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基于 PTEN-PI3K-AKT信号通路探讨竹节参总皂苷抑制人肺腺癌 A549

细胞增殖和转移的机制 *
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摘要 目的：竹节参是人参属植物，和人参成分相似，前期研究其对肺癌具有一定的抑制作用，但作用机制不清，因此，本项目拟研

究竹节参皂苷对人肺癌细胞系 A549增殖、迁移和侵袭能力以及 PTEN-PI3K-AKT信号通路的影响。方法：CCK8法测定不同浓度

和不同作用时间的竹节参皂苷对 A549存活率的影响，划痕实验测定细胞迁移能力，Transwell小室测定细胞的侵袭能力，ELISA

试剂盒测定培养基上清中MMP-2和MMP-9水平的变化。Western blot测定 PTEN、P-PI3K和 P-Akt表达的变化。结果：竹节参皂

苷对 A549细胞增殖具有明显的抑制作用，呈浓度和时间依赖关系，与对照组比较具有统计学差异。同时，竹节参皂苷可以浓度依

赖性的抑制细胞侵袭和转移，以及MMP-2和MMP-9细胞因子的分泌。Western blot结果表明竹节参皂苷可促进 PTEN蛋白表

达，抑制 P-PI3K和 P-Akt蛋白表达，采用 PTEN的特异性抑制剂 SF1670证实竹节参皂苷通过抑制 PTEN发挥作用。结论：竹节参

皂苷可抑制肺癌 A549细胞增殖、迁移和侵袭，以及分泌蛋白MMP-2和MMP-9表达，其作用机制可能是通过调控 PTEN抑制

PI3K和 Akt磷酸化，从而发挥抗癌作用。

关键词：竹节参皂苷；肺癌；PTEN/PI3K/Akt

中图分类号：R-33；R734.2；R285.5 文献标识码：A 文章编号：1673-6273(2020)02-242-06

Study on the Mechanism of Saponins from Panaxjaponicus on Inhition
of A549 Cell Proliferation and Migration

through Regulating PTEN/PI3K/Akt Pathway*

Panax japonicus is a kind of ginseng plant and the chemical components are similar to ginseng. It has been

shown that it has certain inhibitory effect on lung cancer, but the mechanism is unclear. Thus, this study was designed to study the effects

of saponins from Panax japonicus (SPJ) on proliferation, migration, invasion of human lung cancer cell line A549 and PTEN-PI3K-AKT

signaling pathway. The effects of SPJ at different concentration and time on the survival rate of A549 were determined by

CCK8 assay. A549 cells migration ability was detected by scratch assay. The invasion ability of A549 cells was measured by Transwell

chamber. The levels of MMP-2 and MMP-9 in the medium supernatant were determined by ELISA kit. The expression of PTEN, P-PI3K

and P-Akt was measured by Western blot. SPJ significantly inhibited the proliferation of A549 cells in a concentration- and

time-dependent relationship. At the same time, SPJ inhibited the invasion, invasion and the secretion of MMP-2 and MMP-9 cytokines in

A549 cells in a concentration-dependent manner. Western blot results showed that saponins promoted the expression of PTEN protein

and inhibited the expression of P-PI3K and P-Akt proteins. SF1670, a specific inhibitor of PTEN, was used to confirm the effect of SPJ

on inhibition of PTEN. SPJ inhibited the proliferation, migration and invasion of A549 cells, and the secretory protein

expression of MMP-2 and MMP-9, which mechanism might through regulating PTEN and inhibiting the phosphorylation of PI3K and

Akt, so as to play an anti-cancer role.
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前言

肺癌是世界范围内致死率和发病率最高的恶性肿瘤之一。

在各型肺癌中，非小细胞肺癌占 85%，主要致死原因是癌变细

胞的浸润和转移，这也是世界各国医药学家共同面临的难

题 [1,2]。中医药在肺癌的辅助治疗中发挥着极其重要的作用，其
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具有多靶点、安全、低毒等特点，可以有效的提高患者的生活质

量，是寻找肺癌治疗药物的重要来源[3]。竹节参又名峨三七、萝

三七，是五加科人参属植物，有活血祛瘀、滋身强体、化痰润肺

等功效，在土家族自治县等地具有极高的评价，被评为 "土家

四宝 "之一[4]。药理学研究表明人参属植物对肿瘤具有很好的

治疗作用，比如以人参皂苷 Rg3为活性成分我国具有自主产权

的一类中药抗癌新药 "参一胶囊 "，在临床使用过程中表现出

很好的抗癌效果[5]。竹节参的主要成分为竹节参皂苷，其成分和

人参相似，我们推测其同样具有很好的抗癌效果，但国内对其

研究较少，作用机制不清，限制其更广泛的应用。为进一步研究

竹节参皂苷对肺癌的治疗作用，本研究采用肺癌细胞系 A549，

通过观察竹节参皂苷对细胞增殖和迁移的影响，并进一步应用

Western blot实验检测 PTEN、PI3K和 Akt蛋白表达，阐明竹节

参皂苷抑制肺癌增殖和转移的作用机制。

1 材料

1.1 细胞系

肺腺癌人类肺泡基底上皮细胞 A549细胞购自中国科学

院细胞库。

1.2 药物和试剂

竹节参药材购自西安藻露堂大药房（批号 20170917），乙

醇购自天津市天力化学试剂有限公司（批号 20170627）。胎牛

血清购自美国 Gibico 公司（16000-044），细胞培养用 RPMI

1640培养基购自美国 Gibico公司（11875093），胰蛋白酶购自

美国 Gibico公司（12605-010），MatrigelTM基底膜基质胶购自美

国 BD 公司 （10CM199），CCK8 试剂盒购自 Yeasen 公司

（40203ES60），凝胶配胶试剂盒购自鼎国生物技术有限公司，E-

CL发光液购自博士德生物技术有限公司，PTEN，PI3K，

P-PI3K，Akt，P-Akt 兔抗人一抗购自美国 Cell Signaling Tech-

nology公司，羊抗兔二抗购自博士德生物技术有限公司，其余

试剂均为国产分析纯。

1.3 仪器

全波段酶标仪（TECAN公司），SDSPAGE微型凝胶电泳

议，Quantity One software 图像分析系统（Bio-Rad公司），二氧

化碳培养箱（Thermo公司）。

1.4 方法

1.4.1 细胞培养 A549细胞采用含 10%FBS的 1640培养基

（含 100 U/mL青霉素和链霉素），放置在 37℃，5%CO2培养箱

中培养，每 48 h换液一次，细胞融合至 90%时进行传代培养，

取对数生长期且状态良好的细胞进行后续实验。

1.4.2 细胞生长抑制实验 对数期生长的细胞，以 5× 104/mL

密度接种于 96孔板中，每孔 100 滋L，每组设五个复孔，继续培
养 24 h 后 ， 分 组 ： 空 白 对 照 组 ， 竹 节 参 皂 苷 组

（0.02，0.04，0.08，0.16，0.32，0.64，1.28 mg/mL）。竹节参皂苷用

1640培养基配制，每孔给药体积均为 100 滋L，空白组给同样体
积的培养基，放入培养箱中继续培养。分别于 24/48和 72 h后，

取出培养板，吸去孔内培养基后，每孔加入配制好的 CCK8溶

液各 100 滋L，继续培养 4 h，在酶标仪上用 450 nm波长测定每

孔吸光度，记录吸光度值。存活率（%）计算公式为[（OD 竹节参皂苷

-OD 空白）/（OD 阴性对照 -OD 空白）]× 100%。

1.4.3 Transwell实验测定竹节参皂苷对 A549转移的抑制作用

Transwell小室滤膜上涂细胞外基质胶（50 滋g/室），放置于培养
板中，板中加入 10%FBS新鲜培养基，室内加入含浓度为 5×

105/mL 的 0.1% FBS 培 养 基 ， 培 养 24 h。 将 浓 度 为

0.32，0.64，1.28 mg/mL的竹节参皂苷溶液加入到细胞培养基中

继续培养 24 h，取出小室，用 PBS溶液清洗滤膜，用棉棒去除

室内的细胞，根据说明染色，记录穿膜细胞数，以此反应细胞的

转移能力。

1.4.4 细胞划痕实验 对数期生长的细胞以密度为 1× 106/mL

接种于 6孔板中，培养至融合度达 90%，吸去上清液。用 200 滋L
的灭菌枪头在每孔中间划一条垂直的线，PBS 洗去脱落的细

胞，分别加入含不同浓度竹节参皂苷（0.32，0.64和 1.28 mg/mL）

的 1640培养基，空白对照采用不含药物的 1640培养基，继续

培养 24 h。倒置显微镜观察划痕宽度变化情况并采集图像，测

定划痕宽度。每组重复 3次，计算划痕的平均宽度。划痕愈合率

计算公式：（初始划痕宽度 -24 h划痕宽度）/初始划痕宽度×

100%。

1.4.5 ELISA测定培养基上清液中MMP-2和MMP-9含量 细

胞接种和药物处理同 2.4，收集每孔中的培养上清液，离心后去

除细胞沉淀。按照 ELISA试剂盒说明书操作步骤进行测定，波

长为 492 nm，计算样品中MMP-2和MMP-9含量。

1.4.6 Western blot法测定 A549细胞中 PTEN、PI3K和 Akt 蛋

白表达情况 细胞经不同处理后，弃去培养基，提取总蛋白，

采用 BCA蛋白浓度测定试剂盒测定样品中蛋白的含量。样品

和上样缓冲液混匀变性后，按每孔 40 滋g蛋白量上样，经 10%

SDS-PAGE凝胶电泳后转膜至 PVDF膜上。用 5%脱脂奶粉在

37℃下封闭 1h后，加入稀释好的一抗，在 4℃孵育过夜。TBST

洗膜后，1:5000 羊抗兔二抗孵育 1 h，ECL发光液显色。采用

Imge J软件分析蛋白表达灰度。茁-actin为内参蛋白。
1.4.7 统计学分析 数据采用 Graph Pad6.0处理分析，所有数

据采用均值± 标准差（mean± SD）表示，两两比较采用 T检验，

P<0.05为统计学差异具有显著性。

2 结果

2.1 竹节参皂苷对 A549细胞增殖的抑制作用

如图 1A 所示，CCK8 测得不同浓度竹节参皂苷对 A549

细胞的抑制情况，随着浓度增加，对 A549细胞的平均增殖率

的抑制作用不断增加，呈现浓度依赖性。同时，如图 1B所示，同

一 浓 度 （0.64 mg/mL） 的 竹 节 参 皂 苷 分 别 处 理

12，24，36，48，60，72 h，对 A549细胞存活率的抑制作用也不断

增加，呈现出时间依赖关系。

2.2 竹节参皂苷对 A549细胞迁移能力的影响

如图 2 所示，A549 细胞经不同浓度的竹节参皂苷处理

24 h后，迁移能力受到明显的抑制。与正常组比较，随着竹节参

皂苷浓度增加，在 24 h时的划痕愈合率逐渐减少，并呈现浓度

依赖性，且具有统计学差异（P<0.01），结果表明竹节参皂苷可
抑制 A549细胞迁移。

2.3 竹节参皂苷对 A549细胞侵袭能力的影响

图 3的 Transwell侵袭实验结果显示，A549细胞经竹节参

皂苷处理后，细胞的侵袭能力被明显抑制。随着竹节参皂苷浓
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图 1不同浓度和时间的竹节参皂苷（SPJ）对细胞存活率的影响

A.不同浓度的竹节参皂苷作用 48h后，对细胞存活率的影响；B.0.64 mg/mL竹节参皂苷作用不同时间对细胞存活率的影响。**P<0.01 vs 0 group。
Fig. 1 Effect of different concentrations and times of Saponins from Panaxjaponicus (SPJ) on cell viability

A. The effect of different concentrations of SPJ on cell viability after 48h; B. The effect of SPJ (0.64mg/ml) on cell viability at different times.

**P<0.01 vs 0 group.

图 2竹节参皂苷（SPJ）对细胞迁移能力的影响，结果用划痕愈合率表示。**P<0.01 vs 0 group
Fig. 2 The effect of SPJ on cell migration ability, the result is expressed by scratch healing rate. **P<0.01 vs 0 group

图 3竹节参皂苷（SPJ）对细胞侵袭能力的影响，结果用透膜细胞数表示。**P<0.01 vs 0 group
Fig. 3 The effect of SPJ on cell invasion ability, the result is expressed by the number of transmembrane cells. **P<0.01 vs 0 group

度增加，穿过微孔滤膜的细胞数量逐渐减少，与空白对照组比

较具有统计学差异，同时呈现浓度依赖关系，结果表明竹节参

皂苷可抑制 A549细胞侵袭能力。
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图 4竹节参皂苷对MMP2和MMP9水平的影响

A.竹节参皂苷对 A549分泌的MMP2水平的影响；B.竹节参皂苷对 A549分泌的MMP9水平的影响。**P<0.01 vs 0 group。
Fig.4 Effects of SPJ on the levels of MMP2 and MMP9

A. Effects of SPJ on the levels of MMP2; B. Effects of SPJ on the levels of MMP9. **P<0.01 vs 0 group.

图 5竹节参皂苷对 PTEN、P-PI3K和 P-Akt蛋白表达的影响

茁-actin为内参蛋白。**P<0.01 vs 0 group。
Fig.5 Effects of SPJ on the protein expression levels of PTEN、P-PI3K and P-Akt

茁-actin was set as the internal control protein. **P<0.01 vs 0 group.

2.4 竹节参皂苷对 A549 细胞 MMP-2 和 MMP-9 水平的抑制

作用

如图 4中的 ELISA实验结果表明，A549细胞经不同浓度

竹节参皂苷（0.32，0.64和 1.28 mg/mL）作用 48 h后，培养基上

清液中MMP-2和 MMP-9水平显著降低，并随着浓度增加，抑

制作用越明显，与空白对照组比较具有显著性差异（P<0.01）。

2.5 竹节参皂苷对A549细胞中 PTEN/PI3K/Akt信号通路的影响

Western blot实验结果显示（图 5），A549细胞经竹节参皂

苷处理后，PTEN蛋白表达水平显著增加，与空白组比较具有

统计学意义（P<0.05）；P-PI3K和 P-Akt表达水平显著降低，与

空白对照组比较具有统计学意义（P<0.05），表明竹节参皂苷可
促进 PTEN蛋白表达，抑制 P-PI3K和 P-Akt表达。

2.6 竹节参皂苷通过 PTEN/PI3K/Akt通路发挥抗癌作用

为了进一步研究竹节参皂苷是否通过 PTEN发挥作用，采

用 PTEN特异性抑制剂 SF1670抑制其表达。结果如图 6所示，

抑制 PTEN蛋白后，P-PI3K和 P-Akt表达水平显著增加，同时

竹节参皂苷对 A549细胞增殖和细胞侵袭力的抑制作用均减

弱，同时对MMP2的抑制作用也消失，表明竹节参皂苷通过
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图 6竹节参皂苷通过 PTEN发挥抗癌作用

A.加入 PTEN特异性抑制剂 SF1670后，对 PTEN、P-PI3K和 P-Akt蛋白表达的影响；B.抑制 PTEN后，对细胞存活率的影响；

C.抑制 PTEN后，对细胞侵袭力的影响；D.抑制 PTEN后，对细胞分泌MMP2水平的影响。**P<0.01 vs 0 group，##P<0.01 vs 0.64 group。
Fig.6 The anti-cancer effects of SPJ were through PTEN pathway

A. Effect of SPJ on the PTEN, P-PI3K and P-Akt protein expression after addition of PTEN specific inhibitor SF1670; B. Effect of SPJ on cell viability

after inhibition of PTEN; C. Effect of SPJ on cell invasiveness after inhibition of PTEN; D. Effect of SPJ on the secretion of MMP2 in cells after inhibiting

PTEN. **P<0.01 vs 0 group，##P<0.01 vs 0.64 group.

PTEN调控 PI3K/Akt发挥抗癌作用。

3 讨论

肺癌在全世界范围内均是高发性恶性肿瘤，且没有找到肺

癌的特效药物[6]。顺铂（DDP）是肺癌治疗常用药物，为晚期非小

细胞肺癌化疗的一线药物，对肿瘤有很好的治疗效果，但其毒

性较大，限制其使用，而且降低患者的生存质量[7]，寻找高效同

时毒副作用小的化疗药物或者增加化疗效果的药物迫在眉

睫。在数千年的应用过程中，中医药治疗恶性肿瘤积累了大量

的使用经验，形成独特的理论体系[8,9]。肿瘤的生长与肿瘤细胞

的增殖、转移和浸润有很大的关系，能有效抑制这三个过程，

则有可能抑制肿瘤恶化，甚至抑制肿瘤细胞生长，从而延长患

者生存期[10,11]。

竹节参皂苷中含有竹节参皂苷 III，竹节参皂苷 IV，竹节参

皂苷 V，人参皂苷 Rb1，人参皂苷 Rc等齐墩果烷型皂苷和人参

二醇或人参三醇型皂苷[12-15]。前期研究表明，竹节参皂苷可提高

环磷酰胺导致的大鼠免疫力下降；竞争性抑制细胞对营养成分

的摄取抑制腹水瘤的生长；促进 T细胞发育，从而抑制肿瘤生

长[16,17]。虽有学者报道竹节参皂苷可以诱导肺癌细胞凋亡，但无

法解释其抑制肿瘤转移和侵袭的作用机制[18,19]。因此，本研究以

肺癌肿瘤细胞 A549为模型，深入研究了竹节参皂苷对 A549

细胞的增殖、转移和侵袭的抑制作用，并深入探讨其作用机制。

结果显示，竹节参皂苷可显著抑制 A549增殖，且存在浓

度和时间依赖关系。迁移和侵袭实验结果显示，竹节参皂苷可

明显抑制 A549细胞迁移和侵袭，抑制肿瘤细胞的转移。研究

机制表明，肺癌在发生转移和侵袭的过程中，会分泌金属蛋白

酶家族（MMPs）蛋白，降低肿瘤细胞和细胞外基质的黏附作用，

使基底胶原纤维降解，癌细胞的迁移和侵袭能力增强，进入淋

巴或者血液系统，到达肺外靶器官新成新的癌组织[20-23]。在本研

究中，我们观察到竹节参皂苷作用细胞后，MMP-2和MMP-9

蛋白分泌水平显著降低，且随着浓度增大负调控作用增加，表

明竹节参皂苷对肺癌细胞转移和侵袭的抑制作用与抑制

MMP-2和MMP-9蛋白分泌相关。

在肿瘤的复发和转移等过程中，PTEN的突变缺失和 PI3K

的异常活化均扮演着重要作用[24,25]。PI3K/Akt信号通路可通过

多种机制促进肿瘤细胞的增殖、分化，提高肿瘤细胞生存能力，

同时还能通过促进 MMP蛋白表达增加，促使肿瘤细胞间质
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E-cad降解，促进肿瘤细胞转移[26-28]。PTEN和 PI3K在正常机体

内呈现动态平衡关系，维持正常的细胞增殖和功能。在肿瘤细

胞中，PTEN蛋白能通过抑制 PI3K信号通路抑制细胞增殖，调

节细胞迁移、侵袭、扩散等作用，从而产生肿瘤抑制作用[29-31]。在

本研究中，我们观察到竹节参皂苷可促进 PTEN蛋白表达，同

时抑制 PI3K和 Akt磷酸化，提示竹节参皂苷的抑制细胞转移

和侵袭能力有可能是通过调控 PTEN信号通路。为了阐明这一

问题，采用 PTEN蛋白的特异性抑制剂抑制 PTEN蛋白表达，

结果发现，抑制 PTEN后，竹节参皂苷对 A549增殖、转移的抑

制能力减弱，同时，PI3K和 Akt的磷酸化水平增加，表明竹节

参皂苷通过 PTEN/PI3K/Akt信号通路发挥抑制肺癌肿瘤细胞

增殖和转移的治疗作用。

综上所述，竹节参皂苷可显著抑制肺癌细胞增殖和转移，

其可能通过促进 PTEN表达，抑制 PI3K/Akt磷酸化，从而抑制

细胞增殖、转移和侵袭发挥作用。
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