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Abstract
AIM: To investigate whether juglone, an 
inhibitor of Pin1, inhibits the proliferation of 
human esophageal carcinoma cells (EC1) in vitro.

METHODS: Cultured EC1 cells were incubated 
with different concentrations of juglone for dif-
ferent durations. The proliferation of EC1 cells 
was detected by methyl thiazolyl tetrazolium 
(MTT) assay. The cell cycle distribution and cell 
apoptosis were measured by flow cytometry 
(FCM). 

RESULTS: MTT results showed that juglone 
treatment decreased the proliferation of EC1 
cells in a dose- and time-dependent manner. 
FCM assay indicated that, after treatment of 
EC1 cells with juglone at doses of 10, 20 and 30 

μmol/L, the cell cycle was arrested at G2 phase, 
and the apoptosis rates increased significantly 
compared to control cells (9.06%, 32.88% and 
53.18% vs 8.77%, respectively; all P < 0.05). 

CONCLUSION: Juglone significantly inhibits the 
proliferation and induces the apoptosis of EC1s 
in vitro. 

Key Words: Peptidyl-prolyl cis/trans isomerase; Ju-
glone; Cell apoptosis; Cell cycle
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摘要
目的: 测定Pinl抑制剂(Juglone)对食管癌细胞
EC1生长增殖的影响, 探讨Juglone的抗肿瘤
作用.

方法: 体外培养人食管癌细胞系EC1, 用MTT
试验观察细胞生长增殖状况, 流式细胞仪检测
细胞周期以及细胞凋亡. 

结果: MTT试验表明, Juglone对EC1细胞生长
有明显的抑制作用, 且抑制作用随作用浓度和
作用时间增加而增强. 流式细胞仪检测表明, 
加入Juglone培养48 h后, EC1细胞出现G2期阻
滞. Juglone药物(10、20、30 μmol/L)培养48 h
后, EC1细胞的凋亡率明显增加, 与对照组相
比有统计学意义(9.06%, 32.88%, 53.18% vs  
8.77%, 均P <0.05).

结论: Pinl抑制剂Juglone可以通过抑制Pinl表
达从而抑制食管癌细胞的增殖, Pinl抑制剂有
望成为新型的抗肿瘤治疗靶点.

关键词: 肽酰脯氨酰顺反异构酶; Juglone; 细胞凋

亡; 细胞周期
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■背景资料
肽酰-脯氨酰顺反
异构酶(Pinl)作为
一种在磷酸化蛋
白水平特异调节
的变构酶, 在肿瘤
发生中起重要作
用. 本文通过阻抑
Pinl的功能观察其
在食管癌发生中
的作用. 

■同行评议者
张 国 梁 ,  主 任 医
师, 天津市第一中
心医院消化内科



0  引言

肽酰-脯氨酰顺反异构酶(pept idyl-prolyl c is/
trans isomerase, Pinl)作为一种在磷酸化蛋白水

平特异调节的变构酶, 在许多肿瘤组织中过表

达[1-3], 通过多条途径促进细胞的异常增殖和肿

瘤的发生[4-6]. 阻抑Pinl的功能或减少其表达将

能有效地抑制这些致癌途径[7,8]. 天然产物胡桃

醌(Jug lone)是通过高通量筛选发现的第一个

Pinl小分子抑制剂[9]. 1968年Bhargava和Westfall
发现胡桃作为药物在白化病小鼠模型上可以抑

制乳腺癌的生长[10]. 随后, Sugie等于1998年发

现了Juglone可以在F344小鼠上减少肠道肿瘤的

形成[7]. 本研究通过体外实验, 研究Juglone对食

管癌EC1细胞生长的影响, 证实Pinl在EC1细胞

生长增殖中的作用并为Juglone的抗肿瘤机制提

供实验依据.

1  材料和方法

1.1 材料 人食管癌细胞系EC1保存于本研究室, 
1640培养液和新生牛血清为G i b c o公司产品, 
Juglone购于Calbiochem公司, 四甲基偶氮唑蓝

(MTT)、二甲基亚砜(DMSO)和碘化丙啶(PI)购
自Sigma公司, Annexin V-FITC凋亡测定试剂盒购

于郑州宝赛生物制品公司. 
1.2 方法 
1.2.1 药物配制: 将Jug lone配制成终浓度为2 
mmol/L的Juglone工作液, 常温避光下保存. 
1.2.2 细胞培养及实验分组人食管癌细胞株: 
EC1在含100 mL/L胎牛血清的1640培养液中, 于
37 ℃、50 mL/L CO2饱和湿度培养. 实验分为

3组: Juglone组、试剂对照组、空白对照组. 在
Juglone组中, 设置不同的浓度组(10、20、30 
μmol/L), 每个浓度设3个平行组. 
1.2.3 MTT法检测细胞增殖: 取对数生长期食

管癌细胞, 接种到96孔培养板上, 分组同上. 细
胞贴壁后, 加药继续培养, 分别于12、24 h加
入MTT(5 g/L)20 μL, 37 ℃温育4 h后吸去培养

液, 加DMSO 200 μL, 振荡10 min, 使结晶完全

溶解, 在酶标仪上于570 nm波长测吸光度(A )值, 
空白对照调零. 并按照下面公式计算不同浓度

Juglone对EC1细胞增殖活力的抑制: 细胞抑制率

(%) = (阴性对照组A值-实验组A值/阴性对照组

A值)×100%. 
1.2.4 细胞形态学观察: EC1细胞在用30 μmol/L 
Juglone培养48 h后, 在相差显微镜下观察细胞形

态学的变化. 
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1.2.5 流式细胞仪(FCM)测定细胞周期: 取对数

生长期食管癌细胞, 接种到6孔培养板上, 待细

胞贴壁后, 用血清饥饿法使细胞同步化, 再换成

含l00 mL/L灭活胎牛血清培养液, 并加入不同浓

度的Juglone, 48 h后收集细胞. 用PBS清洗2次, 
重悬浮于700 mL/L乙醇4 ℃固定过夜, 加入RNA
酶(终浓度为100 mg/L), 在37 ℃反应0.5 h. 避
光加入PI(浓度为100 mg/L)标记溶液染色20-30 
min后, 采用FACSort流式细胞仪(美国BD公司产

品)进行检测分析. 
1.2.6 流式细胞仪(FCM)测定细胞凋亡: 取对数

生长期食管癌细胞, 接种到6孔培养板上, 待细

胞贴壁后, 加入不同浓度的Juglone, 48 h后收

集细胞. 按照试剂盒说明书处理细胞. 具体操

作如下: 用PBS清洗2次, 尽量去除PBS残留. 重
悬细胞于200 μL Binding Buffer中, 加入10 μL 
Annexin V-FITC和5 μL PI, 轻轻混匀, 4 ℃反应

30 min. 实验设置相应的对照组. 之后加入300 
μL Binding Buffer, 采用FACSort流式细胞仪(美
国BD公司产品)进行检测分析.

统计学处理 采用SPSS12.0统计软件进行数

据分析. 多组间的数据比较采用方差分析, 两两

比较采用q检验.

2  结果

2.1 不同浓度的Juglone对食管癌EC1细胞增殖的

影响 EC1细胞经不同浓度的Juglone处理24 h和
48 h后, MTT法检测细胞增殖的变化, 结果见表1. 
比较不同浓度的用药组, 结果发现Juglone组在

加药培养后, 都能不同程度地抑制食管癌细胞

的增殖, 对其生长产生明显的抑制作用. 特别是

当Juglone浓度达到30 μmol/L时, 24 h和48 h对细

胞的抑制率达到了47.4%和55.9%. 与空白对照

组比较, 差异均具有统计学意义(均P <0.01).
2.2 Juglone作用后食管癌细胞的形态学变化 食
管癌细胞在用Juglone(30 μmol/L)培养48 h后, 在
相差显微镜下, 可观察到细胞大部分凋亡, 细胞

体积缩小、细胞内出现颗粒沉着、细胞皱缩、

细胞解离成彼此黏附成簇的圆形小体-凋亡小

体, 部分细胞脱壁. 而空白对照组细胞未见明显

细胞凋亡现象(图1).
2.3 流式细胞仪检测细胞周期的变化 食管癌细

胞在用Juglone药物(10、20、30 μmol/L)培养48 
h后, G2/M期细胞比例数明显增加, 而G0/G1期细

胞比例数却降低(图2). 由此可见, Juglone可造成

食管癌细胞在G2/M期的阻滞.

www.wjgnet.com

■相关报道
A t c h i s o n 等 于
2003年发表研究, 
指出P i n l敲除小
鼠不仅可以正常
发育, 而且对转基
因引起的致癌性
有很高的抵制能
力, 提示Pinl抑制
剂可能具有小的
非特异性毒性. 这
为Pin1抑制在临
床上的应用提供
了理论基础. 
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2.4 流式细胞仪检测细胞凋亡的变化 食管癌细

胞在用Juglone药物(10、20、30 μmol/L)培养

48 h后, 随着药物浓度的增加, EC1细胞的凋亡

率明显增加(9.06%, 32.88%, 53.18% vs  8.77%, 
图3). 由此可见, Juglone可增加食管癌细胞的凋

亡率.

3  讨论

食管癌是最常见的恶性肿瘤之一[11]. 近年来, 随
着外科技术水平的发展和放疗、化疗方案的日

趋成熟, 食管癌的综合治疗达到了一个新的水

平, 但令人遗憾的是其手术后5年生存率仅为

25%-40%, 没有显著的提高. 如何寻求一种新型

的抗癌靶标, 提高食管癌的化疗效果, 成为当前

食管癌研究的一个紧迫问题. 
目前的研究报道, P in1在许多癌症中高表

达, 并且还可以作为一些癌症的预后指标, 包括

鳞状食管癌[12], 其介导的肽酰-脯氨酰异构化参

与肿瘤发生的许多信号通路的调节, 与食管癌

关系密切的c-Jun、P53、NF-κB、CyclinD1、
β-catenin等均为Pin1的作用底物[5]. Pin1也参与

许多重要的细胞致癌事件中, 比如细胞分化, 血
管生成以及肿瘤转移等, 对Pin1的抑制可以诱导

细胞凋亡. 同时, 一些选择性抑制Pin1的化合物

表  1  不同浓度的Juglone处理EC1细胞24、48 h细胞增殖
变化

图  1  药物(30 μmol/L)培养48 h后食管癌细胞的相差显微镜观察. A: 空白对照组; B: Juglone组.
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图  2  Juglone对EC1细
胞周期的影响. A: 对照

组; B: 10 μmol/L; C: 20 

μmol/L; D: 30 μmol/L.
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分组

                                24 h                             48 h

	                 A值      抑制率(%)           A值       抑制率(%)

对照组 1.442±0.02   0.0 1.397±0.04   0.0

10 μmol/L组 1.319±0.04   8.5 1.188±0.06 14.9

20 μmol/L组 1.060±0.04b 26.5 1.046±0.04b 25.1

30 μmol/L组 0.758±0.02b 47.4 0.616±0.06b 55.9

bP<0.01 vs  对照组.

■创新盘点
文 章 中 通 过
Juglone阻断Pin1
功能的发挥, 从而
抑制人食管鳞状
细胞的增殖并且
增强细胞凋亡率, 
为探讨食管癌治
疗中特异性信号
通路阻断剂的治
疗新策略提供了
思路与理论依据. 
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也已经得到了鉴定[13]. 这些研究表明, Pin1介导

的磷酸化后调节可以提供一种新的破坏原癌通

路的机会, 同时提供了一条新的抗癌治疗途径. 
研究报道, Pinl敲除小鼠不仅可以正常发育, 而
且对转基因引起的致癌性有很高的抵制能力[14], 
提示Pinl抑制剂可能具有小的非特异性毒性. 故
本实验引入了Pinl抑制剂Juglone, 在体外实验中

用不同的方法研究Juglone对人食管癌细胞生长

的影响, 从另一角度进一步证实Pinl在细胞周期

调控中的重要作用. 
Juglone, 又名5-羟-1, 4-萘醌(5-Hydroxy-1, 

4-naphthlenedione), 最先是从胡桃的果皮和叶子

中分离和提取出来[9], 是肽酰-脯氨酰同分异构

酶家族成员的不可逆抑制剂[9,13]. 作为Pinl的抑

制剂, Juglone在实验研究中表现出对肿瘤细胞

的抗癌活性[15]. 本研究显示, Pinl抑制剂Juglone
组能明显抑制食管癌细胞的生长, 诱导癌细胞

凋亡的发生, 并将食管癌细胞的细胞周期阻滞

于G2/M期. 这些结果提示, Juglone具有抗肿瘤的

作用, 可望成为继传统化疗药物之后的又一新

型化疗药物. 这可能为抗肿瘤治疗提供了又一

新的途径, 同时也从肿瘤发病机制的角度上进

一步证实了Pinl是一个与细胞周期调控高度相

关的蛋白, 参与食管癌的发生, 在食管癌的发生

发展过程中起着重要作用.
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图  3  Juglone对EC1细胞凋亡的影
响. A: 对照组; B: 10 μmol/L; C: 20 

μmol/L; D: 30 μmol/L.
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■应用要点
食管癌治疗中产
生的耐药问题成
为提高食管癌治
愈率的一个紧迫
问 题 .  本 文 通 过
研究Pin1的抑制
剂Juglone对食管
癌细胞增殖的影
响 ,  为 寻 求 一 种
新型的抗癌靶标, 
提高食管癌的化
疗 效 果 ,  提 供 了
理论依据. 
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■同行评价
本 文 选 题 合 理 , 
具有一定先进性, 
结 果 可 靠 ,  讨 论
深 入 浅 出 ,  有 一
定说服力.
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