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甲氟奎对食管鳞癌细胞增殖、迁移和侵袭的影响及其机制
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摘要： 目的 研究甲氟奎对食管鳞癌细胞增殖、迁移和侵袭的影响及其机制。方法 运用四甲基偶氮唑盐微量酶反应比色

法（MTT法）法检测甲氟奎（5、10、15、30 μmol/L）对食管鳞癌细胞KYSE140的增殖的调控，筛选最适浓度 30 μmol/L；用β连环

素（β-catenin）信号通路激活剂Wnt3a或二甲基亚砜（DMSO）与 30 μmol/L甲氟奎共处理KYSE140细胞 48 h。Transwell法检测

细胞的迁移和侵袭；蛋白质印迹法（Western blotting）检测细胞中β-catenin、周期素依赖激酶抑制剂 p21、增殖细胞核抗原（PC‐
NA）、神经钙黏素（N-cadherin）、上皮钙黏素（E-cadherin）的蛋白表达；实时荧光定量逆转录聚合酶链反应（qRT-PCR）检测细胞

中β-catenin的表达。结果 甲氟奎可呈浓度依赖性抑制食管鳞癌细胞KYSE140的增殖，最适浓度为 15 μmol/L；在 24、48和
72 h时对照组细胞吸光度分别为（0.21±0.02）、（0.52±0.04）、（1.19±0.10），15 μmol/L 甲氟奎组细胞吸光度分别为（0.21±0.01）、

（0.34±0.03）、（0.68±0.06）；对照组迁移和侵袭细胞数分别为（120±8）个、（80±6）个，甲氟奎组迁移和侵袭细胞数分别为（62±5）
个、（45±4）个，甲氟奎可明显的抑制KYSE140细胞的增殖、迁移和侵袭，上调 p21、E-cadherin，下调PCNA、N-cadherin；最重要的

是，甲氟奎可明显的抑制β-catenin信号通路的关键基因β-catenin的表达，且激活β-catenin信号通路可逆转甲氟奎对KYSE140
细胞的增殖、迁移和侵袭的抑制。结论 甲氟奎可抑制食管鳞癌细胞的增殖、迁移和侵袭，其机制与抑制β-catenin信号通路

的活性相关，将可为甲氟奎治疗食管鳞癌提供更充分的依据。
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Abstract： Objective To study the effect and mechanism of mefloquine on proliferation, migration and invasion of esophageal squa‐
mous carcinoma cells.Methods The methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) method was used to detect the regulation of mefloquine (5, 10,
15, 30 μmol/L) on the proliferation of esophageal squamous cell carcinoma KYSE140, and the optimal concentration was 30 μmol/L. β-

catenin signaling pathway activator Wnt3a or dimethyl sulfoxide (DMSO) and 30 μmol/L mefloquine co-treated KYSE140 cells for 48
h. Transwell method was used to detect cell migration and invasion; Western blotting was used to detect the expression levels of β -

catenin, cyclin-dependent kinase inhibitor p21, proliferating cell nuclear antigen (PCNA), neural cadherin (N-cadherin), and epithelial
cadherin (E -cadherin).Real-time fluorescent quantitative polymerase chain reaction (qRT-PCR) was adopted to detect the expression of
β-catenin in cells.Results Mefloquine inhibited the proliferation of esophageal squamous cell carcinoma KYSE140 in a concentra‐
tion-dependent manner. The optimal concentration was 15 μmol/L.The A450 nm values of cells in the control group at 24, 48 and 72 h
were (0.21±0.02), (0.52±0.04), (1.19±0.10), and the A450 nm values of cells in the 15 μmol/L mefloquine group were: (0.21 ±0.01),
(0.34±0.03), (0.68±0.06).The number of migrant and invasive cells in the control group were (120±8) and (80±6), respectively, while
the number of migrant and invasivecells in the mefloquine group were (62±5) and (45±4). Mefloquine significantly inhibited the prolifer‐
ation, migration and invasion of KYSE140 cells, up-regulated p21 and E-cadherin, and down-regulated PCNA and N-cadherin.What
was most important is thatmefloquine could significantly inhibit the expression of β-catenin, a key gene in the β-catenin signaling path‐
way, and activation of the β-catenin signaling pathway could reverse the inhibition of proliferation, migration and invasion of KYSE140
cells by mefloquine.Conclusion Mefloquine can inhibit the proliferation, migration and invasion of esophageal squamous carcinoma
cells, and its mechanism is related to the inhibition of β-catenin signaling pathway, which will provide a more sufficient basis for the
treatment of esophageal squamous carcinoma.
Key words： Esophageal neoplasms; Mefloquine; β-catenin signaling pathway; Proliferation; Migration; Invasion

食管鳞癌是一种常见的消化道恶性肿瘤，其占

食管癌的 90%以上，其特征是脂肪和骨骼肌质量减

少、营养不良［1-2］。据最新调查显示，食管鳞癌的发

病率正逐年升高，尽管近期食管癌的预后有所改

善，但仍不能令人满意［3-4］。因此，开发新的抗癌药

物对病人具有重要的治疗价值。甲氟喹是氯喹的

衍生物，是治疗疟疾的常用药物之一［5-6］。甲氟奎在

胶质母细胞瘤、乳腺癌中均具有抑制肿瘤进一步恶

化的作用，甲氟喹的主要优点是其具有良好的剂量

耐受性［7-9］。于是，我们推测其对食管鳞癌的治疗可

能也具有一定的疗效。β连环素（β-catenin）是Wnt
通路中的关键核心因子，也是β-catenin信号通路的

组成部分，其在人类的多种疾病，包括食管鳞癌中

均出现活性异常升高［10-11］，但其是否在甲氟奎对食

管鳞癌的影响中发挥作用尚未清楚。本研究于

2018 年 8 月至 2019 年 4 月拟以食管鳞癌细胞

KYSE140为研究对象，观察甲氟奎对食管鳞癌细胞

增殖、迁移和侵袭的影响，揭示其机制与甲氟奎失

活β-catenin信号通路有关，将为甲氟奎抗癌应用提

供实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料 食管鳞癌细胞KYSE140购自ATCC；甲
氟奎由 Unistin®韩国联合制药提供；DMEM培养

基、胎牛血清、3-（4，5-二甲基噻唑-2）-2，5-二苯基四

氮唑溴盐（MTT）、胰蛋白酶均购自美国 Sellect公司；

LipofectamineTM2000、BCA蛋白定量试剂盒、逆转录

试剂盒购自大连 Takara公司；聚偏二氟乙烯膜

（PVDF膜）购自德国罗氏诊断有限公司；十二烷基

硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）试剂盒、

ECL发光液和RIPA蛋白裂解液均购自碧云天生物

技术公司；Matrigel基质胶、Transwell小室购自美国

Coming公司；凝胶成像分析仪购自柯达公司；半干

转膜仪购自美国 BIO-RAD公司；Genesys 10紫外分

光光度计购自美国Thermo公司；细胞培养箱购自美

国Forma Scientific公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 将食管鳞癌细胞 KYSE140用含

10%胎牛血清的DMEM培养基，置于 37 ℃，5%二氧

化碳的恒温培养箱中常规培养，待细胞生长至融合

度 75%左右，用胰蛋白酶消化约 1 min，按照 1∶3的
比例更换培养基，每2天传代1次。

1.2.2 细胞处理与分组 将甲氟奎（5、10、15、30
μmol/L）用二甲基亚砜（DMSO）溶解然后用培养基

稀释为 5、10、15、30 μmol/L，分别处理 KYSE140细
胞 24、48、72 h，标记为 5 μmol/L甲氟奎组、10 μmol/
L甲氟奎组、15 μmol/L甲氟奎组、30 μmol/L甲氟奎

组，筛选最适浓度和作用时间，即 15 μmol/L甲氟奎

处理KYSE140细胞 48 h，标记为甲氟奎组；以DMSO
处理 KYSE140 细胞 48 h，标记为对照组；将 β -

catenin信号通路激活剂Wnt3a用 DMSO稀释至 25
mg/L，处理甲氟奎组细胞 24 h，标记为甲氟奎 +
Wnt3a组，其阴性对照用等量的DMSO处理甲氟奎

组细胞24 h，标记为甲氟奎+DMSO组。

1.2.3 MTT法检测细胞增殖抑制率 对数期的

KYSE140细胞以 104/mL的密度种植于 96孔板，按照

上述“1.2.2”方法处理，分别于 24、48和 72 h时每孔
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细胞中加浓度为 5 mg/mL MTT溶液 20 μL，孵育 4
h，然后添加 150 μL DMSO，待结晶充分融解，在 490
nm波长下检测细胞吸光度（A）。细胞抑制率=（1-

A样品/A对照）×100%。

1.2.4 Transwell法检测细胞迁移和侵袭 Transwell
迁移实验：将 Transwell小室置于 24孔板上，平衡 30
min。胰酶消化收集各组KYSE140细胞，用不含血

清的RPMI 1640培养基重悬细胞，制成 5×105/mL的
单细胞悬液。取约为 1×105个细胞加入 24孔板各

孔，于 37 ℃培养箱孵育 24 h，棉签擦去上室细胞，甲

醇固定，结晶紫染液染色。晾干，于倒置显微镜下

观察拍照（400倍），计数5个不同视野细胞数。

Transwell侵袭实验：将基质胶和DMEM培养基

按 1∶8稀释后（60 μL）铺于培养小室上，风干后备

用，其他步骤同Transwell迁移实验。

1.2.5 蛋白质印迹法检测细胞中β-catenin、周期素

依赖激酶抑制剂 p21、增殖细胞核抗原（PCNA）、神

经钙黏素（N-cadherin）、上皮钙黏素（E-cadherin）的

蛋白表达 各组KYSE140细胞以RIPA裂解液于冰

上裂解提取总蛋白，BCA法对蛋白定量。并采用沸

水浴致蛋白变性，目的蛋白采用 SDS-PAGE电泳分

离。湿转至PVDF膜，5%脱脂奶粉封闭 1 h，4 ℃下，

将封闭后的PVDF膜放入倍比稀释的一抗中反应过

夜，洗膜，再在37 ℃下将PVDF膜转入倍比稀释的二

抗中反应 2 h。于暗室内ECL试剂盒显影曝光，以凝

胶成像系统采集图像。Quantity One 4.62图像分析

软件进行条带灰度分析，以GAPDH为内参，计算目

的蛋白的表达情况。

1.2.6 实时荧光定量逆转录聚合酶链反应（qRT-
PCR）检测细胞中β-catenin的表达 各组KYSE140
细胞按RNA抽提试剂盒说明书提取RNA，定量后使

用逆转录试剂盒合成互补 DNA（cDNA）。按 qRT-

PCR试剂盒说明书操作检测miR-550a表达量。以

甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）为内参，用 ΔΔCt=
(Ct样本－Ct内参)处理组－ (Ct样本－Ct内参)对照组计算 β-catenin
的 表 达 。 引 物 信 息 ：β -catenin，正 向 引 物 5′-
CGCTTCTCGGCTTGCT-3′，反向引物 5′-TCCTCCCT‐
CACAGACTCAT-3′；GAPDH，正向引物 5′-TCCCT‐
CAAGATTGCTAGCAA-3′，反向引物 5′-AGATCCA‐
CAACGGATACATT-3′。
1.3 统计学方法 采用 SPSS 21.0进行分析。计量

资料用 x̄ ± s表示，多组间数据比较采用单因素方差

分析，两组比较采用两独立样本 t检验。以 P<0.05
表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 甲氟奎对食管鳞癌细胞的抑制作用 结果如

表 1所示，与对照组相比，5 μmol/L甲氟奎组、10
μmol/L甲氟奎组、15 μmol/L甲氟奎组、30 μmol/L甲
氟奎组细胞的增殖均显著降低；与 5 μmol/L甲氟奎

组相比，10 μmol/L甲氟奎组、15 μmol/L甲氟奎组、

30 μmol/L甲氟奎组细胞的增殖均显著降低；与 10
μmol/L 甲氟奎组相比，15 μmol/L 甲氟奎组、30
μmol/L甲氟奎组细胞的增殖均显著降低（P<0.05）。

可见，甲氟奎可呈浓度依赖性抑制食管鳞癌细胞的

增殖，且最适浓度为 15 μmol/L，故选用该浓度用于

后续试验。

2.2 甲氟奎对食管鳞癌细胞迁移和侵袭的抑制作

用 Transwell实验检测细胞迁移和侵袭，对照组迁

移和侵袭细胞数分别为（120±8）个、（80±6）个，甲

氟奎组迁移和侵袭细胞数分别为（62±5）个、（45±
4）个，与对照组相比，甲氟奎组细胞的迁移细胞数

显著降低，侵袭细胞数显著降低（t=15.059、11.889，
P<0.05）。

2.3 甲氟奎对食管鳞癌细胞增殖、迁移和侵袭相关

蛋白表达的影响 结果如图 1和表 2所示，与对照

组相比，甲氟奎组细胞中 p21、E-cadherin蛋白表

达显著升高，PCNA、N-cadherin蛋白表达显著降低

（P<0.05）。

2.4 甲氟奎对食管鳞癌细胞中 β-catenin信号通路

的影响 qRT-PCR法检测细胞中β-catenin的表达，

结果如图 2所示，对照组 β-catenin mRNA和蛋白表

达水平分别为（1.00±0.04）、（1.01±0.07），甲氟奎组

β -catenin mRNA 和蛋白表达水平分别为（0.51±
0.05）、（0.34±0.03），与对照组相比，甲氟奎组细胞中

β -catenin 的 mRNA 和蛋白表达均显著降低（t=
18.745、21.550，P<0.05）。

2.5 激活 β-catenin信号通路逆转了甲氟奎对食管

鳞癌细胞增殖、迁移、侵袭的调控 结果如图 3、表
3，表 4所示，与甲氟奎+DMSO组相比，甲氟奎+
Wnt3a组细胞中 β-catenin蛋白表达显著升高，细胞

表1 甲氟奎对食管鳞癌细胞增殖的影响/x̄ ± s
组别

对照组

5 μmol/L甲氟奎组

10 μmol/L甲氟奎组

15 μmol/L甲氟奎组

30 μmol/L甲氟奎组

F值

P值

重复

次数

6
6
6
6
6

24 h
0.21±0.02
0.20±0.01
0.20±0.02
0.21±0.01
0.20±0.02
0.643
0.637

48 h
0.52±0.04
0.48±0.04
0.41±0.03①
0.35±0.03①②
0.28±0.02①②③

52.056
<0.001

72 h
1.19±0.10
0.98±0.09
0.83±0.08①
0.68±0.06①②
0.61±0.06①②③

51.833
<0.001

注：①与对照组比较，P<0.05。②与 5 μmol/L甲氟奎组比较，P<
0.05。③与10 μmol/L甲氟奎组比较，P<0.05。
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的增殖显著升高，迁移细胞数和侵袭细胞数均显著

升高，细胞中 p21、E-cadherin蛋白表达显著降低，

PCNA、N-cadherin蛋白表达显著升高（P<0.05）。

3 讨论

尽管医学技术不断发展，食管鳞癌的发病率和

病死率仍然很高，因此，寻找高效、低毒的肿瘤治疗

药物仍然十分重要。甲氟奎在临床上对耐氯奎恶

性疟疾的治疗效果较好，除此之外其在人类的多种

肿瘤中也具有抗癌的功效［12］，但是其在食管鳞癌中

的功能及机制研究甚少。Xu等［13］研究报道，甲氟奎

可通过阻断结直肠癌细胞中 NF-κB信号传导抑制

结直肠癌细胞的生长，促进其凋亡，这说明抗疟疾

药甲氟奎可单独作为抗癌药在结直肠癌中应用。

Xie等［14］在食管鳞癌的研究中发现，甲氟奎处理食

管鳞癌后，线粒体呼吸链中的必需酶 SDHC、SDHD、
MTCO3和NDUFV3的表达均显著下调，并通过电镜
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注：1—甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）；2—上皮钙黏素（E-cad‐
herin）；3—神经钙黏素（N-cadherin）；4—增殖细胞核抗原（PCNA）；5
—周期素依赖激酶抑制剂p21；6—对照组；7—甲氟奎组。

图1 甲氟奎处理的食管鳞癌细胞增殖、迁移和侵袭相关蛋白表达

表2 甲氟奎对食管鳞癌细胞增殖、迁移和侵袭相关蛋白

表达的影响/x̄ ± s
组别

对照组

甲氟奎组

t值

P值

重复

次数

6
6

p21
1.01±0.06
1.89±0.14
14.152
<0.001

PCNA
1.00±0.05
0.22±0.02
35.479
<0.001

N-cad‐
herin

0.99±0.05
0.19±0.01
38.431
<0.001

E-cad‐
herin

1.00±0.07
1.79±0.09
16.972
<0.001

注：p21为周期素依赖激酶抑制剂 p21，PCNA为增殖细胞核抗

原，N-cadherin为神经钙黏素，E-cadherin为上皮钙黏素。
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注：1—甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）；2―β 连环素（β -

catenin）；3—对照组；4—甲氟奎组。

图2 甲氟奎处理的食管鳞癌细胞中β-catenin信号通路关键蛋白的

表达
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注：1—甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）；2—上皮钙黏素（E-cad‐
herin）；3—神经钙黏素（N-cadherin）；4—增殖细胞核抗原（PCNA）；5
—周期素依赖激酶抑制剂 p21；6―β连环素（β-catenin）；7—甲氟奎

组；8—甲氟奎+DMSO组；9—甲氟奎+Wnt3a组。

图3 食管癌细胞中的β-catenin信号通路增殖、迁移和侵袭相关

蛋白表达

表3 甲氟奎对食管鳞癌细胞增殖的影响/x̄ ± s
组别

甲氟奎组

甲氟奎+DMSO组

甲氟奎+Wnt3a组
F值

P值

重复

次数

6
6
6

24 h
0.21±0.02
0.21±0.02
0.20±0.01
0.667
0.528

48 h
0.43±0.04
0.42±0.03
0.53±0.04①
16.244
<0.001

72 h
1.23±0.11
0.75±0.07
0.78±0.07①
59.425
<0.001

注：①与甲氟奎+DMSO组比较，P<0.05。

表4 激活β-catenin信号通路对甲氟奎调控食管鳞癌细胞增殖、迁移、侵袭的影响/x̄ ± s
组别

甲氟奎组

甲氟奎+DMSO组

甲氟奎+Wnt3a组
F值

P值

重复次数

6
6
6

迁移细胞数/个
65±6
63±5
99±8①
58.94
<0.001

侵袭细胞数/个
48±3
45±4
75±6①
80.56
<0.001

β-catenin
1.02±0.09
1.00±0.08
2.67±0.24①
489.12
<0.001

p21
1.00±0.05
1.01±0.07
0.34±0.03①
319.74
<0.001

PCNA
0.99±0.07
1.00±0.05
1.64±0.09①
161.07
<0.001

N-cadherin
0.98±0.04
1.00±0.05
1.84±0.18①
118.82
<0.001

E-cadherin
1.01±0.06
0.99±0.05
0.39±0.03①
319.20
<0.001

注：β-catenin为β连环素，p21为周期素依赖激酶抑制剂p21，PCNA为增殖细胞核抗原，N-cadherin为神经钙黏素，E-cadherin为上皮钙黏素。

①与甲氟奎+DMSO组比较，P<0.05。
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观察到细胞发生自噬，揭示甲氟奎可通过诱导线粒

体发生自噬来抑制食管鳞癌细胞的增殖和异种移

植小鼠体内肿瘤的生长。本研究通过MTT法、Tran‐
swell小室检测了甲氟奎处理的食管鳞癌细胞的增

殖、迁移和侵袭发现，甲氟奎可抑制食管鳞癌细胞

的增殖、迁移和侵袭，其在食管鳞癌中发挥抑制癌

症进一步恶化的作用，这与Xie的研究结果相呼应，

再次验证了甲氟奎的抑癌功能，为甲氟奎在癌症中

的应用提供理论依据。我们又通过 qRT-PCR法、蛋

白质印迹法检测了甲氟奎处理的食管鳞癌细胞中

β-catenin信号通路关键因子β-catenin的表达发现，

甲氟奎可明显的抑制食管鳞癌细胞中 β-catenin的
表达，失活β-catenin信号通路的活性。Li等［15］在肝

癌的研究中报道，甲氟奎可抑制小鼠体内肝肿瘤的

生长，其机制与抑制 β-catenin信号通路的活性相

关。我们推测甲氟奎在食管鳞癌中的功能可能与

β -catenin信号通路的活化程度也具有一定的相

关性。

β-catenin信号通路涉及肿瘤的免疫逃避、免疫

抑制、免疫监视［16-18］。 Wnt信号传导过程中最重要

的是β-catenin的稳定，导致其核转位和转录因子的

激活。大部分肿瘤在Wnt /β-catenin信号通路的关

键调节因子中发生突变。大量研究证实，β-catenin
信号通路在食管癌的恶性化进展中具有重要作

用［19］。本研究检测了甲氟奎处理的食管鳞癌细胞

中β-catenin的表达发现，甲氟奎可抑制食管鳞癌细

胞中β-catenin信号通路的活性，这说明甲氟奎可抑

制 β-catenin信号通路的活性在食管鳞癌中发挥抗

癌功能；进一步研究通过β-catenin信号通路激活剂

和甲氟奎联合处理食管鳞癌细胞发现，激活 β -

catenin信号通路可逆转甲氟奎对食管鳞癌细胞的

增殖、迁移和侵袭抑制作用，这更充分的说明不仅

甲氟奎可抑制 β-catenin信号通路的活性，相反，激

活 β-catenin信号通路也可逆转甲氟奎对食管鳞癌

的抗癌功能。这些实验结果为甲氟奎在食管鳞癌

的治疗中的应用价值提供了充分的理论参考，不足

的是，我们没有在动物体内对甲氟奎的功能机制进

行验证，这也是本课题下一步的研究计划。

综上所述，甲氟奎可抑制食管鳞癌细胞的增

殖、迁移和侵袭，其机制与失活 β-catenin信号通路

密切相关，为甲氟奎作为抗癌药物治疗食管鳞癌提

供理论参考。
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