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摘  要 

目的：探究丁香酒精粗提取物在39℃条件下是否会影响胰腺癌细胞的增殖、迁移、侵袭和凋亡。方法：

1) CCK8法检测在39℃条件下丁香酒精提取物对胰腺癌细胞增殖活性的影响；2) 平板克隆形成和软琼脂

克隆法检测在39℃条件下丁香酒精提取物对胰腺癌细胞生长和增殖的影响；3) 划痕实验检测在39℃条

件下丁香酒精提取物对胰腺癌细胞迁移和侵袭能力的影响；4) Hoechst33258染色和流式细胞术检测在

39℃条件下丁香酒精提取物对细胞形态的改变及凋亡的影响。结果：CCK8结果表明，丁香酒精粗提取

物可以抑制PANC-1细胞的生长和增殖，抑制作用呈浓度依赖性，联合39℃效果更加明显，划痕实验实

验结果表明，丁香酒精粗提取物可以抑制PANC-1细胞迁移，联合39℃效果更加明显，但是37℃和39℃
对照没有明显变化，显微镜下观察加入丁香酒精粗提取物后，PANC-1细胞出现明显的变化，从规则的菱

形变成了细长无边界感变圆形态发生了变化，Hoechst33258实验结果显示丁香酒精粗提取物可以引起

PANC-1细胞的细胞核出现亮蓝色、凋亡小体和核碎裂等现象，流式细胞术也验证了丁香酒精粗提取物可

以诱导PANC-1细胞的凋亡39℃条件下凋亡细胞数增加。结论：丁香酒精粗提取物可以抑制细胞生长增

殖，抑制细胞的迁移侵袭并诱导细胞的凋亡，并联合39℃效果更加明显，从而从不同的机制来发挥抗肿

瘤作用。 
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Abstract 
Objective: To explore whether the crude extract of clove alcohol at 39˚C affects the proliferation, 
migration, invasion and apoptosis of pancreatic cancer cells. Methods: 1) CCK8 assay to detect the 
effect of crude extract of clove alcohol on the proliferation activity of pancreatic cancer cells at 39˚C; 
2) plate clone formation and soft agar cloning assay to detect the effect of crude extract of clove al-
cohol on the growth and proliferation of pancreatic cancer cells at 39˚C; 3) scratch assay and 
Transwell assay to detect the effect of crude extract of clove alcohol on pancreatic cancer cells at 
39˚C; 4) Hoechst 33258 staining and flow cytometry to detect the effect of clove alcohol extract on 
cell morphological changes and apoptosis at 39˚C. Results: The results of CCK8 showed that the 
crude extract of clove alcohol could inhibit the growth and proliferation of PANC-1 cells, and the in-
hibitory effect was concentration-dependent, and the effect was more obvious in combination with 
39˚C. The results of the scratch test showed that the crude extract of clove alcohol could inhibit the 
migration of PANC-1 cells, and the effect was more obvious in combination with 39°C, but there was 
no significant change between 37˚C and 39˚C control. The results of Hoechst33258 experiment 
showed that the crude extract of clove alcohol could cause the nucleus of PANC-1 cells to appear 
bright blue, apoptotic vesicles and nuclear fragmentation. The flow cytometry also verified that the 
crude extract of clove alcohol could induce apoptosis in PANC-1 cells with an increase in the num-
ber of apoptotic cells at 39˚C. Conclusion: The crude extract of clove alcohol can inhibit cell growth 
and proliferation, inhibit cell migration and invasion and induce apoptosis, and the effect is more 
obvious in combination with 39˚C, thus exerting anti-tumor effects from different mechanisms. 
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1. 引言 

胰腺癌是一种致命的疾病，是具有侵袭性和致命性的恶性肿瘤之一[1]，在过去的几十年中，胰腺癌

在全球人类健康中造成了巨大的负担，2020 年全球新诊断胰腺癌患者估计为 49 万人，胰腺癌在所有恶

性肿瘤中排名第 12 位[2]。在美国，胰腺癌是所有癌症中的第四大死亡原因[3]，预计到 2030 年将成为第

二大死亡原因[4]，总发病率预计到 2040 年将增加约 30% [5]。因此目前的当务之急是寻找一个新的绿色

治疗策略来提高胰腺癌诊断和治疗。丁香桃娘科植物干燥的花蕾，一种具有温里药性的中草药，在中国

使用已经有着悠久的历史，具有温中降逆，散寒止痛，温肾助阳的功效，可治疗脾胃虚寒，呃逆吐泻，

心腹冷痛，肾虚阳痿等症[6]。研究发现丁香提取物具有抑制癌细胞增殖的作用，并且具有明确抗肿瘤效

果[7]。热疗是一种历史悠久的绿色安全无副作用的治疗肿瘤的方法，在 1866 年德国的 Busch 使用丹毒导

致骨肉瘤病人发热的方法，成功治愈了患者[8]，在之后的一百年间，医生和学者们一直试图使用这种方

法使患者发热来治疗癌症。课题组前期研究表明，39℃高温培养可以抑制癌细胞的生长和增殖[9]，本研

究探索不同浓度的丁香酒精粗提取物对胰腺癌细胞的增殖迁移和凋亡的影响，并联合 39℃条件是否会增
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强其影响的效果。 

2. 材料 

2.1. 实验细胞 

人胰腺癌细胞 PANC-1 购于美国 ATCC。 

2.2. 药品与试剂耗材 

丁香的干燥花蕾(购买自贵州中医药大学第二附属医院，货号 191113)杜氏改良伊戈尔培养基 DMEM 
(美国 Gibco 股份有限公司，货号 8122687)胎牛血清(中科迈晨北京科技有限公司，货号) CCK-8 试剂盒

Transwell小室Matrigel基质胶结晶紫粉末(北京索莱宝科技有限公司) Hoechst33258 (北京索莱宝科技有限

公司)，凋亡试剂盒(BD 公司)。 

2.3. 主要仪器 

CO2 恒温恒湿培养箱(美国 Thermo Fisher)超净工作台(苏州净化)流式细胞仪 BD FACSVE PCR 扩增

仪(BD Medical Technology 公司)多功能酶标仪(北京百乐科技有限公司) −20℃冰箱(海尔集团) −80℃冰箱

(海尔集团)。 

3. 实验方法 

3.1. 细胞培养 

人胰腺癌细胞系 PANC-1 生长在含有 10% FBS 胎牛血清和 1%双抗的高糖 DMEM 培养液，并在二氧化

碳浓度为 5%的 37℃和 39℃的两套水套式培养箱中生长。为了确保温度准确，在培养箱中放置温度计时刻检

测，显微镜观察细胞状态，待其生长至 70%~80%密度，可进行后续实验，因细胞长满会影响后续实验结果。 

3.2. 丁香乙醇提取物的制备 

干燥的丁香花蕾购买自贵州中医药大学第二附属医院，为了制备酒精提取物，用精准电子天平称取

干燥的丁香花蕾按照 1 g 加入 5 ml 的 95%酒精比例配制，在室温下提取两周，然后将酒精转移到新的 15 
ml 离心管中，并将视其为 100%的提取物。避光保存在−20℃冰箱，以备后续实验使用。 

3.3. CCK8 实验检测细胞的增殖活性 

倒置显微镜观察 PANC-1 细胞生长至 70%~80%密度时，用含有 5% FBS 培养基进行细胞重悬，进行

细胞计数，培养基进行稀释调整细胞密度为 2 × 103 接种于 96 孔板中，过夜贴壁后，加入不同浓度的丁

香酒精粗提取物，放入 37℃和 39℃培养箱继续培养 72 h 后，加入配好的 CCK8 溶液，每孔 100 μl 孵育 2 
h 使用酶标仪测定各个孔细胞在 450 nm 吸光度的 OD 值，计算细胞的增殖活性。 

3.4. 平板克隆实验检测细胞的克隆能力 

观察 PANC-1 细胞长至 70%~80%左右，根据实验所需细胞数计算，将细胞以 1 × 103 每孔进行种植，

克隆实验所用培养基均为含 5%FBS 培养基，放入 37℃和 39℃培养箱之前，一定要十字混匀。待其过夜

贴壁后，加入不同浓度丁香酒精粗提取物进行加药处理，处理 72 h 后。弃去含药培养基，更换正常含 5%
血清培养基，每隔三四天或培养液变黄更换培养液，观察出现肉眼可见的克隆出现。使用 4%多聚甲醛固

定细胞 30 分钟，弃去多聚甲醛溶液，等其风干。使用 0.1%的结晶紫溶液染色 30 min 后，去离子水清洗

几遍，等其风干，用手机进行拍照记录，实验重复三次进行数据统计。 
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3.5. 划痕实验检测细胞的迁移能力 

观察胰腺癌细胞系生长状态，当生长密度长至 70%~80%时，可用来进行细胞划痕实验，细胞重悬，

进行细胞计数，用培养基进行稀释调整细胞密度为 1 × 105/孔接种于 6 孔板中，十字混匀，置于 37℃和

39℃培养箱中。待其细胞过夜贴壁后，用酒精和紫外消毒灭菌尺子和 10 μl 枪头 30 min 后，垂直于孔板

划三条线，划时注意轻柔快速，划后用 PBS 清洗两遍将划掉的漂浮细胞洗涤干净，同时加入不同浓度丁

香醇提取物，用含 5% FBS DMEM 培养基稀释成对应的浓度，对照组用 95%乙醇溶剂。取 0 h 和 72 h 显

微镜下进行拍照，保存数据，以便后续的数据分析，计算丁香醇提取物对胰腺癌细胞系迁移率。 

3.6. 显微镜下观察细胞形态的改变 

观察胰腺癌细胞系生长至 70%~80%密度时，消化，用含有 5% FBS 培养基进行细胞重悬计数，将细

胞密度 2 × 105/ml−3 × 105/ml 接种于 6 孔板中，待细胞贴壁后，按照等体积比例加入不同浓度的丁香酒精

粗提取物处理 72 h 后，在倒置显微镜下观看胰腺癌细胞系的形态变化情况，并拍照记录。 

3.7. Hoeschst33258 实验检测细胞凋亡 

观察细胞长至 70%~80%左右，消化，重悬计数。用镊子取出 12 孔的爬片，在酒精灯上过一遍火，

进行灭菌，在放入爬片之前提前在孔板中滴加一滴培养基，目的是使爬片与培养皿之间靠培养基的张力

粘合到一起，然后放玻片，防止加细胞悬液时玻片漂起，造成双层细胞贴片。整个过程需无菌操作。将

细胞以 10,000/每孔进行种植于 12 孔板，十字混匀后，放于 37℃和 39℃的水套式培养箱中。过夜贴壁后，

加入不同浓度的丁香酒精提取物，溶剂作为对照。培养 72 h 后，用 PBS 清洗，依次加入 500 μl 细胞染色

缓冲液，5 μl Hoechst33258 染色液。混匀后，4℃避光孵育 20~30 min，用 PBS 清洗一边染色液，将爬片

从培养的孔板中扣出。取载玻片，滴加一滴荧光抗淬灭剂，将已经扣出的爬片放到载玻片上，尽量不出

现气泡。荧光显微镜观察拍照，导出数据，统计分析，实验重复三次。 

3.8. AnnexinV/FITC 染色实验检测细胞凋亡 

观察细胞生长至 70%~80%左右时，消化重悬计数，以 1 × 105/孔密度种植于六孔板中，十字混匀后，

放于 37℃和 39℃水套式培养箱中。贴壁后，加入不同浓度的丁香酒精提取物和 95%酒精对照处理 72 h
后。PBS 洗涤两遍，不含 EDTA 的胰蛋白酶消化，消化时间不宜过长，以免导致细胞过度消化损伤细胞，

出现假阳性结果。消化过后，用原有的培养液终止消化，1000 rpm 5 min 离心。弃去上清，用预冷的 PBS
洗涤两遍，1000 rpm 5 min 离心。弃去上清，加入 1 × bindingbuffer 缓冲液调整细胞密度为 1 × 106/ml 的
细胞悬液。加入 5 μl AnnixinV-FITC 轻轻混匀后，室温避光放置 15 min。加入 5 μl PI 轻轻混匀后，室温

避光放置 15 min。上机检测，导出数据，实验重复三次。 

3.9. 统计学分析 

数据均通过平均数±标准差来表示，实验重复三次，数据分析方法两组均数比较运用 T 检验分析，

多组之间比较采用多样本均数的单因素方差分析。*代表 P < 0.05、**代表 P < 0.01、***代表 P < 0.001，
当 P < 0.05 具有统计学差异，当 P > 0.05 时，表示差异无统计学意义。 

4. 结果 

4.1. 丁香酒精粗提取物(alcohol extract of Clove AEC)在 39℃条件下对胰腺癌细胞增殖的影响 

CCK8的实验方法检测细胞的增殖活性，AEC从0.05% (V/V)上升到0.3% (V/V)的浓度处理PANC-1、

https://doi.org/10.12677/hjbm.2023.132031


秦振伟，廖德仲 
 

 

DOI: 10.12677/hjbm.2023.132031 277 生物医学 
 

PANC-28、SW1990 和 PANC02 胰腺癌细胞 72 小时后，我们发现当细胞在 37℃培养时，CCK8 测定的致

死量 50 (LD50)约为 0.2%~0.3% (V/V)，但当细胞在 39℃培养时，约为 0.1%~0.2% (V/V)，然而对于 PANC02
细胞来说，在 37℃培养时，药物浓度为 0.05%时就已经达到了 LD50 (见图 1)。差异有统计学意义(P < 0.05)，
提示 AEC 具有抑制细胞的增殖活性。 
 

 
注：加入不同浓度的丁香酒精提取物(AEC)处理 PANC-1 细胞 72 h 后，

CCK8 法检测胰腺癌细胞的增殖的影响(*** P < 0.01) 

Figure 1. CCK8 assay to detect the proliferative activity of ethanolic extract of 
clove (AEC) to inhibit pancreatic cancer cell lines 
图 1. CCK8 法检测丁香酒精提取物(AEC)抑制胰腺癌细胞系的增殖活性 

4.2. 丁香酒精粗提取物(AEC)在 39℃条件下对胰腺癌细胞系克隆形成的影响 

为了确定 AEC 和 39℃对细胞生长的长期影响，我们将 AEC 从 0.05%~0.2% (V/V)处理 PANC-1 细胞三 
 

 
Figure 2. AEC inhibits clone formation of pancreatic cancer cells at 37˚C and 39˚C 
图 2. 在 37℃和 39℃条件下，AEC 抑制胰腺癌细胞的克隆形成 

https://doi.org/10.12677/hjbm.2023.132031


秦振伟，廖德仲 
 

 

DOI: 10.12677/hjbm.2023.132031 278 生物医学 
 

 
注：37℃和 39℃条件下，对照组与 0.2% AEC 对胰腺癌细胞作用 72 h 后迁移能力的影响(***P < 0.01。) 

Figure 3. Effect of control versus 0.2% AEC on migration of pancreatic cancer cells at 37˚C and 39˚C 
图 3. 37℃和 39℃条件下，对照组与 0.2% AEC 对胰腺癌细胞的迁移的影响 
 

 

 
注：图 A PANC-1 细胞加药 72h 后显微镜下形态观察(×200)图 B PANC-1 加药 72 h 后荧光显微镜观察细胞核碎裂情

况(×40)图 C-D 流式细胞术检测丁香酒精粗提取物(AEC)对 PANC-1 细胞凋亡的影响 

Figure 4. Effect of crude extract of clove alcohol on apoptosis of PANC-1 cells at 39˚C 
图 4. 丁香酒精粗提取物(AEC)在 39℃条件下对 PANC-1 细胞凋亡的影响 
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天，去除 AEC 继续培养 5 天，实验结果显示，PANC-1 细胞 39℃溶剂组的集落形成比 37℃的要大一些(图
2A)，但是在 0.05%~0.2% (V/V) AEC 处理后，发现 39℃高温可以增强丁香抑制细胞的生长，显微镜下观察

有更多的死亡细胞。提示 AEC 有着杀伤细胞的作用，并在 39℃高温的条件下杀伤效果更加明显(见图 2)。 

4.3. 丁香酒精粗提取物(AEC)在 39℃条件下对胰腺癌细胞系迁移能力的影响 

由于肿瘤的迁移和侵袭是大多数癌症患者死亡的主要原因，我们采用了划痕实验检测肿瘤的迁移能

力，划痕实验结果显示 0.2% AEC 具有显著抑制胰腺癌细胞的迁移能力，在 39℃条件下，我们发现与 37℃
对照组相比，39℃具有促进细胞的迁移的效果，PANC-1 细胞在 37℃和 39℃，0.2% AEC 条件下抑制细

胞的迁移(见图 3 P < 0.05)，提示 AEC 有抑制细胞迁移的能力，而与 39℃联合使用后并没有增强抑制细

胞的迁移的能力。 

4.4. 丁香酒精提取物(AEC)导致细胞形态的改变并诱导胰腺癌细胞凋亡 

检测 AEC 是否会诱导细胞凋亡和导致细胞形态的变化，我们使用 0.2% AEC 处理 PANC-1 细胞 72 h
后，如图 4 所示，与对照组相比，AEC 可以导致细胞贴壁数量减少，并引起细胞形态学发生变化，从上

皮状菱形细胞变成细长或变小变圆。使用 Hoechst33258 进一步检测，发现细胞核发生碎裂现象，如图

4 所示，AEC 或联合 39℃处理 72 h 后，细胞核出现亮蓝色、凋亡小体和核碎裂等现象。AEC 处理 PANC-1
细胞 72 h 后，流式细胞术结果显示，与对照组相比，加入 0.2% AEC 组凋亡率增加，联合 39℃凋亡更加

明显，提示 39℃可以增强 AEC 诱导细胞凋亡(见图 4)。差异有统计学意义(***P < 0.01)。 

5. 讨论 

丁香是一种传统中草药，味辛，性温，属脾、胃、肺、肾四经，既是药材，又是珍贵的香料，在中

国有着悠久的使用历史，具有温中降逆，散寒止痛，温肾助阳的功效，有研究发现丁香具有抗炎[10]、抗

病毒[11]、抗菌[12]、杀虫、抗氧化[13]、镇痛[14]和抗肿瘤[15]等作用，并且在多种肿瘤中均有不错的疗

效，热疗也是一种历史悠久的绿色安全无副作用的治疗肿瘤的方法，但在胰腺癌中并未发现丁香及联合

热疗的相关报道，本实验探索 AEC 是否能抑制胰腺癌细胞的生长增殖、迁移侵袭及促进胰腺癌的凋亡，

并进一步联合热疗对胰腺癌生物学行为的影响，以期对临床上中草药联合化疗药和辅助热疗治疗胰腺癌

提供实验依据。 
我们首先通过 CCK8 法，将细胞培养在 37℃和 39℃条件下，结果发现丁香酒精提取物对多种胰腺癌

细胞具有抑制其增殖的作用并呈浓度依赖性，与 39℃热疗联合效果更佳明显。与课题组前期研究结果一

致[9]。细胞克隆形成实验，我们发现在 37℃和 39℃条件下，用极低浓度的丁香处理细胞 3 天，继续在没

有丁香提取物的情况下再培养 5 天时，结果发现在 39℃培养的活细胞比在 37℃培养的活细胞要少得多，

这也表明较高的环境温度有利于丁香的杀伤效应。在最初的三天治疗中，当丁香浓度加至 0.2%时，也观

察到了 39℃时更多细胞死亡的现象，说明 39℃会增加 AEC 对胰腺癌的杀伤作用。 
肿瘤之所以有着较高的死亡率，其主要原因与其生物学行为密切相关，而局部侵袭和远部转移是恶

性肿瘤的主要特征，Mashan L. Abdullah 等证实丁香提取物呈剂量依赖性可以抑制 MDA-MB-231 和

SK-BR-3 细胞的迁移和侵袭[10]，Arnab Sarkar 等也证明了丁香通过靶向 TGF-β信号传导来抑制胃癌的转

移[16]，因此我们通过不同浓度的丁香酒精提取物作用胰腺癌细胞，研究结果发现，丁香酒精提取物是否

在 39℃条件下均可以抑制胰腺癌细胞的迁移和侵袭，在与 37℃溶剂对照组中发现，39℃迁移能力要快一

些，这也验证了之前的推断，39℃条件下细胞代谢更快。但丁香酒精提取物与 39℃联合使用，体现出了

更强的抑制胰腺癌细胞侵袭的能力。 
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细胞凋亡是调控细胞死亡的一种进化保守形式，通常涉及半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶家族的半胱天冬

氨酸蛋白酶，在正常细胞生长和衰老过程中发生在多细胞生物中，作为胰腺癌中研究最多的调控细胞死

亡的形式，凋亡既涉及细胞死亡受体(外源性途径)，也涉及线粒体(内源性途径) [17]。而凋亡的形态学特

征包括细胞收缩、染色质凝结和细胞破碎，产生所谓的凋亡小体。研究发现，AEC 可以促进胰腺癌细胞

凋亡，对其形态观察发现，AEC 处理 72 h 后发现细胞形态从菱形上皮形态转变为细长成纤维的形态，漂

浮细胞碎片增加，细胞相对对照组而言细胞数量明显减少，我们也通过 Hoechst33258 染色实验来证实

AEC 可以促进胰腺癌细胞的凋亡，发现 AEC 处理后，细胞核的荧光强度增强，也出现了细胞核的碎裂

和凋亡小体等凋亡特征。因此我们进一步使用流式检测凋亡，发现与 Hoechst33258 的实验结果一致，早

期凋亡细胞增加，根据以上实验结果证实 AEC 可以诱导胰腺癌细胞的凋亡。 
综上，本研究中丁香酒精粗提取物通过抑制胰腺癌生长和增殖，抑制细胞的迁移，促进细胞的凋亡

等机制表现出抗肿瘤作用，而在联合 39℃热疗条件下表现出的抗肿瘤效果更加明显，因此丁香和热疗作

为一种新的绿色几乎无毒副作用的抗肿瘤药物和治疗方式，其具体的机制尚不清楚还需要进一步的探索

和研究。 
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