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Abstract
AIM: To study the effect of caffeic acid phenethyl ester
(CAPE) on proliferation, cell cycle, apoptosis in the cul-
tured colorectal cancer cell line HCT116.

METHODS: HCT116 cells were treated with CAPE at serial
concentrations of 80, 40, 20, 10, 5, and 2.5 mg/L. The
proliferative status of HCT116 cells was measured by using
methabenzthiazuron (MTT) assay. Cell cycle was analyzed
by using flow cytometry (FCM) with propidium iodide (PI)
labeling method. The rate of apoptosis was detected by us-
ing FCM with Annexin V-FITC and PI double labeling method.

RESULTS: After HCT116 cells were exposed to CAPE (80,
40, 20, 10, 5 and 2.5 mg/L) for 24, 48, 72 and 96 h, CAPE
displayed a strong growth inhibitory effect on HCT116 cells
in a dose-and time-dependent manner. FCM analysis
showed that G0 /G1 phase rate increased, S phase rate
decreased and apoptosis rate increased after HCT116 cells
were exposed to CAPE (10, 5, and 2.5mg/L) for 24h, which
were positively related to the concentration of CAPE.

CONCLUSION: CAPE can inhibit the proliferation of human
colorectal cancer cell line HCT116, which is related to the
cell cycle arrest and apoptosis.
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摘要

目的: 探讨咖啡酸苯乙酯(caffeic acid phenethyl ester

CAPE)对体外培养的大肠癌细胞 HCT116细胞增生 细胞

周期和凋亡的影响.

方法: 不同浓度CAPE处理体外培养的HCT116细胞后 采

用 MTT 法检测处理后 24 48 72 96 h HCT116 细胞

的增生活性; PI 染色 流式细胞仪检测处理后 24 h 细胞周

期分布; Annexin V-FITC/PI 双染色 流式细胞仪检测处

理后 24 h 细胞凋亡率.

结果: 80 40 20 10 5.0 2.5 mg/L CAPE 处理

HCT116 细胞 24 48 72 96 h 后 细胞增生明显受

到抑制 呈时间和剂量依赖性特点. 流式细胞仪细胞周期

分析表明 10 5.0 2.5 mg/L CAPE 处理 HCT116 细

胞 24 h 后 G0 /G1 期细胞百分率上升 S 期细胞百分率

下降 呈剂量依赖性. 流式细胞仪细胞凋亡率分析表明:

10 5.0 2.5 mg/L CAPE 处理 HCT116 细胞 24 h 后

细胞凋亡率上升 呈剂量依赖性.

结论: CAPE对HCT116细胞具有明显的增生抑制作用 其

机制与其阻滞细胞周期和诱导凋亡有关.
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0   引言

咖啡酸苯乙酯(caffeic acid phenethyl ester CAPE)是一

种酚类抗氧化剂 广泛存在于多种含树脂的植物和蜂

胶中 也能人工合成. 蜂胶在国外作为一种民间药物

证明其有抗病原微生物 抗炎和抗肿瘤作用. 近年国外

有报道 C A P E 作为蜂胶抗肿瘤作用的主要活性成

分 对人白血病和多种实体瘤细胞有抑制增生和诱导

凋亡作用[1-5] 且发现 CAPE 可显著降低转基因小鼠(转

染突变型APC基因)和致癌剂诱发的大鼠大肠肿瘤的发
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生率[6-7] 但 CAPE 能否抑制大肠癌细胞 HCT116 的增

生,作用机制如何,目前尚不清楚. 我们探讨CAPE对体外

培养的大肠癌细胞HCT116的增生抑制作用及其对细胞

周期和凋亡的影响 初步阐明其抗肿瘤作用机制.

1   材料和方法

1.1 材料  大肠癌细胞 HCT116 购自美国 ATCC. CAPE

二甲基亚砜(DMSO) 四甲基偶氮唑盐(MTT) 碘化丙

啶(PI)为 Sigma 公司产品. RPMI1640 培养基 小牛血清

为 Hyclone 公司产品. Annexin V-FITC 试剂盒为美国贝

克曼库尔特公司产品.

1.2 方法 HCT116 细胞置于 37 饱和湿度 含 50 mL/L

CO2 的孵箱中培养 培养液 RPMI1640 含有 100 mL/L

小牛血清 1.0 105U/L 青霉素和链霉素. 根据细胞生

长状况每 2-3 d 换液 1 次 当细胞生长状态稳定 呈

对数生长期时 用于实验. CAPE 临用前以 DMSO 溶解

用 RPMI 1640 液稀释(RPMI 1640 液中 DMSO 浓度小于

1 mL/L).

1.2.1 细胞增生抑制实验  采用 MTT 法检测 CAPE 对

HCT116细胞生长的抑制作用. 对数生长期的HCT116细

胞以 4 103/ 孔接种于 96 孔培养板培养 24 h 后吸除

原培养液,加入含 CAPE 浓度分别为 2.5 5.0 10 20

40 80 mg/L 的 RPMI1640 培养液 180 µL 设培养液

中不加药物(加相同浓度的 DMSO)的为对照组 另设只

加培养液 不加细胞和药物的为空白组. 每组 6 个复孔.

将各组细胞继续培养 24 48 72 96  h 后 进行

MTT 实验 每孔加 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 振荡 10 min 使结晶充分溶解 用

酶标仪在 490nm 波长处测定各孔的吸光度 A 值(A490)

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%.

1.2.2 细胞周期检测  对数生长期的HCT116细胞接种于

6 孔培养板培养 24 后吸除原培养液 加入含 CAPE

浓度分别为 2.5 5.0 10 mg/L 的 RPMI1640 培养液

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 2000 转 4 离心 5 min

后弃上清 冷 PBS 重悬 离心 弃上清 用体积分

数为 700 mL/L 冷乙醇固定 4 过夜 染色前用 PBS

洗涤离心 去除固定液 用 RNaseA(终浓度 20 mg/L)

消化 37 水浴 30 min 再加入 PI 染色液(终浓度

50 mg/L) 混匀 4 避光染色 30 min 流式细胞仪

上进行 DNA 含量和细胞周期分析 得出细胞各周期的

百分率.

1.2.3 细胞凋亡检测  对数生长期的HCT116细胞接种于

6 孔培养板培养 24 h 后吸除原培养液 加入含 CAPE

浓度分别为 2.5 5.0 10 mg/L 的 RPMI1640 培养液 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 2 000 r/min 4 离心 5 min

后 冷 P B S 重悬 离心 弃上清 再次重悬离心

加 Annexin-V-FITC 溶液 5 µL 和 PI 2.5 µL 到 100 µL 细

胞悬浮液中 混匀后避光反应 10 min 加 150 µL 样

品稀释液到样品中 混匀后上机检测.

        统计学处理  所有数据均以均数 标准差 (mean

SD)表示. 以SPSS 9.0 版专用统计分析程序对各组数据进

行单因素方差分析. 以CalcuSyn Demo Version 1.1.4统计

软件计算 IC50.

2   结果

2.1 CAPE 对 HCT116 细胞增生的抑制作用  CAPE 作用

24 48 72 96 h 后 HCT116 细胞的生长抑制率曲

线(图 1)可见 随着 CAPE 浓度的增加和作用时间的延

长 HCT116 细胞的生长抑制率逐渐升高 抑制作用

表现量效依赖性和时间依赖性. 24 48 72 96 h 的

IC50 分别为 22.45 12.07 6.47 5.36 mg/L.

图 1  CAPE 对 HCT116 细胞增生的抑制作用.

2.2 CAPE 对 HCT116 细胞周期的影响  HCT116 细胞经

2.5 5.0 10 mg/L 的 CAPE 作用 24 h 后 随着 CAPE

剂量的增加 G0/G1 期细胞逐渐增加 S 期细胞逐渐

下降 与对照组比较 差异有显著性 而 G2/M 期改变

不明显(表 1 图 2).

表 1  CAPE 对 HCT116 细胞周期的影响

CAPE(mg/L)     G0/G1            G2/M          S

0 0.40 0.04        0.15 0.04 0.45 0.08

          2.5 0.52 0.06        0.16 0.05 0.32 0.02

5 0.56 0.01b        0.15 0.01 0.29 0.01a

           10 0.60 0.01b        0.15 0.05 0.25 0.04a

aP <0.05, bP <0.01, vs 对照组.

2.3 CAPE 对 HCT116 细胞凋亡的影响  对照组 HCT116

细胞自然凋亡率为 5.5 0.9% 2.5 5.0 10 mg/L

CAPE 作用 24 h 后凋亡率分别为 10.2 0.7% 16.6

0.6% 25.5 3.3% 均显著高于对照组(P <0.01) 随

CAPE 剂量的增加 凋亡率逐渐增加(图 3 4).
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图 2  不同浓度 CAPE 对 HCT116 细胞周期的影响.

图 3  CAPE 对 HCT116 细胞凋亡的影响.

图 4  不同浓度 CAPE 对 HCT116 细胞凋亡的影响.

3   讨论

大肠癌是我国最常见的恶性肿瘤之一[8-13] 其发病呈上

升趋势[14-16] 严重威胁人民生命健康[17-21] 目前国内

外仍在积极探讨有效的治疗方法[22-25]. 流行病学调查显

示 大肠癌的发病与饮食结构有关 西方发达国家人群

中其发病率明显高于那些以素食为主 进食较少肉类

和动物脂肪的人群 如东南亚地区的居民. CAPE 广泛

存在于多种含树脂的植物和蜂胶中 且近年国外有报

道 CAPE 作为蜂胶抗肿瘤作用的主要活性成分 对

人白血病 口腔鳞癌 乳腺癌 黑色素瘤细胞有抑
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制增生和诱导凋亡作用 且与其抑制核因子 -κB (nuclear

factor-κB NF-κB) 环氧化酶 -2(cyclooxygenase-2

COX-2)的表达有关.

       我们应用 CAPE 作用人结肠癌 HCT116 细胞 24

48 72 96 h 发现 CAPE 能明显抑制细胞增生

随着 CAPE 浓度的增加和作用时间的延长 HCT116 细

胞的生长抑制率逐渐升高 抑制作用表现为剂量依赖

性和时间依赖性. Nagaoka et al发现CAPE体外能显著抑

制鼠肝转移结肠癌 26-L5 细胞株 鼠肝转移恶性黑色

素瘤 B16-BL6 细胞株 鼠肺转移肺癌 LLC 细胞株, 人

纤维肉瘤 HT-1080 细胞株, 人肺腺癌 A549 细胞株和人

宫颈癌 HeLa 细胞株的生长 作用 72 的 EC50 分别

为 0.15 2.57 2.18 14.4 32.4 10.7 µM 说明

不同的细胞株对 CAPE 的敏感性不同.

        关于 CAPE 是否可调控细胞周期 目前尚未见文献

报道. 我们发现 CAPE 作用 HCT116 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 HCT116 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. 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 CAPE 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.

        Chen et al [2]研究表明 CAPE 能诱导人白血病 HL-

60 细胞凋亡 呈时间和浓度依赖性. Nomura et al  [5]发

现 CAPE 能明显诱导肿瘤细胞株 NCI-H388 和 SK-OV-

3 等的凋亡 并且与其调节 P53 基因功能有关. 我们应

用 Annexin V-FITC/PI 双染色法检测 CAPE 对 HCT116

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 并区分出坏死细

胞. 结果显示 CAPE 作用 HCT116 细胞 24 h 后 细

胞凋亡率明显升高 呈剂量依赖性特点.

       因此 本结果表明 CAPE 对 HCT116 细胞具有明

显的增生抑制作用 与其阻滞细胞周期和诱导凋亡有

关 CAPE 具体的抗癌作用机制仍需进一步研究.
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