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摘 要 目的：研究瓜蒂水提物和醇提物对食管癌 TE-1、EC-1细胞增殖、迁移、克隆形成的影响及作用机制。方法：体外培养

TE-1、EC-1细胞，分别加入质量浓度均为0、1.562 5、3.125、6.25、12.5、25、50、100、200 μg/mL的瓜蒂水提物或醇提物（以提取物粉

末计）进行培养，采用 MTT 法检测细胞的生长抑制率并计算半数抑制浓度（IC50）。将 TE-1、EC-1细胞分为 TE-1/EC-1空白组、

TE-1/EC-1瓜蒂水提物组（药液浓度均为 IC50）、TE-1/EC-1瓜蒂醇提物组（药液浓度均为 IC50），采用实时无标记细胞分析（RTCA）法

检测各组细胞的增殖与迁移，绘制细胞增殖、迁移曲线；采用显微镜观察各组细胞形态学的变化；采用软琼脂克隆形成试验分析各

组细胞克隆形成能力的变化，并计算细胞克隆形成率；采用流式细胞仪检测各组细胞的细胞周期、凋亡率；采用Western blotting检

测各组细胞表皮生长因子受体（EGFR）、蛋白激酶C-α（PKC-α）的相对表达量。结果：瓜蒂水提物作用于TE-1、EC-1细胞的 IC50分

别为49.24、76.38 μg/mL，瓜蒂醇提物作用于TE-1、EC-1细胞 IC50分别为9.08、14.53 μg/mL；瓜蒂水提物和醇提物加药后30 h内对

细胞有增殖抑制作用；瓜蒂水提物和醇提物加药后60 h内对细胞有迁移抑制作用。与TE-1/EC-1空白组比较，各加药组细胞数量

明显减少，细胞结构松散，多数细胞轮廓消失、变圆等；细胞克隆形成率显著下降（P＜0.01）；G2期细胞百分率显著升高（P＜0.01），

G1期、S 期细胞百分率显著降低（P＜0.05）；早、晚期凋亡率均显著增加（P＜0.05）；EGFR、PKC-α蛋白相对表达量显著降低（P＜

0.01）。与TE-1/EC-1瓜蒂水提物组比较，TE-1/EC-1瓜蒂醇提物组细胞克隆形成率显著下降（P＜0.05）；G2期细胞率显著升高（P＜

0.05）；EGFR、PKC-α蛋白相对表达量显著降低（P＜0.01）；TE-1瓜蒂醇提物组早、晚期细胞凋亡率显著降低（P＜0.05）；EC-1瓜蒂

醇提物组早、晚期细胞凋亡率显著升高（P＜0.05）。结论：瓜蒂水提物和醇提物可影响TE-1、EC-1细胞增殖、迁移、克隆形成的能

力，促进细胞凋亡，其作用机制可能与下调EGFR、PKC-α蛋白有关。
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Effects and Mechanism of Water Extract and Ethanol Extract of Muskmelon Pedicel on the Proliferation，

Migration and Cloning Formation of Esophageal Carcinoma TE-1 and EC-1 Cells
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Medicine & International Joint Laboratory of Prescription-Syndrome Signal Transduction of Chinese Medicine in

Henan Province，Henan University of Chinese Medicine，Zhengzhou 450046，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects and mechanism of water extract and ethanol extract of Muskmelon Pedicel on the

proliferation，migration and cloning formation of esophageal carcinoma TE-1 and EC-1 cells. METHODS：TE-1 and EC-1 cells

were cultured in vitro，and were treated with 0，1.562 5，3.125，6.25，12.5，25，50，100，200 μg/mL of water extract and ethanol

extract of Muskmelon Pedicel（calulated by extract powder）. MTT assay was used to detect the growth inhibitory rate of TE-1 and

EC-1 cells，and calculate IC50 of them. TE-1 and EC-1 cells were divided into TE-1/EC-1 blank group，TE-1/EC-1 Muskmelon

Pedicel water extract group（IC50 as drug concentration），and TE-1/EC-1 Muskmelon Pedicel ethanol extract group（IC50 as drug

concentration）. The proliferation and migration of cells in each group were detected by real-time unlabeled cell analysis（RTCA），

and cell proliferation and migration curves were drawn. The morphological changes of cells were observed under microscope；soft

agarose colony forming test was used to analyze the change of colony forming ability of cells in each group，and the colony

forming rate was calculated；cell cycle and apoptosis rate of cells in each group were detected by flow cytometry；Western blotting

assay was used to detect the relative expression of EGFR and PKC-α in cells in each group. RESULTS：IC50 of water extract of

Muskmelon Pedicel were 49.24，76.38 μg/mL respectively for TE-1 and EC-1 cells. Those of ethanol extract of Muskmelon Pedicel

were 9.08，14.53 μ g/mL respectively for TE-1 and EC-1 cells. The inhibition effect of water extract and ethanol extract of

Muskmelon Pedicel on the cell proliferation were within 30 h.

The inhibition effect of water extract and ethanol extract of

Muskmelon Pedicel on the cell migration were within 60 h.

Compared with TE-1/EC-1 blank group，the number of cells

was decreased significantly in administration groups， the
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食管癌是全球十大癌症之一，2018 年新增病例

572 000 例，死亡率居全球第 6 位，5 年生存率低于

20％ [1-2]，其中亚洲是食管癌的高发区[3]。由于对食管癌

发病机制的认识有限，目前缺乏特异性的临床诊断指

标，加之其早期症状不典型，故大部分患者确诊时已处

于中晚期，错失了手术机会；而且临床化疗副作用较大，

化疗耐药不断出现，致使化疗效果欠佳[4]。虽然近几年

出现了针对表皮生长因子受体（EGFR）、程序性细胞死

亡蛋白 1通路（PD1-PDL1）等的靶向治疗方法 [5-6]，但肿

瘤的发生发展涉及多阶段、多个基因及多条信号通路的

异常，机制复杂，致使靶向药物的研发和应用也受到限

制，大部分食管癌患者仍然不能得到有效的治疗[7]。

为寻找抗肿瘤作用的有效新药，本课题组前期以人

食管癌细胞为模型，做了大量的中药方剂筛选，发现《伤

寒论》中瓜蒂散水提物能够明显抑制食管癌细胞增殖[8]。

瓜蒂是葫芦科植物甜瓜（Cucumis melo L.）的果蒂，其性

味苦寒有毒，归足阳明胃经，具有涌吐痰食、祛湿退黄的

功效 [9]。有研究发现，瓜蒂水提物、醇提物对人胃腺癌

SGC-7901 细 胞 、人 肺 癌 NCI-H460 细 胞 、人 肝 癌

SMMC-7721细胞、人白血病K562细胞及小鼠成纤维细

胞L929的增殖有明显抑制作用[10]。其主要成分葫芦素

类成分，也具有强大的抗肿瘤作用，同时可以降压、抑制

心肌收缩力、减慢心律及抗炎[11-13]。

为了进一步明确瓜蒂抗食管癌细胞的主要成分及

机制，笔者研究瓜蒂水提物和醇提物对人食管癌TE-1、

EC-1细胞的增殖、迁移、克隆形成、细胞周期、细胞凋亡

的影响；同时考察其对细胞EGFR及其下游的中心分子

蛋白激酶C-α（PKC-α）蛋白表达的影响，进行初步的分

子机制研究，以期为瓜蒂临床应用及新药研发提供参考。

1 材料
1.1 仪器

xCElligence型实时无标记细胞功能分析（RTCA）仪

（美国ACEA生物公司）；ELx800型酶标仪（美国Bio-Tek

公司）；RE5299FACSCalibur 型流式细胞仪（美国 BD 公

司）；BPN-80CW型细胞培养箱（美国Kendro 公司）；Ax-

iovert20型倒置显微镜（德国Zeiss公司）。

1.2 药品与试剂

瓜蒂药材（批号：20103112）购自河南本草国药馆，

经河南中医药大学药学院陈随清教授鉴定为真品；RP-

MI1640培养基（美国Gibco公司，批号：1877236）；胎牛

血清（澳大利亚AusGenex公司，批号：FBSSA00518-2）；

MTT（批号：511C023）、胰蛋白酶（批号：20326B）均购自

美 国 Sigma 公 司 ；乙 二 胺 四 乙 酸（EDTA，批 号 ：

0105-1KG）、二甲基亚砜（DMSO，批号：821D036）均购

自美国Amresco 公司；青霉素干粉（华北制药股份有限

公司，批号：H20013036，规格：80万单位）；链霉素干粉

（山东鲁抗股份有限公司，批号：120913，规格：100万单

位）；流式细胞周期检测试剂盒（江苏凯基生物技术股份

有限公司，批号：KGA511-KGA512）；流式细胞凋亡检测

试剂盒（杭州联科生物技术股份有限公司，批号：

AP101）；兔抗EGFR单克隆抗体（批号：GR320346-9）、兔

抗PKC-α单克隆抗体（批号：GR316444-6）、兔抗人肌动

蛋白β（β-actin）单克隆抗体（批号：GR3176819-2）均购自

英国Abcam公司；山羊抗兔免疫球蛋白G（IgG）二抗（北

京康为世纪生物科技有限公司，批号：00051405）；水为

超纯水。

1.3 细胞

人食管癌细胞株 TE-1、EC-1为河南中医药大学中

医方证信号传导重点实验室保存。

2 方法与结果
2.1 瓜蒂提取物的制备

2.1.1 瓜蒂水提物 称取瓜蒂药材20 g，加入350 mL水

浸泡 1 h，武火煮沸，文火煎煮约 1 h，放至室温后过滤，

55 ℃旋蒸至药液浓稠，50 ℃真空干燥 48 h后刮取药物

粉末、称质量，得率为 141.2 mg/g；取适量瓜蒂水提物粉

末用DMSO适量溶解，加水制成质量浓度为300 mg/mL

structure of cell were sloop，the cell structure was loose，and most of the cell contour disappeared and became round. The

formation rate of cell clone was decreased significantly（P＜0.01）. The percentage of G2 phase cells increased significantly（P＜

0.01），while that of G1 and S phase cells decreased significantly（P＜0.05）. The apoptotic rate of cells increased significantly in

early and late stage（P＜0.05）. Relative protein expression of EGFR and PKC-α were decreased significantly（P＜0.01）. Compared

with TE-1/EC-1 Muskmelon Pedicel water extract group，formation rate of cell clone was decreased significantly in TE-1/EC-1

Muskmelon Pedicel ethanol extract group （P＜0.05）；cell was increased significantly at G2 phase （P＜0.05）；relative protein

expression of EGFR and PKC-α were decreased significantly（P＜0.01）. The apoptotic rate of cells in early and late stage in TE-1

Muskmelon Pedicel ethanol extract group was decreased significantly（P＜0.05），the apoptotic rate of cells in early and late stage

in EC-1 Muskmelon Pedicel ethanol extract group was increased significantly（P＜0.05）. CONCLUSIONS：Water extract and

ethanol extract of Muskmelon Pedicel could influence the proliferation，migration and clone formation ability of TE-1 and EC-1

cell，promote cell apoptosis，the mechanism of which may be associated with the down-regulation of EGFR and PKC-α protein.

KEYWORDS Muskmelon Pedicel；Esophageal carcinoma；Water extract；Ethanol extract；Cell proliferation；Cell migration；

Cloning formation；Mechanism
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的瓜蒂水提物母液（以提取物粉末计，下同），再用培养

基稀释成4 mg/mL药液，0.22 μm滤头过滤除菌，－20 ℃

冰箱保存，备用。

2.1.2 瓜蒂醇提物 取瓜蒂药材 100 g 于粉碎机中粉

碎，按照 1 ∶ 7（m/V）加入 95％乙醇 700 mL，混匀，避光浸

泡7 d，每日振荡2次，5 min/次；7 d后过滤，55 ℃旋蒸至

药液浓稠，50 ℃真空干燥48 h后刮取药物粉末、称质量，

得率为52.4 mg/g；取适量瓜蒂醇提物粉末按“2.1.1”项下

“DMSO溶解……备用”处理，即得。

2.2 细胞培养

将细胞置于 37 ℃、5％ CO2培养箱中，用含 10％胎

牛血清的RPMI1640培养液进行培养。试验时，细胞用

含EDTA胰蛋白酶进行消化，接种于直径 10 cm培养皿

或 96孔培养板中。

2.3 统计学方法

采用SPSS 21.0软件对数据进行统计分析。计量资

料以 x±s表示，多组间比较用单因素方差分析，两组比

较采用 t 检验。以概率法 [16]计算半数抑制浓度（IC50）。

P＜0.05表示差异有统计学意义。

2.4 MTT法检测瓜蒂水提物和醇提物对两种细胞生长

的抑制作用

将TE-1、EC-1细胞以 5×104个/mL的细胞浓度接种

于 96孔培养板，于 37 ℃、5％ CO2条件下贴壁培养 24 h

后加入含有瓜蒂水提物和醇提物的含血清培养基，药液

浓度分别为 0（空白组）、1.562 5、3.125、6.25、12.5、25、

50、100、200 μg/mL（每个浓度平行3孔），继续培养48 h；

去除培养上清，每孔加入 0.5 mg/mL MTT溶液 100 μL，

继续培养 4 h，弃 MTT 溶液，然后加入 150 μL DMSO。

用酶标仪于 570、630 nm 波长处分别测定各孔吸光度

（OD值），计算两种细胞的生长抑制率（％），细胞生长

抑制率＝（1－加药组平均 OD 值）/空白组平均 OD 值×

100％。两种细胞生长抑制率及 IC50测定结果见表1。

表 1 两种细胞生长抑制率及 IC50 测定结果（x±± s，

n＝3）

Tab1 Growth inhibitory rate and IC50 of two kinds of

cells（x±±s，n＝3）

指标

药液浓度，μg/mL

0

1.562 5

3.125

6.25

12.5

25

50

100

200

IC50

TE-1细胞
瓜蒂水提物组

0

－2.03±0.38

7.32±1.06

27.52±1.30

36.41±0.69

46.08±2.83

58.96±0.63

59.53±0.22

63.59±1.97

49.24

瓜蒂醇提物组

0

23.81±0.60

37.56±0.32

46.69±1.45

55.19±0.74

66.43±2.38

71.70±1.62

76.34±0.38

82.90±2.28

9.08

0

EC-1细胞
瓜蒂水提物组

3.04±0.24

3.37±0.88

12.95±1.48

27.71±0.34

44.04±1.14

49.79±0.88

51.35±1.30

59.86±1.82

76.38

瓜蒂醇提物组

0

18.66±0.50

40.58±0.57

47.06±0.69

51.79±1.61

54.10±1.00

59.35±0.33

67.05±2.50

76.86±2.07

14.53

2.5 瓜蒂水提物和醇提物对两种细胞增殖、迁移的影响

2.5.1 增殖试验 在E-Plate View 16 孔板中加入50 µL

无血清培养基，于RTCA DP 监测台检测基线后，在每孔

中分别加入 100 µL TE-1细胞或 EC-1细胞悬液（1×105

个/mL），于超净台中室温沉降30 min后，放回RTCA DP

监测台检测各孔细胞指数。持续检测24 h后，将细胞分

为 TE-1空白组、TE-1瓜蒂水提物组、TE-1瓜蒂醇提物

组、EC-1空白组、EC-1瓜蒂水提物组、EC-1瓜蒂醇提物

组，每组4个复孔。各加药组每孔加入5 µL瓜蒂相应的

水提物或醇提物 IC50浓度的药液（空白组不加）后继续检

测各组细胞指数变化，共检测 60 h，记录细胞增殖曲

线。各组细胞的增殖曲线见图1。

由图1可知，与TE-1/EC-1空白组比较，瓜蒂水提物

或醇提物均能明显抑制TE-1细胞或EC-1细胞的增殖，

且瓜蒂醇提物对细胞的抑制作用更明显，两种提取物在

加药后30 h内有增殖抑制作用。

2.5.2 迁移试验 将细胞分为TE-1空白组、TE-1瓜蒂

水提物组、TE-1瓜蒂醇提物组、EC-1空白组、EC-1瓜蒂

水提物组、EC-1 瓜蒂醇提物组，每组 4 个复孔。在

CIM-Plate16下室空白组每孔中加入165 μL含血清培养

基，加药组每孔加入 165 μL 含有瓜蒂水提物或醇提物

IC50浓度的含血清培养基；CIM-Plate16上室中空白组和

各加药组分别加入30 μL无血清培养基，将CIM-Plate16

置于培养箱中平衡 1 h。在平衡期间制备两种细胞悬

液，调整细胞悬液浓度均为 6×105个/mL。CIM-Plate16

平衡 1 h后，于RTCA DP 监测台上检测基线，后在CIM-

Plate16上室中加入 100 μL 细胞悬液，室温沉降 30 min

后，将CIM-Plate16放回RTCA DP监测台继续检测各组

细胞指数，共检测 48 h，记录细胞迁移曲线。各组细胞

的迁移曲线见图2。

图1 各组细胞的增殖曲线

Fig 1 Proliferation curves of cells in each group
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由图2可知，与TE-1/EC-1空白组比较，TE-1/EC-1各

加药组细胞迁移缓慢，抑制作用主要集中在加药后 60 h

内，约60 h后TE-1、EC-1细胞迁移进入平台期。

2.6 瓜蒂水提物和醇提物对两种细胞形态学的影响

将TE-1、EC-1细胞于直径10 cm培养皿中培养24 h

后，分为TE-1空白组、TE-1瓜蒂水提物组、TE-1瓜蒂醇

提物组、EC-1空白组、EC-1瓜蒂水提物组、EC-1瓜蒂醇

提物组。各加药组加入含有瓜蒂水提物或醇提物 IC50浓

度的含血清培养基，空白组加入等体积的空白含血清培

养基，继续培养48 h后采用倒置显微镜观察各组细胞的

形态。各组细胞形态学观察结果见图3。

由图 3可知，TE-1/EC-1空白组细胞轮廓清晰，形态

规则；与TE-1/EC-1空白组比较，TE-1/EC-1各加药组细

胞数量明显减少，细胞结构松散，且可见少量细胞碎片，

多数细胞细胞轮廓消失、变圆，甚至呈不规则形，细胞膜

皱缩、发泡。

2.7 瓜蒂水提物和醇提物对两种细胞克隆能力的影响

制备 TE-1、EC-1单细胞悬液，调整细胞浓度为 8×

103个/mL。将细胞分为 TE-1空白组、TE-1瓜蒂水提物

组、TE-1瓜蒂醇提物组、EC-1空白组、EC-1瓜蒂水提物

组、EC-1瓜蒂醇提物组，每组3个复孔，进行软琼脂克隆

形成试验。分别配制0.6％、1.2％的低熔点琼脂糖溶液，

80℃水浴完全溶解后高压灭菌，备用；将1.2％低熔点琼

脂溶液与 2×RMPI 1640含血清培养基以 1 ∶ 1（V/V）制成

0.6％底层琼脂液，再以 0.8 mL/孔铺满 24孔板（TE-1、

EC-1细胞各 1个），室温静置凝固；将 0.6％低熔点琼脂

液与2×RMPI 1640含血清培养基以1 ∶ 1（V/V）制成0.3％

的上层琼脂液，每孔加 0.8 mL 上层琼脂液和 100 μL

TE-1细胞或EC-1单细胞悬液。各加药组分别加入含有

瓜蒂水提物或醇提物 IC50浓度药液10 μL（空白组不加），

室温静置凝固，再于37 ℃、5％CO2的细胞培养箱中培养

2周。显微镜下肉眼观察细胞克隆球并计数，计算细胞

克隆数和克隆形成率，细胞克隆形成率＝平均细胞克隆

数/每孔接种细胞数×100％[8]。各组细胞的软琼脂克隆

球观察结果见图4，细胞克隆形成率见表2。

图4 各组细胞的软琼脂克隆球观察结果（×200）

Fig 4 Observation results of soft agar colony spheres

of cells in each group（×200）

A. TE-1空白组 B. EC-1空白组
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E. TE-1瓜蒂醇提物组 F. EC-1瓜蒂醇提物组
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图2 各组细胞的迁移曲线

Fig 2 Migration curves of cells in each group
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Fig 3 Morphological results of cells in each group

（×200）
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由图 4可知，TE-1/EC-1空白组在不同的软琼脂层

有多个圆形和类圆形细胞克隆形成，细胞轮廓清晰、结

构紧密、排列整齐、形态规则，TE-1/EC-1各加药组细胞

克隆数明显减少、变小，且克隆球呈现不规则的多边形、

棍棒形，边缘不光滑，结构松散，皱缩变小，轮廓不清晰。

表2 各组细胞克隆形成率（x±±s，n＝3）

Tab 2 Colony forming rate of cells in each group（x±±

s，n＝3）

组别
TE-1空白组
TE-1瓜蒂水提物
TE-1瓜蒂醇提物
EC-1空白组
EC-1瓜蒂水提物
EC-1瓜蒂醇提物

细胞克隆形成率，％
44.13±1.23

24.63±1.52＊＊

21.17±1.06＊＊#

48.25±1.11

25.96±0. 63＊＊

23.04±0.95＊＊#

注：与TE-1/EC-1空白组比较，＊＊P＜0.01；与TE-1/EC-1瓜蒂水提

物组比较，#P＜0.05

Note：vs. TE-1/EC-1 blank group，＊ ＊ P＜0.01；vs. TE-1/EC-1

Muskmelon Pedicel water extract group，#P＜0.05

由表 2可知，与 TE-1/EC-1空白组比较，TE-1/EC-1

瓜蒂各加药组的细胞克隆形成率显著降低（P＜0.01）；

与TE-1/EC-1瓜蒂水提物组比较，TE-1/EC-1瓜蒂醇提物

组细胞克隆形成率显著降低（P＜0.05）。

2.8 瓜蒂水提物和醇提物对两种细胞周期的影响

将TE-1、EC-1细胞以 1×105个/mL的浓度接种于直

径10 cm的培养皿中，于37 ℃、5％CO2条件下贴壁培养

24 h 后，将细胞分为TE-1空白组、TE-1瓜蒂水提物组、

TE-1瓜蒂醇提物组、EC-1空白组、EC-1瓜蒂水提物组、

EC-1瓜蒂醇提物组，每组3个平行。各加药组分别加入

含有瓜蒂水提物或醇提物 IC50浓度的药液，空白组加入

RMPI 1640含血清培养基，继续培养48 h后，用15 mL离

心管收集细胞，2 000 r/min 离心 3 min 或弃上清，1 mL

PBS 重悬细胞，加入乙醇固定细胞（终体积分数为

70％），于4 ℃下过夜。弃掉乙醇，PBS洗去固定液，加入

500 μL PI/RNase A 染色工作液，室温避光孵育 30 min

后，用 400目筛网过滤细胞。用流式细胞仪分析各组细

胞的周期，并用Modifit LT软件分析不同细胞周期的百

分率。各组细胞周期的检测结果见表3。

与 TE-1/EC-1空白组比较，TE-1/EC-1各加药组 G2

期细胞百分率显著升高（P＜0.01），G1期、S期细胞百分

率显著降低（P＜0.05）；与 TE-1/EC-1瓜蒂水提物组比

较，TE-1/EC-1瓜蒂醇提物组G2期细胞百分率显著升高

（P＜0.05）。

2.9 瓜蒂水提物和醇提物对两种细胞凋亡的影响

按“2.8”项下方法“将 TE-1、EC-1细胞以……培养

48 h后”操作，收集细胞，按Annexin Ⅴ-FITC 细胞凋亡

检测试剂盒操作说明处理细胞。用流式细胞仪检测各

组细胞的凋亡情况，并用 CellQuest 软件分析细胞凋亡

率。各组细胞凋亡率检测结果见表4。

表3 各组细胞周期检测结果（x±±s，n＝3）

Tab 3 Cell cycle of cells in each group（x±±s，n＝3）

组别

TE-1空白组
TE-1瓜蒂水提物组
TE-1瓜蒂醇提物组
EC-1空白组
EC-1瓜蒂水提物组
EC-1瓜蒂醇提物组

不同细胞周期的百分率，％
G1期

61.20±1.17

22.94±0.55＊＊

14.81±0.68＊＊#

57.12±0.24

23.10±0.44＊＊

20.62±0.49＊＊#

S期
31.52±0.35

17.55±0.54＊＊

14.81±0.84＊＊#

32.25±0.80

31.96±1.20

30.50±0.91＊＊#

G2期
7.29±1.49

59.52±0.20＊＊

70.52±0.39＊＊#

10.62±0.56

44.94±0.78＊＊

48.88±0.52＊＊#

注：与TE-1/EC-1空白组比较，＊＊P＜0.01；与TE-1/EC-1瓜蒂水提

物组比较，#P＜0.05

Note：vs. TE-1/EC-1 blank group，＊ ＊ P＜0.01；vs. TE-1/EC-1

Muskmelon Pedicel water extract group，#P＜0.05

表4 各组细胞的凋亡率检测结果（x±±s，n＝3）

Tab 4 Apoptotic rate of cells in each group（x±±s，n＝

3）

组别

TE-1空白组
TE-1瓜蒂水提物组
TE-1瓜蒂醇提物组
EC-1空白组
EC-1瓜蒂水提物组
EC-1瓜蒂醇提物组

细胞凋亡率，％
早期凋亡率

1.67±0.15

17.24±0.96＊

12.85±1.29＊#

0.88±0.13

10.13±0.51＊

15.98±1.39＊#

晚期凋亡率
16.00±0.28

46.19±0.64＊

29.90±1.06＊#

16.57±0.61

35.31±1.20＊

58.51±1.83＊#

注：与TE-1/EC-1空白组比较，＊P＜0.05；与TE-1/EC-1瓜蒂水提物

组比较，#P＜0.05

Note：vs. TE-1/EC-1 blank group，＊P＜0.05；vs. TE-1/EC-1 Musk-

melon Pedicel water extract group，#P＜0.05

由表 4可知，与 TE-1/EC-1空白组比较，TE-1/EC-1

各加药组细胞的早、晚期凋亡率均显著升高（P＜0.05）；

与TE-1瓜蒂水提物组比较，TE-1瓜蒂醇提物组早、晚期

细胞凋亡率均显著降低（P＜0.05）；与EC-1瓜蒂水提物

组比较，EC-1瓜蒂醇提物组早、晚期细胞凋亡率均显著

升高（P＜0.05）。

2.10 瓜蒂水提物和醇提物对两种细胞中 EGFR、

PKC-α蛋白表达的影响

按“2.8”项下方法“将 TE-1、EC-1细胞以……培养

48 h后”操作，收集细胞。采用Western blotting法检测各

组细胞中EGFR、PKC-α蛋白的表达情况。将所收集的

各组细胞处理后上样，进行十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰

胺（SDS-PAGE）凝胶电泳，转膜，封闭，洗涤，加入EGFR、

PKC-α一抗（1 ∶ 2 000）孵育，洗涤，加入二抗（1 ∶ 1 000）反

应，洗涤后，以ECL试剂盒进行曝光、显影、定影，洗片。

采用 Image 图像分析软件对蛋白的相对表达量进行分

析，以目标蛋白与内参蛋白（β-actin）的灰度比值表示。

各组细胞中EGFR、PKC-α蛋白表达的电泳图见图 5，相

对表达量的测定结果见表5。

··318



中国药房 2020年第31卷第3期 China Pharmacy 2020 Vol. 31 No. 3

表 5 各组细胞EGFR、PKC-α蛋白相对表达量的测定

结果（x±±s，n＝3）

Tab 5 Relative protein expression of EGFR and PKC-

α in cells in each group（x±±s，n＝3）

组别
TE-1空白组
TE-1瓜蒂水提物组
TE-1瓜蒂醇提物组
EC-1空白组
EC-1瓜蒂水提物组
EC-1瓜蒂醇提物组

EGFR/β-actin

3.09±0.19

2.08±0.11＊＊

1.11±0.12＊＊##

2.97±0.06

2.15±0.09＊＊

1.20±0.07＊＊##

PKC-α/β-actin

2.73±0.16

0.75±0.08＊＊

0.60±0.09＊＊##

1.86±0.13

0.86±0.07＊＊

0.35±0.06＊＊##

注：与TE-1/EC-1空白组比较，＊＊P＜0.01；与TE-1/EC-1瓜蒂水提

物组比较，##P＜0.01

Note：vs. TE-1/EC-1 blank group，＊＊P＜0.01；vs. TE-1 Muskmel-

on Pedicel water extract group，##P＜0.01

由表 5可知，与 TE-1/EC-1空白组比较，TE-1/EC-1

各加药组 EGFR、PKC-α蛋白相对表达量均显著降低

（P＜0.01）；与TE-1/EC-1瓜蒂水提物组比较，TE-1/EC-1

瓜蒂醇提物组EGFR、PKC-α蛋白相对表达量均显著降

低（P＜0.01）。

3 讨论

食管癌为常见的消化系统肿瘤，东南亚、东亚地区

发病率最高，中国的食管癌发病率也在全球排名前 5

位 [3]。目前植物源药物如紫杉类、长春碱类、鬼臼素类等

药物的出现给肿瘤治疗带来了新的希望，且具有毒副作

用小、不易耐药等优点[14]。近年来对瓜蒂的主要成分葫

芦素的研究较多，结果发现葫芦素 A、B、D、E均具有广

泛的抗肿瘤作用[15-19]，提示瓜蒂提取物可能具有良好的

抗肿瘤活性。基于此，笔者推测瓜蒂提取物也可能对食

管癌具有抗肿瘤活性。

食管癌细胞的转移和侵袭是影响其预后的主要

因素 [20]。本试验结果证实了瓜蒂水提物和醇提物均能

够显著抑制人食管癌TE-1、EC-1细胞的增殖，且存在一

定的剂量、时间依赖关系；其也能够显著抑制两种细胞

迁移，药物作用时间主要集中在加药后60 h内。细胞克

隆试验结果证实瓜蒂水提物和醇提物作用后细胞克隆

球较相应空白组明显减小，数量明显减少，提示瓜蒂两

种提取物均能有效降低食管癌细胞克隆形成能力。

细胞周期是细胞生命活动的基本过程，细胞分裂增

殖必须通过两个关键的周期调控点，即G1和G2期调控

点。肿瘤细胞周期调控点失调、凋亡受到抑制，造成肿

瘤细胞过度增殖，病情进一步发展和恶化。几乎所有的

癌基因、抑癌基因的功能效应均与细胞周期机制有关，

肿瘤可归属于一类细胞周期疾病 [21-22]。在本研究中发

现，以瓜蒂水提物和醇提物作用后，两种细胞分裂被明

显阻滞在G2期且细胞早期和晚期凋亡率明显上升，其中

晚期凋亡率高于早期凋亡率。对于不同细胞，瓜蒂提取

物诱导凋亡的效果不同：在TE-1细胞中，瓜蒂水提物诱

导凋亡的效果强于醇提物；而在EC-1细胞中，则是瓜蒂

醇提物诱导凋亡效果强于水提物。流式细胞周期和凋

亡试验结果提示瓜蒂水提物和醇提取物均可通过阻滞

细胞周期、诱导细胞凋亡，以此来达到抑制两种食管癌

细胞的目的。

EGFR是原癌基因Cerb B-1的表达产物，是一种具

有酪氨酸激酶活性的跨膜糖蛋白，与相应配体结合后，

其信号通路可调控细胞的增殖、凋亡、血管形成及侵袭

转移等生命活动[23]。多种恶性肿瘤中均可检测到EGFR

的过度表达，研究发现 EGFR 在食管癌组织存在高表

达[14]。EGFR高表达与肿瘤分化程度、淋巴结转移、TNM

分期有关[24-26]。PKC是一类富含丝、苏氨基酸的激酶[27]，

PKC-α是其中重要的一种亚型，有促进神经递质的释放、

突触塑形、细胞增生、基因表达等作用。活化后的

PKC-α可催化各种蛋白质底物上的丝氨酸或苏氨酸残

基，使其磷酸化，通过原癌基因丝苏氨酸蛋白激酶/丝裂

原活化蛋白激酶/激活蛋白1（raf-MAPK-AP1）、B淋巴细

胞瘤-2基因（bcl-2）、细胞周期蛋白依赖性激酶抑制蛋白

（p27）、小G蛋白超家族激酶A（RhoA）等通路，发挥其调

节细胞生长、分化、周期、迁移、凋亡、基因表达等多种功

能[28-29]，是信号通路的中心分子之一。EGFR可通过活化

PLC-γ1从而激活下游 PKC-α。本研究显示，TE-1/EC-1

空白组细胞中EGFR、PKC-α均高表达，而瓜蒂水提物和

醇提物作用后均下调了EGFR、PKC-α的表达，提示瓜蒂

两种提取物可能通过部分阻断EGFR信号通路发挥抑制

食管癌细胞增殖与迁移、阻滞细胞周期、诱导细胞凋亡

的作用。

综上所述，瓜蒂水提物和醇提物能有效抑制人食管

癌TE-1、EC-1细胞的增殖、迁移，降低细胞的克隆形成

能力，阻滞细胞周期与诱导细胞凋亡，其机制可能与下

调EGFR、PKC-α蛋白表达有关。在后续研究中，可对瓜

蒂提取物中抗食管癌的主要成分、药理作用及进一步的

分子机制进行深入挖掘，以期为瓜蒂治疗食管癌的临床

应用提供参考。

图5 各组细胞中EGFR、PKC-α蛋白表达的电泳图

Fig 5 Electrophoretograms of protein expression of

EGFR and PKC-α in cells in each group
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