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黄芪中有效成分对人食道癌 HCE-4 细胞凋亡的影响 
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摘  要：目的  研究黄芪有效成分芒柄花素与黄芪甲苷 IV 对人食道癌 HCE-4 细胞的凋亡作用及其分子机制。方法  MTT 法

检测黄芪提取物（阳性对照药）、芒柄花素与黄芪甲苷 IV 对人食道癌 HCE-4 细胞的增殖抑制作用，Annexin V-FITC/PI 双染法

检测 3 种药物诱导 HCE-4 细胞凋亡的能力，Western blotting 法检测凋亡相关蛋白的表达变化。结果  芒柄花素与黄芪甲苷 IV
对 HCE-4 细胞具有良好的生长抑制作用，其效果呈浓度依赖性；芒柄花素与黄芪甲苷 IV 能够诱导 HCE-4 细胞的凋亡且呈时间

依赖性；芒柄花素与黄芪甲苷 IV 处理 HCE-4 细胞后，抗凋亡蛋白 p-AKT 的表达量明显减少，促凋亡蛋白 cleaved-caspase-3 表

达量增加。结论  黄芪有效成分芒柄花素与黄芪甲苷 IV 通过调控 AKT 信号转导途径诱导人食道癌 HCE-4 细胞凋亡。 
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Molecular mechanism of induction on apoptosis of human esophageal cancer 
HCE-4 cells by active components from Astragalus membranaceus 
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Abstract: Objective  To investigate the pharmacologic effects and apoptotic mechanism of active components from Astragalus 
membranaceus on human esophageal cancer HCE-4 cells. Methods  The viabilities of HCE-4 cells were measured by MTT assay. The 
inhibition of active components from A. membranaceus on apoptosis of HCE-4 cells was detected by Annexin V-FITC/PI double 
staining. The apoptotic-related protein expression levels were determined by Western blotting. Results  Formononetin and astragaloside 
IV suppressed the proliferation of HCE-4 cells in a dose-dependent manner. The Annexin V-FITC/PI double staining results showed that 
formononetin and astragaloside IV could induce HCE-4 cells apoptosis in a time-dependent manner. The Western blotting results showed 
that formononetin and astragaloside IV could significantly down-regulate p-AKT, Pro-caspase-9, and Pro-caspase-3 protein expression in 
HCE-4 cells. Conclusion  Active components from A. membranaceus such as formononetin and astragaloside IV significantly inhibits 
the proliferation of human esophageal cancer HCE-4 cells by inducing mitochondrial dependent apoptosis via AKT signaling pathway. 
Key words: human esophageal cancer HCE-4 cells; formononetin; astragaloside IV; Astragalus root extract; apoptosis; AKT signal pathway 
 

食道癌是发生在食管上皮组织的恶性肿瘤，占

所有肿瘤的 2%。我国是食道癌的高发国家，也是食

道癌死亡率最高的国家，死亡患者仅次于胃癌居第

二位，食道癌严重威胁着我国人民的健康和生命[1]。

尽管目前有很多种抗癌药物，但由于毒副作用和抗

药性等诸多问题，其效果还不太理想[2]。因此，寻

找一种疗效好且毒副作用小的抗癌药物显得至关重

要。黄芪，又名黄耆，是常用的中草药之一，主要 
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由黄芪皂苷、黄酮类化合物、多糖、氨基酸和一些

微量元素组成，具有抗炎、抗衰老、降血压、降血

糖、保肝等作用[3-4]。研究报道，黄芪中的主要成分

芒柄花素与黄芪甲苷 IV 还具有抗肿瘤效果[5-6]，但

是其对食道癌的药效及药理作用机制尚不清楚。本

实验通过细胞生物学和分子生物学方法阐明芒柄花

素与黄芪甲苷 IV 对人食道癌 HCE-4 细胞的杀伤作

用，诱导细胞凋亡作用以及相关信号转导途径，为

黄芪的有效利用以及治疗食道癌提供理论依据。 
1  材料 
1.1  细胞 

人食道癌 HCE-4 细胞系，购于中国科学院细胞

研究所。 
1.2  药物与试剂 

黄芪提取物，批号 JZ140081105，主要成分为

黄芪甲苷和黄芪多糖，质量分数分别为 30%和 70%；

芒柄花素（批号 JZ15072202，质量分数为 98%）和

黄芪甲苷 IV（批号 JZ15091604，质量分数为 98%），

均购自南京景竹生物科技有限公司。 
MTT（美国 Amresco 公司）；Annexin V-FITC 细

胞凋亡检测试剂盒（上海碧云天生物技术有限公司）；

p-AKT、AKT、pro-caspase-3、cleaved-caspase-3、β-actin
等抗体（美国 Santa Cruz 公司）；ECL 化学发光试剂

（美国 Thermo 公司），其他试剂均为国产分析纯。 
1.3  主要仪器 

电泳仪及半干转印仪（美国 Bio-rad 公司）；ELX
酶标仪（美国伯腾仪器有限公司）；倒置显微镜（德

国 Leica 公司）；FACSCalibvr 型流式细胞仪（美国

BD 公司）；MicroChemi 4.0 型化学发光型凝胶成像

系统（以色列 DNR 成像系统有限公司）。 
2  方法 
2.1  细胞培养 

人食道癌 HCE-4 细胞用含有 10%胎牛血清

（FBS）、100 U/mL青霉素、100 µg/mL链霉素的RPMI 
1640 培养液培养于 37 ℃、5% CO2的培养箱中。细

胞贴壁程度达到 70%～80%时，进行传代培养。 
2.2  MTT 法检测细胞存活率 

将状态良好的 HCE-4 细胞以每孔 1×104 个的

密度接种至 96 孔板，培养 24 h。用含有 1% FBS 的

培养液饥饿预处理 2 h 后，加入不同浓度的药物处

理 24 h，其中芒柄花素与黄芪甲苷 IV 的浓度为 6.3、
25、50、100、200 μmol/L，黄芪提取物的浓度为 16、
25、50、100、200 μmol/L（摩尔浓度以黄芪多糖计，

黄芪多糖分子式为 C10H7ClN2O2S ，分子量为

254.69），对照组加入等体积的 DMSO。 
每孔加入 15 µL 的 MTT 溶液（5 mg/mL），在

培养箱中避光孵育 2～4 h 后，磷酸缓冲液（PBS）
洗涤 1～3 次（避免洗去甲瓒）。每孔加入 100 μL 的

DMSO，在摇床上混匀 10 min，酶标仪检测 590 nm
处吸光度（A）值，计算细胞存活率和 IC50 值。设

空白调零组，不接种细胞，加入 100 μL 的 DMSO。

每个实验组设定 8 个复孔，实验重复 3 次。 
细胞存活率＝（实验组 A 值－空白调零组 A 值）/（对

照组 A 值－空白调零组 A 值） 

2.3  Annexin V-FITC/PI 双染法观察细胞凋亡 
将 HCE-4 细胞接种至 6 孔板（每孔 1.2×105

个），培养过夜。分别用 100 μmol/L 的芒柄花素、

黄芪甲苷 IV 及阳性药黄芪提取物处理细胞不同时

间（0、3、6、12、24 h）。按照 Annexin V-FITC/PI
细胞凋亡检测试剂盒说明书进行染色，通过荧光显

微镜观察并分析细胞凋亡情况。 
2.4  Western blotting 法检测凋亡相关蛋白表达变化 

将 HCE-4 细胞接种至 6 孔板（每孔 1.2×105

个），用终浓度为 100 μmol/L 的黄芪甲苷 IV、芒柄

花素及阳性药黄芪提取物处理细胞 0、3、6、12、
24 h，裂解细胞，提取蛋白，SDS-PAGE 分离，转

膜，5%脱脂牛奶封闭，一抗封闭过夜，二抗室温孵

育 2 h，化学发光凝胶成像系统检测，Image J 1.42
软件对条带进行灰度分析，实验重复 3 次。 
2.5  统计学方法 

实验数据以 ±x s 表示，采用 SPSS 11.0 软件包

分析，各处理组间比较采用 t 检验。 

3  结果 
3.1  对人食道癌 HCE-4 细胞的生长抑制作用 

芒柄花素与黄芪甲苷 IV 对人食道癌 HCE-4 细

胞生长具有明显的抑制作用，且呈剂量相关性，IC50

分别为 91.2、55.0 μmol/L。芒柄花素与黄芪甲苷 IV
对 HCE-4 细胞的生长抑制作用明显高于对照药黄

芪提取物，差异显著（P＜0.01），其中黄芪甲苷

IV 的抑制作用最为明显。结果见图 1。 
3.2  对人食道癌 HCE-4 细胞的凋亡作用 

对照组细胞生长贴壁较牢固，细胞间紧密相连，

细胞边界清晰，细胞膜完整。随着芒柄花素与黄芪

甲苷 IV 处理时间的增加，细胞形态发生明显变化，

体积变小，形态逐渐变圆、不规则，细胞间接触松

散，表现出细胞凋亡的典型特征。Annexin V-FITC



  Drug Evaluation Research  第 39 卷 第 3 期  2016 年 6 月 

     

• 379 •

和 PI 的荧光强度也随着药物处理时间的增加而逐

渐增加，说明芒柄花素与黄芪甲苷 IV 对 HCE-4 细

胞具有良好的诱导凋亡作用，并呈时间相关性，其

中黄芪甲苷 IV 的作用最为明显。结果见图 2、3。  

              
 

与对照组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001，下同 
**P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group, same as below 

图 1  黄芪提取物、芒柄花素及黄芪甲苷 IV 对 HCE-4 细胞存活率的影响 ( x ±s, n = 3) 
Fig.1  Cytotoxic activity of Astragalus root extract, formononetin, and astragaloside IV against HCE-4 cells ( x ±s, n = 3) 

0 h            3 h            6 h             12 h           24 h 

      

      

      

图 2  Annexin V-FITC/PI 双染检测黄芪有效成分对 HCE-4 细胞的诱导凋亡作用 ( x ±s, n = 3) 
Fig. 2  Induction on apoptosis of HCE-4 cells by active components from A. membranaceus using Annexin V-FITC/PI double 

staining ( x ±s, n = 3) 
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与黄芪提取物组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001 

**P < 0.01  ***P < 0.001 vs Astragalus Root Extract group 

图 3  Annexin V-FITC/PI 双染定量分析检测黄芪有效成分

对 HCE-4 细胞的诱导凋亡作用 ( x ±s, n = 3) 
Fig. 3  Induction on apoptosis of HCE-4 cells by active 

components from A. membranaceus using quantify- 
cation of Annexin V-FITC/PI double staining 
fluorescence intensity ( x ±s, n = 3) 

3.3  对 AKT 信号通路相关蛋白表达的影响 
随着芒柄花素与黄芪甲苷 IV 处理时间的增加，

抗凋亡因子 p-AKT 蛋白表达量逐渐降低，促凋亡因

子 cleaved-caspase-3 蛋白表达量逐渐增加。与黄芪提

取物组比较，差异显著（P＜0.05），结果见图 4。 
4  讨论 

食道癌是一种多因素、多阶段、多基因变异积

累及相互作用的恶性肿瘤，在分子水平上涉及众多

原癌基因、抑癌基因以及蛋白质的改变。黄芪是具

有多种功效的我国优良中药材之一，但针对黄芪有

效成分的药理研究并不多。本研究结果显示，黄芪

有效成分芒柄花素与黄芪甲苷 IV 对人食道癌

HCE-4 细胞具有良好的杀伤作用，其中黄芪甲苷 IV
的杀伤效果尤为突出。有研究报道，肿瘤的发生主

要是由于细胞的无限增殖和细胞凋亡受到抑制而引

起的[7]。本实验中 Annexin V-FITC/PI 双染检测结果

表明，芒柄花素与黄芪甲苷 IV 均可诱导 HCE-4 细
 

            
 

            
 

            
 

与 0 h 组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001 
**P < 0.01  ***P < 0.001 vs 0 h group 

图 4  黄芪有效成分黄芪提取物(A)、芒柄花素(B)及黄芪甲苷 IV(C)对细胞凋亡相关蛋白表达的影响 ( x ±s, n = 3) 
Fig. 4  Effects of active components from A. membranaceus such as Astragalus root extract (A), formononetin (B), and 

astragaloside IV (C) against apoptosis related protein expression levels ( x ±s, n = 3) 
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胞凋亡，且黄芪甲苷Ⅳ的诱导凋亡效果更显著。肿

瘤细胞的凋亡过程是由多种凋亡相关蛋白参与的。

如 AKT、Caspase 家族在凋亡相关的信号通路中起

非常重要的作用[8-9]。有研究报道，芒柄花素和黄芪

甲苷 IV可通过AKT信号通路调节 caspase-3的活性

进一步诱导一些癌细胞发生凋亡[10-12]。本实验中

Western blotting 结果表明，芒柄花素与黄芪甲苷 IV
可下调抗凋亡因子 p-AKT 蛋白表达，上调促凋亡因

子 cleaved-caspase-3 蛋白表达，进而诱导 HCE-4 细

胞的凋亡，验证了黄芪有效成分是通过调控 AKT
介导的线粒体凋亡信号转导途径调控细胞凋亡的。 

目前，对于黄芪的有效成分、药理作用及其制

剂的临床应用方面的研究还尚未完善，今后应对黄

芪的有效成分，尤其是单体成分进行深入的研究，

进一步使黄芪发挥出更高的药用价值和经济价值。 
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