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黄连素抗食管癌 EC109 细胞的作用及其机制

刘红岗，赖远阳，朱以芳，同李平，董小平，许娟，张勇，郭海华，李小飞，闫小龙

(第四军医大学唐都医院胸外科，西安 710038)

[摘　要]	 目的：研究黄连素(berberine，BBR)的抗食管癌作用及其机制。方法：给予50，100，200 μmol/L BBR

处理EC109细胞24 h，检测EC109细胞的活力及迁移能力。Western印迹检测pAkt，蛋白激酶B( protein  

k i n a s e  B ，A k t) ，叉头转录因子 O 3 (f o r k h e a d  C l a s s  b o x  O 3 ， F OXO 3 ) ， B淋巴细胞瘤 - 2 (B - c e l l 

ly mphoma-2，bcl-2)及Ba x的表达水平，特别是FOXO3的细胞核转位情况。建立裸鼠皮下肿瘤模

型，腹腔注射BBR，明确BBR的抗食管癌作用。结果：BBR处理EC109细胞后，细胞活力下降，划

痕实验检测细胞间距增大(P<0.05)。BBR降低了Akt的磷酸化水平，pAkt/总Akt下降；细胞质内的

FOXO3下降；细胞核内的FOXO3升高；bcl-2表达水平下降；Bax则显著升高。在体研究发现BBR剂

量依赖地抑制了肿瘤生长。结论：BBR能显著抑制食管癌EC109细胞的增殖、迁移以及在体增殖能

力，该作用可能是通过抑制Akt磷酸化水平、增加FOXO3细胞核转位进而促进细胞凋亡来实现的。
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Abstract Objective: To investigate the role of berberine (BBR) on esophageal cancer and its mechanism. Methods: EC109 

cells were treated with 50, 100, 200 μmol/L BBR and the CCK8 assay and cell migration assay were conducted. 

Further, we detected the phosphorylation level of Akt, the location of FOXO3, B-cell lymphoma-2 (bcl-2) 

and Bax expression through Western blot. To further evaluate whether BBR has an anti-tumor growth effect in 

vivo, we measured the tumor volume in a tumor bearing model by transplanting EC109 cells into nude mice.  

Results: After treated by BBR, EC109 cell viability was significantly reduced compared with the control group 

(P<0.05). Distance between cell boundary was significantly increased, indicating a worse migration ability 

(P<0.05). Compared with the control group, pAkt expression/total Akt expression was significantly decreased 

after BBR treatment. Cytoplasmic FOXO3 decreased and nucleus FOXO3 increased. Bcl-2 was decreased and Bax 

was increased by BBR. In vivo study showd that tumor volumes in nude mice were significantly reduced after BBR 
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食 管 癌 是 常 见 的 消 化 系 统 肿 瘤 ， 据 赫 捷 
团 队 [ 1 - 2 ] 报 道 的 数 据 ， 2 0 1 5 年 食 管 癌 发 病 率 为

477.9/10万，病死率为375/10万。食管癌发生与饮

食习惯和健康意识密切相关。多数食管癌患者发

现吞咽困难时已发生转移，失去根治机会。因此

食管癌的治疗亟需手术之外的新治疗策略[3]。

黄连素(berberine，BBR)是传统中医药小檗科

植物中提取的吲哚联啶生物碱，具有杀菌、抗炎

等多种生物学功效[4]。新近研究[5-7]表明：BBR具有

抗多种肿瘤的作用，能抑制胃癌、膀胱癌、结肠

癌、乳腺癌、黑色素瘤、胰腺癌、子宫内膜癌以

及肺癌等肿瘤的生长。然而BBR对食管癌的作用及

内在机制尚不明确。

叉头转录因子 O 3 (f o r k h e a d  C l a s s  b o x  O 3 ，

FOXO 3 )是叉头转录因子家族的一员。研究 [ 8 - 9 ]发

现： F OXO 3 可以促进包括 p 2 7 k i p 1 在内的多种促

凋亡因子转录。 F OXO 3 受到 蛋白激酶 B ( p r o t e i n 
k i n a s e  B ， A k t ) 、 A M P 依 赖 的 蛋 白 激 酶 ( A M P -
a c t i v a t e d  p r o t e i n  k i n a s e ， A M P K ) 、沉默转录调

控 因 子 1 ( S i r t u i n  1 ， S I RT 1 ) 等 多 个 信 号 分 子 的

调 控 [ 1 0 - 1 1 ]。 一 般 而 言 ， A k t 磷 酸 化 后 会 进 一 步 磷

酸 化 F O X O 3 ， 促 使 F O X O 3 由 细 胞 核 向 细 胞 质 转 
移[12-13]。而抑制Akt磷酸化，可降低FOXO3的磷酸化

水平并促使其向细胞核内转移。BBR具有抗多种肿

瘤的作用，且有报道[11]称BBR的抗肿瘤作用与Akt密
切相关。本研究旨在探究BBR对食管癌EC109细胞

的抑制作用，以及Akt/FOXO3信号通路在该过程中

的作用机制。

1  材料与方法

1.1  细胞、试剂与仪器

人食管癌 EC 1 0 9 细胞系购自中科院上海细胞

库。BBR购自美国Sigma-Aldrich公司；CCK8细胞

活力检测试剂盒购自上海七海复泰生物科技有限

公司；细胞核分离试剂盒购自北京索莱宝科技有

限公司；抗F OXO 3 抗体、抗p A k t抗体、抗A k t抗

体、抗 b c l - 2 抗体、抗 B a x 抗体购自美国 A b c a m 公

司；抗β-act in抗体购自美国CMCTAG公司。裸鼠

购自第四军医大学实验动物中心。

1.2  方法

1.2.1  细胞培养及处理

食管癌EC109细胞用完全培养基(R PMI-1640
培养基+10%胎牛血清)，置于37 ℃，5% CO 2的细

胞培养箱中常规培养。

1.2.2  CCK8 法细胞活力检测

将细胞消化、离心、重悬后接种到96孔板(密

度为每孔1×10 5)，将细胞分为对照组、50 μmol/L 
BBR组、100 μmol/L BBR组及200 μmol/L BBR组。

每组10个复孔，重复3次。药物处理时间为24 h。

各组处理完毕后弃去培养基，磷酸盐缓冲液(PBS)
洗3次，每孔加入100 μL RPMI-1640培养基和10 μL 
CCK染色液，避光培养2 h后置于450 nm波长下检

测吸光度值。

1.2.3  划痕实验

将细胞消化、离心、重悬后，接种到6孔板，

细胞贴壁后，在6孔板底部划3条横线，用200 μL枪

头在每孔中划1条纵线，洗去漂浮细胞后再用完全

培养基中培养。24 h后测量划痕宽度并记录。

1.2.4  细胞核与细胞质分离

用细胞核提取试剂盒、胞浆组分提取试剂盒

分离提取细胞核与细胞质，具体操作严格参照试

剂盒说明书进行。

1.2.5  Western 印迹检测 pAkt，Akt，FOXO3，bcl-2
及 Bax 表达

待 处 理 完 毕 后 收 集 各 组 细 胞 ， 提 取 蛋 白 ，

用 B C A 蛋 白 定 量 试 剂 盒 进 行 蛋 白 定 量 。 取 3 0  μ g
总蛋白进行 S D S - PA G E ，电泳结束后湿转转膜至

聚偏二氟乙烯(P V D F)膜上。分别用pA k t，A k t，

FOXO3，bcl-2及Bax(1:1 000)，β-actin(1:2 000)的

一抗进行孵育，4 ℃过夜。第2天用TBST洗膜液洗

涤后用一抗对应的二抗(1:5 000)常温孵育2 h。洗

涤后在Bio-R ad照相系统采集照片并用自带软件进

行分析。

1.2.6  裸鼠皮下肿瘤接种及测量

取对数期EC 1 0 9细胞，用1  m L空针在裸鼠左

肩皮下注射0.1 mL细胞液(1×10 7个细胞)。接种后

饲养于SPF环境并保证水和鼠粮供给。每3天测量 
一次裸鼠体重和肿瘤体积并记录。待肿瘤体积达到

100 mm3时给药处理。对照组每3天腹腔注射生理盐

treatment. Conclusion: BBR can inhibit EC109 cell growth and induce cell apoptosis, which might be mediated 

by regulation of Akt/FOXO3 pathway.

Keywords berberine; esophageal cancer; Akt; forkhead box O3; nuclear translocation; cell apoptosis
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水，试验组每3天腹腔注射10或20 mg/kg的BBR，

记录肿瘤体积和小鼠体重，第2 7天时处死小鼠并

取出皮下肿瘤。

1.3  统计学处理

采用SPSS 13.0统计学软件进行分析，所有结

果以均数±标准差( x±s)表示，差异显著性检验采

用单因素方差分析，比较2组间差异采用L SD - t检

验。P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  BBR 对食管癌 EC109 细胞的影响

分别用50，100，200 μmol/L的BBR处理EC109
细胞2 4  h，细胞活力呈剂量依赖性下降，与对照

组相比，分别下降到85.1%±4.1%，58.0%±3.2%，

42.0%±3.4%，差异有统计学意义(P<0.05，图1)。

2.2  BBR 对食管癌 EC109 细胞迁移能力的影响

50，100，200 μmol/L的BBR处理EC109细胞 
2 4  h后，与对照组相比，细胞间距分别扩大到对

照组的(1.54±0.061)，(1.87±0.068)和(2.23±0.076)
倍，差异有统计学意义(P<0.05，图2)。

2.3  BBR 对食管癌 EC109 细胞 Akt/FOXO3 及凋

亡水平的影响

分别用50，100，200 μmol/L的BBR处理EC109
细胞24 h后，EC109细胞的Akt磷酸化水平下降，

p A k t /总A k t分别下降到对照组的( 0 . 6 1 ± 0 . 0 3 1 )，

(0.42±0.042)和(0.33±0.035)倍，差异有统计学意

义(P<0.05，图3)。既往研究 [14]发现：pAkt/总Akt
下会降促使FOXO3向细胞核内转移并激活凋亡通

路。本实验发现：50，100，200 μmol/L的BBR处

理 后 ， 细 胞 质 内 的 F O X O 3 分 别 下 降 到 对 照 组 的

(0.61±0.041)，(0.26±0.029)和(0.15±0.025)倍。与

之相对，细胞核内的FOXO3含量升高，升高到对

照组的(1.51±0.12)，(2.06±0.13)和(2.30±0.15)倍。

抗 凋 亡 蛋 白 b c l - 2 表 达 水 平 分 别 下 降 到 对 照 组 的 
(0 .75±0.035)，(0.61±0.038)和(0.55±0.034)倍。

而凋亡蛋白Ba x则升高到对照组的(1.52±0.074)，

(1.72±0.075)和(2.05±0.076)倍(P<0.05，图3)。

2.4  腹腔注射 BBR 对裸鼠在体肿瘤的影响

B B R处理没有明显改变裸鼠的体重，但是剂

量依赖地抑制了肿瘤生长(P<0.05)，第27天时，对

照组、10 mg/kg组、20 mg/kg组肿瘤体积分别为

(920±39)，(570±32)，(430±31) mm3(图4)。

图1 BBR对EC109细胞活力的影响(n=10，x±s)

Figure 1 Effects of BBR on EC109 cell vitality (n=10, x±s)
与对照组比较，*P<0.05；与BBR 50 μmol/L组比较，&P<0.05；与100 μmol/L组比较，#P<0.05。

*P<0.05 vs the Control group; &P<0.05 vs the 50 μmol/L BBR group; #P<0.05 vs the 100 μmol/L BBR group.
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图3 BBR处理对Akt/FOXO3和凋亡信号通路的影响

Figure 3 Effects of BBR on Akt/FOXO3 and apoptosis pathway
与对照组比较，*P<0.05；与BBR 50 μmol/L组比较，&P<0.05；与BBR 100 μmol/L组比较，#P<0.05。

*P<0.05 vs the Control group; &P<0.05 vs the 50 μmol/L BBR group; #P<0.05 vs the 100 μmol/L BBR group.
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图2 BBR对EC109细胞迁移能力的影响(n=10，x±s)

Figure 2 Effects of BBR on cell migration (n=10, x±s)
与对照组比较，*P<0.05；与BBR 50 μmol/L组比较，&P<0.05；与BBR 100 μmol/L组比较，#P<0.05。

*P<0.05 vs the Control group; &P<0.05 vs the 50 μmol/L BBR group; #P<0.05 vs the 100 μmol/L BBR group.
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3  讨论

传统中药材提取物因其良好的生物作用及低

毒、廉价等特点，目前已成为肿瘤领域的研究热

点 [ 1 5 ]。既往研究 [ 1 6 - 1 7 ]发现B B R能诱导食管癌细胞

凋亡、促进其放疗敏感性，然而机制研究尚不全

面 ， 有 待 进 一 步 探 究 。 F O X O 3 可 以 介 导 多 种 促

凋亡因子转录且受A k t调控。A k t磷酸化后会促使

FOXO3由细胞核向细胞质转移，促进转录 [14]。而

抑制Akt磷酸化，可抑制FOXO3的核转移，抑制其

介导的凋亡分子转录 [18]。有研究 [19]发现：BBR通

过调控Akt信号通路抑制黑色素瘤的生长。本研究

首先用梯度浓度的BBR处理EC109细胞，发现BBR
显著抑制EC109细胞增殖。划痕实验显示：BBR处

理显著降低EC 1 0 9细胞的迁移能力。进一步检测

发现BBR处理显著下调Akt的磷酸化水平。考虑到

FOXO3在肿瘤中的关键调控作用及其与Akt的密切

关联，本研究检测FOXO3的细胞核转录情况，提

取BBR处理后的EC109细胞的细胞核与细胞质，分

别提取总蛋白并检测其FOXO3水平，发现BBR处

理后细胞质中的FOXO3显著减少，而细胞核中的

FOXO3显著增多，提示FOXO3的转录作用增强。

进 一 步 检 测 抗 凋 亡 蛋 白 B c l 2 和 凋 亡 蛋 白 B a x 的 表

达，发现BBR处理后Bcl2表达显著下调而Ba x表达

显著上调。为进一步明确BBR的抗食管癌EC109作

用，本研究建立裸鼠皮下移植瘤模型并予腹腔注

射BBR，发现10和20 mg/kg的BBR显著抑制裸鼠皮

下肿瘤的生长。

本 研 究 证 实 B B R 处 理 可 以 通 过 抑 制 A k t 磷 酸

化，促进FOXO3核转移进而诱导细胞凋亡，最终

发挥抗食管癌EC109细胞的作用。本研究证实BBR
的抗食管癌作用，探索其可能的具体机制，丰富

了BBR在食管癌治疗中的应用价值。为BBR抗癌作

用的进一步研究提供参考及基于BBR的抗癌药物研

发以及临床应用提供了理论支持。
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