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黄芪甲苷对结直肠癌 HCT116 细胞增殖、迁移及侵袭的影响
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［摘要］ 目的：探究黄芪甲苷对结直肠癌 HCT116 细胞增殖、迁移及侵袭能力的影响，并探讨其相关分子机制。方法：将结

直肠癌 HCT116 细胞分为空白组（DMSO）和黄芪甲苷低、中、高质量浓度组（15.7、31.4、62.8 mg·L-1）。通过倒置显微镜观察给

药后结直肠癌 HCT116 细胞形态的改变；细胞增殖与活性检测-8（CCK-8）法检测黄芪甲苷处理后细胞活性的改变；细胞划痕实

验和 Transwell实验观察黄芪甲苷处理后结肠癌 HCT116 细胞迁移及侵袭能力的变化；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测结直

肠癌 HCT16 细胞周期蛋白依靠性激酶抑制剂（p21）、细胞周期蛋白 D1（CyclinD1）及 B 细胞淋巴瘤-2（Bcl-2）、Bcl-2 相关 X 蛋白

（Bax）表达水平。结果：与空白组比较，黄芪甲苷低、中、高质量浓度组细胞生长速度慢，密度明显稀疏，细胞形态不一，细胞核

逐渐缩小，细胞质逐渐降解，细胞死亡率高，细胞活力呈浓度依赖性下降，细胞迁移和侵袭能力明显受到抑制（P<0.05，P<

0.01），其抑制率与给药浓度呈正相关；与空白组比较，黄芪甲苷低、中、高质量浓度组促凋亡蛋白 Bax 表达量逐渐升高，呈浓度

依赖性，细胞周期蛋白 p21、CyclinD1及抑制凋亡蛋白 Bcl-2 表达量逐渐降低（P<0.05，P<0.01），呈浓度依赖性。结论：黄芪甲苷

可抑制结直肠癌 HCT116 细胞的增殖、迁移和侵袭能力，促进细胞凋亡，从而抑制结直肠癌的发生发展。
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［［Abstract］］ Objective：： To investigate effect of astragaloside Ⅳ  on the proliferation， migration， and 

invasion of colorectal cancer HCT116 cells and the underlying molecular mechanism. Method：： Colorectal 

cancer HCT116 cells were classified into blank group （DMSO） and low-dose （15.7 mg·L-1）， medium-dose 

（31.4 mg·L-1）， and high-dose （62.8 mg·L-1） astragaloside Ⅳ  groups. After drug treatment， the morphological 

changes of HCT116 cells were observed under an inverted microscope. Cell viability was detected by cell 

counting kit-8 （CCK-8） assay， and the migration and invasion of cells were detected based on scratch assay and 

Transwell assay. The expression of cyclin-dependent kinase inhibitor （p21）， CyclinD1， B-cell lymphoma-2 
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（Bcl-2）， and Bcl-2-associated X protein （Bax） in the cells was examined by Western blot. Result：： Compared 

with the blank group， cells in the three astragaloside Ⅳ  groups demonstrated slow growth， low density， 

inconsistent morphology， nuclear shrinkage， degradation of cytoplasm， and high death rate. Moreover， cell 

viability decreased in a concentration-dependent manner in the astragaloside Ⅳ  groups. Cell migration and 

invasion were inhibited （P<0.05， P<0.01）， and the inhibition rate was in positive correlation with the 

concentration of the astragaloside Ⅳ . The expression of pro-apoptotic protein Bax in low-dose， medium-dose 

and high-dose astragaloside Ⅳ  groups increased gradually in a concentration-dependent manner， while the 

expression of p21， CyclinD1 and anti-apoptotic protein Bcl-2 decreased gradually in a concentration-dependent 

manner compared with those in the blank group （P<0.05， P<0.01）. Conclusion：： Astragaloside Ⅳ  can suppress 

the proliferation， migration， and invasion of colorectal cancer HCT116 cells and promote the apoptosis， thus 

inhibiting the occurrence and development of colorectal cancer.

［［Keywords］］ astragaloside Ⅳ； colorectal cancer； proliferation； migration； invasion

结直肠癌是世界上第三大最常见的恶性肿瘤，

发病率在年轻人中呈上升趋势，在老年人中死亡率

偏高［1-2］。当今社会，饮食习惯不当、吸烟、低水平的

体育锻炼、人口老龄化和肥胖等均是结直肠癌的发

病因素［3］。结直肠癌的治疗包括手术、化疗、放疗、

药物和靶向治疗。虽然手术和化疗长期以来是结

直肠癌患者的首选，但转移性结直肠癌患者的预后

却一直不尽人意［4-6］。中国传统中药黄芪近年来越

来越多的被用于肿瘤的防治，从黄芪根中分离出的

主要活性成分黄芪甲苷，具有抗氧化、抗炎、抗感染

等各种药理作用［7］。黄芪甲苷作为《中华人民共和

国药典》中黄芪的质量控制标志成分，已被广泛用

于各类疾病。值得关注的是，黄芪甲苷作为中药有

效成分，在肿瘤的预防与治疗方面效果显著。已有

研究报道，黄芪甲苷搭配益气养阴解毒方增强了免

疫细胞对肺癌细胞的杀伤力，体现了“扶正治癌”的

内涵［8］。有研究发现，经过黄芪甲苷一段时间的治

疗，显著抑制原发性肝癌的进展，大大降低了原发

性肝癌的发生率和多样性［9］。有研究发现，黄芪甲

苷直接作用于巨噬细胞以减少巨噬细胞极化为 M2

表型，并通过调节 AMP 激活的蛋白激酶（AMPK）信
号通路抑制肺癌细胞的侵袭、迁移活动和血管新

生［10-12］。但黄芪甲苷是否会影响结直肠癌的发生发

展研究较少。课题组前期预实验发现黄芪甲苷对

结直肠癌细胞有一定的抑制作用，但其作用机制不

清楚。因此，本课题组从肿瘤细胞增殖、迁移及侵

袭等方面，探讨黄芪甲苷对结直肠癌细胞的影响及

其可能的分子机制。

1 材料

1.1　细胞株和药物     传至第 3 代的人结直肠癌细

胞 HCT116，购 自 中 国 科 学 院 上 海 细 胞 所 ，批 号

ZQ0125；黄芪甲苷（C41H68O14，天津众合生物科技有

限公司，批号 84687-43-4，纯度≥98%）。
1.2　试剂     RPMI 1640 培养基（美国 Gibco 公司，批

号 8120343），胎牛血清（FBS，上海比爱生物科技有

限公司，批号 2033119），BCA 试剂盒（北京索莱宝科

技有限公司，批号 20201205），细胞增殖与活性检

测 -8（CCK-8）试剂盒（北京博奥森生物技术有限公

司，批号为 BJ05203090），Hochest33342、甘油醛 -3-

磷酸脱氢酶（GAPDH）抗体、青霉素 -链霉素、0.1%

结晶紫染色液（上海碧云天生物有限公司，批号分

别为 C0222、C0121、P0099、ST448-1L），周期蛋白依

靠性激酶抑制剂（p21）、细胞周期蛋白 D1（Cyclin 

D1）抗体（美国 Cell Signaling Technology 公司，批号

分别为 2947T、55506T），B 细胞淋巴瘤 -2（Bcl-2）、
Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）抗体（英国 Abcam 公司，批

号分别为 ab139417、ab8245）。
1.3　仪器     CCL-170B-8 型二氧化碳培养箱（新加

坡 ESCO 公司）；BSG-26 型恒温水浴锅（上海博讯公

司）；FC5706 型低速恒温离心机（上海奥豪斯公司）；
SW-UJ-2F 型双人双面洁净工作台（中国苏州净化设

备有限公司）；Max Plus384 型全波长酶标仪（美国

Spectra 公司）；XSP-10C 型倒置显微镜（德国徕卡公

司）；11889110 型荧光显微镜（德国 IKA 公司）；Mini-

Sub cell GT 型蛋白电泳仪及转膜仪、721BR09021 化

学发光成像系统（美国 Bio-Rad 公司）。
2 方法

2.1　HCT116 细胞培养及分组     将 HCT116 细胞置

于 37 ℃、5% CO2 的恒温恒湿培养箱中培养，RPMI 

1640 培养基中添加了 10% FBS 和 1% 青 -链霉素。

2~3 d 进行换液。选取处于对数生长期 HCT116 细

胞传代后分为空白组（DMSO），黄芪甲苷低、中、高
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质量浓度组（15.7、31.4、62.8 mg·L-1）。其药物浓度

参照文献［9，13］及预实验结果确定。

2.2　CCK-8 法检测 HCT116 细胞活力     取对数生

长期 HCT116 细胞计数后接种于 96 孔培养板，待细

胞贴壁后，丢弃培养液，各孔加入对应浓度的黄芪

甲苷溶液 100 μL，每组设 3 个复孔，放入培养箱中继

续培养，分别作用 48、72 h，加入 CCK-8 试剂，在

37 ℃、5%CO2 培养箱中继续培养 30 min，用酶标仪

在 450 nm 波长处测定每组细胞的吸光度 A。细胞

活性（%）=（A 加药组−A 溶剂孔）/（A 空白组−A 溶剂孔）×100%。

2.3　单克隆形成实验检测 HCT116 细胞增殖能力     

    取对数生长期 HCT116 细胞，以 3×103 个/孔接种

在 6 孔板中，待细胞贴壁后，弃培养液，各孔加入对

应浓度的黄芪甲苷溶液 2 mL，继续培养，隔 3 d 对细

胞换液，黄芪甲苷干预 10 d，弃培养基，每孔加入 4%

多聚甲醛 1 mL 和 0.1% 结晶紫 1 mL 固定染色 1 h，

用流水轻轻冲去染色液，室温干燥，于倒置显微镜

下计数>50 个细胞的克隆数并计算克隆形成率。克

隆形成率＝克隆数/细胞接种数×100%。

2.4　划痕实验检测 HCT116 细胞迁移能力     取对

数生长期 HCT116 细胞接种在 6 孔板，待细胞长至

90%，用 Tip 1 mL 制造同等伤口，并进行分组及给药

处理（每孔添加 2%FBS）。培养 48 h，观察和拍照记

录伤口大小，用 Image J软件计算细胞相对迁移率。

2.5　Transwell 法检测 HCT116 细胞侵袭能力     取

对数生长期的 HCT116 细胞，接种在 Transwell 上室

中，待贴壁后进行给药处理，下室添加 20% FBS。

培养 48 h，取出小室，结晶紫固定及染色 1 h，最后在

显微镜下拍照和分析。

2.6　 蛋 白 免 疫 印 迹 法（Western blot）检 测 p21、

CyclinD1、Bax 和 Bcl-2 蛋白表达水平     取对数生长

期 HCT116 细胞，接种在 6 孔板中，待细胞贴壁后，

丢弃培养液，各孔加入对应浓度黄芪甲苷溶液，放

入培养箱中继续培养 48 h，根据 BCA 试剂盒说明测

定样品蛋白浓度。将样品放在 10% SDS-聚丙烯酰

胺凝胶上分离，并转移到 0.25 μm PVDF 膜上，然后

用 5% 脱脂奶粉封闭，加入一抗 p21、CyclinD1、Bax

和 Bcl-2（1∶1 000），4 ℃过夜孵育，次日继续孵育二

抗（1∶2 000）。曝光处理。使用 Image Lab 软件分析

图像。统计条带灰度值，计算相应蛋白表达量。

2.7　统计学分析     采用 SPSS 22.0 软件进行统计学

分析。计量资料用 x̄ ± s 表示，采用 t 检验进行两两

比较。P<0.05 为差异具有统计学意义。

3 结果

3.1　黄芪甲苷对结直肠癌细胞 HCT116 形态的影

响     与空白组比较，黄芪甲苷低质量浓度组细胞生

长速度略慢，代谢旺盛，形态和大小正常；黄芪甲苷

中质量浓度组细胞生长速度慢，死亡率偏高，细胞

体积明显变小；黄芪甲苷高质量浓度组细胞生长速

度慢，细胞死亡率高，密度明显稀疏，细胞形态不

一，部分细胞胞质已降解。见图 1。

3.2　黄芪甲苷对结直肠癌细胞 HCT116 活力的影

响     与空白组比较，黄芪甲苷低、中、高质量浓度组

HCT116 细胞活力在 48、72 h 均受到显著抑制（P<

0.01）。见表 1。

3.3　黄芪甲苷对结直肠癌细胞 HCT116 克隆形成

能力影响     与空白组比较，黄芪甲苷低、中、高质量

浓度组 HCT116 细胞增殖克隆能力受到明显抑制

（P<0.05，P<0.01），且随着浓度增加细胞克隆能力逐

渐降低。见表 2、图 2。

3.4　黄芪甲苷对结直肠癌细胞 HCT116 的迁移能

力的影响     与空白组比较，黄芪甲苷低、中、高质量

浓度组伤口面积趋于增大，细胞迁移能力减弱，抑

制了细胞迁移能力（P<0.05，P<0.01），呈浓度依赖

性，见表 3、图 3。

3.5　黄芪甲苷对结直肠癌细胞 HCT116 侵袭能力

的影响     与空白组比较，黄芪甲苷低、中、高质量浓

度组侵袭细胞数目明显减少（P<0.05，P<0.01），细胞

注：A. 空白组；B~D. 黄芪甲苷低、中、高质量浓度组（图 2-

图 6 同）
图 1　黄芪甲苷对 HCT116 细胞形态的影响  （倒置显微镜，×100）
Fig. 1　 Effect of astragaloside Ⅳ  on HCT116 cell morphology

（inverted microscope，×100）
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侵袭能力下降明显。见图 4、表 4。

3.6　黄芪甲苷对结直肠癌细胞 HCT116 增殖蛋白

表达的影响     与空白组比较，黄芪甲苷低、中、高质

量浓度组细胞增殖相关蛋白 p21、CyclinD1明显下降

（P<0.05，P<0.01）。见图 5、表 5。

3.7　黄芪甲苷对结直肠癌细胞 HCT116 凋亡蛋白

表达的影响     与空白组比较，黄芪甲苷处理 48 h，黄

芪甲苷低、中、高质量浓度组促凋亡蛋白 Bax 表达显

著增加（P<0.01），抑凋亡蛋白 Bcl-2 表达明显减少

（P<0.05，P<0.01），呈浓度依赖性。见图 6、表 6。

4 讨论

结直肠癌是发病率和死亡率非常高的肿瘤之

一［14］。目前，放化疗作为治疗结直肠癌的常用手

段，但是治疗效果不佳，且费用高，因此寻找新的治

疗方法迫在眉睫。近年来，中国传统中药在抗肿瘤

方面发挥了重要作用。例如，红景天苷对抗肺癌细

胞、破坏其结构形态、通过抑制 MAPK/ERK1/2 信号

通路促进细胞凋亡［15］。牛蒡子苷元抑制鼻咽癌

5-8F 细胞分泌生长因子影响肿瘤的生长［16］。

本研究中探讨的黄芪甲苷是一种从天然草药

黄芪里提取而来的有机化合物，别名黄芪皂苷Ⅳ，

其药理作用丰富，因此也广泛用于疾病防治当中。

有研究指出，黄芪甲苷可作为肿瘤微环境的调节剂

抑制胃癌相关成纤维细胞治癌因子的释放［15］。此

外，黄芪甲苷联合顺铂治疗非小细胞肺癌，增强肿

瘤细胞对顺铂药物的敏感性从而更好的诱导细胞

凋亡［17-18］。在本课题研究中，黄芪甲苷干预的结直

肠癌 HCT116 细胞在形态上发生了明显的变化，细

胞逐渐降解和凋亡。与此同时，细胞活性也受到了

黄芪甲苷的抑制，随着浓度增加，HCT116 细胞活力

抑制率升高。肿瘤细胞强大的迁移和侵袭能力是

区别于人体正常细胞的重要特征。临床上肿瘤的

恶性程度与迁移和侵袭程度息息相关［19-20］。

本研究发现，黄芪甲苷可以一定程度上抑制

HCT116 细胞的迁移能力和侵袭能力，并且抑制率

一致地与药物浓度呈正相关。从结果中可以看到，

高浓度组细胞迁移能力下降并且还伴随有细胞凋

亡。诱导肿瘤细胞凋亡一直被认为是在治疗肿瘤

过程中必不可少的途径。Bcl-2 和 Bax 是凋亡相关

蛋白中相互对立的一对基因，事实上 Bax 是 Bcl-2 家

表 2　黄芪甲苷对 HCT116 细胞迁移速率的影响  （x̄± s，n=6）

Table 2　 Effect of astragaloside Ⅳ  on HCT116 cell clonal 

formation （x̄± s，n=6）

组别

空白组

黄芪甲苷低质量浓度组

黄芪甲苷中质量浓度组

黄芪甲苷高质量浓度组

质量浓度/mg·L-1

15.7

31.4

62.8

克隆形成率/%

82.00±3.16

45.89±5.321）

21.01±3.592）

2.39±0.852）

图 2　黄芪甲苷对 HCT116 细胞克隆形成能力的影响（结晶紫，×50）
Fig. 2　 Effect of astragaloside Ⅳ  on clonal formation ability of 

HCT116 cells （crystal violet，×50）

表 1　黄芪甲苷对 HCT116 细胞活性的影响  （x̄± s，n=6）

Table 1　Effect of astragaloside Ⅳ  on HCT116 cell activity （x̄± s，n=6） %

组别

空白组

黄芪甲苷低质量浓度组

黄芪甲苷中质量浓度组

黄芪甲苷高质量浓度组

质量浓度/mg·L-1

15.7

31.4

62.8

24 h

100.00±5.67

92.28±4.341）

77.34±3.681）

73.51±3.011）

48 h

100.00±4.26

68.12±3.222）

57.12±2.452）

51.26±2.822）

72 h

100.00±4.26

47.23±3.192）

43.45±4.432）

37.32±2.682）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01（表 2-表 6 同）

表 3　黄芪甲苷对 HCT116 细胞迁移速率的影响  （x̄± s，n=6）

Table 3　 Effect of astragaloside Ⅳ  on migration rate of HCT116 

cells （x̄± s，n=6）

组别

空白组

黄芪甲苷低质量浓度组

黄芪甲苷中质量浓度组

黄芪甲苷高质量浓度组

质量浓度/mg·L-1

15.7

31.4

62.8

48 h 迁移率/%

92.52±5.02

85.62±4.141）

52.76±3.372）

40.62±3.042）
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族中重要一员，因此常有将 Bax/Bcl-2 作为判别细胞

凋亡强弱的参考［19，21-22］。本研究黄芪甲苷诱导 Bax

蛋白表达，同时抑制 Bcl-2 蛋白表达，揭示黄芪甲苷

具有促进结直肠癌 HCT116 细胞凋亡的作用。

综上，黄芪甲苷在体外不同程度抑制结直肠癌

细胞功能，如细胞活性、增殖、迁移和侵袭能力。

图 4　黄芪甲苷对 HCT116 细胞侵袭能力的影响（结晶紫，×100）
Fig. 4　 Effect of astragaloside Ⅳ  on invasion ability of HCT116 

cells（crystal violet，×100）

图 5　黄芪甲苷作用于 HCT116 细胞后增殖蛋白电泳

Fig.  5　 Electrophoresis of astragaloside Ⅳ  on proliferation 

protein of HCT116 cells

表 5　黄芪甲苷对 HCT116 细胞增殖蛋白表达的影响  （x̄± s，n=6）

Table 5　 Effect of astragaloside Ⅳ  on proliferation protein 

expression of HCT116 cells （x̄± s，n=6）

组别

空白组

黄芪甲苷低质量浓度组

黄芪甲苷中质量浓度组

黄芪甲苷高质量浓度组

质量浓度

/mg·L-1

15.7

31.4

62.8

p21

/GAPDH

0.84±0.07

0.67±0.03 1）

0.51±0.052）

0.46±0.032）

CyclinD1

/GAPDH

0.91±0.06

0.79±0.041）

0.48±0.052）

0.39±0.032）

图 3　黄芪甲苷对 HCT116 细胞迁移能力的影响（倒置显微镜，×50）
Fig. 3　Effect of astragaloside Ⅳ  on migration ability of HCT116 cells（inverted microscope，×50）

表 6　黄芪甲苷对 HCT116 细胞凋亡蛋白表达的影响  （x̄± s，n=6）

Table 6　Effect of astragaloside Ⅳ  on apoptosis protein expression 

of HCT116 cells （x̄± s，n=6）

组别

空白组

黄芪甲苷低质量浓度组

黄芪甲苷中质量浓度组

黄芪甲苷高质量浓度组

质量浓度

/mg·L-1

15.7

31.4

62.8

Bax

/GAPDH

0.50±0.04

0.75±0.062）

0.89±0.022）

0.93±0.032）

Bcl-2

/GAPDH

0.89±0.06

0.71±0.121）

0.53±0.032）

0.38±0.042）

表 4　黄芪甲苷对 HCT116 细胞侵袭速率的影响  （x̄± s，n=6）

Table 4　 Effect of astragaloside Ⅳ  on invasion rate of HCT116 

cells （x̄± s，n=6）

组别

空白组

黄芪甲苷低质量浓度组

黄芪甲苷中质量浓度组

黄芪甲苷高质量浓度组

质量浓度/mg·L-1

15.7

31.4

62.8

细胞侵袭率/%

72.23±5.31

40.24±3.631）

24.61±3.492）

16.22±3.182）

图 6　黄芪甲苷作用于 HCT116 细胞凋亡蛋白表达电泳

Fig. 6　 Electrophoresis of astragaloside Ⅳ  on apoptosis protein 

expression of HCT116 cells
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同时黄芪甲苷提高结直肠癌细胞凋亡率，这有可能

为结直肠癌的新一代抗癌药物提供理论依据和

方向。
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