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丹参酮 IIA通过调控上皮间质转化抑制食管癌EC9706和KYSE70细胞

的凋亡、侵袭和迁移

周鹏飞 1，李娟 2（1.眉山肿瘤医院 胸部肿瘤科,四川 眉山 620010；2. 成都医学院 基础医学院 病理学与病理

生理学教研室，四川 成都 610500)

[摘 要] 目的:探讨丹参酮 IIA对食管癌EC9706和KYSE70细胞侵袭和迁移的影响及其调控机制。方法:食管癌细胞系

EC9706和KYSE70培养完成后分为4组：对照组（加DMSO）和2、4、6 μg/ml丹参酮组。采用CCK-8法检测EC9706和KYSE70细

胞增殖活力，流式细胞术检测细胞凋亡率，Transwell实验检测细胞侵袭能力，划痕愈合实验检测细胞迁移能力，qRT-PCR和West-

ern blotting实验检测EMT相关蛋白E-cadherin、Snail-2、Vimentin和N-cadherin mRNA和蛋白表达水平。结果：小于6 μg/ml的丹

参酮 IIA不影响食管癌EC9706和KYSE70细胞增殖活力；4、6 μg/ml丹参酮 IIA组细胞凋亡率明显高于对照组（均P<0.01）；2、4、

6 μg/ml丹参酮组每个视野下的侵袭细胞数及划痕愈合率明显低于对照组（均P<0.01），且EC9706和KYSE70细胞形态由纺

锤状的间充质形态转变为上皮形态。与对照组相比，2、4、6 μg/ml丹参酮组E-cadherin表达明显升高，Snail-2、Vimentin和N-cad-

herin表达明显下降（均P<0.01）。结论：丹参酮 IIA通过抑制EMT促进食管癌EC9706和KYSE70细胞凋亡，并减弱其侵袭和迁

移能力。
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Tanshinone IIA inhibits apoptosis, invasion and migration of esophageal cancer
EC9706 and KYSE70 cells by regulating epithelial-mesenchymal transition

ZHOU Pengfei, LI Juan（1. Department of Thoracic Oncology, Cancer Hospital of Meishan, Meishan 620010, Sichuan, China; 2. Department

of Pathology and Pathophysiology, School of Basic Medical Sciences, Chengdu Medical College, Chengdu 610500, Sichuan, China）

[Abstract] Objective: To investigate the effect of tanshinone IIA on the invasion and migration of esophageal cancer EC9706 and

KYSE70 cells, and to explore the underlying mechanism. Methods: Esophageal cancer cells (EC9706 and KYSE70) were divided into

4 groups: control group, tanshinone IIA groups (2, 4, 6 μg/ml). Cell prliferation viability was measured by CCK-8; Apoptosis was de-

tected by flow cytometry; Invasion was tested by Transwell assay; And migration was measured by Scratch assay. The mRNA and pro-

tein levels of E-cadherin, Snail-2, Vimentin and N-cadherin were tested by quantitative Real-time reverse transcription PCR (qRT-PCR)

and Western blotting, respectively. Results: Tanshinone IIA at concentrations less than 6 μg/ml did not affect the cell viability of esoph-

ageal cancer EC9706 and KYSE70 cells. The apoptosis in tanshinone IIA (4, 6 μg/ml) groups was significantly higher than that in con-

trol group (P< 0.01). The number of invasive cells per field and wound-healing rate in tanshinone IIA (2, 4, 6 μg/ml) groups were signif-

icantly lower than those in control group (all P<0.01). Moreover, the cell morphology was transformed from a spindle-shaped mesen-

chymal form into epithelial morphology after tanshinone IIA treatment. Compared with control group, the expression of E-cadherin in

tanshinone IIA groups (2, 4, 6 μg/ml) was significantly up-regulated while the expressions of Snail-2, Vimentin and N-cadherin were

significantly down-regulated (all P<0.01). Conclusion: Tanshinone IIA promotes apoptosis and attenuates the invasion and migration of

esophageal cancer cells by inhibiting the epithelial-mesenchymal transition.

[Key words] tanshinone IIA; esophageal cancer; EC9706 cell; KYSE70 cell; epithelial-mesenchymal transition(EMT)；apoptosis; inva-

sion; migration
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食道癌是全球第8大常见癌症，且食管癌的病死

率较高及预后较差，是癌症死亡的第 6大常见原因。

大部分食道癌病例都发生在欠发达地区[1]。中国是

食管癌高危地区之一，2015年中国食管癌新增病例

约47.8万，居第3位；病死病例约37.5万，居第4位[2]。

开发新的有效的食管癌治疗药物对医疗卫生系统的

发展具有重要意义。大量数据[3]表明，中药在食管癌

治疗中发挥着积极作用。丹参作为传统中药，广泛

用于治疗心、脑血管疾病及炎性疾病。丹参酮 IIA是

从丹参根中提取的主要亲脂成分，具有抗动脉粥样

硬化、抗氧化、抗癌及抗炎等功效[4-5]，但其在食管癌

细胞侵袭和迁移中的作用机制尚有待进一步研究。

本研究探讨丹参酮 IIA通过抑制上皮间质转化（epi-

theial -mesenchyal transition, EMT）影响食食管癌

EC9706和KYSE70细胞的凋亡、侵袭和迁移能力及

其机制，为丹参酮 IIA应用于临床治疗食管癌提供实

验依据。

1 材料与方法

1.1 细胞系与主要试剂

食管癌细胞系EC9706和KYSE70来源于美国典

型培养物保藏中心 (American Type Culture Collec-

tion, ATCC)。丹参酮 IIA（HPLC≥97%）购自Sigma公

司，培养基RPMI 1640及胎牛血清购自赛默飞世尔科

技公司，CCK-8 细胞活力检测试剂盒和 Annexin V-

FITC/PI 细胞凋亡检测试剂盒购自 Solarbio，Tran-

swell小室及人工基底膜购自美国BD公司，总RNA

提取试剂盒 TRIzol reagent、逆转录试剂盒 Prime-

Script® RT reagent Kit和 qRT-PCR试剂盒 SYBR Pre-

mix Ex TaqTM购自大连TaKaRa公司，抗E-cadherin抗

体、抗 Snail-2抗体、抗Vimentin抗体和抗N-cadherin

抗体购自英国Abcam公司。

1.2 细胞培养及药物处理

将食管癌细胞系EC9706和KYSE70置于添加了

10%胎牛血清和 1%青-链霉素的RPMI 1640培养基

中，在 37 ℃、5% CO2的恒温培养箱中培养。当细胞

汇合度约80%时进行传代培养。将细胞分为4组：对

照组和 2、4、6 μg/ml丹参酮 IIA组。2、4、6 μg/ml丹

参酮 IIA组分别添加2、4、6 μg/ml的丹参酮 IIA，对照

组用DMSO代替丹参酮 IIA。

1.3 CCK-8法检测EC9706和KYSE70细胞增殖活力

将 不 同 浓 度 的 丹 参 酮 IIA 处 理 EC9706 和

KYSE70 细胞 48 h 后，收集细胞。用稀释到 10% 的

CCK-8溶液将各组待测细胞制成1×106个/ml的细胞

悬液，并在 37 ℃培养 1~4 h，检测 450 nm 处光密度

（D）值。实验重复3次。

1.4 流式细胞术检测EC9706和KYSE70细胞凋亡率

首先收集各组待测细胞，经冷的 PBS洗涤后用

Binding buffer将细胞制成 1×106个/ml的悬液。然后

加入 Annexin V-fluorescein isothiocyanate (FITC)，轻

轻地混匀，室温，避光孵育10 min。再加入碘化丙啶

（propidium iodide，PI)，室温，避光孵育5 min，最后利用流

式细胞仪对染色的细胞进行检测。实验重复3次。

1.5 Transwell检测EC9706和KYSE70细胞侵袭能力

用含 1% 胎牛血清的 RPMI 1640 培养基将各组

待测细胞制成密度为 1 × 106个/ml 的细胞悬液，在

Transwell下室中加入含 20%胎牛血清的RPMI 1640

培养基，在 Transwell 的上室中加入上述细胞悬液，

37 ℃培养 24 h后，用苏木精伊红对上室底部细胞进

行染色，并用棉签将上室内侧的细胞除去，显微镜下

观察计数细胞数量。实验重复3次。

1.6 划痕实验检测EC9706和KYSE70细胞迁移能力

首先将各组待测细胞制成密度为1×106个/ml的

细胞悬液加入到 6孔板中，过夜培养至形成单层细

胞。在单层细胞上用 10 μl的枪头划横线，PBS洗 3

次，洗去因划痕而脱落的细胞。显微镜下拍照测量

划痕宽度，记录为初始划痕宽度。继续培养 24 h后

再取出拍照测量划痕宽度。划痕愈合率(%)=(初始划

痕宽度-培养 24 h 后划痕宽度)/初始划痕宽度×

100%。实验重复3次。

1.7 qRT-PCR实验检测E-cadherin、Snail-2、Vimentin

和N-cadherin的mRNA表达水平

运用RNA提取试剂盒提取RNA后进行逆转录。

根据SYBR Premix Ex TaqTM说明书进行qRT-PCR。引

物序列 E - cadherin F: 5' - AAAGGCCCATTTCCTA-

AAAACCT-3'，R: 5'-TGCGTTCTCTATCCAGAGGCT-

3'；N-cadherin F: 5'-TCAGGCGTCTGTAGAGGCTT-3'，

R: 5'-ATGCACATCCTTCGATAAGACTG-3'；Vimentin

F: 5'-TCCACACGCACCTACAGTCT-3'，R: 5'-CCGAG

GACCGGGTCACATA - 3'；Snail -2 F: 5' - TGGTTGCT

TCAAGGACACAT-3'，R: 5'-GTTGCAGTGAGGGCA

AGAA-3'。用公式2-ΔΔCt计算相对mRNA水平。实验重

复3次。

1.8 Western blotting检测E-cadherin、Snail-2、Vimen-

tin和N-cadherin的蛋白表达水平

收集各组待测细胞，用PBS清洗 3次，加入含蛋

白酶抑制剂的细胞裂解液进行裂解提取总蛋白，

100 ℃变性 5 min。然后等量的蛋白进行SDS-PAGE

凝胶电泳分离并转至PVDF膜。5%的BSA封闭1 h，

加入相应的一抗，4 ℃过夜孵育。第2天加入辣根过

氧化物酶标记的二抗，室温孵育 1.5 h。加入发光液

后于凝胶成像仪进行曝光拍照，统计灰度值计算相
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对表达量。实验重复3次。

1.9 统计学处理

采用 SPSS 22.0 统计学软件和 GraphPad Prism

5.0作图软件，计量数据以 x̄±s表示，两组间比较采用 t

检验，多组间比较采用单因素方差分析。以P<0.05

或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 不同质量浓度丹参酮 IIA 影响 EC9706 和

KYSE70细胞的增殖活力

CCK-8法检测结果（图 1）显示，当丹参酮 IIA浓

度≤6 μg/ml时，食管癌EC9706和KYSE70细胞增殖

活力维持在80%以上，>6 μg/ml时其细胞增殖活力则

在 80%以下。表明丹参酮 IIA浓度≤6 μg/ml对食管

癌 EC9706 和 KYSE70 细胞不会产生明显的细胞毒

性。为排除细胞毒性对实验结果的影响，选择2、4、6

μg/ml丹参酮 IIA进行后续实验。

2.2 高质量浓度丹参酮 IIA诱导EC9706和KYSE70

细胞的凋亡

流式细胞术检测结果（图2）显示，4、6 μg/ml丹参

酮 IIA组EC9706和KYSE70细胞凋亡率明显高于对

照组（P< 0.01），表明高质量浓度丹参酮 IIA可诱导食

管癌EC9706和KYSE70细胞凋亡。

图1 不同质量浓度丹参酮 IIA对EC9706和KYSE70

细胞增殖活力的影响

Fig. 1 Effects of different concentrations of tanshinone IIA

on proliferation viability of EC9706 and KYSE70 cells

**P < 0.01 vs Ctrl group

图2 不同质量浓度丹参酮 IIA对EC9706和KYSE70细胞凋亡率的影响

Fig. 2 Effects of different concentrations of tanshinone IIA on apoptosis rate of EC9706 and KYSE70 cells

2.3 高质量浓度丹参酮 IIA抑制EC9706和KYSE70

细胞的侵袭能力

Tanswell实验检测结果（图 3）显示，2、4、6 μg/ml

丹参酮 IIA组单个视野下的侵袭细胞数明显少于对

照组（P<0.01）。表明丹参酮 IIA 可抑制食管癌

EC9706和KYSE70细胞的侵袭能力。

2.4 高质量浓度丹参酮 IIA降低EC9706和KYSE70

细胞的迁移能力

细胞划痕实验检测检测结果（图 4）显示，2、4、6

μg/ml丹参酮 IIA组划痕愈合率明显低于对照组（P<

0.01）。结果表明，丹参酮 IIA可降低食管癌EC9706

和KYSE70细胞的迁移能力。

2.5 高质量浓度丹参酮 IIA明显抑制食管癌EC9706

和KYSE70细胞EMT

光镜下观察细胞形态（图 5）显示变化分析丹参

酮 IIA对食管癌细胞EMT的影响。如所示，对照组

大部分EC9706和KYSE70细胞细长，呈松散的纺锤

状间充质形态；2、4、6 μg/ml丹参酮 IIA组纺锤状间充

质形态细胞明显变少，大部分细胞呈紧凑的柱状上

皮形态，表明丹参酮 IIA 可抑制食管癌 EC9706 和

KYSE70细胞EMT。

2.6 不同质量浓度丹参酮 IIA对EC9706和KYSE70

细胞EMT相关基因和蛋白表达的影响

qRT-PCR和Western blotting检测结果（图6、7）显
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示，4、6 μg/ml丹参酮 IIA组E-cadherin mRNA和蛋白

表达水平明显高于对照组（均 P<0.01），Snail-2、Vi-

mentin和N-cadherin明显低于对照组。表明高质量

浓度丹参酮 IIA可增强食管癌EC9706和KYSE70细

胞中EMT相关蛋白E-cadherin表达，降低Snail-2、Vi-

mentin和N-cadherin表达。

**P<0.01 vs Ctrl group

图3 不同质量浓度丹参酮 IIA对EC9706和KYSE70细胞侵袭能力的影响（（H-E，，×100））

Fig. 3 Effects of different concentrations of tanshinone IIA on invasion of EC9706 and KYSE70 cells（（H-E,×100））

**P<0.01 vs Ctrl group

图4 不同质量浓度丹参酮 IIA对EC9706和KYSE70细胞迁移能力的影响（（×10））

Fig. 4 Effects of different concentrations of tanshinone IIA on migration of EC9706 and KYSE70 cells（（×10））

图5 不同质量浓度丹参酮 IIA对EC9706和KYSE70细胞EMT的影响（（×100））

Fig. 5 Effects of different concentrations of tanshinone IIA on EMT of EC9706 and KYSE70 cells（（×100））
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**P < 0.01 vs Ctrl group

图6 不同质量浓度丹参酮 IIA对EC9706和KYSE70细胞E-cadherin、Snail-2、Vimentin和N-cadherin mRNA表达水平的影响

Fig. 6 Effects of tanshinone IIA on mRNA expressions of E-cadherin, Snail-2, Vimentin

and N-cadherin in EC9706 and KYSE70 cells

**P < 0.01 vs Ctrl group

图7 不同质量浓度丹参酮 IIA对EC9706（（A））和KYSE70（（B））细胞E-cadherin、Snail-2、Vimentin

和N-cadherin 蛋白表达水平的影响

Fig. 7 Effects of tanshinone IIA on the protein expressions of E-cadherin, Snail-2, Vimentin

and N-cadherin in EC9706 and KYSE70 cells

3 讨 论

目前食管癌的治疗方法主要包括手术、放疗和

化疗[6]。食管癌治疗方案的选择依赖于其病因，对于

早期食管癌患者可采用手术切除，而对于晚期食管

癌化疗则是十分必要的，且在手术前进行辅助化疗

有利于降低远处转移的风险[7]。目前用于食管癌化

疗的药物主要包括顺铂(cisplatin)、5-氟尿嘧啶(5-flu-

orouracil)、长春瑞滨(navelbine)及多西他赛(docetax-

el)等，但这些药物存在治疗效果不理想、副作用大等

缺点[8-9]。有研究[10]显示，天然药物为抗肿瘤药物的开

发提供了更为广阔的资源，各种天然药物具有抗肿
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瘤的功效。

细胞凋亡的异常是癌细胞的常见特征，大量文

献报道，天然产物可调控癌细胞凋亡。如连翘根提

取物可提高食管癌细胞凋亡，丹参酮 IIA可诱导前列

腺癌细胞凋亡[11-12]。MUNAGALA等[13]研究显示，丹

参酮 IIA可促进宫颈癌细胞凋亡。另外，XIE等[14]研

究结果显示，丹参酮 IIA还可增强非小细胞肺癌细胞

凋亡。本研究采用流式细胞术检测结果显示，4、6

μg/ml 丹参酮 IIA 组 EC9706 和 KYSE70 细胞凋亡率

明显高于对照组，表明高质量浓度丹参酮 IIA可促进

食管癌EC9706和KYSE70细胞的凋亡。

有研究[15-18]表明，细胞侵袭能力对癌症的发展

进程十分重要，部分天然药物具有降低癌细胞

侵袭的功能，如莪术的根茎提取物具有抗食管

癌细胞侵袭的功效，丹参酮 IIA 可抑制黑色素瘤

细胞、骨肉瘤细胞及鼻咽癌细胞的侵袭。本研

究 Transwell 实验检测结果显示，2、4、6 μg/ml 丹

参酮 IIA 组单个视野下的侵袭细胞数明显少于

对照组，表明丹参酮 IIA 可抑制食管癌 EC9706 和

KYSE70细胞的侵袭能力。

有研究[19-22]显示，细胞迁移能力在癌症的转移过

程中发挥着重要作用，部分天然药物可调节癌细胞

的迁移能力，如绞股蓝皂苷可抑制食管癌细胞迁移，

丹参酮 IIA可降低结肠癌细胞、膀胱癌细胞及胃癌细

胞迁移能力。本研究细胞划痕愈合实验检测结果显

示，2、4、6 μg/ml丹参酮 IIA组划痕愈合率明显低于对

照组，表明丹参酮 IIA 可降低食管癌 EC9706 和

KYSE70细胞的迁移能力。

EMT 对癌细胞凋亡、侵袭和迁移能力十分重

要，丹参酮 IIA 具有抑制癌细胞 EMT 的功效 [23-25]。

有研究 [26-27]发现，丹参酮 IIA 可抑制乳腺癌细胞

EMT，降低 Vimentin 表达，增强E-cadherin表达；丹

参酮 IIA 可抑制肝癌细胞 EMT，增强 E-cadherin 表

达，降低N-cadherin和 Snail表达；丹参酮 IIA还可降

低膀胱癌细胞EMT，降低N-cadherin、Vimentin、Snail

和Slug表达水平，提高E-cadherin表达水平。本研究

结果显示，丹参酮 IIA 可增强食管癌 EC9706 和

KYSE70细胞E-cadherin表达，降低Snail-2、Vimentin

和N-cadherin表达，并从细胞形态变化上观察到其抑

制EMT。

综上所述，本研究通过不同质量浓度丹参酮 IIA

处理可促进食管癌EC9706和KYSE70细胞凋亡，降

低细胞侵袭和迁移能力，增强E-cadherin表达水平，

降低 Snail-2、Vimentin和 N-cadherin 表达水平，并抑

制细胞EMT，为临床使用丹参酮 IIA治疗食管癌提供

了实验依据。
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