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摘要： 目的 研究紫草素促进食管癌细胞凋亡及细胞周期阻滞的作用及机制。方法 2019年 1月至 2020年 6月期间开展细
胞实验，培养食管癌Eca109细胞，分为不含药物杜氏改良Eagle培养基（DMEM）处理的对照组，含不同剂量紫草素DMEM处理
的紫草素组，含 2.0 µmol/L紫草素和 10 µg/L胰岛素样生长因子-1（IGF-1）DMEM处理的 2.0 µmol/L紫草素+10µg/L IGF-1组。
检测细胞凋亡率、细胞周期及凋亡基因活化的胱天蛋白酶-3（cleaved caspase-3）、细胞周期蛋白D1（cyclin D1）、磷酸化磷酸肌
醇 3激酶（PI3K）、蛋白激酶B（AKT）的表达量。结果 0.5 µmol/L紫草素组、1.0 µmol/L紫草素组、2.0 µmol/L紫草素组的细胞
凋亡率、细胞周期G1期比例、cleaved caspase-3的表达量［0.5 µmol/L紫草素组（0.64±0.14）、1.0 µmol/L紫草素组（0.81±0.19）、
2.0 µmol/L紫草素组（1.02±0.24）］高于对照组 0.41±0.07，细胞周期 S期、G2期比例及 cyclin D1［0.5 µmol/L紫草素组（0.80±
0.16）、1.0 µmol/L紫草素组（0.68±0.13）、2.0 µmol/L紫草素组（0.45±0.09）］、p-PI3K、p-AKT表达量低于对照组［cyclin D1表达量
（0.91±0.18）］（P<0.05）；2.0 µmol/L紫草素+10 µg/L IGF-1组的细胞凋亡率、细胞周期G1期比例、cleaved caspase-3的表达量低
于 2.0 µmol/L紫草素组，细胞周期G2期比例及 cyclin D1、p-PI3K、p-AKT表达量高于 2.0 µmol/L紫草素组（P<0.05）。结论 紫

草素具有促进食管癌细胞凋亡及细胞周期阻滞的作用，该作用与抑制PI3K/AKT通路激活有关。
关键词： 食管肿瘤； 紫草素； 凋亡； 细胞周期； PI3K/AKT通路
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Abstract： Objective To study the effect and mechanism of shikonin on apoptosis and cell cycle arrest of esophageal cancer cells.
Methods Cell experiments were carried out from January 2019 to June 2020. Esophageal cancer ECA 109 cells were cultured and as‐
signed into groups: control group treated with Duchenne modified Eagle medium (DMEM) without drug, shikonin groups treated with
DMEM containing different doses of shikonin, which included 2.0 µmol/L shikonin+10 µg/L insulin-like growth factor-1 (IGF-1) group
treated with DMEM containing 2.0 µmol/L shikonin and 10 µg/L IGF-1. Apoptosis rate, cell cycle and the expressions of apoptotic
gene-activated caspase-3 (cleaved caspase-3), cyclin D1, phosphorylated phosphoinositol 3 kinase (PI3K) and protein kinase B (AKT)
were detected.Results The apoptotic rate, the proportion of G1 phase and the expression of cleaved caspase-3 [0.5 µmol/L shikonin
group (0.64±0.14), 1.0 µmol/L shikonin group (0.81±0.19), 2.0 µmol/L shikonin group (1.02±0.24)] in 0.5 µmol/L, 1.0 µmol/L and 2.0
µmol/L shikonin groups were higher than those in the control group 0.41±0.07, while the proportions of S phase and G2 phase and the
expressions of cyclin D1 [0.5 µmol/L shikonin group (0.80±0.16), 1.0 µmol/L shikonin group (0.68±0.13), 2.0 µmol/L shikonin group
(0.45±0.09)], p-PI3K and p-AKT were lower than those in the control group [cyclin D1 expression: (0.91±0.18)] (P<0.05). The apoptotic
rate, the proportion of G1 phase and the expression of cleaved caspase-3 in 2.0 µmol/L shikonin+10 µg/L IGF-1 group were lower than
those in 2.0 µmol/L shikonin group, while the proportion of G2 phase and the expressions of cyclin D1, p-PI3K and p-AKT were higher
than those in 2.0 µmol/L shikonin group (P<0.05).Conclusion Shikonin can promote the apoptosis and cell cycle arrest of esophageal
cancer cells, which is related to the inhibition of PI3K/Akt pathway activation.
Key words： Esophageal neoplasms; Shikonin; Apoptosis; Cell cycle; PI3K/Akt pathway

食管癌是临床常见的消化道恶性肿瘤，早期临 率不理想［1-2］。近年来，中药的抗癌作用受到越来越

床特征不典型、诊断难度大，多数病人确诊时已经 多关注，多种中药材的活性成分被证实能够抑制癌

发展至中晚期、部分病人错过了手术切除的时机， 细胞的恶性生物学行为。紫草素是中药紫草中的

通过放化疗虽然能够杀伤癌细胞、缩小瘤体体积、 活性成分，已有研究表明紫草素对胃癌、结直肠癌、

延长生存时间，但病人的总体预后仍较差、5年生存 肝癌等恶性肿瘤细胞的增殖、凋亡、细胞周期具有
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调控作用［3-5］。食管癌的发生发展与癌细胞增殖、凋

亡、细胞周期的失控密切相关，但紫草素是否调控食

管癌细胞的上述恶性生物学行为尚未明确。基于

此，本研究将以食管癌Eca109细胞为对象，在 2019
年1月至2020年6月开展细胞实验，具体分析紫草素
促进细胞凋亡及细胞周期阻滞的作用及机制，旨在

为今后研究食管癌新的治疗药物提供参考。

1 材料与方法

1.1 实验材料 食管癌 Eca109细胞购自 ATCC公
司，紫草素、胰岛素样生长因子-1（IGF-1）购自 Sigma
公司，Annexin V凋亡检测试剂盒［异硫氰酸荧光素
（FITC）/碘化丙啶（PI）双染法］购自上海生工公司，
细胞周期检测试剂盒购自南京建成研究所，RIPA裂
解液购自上海碧云天公司，活化胱天蛋白酶

（cleaved caspase-3）、细胞周期蛋白 D1（cyclin D1）、
磷酸化磷酸肌醇 3激酶（p-PI3K）、磷酸化蛋白激酶B
（p-AKT）抗体购自Abcam公司。
1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养及分组给药 Eca109细胞在含有
10%胎牛血清的杜氏改良 Eagle培养基（DMEM）中
贴壁培养，0.25%胰蛋白酶消化后在培养板中传代
培养，待细胞密度长至 80%~90%后进行分组给药。
对照组用不含药物的DMEM处理，紫草素组用含有
0.5 µmol/L、1.0 µmol/L、2.0 µmol/L紫草素的 DMEM
处理，2.0 µmol/L紫草素+10 µg/L IGF-1组用含有
2.0 µmol/L紫草素和 10 µg/L IGF-1的 DMEM处理，
每个处理调节设置5个复孔，连续处理24 h。
1.2.2 细胞凋亡率检测 取“1.2.1”中分组处理后的
细胞，调节细胞密度至2×105/mL，按照Annexin V凋亡
检测试剂盒（FITC/PI双染法）进行操作，分别孵育An‐
nexin V-FITC和PI，在流式细胞仪上检测细胞凋亡率。
1.2.3 细胞周期检测 取“1.2.1”中分组处理后的
细胞，调节细胞密度至 5×105/mL，用−20 ℃无水乙醇
固定过夜，次日按照细胞周期检测试剂盒进行操

作、孵育PI后在流式细胞仪上检测细胞周期。
1.2.4 蛋白表达量检测 取“1.2.1”中分组处理后
的细胞，加入RIPA裂解液、提取细胞中的蛋白，将

蛋白样本与上样缓冲液混合，加入 SDS-PAGE后电
泳，电转移至PVDF膜。在室温用 5%脱脂牛奶封闭
PVDF膜 1 h，在 4 ℃用 1∶1 000稀释的 cleaved cas‐
pase-3、cyclin D1、p-PI3K、p-AKT抗体或 1∶5 000稀
释的β-actin抗体孵育 PVDF膜过夜；洗膜 3遍后，在
室温用 1∶1 000稀释的HRP二抗孵育 PVDF膜 1 h，
最后在凝胶成像系统中得到蛋白条带，扫描条带灰

度值并以 β-actin为内参计算 cleaved caspase-3、cy‐
clin D1、p-PI3K、p-AKT的表达量。
1.3 统计学方法 采用 SPSS 22.0软件录入数据并
进行统计分析，五组间计量资料的比较采用方差分

析，P<0.05为差异有统计学意义。
2 结果

2.1 紫草素对Eca109细胞凋亡率的影响 与对照

组比较，0.5 µmol/L紫草素组、1.0 µmol/L紫草素组、
2.0 µmol/L紫草素组Eca109细胞的凋亡率明显增加
（P<0.05）且随着紫草素剂量增加，细胞的凋亡率也
相应增加；与 2.0 µmol/L紫草素组比较，2.0 µmol/L
紫草素+10 µg/L IGF-1组Eca109细胞的凋亡率明显
减少（P<0.05）。见图1。
2.2 紫草素对 Eca109细胞中凋亡基因表达的影
响 对照组、0.5 µmol/L、1.0 µmol/L、2.0µmol/L紫草
素组及 2.0 µmol/L紫草素+10 µg/L IGF-1组 Eca109
细胞中 cleaved caspase-3的表达水平分别为 0.41±
0.07、0.64±0.14、0.81±0.19、1.02±0.24、0.34±0.08。
经统计学分析，与对照组比较，0.5 µmol/L、1.0 µmol/
L、2.0µmol/L紫草素组 Eca109细胞中 cleaved cas‐
pase-3的表达明显增加（F=11.31，P<0.001）且随着
紫草素剂量增加，细胞中 cleaved caspase-3的表达量
相应增加；与 2.0 µmol/L紫草素组比较，2.0 µmol/L
紫草素+10 µg/L IGF-1组Eca109细胞中 cleaved cas‐
pase-3的表达明显减少（t=6.01，P<0.001）。见图2。
2.3 紫草素对Eca109细胞周期的影响 与对照组比

较，0.5 µmol/L紫草素组、1.0 µmol/L紫草素组、2.0
µmol/L紫草素组Eca109细胞G1期比例明显增加，S
期比例明显减少（P<0.05）且随着紫草素剂量增加，细
胞 G1期比例相应增加，S期比例相应减少；与 2.0
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图1 五组食管癌Eca109细胞凋亡率的比较
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注：1—β-肌动蛋白（β-actin）；2—裂解型胱天蛋白酶（cleaved cas‐
pase-3）；3—对照组；4—0.5 µmol/L紫草素组；5—1.0 µmol/L紫草素
组；6—2.0 µmol/L紫草素组；7—2.0 µmol/L紫草素+10 µg/L IGF-1组。
图2 五组食管癌Eca109细胞中 cleaved caspase-3的蛋白条带

µmol/L紫草素组比较，2.0 µmol/L紫草素+10 µg/L
IGF-1组Eca109细胞G1期比例明显减少、G2期比例
明显增加（P<0.05），S期比例无明显变化（P>0.05）。
见表1。
表1 五组食管癌Eca109细胞G1期、S期、G2期的比较/x̄ ± s
组别

重复 G1期 S期 G2期
次数

对照组 5 24.85±6.58 63.32±10.93 11.83±2.84
0.5 µmol/L
紫草素组

5 33.22±7.79① 56.75±8.28① 10.02±1.77
1.0 µmol/L
紫草素组

5 45.41±9.28①② 45.47±9.14①② 9.12±1.85①

2.0 µmol/L
紫草素组

5 59.39±
9.83①②③

31.75±
7.75①②③ 8.86±1.34①

2.0 µmol/L
紫草素+10 µg/LIGF-1组 5 30.72±8.37④ 60.27±12.38④ 9.01±1.27

F值 13.29 8.64 2.13
P值 <0.001 0.001 0.128
注：IGF-1为胰岛素样生长因子-1。
①与对照组比较，P<0.05。②与 0.5 µmol/L紫草素组比较，P<

0.05。③与 1.0 µmol/L紫草素组比较，P<0.05。④与 2.0 µmol/L紫草
素组比较，P<0.05。

2.4 紫草素对Eca109细胞中细胞周期蛋白表达的
影响 对照组、0.5 µmol/L、1.0 µmol/L、2.0 µmol/L
紫草素组及 2.0 µmol/L紫草素+10 µg/L IGF-1组
Eca109细胞中 cyclin D1的表达水平分别为 0.91±
0.18、0.80±0.16、0.68±0.13、0.45±0.09、1.02±0.20。
经统计学分析，与对照组比较，0.5 µmol/L、1.0 µmol/
L、2.0 µmol/L紫草素组Eca109细胞中 cyclin D1的表
达量明显减少（F=9.37，P=0.001）且随着紫草素剂量
增加，细胞中 cyclin D1的表达量相应减少；与 2.0
µmol/L紫草素组比较，2.0 µmol/L紫草素+10 µg/L
IGF-1组Eca109细胞中 cyclin D1的表达量明显增加
（t=5.81，P<0.001）。见图3。
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注：1—细胞周期蛋白D1（CyclinD1）；2—β-肌动蛋白（β-actin）；
3—对照组；4—0.5 µmol/L紫草素组；5—1.0 µmol/L紫草素组；6—
2.0 µmol/L紫草素组；7—2.0 µmol/L紫草素+10 µg/L IGF-1组。

图3 五组食管癌Eca109细胞中 cyclin D1的蛋白条带

2.5 紫草素对Eca109细胞中PI3K/AKT通路的影
响 与对照组比较，0.5 µmol/L、1.0 µmol/L、2.0 µmol/
L紫草素组 Eca109细胞中 p-PI3K、p-AKT的表达量
明显减少（P<0.05）且随着紫草素剂量增加，细胞中
p-PI3K、p-AKT的表达量相应减少；与 2.0 µmol/L紫
草素组比较，2.0 µmol/L紫草素+10 µg/L IGF-1组
Eca109细胞中 p-PI3K、p-AKT的表达量明显增加（P
<0.05）。见图4，表2。
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注：1—β-肌动蛋白（β-actin）；2—磷酸化AKT（p-AKT）；3—磷酸化
PI3K（p-PI3K）；4—对照组；5—0.5 µmol/L紫草素组；6—1.0 µmol/L紫草
素组；7—2.0 µmol/L紫草素组；8—2.0 µmol/L紫草素+10 µg/L IGF-1组。
图4 五组食管癌Eca109细胞中p-PI3K、p-AKT的蛋白条带

表2 五组食管癌Eca109细胞中p-PI3K、p-AKT表达量的
比较/x̄ ± s

组别 重复次数 p-PI3K p-AKT
对照组 5 0.92±0.19 0.87±0.20
0.5 µmol/L紫草素组 5 0.81±0.14① 0.75±0.14①
1.0 µmol/L紫草素组 5 0.44±0.08①② 0.40±0.08①②
2.0 µmol/L紫草素组 5 0.20±0.07①②③ 0.23±0.05①②③
2.0 µmol/L紫草素+10 µg/L IGF-1组 5 1.19±0.25④ 1.05±0.23④
F值 25.67 23.52
P值 <0.001 <0.001
注：p-PI3K为磷酸化PI3K，p-AKT为磷酸化AKT。
①与对照组比较，P<0.05。②与 0.5 µmol/L紫草素组比较，P<

0.05。③与 1.0 µmol/L紫草素组比较，P<0.05。④与 2.0 µmol/L紫草
素组比较，P<0.05。

3 讨论

紫草素的抗癌作用与其促进癌细胞凋亡及细胞

周期阻滞有关，本实验将紫草素用于食管癌Eca109
细胞的干预，旨在发挥其抗癌作用。细胞凋亡及细

胞周期的异常与食管癌的发生密切相关，在使用不

同剂量紫草素处理食管癌Eca109细胞后，细胞凋亡
率及细胞周期G1期的比例明显增加，细胞周期 S期
和G2期的比例明显减少，说明紫草素能够促进食管
癌Eca109细胞发生凋亡，同时使细胞周期大量停滞
于G1期、不进入 S期及G2期，这与紫草素在其他恶
性肿瘤细胞中促进细胞凋亡及细胞周期阻滞的作用

一致，也表明紫草素具有抗食管癌的作用。

Huang、Hu［6］在子宫内膜癌及Guo等［7］在肺癌中
的研究证实，紫草素通过调节B淋巴细胞瘤-2基因
（B-cell lymphoma-2，Bcl-2）及Bcl-2相关X蛋白（Bcl-
2-associated X protein，Bax）的表达来促进细胞的线
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粒体途径凋亡。Bcl-2和Bax是调节线粒体途径凋亡
的关键基因，前者抑制线粒体内细胞色素C向细胞质
的释放，后者则促进线粒体内细胞色素C向细胞质的
释放；细胞色素C进入细胞质后，能够启动一系列级
联放大反应并使有活性的 cleaved caspase-3增多，最
终增强细胞凋亡。在食管癌的发病过程中，bcl-2的
表达增多、Bax的表达减少，癌细胞的线粒体途径凋
亡受到抑制，进而造成了细胞增殖活力的增强［8-9］。

在本研究中，不同剂量紫草素处理食管癌Eca109细
胞后，cleaved caspase-3的表达明显增加，与紫草素增
加Eca109细胞凋亡率的作用吻合，进一步确认了紫
草素用于食管癌细胞干预的促凋亡作用。

在肺癌及膀胱癌中的研究证实，紫草素能够抑

制 cyclin D1的表达，进而使细胞周期发生停滞［10-12］。

CyclinD1是调控细胞周期的关键蛋白，与相应的激
酶CDK4、CDK6形成复合物后时细胞快速通过细胞
周期检查点并大量进入有丝分裂期。在食管癌组

织中，cyclin D1的表达明显增多、加速细胞周期的作
用增强，有利于癌细胞的有丝分裂［13-14］。在本研究

中，不同剂量紫草素处理食管癌Eca109细胞后，cy‐
clin D1的表达明显减少，与紫草素增加Eca109细胞
G1期比例的作用吻合，进一步确认了紫草素用于食
管癌细胞干预的细胞周期阻滞作用。

食管癌细胞的恶性生物学行为受到复杂机制

的调控，其中 PI3K/AKT通路在细胞凋亡及细胞周
期的调控中起关键作用，该通路的激活对线粒体凋

亡基因及细胞周期蛋白的表达均有调控作用［15-16］。

在胃癌、肺癌、白血病细胞中，紫草素均对PI3K/AKT
通路的激活具有抑制作用［3，17-18］。本研究在使用不

同剂量紫草素处理食管癌Eca109细胞后，细胞中 p-

PI3K、p-AKT的表达明显减少，表明紫草素能够抑制
食管癌细胞中 PI3K/AKT通路的激活，这也可能是
紫草素促进食管癌细胞凋亡及细胞周期阻滞的可

能机制。为了验证这一机制，PI3K/AKT通路的激动
剂 IGF-1被用于细胞处理，紫草素与 IGF-1联合使用
后，紫草素促进细胞凋亡及细胞周期阻滞、调节凋

亡基因及细胞周期蛋白表达的作用均发生了逆转，

表明紫草素促进食管癌细胞凋亡及细胞周期阻滞

的作用与抑制PI3K/AKT通路的激活有关。
综上所述，紫草素具有促进食管癌细胞凋亡及

细胞周期阻滞的作用，该作用与抑制 PI3K/AKT通
路激活有关，今后紫草素有望成为治疗食管癌的辅

助药物，但仍需更多的在体实验进行验证。
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