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Abstract
AIM: To investigate whether carvacrol induces 
apoptosis in human hepatocellular carcinoma 
cell line HepG2 and to explore possible molecu-
lar mechanism involved.

METHODS: After cultured HepG2 cells were 
incubated with different concentrations of car-
vacrol (0.00, 0.05, 0.10, 0.20, 0.40 mmol/L) for 
24 or 48 h, cell viability was analyzed by MTT 
assay; cellular morphological alterations were 
observed after Hoechst33258 staining; apopto-
sis was detected by flow cytometry (FCM); and 
protein expression of mitogen-activated protein 
kinase (MAPK) was detected by Western blot.

RESULTS: Carvacrol suppressed the prolifera-
tion of HepG2 cells in a dose- and time-depen-

dent manner. After treatment with carvacrol 
for 24 h, the number of apoptotic HepG2 cells 
increased with elevation of the concentration 
of carvacrol. Apoptotic cells showed typical ul-
trastructural features. FCM analysis indicated 
that the apoptosis rate of HepG2 cells increased 
with the increase in the concentration of carva-
crol (0.00 mmol/L: 3.70% ± 0.22%; 0.05 mmol/L: 
13.50% ± 1.59%; 0.10 mmol/L: 25.80% ± 2.18 %; 
0.20 mmol/L: 30.50% ± 0.25%, 0.40 mmol/L: 
50.60% ± 3.81%). Carvacrol selectively altered 
the phosphorylation levels of MAPK members: 
significantly inhibiting phosphorylation of 
ERK1/2 in a dose-dependent manner, increasing 
phosphorylation of p38, but not affecting that of 
JNK.

CONCLUSION: Carvacrol induces apoptosis of 
HepG2 cells via the MAPK signal transduction 
pathway.
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摘要
目的��: 探讨香芹酚(carvacrol, CV)对人肝癌细
胞(HepG2)的抗癌作用及其分子机制.

方法�: 予以不同浓度的香芹酚(0.00、0.05、予以不同浓度的香芹酚(0.00、0.05、
0.10、0.20、0.40 m m o l/L)处理肝癌细胞
HepG2后, 采用四甲基偶氮唑蓝(MTT)比色法
检测细胞活力; Hoechst33258染色法及流式细
胞仪(FCM)技术检测细胞凋亡; Western blot检
测MAPK蛋白水平的变化.

结果��: 香芹酚对肝癌细胞株HepG2的抑制作用
呈浓度依赖性及时间依赖性; 在作用24 h后, 
随着浓度的递增, 细胞数目减少, 凋亡细胞逐
步增多, 流式细胞仪检测的细胞凋亡率逐步
升高, 随着香芹酚浓度的增加(0.00、0.05、
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■背景资料
研究表明香芹酚
对多种肿瘤均有
抑制作用. 丝裂原
活化的蛋白激酶
( M A P K ) 信号转
导通路是细胞信
号转导中的重要
组成部分, 具有调
节细胞增殖、凋
亡以及分化的功
能, 已成为抗肿瘤
治疗的一个新靶
点. 探讨香芹酚诱
导肝癌细胞凋亡
与其影响磷酸化
MAPK激酶蛋白
表达的关系有助
于揭示香芹酚的
抗癌机制, 为将来
香芹酚应用临床
治疗肝癌提供理
论依据. 
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0.10、0.2、0.40 mmol/L)细胞的凋亡比率明
显升高, 依次为: 3.70%±0.22%、13.50%±

1.59%、25.80%±2.18%、30.50%±0.25%、

50.60%±3.81%. 进一步的Western blot实验表
明, 香芹酚选择性地改变了MAPK家族成员的
磷酸化, 对磷酸化ERK有明显的浓度依赖性抑
制作用, 同时能激活p38的磷酸化, 而JNK激酶
磷酸化却没有改变.

结论�: 香芹酚可通过MAPK信号通路诱导肝癌香芹酚可通过MAPK信号通路诱导肝癌
细胞株HepG2凋亡.
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0  ��引言

香芹酚(carvacrol, CV), 化学名为5-异丙基-2-甲
基苯酚, 是一种单帖酚, 又称香荆芥酚、异麝香

草酚、异丙基甲苯酚等, 普遍存在于各种天然

植物挥发油中, 如百里香油、牛至油、香薷精

油等[1-3]. 早在20世纪初国外就将其作为一种香

料开始在食品中使用, 至今仍作为香料用于口

腔用品、牙膏、爽身粉、香皂等日用品. 过去

的研究表明, CV是一种广谱的抗真菌剂及抗细

菌剂, 且具有抗氧化及驱虫等作用, 被用于饲料

添加剂、抗氧剂、卫生杀菌剂、驱虫剂、防腐

剂等[4-6], 又因其具有百里香的香味, 对人体无

毒、无过敏, 用于食品添加剂、脱味剂等[4-6]. 近
年来的研究发现, CV对黑色素瘤[7]、肺癌[8]、平

滑肌肉瘤[9]、白血病[10]、乳腺癌[11]等多种肿瘤

细胞的具有抑制增殖及诱导凋亡作用, 而目前

对CV抗肿瘤的机制仍不清楚. 而CV对肝癌的凋

亡诱导作用, 国内外尚未见文献报道. 我们通过

研究CV对肝癌细胞系HepG2的诱导凋亡作用, 
并初步探讨其诱导肿瘤细胞凋亡机制, 为临床

应用的提供可靠的理论依据.

1  �����材料和方法

1.1 材料 CV(CAS: 499-75-2)和四甲基偶氮盐

购自美国S i g m a公司 ;  1640培养基购自美国

Gibco公司; 胎牛血清购自中国杭州四季青公司;青公司;公司; 
Hoechst33258染色剂、细胞裂解液和BCA蛋白

含量测定试剂购自江苏碧云天公司; 聚偏二氟

乙烯印迹膜(PVDF膜)购自Millipore公司; ERK、
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p-ERK、JNK、p-JNK、p38、p-p38抗体均购

自美国Cell Signaling Technology公司; 兔抗人

β-actin IgG购自中国武汉博士德; Western blot
荧光检测试剂盒(A, B液)购自中国北京中杉公

司.
1.2 方法方法 
1.2.1 细胞培养: 人肝细胞癌细胞株HepG2系南

华大学肿瘤研究所惠赠. 用含有100 mL/L胎牛

血清的1640培养基培养, 同时加入100 U/L链霉

素和100 U/L青霉素, 在37 ℃﹑50 mL/L CO2饱

和湿度的CO2培养箱中培养, 用2.5 g/L胰蛋白酶

进行消化传代. 取对数生长期细胞进行实验.
1.2.2 MTT法检测细胞存活率: 取对数生长期细

胞消化, 计数, 6 000个/孔接种于96孔培养板(每
孔100 μL), 置于37 ℃、50 mL/L CO2恒温培养箱

中培养, 待细胞贴壁生长至90%融合后药物处理

24或48 h, 弃原培养液, 每孔加入MTT (5 μg/L)20 
μL培养4 h后, 弃培养液上清, 加入二甲基亚砜

150 μL, 振荡10 min至结晶完全溶解后, 将96孔
板放入酶标仪, 在570 nm波长处测定吸光度(A )
值, 并根据吸光度, 计算细胞存活率, 同法重复3
块培养板, 取A值均值, (细胞存活率 = 给药组吸

光度/空白组吸光度×100%). 
1.2.3 Hoechst33258核染色观察细胞凋亡形态: 
将细胞接种于6孔板内, 给予不同药物浓度处理

后, 加入新鲜配制的4%多聚甲醛于4 ℃固定细

胞15 min, 用PBS洗2次, 加入5 g/L Hoechst33258
染色液染色15 min, 用PBS洗1次, 立即于荧光显

微镜下观察、照相.
1.2.4 流式细胞术检测细胞凋亡率: 不同浓度的

CV(0.00、0.05、0.10、0.20、0.40 mmol/L)处理

HepG2细胞24 h后, 离心收集细胞, PBS洗2次, 加
入预冷的70%乙醇4 ℃固定过夜. 1 000 r/min离
心弃去乙醇, PBS洗1次, 加入含100 mg/L碘化丙

啶(PI)和2×104 U/L RNaseA染色液, 室温避光染

色30 min, 过400目尼龙网, 用流式细胞仪测定细

胞DNA含量, 以上实验重复3次.
1.2.5 Western blot检测蛋白变化: 经药物处理后

的细胞, 用预冷的PBS洗涤2次, 收集细胞加入

裂解缓冲液4 ℃裂解15 min, 收集细胞裂解液, 
离心, 收集上清液. BCA试剂测定蛋白含量. 1×
SDS凝胶加样缓冲液调蛋白浓度使各组一致, 上
样于SDS-PAGE聚丙烯酰胺凝胶, 每孔20 μL蛋白

进行电泳分离. 将蛋白转至PVDF膜(Millipore公
司). 加入含5%脱脂奶粉封闭液过夜, 一抗(ERK、

p-ERK、JNK、p-JNK、p38、p-p38 1∶1 000, 
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■研发前沿
香芹酚抗肿瘤效
应在早期就被证
实, 经过一系列的
实验研究表明香
芹酚对多种肿瘤
细胞均具有抑制
作用, 但其作用机
制并不明确, 研究
香芹酚对肿瘤细
胞中信号传导途
径的调节作用可
成为研究其抗癌
活性机制的一个
重要环节.
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β-actin 1∶500)4 ℃过夜, TBST洗膜3次, 每次20 
min, 二抗(1∶1 000)室温孵育4 h, TBST洗5遍, 
用化学发光试剂盒检测蛋白的表达. 图片结果

用图像分析软件(AlphaimagerTM 2200)分析, 以
处理组灰度面积的乘积/总蛋白(ERK、p-ERK、

JNK)灰度面积的乘积反映相对蛋白表达丰度或

蛋白质磷酸化水平. 以上实验重复3次.
统计学处理 所有实验结果以mean±SD表

示, 实验组间统计学差异显著性用SPSS13.0统计

软件作单因素方差分析(ANOVA), 对照组均数

与实验组均数间的比较用LSD法, 各组均数间的

两两比较用SNK法, P <0.05表示统计学上有差异

显著性.

2  ��结果

2.1 CV对HepG2细胞存活率的影响 HepG2细胞

经不同浓度的CV(0.00、0.05、0.10、0.20、

0.40 mmol/L)作用24及48 h后, MTT试验结果显

示(表1), 随药物浓度及培养时间的增加, 细胞

存活率逐渐降低, 与对照组比较, 差异有统计学

意义(n  = 5, P <0.05). 结果表明CV对肝癌细胞株

HepG2细胞的抑制作用呈浓度依赖性及时间依

赖性.
2.2 CV诱导HepG2细胞凋亡 Hoechst33258核染

色的结果显示, 正常的HepG2细胞染色质分布均

匀, 为低强度蓝色荧光. 经不同浓度的CV处理后

的HepG2细胞呈现典型的凋亡特征, 随着浓度的

增加, 细胞数量明显减少, 细胞生长密度逐渐变

疏, 呈现浓缩致密的固缩形态或颗粒状态的凋

亡细胞数增加(图1). 与Hoechst33258核染色的

结果相同, PI染色流式细胞仪(FCM)检测细胞凋

亡率的结果显示, 不同浓度的CV(0.00、0.05、
0.10、0.20、0.40 mmol/L)作用于HepG2细胞

24 h, 其亚二倍体DNA含量细胞百分率明显升

■相关报道
研究已发现香芹
酚具有抗鼠黑色
素 瘤 细 胞 B 1 6、
慢性髓性白血病
细胞K562、非小
细 胞 肺 癌 A 5 4 9
及转移性乳腺癌
MDA-MB231等
细胞增殖及诱导
凋亡作用. 

图� �� ������������������ ����������������������������  1 不同浓度的CV对HepG 2细胞24 h后的影响(Hoechst33258核染色×400). A: 0.00 mmol/L; B: 0.05 mmol/L; C: 0.10 

mmol/L; D: 0.20 mmol/L; E: 0.40 mmol/L.

A B

C D

E
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高, 依次为: 3.70%±0.22%、13.50%±1.59%、

25.80%±2.18%、30.50%±0.25%、50.60%±

3.81%(图2).
2.3 CV对MAPK信号途径的影响 CV浓度依赖

性抑制了ERK的磷酸化, 同时激活p38的磷酸化, 
而JNK的磷酸化水平未见明显变化, 表明ERK及

p38通路参与了CV对肝癌细胞的增殖与凋亡的

调控(图3). 

3  ��讨论

肿瘤的病因非常复杂, 细胞信号转导系统异常

与肿瘤的发生发展密切相关[12]. 丝裂原活化的蛋

白激酶(mitogen-activated protein kinase, MAPK)
是一组可被多种信号激活的丝/苏氨酸激酶. 经
双重磷酸化激活后可参与细胞的多种生物活性, 
如调节基因转录, 诱导细胞凋亡、调节细胞周

期等. 而MAPK对细胞凋亡的诱导作用, 是近年

来研究的重点, 尤其是对肿瘤细胞凋亡的诱导

作用, 更是人们关注的焦点[13,14]. 因此, 以此信号

途径为靶点, 可以干预肿瘤进程, 作为肿瘤治疗

的策略之一[15].
丝裂原活化的蛋白激酶(mitogen-activated 

protein kinase, MAPK)信号转导通路是细胞信号

转导中的重要组成部分, 具有调节细胞增殖、

凋亡以及分化的功能 [16]. 其中最重要的3条通

路为ERK、JNK以及P38通路[17,18]. MAPK级联

具有高度保守性, 采用三级激酶级联传递信号: 
细胞外刺激通过某些环节使M A P K激酶激酶

(mitogen-activated protein kinases kinase kinase, 
MAPKKK)激活, 转而激活MAPK激酶(mitogen-
activated protein kinases kinase, MAPKK), 然后

再通过双位点磷酸化激活MAPK. MAPK活化后, 
磷酸化其下游底一转录因子、蛋白激酶、酶、

结黏附、迁移等过程, 继而诱导肿瘤细胞的凋亡. 
ERK通路的激活具有抗凋亡作用, ERK活性的降

低具有促进肿瘤细胞凋亡的作用, 在许多肿瘤组

织中ERK通路都处于异常激活状态[19,20]. JNK及

p38信号转导通路参与多种凋亡反应[21-26], 活化

的p38可增强c-Myc表达[27]、磷酸化p53[28]、参

与Fas/FasL[29]介导的凋亡. 而如今已临床中已有

大量以MAPK通路为靶点的颇有前景的抗肿瘤

药物[30-32].
CV, 又名异麝香草酚, 是牛至油及百里香

油等的主要成分[2,3]. 通常作为一种安全的食品

添加剂, 例如糖果, 饮料和口香糖等[2]. 已有报

■创新盘点
本研究发现ERK
及p38 MAPK信号
通路可能部分参
与了香芹酚诱导
肿瘤细胞凋亡的
过程, 从而抑制肝
癌细胞的增殖.

表  1 CV对HepG 2细胞生长的影响 (n  = 5, mean±SD)

     
CV剂量(mmol/L)

                    细胞存活率(%)

          24 h           48 h

0.00 100.00±5.11 100.00±3.19

0.05   82.34±2.59a   74.82±3.46a

0.10   69.94±2.31a   64.82±2.79a

0.20   58.70±2.29a   51.29±3.49a

0.40   46.10±3.31a   40.53±2.47a

aP<0.05 vs  CV 0 mmol/L.

图� �� ����������������������� ����������������������  2 FCM检测不同浓度的CV对HepG 2细胞24 h后细胞二倍体DNA含量细胞百分率的影响. A: 0 mmol/L; B: 0.05 mmol/L; C: 

0.1 mmol/L; D: 0.2 mmol/L; E: 0.4 mmol/L.
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道C V具有广泛的生物学活性, 如抗炎 [33]、抗

肿瘤 [34]及抗氧化作用 [35]. 先已证实C V具有抗

鼠黑色素瘤细胞B16[7]、慢性髓性白血病细胞

K562[10]、非小细胞肺癌A549[8]及转移性乳腺癌

MDA-MB231[11]等增殖及诱导凋亡作用. 对于

其机制的研究仅一篇文献报道CV可通过下调

Bcl-2及上调Bax的表达诱导转移性乳腺癌细胞

MDA-MB321细胞凋亡[11]. 由于CV具有多效、

低毒的特性, 并广泛存在于植物界, 他在医学上

越来越多的研究受到人们的关注. 目前国内外

还未见文献报道CV对肝癌的研究, 在此基础上, 
我们大胆选择Bcl-2的上游信号转导通路MAPK
信号转导通路为靶点, 以肝癌细胞株HepG2为研

究对象, 来研究CV酸对肝癌胞的诱导凋亡作用. 
本研究表明, CV可以抑制肝癌HepG2细胞

的增殖, 并呈一定的浓度-效应和时间-效应依赖

关系, 核染色及流式细胞仪分析显示CV可以明

显地诱导HepG2细胞凋亡, 随着浓度的增加, 细
胞数量逐渐减少, 产生明显的染色质凝聚和核

裂解的凋亡细胞逐渐增加, 细胞凋亡率逐渐增

高. 在进一步探讨CV诱导HepG2细胞凋亡的机

制时, 我们选择了MAPK信号转导通路进行研

究. 通过Western blot分析观察CV作用于HepG2
细胞后对该信号分子活性变化的影响, 来研究

他是否可能通过这一途径引起HepG2细胞的凋

亡, 在不同浓度药物作用15 min后, 3种激酶的

表达水平都没有明显的改变, 而是改变了他们

磷酸化的程度. 其中ERK的磷酸化受到明显的

抑制, 且呈现出浓度依赖性; 在本实验的浓度范

围内p38 MAPK只是被激活, 而其作用是否具有

浓度依赖性抑或激活时间有关需要进一步探讨; 
JNKMAPK在本实验中没有发生磷酸化改变. 由
此可推测CV的作用抑制了ERK的活性, 并通过

激活p38诱导肝癌HepG2细胞凋亡, 而JNK信号

通路的没有参与. 而是否有其他信号转导通路

或其他有关其诱导肿瘤细胞凋亡的其他机制有

待于后期的实验研究进一步探讨.
总之, 本实验证实CV能诱导肝癌细胞凋亡, 

ERK及p38 MAPK信号通路可能部分参与了CV
诱导肿瘤细胞凋亡的过程, 为进一步其用于临

床应用提供了实验依据, 更深的机制需进一步

的实验研究.
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