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黄芪皂苷Ⅳ对食管癌细胞凋亡、干细胞样
特性和 PI3K/AKT通路的影响
胡建丽 *，章春芝，李倩，王晓芳，杜丽佳，王大伟
河北北方学院附属第一医院 胸外科，河北 张家口 075000

【摘要 】 目的 探讨黄芪皂苷Ⅳ（astragaloside Ⅳ，AS-Ⅳ）对食管癌 TE-1 细胞凋亡 、干细胞样

特性和 PI3K/AKT 通路的影响。 方法 将 TE-1 细胞分为四组： 空白对照组、 黄芪皂苷 Ⅳ 20 μg/ml
组、黄芪皂苷 Ⅳ 40 μg/ml 组和黄芪皂苷 Ⅳ 80 μg/ml 组。 给予各组细胞不同的黄芪皂苷Ⅳ药物浓度
处理 48 h 后采用 CCK-8 法检测细胞存活率 ，成球实验检测干细胞成球情况 ，流式细胞术检测细胞

凋亡，Western 印迹法检测凋亡相关蛋白、干细胞标志蛋白和 PI3K/AKT 通路蛋白，以及免疫荧光检测

AKT 膜定位情况。 结果 与空白对照组比较，黄芪皂苷Ⅳ40、80 μg/ml 组显著增加细胞凋亡率，显著

上调 caspase-3 和 caspase-9 蛋白表达 （P<0.05）；黄芪皂苷Ⅳ40、80 μg/ml 组显著减小干细胞成球球
体直径及球体数量（P<0.05）；黄芪皂苷Ⅳ40、80 μg/ml 组显著下调干细胞标志蛋白 SOX2、OCT4 和
CD44 的表达（P<0.05）；黄芪皂苷Ⅳ40、80 μg/ml 组显著下调通路蛋白 PI3K 和 AKT 磷酸化水平，显著

抑制 AKT 膜定位（P<0.05）。结论 黄芪皂苷Ⅳ可诱导 TE-1 细胞凋亡，抑制干细胞样特性，其作用机

制可能与抑制 PI3K/AKT 通路活化有关。
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【Abstract】 Objective To investigate the effects of astragaloside Ⅳ（AS-Ⅳ） on apoptosis, stem cell-like
characteristics and PI3K/AKT pathway of esophageal cancer TE-1 cells. Method TE-1 cells were divided
into four groups: blank control group, astragaloside Ⅳ 20 μg/ml group, astragaloside Ⅳ 40 μg/ml group and
astragaloside Ⅳ 80 μg/ml group. After 48 h of treatment with different concentrations of astragaloside Ⅳ, the
cell survival rate was detected by CCK-8 method, the pellet formation of stem cells was detected by pellet
formation assay, cell apoptosis was detected by flow cytometry, apoptosis-related proteins, stem cell marker
proteins and PI3K/AKT pathway proteins were detected by Western Blot. And the localization of AKT mem-
brane was detected by immunofluorescence. Result Compared with blank control group, astragaloside Ⅳ
40 and 80 μg/ml groups significantly increased the apoptosis rate, and significantly up-regulated the protein
expression of caspase-3 and caspase-9 （P<0.05） . Astragaloside Ⅳ 40 and 80 μg/ml groups significantly
decreased the diameter and number of stem cell spherules （P<0.05 ） ; Astragaloside Ⅳ 40 and 80 μg /ml
groups significantly down -regulated the expression of stem cell marker proteins SOX2, OCT4 and CD44
（P <0.05） . Astragaloside Ⅳ 40 and 80 μg/ml groups significantly down -regulated the phosphorylation
levels of pathway protein PI3K and AKT, and significantly inhibited AKT membrane localization （P<0.05）.
Conclusion Astragaloside Ⅳ can induce apoptosis of TE -1 cells and inhibit stem cell -like properties,
which may be related to inhibition of PI3K/AKT pathway activation.
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食管癌是最常见的癌症之一，被列为癌症相关
死亡的第四大原因［1］。 食管鳞状细胞癌（esophageal
squamous cell carcinoma ，ESCC ）是食管癌的主要
类型之一，起源于食管上皮细胞，在我国发病率较
高，60%～70%的患者已达中晚期，失去了根治性手
术治疗的机会 ［2］。 食管鳞状细胞癌的危险因素包
括烟草、酒精、热饮和不良饮食习惯。 目前主要的
治疗方法是手术，如早期食管鳞状细胞癌的内镜
下黏膜切除，较严重的则需要化疗辅助或放疗 ［3］。
顺铂、长春碱、博莱霉素等辅助化疗已应用于食管
癌的治疗 ［4］。 为了扩充药物选择性范围，寻找潜在
疗效的新药具有重要意义。

中药黄芪是豆科植物蒙古黄芪或膜荚黄芪的
干燥根，作用非常广泛，对心血管疾病有很高的应
用价值 ［5］。 黄芪主要含皂苷、黄酮、多糖、生物碱及
氨基酸等多种成分，黄芪皂苷Ⅳ（astragaloside Ⅳ）
是从黄芪中分离提纯的一种三萜类皂苷， 具有改
善心肌功能等作用 ［6］。 近年来，研究表明，黄芪皂
苷Ⅳ对某些肿瘤细胞具有抑癌的功效： 黄芪皂苷

Ⅳ通过抑制 AKT/ NF-κB 信号通路增强前列腺癌
对卡铂的敏感性 ［7］；通过抑制内质网应激和自噬，
使非小细胞肺癌细胞对顺铂敏感 ［8］。 本研究重点
探讨黄芪皂苷Ⅳ如何对食管鳞状细胞癌 TE-1 细
胞的凋亡及干细胞样特性的产生影响。

1 材料和方法

1.1 主要试剂和仪器 食管鳞状细胞癌 TE-1 细
胞购自武汉 Procell 公司 ； 细胞计数试剂盒 （cell
counting kit 8，CCK8）、胰蛋白酶、10 mg/ml RnaseA、
Annexin V-FITC 细胞凋亡检测试剂盒 、ECL 试剂
购自北京索莱宝科技有限公司；表皮生长因子、无
血清达尔伯克氏改良伊格尔培养基 （Dulbecco's
modified eagle medium，DMEM）购自美国 Sigma 公
司；20 ng/ml 碱性成纤维细胞生长因子 、2% B27、
F12 培养基购自美国 Invitrogen 公司；BCA 试剂盒
购自上海碧云天生物技术有限公司 ； 抗体半胱
氨酸蛋白酶-3 （caspase-3）、半胱氨酸蛋白酶-8
（caspase-8）、肌动蛋白（β-actin）、性别决定相关基
因簇 2（sex determining region Y-box 2，SOX2）、八
聚体结合转录因子 4（octamer-binding transcription
factor 4 ，OCT4）、归巢细胞黏附分子 （homing cell
adhesion molecule，CD44）、 磷脂酰肌醇 -3 -激酶
（phosphoinositide 3-kinase ，PI3K ） 、 磷酸化 PI3K

（phosphorylation PI3K，p-PI3K）、蛋白激酶 B （protein
kinase B，AKT）、磷酸化 AKT（phosphorylation AKT，
p-AKT）、Alexa FluorⓇ488 偶联物、DAPI 均购自美
国 CST 公 司 。 Multiskan FC 酶 标 仪 购 自 美 国
Thermo Fisher 公司；FACScan 流式细胞仪购自美国
Becton Dickinson 公司。
1.2 CCK-8 法检测存活率并分组 将 TE-1 细胞
接种至 96孔板，每孔 1500个细胞，分别用 0、2.5、5、
10、20、40、80、160、320 μg/ml 的黄芪皂苷Ⅳ处理
细胞，在 37℃，5%CO2条件下培养 24 h。将 10 μl CCK-
8 溶液添加至上述孔中，再培养 2 h。 用 Multiskan
FC 多功能酶标仪分析每孔在 450 nm 下的吸光度
值，并绘制生长曲线。通过计算黄芪皂苷Ⅳ对 TE-1
细胞的 IC50 值 ，将细胞分为四组 ：空白对照组 、
黄芪皂苷 Ⅳ 20 μg/ml 组、黄芪皂苷Ⅳ 40 μg/ml 组
和黄芪皂苷 Ⅳ 80 μg/ml 组， 分别采用 0、20、40、
80 μg/ml 剂量黄芪皂苷Ⅳ处理 TE-1 细胞 48 h。
1.3 流式细胞术检测凋亡 将转染后的各组细
胞按照 5×106 个/孔接种到 96 孔板，离心后弃培养
基 ，用磷酸盐缓冲溶液 （phosphate buffered saline，
PBS）洗涤 2 次，弃上清液，加入 AnnexinV-FITC 溶
液重悬细胞，避光孵育 10 min，离心弃上清液，碘
化丙啶 （propidium iodide，PI） 避光孵育 10 min 后
用流式细胞仪检测各组 TE-1 细胞凋亡率，实验重
复 3 次。
1.4 细胞成球实验检测干细胞成球情况 将各
组 TE-1 细胞计数后铺至超低黏附 96 孔板。 每孔
加入 100 μl F12 成球培养基， 含 10 个活细胞，各
铺 10 个复孔。 静置培养 14 d 后倒置显微镜下观
察球体直径和球体数量。
1.5 Western 印迹法检测蛋白表达 将各组 TE-
1 细胞加裂解液后提取总蛋白，用 BCA 试剂盒检
测蛋白含量 。 十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶
电 泳 （sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis，SDS-PAGE）凝胶电泳分离蛋白转
移至聚偏二氟乙烯 （polyvinylidene fluoride，PVDF）
膜，加入一抗（caspase-3、caspase-9、β-actin、SOX2、
OCT4、CD44、PI3K、p-PI3K、AKT、p-AKT），4℃孵育
过夜，TBST洗膜，加入二抗 HRP-IgG，室温孵育 1 h，
TBST 洗膜。 通过 Image LabTM软件行灰度值分析。
1.6 免疫荧光检测 AKT 的阳性定位 细胞被接种
在玻璃盖玻片上，0.5% Triton X-100 渗透20 min，
然后用 5 %牛血清白蛋白封闭细胞 30 min， 与抗
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图 1 黄芪皂苷Ⅳ对 TE-1 细胞存活率的影响
注：与 2.5 μg/ml 浓度的黄芪皂苷Ⅳ比较，*P<0.05。

体（AKT）在 4 ℃孵育过夜。 随后，用 PBS 洗涤细胞，
用 Alexa FluorⓇ488偶联物孵育，用 DAPI重新染色。
细胞质呈现明显绿色荧光颗粒的细胞为阳性细胞。
1.7 统计学方法 采用 SPSS 20.0 软件进行数据
分析，所有计量资料均采用均数±标准差（x±s）表
示，多组间采用单因素方差分析（One-Way ANOVA）
进行比较，以 P<0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 黄芪皂苷Ⅳ对 TE-1 细胞活力的影响 用不
同浓度（2.5、5、10、20、40、80、160、320 μg/ml）的黄
芪皂苷Ⅳ处理 TE-1 细胞。 CCK-8 结果表明 ，与
2.5 μg/ml 浓度的黄芪皂苷Ⅳ比较，、5、10 μg/ml 黄
芪皂苷Ⅳ对细胞存活率无显著影响 ，20、40、80、
160、320 μg/ml 黄芪皂苷Ⅳ显著降低细胞存活率
（P<0.05，图 1），其抑制作用呈明显的剂量依赖性。
2.2 黄芪皂苷Ⅳ对 TE-1 细胞凋亡的影响 流式
细胞术检测细胞凋亡，与空白对照组比较，黄芪皂
苷Ⅳ 20 μg/ml 组的细胞凋亡率无明显变化， 黄芪
皂苷Ⅳ 40、80 μg/ml 组的细胞凋亡率显著升高（P
<0.05）。 Western 印迹法检测凋亡相关蛋白，与空
白对照组比较， 黄芪皂苷Ⅳ 20 μg/ml 组的 裂解的

caspase-3/caspase-3 和裂解的 caspase-9/caspase-9
蛋白表达无明显变化，黄芪皂苷Ⅳ 40、80 μg/ml 组
的裂解的 caspase-3/caspase-3 和裂解的 caspase-
9/caspase-9 蛋白表达显著上调 （P<0.05）（图 2）。
由此可见，黄芪皂苷Ⅳ可诱导 TE-1 细胞凋亡。
2.3 黄芪皂苷Ⅳ对 TE-1 细胞成球的影响 成球
实验检测细胞成球情况，与空白对照组比较，黄芪
皂苷Ⅳ 20 μg/ml 组的球体直径无明显变化， 黄芪
皂苷Ⅳ 40、80 μg/ml 组的球体直径显著减小 （P<
0.05，图 3A、B）。 与空白对照组比较，黄芪皂苷Ⅳ
20 μg/ml 组的球体数量无明显变化 ， 黄芪皂苷
Ⅳ 40、80 μg/ml 组的球体数量显著减少（P<0.05，

图 2 黄芪皂苷Ⅳ对 TE-1 细胞凋亡的影响
注 ：A，流式细胞仪检测细胞凋亡 ；B，细胞凋亡率定量直方图 ；C，Western 印迹法检测裂解的 caspase-3/caspase-3、裂解的

caspase-9/caspase-9 蛋白表达；D，裂解的 caspase-3/caspase-3、裂解的 caspase-9/caspase-9 蛋白表达定量直方图 。 与空白

对照组比较，*P<0.05。
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图 4 黄芪皂苷Ⅳ对干细胞标志物的影响
注 ：A，Western 印迹法检测裂解的 SOX2、OCT4 和 CD44 蛋
白表达；B，SOX2、OCT4 和 CD44 蛋白表达定量直方图。 与

空白对照组比较，*P<0.05。

图 3 黄芪皂苷Ⅳ对 TE-1 细胞成球的影响
注：A，细胞成球实验图像（×200）；B，球体直径定量直方图；C，球体数目定量直方图。 与空白对照组比较，*P<0.05。

图3A、C）。 由此表明，黄芪皂苷Ⅳ可抑制 TE-1 细
胞成球能力。
2.4 黄芪皂苷Ⅳ对 TE-1 细胞干细胞标志物的影
响 与空白对照组比较， 黄芪皂苷Ⅳ 20 μg/ml 组
的 SOX2、OCT4、CD44 蛋白表达无明显变化，黄芪
皂苷Ⅳ 40、80 μg/ml 组的 SOX2、OCT4、CD44 蛋白
表达显著下调（P<0.05，图 4A、B）。由此可见，黄芪
皂苷Ⅳ可抑制 TE-1 干细胞样特性。
2.5 黄芪皂苷Ⅳ对通路蛋白 PI3K 和 AKT 活化的
影响 与空白对照组比较， 黄芪皂苷Ⅳ 20 μg/ml

组的 PI3K 和 AKT 蛋白磷酸化无明显变化， 黄芪
皂苷Ⅳ 40、80 μg/ml 组的 PI3K 和 AKT 蛋白磷酸
化显著降低（P<0.05，图 5A、B）。 免疫荧光结果显
示，与空白对照组比较，黄芪皂苷Ⅳ 20 μg/ml 组的
AKT+定位无明显变化， 黄芪皂苷Ⅳ 40、80 μg/ml
组的 AKT+定位显著减少（P<0.05，图 5C、D）。上述
实验均表明，黄芪皂苷Ⅳ可抑制通路蛋白 PI3K 和
AKT 蛋白磷酸化，从而阻碍 PI3K/AKT 通路活化。

3 讨论

90%食管癌患者为食管鳞状细胞癌， 虽然医
疗技术的进步，但预后仍不令人满意 ［9］。 因此，更
好地了解食管鳞状细胞癌的分子机制对提高治疗
的效果至关重要。 局部麻醉对减少癌症复发有益
处。 有研究表明，黄芪皂苷通过调控 miR-150-5p/
catenin 轴抑制肝癌的发生 ［10 ］。 也有报道称 ，黄芪
皂苷通过TGF-β 介导的 PI3K 和 MAPK 通路抑制
SiHa 宫颈癌细胞的侵袭和转移 ［11］。 还有数据显
示，黄芪皂苷抑制人结直肠癌细胞生长 ［12］。 本研
究发现 ， 一定浓度的黄芪皂苷Ⅳ对食管鳞状细
胞癌 TE-1 细胞具有细胞毒性，裂解的 caspase-3/
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图 5 黄芪皂苷Ⅳ对通路蛋白 PI3K 和 AKT 活化的影响
注 ：A，Western 印迹法检测裂解的 p-PI3K、PI3K、p-AKT 和 AKT 蛋白表达 ；B，p-PI3K、PI3K、p-AKT 和 AKT 蛋白表达定量
直方图；C，免疫荧光检测 AKT+（免疫荧光染色，×200）；D，AKT+定量直方图。 与空白对照组比较，*P<0.05。

caspase-3 和裂解的 caspase-9/caspase-9 表达上
调，促进细胞凋亡。 提示黄芪皂苷Ⅳ可能对食管鳞
状细胞癌具有抑制作用。

食管鳞状细胞癌预后不良的一个可能原因是
肿瘤干细胞（cancer stem cell，CSCs）［13］。 CSCs 的一
个特性是， 当在补充了碱性成纤维细胞生长因子
（basic fibroblast growth factor，bFGF） 和表皮生长因
子（epidermal growth factor，EGF） 的无血清培养基中
培养时，干细胞能够以非贴壁球体的形式生长 ［14］。
近年来，非贴壁球培养已被用于丰富和鉴定干细
胞或 CSCs。 SOX2、OCT、CD44 是 CSCs 的重要标
志，它们在许多类型的 CSCs 中被鉴定［15］。 高SOX2、
OCT、CD44 表达也与转移和侵袭能力有关 ［16-17］。本
研究的细胞成球实验显示， 黄芪皂苷Ⅳ抑制了球
体成球直径和球体数量， 也下调了干细胞标志蛋
白 SOX2、OCT4、CD44 的表达，这表明黄芪皂苷Ⅳ
对食管鳞状细胞癌 TE-1 细胞的干细胞样特性有
抑制作用。

AKT 信号的不适当激活与食管鳞状细胞癌有
关 。 AKT 也被称为蛋白激酶 B （PKB）是一个激活
下游目标的丝/苏氨酸激酶， 下游目标包括糖原合
酶激酶（GSK） 3β，雷帕霉素 （mammalian target of

rapamycin，mTOR）的机制靶点， NF-κB。 这些激活
信号的级联反应参与了增强癌症进展、 增加细胞
增殖和促进凋亡逃避 ［18］。 AKT 为多种癌症的抗癌
靶点，包括胃癌 ［19］、卵巢癌 ［20］和食管癌 ［21］。 研究表
明洛铂通过 PI3K/AKT 通路促进食管鳞状细胞癌
放射敏感性 、诱导细胞凋亡 、减弱癌症干性和抑
制增殖 ［22 ］。 Capilliposide C 通过 PI3K/Akt/mTOR
通路诱导细胞凋亡使食管鳞状细胞癌细胞对奥沙
利铂敏感 ［23］。 本研究考察了 PI3K 和 AKT 通路蛋
白的活化情况，黄芪皂苷Ⅳ抑制了 PI3K/AKT 的磷
酸化，阻碍 AKT 在细胞膜上的定位，从而抑制了
PI3K/AKT 通路活化。这也表明黄芪皂苷Ⅳ对食管
鳞状细胞癌的作用部分是通过 PI3K/AKT 通路
参与的。

综上所述， 黄芪皂苷Ⅳ可诱导食管鳞状细胞
癌 TE-1 细胞凋亡并抑制干细胞样特性，这可能是
通过阻碍 PI3K/AKT 通路激活实现的。
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