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雷公藤内酯醇联合顺铂对食管鳞癌细胞 ＥＣＡ１０９增殖的影响

申雅静，冯晨露，路　平
（新乡医学院第一附属医院肿瘤科，河南　卫辉　４５３１００）

摘要：　目的　观察雷公藤内酯醇（ＴＰＬ）以及 ＴＰＬ联合顺铂对人食管鳞癌细胞 ＥＣＡ１０９增殖的影响，并探讨其
作用机制。方法　选取对数生长期的人 ＥＣＡ１０９细胞，随机分为空白对照组（不经药物处理）、不同浓度（６．２５、
１２５０、２５．００、５０．００、１００．００μｇ·Ｌ－１）ＴＰＬ组、４．１７μｍｏｌ·Ｌ－１顺铂组、ＴＰＬ（２５．００μｇ·Ｌ－１）联合顺铂
（４．１７μｍｏｌ·Ｌ－１）组；采用四甲基偶氮唑蓝法测定各组不同时间段（２４、４８、７２ｈ）的细胞增殖抑制率，并计算 ＴＰＬ与
顺铂之间的交互作用；采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测空白对照组、２５．００μｇ·Ｌ－１ＴＰＬ处理组、４．１７μｍｏｌ·Ｌ－１顺铂组、ＴＰＬ联
合顺铂组细胞培养２４ｈ后半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋白酶３（ｃａｓｐａｓｅ３）的表达。结果　同一时间点，不同浓度ＴＰＬ
组对ＥＣＡ１０９细胞增殖的抑制率显著高于空白对照组（Ｐ＜０．０５），且呈剂量依赖性（Ｐ＜０．０５）；同一药物浓度条件下，随
作用时间延长，细胞增殖抑制率显著增加（Ｐ＜０．０５），即呈时间依赖性。同一时间点，ＴＰＬ联合顺铂组对ＥＣＡ１０９的抑
制率高于同药物浓度条件下单用顺铂或单用ＴＰＬ对细胞增殖的抑制率（Ｐ＜０．０５）。加药培养２４ｈ后，ＴＰＬ组、顺铂组及
ＴＰＬ联合顺铂组ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达量均显著高于空白对照组（Ｐ＜０．０５），且ＴＰＬ联合顺铂组ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达量高于
同药物浓度条件下单用ＴＰＬ组、单用顺铂组蛋白表达量（Ｐ＜０．０５）。结论　ＴＰＬ具有抑制食管癌ＥＣＡ１０９细胞增殖的
作用，ＴＰＬ联合顺铂有协同作用，增加对食管癌ＥＣＡ１０９细胞的抑制，其机制可能与促进ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达有关。
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　　食管癌是常见的消化道恶性肿瘤，严重影响着
人类的生命健康。目前，食管癌的治疗主要依靠手

术治疗、化学治疗和放射治疗等综合治疗［１］。由于

食管癌早期缺乏特异性症状，多数患者发现时已进

入中晚期，常需化学治疗。顺铂作为食管癌的常用

化学治疗药物，由于其耐药性及不良反应的存在，有

效率及缓解率尚不令人满意［２］。因此，如何提高食

管癌的化学治疗效果具有重要临床意义。研究发

现，雷公藤内酯醇（ｔｒｉｐｔｏｌｉｄｅ，ＴＰＬ）具有抗肿瘤作用，
且能联合其他化学治疗药物协同抗肿瘤［３５］。然而，

关于ＴＰＬ能否联合顺铂协同抗食管癌的研究目前
较少。本研究选取人食管鳞癌细胞１０９（ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ
ｓｑｕａｍｏｕｓｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌ１０９，ＥＣＡ１０９）作为研究对
象，观察ＴＰＬ及ＴＰＬ联合顺铂对ＥＣＡ１０９细胞增殖
的抑制作用，并探讨其作用机制。

１　材料与方法

１．１　材料　人食管鳞癌细胞株 ＥＣＡ１０９由新乡医
学院第一附属医院神经病学研究所提供。

１．２　主要试剂及仪器　ＴＰＬ购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，
顺铂注射液（国药准字Ｈ３７０２１３５８，１０ｍｇ·１０ｍＬ－１）
购自齐鲁制药有限公司，ＲＰＭＩ１６４０（ｒｏｓｗｅｌｌｐａｒｋ
ｍｅｍｏｒｉａｌｉｎｓｔｉｔｕｔｅｍｅｄｉｕｍ１６４０）培养基、胰蛋白酶、
青霉素／链霉素、胎牛血清均购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司，
牛血清白蛋白（ａｌｂｕｍｉｎｆｒｏｍｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＢＳＡ）购
自广州威佳科技有限公司，四甲基偶氮唑蓝（ｍｅｔｈ
ｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ，ＭＴＴ）、二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌ
ｓｕｌｐｈｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）、磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ
ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）、１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸三羟甲基氨基甲烷溶
液（ｔｒｉｓｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＴｒｉｓＨＣｌ）购自北京索莱宝生
物技术有限公司，吐温２０、氯化钠购自合肥博美生
物科技有限公司，鼠抗人半胱氨酸天冬氨酸特异性

蛋白酶３（ｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ３，
ｃａｓｐａｓｅ３）抗体、鼠抗人 βａｃｔｉｎ抗体购自美国 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司，辣根过氧化物酶标记山羊抗鼠 ｌｇＧ购自
北京中杉金桥生物技术有限公司，十二烷基硫酸钠

聚丙烯酰胺凝胶电泳（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃ
ｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳＰＡＧＥ）试剂盒、Ｓｕ
ｐｅｒＢｒａｄｆｏｒｄ蛋白定量试剂盒、ＳＤＳＰＡＧＥ上样缓冲
液（５×）、裂解液（ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｓｓａｙ，
ＲＩＰＡ）、蛋白酶抑制剂混合物（ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎｙｌ
ｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＭＳＦ）购自上海碧云天生物技术有限公司，
超敏化学发光液（ａｌｌｅｒｇｉｃｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅｌｉｑｕｉｄ，
ＥＣＬ）、Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ１３８５生物安全柜、Ｆｏｒｍａ３７１ＣＯ２培

养箱、ＣＬ３１Ｒ多功能台式高速冷冻离心机、Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ
Ｓｐｅｃｔｒｕｍ全波长扫描酶标仪、ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＥＣ３００ＸＬ电
泳系统购自美国Ｔｈｅｒｍｏ公司，电泳仪购自美国Ｂｉｏ
ｒａｄ生物技术公司。
１．３　试剂配制　配制含体积分数１０％胎牛血清的
ＲＰＭＩ１６４０培养基，用于细胞培养及其他试剂的配
制。顺铂注射液为３．３３×１０－３ｍｏｌ·Ｌ－１，避光常温
保存；ＴＰＬ用丙二醇配制成０．１ｇ·Ｌ－１，用 ０．２２μｍ
的微孔滤膜过滤除菌，－２０℃保存备用。实验时，
按设计要求，使用含体积分数１０％胎牛血清的 ＲＰ
ＭＩ１６４０培养基将上述２种药物稀释至所需浓度。
配制盐酸三羟甲基氨基甲烷缓冲盐溶液（ｔｒｉｓｂｕｆｆ
ｅｒｅｄｓａｌｉｎｅｗｉｔｈｔｗｅｅｎ，ＴＢＳＴ）：取 ＴｒｉｓＨＣｌ溶液
１０ｍＬ、氯化钠８．８ｇ、吐温２０１ｍＬ，加蒸馏水定容
至 １０００ｍＬ。
１．４　细胞分组及培养　取处于对数生长期的人食
管鳞癌 ＥＣＡ１０９细胞制成５×１０５Ｌ－１的细胞悬液，
种植于６孔板内，根据加入培养基的不同分为空白
对照组、ＴＰＬ组、顺铂组和 ＴＰＬ联合顺铂组。（１）空
白对照组：ＥＣＡ１０９细胞不经药物处理，用含体积分
数１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基培养；（２）
ＴＰＬ组：将 ＥＣＡ１０９细胞分别培养在含不同浓度
（６．２５、１２．５０、２５．００、５０．００、１００．００μｇ·Ｌ－１）ＴＰＬ
及体积分数１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基中；
（３）顺 铂 组：将 ＥＣＡ１０９ 细 胞 培 养 在 含
４．１７μｍｏｌ·Ｌ－１顺铂及体积分数１０％胎牛血清的
ＲＰＭＩ１６４０培养基中；（４）ＴＰＬ联合顺铂组：将 ＥＣＡ
１０９ 细 胞 培 养 在 含 ２５．００μｇ·Ｌ－１ ＴＰＬ、
４．１７μｍｏｌ·Ｌ－１顺铂及体积分数１０％胎牛血清的
ＲＰＭＩ１６４０培养基中。将上述４组细胞置于３７℃、
含体积分数５％ ＣＯ２培养箱内培养。
１．５　ＭＴＴ法测定细胞增殖抑制情况　取处于对数
生长期的上述４个处理组 ＥＣＡ１０９细胞，制成细胞
悬液，分别用各组相对应的 ＲＰＭＩ１６４０培养基调整
细胞密度至 １×１０５Ｌ－１，加入到 ９６孔板内，每孔
１００μＬ，每处理组设５个复孔（其中 ＴＰＬ组按 ＴＰＬ
浓度梯度的不同设置复孔），将９６孔板置于细胞培
养箱内培养。分别于培养２４、４８、７２ｈ后向每孔加
入５ｇ·Ｌ－１ＭＴＴ２０μＬ，放入培养箱内继续培养；
４ｈ后吸弃各孔内的液体，每孔加入１５０μＬＤＭＳＯ，
震荡１５ｍｉｎ，置于酶标仪上，在５７０ｎｍ下测定各孔
吸光度值。实验重复３次。细胞增殖抑制率 ＝（对
照组细胞吸光度均值 －给药组细胞吸光度均值）／
对照组细胞吸光度均值 ×１００％。２种药物联合应
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用的交互作用采用金正均法计算 Ｑ值（Ｑ值表示２
种药物相互作用的指数）进行判断［６］，公式为 Ｑ＝
ＥＡＢ／［ＥＡ＋（１－ＥＡ）×ＥＢ］，其中 ＥＡＢ为２种药合用
时的细胞生长抑制率，ＥＡ、ＥＢ分别为单药应用时的
细胞抑制率，Ｑ＞１．１５表示２药联合作用为协同，Ｑ
值在０．８５～１．１５之间表示２药联合作用为相加，
Ｑ＜０．８５表示２药联合作用为拮抗。
１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞内ｃａｓｐａｓｅ３表达　
选取空白对照组、ＴＰＬ组（ＴＰＬ浓度为２５００μｇ·Ｌ－１）、
顺铂组、ＴＰＬ联合顺铂组培养 ２４ｈ后的细胞，用
４℃ ＰＢＳ洗涤３次，加入ＲＩＰＡ裂解细胞３０ｍｉｎ（在
冰上进行），取各组裂解物 １２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
１０ｍｉｎ，收集各组离心后上清液，测定上清液内蛋白
浓度，－２０℃ 储存备用。采用 ＳＤＳＰＡＧＥ，按设计
顺序加入上述４组蛋白提取物（每上样孔加入的蛋
白样品为２０μｇ），９０Ｖ电泳，９０Ｖ、９０ｍｉｎ转膜至硝
酸纤维素膜。ＢＳＡ封闭１ｈ，吸弃封闭液，加入鼠抗
人ｃａｓｐａｓｅ３抗体，鼠抗人 βａｃｔｉｎ抗体作为内参，
４℃ 孵育过夜。ＴＢＳＴ洗涤３次，每次１０ｍｉｎ，加入
含辣根过氧化物酶标记的山羊抗鼠 ｌｇＧ抗体，３７℃
孵育２ｈ。ＴＢＳＴ洗涤３次，每次１０ｍｉｎ，加入超敏化

学发光液发光，在暗室内 Ｘ线片显影，扫描并保存
图像信息。采用ＩｍａｇｅＪ进行图像分析处理。
１．７　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ２１．０软件进行统计
分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多样本
均数比较采用单因素方差分析，组间比较采用 ｔ检
验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组ＥＣＡ１０９细胞增殖抑制率比较　结果见
表１。同一时间点，不同浓度的 ＴＰＬ组细胞增殖抑
制率均显著高于空白对照组（Ｐ＜００５）；且随 ＴＰＬ
药物浓度的增加，其细胞抑制率也相应增加（Ｐ＜
００５），即呈剂量依赖性。同一药物浓度条件下，随
作用时间的延长，细胞增殖抑制率逐渐增高（Ｐ＜
００５），即呈时间依赖性。同一时间点，ＴＰＬ联合顺
铂组对 ＥＣＡ１０９细胞增殖的抑制率高于同药物浓
度条件下单用顺铂或单用 ＴＰＬ对细胞增殖的抑制
率（Ｐ＜０．０５），且根据金正均法计算，ＴＰＬ联合顺铂
组在２４、４８、７２ｈ的Ｑ值分别是１．２１、１．１８、１．１６，均
大于１．１５，说明２种药物联合应用有协同作用，可
增强对ＥＣＡ１０９细胞增殖的抑制。

表１　不同条件对ＥＣＡ１０９细胞增殖的抑制率比较

Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｏｆＥＣＡ１０９ｃｅｌｌｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ
细胞增殖抑制率／％

２４ｈ　　 ４８ｈ　　 ７２ｈ　　

空白对照组 ３ ０．０００±１．５４１　　 ０．０００±１．０６２　　 ０．０００±１．３３６　　

６．２５μｇ·Ｌ－１ＴＰＬ组 ３ ６．３５２±１．１５７ａ １２．５０３±０．８１４ａｆ ２１．５８６±１．２０２ａｆｇ

１２．５０μｇ·Ｌ－１ＴＰＬ组 ３ １１．３８９±２．２１９ａｂ ２１．６８７±１．６３２ａｂｆ ３２．３８５±１．５７４ａｂｆｇ

２５．００μｇ·Ｌ－１ＴＰＬ组 ３ ３２．２５８±１．７８６ａｂｃ ４３．１０４±１．３３９ａｂｃｆ ５２．７３３±１．６１５ａｂｃｆｇ

５０．００μｇ·Ｌ－１ＴＰＬ组 ３ ４９．９８０±１．６２７ａｂｃｄ ６１．７７９±１．５１８ａｂｃｄｆ ７４．５２７±２．１２６ａｂｃｄｆｇ

１００．００μｇ·Ｌ－１ＴＰＬ组 ３ ６７．５２２±２．０７１ａｂｃｄｅ ８０．１６８±１．４２７ａｂｃｄｅｆ ９２．９２８±２．３４１ａｂｃｄｅｆｇ

顺铂组 ３ ２４．６９３±１．３０４ ３４．７５０±１．９８１ ４７．４７６±１．２９３

ＴＰＬ联合顺铂组 ３ ５９．３５９±１．２１９ｄｈ ７４．３３２±１．８５０ｄｈ ８７．５６１±２．０２１ｄｈ

　　注：与空白对照组比较ａＰ＜０．０５；与６．２５μｇ·Ｌ－１ＴＰＬ组比较ｂＰ＜０．０５；与１２．５０μｇ·Ｌ－１ＴＰＬ组比较ｃＰ＜０．０５；与２５．００μｇ·Ｌ－１ＴＰＬ

组比较ｄＰ＜０．０５；与５０．００μｇ·Ｌ－１ＴＰＬ组比较ｅＰ＜０．０５；与培养２４ｈ比较ｆＰ＜０．０５；与培养４８ｈ比较ｇＰ＜０．０５；与顺铂组比较ｈＰ＜０．０５。

２．２　培养２４ｈ后各组细胞中 ｃａｓｐａｓｅ３蛋白水平
比较　结果见图１。采用 ＩｍａｇｅＪ进行图像分析处
理，以 βａｃｔｉｎ灰度值作为参照，空白对照组、顺铂
组、２５．００μｇ·Ｌ－１ＴＰＬ组、ＴＰＬ联合顺铂组细胞中
ｃａｓｐａｓｅ３的相对表达量分别为０．２０６±０．０４６、
０．３７１±０．１３１、０．５０４±０．０２７、０．８１９±０．１０４，
２５．００μｇ·Ｌ－１ＴＰＬ组、顺铂组、ＴＰＬ联合顺铂组细
胞内ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达量均高于空白对照组（Ｐ＜
００５）；且ＴＰＬ联合顺铂组细胞内 ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表
达量高于同药物浓度条件下顺铂组和 ＴＰＬ组（Ｐ＜
０．０５）。

Ａ：空白对照组；Ｂ：顺铂组；Ｃ：２５．００μｇ·Ｌ－１ＴＰＬ组；Ｄ：ＴＰＬ联合顺铂组。

图１　不同处理组细胞内ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达情况
Ｆｉｇ．１　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃａｓｐａｓｅ３ｉｎＥＣＡ１０９ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ

３　讨论

食管癌在我国特别是豫北地区发病率及病死率
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较高，严重威胁着人类的生命健康。据统计，我国每

年新发食管癌病例占全球新发病例的５０％以上［７］。

食管癌早期症状不显著，临床确诊时多数患者已进

展为中晚期，常需以手术为主的多种手段相结合的

综合治疗。顺铂作为食管癌化学治疗的一线药物，

在控制病情进展方面取得了一定疗效，但由于耐药

性的存在，其治疗效果并不理想。因此，提高顺铂的

化学治疗有效率及缓解率，或寻求更高效的化学治

疗药物，已成为临床上的研究热点。

ＴＰＬ是一种从植物雷公藤中提取的二萜内酯类
化合物［８］，具有免疫抑制、抗炎、抗增殖等多种生物

活性［９］，是临床上公认的免疫抑制剂，主要用于治

疗类风湿性关节炎、系统性红斑狼疮等疾病。近年

来研究发现，ＴＰＬ对乳腺癌、肺癌、肝癌、胰腺癌等多
种肿瘤均有抑制作用［１０１１］，其作用机制与抑制肿瘤

细胞增殖、抑制肿瘤细胞的侵袭与转移、促进肿瘤细

胞凋亡有关［１２］。ＰＩＧＮＥＵＸ等［１３］研究发现，ＴＰＬ联
合低剂量的阿糖胞苷可显著促进急性白血病细胞凋

亡。研究发现，ＴＰＬ可显著增强羟喜树碱对胰腺癌
细胞增殖的抑制作用，并促进其凋亡［４］。

细胞凋亡涉及３条信号通路：死亡受体通路、内
质网通路和线粒体通路，且通路间相互影响。

Ｃａｓｐａｓｅ是一类与细胞凋亡密切相关的蛋白酶类，参
与了上述３条信号通路，并起重要作用［１４］。Ｃａｓｐａｓｅ
通常以无活性的酶原形式存在于细胞质内，经过一

系列激活反应，可分解细胞内多种底物，进而导致细

胞凋亡的发生。Ｃａｓｐａｓｅ３是 ｃａｓｐａｓｅ家族中重要一
员，是细胞凋亡过程中的主要效应因子［１５］。

本实验以人食管鳞癌细胞 ＥＣＡ１０９为研究对
象，采用 ＭＴＴ法检测了不同浓度 ＴＰＬ对 ＥＣＡ１０９
细胞增殖的抑制作用，同时还检测了 ＴＰＬ联合顺铂
对ＥＣＡ１０９细胞增殖的抑制作用；并采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测各组细胞培养２４ｈ后 ｃａｓｐａｓｅ３的表达情
况。结果表明，ＴＰＬ对 ＥＣＡ１０９细胞增殖有显著的
抑制作用，且呈剂量时间依赖性；ＴＰＬ联合顺铂组
对 ＥＣＡ１０９细胞增殖的抑制率显著高于同药物浓
度条件下单用顺铂或单用 ＴＰＬ对细胞增殖的抑制
率，表明ＴＰＬ可协同顺铂增强对ＥＣＡ１０９细胞增殖
的抑制作用；ＴＰＬ组、顺铂组、ＴＰＬ联合顺铂组细胞
内ｃａｓｐａｓｅ３的表达量显著高于空白对照组，且 ＴＰＬ
联合顺铂组细胞内蛋白表达量高于同药物浓度条件

下顺铂组和ＴＰＬ组，提示ＴＰＬ、ＴＰＬ联合顺铂可能通
过增加 ｃａｓｐａｓｅ３的表达，促进 ＥＣＡ１０９细胞的凋

亡，抑制细胞增殖。

综上所述，ＴＰＬ可抑制人食管鳞癌细胞 ＥＣＡ
１０９的增殖，联合顺铂有协同作用，其机制可能与促
进凋亡相关蛋白 ｃａｓｐａｓｅ３的表达有关。该研究结
果可为食管癌的化学治疗提供新的思路。
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