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摘要：目的　探究柚皮素抑制非受体型酪氨酸激酶２／信号转导与转录激活因子３
（ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３）通路对食管癌细胞增殖和凋亡作用及其机制。方法　用细胞计
数试剂盒－８（ＣＣＫ－８）筛选不同剂量柚皮素对 ＫＹＳＥ１５０细胞活力的影响以选
择柚皮素浓度。将 ＫＹＳＥ１５０细胞依次分为对照组（常规培养）、低剂量实验组
（１０μｍｏｌ·Ｌ－１柚皮素）、高剂量实验组（４０μｍｏｌ·Ｌ－１柚皮素）、ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通
路抑制剂组（２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＧ４９０）、ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路激活剂组（４０μｍｏｌ·Ｌ－１

柚皮素和１０μｍｏｌ·Ｌ－１香豆霉素Ａ１）。用５－溴－２’－脱氧尿苷（Ｂｒｄｕ）染色法
检测细胞Ｂｒｄｕ阳性细胞率，用克隆形成实验法检测细胞克隆形成数量，用逆转
录实时荧光定量聚合酶链反应（ＲＴ－ｑＰＣＲ）法检测增殖和凋亡相关基因表达，
用流式细胞仪法检测细胞凋亡率，用末端脱氧核苷酸转移酶介导的２’－脱氧尿
苷－５’－三磷酸缺口末端标记（ＴＵＮＥＬ）染色法检测细胞 ＴＵＮＥＬ阳性率，用蛋
白质印迹法检测ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路相关蛋白表达，用免疫组化法检测柚皮素对
ＫＹＳＥ１５０细胞裸鼠异种移植瘤 Ｋｉ－６７核抗原（Ｋｉ６７）和肿瘤组织生长的影响。
结果　柚皮素对ＫＹＳＥ１５０细胞活力半数抑制浓度接近４０μｍｏｌ·Ｌ－１。对照组、
低剂量实验组、高剂量实验组、ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路抑制剂组和 ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路
激活剂组ＫＹＳＥ１５０细胞 Ｂｒｄｕ阳性率分别为（５８６４±５２３）％、（４６２３±４０５）％、
（２１０５±３０４）％、（２３６２±３１５）％和（３５９８±３２１）％；克隆形成数分别为
（１０２３６±１０２５）、（７８６４±７２１）、（５００５±４３２）、（５２３９±５０３）和
（６１５５±５１２）个；细胞周期蛋白Ｂ１（ＣｙｃｌｉｎＢ１）信使核糖核酸（ｍＲＮＡ）相对表达
水平分别为１０２±０１１、０７４±００５、０４５±００４、０４８±００５和０６２±００６；
细胞周期蛋白依赖性激酶１（ＣＤＫ１）ｍＲＮＡ相对表达水平分别为１０３±００７、
０６２±００５、０２７±００３、０３０±００４和 ０５１±００４；凋 亡 率 分 别 为
（４１５±０４２）％、（１５６２±１０２）％、（２９６５±２０３）％、（２７８４±１９８）％和
（１９６６±１２０）％；ＴＵＮＥＬ阳性率分别为（８６５±０８２）％、（２０６４±２０３）％、
（３７６８±３０５）％、（３５６２±２１６）％和（２８１４±２０１）％；Ｂ细胞淋巴瘤 －特大
号蛋白（Ｂｃｌ－ｘｌ）ｍＲＮＡ相对表达水平分别为１０２±００７、０７２±００６、０４１±００４、
０４４±００５和０５９±００５；Ｂ细胞淋巴瘤－２蛋白（Ｂｃｌ－２）ｍＲＮＡ相对表达水平
分别为１０１±００５、０５９±００４、０３６±００３、０３９±００４和０５０±００３。低剂
量实验组、高剂量实验组以及ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路抑制剂组与对照组相比，高剂量
实验组以及ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路抑制剂组与低剂量实验组相比，ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路
激活剂组与高剂量实验组相比，上述指标在统计学上差异均有统计学意义

（均Ｐ＜００５）。在裸鼠实验中，动物对照组、动物低剂量实验组和动物高剂量实验
组肿瘤体积分别为（１２８７６５±９８５４）、（８２１２２±７１６５）和（４２５３９±３７６９）ｍｍ３；肿瘤
质量分别为（１８５±０１２）、（１２０±００９）和（０７３±００５）ｇ；肿瘤组织中Ｋｉ６７阳性率
分别为（６９５２±５３６）％、（４４３５±３１２）％和（２００６±２８５）％。动物低、高剂量实验
组的上述指标与动物对照组相比，动物高剂量实验组的上述指标与动物低剂量实验

组相比，在统计学上差异均有统计学意义（均Ｐ＜００５）。结论　柚皮素通过抑制
ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号通路，显著抑制食管癌ＫＹＳＥ１５０细胞的增殖并促进其凋亡。
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ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣｙｃｌｉｎＢ１ｍｅｓｓｅｎｇｅｒｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｅｉｄ（ｍＲＮＡ）ｗｅｒｅ１０２±０１１，
０７４±００５，０４５±００４，０４８±００５ａｎｄ０６２±００６，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｋｉｎａｓｅ１（ＣＤＫ１）ｍＲＮＡｗｅｒｅ１０３±００７，０６２±００５，０２７±００３，０３０±００４ａｎｄ０５１±００４，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓｗｅｒｅ（４１５±０４２）％，（１５６２±１０２）％，（２９６５±２０３）％，（２７８４±１９８）％ ａｎｄ（１９６６±１２０）％，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｓｏｆＴＵＮＥＬｗｅｒｅ（８６５±０８２）％，（２０６４±２０３）％，（３７６８±３０５）％，（３５６２±２１６）％
ａｎｄ（２８１４±２０１）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＢｃｌ－ｘｌｍＲＮＡｗｅｒｅ１０２±００７，０７２±００６，
０４１±００４，０４４±００５ａｎｄ０５９±００５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＢｃｌ－２ｍＲＮＡｗｅｒｅ１０１±００５，
０５９±００４，０３６±００３，０３９±００４ａｎｄ０５０±００３，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＣｏｍｐａｒｅｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗｉｔｈｌｏｗ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｇｒｏｕｐ，ｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｎｄＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３ｐａｔｈｗａｙｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ，ｃｏｍｐａｒｅｄｌｏｗ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ
ｗｉｔｈｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｎｄＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３ｐａｔｈｗａｙｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ，ｃｏｍｐａｒｅｄｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｗｉｔｈ
ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３ｐａｔｈｗａｙａｃｔｉｖａｔｏｒｇｒｏｕｐ，ｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓａｌｌｓｈｏｗｅｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（ａｌｌＰ＜００５）
Ｉｎｎｕｄｅｍｏｕｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ，ｔｈｅｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅｓｏｆａｎｉｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ａｎｉｍａｌｌｏｗ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｎｄａｎｉｍａｌ
ｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅ（１２８７６５±９８５４），（８２１２２±７１６５）ａｎｄ（４２５３９±３７６９）ｍｍ３，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅ
ｔｕｍｏｒｍａｓｓｅｓｗｅｒｅ（１８５±０１２），（１２０±００９）ａｎｄ（０７３±００５）ｇ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅＫｉ６７ｐｏｓｉｔｉｖｉｔｙｒａｔｅｓｉｎｔｕｍｏｒ
ｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅ（６９５２±５３６）％，（４４３５±３１２）％ａｎｄ（２００６±２８５）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｏｆｔｈｅａｎｉｍａｌ
ｌｏｗａｎｄｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｒｏｍｔｈｏｓｅｏｆａｎｉｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ａｎｄ
ｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｏｆｔｈｅａｎｉｍａｌｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｒｏｍｔｈｏｓｅｏｆ
ａｎｉｍａｌｌｏｗ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ（ａｌｌＰ＜００５）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｎａｒｉｎｇｅｎｉｎｃｌｅａｒｌｙｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄ
ｐｒｏｍｏｔｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｅｓｏｐｈａｇｅａｌｃａｎｃｅｒＫＹＳＥ１５０ｃｅｌｌｓｂｙｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇｔｈｅＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｎａｒｉｎｇｅｎｉｎ；Ｊａｎｕｓｋｉｎａｓｅ２／ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３ｐａｔｈｗａｙ；ｅｓｏｐｈａｇｅａｌｃａｎｃｅｒ；
ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ９Ｍａｙ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５５）

　　 食管癌是原发食管粘膜上皮恶性肿瘤，
据２０２２年统计，食管癌占所有新发癌症病例的２６％
和癌症死亡人数的４６％，并且男性发病率和死亡率
显著高于女性［１－２］。目前，食管癌总体预后仍不理

想，探寻高效、低毒的新型策略迫在眉睫。已知，柚皮

素为一种天然黄烷酮衍生物，可以通过诱导癌细胞凋

亡、抑制增殖、调控线粒体功能等途径发挥抗癌作

用［３］。但柚皮素在食管癌治疗中的具体作用仍需进

一步研究。据报道，非受体型酪氨酸激酶２／信号转导
与转录激活因子３（Ｊａｎｕｓｋｉｎａｓｅ２／ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ
ａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３，ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３）信号通路
在细胞增殖、分化及免疫调节等过程中发挥作用［４］。

在食管癌中，ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号通路的激活促进癌细
胞增殖、抑制细胞凋亡［５］。基于此，本研究旨在探究

柚皮素通过调控 ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路对食管癌细胞行
为的影响，为食管癌的临床治疗提供新的突破。

材料与方法

１　材料
细胞　人食管癌ＫＹＳＥ１５０细胞株及人正常食管上

皮ＨＥＴ－１Ａ细胞株，均购自美国典型培养物保藏中心。
动物　裸鼠（ＢＡＬＢ／ｃ－ｎｕ），鼠龄９～１０周，体质

量１８～２２ｇ，河南斯克贝斯生物科技股份有限公司提
供。动物许可证号：ＳＣＸＫ（豫）２０２０－０００５。本实验
经河南斯克贝斯生物科技股份有限公司动物伦理委

员会批准（伦理批号：２０２４－５３８）。
试剂　柚皮素，规格：每瓶５ｍｇ，纯度：９９２８％，

批号：ＨＹ－Ｎ０１００、香豆霉素Ａ１（ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路激
活剂），规 格：每 瓶 ５ｍｇ，纯 度：９９８６％，批 号：
ＨＹ－Ｎ７４５２、ＡＧ４９０（ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路抑制剂），规格：
每瓶５ｍｇ，纯度：９９８６％，批号：ＨＹ－１２０００，均由美国
ＭＣＥ公司生产；细胞计数试剂盒 －８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇ
ｋｉｔ－８，ＣＣＫ－８）、逆转录实时荧光定量聚合酶链反应
（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌ－ｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴ－ｑＰＣＲ）、流式细胞凋亡检测、末端脱
氧核苷酸转移酶介导的２’－脱氧尿苷－５’－三磷酸缺
口末端标记 （ｔｅｒｍｉｎａｌｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ２’－
ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ５’－ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅｎｉｃｋ－ｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇ，ＴＵＮＥＬ）
染色以及 Ｋｉ－６７核抗原（Ｋｉ－６７ｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，
Ｋｉ６７）免疫组化试剂盒，均由上海雅吉科技公司生产；
５－溴－２’－脱氧尿苷 （５－ｂｒｏｍｏ－２’－ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ，
Ｂｒｄｕ）染色液，北京索莱宝试剂公司生产；Ｂｒｄｕ、ｐ－ＪＡＫ２、
ＪＡＫ２、ｐ－ＳＴＡＴ３、ＳＴＡＴ３、β－ａｃｔｉｎ抗体及 ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ
４８８和辣根过氧化物酶 （ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）

标记的二抗，均由上海艾博科技公司生产。

仪器　Ｆｅｙｏｎｄ－ＭＦ２００酶标仪，浙江杭州奥盛仪器
公司产品；ＶｅｒｓａＸＲＭ６１５显微镜，德国蔡司光学公司产
品；ＡＢＩＱ３ＰＣＲ仪，美国ＡＢＩ公司产品；ＣｙｔｏＦＬＥＸ流式细
胞仪，美国贝克曼库尔特产品；Ｅ－ＧｅｌＩｍａｇｅｒ凝胶成像
系统，美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ科技公司产品。
２　实验方法
２１　细胞培养［３］

ＫＹＳＥ１５０用含１０％胎牛血清及１％青霉素－链霉
素混合溶液的ＲＰＭＩ－１６４０完全培养基；ＨＥＴ－１Ａ用含
１０％胎牛血清及 １％青霉素 －链霉素混合溶液的
ＨＥＴ－１Ａ专用完全培养基，置于３７℃、５％ ＣＯ２、饱和湿
度的细胞培养箱中常规培养２４ｈ。
２２　ＣＣＫ－８法检查不同剂量柚皮素对 ＫＹＳＥ１５０
细胞活力的影响［６］

将处于对数增殖期的 ＫＹＳＥ１５０和 ＨＥＴ－１Ａ分
别以每孔１×１０４个接种到９６孔板上，培养至细胞贴
壁后，分别进行处理，实验组添加不同浓度柚皮素（５、
１０、２０、４０和８０μｍｏｌ·Ｌ－１）的培养基，对照组加入等
体积不含柚皮素的培养基。空白组为仅加入等体积

但不含细胞的培养基。所有组均培养４８ｈ。培养结
束后，每孔添加ＣＣＫ－８溶液孵育２ｈ。用酶标仪检测
各孔细胞在４５０ｎｍ波长处的光密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，
ＯＤ），计算细胞活力。
２３　细胞分组及处理方法［７－８］

将ＫＹＳＥ１５０以每孔１×１０５个接种到６孔板上，
培养２４ｈ后进行分组。对照组常规培养；低剂量实验
组加入 １０μｍｏｌ·Ｌ－１柚皮素；高剂量实验组加入
４０μｍｏｌ·Ｌ－１柚皮素；ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路抑制剂组加
入２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＧ４９０；ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路激活剂组
加入４０μｍｏｌ·Ｌ－１柚皮素和１０μｍｏｌ·Ｌ－１香豆霉素
Ａ１。各组均处理４８ｈ后进行后续实验。
２４　 Ｂｒｄｕ染 色 法 检 测 各 组 ＫＹＳＥ１５０细 胞
Ｂｒｄｕ阳性细胞率［９］

将处理后的各组ＫＹＳＥ１５０细胞以每孔１×１０４个接
种到２４孔板上，培养２４ｈ后添加Ｂｒｄｕ染色液，４ｈ后经
过试剂盒中固定液和通透液体固定通透后，添加Ｂｒｄｕ抗
体冰上孵育４５ｍｉｎ，添加ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８标记的免疫球
蛋白 Ｇ（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎＧ，ＩｇＧ）二抗孵育２０ｍｉｎ。添加
４’６－２脒基－２－苯基吲哚染色后，在荧光显微镜下观察
并对Ｂｒｄｕ阳性细胞率进行计数。
２５　克隆形成实验法检测各组 ＫＹＳＥ１５０细胞克隆
形成数量［１０］

将处理后的各组 ＫＹＳＥ１５０细胞以每孔５００个接
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种到６孔板上，常规培养１４ｄ后，用多聚甲醛固定，
用结晶紫染色后，在显微镜下对克隆数超过５０个细
胞的数量进行统计。

２６　ＲＴ－ｑＰＣＲ法检测各组 ＫＹＳＥ１５０细胞中增殖
和凋亡相关基因表达［１１］

收集处理的各组 ＫＹＳＥ１５０细胞，提取总 ＲＮＡ，
反转录ｃＤＮＡ后。按照ＲＴ－ｑＰＣＲ试剂盒说明书进行
ＰＣＲ扩增，获取Ｃｔ值。以β－ａｃｔｉｎ为内参，用２－ΔΔＣｔ计
算细胞周期蛋白 Ｂ１（Ｇ２／ｍｉｔｏｔｉｃ－ｓｐｅｃｉｆｉｃｃｙｃｌｉｎ－Ｂ１，
ＣｙｃｌｉｎＢ１）ｍＲＮＡ、细胞周期蛋白依赖性激酶１（ｃｙｃｌｉｎ－
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ１，ＣＤＫ１）ｍＲＮＡ、Ｂ细胞淋巴瘤－特
大 号 蛋 白 （Ｂ －ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ－ｅｘｔｒａ ｌａｒｇｅ，
Ｂｃｌ－ｘｌ）ｍＲＮＡ、Ｂ细胞淋巴瘤 －２蛋白（Ｂ－ｃｅｌｌ
ｌｙｍｐｈｏｍａ２，Ｂｃｌ－２）ｍＲＮＡ相对表达水平。引物序列
如下：ＣｙｃｌｉｎＢ１上游 ５’－ＣＡＧＴＣＡＧＡＣＣＡＡＡＡＴＡＣ
ＣＴＡＣＴＧＧＧＴ－３’，下游５’－ＡＣＡＣＣＡＡＣＣＡＧＣＴＧＣＡＧ
ＣＡＴＣＴＴＣＴＴ－３’；ＣＤＫ１上游５’－ＣＴＧＡＴＴＴＴＧＧＣＣＴＴ
ＧＣＣＡＧＡＧ －３’，下 游 ５’ －ＡＧＣＴＧＡＣＣＣＣＡＧ
ＣＡＡＴＡＣＴＴ－３’；Ｂｃｌ－ｘｌ上游５’－ＡＣＴＴＡＣＣＴＧＡＡＴ
ＧＡＣＣＡＣＣＴＡＧＡＧＣＣ－３’，下游５’－ＧＡＡＧＡＧＴＧＡＧＣ
ＣＣＡＧＣＡＧＡＡＣＣ－３’；Ｂｃｌ－２上游５’－ＴＴＧＴＧＧＣＣＴ
ＴＣＴＴＴＧＡＧＴＴＣＧＧＴＧ－３’，下游 ５’－ＧＧＴＧＣＣＧＧＴ
ＴＣＡＧＧＴＡＣＴＣＡＧＴＣＡ－３’；β－ａｃｔｉｎ上游５’－ＴＣＣＴ
ＧＴＧＧＣＡＴＣＣＡＣＧＡＡＡＣＴ－３’，下游５’－ＧＡＡＧＣＡＴＴＴ
ＧＣＧＧＴＧＧＡＣＧＡＴ－３’。
２７　流式细胞仪法检测各组ＫＹＳＥ１５０细胞凋亡率［６］

收集处理后的各组 ＫＹＳＥ１５０细胞，调整细胞浓
度为每毫升１×１０６个，加入异硫氰酸荧光素标记的膜
联蛋白和碘化丙啶染色液避光孵育１５ｍｉｎ，用流式细
胞仪检测ＫＹＳＥ１５０细胞凋亡率。
２８　 ＴＵＮＥＬ染色法评估各组 ＫＹＳＥ１５０细胞
ＴＵＮＥＬ阳性率［６］

收集处理后的各组ＫＹＳＥ１５０细胞，经过固定、通透
后添加ＴＵＮＥＬ染色液进行染色后，用ＤＡＰＩ复染，用荧
光显微镜观察并计数，计算ＴＵＮＥＬ阳性细胞率。
２９　蛋白质印迹法评估各组 ＫＹＳＥ１５０细胞中
ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路相关蛋白表达［１１］

裂解后收集各组蛋白，将蛋白经过变性、电泳转

移、封闭后添加一抗（ｐ－ＪＡＫ２、ＪＡＫ２、ｐ－ＳＴＡＴ３、
ＳＴＡＴ３、β－ａｃｔｉｎ）处理１４ｈ，补充二抗培养２ｈ。显影
后用ＩｍａｇｅＪ软件分析蛋白条带灰度值。
２１０　ＫＹＳＥ１５０细胞裸鼠异种移植［１０］

收集处理后的各组 ＫＹＳＥ１５０细胞，调整细胞浓
度为每毫升１×１０６个，将细胞悬浮液０２ｍＬ接种于

裸鼠右侧背部皮下组织，待肿瘤体积长至约１００ｍｍ３

时，将裸鼠随机分为 ３组，每组 ８只：动物对照组
（腹腔注射等量生理盐水）、动物低剂量实验组（腹腔

注射１０ｍｇ·ｋｇ－１柚皮素）、动物高剂量实验组（腹腔
注射４０ｍｇ·ｋｇ－１柚皮素），每周注射２次，连续注射
４周。处理完成后分离肿瘤组织，测量肿瘤组织体积并
称质量。选取部分组织经多聚甲醛固定后，石蜡包埋，

切片，用免疫组化法检测Ｋｉ６７表达，计算Ｋｉ６７阳性率。
３　统计学处理

用ＳＰＳＳ２５０软件进行数据分析，数据用 珋ｘ±ｓ表
示，多组间比较用单因素方差分析，组间两两比较

使用ＬＳＤ检验。

结　　果

１　不同剂量柚皮素对ＫＹＳＥ１５０细胞活力的影响
与０μｍｏｌ·Ｌ－１柚皮素比较，柚皮素≥１０μｍｏｌ·Ｌ－１

时，随 着 剂 量 增 加，细 胞 活 力 均 显 著 降 低

（均Ｐ＜００５），其半数抑制浓度 （ｈａｌｆ－ｍａｘｉｍａｌ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０）为４０２６μｍｏｌ·Ｌ－１，柚
皮素浓度为４０μｍｏｌ·Ｌ－１时，ＫＹＳＥ１５０细胞活力接
近ＩＣ５０；在ＨＥＴ－１Ａ细胞活力检测中，与０μｍｏｌ·Ｌ－１

柚皮素比较，８０μｍｏｌ·Ｌ－１柚皮素显著抑制ＨＥＴ－１Ａ
细胞活力（Ｐ＜００５），提示柚皮素对正常细胞有毒性
作用。后续选择１０μｍｏｌ·Ｌ－１和４０μｍｏｌ·Ｌ－１的柚
皮素作为后续实验浓度，见表１。
２　柚皮素对ＫＹＳＥ１５０细胞增殖的影响

与对照组比较，低剂量实验组、高剂量实验组和

ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路抑制剂组的 ＫＹＳＥ１５０细胞 Ｂｒｄｕ阳
性率、克隆形成数、ＣｙｃｌｉｎＢ１及ＣＤＫ１ｍＲＮＡ相对表达
水平均显著下降（均 Ｐ＜００５）；与低剂量实验组比
较，高剂量实验组和 ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路抑制剂组的
　　
表１　不同剂量柚皮素对ＫＹＳＥ１５０细胞和ＨＥＴ－１Ａ细胞活力
的影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｏｓｅｓｏｆｎａｒｉｎｇｅｎｉｎｏｎｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆ
ＫＹＳＥ１５０ａｎｄＨＥＴ－１Ａｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｎａｒｉｎｇｅｎｉｎｄｏｓｅ

（μｍｏｌ·Ｌ－１）
ｎ

ＫＹＳＥ１５０ｃｅｌｌ

ｖｉａｂｉｌｉｔｙ（％）

ＨＥＴ－１Ａｃｅｌｌ

ｖｉａｂｉｌｉｔｙ（％）

０ ８ ９４５６±３５４ ９５６３±５１２
５ ８ ８９６２±７１２ ９４３６±５０２
１０ ８ ８００６±６５８ ９３２４±３０５
２０ ８ ６９６２±６５４ ９１１２±３２８
４０ ８ ５２３４±５０５ ８８６３±６２０
８０ ８ ３１２５±３０６ ８２１６±７０２

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ０μｍｏｌ·Ｌ－１，Ｐ＜００５．
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ９Ｍａｙ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５５）

ＫＹＳＥ１５０细胞Ｂｒｄｕ阳性率、克隆形成数、ＣｙｃｌｉｎＢ１及
ＣＤＫ１ ｍＲＮＡ 相 对 表 达 水 平 均 显 著 下 降

（均Ｐ＜００５）；与高剂量实验组比较，ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通
路激活剂组的 ＫＹＳＥ１５０细胞 Ｂｒｄｕ阳性率、克隆形成
数、ＣｙｃｌｉｎＢ１及ＣＤＫ１ｍＲＮＡ相对表达水平均显著上
调（均 Ｐ＜００５），ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路抑制剂组的上述
指标在统计学上差异均无统计学意义（均 Ｐ＞００５），
见表２。
３　柚皮素对ＫＹＳＥ１５０细胞凋亡的影响

与对照组比较，低剂量实验组、高剂量实验组和

ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路抑制剂组的 ＫＹＳＥ１５０细胞凋亡率

和ＴＵＮＥＬ阳性率均显著升高，Ｂｃｌ－ｘｌ和Ｂｃｌ－２ｍＲＮＡ
相对表达水平均显著下降（均Ｐ＜００５）；与低剂量实验
组比较，高剂量实验组和 ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路抑制剂组
的ＫＹＳＥ１５０细胞凋亡率和 ＴＵＮＥＬ阳性率均显著升
高，Ｂｃｌ－ｘｌ和 Ｂｃｌ－２ｍＲＮＡ相对表达水平均显著降
低（均Ｐ＜００５）；与高剂量实验组比较，ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３
通路激活剂组的ＫＹＳＥ１５０细胞凋亡率和ＴＵＮＥＬ阳性
率均显著下降，Ｂｃｌ－ｘｌ和 Ｂｃｌ－２ｍＲＮＡ相对表达水
平均显著升高（均 Ｐ＜００５），ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路抑制
剂组的上述指标在统计学上差异均无统计学意义

（均Ｐ＞００５），见表３和图１。

表２　ＫＹＳＥ１５０细胞５－溴－２’－脱氧尿苷 （Ｂｒｄｕ）阳性细胞率、克隆形成数、细胞周期蛋白Ｂ１（ＣｙｃｌｉｎＢ１）及细胞周期蛋白依赖性
激酶１（ＣＤＫ１）ｍＲＮＡ相对表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆ５－ｂｒｏｍｏ－２’－ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ（Ｂｒｄｕ）－ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｒａｔｅ，ｃｌｏｎｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｎｕｍｂｅｒａｎｄｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓｏｆＧ２／ｍｉｔｏｔｉｃ－ｓｐｅｃｉｆｉｃｃｙｃｌｉｎ－Ｂ１（ＣｙｃｌｉｎＢ１）ａｎｄｃｙｃｌｉｎ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ１（ＣＤＫ１）ｍＲＮＡｉｎＫＹＳＥ１５０ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｂｒｄｕ－ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｒａｔｅ（％） Ｃｌｏｎｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｎｕｍｂｅｒ ＣｙｃｌｉｎＢ１ｍＲＮＡ ＣＤＫ１ｍＲＮＡ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ８ ５８６４±５２３ １０２３６±１０２５ １０２±０１１ １０３±００７
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ８ ４６２３±４０５ ７８６４±７２１ ０７４±００５ ０６２±００５

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ８ ２１０５±３０４＃ ５００５±４３２＃ ０４５±００４＃ ０２７±００３＃

ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３ｐａｔｈｗａｙｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ８ ２３６２±３１５＃ ５２３９±５０３＃ ０４８±００５＃ ０３０±００４＃

ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３ｐａｔｈｗａｙａｃｔｉｖａｔｏｒ ８ ３５９８±３２１△ ６１５５±５１２△ ０６２±００６△ ０５１±００４△

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｒｏｕｔｉｎｅｃｕｌｔｕｒｅ；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ：１０μｍｏｌ·Ｌ－１ｎａｒｉｎｇｅｎｉｎ；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ：４０μｍｏｌ·Ｌ－１ｎａｒｉｎｇｅｎｉｎ；ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３ｐａｔｈｗａｙ

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ：２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＧ４９０；ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３ｐａｔｈｗａｙａｃｔｉｖａｔｏｒ：４０μｍｏｌ·Ｌ－１ｎａｒｉｎｇｅｎｉｎａｎｄ１０μｍｏｌ·Ｌ－１ｃｏｕｍｅｒｍｙｃｉｎＡ１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５．

表３　ＫＹＳＥ１５０细胞凋亡率、末端脱氧核苷酸转移酶介导的２’－脱氧尿苷－５’－三磷酸缺口末端标记（ＴＵＮＥＬ）阳性率、Ｂ细胞淋
巴瘤－特大号蛋白（Ｂｃｌ－ｘｌ）及Ｂ细胞淋巴瘤－２蛋白（Ｂｃｌ－２）ｍＲＮＡ相对表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ，ｔｅｒｍｉｎａｌｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ２’－ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ５’－ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅｎｉｃｋ－ｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇ
（ＴＵＮＥＬ）－ｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅａｎｄｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＢ－ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ－ｅｘｔｒａｌａｒｇｅ（Ｂｃｌ－ｘｌ），Ｂ－ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ２（Ｂｃｌ－２）
ｍＲＮＡｉｎＫＹＳＥ１５０ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ（％） ＴＵＮＥＬ－ｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅ（％） Ｂｃｌ－ｘｌｍＲＮＡ Ｂｃｌ－２ｍＲＮＡ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ８ ４１５±０４２ ８６５±０８２ １０２±００７ １０１±００５

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ８ １５６２±１０２ ２０６４±２０３ ０７２±００６ ０５９±００４

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ８ ２９６５±２０３＃ ３７６８±３０５＃ ０４１±００４＃ ０３６±００３＃

ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３ｐａｔｈｗａｙｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ８ ２７８４±１９８＃ ３５６２±２１６＃ ０４４±００５＃ ０３９±００４＃

ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３ｐａｔｈｗａｙａｃｔｉｖａｔｏｒ ８ １９６６±１２０△ ２８１４±２０１△ ０５９±００５△ ０５０±００３△

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５．

图１　流式细胞仪检测各组ＫＹＳＥ１５０细胞凋亡率
Ｆｉｇｕｒｅ１　 ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＫＹＳＥ１５０ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
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４　柚皮素对 ＫＹＳＥ１５０细胞中 ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路
相关指标的影响

与对照组比较，低剂量实验组、高剂量实验组和

ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路抑制剂组的 ｐ－ＪＡＫ２／ＪＡＫ２和
ｐ－ＳＴＡＴ３／ＳＴＡＴ３相 对 表 达 水 平 均 显 著 下 降
（均Ｐ＜００５）；与低剂量实验组比较，高剂量实验组
和ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路抑制剂组的 ｐ－ＪＡＫ２／ＪＡＫ２和
ｐ－ＳＴＡＴ３／ＳＴＡＴ３相 对 表 达 水 平 均 显 著 下 降
（均Ｐ＜００５）；与高剂量实验组比较，ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通
路激活剂组的ｐ－ＪＡＫ２／ＪＡＫ２和 ｐ－ＳＴＡＴ３／ＳＴＡＴ３相
对表达水平均显著升高（均 Ｐ＜００５），ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３
通路抑制剂组的的上述指标在统计学上差异均无统

计学意义（均Ｐ＞００５），见图２和表４。
５　柚皮素对ＫＹＳＥ１５０异种移植肿瘤生长的影响

与动物对照组比较，动物低剂量实验组和动物高

剂量实验组的 ＫＹＳＥ１５０异种移植肿瘤组织质量、
体积以及 Ｋｉ６７阳性率均显著下降（均 Ｐ＜００５）；
与动物低剂量实验组比较，动物高剂量实验组的

　　

图２　蛋白质印迹法检测各组 ＫＹＳＥ１５０细胞中磷酸化非受体
型酪氨酸激酶２（ｐ－ＪＡＫ２）、ＪＡＫ２、磷酸化信号转导与转录激
活因子３（ｐ－ＳＴＡＴ３）和ＳＴＡＴ３蛋白相对表达水平
Ｆｉｇｕｒｅ２　 ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＪａｎｕｓ
ｋｉｎａｓｅ２（ｐ－ＪＡＫ２），ＪＡＫ２，ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ
ａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３（ｐ－ＳＴＡＴ３）ａｎｄＳＴＡＴ３ｉｎ
ＫＹＳＥ１５０ｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ；Ｄ：

ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３ｐａｔｈｗａｙｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ；Ｅ：ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３ｐａｔｈｗａｙａｃｔｉｖａｔｏｒｇｒｏｕｐ．

表４　ＫＹＳＥ１５０细胞中 ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路相关蛋白相对表达
水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓ ｏｆｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３ｐａｔｈｗａｙ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎＫＹＳＥ１５０ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ｐ－ＪＡＫ２／ＪＡＫ２ ｐ－ＳＴＡＴ３／ＳＴＡＴ３

Ｃｏｎｔｒｏｌ ８ ０８７±００６ ０８５±００５
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ８ ０６０±００５ ０５２±００５

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ８ ０３６±００４＃ ０２０±００３＃

ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３ｐａｔｈｗａｙｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ８ ０３９±００３＃ ０２２±００２＃

ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３ｐａｔｈｗａｙａｃｔｉｖａｔｏｒ ８ ０５２±００５△ ０４１±００３△

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ

ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５．

ＫＹＳＥ１５０异种移植肿瘤组织质量、体积以及 Ｋｉ６７阳
性率均显著下降（均Ｐ＜００５），见表５。

表５　ＫＹＳＥ１５０异种移植肿瘤生长指标的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ５　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｇｒｏｗｔｈｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｏｆＫＹＳＥ１５０ｘｅｎｏｇｒａｆｔ
ｔｕｍｏｒｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ
Ｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅ

（ｍｍ３）

Ｔｕｍｏｒ

ｍａｓｓ（ｇ）

Ｋｉ６７ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｒａｔｅ（％）

ＡｎｉｍａｌＣｏｎｔｒｏｌ ８ １２８７６５±９８５４ １８５±０１２ ６９５２±５３６
Ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ８ ８２１２２±７１６５ １２０±００９ ４４３５±３１２

Ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ８ ４２５３９±３７６９＃ ０７３±００５＃ ２００６±２８５＃

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈａｎｉｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈａｎｉｍａｌ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５．

讨　　论

食管癌是全球范围内常见的恶性肿瘤，严重威胁

人类健康［１－２］。当前食管癌的治疗方式仅适用于早

期患者，且术后易复发；放疗和化疗在缓解病痛的同

时亦存在耐药性［１２］。因此，寻找新的治疗靶点和药

物对于改善食管癌患者的预后尤为重要。本研究选

择ＫＹＳＥ１５０细胞，因其具有典型的食管癌细胞特性，
能够很好的模拟食管癌的发生发展过程，有助于深入

研究药物的作用机制。

柚皮素是一种天然黄酮类化合物，在抗肿瘤方面

表现出显著效果。研究发现，在肝癌、结直肠癌以及

非小细胞肺癌中，柚皮素可以通过调节细胞增殖和凋

亡相关蛋白表达发挥抗癌作用［３，１３－１４］。在本研究中，

ＣＣＫ－８筛选出柚皮素对 ＫＹＳＥ１５０细胞有影响的最
低浓度（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）以及接近半数抑制浓度
（４０μｍｏｌ·Ｌ－１）作为后续研究的低、高浓度。进一步
行为学研究发现，低、高剂量的柚皮素处理可下调

Ｂｒｄｕ阳性率和克隆形成数，提示柚皮素可以抑制
ＫＹＳＥ１５０细胞增殖能力。从分子水平上看，Ｃｙｃｌｉｎｂ１
和ＣＤＫ１ｍＲＮＡ是细胞增殖的重要指标，２者结合共
同推动细胞从分裂间期到分裂期［１５］。ＣｙｃｌｉｎＢ１和
ＣＤＫ１ｍＲＮＡ相对表达水平下调提示细胞增殖受到抑
制。同时，Ｂｃｌ－ｘｌ和Ｂｃｌ－２ｍＲＮＡ作为抗凋亡基因，
主要通过调控线粒体通透性来发挥抗凋亡作用，２者
表达直接影响细胞对凋亡信号的抵抗能力，在凋亡调

控网络中占据核心地位［１６］，其表达降低以及细胞凋

亡率和ＴＵＮＥＬ阳性率升高，表明柚皮素可以有效促
进ＫＹＳＥ１５０细胞凋亡。这与以往研究中柚皮素在其
他癌症中的作用相似，进一步证实了柚皮素的抗肿瘤

活性［３，１４］。



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　１２８３　

Ｖｏｌ４２Ｎｏ９Ｍａｙ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５５）

据报道，ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路是一种重要的细胞内
信号级联通路，对免疫反应、细胞行为等诸多生理功

能至关重要。当细胞受收到外界刺激后，ＪＡＫ２被激
活进而磷酸化 ＳＴＡＴ３，调控关键基因的转录，促进细
胞增殖、抑制细胞凋亡［１７－１８］。ＹＡＮＧ等［１９］研究表明，

ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号通路在食管癌中通过调控 ＰＬＫ１表
达驱动肿瘤细胞存活与增殖，而 ＤＥＨ通过抑制该通
路诱导细胞凋亡和周期阻滞发挥抗癌作用。

ＨＡＮ等［２０］研究显示，ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号通路在食管癌
中通过促进肿瘤细胞增殖、抑制凋亡和介导化疗耐药

驱动疾病进展，而帕克替尼靶向抑制该通路增强卡铂

疗效。本研究中发现，低、高剂量柚皮素处理以及

ＡＧ４９０后 ｐ－ＪＡＫ２／ＪＡＫ２和 ｐ－ＳＴＡＴ３／ＳＴＡＴ３比值
均下调，表明柚皮素发挥抗癌的作用依赖 ＪＡＫ２／
ＳＴＡＴ３通路的抑制。为了进一步探究柚皮素的作用
机制，在高剂量柚皮素处理的同时添加 ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３
通路激活剂香豆霉素Ａ１进行干预，结果显示，香豆霉
素Ａ１可以部分逆转柚皮素对 ＫＹＳＥ１５０细胞增殖、凋
亡以及 ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路的影响。这充分证明了柚
皮素是通过抑制 ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路，来实现对食管癌
ＫＹＳＥ１５０细胞增殖的抑制和凋亡的促进。

本研究提示，柚皮素通过抑制 ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路
显著抑制食管癌ＫＹＳＥ１５０细胞增殖并促进其凋亡。
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