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柴胡总皂苷通过Akt/NF-κB信号通路抑制

胃癌细胞MGC80-3的增殖和迁移
李平  胡建燃*  铁军

(长治学院生物科学与技术系, 长治 046011)

摘要      该文以中药柴胡为材料, 研究其皂苷成分对胃癌细胞MGC80-3的抑制活性, 并探讨其

潜在的分子机制。采用已报道的方法提取柴胡的总皂苷成分, 通过显微镜观察其对MGC80-3细胞

形态的影响, 利用MTT法和细胞集落形成实验检测其对MGC80-3细胞增殖的影响, 利用细胞黏附

实验和细胞划痕实验分析其对MGC80-3细胞迁移的影响, 进一步通过Western blot实验检测柴胡总

皂苷对Akt/NF-κB信号通路的影响。结果显示, 柴胡总皂苷显著抑制胃癌细胞MGC80-3的增殖和

迁移能力, 并呈现明显的量效关系和时效关系。而且, 柴胡总皂苷降低了NF-κB p65的蛋白表达水

平, 虽然不影响Akt和IKK β的表达, 却显著抑制了二者的磷酸化水平。因此, 柴胡总皂苷可能通过

Akt/NF-κB信号通路发挥对胃癌细胞MGC80-3的抑制作用, 具有开发为抗胃癌药物的潜在价值。
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Saikosaponin from Bulperum Chinese DC Represses Proliferation and 
Migration of Gastric Cancer Cell MGC80-3 via Akt/NF-κB Pathway

Li Ping, Hu Jianran*, Tie Jun
(Department of Biological Sciences and Technology, Changzhi University, Changzhi 046011, China)

Abstract       The inhibitory effect of saikosaponin from Bulperum Chinese DC on gastric cancer line 
MGC80-3 was accessed in this study. And then, the potential molecular mechanism was investigated. Saikosaponin 
was extracted from Bulperum Chinese DC using the reported method. Effect of saikosaponin on MGC80-3 cell 
morphology was accessed with the light microscope. Effect of saikosaponin on cell proliferation was determined 
by MTT method and colony formation assay. Migration capability of MGC80-3 was detected by the cell adhesive 
assay and wound-healing assay. Western blot was used to access the potential molecular mechanism. Saikosaponin 
from Bulperum Chinese DC repressed the capability of MGC80-3 cell proliferation and migration in a dose- and 
time-dependent manner. Saikosaponin significantly reduced the expression level of NF-κB p65, but not affect that 
of Akt and IKK β. Besides, phosphorylation of Akt and IKK β was decreased in cells treated by saikosaponin. It 
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癌症是全球关注的重大公共卫生问题之一, 严
重威胁着人类的生命健康和社会发展。据统计, 在
2003~2011年, 我国男性和女性居民中胃癌的发生率

分别长期居于第三位和第四位, 死亡率则分别长期

位于第三位和第二位[1]。虽然在临床上目前已采用

多种新型的化疗药物并改进了胃癌术式, 但胃癌患

者的5年生存率仍然较低[2]。近年来, 在癌症治疗及

预防领域, 传统医药愈来愈受到人们的关注。因此, 
积极寻找治疗胃癌的新药, 尤其是中药有效成分的

深度开发及应用, 是改善胃癌预后的重要途径。

皂苷(saponin)是苷元为三萜或螺旋甾烷类化合

物的一类糖苷, 结构复杂, 广泛存在于陆生药用植物

中, 例如人参、三七、远志、桔梗、柴胡等[3]。目

前, 关于药用植物皂苷类化合物在抗肿瘤方面的作

用研究较多, 也较为深入。孙大鹏等[4]发现, 人参

皂苷Rg3可能通过下调钙调蛋白CaM的表达, 抑制

NF-κB信号通路, 促进胃癌细胞BGC-823的凋亡。徐

明明等[5]认为, 柴胡皂苷D可通过调控凋亡抑制蛋白

survivin的表达, 抑制宫颈癌细胞HeLa的增殖。章英

宏等[6]证实, 桔梗皂苷D可抑制乳腺癌细胞MCF-7和
MDA-MB-231中Bcl-2表达, 进而触发其caspase-3依
赖的凋亡途径。陈美娟等[7]的研究显示, 麦冬皂苷B
可通过抑制Akt的磷酸化和MMP 2/9的表达, 抑制肺

癌细胞A549的黏附和转移。总体而言, 皂苷类化合

物种类繁多, 目前所报道的抗肿瘤作用机制复杂, 因
此有待人们进一步予以揭示。

柴胡是多年生草本植物, 被2015版《中华人民共

和国药典》收载, 主要指伞形科植物柴胡(Bupleurum 
chinense, DC.)或狭叶柴胡(Bupleurum scorzonerifolium 
Willd.), 常以其干燥根入药。柴胡早在《神农本草经》

中即有记载, 其性微寒, 味苦, 微辛, 功可轻清、升散、

疏泄, 既能透表退热、疏肝解郁, 又可升举阳气, 可
治妇女月经不调等。经调查, 柴胡属植物我国有40
种, 17个变种, 主产于山西、河南、河北、陕西、辽宁、

吉林等地。长治、晋城和运城一带是山西道地药材

柴胡的主产区之一。近年来, 大量研究对柴胡的化

学成分进行了报道, 发现其主要包括皂苷类、黄酮

类、挥发油类、多糖类以及无机元素[8]。根据化学

结构不同, 柴胡皂苷(saikosaponin)大致可分为A、B、
C、D、M、N、P、T等。尽管现代研究对柴胡皂苷

抗肿瘤的作用和机制有了较为深入的认识, 但是仍

然缺乏系统性, 远未达到完全阐明的程度, 而且针对

山西道地药材柴胡的抗胃癌研究仍少见报道。本研

究以产自山西省长治市的道地药材柴胡为材料, 提
取其总皂苷成分, 探讨其对胃癌细胞MGC80-3的抑

制作用, 并初步分析潜在的分子机制, 为进一步完善

人们对柴胡皂苷抗肿瘤作用的分子调控网络的理解

以及为本地区柴胡资源的深度开发和胃癌的防治提

供一定的理论依据。

本研究所用的柴胡购自山西省长治市当地药

房。胃癌细胞MGC80-3购自博士德生物工程有限公

司。RPMI-1640培养基、ECL显色试剂盒等购自北

京索来宝生物科技有限公司。无支原体胎牛血清购

自杭州四季青生物工程材料有限公司。胰蛋白酶、

四氮甲唑蓝(MTT)、青链霉素、丝裂霉素C、二甲

基亚砜(DMSO)等购自北京依托华茂生物科技有限

公司。兔抗p-IKKβ(Y466)抗体购自Abcam公司。鼠

抗IKK β抗体、鼠抗p-Akt(S473)抗体、鼠抗Akt抗
体和鼠抗NF-κB p65抗体购自Santa Cruz公司。兔

抗GAPDH抗体购自北京博奥森生物技术有限公司。

实验所用的无水乙醇、无水甲醇、石油醚、正丁醇

等均为分析纯。

旋转蒸发仪RE-5ZAA购自上海压荣生化仪器

厂; CO2培养箱购自美国热电公司; 多功能酶标仪

SpectraMax M2购自美谷分子仪器(上海)有限公司; 
细胞计数仪Cellometer Auto1000购自美国Nexcelom
公司; 倒置显微镜CKX41-C31BF购自日本Olympus
公司; 蛋白电泳系统和ChemiDoc MP成像系统购

自美国Bio-Rad公司; 高速冷冻离心机购自日本

HITACHI公司。

本实验采用溶剂提取法[9]获得柴胡总皂苷。将

适量柴胡打碎, 过筛, 称取柴胡粉末5 g, 加入8倍体积

的80%乙醇, 调节pH8.0。利用索氏提取器, 在80 °C
下回流提取60 min, 重复3次, 收集提取液。利用旋

转蒸发仪对合并的提取液进行浓缩, 至1/10体积。

用等体积的石油醚进行萃取3次, 弃去石油醚相, 收

is probable that saikosaponin from Bulperum Chinese DC repressed MGC80-3 cell via Akt/NF-κB pathway, and 
showed potential value in the development of anti-gastric cancer drugs.

Keywords       Bulperum Chinese DC; saikosaponin; gastric cancer; cell proliferation; cell migration
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集水相, 并进行适当浓缩, 再用等体积水饱和正丁醇

萃取3次, 收集正丁醇相, 减压浓缩后, 吸出至小玻璃

瓶中, 在45 °C下干燥, 即为柴胡总皂苷。用DMSO
溶解, 并稀释成不同浓度的溶液备用。

本研究采用MTT实验检测柴胡总皂苷对胃癌

细胞增殖的影响。将胃癌细胞MGC80-3接种在含

有10%胎牛血清的RPMI-1640培养基, 于37 °C下
含5% CO2的培养箱中, 待其汇合率为80%时, 用胰

酶-EDTA溶液消化细胞为单细胞悬液, 计数后, 按
照1×104个/孔的数量接种到96孔板中。待细胞完全

贴壁后, 分别用终浓度为3.125 μg/mL、6.25 μg/mL、
12.5 μg/mL、25 μg/mL、50 μg/mL以及100 μg/mL
的柴胡总皂苷处理细胞, 并设置只加入DMSO的对

照组。培养一定时间后, 弃去培养基, 加入含有10% 
MTT(5 mg/mL)溶液的新鲜培养基, 继续孵育4 h后, 
弃尽培养基, 加入150 μL DMSO, 振荡15 min, 待蓝色物

质完全溶解后, 利用酶标仪测定D570值, 并计算抑制率。

本研究采用平板集落形成实验检测柴胡总皂

苷对胃癌细胞锚定依赖性生长能力的影响。按照

3×102细胞/孔的数量, 将细胞接种于直径35 mm培养

皿中, 在37 °C条件下含5% CO2的培养箱中孵育过

夜, 待细胞完全贴壁后, 加入不同浓度的柴胡总皂苷

溶液, 继续培养, 每隔3~4天更换含有相同浓度柴胡

总皂苷的新鲜培养基, 14天后, 弃去培养基, 用37 °C
预热的PBS溶液漂洗1次, 弃尽PBS, 加入无水甲醇固

定5 min, 弃去甲醇, 然后用0.2%的结晶紫甲醇溶液

对细胞进行染色, 蒸馏水洗涤后, 统计细胞集落数。

本研究采用细胞黏附实验检测柴胡总皂苷对

胃癌细胞黏附能力的影响。参考文献[10-11]中的

方法, 适当修改后进行如下步骤。用不同浓度的柴

胡总皂苷处理MGC80-3细胞48 h后, 用胰酶-EDTA
溶液消化指数生长期的细胞, 反复吹打, 制成单细

胞悬液, 细胞计数后, 按照1×105个/孔的浓度均匀接

种于96孔板中, 对照组和各实验组均设置5个复孔, 
于37 °C下含5% CO2的培养箱中孵育30 min后, 弃去

培养基, 用37 °C预热的PBS溶液冲洗细胞, 去除未

贴壁和贴壁不牢的细胞, 加入含10% MTT(储液浓度

5 mg/mL)的新鲜培养基, 继续培养4 h后, 弃去培养

基, 加入150 μL DMSO, 振荡15 min, 待蓝色物质完

全溶解后, 利用酶标仪测定D570值。

本研究通过细胞划痕实验检测柴胡总皂苷对

胃癌细胞迁移能力的影响。按照5×104个/孔的浓度, 

将单细胞悬液均匀接种于12孔板中, 在37 °C、5% 
CO2条件下培养过夜, 弃去培养基, 加入一定浓度的

柴胡皂苷溶液处理细胞, 并设置加入DMSO的对照

组。继续培养72 h后, 细胞汇合率达到100%, 弃去

培养基, 加入含有终浓度为25 μg/mL丝裂霉素C的
新鲜培养基, 孵育1 h。用无菌的移液器吸头划痕后, 
用预热的PBS漂洗1次, 清除脱落的细胞后加入新

鲜培养基继续孵育。立即进行显微拍照, 然后分别

于12 h和24 h时在相同的位置再次进行拍照。利用

Image-Pro Plus 6.0软件测量划痕宽度, 计算细胞迁

移率。迁移率%=(W0 h–W12 h/24 h)/W0 h, W0 h为0 h划痕

宽度(μm); W12 h/24 h为12 h或24 h划痕宽度(μm)。
本研究通过Western blot实验检测柴胡总皂苷

对胃癌细胞中相关蛋白表达的影响。收集汇合率为

80%左右的细胞, 弃去培养液, 用冰预冷的PBS溶液

漂洗1次, 加入适量RIPA裂解液(含蛋白酶抑制剂和

磷酸酶抑制剂), 水平放于冰上30 min, 用细胞刮刀刮

下细胞, 置于1.5 mL离心管中, 在4 °C下12 000 r/min
离心20 min, 收集上清液, 利用Bradford法测蛋白质

浓度。经SDS-PAGE电泳、转膜、脱脂奶粉封闭、

一抗4 °C摇床孵育过夜、PBS-T溶液漂洗、二抗常

温摇床孵育1 h、PBS-T溶液漂洗, 然后利用ECL试
剂盒显色, 将PVDF膜置于成像系统拍照。

运用统计学原理分析实验数据, 统计结果用平

均值±标准差(x
_
±s)表示。利用SPSS 10.0软件对所得

数据进行处理, 并进行t检验, P<0.05为差异有统计

学意义。

柴胡总皂苷对MGC80-3细胞增殖的影响
用不同浓度的柴胡总皂苷处理胃癌细胞

MGC80-3, 分别在24 h、48 h和72 h检测其对细胞的

抑制率。结果如图1所示, 柴胡总皂苷的浓度越高, 
细胞增殖越受抑制, 抑制率从约30%增高至约80%, 
呈明显的量效关系; 此外, 处理时间越长, 细胞抑制

率越高, 呈现明显的时间效应。

柴胡总皂苷对MGC80-3细胞形态的影响
结果如图2所示, 对照组细胞形态饱满, 生长紧

密。用50 μg/mL和25 μg/mL柴胡总皂苷处理48 h后, 
细胞形态不规则, 且细胞内出现大量空泡, 部分细胞

死亡; 用12.5 μg/mL、6.25 μg/mL和3.125 μg/mL的柴胡

总皂苷处理48 h, 细胞形态未出现肉眼可见的变化。
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图1   柴胡总皂苷抑制胃癌细胞MGC80-3的增殖

Fig.1   Saikosaponin inhibited MGC80-3 cell proliferation

24 h
48 h
72 h

100

80

60

40

20

0

Concentration (µg/mL)
1009080706050403020100

In
hi

bi
tio

n 
ra

te
 (%

)

A: 对照组; B: 柴胡总皂苷浓度50 μg/mL; C: 柴胡总皂苷浓度25 μg/mL; D: 柴胡总皂苷浓度12.5 μg/mL; E: 柴胡总皂苷浓度6.25 μg/mL; F: 柴胡

总皂苷浓度3.125 μg/mL。
A: control group; B: 50 μg/mL saikosaponin; C: 25 μg/mL saikosaponin; D: 12.5 μg/mL saikosaponin; E: 6.25 μg/mL saikosaponin; F: 3.125 μg/mL saikosaponin.

图2   柴胡总皂苷对胃癌细胞MGC80-3形态的影响

Fig.2   Effects of saikosaponin on cell morphology of MGC80-3
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表1   柴胡总皂苷对胃癌细胞MGC80-3集落形成的影响

Table 1   Effect of saikosaponin on colony formation capability of MGC80-3 cells
Saikosaponin浓度(μg/mL)
Saikosaponin concentration (μg/mL)

细胞集落形成数目(x
_
±s)

Number of cell colony (x
_
±s)

0 (control) 134±28

3.125 113±35

6.25 23±5**

12.5 0**

**P<0.01, 与对照组比较。

**P<0.01 vs control group. 

柴胡总皂苷对MGC80-3细胞集落形成能力

的影响
平板集落形成实验的结果如表1所示, 终浓度

为6.25 μg/mL的柴胡总皂苷能显著减少MGC80-3

细胞的集落数量, 差异极显著(P<0.01); 当终浓度为

12.5 μg/mL时, MGC80-3细胞经14天培养后, 全部死

亡, 不能形成集落。该结果表明, 柴胡总皂苷能够显

著抑制胃癌细胞MGC80-3的集落形成能力。
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柴胡总皂苷对MGC80-3细胞黏附能力的

影响
结果如图3所示, 分别用不同浓度的柴胡总皂

苷处理48 h后, MGC80-3细胞的黏附能力与柴胡总

皂苷的浓度呈明显的负相关, 呈量效关系。其中, 当
柴胡总皂苷浓度为6.25 μg/mL和12.5 μg/mL时, 与对

照组相比, MGC80-3细胞的黏附能力明显降低, 差异

极显著(P<0.01)。

柴胡总皂苷抑制MGC80-3细胞的迁移
利用划痕实验分析柴胡总皂苷对胃癌细胞

MGC80-3迁移能力的影响, 结果如图4所示, 与对

**P<0.01, 与对照组相比较。

**P<0.01 vs control group.
图3   柴胡总皂苷对MGC80-3细胞黏附的抑制效应

Fig.3   Inhibitory effect of saikosaponin on MGC80-3 cells adhesion

图4   细胞划痕实验

Fig.4   Wound-healing assay
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##

##

*

照组相比, 柴胡总皂苷处理后, MGC80-3细胞的迁

移能力明显降低。如图5所示, 培养12 h后, 对照

组细胞迁移率为53.24%, 3.125 μg/mL柴胡总皂苷

处理细胞的迁移率为49.56%; 6.25 μg/mL柴胡总

皂苷处理细胞的迁移率则为41.48%, 显著低于对

照组(P<0.01)。培养24 h后, 对照组细胞迁移率为

79.04%, 3.125 μg/mL柴胡总皂苷处理细胞的迁移

率为67.62%, 显著低于对照组(P<0.01); 6.25 μg/mL
柴胡总皂苷处理细胞的迁移率则为59.66%, 显著

低于对照组(P<0.01)。因此, 柴胡总皂苷显著抑制

MGC80-3细胞的迁移能力, 并呈现明显的量效关

系。

柴胡总皂苷抑制MGC80-3细胞的分子机

制
为进一步探讨柴胡总皂苷抑制MGC80-3细胞

增殖和迁移的分子机制, 以GAPDH为内参, 通过

Western blot检测相关蛋白的表达和磷酸化水平。如

图6所示, IKK β和Akt的杂交条带未见明显差异, 但
是NF-κB p65、p-IKK β和p-Akt表达水平随柴胡总

*P<0.05, 与12 h对照组相比较; ##P<0.01, 与24 h对照组相比较。

*P<0.05 vs 12 h control group; ##P<0.01 vs 24 h control group.
图5   柴胡总皂苷抑制胃癌细胞MGC80-3的迁移运动

Fig.5   Saikosaponin inhibited MGC80-3 cell migration

图6   Western blot实验

Fig.6   Western blot assay
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皂苷浓度升高而降低。利用软件进行灰度分析, 如
图7和图8所示, 柴胡总皂苷不影响IKK β和Akt总蛋

白的表达水平, 但是明显抑制NF-κB p65的表达, 以
及IKK β和Akt的磷酸化水平。

柴胡皂苷具有多种药理特征[12], 目前已有大量

文献报道了有关柴胡皂苷抗肿瘤作用的研究成果, 
其分子机制主要涉及细胞凋亡、细胞分化、肿瘤内

部血管的生成、肿瘤细胞的侵袭转移、肿瘤细胞耐

药性、机体免疫能力等方面[13]。例如: 柴胡皂苷D
可提高人肝癌细胞和前列腺癌细胞内Fas和FasL的
表达水平, 促进其凋亡过程[14-15]; 也有研究表明, 柴
胡皂苷D能够通过激活caspase-3和caspase-7, 诱导

**
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*P<0.05, *P<0.01, 与对照组相比较

*P<0.05, **P<0.01 vs control group.
图7   相关蛋白质相对表达水平分析

Fig.7   Analysis of relative expressive level of related proteins
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*P<0.05, **P<0.01, 与对照组相比较。

*P<0.05, *P<0.01 vs control group.
图8   相关蛋白质的磷酸化水平分析

Fig.8   Analysis of phosphorylation level of related proteins

凋亡[16], 柴胡皂苷A则能够诱导脑胶质瘤细胞C6分
化成星形胶质细胞, 促进其恶性表型逆转[17]; 柴胡

皂苷D还可能通过调节细胞内Ca2+浓度, 激活AMP
信号通路, 诱导肿瘤细胞自噬性死亡[18]。但是, 目
前针对柴胡皂苷在抗肿瘤方面的研究主要集中于

其中某些类别, 例如柴胡皂苷A和D。对柴胡总皂苷

综合活性的报道主要是关于其在诱导肝损伤的机

制方面[19-21], 而对柴胡总皂苷的抗肿瘤作用机制的

研究报道则很少。例如: 盖晓东等[22]用低浓度的柴

胡总皂苷与阿奇霉素联用, 可有效逆转白血病细胞

K562对ADM的多药耐药性; 张洪峰等[23]利用循环超

声法提取冀南柴胡的总皂苷, 进一步发现其明显抑
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制人肝癌细胞HepG2的增殖, 并促进细胞凋亡。山

西省是北柴胡的主产区, 但是针对其总皂苷成分的

活性, 尤其是抗肿瘤方面的研究尚未见报道。本研

究以山西长治所产的柴胡为材料, 通过传统方法提

取其总皂苷成分, 并检测其抗肿瘤效果, 证实柴胡总

皂苷能够有效抑制胃癌细胞MGC80-3的增殖, 非致

死剂量的柴胡总皂苷则能显著抑制其黏附和迁移能

力, 并且呈现明显的量效关系和时效关系。本研究

的结果初步揭示了山西长治所产的柴胡对消化道肿

瘤细胞的抑制作用, 为道地药材柴胡的深度开发和

应用提供了理论参考。

Akt信号通路与多种恶性肿瘤密切相关。当

致癌因子等细胞信号与细胞表面受体结合后, 激活

PI3K, 活化的PI3K使Akt上473位丝氨酸、307位苏

氨酸等重要位点磷酸化, Akt被活化, 进而激活NF-
κB、mTOR等下游蛋白, 介导细胞内多种生理过程。

NF-κB是广泛存在于哺乳动物细胞中一种细胞核

转录因子, 参与细胞的增殖、凋亡、分化、免疫应

答等生理过程, 在肿瘤的发生和发展中也发挥了重

要作用[24]。大量研究表明, NF-κB是由两种不同蛋

白亚基组成的异源二聚体, 其中p65和p50是重要组

成成分, 一般情况下, 该二聚体与抑制蛋白IκBα结
合, 以失活的三聚体形式存在于细胞质中[25]。IκB激
酶β(IKK β)是NF-κB信号通路中IKK激酶复合物(由
IKK α和IKK β激酶及调节元件NEMO组成的三聚

体)的核心组分。当细胞受到相关信号分子刺激后, 
IKK β发生磷酸化, 被活化, 进一步使抑制蛋白IκBα
磷酸化而被降解, NF-κB被释放, 即进入细胞核, 激
活细胞因子、炎症因子等相关基因的表达[26]。例如, 
NF-κB可影响多种肿瘤细胞中Bcl-2、Bax、caspase
等重要蛋白因子的表达[27-28], 增强肿瘤细胞的抗凋

亡能力。进一步对分子机制的探讨表明, 柴胡总皂

苷不影响Akt和IKK β的总蛋白水平, 却显著抑制了

二者的磷酸化水平, 此外, 还明显降低了细胞内NF-
κB p65的表达。因此, 柴胡的总皂苷成分可能通过

Akt/NF-κB信号通路对胃癌细胞MGC80-3发挥抑制

作用。
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