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· 论著 ·

紫草素调控AMPK/mTOR信号通路对人食管癌细胞增殖、凋亡、

迁移、侵袭和顺铂耐药的影响

翟明慧1，袁殿宝2，吴文娟1

（河北北方学院附属第一医院  1. 肿瘤内科； 2. 消化内镜科，河北  张家口  075061）  

摘要  目的 探讨紫草素调控AMP活化蛋白激酶 （AMPK） /雷帕霉素靶蛋白 （mTOR） 信号通路对人食管癌细胞增殖、凋亡、迁

移、侵袭和顺铂耐药的影响。方法  将对数生长期的KYSE150细胞分为对照组、低-紫草素 （0.5 mol/L） 组、高-紫草素 （2.0 mol/L） 

组、化合物C （10 μmol/L） 组、高-紫草素+化合物C组，孵育24 h后，用MTT法检测细胞增殖率及耐药性； 流式细胞术、Transwell实

验检测细胞凋亡、迁移与侵袭； 实时定量PCR检测自噬相关基因 （P62、LC3） mRNA表达水平； Western blotting检测多药耐药相关

蛋白1 （MRP1）、端粒酶抑制因子 （PINX1）、增殖细胞核抗原 （PCNA）、Bcl-2相关X蛋白 （Bax）、p-AMPK/AMPK、p-mTOR/mTOR表达。

结果  与对照组相比，低-紫草素组、高-紫草素组490 nm处吸光度 （OD490）、半数抑制浓度 （IC50）、侵袭与迁移数、P62 mRNA表达、

p-mTOR/mTOR、MRP1、PCNA表达降低，凋亡率、LC3 mRNA表达、p-AMPK/AMPK、PINX1、Bax表达增加 （P < 0.05）； 化合物C减弱

了高-紫草素对KYSE150细胞恶性行为的抑制作用。结论  紫草素通过上调AMPK/mTOR信号通路抑制人食管癌细胞增殖、迁

移、侵袭，促进其凋亡，提高顺铂敏感性。
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ZHAI Minghui1，YUAN Dianbao2，WU Wenjuan1

（1. Department of Medical Oncology，The First Affiliated Hospital of Hebei North University，Zhangjiakou  075061，China； 2. Department of Gastroentero-

logy and Endoscopy，The First Affiliated Hospital of Hebei North University，Zhangjiakou  075061，China） 

Abstract  Objective To investigate the impact of shikonin on proliferation，apoptosis，migration，invasion，and cisplatin resistance of 

human esophageal cancer cells through the regulation of the adenosine 5’-monophosphate-activated protein kinase （AMPK） /mammalian 

target of rapamycin （mTOR） signaling pathway. Methods  KYSE150 cells in logarithmic growth phase were assigned to the control，

low-shikonin （0.5 mol/L），high-shikonin （2.0 mol/L），compound C （10 μmol/L），and high-shikonin+compound C groups. After 24 h of 

incubation，the cell proliferation rate and drug resistance sensitivity were determined using the 3- （4，5-dimethylthiazol-2-yl） -2，5-diphe-
nyltetrazolium bromide （MTT） assay； cell apoptosis，migration，and invasion were examined using flow cytometry and the Transwell 

assay； and the expression levels of autophagy-related gene （P62 and LC3） mRNAs were determined using real-time quantitative PCR. The 

expression of multidrug resistance-related protein 1 （MRP1），PIN2/TERF1-interacting telomerase inhibitor 1 （PINX1），proliferating cell 

nuclear antigen （PCNA），Bcl-2 associated X protein （Bcl-2） associated X protein，phosphorylated （p） -AMPK/AMPK，and p-mTOR/mTOR 

was analyzed using Western blotting. Results  Compared with the control group，the low- and high-shikonin groups showed decreased 

absorbance （OD490），half-maximal inhibitory concentration （IC50），invasion and migration numbers，P62 mRNA expression，p-mTOR/

mTOR，MRP1，and PCNA expressions （P < 0.05），whereas the apoptosis rate as well as LC3 mRNA，p-AMPK/AMPK，PINX1，and Bax 

expressions increased. Compound C weakened the inhibitory effect of high levels of shikonin on the malignant behavior of KYSE150 cells. 

Conclusion  Shikonin inhibits the proliferation，migration，and invasion of human esophageal cancer cells，promotes apoptosis，and 

enhances cisplatin sensitivity by upregulating the AMPK/mTOR signaling pathway.
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食管癌主要包括食管腺癌及食管鳞状细胞癌，

可能发生在食管的任何部位，其中食管鳞状细胞癌

是主要类型［1］。食管癌早期发病症状不明显，诊断

时通常已发展到晚期，且临床治疗方法有限，患者

预后极差［2-3］，因此探讨其发展机制以寻求药物对食

管癌患者的早期诊断和治疗有重要意义。

紫草素是从传统草药紫草科植物中提取一种

萘醌色素，具有广泛的生物活性和抗肿瘤作用［4］，

但具体作用机制尚未完全阐明。AMP活化蛋白激

酶 （adenosine 5-monophosphate-activated protein ki-

nase，AMPK） 是一种高度保守的细胞能量状态传感

器，在肿瘤发生和发展过程中，该分子以双链形式

存在，发挥肿瘤抑制作用。AMPK通过抑制雷帕霉

素靶蛋白 （mammalian target of rapamycin，mTOR） 激

活导致细胞周期停滞、抑制肿瘤生长［5］，在包括食管

癌在内的肿瘤治疗中发挥关键作用［6］。本研究旨在

探讨紫草素对人食管癌细胞增殖、凋亡、迁移、侵袭

和顺铂耐药的影响及其潜在作用机制。

1 材料与方法

1.1 细胞来源

人食管癌细胞系KYSE150由中国科学院 （上海）细

胞库提供，细胞在37 ℃、5% CO2环境中孵育，RPMI

1640培养基以链霉素 （100 mg/L）、青霉素 （100 U/mL） 

与10%胎牛血清维持，选取对数生长期细胞进行研究。

1.2 主要材料及仪器

紫草素 （纯度≥98%） 购自上海源叶生物科技

有限公司；AMPK抑制剂-化合物C购自上海伟寰生

物科技有限公司；多药耐药相关蛋白1 （multidrug re-

sistance-associated protein 1，MRP1）、端粒酶抑制因子

（PIN2/TERF1-interacting telomerase inhibitor 1，PINX1）、

增殖细胞核抗原 （proliferating cell nuclear antigen，

PCNA）、Bcl-2相 关X蛋 白 （Bcl-2 associated X protein，

Bax）、AMPK、mTOR、p-AMPK、p-mTOR抗体购自英国

abcam公司；逆转录试剂盒购自美国Fermentas Inter-

national公司；膜联蛋白V-异硫氰酸荧光素 （Annexin 

V-Fluorescein isothiocyanate，Annexin V-FITC） 凋 亡

试剂盒购自德国默克集团；注射用顺铂购自锦州九

泰药业有限责任公司。Multiskan GO酶标仪、Quant

Studio™荧光定量PCR仪购自美国ThermoFisher Scien-

tific公司。

1.3 细胞分组及处理

取对数生长期的KYSE150细胞。对照组常规培

养；低浓度紫草素 （低-紫草素） 组、高浓度紫草素 

（高-紫草素） 组分别以0.5 mol/L、2.0 mol/L紫草素处

理KYSE150细胞［7］；化合物C组以10 μmol/L化合物C

处理KYSE150细胞［8］；高-紫草素+化合物C组以10 

μmol/L化合物C及2.0 mol/L紫草素同时处理KYSE150

细胞。

1.4 MTT法检测细胞增殖率

收集对数生长期的KYSE150细胞，将其接种到

96孔板 （3×103/孔） 中。培养箱中培养细胞后，然后

按照1.3中分组处理，孵育24 h后，加入MTT溶液 （5 

mg/mL，10 μL/孔），吸 出 上 清 液，加 入 二 甲 基 亚 砜 

（100 μL/孔），使用酶标仪测量490 nm波长处的吸光

度 （optical density，OD） 值。

1.5 耐药性评估

分别在培养基中依次加入2.5、5、10、20、40、80 

μmol/L顺铂培养48 h［9］，随后按照1.4中细胞增殖步骤

进行操作，计算半数抑制浓度 （half maximal inhibito-

ry concentration，IC50）。

1.6 流式细胞术检测细胞凋亡

将KYSE150细胞 （1.5×105/孔） 在6孔板中过夜，

然后按照1.3中分组处理24 h。使用PBS洗涤细胞2

次，通过Annexin V-FITC细胞凋亡试剂盒评估细胞

凋亡，流式细胞仪评估凋亡细胞百分比。

1.7 Transwell实验检测细胞迁移、侵袭

将细胞 （迁移实验为5×104/孔，侵袭实验为1×

105/孔） 与无血清RPMI 1640培养基 （0.2 mL） 接种在

孔径为8 μm上室中 （侵袭实验涂有200 μg/mL基质胶，

迁移实验无基质胶），下室加入RPMI 1640培养基 （0.6 

mL），其中含有10%胎牛血清。孵育24 h后，去除上室

表面的非侵袭细胞及非迁移细胞，同时使用0.5%结

晶紫、95%乙醇固定及染色底部迁移或侵袭性细胞，

倒置显微镜下观察，用ImageJ分析染色细胞数量。

1.8 实时定量PCR检测自噬相关基因P62、LC3 mRNA

表达水平

采用TRIzol®试剂及逆转录酶试剂盒分别进行

提取及逆转录，获得互补脱氧核糖核酸 （complemen-

tary deoxyribonucleic acid，cDNA），混合PerfectStart

 Green qPCR SuperMix与cDNA、基 因 引 物，在Quant-

Studio6系统中扩增cDNA，在 StepOnePlus™实时荧
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光定量PCR系统中进行PCR反应，使用2-ΔΔCt分析计

算基因的相对表达，以β-actin为内参。引物序列如

下：LC3，正 向5’-TCCGAGAAGACCTTCAACAAGC-

3’，反 向5’-AAGAAGGCTTGGTTAGCATTGAG-3’；

β-actin，正向5’-CTTCGCGGGCGACGAT-3’，反向5’-

CCACATAGGAATCCTTCTGACC-3’；P62，正向5’-TT

GAGAAGATTCAGAAGGGAGAGTC-3’，反向5’-TCT

TCCTCCTTGGCTTTGTCTCTC -3’；初始变性步骤为

94 ℃ 3 min，变性94 ℃ 30 s，退火56 ℃ 30 s，延伸72 

℃ 30 s，72 ℃ 7 min。

1.9 Western blotting检测相关蛋白表达水平

按照1.3中分组处理24 h。使用磷酸盐缓冲液洗

涤细胞2次，并通过添加放射免疫沉淀测定缓冲液

进行裂解，在4 ℃下16 000 g离心20 min，用移液管轻

轻吸出上清液，测量上清液中的总蛋白含量。通过

十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离20 μg

蛋白质，并转移到聚偏氟乙烯膜上，封闭膜30 min，

并在4℃下在摇床上与特异性一抗孵育过夜，其中

PINX1 （稀释比1 ∶ 1 000）、PCNA （稀释比1 ∶ 500）、

MRP1 （稀释比1 ∶ 1 000）、Bax （稀释比1 ∶ 1 000） 以

及β-actin （稀释比1 ∶ 1 000），洗涤膜3次，室温下加

入二抗孵育，化学发光溶液作为显影液，ChemiDoc

成像系统进行蛋白质条带成像，ImageJ用于检测相

应蛋白质条带的灰度值。

1.10 统计学分析

采用SPSS 26.0软件进行统计分析，数据以x-±s

表示，多组间比较采用单因素方差分析，进一步进

行SNK-q检验。P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 紫草素对KYSE150细胞增殖的影响

与对照组 （0.85±0.09） 相比，低-紫草素组 （0.64±

0.07）、高-紫草素组 （0.38±0.04） OD490值降低，化合

物C组OD490值 （1.31±0.15） 增加 （P < 0.05）；与高-紫

草素组相比，高-紫草素+化合物C组OD490值 （0.59±

0.06） 增加 （P < 0.05）；与化合物C组相比，高-紫草素+

化合物C组OD490值降低 （P < 0.05）。

2.2 紫草素对KYSE150细胞IC50变化的影响

与对照组 （28.86 μmol/L±2.91 μmol/L） 相比，低-

紫草素组 （19.54 μmol/L±2.03 μmol/L）、高-紫草素组

（11.14 μmol/L±1.15 μmol/L） IC50降低，化合物C组IC50

（39.42 μmol/L±4.05 μmol/L） 增加 （P < 0.05）；与高-

紫草素组相比，高-紫草素+化合物C组IC50 （20.08 

μmol/L±2.06 μmol/L） 增加 （P < 0.05）；与化合物C组

相比，高-紫草素+化合物C组IC50降低 （P < 0.05）。

2.3 紫草素对KYSE150细胞凋亡的影响

与对照组 （9.42%±0.10%） 相比，低-紫草素组 

（17.85%±1.82%）、高-紫草素组 （28.05%±2.86%） 凋亡

率增加，化合物C组 （5.47%±0.56%） 凋亡率降低 （P < 

0.05）；与高-紫草素组相比，高-紫草素+化合物C组 

（18.06%±1.82%） 凋亡率降低 （P < 0.05）；与化合

物C组相比，高-紫草素+化合物C组凋亡率增加 （P < 

0.05），见图1。

2.4 紫草素对KYSE150细胞迁移、侵袭数的影响

与对照组相比，低-紫草素组、高-紫草素组侵

袭、迁移数降低，化合物C组侵袭、迁移数增加 （P < 

0.05）；与高-紫草素组相比，高-紫草素+化合物C

组侵袭、迁移数增加 （P < 0.05）；与化合物C组相比，

高-紫草素+化合物C组侵袭、迁移数降低 （P < 0.05），

见图2、3，表1。

2.5 紫草素对KYSE150细胞P62及LC3 mRNA表达

的影响

与 对 照 组 相 比，低-紫 草 素 组、高-紫 草 素 组

P62 mRNA表 达 降 低，LC3 mRNA表 达 增 加，但 化

合 物C组P62 mRNA表 达 增 加，LC3 mRNA表 达 降

低 （P < 0.05）；与高-紫草素组相比，高-紫草素+化

合物C组P62 mRNA表达增加，LC3 mRNA表达降低 

（P < 0.05）；与化合物C组相比，高-紫草素+化合物

C组P62 mRNA表 达 降 低，LC3 mRNA表 达 增 加 （P < 

0.05），见表2。

2.6 紫草素对KYSE150细胞MRP1、PINX1、PCNA、

Bax、AMPK、mTOR、p-AMPK、p-mTOR表达的影响

与对照组相比，低-紫草素组、高-紫草素组

p-mTOR/mTOR、MRP1、PCNA表达降低，p-AMPK/AMPK、

PINX1、Bax表达增加，但化合物C组p-mTOR/mTOR、

MRP1、PCNA表达增加，p-AMPK/AMPK、PINX1、Bax

表达降低 （P < 0.05）；与高-紫草素组相比，高-紫草

素+化 合 物C组p-mTOR/mTOR、MRP1、PCNA表 达 增

加，p-AMPK/AMPK、PINX1、Bax表达降低 （P < 0.05）；

与化合物C组相比，高-紫草素+化合物C组p-mTOR/

mTOR、MRP1、PCNA表达降低，p-AMPK/AMPK、PINX1、

Bax表达增加 （P < 0.05），见表3。图4、
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A，control group；B，low-shikonin group；C，high-shikonin group；D，compound C group；E，high-shikonin+compound C group.

图1  各组细胞凋亡变化

Fig.1  Changes of apoptosis in cells of different groups

A，control group；B，low-shikonin group；C，high-shikonin group；D，compound C group；E，high-shikonin+compound C group.

图2  各组细胞侵袭变化 ×200

Fig.2  Changes in cell invasion of different groups  ×200

A，control group；B，low-shikonin group；C，high-shikonin group；D，compound C group；E，high-shikonin+compound C group.

图3  各组细胞迁移变化 ×200 

Fig.3  Changes in cell migration of different groups  ×200 

表1  各组细胞侵袭、迁移变化比较

Tab.1  Comparison of changes in cell invasion and migration of different groups

Group n Invasion Migration

Control 6 152.06±15.31 188.64±18.92

Low-shikonin 6   91.52±9.211） 126.34±12.711） 

High-shikonin 6   60.21±6.091），2）   77.34±7.811），2） 

Compound C 6 225.34±22.641） 271.54±27.221） 

High-shikonin+compound C 6   91.06±9.183），4） 127.04±12.813），4） 

1） P < 0.05 vs. control group；2） P < 0.05 vs. low-shikonin group；3） P < 0.05 vs. high-shikonin group；4） P < 0.05 vs. compound C group.
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3 讨论

PCNA是一种参与DNA合成和修复的酸性核

蛋白，是细胞增殖的组织学标志物，参与DNA复制、

DNA损伤修复、细胞周期调节等广泛细胞过程，并

在各种肿瘤组织和细胞中过表达［10］。细胞凋亡或程

序性细胞死亡是细胞停止生长和分裂并在基因水

平上受到精细调节的过程，促进癌细胞凋亡是阻止

肿瘤发展的关键［11］。

紫草素作为一类重要的天然分子，在抗癌治疗

中显示出巨大的潜力，在许多肿瘤细胞中具有抗增

殖和促凋亡作用。研究［12］发现紫草素可促进细胞凋

亡并减弱食管癌细胞迁移和侵袭，提示紫草素可能

是治疗食管癌的新药。顺铂是食管癌患者常用的化

疗药物，可引起DNA损伤并诱导细胞凋亡。顺铂耐

药会大大降低化疗方案的疗效，是患者预后不良和

5年生存率低的主要原因［13］。PINX1作为抑癌基因，

与肿瘤细胞顺铂敏感性有关［14］。本研究发现紫草素

对KYSE150细胞显示出抗增殖、侵袭与迁移，并促

凋亡的作用。Western blotting结果进一步证实紫草

素能显著下调KYSE150细胞中PCNA表达，上调Bax

表达，促进KYSE150细胞耐药，下调耐药蛋白MRP1

表达，上调PINX1表达，提示紫草素不仅可以抑制

KYSE150细胞的恶性发展，还可提高KYSE150细胞

的顺铂敏感性。

表3  各组细胞中MRP1、PINX1、PCNA、Bax、p-AMPK/AMPK、p-mTOR/mTOR表达的比较

Tab.3  Comparison of MRP1，PINX1，PCNA，Bax，p-AMPK/AMPK，and p-mTOR/mTOR expressions in different groups

Group n p-mTOR/mTOR p-AMPK/AMPK Bax/β-actin PCNA/β-actin PINX1/β-actin MRP1/β-actin

Control 6 0.52±0.06 0.37±0.04 0.75±0.08 0.79±0.08 0.48±0.05 0.71±0.08

Low-shikonin 6 0.31±0.041） 0.61±0.071） 1.03±0.111） 0.52±0.061） 0.77±0.081） 0.49±0.051） 

High-shikonin 6 0.15±0.021），2） 0.84±0.091），2） 1.48±0.151），2） 0.27±0.031），2） 1.15±0.121），2） 0.22±0.031），2） 

Compound C 6 0.79±0.081） 0.18±0.021） 0.48±0.051） 1.24±0.131） 0.23±0.031） 1.04±0.111） 

High-shikonin+compound C 6 0.37±0.043），4） 0.59±0.063），4） 0.98±0.103），4） 0.49±0.053），4） 0.71±0.083），4） 0.50±0.053），4） 

1） P < 0.05 vs. control group；2） P < 0.05 vs. low-shikonin group；3） P < 0.05 vs. high-shikonin group；4） P < 0.05 vs. compound C group.

表2  各组细胞P62及LC3 mRNA表达比较

Tab.2  Comparison of mRNA expression of P62 and LC3 in different groups

Group n P62 mRNA LC3 mRNA

Control 6 0.98±0.10 1.08±0.11

Low-shikonin 6 0.63±0.071） 1.52±0.161） 

High-shikonin 6 0.37±0.041），2） 2.19±0.221），2） 

Compound C 6 1.42±0.151） 0.67±0.071） 

High-shikonin+compound C 6 0.59±0.063），4） 1.48±0.153），4） 

1） P < 0.05 vs. control group；2） P < 0.05 vs. low-shikonin group；3） P < 0.05 vs. high-shikonin group；4） P < 0.05 vs. compound C group.

1，control group；2，low-shikonin group；3，high-shikonin group；4，com-

pound C group；5，high-shikonin+compound C group.

图4  各组细胞中MRP1、PINX1、PCNA、Bax、AMPK、mTOR、

p-AMPK、p-mTOR蛋白表达的Western blotting 结果

Fig.4  Western blotting  results of MRP1，PINX1，PCNA，

Bax，AMPK，mTOR，p-AMPK，and p-mTOR expres-

sions in cells of different groups
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自噬用于维持细胞的能量平衡并清除废物，

与肿瘤发生、侵袭、转移、肿瘤免疫和化疗耐药等有

关，已成为多种肿瘤发病机制和靶向治疗研究的重

点，自噬细胞内稳态过程受LC3、p62等自噬相关蛋

白的影响，增加食管癌细胞的自噬水平可抑制癌细

胞增殖，减缓食管癌进展［15］。AMPK/mTOR信号通

路是自噬的主要调节因子，mTOR是一种信号转导

分子，可以调节蛋白质翻译和细胞生长等各种生理

活动，从而影响自噬和细胞凋亡等活动，如结肠癌

治疗中，AMPK可负向调节mTOR表达在体内和体

外诱导癌细胞自噬和凋亡［16］。本研究发现，紫草素

处理KYSE150食管癌细胞后，不仅显著上调AMPK

磷酸化水平、下调mTOR磷酸化表达，更通过该通路

激活诱导自噬发生，进而在功能层面抑制肿瘤细胞

增殖、侵袭与迁移能力，并诱导细胞凋亡，同时促进

顺铂耐药表型的形成，提示紫草素的抗食管癌作用

可能与调控 AMPK/mTOR信号通路密切相关。从分

子机制层面分析，紫草素可能通过直接或间接激活

AMPK激酶活性，引发下游mTOR信号通路的抑制，

打破自噬相关蛋白LC3与 p62的动态平衡，推动细

胞自噬流的激活，通过诱导肿瘤细胞进入自噬性死

亡程序，直接抑制KYSE150细胞增殖并促进凋亡，

削弱肿瘤细胞的侵袭与迁移。为进一步验证上述机

制假说，本研究通过AMPK特异性抑制剂化合物C进

行干预实验，结果显示化合物C可显著逆转紫草素

对AMPK磷酸化的激活作用，同时减弱紫草素诱导

的自噬活性，并恢复KYSE150细胞的增殖、侵袭与

迁移能力，这一结果直接证实紫草素需依赖AMPK/

mTOR信号通路的激活，才能发挥其对食管癌的

抗肿瘤生物学效应，表明紫草素通过上调AMPK/

mTOR信号通路发挥抗食管癌的作用。

综上所述，紫草素通过上调AMPK/mTOR信号

通路抑制人食管癌细胞增殖、迁移、侵袭，促进其凋

亡，提高顺铂敏感性，相关机制的体内验证实验仍

在进一步开展中。
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