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【摘要】 目的 探讨大蒜素联合 5⁃氟尿嘧啶（5⁃fluorouracil，5⁃FU）对黏液表皮样癌MEC⁃1细胞增殖抑制和凋

亡的作用及机制，为临床药物应用提供相应基础。方法 取对数生长期的MEC⁃1细胞，随机分成对照组和实

验组，对照组为含有 0.1％DMSO的 PBS组，实验组为大蒜素组、5⁃FU组、联合用药组（大蒜素联合 5⁃FU组）。

用CCK8法检测不同浓度（0、25、50、75 mg/L）大蒜素、5⁃FU及大蒜素联合 5⁃FU作用于MEC⁃1细胞 24 h后细胞

增殖抑制率并计算作用 24 h后大蒜素及 5⁃FU IC50值。用流式细胞仪检测不同浓度（0、25、50、75 mg/L）大蒜

素、5⁃FU及大蒜素联合 5⁃FU作用于MEC⁃1细胞 24 h后细胞凋亡率。使用Western blot检测 IC50浓度的大蒜素、

5⁃FU单独及联合作用于MEC⁃1细胞 24 h后 Bax、Bcl⁃2蛋白表达量。结果 联合用药组对MEC⁃1的增殖抑制

率及凋亡率均强于大蒜素组和 5⁃FU单独用药组（P＜0.01）。大蒜素与 5⁃FU单独及联合使用均可以下调Bcl⁃2
蛋白和上调Bax蛋白表达量，且联合用药组Bax/Bcl⁃2比值最大（P＜0.05）。结论 大蒜素和 5⁃FU单独及联合

使用均对MEC⁃1细胞具有增殖抑制作用和诱导凋亡作用，且大蒜素增强了 5⁃FU对MEC⁃1细胞的凋亡作用，其

诱导MEC⁃1凋亡机制可能与Bax/Bcl⁃2信号通路相关。
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【Abstract】 Objective To investigate the effect and mechanism of allicin combined with 5⁃FU on proliferation inhi⁃
bition and apoptosis of the mucoepidermoid carcinoma MEC⁃1 cell line in mucoepidermoid carcinoma in order to pro⁃
vide the corresponding basis for subsequent clinical drug application. Methods MEC⁃1 cells in the logarithmic growth
phase were randomly divided into control groups and experimental groups. The control groups were PBS groups contain⁃
ing 0.1% DMSO, while the experimental groups were the allicin group, 5⁃FU group and combined drug group (the alli⁃
cin combined with the 5⁃FU group). The proliferation inhibition rates of allicin, 5⁃FU and allicin combined with 5⁃FU in
MEC⁃1 cells were detected by the CCK8 method at different concentrations (0, 25, 50, and 75 mg/L) for 24 h, and the
IC50 value of allicin and 5⁃FU after 24 hours was calculated. The apoptotic rate of MEC⁃1 cells treated with allicin, 5⁃
FU and allicin combined with 5⁃FU at different concentrations (0, 25, 50, and 75 mg/L) for 24 hours was measured by
flow cytometry. The expression of Bax and Bcl⁃2 protein was determined by Western blot analysis of the IC50 concentra⁃
tion of allicin and 5⁃FU alone and in combination with MEC⁃1 cells for 24 hours. Results The growth inhibition rate
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and apoptosis rate of MEC⁃1 cells in the combined drug group were higher than those in the allicin group and the 5⁃FU
alone group (P < 0.01). Allicin and 5⁃FU alone and in combination downregulated Bcl⁃2 protein and upregulated Bax
protein expression, and the combined drug group had the largest ratio of Bax/Bcl⁃ 2 (P < 0.05). Conclusion Allicin
and 5⁃FU both alone and in combination can inhibit the proliferation of and induce apoptosis in MEC⁃1 cells, and alli⁃
cin can enhance the apoptosis of 5⁃FU in MEC⁃1 cells, which may be related to the apoptosis of the mitochondrial path⁃
way.
【Key words】 mucoepidermoid carcinoma; allicin; 5⁃FU; proliferation; apoptosis; Bcl⁃2 protein; Bax pro⁃
tein
J Prev Treat Stomatol Dis, 2020, 28(6): 355⁃360.

黏 液 表 皮 样 癌（mucoepidermiod carcinoma，
MEC）是人类涎腺恶性肿瘤中常见者，具有较高的

致死率。目前治疗方式主要是以手术为主，术后

辅以放化疗。5⁃氟尿嘧啶（5⁃fluorouracil，5⁃FU）是

目前临床上常用的化疗药物，因其毒副作用及耐

药性，总体有效率不尽如人意。研究发现大蒜素

联合其他抗肿瘤药物使用时，对常规抗肿瘤药物

具有增敏作用，联合用药增加了肿瘤细胞生长抑

制率及凋亡率［1］。因此本实验通过体外培养MEC⁃
1细胞并予以大蒜素、5⁃FU单独及联合用药干预，

研究大蒜素联合 5⁃FU对MEC⁃1增殖和凋亡的影响

及可能的机制，为后续实验及临床药物应用提供

一定的研究基础。

1 材料和方法

1.1 材料试剂

涎腺MEC⁃1细胞系（广州华拓生物科技有限

公司）；10%胎牛血清（Gibco公司，美国）；1%青霉

素⁃链霉素（碧云天生物技术研究所）；RPMI⁃1640
（Gibco公司，美国）培养基。

大蒜素粉、5⁃FU（合肥博美生物科技有限责任

公司）；Cell Counting Kit⁃8（CCK⁃8试剂盒）、Annex⁃
in V⁃FITC/PI双染细胞凋亡检测试剂盒（江苏凯基

生物技术股份有限公司）；Bcl⁃2抗体、Bax抗体（Ab⁃
cam公司，美国）；羊抗兔 IgG/HRP（上海艺佳生物

科技有限公司）。

1.2 细胞培养与分组

涎腺 MEC⁃1 细胞系于含 10%胎牛血清和 1%
青霉素 ⁃链霉素的 RPMI⁃1640 培养基培养在体积

分数 5% CO2细胞培养箱中，隔日换液，于对数期

时进行传代。取对数期MEC⁃1细胞制成单细胞悬

液，培养 24 h后采取单纯随机抽样方法，把MEC⁃1
细胞随机分为大蒜素组、5⁃FU组、联合用药组（大

蒜素联合 5⁃FU组）；大蒜素组、5⁃FU组药物浓度均

分别设置 0、25、50、75 mg/L 4个药物浓度；联合用

药组两种药物按上 4个药物浓度 1∶1配置。对照

组（0 mg/L）均为含 0.1%DMSO 的 PBS 液组。分别

计算大蒜素、5⁃FU对MEC的 IC50浓度值。

1.3 CCK8法检测细胞增殖抑制率

在 96孔板各孔中接种处于对数期浓度为 5 ×
104个/mL MEC⁃1细胞，将 96孔板置于细胞培养箱

中，24 h细胞贴壁后加入 10 μL检测药物（大蒜素

组、5⁃FU组、联合用药组，浓度为 0、25、50、75 mg/L；
对照组（0 mg/L）加入 10 μL 的 0.1%DMSO 的 PBS
液），将 96孔板放入 37 ℃，5%CO2培养箱中培养。

分别于加药 24 h后，向各孔加入 10 μL CCK⁃8检测

试剂，96孔板放在细胞培养箱内继续孵育 1 h，酶
标仪OD 450 nm波长处检测吸光值，细胞增殖抑制

率＝（1⁃实验组吸光值均数/对照组吸光值均数）×
100%。

1.4 流式细胞术检测细胞凋亡率

将处于数生长期 MEC⁃1 细胞制成单细胞悬

液，调整成细胞浓度为 5 × 105个/mL，接种于 6孔板

中。培养 24 h加入待检测药物，每组设 5个副孔。

（大蒜素组、5⁃FU组、联合用药组，浓度为 0、25、50、
75 mg/L；对照组（0 mg/L）加入 10 μL的 0.1%DMSO
的 PBS液）作用 24 h后，用 PBS液配置成浓度为 1
× 106 个/mL 悬浮细胞液。将 5 μL AnnexinV⁃FITC
和 5 μL PI加入取出的 100 μL细胞悬液中，轻轻混

匀后室温避光孵育 15 min，再加入 400 μL PBS 混

匀后，流式细胞仪检测细胞凋亡率。

1.5 Western blot检测Bcl⁃2及Bax蛋白表达

取传代后的对数期MEC⁃1细胞接种于中皿，

放置于培养箱 24 h细胞贴壁后加药。实验组分别

加入 IC50浓度的大蒜素、IC50浓度的 5⁃FU及以上两

种浓度 1∶1配比联合作用于MEC⁃1细胞，对照组加

入含 0.1%DMSO的 PBS液，放入培养箱中 24 h后收

集细胞。按照说明书提取蛋白样本并测定蛋白浓
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度，计算电泳蛋白上样量。按照 SDS⁃PAGE凝胶配

置试剂盒说明书配好分离胶和浓缩胶，灌胶，上

样，在 60 V的电压下进行电泳。

蛋白样品下层开始分离胶时，将电泳的电压

调到 120 V，继续电泳直至溴酚蓝抵达胶的底部，

转膜，在室温下用 5％的脱脂奶粉封闭 90 min后，

洗膜，孵育一抗，4 ℃下过夜，回收一抗，洗膜，孵

育二抗，洗膜，显影成像，凝胶图像处理分析

结果。

1.6 统计学方法

使用 SPSS21.0进行数据分析，计量资料以 x ± s

表示，多组间均数比较采用单因素方差分析（one⁃
way ANOVA），两两比较采用 LSD⁃t检验；方差不齐

采用秩和检验。P＜0.05为差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 大蒜素、5⁃FU单独及联合使用对MEC⁃1细胞

的增殖抑制作用

同种药物，三组药物对MEC⁃1细胞增殖抑制

率均随着药物浓度增大而增强，且差异具有统计

学意义（P＜0.01）。

相同浓度三组药物组间比较，三组药物对

MEC⁃1细胞的抑制作用总体均值不完全相同（F＝

144.220，P＜0.001），联合用药组 MEC⁃1 生长抑制

率大于单独用药组，且差异具有统计学意义（P＜

0.01）（表 1）。

表 1 作用 24 h后MEC⁃1细胞生长抑制率

Table 1 Growth inhibition rate of MEC⁃1 cells 24 hours after treatment x ± s，n=5，%
Groups
Allicin group
5⁃FU group
Combined drug group

0 mg/L
0
0
0

25 mg/L
4.692 ± 0.795
5.133 ± 0.422

15.874 ± 1.0323）4）

50 mg/L
16.889 ± 0.9281）

17.011 ± 2.2481）

25.311 ± 1.2471）3）4）

75 mg/L
28.861 ± 1.3731）2）

27.455 ± 1.4191）2）

38.768 ± 4.0931）2）3）4）

F

648.490
258.275
102.483

P

0.001
0.001
0.001

1）：compared with 25 mg/L group，P < 0.01；2）：compared with 50 mg/L group，P < 0.01；3）：compared with allicin at the same concentration，P <
0.01；4）：compared with 5⁃FU at the same concentration，P < 0.01

24 h大蒜素 IC50值为 112.667 mg/L，5⁃FU IC50值

为 119.689 mg/L。
2.2 大蒜素、5⁃FU单独及联合使用对MEC⁃1细胞

凋亡的作用

0、25、50、75 mg/L同种药物作用于MEC⁃1细胞，

随着浓度的增加，细胞的凋亡率呈上升；相同浓度下

三组药物组间比较，三组药物对MEC⁃1细胞的凋亡

作用总体均值不完全相同（F＝29.975，P＜0.001），

且联合用药组凋亡率大于单独用药组细胞凋亡率，

其差异具有统计学意义（P＜0.01）（表2、图1）。
表 2 作用 24 h后MEC⁃1细胞凋亡率

Table 2 Apoptosis rate of MEC⁃1 cells after 24 h of treatment x ± s，n=5，%
Groups
Allicin group
5⁃FU group
Combined drug group

0 mg/L
9.387 ± 0.443
9.387 ± 0.443
9.387 ± 0.4434）5）

25 mg/L
10.933 ± 0.7941）

11.423 ± 0.3161）

13.020 ± 0.2041）4）5）

50 mg/L
14.040 ± 0.5051）2）

13.120 ± 0.6071）2）

17.397 ± 1.4851）2）4）5）

75 mg/L
16.963 ± 1.0091）3）

15.770 ± 1.0291）3）

22.383 ± 1.3351）3）4）5）

F

107.840
84.804

149.104

P

0.001
0.001
0.001

1）：compared with the 0 mg/L group，P < 0.01；2）：compared with the 25 mg/L group，P < 0.01；3）：compared with the 50 mg/L group，P < 0.01；
4）：compared with allicin at the same concentration，P < 0.01；5）：compared with 5⁃FU at the same concentration，P < 0.01

同种药物在不同浓度下（0、25、50、75 mg/L）对

诱导 MEC⁃1 细胞的凋亡作用之间存在差异（F＝

338.146，P < 0.01）。在相同浓度下，大蒜素组、5⁃
FU组及联合用药组诱导MEC⁃1细胞的凋亡作用之

间存在差异（F＝85.872，P < 0.01）。

2.3 大蒜素、5⁃FU 单独及联合使用 MEC⁃1 细胞

Bax和Bcl⁃2蛋白表达

如表 3，图 2所示，三个实验组作用于MEC⁃1细
胞 24 h 后，与对照组比较 Bax 蛋白的表达水平上

调，Bcl⁃2蛋白表达水平下调，Bax/Bcl⁃2值增大，其

中联合用药组蛋白表达情况变化最为明显。

采用 ONE⁃Way ANOVA LSD⁃t检验，实验组与

对照组相比，联合用药组和单独用药组相比，上调

Bax蛋白表达量及下调 Bcl⁃2蛋白表达量，差异具

有统计学意义（P < 0.05）；采用Kruskal⁃wallis检验，

实验组与对照组相比以及联合用药组和单独用药

组相比，Bax/Bcl⁃2值上调变化差异均有统计学意

义（P < 0.05）（表 3、图 2）。
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3 讨 论

MEC 是涎腺中最常见的恶性肿瘤，常见于

35～65岁，约占所有涎腺恶性肿瘤的 35%，占所有

涎 腺 肿 瘤 的 3% ～15% ，占 腮 腺 恶 性 肿 瘤 的

50%［2］。MEC 以细胞多形性为特点，显微镜下，

MEC根据其组成的黏液样细胞、表皮样细胞和中

间细胞的比例和间变程度不同可分为高分化和低

分化，高分化预后较好，较少发生远处转移，低分

化肿瘤具有典型的恶性特征，局部复发率高

（78%），预后差（10年生存率 27%）［3⁃4］。目前大部

分MEC的治疗仍是以手术治疗为主，4 cm以上肿

瘤被认为是涎腺癌辅助治疗的适应证，但是对于

低分化或伴转移 MEC 目前还未有较好的治疗方

100 101 102 103 104

Annexin V⁃FITC（GRN⁃B⁃HLog）

100
101

102
103

104
PI（

RE
D⁃B

⁃HL
og）

Plot P02，gated on P01.R1

100 101 102 103 104

Annexin V⁃FITC（GRN⁃B⁃HLog）

100
101

102
103

104
PI（

RE
D⁃B

⁃HL
og）

Plot P02，gated on P01.R1

100 101 102 103 104

Annexin V⁃FITC（GRN⁃B⁃HLog）
100

101
102

103
104

PI（
RE

D⁃B
⁃HL

og）

Plot P02，gated on P01.R1

100 101 102 103 104

Annexin V⁃FITC（GRN⁃B⁃HLog）

100
101

102
103

104
PI（

RE
D⁃B

⁃HL
og）

Plot P02，gated on P01.R1

aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

a：control group；b：allicin group，compared with the control group，the apoptosis rate increased；c：5 ⁃FU group，compared with the control
group，the apoptosis rate increased；d：combined drug group，compared with other groups，the apoptosis rate increased

Figure 1 Apoptosis rate of MEC⁃1 cells after 24 h of treatment different drug groups with 25 mg/L
图 1 25 mg/L不同药物组作用 24 h后MEC⁃1细胞凋亡率
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Group
Control group
Allicin group
5⁃FU group
Combined
drug group
F

P

Bcl⁃2
0.907 ± 0.015
0.580 ± 0.0261）

0.567 ± 0.0311）

0.343 ± 0.0251）2）3）

258.289
0.001

Bax
0.353 ± 0.153
1.027 ± 0.0211）

1.040 ± 0.0441）

1.430 ± 0.0401）2）3）

575.773
0.001

Bax/Bcl⁃2
0.390 ± 0.023
1.773 ± 0.0891）

1.839 ± 0.1261）

4.182 ± 0.3731）2）3）

-
0.022

表 3 药物作用后MEC⁃1细胞中Bax、Bcl⁃2蛋白表达及

Bax/Bcl⁃2表达比值

Table 3 Ratio of Bax and Bcl⁃2 protein expression and
Bax/Bcl⁃2 expression in MEC⁃1 cells x ± s，n=3，%

1）：compared with the control group，P < 0.05；2）：compared with
the allicin group，P < 0.05；3）：compared with the 5⁃FU group，P <
0.05

1 2 3 4

Bcl⁃2

Bax

β⁃actin

26 kDa

21 kDa

42 kDa

1：allicin group；2：5⁃FU group；3：combination group；4：control group
Figure 2 Expression of Bcl⁃2 and Bax protein by using allicin and
5⁃FU alone or in combination
图 2 大蒜素与 5⁃FU单独及联合使用Bcl⁃2、Bax蛋白表达情况

法，主要是姑息治疗，顺铂、长春新碱、紫杉醇、5⁃
氟尿嘧啶等化疗药物作为目前癌症的常用药

物［5］。5⁃FU是抗代谢药物的代表，其参与核酸代

谢过程，可抑制参与DNA合成的胸腺嘧啶合成酶，

也可以在DNA合成过程中被错误地结合到DNA中

代替胸腺嘧啶，导致DNA的合成受阻，最终诱导肿

瘤细胞的死亡［6］。但由于其具有非特异毒性，容易

造成多种副作用，如骨髓中毒症状、手足症状、口

腔炎和神经、心脏毒性等，且易产生耐药性，故使

其疗效受阻。研究发现中药联合化疗药物除了具

有抗肿瘤作用外，同时还能降低药物对人体的不

良反应的发生及人体对药物产生的耐药性［7］。

3.95% 2.77%

86.43% 6.84%

8.15% 5.21%

81.01% 5.64%

10.76% 5.83%

77.84% 5.57%

4.43% 10.09%

82.67% 2.81%
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大蒜素是一种酶催化受损的大蒜组织产生的

物质，以剂量依赖性的方式诱导细胞凋亡或坏

死［8］。大量研究表明大蒜素具有抗氧化剂、抗炎和

抗心血管、促进胰岛素分泌、调节细胞免疫功能的

效应［9⁃11］。近年来，国内外学者在大蒜素的抗癌和

防癌作用方面也做了大量研究。Bat⁃Chen等［12］发

现大蒜素用药后可诱导结肠癌细胞系HCT⁃116细

胞凋亡，其表现为二倍体DNA含量增加，Bcl⁃2水平

降低，Bax水平升高以及线粒体释放细胞色素 c到
细胞质的能力增强。Huang等［13］研究发现大蒜素

以剂量依赖的方式抑制肺腺癌细胞的粘附、侵袭

和迁移，并伴随着基质金属蛋白酶（MMP⁃2）和

MMP⁃9的mRNA和蛋白水平降低。Li等［14］研究发

现大蒜素处理后，内在的线粒体途径和外在的 Fas/
FasL 介导的途径都在神经胶质瘤细胞中发生反

应，然后激活主要的凋亡级联反应，结果暗示大蒜

素作为治疗神经胶质瘤的新型抗肿瘤剂。Chen
等［15］发现大蒜素可显著抑制胆管癌细胞增殖，通

过激活半胱天冬酶级联反应，诱导细胞凋亡并降

低 STAT3下游蛋白，例如 Bcl⁃2的表达，同时上调

Bax。Zhang 等［16］研究证实大蒜素可能通过抑制

caspase⁃3表达，诱导人胃癌MGC803细胞凋亡。

本实验通过 CCK8法和流式细胞术检测不同

浓度大蒜素、5⁃FU单独及联合作用于MEC⁃1不同

时间后对MEC⁃1的增殖活性及凋亡情况。结果显

示：大蒜素、5⁃FU单独及联合使用均对MEC⁃1细胞

有抑制及凋亡作用，且同种药物对细胞的抑制率

和凋亡率均与药物浓度和作用时间呈正相关：且

联合用药组对MEC⁃1细胞的抑制率及凋亡率强于

大蒜素组和 5⁃FU组，差异具有统计学意义。由此

可认为大蒜联合 5⁃FU使用比大蒜素和 5⁃FU单独

使用对MEC⁃1调亡作用更强，大蒜素和 5⁃FU两药

物在MEC⁃1细胞抑制作用中可能具有协同作用。

研究证实大蒜素与 5⁃FU联合应用能增加细胞内活

性氧水平，降低线粒体膜电位，激活 caspase⁃3 和

PARP、抑制 bcl⁃2通路，从而增强肝癌细胞对化疗

药物的敏感，为肝癌的治疗提供了 ⁃定的实验依

据［1］。杨丹等［17］使用 CCK8、流式细胞术和 West⁃
ern Blot法检测大蒜素对 5⁃FU治疗肝癌的增效作

用机制实验中发现大蒜素能够增强 5⁃FU的抗肿瘤

效果，其机制可能与大蒜素降低肝癌细胞内 Pgp和

MRP⁃1的表达，逆转耐药有关。由此可见大蒜素联

合 5⁃FU将在临床抗肿瘤治疗中具有良好的前景。

在肿瘤的发生发展中细胞凋亡起着重要的作

用，研究细胞的凋亡途径对肿瘤的靶向治疗具有

重要的意义。Bcl⁃2家族蛋白是线粒体调亡通路上

的关键蛋白，其中促凋亡基因 Bax 及抗凋亡基因

Bcl⁃2在研究肿瘤细胞中促调调亡中已成为热点。

在一般情况下，机体内的 Bax和 Bcl⁃2表达相对稳

定。当其中一种蛋白含量发生变化时，机体的抗

凋亡作用或促调亡机制得以相应增强，故 Bax/Bcl⁃
2比值在细胞凋亡机制具有重要意义。马海滨［18］

在研究大蒜素对人喉癌Hep⁃2细胞增殖和凋亡作

用的影响时，发现与凋亡相关基因 Bcl⁃2 mRNA表

达显著下调，而 Bax mRNA显著上调、Bax/Bcl⁃2比

值显著升高。因此认为大蒜素对喉癌Hep⁃2细胞

生长抑制作用机制可能与大蒜素能够抑制细胞并

促进其凋亡有关。本次实验研究结果显示：与对

照组比较，大蒜素组、5⁃FU组及联合用药组中 Bax
蛋白含量增加，Bcl⁃2蛋白含量减少，Bax/Bcl⁃2比值

增大，差异具有统计学意义，其中联合用药组变化

最为显著。因此可认为大蒜素及 5⁃FU单独及联合

使用可以通过抑制细胞的增殖及促进细胞的凋亡

和诱导MEC⁃1细胞凋亡，且大蒜素具有促进 5⁃FU
诱导细胞凋亡的作用。此结果与邵佳月等［19］使用

PCR方法检测大蒜素和 5⁃FU单独及联合作用于结

肠癌HT⁃29细胞 Bcl⁃2 mRNA和 Bax mRNA表达情

况时结果趋势基本相同。

综上所述，本实验发现大蒜素、5⁃FU单独及联

合使用均对体外培养MEC⁃1具有诱导凋亡作用，

其作用机制可能是通过抑制细胞增殖和促进细胞

的凋亡有关，且大蒜素可能具有促进 5⁃FU 诱导

MEC⁃1癌细胞凋亡的作用。本实验初步探索了大

蒜素联合 5⁃FU 诱导MEC⁃1细胞的凋亡机制，为临

床减少抗癌药物的毒副作用以及增强抗癌药物的

治疗作用提供一定的证据，同时也为以后进一步

的实验研究提供一定的基础。
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