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白花丹素下调 FoxM1 对食管鳞癌细胞增殖、凋亡的影响 

刘正端 1, 赵智伟 2, 陈亚娟 1* 

(1. 河南南阳市第二人民医院,  2. 河南科技大学第一附属医院, 河南 南阳 473000) 

摘要: 鉴于白花丹素 (Plumbago zeylanica L.) 抗癌谱广、毒性低的特点, 分析白花丹素抑制食管鳞癌细胞系

增殖及诱导凋亡的分子机制对其进一步的结构改造和临床应用具有重要的理论意义。本研究采用 0～20 μmol·L−1

浓度处理 KYSE-30、KYSE-70和 KYSE-140细胞 24、48和 72 h, 分别用 CCK-8检测细胞增殖、Annexin V 和

PI荧光染色检测凋亡、real-time PCR和Western blot检测 FoxM1表达、双荧光素酶报告基因实验检测 FoxM1启

动子转录活性。并采用裸鼠体内治疗实验分析白花丹素抗肿瘤作用与 FoxM1 的关系。结果显示, 白花丹素明显

抑制食管鳞癌细胞增殖, 诱导细胞凋亡, 抑制细胞在体内的增殖, 其有效作用浓度为 5～10 μmol·L−1。此外, 研

究发现白花丹素能够通过抑制 FoxM1 启动子转录活性而下调 FoxM1 的 mRNA和蛋白表达。本研究表明, 白花

丹素能够通过下调 FoxM1基因的表达抑制食管癌细胞的体内体外增殖。 
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Abstract: Plumbagin (Plumbago zeylanica L.) has a wide spectrum of anticancer activity with a relatively 

lower toxicity.  The molecular mechanisms of proliferation inhibition and apoptosis induction by plumbagin on 
esophageal squamous carcinoma cell lines may be important for the structure modification and clinical application 
of plumbagin.  After treatment of KYSE-30, KYSE-70 and KYSE-140 cells with 0−20 μmol·L−1 of plumbagin 
for 24, 48, 72 h, CCK8 was used to examine the proliferation, Annexin V and PI immunofluorescence staining 
for apoptosis, real-time PCR and Western blot for FoxM1 mRNA and protein expression, dual-luciferase reporter 
gene assay for the transcriptional activity of FoxM1, respectively.  In addition, the relationship between anti-      
tumor effect of plumbagin and FoxM1 was investigated in vivo.  Plumbagin significantly inhibited proliferation 
and induced apoptosis of esophageal squamous carcinoma cell in vitro and in vivo.  Moreover, plumbagin 
down-regulated the expression of FoxM1 through suppression of its gene transcription.  Our findings suggest 
that plumbagin may inhibit the proliferation of esophageal squamous carcinoma cell in vivo and in vitro through 
down-regulating the expression of FoxM1. 
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食管癌 (EC) 的发病率在消化系统恶性肿瘤中
位列第三, 且死亡率高[1]。其较高的复发率和转移率

是导致 5年生存率较低的主要原因[2]。食管鳞状细胞

癌 (ESCC) 占所有食管癌发病率的 90%  以上, 与食
管腺癌相比, 二者有显著不同的病因和病理特征[3]。

寻找 ESCC 的预后预测指标和关键的分子机制不仅
可以帮助临床预防和监测预后, 也可以为研究者提
供新的治疗思路和治疗方案。 

FoxM1 是学术界公认的癌基因, 其在食管鳞癌
中表达明显上调[4], 对其具有抑制作用的天然药物及
化学合成单体药物的研究是目前药学界研究的热点。

白花丹素 (5-羟基-2-甲基-1,4-萘醌) 是双子叶植物
药白花丹科植物白花丹根的活性提取物。《生草药性

备要》: “味苦, 性寒, 无毒。”《广西药植图志》: “味
辛, 气烈, 性热, 有大毒。”《四川中药志》: “性温, 
味淡, 无毒。”《岭南草药志》: “性微温; 根茎: 味
微涩微苦; 叶: 辣, 有毒。”入肺、脾、肝三经。目
前已经被证明具有抗炎[5]、抗动脉粥样硬化[6]和抗肿

瘤的作用[7]。有研究表明, 白花丹素具有抑制多种肿
瘤细胞增殖的作用包括卵巢癌[8]、前列腺癌[9]、乳腺

癌[10]和白血病[11]。但目前没有研究报道白花丹素在

食管鳞癌中的研究情况, 关于其抗肿瘤分子机制的
研究也很少, 因此本文围绕白花丹素对食管鳞癌的
抗肿瘤活性进行研究。 
 

材料与方法 
细胞与实验动物  KYSE-30、KYSE-70、KYSE-    

140 和 293T 细胞, 由郑州大学中英分子肿瘤学研究
中心提供。BALB/c裸鼠, 10只, 4～5周龄, 雄性, SPF
级, 体质量 18～22 g, 由常州卡文斯实验动物有限
公司提供, 合格证号: SYXK (苏) 2011-0003。适应性
饲养 1 周后用于实验。 

药品、试剂与仪器  白花丹素 (Sigma 公司, 美
国), FoxM1启动子克隆质粒 (pEZX-LvGA04-FoxM1 
promoter)、FoxM1 启动子克隆对照质粒  (pEZX-    
LvGA01)、Secrete-PairTM双荧光素酶基因检测试剂盒 
(GeneCopoeia公司, 美国)。 

细胞培养  KYSE-30、KYSE-70、KYSE-140 和
293T 细胞培养于 37 ℃、5% CO2、湿度饱和的培养

箱中, KYSE-30、KYSE-70和 KYSE-140用含有 10% 
FBS和 1%  青链霉素的 1640培养基培养, 293T细胞用
含有 10% FBS和 1%  青链霉素的 DMEM培养基进行
培养。细胞在对数生长期进行后续实验。 

CCK-8 检测白花丹素对肿瘤细胞增殖的影响  
将对数生长期的 KYSE-140、KYSE-70 和 KYSE-30
细胞分别接种于 96 孔板中, 每孔约 0.5×103～1×103

个细胞, 细胞贴壁后按 0.625、1.25、2.5、5.0、10和
20 μmol·L−1浓度加入白花丹素, 以含 0.1% DMSO完
全培养基为对照组。每组浓度设 5个复孔, 24、48和
72 h后换新鲜培养基, 并加入 CCK-8试剂, 4 h后在
450 nm处检测吸光度 (OD) 值。以白花丹素浓度为
横坐标, 抑制率为纵坐标绘制抑制曲线, 并得出半数
抑制浓度 (IC50)。 

白花丹素对肿瘤细胞凋亡的影响  将对数生长

期的 KYSE-140 细胞接种在腔室培养瓶中, 每瓶约
1×104个细胞, 24 h后按 0和 5 μmol·L−1的浓度加入    
白花丹素, 再培养 24 h, 取下细胞爬片, PBS 漂洗      
2 遍, 加入配好的凋亡染液, 室温避光孵育 15 min, 
荧光显微镜下观察。Annexin V-FITC 荧光信号呈绿    
色, propidium iodide (PI) 荧光信号呈红色。 

白花丹素对FoxM1 mRNA表达的影响  将处于

对数生长期的 KYSE-140细胞接种在 6孔板中, 贴壁
后以 5 和 10 μmol·L−1浓度加入白花丹素, 对照组加
入 PBS, 24 h后消化收集细胞, TRIzol法提取总RNA。
将 1 µg RNA逆转录成 cDNA: 2×RT mix 10 µL、mix     
2 µL、oligo dT23VN 1 µL、random hexamers 12 µL,     
总体系 20 µL。反应条件: 25 ℃, 5 min; 50  ℃, 15 min; 
85 ℃, 5 min。Real-time PCR的方法检测目的基因和
内参的表达。引物序列如下: GAPDH: F 5'-GCTCTC 
TGCTCCTCCTGTTC-3', R 5'-ACGACCAAATCCGT 
TGACTC-3'; FoxM1: F 5'-TTAAGCAGCAGAAACG 
ACCG-3', R 5'-TCACCGGGAACTGGATAGGT-3'。以
2−ΔΔCt表示基因的相对表达水平。所有样本均设 3 个
复孔。 

白花丹素对 FoxM1蛋白表达量的影响  将处于

对数生长期的 KYSE-140细胞接种在 6孔板中, 24 h
后以 5 和 10 μmol·L−1浓度加入白花丹素, 对照组加
入 PBS, 24 h 后消化收集细胞提取总蛋白并进行定
量。然后电泳分离, 转膜, 封闭, 兔抗人 FoxM1一抗 
(abcam, 美国) 孵育, 洗膜, 抗兔二抗孵育, ECL显影, 
GAPDH为内参。 

构建稳定表达GLuc-SEAP双报告基因的 FoxM1
启动子克隆及 FoxM1 启动子对照克隆的 KYSE-140
细胞系  将对数生长期的 293T细胞接种于 10 cm培
养皿中, 密度达到 50%～60% 时, 进行病毒包装, 收集
细胞上清 10 mL, 离心、过滤。分别各取 1 mL加入密
度达到 50%～60%  的 KYSE-140细胞中, 24 h后更换
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培养基。72 h后加入嘌呤霉素 (1.0 μg·mL−1) 进行筛
选, 48 h后除去抗生素, 药物浓度减半维持培养[12]。 

白花丹素对 FoxM1的转录调控  将处于对数生
长 期 的 稳 定 表 达 GLuc-SEAP 双 报 告 基 因 的

KYSE-140 细胞接种在 6 孔板中, 贴壁后以 5 和 10 
μmol·L−1浓度加入白花丹素, 对照组加入 PBS, 培养
24 h后收集 0.2 mL培养基, 然后进行双荧光素酶基
因报告实验: 每孔 10 μL 细胞培养物 (3 个复孔) 加
入 96孔白板, 每孔加入 GLuc工作液 100 μL, 室温孵
育 1 min, 多功能酶标仪检测 GLuc 的荧光强度。从
GLuc 检测流程中吸取 50 μL含有 GLuc 工作液的细
胞培养物, 65 ℃加热 10～15 min。每孔 10 μL (3个复
孔) 加入 96 孔白板, SEAP 工作液 100 μL, 孵育 10 
min, 多功能酶标仪检测 SEAP的荧光强度。 

体内实验观察白花丹素对异体种植 KYSE-140
细胞生长的影响  BALB/c 小鼠共 10 只, 随机分      
为对照组  (PBS)、白花丹素组  (通过腹腔注射 2 
mg·kg−1·day−1, 每周进行 5次)。KYSE-140细胞 (1×106

个细胞) 悬浮在 1 mL PBS中, 皮下种植裸鼠的右侧
腋下。当肿瘤达到 100 mm3, 开始药物治疗。每天测
量肿瘤大小, 肿瘤体积根据以下公式计算: V (mm3) = 

a×b2/2, a是肿瘤最长轴, b是肿瘤最短的轴。所有的
小鼠都在治疗 24 天后处死。收集肿瘤组织, 测量固
定后进行组织学研究。 

免疫组化  肿瘤组织在 4%  多聚甲醛中固定, 常
规处理后浸蜡包埋。取各组蜡块常规 1 μm 切片, 常
规脱蜡、水化、修复后进行免疫和显色反应, 封片后
显微镜观察各组 FoxM1的表达水平。 

统计学分析  应用 SPSS 17.0软件包进行统计学
处理, 实验结果以 x ±  s表示, 多样本均数间比较采

用单因素方差分析, 当 P < 0.05时认为差别有统计学
意义。 
 

结果 
1  白花丹素明显抑制KYSE-30、KYSE-70和KYSE-    
140细胞增殖 

白花丹素处理 24、48、72 h后, 用 CCK-8方法
检测 KYSE-30、KYSE-70和 KYSE-140 细胞的增殖, 
发现白花丹素能够明显抑制 3种细胞的增殖, 其抑制
率在各个食管癌细胞系中均呈浓度依赖性 (图 1)。 
2  白花丹素显著增加 KYSE-140细胞凋亡敏感性 

5.0 μmol·L−1白花丹素处理 KYSE-140细胞 24 h
后, Annexin V-FITC和 PI染色, 10×倍镜下取 3个不同
视野进行计数, 发现白花丹素能够同时增加早期和
晚期凋亡的敏感性 (图 2)。 
3  白花丹素下调 FoxM1的表达 

5.0 和 10 μmol·L−1白花丹素分别作用 24 h 后, 
Western blot 结果表明, KYSE-140 细胞中 FoxM1 蛋     
白表达明显下降 (图 3A、B)。qPCR结果显示, 白花
丹素能够明显下调 KYSE-140细胞 FoxM1 mRNA的
表达 (图 3C)。为进一步分析白花丹素对 FoxM1基因
调控的机制, 采用 5.0和 10 μmol·L−1白花丹素处理含

GLuc-SEAP双报告基因的 FoxM1启动子的KYSE-140/   
FoxM1及相应对照克隆的KYSE-140/FoxM1-Con细胞, 
结果显示, 在 5.0 和 10 μmol·L−1两个浓度下, 白花丹
素能够明显下调 FoxM1基因的启动子活性 (图 3D)。 
4  白花丹素对体内食管癌细胞生长的影响 

本研究检测了白花丹素体内抑制食管癌细      
胞生长的能力。结果显示 ,  与对照组相比 ,  给药         
2 mg·kg−1·day−1 的裸鼠, 肿瘤生长的抑制作用明显,     

 

 
IC50 /μmol·L−1 D   

 
Esophageal cancer 

cell line 24 h 48 h 72 h 

 KYSE-30  3.5 ± 0.6 3.2 ± 0.8 2.9 ± 0.5 

 KYSE-70  7.3 ± 0.5 7.2 ± 0.9 3.5 ± 0.7 

  KYSE-140 11.6 ± 0.7 8.3 ± 0.7 5.2 ± 0.9 

Figure 1  Plumbagin inhibited KYSE-30, KYSE-70 and KYSE-140 cells proliferation.  A: 24 h; B: 48 h; C: 72 h; D: At different times, 
IC50 of plumbagin in KYSE-30, KYSE-70 and KYSE-140 cells  
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Figure 2  Plumbagin induced apoptosis of KYSE-140 cells (image overlapping, green fluorescence represents early apoptosis, red      
fluorescence represents late apoptosis).  A: Negative control; B: KYSE-140 cells treated with 5.0 μmol·L−1 plumbagin for 24 h; C: 
Quantitative analysis of column chart for apoptosis.  n = 3, x ± s.  *P < 0.05 vs control  
 

 
Figure 3  Plumbagin can inhibit FoxM1 expression, and regulate the activity of FoxM1 gene promoter.  A: Western blot showed that 
plumbagin inhibited FoxM1 protein expression; B: The quantitative histogram of FoxM1 protein expression; C: Plumbagin inhibited 
FoxM1 mRNA expression; D: Plumbagin can inhibit the promoter activity of FoxM1 significantly.  n = 3, x ± s.  *P < 0.05, **P < 0.01 vs 
control  
 
肿瘤大小减少约 47.52%。对照组平均肿瘤体积是      
2 123.77 mm3, 实验组为 1 114.55 mm3 (图 4A、C)。两
组裸鼠体重变化无显著差异 (图 4D)。与对照组相比, 
实验组的肿瘤重量减少了 39.26% (图 4E)。这些结果
表明, 白花丹素抑制体内食管癌细胞的生长。 
5  白花丹素对肿瘤组织中 FoxM1表达的影响 

之前的体外研究表明 , 白花丹素通过抑制
FoxM1 抑制食管癌细胞的生长。为了进一步确定白
花丹素在体内产生同样的效果, 通过裸鼠皮下成瘤
实验验证白花丹素对成瘤的抑制作用, 并通过肿瘤
组织切片染色来评估 FoxM1的表达水平。结果显示, 
与对照组的肿瘤组织相比, 实验组的 FoxM1 表达水
平下降 (图 4B)。与本课题组前期研究的数据结合起
来表明, 白花丹素通过下调 FoxM1 的表达发挥其抗
肿瘤活性。 

讨论 
食管癌严重危害人类生命和健康, 是世界上最

常见的恶性肿瘤之一, 我国是世界上食管癌发病率
最高的国家, 发病率及死亡率始终处于较高水平[1]。

食管鳞癌早期缺乏特异症状 , 患者就诊时大部分 
(约 80%) 处于中晚期 (ⅢB～Ⅳ期), 预后极差[2]。尽

管近年来食管癌治疗技术有了很大提高, 食管癌也
采取了手术治疗、放疗和化疗等多学科综合治疗措    
施, 但其治愈率并没有明显改善, 总的 5 年生存率不
到 20%, 治疗后复发与转移是导致食管癌治疗失败
的最终原因[2]。 

FoxM1是 Fox转录因子家族成员之一, 可通过调
节细胞增殖相关基因转录, 进而调节胚胎发育和组
织再生等过程[13, 14]。FoxM1 是一种致癌的转录因子, 
在多种人类恶性肿瘤中, 与肿瘤细胞增殖和凋亡密切 
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Figure 4  Plumbagin can inhibit proliferation of esophageal cancer cell in vivo, and inhibit the expression of FoxM1.  A: Plumbagin 
inhibited tumor cell proliferation; B: FoxM1 protein expression; C: Tumor volume changes in two groups; D: The change of nude mice 
weight; E: Tumor weight difference in two groups.  n = 5, x ± s.  *P < 0.05 vs control 

 
相关[15]。近年来, 多项研究证明, FoxM1异常表达可
影响基因组稳定性及细胞有丝分裂等, 从而促进肿
瘤发生发展及转移。高水平表达 FoxM1的恶性肿瘤往
往预示着具有低分化、高度恶性、远处转移和临床预

后差等特性[16]。其通过调控下游相关基因表达成为

多种恶性肿瘤如胰腺癌[17]、宫颈癌[18]、结肠癌[19]和

胃癌[20]等的致癌基因。除了本研究, 许多其他研究已
经发现, 下调 FoxM1能够抑制食管癌细胞的生长[4]。

因此, FoxM1 被认为是一个有吸引力的预防和/或治
疗癌症的目标。以 FoxM1 为靶点对于食管癌的治疗
可能有显著意义, 小分子 FoxM1 抑制剂是目前药理
学研究的热点。最近的研究表明, 许多天然药物提取
物的抗肿瘤作用与下调 FoxM1的表达有关[21]。 

许多研究已经证明, 白花丹素具有治疗肿瘤的
潜在价值。在乳腺癌、肺癌和前列腺癌中, 白花丹素
能显著抑制肿瘤发生和肿瘤细胞的生长。在本研究中

亦发现, 白花丹素具有抑制食管癌细胞增殖和促进
其凋亡的作用, 进一步的机制研究表明, 其在体内和
体外抑制肿瘤生长的作用可能与抑制癌基因 FoxM1
的表达有关。双荧光素酶基因报告实验表明, 白花丹
素具有抑制 FoxM1 基因启动子的作用, 说明其对
FoxM1 基因具有直接的调控作用, 正是这种调控作
用使其在体内体外实验中发挥了抗肿瘤作用。 

以上结果表明, 下调 FoxM1 介导了白花丹素对

食管癌细胞生长的抑制作用。此外, 白花丹素极有可
能作为潜在 FoxM1 抑制剂治疗包括食管癌在内的许
多肿瘤疾病。但是, 还需进一步的体内研究来确定白
花丹素的抗肿瘤活性与 FoxM1 的失活有关, 以及进
行白花丹素在体内的代谢机制研究, 为以 FoxM1 为
靶点的抗肿瘤治疗提供依据。 
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