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小檗碱基于 ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ通路对 ＥＣ９７０６细胞能量代谢的影响

刘洋，陈星，周哲旭，刘娅茹，胡啸博，陈玉龙
（河南中医药大学河南省方证信号传导重点实验室，河南 郑州 ４５００４６）

　　摘要：目的 通过观察小檗碱对 ＥＣ９７０６细胞能量代谢及相关通路的影响从而探究其机制。方法 常规培养细胞，

ＭＴＴ法筛药，选择１５、３０μｇ／ｍＬ两个质量浓度，通过流式细胞术检测细胞周期、凋亡水平，能量代谢分析系统检测细胞
糖酵解潜能及线粒体呼吸能力，蛋白质印迹实验探究细胞中ｐ－ＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ及下游ｐ－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ蛋白表达水平变
化，通过荧光实时定量ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ，ｑＰＣＲ）在基因水平上验证ＡＭＰＫ及下游ｍＴＯＲ的表达水平。结
果 小檗碱能够明显抑制ＥＣ９７０６细胞增殖（Ｐ＜００１），促进ＥＣ９７０６细胞凋亡（Ｐ＜００５），与对照组相比，小檗碱加药组
Ｇ０／Ｇ１期明显降低（Ｐ＜００５），Ｓ期占比明显升高（Ｐ＜００１）。小檗碱能够抑制 ＥＣ９７０６细胞的糖酵解潜能及线粒体呼
吸能力（Ｐ＜００１）且具有浓度依赖性。小檗碱能够促进ｐ－ＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ（Ｐ＜００１）并抑制 ｐ－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ蛋白表达
（Ｐ＜００５）。在基因水平上，小檗碱促进了ＡＭＰＫ表达（Ｐ＜００５），同时促进了ｍＴＯＲ的表达（Ｐ＜００１）。结论 小檗碱

可以通过能量代谢途径抑制食管癌ＥＣ９７０６细胞的增殖，促进食管癌细胞凋亡并阻碍其分裂。
　　关键词：小檗碱；能量代谢；ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ通路；增殖；周期；凋亡
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作者简介：刘洋（１９９３－），女，河南洛阳人，博士在读，研究方向：肿瘤
中医方证。

通讯作者：陈玉龙（１９７３－），男，河南平舆人，教授，博士研究生导师，
博士，研究方向：肿瘤中医方证。Ｅｍａｉｌ：ｃｙｌ７２６２１＠
１６３．ｃｏｍ。

　　食管癌世界范围内居癌症发病第８位，是中国地区高发肿
瘤之一，２０２０年中国新增食管癌死亡病例人数占全球死亡病

例的５０％以上，在中国发病率存在明显地区差异及性别差
异［１］。发病主要以鳞癌为主［２］，中国中北部为世界范围内食

管鳞癌高发地区之一［３］，近年来中国对食管鳞癌的研究进展

产生了较大影响［４－５］。

食管癌中医的病因病机与痰、气、瘀、热相关［６］，从经典验

方到单味中药再到有效成分的研究都有一定的理论临床基础，

亟待长足发展。

小檗碱作为一种广泛使用的生物活性剂已证实了对肿瘤

的抑制作用［７］，在微观水平对肿瘤细胞的研究有了明确进展。

已证实小檗碱能够诱导肿瘤细胞凋亡、促进细胞周期停滞、触
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发或者抑制细胞自噬［８］。能量代谢作为肿瘤相关热点方向被

广泛研究［９］，与食管癌患者生存预后及临床疗效具有显著相

关性，有良好的临床应用前景［１０］。本实验从细胞水平证明了

小檗碱对食管癌 ＥＣ９７０６细胞周期、凋亡、能量代谢及相关通
路的影响。

１　材料
１．１　细胞

人食管鳞癌 ＥＣ９７０６细胞由河南中医药大学分子生物实
验中心提供。

１．２　药品与试剂
小檗碱购于成都乐天美医药有限公司，批号：ＤＳＴ

ＤＹ００２８０１；二甲双胍，Ｓｉｇｍａ，批号：ＳＴＢＢ０８４７Ｖ；兔单克隆抗体
Ｐ－ＡＭＰＫ，ＣＳＴ，货号：Ｄ４Ｄ６Ｄ；兔单克隆抗体 ＡＭＰＫ，ＣＳＴ，货
号：Ｄ６３Ｇ４；兔单克隆抗体 Ｐ－ｍＴＯＲ，ＣＳＴ，货号：Ｄ９Ｃ２；兔单克
隆抗体ｍＴＯＲ，ＣＳＴ，货号：７Ｃ１０；兔单克隆抗体 β－Ａｃｔｉｎ，ＣＳＴ，
货号：１３Ｅ５；ＸＦ糖酵解测定试剂盒，Ｓｅａｈｏｒｓｅ，批号：１６６７１０６４；
ＸＦ线粒体压力测试试剂盒，Ｓｅａｈｏｒｓｅ，批号：１６８１４０２６；水化液，
Ａｇｉｌｅｎｔ，货号：１００８４０－１００；基础检测培养基，批号：２３２１７００２；
葡萄糖，批号：ＳＬＢＷ５１９６；Ｌ－谷氨酰胺，批号：１９１７００６；丙酮酸
钠，批号：ＳＬ－ＢＸ１１６７；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩＡｐｏｐｔｏｓｉｓ凋亡试剂
盒，联科生物，批号：Ａ２０４５５；ＣｅｌｌＣｙｃｌｅＳｔａｉｎｉｎｇＫｉｔ细胞周期检
测试剂盒，联科生物，批号：Ａ２１１３２，反转录试剂盒，日本
ＴＯＹＯＢＯ，批号：ＦＳＱ－１０１，２×ＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲｇｒｅｅｎ，ＡＢｃｌｏｎａｌ，
批号９６２１０３Ｇ１４３３，ＴＲＩＺＯＬ，Ａｍｂｉｏｎ，批号：２５７４０７。
１．３　仪器

ＣＯ２培养箱，德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ；超净工作台，苏净集团安泰；
荧光倒置显微镜，德国Ｌａｉｃａ；低速离心机，美国Ｔｈｅｒｍｏ；高速台
式离心机，德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ；酶标仪，美国 ＢＩＯ－ＴＥ；ＦＡＣＳＶａｎ
ｔａｇｅＳＥ型流式细胞仪，美国 ＢＤ；ＸＦｅ９６能量代谢分析系统，美
国安捷伦；垂直电泳槽、垂直湿转膜槽、凝胶成像扫描仪，美国

Ｂｉｏ－Ｒａｄ；ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ６型实时荧光定量 ＰＣＲ仪，美国 Ｔｈｅｒ
ｍｏＦｉｓｈｅｒ。
２　方法
２．１　细胞培养

用含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ高糖培养基培养 ＥＣ９７０６细
胞，置于５％ＣＯ２、３７℃饱和湿度的培养箱中常规培养，４８ｈ换
液，２～３ｄ传代１次。
２．２　药物制备

用二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）将小檗碱单体配
制成质量浓度为４０ｍｇ·ｍＬ－１的药物悬液。用 ＤＭＥＭ将二甲
双胍配置成１ｍｏｌ·Ｌ－１母液。
２．３　ＭＴＴ法检测小檗碱对ＥＣ９７０６细胞增殖的影响

取对数生长期 ＥＣ９７０６细胞，在 ９６孔板中加入每孔 ２００
μＬ、１×１０４个细胞的细胞悬液。２４ｈ后分别加入２００μＬ一定
浓度（０、１２．５、２５、５０、７５、１００、１５０μｇ·ｍＬ－１）的小檗碱溶液，于
ＣＯ２培养箱中３７℃孵育４８ｈ后 ＭＴＴ法，酶标仪检测４９０ｎｍ
吸收光值（ＯＤ值），计算各组细胞抑制率进行统计学分析。

抑制率：抑制率（％）＝（对照组 ＯＤ值 －给药组 ＯＤ值）／
对照组ＯＤ值×１００％。
２．４　流式细胞术检测小檗碱对ＥＣ９７０６细胞凋亡的影响

取对数生长期ＥＣ９７０６细胞以每孔３×１０５的密度接种于

６孔板中，于ＣＯ２培养箱中培养２４ｈ后弃上清，分别加入含浓
度为１５、３０μｇ·ｍＬ－１小檗碱的完培，继续培养４８ｈ，使用不含
ＥＤＴＡ的胰酶消化收集细胞，２００μＬ血清终止消化，预冷的
ＰＢＳ洗涤２次。使用５００μＬ１×ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ重悬细胞，加入
５μＬＡｎ－ｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ及１０μＬＰＩ染色，混匀后避光室温孵
育１０ｍｉｎ后流式细胞仪检测细胞凋亡。
２．５　流式细胞术检测小檗碱对ＥＣ９７０６细胞周期的影响

细胞培养同２．４，收集上清，使用不含 ＥＤＴＡ的胰酶消化
收集细胞，２００μＬ血清终止消化，常规离心细胞，预冷的 ＰＢＳ
洗２次。加入１ｍＬＤＮＡＳｔａｉｎｉｎｇＳｏｌｕｔｉｏｎ和１０μＬＰｅｒｍｅａｂｉｌｉ
ｚａｔｉｏｎＳｏｌｕｔｉｏｎ，涡旋振荡５～１０ｓ混匀。室温避光孵育３０ｍｉｎ
后流式细胞仪检测细胞周期。

２．６　ＸＦｅ９６能量代谢分析系统检测小檗碱及二甲双胍对
ＥＣ９７０６细胞糖酵解和线粒体呼吸能力的影响

取对数生长期ＥＣ９７０６细胞以每孔８０μＬ，８×１０４个细胞
的密度接种于 ＳｅａｈｏｒｓｅＸＦ９６细胞培养板中，于 ＣＯ２培养箱中
培养 ２４ｈ后分别加入含有浓度为 １５μｇ·ｍＬ－１和 ３０
μｇ·ｍＬ－１小檗碱的完培，于３７℃ ＣＯ２培养箱中培养４８ｈ后
在能量代谢分析系统检测细胞糖酵解能力和线粒体呼吸能力。

上机前一天水化探针，放入３７℃恒温培养箱中，上机前２ｈ，换
水化液入探针板中，放入３７℃恒温培养箱备用，上机前１ｈ将
细胞培养板用检测培养基清洗两次，分别配置检测糖酵解速率

和线粒体压力试剂盒中包含的药品，按次序加入探针板微孔

中，上机检测细胞糖酵解潜能以及备用呼吸能力。

２．７　蛋白免疫印迹法检测小檗碱对 ＥＣ９７０６细胞 Ｐ－ＡＭＰＫ、
ＡＭＰＫ、Ｐ－ｍＴＯＲ、ｍＴＯＲ表达的影响

取对数生长期ＥＣ９７０６细胞以每孔３×１０５的密度接种于
６孔板中，于ＣＯ２培养箱中培养２４ｈ后，加入含浓度为１５、３０
μｇ·ｍＬ－１小檗碱、２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１二甲双胍的完培，４８ｈ后置于
冰上加入ＲＩＰＡ裂解液提取细胞总蛋白，将样本进行十二烷基
硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ），转模，封闭，分
别加入一抗，Ｐ－ＡＭＰＫ（１∶１０００）、ＡＭＰＫ（１∶１０００）、Ｐ－ｍＴＯＲ
（１∶１０００）、ｍＴＯＲ（１∶１０００）、β－ａｃｔｉｎ（１∶１０００）洗膜后加入对
应二抗稀释液（１∶１００００），凝胶成像系统显影，应用 ＩｍａｇｅＪ
软件分析图像灰度值。

２．８　实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ，ｑＲＴ－
ＰＣＲ）法检测小檗碱对ＥＣ９７０６细胞 ＡＭＰＫ、ｍＴＯＲ表达水平的
影响

细胞培养同２．４，ＴＲＩｚｏｌ法提取各组样本总 ＲＮＡ，根据反
转录试剂盒操作步骤将ＲＮＡ反转录为ｃＤＮＡ，每组样本每个待
测基因设３个附孔，按照ｕｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲｇｒｅｅｎｆａｓｔｑＰＣＲＭｉｘ
试剂说明书，设定 ９５℃ ３ｍｉｎ，９５℃ ５ｓ，６０℃ ３０ｓ，为１个
循环，共４０个循环，通过２－ΔΔＣｔ分析相对表达定量对各基因
进行检测，引物序列见表１，由苏州金唯智生物科技有限公
司合成。

２．９　统计学方法
采用ＳＰＳＳ２４．０进行数据分析，若数据符合正态分布及方

差齐性，采用单因素方差分析，组间比较用 ＬＳＤ检验，结果以
珋ｘ±ｓ进行描述统计。若符合正态分布但方差不齐，用 Ｄｕｎｎｅｔｔ
Ｔ３检验。若不符合正态分布，用非参数检验。Ｐ＜００５表示
数据有统计学意义。
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表１　引物序列

引物 序列（５＇－３＇） 长度／（ｂｐ）

ＡＭＰＫ Ｆ：ＴＴＧＡＡＡＣＣＴＧＡＡＡＡＴＧＴＣＣＴＧＣＴ １１３
Ｒ：ＧＧＴＧＡＧＣＣＡＣＡＡＣＴＴＧＴＴＣＴＴ

ｍＴＯＲ Ｆ：ＴＣＣＧＡＧＡＧＡＴＧＡＧＴＣＡＡＧＡＧＧ １４１
Ｒ：ＣＡＣＣＴＴＣＣＡＣＴＣＣＴＡＴＧＡＧＧＣ

β－ａｃｔｉｎ Ｆ：ＡＴＴＧＣＣＧＡＣＡＧＧＡＴＧＣＡＧＡＡ １５０
Ｒ：ＧＣＴＧＡＴＣＣＡＣＡＴＣＴＧＣＴＧＧＡＡ

３　结果
３．１　小檗碱对ＥＣ９７０６细胞活性的影响

ＭＴＴ法检测，通过 ＳＰＳＳ２４．０对数据进行统计学分析，与
对照组相比，小檗碱加药组对 ＥＣ９７０６增殖有明显的抑制作用
（Ｐ＜００１），且随浓度增高抑制率上升。取ＩＣ３０１５μｇ·ｍＬ

－１、

ＩＣ５０３０μｇ·ｍＬ
－１进行后续试验。见表２。

表２　小檗碱对ＥＣ９７０６细胞活性的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 浓度／（μｇ·ｍＬ－１） 抑制率／（％）

对照组　　　 ３ ０ ０
小檗碱加药组 ３ １２．５ ２７．７０±６．７６

３ ２５ ５０．２５±９．０２

３ ５０ ６１．９８±２．４０

３ ７５ ６９．８７±０．８４

３ １００ ７６．８５±２．１４

３ １５０ ９５．４７±４．２１

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００１。

３．２　流式细胞仪检测小檗碱对ＥＣ９７０６细胞凋亡的影响
与对照组比较，小檗碱加药组明显诱导了细胞凋亡（Ｐ＜

００５），１５μｇ·ｍＬ－１与３０μｇ·ｍＬ－１浓度的小檗碱对细胞凋亡
的影响差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见表３、插页Ⅻ图１。
３．３　流式细胞仪检测小檗碱对ＥＣ９７０６细胞周期的影响

与对照组比较，小檗碱加药组Ｇ０／Ｇ１（Ｐ＜００５）以及Ｓ期
细胞明显增加（Ｐ＜００１），小檗碱不同浓度之间差异无统计学

意义（Ｐ＞００５）。见表４、插页Ⅻ图２。
表３　小檗碱对ＥＣ９７０６细胞凋亡的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 浓度／（μｇ·ｍＬ－１） 凋亡率／（％）

对照组　　　　 ３ － ４．４６±０．５７
小檗碱低浓度组 ３ １５ １１．９１±１．９５

小檗碱高浓度组 ３ ３０ １８．３８±２．７６△

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５；△与小檗碱低浓度组比较，
Ｐ＜００５。

表４　小檗碱对ＥＣ９７０６细胞周期的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
占比／（％）

Ｇ０／Ｇ１期 Ｓ期 Ｇ２／Ｍ期

对照组　　　　 ３ ６５．２６±４．５８ １８．９３±０．３３ １５．８１±４．６９
小檗碱低浓度组 ３ ５８．８６±１．６６ ３０．８４±３．６６ １０．３０±３．１２
小檗碱高浓度组 ３ ５４．５７±４．３４ ２８．２７±２．５９ １７．１６±６．８７

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５；与对照组比较，Ｐ＜００１。

３．４　小檗碱对ＥＣ９７０６细胞能量代谢的影响
３．４．１　小檗碱对ＥＣ９７０６细胞糖酵解速率的影响　与对照组
相比，小檗碱１５μｇ·ｍＬ－１与３０μｇ·ｍＬ－１浓度组的基础糖酵
解、代偿糖酵解、线粒体代谢率与基础糖酵解比值、糖酵解潜能

均降低（Ｐ＜００１），小檗碱不同浓度给药组在代偿糖酵解能力
上差异存在显著统计学意义（Ｐ＜００１）。见表５、插页Ⅻ图３。
３．４．２　小檗碱对ＥＣ９７０６细胞线粒体压力的影响　与对照组
相比，小檗碱１５μｇ·ｍＬ－１与３０μｇ·ｍＬ－１浓度组的非线粒体
耗氧、基础呼吸、备用呼吸能力、最大耗氧量、ＡＴＰ合成耗氧量
均降低（Ｐ＜００１），且小檗碱不同浓度给药组之间差异存在统
计学意义（Ｐ＜００５）。见表６、插页ⅩⅢ图４。
３．５　小檗碱对 ＥＣ９７０６细胞 ｍＴＯＲ、ｐ－ｍＴＯＲ、ＡＭＰＫ、ｐ－
ＡＭＰＫ蛋白表达的影响

与对照组比较，小檗碱低、高浓度组 ＡＭＰＫ、ｐ－ＡＭＰＫ蛋
白表达水平显著升高，ｍＴＯＲ、ｐ－ｍＴＯＲ、表达水平降低。见表
７、图５。

表５　小檗碱对ＥＣ９７０６细胞糖酵解的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ浓度／（μｇ·ｍＬ－１）
基础糖酵解／

（ｐｍｏｌ·ｍｉｎ－１）

代偿性糖酵解／

（ｐｍｏｌ·ｍｉｎ－１）
线粒体代谢率与

基础糖酵解比值／（％）
糖酵解潜能／

（ｐｍｏｌ·ｍｉｎ－１）
对照组　　　　 ３ － １０４５．６７±７３．１４　　 １３４２．０８±７７．５３　　 ０．０８０±０．０１０　　 ２０９．６５±７．８７　　
小檗碱低浓度组 ３ １５ ９７７．７９±３１．１３ １０４１．０５±４０．６８ ０．０１０±０．００２ ５１．２１±１１．５４

小檗碱高浓度组 ３ ３０ ４９６．３０±７０．７９△△ ５１１．３９±７８．９９△△ ０．００６±０．００２△△ １１．９０±８．５４△△

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００１；△△与小檗碱低浓度组比较，Ｐ＜００１。
表６　小檗碱对ＥＣ９７０６细胞线粒体压力的影响（珋ｘ±ｓ） 单位：ｐｍｏｌ·ｍｉｎ－１

组别 ｎ浓度／（μｇ·ｍＬ－１） 非线粒体耗氧 基础呼吸 备用呼吸能力 最大耗氧量 ＡＴＰ合成耗氧量

对照组　　　　 ３ － ３１５．２９±１０．６８　　 １３７．０８±１０．９４　　 ３２．２５±６．０５　　 １６９．３３±１４．３６　　 １８．３１±３．３９　　
小檗碱低浓度组 ３ １５ １３０．２７±１．１５ ２１．５８±４．２４ １３．４３±１．９５ ３５．００±６．１２ ０．７４±０．６８

小檗碱高浓度组 ３ ３０ ３７．８３±１９．０７△ ４．７９±２．０９△ ０．７０±０．３９△ ５．４９±２．２１△ １．３０±０．７２△

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００１；△与小檗碱低浓度组比较，Ｐ＜００５。
表７　小檗碱对ＥＣ９７０６细胞ｐ－ＡＭＰＫ、ＡＭＰＫ、ｐ－ｍＴＯＲ、ｍＴＯＲ蛋白表达的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ浓度／（μｇ·ｍＬ－１） ｐ－ＡＭＰＫ ＡＭＰＫ ｐ－ｍＴＯＲ ｍＴＯＲ

对照组　　　　 ３ － １ １ １ １
小檗碱低浓度组 ３ １５ ２．３７±０．６０ ２．３３±０．６５ ０．６４０±０．１３ ０．８５±０．０８
小檗碱高浓度组 ３ ３０ ２．３４±０．４０ ２．３５±０．３９ ０．６６６±０．１８ ０．４４±０．２２

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５，与对照组比较，Ｐ＜００１。
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注：Ａ对照组；Ｂ小檗碱低浓度组；Ｃ小檗碱高浓度组。
图５　小檗碱对ＥＣ９７０６细胞 ｍＴＯＲ、ｐ－ｍＴＯＲ、

ＡＭＰＫ、ｐ－ＡＭＰＫ蛋白表达的影响

３．６　小檗碱对 ＥＣ９７０６细胞ＡＭＰＫ、ｍＴＯＲ基因表达的影响
与对照组比较，小檗碱加药组 ＡＭＰＫ及 ｍＴＯＲ基因表达

均显著增高。见表８。
表８　小檗碱对ＥＣ９７０６细胞ＡＭＰＫ、ｍＴＯＲ基因表达的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 浓度／（μｇ·ｍＬ－１） ＡＭＰＫ ｍＴＯＲ

对照组　　　　 ３ － １ １
小檗碱低浓度组 ３ １５ １．１９±０．０８ ５．４８±０．８９

小檗碱高浓度组 ３ ３０ １．７６±０．１４ ７．６１±１．４３

　　注：与对照组相比，Ｐ＜００５；与对照组相比，Ｐ＜００１。

４　讨论
噎膈为“风、痨、鼓、膈”四大顽疾之一，最早见于《素问·

至真要大论篇》曰：“食饮不下，鬲咽不通”，《素问·评热病论

篇》，描述其症状表现为“食不下”，其辨证分型不乏阴津液亏

虚，夹燥夹火，阴阳失调之象［１１］。对噎膈的认识从病因病机到

理法方药发展出了完整的辨证治疗体系。小檗碱为黄连主要

成分，黄连是泻心汤重要药物组成，为历代医家治疗噎膈的常

用方剂［１２－１４］，常为半夏黄连合用，寒热并用，共奏辛开苦降之

功，多见于痰热、热痞等证型，与行气药同用可恢复脾胃气机

升降。

小檗碱作为抗肿瘤有效生物成分，在动物模型以及细胞实

验中得到了充分证实［１５］。有研究表明小檗碱可能通过调节细

胞周期和细胞自噬，促进细胞凋亡来抑制细胞增殖［１６］。通过

抑制上皮细胞 －间充质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ－ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉ
ｔｉｏｎ，ＥＭＴ），影响细胞迁移通路相关蛋白的表达来抑制肿瘤细
胞的迁移和侵袭。此外，随着ｍｉＲＮＡ的研究不断深入，发现小
檗碱通过与其相互作用能够抑制肿瘤细胞端粒酶活性从而抑

制肿瘤细胞增殖［１７］。

本实验选取ＥＣ９７０６细胞探究小檗碱对食管癌的影响，通
过ＭＴＴ法发现小檗碱对ＥＣ９７０６细胞增殖有抑制作用，设置浓
度梯度证实了其有明确的剂量依赖性，其差异存在统计学意

义，说明小檗碱是ＥＣ９７０６细胞生长的有效抑制剂。与对照组
相比，小檗碱１５、３０μｇ·ｍＬ浓度细胞凋亡率明显高于对照组，
表明小檗碱可促进细胞凋亡，且随着药物浓度增加，细胞凋亡

率增高，凋亡是肿瘤细胞死亡的主要机制，与对照组比较，小檗

碱能够促进食管癌 ＥＣ９７０６细胞凋亡，效果呈浓度依赖性，差
异具有统计学意义。

癌症是一组细胞持续过度分裂的疾病［１８］。传统认为癌细

胞的周期相关位点发生了突变使得其不受细胞周期进程的控

制，通过干扰细胞周期控制的癌症相关突变，使其持续在细胞

周期中循环，模拟了癌细胞的旺盛分裂。然而近期研究发现，

癌细胞退出周期进程的相关基因损害导致了其持续不断地分

裂。深入研究肿瘤细胞周期具有广泛的临床前景。有研究表

明细胞周期调节与细胞的合成代谢和分解代谢相关，对 ＣＤＫ
相关的周期蛋白及抑制蛋白的研究证实了细胞周期调节因子

可以控制维持细胞存活所需的代谢修饰，参与细胞周期相关分

子和糖酵解、氧化磷酸化、线粒体调控之间的多重联系［１９－２０］。

与常规培养的 ＥＣ９７０６相比，小檗碱加药组 Ｓ期细胞比例增
高，Ｇ０／Ｇ１期细胞比例降低，且差异具有统计学意义，说明细
胞分裂阻滞在Ｓ期，小檗碱通过抑制 ＥＣ９７０６细胞周期从而抑
制细胞增殖。通过流式细胞术检测细胞凋亡，发现小檗碱能够

通过诱导细胞凋亡抑制细胞增殖，且具有浓度依赖性，证实小

檗碱能够抑制食管癌ＥＣ９７０６细胞分裂、促进其凋亡。
我们采用了Ｓｅａｈｏｒｓｅ能量代谢分析仪器验证了小檗碱对

ＥＣ９７０６细胞能量代谢的影响，加入相关试剂后检测细胞耗氧
率（Ｏ２ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎｒａｔｅ，ＯＣＲ）和胞外酸化率（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒａｃｉｄｉ
ｆｉｃａｔｉｏｎｒａｔｅ，ＥＣＡＲ）来表征细胞能量代谢。ＯＣＲ研究线粒体氧
化磷酸化功能时先测定正常状态下的基础呼吸，通过加入寡霉

素抑制ＡＴＰ合成酶，ＯＣＲ显著下降，仅余下质子渗漏造成的耗
氧率。降低部分即为氧化磷酸化的耗氧率。加入解偶联剂线

粒体氧化磷酸化特异性抑制剂羰基氰 －对 －三氟甲氧基苯腙
（ｃａｒｂｏｎｙｌｃｙａｎｉｄｅ－ｐ－ｔｒｉｆｌｕｏｒｏｍｅｔｈｏｘｙｐｈｅｎｙｌｈｙｄｒａｚｏｎｅ，ＦＣＣＰ）
后，电子传递失去质子梯度的约束，以最大速率进行。所以

ＯＣＲ急剧升高，达到最大耗氧量。此值与基础呼吸之差，称为
呼吸潜力。最后加入电子传递抑制剂鱼藤酮和抗霉素 Ａ混合
物完全抑制电子传递，耗氧率降至最低。细胞的糖酵解潜能是

先通过细胞耗氧量计算二氧化碳产出，除去线粒体酸化对细胞

ｐＨ值的影响，计算出细胞糖酵解速率。加入寡霉素后，线粒体
呼吸被抑制，完全采用乳酸发酵供能，产酸增加，细胞达到糖酵

解最大容量，与基础糖酵解以及线粒体氧化磷酸化之差代表了

细胞的酵解能力。最后加入 ２－脱氧 －Ｄ－葡萄糖（２－
ｄｅｏｘｙ－Ｄ－ｇｌｕｃｏｓｅ，２－ＤＧ），作为己糖激酶的竞争性抑制剂阻
断糖酵解，曲线回归基础值。同时测定小檗碱给药组对于细胞

的糖酵解潜能以及线粒体呼吸效率均有明显抑制作用，且具有

明显的浓度依赖性。肿瘤细胞通过有氧糖酵解为其供能，促癌

信号加速了细胞的糖酵解活动，肿瘤细胞的糖酵解能力一定程

度上反映了细胞的恶性程度［２１］。有研究表明，通过回顾生物

信息线粒体相关研究的最新进展，发现线粒体核糖体控制的氧

化磷酸化相关蛋白与癌症患者预后密切相关，或能作为潜在的

肿瘤标志物［２２］。

ＡＭＰＫ是细胞能量代谢相关的核心分子，当细胞的 ＡＴＰ
水平下降、ＡＤＰ以及 ＡＭＰ水平上升时，细胞内的 ＡＭＰＫ被激
活促进ＡＴＰ的产生，同时抑制其消耗，维持了细胞内能量代谢
的平衡。ＡＭＰＫ激活是通过它的α亚基上的Ｔ１７２位点发生磷
酸化介导的。这种发生磷酸化的 ＡＭＰＫ被称作 ｐ－ＡＭＰＫ。
ＡＭＰＫ能够促进葡萄糖的摄取和利用，促进脂肪酸的氧化代
谢，以及体内多种蛋白质的降解，当细胞内能量代谢水平下降

００１
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时，被激活的ＡＭＰＫ通过上述途径促进能量的生成，抑制其降
解从而维持能量平衡。除了 ＡＭＰＫ的经典途径，最近研究中
发现了包括 ＡＭＰＫ感知葡萄糖、糖原或脂肪酸可用性的途径
以及可以感知溶酶体和核ＤＮＡ的损伤［２３］。ＡＭＰＫ下游ｍＴＯＲ
与ＡＭＰＫ同为细胞能量代谢的核心分子，ｍＴＯＲ信号转导异常
与代谢紊乱有关［２４］，ｍＴＯＲ参与了细胞增殖、代谢调节、生长、
增殖、分化等多种过程，氨基酸、脂肪酸、脂质、核苷酸以及葡萄

糖的代谢均受 ｍＴＯＲ调节［２５］。ｍＴＯＲ的活性主要由 ｍＴＯＲＣ１
和ｍＴＯＲＣ２两个复合物调节，其活性受到多种信号因子的影
响，包括氧浓度、细胞营养状态以及细胞应激反应等。当细胞

中ＡＴＰ产生降低的时候，会激活能量响应调节子 ＡＭＰＫ，
ＡＭＰＫ可以磷酸化并激活复合物ＴＳＣ从而间接抑制ｍＴＯＲＣ１。
同时ＡＭＰＫ也可以直接磷酸化ｍＴＯＲＣ１的 Ｒａｐｔｏｒ来直接抑制
ｍＴＯＲＣ１，相反的是，ｍＴＯＲＣ１直接磷酸化 ＡＭＰＫ的催化亚基
ａ１或ａ２，减少 ＡＭＰＫ活化环中的 Ｔｈｒ１７２磷酸化，限制 ＡＭＰＫ
活性，ＡＭＰＫ和ｍＴＯＲＣ１是相互拮抗的［２６］。小檗碱能够抑制

细胞的能量代谢，使 ＡＭＰＫ过表达且激活其磷酸化位点高表
达ｐ－ＡＭＰＫ，从而抑制下游ｍＴＯＲ分子及其磷酸化，减少细胞
的能量消耗［２７］。然而，ＰＣＲ结果显示 ＡＭＰＫ以及下游 ｍＴＯＲ
ｍＲＮＡ表达量均增高，或由于上游ＡＭＰＫｍＲＮＡ及蛋白过表达
后导致下游ｍＴＯＲ蛋白及其磷酸化蛋白表达量降低，从而导致
ｍＴＯＲｍＲＮＡ产生了负反馈调节。

综上所述，小檗碱能够抑制 ＥＣ９７０６细胞的增殖，诱导细
胞凋亡，将细胞周期阻滞于Ｓ期，并且抑制细胞的能量代谢，作
用呈现浓度依赖性，小檗碱可以通过 ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ途径抑制
肿瘤细胞，具体分子机制有待进一步研究。
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小檗碱基于ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ通路对ＥＣ９７０６细胞能量代谢的影响

（正文见９７－１０１页）

注：Ａ对照组；Ｂ小檗碱低浓度组；Ｃ小檗碱高浓度组。
图１　小檗碱对ＥＣ９７０６细胞凋亡的影响

注：Ａ对照组；Ｂ小檗碱低浓度组；Ｃ小檗碱高浓度组。
图２　小檗碱对ＥＣ９７０６细胞周期的影响

图３　小檗碱对ＥＣ９７０６细胞糖酵解的影响
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ⅩⅢ

图４　小檗碱对ＥＣ９７０６细胞线粒体压力的影响

不同炮制程度栀子水提物对斑马鱼模型的急性毒性及肝肾损伤

（正文见２４７－２５２页）

　　注：Ａ．空白组；Ｂ．对乙酰氨基酚组；Ｃ１～Ｃ３．ｓｐ低、中、高剂量组（０．０１２、０．０２４、０．０３０ｇ·Ｌ－１）；Ｄ１～Ｄ３．ｐｚ１低、中、高剂量组（０．０１４、

０．０２５、０．０３３ｇ·Ｌ－１）；Ｅ１～Ｅ３．ｐｚ２低、中、高剂量组（０．０１５、０．０３３、０．０４０ｇ·Ｌ－１）；Ｆ１～Ｆ３．ｐｚ３低、中、高剂量组（０．０１６、０．０３８、０．０４７ｇ·

Ｌ－１）；Ｇ１～Ｇ３．ｐｚ４低、中、高剂量组（０．０２４、０．０３６、０．０４１ｇ·Ｌ－１）；Ｈ１～Ｈ３．ｐｚ５低、中、高剂量组（０．０２４、０．０３６、０．０４３ｇ·Ｌ－１）；Ｉ１～Ｉ３．ｐｚ６

低、中、高剂量组（０．０２５、０．０３９、０．０４６ｇ·Ｌ－１）。
图２　不同炮制程度栀子水提物对斑马鱼肝脏荧光面积的影响


