差异, 而且G1期的启动是细胞周

期的关键. 因此G1-S期的调控尤为重要. G1期阻

滞使HCT-116细胞生长周期延长, 细胞的恶性增

生相应减慢. S期即DNA合成期, 可反映细胞的

增生情况. S期细胞占细胞周期的比例高则提示

DNA合成活跃, 细胞增生活跃. 与此相反, S期细

胞比例低则意味DNA合成缓慢, 细胞增生减慢, 
一般而言, 肿瘤细胞的S期比例较正常细胞要高, 
其增生活性也较正常细胞高. 因此, 我们能够表

明蜂胶挥发油可调控细胞周期, 使细胞受阻于

G0/G1期, 而不能进入S期, 限制细胞增生. 
我们应用Annexin V-FITC/PI双染色法检测

蜂胶挥发油对HCT-116细胞凋亡的影响, 该方

法是目前检测凋亡的最敏感的方法之一, 能检

测出早期凋亡细胞, 并能区分出坏死细胞. 本项

研究结果显示, 蜂胶挥发油作用HCT-116细胞

24 h后, 细胞凋亡率明显升高, 呈剂量依赖性特

点. 根据现有的研究结果认为, 蜂胶挥发油在

体外对肿瘤具有较强的诱导凋亡作用, 可能是

通过抑制凋亡调控基因Bcl-2表达, 激活凋亡相

关基因Fas、Bax, 启动细胞凋亡过程等而诱发
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细
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图  4  不同浓度蜂胶挥发油对HCT-116细胞凋亡的影响.

图  3  不同浓度蜂胶挥发油对HCT-116细胞周期的影响. A: 0 mg/L组; B: 5 mg/L组; C: 10 mg/L组; D: 20 mg/L组.
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■同行评价
本文科学性较好, 
对开发新的抗肿瘤
药物具有重要的潜
在的临床意义.
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HCT-116细胞凋亡[29], 本项研究的结果还需要进

一步深入研究证实.
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图  5  不同浓度蜂胶挥发油对HCT-116细胞凋亡的影响. A: 0 mg/L组; B: 5 mg/L组; C: 10 mg/L组; D: 20 mg/L组.
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本刊讯 本刊论文出现的外文字符应注意大小写、正斜体与上下角标. 静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮
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写为1/min)÷E%(仪器效率)÷60 = Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成HP, T1/2不能写成tl/2或T , V max
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亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber Chang(命名者
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O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正丁酯), N -methylacetanilide(N-

甲基乙酰苯胺), o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 

l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; Ibid, et al , po , vs ; 

用外文字母代表的物理量, 如m (质量), V (体积), F (力), p (压力), W (功), v (速度), Q (热量), E (电场强度), S(面

积), t (时间), z (酶活性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓

度, mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高度), d (厚度), 

R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 基因产物用大写正体, 如P16

蛋白.
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