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苦参碱对食管癌 Ｅｃａ１０９细胞自噬的影响及作用机制

侯敏杰，林淑璇，吕　洋
（河北北方学院病理学教研室，河北　张家口　０７５０００）

摘要：　目的　探讨苦参碱对食管癌 Ｅｃａ１０９细胞自噬的影响及其可能的作用机制。方法　将传代培养的
Ｅｃａ１０９细胞分为对照组、低浓度苦参碱组、中浓度苦参碱组和高浓度苦参碱组。对照组细胞加入含体积分数１０％胎
牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基，低、中、高浓度苦参碱组细胞分别加入终质量浓度为１．０、１．５、２．０ｇ·Ｌ－１的苦参碱溶液；
采用四甲基偶氮唑盐法检测各组细胞的活性，免疫荧光细胞化学染色法检测各组细胞中自噬相关蛋白微管相关蛋白

轻链３（ＬＣ３）的定位及表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组细胞中多聚蛋白６２（Ｐ６２）、ＬＣ３蛋白的相对表达量，实时荧光定
量聚合酶链式反应法检测各组细胞中 Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡ的相对表达量，透射电子显微镜观察对照组和高浓度苦参碱组
Ｅｃａ１０９细胞的超微结构。另取传代培养的Ｅｃａ１０９细胞，将细胞分为对照组、自噬抑制剂组、苦参碱组和自噬抑制剂＋
苦参碱组。对照组细胞加入５ｍＬ含体积分数１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基，自噬抑制剂组细胞加入终浓度
为７μｍｏｌ·Ｌ－１的３甲基腺嘌呤（３ＭＡ）溶液，苦参碱组细胞加入终质量浓度为２．０ｇ·Ｌ－１的苦参碱溶液，自噬抑制
剂＋苦参碱组细胞先加入终浓度为７μｍｏｌ· Ｌ－１３ＭＡ溶液预孵育３ｈ，再加入终质量浓度为２．０ｇ·Ｌ－１苦参碱溶液；
培养２４ｈ后，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组细胞中Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３和肝激酶Ｂ１（ＬＫＢ１）／腺苷酸活化蛋白激酶（ＡＭＰＫ）／哺
乳动物雷帕霉素靶蛋白（ｍＴＯＲ）信号通路相关蛋白的表达。结果　低、中、高浓度苦参碱组细胞增殖抑制率显著高于
对照组（Ｐ＜０．０５）；中、高浓度苦参碱组细胞增殖抑制率显著高于低浓度苦参碱组（Ｐ＜０．０５）；高浓度苦参碱组细胞增
殖抑制率显著高于中浓度苦参碱组（Ｐ＜０．０５）。对照组、低浓度苦参碱组、中浓度苦参碱组和高浓度苦参碱组
Ｅｃａ１０９细胞质中均可见到红色荧光标记的ＬＣ３蛋白阳性表达。对照组细胞中ＬＣ３蛋白呈弥散状态；各浓度苦参碱组
细胞中ＬＣ３蛋白呈斑点状态，且苦参碱浓度越高，细胞质中呈斑点状ＬＣ３蛋白越多。低、中、高浓度苦参碱组Ｅｃａ１０９
细胞中Ｐ６２蛋白的相对表达量显著低于对照组（Ｐ＜０．０５）；中、高浓度苦参碱组 Ｅｃａ１０９细胞中 Ｐ６２蛋白的相对表达
量显著低于低浓度苦参碱组（Ｐ＜０．０５）；中浓度苦参碱组与高浓度苦参碱组Ｅｃａ１０９细胞中Ｐ６２蛋白的相对表达量比
较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。低浓度苦参碱组与对照组 Ｅｃａ１０９细胞中 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比较差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）；中、高浓度苦参碱组Ｅｃａ１０９细胞中ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ显著高于对照组和低浓度苦参碱组（Ｐ＜０．０５）；高浓度苦
参碱组Ｅｃａ１０９细胞中ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ显著高于中浓度苦参碱组（Ｐ＜０．０５）。低、中、高浓度苦参碱组 Ｅｃａ１０９细胞中
Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡ的相对表达量显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）。中、高浓度苦参碱组Ｅｃａ１０９细胞中Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡ的相对
表达量显著高于低浓度苦参碱组（Ｐ＜０．０５）；高浓度苦参碱组Ｅｃａ１０９细胞中Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡ的相对表达量显著高于
中浓度苦参碱组（Ｐ＜０．０５）。对照组细胞中可见正常的细胞质、细胞器和细胞核，高浓度苦参碱组细胞质中可见大量
大小不等的自噬泡，并可见包裹有细胞内容物的自噬体。自噬抑制剂组与对照组Ｅｃａ１０９细胞中Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白的相对
表达量和ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；苦参碱组和自噬抑制剂 ＋苦参碱组 Ｅｃａ１０９细胞中
Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白的相对表达量和ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ均显著高于对照组和自噬抑制剂组（Ｐ＜０．０５）；自噬抑制剂 ＋苦参碱组
Ｅｃａ１０９细胞中Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白的相对表达量和ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ均显著低于苦参碱组（Ｐ＜０．０５）。自噬抑制剂组Ｅｃａ１０９
细胞中磷酸化 ＬＫＢ１（ｐＬＫＢ１）／ＬＫＢ１、磷酸化 ＡＭＰＫ（ｐＡＭＰＫ）／ＡＭＰＫ显著低于对照组，磷酸化 ｍＴＯＲ（ｐｍＴＯＲ）／
ｍＴＯＲ显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）；苦参碱组 Ｅｃａ１０９细胞中ｐＬＫＢ１／ＬＫＢ１、ｐＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ显著高于对照组，
ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ显著低于对照组（Ｐ＜０．０５）；自噬抑制剂＋苦参碱组Ｅｃａ１０９细胞中ｐＬＫＢ１／ＬＫＢ１、ｐＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ显
著高于对照组（Ｐ＜０．０５）；自噬抑制剂＋苦参碱组与对照组Ｅｃａ１０９细胞中ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ比较差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。苦参碱组和自噬抑制剂 ＋苦参碱组 Ｅｃａ１０９细胞中ｐＬＫＢ１／ＬＫＢ１、ｐＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ显著高于自噬抑制剂组，
ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ显著低于自噬抑制剂组（Ｐ＜０．０５）；自噬抑制剂 ＋苦参碱组 Ｅｃａ１０９细胞中 ｐＬＫＢ１／ＬＫＢ１、ｐＡＭＰＫ／
ＡＭＰＫ显著低于苦参碱组，ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ显著高于苦参碱组（Ｐ＜０．０５）。结论　苦参碱可能通过调节 ＬＫＢ１／ＡＭＰＫ／
ｍＴＯＲ信号通路相关蛋白的表达诱导食管癌 Ｅｃａ１０９细胞发生自噬。
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ｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｐＬＫＢ１／ＬＫＢ１ａｎｄｐＡＭＰＫ／ＡＭＰＫｉｎＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅａｕｔｏｐｈａｇｙ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｍａｔｒｉｎｅｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎ
ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲｉｎＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｍａｔｒｉｎｅｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．Ｔｈｅｌｅｖｅｌｓ
ｏｆｐＬＫＢ１／ＬＫＢ１ａｎｄｐＡＭＰＫ／ＡＭＰＫｉｎＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｍａｔｒｉｎｅｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｍａｔｒｉｎｅｇｒｏｕｐｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅ
ａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｐＬＫＢ１／ＬＫＢ１ａｎｄｐＡＭＰＫ／ＡＭＰＫｉｎＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅａｕｔｏｐｈａｇｙ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｍａｔｒｉｎｅｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｍａｔｒｉｎｅｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｍａｔｒｉｎｅｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＭａｔｒｉｎｅｍａｙｉｎｄｕｃｅａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｅｓｏｐｈａｇｅａｌｃａｎｃｅｒＥｃａ１０９
ｃｅｌｌｓｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬＫＢ１／ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｐｒｏｔｅｉｎｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｍａｔｒｉｎｅ；ｅｓｏｐｈａｇｅａｌｃａｎｃｅｒ；ａｕｔｏｐｈａｇｙ；ｌｉｖｅｒｋｉｎａｓｅＢ１／ａｄｅｎｙｌａｔｅａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ／ｍａｍｍａｌｉａｎ
ｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎｐａｔｈｗａｙ；ｐｏｌｙｐｒｏｔｅｉｎ６２

　　食管癌是全球第八大最常见的癌症类型，是导致
癌症死亡的第六大原因［１］。我国的食管癌在华北地

区尤为高发，且食管癌患者的预后仍然较差［２３］。中

药在放化疗治疗食管癌过程中起到了显著的增效减

毒作用［４］。苦参碱已被证明具有抗纤维化、抗病毒、

抗炎及免疫调节等多种药理作用［５９］。细胞自噬作为

一种细胞死亡过程，已被证实与多种人类疾病相关，

其在肿瘤发生发展中具有重要意义［１０］。自噬可以调

节肿瘤的形成、增殖、转移以及能量代谢等诸多方

面［１１］。研究发现，苦参碱可以诱导非小细胞肺癌［１２］、

乳腺癌［１３］和髓母细胞瘤［１４］等多种肿瘤细胞发生自

噬。但目前关于苦参碱对食管癌细胞自噬的作用研

究较少。基于此，本研究初步探讨苦参碱对食管癌自

噬的作用及可能的作用机制，以期为苦参碱在临床食

管癌治疗中的应用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　细胞、药物、试剂及仪器
　　Ｅｃａ１０９细胞株购自南京凯基生物科技有限公
司；苦参碱（纯度≥９８％）购自大连美仑生物技术有
限公司；ＲＰＭＩ１６４０培养基购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司，
胎牛血清购自德国ＣｅｇｒｏｇｅｎＢｉｏｔｅｃｈ公司，胰蛋白酶
购自以色列 ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ（ＢｉｏＩｎｄ）公司，四
甲基偶氮唑盐［３（４，５）ｄｉｍｅｔｈｙｌｔｈａｈｉａｚｏ（ｚｙ１）３，
５ｄｉｐｈｅｎｙｔｅｔｒａｚｏｌｕｍｒｏｍｉｄｅ，ＭＴＴ］购自梯希爱（上
海）化成工业发展有限公司，蛋白提取试剂盒购自

英文特生物技术（北京）有限公司，聚氰基丙烯酸正

丁脂蛋白定量试剂盒购自河北瑞帕特生物科技有限

公司，自噬抑制剂 ３甲基腺嘌呤（３ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ，
３ＭＡ）购自上海优宁维生物科技股份有限公司，兔
抗人微管相关蛋白轻链 ３（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３，ＬＣ３）、Ｂｅｃｌｉｎ１和多聚蛋白 ６２

（ｐｏｌｙｐｒｏｔｅｉｎ６２，Ｐ６２）一抗购自日本ＭＢＬ公司，兔抗
人肝激酶Ｂ１（ｌｉｖｅｒｋｉｎａｓｅＢ１，ＬＫＢ１）一抗、磷酸化肝
激酶Ｂ１（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｌｉｖｅｒｋｉｎａｓｅＢ１，ｐＬＫＢ１）一
抗、实时荧光定量聚合酶链式反应（ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉ
ｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴｑＰＣＲ）试剂盒购自
武汉爱博泰克生物技术有限公司，兔抗人腺苷酸活化

蛋白激酶（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）、磷 酸 化 腺 苷 酸 活 化 蛋 白 激 酶
（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄａｄｅｎｏｓｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅａｃｔｉｖｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ，ｐＡＭＰＫ）一抗购自杭州华安生物技术有限
公司，兔抗人哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎ
ｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）、磷酸化哺乳动物雷帕霉素
靶蛋白（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，
ｐｍＴＯＲ）一抗购自上海帛龙生物科技有限公司，二
抗及荧光二抗购自北京博奥森生物技术有限公司，

ＲＮＡ提取试剂盒购自成都福际生物技术有限公司，
反转录试剂盒购自北京庄盟国际生物基因科技有限

公司，Ｂｅｃｌｉｎ１基因引物购自上海英潍捷基生物技术
有限公司；ＣＯ２恒温培养箱购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司，倒
置相差荧光显微镜购自日本Ｎｉｋｏｎ公司，ＡＩ６００超灵
敏化学发光成像仪购自美国 ＧＥ公司，Ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒ
ｎｅｘｕｓｇｒａｄｉｅｎｔ基因扩增仪购自德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司，
ＰｉｋｏＲｅａｌ五通道实时荧光定量 ＰＣＲ仪购自美国
Ｔｈｅｒｍｏ公司，透射电子显微镜购自日本日立公司。
１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养
　　Ｅｃａ１０９细胞复苏后，置于３７℃、含体积分数
５％ ＣＯ２的饱和湿度培养箱中培养，待细胞生长至
融合度约８０％时，去除上清，磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓ
ｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）洗涤细胞，２．５ｇ·Ｌ－１胰
蛋白酶消化细胞后加入含体积分数１０％胎牛血清
的 ＲＰＭＩ１６４０培养基传代培养。
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１．２．２　ＭＴＴ法检测细胞活性
　　取传代培养 Ｅｃａ１０９细胞重悬计数，调整细胞
密度为８×１０７Ｌ－１，接种于９６孔板中，于细胞生长
至融合度约 ６０％时，吸去上清，将细胞分为对照组、
低浓度苦参碱组、中浓度苦参碱组和高浓度苦参碱

组。对照组细胞加入１００μＬ含体积分数１０％胎牛血
清的ＲＰＭＩ１６４０培养基，低浓度苦参碱组细胞加入终
质量浓度为１．０ｇ·Ｌ－１苦参碱溶液，中浓度苦参碱组
细胞加入终质量浓度为１．５ｇ·Ｌ－１苦参碱溶液，高浓
度苦参碱组细胞加入终质量浓度为２．０ｇ·Ｌ－１苦参
碱溶液。继续培养２４ｈ后，加入２０μＬＭＴＴ，避光孵
育４ｈ后，吸去上清，每孔加入１００μＬ二甲基亚砜，
温箱孵育 １０ｍｉｎ，用酶标仪测 ４９０ｎｍ处吸光度
（ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，Ａ）值，计算细胞增殖抑制率。细胞增殖
抑制 率 ＝［１－（Ａ药物处理组 －Ａ空白孔）／（Ａ未处理组 －
Ａ空白孔）］×１００％。实验重复３次，取均值。
１．２．３　免疫荧光细胞化学染色法检测 Ｅｃａ１０９细
胞中 ＬＣ３蛋白的定位及表达
　　取传代培养Ｅｃａ１０９细胞，重悬计数，调整细胞
密度为１×１０９Ｌ－１，接种于２４孔培养板（２４孔板中
已提前放好无菌小圆片），细胞进行爬片，待细胞生

长至融合度约８０％ 时，吸去上清，分为对照组、低浓
度苦参碱组、中浓度苦参碱组和高浓度苦参碱组。

对照组细胞加入５００μＬ含体积分数１０％胎牛血清
的ＲＰＭＩ１６４０培养基，低、中、高浓度苦参碱组细胞
的干预措施同“１．２．２”项。各组细胞继续培养２４ｈ
后用多聚甲醛固定 ２ｈ，弃甲醛，经破膜、染色阻断
后，添加兔抗人 ＬＣ３一抗（滴度为１１０００），４℃
过夜，避光加入荧光二抗，抗荧光封片，激光共聚焦

观察并保存图像。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 Ｅｃａ１０９细胞中 Ｐ６２
和ＬＣ３蛋白的表达
　　取传代培养Ｅｃａ１０９细胞，以１２比例传代接
种于新的培养瓶中，待细胞生长至融合度约 ６０％
时，倒掉原来的培养基，将细胞分为对照组、低浓度

苦参碱组、中浓度苦参碱组和高浓度苦参碱组。对

照组细胞加入 ５ｍＬ含体积分数 １０％胎牛血清的
ＲＰＭＩ１６４０培养基，低、中、高浓度苦参碱组细胞的
干预措施同“１．２．２”项。各组细胞继续培养２４ｈ后
用加有蛋白酶抑制剂的细胞裂解液裂解细胞，提取

细胞总蛋白并测定浓度，加入适当比例上样缓冲液，

经聚丙烯酰胺凝胶电泳，转至聚偏氟乙烯膜，封闭

１ｈ后，兔抗人Ｐ６２和ＬＣ３孵育（滴度为 １１００００），
４℃摇床过夜，二抗孵育２ｈ，经吐温Ｔｒｉｓ缓冲液洗
膜３次，加显影液显影并保存图像，应用 ＩｍａｇｅＪ软
件对图像灰度值进行分析，以 βａｃｔｉｎ为内参，以
Ｐ６２和ＬＣ３蛋白灰度值与内参蛋白灰度值表示 Ｐ６２
和ＬＣ３蛋白的相对表达量。实验重复３次，取均值。

１．２．５　ＲＴｑＰＣＲ法检测 Ｅｃａ１０９细胞中 Ｂｅｃｌｉｎ１
ｍＲＮＡ的表达
　　取传代培养Ｅｃａ１０９细胞，以１２比例传代接
种于新的培养瓶中，待细胞生长至融合度约 ６０％
时，倒掉原来的培养基，将细胞分为对照组、低浓度

苦参碱组、中浓度苦参碱组和高浓度苦参碱组，各组

细胞的干预措施同“１．２．４”项。各组细胞继续培养
２４ｈ后，提取总 ＲＮＡ并进行 ｃＤＮＡ的合成，对基因
进行扩增。反应体系：ｃＤＮＡＴｅｍｐｌａｔｅ、ＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ、
ＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ各１μＬ，２×ＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲＧｒｅｅｎＦａｓｔ
ｑＰＣＲＭｉｘ５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ２μＬ；反应条件９５℃３０ｓ１个循
环，９５℃５ｓ、６０℃３０ｓ４０个循环。以甘油醛３磷酸
脱氢 酶 （ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＧＡＰＤＨ）为内参对照。Ｂｅｃｌｉｎ１上游引物序列为
５′ＣＣＡＣＡＧＡＡＡＧＴＧＣＣＡＡＣＡＧＣ３′，下游引物序列
为５′ＧＡＣＧＴＴＧＡＧＣＴＧＡＧＴＧＴＣＣＡ３′；ＧＡＤＰＨ上游
引物序列为 ５′ＧＴＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＴＣＡＡＣＡＧＣＧ３′，
下游引物序列为 ５′ＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧＣ
ＣＡＡ３′。采用２－ΔΔＣｔ法计算 Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡ的相对
表达量。

１．２．６　透射电子显微镜观察 Ｅｃａ１０９细胞的超微
结构

　　取传代培养Ｅｃａ１０９细胞，以１２比例传代接
种于新的培养瓶中，待细胞生长至融合度约 ８０％
时，倒掉原来的培养基，将细胞分为对照组和高浓度

苦参碱组，对照组细胞加入５ｍＬ含体积分数１０％胎
牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基，高浓度苦参碱组细胞加
入终质量浓度为２．０ｇ·Ｌ－１苦参碱溶液。各组细胞
继续培养２４ｈ后，制成细胞悬液，３０００ｒ·ｍｉｎ－１离
心５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤收集的细胞，然后用戊二醛在４℃
下固定２４ｈ，ＰＢＳ洗涤后，加入适量１０ｇ·Ｌ－１锇酸，
４℃ 下固定３ｈ，吸去上清，体积分数 ３０％、５０％、
７０％、８０％、９０％丙酮分别脱水 ２５ｍｉｎ，体积分数
１００％ Ｉ丙酮脱水３５ｍｉｎ，体积分数１００％ Ⅱ 丙酮
脱水 ３５ｍｉｎ。然后使用丙酮环氧树脂包埋剂１１
的溶液浸透，于３７℃ 过夜。环氧树脂包埋剂包埋，
于６０℃ 烤箱中存放４８ｈ，超薄切片机切割，制作铜
网，透射电子显微镜观察并拍照。

１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 Ｅｃａ１０９细胞中 ＬＣ３、
Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＫＢ１、ｐＬＫＢ１、ＡＭＰＫ、ｐＡＭＰＫ、ｍＴＯＲ
和ｐｍＴＯＲ蛋白的相对表达量
　　取传代培养Ｅｃａ１０９细胞，以１２比例传代接
种于新的培养瓶中，待细胞生长至融合度约６０％
时，分为对照组、自噬抑制剂组、苦参碱组和自噬抑

制剂＋苦参碱组，对照组细胞加入５ｍＬ含体积分数
１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基，自噬抑制剂组
细胞加入终浓度为７μｍｏｌ·Ｌ－１３ＭＡ溶液，苦参碱
组细胞加入终质量浓度为 ２．０ｇ·Ｌ－１苦参碱溶液，
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自噬抑制剂 ＋苦参碱组细胞先加入终浓度为
７μｍｏｌ· Ｌ－１的３ＭＡ溶液预孵育 ３ｈ，再加入终质
量浓度为 ２．０ｇ·Ｌ－１苦参碱溶液，继续培养 ２４ｈ。
采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞中ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＫＢ１、
ｐＬＫＢ１、ＡＭＰＫ、ｐＡＭＰＫ、ｍＴＯＲ和 ｐｍＴＯＲ蛋白的
表达水平，除一抗 ＬＫＢ１、ｐＬＫＢ１、ＡＭＰＫ、ｐＡＭＰＫ、
ｍＴＯＲ和ｐｍＴＯＲ的稀释比例为１２０００，其余步
骤同“１．２．４”项。实验重复３次，取均值。
１．３　统计学处理
　　应用 ＧｒａｐｈＰａｄｐｒｉｓｍ８软件和 ＳＰＳＳ２２．０软件
对数据进行统计学处理。计量资料以均数±标准差
（珋ｘ±ｓ）表示，多组间比较采用单因素方差分析，２
组间比较采用独立样本 ｔ检验；Ｐ＜０．０５为差异有
统计学意义。

２　结果

２．１　对照组、低浓度苦参碱组、中浓度苦参碱组和
高浓度苦参碱组Ｅｃａ１０９细胞增殖抑制率比较
　　对照组、低浓度苦参碱组、中浓度苦参碱组和高

浓度苦参碱组细胞增殖抑制率分别为（２．９０３±
０．７８８）％、（２６．５４０±１．３８６）％、（３０．２２０±
１．３５７）％、（３９．９９０±１．１６７）％。低、中、高浓度苦
参碱组细胞增殖抑制率显著高于对照组，差异有统

计学意义（Ｐ＜０．０５）；中浓度苦参碱组和高浓度苦
参碱组细胞增殖抑制率显著高于低浓度苦参碱组，

差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；高浓度苦参碱组细
胞增殖抑制率显著高于中浓度苦参碱组，差异有统

计学意义（Ｐ＜０．０５）。
２．２　对照组、低浓度苦参碱组、中浓度苦参碱组和
高浓度苦参碱组 Ｅｃａ１０９细胞中 ＬＣ３蛋白的定位
及表达

　　对照组、低浓度苦参碱组、中浓度苦参碱组和高
浓度苦参碱组Ｅｃａ１０９细胞质中均可见到红色荧光
标记的ＬＣ３蛋白阳性表达。对照组细胞中 ＬＣ３蛋
白呈弥散状态；各浓度苦参碱组细胞中 ＬＣ３蛋白呈
斑点状态，且苦参碱浓度越高，细胞质中呈斑点状

ＬＣ３蛋白越多。结果见图１。

Ａ：对照组；Ｂ：低浓度苦参碱组；Ｃ：中浓度苦参碱组；Ｄ：高浓度苦参碱组。

图１　Ｅｃａ１０９细胞中自噬蛋白ＬＣ３的定位与表达（免疫荧光细胞化学染色，×４００）
Ｆｉｇ．１　ＬｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｕｔｏｐｈａｇｉｃｐｒｏｔｅｉｎＬＣ３ｉｎＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓ

（ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｓｔａｉｎｉｎｇ，×４００）
２．３　对照组、低浓度苦参碱组、中浓度苦参碱组和
高浓度苦参碱组 Ｅｃａ１０９细胞中 Ｐ６２和 ＬＣ３蛋白
表达比较

　　低、中、高浓度苦参碱组Ｅｃａ１０９细胞中Ｐ６２蛋
白的相对表达量均显著低于对照组，差异有统计学

意义（Ｐ＜０．０５）；中浓度苦参碱组和高浓度苦参碱
组Ｅｃａ１０９细胞中Ｐ６２蛋白的相对表达量显著低于
低浓度苦参碱组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；中
浓度苦参碱组与高浓度苦参碱组 Ｅｃａ１０９细胞中
Ｐ６２蛋白的相对表达量比较差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。低浓度苦参碱组与对照组 Ｅｃａ１０９细胞中
ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；
中浓度苦参碱组和高浓度苦参碱组Ｅｃａ１０９细胞中
ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ显著高于对照组，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。中浓度苦参碱组和高浓度苦参碱组
Ｅｃａ１０９细胞中 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ显著高于低浓度苦
参碱组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；高浓度苦参

碱组 Ｅｃａ１０９细胞中 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ显著高于中浓
度苦参碱组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结果
见图２和表１。

Ａ：对照组；Ｂ：低浓度苦参碱组；Ｃ：中浓度苦参碱组；
Ｄ：高浓度苦参碱组。

图２　对照组、低浓度苦参碱组、中浓度苦参碱组和高浓度
苦参碱组Ｅｃａ１０９细胞中自噬相关蛋白的表达

Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＥｃａ１０９
ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｌｏｗｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｍａｔｒｉｎｅｇｒｏｕｐ，

ｍｅｄｉｕｍｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｍａｔｒｉｎｅｇｒｏｕｐａｎｄ
ｈｉｇｈｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｍａｔｒｉｎｅｇｒｏｕｐ
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表１　对照组、低浓度苦参碱组、中浓度苦参碱组和高浓度

苦参碱组Ｅｃａ１０９细胞中Ｐ６２蛋白表达量

及ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比较

Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰ６２ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｔｈｅ

ｒａｔｉｏｏｆＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ ｉｎＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓａｍｏｎｇｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ，ｌｏｗｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｍａｔｒｉｎｅｇｒｏｕｐ，ｍｅｄｉｕｍ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｍａｔｒｉｎｅｇｒｏｕｐａｎｄｈｉｇｈ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｍａｔｒｉｎｅｇｒｏｕｐ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ Ｐ６２蛋白 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ
对照组 ３ ０．９６０±０．０８７ ０．８８６±０．１２５
低浓度苦参碱组 ３ ０．５６３±０．００４ａ １．１６７±０．０５７
中浓度苦参碱组 ３ ０．２６０±０．０５２ａｂ １．９００±０．０７０ａｂ

高浓度苦参碱组 ３ ０．１４０±０．０３０ａｂ ２．７８３±０．１７５ａｂｃ

Ｆ １２４．１００ １６０．５０１
Ｐ ０．０００ ０．０００

　　注：与对照组比较ａＰ＜０．０５；与低浓度苦参碱组比较ｂＰ＜０．０５；

与中浓度苦参碱组比较ｃＰ＜０．０５。

２．４　对照组、低浓度苦参碱组、中浓度苦参碱组和
高浓度苦参碱组 Ｅｃａ１０９细胞中 Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡ表
达比较

　　对照组、低浓度苦参碱组、中浓度苦参碱组和高

浓度苦参碱组 Ｅｃａ１０９细胞中 Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡ的相
对表达量分别为 １．０００±０．０００、１．７３０±０．１８０、
３．２３０±０．２５５、８．１２３±０．８９０。低、中、高浓度苦参
碱组 Ｅｃａ１０９细胞中 Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡ的相对表达量
显著高于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
中浓度苦参碱组和高浓度苦参碱组 Ｅｃａ１０９细胞
中Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡ相对表达量显著高于低浓度苦参
碱组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；高浓度苦参
碱组 Ｅｃａ１０９细胞中 Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡ的相对表达量
显著高于中浓度苦参碱组，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。
２．５　对照组和高浓度苦参碱组 Ｅｃａ１０９细胞的超
微结构

　　对照组细胞中可见正常的细胞质、细胞器和细
胞核；高浓度苦参碱组细胞质中可见大量大小不等

的自噬泡，并可见包裹有细胞内容物的自噬体，而细

胞核未见明显异常；结果见图３。

Ａ：对照组（×３０００）；Ｂ～Ｄ：高浓度苦参碱组（×２００００）

图３　对照组和高浓度苦参碱组 Ｅｃａ１０９细胞的超微结构（透射电子显微镜）
Ｆｉｇ．３　ＵｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｈｉｇｈ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｍａｔｒｉｎｅｇｒｏｕｐ（ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ）

２．６　对照组、自噬抑制剂组、苦参碱组和自噬抑制剂＋
苦参碱组 Ｅｃａ１０９细胞中自噬相关蛋白及 ＬＫＢ１／
ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ信号通路蛋白相对表达量比较
　　 自噬抑制剂组与对照组Ｅｃａ１０９细胞中Ｂｅｃｌｉｎ１
蛋白的相对表达量和ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比较差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５）；苦参碱组和自噬抑制剂＋苦参碱组
Ｅｃａ１０９细胞中 Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白的相对表达量和
ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ 均显著高于对照组，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）。苦参碱组和自噬抑制剂＋苦参碱
组Ｅｃａ１０９细胞中 Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白的相对表达量和
ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ均显著高于自噬抑制剂组，差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）；自噬抑制剂 ＋苦参碱组 Ｅｃａ１０９
细胞中Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白的相对表达量和ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ均
显著低于苦参碱组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
　　自噬抑制剂组 Ｅｃａ１０９细胞中 ｐＬＫＢ１／ＬＫＢ１、
ｐＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ显著低于对照组，ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ

显著高于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；苦
参碱组 Ｅｃａ１０９细胞中 ｐＬＫＢ１／ＬＫＢ１、ｐＡＭＰＫ／
ＡＭＰＫ显著高于对照组，ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ显著低于
对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；自噬抑制剂＋
苦 参 碱 组 Ｅｃａ１０９ 细 胞 中 ｐＬＫＢ１／ＬＫＢ１、
ｐＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ显著高于对照组，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）；自噬抑制剂 ＋苦参碱组与对照组
Ｅｃａ１０９细胞中 ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ比较差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５）。苦参碱组和自噬抑制剂＋苦参碱
组 Ｅｃａ１０９细胞中 ｐＬＫＢ１／ＬＫＢ１、ｐＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ
显著高于自噬抑制剂组，ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ显著低于
自噬抑制剂组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；自噬
抑制剂 ＋苦参碱组 Ｅｃａ１０９细胞中 ｐＬＫＢ１／ＬＫＢ１、
ｐＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ显著低于苦参碱组，ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ
显著高于苦参碱组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
结果见表２和图４。
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表２　对照组、自噬抑制剂组、苦参碱组和自噬抑制剂＋苦参碱组Ｅｃａ１０９细胞中自噬相关蛋白
及ＬＫＢ１／ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ信号通路蛋白相对表达量比较

Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄＬＫＢ１／ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓａｍｏｎｇｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ，

ｍａｔｒｉｎｅｇｒｏｕｐａｎｄａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｍａｔｒｉｎｅｇｒｏｕｐ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ ｐＬＫＢ１／ＬＫＢ１ ｐＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ
对照组 ３ １．００６±０．００５ １．００６±０．００５ １．００６±０．００５ １．００６±０．００６ １．００６±０．００６
自噬抑制剂组 ３ ０．７２６±０．０６７ ０．７６７±０．１１２ ０．５８７±０．０６５ａ ０．５２３±０．０７０ａ ２．３０７±１．１００ａ

苦参碱组 ３ ２．９０３±０．４７４ａｂ ２．７８３±０．１７５ａｂ ２．２３０±０．０８２ａｂ １．８１０±０．０６０ａｂ ０．６８０±０．０６６ａｂ

自噬抑制剂＋苦参碱组 ３ １．５２３±０．１９０ａｂｃ ２．０２３±０．１０３ａｂｃ １．３６３±０．０６１ａｂｃ １．３４３±０．０９６ａｂｃ ０．８５０±０．０４６ｂｃ

Ｆ ４２．２２１ １９５．２００ ３９８．３５１ １９７．８９０ ４００．００１
Ｐ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

　　注：与对照组比较ａＰ＜０．０５；与自噬抑制剂组比较ｂＰ＜０．０５；与苦参碱组比较ｃＰ＜０．０５。

Ａ：对照组；Ｂ：自噬抑制剂组；Ｃ：苦参碱组；

Ｄ：自噬抑制剂＋苦参碱组。

图４　对照组、自噬抑制剂组、苦参碱组和自噬抑制剂＋苦参碱

组Ｅｃａ１０９细胞中自噬相关蛋白及ＬＫＢ１／ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ

信号通路蛋白的表达

Ｆｉｇ．４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄＬＫＢ１／

ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅＥｃａ１０９

ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ，

ｍａｔｒｉｎｅｇｒｏｕｐａｎｄａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｍａｔｒｉｎｅｇｒｏｕｐ

３　讨论

　　食管癌是常见的消化道恶性肿瘤，其早期手术
治疗有较好的临床效果，但对于进展期患者，单纯手

术治疗难以取得满意的临床效果，且术后复发和转

移较为多见，因此常辅助以化学治疗、免疫治疗等综

合治疗。长期使用一类药物进行治疗时，除药物本

身会对患者身体造成一定的损害外，肿瘤亦容易产

生耐药性。因此，需要寻找有效且毒副作用较小的

新型抗肿瘤药物，制定个性化方案，以延长患者的远

期生存率，提高患者的生存质量。

　　中医药文化历史悠久，中草药因其治疗疾病安

全有效且毒副作用较小等优势，已被广泛用于治疗

各种疾病。苦参是一味传统中草药，属豆科槐属植

物，其性寒味苦，主要功能是清热燥湿、利尿。苦参

碱是来源于苦参的单体成分，目前关于苦参碱对食

管癌的治疗效果罕有报道，其作用机制也不清楚。

有研究发现，苦参碱具有阻滞细胞周期、诱导肿瘤细

胞发生自噬和凋亡等作用，体外实验发现其对肝癌、

结肠癌有较好的抑制作用［１５１７］。

　　研究显示，苦参碱对胃癌具有显著的抗肿瘤活
性，而且苦参碱诱导胃癌细胞死亡时凋亡和自噬均

被激活［１８］。细胞自噬与肿瘤有着密切关系，在自噬

过程中，哺乳动物雷帕霉素靶蛋白复合物（ｍａｍｍａｌｉａｎ
ｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎｃｏｍｐｌｅｘ，ｍＴＯＲＣ）处于整个自噬过
程的起点。细胞内的信号通路如果可以影响到

ｍＴＯＲＣ的活性，那么就能调控下游自噬的过程。抗
肿瘤药物常通过诱导肿瘤细胞凋亡或自噬发挥治疗

作用［１９］。ＬＩＮ等［２０］研究发现，苦参碱可抑制肝癌细

胞生长、迁移和侵袭，同时促进肝癌细胞凋亡和自

噬，进而发挥抗肿瘤作用。本研究发现，不同浓度苦

参碱组Ｅｃａ１０９细胞中ＬＣ３荧光斑点随浓度升高而
增多，提示苦参碱可诱导Ｅｃａ１０９细胞自噬。
　　ＡＭＰＫ的激活能磷酸化结节性硬化症复合物，
从而促进 ｍＴＯＲ的失活，诱导细胞自噬水平的提
高。ＡＭＰＫ也能直接磷酸化 ｍＴＯＲ调节相关蛋白，
抑制 ｍＴＯＲ，上调细胞自噬。ＬＫＢ１是ＡＭＰＫ的上游
激酶，其可通过形成 ｐＬＫＢ１进而激活 ＡＭＰＫ，从而
调节自噬。有研究表明，细胞在缺氧或者缺乏营养

的状况下，能激活ＡＭＰＫ并显著增加 ＡＭＰＫ蛋白的
表达，抑制 ｍＴＯＲ的活性，进而激活自噬相关蛋白
的表达［２１］。

　　本研究结果发现 ，Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达量及ＬＣ３Ⅱ／
ＬＣ３Ⅰ、ｐＬＫＢ１／ＬＫＢ１和 ｐＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ在苦参碱
组细胞中最高，当加入自噬抑制剂后，相关蛋白的表

达量下降；而ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ在苦参碱组最低，当加
入自噬抑制剂后，ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ却增加。本研究
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还发现，苦参碱可促进 ｐＬＫＢ１、ｐＡＭＰＫ蛋白的表
达，抑制ｐｍＴＯＲ蛋白的表达，进而上调自噬，这表
明苦参碱激活了ＬＫＢ１／ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ信号通路。以
上结果提示，苦参碱可能是通过调节 ＬＫＢ１／ＡＭＰＫ／
ｍＴＯＲ通路蛋白的表达诱导食管癌 Ｅｃａ１０９细胞发
生自噬的。

４　结论

　　苦参碱可以抑制细胞增殖，诱导细胞产生自噬，
ＬＫＢ１／ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ信号通路可能涉及自噬的诱
导。本研究为苦参碱治疗食管癌提供一定的理论基

础，苦参碱可能成为未来临床辅助治疗食管癌的新

措施，但苦参碱诱发自噬的具体机制有待深入探究。
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