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桃叶珊瑚苷调节RhoA/ROCK信号通路对食管癌

细胞放疗敏感性的影响
宋玉玲1  汪学昌1  金曼2  杨世荣1*

(1青海省第五人民医院, 放疗中心, 西宁 810000; 
2青海省第五人民医院, 肿瘤内科, 西宁 810000)

摘要      该文探讨了桃叶珊瑚苷(AU)对食管癌细胞(EC9706细胞)放疗敏感性以及对Ras同源基

因家族蛋白A/Rho相关卷曲螺旋结合蛋白激酶 (RhoA/ROCK)信号通路的影响。使用浓度为0、25、
50、75、100、125 μmol/L的AU处理EC9760细胞24 h后, 采用CCK-8法检测细胞存活率, 筛选AU的

最佳作用浓度, 进行后续实验。将EC9706细胞分为5组: 对照组(Control组)、放疗组(6Gy组)、AU组、

AU+6Gy组、AU+6Gy+RhoA激活剂组 (AU+6Gy+Naciclasine组 )。克隆形成实验和Edu检测细胞的

增殖情况 ; 流式细胞术检测细胞的凋亡情况 ; 酶联免疫吸附测定 (ELISA)技术对细胞培养液上清中

肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、干扰素-γ(IFN-γ)、白细胞介素-2(IL-2)的含量进行检测 ; 鬼笔环肽染色法

观察细胞骨架 ; Western blot法检测细胞中B细胞淋巴瘤蛋白 -2(Bcl-2)、Bcl-2相关X蛋白(Bax)、上

皮钙黏素(E-cadherin)、神经钙黏蛋白(N-cadherin)、RhoA、ROCK蛋白水平 ; 构建食管癌移植瘤模

型, 测量肿瘤的质量和体积, Western blot检测肿瘤组织的RhoA、ROCK蛋白水平。与0 μmol/L相比, 
25~125 μmol/L浓度的AU可以降低EC906细胞的活力, 选择100 μmol/L的AU进行后续实验。与Con-
trol组比较 , 6Gy、AU组细胞克隆形成数和Edu阳性率 , TNF-α、Bcl-2、N-cadherin、RhoA、ROCK
蛋白水平明显降低 , 细胞凋亡率 , IFN-γ、Bax、E-cadherin、IL-2水平以及F-actin荧光强度明显升高

(P<0.05); AU+6Gy组相比6Gy、AU组 , 细胞克隆形成数和Edu阳性率 , TNF-α、Bcl-2、N-cadherin、
RhoA、ROCK蛋白水平明显降低 , 而细胞凋亡率 , Bax、E-cadherin、IFN-γ、IL-2水平以及F-actin
荧光强度明显升高(P<0.05); 与AU+6Gy组比较, AU+6Gy+Naciclasine组细胞克隆形成数和Edu阳性

率 , TNF-α、Bcl-2、N-cadherin、E-cadherin、RhoA、ROCK蛋白水平明显升高 , 细胞凋亡率 , Bax、
IFN-γ、IL-2水平以及F-actin荧光强度降低(P<0.05)。裸鼠移植瘤实验表明, 与Control组比较, 6Gy、
AU组裸鼠质量和体积以及RhoA和ROCK蛋白水平明显降低(P<0.05); AU+6Gy组相比于6Gy、AU组, 
裸鼠质量和体积及以RhoA和ROCK蛋白水平明显降低 (P<0.05)。AU可能通过抑制RhoA/ROCK通

路的信号转导增强食管癌细胞放疗敏感性。
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Abstract       This article investigated the effect of AU (aucubin) on the radiotherapy sensitivity of esophageal 
cancer cells (EC9706 cells) and its effect on RhoA/ROCK (Ras homolog gene family member A/Rho-associated 
with curly helix binding protein kinase) signaling pathway. EC9760 cells were treated with aucubin at concentra-
tions of 0, 25, 50, 75, 100, and 125 μmol/L for 24 hours, and the cell survival rate was measured by CCK-8 as-
say. The optimal concentration of aucubin was screened for subsequent experiments. EC9706 cells were grouped: 
Control group; radiotherapy group (6Gy group); AU group; AU+6Gy group; AU+6Gy+RhoA activator group 
(AU+6Gy+Naciclasine group). Cloning formation experiments and Edu assay were used to detect cell prolifera-
tion. Flow cytometry was used to test cell apoptosis. ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) was used to 
measure TNF-α (tumor necrosis factor-α), IFN-γ (interferon-γ), and IL-2 (interleukin-2) in the supernatant of cell 
culture medium. The phalloidin staining method was used to observe the cytoskeleton. Western blot method was 
used to test the level of Bcl-2 (B-cell lymphoma-2), Bax (Bcl-2 associated X protein), E-cadherin, N-cadherin, 
RhoA and ROCK proteins in cells. The esophageal cancer transplant tumor model was constructed, and the mass 
and volume of the tumor were measured. Western blot was used to test RhoA and ROCK proteins in tumor tissue. 
Compared with 0 μmol/L, AU at concentrations of 25-125 μmol/L could reduce the viability of EC906 cells. There-
fore, 100 μmol/L AU was selected for subsequent experiments. Compared with the Control group, the 6Gy and AU 
groups had greatly lower cell clone formation number, Edu positivity rate, the level of TNF-α, Bcl-2, N-cadherin, 
RhoA, and ROCK proteins, while had higher cell apoptosis rate, and the levels of IFN-γ, Bax, E-cadherin, and IL-
2, as well as the fluorescence intensity of F-actin (P<0.05). Compared with the 6Gy and AU groups, the AU+6Gy 
group showed manifestly lower cell clone formation number, Edu positivity rate, and the levels of TNF-α, Bcl-2, 
N-cadherin, RhoA, and ROCK proteins, and had greatly higher cell apoptosis rate, and the levels of IFN-γ, Bax, E-
cadherin, and IL-2, as well as the fluorescence intensity of F-actin (P<0.05). Compared with the AU+6Gy group, 
the AU+6Gy+Naciclasine group showed manifestly higher cell clone formation number, Edu positivity rate, and 
levels of TNF-α, Bcl-2, N-cadherin RhoA, and ROCK proteins, while had lower cell apoptosis rate, and the levels 
of IFN-γ, Bax, E-cadherin, and IL-2, as well as the fluorescence intensity of F-actin (P<0.05). The nude mice trans-
plant tumor experiment showed that compared with the Control group, the weight and volume of the nude mice and 
the protein levels of RhoA and ROCK in the 6Gy and AU groups were significantly decreased (P<0.05); compared 
with the 6Gy and AU groups, the weight and volume of the nude mice and the protein levels of RhoA and ROCK in 
the AU 6Gy group were significantly decreased (P<0.05). AU may enhance the radiotherapy sensitivity of esopha-
geal cancer cells by inhibiting the signal transduction of RhoA/ROCK pathway.

Keywords       aucubin; RhoA/ROCK pathway; esophageal cancer; radiotherapy sensitivity

食管癌是全球范围内最常见的恶性肿瘤之一 , 
对患者的健康和生命构成严重威胁 [1], 在我国 , 食管

癌的主要类型为鳞状细胞癌 [2]。食管癌发病早期无

明显特异性, 已经确诊多为中晚期, 失去手术机会[3]。

放射治疗是中晚期食管癌的关键治疗方法, 然而, 放
疗抵抗现象显著降低了治疗的效果。鉴于此 , 深入

探索食管癌的放疗抵抗分子机制 , 寻找放疗敏感性

相关药物, 有望提高食管癌治疗效果。

桃叶珊瑚苷 (aucubin, AU)属于环烯醚萜类化合

物, 于自然界许多植物中广泛分布, 具有清湿热、止

痛、降压、护肝、抗炎、抗癌、神经保护、骨骼保

护等生物学作用 [4]。梅凡等 [5]研究发现AU可以抑制

肺癌细胞的增殖、迁移、侵袭, 促进细胞凋亡, 抑制

肺癌的发生发展过程。但是AU在食管癌放疗中的

作用及机制尚不清楚。

Ras同源基因家族蛋白A(Ras homolog gene fam-
ily member A, RhoA)/Rho相关卷曲螺旋结合蛋白激

酶 (Rho-associated with curly helix binding protein ki-
nase, ROCK)信号通路是影响肿瘤转移的重要信号通

路[6]。RhoA是Rho GTPase家族的一员, 被公认为是致

癌基因 , 在细胞调节过程中有重要的作用 , 可以促进

各种肿瘤细胞的生长增殖、侵袭、黏附。RhoA激活



1891宋玉玲等: 桃叶珊瑚苷调节RhoA/ROCK信号通路对食管癌细胞放疗敏感性的影响

其下游分子ROCK后可以促进肿瘤细胞 , 包括肝癌、

食管癌等细胞的增殖、迁移 [7]。宋鸣等 [8]研究发现 , 
AU可以抑制胃癌细胞的增殖、迁移、侵袭、EMT
以及VM形成过程, 这可能是通过阻断RhoA/ROCK信

号通路实现的。然而 , AU能否通过调控RhoA/ROCK
信号通路对食管癌细胞增殖、迁移、凋亡、炎症等

产生作用目前还没有实验证明。因此 , 本研究探讨

AU调节RhoA/ROCK信号通路对食管癌细胞放疗敏

感性的影响 , 以期为治疗食管癌提供新的方法和思

路。

1   材料与方法
1.1   主要试剂

AU(纯度>99.49%)、Annexin V-FITC/PI细胞凋

亡检测试剂盒(货号: HY-K1073)、CCK-8试剂盒(货
号 : HY-K0301)购自MedChemExpress公司 ; 食管癌

细胞系EC9706来自于美国ATCC; RhoA信号通路激

活剂Naciclasine(纯度>98%)购自北京百奥莱博科技

有限公司 ; 肿瘤坏死因子 -α(tumor necrosis factor-α, 
TNF-α)(货号: JL10208)、白细胞介素-2(interleukin-2, 
IL-2)(货号: JL14113)、干扰素-γ(interferon-γ, INF-γ)
(货号 : JL12152)、ELISA试剂盒购自上海江莱生物

科技有限公司 ; B细胞淋巴瘤蛋白 -2(B-cell lympho-
ma-2, Bcl-2)(货号: 3498)、Bcl-2相关X蛋白(Bcl-2 as-
sociated X protein, Bax)(货号: 2772)、上皮钙黏素(E-
cadherin)(货号: 3195)、神经钙黏蛋白(N-cadherin)(货
号 : 4061)、RhoA(货号 : 2117)、ROCK(货号 : 4035)
一抗购自美国CST公司; GAPDH(货号: ab9484)及羊

抗兔IgG二抗(货号: ab6721)购自英国Abcam公司。

1.2   细胞和动物

取出冻存的EC9706细胞置于37 °C温水浴中90 s
快速复苏, 经过4 °C、1 000 r/min离心5 min后, 收集

上清液, 用RPMI-1640完全培养基(10% FBS和1%双

抗)重悬细胞, 将重悬的细胞均匀铺到T75培养瓶中, 
所有培养瓶置于37 °C恒温、5% CO2箱中培养 , 每
48 h换液 , 在显微镜下观察细胞贴壁率到90%以上

时, 用胰酶消化细胞(37 °C、3 min)进行细胞的传代

培养, 以备后续实验。

5周龄SPF级BALB/c裸鼠24只, 体质量16~18 g, 
购自泰安鸿菲尔生物科技有限公司[SCXK(鲁) 2024 
0006]。本研究经青海省第五人民医院动物伦理委

员会批准进行, 伦理批号: 202403017。

1.3   CCK-8法检测细胞增殖

将对数生长期的EC9706细胞 , 按照每孔5×104个

细胞的密度接种到 96孔培养板内 , 用不同浓度 (0、
25、50、75、100、125 μmol/L)[9]的AU处理24 h, 每
组6个复孔, 每孔中加入20 μL的CCK-8溶液, 继续培

养4 h, 终止反应 , 在450 nm的波长光下测定各组细

胞的吸光度值 , 计算细胞的增殖活性 , 筛选最佳的

AU作用浓度。

此外, 另取细胞, 分别接受不同放射剂量(0 Gy、
2 Gy、4 Gy、6 Gy、8 Gy、10 Gy)的 6MV-X射线

(剂量率5 Gy/min, 照射野40×40 cm², 源靶距100 cm, 
225 kV, 照射距离30 cm)照射 , 24 h后进行CCK-8实
验, 计算细胞增殖抑制率, 筛选最佳放疗剂量。

1.4   细胞分组及处理

取处于对数生长期的 EC9706细胞 ,  分为以

下5组 : 对照组 (Control组 )、放疗组 (6Gy组 )、AU
组、A U + 6 G y组、A U + 6 G y + R h o A激活剂组

(AU+6Gy+Naciclasine组)。Control组不处理; 6Gy组
采用6 Gy的6MV-X射线照射EC9706细胞24 h[9]; AU
组使用100 μmol/L浓度的AU处理EC9706细胞24 h; 
AU+6Gy组先用浓度为100 μmol/L的AU处理EC9706
细胞 24 h, 再用 6 Gy的 6MV-X射线照射EC9706细
胞 ; AU+6Gy+Naciclasine组用100 μmol/L的AU和

30 μmol/L的Naciclasine处理EC9706细胞 , 再用

6 Gy的6MV-X射线照射EC9706细胞。各组EC9706
细胞共同培养24 h。
1.5   平板克隆实验

取对数生长期的EC9706细胞 (1×106/孔 )接种于

6孔板中, 按照1.4的分组分别处理各组细胞, 培养2周
后 , 收集各组细胞。用4%多聚甲醛室温固定10 min, 
PBS洗涤后 , 再用0.1%的结晶紫染液在室温下对各

组细胞染色20 min, 洗涤风干后在显微镜下观察各

组EC9706细胞克隆情况。

1.6   Edu法检测细胞增殖

取对数生长期的EC9706细胞 (1×106/孔 )接种于

6孔板 , 按照1.4的处理方法培养24 h后 , 加入Edu溶
液在37 °C下共同孵育2 h, PBS洗涤, 4%多聚甲醛室

温固定15 min; PBS洗涤 , 0.1% TritonX-100室温孵

育20 min; PBS洗涤, 每孔加入500 μL点击(Click)反
应液混合均匀, 室温下避光孵育30 min; PBS洗涤, 每孔

加入500 μL DAPI染细胞核 , 室温下避光孵育15 min。
PBS清洗后 , 采用共聚焦显微镜观察样本并拍照记
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录, 计算Edu阳性细胞的比率。

1.7   细胞凋亡实验

取对数生长期的EC9706细胞 (1×106/孔 )接种于

6孔板, 按照1.4的分组方案, 对各组细胞处理24 h, 收
集各组细胞并通过4 °C、1 000 r/min离心5 min去除

上清, PBS对细胞洗涤2次, 每次洗涤后都离心(4 °C、
1 000 r/min离心5 min)去除上清液。用500 μL 1× 膜
联蛋白结合缓冲液 (1× Annexin binding buffer)重
悬细胞 , 向悬液中加 5 μL Annexin V-FITC和 5 μL 
PI混合均匀, 避光条件下室温孵育15 min。采用流

式细胞仪对各组EC9706细胞进行荧光检测 , 评估其

凋亡率。

1.8   炎症因子水平检测

取对数生长期的EC9706细胞 (1×106/孔 )接种于

6孔板 , 按照1.4的分组方案 , 对各组细胞进行24 h的
处理, 收集各组细胞的上清液, 依照ELISA试剂盒说

明书进行检测。测定各组细胞上清液中的TNF-α、
IL-2、INF-γ的含量。

1.9   鬼笔环肽染色法观察细胞骨架

取对数生长期的EC9706细胞 (1×106/孔 )接种于

6孔板 , 按照1.4的分组方案 , 对各组细胞进行24 h的
处理后收集 , 室温下4%多聚甲醛固定10 min, 室温

透化 10 min(0.1 %的TritonX-100), 鬼笔环肽室温

染色10 min, PI室温复染5 min, 荧光显微镜下观察各

组细胞染色情况。

1.10   Western blot检测RhoA、ROCK蛋白水平

取对数生长期的EC9706细胞 (1×106/孔 )接种于

6孔板 , 按照1.4的分组方案 , 对各组细胞进行24 h处
理, 对各组细胞进行刮取收集, 细胞用预冷的PBS清
洗3次, 每次均在4 °C、1 000 r/min下离心5 min去上

清, 用预冷的RIPA强裂解液重悬细胞沉淀, 4 °C裂解

30 min, 提取各组细胞总蛋白。蛋白浓度试剂盒对

各组蛋白进行浓度测定。以40 μg的上样量通过SDS
凝胶电泳分离蛋白条带 , 将目标蛋白转移到PVDF
膜上 , 5%牛血清白蛋白室温封闭 2 h。TBST洗膜 , 
膜与Bax、Bcl-2、E-cadherin、N-cadherin、RhoA、

ROCK一抗(均1000 1׃)在4 °C条件下过夜孵育, 室温

孵育二抗 h。避光条件下用ECL发光液 1 (000 10׃1)

对膜显影, ImageJ软件分析蛋白灰度值。

1.11   裸鼠移植瘤实验

通过皮下注射的方式将0.2 mL的EC7906细胞

悬液(5×107/mL)接种到裸鼠腹部, 建立食管癌细胞移

植瘤模型。将裸鼠随机分为4组: Control组、6Gy组、

AU组、AU+6Gy组, 每组6只。Control组注射等量的

生理盐水 ; 6Gy组接受放疗 , 剂量6 Gy/d, 连续3天 [9]; 
AU组注射AU药物 , 每天5 mg/kg[10]; AU+6Gy组同时

接受放疗和AU药物, 与注射6Gy组和AU组处理方法

相同。经过4周的处理后 , 处死所有的裸鼠 , 对肿瘤

的体积和质量进行测量 , 评估不同处理方式对肿瘤

生长的影响。Western blot法检测肿瘤组织中RhoA和

ROCK蛋白的表达水平。

1.12   统计学分析

本研究的统计数据用SPSS 25.0统计学软件分

析处理。计量资料以平均值±标准差(x
_
±s)表示, 多组

间的差异比较用单因素方差分析 , 组内两两比较采

用SNK-q检验。当P<0.05时 , 判定差异具有统计学

意义。

2   结果
2.1   AU对EC9706细胞活力的影响

与0 μmol/L的AU比较, AU为25、50、75、100、
125 μmol/L浓度范围内均可显著降低EC9706细胞的

活力 (P<0.05)。当AU浓度增高至125 μmol/L时 , 细
胞活力相较于100 μmol/L却有所提高。因此 , 选择

100 μmol/L作为处理细胞的AU浓度。见表1。
与0 Gy照射比较 , 在2、4、6、8、10 Gy照射

后EC9706细胞增殖抑制率显著升高 (P<0.05), IC50

为7.20 Gy, 因此选择6 Gy放疗剂量进行后续实验。

见表2。
2.2   AU对EC9706细胞增殖的影响

与Control组比 , 6Gy组、AU组的EC9706细胞

克隆形成数和Edu阳性率降低 (P<0.05); 与 6Gy和
AU组比 , AU+6Gy组的EC9706细胞克隆形成数和

Edu阳性率显著降低 (P<0.05); 与AU+6Gy组比较 , 
AU+6Gy+Naciclasine组的EC9706细胞克隆形成数

和Edu阳性率升高(P<0.05)。见图1、图2和表3。
2.3   AU对EC9706细胞凋亡的影响

与Control组比较, 6Gy组、AU组的EC9706细胞

凋亡率、Bax蛋白表达水平显著升高 , Bcl-2蛋白表

达水平显著降低(P<0.05); AU+6Gy组的EC9706细胞

凋亡率、Bax蛋白表达水平显著高于6Gy组和AU组, 
Bcl-2蛋白表达水平显著降低 (P<0.05); 与AU+6Gy
组比较 , AU+6Gy+Naciclasine组的EC9706细胞凋亡

率、Bax蛋白表达水平显著降低 , Bcl-2蛋白表达水
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表2   射线剂量对EC9706细胞活力的影响

Table 2   The effect of radiation dose on the viability of EC9706 cells 
射线剂量/Gy
Radiation dose /Gy

细胞增殖抑制率/%
Cell proliferation inhibition rate /%

  0   0.00±0.00

  2 10.89±8.16*

  4 22.64±2.02*

  6 41.48±3.74*

  8 55.83±5.04*

10 64.88±5.84*

*P<0.05, 与0 Gy相比。n=6, x
_
±s。

*P<0.05 compared with 0 Gy. n=6, x
_
±s.

图1   克隆形成实验检测AU对EC9706细胞增殖的影响

Fig.1   The clone formation experiment was used to detect the effect of AU on the proliferation of EC9706 cells

Control 6Gy AU AU+6Gy AU+6Gy+Naciclasine

图2   Edu检测AU对EC9706细胞增殖的影响

Fig.2   Edu assay was used to detect the effect of AU on the proliferation of EC9706 cells

25 µm 25 µm 25 µm 25 µm 25 µm

Control 6Gy AU AU+6Gy AU+6Gy+Naciclasine

表1   AU对EC9706细胞活力的影响

Table 1   The effect of AU on the viability of EC9706 cells 
组别

Group
细胞存活率/%
Cell survival rate /%

0 μmol/L AU 100.00±0.00

25 μmol/L AU   94.14±4.25*

50 μmol/L AU   87.06±3.71*

75 μmol/L AU   80.67±1.24*

100 μmol/L AU   70.99±1.36*

125 μmol/L AU   75.09±1.01*

*P<0.05, 与0 μmol/L AU相比。n=6, x
_
±s。

*P<0.05 compared with  0 μmol/L AU. n=6, x
_
±s.

平显著升高(P<0.05)。见图3、图4和表4。
2.4   AU对EC9706细胞中炎症因子的影响

相较于Control组 , 6Gy、AU组EC9706细胞中

TNF-α水平降低 , 而INF-γ、IL-2水平升高(P<0.05); 与

6Gy和AU组比 , AU+6Gy组EC9706细胞中TNF-α水
平显著下降 , INF-γ、IL-2水平显著升高 (P<0.05); 与
AU+6Gy组比 , AU+6Gy+Naciclasine组EC9706细胞中

TNF-α水平升高, INF-γ、IL-2水平降低(P<0.05)。见表5。
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表3   AU对EC7906细胞增殖的影响

Table 3   The effect of AU on the proliferation of EC7906 cells 
组别

Group
Edu阳性率/%
Edu positive rate /%

克隆形成数

Number of clone formation

Control 52.10±5.16 151.05±15.16

6Gy 38.95±4.31*   83.49±8.08*

AU 43.46±4.02*   94.32±9.17*

AU+6Gy 21.32±3.06#&   62.08±6.20#&

AU+6Gy+Naciclasine 37.12±3.15@ 109.09±10.56@

*P<0.05, 与Control组相比; #P<0.05, 与6Gy组相比; &P<0.05, 与AU组相比; @P<0.05, 与AU+6Gy组相比。n=6, x
_
±s。

*P<0.05 compared with the Control group; #P<0.05 compared with the 6Gy group; &P<0.05 compared with the AU group; @P<0.05 compared with the 
AU+6Gy group. n=6, x

_
±s.

图3   流式细胞仪检测AU对EC7906细胞凋亡的影响

Fig.3   Flow cytometry was used to investigate the effect of AU on apoptosis of EC7906 cells

Control 6Gy AU AU+6Gy
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A: Control组; B: 6Gy组; C: AU组; D: AU+6Gy组; E: AU+6Gy+Naciclasine组。

A: Control group; B: 6Gy group; C: AU group; D: AU+6Gy group; E: AU+6Gy+Naciclasine group.
图4   AU对EC7906细胞Bax、Bcl-2蛋白表达的影响

Fig.4   The influence of AU on the expression of Bax and Bcl-2 proteins in EC7906 cells

Bax

Bcl-2

GAPDH

20 kDa

26 kDa

36 kDa

A   　  B　    C　     D　      E

表4   AU对EC7906细胞凋亡的影响

Table 4   The effect of AU on apoptosis of EC7906 cells
组别

Group
凋亡率/%
Apoptosis rate /%

Bax Bcl-2

Control   3.78±0.86 0.28±0.04 0.87±0.07

6Gy 15.91±1.11* 0.47±0.05* 0.70±0.07*

AU 22.37±3.52* 0.62±0.05* 0.65±0.06*

AU+6Gy 33.46±2.16#& 1.05±0.08#& 0.32±0.05#&

AU+6Gy+Naciclasine 27.06±1.15@ 0.83±0.06@ 0.51±0.04@

*P<0.05, 与Control组相比; #P<0.05, 与6Gy组相比; &P<0.05, 与AU组相比; @P<0.05, 与AU+6Gy组相比。n=6, x
_
±s。

*P<0.05 compared with the Control group; #P<0.05 compared with the 6Gy group; &P<0.05 compared with the AU group; @P<0.05 compared with the 
AU+6Gy group. n=6, x

_
±s.
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2.5   AU对EC9706细胞中E-cadherin、N-cadherin
蛋白表达的影响

相较于Control组 , 6Gy、AU组EC9706细胞

中E-cadherin表达水平显著升高 , N-cadherin水平

显著降低 (P<0.05); 与 6G、AU组比 , AU+6Gy组
EC9706细胞中E-cadherin表达水平显著升高 , N-
cadherin水平显著降低 (P<0.05); 与AU+6Gy组比 , 
AU+6Gy+Naciclasine组EC9706细胞中E-cadherin表
达水平显著降低, N-cadherin水平显著升高(P<0.05)。
见图5和表6。
2.6   AU对EC9706细胞骨架的影响

相较于Control组, 6Gy、AU组EC9706细胞中F-

actin荧光强度显著升高 (P<0.05); 与6Gy和AU组比 , 
AU+6Gy组EC9706细胞中F-actin荧光强度显著升高

(P<0.05); 与AU+6Gy组比 , AU+6Gy+Naciclasine组
EC9706细胞中F-actin荧光强度显著降低 (P<0.05)。
见图6和表7。
2.7   AU对EC9706细胞中RhoA、ROCK蛋白表达

的影响

相较于Control组 , 6Gy、AU组EC9706细胞中

RhoA、ROCK蛋白表达水平减少 (P<0.05); 与6Gy、
AU组比 , AU+6Gy组EC9706细胞中RhoA、ROCK
蛋白表达水平显著降低 (P<0.05); 与AU+6Gy组比

较 , AU+6Gy+Naciclasine组EC9706细胞中RhoA、

表5   AU对EC9706细胞中TNF-α、INF-γ、IL-2水平的影响 
Table 5   The effect of AU on the levels of TNF-α, INF-γ, and IL-2 in EC9706 cells  

组别

Group
TNF-α /pg·mL–1 INF-γ /pg·mL–1 IL-2 /pg·mL–1

Control 155.95±10.14 125.12±5.45 38.01±2.49

6Gy   89.13±7.42* 174.59±7.68* 77.74±5.7*

AU 117.67±6.04* 149.91±6.13* 60.87±3.42*

AU+6Gy   75.37±4.52#& 195.04±9.04#& 86.43±6.12#&

AU+6Gy+Naciclasine   85.06±6.45@ 182.49±9.68@ 76.92±5.12@

*P<0.05, 与Control组相比; #P<0.05, 与6Gy组相比; &P<0.05, 与AU组相比; @P<0.05, 与AU+6Gy组相比。n=6, x
_
±s。

*P<0.05 compared with the Control group; #P<0.05 compared with the 6Gy group; &P<0.05 compared with the AU group; @P<0.05 compared with the 
AU+6Gy group. n=6, x

_
±s.

A: Control组; B: 6Gy组; C: AU组; D: AU+6Gy组; E: AU+6Gy+Naciclasine组。

A: Control group; B: 6Gy group; C: AU group; D: AU+6Gy group; E: AU+6Gy+Naciclasine group.
图5   AU对EC7906细胞RhoA、ROCK蛋白表达的影响

Fig.5   The effect of AU on the expression of RhoA and ROCK proteins in EC7906 cells
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140 kDa

  36 kDa

A   　  B　   C         D　     E
E-cadherin

N-cadherin
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表6   AU对EC9706细胞中E-cadherin、N-cadherin蛋白表达的影响

Table 6   The influence of AU on the protein expression of E-cadherin and N-cadherin in EC9706 cells
组别

Group
E-cadherin N-cadherin

Control 0.41±0.05 1.04±0.10

6Gy 0.58±0.05* 0.77±0.08*

AU 0.66±0.07* 0.68±0.07*

AU+6Gy 0.98±0.09#& 0.39±0.03#&

AU+6Gy+Naciclasine 0.64±0.06@ 0.70±0.06@

*P<0.05, 与Control组相比; #P<0.05, 与6Gy组相比; &P<0.05, 与AU组相比; @P<0.05, 与AU+6Gy组相比。n=6, x
_
±s。

*P<0.05 compared with the Control group; #P<0.05 compared with the 6Gy group; &P<0.05 compared with the AU group; @P<0.05 compared with the 
AU+6Gy group. n=6, x

_
±s.
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ROCK蛋白表达水平显著升高 (P<0.05)。见图7和表

8。
2.8   AU对移植瘤生长和RhoA、ROCK蛋白表达

的影响

与Control组相比较 , 6Gy、AU组瘤体质量和

体积均减小 , 且RhoA、ROCK蛋白表达水平显著

降低 (P<0.05); 与6Gy和AU组相比较 , AU+6Gy组
瘤体质量和体积均减小 , 且RhoA、ROCK蛋白表

达水平显著降低(P<0.05)。见图8、表9、图9和表

10。

图6   鬼笔环肽染色测定EC9706细胞骨架损伤情况

Fig.6   Phalloidin staining was used to determine the damage to the cytoskeleton of EC9706 cells

Control 6Gy AU AU+6Gy AU+6Gy+Naciclasine

25 µm 25 µm 25 µm 25 µm 25 µm

表7   AU对EC9706细胞骨架损伤的影响

Table 7   The effect of AU on the cell cytoskeleton damage of EC9706 cells
组别

Group
F-actin荧光强度

Fluorescence intensity of F-actin

Control 23.14±2.08

6Gy 35.16±3.25*

AU 40.27±3.83*

AU+6Gy 56.28±4.67#&

AU+6Gy+Naciclasine 25.39±2.06@

*P<0.05, 与Control组相比; #P<0.05, 与6Gy组相比; &P<0.05, 与AU组相比; @P<0.05, 与AU+6Gy组相比。n=6, x
_
±s。

*P<0.05 compared with the Control group; #P<0.05 compared with the 6Gy group; &P<0.05 compared with the AU group; @P<0.05 compared with the 
AU+6Gy group. n=6, x

_
±s.

A: Control组; B: 6Gy组; C: AU组; D: AU+6Gy组; E: AU+6Gy+Naciclasine组。

A: Control group; B: 6Gy group; C: AU group; D: AU+6Gy group; E: AU+6Gy+Naciclasine group.
图7   AU对EC7906细胞RhoA、ROCK蛋白表达的影响

Fig.7   The effect of AU on the expression levels of RhoA and ROCK proteins in EC7906 cells

A   　  B　   C          D　     E
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表8   AU对EC7906细胞RhoA、ROCK蛋白表达水平的影响

Table 8   The effect of AU on the expression levels of RhoA and ROCK proteins in EC7906 cells 
组别

Group
RhoA ROCK

Control 1.08±0.07 1.36±0.08

6Gy 0.76±0.03* 0.94±0.06*

AU 0.83±0.04* 1.03±0.08*

AU+6Gy 0.63±0.02#& 0.50±0.03#&

AU+6Gy+Naciclasine 0.71±0.01@ 0.91±0.02@

*P<0.05, 与Control组相比; #P<0.05, 与6Gy组相比; &P<0.05, 与AU组相比; @P<0.05, 与AU+6Gy组相比。n=6, x
_
±s。

*P<0.05 compared with the Control group; #P<0.05 compared with the 6Gy group; &P<0.05 compared with the AU group; @P<0.05 compared with the 
AU+6Gy group. n=6, x

_
±s.
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3   讨论
食管癌是常见的消化系统恶性肿瘤之一 , 在全

球范围内发病率和死亡率出现显著的地理差异 , 亚

洲地区尤为显著 , 发病率相对较高 , 据统计 , 每年新

增的食道癌病例, 有半数发生在中国, 中国中北部以

及中国广东是高发区 [11-12]。手术切除是治疗早期患

A: Control组; B: 6Gy组; C: AU组; D: AU+6Gy组。
A: Control group; B: 6Gy group; C: AU group; D: AU+6Gy group.

图8   AU对移植瘤RhoA、ROCK蛋白表达的影响

Fig.8   The influence of AU on the expression of RhoA and ROCK proteins in transplanted tumors

A   　    B　        C             D
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表9   AU对移植瘤RhoA、ROCK蛋白表达的影响

Table 9   The effect of AU on the expression levels of RhoA and ROCK proteins in transplanted tumors 
组别

Group
RhoA ROCK

Control 0.87±0.06 1.15±0.09

6Gy 0.51±0.05* 0.73±0.04*

AU 0.64±0.04* 0.99±0.06*

AU+6Gy 0.35±0.02#& 0.61±0.03#&

*P<0.05, 与Control组相比; #P<0.05, 与6Gy组相比; &P<0.05, 与AU组相比。n=6, x
_
±s。

*P<0.05 compared with the Control group; #P<0.05 compared with the 6Gy group; &P<0.05 compared with the AU group. n=6, x
_
±s.

图9   各组移植瘤大小情况

Fig.9   The sizes of the transplanted tumors in each group

Control

6Gy

AU

AU+6Gy

表10   AU对移植瘤质量和体积的影响

Table 10   The effects of AU on the quality and volume of transplanted tumors
组别

Group
移植瘤质量/g
Quality of transplanted tumor /g

移植瘤体积/mm3

Volume of transplanted tumor /mm3

Control 1.34±0.10 170.20±9.53

6Gy 0.86±0.06* 126.09±4.45*

AU 1.15±0.07* 145.38±5.01*

AU+6Gy 0.72±0.03#& 107.35±4.35#&

*P<0.05, 与Control组相比; #P<0.05, 与6Gy组相比; &P<0.05, 与AU组相比。n=6, x
_
±s。

*P<0.05 compared with the Control group; #P<0.05 compared with the 6Gy group; &P<0.05 compared with the AU group. n=6, x
_
±s.
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者的手段 , 对于中晚期患者采用放疗的方法。放疗

抗拒是制约放疗疗效的关键 , 因此增强食管癌放疗

敏感性是目前研究的重点[13]。

AU是一种具有高活性的化合物 , 属于环烯醚

萜类 , 在许多传统药材如车前草、玄参、地黄等中

广泛存在 , 在细胞氧化、增殖、凋亡、转移过程中

发挥作用, 具有抗炎、抗氧化、抗衰老、抗纤维化、

抗癌等广泛的有益药理作用 [14-16]。据报道 , AU具有

高效、低毒的特性, 展现出二次低伤害的潜力, 通过

触发癌细胞的凋亡机制来遏制肿瘤的生长 , 减轻癌

症引发的炎症损伤 , 被视为一种具有广泛应用前景

的治疗癌症候选药物 [17-18]。有研究表明 , AU能通过

阻断PD-1/PD-L1信号通路 , 抑制肺癌细胞的增殖、

迁移, 促进肺癌细胞凋亡, 增强肺癌细胞的放疗敏感

性 , 抑制肺癌的进展 [10]。闫本纯等 [19]研究证明 , AU
可通过阻断Akt/MDM2/p53通路, 抑制前列腺癌细胞

的增殖、迁移 , 促进其凋亡。对前列腺癌发挥抗肿

瘤的作用。然而 , AU在食管癌细胞中的有益作用还

有待探索。在本研究中, 我们发现使用AU和放疗共

同处理食管癌细胞能够有效地抑制食管癌细胞的增

殖 , TNF-α、Bcl-2、N-cadherin水平的降低 , 促进细

胞的凋亡 , IFN-γ、IL-2、Bax、E-cadherin水平以及

F-actin荧光强度的升高 , 比单独使用放疗或AU处理

细胞更有疗效 , 这表明AU与放疗协同治疗食管癌 , 
AU可以增强食管癌细胞的放疗敏感性 , 减少炎性反

应以及抑制间质转化进程。裸鼠移植瘤实验结果表

明 , AU与放疗协同治疗可以减缓肿瘤 (包括质量和

体积 )的生长 , 比单独使用放疗或AU处理组织疗效

更显著, 表明AU可能会增强食管癌细胞的放疗敏感

性。

RhoA/ROCK信号通路参与多种疾病的发生发

展过程 , 特别是肿瘤的发展与转移 [20]。RhoA是Ras
超家族成员之一 , 激活RhoA可激活其下游分子 , 从
而影响细胞的增殖与迁移 [21]。ROCK是RhoA下游关

键靶基因, 激活ROCK可磷酸化胞内肌球蛋白, 促进

细胞的侵袭与迁移。有研究证明 , AU可能通过抑制

RhoA/ROCK信号通路相关蛋白的表达 , 从而抑制胶

质母细胞瘤细胞的活性、侵袭、间质转化过程 , 减
少移植瘤的体积和质量 , 并诱导癌细胞凋亡 [8]。这

些发现进一步揭示了RhoA/ROCK通路相关蛋白的

激活可能会诱发肿瘤的发生与发展。因此 , 对食管

癌细胞中的RhoA/ROCK通路进行针对性阻断, 有望

成为治疗食管癌的关键手段。根据本研究结果 , 与
单独使用AU或放疗相比, 两者联合使用可以进一步

降低RhoA、ROCK的蛋白表达水平, 而RhoA的激活

剂Naciclasine可以逆转AU对食管癌细胞抑制增殖和

促进凋亡的作用 ; 裸鼠移植瘤实验也表明 , AU联合

放疗处理小鼠 , RhoA、ROCK的蛋白表达水平进一

步被抑制 ; 推测可能AU通过抑制RhoA/ROCK通路

相关蛋白的表达增强对食管癌细胞放疗敏感性的作

用。

综上所述 , 与单独使用放疗处理细胞相比 , AU
与放疗的联合使用进一步抑制了食管癌细胞的增

殖、迁移 , 同时促进了细胞的凋亡 , 表明了AU可能

增强食管癌细胞的放疗敏感性 , 减轻放疗抵抗 , 同
时我们初步分析了在此过程中AU对RhoA/ROCK
通路相关蛋白的表达产生的抑制情况。本研究为

食管癌的治疗领域提供了新的线索 , 然而 , 关于AU
对除EC7906细胞以外其他细胞的影响 , 以及药物与

RhoA/ROCK通路之间具体的相互作用机制 , 还需开

展更深入的研究工作。
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