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机制

赵莉，黄景荣，龚承先，汪毅，屈银宗，计春燕，杨建美（湖北省中西医结合医院消化内科，湖北武汉 430015）

[摘 要] 目的：观察紫草素对人食管癌TE-1细胞增殖、凋亡和细胞周期的影响，并探究其作用机制。方法：采用不同浓度的

紫草素（0、1、5、10 µmol/L）处理TE-1细胞，MTT法检测24、48、72 h后各组细胞增殖水平；紫草素处理各组TE-1细胞48 h后，采用

Hoechst 33258 荧光染色观察细胞凋亡状况，流式细胞术检测细胞的凋亡水平及周期变化，Western blotting 检测 TRAP1/Akt/

mTOR信号通路相关蛋白表达变化。结果：紫草素呈时间和浓度依赖性抑制TE-1细胞增殖（P<0.05或P<0.01）；与对照组相比，

紫草素能显著促进TE-1细胞凋亡（P<0.01），使TE-1细胞周期发生G0/G1期阻滞（P<0.05或P<0.01），同时降低TRAP1、p-Akt以及

p-mTOR表达水平（P<0.05或P<0.01），以上作用具有剂量依赖性。结论：紫草素能显著抑制TE-1细胞的增殖，诱导细胞发生G0/

G1期阻滞并促进其凋亡，这可能与其抑制TRAP1/Akt/mTOR信号通路有关。
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Effects of shikonin on proliferation, apoptosis and cell cycle of human esophageal
carcinoma TE-1 cells and its possible mechanism
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[Abstract] Objective: To observe the effects of shikonin on the proliferation, apoptosis and cell cycle of human esophageal carci‐

noma TE-1 cells, and to explore its mechanism. Methods: TE-1 cells were treated with different concentrations of shikonin (0, 1,

5, 10 µmol/L). MTT assay was used to detect cell proliferation at different time points (24, 48 and 72 h). After treatment with shi‐

konin for 48 h, cell apoptosis in TE-1 cells of each group was observed with Hoechst 33258 fluorescence staining. Flow cytometry

was used to detect apoptosis and cell cycle. The changes in expression of TRAP1/Akt/mTOR signaling pathway related proteins

were detected by Western blotting. Results: Shikonin inhibited the proliferation of TE-1 cells in a time-dose-dependent manner

(P<0.05 or P<0.01). Compared with the control group, shikonin significantly promoted the apoptosis of TE-1 cells (P<0.01), induced

the G0/G1 phase block of TE-1 cells (P<0.05 or P<0.01), and reduced the expression levels of TRAP1, p-Akt and p-MTOR (P<0.05 or

P<0.01). The above effects were all dose-dependent. Conclusion: Shikonin can significantly inhibit the proliferation of TE-1 cells

in vitro, induce G0/G1 phase arrest and promote apoptosis, which may be closely related to the inhibition of TRAP1/Akt/mTOR

signaling pathway.
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食管癌（esophageal cancer，EC）是世界范围内第

六大致死癌症[1]。虽然近三十年来在EC上的治疗已

经取得了重大突破，但其由于预后不良与低于 10%

的5年总生存率，迫使研究者们不断寻找新的治疗方

法[2]。紫草素是从中草药紫草根中提取的天然物

质，具有抗菌、抗炎、抗肿瘤等活性，但其对食管

癌影响的研究较少见[3]。肿瘤坏死因子受体相关蛋

白 1（tumor necrosis factor receptor-associated protein

1，TRAP1）是热休克蛋白90家族的主要成员之一，在

维持线粒体完整性及细胞内稳态方面也发挥着重要

作用[4]。TRAP1的异常表达已被证明与多种肿瘤的

发生、发展密切相关，干预其功能可导致肿瘤细胞的

死亡，但对正常细胞没有影响[5]。Akt/mTOR信号传
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导通路被证明通过参与自噬及凋亡等相关途径诱

导肿瘤发生[6]。MASUDA等[7]证明，紫草素衍生物

β -HIVS 能通过降低 TRAP1 的表达水平从而抑制

ROS诱导的人肺癌细胞DMS114凋亡，可见紫草素能

够通过 TRAP1 参与癌细胞生物学行为的调控，但

TRAP1与Akt/mTOR信号通路在肿瘤发生调控上是

否有相关性，且紫草素如何参与这一过程尚不清楚。

本研究通过观察不同浓度紫草素对人EC细胞TE-1

细胞增殖、凋亡和周期的影响，探究其与TRAP1/Akt/

mTOR信号通路的相关性，旨在为临床治疗EC提供

新靶标和理论基础。

1 材料和方法

1.1 主要试剂与仪器

人EC细胞株TE-1购自中科院细胞库，用RPMI-

1640培养基常规培养，正式实验开始之前，需对细胞

进行同步化培养处理后再进行分组及药物处理。紫

草素（HPLC≥98%）购自美国 Sigma 公司，MTT 细胞

增殖及细胞毒性检测试剂盒购自北京索莱宝科技有

限公司，Hoechst 33258染色试剂盒、超敏ECL化学发

光试剂盒均购自上海碧云天生物技术研究所，PI单

染、Annexin V-FITC/PI双染细胞凋亡检测试剂盒均

购自江苏凯基生物技术股份有限公司，兔抗TRAP1、

GAPDH及AKT一抗和山羊抗兔 IgG二抗均购自武

汉三鹰生物技术有限公司，兔抗 p-AKT、mTOR、

p-mTOR一抗购自Abcam公司，倒置显微镜购自日本

尼康公司，凝胶处理分析系统购自美国 ABI 公司，

FC500型流式细胞仪购自美国Beckman公司。

1.2 MTT 法检测紫草素对 TE-1 细胞的增殖抑制

作用

取生长处于对数期的TE-1细胞，按照1.0×105/ml

的密度接种于 96孔培养板中。将细胞分为 4组，分

别为空白对照组（0 µmol/L紫草素）、1 µmol/L紫草素

组、5 µmol/L紫草素组、10 µmol/L紫草素组，每组设

置 3个复孔。37 ℃，5% CO2和饱和湿度的培养箱中

培养 72 h，分别在 24、48和 72 h取样，按MTT法操作

处理后测量各孔细胞在 490 nm处的光密度（D）值，

以D值代表细胞增殖水平，记录D值并绘制细胞生长

曲线；同时计算各组细胞在不同时间点的增殖抑制

率，抑制率=（1-药物组D值/对照组D值）×100%。以

时间为横坐标，以抑制率为纵坐标，绘制各组细胞的

增殖抑制率变化统计图。

1.3 Hoechst 33258 荧光染色法观察紫草素对 TE-1

细胞凋亡的影响

取上述 4组细胞，紫草素与细胞共孵育 48 h后，

收集细胞，按Hoechst 33258染色试剂盒操作，依次经

过固定、洗涤、制片、染色、去染及淬灭后于荧光显微

镜下观察细胞核形态并拍照。

1.4 Annexin V-FITC/PI 双染法检测紫草素对 TE-1

细胞凋亡的影响

上述 4组细胞培养 48 h后根据Annexin V-FITC/

PI双染试剂盒操作说明检测各组细胞凋亡率。收集

细胞，1 000×g离心 5 min，弃上清，加入 1 ml预冷的

PBS，轻轻震荡使细胞悬浮，1 000×g、4 ℃离心5 min，

弃上清，重复 2 次；将细胞重悬于 200 μl 的 Binding

buffer；加入 10 μl Annexin V-FITC和 10 μl PI，轻轻混

匀，4 ℃避光孵育30 min；加入300 μl Binding Buffer，

随即进行流式细胞仪检测；使用CXP分析软件进行

分析并记录结果。总凋亡率=（第二象限B2细胞所占

百分比+第四象限B4细胞所占百分比）。

1.5 PI单染检测紫草素对TE-1细胞周期的影响

收集紫草素处理 48 h后的各组细胞，分别用胰

蛋白酶进行消化处理，1×PBS溶液洗2次，移至1.5 ml

离心管中；加入冰冷 70%乙醇 3 ml固定细胞，4 ℃放

置 24 h；用冷PBS清洗细胞 2次，1 000×g离心 5 min，

弃上清；加入1 ml PI染液（含RNase），轻轻震荡混匀，

室温下避光放置 30 min；用流式细胞仪进行上机检

测，使用CXP分析软件进行分析并记录结果。

1.6 WB 检测紫草素对 TE-1 细胞中 TRAP1/Akt/

mTOR信号通路相关蛋白表达的影响

收集培养 48 h后的各组细胞，采用全蛋白提取

试剂盒进行蛋白提取，BCA 法检测蛋白浓度，取

20 μg 蛋白和 4 μl 2×SDS 上样缓冲液混合均匀，

100 ℃变性 10 min；上样，SDS-PAGE 分离蛋白后转

至PVDF膜上，用 5% 脱脂牛奶封闭 1 h，PBS 洗膜

后加入一抗 TRAP1（1∶1 000）、p-AKT（1∶800）、AKT

（1∶1 000）、p-mTOR（1∶500）、mTOR（1∶1 000）和

GAPDH（1∶1 000）单抗，4 ℃孵育过夜，PBS洗膜后加

入HRP标记的羊抗兔 IgG（1∶5 000）室温孵育 0.5 h，

PBS洗膜后用ECL化学放光进行显色。以GAPDH

为内参蛋白，采用Quantity One图像分析软件进行灰

度比分析，计算蛋白相对表达量。

1.7 统计学处理

所有数据均采用统计软件SPSS 19.0进行分析处

理，呈正态分布的计量资料以 x̄±s 表示，多组间比较

选择单因素方差分析，进一步组间两两比较采用

Tukey 检验，以 P<0.05 或 P<0.01 表示差异具有统计

学意义。

2 结 果

2.1 紫草素抑制TE-1细胞的增殖

MTT 检测结果（图 1A）显示，48 和 72 h 时 1、5、
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10 µmol/L紫草素组 D 值均较对照组显著降低（均

P<0.01），且在相同时间点（48 h及72 h）时，D值随紫

草素浓度升高而降低（P<0.05或P<0.01）。分析各组

细胞增殖抑制率，结果（图1B）显示，随紫草素浓度升

高，各组细胞的增殖抑制率亦显著增加（均P<0.01）。

提示紫草素以一定的时间-剂量依赖方式抑制TE-1

细胞的增殖能力。

**P<0.01 vs the same group for 24 h;△△P<0.01 vs control group at the same time; ▲P<0.05, ▲▲P<0.01 vs 1 µmol/L Shikonin group at

the same time; ▽P<0.05, ▽▽P<0.01 vs 5 µmol/L Shikonin group at the same time

A: Cell growth curve; B: Statistical diagram of proliferation inhibition rate (%) of TE-1 cells

图1 紫草素以时间-剂量依赖方式抑制TE-1细胞的增殖

Fig.1 Shikonin inhibited the proliferation of TE-1 cells in a time-dose-dependent manner

2.2 紫草素促进TE-1细胞的凋亡

Hoechst 33258荧光染色结果（图2）显示，对照组

细胞核轮廓清晰可见，小核及染色质浓缩现象不明

显，而紫草素处理组细胞核染色呈明显的亮白色，蓝

色荧光强度显著降低，染色质浓缩现象加重，其中尤

以10 µmol/L紫草素组最为明显。

Annexin V-FITC/PI双染流式检测结果（图 3）显

示，与对照组比较，各浓度紫草素处理组细胞总凋亡

率均显著上升（均P<0.01），与 1 µmol/L紫草素组比

较，5、10 µmol/L紫草素组细胞总凋亡率均显著上升

（P<0.01），与5 µmol/L紫草素组比较，10 µmol/L紫草

素组细胞总凋亡率显著上升（P<0.01），提示紫草素呈

剂量依赖性促进TE-1细胞凋亡。

2.3 紫草素处理使TE-1细胞周期阻滞于G0/G1期

PI 单染流式检测结果（图 4）显示，与对照组比

较，各浓度紫草素处理组处于G0/G1期的细胞比例均

显著上升（均P<0.01）；与1 µmol/L紫草素组比较，5、

10 µmol/L紫草素组G0/G1期的细胞比例均显著上升

（均P<0.01）；与5 µmol/L紫草素组比较，10 µmol/L紫

草素组G0/G1期的细胞比例显著上升（P<0.05），提示

紫草素呈剂量依赖性诱导TE-1细胞发生G0/G1期细

胞阻滞。

2.4 紫草素抑制 TE-1 细胞 TRAP1/Akt/mTOR 信号

通路相关蛋白的表达

WB检测结果显示（图5），与对照组比较，各浓度

紫草素处理组细胞 TRAP1、p-AKT 及 p-mTOR 表达

水平均显著降低（均P<0.01）；与 1 µmol/L紫草素组

比较，5、10 µmol/L 紫草素组细胞 TRAP1、p-AKT 及

p-mTOR表达水平显著降低（均P<0.01）；与5 µmol/L

紫草素组比较，10 µmol/L 紫草素组细胞TRAP1、

p-AKT及 p-mTOR 表达水平显著降低（P<0.05 或

P<0.01），提示紫草素呈剂量依赖性抑制TRAP1/Akt/

mTOR信号通路的活化。

The arrow points to apoptotic cells

图2 紫草素促进TE-1细胞的凋亡

（Hoechst 33258荧光染色，×400）

Fig.2 Shikonin promoted apoptosis of TE-1 cells

(Hoechst 33258 fluorescent staining，×400)
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**P<0.01 vs Control group,; △△P<0.01 vs 1 µmol/L Shikonin group; ▲▲P<0.01 vs 5 µmol/L Shikonin group

A: Flow cytometry detection; B: Comparison of total apoptosis rate

图3 Annexin V-FITC/PI双染检测不同浓度紫草素对TE-1细胞凋亡的影响

Fig.3 Annexin V-FITC/PI double staining was used to detect the effect of different concentrations of

Shikonin on the apoptosis of TE-1 cells

**P<0.01 vs Control group; △△P<0.01 vs 1 µmol/L Shikonin group; ▲P<0.05 vs 5 µmol/L Shikonin group

A: Flow cytometry detection; B: Comparison of G0/G1 phase cells proportion

图4 紫草素处理使TE-1细胞周期阻滞于G0/G1期

Fig.4 Shikonin treatment blocked TE-1 cell cycle at G0/G1 phase

3 讨 论

紫草素及其衍生物是从我国传统中草药紫草根

中提取的萘醌类化合物，具有抗菌、抗炎的活性，近年

来有研究发现其具有抗肿瘤特性，例如，王汝兴等[8]证

明紫草素呈时间和剂量依赖性抑制人卵巢癌细胞

SKOV-3的体外增殖并诱导其凋亡，其机制可能为上

调BAX表达和下调Bcl-2表达有关；紫草素可以通过

调节凋亡信号通路PI3K/PKB，抑制离体子宫内膜癌细

胞株的增殖，促进其凋亡[9]；紫草素能够诱导非小细胞

肺癌细胞产生ROS，导致DNA损伤，使细胞生长周期

阻滞于G0/G1期，通过 p53/p21waf信号通路促进细胞

衰老，还能够抑制A549细胞裸鼠移植瘤的生长[10]。本

研究结果显示，紫草素呈时间和剂量依赖性抑制人EC

细胞TE-1细胞增殖，促进其凋亡，并促使细胞阻滞于

G0/G1期。

TRAP1是热休克蛋白90家族的主要成员之一，主

要在线粒体尤其是线粒体膜上表达，能够抵御氧化应
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激所诱导的凋亡，同时在维持线粒体完整性及细胞内

稳态方面也发挥着重要作用，其异常表达在多种肿瘤

的发生、发展中扮演重要角色，抑制其表达可抑制肿

瘤细胞的生长并促进其凋亡。例如，TRAP-1在乳腺

癌组织中呈高表达并可促进乳腺癌细胞线粒体融合、

改变线粒体形态，增强线粒体能量代谢及在极端环境

下的抗逆能力，显著提高乳腺癌细胞的抗氧化损伤能

力，在抗凋亡方面发挥重要作用[11]。另外，RNA干扰

靶向抑制人喉癌干细胞中高表达的TRAP1能显著促

进细胞凋亡并抑制其增殖，这一过程可能与 caspase-3、

caspase-8 和 caspase-9 的激活有关[12]。稳定低表达

TRAP1的EC细胞KYSE150中TRAP1的表达水平下

调，细胞转移能力下降，而细胞增殖和凋亡无显著变

化[13]。本研究结果显示，紫草素能显著下调TE-1细胞

中TRAP1的表达，提示紫草素可能参与TRAP1介导

的肿瘤细胞恶性生物学习性。

**P<0.01 vs Control group; △△P<0.01 vs 1 µmol/L Shikonin group; ▲P<0.05, ▲▲P<0.01 vs 5 µmol/L Shikonin group

A: SDS-PAGE; B: Statistics of of relative expression of protein

图5 紫草素抑制TE-1细胞TRAP1/Akt/mTOR信号通路相关蛋白的表达

Fig.5 Shikonin inhibited the expressions of TRAP1/Akt/mTOR signaling pathway-related proteins in TE-1 cells

mTOR通路是肿瘤信号转导研究领域最受关注

的信号通路之一，致癌信号通路通过 PI3K/AKT、

AMPK等多条途径实现对mTOR的调控[14]。例如，临

床脑胶质瘤中p-AKT、p-mTOR的表达随病理级别的

升高而增高，证实mTOR信号通路蛋白在胶质瘤的

发生、发展中起着重要的作用[15]。在淋巴瘤中亦发现

PI3K/AKT/mTOR途径的异常激活，且PI3K、AKT及

mTOR 抑制剂的抗肿瘤效果已被临床验证[16-17]。此

外，PI3K/AKT/mTOR途径具有作为多种中药药物，

如姜黄素[18]、虎杖苷[19]、白藜芦醇[20]等治疗肿瘤的靶

点的潜力。而本研究显示，紫草素能显著抑制TE-1

细胞中AKT/mTOR的磷酸化水平，提示紫草素可能

通过抑制AKT/mTOR信号途径进而介导EC细胞的

增殖、凋亡及细胞周期。

综上所述，紫草素能显著抑制TE-1细胞的增殖

能力，诱导细胞发生G0/G1期阻滞进而促进其凋亡水

平，这可能与其抑制 TRAP1/Akt/mTOR信号通路进

而触发一系列的凋亡信号级联反应密切相关。
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