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铁皮石斛毛兰素对人食管癌KYSE-150
细胞的抑制作用

燕文柏1，赵庆俊1，胡艺萍1，罗纪红1，邓晓东2，赵志伟1，魏玉颖1，蒋璐遥1，严阳1，周俊含1，

甘菊丽1，杜彦锋1，张薇薇1*

（1.成都医学院公共卫生学院，四川成都 610500）

（2.成都医学院第一附属中医医院，成都市新都区中医医院，四川成都 610500）

摘要：该研究旨在探明铁皮石斛毛兰素对人食管癌 KYSE-150 细胞生长的抑制作用。分别采用 CCK-8 试剂盒、

显微镜观察、划痕实验和流式细胞技术检测毛兰素对 KYSE-150 细胞的活性，细胞形态变化、细胞迁移能力和细胞

凋亡、周期阻滞的影响，并通过 Western Blot 法检测 Bax、Bcl-2、Vimentin、Akt、P-Akt、PI3K、P-PI3K、N-cadherin、

E-cadherin 蛋白的表达情况。结果表明，毛兰素对 KYSE-150 细胞生长具有抑制作用，24、48、72 h 的 IC50 分别为

357.30、120.20、57.43 nmol/L，细胞出现皱缩、聚团生长现象，细胞迁移能力降低，同时与对照组相比，40、80、

120 nmol/L 作用 24 h 后，细胞凋亡百分比分别是 27.57%、35.38%、61.97%，处理组细胞 G1 期比例明显降低，由

56.64%下降至 2.80%，G2 期细胞比例明显增加，由 16.82%增加至 86.98%，Western Blot实验中加药组Bax和E-cadherin

表达相对增高，Bcl-2、Vimentin、P-Akt、PI3K、P-PI3K、N-cadherin 蛋白表达相对降低，表明毛兰素可诱导细胞凋亡，

抑制细胞迁移。由此可见，铁皮石斛毛兰素可通过抑制 EMT 途路抑制细胞迁移，通过调控 PI3K/Akt 信号通路抑制

KYSE-150 细胞增殖并诱导其凋亡。
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Abstract: The inhibitory effect of erianin extracted from Dendrobium officinale on the growth of human esophageal 

cancer KYSE-150 cells was investigated. The CCK-8 kit, microscope, scratch test, and flow cytometry were used to 

determine the inhibitory effect, morphological changes, cell migration, cell apoptosis, and cycle arrest of erianin on the 

activity of KYSE-150 cells. Western blot analysis was used to detect the expression levels of Bax, Bcl-2, Vimentin, Akt, 

P-Akt, PI3K, P-PI3K, N-cadherin, and E-cadherin proteins. The results of cell experiments showed that the IC50 of erianin 

for inhibiting the growth of KYSE-150 cells at 24, 48, and 72 h was 357.30, 120.20, and 57.43 nmol/L, respectively. The 

cells exhibited reduced migration capability and demonstrated shrinkage and aggregation during growth. After treatment with 

40, 80, and 120 nmol/L for 24 h, the percentage of apoptosis was found to be 27.57%, 35.38%, and 61.97%, respectively, 

compared with the control group. The proportion of cells in the G1 phase in the treatment group significantly decreased 

from 56.64 % to 2.80%, whereas the proportion of cells in the G2 phase significantly increased from 16.82% to 86.98%. The 

western blot results showed that the expression of Bax and E-cadherin increased, whereas the expression of Bcl-2, Vimentin, 

P-Akt, PI3K, P-PI3K, and N-cadherin decreased, indicating that erianin has the potential to induce apoptosis and inhibit cell 

migration. In summary, erianin from D. officinale has the capability to inhibit cell migration through the inhibition of the 

EMT pathway and KYSE-150 cell proliferation and induce apoptosis via regulation of the PI3K/Akt signaling pathway.

Key words: Dendrobium officinale; erianin; human esophageal cancer KYSE-150 cells; PI3K/Akt signaling pathway

食管癌（Esophageal Cancer）是全球常见的

恶性肿瘤，根据 2020 年统计数据显示食管癌在发

病率方面排名第七（60.4 万例），在总死亡率方面

排名第八（54.4 万例） [1] 。预估食管癌在我国 2022
年恶性肿瘤发病率中排名第六（34.6 万例），死

亡率排名第四位（32.3 万例） [2] 。食管癌常见的病

理学分型为食管鳞状细胞癌（ESCC）和食管腺癌

（EAC），在我国食管癌 90% 以上的病理类型为鳞

癌，食管癌癌变早期常发病隐匿，待症状明显时

已处于中晚期，单纯手术或单纯放化疗治疗效果

差，5 年生存率较低  [3] 。目前，同步放化疗仍然是

晚期食管癌的主要治疗方法，但其存在患者预后

较差，对现有化疗药物敏感性差，治疗效果有限，

副作用大等缺点 [4] 。

铁皮石斛（Dendrobium officinale）为兰科石斛

属多年生草本植物的干燥根茎，其主要分布于中

国安徽、浙江、福建等地 [5] 。铁皮石斛是我国经典

药食同源资源，始载于《神农本草经》，以“千金

草”“还魂草”之誉驰名中外，为中华九大仙草之首，

其味甘、性微寒，具有益胃生津、滋阴清热、润肺

止咳、明目强身等功效 [6] 。现代药理学研究发现铁

皮石斛有效成分包括黄酮、联苄、生物碱、苯丙素、

萜、菲、核苷、挥发油、氨基酸和微量元素，同时

发现其具有抗氧化、抗肿瘤、降血糖、缓解便秘、

预防骨质疏松、护肝保肾等功效 [7,8] 。

毛兰素（Erianin）是从石斛中提取的一种相对

分子量为 318.36 的联苄类化合物 [9] ，其在铁皮石斛

中的含量较丰富。研究表明，毛兰素具有抗菌、抗炎、

抗病毒以及抗血管生成活性等作用 [10-14] 。Liu 等 [15] 研

究发现毛兰素通过 ERK 通路诱导人鼻咽癌细胞凋

亡，Wang 等 [16] 发现毛兰素可以通过 HRAS-PI3K-
AKT 信号通路抑制胃癌癌前病变，Zhu 等 [17] 证明

JNK 信号通路可抑制膀胱癌细胞的生长，Zhang
等 [18] 在实验中发现毛兰素可通过线粒体凋亡途径

诱导肝癌细胞发生凋亡，Wang 等 [19] 发现毛兰素可

通过抑制 CRAF 和 MEK1/2 来抑制 MAPK 信号通

路。PI3K/Akt 信号通路可通过多种途径刺激激活，

对于细胞行使正常的生理活动功能具有重要意义，

Zhang 等 [20] 通过实验发现毛兰素可通过 PI3K/Akt 信
号通路抑制人肺癌细胞的生长。毛兰素及其衍生物

除抗癌特性外，还具有低毒性和患者的耐受性良好

的优点，是一种潜力的新型的抗癌剂，但铁皮石斛

毛兰素对于食管癌的作用鲜有人报道。因此，本研

究拟探究铁皮石斛毛兰素对人食管癌 KYSE-150 细

胞的抑制作用并初步对其潜在机制进行探讨，为后

续铁皮石斛的开发利用提供新的思路。
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1  材料与方法

1.1 材料与试剂 

人食管癌细胞株 KYSE-150，成都医学院科研

中心惠赠；铁皮石斛毛兰素（纯度：≥98%）、质量

分数 10% SDS 溶液、质量分数 10% PAGE 胶凝固

剂、1.5 mol/L Tris-HCl 缓冲液、1.0 mol/L Tris-HCl
缓冲液、10×TBST 缓冲液（粉剂），北京索莱宝科

技有限公司；胎牛血清（FBS），以色列生物工业公

司；96 孔板、磷酸缓冲液（PBS）、DMSO、胰酶、

RPMI-1640 培养基、细胞周期检测试剂盒、细胞凋

亡检测试剂盒、BCA 蛋白含量检测试剂、CCK8 试

剂盒，江苏凯基生物技术有限公司；预染彩色蛋白

分子量 Marker，赛默飞世尔科技公司；质量分数 4%
多聚甲醛，成都金山化学试剂公司；PVDF 膜、德

国默克密理博公司；PI3K、P-Akt、β-actin、E-Cadherin、
N-Cadherin、Vimentin，美国 CST 公司；P-PI3K，英

国 Abcam 公司；Akt、Bcl-2、Bax，杭州景杰生物科

技公司。

1.2 仪器

A2型 1300系列二级生物安全柜，Thermo Scientific；
3110 型 CO2 培 养 箱，Thermo Scientific ；6K 型 低 速

离心机，珠海黑马医学仪器有限公司；IX71 倒置

荧光相差显微镜，OLYMPUS 公司；BX41TF 正置

荧光显微镜，MODEL 公司；PHS 2 酶标仪，基因

有限公司；ND2000 E720 微量分光光度计，Gene 
Company Limited ；NovoCyt 流式细胞仪，ACEA 公司；

041BR139591 电泳仪，BIO RAD ；720BR/01487 化

学凝胶成像仪，BIO RAD 公司。

1.3 方法

1.3.1 细胞培养

将食管癌 KYSE-150 细胞培养在含有 RPMI-
1640 完全培养基的培养瓶中，完全培养基含有体积

分数 10% 的胎牛血清，培养箱培养条件为 37 ℃、

体积分数 5% CO2，当细胞生长程度达到 80% 的融

合程度时选择用质量分数 0.25% 的胰酶消化处理进

行冻存或传代。

1.3.2 CCK-8法检测细胞活性

取生长状态良好的 KYSE-150 细胞接种于 96 孔

板中每孔 5×103 个细胞，置于培养箱中孵育 24 h，待

细胞贴壁后加入不同浓度的毛兰素药物（0、20、

40、80、160 nmol/L），每个浓度设置 3 个复孔，置

于体积分数 5% CO2、37 ℃培养箱继续培养 24、48、
72 h。在避光条件下向各孔中加入 10 μL 的 CCK-8
检测溶液，37 ℃继续培养 1 h，用酶标仪在 450 nm
波长下检测 96 孔板各孔的吸光度。根据吸光度计

算细胞存活率，使用 GraphPad Prism 8.0.2 进行非线

性拟合得到 IC50。细胞存活率公式计算如下：

W = 
As-Ab
Ac-Ab

×100%                                            （1）

式中：

W——细胞存活率，% ；

As——实验孔（含有细胞的培养基、CCK-8、待测物质）

OD 值；

Ac——对照（含有细胞的培养基、CCK-8、没有待测

物质）OD 值；

Ab——空白孔（不含细胞和待测物质的培养基、CCK-8）

OD 值。

1.3.3 细胞形态学观察

在 KYSE-150 细胞对数生长期分别加入 0、40、
80、120 nmol/L 的毛兰素培养作用 24 h 后于倒置显

微镜下观察细胞形态和数量变化并拍照记录。

1.3.4 划痕愈合实验检测细胞迁移能力

将 KYSE-150 细胞接种于 6 孔板中每孔 6.5×105

个细胞，培养 24 h 后用 200 μL 枪头进行垂直划线，

PBS 洗两遍后镜下拍照，加入含不同浓度的毛兰素

药物（0、40、80、120 nmol/L）分别培养 12、24 h
于倒置显微镜下拍照观察，利用 Image J 软件测量

划痕区域面积，并计算细胞划痕愈合率（%）。计算

公式如下：

C = 
T0-Tt

T0
×100%                                              （2）

式中：

C——细胞划痕愈合率，% ；

T0——0 h 划痕区域面积；

Tt——12/24 h 划痕区域面积。

1.3.5 流式细胞仪检测细胞凋亡和周期分布

取生长状态良好的 KYSE-150 细胞进行处理，

将细胞接种于 6 孔板中，KYSE-150 细胞凋亡实验

每孔接种 2×105 个细胞，KYSE-150 细胞周期分布

实验每孔接种 2×105 个细胞，培养箱中贴壁培养

24 h 后，分别加入不同浓度的毛兰素药物（0、40、
80、120 nmol/L）进行处理，继续培养细胞 24 h 后
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收集细胞，凋亡参照说明书分别加入Annexin V-FITC
和 PI 染液，周期检测参照说明书加入 PI/RNase A
染色工作液，避光孵育染色，上机检测。

1.3.6 Western Blot检测蛋白表达 
将食管癌 KYSE-150 细胞于室温消化后，以适

宜浓度接种，培养 24 h 后加入不同毛兰素药物（0、
40、80、120 nmol/L）进行干预，培养细胞 24 h 后，

收集细胞并进行裂解，提取细胞总蛋白并进行蛋白

定量和蛋白变性，最后将其保存在 -20 ℃冰箱备用。

采用 SDS-PAGE 凝胶电泳，以 230 A 电压进行转膜

90 min，然后使用质量分数 5% 脱脂奶粉进行封闭

1.5 h。在 4 ℃条件下孵育一抗过夜，进行TBST清洗，

37 ℃条件下孵育二抗 1 h，然后使用 ECL 发光液底

物进行显色并拍照，利用 Image J 软件测量相对灰

度值，以 β-actin 为内参并计算相对蛋白相对表达量。

计算公式如下：

D =
A1-A0

A2-A0
                                                           （3）

式中：

D——蛋白相对表达量，% ；

A0——背景灰度值；

A1——目的蛋白灰度值；

A2——内参蛋白灰度值。

1.3.7 统计学处理

采用 GraphPad Prism 8.0.2 软件进行统计分析，

实验数据使用（x-±s）表示，两组间分析使用 t 检
验，多组间分析使用单因素方差分析。以 P＜0.05
为差异有统计学意义。

2  结果与讨论

2.1 毛兰素对食管癌KYSE-150细胞活性的
影响

图1显示，经不同浓度（0、20、40、80、160 nmol/L）
铁皮石斛毛兰素处理 KYSE-150 细胞 24、48、72 h 后，

与 0 nmol/L 组相比，KYSE-150 细胞经过 20~160 nmol/L
处理后的活性明显下降。经过统计学计算，毛兰素

对食管癌 KYSE-150 细胞 24、48、72 h 的 IC50 分别

为 357.30、120.20、57.43 nmol/L，实验结果呈现出

一定的剂量依赖性与时间依赖性。为避免高浓度药

物引起的细胞毒性，干扰对细胞凋亡机制的研究，

故选择低药物浓度 40、80、120 nmol/L 为后续实验

的条件。结果表明，毛兰素在短时间、低药物浓度

下即可影响 KYSE-150 细胞的活性并且明显抑制其

增殖。

图 1 毛兰素对食管癌 KYSE-150 细胞活性的影响

Fig.1 Effect of erianin on the activity of esophageal 

cancer KYSE-150 cells

注：与对照组相比，**** 表示 P＜0.000 1。

2.2 细胞形态学观察

图 2 毛兰素对食管癌 KYSE-150 细胞生长数量的影响

（40×）

Fig.2 Effect of erianin on the growth of esophageal cancer 

KYSE-150 cells (40×)

图 3 毛兰对食管癌 KYSE-150 细胞形态的影响（200×）

Fig.3 Effects of erianin on the morphology of esophageal 

cancer KYSE-150 cells (200×)

人食管癌细胞 KYSE-150 是一种低分化的上皮

样鳞癌细胞，细胞贴壁生长，形态呈扁平、不规则

多角形，中有圆形核。当细胞发生凋亡时，细胞的

形态会发生明显形变，包括细胞皱缩、聚团生长、

与周围细胞脱离，有凋亡小体出现等。实验过程中

采用不同浓度毛兰素（0、40、80、120 nmol/L）处

理 24 h 后，在 40× 显微镜下观察可见：40 nmol/L
组细胞数量出现减少；80 nmol/L 组出现少量漂浮细

胞；120 nmol/L 组细胞数量减少明显，漂浮脱落细

胞增多，呈明显的梯度趋势（见图 2）。在 200× 显

微镜下观察可见：0 nmol/L 组细胞排列紧密，视野
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背景干净；40 nmol/L 组细胞间隙变大；80 nmol/L 组

细胞出现皱缩、少量脱壁；120 nmol/L 组细胞出现

大量脱壁、聚团生长（见图 3）。实验结果表明，经

过铁皮石斛毛兰素处理后的 KYSE-150 细胞发生明

显的形态改变，且出现凋亡现象。

2.3 毛兰素对食管癌KYSE-150细胞迁移的
抑制作用

为了验证毛兰素对 KYSE-150 细胞的迁移抑制

效果，我们进行了划痕愈合实验。12 h 后 0、40、
80、120 nmol/L 各组愈合度分别为 38.51%、35.62%、

11.38%、19.16%，与对照组相比，对照组的伤口在

24 小时内几乎完全愈合，愈合率达到 84.06%，不同

浓度毛兰素（40、80、120 nmol/L）处理组 24 h 愈合

度分别为 54.14%、21.88%、18.97%（图 4）。实验

现象可得，毛兰素处理组的细胞在 24 h 内迁移速度

和能力明显减慢，同时药物处理浓度越高划痕愈合

面积越小，当药物处理浓度达到 120 nmol/L 时 12 h
和 24 h 组划痕愈合几乎相似。结果表明，经毛兰素

处理后食管癌 KYSE-150 细胞的迁移能力减弱。

图 4 毛兰素对食管癌 KYSE-150 细胞细胞平面迁移的抑制

作用 24 h 后（40×）

Fig.4 Inhibitory effect of erianin on planar migration of 

esophageal cancer KYSE-150 cells after 24 h (40×)

注：与对照组相比，* 表示 P＜0.05，** 表示 P＜0.01，

*** 表示 P＜0.001，**** 表示 P＜0.000 1。

2.4 流式细胞仪检测毛兰素对食管癌KYSE-
150凋亡的影响

采用流式细胞术进一步检测说明毛兰素可诱导

食管癌 KYSE-150 细胞凋亡。在经过不同浓度毛兰

素（0、40、80、120 nmol/L）处理 24 h 后，使用

流式细胞术检测各组细胞凋亡率。与 0 nmol/L 组相

比，不同浓度毛兰素（40、80、120 nmol/L）处理

后可显著诱导 KYSE-150 细胞凋亡，细胞凋亡百分

比分别是 27.57%（P＜0.05）、35.38%（P＜0.001）、
61.97%（P＜0.000 1）。结果表明，毛兰素可以有效

诱导 KYSE-150 细胞凋亡，且随着药物浓度的增高，

凋亡率也明显增加（见图 5）。

图 5 毛兰素对食管癌 KYSE-150 细胞凋亡的影响

Fig.5 Effect of erianin on apoptosis of esophageal cancer 

KYSE-150 cells

注：与对照组相比，* 表示 P＜0.05，*** 表示 P＜0.001，

**** 表示 P＜0.000 1。

2.5 毛兰素对食管癌KYSE-150细胞周期的
阻滞作用

细胞周期失调是诱发恶性肿瘤的因素之一。多

项研究表明，天然产物可以通过诱导细胞周期停滞
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发挥抗肿瘤的作用 [21] 。因此可知，通过阻滞细胞是

杀死肿瘤细胞的一个重要途径，本实验经流式细胞

仪检测发现 KYSE-150 细胞经不同浓度毛兰素（40、
80、120 nmol/L）处理 24 h 后可导致细胞周期发生

异常。其中与对照组相比，毛兰素处理组细胞 G1

期比例明显降低，由 56.64% 下降至 2.80%，S 期

变化无统计学意义，G2 期细胞比例明显增加，由

16.82% 增加至 86.98%，具有明显的统计学意义。

这与 Xu 等 [22] 发现毛兰素可阻滞 MDA-MB-231 细胞在

G2 期实验结果具有相似性。结果表明，毛兰素呈浓度

依赖将 KYSE-150 细胞周期阻滞在 G2 期（见图 6）。

图 6 毛兰素对食管癌 KYSE-150 细胞周期阻滞的影响

Fig.6 Effect of erianin on cell cycle arrest of esophageal 

cancer KYSE-150 cells

注：与对照组相比，**** 表示 P＜0.000 1。

2.6 毛兰素对食管癌KYSE-150细胞EMT相
关蛋白表达的影响

EMT 过程是肿瘤转移的前提和基础 [23] 。肿瘤细

胞 EMT 过程中伴随着蛋白标志物表达水平的变化

E-cadherin 可使上皮细胞间的粘附性增强，其表达

下调是 EMT 最重要的标志性变化，发挥着负向调控

作用。N-cadherin 表达增强时，细胞间的粘附作用下降，

迁移和侵袭能力增强。Vimentin 蛋白调节细胞的运动

和增殖 [24] 。为进一步证明，毛兰素可以抑制 KYSE-
150 细胞的迁移作用，采用 Western blotting 实验来检测

EMT 相关蛋白表达的表达情况。结果显示，与对照

组相比，毛兰素组可以有效抑制 Vimentin、N-cadherin
蛋白表达，同时促进 E-cadherin 蛋白表达，这与 Yang
等 [25] 的研究结果具有相似性。实验结果表明，毛兰素

对 KYSE-150 细胞 EMT 效应有抑制效果（见图 7）。

图 7 毛兰素对 KYSE-150 细胞 EMT 蛋白的影响

Fig.7 Effect of erianin on EMT protein in KYSE-150 cells

注：与对照组相比，* 表示 P＜0.05，** 表示 P＜0.01。

2.7 毛兰素对食管癌KYSE-150细胞凋亡相
关蛋白表达的影响

磷脂酰肌醇 -3- 激酶（PI3K）/ 蛋白激酶 B（PKB/
Akt）（PI3K/Akt）信号通路是哺乳动物细胞内重要

的信号传导途径之一。这一通路可以被多种类型的

细胞刺激或毒性刺激所激活，并且调节细胞的基本

功能，如增殖、生长、存活、转录和翻译，在多种

癌症中，这一信号通路被异常激活 [26] 。研究发现，

PI3K/Akt 通路相关蛋白在食管癌组织中高表达 [27] 。

通过抑制 PI3K/Akt 通路进而抑制细胞增殖、促进细

胞凋亡。PI3K 通过转化成为 p-PI3K 激活下游 Akt
向 p-Akt 转变，而 p-Akt 是凋亡过程中起着重要作

用 [28] 。在本研究中 PI3K、p-PI3K、p-Akt 蛋白随着

毛兰素浓度增加而表达减少，但 p-PI3K 和 p-Akt 的
激活受到 PI3K 和 Akt 蛋白表达量的影响，因此通
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过 p-PI3K/PI3K 和 p-Akt/-Akt 比值进一步确定毛兰

素对 PI3K/Akt 通路的抑制情况，在研究中可得知

毛兰素可有效抑制 PI3K 和 Akt 的磷酸化。Bax 和

Bcl-2 是常见的促凋亡蛋白和抑制凋亡蛋白 [29] ，可

以作为 PI3K/Akt 通路的下游蛋白，在本研究中，随

着毛兰素浓度增加，Bax 表达量增加，Bcl-2 表达量

降低（见图 8）。实验结果表明，毛兰素诱导 KYSE-
150 细胞凋亡与 PI3K/Akt 信号通路有关。

图 8 毛兰素对 KYSE-150 细胞凋亡蛋白的影响

Fig.8 Effect of erianin on apoptosis protein in 

KYSE-150 cells

注：与对照组相比，* 表示 P＜0.05，** 表示 P＜0.01，

*** 表示 P＜0.001，**** 表示 P＜0.000 1。

3  结论

本研究利用 CCK-8 法、形态学观察、划痕实验、

流式细胞术和 Western Blot 法对人食管癌 KYSE-150
细胞在不同毛兰素浓度处理后的活性、凋亡、周期

阻滞以及相关蛋白的表达进行检测。结果表明铁皮

石斛毛兰素可抑制食管癌 KYSE-150 细胞的增殖，

同时促进其凋亡，这可能与其能抑制 PI3K/Akt 信号

通路有关，毛兰素抑制 KYSE-150 细胞迁移可能与

其能抑制 EMT 过程相关，表明毛兰素可能是一种

存在治疗食管癌潜力的天然产物。本研究旨在，为

铁皮石斛药理学研究、保健食品开发等提供基础实

验参考，促进相关资源的开发利用。
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