
网络出版时间：２０２２ －１２ －０９ １７：３２：３５　 网络出版地址：ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｋｎｓ． ｃｎｋｉ． ｎｅｔ ／ ｋｃｍｓ ／ ｄｅｔａｉｌ ／ ／ ３４． １０８６． Ｒ． ２０２２１２０９． １４２８． ０２２． ｈｔｍｌ

雄黄抑制食管癌细胞增殖、侵袭并诱导细胞铁死亡
陈发章１，王　 君２，徐海珍２，郭占芳２，杨如意２

（青海大学 １． 医学院、２ 附属医院中西医结合科，青海 西宁　 ８１０００１）

收稿日期：２０２２ － ０８ － ０１，修回日期：２０２２ － １０ － １０
基金项目：青海省科学技术厅课题（Ｎｏ ２０２１⁃ＺＪ⁃７３０）
作者简介：陈发章（１９９６ － ），男，硕士生，研究方向：中医药防治消化

道肿瘤，Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｄｒ＿ｃｈｅｎ２０２２＠ １６３． ｃｏｍ；
杨如意（１９７１ － ），女，硕士，教授，主任医师，研究方向：中
西医结合防治肿瘤，通信作者，Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｙａｎｇｒｕｙｉ２０２１１０＠
１６３． ｃｏｍ

ｄｏｉ：１０． １２３６０ ／ ＣＰＢ２０２１１１１１７
文献标志码：Ａ 文章编号：１００１ － １９７８（２０２３）０１ － ０１０８ － ０８
中国图书分类号：Ｒ２８２. ７６；Ｒ３２９. ２８；Ｒ５９１. １；Ｒ７３５. １０２. ２
摘要：目的　 探讨雄黄对食管癌细胞增殖、侵袭及铁死亡的

影响。 方法 　 不同浓度雄黄（０、１０、２０、４０、６０、８０、１００ μｍｏｌ
·Ｌ － １ ） 或 雄 黄 １ ／ ２ＩＣ５０、 ＩＣ５０、 ２ＩＣ５０ 作 用 于 食 管 癌 细 胞

Ｅｃａ１０９、ＫＹＳＥ１５０，采用 ＣＣＫ⁃８ 法检测其抑制率；克隆形成实

验检测克隆形成；划痕实验检测细胞迁移；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室实

验检测细胞侵袭；免疫荧光染色检测细胞谷胱甘肽过氧化物

酶 ４（ＧＰＸ４）、上皮性钙黏附素（Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ）、锌指转录因子

（Ｓｌｕｇ）、神经性钙黏附蛋白（Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ）表达；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测细胞 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｓｌｕｇ、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达；ＥＬＩＳＡ 检测

细胞丙二醛（ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、还原型谷胱甘

肽（ＧＳＨ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＰＸＳ）活性；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。 结果

　 雄黄呈浓度和时间依赖性抑制 Ｅｃａ１０９、ＫＹＳＥ１５０ 细胞增

殖，其 ＩＣ５０分别为 ６３. ６８３ μｍｏｌ·Ｌ － １、５０. ３４４ μｍｏｌ·Ｌ － １；与
空白组相比，雄黄 ２ＩＣ５０组 Ｅｃａ１０９、ＫＹＳＥ１５０ 细胞迁移数、细
胞侵袭数、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｓｌｕｇ、ＧＰＸ４ 表达及 ＭＤＡ 含量明显降

低（Ｐ ＜ ０. ０５），Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达和 ＳＯＤ、ＧＳＨ、ＧＰＸＳ 活性明显

升高（Ｐ ＜ ０. ０５）；且雄黄 ２ＩＣ５０组 Ｅｃａ１０９、ＫＹＳＥ１５０ 细胞内线

粒体嵴变短变少甚至消失，发现大小各异的蓝染颗粒。 结论

　 雄黄可抑制 Ｅｃａ１０９、ＫＹＳＥ１５０ 细胞增殖、迁移和侵袭，诱
导细胞铁死亡，可能是治疗食管癌潜在药物。
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开放科学（资源服务）标识码（ＯＳＩＤ）：

　 　 食管癌（ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｃａｎｃｅｒ，ＥＣ）是消化系统恶

性肿瘤之一，全世界每年约有 ５７ 万新发病例及 ５０

万死亡病例［１］。 ＥＣ 的发病具有明显的地域性，统
计显示，欧洲、美洲和大洋洲的 ＥＣ 发病率相对较

低，而非洲和亚洲的 ＥＣ 发病率较高，中国 ＥＣ 发病

率是全球最高的国家之一，也存在明显的地域差异，
多发于农村、山区等贫困地区［２］。 尽管食道切除、
放射治疗、化疗和分子靶向药物等治疗方法取得了

巨大进展，但其 ５ 年生存率仍不到 ２０％ ［３］。 因此，
寻找新的治疗药物势在必行。
　 　 雄黄（ ｒｅａｌｇａｒ，ＲＥＡ）分子式为 Ａｓ２Ｓ２ 或 Ａｓ４Ｓ４，
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［４］。 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［５］。 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［６］。 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 的干预效果尚未完

全清晰。
　 　 研究表明，在一些癌细胞中存在一种铁依赖的

细胞死亡形式，称为铁死亡，与细胞坏死和凋亡不

同，铁死亡是亚铁与脂质过氧化反应引起的，抑制谷

胱甘 肽 过 氧 化 物 酶 ４ （ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ４，
ＧＰＸ４）的防御蛋白可能选择性地激活铁死亡［７］。
ＧＰＸ４ 通过减少磷脂过氧化氢抑制脂质过氧化，在
抑制铁死亡方面发挥重要作用，此外，ＧＰＸ４ 对于肿

瘤复发也是必需的［８］。 当发生铁死亡时，线粒体减

少，伴随着双层膜密度的增加和结构完整性的丧失，
线粒体跨膜电位降低，氧化磷酸化降低［９］。 为临床

利用铁死亡方式治疗肿瘤提供了理论依据。 然而，
铁死亡在恶性肿瘤治疗中的有效程度还远未可知。
因此，本研究拟通过体外实验研究雄黄对 ＥＣ 铁死

亡的影响，为其应用于临床治疗 ＥＣ 提供理论依据

和研究基础。
１　 材料与方法

１． １　 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。
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１． ２　 主要试剂及仪器　 雄黄干粉（编号 ＳＡ４１０１）购
自湖北诺纳科技有限公司； ＣＣＫ⁃８ 试剂盒 （批号

ＢＳ３５０Ａ） 购自上海 Ｂｉｏｓｈａｒｐ 公司；结晶紫 （批号

Ｃ８４７０）购自北京索莱宝科技有限公司；基底胶（Ｍａ⁃
ｔｒｉｇｅｌ，批 号 ３５６２３４ ） 购 自 美 国 Ｃｏｒｎｉｎｇ； 丙 二 醛

（ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、还原型谷胱甘肽

（ＧＳＨ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＰＸＳ）酶联免疫吸

附测定（ＥＬＩＳＡ）试剂盒（批号分别为 ＺＣ⁃３２５２４、ＺＣ⁃
３２６１９、ＺＣ⁃３３２２９、ＺＣ⁃３３１４１）购自上海茁彩生物科技

有限公司；ＧＰＸ４ 兔克隆抗体、Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 兔克隆抗

体、Ｓｌｕｇ 兔克隆抗体、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 兔克隆抗体、β⁃ａｃｔｉｎ
兔克隆抗体（批号分别为 Ａ１３３０９、Ａ３０４４、Ａ１０５７、
Ａ１９０８３、ＡＣ０２６）购自武汉 ａｂｃｌｏｎａｌ；生物素化山羊抗

兔 ＩｇＧ（批号 ａｂ６７２１）购自英国 ａｂｃａｍ；ＢＣＡ 蛋白浓

度测定试剂盒（批号 Ｐ０００９）购自上海碧云天生物技

术有限公司；ＥＣＬ 发光试剂盒（批号 ＫＦ００１）购自美

国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ；酯酸双氧铀、枸檬酸铅 （批号分别为

ＧＳ０２６２４、ＧＺ０２６１６）购自北京中镜科仪技术有限公

司；普鲁士蓝染色试剂盒（批号 Ｍ０２１）购自上海歌

凡生物科技有限公司；ＤＭＩ１ 型倒置生物显微镜（德
国 ＬＥＩＣＡ 公司）； ｓｐｅｃｔｒａ ｍａｘ ＰＬＵＳ ３８４ 型酶标仪

（美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司）；ＪＹ２００Ｃ 型电泳仪

（北京君意东方电泳设备有限公司）；ＴＥ２２ 型蛋白

质转膜仪（美国 Ｈｏｅｆｅｒ 公司）；Ｐａｎｔｈｅｒａ 型数码三目

摄像显微镜（麦克奥迪实业集团有限公司）；ＪＥＭ⁃
１４００ＦＬＡＳＨ 型透射电子显微镜（日本 ＪＥＯＬ 公司）。
１． ３　 药品制备　 磷酸盐缓冲生理盐水溶解雄黄干

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。
１． ４ 　 细胞培养 　 将细胞株 Ｅｃａ１０９、ＫＹＳＥ１５０ 在

ＲＰＭＩ １６４０ 培养基（含 １０％胎牛血清）中培养，细胞

培养条件为 ５％ ＣＯ２、３７ ℃，以 １ ∶ ５ － １ ∶ ２０ 的比例

传代，每隔 ３ ～ ５ ｄ 传代 １ 次。
１． ５　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞增殖　 按 １００ μＬ·孔 － １将

Ｅｃａ１０９、ＫＹＳＥ１５０ 细胞接种于 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，加入 ＣＣＫ８ 试剂（１０
μＬ·孔 － １）３７ ℃孵育 ２ ｈ，用酶标仪在 ４５０ ｎｍ 下测

量各孔的吸光度（Ａ）。 细胞抑制率 ／ ％ ＝ ［１ － 实验

组 Ａ ／对照组 Ａ］ ×１００％ 。
１． ６　 克隆形成实验检测克隆形成能力　 按 １５０ 个

·孔 － １将对数生长期 Ｅｃａ１０９、ＫＹＳＥ１５０ 细胞接种于

６ 孔板中，每 ３ ｄ 更换 １ 次培养液。 置于 ３７ ℃、５％
ＣＯ２ 中培养 ２４ ｈ，加入不同浓度的雄黄（０、１０、２０、
４０、６０、８０、１００ μｍｏｌ·Ｌ － １）培养，４％多聚甲醛固定，
０. １％结晶紫染色，结果按平板平均菌落数计算，设
置 ３ 个重复。
１． ７　 划痕实验检测细胞迁移能力 　 按 ４ × １０３ 个 ／
孔将 ＥＣＡ１０９ 或 ＫＹＳＥ１５０ 细胞接种于 ９６ 孔培养板

中，分别设置空白组、１ ／ ２ＩＣ５０组、ＩＣ５０ 组、２ＩＣ５０ 组，放
置在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中过夜，无菌枪头进行

划痕，在 ０ 和 ２４ ｈ 拍摄划痕区域的图像，每组设置 ３
个重复。
１． ８　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室实验检测细胞侵袭 　 ＥＣＡ１０９
或 ＫＹＳＥ１５０ 细胞分别设置空白组、１ ／ ２ＩＣ５０ 组、ＩＣ５０

组、２ＩＣ５０组。 将稀释（１ ∶ ５）的基质胶加入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
上室中，２００ μＬ 细胞悬浮液添加到上室，５００ μＬ 含

有 ２０％ ＦＢＳ 的培养基添加到下室。 药物作用后，将
小室置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 下培养 ２４ ｈ，４％多聚甲醛

固定，０. １％ 结晶紫染色，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。
１． ９ 　 免疫荧光染色检测细胞 ＧＰＸ４、Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｓｌｕｇ、 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表 达 　 对 数 生 长 期 Ｅｃａ１０９、
ＫＹＳＥ１５０ 细胞以 ５ × １０４ 个 ／孔接种于 ２４ 孔板，分别

设置空白组、１ ／ ２ＩＣ５０ 组、ＩＣ５０ 组、２ＩＣ５０ 组，处理 ２４ ｈ，
用 ４％多聚甲醛固定，然后用 ０. ３％ 的 Ｔｒｉｔｏｎ × １００
对细胞膜进行渗透。 用 １０％ 牛血清液封闭细胞后，
用以下一抗在 ４ ℃下孵育过夜：抗 ＧＰＸ４、抗 Ｅ⁃ｃａｄ⁃
ｈｅｒｉｎ、抗 Ｓｌｕｇ、抗 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ。 然后将细胞与合适的

ＦＩＴＣ 或 ＴＲＩＴＣ 偶联的二抗（ＫＬＰ）在室温下孵育 １
ｈ，未结合的抗体被洗掉，细胞用含有 ＤＡＰＩ 的固定

介质固定于玻片上，倒置荧光显微镜拍照，采用 Ｉｍ⁃
ａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６. ０ 图像分析系统测定 ＧＰＸ４、Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒ⁃
ｉｎ、Ｓｌｕｇ、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达水平。
１． １０　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｓｌｕｇ、Ｎ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达 　 对数生长期 Ｅｃａ１０９、ＫＹＳＥ１５０
细胞接种于细胞培养瓶中， 分别设置空白组、
１ ／ ２ＩＣ５０组、ＩＣ５０组、２ＩＣ５０ 组，处理 ２４ ｈ。 细胞用预冷

的 ＰＢＳ 洗涤两次，后在 ４ ℃下 ３ ０００ ｒ·ｍｉｎ － １离心 ５
ｍｉｎ，用全细胞裂解缓冲液在冰上裂解半小时，然后

将裂解液在 ４ ℃下 ３ ５００ ｒ·ｍｉｎ － １离心 ２０ ｍｉｎ，收集

上清液，ＢＣＡ 法检测蛋白浓度，用 １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ
分离蛋白质样品，并将其电泳转移到聚偏氟乙烯膜，
用 ５％脱脂牛奶室温封闭 ２ ｈ。 然后将膜与下列一

级 抗 体 在 ４ ℃ 下 孵 育 过 夜： 抗 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ
（ １ ∶ １ ０００ ）、 抗 Ｓｌｕｇ （ １ ∶ ２ ０００ ）、 抗 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ
（１ ∶ ２ ０００）、抗 β⁃ａｃｔｉｎ （１ ∶ １０ ０００）。 然后加入生

·９０１·中国药理学通报　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ Ｂｕｌｌｅｔｉｎ　 ２０２３ Ｊａｎ；３９（１）



物素化山羊抗兔 ＩｇＧ，室温下孵育 １. ５ ｈ，洗涤，ＥＣＬ
显影。 采用 Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ 软件分析各蛋白条带的

灰度值，计算蛋白相对表达量。
１． １１　 ＥＬＩＳＡ 检测细胞内 ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＧＳＨ、ＧＰＸＳ
活性　 取对数生长期 Ｅｃａ１０９、ＫＹＳＥ１５０ 细胞，设置

分组为空白组、１ ／ ２ＩＣ５０组、ＩＣ５０组、２ＩＣ５０组，培养 ２４ ｈ
后收集细胞，采用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒按说明书测定细胞

ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＧＳＨ、ＧＰＸＳ 活性。
１． １２　 透射电镜检测线粒体超微结构　 ＥＣＡ１０９ 或

ＫＹＳＥ１５０ 细胞分别设置空白组、１ ／ ２ＩＣ５０ 组、ＩＣ５０ 组、
２ＩＣ５０组，培养 ２４ ｈ，细胞经固定、包埋、染色后，用透

射电镜拍摄线粒体形态。
１． １３　 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，设置分组为空白

组、１ ／ ２ＩＣ５０组、ＩＣ５０ 组、２ＩＣ５０ 组，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，应用数码三

目摄像显微镜采集图像，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。
１． １４　 统计分析　 采用 ＳＰＳＳ ２２. ０ 软件进行数据统

计分析，数据以 �ｘ ± ｓ 表示，多组间比较采用单因素

方差分析（ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ，ＡＮＯＶＡ）。
２　 结果
２． １　 雄黄对食管癌细胞增殖的影响　 ＣＣＫ⁃８ 检测

结果显示，随着雄黄浓度的增加，Ｅｃａ１０９、ＫＹＳＥ１５０
细胞增殖减慢，在雄黄浓度相同条件下，随着时间延

长，Ｅｃａ１０９、ＫＹＳＥ１５０ 细胞抑制率越高（Ｐ ＜ ０. ０５），
雄黄作用 Ｅｃａ１０９、 ＫＹＳＥ１５０ 细胞的 ＩＣ５０ 分别为

６３. ６８３ μｍｏｌ·Ｌ － １、５０. ３４４ μｍｏｌ·Ｌ － １。 克隆形成

实验结果显示，Ｅｃａ１０９、ＫＹＳＥ１５０ 细胞增殖依赖雄

黄浓度增高而呈现降低趋势（Ｐ ＜ ０. ０１），见 Ｆｉｇ １。

Ｆｉｇ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅａｌｇａｒ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ
　 　 Ａ：Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＣＣＫ⁃８ ａｓｓａｙ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｒａｔｅ ｏｆ Ｅｃａ１０９ ａｎｄ ＫＹＳＥ１５０ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｒｅａｌｇａｒ （２４， ４８， ７２ ｈ）； Ｂ：Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ
ｃｌｏｎｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｅｃａ１０９ ａｎｄ ＫＹＳＥ１５０ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｒｅａｌｇａｒ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ０ μｍｏｌ·Ｌ － １

ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ ２４ ｈ ｏｆ ｒｅａｌｇａｒ ｅｆｆｅｃｔ．
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Ｆｉｇ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅａｌｇａｒ ｏｎ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ
　 　 Ａ：Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｅｃａ１０９ ｃｅｌｌ ｓｃｒａｔｃｈ ａｓｓａｙ； Ｂ：Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ｅｃａ１０９ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ； Ｃ：Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ
ＫＹＳＥ１５０ ｃｅｌｌ ｓｃｒａｔｃｈ ａｓｓａｙ； Ｄ：Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＫＹＳＥ１５０ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ； Ｅ：Ｅｃａ１０９ ｃｅｌｌ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｉｎｖａ⁃
ｓｉｏｎ ａｓｓａｙ （ｃｒｙｓｔａｌｌｉｎｅ ｖｉｏｌｅｔ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ４００ × ）； Ｆ：Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｃｅｌｌ ｐｅｎｅｔｒａｔｉｏｎ （Ｅｃａ１０９）；
Ｇ：ＫＹＳＥ１５０ ｃｅｌｌ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｓｓａｙ （ｃｒｙｓｔａｌｌｉｎｅ ｖｉｏｌｅｔ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ４００ × ）； Ｈ：Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ｔｒａｎ⁃
ｓｗｅｌｌ ｃｅｌｌ ｐｅｎｅｔｒａｔｉｏｎ （ＫＹＳＥ１５０）． ∗∗Ｐ ＜０. ０１ ｖｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

２． ２　 雄黄对食管癌细胞迁移、侵袭的影响　 划痕实

验结果显示，与空白组相比，雄黄 １ ／ ２ ＩＣ５０ 组、ＩＣ５０

组、２ ＩＣ５０组明显减慢了 Ｅｃａ１０９、ＫＹＳＥ１５０ 细胞平面

迁移的能力，２４ ｈ 时空白组 Ｅｃａ１０９、ＫＹＳＥ１５０ 细胞

几乎完全融合， 而 １ ／ ２ ＩＣ５０ 组、 ＩＣ５０ 组、 ２ ＩＣ５０ 组

Ｅｃａ１０９、ＫＹＳＥ１５０ 细胞迁移数明显减少（Ｐ ＜ ０. ０１）。
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室实验结果显示，与空白组相比，雄黄

１ ／ ２ ＩＣ５０组、ＩＣ５０组、２ ＩＣ５０组明显降低细胞侵袭数（Ｐ
＜ ０. ０１），见 Ｆｉｇ ２。
２． ３　 雄黄对食管癌细胞上皮间质转化（ＥＭＴ）的影

响　 免疫荧光染色结果显示，与空白组相比，雄黄

１ ／ ２ＩＣ５０组、ＩＣ５０ 组、２ＩＣ５０ 组 Ｅｃａ１０９ 细胞 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、

Ｓｌｕｇ 表达明显降低，Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达明显升高（Ｐ ＜
０. ０１）；雄黄 ２ＩＣ５０组 ＫＹＳＥ１５０ 细胞 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｓｌｕｇ
蛋白表达明显降低，Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达明显升高

（Ｐ ＜ ０. ０５，Ｆｉｇ ３Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｈ）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果

显示，与空白组相比，雄黄 １ ／ ２ ＩＣ５０组、ＩＣ５０组、２ ＩＣ５０

组 Ｅｃａ１０９、ＫＹＳＥ１５０ 细胞 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｓｌｕｇ 蛋白相对

表达量明显降低，Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白相对表达量明显

升高（Ｐ ＜ ０. ０５），见 Ｆｉｇ ３。
２． ４　 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，与空白组相比，雄黄 １ ／ ２ ＩＣ５０组

Ｅｃａ１０９、ＫＹＳＥ１５０ 细胞质内发生自噬，雄黄 ＩＣ５０ 组

Ｅｃａ１０９、ＫＹＳＥ１５０细胞质内少量线粒体发生肿胀、
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Ｆｉｇ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅａｌｇａｒ ｏｎ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ
　 　 １：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：１ ／ ２ＩＣ５０；３：ＩＣ５０；４：２ＩＣ５０ ． Ａ：Ｅｃａ１０９ ｃｅｌｌ Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ （４００ × ）； Ｂ：Ｅｃａ１０９ ｃｅｌｌ Ｓｌｕｇ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｓｔａｉｎｉｎｇ （４００ × ）； Ｃ：Ｅｃａ１０９ ｃｅｌｌ Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ （４００ × ）； Ｄ：ＫＹＳＥ１５０ ｃｅｌｌ Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ （４００
× ）； Ｅ：ＫＹＳＥ１５０ ｃｅｌｌ Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ （４００ × ）； Ｆ：ＫＹＳＥ１５０ ｃｅｌｌ Ｓｌｕｇ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ （４００ × ）； Ｇ：Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ， Ｓｌｕｇ， Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｅｃａ１０９ ｃｅｌｌ； Ｈ：Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ， Ｓｌｕｇ， Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＫＹＳＥ１５０
ｃｅｌｌ； Ｉ：Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ， Ｓｌｕｇ， Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｅｃａ１０９ ｃｅｌｌｓ； Ｊ：Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ， Ｓｌｕｇ， Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ

ＫＹＳＥ１５０ ｃｅｌｌｓ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．
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Ｆｉｇ ４　 Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｒｅａｌｇａｒ
　 　 １：Ｃｏｎｔｒｏｌ ；２：１ ／ ２ＩＣ５０；３：ＩＣ５０；４：２ＩＣ５０ ． Ａ：Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｏｆ Ｅｃａ１０９ ａｎｄ ＫＹＳＥ１５０ ｃｅｌｌｓ ［ｎｕｃｌｅｕｓ （Ｎ）， ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ （Ｍｉ），
ｒｏｕｇｈ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ （ＲＥＲ）， ａｕｔｏｐｈａｇｙ （↑）， １５ ０００ × ］； Ｂ：Ｐｒｕｓｓｉａｎ ｂｌｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ Ｅｃａ１０９ ａｎｄ ＫＹＳＥ１５０ ｃｅｌｌｓ （４００ × ）； Ｃ：ＧＰＸ４ ｉｍｍｕ⁃
ｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ Ｅｃａ１０９ ｃｅｌｌｓ （４００ × ）； Ｄ：ＧＰＸ４ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＫＹＳＥ１５０ ｃｅｌｌｓ （４０ × ）； Ｅ：Ａｒｅａ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｉｒｏｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｅｃａ１０９ ｃｅｌｌｓ； Ｆ：Ａｒｅａ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｉｒｏｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＫＹＳＥ１５０ ｃｅｌｌｓ； Ｇ：ＧＰＸ４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｅｃａ１０９ ｃｅｌｌｓ； Ｈ：ＧＰＸ４ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＫＹＳＥ１５０ ｃｅｌｌｓ； Ｉ：ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＭＤＡ， ＳＯＤ， ＧＳＨ， ＧＰＸＳ ｉｎ Ｅｃａ１０９， ＫＹＳＥ１５０ ｃｅｌｌｓ． ∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

自噬，雄黄 ２ ＩＣ５０组 Ｅｃａ１０９、ＫＹＳＥ１５０ 细胞胞质内大

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。 普鲁士蓝染色结果显示，空
白组无蓝染颗粒，雄黄 １ ／ ２ ＩＣ５０组、ＩＣ５０ 组、２ ＩＣ５０ 组

Ｅｃａ１０９、ＫＹＳＥ１５０ 细胞均能发现大小各异、多少不

等的蓝染颗粒，与空白组相比，雄黄 ＩＣ５０组、２ ＩＣ５０组

Ｅｃａ１０９、ＫＹＳＥ１５０ 细胞铁阳性表达面积百分率均明

显升高（Ｐ ＜ ０. ０５）。 免疫荧光染色结果显示，与空

白组相比，雄黄 １ ／ ２ ＩＣ５０组、ＩＣ５０组、２ ＩＣ５０组 ＧＰＸ４ 荧

光强度逐渐减弱，且雄黄 ２ ＩＣ５０组 Ｅｃａ１０９、ＫＹＳＥ１５０
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细胞 ＧＰＸ４ 表达明显降低（Ｐ ＜ ０. ０１）。 ＥＬＩＳＡ 检测

结果显示，与空白组相比，雄黄 １ ／ ２ ＩＣ５０组、ＩＣ５０组、２
ＩＣ５０组 Ｅｃａ１０９、ＫＹＳＥ１５０ 细胞 ＭＤＡ 含量明显降低，
ＳＯＤ、ＧＳＨ、ＧＰＸＳ 活性明显升高（Ｐ ＜ ０. ０５），见 Ｆｉｇ
４。
３　 讨论

　 　 目前，ＥＣ 在治疗上仍是一个难题。 中医认为

“邪气进入”是 ＥＣ 发展和进展的主要原因，建议采

用“毒邪”的治疗方法［１０］。 《神农本草经》记载雄黄

味苦，平，寒，主寒热，鼠瘘，恶疮，疽痔，死肌，恶鬼，
邪气，百虫，肿毒［５］。 研究表明纳米雄黄能显著抑

制乳腺癌细胞体外迁移、侵袭及体内肺、肝转移［６］。
此外，雄黄通过阻断肿瘤细胞黏附，降低肿瘤细胞破

坏基底膜的能力，从而抑制胃癌细胞的迁移和侵

袭［１１］。 在本研究中，我们发现 Ｅｃａ１０９、ＫＹＳＥ１５０ 细

胞增殖依赖雄黄浓度增高而呈现降低趋势，其作用

Ｅｃａ１０９、ＫＹＳＥ１５０ 细胞的 ＩＣ５０分别为 ６３. ６８３、５０. ３４４
μｍｏｌ·Ｌ － １，因此，本研究中使用 １ ／ ２ ＩＣ５０、 ＩＣ５０、２
ＩＣ５０作为雄黄处理浓度。 研究已表明细胞上皮间质

转化（ＥＭＴ）是肿瘤转移的关键过程，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，也与肿瘤转移有关［１２］。
在本研究中，雄黄 ２ ＩＣ５０作用增强了食管癌细胞 Ｅ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达，降低了细胞 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｓｌｕｇ 表达，
且划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室实验也表明雄黄作用

明显降低了细胞迁移数和细胞侵袭数。 表明雄黄具

有抑制 ＥＣ 细胞增殖、迁移和侵袭的作用。
　 　 细胞死亡是细胞生命过程的终结，该过程对机

体的生存和发展意义重大，诱导肿瘤细胞死亡是癌

症治疗的主要策略，铁死亡是一种铁依赖性脂质氧

化应激引起的非凋亡细胞死亡［１３］。 铁死亡的激活

可以抑制肿瘤细胞增殖，细胞内铁水平和脂质过氧

化是铁死亡的基本特征［１４］。 ＧＰＸ４ 作为一种磷脂 －
过氧化氢谷胱甘肽过氧化物酶，可以抑制肿瘤细胞

的铁死亡，ＧＰＸ４ 在肝细胞癌和结肠癌中高表达，且
ＧＰＸ４ 高表达是弥漫性大 Ｂ 细胞淋巴瘤和肺腺癌的

不良预后因素［８，１５］。 此外，Ｚｈａｎｇ 等［１６］研究表明，冬
凌草甲素给药后食管癌 ＴＥ１ 细胞中 ＧＰＸ４ 活性降

低，且与冬凌草甲素作用后细胞内 Ｆｅ２ ＋ 、脂质过氧

化产物、丙二醛（ＭＤＡ）、细胞内活性氧（ＲＯＳ）积聚

相一致。 Ｓｈｉｓｈｉｄｏ 等［１７］ 也报道了类似的机制，他们

证明 ＧＰＸ４ 上调是食管鳞状细胞癌的不良预后因

素，５⁃氨基乙酰丙酸抑制 ＧＰＸ４ 在肿瘤组织中的过

度表达可导致肿瘤体积缩小。 本研究结果显示，雄

黄 ２ＩＣ５０可导致食管癌细胞 ＧＰＸ４ 明显下调，并降低

细胞 ＭＤＡ 含量，升高 ＳＯＤ、ＧＳＨ、ＧＰＸＳ 含量，雄黄

作用后，Ｅｃａ１０９、ＫＹＳＥ１５０ 细胞胞质内少量线粒体

发生肿胀、自噬及发现大小各异、多少不等的蓝染颗

粒。 表明雄黄作用后 Ｅｃａ１０９、ＫＹＳＥ１５０ 细胞发生铁

死亡，可能是一种有前途的治疗药物。 此外，有报

道［１８］称通过激活血红素加氧酶 １（ＨＭＯＸ１）和抑制

ＧＰＸ４ 双重机制可诱导高危神经母细胞瘤中的铁死

亡。 因此，雄黄作用 ＥＣ 细胞铁死亡的具体机制还

有待进一步研究。
　 　 综上所述，雄黄可呈现剂量及时间依赖性地抑

制 Ｅｃａ１０９、ＫＹＳＥ１５０ 细胞增殖，并抑制细胞迁移和

侵袭，诱导细胞铁死亡，可能是治疗食管癌潜在药

物。 此外，从铁死亡方面入手深入抗癌药物的研发

可能是未来进一步的研究方向。
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