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铁死亡通路激活在雄黄抑制食管癌增殖和转移中的作用
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摘要: 本文以食管癌Eca109、KYSE150细胞为研究对象, 探讨铁死亡通路激活在雄黄抑制食管癌增殖和转移中

的作用。采用CCK-8法检测抑制率及半数抑制浓度 (IC50); 克隆形成实验检测克隆形成能力; 流式细胞检测细胞活

性氧自由基 (ROS) 变化; 透射电镜观察细胞超微结构; 普鲁士蓝染色观察细胞内铁颗粒分布; 免疫荧光染色检测细

胞谷胱甘肽过氧化物酶4 (GPX4) 表达; 划痕实验检测细胞迁移能力; Transwell小室实验检测细胞侵袭能力; Western

blot 检测细胞中 E-cadherin、Slug、N-cadherin 蛋白表达。结果显示 , 雄黄以时间及浓度依赖性方式抑制 Eca109、

KYSE150细胞增殖, 作用Eca109、KYSE150细胞的 IC50分别为 64.297、51.337 μmol‧L-1; 与空白组相比, 雄黄 2IC50组

Eca109、KYSE150细胞胞浆内大量线粒体发生肿胀并发现大小各异、多少不等的蓝染颗粒, 且ROS荧光强度明显升

高, GPX4蛋白表达明显降低 (P < 0.01); 与雄黄组相比, 雄黄+ZVAD-FMK组 Eca109、KYSE150细胞增殖、迁移能

力、穿膜数及Slug、N-cadherin蛋白表达明显升高, 细胞抑制率及E-cadherin蛋白表达明显降低 (P < 0.05); 雄黄+erastin

组Eca109、KYSE150细胞增殖、迁移能力、穿膜数及Slug、N-cadherin蛋白表达明显降低, 细胞抑制率及E-cadherin蛋

白表达明显升高 (P < 0.05)。以上研究结果表明, 雄黄可抑制Eca109、KYSE150细胞增殖, 诱导细胞发生铁死亡现

象, 雄黄对食管癌细胞的增殖和转移作用可能通过部分铁死亡通路激活发挥作用。
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Abstract: This study was designed to investigate the role of activation of the ferroptosis pathway in the inhibition

of esophageal cancer proliferation and metastasis by realgar, using esophageal cancer Eca109 and KYSE150 cells as the

target cells. The rate of inhibition and half-inhibitory concentration (IC50) were measured by the CCK-8 method;

clone formation ability was measured by clone formation assay; the changes in reactive oxygen species (ROS)

were detected by flow cytometry; the ultrastructure of the cells was observed by transmission electron microscopy;

the distribution of intracellular iron particles was observed by Prussian blue staining; the expression of glutathione

peroxidase 4 (GPX4) was detected by immunofluorescence staining; the scratch assay was used to detect the cell

migration ability; the Transwell assay was used to detect the cell invasion ability; and western blotting was used to

detect E-cadherin, Slug and N-cadherin protein expression in the cells. The results show that realgar inhibited the

proliferation of Eca109 and KYSE150 cells in a time- and concentration-dependent manner, and the IC50 of Eca109 and
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KYSE150 cells was 64.297 and 51.337 μmol‧L-1, respectively. Compared with the control group, many mitochondria

in the cytoplasm of Eca109 and KYSE150 cells in the realgar 2IC50 group were swollen and blue-stained particles

of different sizes and amounts were found, and ROS fluorescence intensity was significantly increased while GPX4

protein expression was significantly reduced (P < 0.01). Compared with the realgar group, the proliferation, migration,

membrane penetration and Slug and N-cadherin protein expression were significantly increased, and the cell

inhibition rate and E-cadherin protein expression were significantly decreased in Eca109 and KYSE150 cells in the

realgar+ZVAD-FMK group (P < 0.05). The proliferation, migration, membrane penetration and Slug and N-cadherin

protein expression were significantly decreased, and the cell inhibition rate and E-cadherin protein expression were

significantly increased of Eca109 and KYSE150 cells in the realgar +erastin group (P < 0.05). The above results

show that realgar inhibited the proliferation of Eca109 and KYSE150 cells and induced partial ferroptosis in the

cells, and the proliferation and metastasis effects of realgar on esophageal cancer cells may work through partial

ferroptosis pathway activation.
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食管癌 (esophageal cancer, EC) 被列为世界上第

八大癌症相关死亡原因和第二大常见胃肠道癌症[1]。

其在我国表现出明显的地理分布模式, 有较高的发病

率和死亡率, 且相关死亡率在逐渐增加[2]。引起EC的

因素主要包括饮食习惯、遗传因素, 且饮食习惯在EC

的发生中起着至关重要的作用[3]。目前, EC的治疗方

案主要包括手术切除、化疗、放疗及联合治疗, 包括手

术治疗和非手术治疗在内的多种治疗方法已成为癌症

患者的主流治疗方法[4]。尽管一些治疗和诊断技术不

断发展, 但许多患者在患有晚期、无法手术和转移性疾

病时, 患者的预后并不理想, 5年生存率在 15%～25%

之间波动 , 特别是转移性 EC, 5 年生存率仅为 4%[5]。

因此, 寻找具有特异性高、疗效好、毒副作用小的治疗

药物对抗癌药物的开发具有重要意义。

雄黄 (realgar, REA) 是一种含有砷化合物的中药,

其在中医中被广泛应用已有多年的历史[6]。研究表

明, REA具有镇痛、消炎、提高免疫力等作用, 且对多

种血液系统肿瘤、胃癌、宫颈癌、乳腺癌、子宫内膜癌、

卵巢癌等具有抑制肿瘤生长促进凋亡的作用[7-9]。最

新研究证实, 雄黄纳米颗粒通过抑制基质金属蛋白酶

(MMP)-2、9表达和血管生成, 在小鼠乳腺癌移植瘤中

抑制肿瘤细胞的迁移、侵袭[10]。这些研究证明REA是

一种潜在的抗肿瘤药物, 对肿瘤细胞增殖、迁移和侵袭

具有抑制效果。然而, REA 对 EC的干预效果尚未全

清晰。

铁死亡是一种以铁依赖性的脂质活性氧堆积为特

点的细胞死亡方式, 其在分子生物学、形态学和代谢特

征等方面显著区别于其他类型的细胞死亡形式[11]。研

究显示, 铁死亡的激活可以抑制肿瘤细胞增殖, 而抑制

谷胱甘肽过氧化物酶4 (glutathione peroxidase 4, GPX4)

的活性可能选择性地激活铁死亡[12]。此外 , GPX4 对

于肿瘤复发也是必需的[13]。尽管如此, 铁死亡在恶性

肿瘤治疗中的有效程度还远未可知。因此, 本研究假

设雄黄能够诱导EC细胞发生铁死亡, 进而抑制EC的

发生发展, 为验证假设, 本研究拟通过体外实验研究雄

黄对EC细胞增殖、迁移和铁死亡的影响, 进而探讨铁

死亡激活在雄黄抑制EC增殖和转移中的作用, 为其应

用于临床治疗EC提供理论依据和研究基础。

材料与方法

细胞株 人食管癌细胞系Eca109、KYSE150细胞

购于武汉普诺赛生命科技有限公司。

主要试剂及仪器 雄黄干粉购自湖北诺纳科技有

限公司 (SA4101); 铁死亡抑制剂 (ferrostatin-1, Fer-1,

IF0430)、铁 死 亡 诱 导 剂 (erastin, IE0310)、结 晶 紫

(C8470) 购自北京索莱宝科技有限公司; 凋亡抑制剂

(ZVAD-FMK, HY-16658B) 购自上海MCE公司; CCK-8

试剂盒 (BS350A) 购自上海 Biosharp 公司 ; Matrigel

(基底胶 , 356234) 购自美国 Corning 公司 ; 相关一抗

GPX4 (A13309) 、E-cadherin (A3044) 、Slug (A1057) 、

N-cadherin (A19083) 购自武汉 Abclonal 公司 ; Spectra

Max PLUS 384 酶标仪购自 Molecular Devices 公司 ;

BCA蛋白浓度测定试剂盒 (P0009) 购自上海碧云天生

物技术有限公司; ECL发光试剂盒 (KF001) 购自美国

Affinity公司; Panthera数码三目摄像显微镜购自麦克

奥迪实业集团有限公司; JEM-1400FLASH透射电子显

微镜购自日本 JEOL公司。

药品制备 磷酸盐缓冲液溶解雄黄干粉, 磁力搅

拌器搅拌使其充分溶解 12 h, 后经 0.2 μm过滤器过滤

混悬液, 4 ℃储存备用, 部分样本送往兰州大学化学实

验室测定溶液中砷的浓度, 经 ICP发射光谱法测定得

知溶液中砷的浓度为5.498 mg‧L-1。
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细胞培养及分组 将Eca109、KYSE150细胞以含

10%胎牛血清、1%青链霉素的RPMI 1640培养基置于

37 ℃、5% CO2细胞培养箱中培养, 待细胞长至 70%～

80%后用胰蛋白酶消化后传代。

CCK-8法检测细胞增殖 取对数生长期Eca109、

KYSE150细胞, 调整细胞密度为每毫升 2×104个, 以每

孔 100 μL接种于 96孔板中。并于每孔中加入不同浓

度的雄黄 (0、10、20、40、60、80、100 μmol‧L-1) 培养 24、

48、72 h, 随后每孔加入 10 μL CCK-8溶液, 37 ℃培养

2 h。利用酶标仪测定 450 nm 处的吸光度 (A) 值 , 并

计算细胞抑制率和半数抑制浓度 (IC50)。细胞抑制

率 = [1 - A 实验组 / A 对照组] × 100%。随后取对数生长期

Eca109、KYSE150细胞, 设置分组: 对照组 (control)、雄

黄组 (realgar, IC50)、雄黄 +Fer-1 (realgar+Fer-1, IC50+

1 μmol ‧ L-1)、雄黄+ZVAD-FMK (realgar+ZVAD-FMK,

IC50+10 μmol ‧L-1)、雄黄+erastin (realgar+erastin, IC50+

10 μmol‧L-1), 每组 3个重复, 加入对应浓度的药物, 按

上述步骤检测细胞抑制率。

克隆形成实验检测克隆形成能力 取对数生长期

Eca109、KYSE150 细胞用胰酶消化后接种于 6 孔板

中, 细胞密度为 150个/孔, 于 37 ℃、5% CO2恒温培养

箱中培养 24 h。设置分组: ① 雄黄 (0、10、20、40、60、

80、100 μmol‧L-1); ② 对照组 (control)、雄黄组 (realgar,

IC50)、雄黄+Fer-1 (realgar+Fer-1, IC50+1 μmol‧L-1)、雄黄+

ZVAD-FMK (realgar+ZVAD-FMK, IC50+10 μmol ‧ L-1)、

雄黄+erastin (realgar+erastin, IC50+10 μmol‧L-1), 每组

3 个重复, 加入对应浓度的药物培养, 待出现肉眼可见

细胞群落时终止培养, 采用4%多聚甲醛固定细胞30～

60 min, 0.1%结晶紫染色 5 min, 弃去染液后流水冲洗

细胞, 待其自然风干后, 拍照记录, 计数克隆。

划痕实验检测细胞迁移能力 取对数生长期

Eca109、KYSE150 细胞 , 将细胞接种于 6 孔板内 , 每

孔约 5×105 个细胞 , 设置分组为对照组 (control)、雄

黄组 (realgar, IC50)、雄黄 +Fer-1 (realgar+Fer-1, IC50+

1 μmol ‧L-1)、雄黄+ZVAD-FMK (realgar+ZVAD-FMK,

IC50+10 μmol ‧L-1)、雄黄+erastin (realgar+erastin, IC50+

10 μmol‧L-1), 第 2天细胞生长至 100%融合时, 用 10 μL

无菌枪头在 6孔板底部轻划一条力度和角度一致、粗

细均匀的直线 (每组设 3个重复)。分别于 0、24 h在倒

置相差显微镜下观察同一视野划痕的宽度并拍照, 计

算划痕愈合距离 [△d (μm) = 0 h划痕宽度-24 h划痕

宽度], 以划痕愈合距离代表细胞迁移能力。

Transwell 小室实验检测细胞侵袭 将 4 ℃预冷

的以 1∶5稀释的基质胶加入到Transwell上室中, 铺匀

后在 37 ℃下干燥 70 min, 分组同“划痕实验检测细胞

迁移能力”项, 细胞悬浮液, 每组设置 5个复孔, 将细胞

浓度调节至每毫升 5×105个, 向上室添加 200 μL细胞

悬浮液, 向下室添加 500 μL含有 20% FBS的培养基作

为趋化因子。加入药物后将小室放入 5% CO2、37 ℃

下培养 24 h, 棉签擦去上室中未转移的细胞 , PBS 漂

洗, 甲醇固定细胞, 用0.1%结晶紫染色后, 每孔选取5个

视野在光学显微镜下拍照, 统计各组迁移细胞数目。

免疫荧光染色检测细胞GPX4表达 取对数生长

期Eca109、KYSE150细胞, 将细胞以 4.5×104个接种至

6孔板中, 设置分组为对照组 (control)、雄黄 1/2IC50组

(1/2IC50)、雄黄 IC50 组 (IC50)、雄黄 2IC50 组 (2IC50), 于

37 ℃、5% CO2恒温培养箱中培养 24 h, 洗涤细胞, 4%

多聚甲醛固定细胞 , 0.25% Triton X-100 透膜 , 10% 山

羊血清封闭, 加入一抗 (GPX4) 4 ℃过夜, 洗涤, 加入二

抗, 室温2 h, 洗涤, 倒置荧光显微镜拍照, 采用 Image-Pro

Plus 6.0图像分析系统测定GPX4表达水平。

Western blot 检 测 细 胞 E-cadherin、Slug、N-

cadherin蛋白表达 取对数生长期Eca109、KYSE150

细胞, 分组同“划痕实验检测细胞迁移能力”项, 培养

24 h后收集细胞, 采用 RIPA 裂解液提取细胞总蛋白,

BCA 法检测蛋白浓度 , 通过 10% SDS-PAGE 电泳分

离蛋白质并转移到 PVDF膜上。将膜用含有 5%脱脂

牛奶的 TBST室温封闭 2 h。4 ℃下孵育一抗过夜 (E-

cadherin、Slug、N-cadherin、β-actin), TBST 洗涤后室温

孵育二抗 2 h, 洗涤, 加入ECL发光液显色并在自动曝

光仪中拍照。采用 ImageProPlus软件分析各蛋白条带

的灰度值, 计算蛋白相对表达量。

流式细胞术分析细胞 ROS情况 取对数生长期

Eca109、KYSE150细胞, 分组同“免疫荧光染色检测细

胞GPX4表达”项, 培养24 h后收集细胞, 然后加入1 mL

终浓度为 10 μmol‧L-1 DCFH-DA探针工作液, 37 ℃下

培养 20 min。用流式细胞仪量化荧光强度, 以反映各

细胞组的ROS含量 (激发波长为 488 nm, 发射波长为

525 nm)。

透射电镜检测线粒体超微结构 取对数生长期

Eca109、KYSE150细胞, 分组同“免疫荧光染色检测细

胞GPX4表达”项, 培养 24 h后收集细胞, 经 2.5%戊二

醛固定 12 h, 1%锇酸固定 2 h, 包埋, 半薄切片定位, 切

片机切片, 酯酸双氧铀、枸檬酸铅双重染色, 透射电镜

观察并采集图像。

普鲁士蓝染色观察细胞内铁颗粒分布 取对数生

长期Eca109、KYSE150细胞, 分组同“免疫荧光染色检

测细胞GPX4表达”项, 培养 24 h后收集细胞, 4%多聚

甲醛固定, Perl试剂孵育, 1%核坚固红复染 3 min, PBS

洗去多余核坚固红后, 应用 Panthera数码三目摄像显
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微镜采集图像。采用 Image-Pro Plus 6.0图像分析系统

测定所采集图像的光密度 (IOD) 和面积 (area), 计算阳

性表达面积百分率。

统计学分析 采用 SPSS 22.0软件进行数据统计

分析, 数据以平均值 ± 标准差 (x̄ ± s) 表示, 多组间比较

采用单因素方差分析, P < 0.05为差异有统计学意义。

结果

1 雄黄对食管癌细胞增殖的抑制作用

CCK8 检 测 结 果 显 示 , 雄 黄 作 用 后 Eca109、

KYSE150细胞增殖被抑制, 且抑制作用呈时间及浓度

依赖性 , 雄黄作用 Eca109、KYSE150 细胞 72 h 的 IC50

分别为 64.297、51.337 μmol‧L-1 (图 1A)。克隆形成实

验结果显示, Eca109、KYSE150 细胞增殖随着雄黄浓

度增高而呈现降低趋势 (P < 0.01, 图1B～D)。

2 雄黄对食管癌细胞铁死亡的诱导作用

透射电镜观察结果显示 , 与对照组相比 , 雄黄

1/2IC50组 Eca109、KYSE150 细胞胞浆内发生自噬; 雄

黄 IC50组Eca109、KYSE150细胞胞浆内少量线粒体发

生肿胀、自噬; 雄黄 2IC50组 Eca109、KYSE150 细胞胞

浆内大量线粒体发生肿胀、自噬, 粗面内质网扩张, 线

粒体嵴变短变少甚至消失 (图 2A)。普鲁士蓝染色结

果显示 , 对照组无蓝染颗粒 , 雄黄 1/2IC50组、IC50组、

2IC50组 Eca109、KYSE150细胞均能发现大小各异、多

少不等的蓝染颗粒 (图 2B), 与对照组相比 , 雄黄 IC50

组、2IC50组 Eca109、KYSE150细胞铁阳性表达面积百

分率均明显升高 (P < 0.05, 图 2C)。免疫荧光染色结

果显示, 与对照组相比, 雄黄 1/2IC50组、IC50组、2IC50组

Eca109、KYSE150细胞 GPX4蛋白表达明显降低 (P <

0.05, 图 2D、E)。ROS荧光强度结果显示, 与对照组相

比 , 雄黄 1/2IC50组、IC50组、2IC50组 Eca109、KYSE150

细胞ROS荧光强度明显升高 (P < 0.01, 图2F)。

3 铁死亡通路激活对雄黄抑制食管癌细胞增殖的影响

克隆形成实验结果显示 , 与对照组比较 , 雄黄组、雄

黄+Fer-1 组、雄黄+erastin 组 Eca109 细胞增殖明显降

低 , 雄黄组、雄黄+Fer-1 组、雄黄+ZVAD-FMK 组、雄

Figure 1 Inhibitory effect of realgar on the proliferation of esophageal cancer cells. A: Eca109 and KYSE150 cells were treated with the

indicated concentrations of realgar for 24, 48 and 72 h, cell viability was detected by CCK-8; B-D: Eca109 (B, D) and KYSE150 (C, D)

cells were treated with the indicated concentrations of realgar for 24 h, the ability of cell clone formation was assayed using clone formation

assay. n = 3, x̄ ± s. **P < 0.01 vs 0 μmol‧L-1 realgar group
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黄+erastin 组 KYSE150 细胞增殖明显降低 (P < 0.05);

与雄黄组相比 , 雄黄+Fer-1 组、雄黄+ZVAD-FMK 组

Eca109、KYSE150细胞增殖明显升高, 雄黄+erastin组

Eca109、KYSE150细胞增殖明显降低 (P < 0.05, 图3A～

C)。CCK-8检测结果显示, 与对照组比较, 雄黄组、雄

黄 +Fer-1 组、雄黄 +ZVAD-FMK 组、雄黄 +erastin 组

Eca109、KYSE150细胞抑制率明显升高 (P < 0.01); 与

雄黄组相比 , 雄黄 +Fer-1 组、雄黄 +ZVAD-FMK 组

Eca109、KYSE150细胞抑制率明显降低, 雄黄+erastin

组 Eca109、KYSE150 细胞抑制率明显升高 (P < 0.01,

图3D)。

4 铁死亡通路激活对雄黄抑制食管癌细胞迁移、侵袭

的影响

划痕实验结果显示 , 与对照组相比 , 雄黄组、雄

黄 +Fer-1 组、雄黄 +ZVAD-FMK 组、雄黄 +erastin 组

Eca109、KYSE150 细胞迁移能力明显降低 (P < 0.01);

与雄黄组相比 , 雄黄+Fer-1 组、雄黄+ZVAD-FMK 组

Eca109、KYSE150细胞迁移能力明显升高, 雄黄+erastin

组Eca109、KYSE150细胞迁移能力明显降低 (P < 0.01)

(图 4A、B)。Transwell小室实验结果显示, 与对照组相

比 , 雄黄组、雄黄+Fer-1 组、雄黄+ZVAD-FMK 组、雄

黄+erastin 组 Eca109、KYSE150 细胞穿膜数明显降低

(P < 0.01); 与雄黄组相比, 雄黄+Fer-1组、雄黄+ZVAD-

FMK组Eca109、KYSE150细胞穿膜数明显升高, 雄黄+

erastin组Eca109细胞穿膜数明显降低 (P < 0.01, 图4C、

D)。Western blot检测结果显示, 与对照组相比, 雄黄

组、雄黄+Fer-1组、雄黄+ZVAD-FMK 组、雄黄+erastin

组Eca109、KYSE150细胞Slug、N-cadherin蛋白表达明

显降低, E-cadherin蛋白表达明显升高 (P < 0.05); 与雄

黄组相比 , 雄黄+ZVAD-FMK 组 Eca109、KYSE150 细

胞 Slug、N-cadherin 蛋白表达明显升高 , E-cadherin 蛋

白表达明显降低 (P < 0.05), 雄黄+erastin 组 Eca109、

Figure 2 Induction of ferroptosis in esophageal carcinoma cells by realgar. Eca109 and KYSE150 cells were treated with the indicated

concentrations of realgar for 24 h. A: Cellular mitochondrial ultrastructure was observed by transmission electron microscopy (15 000×);

B, C: Intracellular iron particle distribution (400×) was observed by Prussian blue staining; D, E: Cellular glutathione peroxidase 4 (GPX4)

changes were determined by immunofluorescence staining and observed under a fluorescent microscope (40× ); F: Cellular ROS were

measured by DCFH-DA and detected by flow cytometry. n = 3, x̄ ± s. *P < 0.05, **P < 0.01 vs control group
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KYSE150 细胞 Slug、N-cadherin 蛋白表达明显降低 ,

E-cadherin蛋白表达明显升高 (P < 0.05, 图4E、F)。

讨论

EC是影响人类健康的常见癌症之一, 超过 50%的

患者在初步诊断为EC时存在无法切除肿瘤或放射学

上可见的转移[14]。虽然手术切除、放化疗是EC的标准

治疗方法 , 但治疗对大多数患者的疗效并不令人满

意[15]。中药诱导细胞凋亡、抑制迁移是当前寻找更有

效的癌症治疗方法的一个活跃研究领域, 然而中药抑

制细胞增殖、迁移的机制复杂, 仍需进一步研究[16]。研

究已表明, 雄黄对多种肿瘤具有抑制作用[17], 本研究评

估了雄黄对EC细胞增殖及铁死亡的作用, 并探讨了铁

死亡激活后雄黄对EC细胞迁移、侵袭的影响。

肿瘤的发展往往伴随着肿瘤的增殖、转移, 这会导

致治疗失败、肿瘤复发甚至死亡[18]。以往研究表明, 雄

黄在宫颈癌细胞增殖、迁移、侵袭过程中起着举足轻重

的作用[19], 此外, 雄黄抑制胃癌、黑色素瘤、胰腺癌、肝

细胞癌的增殖, 并通过发挥其抑制乳腺癌细胞侵袭和

迁移的功能作为一种潜在的候选药物来减轻乳腺癌的

转移[10,20]。本研究发现, 雄黄呈时间及浓度依赖性抑

制 Eca109、KYSE150 细胞增殖 , 其作用于 Eca109、

KYSE150 细胞的 IC50 分别为 64.297、51.337 μmol‧L-1,

提示雄黄具有抑制EC细胞增殖的作用。研究报道, 铁

死亡会影响肿瘤、神经退行性疾病及心肌病等的病理

生理过程[21], 此外, 由于GPX4失活导致的致命性代谢

失衡是细胞内铁死亡的执行者[22]。Zhang等[23]研究表

明冬凌草甲素能与半胱氨酸共价结合形成共轭冬凌草

甲素-半胱氨酸, 从而抑制谷胱甘肽的合成导致GPX4

活性显著降低, 从而诱导铁死亡发挥抗EC活性。ROS

过量被认为可导致抗氧化系统失常, 从而影响细胞活

动, 产生有害的氧化脂质和其他大分子, 导致脂质过氧

化、膜损伤和细胞死亡 , 当脂质过氧化物不能通过

GPX4催化谷胱甘肽还原酶反应代谢, 之后Fe2+可以氧

化脂质产生ROS, 从而促使铁死亡的发生[24]。在本研

究中, 雄黄 2IC50组Eca109、KYSE150细胞胞浆内大量

线粒体发生肿胀、自噬及细胞均能发现大小各异、多少

不等的蓝染颗粒, 且细胞GPX4蛋白表达明显降低, 细

胞 ROS 的生成明显增加。提示雄黄 2IC50 作用后

Eca109、KYSE150细胞发生铁死亡。与本研究相关的

是, Chen等[25]报道双氢青蒿素可以提高细胞内游离铁

水平, 使细胞对铁死亡变得更加敏感, 提示雄黄可能具

Figure 3 Effect of ferroptosis pathway activation on the inhibition of esophageal cancer cell proliferation by the action of realgar. Eca109

and KYSE150 cells were treated with realgar, realgar+Fer-1, realgar+ZVAD-FMK, and realgar+erastin for 24 h, respectively. A-C: The ability

of cell clone formation was detected by clone formation assay; D: Cell viability was detected by CCK-8. n = 3, x̄ ± s. *P < 0.05, **P < 0.01 vs

control group; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs realgar group
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有相似的作用。

为进一步探讨铁死亡通路是否影响雄黄对

Eca109、KYSE150迁移、侵袭的抑制作用, 本实验首先

对 EC 细胞进行雄黄诱导 , 然后采用铁死亡抑制剂

(Fer-1)、铁死亡诱导剂 (erastin)、凋亡抑制剂 (ZVAD-

FMK) 作用细胞。Fer-1作为一种亲脂性自由基捕获抗

氧化剂, 可以预防铁死亡, erastin是一种作用于Xc-系

统的铁死亡诱导剂 , 而 ZVAD-FMK 是根据 caspase 活

性结构合成的小分子肽类抑制剂[26]。研究报道, 在培

养的心肌细胞中, erastin可促进多柔比星诱导的铁死

亡 , 而 Fer-1、ZVAD-FMK 能够抑制铁死亡 , 可完全阻

止多柔比星诱导的心肌细胞死亡[27]。本研究结果发

现 , 与单独使用雄黄相比 , 雄黄+erastin 组 Eca109、

KYSE150细胞增殖、迁移及侵袭被明显抑制, 而雄黄+

Fer-1 组、雄黄+ZVAD-FMK 组细胞增殖、迁移及侵袭

明显增加, 提示铁死亡可能影响雄黄抑制EC细胞的增

Figure 4 Effect of ferroptosis pathway activation on the inhibition of esophageal cancer cell migration and invasion by realgar. A, B:

Eca109、KYSE150 cells migration was detected by cell scratch test; C, D: Eca109、KYSE150 cells invasion was detected by Transwell inva‐

sion experiment; E, F: Cell lysates were prepared and subjected to Western blot assay using antibody against E-cadherin, Slug, and N-

cadherin, protein levels of β-actin were also measured as control. n = 3, x̄ ± s. *P < 0.05, **P < 0.01 vs control group; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs

realgar group
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殖、迁移和侵袭, 与Tadokoro等[27]的报道结果相似。此

外 , 研究报道上皮间充质转化 (EMT) 可促进大多数

癌细胞的转移 , 在癌细胞的侵袭中起关键作用 , E-

cadherin 抑制 EMT, Slug 促进 EMT 诱导的细胞迁移 ,

N-cadherin在食管鳞癌组织中高表达[28]。本研究结果

发现 , 雄黄导致 EC 细胞 Slug、N-cadherin 蛋白表达明

显降低, E-cadherin蛋白表达明显升高, 提示雄黄对EC

细胞的EMT有调节作用。进一步结果显示, 雄黄和铁

死亡诱导剂 erastin可明显降低Eca109、KYSE150细胞

Slug、N-cadherin 蛋白表达, 升高 E-cadherin 蛋白表达,

与 erastin 形成鲜明对比的是 , 雄黄和凋亡抑制剂

ZVAD-FMK 可明显升高 Eca109、KYSE150细胞 Slug、

N-cadherin 蛋白表达, 明显降低 E-cadherin 蛋白表达。

以上结果表明, 铁死亡介导雄黄对 EC 细胞的抑制作

用。此外, 肿瘤细胞系对铁死亡的敏感性高度不同[29],

在本研究结果中雄黄+ZVAD-FMK组细胞增殖、迁移

及侵袭明显增加, 结合细胞 Slug、N-cadherin蛋白表达

明显升高, E-cadherin蛋白表达明显降低, 提示雄黄也

可能通过激活细胞凋亡通路抑制EC细胞的迁移及侵

袭, 雄黄发挥抑制EC迁移的作用可能部分通过铁死亡

激活。然而, 铁死亡是一种铁依赖且不同于凋亡、焦

亡、自噬等传统程序性细胞死亡的细胞死亡方式[30], 本

研究中铁死亡诱导剂 erastin+雄黄可明显抑制Eca109、

KYSE150细胞增殖、迁移及侵袭, 说明雄黄的抗EC细

胞迁移作用部分依赖铁死亡的激活。综上所述, 雄黄

抑制食管癌细胞增殖和转移, 诱导细胞铁死亡, 雄黄对

食管癌细胞的增殖和转移作用可能通过部分铁死亡通

路激活发挥作用。然而, 由于肿瘤发生发展的复杂性,

雄黄抑制食管癌进展的机制还有待进一步研究。
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