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Abstract
BACKGROUND
Resveratrol not only has anti-tumor effects, but also can 
enhance the chemosensitivity of tumor cells to a variety of 
chemotherapeutic agents. However, its effect on cisplatin 
sensitivity of drug-resistant esophageal cancer cells 
remains unclear.

AIM
To investigate whether resveratrol reverses the drug 
resistance of esophageal cancer Eca109/DDP cells and 
to explore the potential mechanism involved from the 
perspective of ferroptosis.

METHODS
The optimal treatment time and concentration of resveratrol 
and cisplatin were determined by MTT assay. Cell prolife-
ration and the intracellular levels of malon-dialdehyde 
(MDA), glutathione (GSH), reactive oxygen species (ROS), 
and ferrous iron were detected. The protein expression 
of the ferroptosis-related molecules acyl coenzyme A 
synthetase long chain family member 4 (ACSL4), ferritin 
heavy chain (FTH), glutathione peroxidase 4 (GPX4), 
and tumor protein 53 (P53) was detected by Western blot 
assay.

RESULTS
MTT assay showed that compared with cisplatin alone, 
resveratrol combined with cisplatin significantly inhibited 
the growth of Eca109/DDP cells (P < 0.05). The combination 
of resveratrol and cisplatin not only reduced the number of 
colonies formed (P < 0.05), but also increased the levels of 
ferrous iron, MDA, and ROS (P < 0.05) and decreased the 
level of GSH (P < 0.05) in Eca109/DDP cells. The inhibitory 

白藜芦醇通过铁死亡途径逆转食管癌细胞Eca109/DDP化
疗耐药

王陈等, 马柏强, 易弼顺

在线投稿: https://www.baishideng.com
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effect of resveratrol on Eca109/DDP cell proliferation was 
partially reversed by ferrostatin-1 (Fer-1) and deferoxamine 
(DFO) (P < 0.05). Western blot analysis showed that 
compared with other groups, the protein expression of 
FTH and GPX4 in the resveratrol and cisplatin combination 
group was significantly decreased (P < 0.05), and the protein 
expression of ACSL4 and P53 was significantly increased (P 
< 0.05).

CONCLUSION
Resveratrol can inhibit cell proliferation and reverse cisplatin 
resistance by regulating ferroptosis in Eca109/DDP cells.

© The Author(s) 2023. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.

Key Words: Resveratrol; Esophageal cancer cell line Eca109/
DDP; Cisplatin resistance; Ferroptosis
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摘要
背景
白藜芦醇不仅具有抗肿瘤作用, 其还能增强多种化疗
药物的化疗敏感性, 但其对食管癌耐药细胞的顺铂敏
感性的作用尚不清楚. 

目的
探讨白藜芦醇逆转食管癌细胞Eca109/DDP的耐药效
应并从铁死亡的角度分析其潜在的作用机制.

方法
采用MTT法确定白藜芦醇和顺铂的最佳作用时间和
浓度;检测细胞增殖、细胞内丙二醛(malondialdehyde, 
MDA)、谷胱甘肽(glutathione, GSH)、活性氧(reactive 
oxygen species, ROS)及铁离子的水平; Western blot
检测铁死亡相关调控因子酰基辅酶A合成酶长链家
族成员4(acyl coenzyme A synthetase long chain family 
member 4, ACSL4)、铁蛋白重链(ferritin heavy chain, 
FTH)、谷胱甘肽过氧化物酶4(glutathione peroxidase 4, 
GPX4)和肿瘤蛋白53(tumor protein 53, P53)的蛋白表
达情况.

结果
MTT检测结果显示, 相较于单用顺铂, 联用白藜芦
醇对Eca109/DDP细胞的生长抑制作用较为显著
(P <0.05). 此外, 白藜芦醇和顺铂联用可显著降低
Eca109/DDP细胞克隆形成数(P <0.05), 增加细胞内
铁离子、MDA和ROS水平(P <0.05), 降低GSH水平

(P<0.05). 铁死亡抑制剂(ferrostatin-1, Fer-1)和铁离子螯
合剂(deferoxamine, DFO)可部分逆转白藜芦醇对细胞
增殖的抑制作用(P<0.05). Western blot的结果显示相较
于其他组, 白藜芦醇和顺铂联用组的FTH和GPX4的
蛋白表达显著降低(P<0.05), 而ACSL4和P53的蛋白表
达显著增加(P<0.05).

结论
白藜芦醇可通过铁死亡抑制Eca109/DDP细胞的增殖
并逆转顺铂耐药.

© The Author(s) 2023. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.

关键词: 白藜芦醇; 食管癌细胞Eca109/DDP; 顺铂耐药; 
铁死亡

核心提要: 在食管癌细胞Eca109/DDP中, 白藜芦醇对顺铂

化疗具有增敏效应, 这种增敏作用与其促进铁死亡有关.

文献来源: 王陈等, 马柏强, 易弼顺. 白藜芦醇通过铁死亡途径逆转食管癌

细胞Eca109/DDP化疗耐药. 世界华人消化杂志 2023; 31(12): 477-484  
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0  引言

食管癌是常见的消化系统恶性肿瘤之一, 据国家癌症中

心发布的最新数据显示, 食管癌的发病率在恶性肿瘤中

排第六位, 而死亡率居第四位[1]; 其中约90%的食管癌属

于食管鳞癌, 由于早期症状不明显, 很多患者均存在诊

断晚、治疗效果差的现象. 辅助化疗在食管癌的治疗中

仍有着不可替代的作用, 获得性耐药的产生则成为影响

化疗效果及患者长期生存的主要因素[2,3]. 肿瘤细胞获得

性耐药的发生机制以及逆转耐药的新型药物研发依旧

是目前的研究热点和重点[3]; 大量的临床实践表明中

药在改善化疗药物的多药耐药现象, 缓解化疗所致的

不良反应, 提升患者化疗完成度及治疗效果上具有明

显的优势[3-5]. 白藜芦醇是一种非黄酮多酚类化合物, 
广泛存在于天然植物及传统中药中; 作为一种天然的

抗毒素, 白藜芦醇具有抗炎、抗氧化、抗肿瘤等多种

药理学功效[6-8]. 早期有研究显示, 白藜芦醇可通过调

节PI3K/AKT/mTOR信号通路逆转卵巢癌细胞化疗耐

药[7]. 此外, 白藜芦醇可靶向miR-122-5p增加乳腺癌细

胞MCF-7对阿霉素的敏感性[8]. 由此可见, 白藜芦醇可

与多种化疗药物联用, 增加药物疗效; 然而目前并未有

关于白藜芦醇对人食管癌细胞Eca109化疗耐药的影响

及相关机制的报道. 本研究以人食管癌细胞Eca109及其

顺铂耐药细胞系Eca109/DDP为观察对象, 评估白藜芦醇
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干预后Eca109/DDP细胞顺铂耐药性的变化, 并从细胞铁

死亡的角度初步探究其可能的作用机制, 为白藜芦醇在

食管癌化疗中的实践应用提供一定的理论基础.

1  材料和方法

1.1 材料 人食管癌细胞Eca109及其顺铂耐药细胞系

Eca109/DDP购自中科院上海生物化学与细胞生物学研

究所; RPMI1640液体细胞培养基购自美国Hyclone公司; 
白藜芦醇、铁死亡抑制剂(ferrostatin-1, Fer-1) 和铁离子

螯合剂(deferoxamine, DFO)购自Sigma公司; 注射用顺铂

购自齐鲁制药有限公司; 铁分析试剂盒购自美国Abnova
公司; 酰基辅酶A合成酶长链家族成员4(acyl coenzyme 
A synthetase long chain family member 4, ACSL4)、铁蛋

白重链(ferritin heavy chain, FTH)、谷胱甘肽过氧化物

酶4(glutathione peroxidase 4, GPX4)、肿瘤蛋白53(tumor 
protein 53, P53)和肌动蛋白β(β-actin)抗体均购自美国

Abcam公司; 噻唑蓝(methyl thiazolyl tetrazolium, MTT)
细胞增殖检测试剂盒以及丙二醛(malondialdehyde, 
MDA)、谷胱甘肽(glutathione, GSH)、活性氧(active 
oxygen species, ROS)检测试剂盒均购自上海碧云天生物

技术有限公司; 其余试剂均为国产市售分析纯.
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 食管癌细胞Eca109及其顺铂耐药细胞

系Eca109/DDP常规培养于含10%胎牛血清和1%青-链
霉素的RPMI1640液体细胞培养基中, 定期换液和传

代. 为保证细胞的耐药性, Eca109/DDP细胞培养基中

需间断性加入顺铂. 培养环境为: 37 ℃, 50 mL/L CO2. 
1.2.2 MTT检测: 采用MTT法检测细胞经处理后增殖情

况的变化, 将细胞接种至96孔板中(2×104个/mL), 给
予相应的药物处理后, 加入MTT试剂, 培养箱中继续

孵育4 h. 最后用酶标仪检测各孔在490 nm波长处的吸

光度值(OD), 分析细胞的增殖情况. 每次实验设三个

复孔取平均值, 同时设不含细胞的单孔作为空白对照. 
实验重复三次. 不同实验分组设置如下: 

检测顺铂对Eca109及Eca109/DDP细胞的半数抑制

浓度(IC50), 顺铂的浓度梯度设置为0、3.125 μM、6.25 
μM、12.5 μM、25 μM和50 μM. 

检测白藜芦醇对食管癌耐药细胞Eca109/DDP的毒

性作用, 白藜芦醇的浓度设置为0、15 μM、30 μM、60 
μM、120 μM和240 μM. 
1.2.3 细胞集落形成检测: 采用细胞集落形成实验评估

细胞的增殖情况. 将细胞铺板于6孔板(1000个/孔), 依
据下述实验分组分别加药处理, 置于细胞培养箱继续

培养2 wk. 吸弃培养液, PBS清洗后加多聚甲醛固定细

胞集落, 而后加结晶紫染液染色, 将染色结果置于显微

镜下拍照观察并计算细胞的集落形成数. 
实验分组如下: 对照组(不加顺铂及白藜芦醇; Ctrl); 

白藜芦醇组(白藜芦醇浓度为30 μM; Res); 顺铂组(顺铂

浓度为12.5 μM; DDP); 顺铂及白藜芦醇联用组(顺铂浓

度为12.5 μM, 白藜芦醇浓度为30 μM; Res+DDP). 
1.2.4 细胞内MDA、GSH检测: 依据实验分组分别处

理各组细胞, 按照试剂盒提供的操作说明书进行如下

操作: 首先离心收集各组细胞经PBS清洗后, 重悬细胞. 
超声破碎细胞并离心收集上清液, 依据说明说加入相

应的工作液孵育, 酶标仪检测450 nm波长处的吸光度

值. 绘制标准曲线并分析相应的检测指标. 实验分组同

2.3. 
1.2.5 二价铁离子(Fe2+)含量检测: 依据实验分组分别处

理各组细胞, 按照试剂盒提供的操作说明书进行如下

操作: 胰酶消化收集各组细胞, 离心后加Assay buffer重
悬细胞. 涡旋化冰后再次离心收集上清液待检, 向待检

样品中依次加入铁还原剂和探针, 孵育后经酶标仪检

测593 nm波长处的吸光度值. 绘制标准曲线并分析各

实验组铁离子的浓度. 实验分组同2.3. 
1.2.6 ROS检测: 将细胞铺板于24孔板(2×104个/孔), 依
据实验分组分别处理各组细胞, 并增加空白对照孔(仅
溶剂)和阳性对照孔(加ROS对照试剂5 mg/mL Rosup), 
更换细胞培养液, 避光加DCFH-DA染液染色30 min. 
消化收集细胞, PBS洗涤并重悬, 于荧光显微镜下拍照

观察并分析荧光强度. 实验分组同2.3. 
1.2.7 western blot蛋白表达水平检测: 细胞经冰PBS
洗涤后, 加RIPA裂解液收集各组细胞蛋白. 参考BCA
蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度, 而后上样进行SDS-
PA G E凝胶电泳和电转 ,  将分离的目的蛋白转移至

PVDF膜. 加入5%的脱脂乳粉于室温下封闭90 min. 
依据说明书要求加入相应比例的一抗4 ℃孵育过夜, 
TBST洗涤后加入相对应的二抗室温孵育2 h. TBST洗
涤, 暗室中经ECL化学发光法检测目的蛋白的表达情

况并行灰度半定量分析. 实验分组同2.3.
统计学处理 所得数据录入GraphPad8.3软件中进行

统计学分析. 实验结果以均数±标准差(mean±SD)表
示, 多组间的比较采用方差分析, 各组均数间的两两比

较用Bonferroni校正的t检验, P<0.05表示差异有显著性.

2  结果

2.1 白藜芦醇及顺铂在食管癌化疗中的协同增敏作

用 本研究首先采用MTT法确定Eca109/DDP细胞对顺

铂的耐药性. 结果如图1所示, 顺铂可浓度依赖性抑制

Eca109及Eca109/DDP细胞的增殖, 其中顺铂对Eca109细
胞和Eca109/DDP细胞的IC50分别为(7.70±1.18) μM和
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(24.73±4.45) μM; Eca109/DDP细胞对顺铂具有明显的耐

药性, 可用于后续实验分析. 
CCK-8细胞活力检测的结果显示(表1), Eca109/DDP

细胞经不同浓度的白藜芦醇处理24 h后, 细胞活力随白

藜芦醇浓度的增加有所降低, 其中120 μM及240 μM的白

藜芦醇可显著抑制细胞活力(P<0.05); 处理48 h后, 白藜

芦醇浓度在60 μM、120 μM及240 μM时的作用较为显

著(P <0.05). 选取无细胞毒性作用的浓度为白藜芦醇的

耐药逆转浓度, 即30 μM. 
为进一步验证白藜芦醇是否可逆转Eca109/DDP细

胞的耐药性, 本研究采用MTT法检测30 μM白藜芦醇预

孵之后, 顺铂对Eca109/DDP细胞的杀伤作用. 结果图1所
示; 30 μM白藜芦醇预孵后, Eca109/DDP细胞对顺铂的敏

感性显著增强, 且在顺铂浓度为12.5 μM时, 差异较为显

著(P<0.05), 故而后续实验选用此浓度进行处理. 
2.2 白藜芦醇和顺铂联用对细胞集落形成的影响 细
胞克隆形成实验检测结果显示(图2), 相比于对照组, 单
用顺铂处理(DDP组)细胞集落形成数由1058.27±95.82
减少至693.69±53.25(P <0.05), 而白藜芦醇和顺铂联

合处理组(Res+DDP组)细胞集落形成数进一步减少至

357.78±23.24. 结果表明在Eca109/DDP细胞中, 白藜芦

醇和顺铂联用可进一步增强顺铂对细胞的杀伤力. 
2.3 白藜芦醇和顺铂联用对细胞铁死亡的影响 细胞铁

死亡相关指标的检测结果显示(图3), 相比于对照组, 顺
铂处理组(DDP组)细胞内二价铁离子的含量有所升高, 

同时MDA和ROS水平显著升高(P<0.05), 而GSH水平显

著降低. 加入30 μM的白藜芦醇预孵后, 细胞内二价铁离

子的含量以及MDA和ROS水平显著高于DDP组; GSH水

平则显著低于DDP组, 差异具有统计学意义(P<0.05). 结
果说明白藜芦醇联用顺铂可显著促进Eca109/DDP细胞

内铁离子的蓄积, 并诱导细胞铁死亡. 
2.4 白藜芦醇和顺铂联用逆转耐药性与铁死亡的相关

性 本部分实验通过Fer-1和DFO进一步验证白藜芦醇

和顺铂联用逆转耐药性与铁死亡的相关性(图4), MTT
细胞毒性检测结果显示Fer-1和DFO对Eca109/DDP细胞

无明显损伤; 白藜芦醇和顺铂联用组(Res+DDP)细胞活

力为(48.05±2.83)%, 加2.5 μM铁死亡抑制剂Fer-1或者

2.5 μM铁离子螯合剂DFO干预, 细胞活力分别回升至

(60.36±2.87)%和(57.70±2.74)%, 差异具有统计学意义

(P<0.05). 结果表明, 白藜芦醇和顺铂联用所致的Eca109/
DDP细胞增殖抑制作用可被铁死亡抑制剂Fer-1和铁离

子螯合剂DFO部分逆转. 
2.5 白藜芦醇和顺铂联用对细胞中铁死亡相关调控因

子的影响 Western blot检测结果如图5所示, 相比于对照

组, 顺铂处理组(DDP组)细胞内FTH及GPX4的蛋白表达

有所降低(P<0.05); ACSL4及P53的蛋白表达则呈增加趋

势(P <0.05). 白藜芦醇和顺铂联合处理组(Res+DDP组)
细胞内FTH及GPX4的蛋白表达相比于DDP组显著降低

(P<0.05); ACSL4及P53的蛋白表达相比于DDP组则进一

步增加(P<0.05). 结果说明白藜芦醇可影响Eca109/DDP

     

表  1  白藜芦醇对Eca109/DDP细胞活力的影响

时间
白藜芦醇(μM)

0 15 30 60 120 240

24 h    100±0.63   94.67±3.85 92.33±6.06 87.93±4.71   72.99±5.09a 61.47±4.55a

48 h 97.32±5.26 92.81±3.1 88.46±5.53  56.98±5.63a 48.88±4.1a 36.02±6.34a

aP<0.05 vs  0 μM, n  = 3, mean±SD.

图  1  白藜芦醇及顺铂联用对Eca109/DDP细胞活力的影响. n  = 3, aP<0.05 vs  Eca109细胞, bP<0.05 vs  Eca109/DDP细胞. Res: 白藜芦醇.
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细胞内铁死亡相关调控因子的蛋白表达. 

3  讨论

中药往往具有多种药理学功效, 且自身毒副作用较小, 

在应对复杂疾病上具有天然的优势. 本研究探究了白藜

芦醇对食管癌顺铂耐药细胞Eca109/DDP化疗耐药性的

影响. MTT药敏实验结果显示白藜芦醇自身对食管癌细

胞Eca109和Eca109/DDP的毒性较小, 联合应用白藜芦醇

图  2  白藜芦醇及顺铂联用对Eca109/DDP细胞集落形成的影响(比例尺 = 5 mm). Ctrl: 对照组; Res: 白藜芦醇组; DDP: 顺铂组; Res+DDP: 顺

铂及白藜芦醇联用组. n  = 3, aP<0.05 vs  Ctrl组, bP<0.05 vs  DDP组.
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图  3  白藜芦醇及顺铂联用对Eca109/DDP细胞铁死亡的影响. A: 二价铁离子含量; B: MDA水平; C: GSH水平; D和E: ROS水平, 放大倍数
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和顺铂可增加Eca109/DDP细胞对顺铂的敏感性, 具有一

定的耐药逆转效应. 同时克隆形成实验的结果显示相较

于单用顺铂, 白藜芦醇和顺铂联用可进一步抑制Eca109/
DDP细胞克隆形成, 提升顺铂的作用效果. 结果提示, 白
藜芦醇可逆转食管癌顺铂耐药细胞Eca109/DDP对顺铂

的耐药性. 
化疗药物对肿瘤细胞的杀伤作用主要体现在抑制

肿瘤细胞的无限增殖, 诱导其多种模式的死亡上[9]. 细胞

死亡的方式主要包括: 细胞凋亡、细胞焦亡、坏死性凋

亡、铁死亡以及自噬等, 它们具有不同的形态和生化特

征[9-11]. 本研究从铁死亡的角度初步探究了白藜芦醇逆

转Eca109/DDP细胞顺铂耐药性的作用机制. 铁死亡是

一种铁和脂质过氧化依赖性的细胞死亡模式, 其主要特

征表现为细胞内铁离子蓄积通过芬顿反应生成大量的

ROS, 同时伴随GSH耗竭, 导致细胞内脂质过氧化物水平

升高, 最终诱发细胞死亡[12]. 目前有大量的文献报道, 在

图  4  铁死亡抑制剂Fer-1和铁离子螯合剂DFO对Eca109/DDP细胞活力的影响. A: Fer-1的细胞毒性检测; B: MTT检测Fer-1、Res和DDP对

Eca109/DDP细胞活力的影响; C: DFO的细胞毒性检测; D: MTT检测DFO、Res和DDP对Eca109/DDP细胞活力的影响. Res: 白藜芦醇; DDP: 

顺铂. n  = 3, aP<0.05 vs  Res+DDP组.
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图  5  白藜芦醇及顺铂联用对Eca109/DDP细胞铁死亡相关调控因子的影响. n  = 3, aP<0.05 vs  Ctrl组, bP<0.05 vs  DDP组. FTH: 丙二醛; GPX4: 

谷胱甘肽; ACSL4: 活性氧; Ctrl: 对照组; Res: 白藜芦醇组; DDP: 顺铂组; Res+DDP: 顺铂及白藜芦醇联用组.

DOI: 10.11569/wcjd.v31.i12.477 Copyright ©The Author(s) 2023.
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包括胃癌[13]、结直肠癌[14]以及食管癌[15]中, 诱导细胞铁

死亡是改善肿瘤细胞放化疗耐药的重要策略. 本研究的

检测结果显示, 白藜芦醇联用顺铂可促进Eca109/DDP细
胞内铁离子的蓄积, 并诱导细胞铁死亡; 同时白藜芦醇

和顺铂联用所致的Eca109/DDP细胞增殖抑制作用可被

铁死亡抑制剂Fer-1和铁离子螯合剂DFO部分逆转. 结果

表明, 白藜芦醇可通过铁死亡途径逆转食管癌顺铂耐药

细胞Eca109/DDP的耐药性. 
铁离子依赖性脂质过氧化是铁死亡发生的关键特

征, 故而细胞内调节脂质过氧化和铁代谢的相关因子

也是调节铁死亡的关键因子[12]. GPX4是含硒GPX家族

的成员之一, 可通过催化谷胱甘肽还原反应, 抑制脂质

过氧化物的蓄积, 是抵抗铁死亡的核心因素[16]; ACSL4
则是长链脂酰CoA合成酶家族的成员之一, 可通过参与

合成易被氧化的膜磷脂诱发铁死亡[17]. 另一方面, 铁蛋

白则是胞内铁的主要储存形式, 由铁蛋白重链1和轻链

组成, 对防止铁超载进而产生ROS具有重要的意义[18]. 
除了依赖于GPX4的铁死亡途径外, P53信号也被证明

通过SLC7A11以及ALOX12等途径参与调控铁死亡[19]. 
本实验的检测结果显示, 白藜芦醇联用顺铂可显著降

低Eca109/DDP细胞内FTH和GPX4的蛋白表达, 而增加

ACSL4以及P53的蛋白表达水平, 这可能是其促进铁死

亡的调控机制之一.

4  结论

综上所述, 白藜芦醇联合顺铂使用可显著提高食管癌细

胞Eca109/DDP对顺铂的敏感性, 其作用机制可能是通过

影响细胞铁死亡相关调控因子FTH、GPX4、ACSL4和
P53的表达, 促进细胞内二价铁离子的蓄积, 进而诱导细

胞铁死亡.

文章亮点

实验背景

诱导癌细胞铁死亡是改善包括食管癌在内的多种肿瘤

细胞放化疗耐药的重要策略. 

实验动机

白藜芦醇被报道其可作为多种化疗药的增敏剂, 但其在

食管癌耐药细胞的顺铂化疗中的作用以及其中是否涉

及铁死亡途径并不清楚.

实验目标

探讨白藜芦醇对食管癌耐药细胞的顺铂敏感性的影响, 
并验证铁死亡途径在此过程中所起的作用.

实验方法

白藜芦醇+顺铂处理Eca109/DDP细胞后, 检测细胞活性

和集落形成以验证白藜芦醇对顺铂的增敏作用, 并检测

铁死亡关键表征和调控因子的水平. 用铁死亡抑制剂和

铁离子螯合剂处理细胞, 观察是否消除了白藜芦醇对顺

铂的增敏作用.

实验结果

白藜芦醇在增强Eca109/DDP细胞对顺铂敏感过程中伴

随促进铁死亡, 抑制铁死亡能在一定程度上消除白藜芦

醇对顺铂的增敏作用.

实验结论

白藜芦醇可通过诱导细胞铁死亡来恢复食管癌顺铂耐

药细胞Eca109/DDP对顺铂的敏感性.

展望前景

白藜芦醇可能是改善食管癌耐药的潜在药剂.
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