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木姜子乙酸乙酯提取物对肺癌A549 细胞的作用
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摘  要：为研究木姜子乙酸乙酯提取物对肺癌 A549 细胞增殖、转移及凋亡等能力的影响。采用回流萃取方法得到木

姜子乙酸乙酯提取物后，用系列浓度的药物培养 A549 细胞，设置空白对照，观察细胞加药前后的形态变化；CCK8
法检测木姜子提取物对细胞增殖的影响；平板克隆形成实验检测木姜子提取物对细胞克隆形成能力的影响；hoechst 
33342 染色法检测木姜子提取物对细胞凋亡的影响；划痕试验检测木姜子提取物对细胞转移能力的影响。结果发现木

姜子乙酸乙酯提取物可以抑制 A549 细胞的转移能力并且能够促进其凋亡。
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The Effect of Ethyl Acetate Extract of Wood Ginger on Lung Cancer A549 Cells
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Abstract: To investigate the effects of ethyl acetate extract on the proliferation, metastasis, and apoptosis of lung cancer A549 
cells. After obtaining the ethyl acetate extract of Litsea using reflux extraction method, A549 cells were cultured with a series 
of concentrations of dr μgs, and a blank control was set to observe the morphological changes of the cells before and after 
dr μg addition; CCK8 assay was used to detect the effect of ethyl acetate extract on cell proliferation; Plate clone formation 
experiment was used to detect the effect of ethyl acetate extract on cell clone formation ability; detect the effect of ethyl acetate 
extract on cell apoptosis using hoechst 33342 staining method; scratch experiment was used to detect the effect of ethyl acetate 
extract on cell metastasis ability. A series of experimental results were obtained, and it was found that ethyl acetate extract can 
inhibit the metastasis ability of A549 cells and promote their apoptosis. The ethyl acetate extract can inhibit the expression level 
of target pathway proteins. The conclusion is that the ethyl acetate extract of Litsea can significantly inhibit the proliferation and 
metastasis of lung cancer A549 cells, and promote their apoptosis.
Keywords: litsea extract; lung cancer A549 cells; apoptosis; transwell

0 前言

恶性肿瘤是现代社会威胁人类健康的重要杀手，而肺

癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一。肺癌确诊时多属晚期。

目前，肺癌的治疗主要依靠外科切除、外科联合辅助治疗、

化疗、放疗、靶向治疗等治疗方法，虽然治疗方案和给药系

统的更新在一定程度上使患者的生存率得到提高，但肿瘤的

复发以及耐药性所带来的沉重经济负担难免会给患者的家

庭、生活带来冲击。因此，积极开展不同的治疗模式，致力

于解决成本、疗效问题，具有一定的意义。天然产物以其明

确的抗癌活性、候选资源具有丰富性等优势，成为抗癌药物

研发的重中之重。木姜子，系樟科木姜子属，落叶小乔木木

姜子种，目前研究表明它具有抗菌、消炎、抗肿瘤等生物活

性。目前国内外对木姜子属植物的研究很少，且木姜子的抗

肿瘤作用研究报道不多。本实验将有助于提高临床对木姜子

提取物的认识和了解其合理利用的方法，主要通过实验探究

木姜子提取物对肺癌细胞 A549 的增殖、转移及凋亡能力的

影响，为临床上对肺癌的治疗提供理论依据 [1]。

1 实验与方法

1.1 仪器与试剂

1.1.1 主要仪器
旋转蒸发仪、水浴锅、烘箱、恒温培养箱、移液

枪、细胞培养平板、marker 笔、离心机、无菌操作台、

OLYMPUSCX-40 倒置相差显微镜 ( 日本 OLYMPUS) 等。

1.1.2 主要试剂
肺癌 A549 细胞，hamsF-12k 基础培养液（规格 500mL，

批 号 WH01152101XP01）， 黔 产 的 木 姜 子 果 实，PBS（ 自

配灭菌），胰蛋白酶，冻存液（基础培养液∶胎牛血

清∶ DMSO=7 ∶ 2 ∶ 1），DMSO，去离子水，胎牛血清（规

格 100mL，批号 140208，杭州四季青公司），95% 的乙醇、

乙酸乙酯、乙醚等。

1.2 实验方法

1.2.1 制备木姜子乙酸乙酯提取物
称取 250.00g 木姜子，40℃干燥 24h，研碎。按照料

液比 1 ∶ 5（g/mL）量加入石油醚浸泡。浸泡 24h 后，利

用真空泵进行抽滤，将滤渣加入圆底烧瓶中，按照料液比
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1 ∶ 5（g/mL）的量加入无水乙醇 70℃回流提取 3 次，每次

2h，合并 3 次滤液，弃滤渣，45℃，转速 80 对滤液进行浓

缩，得木姜子粗提取物浸膏。向木姜子粗提物中加入适量水

分散，再加入适量乙酸乙酯进行萃取，重复上述操作三次，

合并有机相液体，丢弃水相。后用旋转蒸发仪浓缩乙酸乙酯

萃取所得有机相，设置温度 50℃，转速 80。浓缩后将浓缩

液分别放置于蒸发皿中，水浴锅 75℃水浴至乙酸乙酯完全

蒸发即得到木姜子乙酸乙酯提取物。

1.2.2 肺癌 A549 细胞的培养
在含 10% 的胎牛血清的 hamsF-12k 完全培养液中接种

A549 细胞，放置于 37℃，5%CO2 饱和湿度下的标准培养箱

中进行培养，定时观察肺癌 A549 细胞的形态。

1.2.3	CCK8 法检测木姜子乙酸乙酯提取物对肺癌细

胞 A549 的增殖的影响
取处于对数生长期、生长状况良好的肺癌 A549 细胞，

以每孔 1×104 个肺癌 A549 细胞接种 96 孔培养板，分别加

入 200μg·mL-1、100μg·mL-1、50μg·mL-1、25μg·mL-1、

12.5μg·mL-1、6.25μg·mL-1、0μg·mL-1 的木姜子乙酸乙

酯提取物，每孔分别加入 100μL，每一组设置 6 个复孔；

将培养板置于 37℃的 5%CO2 饱和湿度的标准培养箱中培养

24h，48h 和 72h，加 10μL 质量浓度为 5g·L-1CCK8 溶液，

用酶联免疫检测仪检测 A450nm 值。通过公式计算 A549 细

胞增殖抑制率（inhibition ratio）=（对照组 A450nm- 实验组

A450nm）×100/ 对照组 A450nm，求 IC50 值。

1.2.4 平板克隆形成实验检测细胞 A549 克隆形成能力
将处于对数生长期的肺癌 A549 细胞以每孔 1000 个接

种于六孔板中，培养过夜，加入浓度梯度为 0μg·mL-1、

25μg·mL-1、50μg·mL-1、100μg·mL-1 木姜子乙酸乙酯提

取物供试液，放置 37 摄氏度，5%CO2 及饱和湿度的标准培

养箱中正常培养 48h，弃去含药培养基，加入新鲜的完全培

养基继续培养，2~3 天换液一次，直到观察到培养皿中出

现 A549 细胞克隆时终止培养，加入 5mL 4% 多聚甲醛固定

液固定细胞 15 分钟，吸去甲醛，加 1mL 结晶紫染色液染色

20 分钟，加入 PBS 清洗染色液 2 次，每次 2 分钟。在显微

镜下找到大于 10 个细胞的克隆并记录克隆形成数。

1.2.5 细胞迁移实验检测木姜子乙酸乙酯提取物对 
A549 细胞迁移能力的影响

取处于对数生长期的肺癌 A549 细胞接种在 35mm 培养

皿中，用 10uL 的移液枪小心地划出划痕，用无菌 PBS 洗细

胞 3 次 , 去除划下的细胞，加入 50μg/mL 的木姜子乙酸乙酯

提取物作用 48h，每组 3 个复孔，于 24h 及 48h 时，在显微

镜下拍照记录，而后测量划痕宽度，计算细胞迁移率，实验

重复进行 3 次。

1.2.6	Hoechst33342 染色法检测细胞凋亡
Hoechst33342 染色法：将处于对数生长期的肺癌 A549

细胞，按照 1×106 个细胞 / 孔的浓度接种于六孔板中，放

置于孵箱中培养过夜。细胞培养过夜后加入系列木姜子乙

酸乙酯提取物，其终浓度为 0μg/mL、25μg/mL、50μg/mL、

100μg/mL，继续培养 24h。弃去培养基，加入 PBS 缓冲液

轻轻洗，加入 1mL4% 多聚甲醛固定液，在 4℃环境下固定

半小时，吸弃固定液，加入 PBS 缓冲液洗涤 3min，每孔加

入 1mL 的 Hoechst33324 染色液，置于摇床上，染色 5min，

置于荧光显微镜下观察细胞的凋亡情况，并拍照保存。

2 结果与分析

2.1 CCK8 法检测木姜子正丁醇提取物和乙酸乙酯

提取物对肺癌细胞 A549 的增殖的影响

木姜子乙酸乙酯提取物作用 24h、48h、72h 的抑制率

见表 1。

表 1 木姜子乙酸乙酯提取物作用 24h、48h、72h 的抑制率

木姜子乙酸

乙酯提取物 / 
μg·mL-1

24h 抑制率 /% 48h 抑制率 /% 72h 抑制率 /%

0 0±3.33 0.01±2.41 0±6.68

3.125 6.63±2.51 1.88±4.48 （-1.58）±1.07

6.25 15.38±7.98 4.31±4.41 （-0.88）±1.07

12.5 23.76±1** 20.21±3.56** 27±2.63**

25 42.61±2.6** 40.2±0.96** 48.23±1.87**

50 47.17±2.07** 60.74±1.84** 73.62±1.59**

100 53.87±1.84** 65.61±1.07** 75.39±0.29**

200 53.55±0.74** 68.34±0.4** 78.2±0.41**

CCK8 实验结果如上，培养 24h 随着乙酸乙酯提取物

浓度的提高抑制率提高抑制效果明显，在 50μg·mL-1 及以

上浓度作用效果和对照组相比差异明显（P ＜ 0.05），IC50

值 84.5±6 μg/mL；培养 48h 随着乙酸乙酯提取物浓度的提

高抑制率提高在大于 25μg·mL-1 的浓度作用效果与对照组

相比差异明显（P ＜ 0.05），IC50 值 52.1±2.4μg/mL。培

养 72h 随着乙酸乙酯提取物浓度的提高抑制效果明显，当浓

度大于 12.5μg·mL-1 抑制效果和对照组相比差异显著（P ＜ 

0.05），IC50 值 28.2±1.5μg/mL，综上木姜子乙酸乙酯提取

物对肺癌细胞 A549 的抑制有时间和浓度依赖性。

2.2 Hoechst33342 染色观察木姜子乙酸乙酯提取

物处理 48h 后 A549 细胞

Hoechst33342 染色观察木姜子乙酸乙酯提取物处理 48h

后 A549 细胞见图 1。
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图 1 Hoechst33342 染色观察木姜子乙酸乙酯提取物处理

48h 后 A549 细胞

Hoechst 染色观察结果显示用不同浓度的乙酸乙酯提取

物（0μg/mL、25μg/mL、50μg/mL、100μg/mL）处理细胞，

细胞增殖速度明显减慢，细胞逐渐分散，细胞变圆且与周围

环境脱离，折光率明显减弱，细胞核浓缩，且部分 A549 细

胞不再贴壁生长，悬浮分散于完全培养液中，高剂量组可明

显观察到蓝色 DNA 荧光较强的细胞（见红色箭头所指），

被判定为凋亡细胞。综上所述，木姜子乙酸乙酯提取物能够

促进肺癌 A549 细胞的凋亡，且此作用呈浓度依赖性。

2.3 平板克隆形成实验
如图 2 所示，与空白对照相比，加药浓度梯度为 

25μg/mL、50μg/mL、100μg/mL 的木姜子乙酸乙酯提取物

组 A549 细胞克隆形成率明显降低，有统计学意义（P ＜ 

0.05）；与空白对照相比，木姜子乙酸乙酯提取物低浓度组

（12.5μg/mL）A549 的克隆形成率和细胞活性差异不明显 

（P ＞ 0.05），木姜子乙酸乙酯提取物中浓度组（25μg/mL）

及木姜子乙酸乙酯提取物高浓度组（50μg/mL）A549 细胞

的克隆形成数明显降低，差异显著（P ＜ 0.05）。

2.4 细胞迁移实验检测木姜子乙酸乙酯提取物对 

A549 细胞迁移能力的影响
与对照组相比，木姜子乙酸乙酯提取物组中细胞迁移

率明显降低，对照组 48h 迁移率为 33%，给药组迁移率仅

有 7%（见图 3）。

3 讨论

肺癌是所有癌症中比较难以解决的存在，它的危险性

系数位居所有癌症第一。国内外关于木姜子治疗肺癌方面的

研究很少，因此通过研究木姜子抗肺癌来探寻天然药物治

疗肿瘤方面的进展是有重大意义的。本实验首先通过 CCK8

法检测木姜子乙酸乙酯提取物对肺癌 A549 细胞增殖能力的

影响，而后通过细胞划痕试验探究 A549 细胞的迁移情况，

与空白组相比，给药组细胞迁移能力明显降低，这就明显说

明木姜子乙酸乙酯提取物有抑制肺癌细胞转移的能力。肺癌

细胞的快速增殖是加快患者死亡的主要原因之一 [2]，传统的

化疗过程对于患者的副作用相对较大，因此为了避免化疗等

物理疗法的较大副作用，本课题组在致力寻找一个副作用相

对较小，获取资源丰富的抑癌药物，减少对患者治疗过程的

伤害，郭晨旭等 [3,4] 发现藏族药翼首草正丁醇部位提取物可

体外抑制人肝癌 Hep3B 细胞增殖和侵袭转移。近些年木姜

子这一中草药出现在人们的视野，实验研究也表明这一药物

对于肺癌细胞的抑制作用明显。本实验以肺癌细胞 A549 为

体外研究模型，首先通过 CCK8 实验检测木姜子乙酸乙酯

提取物对肺癌细胞 A549 增殖的抑制率和 IC50 值 [5,6]。并通

图 2 A549 细胞克隆形成数

图 3 胞迁移实验观察木姜子乙酸乙酯提取物处理 24h、48h 后对 A549 细胞迁移影响
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过倒置显微镜观察加药后 A549 细胞的形态变化 [7]。平板克

隆形成实验检测木姜子乙酸乙酯提取物对肺癌细胞 A549 增

殖的影响。实验结果表明在用药时间大于 48h 的情况下，质

量浓度 50μg·mL-1 及以上的木姜子乙酸乙酯提取物对 A549

细胞的增殖抑制率达到 70% 以上。综上所述，木姜子乙酸

乙酯提取物可以有效抑制肺癌细胞 A549 的增殖，对于抑制

增殖的机制和安全剂量要求还需进一步研究。
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