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摘要 目的：研究二烯丙基二硫（diallyl disulfide，DADS）对人小细胞肺癌 NCI-H446细胞增殖的抑制作用，并探讨其作用机制。方
法：体外培养 NCI-H446细胞，采用 MTT、细胞计数实验方法检测 DADS抑制 NCI-H446细胞增殖；通过 HE染色和 AO-EB荧光
染色方法，观察 DADS处理后 NCI-H446细胞的形态学改变。结果：MTT结果显示：DADS作用于 NCI-H446细胞 48 h后，代谢
MTT的能力明显降低，显示出较强的细胞毒性反应，IC50值介于 20～ 40 滋g/ml之间。细胞计数结果表明：DADS作用于 NCI-H446

细胞后，随 DADS浓度增加 NCI-H446细胞倍增时间延长。HE染色显示：NCI-H446细胞经 DADS处理 24 h后，与对照组相比，细
胞体积变小，胞浆丰富,细胞核变小，染色变淡。AO-EB荧光染色显示：NCI-H446细胞经 DADS处理 24 h后，与对照组相比，细胞

皱缩、呈圆形，胞质黄色或橘红色，细胞核或细胞质内可见致密浓染的黄绿色或橘红色荧光，并可见橘红色碎片且随 DADS浓度
增加，随 DADS浓度增加细胞密度逐渐减少。结论：DADS能抑制体外培养的 NCI-H446细胞增殖，作用效果与药物浓度及作用
时间相关。
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Proliferation Inhibited in NCI-H440 Cells with DADS*

To investigate the effect and the mechanism of DADS on the growth of human small cell lung cancer
NCI-H446 cells . NCI-H446 cell lines were cultured . Cell proliferation inhibition was measured by MTT assay
and cell count experiments. Cell morphologic change was observed by HE staining and AO-EB fluorescence staining. MTT assay
showed that the ability of the metabolic MTT reduced significantly and it had a strong cytotoxic response after cultured 48 hours by
DADS. IC50 values located between 20 ~ 40 滋g/ml. Cell count experiments showed that NCI-H446 cells average doubling time extended
after exposure to different concentration DADS. HE staining showed that cell volumes and nucleus become smaller while cytoplasm
became abundant and stain hard 24 hours after H446 cellular exposure to DADS. AO-EB fluorescence staining showed that the cells
morphoous and colour had huge changed that dealed with DADS. DADS could markedly inhibit the proliferation of
NCI-H446 and the effect depended on the concentration and the time of DADS.

DADS; Small cell lung cancer; MTT

前言

肺癌是严重威胁人类健康的常见恶性肿瘤之一。目前，肺

癌主要的治疗方法是化疗和放疗，但是传统的治疗方法，副作

用大且五年生存率低。因此，寻找新的治疗药物，对治疗肺癌极

其重要。生活中，大蒜能产生许多对人体有利的反应，实验证实

这些反应都与烯丙基硫化物有关。二烯丙基二硫 (diallyl disul-

fide，DADS）是大蒜主要的活性成分，属于脂溶性有机硫物质。

大量研究发现，大蒜的主要成份 DADS，对多种肿瘤的生长增

殖都能具有抑制作用，例如胃癌[1]、肝癌[2]、结肠癌[3]、食管癌、肺

癌[4,5]、乳腺癌[6]、前列腺癌[7]、鼻咽癌[8]、皮肤癌[9,10]、白血病[11]等，其

机制与抑制肿瘤细胞增殖、调控细胞周期、促进肿瘤细胞凋亡、

诱导肿瘤细胞分化及等有关[12-16]。本研究旨在通过 DADS体外

抑制人小细胞肺癌 NCI-H446细胞的增殖，并以顺铂作为阳性

对照，证实 DADS在肺癌中的治疗作用，为 DADS作为新型抗

癌药物，未来能够应用于肺癌的临床治疗，提供一定的依据。

1 材料与方法

1.1 试剂与细胞
DADS 购于 Fluka 公司，Tween 80 购于华美生物工程公

司，二甲基亚砜（DMSO）、四甲基偶氮唑盐（MTT）、碘化丙啶

（PI）、吖啶橙（AO）购于 Sigma公司，DDP购于山东齐鲁制药有
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限公司，BCA蛋白定量试剂盒购于 Pierce公司，胰蛋白酶购于
Amresco公司，ECL发光检测试剂盒、PCNA 单抗及二抗购于
Santa Cruz公司。
1.2 NCI-H446细胞培养

人小细胞肺癌 NCI-H446细胞株购于上海中科院，于含有
10 %新生牛血清的 RPMI 1640培养液中，于 37 ℃、5 % CO2培

养箱中常规培养。

1.3 MTT检测 DADS对 NCI-H446细胞增殖的抑制率

取对数生长期细胞，按每孔 2× 103个接种于 96孔培养皿
中，4-6 h后加入处理因素。包括空白对照、溶媒对照、0对照、处

理组（终浓度分别为 4、8、16、20、40、60 滋g/ml）和阳性对照，每

组 6个复孔，继续培养 24 h、48 h、72 h。然后每孔加入 20 滋l的
5 g·L-1的MTT/PBS溶液，继续培养 4 h，吸去上清液。每孔加入
200 滋L的 DMSO，振荡摇匀，直至结晶全部溶解。酶联免疫仪

检测各孔吸光值，波长 570 nm，利用下面公式计算抑制率：

抑制率（IR %）=（1-处理组平均吸光度值 /对照组平均吸

光度值）× 100 %

1.4 细胞计数实验检测DADS对NCI-H446细胞倍增时间的影响

取对数生长期 NCI-H446细胞，1.0× 108 /L接种于培养瓶
中，培养 6 h，加入 DADS（浓度分别为 4、8、16、20、40、60

滋g/ml），以培养液作阴性对照。每 24 h取 7瓶细胞计数，计数 4

次，计算每瓶细胞的平均值，持续 96 h。每次所得的细胞数标记

于坐标纸上，并连接成线，得出生长曲线。按照下面公式计细胞

倍增时间：

TD（细胞群体倍增时间）=t× lg2/lg(Nt/N0)

其中：Nt为 t时间的细胞数，N0为处理前细胞数

1.5 HE染色显微镜观察
将处于对数生长期的 NCI-H446细胞，接种于放入盖玻片

的培养皿中，培养 6 h，设立空白对照、溶媒对照和 DADS处理

组。继续培养 24 h后取出盖玻片，PBS洗 3遍，用 95 %乙醇固

定，经 HE染色后，利用显微镜观察细胞形态的改变。
1.6 AO-EB荧光染色观察细胞形态的改变

对数生长期 NCI-H446细胞接种于 6孔培养皿中，培养 6

h。设立空白对照、溶媒对照和 DADS处理组，培养 24 h。取出盖

玻片，PBS洗 3遍。95 %乙醇固定，吖啶橙 -溴化乙啶染色，通

过荧光显微镜，观察细胞形态学改变。

2 结果

2.1 DADS对 NCI-H446细胞的增殖抑制作用
MTT 结果显示：经 4、8、16、20、40、60 滋g/ml DADS 处理

NCI-H446细胞 48 h后，细胞的生存率为 98.8%、94.8%、79.2%、
52.2%、27.6%、22.6%，随 DADS浓度增加 NCI-H446细胞存活

率降低。方差分析结果显示：16、20、40、60 滋g /ml DADS及 2.5

滋g /ml DDP组与对照组相比，NCI-H446细胞存活率差异有统
计学意义(P＜ 0.05)（表 1）。IC50值位于 20～ 40 滋g /ml之间。

表 1 DADS处理 48h后的 NCI-H446细胞生长抑制率(,n=6)

Table 1 The different rate of inhibitory proliferation in NCI-H446 cells induced by DADS

DADS(滋g/ml)
N=6 Control Tween80

DDP(滋g/ml)

2.54 8 16 20 40 60

X

S

IR(﹪)

0.724

0.105

0.719

0.093

0.7

0.182

0.007

74.9﹡

0.716

0.100

1.2

0.687

0.114

5.2

0.574

0.057

20.8﹡

0.378

0.048

47.8﹡

0.200

0.020

72.4﹡

0.164

0.017

77.4﹡

2.2 DADS对 NCI-H446细胞倍增时间的影响

常规培养的 NCI-H446细胞倍增时间为 25.40 h，DADS的

浓度从 4 滋g/ml增加到 60 滋g/ml后，细胞倍增时间从 26.33 h

延长到了 145.64 h，P＜ 0.05。对照组 Tween80 处理后，

NCI-H446 细胞倍增时间没有显著变化（P＞ 0.05）。表明经
DADS处理后，NCI-H446细胞倍增时间明显延长，增殖速度显

著减慢。根据细胞计数结果绘制生长曲线。

表 2 不同 DADS浓度对细胞倍增时间的影响(x± s,n=3)

Table 2 The effect of proliferation on NCI-H446 cells induced by different concentrations of DADS

初种细胞数（× 104）

Initial number

初种细胞数（× 104）

cultured number

倍增时间（h）

doubling time

Control

Tween80

4 滋g/ml

8 滋g/ml

16 滋g/ml

20 滋g/ml

40 滋g/ml

60 滋g/ml

10.0

10.0

10.0

10.0

10.0

10.0

10.0

10.0

19.25± 0.20

18.99± 0.25

18.81± 0.25

17.24± 0.30

15.69± 0.20

14.36± 0.30

12.55± 0.25

11.21± 0.15

25.40

25.92

26.33

30.54

36.93

45.97

73.24

145.64﹡
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2.3 DADS处理后 NCI-H446细胞的生长曲线

通过细胞计数结果，绘制 NCI-H446细胞经 DADS处理后
的时间 - 效应关系曲线。与空白对照组相比，4 滋g/mL 和 8

滋g/mL DADS组无显著差异 (P>0.05)，表明 DADS浓度在 4

滋g/mL和 8 滋g /mL之间时对 NCI-H446细胞增殖没有明显地

抑制作用。DADS浓度为 16 滋g /mL、20 滋g /mL、40 滋g /mL、60

滋g /mL时，NCI-H446细胞增殖明显受到抑制，且差异具有显

著性(P<0.05)(图 1)。

2.4 普通光学显微镜观察细胞形态学改变

对照组 NCI-H446 细胞形态：细胞体积明显增大，胞浆减

少，细胞核增大，染色加深，核仁清晰，多个细胞处于分裂状态

(图 2 A)；DADS处理后的 NCI-H446细胞，体积显著变小，胞浆

丰富，细胞核变小，染色较淡，分裂期细胞减少(图 2)。
2.5 荧光显微镜观察

AO-EB 荧光染色后，荧光显微镜观察：对照组 NCI-H446

细胞形态饱满，胞浆呈绿色，细胞核亮绿色，细胞核呈圆形或椭

圆形。DADS处理 24 h后，细胞皱缩、圆形，细胞质呈橘红色或

黄色，随 DADS浓度增加，细胞密度逐渐减少，细胞核和细胞质

内可见致密浓染的黄绿色或橘红色荧光（图 3）。

3 讨论

据世界卫生组织统计，全球每年恶性肿瘤中，肺癌的死亡

率居首位。肺癌与吸烟、职业因素、自身内在因素及环境污染

等有关。人小细胞肺癌，主要治疗方法是化疗，5年生存率低于
2%。目前主要以预防为主，尚无特效治疗方法[17-19]。DADS是大

蒜的主要有效成分，在多种肿瘤的实验研究中都具有良好的治

疗效果，且来源广泛，价格低廉。人体内的细胞，均有恶变可能，

故肿瘤组织的来源亦是多种多样，不同来源的肿瘤细胞其分化

图 1 不同浓度 DADS作用下 NCI-H446细胞生长曲线

Fig.1 The curve of growth in H446 cells induced by concentrations of

DADS

图 2 DADS处理 NCI-H446细胞后的形态变化 HE× 200

Fig. 2 Different morphology of NCI-H446 cells induced by

concentrations of DADS：A: The control group（对照组）; B: Tween80

group（Tween80对照组）; C: 4 滋g/ml DADS; D: 8 滋g/ml DADS; E: 16

滋g/ml DADS; F: 20 滋g/ml DADS; G: 40 滋g/ml DADS; H: 60 滋g/ml

DADS

图 3 荧光显微镜观察 DADS处理 NCI-H446细胞后的形态学改变 ×

200

Fig.3 Different morphology of NCI-H446 cells induced by concentrations

of DADS withAO-EBStain：A: The control group（对照组）; B: Tween80

group（Tween80对照组）;C:DADS4滋g/ml;D:DADS8滋g/ml;E:DADS

16滋g/ml;F:DADS 20滋g/ml; G:DADS40滋g/ml;H:DADS 60滋g/ml
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指标也不相同，包括细胞的增殖、代谢、形态、结构、功能等方面

的改变[20,21]。细胞是否分化成熟，是肿瘤细胞治疗后，是否有效

的重要标志。

本研究MTT实验结果显示：经 DADS处理后，NCI-H446

细胞代谢MTT的能力降低，表现出一定的细胞毒性反应。细胞

计数实验表明：DADS作用于 NCI-H446细胞后，NCI-H446 细

胞倍增时间延长。HE染色和 AO-EB荧光染色显示：DADA能

使 NCI-H446 细胞的形态发生明显的改变，且细胞异型性降

低。

综上所述，DADS对人小细胞肺癌 NCI-H446细胞的增殖

具有抑制作用，并且使得细胞的形态发生了明显的改变，异型

性降低，为 DADS的后续研究及肺癌应用于临床治疗提供了

重要依据。
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