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• 实验研究 • 

丹参酮 IIA通过调控 PI3K/Akt/mTOR 信号通路对食管癌细胞放疗敏感性的
影响 

张倩，刘艳娇，贾晓龙，何龙英，史志杰，马丽，张楠楠，李晓鹏* 

邯郸市第一医院，河北 邯郸  056002 

摘  要：目的  研究丹参酮 IIA对人食管癌细胞放疗敏感性的影响，并基于磷脂酰肌醇 3 激酶/蛋白激酶 B/哺乳动物雷帕霉

素靶蛋白（PI3K/Akt/mTOR）信号通路探讨其潜在机制。方法  以人食管癌 Eca-109 细胞为受试细胞，分别采用不同浓度丹

参酮 IIA 和不同放射剂量处理 Eca-109 细胞，48 h 后 MTT 法检测细胞增殖活力，计算丹参酮 IIA 半数抑制浓度（IC50）和放

射的 IC50，分别作为后续实验丹参酮 IIA浓度和放射剂量。取对数生长期 Eca-109 细胞，设对照组、丹参酮 IIA组、放射组、

丹参酮 IIA＋放射组、丹参酮 IIA＋放射＋PI3K 抑制剂（LY294002）组。通过平板克隆实验、MTT 法、流式细胞术、荧光质

粒转染法检测细胞克隆形成能力、增殖活力、凋亡率和自噬状况，RT-PCR、Western blotting 法检测细胞中 PI3K/Akt/mTOR

信号通路相关 mRNA 和蛋白表达。结果  丹参酮ⅡA 和放射对人食管癌 Eca-109 细胞增殖活力的抑制作用均呈现剂量相关

性，丹参酮 IIA IC50 为 8.75 mmol/L，放射量 IC50 为 4.63 Gy。与对照组相比，丹参酮 IIA组、放射组、丹参酮 IIA＋放射组、

丹参酮 IIA＋放射＋LY294002 组细胞克隆形成能力和增殖活力明显降低，凋亡率和自噬体数量明显升高（P＜0.05）；PI3K、

Akt、mTOR mRNA 和蛋白表达量明显降低（P＜0.05）；Bcl-2、Bax、cleaved Caspase-3、LC3-I、LC3-II 蛋白表达量及 Bax/Bcl-

2、Cleaved Caspase-3/Caspase-3、LC3-II/LC3-I 明显升高（P＜0.05）。与丹参酮 IIA组或放射组相比，丹参酮 IIA＋放射组和丹

参酮 IIA＋放射＋LY294002 组对各检测指标的调控作用明显增强（P＜0.05）。与丹参酮 IIA＋放射组相比，丹参酮 IIA＋

放射＋LY294002 组对各指标的调控作用明显增强（P＜0.05）。结论  丹参酮 IIA 可能通过下调 PI3K/Akt/mTOR 信号通路，

抑制细胞增殖并促进其凋亡与自噬，进而增强人食管癌细胞放疗敏感性。 
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Effect of tanshinone IIA on radiotherapy sensitivity of esophageal cancer cells by 

regulating PI3K/Akt/mTOR signaling pathway 
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Abstract: Objective To investigate the effect of tanshinone IIA on radiotherapy sensitivity of human esophageal carcinoma cells, and 

explore its potential mechanism based on the PI3K/Akt/mTOR signaling pathway. Methods  The human esophageal cancer Eca-109 

cells was used as test cells, which were treated with different concentrations of tanshinone IIA and different radiation doses respectively. 

48 h later, the cell proliferation activity was detected by MTT method, the half-inhibitory concentration of IC50 tanshinone IIA (as the 

concentration of tanshinone IIA for follow-up experiments) and IC50 radiation (as the radiation dose for follow-up experiments) were 

calculated respectively. Take the Eca-109 cells in logarithmic growth period and set blank group, tanshinone IIA group, radiation group, 

tanshinone IIA + radiation group, tanshinone IIA + radiation + PI3K inhibitor (LY294002) group. The cloning ability, proliferation 

activity, apoptosis rate, and autophagy were detected by plate cloning assay, MTT assay, flow cytometry or fluorescent plasmid 

transfection. The PI3K/Akt/mTOR signaling pathway related mRNA and protein expression were detected by RT-PCR or Western 

blotting method. Results  Both tanshinone IIA and radiation showed dose-dependent inhibitory effects on the proliferation of human 
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esophageal cancer Eca-109 cells. The IC50 tanshinone IIA was 8.75 mmol/L, and the IC50 radiation was 4.63 Gy. Compared with the 

control group, the clonogenesis ability and proliferation activity of tanshinone IIA group, radiation group, tanshinone IIA + radiation 

group and Tanshinone IIA + radiation + LY294002 group were significantly decreased, the apoptosis rate and autophagosome number 

were significantly increased (P < 0.05). The mRNA expressions of PI3K, Akt, mTOR were significantly decreased (P < 0.05). The 

protein expression of PI3K, Akt, mTOR were significantly decreased. The protein expression of Bcl-2, Bax, Cleaved Caspase-3, LC3-

I, LC3-II, and the expression ratios of Bax/Bcl-2, Cleaved Caspase-3/Caspase-3, LC3-II/LC3-I were significantly increased (P < 0.05). 

Compared with tanshinone IIA group or radiation group, the regulation effect of tanshinone IIA + radiation group and tanshinone IIA + 

radiation + LY294002 group on the detection indexes was significantly enhanced (P < 0.05). Compared with tanshinone IIA + radiation 

group, the regulation effect of tanshinone IIA + radiation + LY294002 group was significantly enhanced (P < 0.05). Conclusions  

Tanshinone IIA may inhibit cell proliferation, promote apoptosis and autophagy by down-regulating PI3K/Akt/mTOR signaling 

pathway, thus enhancing the radiotherapy sensitivity of human esophageal cancer cells. 

Key words: tanshinone IIA; esophageal cancer; radiotherapy; PI3K/Akt/mTOR signaling pathway; apoptosis; autophagy 
 

食管癌是最常见的消化道恶性肿瘤之一，全球

每年新发病例超过 60 万例，其中约 53%的患者出

现在我国，食管癌病理分型主要有鳞状细胞癌和腺

癌两种，我国以鳞状细胞癌为主[1]。虽然近年来手

术、放化疗技术以及生物免疫疗法等新兴手段不断

发展，但食管癌患者 5 年生存率仍不足 30%[2-3]。放

疗是临床治疗中晚期食管癌及术后辅助治疗的重

要手段，主要作用机制为抑制肿瘤细胞增殖和促进

其凋亡与自噬，放疗敏感性降低是影响食管癌放疗

效果、导致复发转移的关键因素[4-6]。因此，寻找能

够增强食管癌细胞放疗敏感性的新型药物，对改善

食管癌患者预后具有重要意义。 

丹参酮 IIA 是由唇形科植物丹参的根皮部提取

的一种共轭醌、酮类化合物，具有较好的抗炎抑菌、

抗氧化等药理作用，目前主要用于缺血性心血管疾

病的治疗。随着药理学研究的不断深入，丹参酮 IIA

抗肿瘤活性逐渐得到关注[7]。磷脂酰肌醇 3 激酶/

蛋白激酶 B/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（PI3K/ 

Akt/mTOR）通路在细胞增殖、凋亡与自噬的调控机

制中发挥着重要的信号传导作用[8]。研究证实，丹

参酮 IIA通过下调 PI3K/Akt/mTOR 信号通路可抑制

胆管癌细胞、胶质瘤细胞、喉癌细胞增殖并促进其

凋亡与自噬[9-11]，可明显改善喉癌细胞顺铂化疗敏

感性[12]。丹参酮 IIA 能够通过促进口腔鳞状细胞癌

自噬而增强其放疗敏感性[13]。本实验以人食管癌

Eca-109 细胞作为受试细胞，研究丹参酮 IIA对人食

管癌细胞放疗敏感性的影响，并基于 PI3K/Akt/ 

mTOR 信号通路探讨其潜在机制。 

1  材料与方法 

1.1  细胞 

人食管鳞状细胞癌 Eca-109 细胞系购自青旗

（上海）生物技术发展有限公司（货号 BFN60808845）。 

1.2  主要试剂与仪器 

丹参酮 IIA（质量分数≥98%，上海源叶生物

科技有限公司，货号 B20257）；PI3K 抑制剂 2-吗

啉代-8-苯基色酮（LY294002）、RPMI-1640 培养基、

RIPA 裂解液、通用 RT-PCR 反转录试剂盒（北京索

莱宝生物技术公司，货号 IL0270、90023、R0010、

RP1100）；胎牛血清、GFP-LC3 荧光质粒、细胞转

染试剂盒、Trizol 总 RNA 抽提试剂（上海碧云天生

物科技公司，货号 C0236、C3006、C0511、R0016）；

胰蛋白酶、MTT 试剂盒、Annexin V-FITC/PI 细胞

凋亡检测试剂盒、BCA 法蛋白定量试剂盒、结晶紫

（大连美仑生物技术有限公司，货号分别为

MB2925-1、MA0198、MA0220、MA0082、MB4788）；

PI3K、Akt、mTOR、半胱氨酸蛋白酶-3（Caspase-

3）、激活型 Caspase-3（cleaved Caspase-3）、自噬微

管相关蛋白 1 轻链 3（LC3）抗体（英国 Abcam 公

司，货号 ab18097、ab38451、ab32028、ab50119、

ab50132、ab47286）；B 细胞淋巴瘤-2（Bcl-2）、Bcl-

2 相关 X 蛋白（Bax）、甘油醛 -3-磷酸脱氢酶

（GAPDH）抗体和 IgG 二抗、ECL 显色液（北京博

奥森生物技术公司，货号 bs-33411R、bs-0127R、bs-

41373R、bs-40295G、C05-07004）。 

2100EX 型直线加速器（美国 Varian 公司）；

3111 型 CO2 细胞培养箱（美国热电公司）；HT 型

酶标仪（美国 Bio-Tek 公司）；CytoFLEX 型流式细

胞仪（美国 Beckman 公司）；DM1000 型荧光显微

镜（德国 Leica 公司）；Quant Studio 5 型 RT-PCR 仪

（美国 ABI 公司）；24KS 型电泳仪（北京六一公司）；

TE22 型转膜仪（美国 Hoefer 公司）。 

1.3  方法 

1.3.1  细胞培养  将人食管鳞状细胞癌 Eca-109 细

胞接种于含 10%胎牛血清、双抗（100 U/mL 青霉素
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和 100 μg/mL 链霉素）的 RPMI-1640 培养基，置于

37 ℃、5% CO2 培养箱中进行培养。隔天更换 1 次

培养基，待细胞融合至约 90%时按 1∶3 传代培养。 

1.3.2  MTT 法测定不同浓度丹参酮 IIA 对 Eca-109

细胞增殖活力的影响  取对数生长期 Eca-109 细

胞，胰蛋白酶消化处理后离心收集细胞，5×103 个/

孔接种至 96 孔板，分别加入含有终浓度 0、2、4、

8、16、32 μmol/L 丹参酮 IIA 的培养基，继续培养

48 h 后，20 μL/孔加入质量浓度 5 mg/mL 的 MTT 溶

液，继续培养 4 h，弃上清液，200 μL/孔加入 DMSO

混匀后，通过酶标仪检测 490 nm 处吸光度（A）值，

计算丹参酮 IIA半数抑制浓度（IC50）并作为后续实

验丹参酮 IIA浓度，独立重复 3 次实验。 

细胞增值率＝A 丹参酮 IIA/A 丹参酮 IIA 0 μmol/L 

1.3.3  MTT法测定不同放射剂量对Eca-109细胞增

殖活力的影响  取对数生长期 Eca-109 细胞，胰蛋

白酶消化处理后离心收集细胞，5×103 个/孔接种至

96 孔板，培养 48 h 后，通过直线加速器分别给予

不同放射剂量（0、1、2、4、6、8 Gy，剂量率均为

1 Gy/min，即放射时间分别为 0、1、2、4、6、8 min）

进行处理，20 μL/孔加入质量浓度 5 mg/mL 的 MTT

溶液，继续培养 4 h，弃上清液，200 μL/孔加入

DMSO 混匀后，通过酶标仪检测 490 nm 处 A 值，

计算放射 IC50 并作为后续实验放射剂量，独立重复

3 次实验。 

细胞增殖率＝A 放射/A 放射剂量 0 Gy 

1.3.4  平板克隆实验检测细胞克隆形成能力  取

对数生长期 Eca-109 细胞，胰蛋白酶消化处理后离

心收集细胞，200 个/孔接种至 6 孔板，设对照组、

丹参酮 IIA组、放射组、丹参酮 IIA＋放射组、丹参

酮 IIA＋放射＋LY294002 组。对照组加常规培养基

培养 48 h；丹参酮 IIA组加入含丹参酮 IIA（终浓度

为丹参酮 IIA 的 IC50，经前期实验计算 IC50 为 8.75 

μmol/L）的培养基培养 48 h；放射组加常规培养基

培养 48 h 后放射处理（放射剂量 IC50 进行放射，经

前期实验计算为 4.63 Gy，剂量率为 1 Gy/min，即放

射时间为 4.63 min）；丹参酮 IIA＋放射组加入含丹

参酮 IIA（终浓度 8.75 μmol/L）的培养基培养 48 h

后放射处理（放射剂量 4.63 Gy）；丹参酮 IIA＋放

射＋LY294002 组加入含丹参酮 IIA（终浓度 8.75 

μmol/L）和 LY294002（终浓度 25 nmol/L）[14]的培

养基培养 48 h 后放射处理（放射剂量 4.63 Gy）。继

续培养至肉眼可见克隆集落时终止培养，甲醛固定

15 min、结晶紫染色 30 min，PBS 溶液清洗后，显

微镜下观察并计数＞50 个细胞的克隆形成数目。独

立重复 3 次实验。 

1.3.5  MTT 法检测细胞增殖活力  取对数生长期

Eca-109 细胞，胰蛋白酶消化后离心收集细胞，5×

103 个/孔接种至 96 孔板，依照 1.3.4 项下分组及各

组分别进行干预后，20 μL/孔加入质量浓度 5 mg/mL

的 MTT 溶液，继续培养 4 h，弃上清液，200 μL/孔

加入 DMSO 混匀后，通过酶标仪检测 490 nm 处吸

光度（A）值，独立重复 3 次实验。 

细胞增殖活力＝A 药物/A 对照 

1.3.6  流式细胞术检测细胞凋亡率  取对数生长

期 Eca-109 细胞，胰蛋白酶消化后离心收集细胞，

1×105 个/孔接种至 6 孔板，依照 1.3.4 项下分组及

各组分别进行干预后，应用不含 EDTA 胰蛋白酶消

化并离心收集细胞、加入结合液重悬细胞，依次加

入 Annexin V-FITC 染液（5 μL/孔）和 PI 染液（5 

μL/孔）、混匀后室温避光孵育 15 min，通过流式细

胞仪分析细胞凋亡率。独立重复 3 次实验。 

1.3.7  荧光质粒转染法检测细胞自噬状况  取对

数生长期 Eca-109 细胞，胰蛋白酶消化后离心收集

细胞，1×105 个/孔接种至 6 孔板，依照 1.3.4 项下

分组及各组分别进行干预后，更换常规培养基，每

孔逐滴缓慢加入“4 μg GFP-LC3＋10 μL 转染试

剂＋500 μL RPMI-1640 培养基”混合液，置于细胞

培养箱避光培养 5 h 后更换常规培养基继续培养

48 h，荧光显微镜下观察自噬体并计数自噬体数目，

独立重复 3 次实验。 

1.3.8  RT-PCR 法检测细胞中 PI3K/Akt/mTOR 信号

通路相关 mRNA 表达  取对数生长期 Eca-109 细

胞，胰蛋白酶消化后离心收集细胞，1×105 个/孔接

种至 6 孔板，依照 1.3.4 项下分组及各组分别进行

干预后，胰蛋白酶消化后收集细胞，Trizol 法提取

总 RNA，按照试剂盒操作说明，将 RNA 反转录为

cDNA 后行 RT-PCR 扩增反应，扩增条件：95 ℃预

变性 10 min，1 个循环；95 ℃变性 30 s、60 ℃退

火 30 s，40 个循环。以 GAPDH 作为内参，采用

2−ΔΔCt 法分析目标基因相对表达量。引物序列由上

海擎科生物科技公司设计与合成，见表 1。独立重

复 3 次实验。 

1.3.9  Western blotting 法检测细胞中 PI3K/Akt/ 

mTOR信号通路相关蛋白表达  取对数生长期Eca-

109 细胞，胰蛋白酶消化后离心收集细胞，1×105 
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表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequence 

引物 
序列 

扩增长度/bp 
上游（5'-3'） 下游（5'-3'） 

PI3K AAGCCACGGAACAGCACTCAG GGAACGAGAGCGAAGTCTTGGA 109 

Akt AGCGACGTGGCTATTGTGAAG GCCATCATTCTTGAGGAGGAAGT 215 

mTOR CATCGTGCTGTTGGGTGA GTCCATCTTCTTGTCGAGGC 273 

GAPDH ATGGGTGTGAACCACGAGA CAGGGATGATGTTCTGGGCA 229 

 

个/孔接种至 6 孔板，依照 1.3.4 项下分组及各组分

别进行干预后，胰蛋白酶消化后收集细胞，RIPA 法

提取总蛋白，BCA 法检测蛋白含量，95 ℃水浴 10 

min 使蛋白变性，取每组 30 μg 总蛋白等量上样，

10% SDS-PAGE 电泳分离蛋白（80 V、30 min，

120 V、60 min）、转 PVDF 膜（300 mA、120 min）、

5%蛋白封闭液室温封闭 1.5 h，加一抗稀释液 PI3K

（1∶1 000）、Akt（1∶1 000）、mTOR（1∶1 000）、

Bcl-2（1∶800）、Bax（1∶800）、Caspase-3（1∶

1 000）、cleaved Caspase-3（1∶1 000）、LC3（1∶

800）、GAPDH（1∶2 000）4 ℃孵育过夜，PBS 洗

膜后加二抗稀释液 IgG（1∶2 000）室温孵育 1.5 h，

PBS 洗膜后加 ECL 显色，通过 Image J 软件分析蛋

白条带灰度值，以 GAPDH 为内参计算目标蛋白相

对表达量。独立重复 3 次实验。 

1.4  统计学处理 

运用 SPSS 20.0 软件进行统计分析，计量资料

符合正态分布以x ± s 表示，多组间比较采用单因

素方差分析，两两比较采用 LSD-t 检验。 

2  结果 

2.1  不同浓度丹参酮 IIA 和不同放射剂量对 Eca-

109 细胞增殖活力的影响 

与丹参酮 IIA 0 μmol/L 组相比，丹参酮 IIA 2、

4、8、16、32 μmol/L 组 Eca-109 细胞增殖活力呈剂

量相关性降低；经计算，丹参酮 IIA对 Eca-109 细胞

IC50为 8.75 μmol/L（作为后续实验丹参酮 IIA浓度）。

与放射剂量 0 Gy 组相比，放射剂量 1、2、4、6、

8 Gy 组 Eca-109 细胞增殖活力呈剂量相关性降低；

经计算，放射对 Eca-109 细胞 IC50 为 4.63 Gy（作为

后续实验放射剂量），见图 1。 

 

图 1  不同浓度丹参酮 IIA和不同放射剂量对 Eca-109 细胞增殖活力的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 1  Effect of different concentrations of tanshinone IIA and different radiation doses on the proliferative activity of Eca-

109 cells (x ± s, n = 3 ) 

2.2  丹参酮 IIA 对 Eca-109 细胞克隆形成能力、增

殖活力的影响 

与对照组相比，丹参酮 IIA 组、放射组、丹参酮

IIA＋放射组、丹参酮 IIA＋放射＋LY294002 组 Eca-

109 细胞克隆形成数目、增殖活力均明显降低（P＜

0.05）。与丹参酮 IIA组或放射组相比，丹参酮 IIA＋

放射组和丹参酮 IIA＋放射＋LY294002 组细胞克隆

形成数目、增殖活力均明显降低（P＜0.05）。与丹

参酮 IIA＋放射组相比，丹参酮 IIA＋放射＋

LY294002 组细胞克隆形成数目、增殖活力均明显降

低（P＜0.05），见图 2、3。 

2.3  丹参酮 IIA 对 Eca-109 细胞凋亡率的影响 

与对照组相比，丹参酮 IIA 组、放射组、丹参酮

IIA＋放射组、丹参酮 IIA＋放射＋LY294002 组 Eca-
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109 的细胞凋亡率明显升高（P＜0.05）。与丹参酮

IIA 组或放射组相比，丹参酮 IIA＋放射组和丹参酮

IIA＋放射＋LY294002 组凋亡率明显升高（P＜

0.05）。与丹参酮 IIA＋放射组相比，丹参酮 IIA＋放

射＋LY294002 组凋亡率明显升高（P＜0.05），见图

4、5。 

 

图 2  各组 Eca-109 细胞克隆形成能力（平板克隆实验，×40） 

Fig. 2  Clonal formation ability of Eca-109 cells in each group (plate cloning experiment, ×40) 

 

与对照组比较：*P＜0.05；与丹参酮 IIA组比较：#P＜0.05；与放射组比较：
△

P＜0.05；与丹参酮 IIA＋放射组比较：
▲

P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs tanshinone IIA group; 
△

P < 0.05 vs radiation group; 
▲

P < 0.05 vs tanshinone IIA + radiation group 

图 3  各组 Eca-109 细胞克隆形成数目、增殖活力的比较（x ± s，n = 3） 

Fig. 3  Comparison of clonal formation number and proliferation activity of Eca-109 cells in each group (x ± s, n = 3 ) 

 

图 4  各组 Eca-109 细胞凋亡状况（流式细胞术） 

Fig. 4  Apoptosis of Eca-109 cells in each group (flow cytometry) 

2.4  丹参酮 IIA 对 Eca-109 细胞自噬状况的影响   

与对照组相比，丹参酮 IIA 组、放射组、丹参酮

IIA＋放射组、丹参酮 IIA＋放射＋LY294002 组细胞

中自噬体数目明显升高（P＜0.05）。与丹参酮 IIA组

或放射组相比，丹参酮 IIA＋放射组和丹参酮 IIA＋

放射＋LY294002 组自噬体数目明显升高（P＜

0.05）。与丹参酮 IIA＋放射组相比，丹参酮 IIA＋放

射＋LY294002 组自噬体数目明显升高（P＜0.05）。

见图 6、7。 

2.5  丹参酮 IIA 对 Eca-109 细胞 PI3K、Akt、mTOR 

mRNA 表达量的影响   

与对照组相比，丹参酮 IIA 组、放射组、丹参酮 
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与对照组比较：*P＜0.05；与丹参酮 IIA组比较：#P＜0.05；与放

射组比较：
△

P＜0.05；与丹参酮 IIA＋放射组比较：
▲

P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs tanshinone IIA group; 
△

P < 

0.05 vs radiation group; 
▲

P < 0.05 vs tanshinone IIA + radiation group 

图 5  各组 Eca-109 细胞凋亡率的比较（x ± s，n = 3） 

Fig. 5  Comparison of apoptosis rate of Eca-109 cells in each 

group (x ± s, n = 3 ) 

IIA＋放射组、丹参酮 IIA＋放射＋LY294002 组 Eca-

109 细胞 PI3K、Akt、mTOR mRNA 表达量明显降低

（P＜0.05）。与丹参酮 IIA 组或放射组相比，丹参酮

IIA＋放射组和丹参酮 IIA＋放射＋LY294002 组

PI3K、Akt、mTOR mRNA 表达量明显降低（P＜

0.05）。与丹参酮 IIA＋放射组相比，丹参酮 IIA＋放

射＋LY294002 组 PI3K、Akt、mTOR mRNA 表达量

明显降低（P＜0.05），见图 8。 

2.6  丹参酮 IIA对 Eca-109 细胞 PI3K、Akt、mTOR

蛋白表达量的影响 

与对照组相比，丹参酮 IIA 组、放射组、丹参酮

IIA＋放射组、丹参酮 IIA＋放射＋LY294002 组 Eca-

109 细胞 PI3K、Akt、mTOR 蛋白表达量明显降低

（P＜0.05）。与丹参酮 IIA 组或放射组相比，丹参

酮 IIA＋放射组和丹参酮 IIA＋放射＋LY294002 组

PI3K、Akt、mTOR 蛋白表达量明显降低（P＜0.05）。 

 

图 6  各组 Eca-109 细胞自噬状况（×400） 

Fig. 6  Autophagy status of Eca-109 cells in each group (× 400) 

 

图 7  各组 Eca-109 细胞自噬体数目的比较（x ± s，n = 3） 

Fig. 7  Comparison of number of autophagosomes of Eca-

109 cells in each group (x ± s, n = 3 ) 

与丹参酮 IIA＋放射组相比，丹参酮 IIA＋放射＋

LY294002 组 PI3K、Akt、mTOR 蛋白表达量明显降

低（P＜0.05），见图 9。 

2.7  丹参酮 IIA 对 Eca-109 细胞 Bcl-2、Bax、

Caspase-3、cleaved Caspase-3、LC3-I、LC3-II 蛋

白表达量的影响  

与对照组相比，丹参酮 IIA 组、放射组、丹参酮

IIA＋放射组、丹参酮 IIA＋放射＋LY294002 组 Eca-

109 细胞 Bcl-2、Bax、cleaved Caspase-3、LC3-I、

LC3-II 蛋白表达量及 Bax/Bcl-2、cleaved Caspase-

3/Caspase-3、LC3-II/LC3-I 明显升高（P＜0.05）。与

丹参酮 IIA组或放射组相比，丹参酮 IIA＋放射组和

丹参酮 IIA＋放射＋LY294002组Bcl-2、Bax、Cleaved 

Caspase-3、LC3-I、LC3-II 蛋白表达量及 Bax/Bcl-2、

cleaved Caspase-3/Caspase-3、LC3-II/LC3-I 明显升

高（P＜0.05）。与丹参酮 IIA＋放射组相比，丹参

酮 IIA＋放射＋LY294002 组 Bcl-2、Bax、cleaved 

Caspase-3、LC3-I、LC3-II 蛋白表达量及 Bax/Bcl-2、

cleaved Caspase-3/Caspase-3、LC3-II/LC3-I 明显升

高（P＜0.05），见图 10～12。 

3  讨论 

我国为食管癌高发地区之一，2020 年数据显示

我国食管癌新确诊病例和死亡病例均超过 30 万例，

是严重威胁我国居民生命健康的主要恶性肿瘤之

一[3]。目前，手术切除仍是临床治疗食管癌的首选

方案，但由于食管癌发病隐匿、缺乏典型的临床症

状和体征，超过 70%的患者确诊时已错过手术根治 
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与对照组比较：*P＜0.05；与丹参酮 IIA组比较：#P＜0.05；与放射组比较：

△
P＜0.05；与丹参酮 IIA＋放射组比较：

▲
P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs tanshinone IIA group; 
△

P < 0.05 vs radiation group; 
▲

P < 0.05 vs tanshinone IIA + radiation group 

图 8  各组 Eca-109 细胞 PI3K、Akt、mTOR mRNA 表达量的比较（x ± s，n = 3） 

Fig. 8  Comparison of mRNA expression of PI3K, Akt, mTOR of Eca-109 cells in each group (x ± s, n = 3 ) 

 

与对照组比较：*P＜0.05；与丹参酮 IIA组比较：#P＜0.05；与放射组比较：
△

P＜0.05；与丹参酮 IIA＋放射组比较：
▲

P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs tanshinone IIA group; 
△

P < 0.05 vs radiation group; 
▲

P < 0.05 vs tanshinone IIA + radiation group 

图 9  各组 Eca-109 细胞 PI3K、Akt、mTOR 蛋白表达量的比较（x ± s，n = 3） 

Fig. 9  Comparison of the protein expression of PI3K, Akt, mTOR of Eca-109 cells in each group (x ± s, n = 3 ) 

的机会，放射治疗为该部分患者的主要治疗方式，

也是食管癌术后辅助治疗的重要手段，然而肿瘤细

胞放疗敏感性降低限制了食管癌放疗效果。因此，

寻找高效、低毒的放疗增敏剂对提高食管癌疗效具

有重要意义。 

丹参酮 IIA 是从中药丹参中提取的一种脂溶性

共轭醌、酮类化合物[15]，研究证实，丹参酮 IIA 可

通过促进肿瘤细胞凋亡与自噬对胆管癌、胶质瘤等

起到抑制作用，并可提高喉癌细胞化疗敏感性，作

用机制与调控 PI3K/Akt/mTOR 通路有关[9-10, 12]。本

研究结果显示，丹参酮 IIA＋放射组对人食管鳞状细

胞癌 Eca-109 细胞克隆形成能力、增殖活力的抑制

作用及细胞凋亡、自噬的促进作用明显优于丹参酮

IIA 和放射组，并且 PI3K 抑制剂 LY294002 可明显

增强丹参酮 IIA＋放射组对 Eca-109 细胞克隆形成

能力、增殖活力、凋亡、自噬的调控作用。提示丹

参酮 IIA 可提高人食管癌细胞放疗敏感性，作用机

制可能与 PI3K/Akt/mTOR 信号通路有关。 

细胞凋亡和自噬受阻是恶性肿瘤发生发展的

关键因素，也是肿瘤治疗的重要靶点[16]。Bcl-2 家族

蛋白参与调控细胞线粒体凋亡途径，其中 Bcl-2 和

Bax 定位于线粒体膜，Bax 可正向调控线粒体膜通

透性转变孔（mPTP）开放度，使大量细胞色素 C 通

过 mPTP 由线粒体移入细胞质，细胞色素 C 诱导活

化 Caspase-3，Cleaved Caspase-3 可促进 DNA 裂解

并抑制 DNA 修复，从而促进细胞凋亡[17]。bcl-2 负 
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A-对照  B-丹参酮 IIA  C-放射  D-丹参酮 IIA＋放射  E-丹参酮

IIA＋放射＋LY294002 

A-control  B-tanshinone IIA  C-radiation  D-tanshinone IIA + 

radiation  E-tanshinone IIA + radiation + LY294002 

图 10  各组 Eca-109 细胞 Bcl-2、Bax、Caspase-3、cleaved- 

Caspase-3、LC3-I、LC3-II 蛋白表达电泳图 

Fig. 10  Electrophoretic images of the protein expression 

bcl-2, Bax, Caspase-3, Cleaved Caspase-3, LC3-I, 

LC3-II of Eca-109 cells in each group 

向调控 mPTP 开放度而抑制细胞凋亡，并可与 Bax

结合成无生物活性的异源二聚体化合物，因此

Bax/bcl-2 表达比值也能体现 Bcl-2 家族蛋白对细胞

凋亡的调节作用[18]。定位于自噬小体膜的 LC3 为细

胞自噬活性的标志蛋白，自噬发生后，无活性的

LC3-I 亚型将转化为具备促自噬活性的 LC3-II 亚

型，因此 LC3-II/LC3-I 表达比值能够体现细胞自噬

水平[19]。PI3K/Akt/mTOR 信号通路参与调控增殖、

分化、凋亡、自噬等细胞生物学过程。刘兰等[20]报

道 Akt 可抑制 Caspase-3 活化，进而阻滞细胞凋亡。

mTOR 为 Akt 下游靶蛋白，Akt 可诱导 mTOR 表达

与活化，活化 mTOR 可抑制 LC3-I 亚型向 LC3-II 亚

型转化，从而阻滞细胞自噬[21]。Deng 等[22]报道通

过药物抑制 PI3K/Akt/mTOR 信号通路可有效促进

食管癌细胞凋亡与自噬。本研究结果显示，丹参酮

IIA+放射组对Eca-109细胞PI3K、Akt、mTOR mRNA

和蛋白表达的抑制作用，以及对 Bax/bcl-2、Cleaved 

Caspase-3/Caspase-3、LC3-II/LC3-I 表达比值的降低

作用明显优于丹参酮 IIA和放射组，并且 LY294002

可明显增强丹参酮 IIA＋放射组对 Eca-109 细胞

PI3K/Akt/mTOR 信号通路相关 mRNA 和蛋白表达 

 

与对照组比较：*P＜0.05；与丹参酮 IIA组比较：#P＜0.05；与放射组比较：
△

P＜0.05；与丹参酮 IIA＋放射组比较：
▲

P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs tanshinone IIA group; 
△

P < 0.05 vs radiation group; 
▲

P < 0.05 vs tanshinone IIA + radiation group 

图 11  各组 Eca-109 细胞 Bcl-2、Bax、Caspase-3、cleaved Caspase-3、LC3-I、LC3-II 蛋白表达量（x ± s，n = 3） 

Fig. 11  Comparison of the protein expression of Bcl-2, Bax, Caspase-3, cleaved Caspase-3, LC3-I, LC3-II of Eca-109 cells in 

each group (x ± s, n = 3 ) 

的调控作用。提示丹参酮 IIA 可能通过下调

PI3K/Akt/mTOR 信号通路，进而增强人食管癌细胞

放疗敏感性。 

综上所述，丹参酮 IIA可能通过下调 PI3K/Akt/ 

mTOR 信号通路，抑制细胞增殖并促进其凋亡与自

噬，进而增强人食管癌细胞放疗敏感性。本研究结 
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与对照组比较：*P＜0.05；与丹参酮 IIA组比较：#P＜0.05；与放射组比较：
△

P＜0.05；与丹参酮 IIA＋放射组比较：
▲

P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs tanshinone IIA group; 
△

P < 0.05 vs radiation group; 
▲

P < 0.05 vs tanshinone IIA + radiation group 

图 12  各组 Bax/Bcl-2、cleaved-Caspase-3/Caspase-3、LC3-II/LC3-I 的比较（x ± s，n = 3） 

Fig. 12  Comparison of ratio of Bax/Bcl-2, cleaved-Caspase-3/Caspase-3, LC3-II/LC3-I of Eca-109 cells in each group (x ± s, 

n = 3 ) 

果为丹参酮 IIA 用作食管癌放疗辅助药物提供了理

论依据，但其作用机制尚需进一步研究。 
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