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CL187 细胞凋亡
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［摘要］ 目的：观察芹菜素对人大肠癌 CL187 细胞增殖和凋亡的作用及相关机制。方法：选择人大肠癌 CL187 细胞，利用

芹菜素（0、30、45、60 mg·L-1）进行干预后，采用噻唑蓝（MTT）比色法和克隆形成实验检测芹菜素对 CL187 细胞的增殖作用；
Hoechst 33258 染色法观察细胞凋亡；实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）检测芹菜素对 CL187 细胞胱天蛋白酶 -3

（Caspase-3）、B 细胞淋巴瘤-2（Bcl-2）、Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）mRNA 表达水平；蛋白免疫印迹法（Western blot）观察芹菜素对细

胞凋亡相关蛋白 Caspase-3、Bcl-2、Bax 和磷脂酰肌醇 3-激酶/蛋白激酶 B（PI3K/Akt）信号通路中 Akt、磷酸化（p）-Akt 及丝裂原

活化蛋白激酶（MAPK）信号通路中细胞外调节蛋白激酶（ERK1/2）、p-ERK1/2、c-Jun 氨基末端激酶（JNK）、p-JNK、p38 MAPK、

p-p38 MAPK 蛋白表达的影响。结果：与空白组比较，芹菜素组细胞存活率显著降低，细胞增殖抑制率显著升高（P<0.01）；与空

白组比较，芹菜素组细胞克隆数和克隆形成率显著降低，克隆形成抑制率显著升高（P<0.01）；不同浓度芹菜素干预 CL187 细胞

48 h，与空白组比较，在荧光显微镜下可观察到细胞核固缩，染色质凝聚，细胞荧光反应增强等典型的细胞凋亡特征；与空白组

比较，芹菜素组（45、60 mg·L-1）抑凋亡基因 Bcl-2 mRNA 表达水平显著降低（P<0.01），芹菜素组促凋亡基因 Bax 和 Caspase-3

mRNA 表达明显升高（P<0.05，P<0.01）。与空白组比较，芹菜素组促凋亡蛋白 Caspase-3 蛋白表达水平明显上调（P<0.05，P<

0.01），芹菜素组（45、60 mg·L-1）促凋亡蛋白 Bax 蛋白表达显著上调（P<0.01），芹菜素组抑凋亡蛋白 Bcl-2 表达水平明显下调

（P<0.05，P<0.01）。与空白组比较，芹菜素组（60 mg·L-1）Akt 蛋白表达显著下调（P<0.01），芹菜素组（45、60 mg·L-1）p-Akt、

ERK1/2、p-ERK1/2 蛋白表达显著下调（P<0.01），芹菜素组 JNK、p-JNK 蛋白表达明显上调（P<0.05，P<0.01），芹菜素组

（60 mg·L-1）p38 MAPK 蛋白表达明显上调（P<0.05），芹菜素组 p-p38 MAPK 蛋白表达显著上调（P<0.01），芹菜素组 p-Akt/Akt

明显降低（P<0.05，P<0.01），芹菜素组 p-ERK1/2/ERK1/2 显著降低（P<0.01），芹菜素组（45、60 mg·L-1）p-JNK/JNK 明显升高（P<

0.05，P<0.01），芹菜素组 p-p38 MAPK/p38 MAPK 显著升高（P<0.05，P<0.01）。结论：芹菜素可抑制大肠癌 CL187 细胞增殖并

促进细胞凋亡，其作用机制可能与抑制 PI3K/Akt信号通路和调控 MAPK 信号通路相关蛋白的表达有关。
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［［Abstract］］ Objective：：To study the effect of apigenin on the proliferation and apoptosis of human colon

cancer CL187 cells and the underlying mechanisms. Method：： Human colorectal cancer CL187 cells were

treated with different concentrations of apigenin（0，30，45，60 mg·L-1）according to the results of the

preliminary experiment. The proliferation of CL187 cells was detected by methyl thiazolyl tetrazolium（MTT）
and colony formation assays，and the apoptosis was observed via Hoechst 33258 staining. Real-time fluorescence

quantitative PCR was conducted to determine the mRNA levels of cysteine protease-3（Caspase-3），B-cell

lymphoma-2（Bcl-2），and Bcl-2-associated X protein（Bax）in the CL187 cells treated with apigenin. Western

blot was employed to measure the protein levels of Caspase-3，Bcl-2，and Bax associated with apoptosis，

protein kinase B（Akt）and phosphorylated Akt（p-Akt） in phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B

（PI3K/Akt）pathway，and extracellular signal-regulated kinases 1/2（ERK1/2），p-ERK1/2，c-Jun N-terminal

kinase（JNK），p-JNK，p38 mitogen-activated protein kinase（MAPK），and p-p38 MAPK protein in MAPK

pathway. Result：： Compared with the blank group，the apigenin groups had low cell survival rates and high

inhibition rates on cell proliferation（P<0.01）. Apigenin decreased the cell clone number and clone formation

rate，and increased the inhibition rate on clone formation（P<0.01）. After CL187 cells were treated with different

concentrations of apigenin for 48 h， typical apoptosis characteristics such as nuclear pyknosis，chromatin

condensation，and enhanced fluorescence reaction were observed. Compared with blank group，45，60 mg·L-1

apigenin treatments down-regulated the mRNA level of anti-apoptotic gene Bcl-2（P<0.01）and all the apigenin

treatments up-regulated those of the pro-apoptotic genes Bax and Caspase-3（P<0.05，P<0.01）. Similarly，

apigenin treatments down-regulated the protein level of Bcl-2（P<0.05，P<0.01）and up-regulated those of

Caspase-3（P<0.05，P<0.01）and Bax（P<0.01，45，60 mg·L-1）. The blank group had higher protein level of

Akt than the 60 mg·L-1 apigenin group（P<0.01），higher protein levels of p-Akt，ERK1/2，and p-ERK1/2 than

the 45，60 mg·L-1 apigenin groups（P<0.01），and higher protein levels of JNK and p-JNK than the apigenin

groups（P<0.05，P<0.01）. Compared with blank group，60 mg·L-1 apigenin up-regulated the protein level of

p38 MAPK（P<0.05），and all the apigenin groups up-regulated that of p-p38 MAPK（P<0.01）. Furthermore，

apigenin lowered the p-Akt/Akt ratio（P<0.05，P<0.01）and p-ERK1/2/ERK1/2 ratio（P<0.01），while it

increased the p-JNK/JNK ratio（45，60 mg·L-1；P<0.05，P<0.01）and p-p38 MAPK/p38 MAPK ratio（P<0.05，

P<0.01）. Conclusion：： Apigenin can inhibit the proliferation and promote the apoptosis of CL187 cells by

inhibiting the PI3K/Akt signaling pathway and regulating the expression of proteins in the MAPK signaling

pathway.

［［Keywords］］ apigenin；colon cancer；CL187 cells；proliferation；apoptosis；phosphatidylinositol 3-kinase/

protein kinase B（PI3K/Akt）signaling pathway；mitogen-activated protein kinase（MAPK）signaling pathway

大肠癌又名结直肠癌，是常见的消化道恶性肿

瘤之一。据统计，大肠癌在 2020 年全球恶性肿瘤中

死亡率位居第 2 位，发病率位居第 3 位［1］。随着社会

经济的发展和人们生活方式的改变，大肠癌病发率

和死亡率逐年增加，且发病人群逐渐趋于年轻化，

又因多数大肠癌患者早期无明显症状，不易诊断，

被确诊发现时多已发展为中晚期，导致该病死亡率

较高，严重威胁着人类生命健康［2］。目前临床上大

肠癌以手术治疗为主，其他治疗包括化疗、放疗、靶

向治疗和中医药治疗等，以控制患者病情恶化发

展，但由于其不良反应，存在明显的局限性［3-5］。研

究开发高效、低不良反应的抗肿瘤药物一直以来都

是研究学者的热点，我国中药资源丰富，在长期生

产生活中积累了丰富的防病治病经验，故从中药及

其有效成分中筛选低不良反应高效的抗肿瘤药物

成为研究热点。

芹菜素是一种广泛存在于多种植物中的黄酮

类化合物，具有抗肿瘤、抗氧化、抗炎等多种药理活

性［6］。研究表明，芹菜素的抗肿瘤效果显著，可通过

抑制肿瘤细胞增殖，抑制侵袭与迁移，阻滞细胞周
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期，诱导肿瘤细胞凋亡及调控肿瘤细胞相关信号转

导通路等途径［7-8］对多种恶性肿瘤均表现出良好的

抑制作用，包括结直肠癌［9］、胰腺癌［10］、肺癌［11］、乳腺

癌［12］等。芹菜素能抑制结肠癌 HT-29 细胞的增殖并

诱导其发生凋亡，相关机制与调控哺乳动物雷帕霉

素靶蛋白/磷脂酰肌醇 3-激酶/蛋白激酶 B（m-TOR/

PI3K/Akt）信号通路下游的相关凋亡及细胞自噬蛋

白有关［13］。目前，有关芹菜素对人大肠癌 CL187 细

胞的影响，尚未见报道。本课题组前期预实验发

现，芹菜素能够促进 CL187 细胞凋亡，其半数抑制

浓度（IC50）为 45 mg·L-1，但芹菜素对 CL187 细胞的

作用机制尚不清楚，基于此，本实验将在体外探讨

芹菜素对 CL187 细胞的作用及潜在作用机制，为芹

菜素用于治疗大肠癌提供理论与实验数据支撑。

1 材料

1.1 细胞 人大肠癌 CL187 细胞购自江苏凯基生

物技术有限公司，编号 KG104，实验用为 7~12 代。

1.2 药品与试剂 芹菜素（纯度≥95%）、过硫酸铵、

四甲基乙二胺（上海麦克林生化科技有限公司，批

号分别为 C12462383、C11707916、C11742763）；磷
酸盐缓冲液（PBS）缓冲液、DMEM/F-12 不完全培养

液、胰蛋白酶 -EDTA 消化液、结晶紫染色液（江苏凯

基 生 物 技 术 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 20210908、

20210727、20210818、20210419）；胎 牛 血 清（南 美

Lonsera 公司，批号 RA01991）；噻唑蓝（MTT）、30%

制 胶 液 、TE 缓 冲 液 、1 mol·L-1 Tris-HCl 缓 冲 液 、

1.5 mol·L-1 Tris-HCl 缓 冲 液 、20×TBST 缓 冲 液 、

Hochest 33258 染色液（北京索莱宝生物科技有限公

司 ，批 号 分 别 为 309E058、20200422、20210714、

20200927、20201120、20210507、20210705）；二甲基

亚砜（DMSO，美国 Sigma 公司，批号 RNBJ8184）；
BCA 蛋白浓度测定试剂盒（增强型）、RIPA 裂解液、

100×蛋白酶抑制剂混合物、超敏 ECL 化学发光试剂

盒（ 碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为

062521210726、 092520201124、 101320201119、

112020210420）；Omni-ECL 超灵敏化学发光检测试

剂 盒（ 上 海 雅 酶 生 物 科 技 有 限 公 司 ，批 号

01593098）；Millipore Immobilon-P 卷膜（PVDF 膜，

0.45 μm，德国 Merk Millipore 公司，批号 R0AB9396

4）；甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）、B 细胞淋巴瘤-

2（Bcl-2）、Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）、胱天蛋白酶 -3

（Caspase-3）、细胞外调节蛋白激酶（ERK）1/2、磷酸

化（p）ERK1/2（p-ERK1/2）、p38 丝裂原活化蛋白激

酶（p38 MAPK）、p-p38 MAPK、蛋白激酶 B（Akt）、

p-Akt、c-Jun 氨基末端激酶（JNK）、p-JNK 抗体（美国

CST 公 司 ，批 号 分 别 为 2118S、4223T、5023T、

14220T、 4695T、 4370T、 8690T、 4511T、 4691T、

4063T、9252T、4668T）；辣根过氧化物酶标记山羊抗

兔 二 抗（ 美 国 Immunoway 公 司 ，批 号 B0201）；
GAPDH、Bcl-2、Bax 及 Caspase-3 引物均由生工生物

工 程（上 海）股 份 有 限 公 司 合 成；GeneJET RNA

Purification Kit 、RevertAid First Strand cDNA

Synthesis Kit、PowerUpTM SYBRTM Green Master Mix

（美 国 Thermo Fisher scientific 公 司 ，批 号 分 别 为

01099643、01127783、01112585）。
1.3 仪器 C170 型 CO2细胞培养箱（德国 Binder公

司）；Epoch2 型全波长酶标仪（美国 BioTek 公司）；
ECLIPSE Ni-U 型正置荧光生物显微镜（日本 Nikon

公司）；超微量核酸测定仪（天根生化科技有限公

司 ）；T100TM Thermal Cycler PCR 仪 、Mini-

PROTEAN Tetra Cell 型 垂 直 电 泳 仪 、Mini Trans-

Blot Cell 型蛋白转印模块（美国 Bio-Rad 公司）；
Light Cycler 960 型实时荧光定量聚合酶链式反应

（Real-time PCR）仪（ 美 国 Roche 公 司 ）；UVP

ChemStudio 815 多功能分子成像系统（德国耶拿

公司）。
2 方法

2.1 细胞培养 人大肠癌细胞 CL187 培养于含

10% 胎牛血清和 1% 青 -链霉素的 DMEM/F-12 培养

基中，并置于 37 ℃、5%CO2培养箱中培养。

2.2 MTT 比色法检测细胞增殖作用 取对数生长

期 CL187 细胞，用新鲜完全培养液调整细胞密度至

2.5×104 个/mL，200 μL/孔接种于 96 孔板，置于 CO2

培养箱内培养 24 h。设空白组和芹菜素组（30、45、

60 mg·L-1），空白组不含药物仅含培养基，各给药组

用完全培养基稀释为相应药物浓度，200 μL/孔，各

组设置 6 个复孔。药物分别干预 24、48、72 h，每孔

加入 5 g·L-1 MTT 溶液 20 μL，继续培养 4 h。弃上清

液，再加入 DMSO 150 μL/孔，室温振荡 5 min，酶标

仪 490 nm 波长处测定各孔的吸光度 A，并计算细胞

增殖抑制率。抑制率=（A 空白组−A 给药组）/A 空白组×100%。

2.3 细胞克隆形成实验观察细胞的增殖能力 取

处于对数生长期的 CL187 细胞，按 500 个/孔接种于

6 孔板，培养 24 h。按 2.2 项下分组，给予药物干预

48 h，弃去含药培养基，PBS 清洗，加入含 10% FBS

的新鲜培养基，每 3 d 换液 1 次，继续培养 12 d。弃

去上清，预冷的 PBS 清洗细胞，每孔加入 4% 多聚甲

醛 1 mL 固定 15 min，弃去固定液，PBS 洗涤 2 次，用
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结晶紫染色液染色 10 min，PBS 清洗 3 次，室温下自

然干燥，拍照并计算克隆形成率。细胞数>50 的克

隆记为 1 个细胞克隆。克隆形成率=细胞克隆数/接

种细胞数×100%。

2.4 Hochest 33258 荧光染色检测细胞凋亡 取对

数生长期 CL187 细胞，以 1.0×106/孔接种于 6 孔板

（内置无菌盖玻片）中，培养 24 h。按 2.2 项下分组，

给予药物干预 24 h，弃培养基，PBS 洗涤 2 次，4% 多

聚甲醛固定 15 min，弃固定液，PBS 清洗 3 次，加入

Hochest 33258 染色液 500 μL，避光染色 10 min，弃

染色液，PBS 洗涤 3 次，取出盖玻片，于荧光显微镜

下观察细胞凋亡情况并拍照。

2.5 Real-time PCR 检 测 细 胞 中 Bcl-2、Bax 和

Caspase-3 mRNA 表达水平 将处于对数生长期的

CL187 细胞接种于 25 cm2 细胞培养瓶中，待细胞汇

合度达 80%，给予药物干预，按 2.2 项下分组，培养

48 h，按试剂盒操作说明提取总 RNA 并合成 cDNA

第一链，进行 PCR 分析，反应条件：95 ℃预变性

120 s，95 ℃变 性 15 s，60 ℃退 火 延 伸 60 s，循 环

40 次。以 GAPDH 作为内参基因，结果采用 2-ΔΔCt法

进行相对定量分析。引物序列见表 1。

2.6 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测细胞蛋白

表达水平 将处于对数生长期的 CL187 细胞接种

于 25 cm2细胞培养瓶中，待细胞汇合度达 80%，给予

药物干预，按 2.2 项下分组，继续培养 48 h。每瓶加

入裂解液 300 μL，冰上裂解 30 min，收集细胞于

4 ℃、12 000 r·min-1 离心 30 min（离心半径 10 cm），
取细胞上清液进行 BCA 蛋白浓度测定。加入适量

上样缓冲液，沸水煮 10 min 使蛋白变性，蛋白上样

量 30 μg，蛋白样品经十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺

凝胶（SDS-PAGE）电泳分离，转至 PVDF 膜，5% 脱

脂牛奶室温封闭 1 h，TBST 洗膜 4 次，5 min/次，分别

加入抗体（1∶1 000）4 ℃孵育过夜，TBST 洗膜 4 次，

5 min/次，加入辣根过氧化物酶（HRP）标记山羊抗

兔抗体（1∶5 000）摇床孵育 1 h，TBST 清洗 4 次，

5 min/次，加入 ECL 发光试剂显影，多功能分子成像

系统进行图像收集，以 GAPDH 为内参，采用 Image

J进行蛋白条带灰度值分析。

2.7 统计学分析 采用 SPSS 17.0 软件进行统计分

析，计数资料以 x̄ ± s 表示，两组间比较满足正态分

布及方差齐性的用最小显著性差异法（LSD）-t 检

验，不满足正态分布及方差齐性的用秩和检验，多

组间比较用单因素方差分析，P<0.05 为差异具有统

计学意义。

3 结果

3.1 芹菜素对 CL187 细胞增殖的影响 与空白组

比较，芹菜素干预 CL187 细胞 24、48、72 h，对细胞有

不同程度的抑制作用，随着芹菜素浓度的增大和作

用时间的延长，细胞存活率显著降低，细胞增殖抑

制率显著升高（P<0.01），表明芹菜素能明显抑制

CL187 细 胞 的 增 殖 ，并 存 在 浓 度 - 时 间 相 关 性 。

见表 2。

3.2 芹菜素对 CL187 细胞克隆形成能力的影响

与空白组比较，芹菜素组细胞克隆数和克隆形成

率显著降低（P<0.01）；与空白组比较，芹菜素组细胞

克隆形成抑制率显著升高（P<0.01），且随着芹菜素

浓度的增加而升高，表明芹菜素能够剂量依赖性地

抑制 CL187 细胞集落形成。见图 1 和表 3。

3.3 芹菜素对 CL187 细胞凋亡形态学的影响 空

白组 CL187 细胞细胞呈均匀蓝色荧光，不同浓度芹

菜素干预 CL187 细胞 24 h，与空白组比较，随着芹

菜素浓度增大，细胞形态发生染色质固缩，细胞核

呈致密浓染，或呈碎块状致密浓染的比例显著增

多，细胞出现明显凋亡形态学特征，凋亡数量增加，

表 明 芹 菜 素 能 促 进 CL187 细 胞 发 生 凋 亡 。

见图 2。

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequences

引物

Bcl-2

Bax

Caspase-3

GAPDH

序列（5′-3′）
上游 TCGCCCTGTGGATGACTGAGTAC

下游 ACAGCCAGGAGAAATCAAACAGAGG

上游 AGCGACTGATGTCCCTGTCTCC

下游 AGATGGTGAGTGAGGCGGTGAG

上游 GTGGAGGCCGACTTCTTGTATGC

下游 TGGCACAAAGCGACTGGATGAAC

上游 CAGGAGGCATTGCTGATGAT

下游 GAAGGCTGGGGCTCATTT

长度

/bp

129

112

100

138

表 2 芹菜素对 CL187细胞增殖抑制率的影响（x̄± s，n=6）

Table 2 Effect of apigenin on proliferation inhibition rate of

CL187 cells（x̄± s，n=6） %

组别

芹菜素组

质量浓度

/mg·L-1

30

45

60

24 h

38.16±8.081）

40.37±5.281）

44.00±8.971）

48 h

42.56±6.481）

49.54±4.931）

53.50±3.541）

72 h

68.20±3.271）

79.28±1.311）

79.72±1.521）

注：空白组增殖抑制率为 0；与同时间点空白组比较 1）P<0.01
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3.4 芹菜素对 CL187 细胞 Bcl-2、Bax 和 Caspase-3

mRNA 表达的影响 与空白组比较，芹菜素组（45、

60 mg·L-1）抑凋亡基因 Bcl-2 mRNA 表达水平显著

降低（P<0.01）；与空白组比较，芹菜素组促凋亡基因

Bax 和 Caspase-3 mRNA 表达明显升高（P<0.05，P<

0.01），表明芹菜素能够通过抑制 CL187 细胞 Bcl-2

mRNA 的表达及促进 Bax 和 Caspase-3 mRNA 的表

达，诱导 CL187 细胞凋亡。见表 4。

3.5 芹菜素对 CL187 细胞凋亡相关蛋白表达的影

响 与空白组比较，芹菜素组促凋亡蛋白 Caspase-3

表达水平明显上调（P<0.05，P<0.01）；芹菜素组（45、

60 mg·L-1）促凋亡蛋白 Bax 表达水平显著上调（P<

0.01）；芹菜素组抑凋亡蛋白 Bcl-2 表达水平明显下

调（P<0.05，P<0.01）。见图 3、表 5。

3.6 芹菜素对 CL187 细胞 PI3K/Akt 及 MAPK 信号

通路相关蛋白表达的影响 与空白组比较，芹菜素

组（60 mg·L-1）Akt 蛋白表达显著下调（P<0.01），p38

表 5 芹菜素对 CL187细胞凋亡相关蛋白表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 5 Effect of apigenin on expression of apoptosis-related

proteins in CL187 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

芹菜素组

质量浓度

/mg·L-1

30

45

60

Caspase-3

/GAPDH

0.58±0.07

0.74±0.071）

0.86±0.052）

1.05±0.102）

Bax

/GAPDH

0.12±0.10

0.37±0.21

0.65±0.052）

1.16±0.072）

Bcl-2

/GAPDH

0.80±0.05

0.62±0.041）

0.59±0.071）

0.41±0.082）

注：A.空白组；B~D.芹菜素组（30、45、60 mg·L-1）（图 2、图 3 同）
图 1 芹菜素对 CL187细胞克隆形成能力的影响

Fig. 1 Effect of apigenin on clone formation of CL187 cells

表 3 芹菜素对 CL187细胞克隆形成能力的影响（x̄± s，n=3）

Table 3 Effect of apigenin on clone formation of CL187 cells

（x̄± s，n=3）

组别

空白组

芹菜素组

质量浓度

/mg·L-1

30

45

60

细胞克隆

数/个

187±9

104±62）

82±82）

78±92）

克隆

形成率/%

100.00±0.00

55.60±6.032）

43.52±8.082）

41.92±9.022）

克隆形成

抑制率/%

0.00±0.00

44.40±6.032）

56.48±8.082）

58.08±9.022）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01（表 4-表 6 同）

图 3 芹菜素对 CL187细胞凋亡相关蛋白表达电泳

Fig. 3 Electrophoresis of apigenin on expression of apoptosis-

related proteins in CL187 cells

表 4 芹菜素对 CL187 细胞 Bcl-2、Bax 和 Caspase-3 mRNA 表达的

影响（x̄± s，n=3）

Table 4 Effect of apigenin on expressions of Bcl-2、Bax and

Caspase-3 mRNA in CL187 cells（x̄± s，n=3）

组别

芹菜素组

质量浓度

/mg·L-1

30

45

60

Bcl-2

0.96±0.05

0.22±0.022）

0.04±0.012）

Bax

3.46±0.252）

6.24±0.282）

5.56±0.382）

Caspase-3

1.18±0.032）

1.36±0.111）

1.46±0.121）

注：设空白组 Bcl-2、Bax 和 Caspase-3 mRNA 相对表达为 1

图 2 芹菜素对 CL187细胞凋亡的影响（荧光正置显微镜，×200）
Fig. 2 Effect of apigenin on apoptosis of CL187 cells

（fluorescence positive microscope，×200）
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MAPK 蛋白表达明显上调（P<0.05）；芹菜素组（45、

60 mg·L-1）p-Akt、ERK1/2、p-ERK1/2 蛋白表达显著

下 调（P<0.01），p-JNK/JNK 明 显 升 高（P<0.05，P<

0.01）；芹 菜 素 组 JNK、p-JNK、p-p38 MAPK/p38

MAPK 蛋白表达明显上调（P<0.05，P<0.01），p-p38

MAPK 蛋白表达显著上调（P<0.01），p-Akt/Akt 明显

降低（P<0.05，P<0.01），p-ERK1/2/ERK1/2 显著降低

（P<0.01）。表明芹菜素可通过抑制 PI3K/Akt 信号

通路和调控 MAPK 信号通路相关蛋白的表达，从而

诱导 CL187 细胞凋亡。见图 4、表 6。

4 讨论

大肠癌作为胃肠道常见的恶性肿瘤之一，其病

发率、死亡率高，早期不易诊断，具有发病隐匿、恶

化率高、病程速度快、复发率高的特点，严重威胁着

人们的生命健康。因此，寻找更加高效的治疗结直

肠癌的药物对其临床治疗和预后极其重要，并进一

步探索其潜在作用机制。细胞凋亡是一种正常的

新陈代谢现象，是调节体内环境稳定的关键。异常

增殖和分化异常是肿瘤细胞的两个基本特征，故抑

制肿瘤细胞异常增殖能力是评价抗肿瘤药物药效

的指标之一，而癌症通过放疗、化疗等治疗手段均

主 要 是 通 过 诱 导 肿 瘤 细 胞 凋 亡 而 实 现 治 疗 目

的［14-15］。结肠癌细胞无限增殖和抑制有序凋亡与结

肠癌的发生发展密切相关，因此有效抑制结肠癌细

胞的增殖并诱导结肠癌细胞凋亡即可有效预防癌

细胞的繁殖。本实验结果显示，芹菜素可显著抑制

CL187 细胞增殖并降低 CL187 集落形成，并且在荧

光显微镜下可观察到 CL187 细胞核固缩，染色质凝

聚，细胞不规则等典型的细胞凋亡特征。表明芹菜

素抑制 CL187 细胞增殖可能与其诱导 CL187 细胞

凋亡相关。

Bcl-2 和 Bax 属于 Bcl-2 家族成员，两者均是调

控细胞凋亡的重要细胞因子，Bcl-2 主要是抑制细胞

凋亡，而 Bax 则是促进细胞凋亡［16］。Bax 在收到细

胞死亡信号刺激时，可上调促凋亡因子的释放，诱

导细胞发生凋亡，而 Bcl-2 则在此过程中抑制细胞

凋亡［11］。Caspase-3 是 Caspase 家族成员之一，是调

控细胞凋亡的关键分子，激活 Caspase-3 可促进细胞

凋亡，其活化程度是评价细胞凋亡的一个重要指

图 4 芹菜素对 CL187细胞 PI3K/Akt及 MAPK 信号通路相关蛋白

表达电泳

Fig. 4 Electrophoresis of apigenin on expression of PI3K/Akt and

MAPK pathways related proteins in CL187 cells

表 6 芹菜素对 CL187细胞 PI3K/Akt及 MAPK信号通路相关蛋白表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 6 Effect of apigenin on expression of PI3K/Akt and MAPK pathways related proteins in CL187 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

芹菜素组

组别

空白组

芹菜素组

质量浓度

/mg·L-1

30

45

60

质量浓度

/mg·L-1

30

45

60

Akt

/GAPDH

1.09±0.03

1.07±0.05

0.88±0.10

0.85±0.042）

p38 MAPK

/GAPDH

0.75±0.07

0.75±0.11

0.84±0.06

0.94±0.081）

p-Akt

/GAPDH

1.08±0.07

0.95±0.09

0.72±0.032）

0.56±0.052）

p-p38 MAPK

/GAPDH

0.30±0.03

0.64±0.032）

0.93±0.062）

1.09±0.052）

ERK1/2

/GAPDH

0.99±0.04

1.05±0.05

0.85±0.032）

0.73±0.022）

p-Akt/Akt

0.99±0.03

0.89±0.041）

0.82±0.051）

0.64±0.032）

p-ERK1/2

/GAPDH

0.75±0.02

0.67±0.04

0.41±0.022）

0.04±0.042）

p-ERK1/2

/ERK1/2

0.76±0.01

0.64±0.012）

0.41±0.022）

0.06±0.052）

JNK

/GAPDH

0.32±0.03

0.73±0.032）

0.79±0.082）

0.58±0.101）

p-JNK

/JNK

1.08±0.15

0.78±0.06

1.39±0.081）

2.08±0.212）

p-JNK

/GAPDH

0.35±0.04

0.57±0.071）

1.10±0.072）

1.20±0.201）

p-p38 MAPK

/p38 MAPK

0.40±0.07

0.86±0.141）

1.11±0.132）

1.17±0.132）
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标［17］。因此，靶向这些蛋白已成为治疗肿瘤的新方

法。本实验结果显示，芹菜素可明显上调 CL187 细

胞中 Caspase-3、Bax 蛋白及 mRNA 的表达，同时显

著下调 Bcl-2 蛋白及 mRNA 的表达，诱导肿瘤细胞

发生凋亡。

PI3K/Akt 信号通路在肿瘤中常过度表达，该通

路激活是癌症的标志［18-19］，并且该通路与结直肠癌

的发生和发展密切相关，该通路过度激活能够促进

癌细胞增殖、抑制癌细胞凋亡、促进结直肠癌的侵

袭和转移以及促进肿瘤血管的形成，故 PI3K/Akt 信

号 通 路 可 作 为 治 疗 结 直 肠 癌 一 个 新 靶 点［20-23］。

MAPK 信号通路包括 ERK、JNK、p38 等，是调控细

胞增殖、凋亡的重要信号通路，研究表明，该信号通

路异常激活与胃癌、卵巢癌、宫颈癌、肺癌等多种肿

瘤疾病的发生发展密切相关［24-26］。ERK1/2 信号传

导蛋白是经典的 MAPK 通路，能调控细胞增殖、凋

亡、分化及肿瘤化等生物学反应［27］，ERK1/2 在黑色

素瘤、乳腺癌、胶质瘤患者中常被过度激活［28］。JNK

信号通路作为 MAPK 家族成员之一，与细胞凋亡过

程有密切的关系，激活该信号通路能显著诱导肿瘤

细胞发生凋亡［29-30］。p38 MAPK 具有多种病理和生

理功能，对肿瘤的发生发展起重要作用，激活后的

p38 MAPK 信号通路能够调控细胞增殖、分化、凋亡

等［31］。 本 实 验 结 果 显 示 ，芹 菜 素 能 够 显 著 下 调

p-Akt、p-ERK1/2 表达，上调 p-JNK、p-p38 MAPK 的

表达，说明芹菜素通过抑制 PI3K/Akt 信号通路及调

控 MAPK 信号通路相关蛋白的表达来诱导 CL187

细胞凋亡。

本研究结果表明，芹菜素能够呈浓度依赖性的

抑制大肠癌 CL187 细胞增殖及集落形成，并通过上

调促凋亡蛋白 Caspase-3、Bax 及下调抑凋亡蛋白

Bcl-2 的表达水平促进细胞凋亡，其机制可能与抑制

PI3K/Akt 信号通路以及调控 MAPK 信号通路相关

蛋白的表达有关，为芹菜素的开发利用提供了理论

依据。本研究仅从细胞凋亡层面探讨芹菜素对

CL187 的作用机制，存在一定局限性，芹菜素对大肠

癌的治疗效果是否与阻滞细胞周期、诱导细胞自噬

等作用途径相关尚不清楚，还需进一步探究，体外

实验结果受众多因素影响存在一定的不确定性，有

待后续进一步的动物体内实验进行验证。
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