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鸦胆子油乳剂对食管鳞状细胞癌TE-1细胞增殖、凋亡和自噬的影响及

其可能的机制

付皓云，李嫚（湖北省肿瘤医院 中西医结合科，湖北  武汉  430079）

[摘  要]  目的：探讨鸦胆子油乳剂（BJOE）对食管鳞状细胞癌TE-1细胞增殖、凋亡和自噬的影响及其可能的机制。方法：按
干预措施的不同，将TE-1细胞分为对照组、RAPA（自噬激动剂）组、740Y-P（PI3K激活剂）组、BJOE组、BJOE+RAPA组和BJOE+

740Y-P组。采用FCM、克隆形成、Transwell实验检测细胞凋亡、增殖、迁移和侵袭能力，qPCR法检测细胞中PI3K、Akt、mTOR、

LC3Ⅰ、LC3Ⅱ、p62、Beclin 1、caspase-3的mRNA表达，WB法检测PI3K、Akt、mTOR及其磷酸化、LC3Ⅱ/Ⅰ、p62、Beclin 1、caspase-3

的蛋白表达。结果: 与对照组比较，RAPA组和BJOE组细胞凋亡率均显著升高（均P<0.01），细胞克隆形成率、迁移和侵袭能力

均显著降低（均P<0.01），细胞中 PI3K、Akt、mTOR 的 mRNA 和蛋白磷酸化水平均显著降低（均P<0.05），p62的mRNA 和蛋白

水平显著降低（均P<0.01），LC3Ⅱ/Ⅰ、Beclin 1和 caspase-3的mRNA和蛋白水平显著升高（均P<0.05），740Y-P组的结果则相反

（均P<0.05）；与RAPA组或740Y-P组比较，BJOE+RAPA组或BJOE+740Y-P组细胞凋亡率显著升高（均 P<0.01），克隆形成率、

细胞侵袭和迁移能力显著降低（均P<0.01），PI3K、Akt、mTOR的mRNA和蛋白磷酸化水平均显著降低（均P<0.05），p62的mRNA

和蛋白水平均显著降低（均 P<0.05），LC3Ⅱ/Ⅰ、Beclin 1 和 caspase-3 mRNA和蛋白水平显著升高（均P<0.05）。结论: BJOE

显著抑制TE-1细胞增殖、迁移、侵袭并促进细胞凋亡与自噬，其机制可能与抑制PI3K/Akt/mTOR信号通路的激活有关。
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Effects of brucea javanica oil emulsion on proliferation, apoptosis and autophagy 
of esophageal squamous cell carcinoma TE-1 cells and its possible mechanism

FU Haoyun, LI Man (Department of Integrated Traditional Chinese and Western Medicine, Hubei Cancer Hospital, Wuhan 430079, 

Hubei, China)

[Abstract]  Objective: To explore the effects of brucea javanica oil emulsion (BJOE) on proliferation, apoptosis and autophagy of esophageal 

squamous cell carcinoma TE-1 cells and the possible mechanism. Methods: According to the different interventions TE-1 cells were divided 

into control group, RAPA (autophagy agonist) group, 740Y-P (PI3K activator) group, BJOE group, BJOE+RAPA group and BJOE+740Y-P 

group. Cell apoptosis, proliferation, migration and invasion were detected by FCM, clonogenesis and Transwell assay; the mRNA expression 

of PI3K, Akt, mTOR, LC3Ⅰ, LC3Ⅱ, p62, Beclin 1 and caspase-3 in cells was detected by qPCR; and the protein expression levels of PI3K, 

Akt, mTOR and their phosphorylation as well as the protein expression of LC3Ⅱ/Ⅰ, p62, Beclin1 and caspase-3 were detected by Western 

blotting. Results: Compared with the control group, RAPA group and BJOE group exhibited increased cell apoptosis rate (both P<0.01), 

reduced clone formation rate, cell invasion and migration ability (all P<0.01), decreased mRNA and protein phosphorylation levels of PI3K, 

Akt, mTOR (all P<0.05) as well as decreased mRNA and protein levels of p62 (all P<0.01), and increased mRNA and protein levels of LC3

Ⅱ/Ⅰ, Beclin 1 and caspase-3 (all P<0.05); however, the results of 740Y-P group were opposite (all P<0.05). Compared with RAPA group 

or 740Y-P group alone, BJOE+RAPA or BJOE+740Y-P group exhibited increased apoptosis rate (P<0.01), decreased clone formation rate, 

cell invasion and migration ability (all P<0.01), decreased mRNA and protein phosphorylation levels of PI3K, Akt, mTOR (all P<0.05) as 

well as decreased mRNA and protein levels of p62 (all P<0.05), and increased mRNA and protein levels of LC3Ⅱ/Ⅰ, Beclin 1 and caspase-3 

(all P<0.05). Conclusion: BJOE significantly inhibits the proliferation, invasion, migration and promotes apoptosis and autophagy of TE-1 

cells, and the mechanism may be related to inhibition of the activation of PI3K/Akt/mTOR signaling pathway.

[Key words]  brucea javanica oil emulsion (BJOE); esophageal squamous cell carcinoma (ESCC); TE-1 cell; proliferation; apoptosis; 

autophagy; PI3K/Akt/mTOR signaling pathway
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食 管 鳞 状 细 胞 癌（esophageal squarmous cell 

carcinoma，ESCC）是较为常见的恶性肿瘤，其具有生

长迅速、早期转移、对药物治疗反应低等特点[1-2]。目

前手术、放疗、化疗和联合治疗是ESCC的主要治疗

方法[3]。然而，由于早期ESCC的症状不典型，大多数

患者在确诊时已出现远处转移，因而治疗效果欠

佳[4]。随着医学科学技术的发展，ESCC患者的生存

率有所提高，但长期预后仍然不理想。因此迫切需

要寻找疗效高的药物，以有效提高临床治疗水平并

降低其病死率。PI3K/Akt/mTOR信号通路是生物体

中重要的信号通路，研究结果[5-7]显示，该信号通路的

主要成分失调导致下游通路的异常激活，最终促进

肿瘤的发生。自噬在细胞发育、增殖和肿瘤发生中

起复杂的作用。研究[8]表明，许多天然产物可靶向

PI3K/Akt/mTOR通路介导细胞自噬，从而抑制肿瘤

生长。鸦胆子油被广泛用于治疗肝癌、肺癌、结肠

癌、卵巢癌等的治疗[9]。鸦胆子油乳剂（brucea 

javanica oil emulsion，BJOE）是鸦胆子油最常用的制

剂[10]，BJOE对 ESCC EC109细胞增殖和凋亡具有剂

量依赖性作用[11]，但其是否通过 PI3K/Akt/mTOR 信

号通路来影响ESCC细胞的增殖与凋亡尚无相关研

究报道。因此，本研究基于 PI3K/Akt/mTOR信号通

路，利用BJOE处理ESCC TE-1细胞，结合自噬激动

剂RAPA和PI3K激活剂740Y-P探讨BJOE对TE-1细

胞增殖、凋亡和自噬的作用及其机制，旨在为BJOE

治疗ESCC提供实验依据。

1   材料与方法

1.1  细胞及主要试剂

人 ESCC TE-1 细胞购自中国科学院上海细胞

库。BJOE 购自广州白云山明兴制药有限公司。

RPMI 1640购自Hyclone公司，胎牛血清（FBS）购自

Gibco 公司，磷酸缓冲液（PBS）、0.25% 胰蛋白酶、

CCK-8试剂盒和瑞氏-吉姆萨复合染液、RIPA（强）组

织细胞快速裂解液和BCA蛋白浓度测定试剂盒、结

晶紫染色液均购自Solarbio公司，RAPA、740Y-P购自

MCE 公司，AnnexinⅤ-FITC/PI 凋亡检测试剂盒、基

质胶购自BD公司，TRIzol购自Ambion公司，SYBR 

Green 染料购自 KAPA Biosystems 公司，PI3K、Akt、

mTOR、LC3Ⅱ/Ⅰ、p62、Beclin 1、caspase-3、GAPDH

抗体和山羊抗兔二抗均购自Bioswamp公司，p-PI3K、

p-Akt和p-mTOR相关抗体购自Abcam公司。

1.2  细胞培养

将TE-1细胞用含有10% FBS的RPMI 1640培养

基于 37 ℃、5% CO2的培养箱中培养，待细胞汇合度

达80%时，按照1∶2比例进行传代培养。

1.3  实验分组及处理

将对数生长期TE-1细胞分为对照组、RAPA组、

740Y-P组、BJOE组、BJOE+RAPA组和BJOE+740Y-P

组。RAPA组加入 5 mmol/L RAPA[12]，740Y-P组加入

30 μmol/L740Y-P[13]，BJOE组加入 40 μg/mL BJOE[14]，

BJOE+RAPA 组 加 入 40 μg/mL BJOE 和 5 mmol/L 

RAPA ，BJOE+740Y-P 组加入 40 μ g/mL BJOE 和

30 μmol/L 740Y-P，对照组细胞不经RAPA或 740Y-P

处理，培养48 h后进行后续实验。

1.4  FCM检测TE-1细胞的凋亡水平

收集各组细胞，加入 200 μL PBS轻轻吹打混匀

细胞 ，4 ℃ 离心 5 min，弃上清液后，加入 10 μL 

Annexin Ⅴ-FITC和 10 μL PI，轻轻混匀，4 ℃避光处

理 30 min。加入 300 μL PBS，进行 FCM 检测，使用

NovoExpress分析软件对细胞的凋亡情况进行分析。

1.5  克隆形成实验检测TE-1细胞的增殖能力

收集各组细胞，调整细胞悬液浓度，接种于 6孔

板（2×103个/孔），置于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养。

当培养板中出现肉眼可见的克隆时，终止培养。弃

去上清液，PBS 清洗 2 次，加入 2 mL 4% 多聚甲醛

4 ℃固定细胞15 min。弃去固定液，加入1 mL瑞氏-吉

姆萨复合染液20 min，流水缓慢洗去染色液。将平皿

倒置拍照，计数克隆并计算克隆形成率。克隆形成

率=（克隆数/接种细胞数）×100%。

1.6  Transwell实验检测TE-1细胞的迁移和侵袭能力

进行细胞迁移、侵袭实验接种前需将 24孔板和

Transwell小室用 PBS 浸泡 5 min。进行细胞侵袭实

验时需在上室中预铺80 µL基质胶，37 ℃培养箱中放

置 30 min。以 1%FBS 的培养基重悬 TE-1 细胞，取

200 μL（1×105个/mL）接种到 Transwell 上室内，下室

中加入600 μL 10%FBS的培养液，置于37 ℃、5%CO2

培养箱中培养 24 h。弃去培养基，PBS清洗后加入

1 mL 4% 多聚甲醛溶液，室温下固定20 min。弃去

固定液，加入1 mL 0.5%结晶紫溶液染色30 min。用

棉签擦去Transwell上室内未穿膜的细胞，置于光学

显微镜下（×200）观察、统计穿膜细胞数。

1.7  qPCR 法检测 TE-1 细胞中 PI3K/AKT/mTOR 通

路、自噬和凋亡相关mRNA的表达

收集各组TE-1细胞，加入1 mL TRIzol试剂提取

各组细胞总RNA，按照TaKaRa逆转录试剂盒说明方

法 逆 转 录 获 得 cDNA，qPCR 法 检 测 PI3K、Akt、

mTOR、LC3Ⅱ/Ⅰ、p62、Beclin 1和caspase-3的表达水

平。qPCR引物由武汉天一华煜基因科技有限公司

合成，序列见表 1。qPCR 反应条件：95 ℃ 3 min，

95 ℃ 5 s、56 ℃ 10 s、72 ℃ 25 s，共 40个循环。依据

Ct值计算 2-△△Ct，以GAPDH为内参基因计算各目的
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基因mRNA的相对表达量。

表1    qPCR引物序列

基因

PI3K

Akt

mTOR

LC3Ⅱ

LC3Ⅰ

P62

Beclin 1

Caspase-3

GAPDH

引物序列（5′-3′）

F: AGTAGGCAACCGTGAAG

R: ATTTGGAGGATAGACATACATT

F: CACACCACCTGACCAAGATG

R: GCACCCGAGAAATAAAAACC

F: TACGCTGTCATCCCTTTATCG

R: TCTTCTTCTTCTCCCTGTAGTCC

F: CAGCACAGCATGGTGAGTG

R: TTTCCTGGGAGGCGTAGAC

F: GCATCCAACCAAAATCCC

R: TGTGTCCGTTCACCAACAG

F: AAGAGAAAAAAGAGTGCCG

R: TCAGACAGGTGCCCGA

F: CGTCCAACAACAGCACC

R: GAATCTGCGAGAGACACCA

F: GGTTCATCCAGTCGCTTT

R: ATTCTGTTGCCACCTTTC

F: GGGAAACTGTGGCGTGAT

R: GAGTGGGTGTCGCTGTTGA

1.8  WB法检测TE-1细胞的中 PI3K/AKT/mTOR通

路、自噬和凋亡相关蛋白的表达

取出各组TE-1细胞，弃去培养液加入适量预冷

PBS洗涤后，加入含有蛋白酶和磷酸酶抑制剂的裂解

液在 4 ℃下充分裂解细胞，以 12 000×g离心 10 min，

取上清液进行蛋白质定量。取 20 µg 蛋白进行

10% SDS-PAGE，将蛋白质转至PVDF膜上，于5%脱

脂奶粉中室温封闭2 h，分别加入1∶1 000稀释的 PI3K、

Akt、mTOR、p-PI3K、p-Akt、p-mTOR、LC3Ⅱ/Ⅰ、p62、

Beclin 1、caspase-3 和 GAPDH 一抗，-4 ℃ 冰 箱 中

过夜。次日，PBST 洗涤 3 次后加入山羊抗兔二抗

（1∶20 000），室温处理 1 h。加入ECL化学发光试剂

显色，用凝胶成像系统采集图像，以 Image J软件分析

蛋白质条带的灰度值。

1.9  统计学处理

以上主要实验均独立重复3次。采用SPSS 19.0

软件对数据进行统计分析，符合正态分布的计量数

据以 x̄±s 表示，多组间比较采用单因素方差分析，组

间两两比较采用 LSD-t 检验。以 P<0.05 或 P<0.01

表示差异有统计学意义。

2  结  果

2.1  BJOE及RAPA和740Y-P对TE-1细胞凋亡的影响

FCM 检测结果（图 1A）显示，与对照组比较，

RAPA组和BJOE 组 TE-1细胞凋亡率显著升高（均

P<0.01），740Y-P组细胞凋亡率显著降低（P<0.01）；

分别与RAPA组或740Y-P组比较，BJOE+RAPA组或

BJOE+740Y-P 组细胞凋亡率均显著升高（均 P<0.01）。

qPCR和WB实验结果（图 1B、1C）显示，与对照组比

较，RAPA组和BJOE组细胞中 caspase-3的mRNA和

蛋白表达水平均显著升高（均P<0.01），740Y-P组细

胞中caspase-3的mRNA和蛋白表达水平均显著降低（均

P<0.01）。与 RAPA 组或 740Y-P 组比较 ，BJOE+

RAPA 组 或 BJOE+740Y-P 组 细 胞 中 caspase-3 的

mRNA和蛋白表达均显著增加（均P<0.01）。结果表

明，BJOE和RAPA能够促进TE-1细胞凋亡，740Y-P

能够抑制TE-1细胞凋亡，且BJOE能够进一步增强

RAPA对TE-1 细胞凋亡的影响，并逆转 740Y-P对

TE-1细胞凋亡的影响。

2.2  BJOE及RAPA和 740Y-P对TE-1细胞克隆形成

的影响

克隆形成实验结果（图 2）显示，与对照组比较，

RAPA组和BJOE组TE-1细胞克隆形成率均显著降

低（均P<0.01），740Y-P组细胞克隆形成率显著升高

（P<0.01）；与 RAPA 组或 740Y-P 组比较 ，BJOE+

RAPA组或BJOE+740Y-P组细胞克隆形成率均显著

降低（均P<0.01）。结果表明，BJOE和RAPA能够抑

制TE-1细胞增殖，740Y-P能够促进TE-1细胞增殖，

且BJOE能够进一步增强RAPA对TE-1细胞增殖的

影响，并逆转740Y-P对TE-1细胞增殖的促进作用。

2.3  BJOE及RAPA和 740Y-P对TE-1细胞迁移与侵

袭的影响

Transwell实验结果（图 3）显示，与对照组比较，

RAPA组和BJOE组TE-1细胞迁移和侵袭数均显著

减少（均P<0.01），740Y-P组细胞迁移和侵袭数显著

增多（均 P<0.01）。与 RAPA 组或 740Y-P 组相比，

BJOE+RAPA组或BJOE+740Y-P组细胞迁移和侵袭

数均显著减少（P<0.01）。结果表明，BJOE和RAPA

能够抑制 TE-1 细胞迁移与侵袭，740Y-P 能够促进

TE-1 细胞迁移与侵袭，且 BJOE 能够进一步增强

RAPA对TE-1细胞迁移与侵袭的抑制作用，并逆转

740Y-P对TE-1细胞迁移与侵袭的影响。

2.4  BJOE及RAPA和 740Y-P对 PI3K/Akt/mTOR信

号通路激活的影响

qPCR（图4A）和WB法（图4B）检测结果显示，与

对照组比较，RAPA组和BJOE组TE-1细胞中PI3K、

Akt、mTOR的mRNA和蛋白磷酸化水平均显著降

低（均P<0.05），740Y-P组的结果与之相反。与RAPA

组或740Y-P组相比，BJOE+RAPA组或BJOE+740Y-P

组细胞中 PI3K、Akt、mTOR的mRNA和蛋白磷酸化

水平均显著降低（均 P<0.05）。结果表明，BJOE 和
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RAPA能够抑制TE-1细胞中PI3K/Akt/mTOR信号通

路激活，740Y-P 能够促进 TE-1 细胞中 PI3K/Akt/

mTOR 信号通路激活，且 BJOE 能够进一步增强

RAPA对TE-1细胞PI3K/Akt/mTOR信号通路的抑制

作用，并逆转740Y-P对TE-1细胞PI3K/Akt/mTOR信

号通路激活的促进作用。

与对照组比较，*P<0.05，**P<0.01；与RAPA组比较，△△P<0.01；与740Y-P组比较，▲P<0.05，▲▲P<0.01。

图1    各组细胞凋亡率（A）和caspase-3的mRNA（B）和蛋白（C）表达水平比较

与对照组比较，**P<0.01；与RAPA组比较，△△P<0.01；与740Y-P组比较，▲▲P<0.01。

图2    各组细胞克隆形成率比较

2.5  BJOE及RAPA和 740Y-P对TE-1细胞自噬相关

基因和蛋白表达的影响

qPCR（图5A）和WB法（图5B）检测结果显示，与对

照组比较，RAPA组和BJOE组TE-1细胞中p62的mRNA

和蛋白表达均显著降低（均 P<0.01），LC3Ⅱ/Ⅰ、

Beclin 1的mRNA和蛋白表达均显著升高（均P<0.05），

740Y-P组的结果与之相反（均 P<0.05）。与 RAPA 组

或 740Y-P组比较，BJOE+RAPA 组或 BJOE+740Y-P 组

细胞中p62的mRNA和蛋白表达均显著降低（均P<0.01），

LC3Ⅱ/Ⅰ、Beclin 1的mRNA和蛋白表达均显著升高（均

P<0.05）。结果表明，BJOE和RAPA能够促进TE-1细

胞自噬，740Y-P能够抑制TE-1细胞自噬，且BJOE能够

进一步增强RAPA对TE-1细胞自噬的促进作用，并逆

转740Y-P对TE-1细胞自噬的抑制作用。
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与对照组比较，**P<0.01；与RAPA组比较，△△P<0.01；与740Y-P组比较，▲▲P<0.01。

图3    BJOE及RAPA和740Y-P对细胞迁移（A）和侵袭（B）的影响（结晶紫染色，×200）

与对照组比较，*P<0.05，**P<0.01；与RAPA组比较，△P<0.05，△△P<0.01；与740Y-P组比较，▲P<0.05，▲▲P<0.01。

图4    各组细胞中PI3K、Akt、mTOR的mRNA（A）和蛋白磷酸化（B）水平比较
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与对照组比较，*P<0.05，**P<0.01；与RAPA组比较，△P<0.05，△△P<0.01；与740Y-P组比较，▲▲P<0.01。

图5    各组细胞中自噬相关基因（A）和蛋白（B）表达水平比较

3  讨  论

ESCC是食管癌的一种主要组织病理学亚型，手

术切除是 ESCC 的重要治疗手段，术后放疗是降低

ESCC复发风险的主要方法，然而，较大比例的ESCC

产生了放疗抵抗[15]，从而导致肿瘤局部未控或复发、

转移。BJOE具有抗真菌、抗氧化、抗炎和抗癌等生

物活性，能抑制癌细胞的生长和迁移能力，可作为

ESCC潜在的治疗药物[16]。本研究结果显示，BJOE能

够促进 TE-1细胞凋亡，并抑制细胞增殖、迁移和侵

袭，提示BJOE具有抑制ESCC的作用，与前期研究结

果[11]一致。

细胞凋亡被认为是受外在或内在细胞凋亡机制

调控的各种细胞病理过程的重要组成部分[17]。

Caspase家族是凋亡过程中的半胱氨酸蛋白酶，其中

caspase-3是凋亡级联中最关键的凋亡蛋白酶，一旦

激活就会发生下游级联反应使凋亡发生[18]。有研

究[19]发现，BJOE在宫颈癌SiHa细胞中表现出显著的

细胞毒性作用，并诱导细胞凋亡。本实验结果显示，

BJOE可提高 caspase-3蛋白表达水平。自噬可以调

节细胞凋亡，包括有丝分裂、自噬以及Beclin 1与抗

凋亡家族成员之间的相互作用。当自噬体与溶酶体

融合时，自噬体内的LC3Ⅱ会降解其内容物，因此，

LC3可以作为自噬的标志物[20]。此外，LC3在细胞自

噬和凋亡之间的相互作用中起关键作用[21]。有研

究[22]发现，BJOE 可诱导非小细胞肺癌 A549 细胞自

噬，抑制细胞增殖和迁移。本实验结果显示，BJOE

显著提高LC3Ⅱ/Ⅰ和Beclin 1表达水平，表明BJOE

能诱导细胞自噬。

越来越多的研究证据[23-25]表明，PI3K/Akt/mTOR

信号通路参与许多肿瘤细胞（如结直肠癌、乳腺癌和

ESCC 等）的增殖与存活过程。本研究结果显示，

BJOE能够抑制PI3K/Akt/mTOR信号通路的激活，表

明PI3K/Akt/mTOR信号通路在自噬中起着关键的调

控作用。在生理条件下，生长因子和细胞因子通过

激活 PI3K 和磷酸化 Akt，然后激活 mTOR，活化的

mTOR通过磷酸化下游因子促进蛋白质合成并抑制

自噬[26]。为进一步明确 BJOE 通过调控 ESCC 细胞
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PI3K/Akt/mTOR通路诱导自噬的机制，本研究使用

自噬激动剂RAPA和 PI3K激活剂 740Y-P处理 TE-1

细胞，结果显示，与RAPA或 740Y-P组比较，BJOE+

RAPA 组或 BJOE+740Y-P 组 TE-1 细胞中 PI3K/Akt/

mTOR通路的激活均受到抑制，且细胞中LC3Ⅱ/Ⅰ

和Beclin 1表达水平也显著升高，提示BJOE能够通

过抑制 PI3K/Akt/mTOR 信号通路激活 TE-1 细胞自

噬，并促进细胞凋亡。

综上所述，BJOE可通过抑制PI3K/Akt/mTOR信

号通路诱导ESCC TE-1细胞自噬，并促进细胞凋亡，

抑制细胞增殖、迁移和侵袭，为BJOE治疗ESCC提供

了实验依据。
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