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汪昱, 教授, 硕士研究生导师, 上海交通大学附属第六人民医院普通外科主任医师. 目前担

任上海交通大学结直肠癌诊治中心副主任. 致力于胃肠道肿瘤的临床诊治及基础研究30

余年, 擅长消化道肿瘤的手术及手术后综合治疗, 尤其擅长胃癌以及结直肠癌的腹腔镜微

创手术, 同时对进展期胃癌/肠癌的新辅助化疗、大肠癌的靶向治疗及晚期结直肠癌肝转

移的转化治疗等前沿项目也有较深的造诣. 主持并完成乐沙定治疗大肠癌的IV期药物临

床实验研究; 近年来主要从事胃肠道肿瘤转移及术后复发的分子机制研究、化疗药物引

起肠黏膜屏障损伤的相关基因筛选以及化疗导致的肠黏膜损伤的防治机制研究等工作.
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Abstract
BACKGROUND
It is reported that diallyl trisulfide (DATS) can promote 
metaphase arrest of gastric cancer cells (GCC). We found 
that DATS can increase the expression of cyclin B1 
(CCNB1), and many studies reported that the expression 
of CCNB1 decreased after metaphase arrest induced by 
drug treatment. Moreover, a few studies reported that 
overexpression of CCNB1 can promote the sensitivity 
of GCC to docetaxel (DOC). However, whether DATS 
promotes the sensitivity of GCC to DOC through 
overexpression of CCNB1 is still unclear.

AIM
To investigate the sensitization effect of allicin on GCC 
to chemotherapeutic drug DOC and the underlying 
mechanism.

METHODS
BGC823 cells at logarithmic growth phase were cultured 
in vitro. Flow cytometry was used to determine the effect 
of allicin on BGC823 cell proliferation to determine the 
optimal drug concentration and treatment duration. 
The proliferation and apoptosis of BGC823 cells in blank 
control cells, DATS treated cells, DOC treated cells, 
and DATS + DOC treated cells were analyzed by flow 
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cytometry. The expression of CCNB1 was determined by 
Western blot to determine the role of CCNB1 in DATS-
mediated sensitization of GCC to chemotherapy.

RESULTS
DATS can inhibit BGC823 cell proliferation, and the 
optimal contration and treatment duration were 25 
mol/L and 12 hours, respectively. During the process of 
BGC823 cell proliferation, DATS induced the increase of 
CCNB1 expression. The apoptosis rate, G2/M cell ratio, 
and CCNB1 expression level in BGC823 cells treated 
with DOC alone, DATS alone, and DOC plus DATS were 
significantly higher than those in blank control cells (P < 
0.05), and the effects in cells treated with DOC plus DATS 
were significantly higher than those in cells treated with 
DOC or DATS alone (P < 0.05).

CONCLUSION
DATS can inhibit the proliferation of BGC823 cells. DATS 
can synergistically increase the sensitivity of GCC to 
DOC chemotherapy via mechanisms possibly related to 
the increased expression of CCNB1 protein.

Key Words: Allicin; Gastric cancer BGC823 cells; Docetaxel; 
Cell cycle

Wang HR, Pan YM, Zhang L. Mechanism for allicin to sensitize 
gastric cancer cells to chemotherapy. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 
2019; 27(20): 1248-1255  
URL: https://www.wjgnet.com/1009-3079/full/v27/i20/1248.htm  
DOI: https://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v27.i20.1248

摘要
背景
研究报道大蒜素(diallyl trisulfide, DATS)可以促进胃
癌细胞(gastric cancer cells, GCC)中期阻滞, 我们研究
发现DATS引起细胞周期蛋白B1(cyclinB1, CCNB1)
表达增加, 而多数报道CCNB1在药物处理后中期阻
滞阶段表达降低, 也有少数报道过表达CCNB1可以
促进肿瘤的化疗敏感性, 因此DATS是否可以通过
CCNB1的过表达促进多西紫杉醇(docetaxel, DOC)对
GCC的敏感性. 

目的
研究DATS对GCC化疗药物DOC的增敏作用及其作
用机制.

方法
体外培养并取对数生长期BGC823细胞进行实验;采
用流式细胞术检测大蒜素对BGC823细胞的增殖情
况的影响, 从而选择最佳药物浓度和作用时间; 运用
流式细胞术检测技术分析对照组、DATS组、DOC
组、DATS+DOC组各组中BGC823细胞的增殖以及
凋亡情况; Western blotting法测定CCNB1的表达水平

变化规律, 从而分析判断CCNB1在DATS介导的化疗
增敏效应中的作用. 

结果
DATS具有抑制BGC823细胞增殖的作用, 其25 μmol/L 
DATS作用12 h对BGC823细胞增殖的抑制作用最明
显, DATS作用于BGC823细胞过程中诱导CCNB1表
达增加; DOC组、DATS组和联合组BGC823细胞凋
亡率、G2/M期细胞比例、CCNB1表达水平均显著
高于空白对照组, 具有统计学意义(P<0.05), 其中联合
组作用分别显著高于DOC组与DATS组, 具有统计学
意义(P<0.05). 

结论
DATS可抑制BGC823细胞的增殖, DATS可以协同增
加GCC对DOC的化疗敏感性, 其作用机制可能与诱
导CCNB1的蛋白的表达增加有关. 

关键词: 大蒜素; 胃癌BGC823细胞; 多西紫杉醇; 细胞周期

核心提要: 目前大量研究发现大蒜素(diallyl trisulfide, 
DATS)对胃癌细胞(gastric cancer cells, GCC)的增殖、分

化有一定的抑制作用, 但具体作用机制尚不清楚. 本研

究使用胃癌BGC823细胞系, 采用流式细胞术、Western 
blotting等方法发现DATS对GCC的多西紫杉醇化疗有增

敏作用且与细胞周期蛋白B1的表达有关. 
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0  引言

胃癌(gastric cancer, GC)是最常见的恶性肿瘤之一, 根据

国际癌症研究机构的统计数据, 我国的GC发病和死亡

例数均约占世界的50%[1,2], 一般到典型临床症状出现的

时候, 疾病已经发展到进展期[3], 因此GC严重威胁着我

国人民群众的健康. 对于进展期GC的综合治疗中化疗

仍是重要的方式, 其中多西紫杉醇(docetaxel, DOC)是应

用最广泛的紫杉烷类化疗药物, 主要作用在细胞微管系

统, 与微管的β-tubinlin 结合, 抑制微管解聚[4-6], 并可特

异性作用于细胞周期的M期, 通过阻断细胞周期中的M
期, 使细胞不能分化, 从而发挥其抗肿瘤作用[7], 但DOC
的毒性比紫杉醇大, 而且经常与其他化疗药物一起使

用, 化疗药物的毒副作用和耐药性一直是进展期肿瘤治

疗领域中的热点、难点问题[8], 如何利用天然化合物来

增加化疗药物的敏感性及降低毒性作用是一种潜在的

治疗策略. 既往研究提示大蒜素(diallyl trisulfide, DATS)
具有抗癌和抑癌作用[9,10], DATS是大蒜中主要的生物活
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性物质, 1944年, 曾有人首次在实验室中分离并研究了

蒜氨酸[11], 蒜氨酸是由蒜氨酸上的蒜氨酸酶(S-烯丙基-
半胱氨酸亚砜)形成的, 蒜氨酸具有手性, 仅作为外消旋

酶存在, 当大蒜粉碎时, 蒜素与蒜氨酸酶相互作用, 形成

大蒜素, 它是大蒜中存在的一种含硫化合物的特有成

分, 是多种含硫化合物的复合体, 有大量研究发现DATS
能够抑制包括乳腺癌、肺癌、前列腺癌、肝癌、结肠

癌等多种肿瘤细胞的增殖[12,13], 近年来部分研究提示

DATS可以抑制胃癌细胞(gastric cancer cells, GCC)的增

殖, 本课题组的前期试验证实DATS可以阻止细胞进入

有丝分裂期, 发生G2/M期阻滞, 因此可以起到抑制细胞

增殖的作用. 
真核细胞的细胞周期分为G0/G1期、S期和G2/M期, 

质量控制检查点的失败或调控分子的失衡, 包括周期蛋

白、周期蛋白依赖性激酶(cyclin dependent kinases, CDKs)
和CDK抑制剂, 在癌症的发展中起着重要作用[14,15]. 细
胞周期蛋白B1(cyclinB1, CCNB1)是一种重要的细胞周

期调节蛋白, 特别是CCNB1和CDK2是有丝分裂促进因

子的组成部分, 是G2-M转化的关键角色[16-19]. CDK2的
表达水平在整个细胞周期中通常是恒定的, 而CCNB1
的表达是循环的, 并在G2-M转变时达到峰值[16,20]. 另外

有研究发现半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋白酶(cysteine 
aspartic acid specific protease, Caspase-3)在细胞凋亡中

发挥着重要作用, 与真核细胞的凋亡密切相关, 在细胞

凋亡的级联反应过程中, Caspase-3是细胞凋亡的执行

蛋白, 参与多种因素诱导的细胞凋亡, 是级联反应中

最关键的效应蛋白酶, 在凋亡的病理过程中发挥重要

作用[21]. 因此本研究通过体外培养人BGC823细胞并给

予DATS+DOC联合作用, 观察DATS对BGC823细胞对

DOC化疗敏感性的作用, 并初步探讨了CCNB1是否参

与了DATS对GCC的化疗敏感性的作用, 为临床上进展

期GC的化疗提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 细胞株人胃腺癌细胞株BGC-823细胞(购自上

海图赫实业公司), BGC823细胞培养于1640细胞培养

基(美国Gibco公司); 多西紫杉醇(杭州赛诺菲制药公司, 
批号: J20150083); 大蒜素注射液(购自上海禾丰制药公

司, 批号: H31022371), 兔抗人FHIT单克隆抗体(Abcam
公司), 辣根过氧化物酶标记羊抗兔IgG抗体(北京中杉

金桥公司); 兔抗caspase-3单克隆抗体(北京百奥莱博科

技公司); 4, 6-二脒基-2-苯基吲哚(DAPI溶液)(DAKE公
司), PBS缓冲液(美国Gibco公司); 碘化丙啶(propidium 
iodide, PI)(北京百奥莱博科技公司); 诺考达唑(武汉欣欣

佳丽生物科技公司); β-actin单克隆抗体(Cell Signaling 

Technology公司); SDS-PAGE试剂(Sigma公司); RIPA蛋

白裂解液(Beyo time公司); Annexin Ⅴ-FITC/PI双染试

剂盒(碧波公司); 蛋白定量试剂盒(上海碧云天生物公

司); ECL超敏发光液(北京普利莱公司); Cell Analyzer 
CA-Ⅱ型流式细胞仪(德国Partec公司); Multicycle 流式

细胞仪细胞(美国Phoenix Flow Systems公司); BX43型
光学显微镜(日本Olympus公司); ChemDoc XRS型化学

发光成像仪(美国Bio-red公司); 5804R型高速冷冻离心

机(德国Eppendorf公司); Odyssey凝胶成像系统(美国Li-
COR公司). 
1.2 方法

1.2.1 流式细胞术检测BGC823细胞周期分析: 取对数生

长期的BGC823细胞, 按1×106 cells/mL以1 mL加至24孔
板, 再加入1 mL/孔的0 μmol/L、25 μmol/L、50 μmol/
L、100 μmol/L浓度的DATS, 每组分别作用0 h、12 h、
24 h、48 h、72 h, 37 ℃培养后收获, 用PBS缓冲液(0.01 
mol/L, pH7.4)洗涤, 离心弃上清, 沉淀的细胞在不断振

荡下逐滴加入1 mL无水乙醇进行固定, 置4 ℃保存待测. 
然后用将固定的细胞离心, 弃乙醇, 用PBS洗涤, 将细胞

悬浮于1 mL预处理液(2.1%柠檬酸, 0.5% Tween 20)中, 
37 ℃水浴轻摇10 min, 然后加入DAPI染液, 4 ℃避光孵

育30 min以上, 并用流式细胞仪进行检测. 检测结果用

专用分析软件进行细胞周期分析. 
1.2.2 DATS与DOC单独及联合作用对BGC823细胞凋亡

的影响: 各组细胞经胰酶消化, 4 ℃离心5 min收集细胞, 
用预冷的PBS洗涤溶液洗涤2次后, 制备浓度约1×105的

单细胞混悬液, 加入100 μL缓冲液, 再加入5 μL A nnexin 
V-FITC和5 μL PI混匀, 避光室温孵育10 min后, 分别加

入400 μL缓冲液并混匀后1 h内通过流式细胞仪检测并

分析细胞凋亡情况. 
1.2.3 Western blotting法检测CCNB1蛋白的表达水平: 收
集各组细胞, 加入RIPA蛋白裂解液, 4 ℃ 12000 g离心20 
min, 取上清, BCA蛋白定量试剂盒检测各组细胞总蛋

白浓度, 蛋白样品与5×上样缓冲液按4:1比例涡旋均匀, 
煮沸10 min, 冷却至室温后, -20 ℃保存备用. 等量蛋白

SDS-PAGE电泳分离蛋白, 80 V恒压电泳30 min, 换电压

为120 V, 继续电泳150 min左右, 依据蛋白分子大小而定. 
将蛋白转移到硝酸纤维素膜上, 5%脱脂奶粉的TBST液
(Tris-缓冲盐溶液)封闭1 h, 洗膜后加入按照1:1000稀释

的兔抗人FHIT多克隆抗体, 4 ℃孵育摇床过夜. TBST充
分洗膜, 10 min/次, 洗3次. 洗膜后, 用1:3000的辣根过氧

化物酶标记的羊抗兔IgG抗体、caspase-3(1:1000)一抗

溶液, 室温条件下孵育1 h, TBST充分洗膜, 10 min/次, 洗
3次, 使用ECL显色, 按照说明书进行显色、曝光、显

影、定影, 同样方法, 以β-actn(1:56000稀释)作为内参照. 
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通过Odyssey凝胶成像系统对实验结果进行拍照记录, 
并进行蛋白条带灰度分析. 

统计学处理 均运用SPSS 17.0软件进行统计学分析, 
计量资料以mean±SD表示, 组间均数两两比较采用t检
验, 统计分析采用单因素方差分析或双因素方差分析及

重复测量设计的方差分析, P<0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 DATS对BGC823细胞的细胞周期各时相的影响 
BGC823细胞的细胞周期经DATS处理后均发生了明显

的变化, 与空白对照组相比主要表现为G1期细胞减少, 
G2/M期细胞增多, 表明BGC823细胞经DATS处理后细胞

周期阻滞于G2/M期, 且大蒜素浓度为25 μmol/L、作用

时间为12 h时对BGC823细胞的抑制作用最明显(图1). 在
实验中进一步运用免疫荧光和流式细胞术对DATS作用

后的BGC823细胞进行分析, 发现DATS作用于BGC823
细胞后, 细胞内出现CCNB1的累积现象, 对BGC823细
胞进行同步化处理后再次使用25 μmol/L DATS作用于

BGC823细胞结果DATS组的CCNB1的蛋白表达水平升

高(图2, 3). 同时也证实DATS处理后引起了细胞中期阻

滞和凋亡的增加.  
2.2 DATS与DOC单独及联合作用对BGC823细胞凋亡的

影响 DATS组、DOC组和联合组细胞凋亡率均显著高

于空白对照组(P<0.05), 且DATS+DOC联合组显著高于

DOC组(P<0.05)(图4). 
2.3 DATS与DOC单独及联合作用对BGC823细胞周期

的影响 DATS组、DOC组和联合组BGC823细胞周期

G2/M期比例显著高于空白对照组(P<0.05); DOC组和联

合组BGC823细胞周期G1期比例显著低于空白对照组

(P <0.05); 联合组胃癌BGC823细胞周期G1期比例显著

低于DATS组和DOC组(P<0.05); G2/M期比例显著高于

DATS组和DOC组(P<0.05)(图5). 
2.4 DATS与DOC单独及联合作用CCNB1表达情况 
Western blotting结果显示各组分别给药后胃癌BGC823
细胞中CCNB1表达在联合给药后表达显著增加, 活化

型caspase-3表达增加(图6). 

3  讨论

GC是消化道恶性肿瘤中最常见的肿瘤之一, 可在任何

年龄段发病, 40-60岁之间居多, GC的病因不明, 可能与

饮食、生活方式、环境因素、遗传、心理因素和幽门

螺杆菌感染等许多因素有关[22,23]. 目前早期GC的治疗多

通过手术方式进行治疗, 而进展期GC, 除手术治疗外还

需要更多的综合治疗, 目前进展期GC的一线化疗大多

是多种细胞毒性药物[24], 且单一化疗的效果有限, 需要

研究新的更为有效的化疗药物或化疗方案. 本课题研究

了DATS对BGC823细胞的抑制肿瘤细胞增殖的作用效

果, 并探讨了DATS对GCC化疗药物DOC的增敏作用及

其作用机制. 
DATS是大蒜粉碎后加水蒸馏而得到的大蒜挥发

油, 其主要成分为二烯丙三硫[25,26], 具有天然性和低毒

性的特点, 已有研究发现, 较低浓度的DATS即可抑制肿

瘤细胞迁移, 诱导细胞凋亡[27,28]. 目前有大量研究表明

DATS对多种肿瘤细胞的生长、增殖、分化有一定的

抑制作用[13,29-31], 本实验已证实不同浓度的DATS作用于

BGC823细胞后, 细胞凋亡率测定结果显示, DATS浓度

为25 μmol/L、作用时间为12 h时肿瘤细胞中期阻滞和

凋亡增加, DATS作用于培养细胞后, 流式细胞仪检测及

光镜下的形态学观察结果显示,细胞周期大多被阻滞于

M期, 同时可以促进CCNB1的累积. 
在临床上DATS作为治疗恶性肿瘤的辅助用药已

经得到广泛的应用, Gao等[32]研究证明联合应用DATS
后可以增强化疗药物环磷酰胺的药物作用, 明显降低

肿瘤的生长. 谢军等[33]研究也发现, DATS联合环磷酰胺

对肿瘤细胞增值抑制作用明显高于单一环磷酰胺用药

组. 另外, 有研究发现DATS具有增强化疗药物5-氟尿嘧

啶(5-fluorouracil, 5-FU)诱导肝癌细胞的细胞毒性[10]. 因
此, 联合应用DATS对化疗药物的增敏作用在少许实验

中已经证实, 本实验通过DATS与DOC单独或联合作用

检测对BGC823细胞凋亡及细胞周期的结果显示: 与单

用DOC组比较, 联合组能够更加显著的将胃癌BGC823
细胞周期阻滞于G2/M期, 抑制细胞有丝分裂, 显著提高

BGC823细胞凋亡率, 提示DATS能够增强胃癌BGC823
细胞对DOC化疗敏感性, 即DATS对BGC823有化疗增

敏作用. 进一步我们应用Western blotting检测DATS作
用前后CCNB1表达的变化, 结果显示, 空白对照组、

DATS组、DOC组中CCNB1表达量少, DATS+DOC组的

CCNB1表达较前3组明显表达增多, 表明DATS都能够

促进GCC的调亡, 且两者具有协同作用, 这种促凋亡作

用可能与CCNB1过表达相关, 其具体机制有待于进一

步阐明. 
综上所述, DATS可增强BGC823细胞对DOC化疗敏

感性, 可能与诱导CCNB1的蛋白的表达增加有关, 具体

机制需进一步研究. 

文章亮点

实验背景

胃癌(gastric cancer, GC)是全球常见的恶性肿瘤, 晚期患

者预后相对较差, 而进展期GC的治疗多通过手术或联

 文章亮点
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合辅助化疗进行治疗, 目前临床中GC的化疗药物多种

多样, 其中多西紫杉醇(docetaxel, DOC)是最常见的化疗

药物之一. DOC为新一代紫杉醇类衍生物, 可特异性作

用于细胞周期的M期, 通过阻断细胞周期中的M期, 使
细胞不能分化, 从而发挥其抗肿瘤作用, 近年来部分研

究提示大蒜素(diallyl trisulfide, DATS)可以抑制胃癌细

A

B

图  1  DATS促进胃癌细胞BGC823发生中期阻滞. A: 25 μmol/L DATS处理BGC823胃癌细胞不同时间段, 观察细胞周期的变化; B: 以不同

DATS浓度分别处理BGC823 12 h. DATS: 大蒜素.

图  2  DATS诱导cyclinB1表达增加. A: 用DATS、阳性对照诺考达唑中期阻滞药及生理盐水分别处理BGC823细胞, CCNB1免疫荧光染色情况, 

DAPI染色显示细胞核(蓝色); B: 用DATS、阳性对照诺考达唑中期阻滞药及生理盐水分别处理BGC823细胞后, 流式细胞仪分析细胞周期结

果表示细胞在G2/M期阶段的百分比. cyclinB1: 细胞周期蛋白B1; DATS: 大蒜素. 
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胞(gastric cancer cells, GCC)的增殖, 发生G2/M期阻滞, 
因此可以起到抑制细胞增殖的作用. 目前DOC的临床

应用受耐药性的限制, 寻找耐药辅助增敏的研究倍受关

注, 因此拟通过本课题研究探讨DATS对GCC化疗增敏

的分子生物学机制. 

实验动机

本研究拟通过实验研究验证DATS是否可以增加GCC
对于化疗药物D O C的敏感性 ,  明确细胞周期蛋白

B1(cyclinB1, CCNB1)是否参与DATS抑制GCC增殖的作

用, 为临床肿瘤化疗提供新的思路. 

实验目标

明确DATS抑制GCC增殖的作用机制. 明确DATS是否对

DOC对GCC的化疗作用有增敏作用. 明确CCNB1是否

参与了DATS 对GCC的化疗敏感作用.

实验方法

从胃癌系中筛选出CCNB1表达阳性的BGC823 GCC, 然
后细胞培养, 选择对数生长的细胞接种于培养瓶随机分

成对照组和实验组, 利用流式细胞术、细胞凋亡、细胞

周期分析等, 检测细胞周期分布比例变化. 设立空白对

照组、加入DATS组、加入DOC组及加入DATS+DOC

A B

图  4  各组胃癌BGC823细胞凋亡情况. A: 用DATS和/或DOC处理BGC823细胞后, 细胞凋亡的代表性分析; B: 定量, 数据以mean±SD表示, 
aP<0.05, bP<0.01, 与对照组比较有显著性差异. DATS: 大蒜素; DOC: 多西紫杉醇.

图  3  DATS对中期同步化与非同步化的胃癌细胞凋亡比例的影响. A: 对照组细胞的凋亡比例仅为4.8%(平均); B: 加入DATS 12 h后, 凋亡比例

为17.2%(平均); C: 当通过中期同步化技术, 细胞的凋亡比例为7%(平均); D: 通过在同步化的基础上, 加入DATS处理12 h, 凋亡细胞的比例为

24.5%(平均), 提示DATS处理后引起细胞中期阻滞和凋亡增加. DATS: 大蒜素.
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组, 应用流式细胞术实验方法检测DATS单独或联合

DOC后BGC-823的增殖及细胞凋亡情况. 应用蛋白质印

迹法检测上述各实验组分别给药后CCNB1的表达情况, 
并应用免疫荧光与流式细胞术对比中期阻滞药诺考达

唑处理后的BGC823细胞与富集大蒜素(DATS)诱导后

的中期BGC823细胞中CCNB1的表达. 

实验结果

DATS可增强DOC对BGC823细胞的化疗敏感性, 且与

诱导CCNB1的蛋白的表达增加有关, 为DATS在抑制肿

瘤细胞增殖作用及抗癌机制提供理论依据, 且初步验证

CCNB1参与DATS抑制肿瘤细胞增殖的作用. 

实验结论

我们研究结果发现, DATS可以明显抑制GCC增殖, 增加

DOC的化疗敏感性, 其机制与诱导CCNB1的蛋白表达

增加有关.  

展望前景

本研究首次通过实验研究验证DATS可以增加GCC疗药

物DOC的敏感性, 初步证实DATS对化疗药物DOC的增

敏作用与CCNB1的过表达有关, 后期将继续进一步探

讨CCNB1表达调控的分子机制, 为临床表观遗传学干

预治疗提供新的理论基础. 
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