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[摘 要] 目的：探讨芝麻酚（SEM）通过腺苷酸活化蛋白激酶（AMPK）/沉默信息调节因子1（SIRT1）/核因子κB（NF-κB）通路影

响食管鳞状细胞癌（ESCC）Eca109 细胞自噬和凋亡的机制。方法: 用不同浓度的SEM（0、1.562 5、3.125、6.25、12.5、25、50、

100、200、400 μmol/L）分别处理Eca109细胞、人食管上皮细胞HEEpiC 48 h，CCK-8法检测细胞增殖率，筛选适宜的SEM浓度用

于后续实验。将Eca109细胞分为对照组（CK组，0 µmol/L）、低剂量SEM组（SEM-L组，25 µmol/L）、中剂量SEM组（SEM-M组，

50 µmol/L）、高剂量 SEM 组（SEM-H 组，100 µmol/L）、高剂量 SEM+Compound C（AMPK抑制剂）组（SEM-H+Compound C组，

100 µmol/L+10 µmol/L），所有各组Eca109细胞在对应的药物浓度下处理48 h后，CCK-8法检测Eca109细胞增殖，流式细胞术检

测细胞凋亡，透射电镜观察Eca109细胞内自噬小体，WB法检测Eca109细胞中微管相关蛋白1轻链3（LC3）-Ⅱ/LC3-Ⅰ、Beclin-1、

B淋巴细胞瘤2（Bcl2）、Bcl2相关X蛋白（BAX）、p-AMPK、SIRT1、p-NF-κB p65的表达。结果: 通过预实验选择 SEM 实验浓度为25、

50、100 μmol/L用于正式研究。在SEM处理下，与CK组比较，SEM-L组、SEM-M 组、SEM-H 组 Eca109 细胞的增殖水平（24、48 h）

和Bcl2、p-NF-κB p65蛋白表达均显著降低，细胞凋亡率和自噬小体数量、LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ、Beclin-1、BAX、p-AMPK、SIRT1蛋白表

达显著升高，且呈剂量依赖性（均 P<0.05）；与 SEM-H 组比较，SEM-H+Compound C 组 Eca109 细胞增殖水平（24、48 h）和

Bcl2、p-NF-κB p65蛋白表达均显著升高，细胞凋亡率和自噬小体数量、LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ、Beclin-1、BAX、p-AMPK、SIRT1蛋白表达均

显著降低（均P<0.05）。结论:SEM可能通过激活AMPK/SIRT1信号通路而抑制NF-κB活性来促进Eca109细胞自噬与凋亡。
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Sesamol regulates autophagy and apoptosis of esophageal squamous cell
carcinoma Eca109 cells through AMPK/SIRT1/NF-κB signal pathway
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[Abstract] Objective: To explore the effect of sesamol (SEM) on autophagy and apoptosis of esophageal squamous cell carcinoma

(ESCC) Eca109 cells through adenylate activated protein kinase (AMPK)/silencing information regulator 1 (SIRT1)/nuclear factor κB

（NF- κB) pathway. Methods: Eca109 cells of ESCC and HEEpiC of human esophageal epithelial cells were treated with different

concentrations of SEM (0, 1.562 5, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200, and 400 μmol/L) for 48 hours. Cell viability was detected by

CCK-8 method and appropriate SEM concentrations were screened for subsequent experiments. Eca109 cells were grouped into control

group (CK group, 0 µmol/L), low-dose SEM group (SEM-L group, 25 µmol/L), medium-dose SEM group (SEM-M group, 50 µmol/L),

high-dose SEM group (SEM-M group, 50 µmol/L), high-dose SEM group (SEM-H group, 100 µmol/L) and high-dose SEM+compound C

(AMPK inhibitor) group (SEM-H+Compound C group, 100 µmol/L+10 µmol/L). All Eca109 cells were treated at the corresponding

drug concentration for 48 hours. CCK-8 assay was applied to detect the proliferation of Eca109 cells; flow cytometry was applied to

detect apoptosis; transmission electron microscopy was applied to observe autophagosomes in Eca109 cells and WB assay was applied

to detect the protein expressions of microtubule-associated protein 1 light chain 3 (LC3)-Ⅱ/LC3-Ⅰ, Beclin-1, B-lymphoma-2 (Bcl2),

Bcl2-associated X protein (BAX), p-AMPK, SIRT1, p-NF-κB p65 in Eca109 cells 2. Results: The SEM concentrations of 25, 50 and

100 μmol/L selected through pre-experiment are used for formal research. Under SEM processing, compared with the CK group, the

proliferation levels (24, 48 h) of Eca109 cells, protein expressions of Bcl2 and p-NF-κB p65 in SEM-L group, SEM-M group and

SEM-H group decreased significantly while the apoptosis rate, the number of autophagosomes, the protein expressions of LC3Ⅱ-/LC3-Ⅰ,
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Beclin-1, BAX, p-AMPK and SIRT1 increased significantly, in a dose-dependent manner (all P<0.05); compared with the SEM-H

group, the proliferation level (24, 48 h) of Eca109 cells, protein expressions of Bcl2 and p-NF-κB p65 in SEM-H+Compound C group

increased significantly while the apoptosis rate, the number of autophagosomes, the protein expressions of LC3Ⅱ-/LC3-Ⅰ, Beclin-1,

BAX, p-AMPK and SIRT1 decreased significantly(all P<0.05). Conclusion: SEM may promote autophagy and apoptosis of Eca109

cells by activating AMPK/SIRT1 signaling pathway and inhibiting NF-κB vitality.

[Key words] esophageal squamous cell carcinoma (ESCC); Eca109 cell; sesamol; AMP-activated protein kinase pathway; silent

information regulator 1 pathway; nuclear factor kappa-B pathway; cell autophagy; apoptosis

[Chin J Cancer Biother, 2023, 30(2): 123-128. DOI：10.3872/j.issn.1007-385x.2023.02.004]

食 管 鳞 状 细 胞 癌（esophagealsquamous cell

carcinoma，ESCC）作为食管癌的一种主要亚型，是一

种侵袭性和致死性的恶性肿瘤，在中国发病率很

高[1]。尽管针对特定分子的药物及其和化疗联合已

被开发用于治疗ESCC，但由于淋巴转移或耐药性，

晚期患者的 5年生存率仍低于 20%[2]。因此，迫切需

要开发新的 ESCC 的治疗药物。芝麻酚（sesamol，

SEM)是一种从芝麻和芝麻油中分离出来的天然化合

物，已被证明具有潜在的抗癌活性[3]。据报道[4]，SEM

可通过调节肝癌细胞自噬和凋亡来抑制肝癌进展。

相关研究[5]表明，自噬能力不足以及凋亡能力失调是

导致 ESCC 恶性进展的原因之一。而关于 SEM 对

ESCC细胞自噬和凋亡的影响尚未见报道。最近的

研究[6]显示，SEM 可通过激活腺苷酸活化蛋白激酶

(AMP-activated protein kinase, AMPK)/沉默信息调节

因子 1（silent information regulator 1，SIRT1）/核因子

κB（nuclear factor kappa-B，NF-κB）通路减轻脊髓损

伤小鼠神经炎症。SEM能否通过调控AMPK/SIRT1/

NF-κB信号通路影响ESCC细胞自噬和凋亡尚不明

确。因此，本研究主要探究 SEM对ESCC细胞自噬

和凋亡的影响及其作用机制，为将SEM转化应用于

ESCC的临床治疗提供有价值的实验资料。

1 材料与方法

1.1 细胞、主要试剂及仪器

人 食 管 上 皮 细 胞 HEEpiC 及 人 ESCC 细 胞

Eca109均购自中国科学院上海细胞库。

SEM（货号：SS9090，规格 20 mg，纯度≥98%）购

自北京索莱宝科技有限公司 ，AMPK 抑制剂

Compound C（货号：B3252）购自上海伟寰生物公司，

CCK-8 试剂盒（货号：R-315）购自上海广锐生物公

司，Annexin Ⅴ-FITC/PI荧光双染细胞凋亡检测试剂

盒（货号：FY-PLS5835）购自上海富雨生物公司，BCA

蛋白质浓度测定试剂盒（货号：QYK-17609）购自上

海 齐 源 生 物 公 司 ，兔 源 一 抗 Beclin1（ 货 号 ：

ab118148）、微管相关蛋白 1 轻链 3（microtubule-

associated protein 1 light chain 3，LC3）（ 货 号 ：

ab128025）、Bcl2 相 关 X 蛋 白（Bcl2 associated X

protein, BAX）（货号：ab32503）、B淋巴细胞瘤 -2 基

因（B-cell lymphoma-2 ，Bcl2 ）（ 货 号 ：ab32124）、

p-AMPK（货号：ab92701）、SIRT1（货号：ab110304）、

p-NF- κB p65（货 号 ：ab239882）、AMPK（货 号 ：

ab32112）、NF-κB p65（货号：ab207297）、β-actin（货

号：ab6276）及辣根过氧化物酶（HRP）标记的羊抗兔

二抗（货号：ab205718）均购自英国Abcam公司。HBS-

1096A 酶标仪购自上海研卉生物科技有限公司，

CytoFLEX SRT型流式细胞仪购自贝克曼库尔特商贸（中

国）有限公司，HT7800透射电子显微镜购自广州东锐

科技有限公司，蛋白电泳仪购自北京六一仪器厂。

1.2 SEM及Compound C对细胞的处理

将HEEpiC、Eca109细胞置于含有10%胎牛血清

的DMEM培养基中，在37 ℃、5% CO2条件下进行常

规传代培养。将处于对数生长期的 Eca109 细胞、

HEEpiC 细胞分别以 1×105个/孔的密度接种于 96 孔

板中，用不同浓度的 SEM（0、1.562 5、3.125、6.25、

12.5、25、50、100、200、400 μmol/L）分别处理 Eca109

细胞、HEEpiC 细胞 48 h，再向每孔中加入 10 μL

CCK-8试剂，反应2 h后用酶标仪测量450 nm处的光

密度（D）值，分别计算Eca109细胞、HEEpiC细胞的存

活率。细胞存活率=（实验组D值-空白组D值）/（CK

组D值-空白组D值）×100%（CK组为 0 µmol/L的对

照组）。根据细胞存活率筛选适宜的SEM浓度用于

后续实验。每个SEM处理浓度设立6个复孔。

将处于对数生长期的 Eca109 细胞分为 CK 组

（0 µmol/L）、低剂量SEM组（SEM-L组，25 µmol/L）、中

剂量SEM组（SEM-M组，50 µmol/L）、高剂量SEM组

（SEM-H组，100 µmol/L）、高剂量SEM+Compound C

（AMPK抑制剂）组[7]（100 µmol/L SEM-H+10 µmol/L

Compound C组），所有Eca109细胞在对应的药物浓度

下处理48 h后，用于后续实验。

1.3 CCK-8 法检测药物处理对 Eca109 细胞增殖的

影响

将Eca109细胞以1×104个/孔的密度接种在96孔

板中，每组设立 6个复孔。分别按照 1.2中的分组进

行药物处理，分别在药物处理的 0、24、48 h时，向各

孔加入10 μL CCK-8试剂，反应2 h后，用酶标仪测量

·· 124



刘山, 等 . 芝麻酚通过AMPK/SIRT1/NF-κB信号通路调控食管鳞状细胞癌Eca109细胞的自噬和凋亡

450 nm处的D值。

1.4 流式细胞术检测药物处理对Eca109细胞凋亡

的影响

收集1.2中的各组Eca109细胞，用1×结合缓冲液

将细胞密度调整为5×105个/mL，取100 μL细胞悬液，

并向细胞悬液中加入 5 μL Ⅴ-FITC和 10 μL PI，利用

流式细胞仪检测细胞凋亡情况，细胞凋亡率=（凋亡

细胞数目/总细胞数目）×100%。每组设立6个复孔。

1.5 透射电镜观察药物处理对Eca109细胞内自噬

小体的影响

收集1.2中的各组Eca109细胞，调整细胞密度为

5×105个/管，并接种于1 mL离心管中，经离心富集后

加热至50 ℃，再加入2%琼脂糖包裹成细胞团块，将

细胞团块用2.5%戊二醛固定，随后脱水、包埋、切片、

染色，通过透射电镜观察Eca109细胞中自噬小体（由

双层膜结构包围的细胞质或细胞器的结构）的形成

情况，并统计自噬小体数量。每组设立6个复孔。

1.6 WB法检测药物处理后的Eca109细胞中LC3-Ⅱ/

LC3-I、Beclin-1、BAX、Bcl2、p-AMPK、SIRT1、p-NF-

κB p65等蛋白的表达

用RIPA裂解缓冲液裂解并提取Eca109细胞中

的总蛋白，BCA蛋白质浓度测定试剂盒测定提取的

蛋白质浓度。将 50 µg总蛋白以 10% SDS-PAGE分

离，将蛋白条带转移到聚偏二氟乙烯膜上。用 5%

脱脂牛奶封闭 2 h 后，加入一抗 LC3（1∶2 000）、

Beclin-1（1∶2 000）、BAX（1∶1 000）、Bcl2（1∶1 000）、

p-AMPK（1∶2 000）、AMPK（1∶1 000）、SIRT1（1∶2 000）、

p-NF-κB p65（1∶1 000）、NF-κB p65（1∶2 000）、β-actin

（1∶2 000）抗体，在4℃下过夜；然后加入二抗（1∶3 000）在

常温下处理2 h。利用ECL试剂显色蛋白条带，Image

J软件分析蛋白质条带灰度值。每组设立6个复孔。

1.7 统计学处理

使用SPSS 19.0统计软件进行统计分析。以上实

验均独立重复3次，符合正态分布的定量数据均以

x̄±s 表示。单因素方差分析用于多组之间的比较，

进一步两组间 比 较 采 用 SNK-q 检 验 。以 P<0.05

或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 不同浓度SEM对Eca109及HEEpiC细胞存活率

的影响

人食管上皮细胞HEEpiC在各浓度SEM处理下

细胞存活率差异无统计学意义（均P>0.05）；随着 SEM

浓度的升高，Eca109细胞存活率逐渐降低（P<0.05），

25、50、100 μmol/L SEM处理下Eca109细胞存活率高

于 50%，故选择 SEM处理浓度为 25、50、100 μmol/L

用于后续研究，见表1。

表1 不同浓度SEM处理48 h对Eca109细胞及HEEpiC细胞

存活的影响（n=6，x̄±s；；%）

SEM/（μmol.L-1）

0

1.562

3.125

6.25

12.5

25

50

100

200

400

HEEpiC细胞存活

99.94±0.03

99.86±0.11

99.87±0.10

99.88±0.09

99.92±0.04

99.91±0.06

99.89±0.05

99.90±0.07

98.27±0.67

98.14±0.72

Eca109细胞存活

99.92±0.06

99.89±0.10

99.85±0.10

99.83±0.09

84.43±4.15*

79.63±2.24*

71.15±2.05*

63.37±1.45*

42.56±2.57*

31.18±1.33*

与0 μmol/L SEM比较，*P<0.05

2.2 SEM对Eca109细胞增殖能力的影响

与CK组比较，SEM-L组、SEM-M组、SEM-H组

Eca109细胞增殖能力（24、48 h）显著减弱，且呈剂量

依赖性（均 P<0.05）；与 SEM-H 组比较，SEM-H+

Compound C组Eca109细胞增殖能力（24、48 h）重又

增强（均P<0.05），见图1。

与CK组比较，*P<0.05；与SEM-L组比较，△P<0.05；与SEM-M

组比较，▲P<0.05；与SEM-H组比较，▽P<0.05

图1 SEM对Eca109细胞增殖能力的影响

2.3 SEM对Eca109细胞凋亡能力的影响

与CK组比较，SEM-L组、SEM-M组、SEM-H组

Eca109细胞凋亡率升高，且呈剂量依赖性（P<0.05）；

与SEM-H组比较，SEM-H+Compound C组Eca109细

胞凋亡率降低（P<0.05），见图2。

2.4 SEM对Eca109细胞自噬的影响

与CK组比较，SEM-L组、SEM-M组、SEM-H组

Eca109细胞内自噬小体数量升高，且呈剂量依赖性（均

P<0.05）；与 SEM-H 组比较，SEM-H+compound C 组

Eca109细胞内自噬小体数量降低（P<0.05），见图3。
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与CK组比较，*P<0.05；与SEM-L组比较，△P<0.05；与SEM-M组比较，▲P<0.05；与SEM-H组比较，▽P<0.05

图2 流式细胞术检测SEM和Compound C处理的各组Eca109细胞的凋亡水平

与CK组比较，*P<0.05；与SEM-L组比较，△P<0.05；与SEM-M组比较，▲P<0.05；与SEM-H组比较，▽P<0.05

图3 透射电镜观察SEM和Compound C处理的Eca109细胞内自噬小体数量（×15 000）

2.5 SEM 对 Eca109 细胞中凋亡和自噬相关蛋白及

AMPK/SIRT1/NF-κB信号通路相关蛋白表达的影响

WB检测Eca109细胞中自噬相关蛋白结果显示，

与 CK 组比较，SEM-L 组、SEM-M 组、SEM-H 组

Eca109细胞中LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ、Beclin-1蛋白表达升

高且呈剂量依赖性（均 P<0.05）；与 SEM-H 组比较，

SEM-H+Compound C 组Eca109细胞中LC3-II/LC3-I、

Beclin-1 表达重又降低（均 P<0.05）。WB 法检测

Eca109 细胞中凋亡相关蛋白结果显示，与 CK 组比

较，SEM-L组、SEM-M组、SEM-H 组 Eca109 细胞中

BAX 蛋白表达升高，Bcl2 蛋白表达降低，且呈剂

量依赖性（均 P<0.05）；与 SEM-H 组比较，SEM-H+

Compound C 组 Eca109 细胞中 BAX 蛋白表达降低，

Bcl2蛋白表达升高（P<0.05）。WB法检测Eca109细

胞中 AMPK/SIRT1/NF-κB 信号通路相关蛋白结果

显示，与CK组比较，SEM-L组、SEM-M 组 、SEM-H

组 Eca109 细胞中 p-AMPK、SIRT1 蛋白表达升高，

p-NF-κB p65 蛋白表达降低，且呈剂量依赖性（均

P<0.05）；与 SEM-H组比较，SEM-H+Compound C组

Eca109 细 胞 中 p-AMPK 、SIRT1 蛋 白表达降低，

p-NF-κB p65 蛋白表达升高（P<0.05）。见图4。结果

表明，Compound C部分逆转了高剂量SEM对Eca109

细胞中AMPK/SIRT1信号通路的激活以及NF-κB通

路的抑制作用，同时逆转了对细胞自噬与凋亡相关

蛋白表达的促进作用。

3 讨 论

3.1 SEM促进Eca109细胞凋亡

SEM是芝麻油的主要活性成分，其具有抗癌、抗

炎、抗衰老等作用[8]。据报道，SEM可诱导口腔鳞状

细胞癌细胞凋亡[9]；SEM处理增强了宫颈癌HeLa细

胞的凋亡率[10]；SEM诱导杜氏利什曼原虫细胞凋亡
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样细胞死亡[11]。以上研究表明，SEM具有诱导细胞

凋亡的作用。本研究结果与其是一致的。本研究显

示，与 CK 组比较，SEM-L 组、SEM-M 组、SEM-H 组

Eca109细胞凋亡率升高，细胞增殖能力降低，且呈剂

量依赖性，表明 SEM 可促进 Eca109 细胞凋亡。

BAX、Bcl2作为评估细胞凋亡常见的蛋白分子，BAX

具有促进细胞凋亡的作用，而Bcl2则对细胞凋亡发

挥抑制作用[12]。本研究显示，与CK组比较，SEM-L

组、SEM-M组、SEM-H组Eca109细胞中BAX蛋白表

达升高，Bcl2蛋白表达降低，且呈剂量依赖性，再次

从凋亡机制上证实了 SEM对Eca109细胞凋亡的促

进作用。

与CK组比较，*P<0.05；与SEM-L组比较，△P<0.05；与SEM-M组比较，▲P<0.05；与SEM-H组比较，▽P<0.05

A: CK组；B: SEM-L组；C: SEM-M组；D: SEM-H组；E: SEM-H+Compound C组

图4 WB法检测SEM和Compound C处理后的Eca109细胞中LC3-II/LC3-I、Beclin-1、

BAX、Bcl2、p-AMPK、SIRT1、p-NF-κB p65等蛋白的表达

3.2 SEM促进Eca109细胞自噬

除细胞凋亡外，细胞自噬在调节细胞死亡方面

也发挥着重要作用。自噬被认为在癌症中发挥双重

作用，它可以通过过度的自我消化促进细胞死亡，以

防止氧化应激和基因组不稳定，而自噬的高活性也

有助于癌细胞应对高蛋白毒性和代谢应激，因此促

进细胞存活[13]。当自噬被触发时，LC3 从其水溶性

LC3-Ⅰ形式转变为脂溶性LC3-Ⅱ形式并与自噬囊泡

结合形成自噬体[14]；Beclin-1是一种衔接蛋白，在自噬

起始阶段发挥重要作用[15]。因此，LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ、

Beclin-1水平的升高可作为衡量自噬激活的重要指

标。本研究显示，SEM可促进Eca109细胞内自噬小

体数量的增加以及LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ、Beclin-1表达的

上升，且呈剂量依赖性，表明 SEM可促进Eca109细

胞自噬，进而促进 Eca109 细胞死亡。有研究显示，

SEM通过调控细胞自噬对环磷酰胺诱导的肺损伤提

供保护作用[16]；SEM通过调控细胞自噬抑制肝癌进

展[17]。本研究与上述研究结果是一致的，表明 SEM

通过调控细胞自噬的方式来调节细胞死亡，进而抑

制疾病的进展。提示 SEM 可能成为临床上治疗

ESCC的潜在有效药物。

3.3 SEM 通过激活 AMPK/SIRT1 信号通路促进

Eca109细胞自噬与凋亡

AMPK是多种癌症中细胞能量状态的主要传感

器，活化的 AMPK 会提高细胞内 NAD+浓度并激活

SIRT1，激活的 SIRT1会抑制NF-κB的表达，进而在

包括肿瘤在内的多种疾病中发挥重要调控作用[18]。

据报道，激活AMPK/SIRT1信号通路可促进神经细

胞自噬进而对脊髓损伤神经元发挥保护作用[19]；激活

AMPK/SIRT1通路介导的自噬可减轻骨关节炎小鼠

软骨降解[20]；抑制NF-κB通路可促进宫颈癌细胞凋

亡[21]。本研究结果与其是一致的。本研究显示，与

CK组比较，SEM-L组、SEM-M组、SEM-H组Eca109

细胞中 p-AMPK、SIRT1蛋白表达升高，p-NF-κB p65
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蛋白表达降低，且呈剂量依赖性，推测SEM可能通过

激活AMPK/SIRT1信号通路抑制NF-κB活性来促进

Eca109细胞自噬与凋亡。为了验证该推测，本研究

在高剂量 SEM作用的基础上再加上AMPK抑制剂

Compound C 来 干 预 Eca109 细 胞 ，结 果 显 示 ，

Compound C减弱了高剂量SEM对Eca109细胞自噬

与凋亡的促进作用，证实了SEM是通过激活AMPK/

SIRT1信号通路抑制NF-κB活性来促进Eca109细胞

自噬与凋亡的。

综上所述，SEM可能通过激活AMPK/SIRT1信

号通路抑制NF-κB活性来促进Eca109细胞自噬与凋

亡，该研究为将 SEM应用于ESCC的临床治疗提供

了实验依据。然而，本研究尚存在不足之处，SEM对

Eca109细胞自噬与凋亡的促进作用可能还涉及其他

通路，但本研究尚未涉及，这将是后续探究的重点。
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