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揖摘要铱 摇 目的: 探讨紫云英苷(Astragalin)对未分化胃癌细胞 HGC鄄27 的作用及相关分子机制。 方法: 将紫云英

苷作用 HGC鄄27 细胞,设置对照组(0 滋g / ml)和 Astragalin 组(12. 5、25、50 滋g / ml),每组设置 3 复孔,用 CCK鄄8 法分

别在用药 0、24、48、72 h 后检测细胞增殖活性; 在浓度为 0、50 滋g / ml 的 Astragalin 作用 24 h 后,倒置显微镜下观察

细胞形态,hoechst 33342、JC鄄1 染色观察其核形和线粒体膜电位,流式细胞仪检测细胞周期和凋亡率的改变,二代测

序仪分析基因的逆转录水平。 结果: 紫云英苷可明显抑制 HGC鄄27 的增殖(P<0. 01),下调细胞线粒体膜电位,诱
导细胞凋亡,使细胞周期阻滞于 G1 期(P<0. 01)。 同时,紫云英苷上调基因 bax、bad 的转录水平,抑制 egf、egfr、
pik3cb、pdk1、akt3、bcl鄄2 和 sgk3 基因的转录(P<0. 01)。 Western blot 实验也证实紫云英苷降低 PI3K 和 AKT 蛋白的

表达,同时 BAX 和 BCL鄄2 蛋白的比例也显著增加(P<0. 01)。 结论: 紫云英苷可通过抑制 EGFR / PDK / AKT 信号

通路诱导未分化型胃癌细胞 HGC鄄27 凋亡,并将细胞周期阻滞于 G1 期,对未分化胃癌具有一定的治疗作用。
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Effects of Astragalin on apoptosis of undifferentiated
gastric cancer cells
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揖ABSTRACT铱 Objective: To investigate the effects and related molecular mechanisms of Astragalin on undifferentiated gastric cancer
cell HGC鄄27. Methods: Astragalin was used to treat HGC鄄27 cells, the cell proliferation activity was detected by CCK鄄8 method, the
cell morphology was observed under inverted microscope, hoechst 33342 and JC鄄1 staining were used to observe the changes of nucleus
formation and mitochondrial membrane potential, the cell cycle and apoptosis rate were detected by flow cytometry, the reverse tran鄄
scription level of the gene was analyzed by the second鄄generation sequencer. Results: Astragalin inhibited the proliferation of HGC鄄27
significantly (P<0. 01), down鄄regulated mitochondrial membrane potential, induced cell apoptosis, blocked the cell cycle in G1 pro鄄
phase. At the same time, Astragalin up鄄regulated the transcription levels of genes bax and bad, down鄄regulated the transcription levels
of genes egf, egfr, pik3cb, pdk1, akt3 and bcl鄄2. Western blot analysis also showed that the expressions of PI3K and Akt protein were
decreased, and the proportion of Bax and BCL鄄2 protein was increased significantly (P<0. 01). Conclusion: The apoptosis of undif鄄
ferentiated gastric cancer cell line HGC鄄27 can be induced by Astragalin through inhibition of EGFR / PDK / Akt signaling pathway, and
the cell cycle can be blocked in G1 phase, which has a certain therapeutic effect on undifferentiated gastric cancer.
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摇 摇 胃癌是一种常见的恶性肿瘤,全球 2018 年胃癌

发病人数超过 100 万,死亡人数约 76 万[1]。 手术切

除、放疗、化疗等方法为胃癌现有治疗手段。 早期胃

癌可通过单纯手术达到治愈目的,但由于胃癌发病

隐匿,往往肿瘤确诊时已发展至中晚期,早已发生远

端转移,无法通过手术获得良好的治疗效果[2]。 现

阶段 S鄄1 化疗方案为胃癌中晚期患者治疗的主要方

式[3],但该疗法费用高、副作用大、易产生耐药性,
胃癌中晚期患者中位生存时间仅有 1 年左右[3, 4],
故而临床上未实现对胃癌真正意义上的治疗。 因此

迫切需要寻找副反应少、疗效好的胃癌治疗新药。
紫云英苷(Astragalin,Ast)是具有多种生物活性

的一种天然黄酮醇苷,在柿叶、绿茶种子和多种药用

植物中含量丰富[5]。 目前,紫云英苷被广泛应用于

食品中,尚未发现其毒副作用[6, 7]。 已有研究证实,
紫云英苷具有抗炎、抗氧化、抗糖尿病、保护心脏和

抑制肝癌细胞增殖等作用[7, 8],但其抗未分化胃癌

的作用及其确切机制尚未完全揭示。 因此,本实验
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将紫云英苷作用于未分化的胃癌细胞株 HGC鄄27,分
析其药效并揭示其作用的相关分子机制。

1摇 材料与方法

1. 1摇 实验材料

人胃癌细胞株 HGC鄄27 为本实验室保存;RPMI
1640 培养液、胎牛血清、胰酶、PBS 购自美国 Gibco
公司;青链霉素混合液来自北京 Solarbio 科技有限

公司;紫云英苷 (用二甲基亚砜制成原液)、 Cell
Counting Kit鄄8 源自美国 Medchem Express 公司;细
胞凋亡检测试剂盒、细胞周期检测试剂盒购买于上

海生工生物股份有限公司;Hoechst 33342 试剂、JC鄄1
线粒体膜电位检测试剂盒源于上海碧云天;Trizol 由
美国 Invitrogen 公司提供;一抗和酶标二抗为武汉博

士德生物公司产品。
1. 2摇 细胞培养

将 RPMI 1640 完全培养基复苏后的 HGC鄄27 细

胞放置于细胞孵箱中进行培养。 待细胞呈指数倍增

长时,用 1640 完全培养液将细胞稀释至 5 伊 104

cells / ml 后进行下述实验。
1. 3摇 CCK鄄8 测定法检测细胞增殖情况

取上述浓度的胃癌细胞 HGC鄄27 以 90 滋l / well
接种入 96 孔细胞培养板中。 待 HGC鄄27 细胞培养

至贴壁后,分别加入浓度为 0、125、250、500 滋g / ml
的紫云英苷药液(10 滋l / well,终浓度为 0、12. 5、25、
50 滋g / ml),每个浓度设 3 复孔。 将 96 孔板置于孵

箱中分别培养 0、24、48、72 h,使用倒置显微镜观察

细胞形态,按 10 滋l / well 加入 CCK鄄8 染液继续培养

3 h,用酶标仪(BIO RAD iMark)在一定波长下(本实

验选用 450 nm)测量吸光度,记录后绘制细胞增殖

曲线,观察紫云英苷对 HGC鄄27 细胞的作用效果,筛
选该药作用有效浓度,并以该浓度作为机制分析的

实验浓度进行以下实验。
1. 4摇 Hoechst 33342 染色观察细胞核形

取经过处理的浓度为 5 伊 104 cells / ml 的胃癌细

胞 HGC鄄27 铺于 96 孔细胞培养板中(90 滋l / well)。
至 HGC鄄27 细胞贴壁后,弃尽培养液,分别加入终浓

度为 0、50 滋g / ml 的紫云英苷药液(100 滋l / well),在
细胞培养箱中孵育 24 h。 弃去培养液,PBS 洗涤后

加入 10 ng / ml 的 hoechst 33342 染液(40 滋l / well),
在室温及暗视野环境下培养 10 min 后 PBS 清洗 2
遍,弃尽液体,以 30 滋l / well 的量加入 PBS,使用荧

光倒置显微镜观察细胞核核形变化并拍照。
1. 5摇 JC鄄1 染色检测线粒体膜电位

取上述浓度为 5 伊 104 cells / ml 的 HGC鄄27 细胞

以 5 000 cells / well 种于 96 孔细胞培养板中。 待

HGC鄄27 细胞贴壁生长后,将培养液换成 100 滋l 终
浓度为 0、50 滋g / ml 的紫云英苷药液,于 37益 5%
CO2及饱和适度的培养箱中培育 24 h。 吸弃培养液

50 滋l,换成相应容积的 JC鄄1 染液,在黑暗环境下培

养 20 min 后,PBS 清洗 2 遍,加完全细胞培养液 50
滋l / well,小高内涵显微镜观察细胞的线粒体膜电位

变化。
1. 6摇 流式细胞仪测定细胞周期

取浓度为 1 伊 105 cells / ml 的胃癌细胞 HGC鄄27
以 2 ml / well 的量铺入 6 孔板中。 待胃癌细胞 HGC鄄
27 贴壁后,换成终浓度为 0、50 滋g / ml 的紫云英苷

药液(2 ml / well),在 37益 5% CO2环境下培养 24 h。
取出 6 孔板,PBS 清洗 2 遍,滴加胰酶 200 滋l,收集

消化后的细胞,清洗离心(1 000 r / min,5 min)后回

收细胞,加入 70% 冰乙醇混匀后,鄄20益 冷藏过夜。
用相同条件离心回收 HGC鄄27 细胞后,用 PBS 进行

2 遍洗涤。 按照细胞周期检测试剂盒说明书的步骤

进行 PI 染色,并用流式细胞仪分析细胞周期。
1. 7摇 流式细胞仪分析细胞凋亡率

取上述浓度为 1 伊 105 cells / ml 的 HGC鄄27 细胞

以 2 ml / well 的量铺入 6 孔板。 待 HGC鄄27 细胞贴壁

生长后,换成终浓度为 0、50 滋g / ml 的紫云英苷药液

(2 ml / well),在 37益 5% CO2环境下培养 24 h。 取

出 6 孔培养板,PBS 洗涤 2 遍,每孔滴加 200 滋l 胰
酶,消化后收集细胞,离心(1 000 r / min,5 min)、回
收并洗涤细胞。 按细胞凋亡检测试剂盒说明书的步

骤进行染色,并用流式细胞仪分析细胞凋亡水平。
1. 8摇 二代测序分析基因逆转录水平

取用 RPMI1640 培养液稀释成 1 伊105 cells / ml
的 HGC鄄27 细胞悬液,2 ml / well 铺入 6 孔板。 待胃

癌细胞 HGC鄄27 开始贴壁生长后,换成终浓度为 0、
50 滋g / ml 的紫云英苷药液(2 ml / well),在 37益 5%
CO2环境下培养 24 h。 弃上清完全后,清洗 2 遍,按
0. 5 ml / well 加入 Trizol,提取 RNA(试剂用量和方法

参照 Trizol 使用说明书)。 Nanodrop 2000 定量 RNA
后,取 2 滋g RNA 送至诺禾致源公司完成逆转录组

测序和结果分析。
1. 9摇 Western blot 分析蛋白表达的改变

紫云英苷配制浓度分别为 0 和 50 滋g / ml(DM鄄
SO 浓度臆0. 01 % ),待 HGC鄄27 细胞在六孔板中生

长至细胞融合度 70% ,每孔添加 200 滋l 药液。 将 6
孔板放回至培养箱内,大黄酸作用于细胞 24 h。 离

心弃上清,用 PBS 洗 2 次,细胞回收后加入 SDS 裂

解液使细胞裂解,持续 2 s 后离心,10 000 r / min 离
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心 5 min,按比例加入 5伊loading buffer ,在金属浴中

95益加热 5 min。 以 GAPDH 为内参照进行 Western
blot 检测,观察 PI3K、AKT、Bax 和 Bcl鄄2 蛋白的表达

水平。
1. 10摇 统计学处理

由 SPSS 25 软件进行统计学分析实验数据,实
验结果以均数依标准差(軃x依s)表示。 两组间比较采

用独立样本 t 检验,多组间比较采用单因素分析

(ANOVA)。

2摇 结果

2. 1摇 紫云英苷对 HGC鄄27 细胞增殖活性的影响

终浓度分别为 0、12. 5、25、50 滋g / ml 的紫云英

苷作用 HGC鄄27 细胞 0、24、48、72 h 后,CCK鄄8 检测

发现(图 1鄄1),紫云英苷可下调 HGC鄄27 细胞的增殖

活性,并且其作用效果与药物作用时长、药物浓度呈

正相关。 经统计学分析,在 72 h 时,浓度为 12. 5、25
和 50 滋g / ml 的紫云英苷对 HGC鄄27 细胞的增殖均

有一定的抑制作用,其中 50 滋g / ml 的紫云英苷对

HGC鄄27 细胞的抑制作用最显著(P<0. 01)。 同时,
倒置显微镜观察发现(图 1鄄2),50 滋g / ml 的紫云英

苷作用 HGC鄄27 细胞 24 h 后,部分细胞收缩变圆,成
泡状,极易脱落。 因此后续实验选用 50 滋g / ml 这一

用药终浓度作为 Astragalin 作用机制分析的实验浓

度。

Fig. 1鄄1摇 The effects of Astragalin on the proliferation ability of
HGC鄄27 cells (n=3)
*P<0. 05,**P<0. 01 vs 0 滋g / ml group

Fig. 1鄄2摇 The morphological changes of HGC鄄27 cells after As鄄
tragalin treatment (伊100)

2. 2摇 紫云英苷对 HGC鄄27 细胞核形的影响

HGC鄄27 细胞经 50 滋g / ml 紫云英苷作用 24 h
后,hoechst 33342 染色结果显示(图 2),与对照组相

比,实验组细胞数量明显减少,细胞核出现浓缩(红
色)、碎裂(橙色)现象,并出现了凋亡小体。

Fig. 2摇 The results of hoechst 33342 after Astragalin treatment
(伊100)

2. 3摇 ziyyg 对 HGC鄄27 细胞线粒体膜电位的影响

JC鄄1 染色结果显示(图 3),用终浓度为 50 滋g /
ml 的紫云英苷作用 HGC鄄27 细胞 24 h,细胞回缩,
JC鄄1 由聚合物变为单体,红色荧光颗粒减少,大量

细胞仅发出绿色的荧光,提示紫云英苷可下调

HGC鄄27 细胞线粒体膜电位。

Fig. 3 摇 The results of JC鄄1 staining after Astragalin treatment
(伊10)

2. 4摇 紫云英苷对 HGC鄄27 细胞周期的影响

细胞周期结果如图 4 表 1 所示,浓度为 50 滋g /
ml 的紫云英苷作用于 HGC鄄27 细胞 24 h 后,处于

G1 期细胞的比例增加(74. 89%寅83. 37 % ),G2 期

细胞的比例显著减小 ( 13. 65 % 寅6. 90% , P <
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0. 01)。 紫云英苷促进 HGC鄄27 细胞凋亡的同时可

将细胞阻滞于 G1。

Fig. 4摇 The results of cell cycle of HGC鄄27 cells after Astraga鄄
lin treatment
*P<0. 05,**P<0. 01 vs 0 滋g / ml group

Tab. 1摇 The results of cell cycle of HGC鄄27 cells after Astraga鄄
lin treatment

Group G1 S G2
0 滋g / ml 74. 89 11. 46 13. 65
50 滋g / ml 83. 37 9. 73 6. 90**

摇 摇 **P<0. 01 vs 0 滋g / ml group

2. 5摇 紫云英苷对 HGC鄄27 细胞凋亡率和死亡率的

影响

结果显示(图 5,表 2),浓度为 0、50 滋g / ml 的紫

云英苷作用于 HGC鄄27 细胞 24 h 后,经流式细胞仪

检测发现浓度为 50 滋g / ml 的紫云英苷可显著诱导

HGC鄄27 细胞凋亡(1. 4 %寅17. 63 % ,P<0. 01)。

Fig. 5摇 The results of apoptosis and motality of HGC鄄27 cells
after Astragalin treatment
*P<0. 05,**P<0. 01 vs 0 滋g / ml group

Tab. 2摇 The results of apoptosis and motality of HGC鄄27 cells
after Astragalin treatment

Group Normal Apootosis Necrosis
0 滋g / ml 98. 54 1. 4 0. 05
50 滋g / ml 79. 05 17. 63** 3. 33

摇 摇 **P<0. 01 vs 0 滋g / ml group

2. 6摇 紫云英苷对HGC鄄27 细胞增殖、凋亡相关基因

mRNA 水平的影响

图 6 为逆转录组测序结果的示意图,从中可

见,与 0 滋g / ml 组比较,50 滋g / ml 的紫云英苷可使

HGC鄄27 细胞的基因 bax、bad mRNA 水平明显上调,
而 egf、egfr、pik3cb、pdk1、akt3、bcl鄄2、sgk3 等基因的

逆转录水平显著下调。

Fig. 6 摇 The results of reverse transcriptome sequencing of
HGC鄄27 cells after Astragalin treatment
*P<0. 05,**P<0. 01 vs 0 滋g / ml group

2. 7摇 紫云英苷对 HGC鄄27 细胞蛋白表达水平的影

响

Western blot 实验结果显示 HGC鄄27 细胞经 50
滋g / ml 紫云英苷作用 24 h 后,Western blot 检测结果

显示, Bax 蛋白的表达水平显著上调,而 BCL鄄2、
PI3K 和 AKT 蛋白的表达下调。

Fig. 7摇 The results of Western blot. HGC鄄27 cells were treated
with 0 and 50 滋g / ml Astragalin

3摇 讨论

胃癌严重危害人们的健康,其新药的发现和新

治疗方案的探索一直受到人们的关注。 胃癌的发生

发展与癌细胞内基因的转录水平关系密切,其中

EGFR 是一种酪氨酸激酶型受体,可与配体 EGF 结

合可形成二聚体[9]。 已有研究证明,通过引起 EG鄄
FR 活化或内化,可激活 PI3K / AKT 通路,而 PI3K /
AKT 通路下游有许多具有调控细胞增殖,影响细胞

凋亡等作用的因子(如 GSK3茁、FOXO3A、P53),降
低 PI3K / AKT 通路的活性对黑色素瘤、乳腺癌、胃癌

等多种癌症的发生发展有抑制作用[10鄄14]。 因此,若
能够抑制胃癌细胞 egfr 基因的转录和 PI3K / AKT 通

路的活化,极有可能影响胃癌细胞增殖、凋亡和周期

等生物学功能。
本实验将紫云英苷作用于胃癌细胞株 HGC鄄27,
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结果显示,紫云英苷上调 HGC鄄27 细胞基因 bax、bad
mRNA 水平,而 egf、 egfr、 pik3cb、 pdk1、 akt3、 bcl鄄2、
sgk3 等基因的逆转录水平显著下降。 WB 结果显

示,紫云英苷上调 HGC鄄27 细胞 BAX 的表达水平,
下调 PI3K、AKT 和 BCL鄄2 的表达水平,BCL鄄2 / BAX
的值显著下降。 其中,EGF、EGFR 转录水平的下调,
减少 EGFR 与配体 EGF 结合形成二聚体的几率,并
抑制 pik3cb、 pdk1、 akt3 基 因 的 转 录。 PIK3CB、
PDK1、 AKT3 为 PI3K / AKT 通 路 的 重 要 成 员,
PIK3CB(编码 p110茁 基因)为 IA 类 PI3K 的组成成

分,在细胞中广泛表达;PDK1 属于 AGC 蛋白激酶家

族,可磷酸化 AKT3;akt3 作为一种致癌基因,它的

高表达可介导癌症发展,在 PI3K / AKT 通路中发挥

显著作用[11, 14鄄16]。 因此,当这三个表达水平受抑

后,PI3K / AKT 下游级联反应也必将受抑,尤其是与

该通路紧密相关的 bcl鄄2 基因家族成员的逆转录水

平会被显著影响。 bcl鄄2 家族是细胞凋亡过程中关

键的凋亡调节因子,包括两类基因,一种是以 bax、
bad 为代表的促凋亡基因,另一种是以 bcl鄄2 为代表

的抗凋亡基因[17]。 而调控细胞凋亡的关键包括

bcl鄄2 / bax 的比值,当 bcl鄄2 / bax 下降时,bax 与 bcl鄄2
二聚体比值上升,促使线粒体膜电位下降及通透性

增加,诱导 Cyt鄄c 释放并增强凋亡诱导因子活性,从
而导致细胞凋亡[17, 18]。 本研究中逆转录组测序结

果也证实紫云英苷作用后,HGC鄄27 细胞 bad、bax 基

因的逆转录水平上调,而 bcl鄄2 基因逆转录下降,
HGC鄄27 细胞内蛋白 BCL鄄2 / BAX 的比值发生变化,
出现线粒体膜电位降低,细胞核浓缩、碎裂,并形成

凋亡小体。 同时,在本研究中,作为 pdk1 下游因子

的 sgk3 的逆转录水平显著下调。 有研究表明,sgk3
已被证实在多种肿瘤细胞的增殖和存活过程中发挥

重要作用,当其活性被抑制时,可使细胞周期阻滞在

G1 期,进而抑制细胞增殖[12],这与本实验中流式细

胞仪检测细胞周期结果相符。
综上所述,紫云英苷可通过抑制 EGFR / PDK /

AKT 信号通路,诱导细胞发生凋亡,使胃癌细胞增

殖活性下调,细胞周期阻滞在 G1 期,具有潜在的抗

胃癌的作用,值得进一步深入研究。
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