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丁香花蕾乙醇提取物在39 ℃条件下对口腔鳞状细胞癌体外增殖、迁移、凋亡的

影响
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摘 要： 目的  探讨丁香花蕾乙醇提取物（AEC）在 39 ℃条件下对口腔鳞状细胞癌增殖、迁移、凋亡的影响。方法  设置

空白对照组、溶剂对照组和0.05%、0.10%、0.20% AEC组，分别于39 ℃条件下作用于口腔鳞状细胞癌细胞培养72 h。采用

CCK-8和克隆形成法检测口腔鳞状细胞癌的增殖能力；划痕实验检测细胞的迁移能力；流式细胞术和Hoechest 33342染色

检测细胞的凋亡。结果  与对照组和模型组比较，0.05%、0.10%、0.20%组口腔鳞状细胞增殖活性逐渐降低，细胞克隆形成

随着浓度增加集落形成降低，细胞迁移能力和侵袭能力逐渐减弱；细胞凋亡率逐渐增加，均与 AEC 呈浓度相关性。在

39 ℃条件下，口腔鳞状细胞癌增殖、迁移和侵袭的抑制作用更加明显，细胞凋亡更加显著。结论  AEC对口腔鳞状细胞癌

的增殖、迁移具有抑制作用，且能促进口腔鳞状细胞癌凋亡，在 39 ℃条件下，具有协同作用，对口腔鳞状细胞癌增殖、迁

移、凋亡的作用更明显。
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Abstract: Objective  To investigate the effects of alcohol extract of clove (AEC) combined with 39 ℃ on the proliferation, 

migration and apoptosis of oral squamous cell carcinoma (OSCC). Methods  Oral squamous cells (OSC) were cultured with 0, 

0.05%, 0.10%, or 0.20% AEC at 39 ℃ for 72 h. CCK-8 and colony formation assays were used to detect the proliferation of OSCC. 

The migration ability of cells was detected by scratch test. The apoptosis of the cells was detected by flow cytometry and Hoechest 

33342 staining. Results  Compared with the control and model group, the 0.05%, 0.10% and 0.20% groups showed a gradual 

decrease in the proliferation activity of OSC. With the increase of the concentration of 0.05%, 0.10%, and 0.20% groups, the colony 

formation decreased, and the cell migration and invasion ability gradually decreased. The apoptosis rate of OSC increased gradually, 

both in a concentration dependent manner with AEC. Combined with 39 ℃ treatment, the inhibition of proliferation, migration and 

invasion of OSC was more obvious, and cell apoptosis was more significant. Conclusion  AEC can inhibit the proliferation and 
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migration of OSCC, and promote the apoptosis of OSCC. When used in combination with 39 ℃, it has a synergistic effect, so as to 

achieve the therapeutic effect of OSCC.

Key words: alcohol extract of clove; oral squamous cell carcinoma; proliferation; migration; apoptosis; thermotherapy

口腔鳞状细胞癌（OSCC）是世界常见的恶性肿

瘤之一［1］，OSCC早期患者通常采用手术治疗，但晚

期患者或不宜手术者则采用联合治疗［2］，尽管针对

OSCC治疗已有新治疗进展，由于癌症转移、患者耐

药及术后患者面部器官缺失等，使该疾病仍面临严

峻挑战。20世纪晚期，热疗法（39～45 ℃）被运用于

临床肿瘤治疗，相关研究表明高温可以引起细胞生

物学改变［3］，尤其在肿瘤细胞中改变明显，如通过抑

制细胞S期及G2期中的同源重组DNA修复途径［4-5］

等，从而达到抑制肿瘤细胞增殖的目的。在长期临

床实践中，发现患者肿瘤局部温度虽与其内部温度

不同，但仍能达到杀死肿瘤细胞的效果。一项热放

疗研究表明以 43 ℃累积等效分钟数（CEM 43 ℃）

为基准的标准下，其 T90值（温度分布的第 10 百分

位）均为 39.0～40.5 ℃［6-8］。课题组前期研究为确定

39 ℃是否对肿瘤细胞的影响，以 37 ℃为对照，结果

显示 39 ℃不仅能抑制肿瘤细胞的生长，还能增加肿

瘤细胞对化疗药物的敏感性［9］。同时多项研究证明

热疗法对多种化疗药物具有增敏作用［10-11］。然而化

疗药物不良反应巨大，寻求无不良反应药物已成为

必然。中草药已成为治疗恶性肿瘤的全新方法之

一［12-13］。丁香属桃金娘科干燥植物，在医学中具有

多种药效［14-15］。相关研究表明丁香对结肠癌［16］、胰

腺癌［17］、食管癌［18］等肿瘤细胞具有抑制效果，并且

通过阻滞 G1/S期细胞周期诱导细胞凋亡。丁香在

口腔疾病中多用于口腔炎症［19］，然而对OSCC是否

有抑制作用尚未知，本研究将探索不同浓度丁香花

蕾乙醇提取物（AEC）在 39 ℃条件下是否对 OSCC

的增殖、迁移、凋亡产生影响，从而为研究新型抗癌

药物及治疗手段提供基础研发依据。

1　实验材料及仪器

1.1　细胞

人源性口腔鳞状细胞癌SCC-25、Cal-27均购于

美国ATCC。

1.2　药物

干燥丁香花蕾（批号 ：C0362105001，提供

方：贵州中医药大学第二附属医院，并由贵州

中医药大学第二附属医院药学部张雪副教授进

行鉴定 ，鉴定其拉丁名为 Eugenia caryophyllata 

Thunb.。

1.3　试剂

杜氏改良伊戈尔培养基DMEM、0.25%胰蛋白

酶-EDTA溶液（批号：6123207、8123677，美国Gibco

股份有限公司）；磷酸盐（PBS）缓冲液（批号 ：

J827FC0551，生工生物工程（上海）股份有限公司）；

细胞增殖与活性检测 -8（CCK-8）试剂盒（批号：

230815Z01-02，苏州优逸兰迪）；结晶紫粉末、Hoechst 

33342（批号：320Q044、C0031，北京索莱宝科技有限公

司）；细胞凋亡试剂盒（批号：2119964，BD公司）。

1.4　主要仪器

Forma3111 CO2恒湿恒温培养箱（美国 Thermo 

Fisher公司）；JJ2017-07-1043超净工作台（苏州净化

设备有限公司）；3052431208多功能酶标仪（北京百

乐科技公司）；BD FACSVerse™ Flow Cytometer Cat 

No. 651154流式细胞仪（BD公司）。

2　实验方法

2.1　细胞培养

SCC-25和 Cal-27细胞株培养在含 10%胎牛血

清和 1% 双抗的 DMEM 培养基中，置于 5% CO2，

37 ℃和 39 ℃的恒温恒湿培养箱中培养，待细胞密

度达到70%～80%时，进行后续实验。

2.2　AEC制备

精密称取 1 g干燥丁香花蕾置于 95% 乙醇中，

室温放置 2 周，以 0.22 μm 微孔滤膜滤过后除去杂

质，并将其视为 100%提取物［9］，作为工作液保存于

−20 ℃低温冰箱。后续实验采用 DMEM 培养基将

100%AEC按照培养基与AEC的体积比进行浓度稀释。

2.3　AEC主要成分鉴定

课题组前期研究按照《中国药典》采用气相质

谱以丁香酚为标准品，对AEC进行成分分析，详细

方法见文献报道［18］。

2.4　CCK-8实验

取对数生长期细胞以每孔 1 500个细胞接种于

96 孔板，待细胞贴壁后，加入不同体积分数的

AEC（0.05%、0.10%、0.20%），另设空白对照组、溶剂

对照组（加入等体积的酒精）置于 37 ℃和 39 ℃培养

箱中培养 72 h后，加入 CCK-8试剂，孵育 1 h后，使

用酶标仪在450 nm处测量吸光度（A）值。

2.5　克隆形成实验

取对数生长期细胞，用含 5% 胎牛血清重悬细
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胞计数铺板，每孔 500个细胞，并分别置于 37 ℃和

39 ℃培养箱中，待细胞贴壁后，按照 100%提取物与

DMEM 培养基体积百分比，加入不同浓度（0、

0.05%、0.10%、0.20%）AEC 置于 37 ℃和 39 ℃培养

箱中培养 72 h后，弃掉含AEC的培养基，换 5%新鲜

培养基继续培养 6 d。多聚甲醛固定细胞，加入

0.1%结晶紫染色剂进行染色，计数并拍照。

2.6　划痕实验

取生长对数期的细胞，按照每孔 1.5×105个细

胞进行铺板，待细胞贴壁后，用 200 μL枪头进行划

痕，在倒置显微镜下拍照记录 0 h划痕及细胞的状

态并加入不同体积分数的 AEC（0、0.05%、0.10%、

0.20%），置于 37 ℃和 39 ℃培养箱中培养 72 h后再

次对细胞进行拍照。用 Image J计算划痕宽度。

细胞迁移率＝（初始面积－72 h划痕面积）/初始面积

2.7　Hoechest  33342染色实验

取生长对数期的细胞进行实验，每孔 1×104个

细胞进行铺板，待细胞贴壁后，加入不同体积分

数（0、0.05%、0.10%、0.20%）AEC置于 37 ℃和 39 ℃

培养箱中培养72 h后，用PBS清洗2遍，并用预冷的甲醇

固定后加入Hoechest 33342染色试剂，显微镜下拍照。

2.8　Annexin V/FITC染色实验

取生长对数期的细胞进行实验，以每孔 1×105

个细胞进行铺皿，待细胞贴壁后，加入不同体积分

数（0、0.05%、0.10%、0.20%）置于 37 ℃和 39 ℃培养

箱中培养 72 h后，每孔加入 400 μL 1×Annexin V结

合缓冲液，以及 5 μL PI 和 5 μL FITC Annexin V 避

光孵育15 min，流式细胞仪检测细胞凋亡情况。

2.9　统计学分析

采用 SPSS 26.0 进行数据分析，Prism 10.2.1 制

图。ShaPiro-Wilk检验（S-W）检验数据是否满足正

态分布，组间均值差异采用独立样本 t检验，组间比

较采用方差分析。

3　结果

3.1　AEC主要成分鉴定结果

前期气相色谱结果及（MassHunterAEC/Library/

NIST14.L）数据库显示AEC的主要成分为丁香酚、

其次为丁香油烃和乙酸丁香酚脂，其中丁香酚的占

比为2.3%［18］。

3.2　AEC在39 ℃下对OSCC细胞增殖的影响

CCK-8结果显示AEC对OSCC具有抑制作用，

呈浓度相关性（图1）。通过CCK-8结果得出药物浓

与37 ℃溶剂对照组比较：*P＜0.05 **P＜0.01 ***P＜0.001；与39 ℃溶剂对照组比较：##P＜0.01  ###P＜0.001；与39 ℃下同组比较：&P＜0.05  &&&P＜0.001。
*P < 0.05 **P < 0.01 ***P < 0.001 vs 37 ℃ solvent control group；##P < 0.01  ###P < 0.001 vs 39 ℃ solvent control group； &P < 0.05  &&&P < 0.001 vs 

same group at 39 ℃.

图1　CCK-8法检测AEC对OSCC细胞增殖活性的影响 （
-x±s， n=6）

Fig. 1　Effect of AEC on proliferative activity of OSCC cell lines detected by CCK-8 assay （
-x±s， n=6）
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度-响应曲线，在 37 ℃时半数抑制浓度（IC50）值在

0.140 6%～0.167 0%，而 在 39 ℃ 时 IC50 值 在      

0.060 14%～0.118 7%，说明 AEC 在 39 ℃条件下具

有协同作用（P＜0.01）。

克隆形成实验结果显示如图 2，随着AEC浓度

的增加，SCC-25及Cal-27的聚团能力明显减弱，细

胞团明显变小，进一步验证图 1结果，提示 AEC 能

抑制OSCC细胞系的增殖（P＜0.001）.

3.3　AEC联合 39 ℃对OSCC细胞系SCC-25、Cal-

27迁移的影响

随着AEC浓度增加，与 0 h相比，72 h后在不同

温度下 SCC-25、Cal-27 细胞系的细胞迁移率在

0.02%时均无明显变化，说明 AEC对 OSCC细胞系

的迁移有抑制作用，呈浓度相关性（P＜0.001）。当

37 ℃与 39 ℃在 72 h 后的划痕愈合率相比显著差

异（P＜0.001）。AEC 联合 39 ℃时对 SCC-25、Cal-

27 细胞系的迁移能力抑制更明显。说明 AEC 与

39 ℃联合使用时，具有协同作用，如图3。

3.4　AEC对OSCC细胞系形态及凋亡影响

为研究AEC对SCC-25、Cal-27癌细胞系凋亡是

否有影响，使用不同浓度AEC对 SCC-25、Cal-27处

理 72 h后，如图 4所示，与对照组相比，随着浓度的

增加SCC-25、Cal-27细胞系的细胞数量及形态发生

变化，由上皮状菱形细胞变小变圆或不规则梭形。

使用Hoechst 33342进一步检测时，发现细胞核出现

亮蓝色凋亡小体及核碎裂等现象。Annexin V/FITC

染色实验也进一步验证了Hoechst 33342的结果，提

示AEC可诱导SCC-25、Cal-27细胞系凋亡，见图5。

4　讨论

口腔癌是头颈部常见的恶性肿瘤之一，不仅影

响外观，而且影响饮食，甚至危及生命。口腔癌的

临床治疗主要包括手术、放疗和化疗。然而，治疗

效果和不良反应仍然是临床治疗中需要继续研究

和解决的主要问题［20］。

肿瘤细胞在无限增殖中进行程序性死亡［21-22］，

因此维持细胞增殖是肿瘤细胞的基本特征之

一［23-24］。相关研究表明抑制肿瘤细胞的增殖及迁移

可能促进细胞凋亡进而抑制其生长［25-27］。近年来，

多个研究表明中药联合化疗药物抗肿瘤已成为一

种新型治疗方式，其优点如显著抑制肿瘤细胞生

长，促进细胞凋亡［28］，降低化疗药物耐药性［29］等。

丁香作为传统香料及中药之一，具有温中降逆、可

缓解胃部疼痛的效果。现代药理学研究表明丁香

富含多种活性成分［30-31］，具有抗菌抗炎［9，15］、降糖、抗

与37 ℃溶剂对照组比较：***P＜0.001；与39 ℃溶剂对照组比较： ###P＜0.001；与39 ℃下同组比较：&&&P＜0.001。
***P < 0.001 vs 37 ℃ solvent control group；###P < 0.001 vs 39 ℃ solvent control group；&&&P < 0.001 vs same group at 39 ℃.

图2　平板克隆实验检测AEC对OSCC细胞系克隆形成的影响 （
-x±s， n=6，，×10）

Fig. 2　Effect of AEC on clone formation in OSCC cell lines detected by plate cloning assay （
-x±s， n=6，，×10）
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肿瘤［14，32-33］等作用。本研究利用不同浓度 AEC 对

OSCC细胞系SCC-25和Cal-27进行 72 h处理，并观

察其对细胞增殖、克隆形成和迁移的影响。实验结

果显示，AEC对这 2种癌细胞系的增殖能力有明显

抑制作用，且呈浓度相关性。此外还观察到AEC对

OSCC细胞系的克隆形成能力产生影响，随着AEC

浓度的增加，细胞团的大小逐渐减小，说明AEC可

能影响癌细胞的增殖和聚集能力。然而本研究对

相关调控细胞增殖信号通路验证待进一步完善，但

有报道称 AEC可能通过 PI3K/Akt/mTOR等通路抑

制肿瘤细胞的增殖［16］，本研究后续将对相关调控肿

瘤细胞增殖信号进行验证及开发，为AEC治疗肿瘤

提供相关实验依据。

细胞凋亡在生物体内起重要调控作用，当肿瘤

细胞凋亡与肿瘤增殖失衡会导致肿瘤细胞无限增

殖，促进肿瘤细胞的形成与发展［24］。研究表明促进

肿瘤细胞凋亡可抑制肿瘤细胞的增长［25］。本研究

通过 Hoechest 染色验证 AEC 对 OSCC 细胞系的影

响，发现SCC-25及Cal-27细胞系细胞核出现亮蓝色

凋亡小体及核碎裂等特征，采用流式细胞术进一步

验证了 AEC 对 OSCC 细胞系凋亡的影响。表明

AEC 可能通过诱导细胞凋亡来抑制 OSCC 的生长

和转移，这为AEC作为OSCC治疗的潜在机制提供

了重要实验支持。但本研究缺乏相关分子验证，将

在后续实验中验证凋亡相关基因及蛋白，如B淋巴

细胞瘤-2基因（Bcl-2）、兔抗人单克隆抗体（BAX）、

与37 ℃溶剂对照组比较：***P＜0.001；与39 ℃溶剂对照组比较：###P＜0.001；与39 ℃下同组比较：&P＜0.05  &&P＜0.01。
***P < 0.001 vs 37 ℃ solvent control group；###P < 0.001 vs 39 ℃ solvent control group； &P < 0.05  &&P < 0.01 vs same group at 39 ℃.

图3　划痕实验检测AEC对OSCC细胞系迁移能力的影响 （
-x±s， n=3）

Fig. 3　Effect of AEC on tmigratory ability of OSCC cell lines detected by scratch assay （
-x±s， n=3）

 

 

37 ℃ 

39 ℃ 

37 ℃ 

39 ℃ 

对照     模型       0.05%      0.10%     0.20%        对照     模型       0.05%      0.10%     0.20% 

AEC                                                  AEC  

 

Cal-27                                                SCC-25 

图4　Hoechest 33342染色对OSCC细胞系凋亡的影响 （×10）

Fig. 4　Effect of Hoechest 33342 staining on apoptosis in OSCC cell lines （×10）
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天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶（Caspase）等，为

AEC治疗肿瘤提供相关分子依据。

热治疗是一种利用高温对肿瘤细胞进行杀

伤的治疗方法，高温可以直接破坏肿瘤细胞的

结构和功能［ 34-35］，导致细胞凋亡或坏死，从而达

到治疗肿瘤的目的。近年来，热治疗在治疗肿

瘤上取得新的治疗进展 ，如增加化疗药物敏

感［ 36］等作用。如本研究图 1～4 所示，发现 AEC

与 39 ℃联合作用时，表现出更强的抗癌效果，

说明 39 ℃ 与 AEC 具有协同作用，进一步验证

了热治疗对药物的增敏作用，然而大部分化疗

药物具有耐药性及毒副作用［ 37］。丁香作为一

种安全无毒的药物，与热治疗的联合应用为临

床治疗提供了新的治疗思路。

本研究结果表明AEC联合 39 ℃对OSCC细胞

系的增殖、克隆形成和迁移均具有抑制协同作用，

可能通过调控细胞增殖、迁移和凋亡相关信号通路

来发挥其抗癌作用。然而，尚需进一步研究其具体

的分子机制和临床应用前景，以更好地开发AEC作

为OSCC治疗的潜力。
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