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·药理与临床· 

基于 AMPK/mTOR 信号通路研究异常山碱对 EC9706 细胞能量代谢的调
控机制 

孟丹华，尚艺婉，武颖烁，吴耀松，刘  燕，刘  俊，李晨旭，陈玉龙* 
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摘  要：目的  通过观察异常山碱对食管癌 EC9706 细胞的增殖、凋亡、周期、能量代谢及能量代谢通路相关蛋白表达的影

响，探讨其治疗食管癌的分子机制。方法  常规培养 ECC9706 细胞，用 MTT 法检测细胞活性，筛选药物浓度，选择 1、2 μg/mL 

2 个质量浓度；流式细胞术检测异常山碱对 EC9706 细胞凋亡、周期的影响，能量代谢检测系统检测异常山碱对 EC9706 细

胞能量代谢的影响，Western blotting 检测细胞中哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）、磷酸化哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

（p-mTOR）、磷酸化乙酰辅酶 A 羧化酶（p-ACC）、腺苷磷酸激活蛋白激酶（AMPK）蛋白表达。结果  不同质量浓度异常

山碱作用 48 h 后能有效抑制 EC9706 细胞增殖，呈剂量依赖性（P＜0.01），可以将 EC9706 细胞阻滞于 S 期和 G2/M 期（P

＜0.05），有效促进细胞凋亡（P＜0.05），且明显抑制细胞糖酵解及线粒体代谢能力（P＜0.01），与对照组比较，异常山碱组

细胞 AMPK 蛋白表达水平上升，mTOR、p-mTOR、p-ACC 蛋白表达水平降低（P＜0.05）。结论  异常山碱可能通过能量代

谢调节 EC9706 细胞周期、凋亡，抑制 EC9706 细胞增殖。 
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Isofebrifuzine regulates energy metabolism of EC9706 cells based on AMPK/mTOR 

signaling pathway 

MENG Dan-hua, SHANG Yi-wan, WU Ying-shuo, WU Yao-song, LIU Yan, LIU Jun, LI Chen-xu, CHEN Yu-long 

Henan Key Laboratory of Signal Transduction, Henan University of Traditional Chinese Medicine, Zhengzhou 450046, China 

Abstract: objective  To investigate the molecular mechanism of isofebrifuzine in the treatment of esophageal cancer by observing the 

effects of isofebrifuzine on proliferation, apoptosis, cycle, energy metabolism and protein expression related to energy metabolism 

pathway in EC9706 cells. Methods  ECC9706 cells were routinely cultured, cell activity was detected by MTT method, drug 

concentration was screened, and two concentrations of 1 μg/mL and 2 μg/mL were selected, the effect of isofebrifuzine on apoptosis 

and cycle of esophageal cancer cells EC9706 was detected by flow cytometry. The effect of isofebrifuzine on energy metabolism of 

EC9706 cells was detected by energy metabolism detection system, and the protein expressions of mTOR, p-mTOR, p-ACC and 

AMPK in cells were detected by Western blotting. Results  The proliferation of EC9706 cells was effectively inhibited in a 

dose-dependent manner (P < 0.01) after 48 h of treatment with different concentrations of isofebrifuzine, which could arrest EC9706 

cells in S phase and G2/M phase (P < 0.05), effectively promote cell apoptosis (P < 0.05), and significantly inhibit cell glycolysis and 

mitochondrial metabolism (P < 0.01). Compared with the control group, AMPK expression was increased and mTOR, p-mTOR, 

p-ACC expression was decreased in the treatment group (P < 0.05). Conclusion  These results indicated that isofebrifuzine may regulate the 

cycle and apoptosis of EC9706 cells and inhibit the proliferation of EC9706 cells in esophageal cancer through energy metabolism. 
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我国是食管癌的高发区，其发病率和死亡率居

世界第 1 位，约占 50%，且呈持续上升的趋势，给

社会发展造成了极大的负担[1-2]。临床食管癌的治疗

主要采用手术与放化疗结合的综合治疗手段或单用

放化疗，但有效率极低，且不良反应明显[3]。食管

癌在中医属于“噎膈”的范畴，中医药在食管癌的

治疗中疗效确切[4-5]。痰浊是食管癌的主要病理因

素，治疗当化痰散结，常山 Dichroa febrifuga Lour. 

有化痰的功效，可能通过化痰散结发挥抗肿瘤的作

用[6]。异常山碱是常山的喹唑啉酮类化合物，是常

山的主要活性成分，主要用于家禽抗球虫病，具有

较高的安全性和稳定性[7]。研究发现此类化合物及

其衍生物可以通过干预肿瘤细胞周期、抑制细胞增

殖与侵袭、增强肿瘤细胞对化疗药物的敏感性，治

疗乳腺癌、结肠癌、胃肠癌等多种恶性肿瘤[8-11]。

为探索异常山碱抑制食管癌 EC9706 细胞增殖的分

子机制，本实验通过分子生物检测技术观察异常山

碱对食管癌 EC9706 细胞生长的影响及分子机制，

为其临床应用提供实验依据。 

1  材料 

1.1  细胞 

EC9706 细胞由河南中医药大学分子生物实验

中心提供，本实验室传代培养。 

1.2  药物 

异常山碱，购自成都德思特生物公司，质量分

数（HPLC）≥98%，批号 DST170504-188。 

1.3  试剂 

DMEM 高糖培养基、胰蛋白酶-EDTA 消化液、

DNA 含量检测试剂盒（索莱宝公司）；胎牛血清

（Gemini 公司）；四甲基偶氮唑盐（MTT）、RIPA 裂解

液（Solarbio 公司）；二甲基亚砜（DMSO，Amresco

公司）；Annexin V-FITC/PI 细胞双染凋亡试剂盒（联

科生物公司）；糖酵解速率检测试剂盒、线粒体压力

检测试剂盒（美国安捷伦公司）；兔抗人腺苷磷酸激

活蛋白激酶（AMPK）抗体、兔抗人哺乳动物雷帕霉

素靶蛋白（mTOR）抗体、兔抗人 p-mTOR 抗体、兔

抗人磷酸化乙酰辅酶 A 羧化酶（p-ACC）抗体、兔抗

人 β-actin 抗体、兔二抗、蛋白 Marker（Cell Signaling 

Technology 公司）。 

1.4  仪器 

170R 型 CO2培养箱（德国 Eppendorf 公司）；

37997 型超净工作台（苏州安泰空气技术有限公

司）；DFC450C 型荧光倒置显微镜（德国 Laica 公

司）；ELx-800 型酶标仪（Bio-Tek 公司）；L530 型

离心机（湖南湘仪离心机仪器有限公司）；

FACSVantage SE 型流式细胞仪（美国 BD 公司）；

能量代谢检测系统（美国安捷伦公司）；垂直电泳槽、

垂直湿转膜槽、凝胶成像扫描仪（Bio-Rad 公司）；

高速台式离心机（Eppendof 公司）。 

2  方法 

2.1  药物制备 

用 DMSO 将异常山碱粉末配制成质量浓度为

1 mg/mL 的药物悬液。 

2.2  细胞培养 

EC9706 细胞用含 10%血清 DMEM 高糖培养

基，置于 5% CO2、37 ℃饱和湿度的培养箱中常规

培养，48 h 换液，2～3 d 传代 1 次。 

2.3  异常山碱对 EC9706 细胞活性的影响 

取对数生长期的 EC9706 细胞 200 μL 种入 96

孔板，每孔含有 1×104 个细胞，培养 24 h 后，分别

加入200 μL终质量浓度为0.75、1.50、3.00、6.00 μg/mL

的异常山碱溶液，对照孔仅加入完全培养基。孵育

48 h 后吸去上液，加入 50 μg/mL MTT 溶液 100 μL，

培养 4 h 后吸去上液，加入 150 μL DMSO，脱色摇

床振荡 10 min 后酶标仪检测 570、490 nm 处吸光度

（A）值，计算各组细胞的增殖抑制率，并计算半数

抑制浓度（IC50）值。 

增殖抑制率＝(A 对照－A 药物)/A 对照 

2.4  流式细胞术检测细胞凋亡   

EC9706 细胞以 4×105个/mL 接种于 6 孔板中，

每孔 2.5 mL，培养 24 h 后，分别加入终质量浓度为

1、2 μg/mL 的异常山碱溶液，培养 48 h 后，常规消

化收集细胞，2 000 r/min 离心 5 min 收集细胞沉淀，

用预冷的 PBS 洗 2 次，计数 5×105 个细胞于离心

管中，离心除去上清。加入 500 μL 1×Binding Buffer

到离心管中重悬细胞，分别加入 5 μL Annexin-V 和

10 μL PI 染色，轻轻振荡混匀，室温避光孵育 10 

min；使用流式细胞仪进行测试。 

2.5  流式细胞术检测细胞周期 

EC9706 细胞以 4×105 个/mL 的密度接种于 6

孔板中，每孔 2.5 mL，培养 24 h，分别加入终质

量浓度为 1、2 μg/mL 的异常山碱溶液，培养 48 h

后，常规消化收集细胞。2 000 r/min 离心 5 min 收

集细胞沉淀，预冷的 PBS 洗细胞 2 次，计数 1×106

个细胞于离心管中，离心除去上清液，加入 2 mL 

75%无水乙醇于 4 ℃冰箱固定过夜。离心，弃固定
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液，用预冷 PBS 缓冲液洗 2 次，离心收集细胞。加

入 100 μL RNA裂解酶 37 ℃水浴 30 min，后加入 400 

μL PI 4 ℃避光孵育 30 min，使用流式细胞仪检测。 

2.6  能量代谢分析系统检测EC9706细胞能量代谢  

EC9706 细胞种在 96 孔板中，每孔 8×103 个细

胞，80 μL/孔。培养 24 h，分别加入终质量浓度为 1、

2 μg/mL 的异常山碱溶液，培养 48 h 以后上机检测。

上机前 1 d 水化探针，放入不含 CO2 的 37 ℃培养

箱中，过夜。配制检测培养基，在 4 ℃冰箱保存。

上机前 2 h，将探针板中的水换成 37 ℃水浴过的水

化液，再次放入不含 CO2的 37 ℃培养箱中。在上

机前 1 h，用配制好的检测培养基清洗细胞 2 次。配

制试剂盒中的药物，本实验包括糖酵解速率测试和

线粒体压力测试，需要配制 2 个不同的试剂盒，配

药完成后，探针板加药，上机检测。 

2.7  统计学分析 

统计学分析采用 SPSS 21.0 数据统计软件进行

单因素方差分析，数据以 ±x s 表示。 

3  结果 

3.1  异常山碱对 EC9706 细胞活性的影响 

与对照组比较，各质量浓度的异常山碱组细胞的

A 值均减小。随着异常山碱质量浓度的升高，其对

EC9706 细胞活性的抑制作用增强（P＜0.01，表 1）。

根据 3 次实验所得抑制率，用 IBM SPSS 21.0 软件

进行回归分析，可得出异常山碱作用于 EC9706 细

胞的 IC30 值为 1.103 μg/mL，IC50值为 2.417 μg/mL。

基于以上实验结果，选用异常山碱 1、2 μg/mL 2 个

质量浓度用于后续实验。 

3.2  细胞形态学改变 

显微镜下观察，正常 EC9706 细胞呈多边形贴

壁生长，胞质饱满，典型的上皮细胞形态；随着异

常山碱质量浓度的增加，细胞变圆、变小，贴壁细

胞数目逐渐减少，细胞间隙增大，见图 1。 

3.3  异常山碱对 EC9706 细胞凋亡的影响 

异常山碱作用于 EC9706 细胞 48 h 后，与对照

组比较，异常山碱组细胞凋亡率明显升高，低、高

质量浓度差异显著（P＜0.05）。见表 2 和图 2。 

3.4  异常山碱对 EC9706 细胞周期的影响 

异常山碱作用于 EC9706 细胞 48 h 后，与对照组 

表 1  异常山碱对 EC9706 细胞活性的影响 ( x ±s, n = 3) 

Table 1  Effect of isofebrifuzine on activity of EC9706 cells 

( x ±s, n = 3) 

组别 剂量/(μg∙mL−1) A 值 抑制率/% 

对照 — 2.151 8±0.030 9 0 

异常山碱 0.75 1.544 5±0.055 5 27.73** 

 1.50 1.304 0±0.072 6 39.00** 

 3.00 0.834 5±0.027 6 60.95** 

 6.00 0.234 5±0.037 4 89.03** 

与对照组比较：**P＜0.01，下表同 

**P < 0.01 vs control group, same as below table 

 

图 1  异常山碱作用 48 h 后对 EC9706 细胞形态的影响 

Fig. 1  Effect of isofebrifuzine on morphology of EC9706 cells after 48 h 

比较，异常山碱组 G0/G1 期细胞占比明显降低（P＜

0.05），S、G2/M 期细胞占比明显增高（P＜0.05）。

见图 2 和表 3。 

3.5  异常山碱对 EC9706 能量代谢的影响 

3.5.1  异常山碱对EC9706 细胞糖酵解速率的影响  与

对照组比较，异常山碱 1、2 μg/mL 均可降低 EC9706

细胞的补偿糖酵解速率、基础糖酵解速率，降低糖

酵解潜能，抑制该细胞糖酵解能力（P＜0.01），但低、

高质量浓度无明显差异。见表 4 和图 3。 

表 2  异常山碱对 EC9706 细胞凋亡的影响 ( x ±s, n = 3) 

Table 2  Effect of isofebrifuzine on apoptosis of EC9706 

cells ( x ±s, n = 3) 

组别 剂量/(μg∙mL−1) 凋亡率/% 

对照 — 12.25±1.92 

异常山碱 1 26.67±5.03* 

 2 49.15±3.80*# 

与对照组比较：*P＜0.05；与异常山碱 1 μg∙mL−1组比较：#P＜0.05，

下表同 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs isofebrifuzine 1 μg∙mL−1, 

same as below table 

       
  对照                             异常山碱 1 μg∙mL−1                                异常山碱 2 μg∙mL−1 
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图 2  异常山碱对 EC9706 细胞凋亡 (A) 和细胞周期 (B) 的影响 

Fig. 2  Effect of isofebrifuzine on apoptosis (A) and cell cycle (B) of EC9706 cells 

表 3  异常山碱对 EC9706 细胞周期的影响 ( x ±s, n = 3) 

Table 3  Effect of isofebrifuzine on EC9706 cell cycle ( x ±s, n = 3) 

组别 剂量/(μg∙mL−1) 
占比/% 

G0/G1 期 S 期 G2/M 期 

对照 — 64.39±0.68 28.71±1.07 6.88±0.67 

异常山碱 1 41.61±6.46* 40.23±4.65* 18.15±1.83* 

 2 42.52±2.38* 40.94±0.96* 16.52±3.12* 

表 4  异常山碱对 EC9706 细胞糖酵解潜能的影响 ( x ±s, n = 3) 

Table 4  Effect of isofebrifuzine on glycolysis potential of EC9706 cells ( x ±s, n = 3) 

组别 剂量/(μg∙mL−1) 
补偿糖酵解速率/ 

(pmol∙min−1) 

基础糖酵解速率/ 

(pmol∙min−1) 

线粒体代谢与基础糖酵

解比值/% 

糖酵解潜能/ 

(pmol∙min−1) 

对照 — 879.4±106.8 285.2±34.2 0.41±0.02 375.3±65.2 

异常山碱 1 266.4± 24.4** 154.8±22.1** 0.29±0.01  65.5± 8.9** 

 2 107.4± 17.9** 115.8±21.2** 0.50±0.03  14.7± 8.1** 

 

3.5.2  异常山碱对EC9706 细胞线粒体压力的影响  与

对照组比较，异常山碱 1、2 μg/mL 均可显著抑制

EC9706 细胞的线粒体呼吸能力，ATP 合成耗氧量

（ATP production）、线粒体最大耗氧能力（maximal 

respiration）、备用呼吸能力（spare respiratory capacity）、

基础呼吸值及非线粒体耗氧（non-mitochondrial 

respiration）均显著降低（P＜0.01）。但低质量浓度组

和高质量浓度组之间没有差异。见表 5 和图 4。 
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3.6  异常山碱对 EC9706 细胞 mTOR、p-mTOR、

p-ACC、AMPK 蛋白表达的影响 

与对照组比较，异常山碱 1、2 μg/mL 组细胞 

 

 

图 3  异常山碱对EC9706 细胞糖酵解潜能影响的“海马”曲线 

Fig. 3  “Hippocampal” curve of effect of isofebrifuzine on 

glycolytic potential of EC9706 cells 

AMPK 蛋白表达水平显著升高，mTOR、p-mTOR、

p-ACC 蛋白表达水平显著降低（P＜0.05），见图 5

和表 6。 

4  讨论 

痰浊是食管癌的基本病机之一，治疗当化痰去

浊，而中药常山有涌吐痰涎的功效，可能通过化痰

散结的方法治疗食管癌[6]。目前中药的研究不仅局

限于水煎剂，具有安全性和稳定性的化合物在实验

研究中广泛应用[12]。异常山碱是常山中的喹诺酮类

化合物，是其主要活性成分，具有较高的安全性和

稳定性[13]。研究发现此类化合物及其衍生物可以通

过干预细胞信号转导通路、抑制肿瘤细胞活性、诱

导肿瘤细胞凋亡、自噬等途径，治疗膀胱癌、乳腺

癌、胃肠癌、肺癌等多种恶性肿瘤疾病[14-16]。为了

进一步研究食管癌的有效治疗药物，本研究选用异常 

表 5  不同质量浓度异常山碱对 EC9706 细胞线粒体能力的影响 ( x ±s, n = 3) 

Table 5  Effects of different concentrations of isofebrifuzine on mitochondrial capacity of EC9706 cells ( x ±s, n = 3) 

组别 剂量/(μg∙mL−1) 
ATP 合成耗氧量/ 

(pmol∙min−1) 

线粒体最大耗氧能力/ 

(pmol∙min−1) 

基础呼吸值/ 

(pmol∙min−1) 

非线粒体耗氧/ 

(pmol∙min−1) 

备用呼吸能力/ 

(pmol∙min−1) 

对照 — 63.79±11.59 143.60±24.61 85.41±17.63 51.25±6.96 58.18±10.32 

异常山碱 1 22.80± 1.76** 43.99± 1.58** 34.62± 1.47**  9.96±2.03**  9.37± 2.36** 

 2 7.70± 2.78** 16.85± 6.68** 11.12± 4.84** 13.98±1.64**  5.73± 1.98** 

 

 

 

图 4  异常山碱对EC9706 细胞线粒体能力影响的“海马”曲线 

Fig. 4  “Hippocampal” curve of effect of isofebrifuzine on 

mitochondrial capacity of EC9706 cells  

 

 

图 5  异常山碱对 AMPK/mTOR 信号通路蛋白表达的影响 

Fig. 5  Effect of isofebrifuzine on protein expression of 

AMPK/mTOR signaling pathway 

表 6  异常山碱对 AMPK/mTOR 信号通路蛋白表达的影响 ( x ±s, n = 3) 

Table 6  Effect of isofebrifuzine on protein expression of AMPK/mTOR signaling pathway ( x ±s, n = 3) 

组别 剂量/(μg∙mL−1) 
蛋白相对表达量 

 AMPK mTOR p-mTOR p-ACC 

对照 — 0.71±0.18 1.13±0.19 1.07±0.10 0.91±0.25 

异常山碱 1 1.14±0.13* 0.46±0.15* 0.69±0.25* 0.55±0.09* 

 2 1.51±0.13* 0.37±0.18* 0.43±0.12* 0.33±0.09* 
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山碱进行实验，利用 MTT 法检测异常山碱对食管癌

EC9706 细胞活性的影响。结果发现，药物对食管癌

EC9706 细胞的增殖有抑制作用，且呈剂量依赖性。 

调控细胞周期是抑制肿瘤增殖的一个重要靶

点，研究发现，诱导细胞周期停滞可以抑制食管癌

细胞的增殖[17-19]。基于此，提出异常山碱是否是通

过调节 EC9706 细胞周期发挥抗食管癌的作用。为

探索其分子机制，用流式细胞术检测异常山碱对

EC9706 细胞周期的影响，实验结果显示，用药组 S

期、G2/M 期细胞比率较对照组升高，G1 期细胞比

率较对照组降低。提示，异常山碱可以将细胞周期

阻滞于 S 期及 G2/M 期。抵抗细胞凋亡是肿瘤细胞

的一大特征，检测异常山碱对 EC9706 细胞凋亡的

影响是必要的[20]。进一步用流式细胞术检测细胞凋

亡情况，结果显示，异常山碱作用后 EC9706 细胞

的凋亡率明显高于对照组，且具有剂量依赖性。说

明异常山碱可能影响肿瘤细胞的活性，将 EC9706

细胞阻滞于 S 期及 G2/M 期，抑制细胞的增殖，进

而诱导细胞程序性凋亡。 

细胞代谢的重新编程是癌症的新标志，细胞能

量代谢方式异常改变为肿瘤细胞的无限增殖等活动

提供充足能量[21]，调控癌症细胞能量代谢可能是针

对癌症的一种特异性治疗[22]。许多肿瘤组织的葡萄

糖摄取能力高于邻近的正常组织，调节肿瘤细胞糖

酵解已经成为治疗肿瘤的一个重要靶点，而抑制线

粒体呼吸链也是抗肿瘤的一个重要途径[23-24]。阻断

细胞能量代谢途径可能会影响细胞周期活动，从而

抑制细胞增殖，并促进其凋亡，为进一步验证能量

代谢与细胞周期、凋亡之间的关系，本实验通过检

测糖酵解速率和线粒体压力探讨异常山碱对

EC9706 细胞能量代谢的影响。实验结果表明，异

常山碱可以抑制 EC9706 细胞的糖酵解速率和线粒

体的潜在呼吸能力。有研究表明，线粒体抑制剂可

以抑制肿瘤细胞增殖，阻滞细胞周期、促进细胞凋

亡[25]。说明异常山碱可能通过干预细胞的糖酵解和

线粒体功能，阻断细胞肿瘤细胞能量供应，诱导细

胞周期停滞，抑制食管癌 EC9706 细胞增殖，进一

步促进细胞凋亡。 

AMPK 是能量稳态的中央调节器，不仅能引起

急性代谢反应，还能通过调节特定的转录因子和辅

激活因子，促进代谢的长期重新编程和适应[26]。在

缺乏能量的条件下，AMPK 可以被激活，并且进一

步磷酸化下游信号分子，从而调节体内糖、脂肪、

胆固醇的代谢，参与调节多细胞功能[27-28]。AMPK

在肿瘤细胞的能量代谢中起着重要作用，是目前治

疗肿瘤的重要靶点[29-30]。mTOR 和 ACC 是 AMPK

下游信号分子，在能量、激素等外界信号刺激下，可

以调节机体的蛋白质、脂质合成及多细胞功能[31-32]。

AMPK 被激活后可以通过磷酸化 ACC 及 mTORC1

复合体上的 RAPTOR 而使 ACC 和 mTOR 失活，从

而调节肿瘤细胞能量代谢，控制肿瘤细胞的生长、

增殖、凋亡等活动[33-34]。本实验结果显示，异常山

碱能激活 AMPK，降低 mTOR、p-mTOR 以及 p-ACC

的表达。其中，p-ACC 表达水平下调与现有文献报

道 AMPK 激活后上调 p-ACC 表达水平不一致，可

能是在 EC9706 细胞系中异常山碱通过其他机制降

低了 ACC 蛋白整体表达水平，导致其磷酸化水平

降低。结果显示，异常山碱低、高浓度对 EC9706

细胞糖酵解速率、线粒体功能及相关信号分子蛋白

表达的影响没有显著差异，表明异常山碱对 EC9706

细胞能量代谢功能具有较强的抑制作用，可能导致

细胞糖酵解及细胞线粒体功能基本丧失。因此本实

验提示异常山碱可能通过 AMPK/mTOR 信号通路

调节食管癌 EC9706 细胞的能量代谢活动。其具体

分子机制尚需进一步研究。 

综上所述，异常山碱可以抑制食管癌 EC9706

细胞增殖，其机制可能是通过 AMPK/mTOR/ACC

信号通路阻断细胞能量代谢途径，将细胞阻滞于 S

期及 G2/M 期，抑制其增殖，并且诱导 EC9706 细

胞发生凋亡。关于异常山碱治疗食管癌的分子机制

有待进一步深入研究。 
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