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淫羊藿素通过 Akt/mTOR 调控糖酵解抑制肝内胆管癌细胞增殖的作用机制
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摘  要：目的  探究淫羊藿素对人肝内胆管癌 HuCCT1 细胞增殖的影响及其作用机制。方法  CCK-8 法检测淫羊藿素对

HuCCT1 细胞增殖活性的影响；平板克隆法检测淫羊藿素对 HuCCT1 细胞集落形成能力的影响；流式细胞术检测淫羊藿素

对 HuCCT1 细胞周期的影响；分光光度法检测淫羊藿素对 HuCCT1 细胞葡萄糖摄取量、乳酸生成量、三磷酸腺苷（adenosine 

triphosphate，ATP）生成量以及己糖激酶（hexokinase，HK）和丙酮酸激酶（pyruvate kinase，PK）活性的影响；Western blotting

法检测淫羊藿素对 HuCCT1 细胞中增殖相关蛋白和蛋白激酶 B（protein kinase B，Akt）/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mammalian 

target of rapamycin，mTOR）通路及糖酵解相关蛋白表达的影响；Western blotting 检测淫羊藿素对瞬时转染 Akt 基因质粒的

HuCCT1 细胞中 Akt/mTOR 及糖酵解相关蛋白表达的影响。结果  淫羊藿素显著抑制 HuCCT1 细胞的活力，并呈时间和剂

量相关性；淫羊藿素呈剂量相关性地抑制 HuCCT1 细胞的集落形成（P＜0.001）；淫羊藿素可以将 HuCCT1 细胞周期阻滞在

G1 期，并显著降低增殖相关蛋白的表达水平（P＜0.05）；淫羊藿素可以显著降低 HuCCT1 细胞葡萄糖摄取量、乳酸生成量

及 ATP 生成量（P＜0.05、0.01、0.001）；淫羊藿素显著抑制糖酵解相关酶（HK、PK）的活性以及蛋白表达水平（P＜0.05、

0.01、0.001）；淫羊藿素显著降低磷酸化 Akt（phosphorylated Akt，p-Akt）、磷酸化 mTOR（phosphorylated mTOR，p-mTOR）、

磷酸化核糖体蛋白 S6（phosphorylated ribosomal protein S6，p-RPS6）的蛋白表达水平（P＜0.05、0.01）；淫羊藿素显著降低

Akt 基因过表达的 HuCCT1 细胞中 p-Akt、p-mTOR、p-RPS6、HK1、HK2、PKM1、PKM2 的蛋白表达水平（P＜0.05、0.01、

0.001）。结论  淫羊藿素能够抑制 HuCCT1 细胞的增殖，其作用机制可能与 Akt/mTOR 信号通路调控的糖酵解途径有关。 
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Abstract: Objective  To investigate the effect and mechanism of icaritin on proliferation of human intrahepatic cholangiocarcinoma 

HuCCT1 cells. Methods  CCK-8 method was used to detect the effect of icaritin on proliferation activity of HuCCT1 cells. Plate 

cloning method was used to detect the effect of icaritin on colony formation ability of HuCCT1 cells. Flow cytometry was used to 

detect the effect of icaritin on cell cycle of HuCCT1 cells. Spectrophotometric method was used to detect the effect of icaritin on 
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glucose uptake, lactate production and adenosine triphosphate (ATP) production of HuCCT1 cells and activities of hexokinase (HK) 

and pyruvate kinase (PK) in cells. Western blotting was used to detect the effect of icaritin on expression levels of proliferation-related 

proteins, protein kinase B (Akt)/mammalian target of rapamycin (mTOR) pathway and glycolysis-related proteins in HuCCT1 cells. 

Western blotting was used to detect the effect of icaritin on expression levels of Akt/mTOR and glycolysis-related proteins in HuCCT1 

cells transiently transfected with Akt plasmids. Results  Icaritin significantly inhibited the viability of HuCCT1 cells in a time-and 

dose-dependent manner. Icaritin significantly inhibited the colony formation of HuCCT1 cells in a dose-dependent manner (P < 0.001). 

Icaritin blocked cell cycle of HuCCT1 in G1 phase, and significantly reduced the expression levels of proliferation-related proteins 

(P < 0.05). Icaritin significantly reduced glucose uptake, lactate production and ATP production in HuCCT1 cells (P < 0.05, 0.01, 

0.001). Icaritin significantly inhibited the activities of glycolysis-related enzymes and protein expression levels (P < 0.05, 0.01, 0.001). 

Icaritin significantly reduced the expression levels of phosphorylated Akt (p-Akt), phosphorylated mTOR (p-mTOR) and 

phosphorylated ribosomal protein S6 (p-RPS6) (P < 0.05, 0.01). Icaritin significantly reduced the expression levels of p-Akt p-mTOR, 

p-RPS6, HK1, HK2, PKM1 and PKM2 in HuCCT1 cells over-expressing Akt gene (P < 0.05, 0.01, 0.001). Conclusion  Icaritin can 

inhibit the proliferation of HuCCT1 cells, and its mechanism may be related to Akt/mTOR-mediated glycolysis pathway. 

Key words: icaritin; intrahepatic cholangiocarcinoma; proliferation; glycolysis; protein kinase B/mammalian target of rapamycin 

肝内胆管癌（intrahepatic cholangiocarcinoma，

ICC）是起源于肝内胆管上皮细胞的原发性恶性肿

瘤，是继肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）

之后第 2 常见的肝恶性肿瘤，占原发性肝癌的

10%～15%[1]。临床上主要以药物化疗为主，吉西他

滨联合铂类仍是治疗 ICC 的一线选择，但会使患者

出现不良反应或产生耐药性[2]。因此，寻找更加安

全有效的药物对临床上治疗 ICC 具有重要意义。 

能量代谢的异常改变是肿瘤细胞的主要特征之

一，这种代谢表型的特征是优先依赖有氧糖酵解产

生能量[3]。有研究表明，抑制肿瘤糖酵解途径可以

有效抑制肿瘤细胞的增殖，甚至起到杀灭肿瘤细胞

的作用[4]。同时，研究证实蛋白激酶 B（protein kinase 

B，Akt）/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mammalian 

target of rapamycin，mTOR）可以促进糖酵解途径中

关键酶的表达，导致肿瘤细胞的葡萄糖摄取增强和

糖酵解途径异常活跃，增加能量供应，促使肿瘤细

胞无限增殖[5-7]。以上结果表明，Akt/mTOR 信号通

路与糖酵解密切相关。因此，抑制 Akt/mTOR 信号

通路调控的糖酵解途径，降低肿瘤细胞的能量供应，

可以成为治疗 ICC 的有效策略。 

淫羊藿素是从中药小檗科植物淫羊藿中分离得

到的异戊二烯类黄酮衍生物。研究发现，淫羊藿素

可以通过诱导细胞周期阻滞、促进细胞凋亡和坏死、

干预肿瘤相关信号通路、抑制血管生成等途径对肝

细胞癌、乳腺癌、肺癌、前列腺癌等多种癌症起到

抑制作用[8-12]。Li 等[13]研究发现淫羊藿素可以抑制

恶性胶质瘤细胞的糖酵解，减少细胞的葡萄糖消耗

量和乳酸生成量，进而抑制肿瘤细胞的增殖。但是，

目前关于淫羊藿素对 ICC 的调控作用尚未见报道。

因此，本研究基于肿瘤糖酵解途径，以人肝内胆管

癌 HuCCT1 细胞为研究对象，探究淫羊藿素对

HuCCT1 细胞增殖的影响及其作用机制，为临床开

发治疗 ICC 的药物提供参考。 

1  材料 

1.1  细胞株 

HuCCT1 细胞购自上海信裕生物科技有限公司。 

1.2  药品与试剂 

淫羊藿素（质量分数≥98%，批号 PS001091）

购自成都普思生物科技股份有限公司；Akt 质粒

（ pT3-EF1α-HA-myr-AKT1 ） 由 美 国 加 州 大 学

Chenxin 实验室构建；Neofect 转染试剂（批号

D210102）购自北京零客创智生物技术有限公司；

RPMI 1640 培养基（批号 AG29546226）、0.25%胰蛋

白酶（批号 J200033）、青霉素和链霉素（批号

J120017）购自美国 Hyclone 公司；PBS 缓冲液（批

号 MA0015-Jul-29G）购自大连美仑生物技术有限公

司；胎牛血清（批号 2059461RP）购自美国 Gibco 公

司；CCK-8 试剂盒（批号 KQ749）购自日本同仁化

学研究所；结晶紫（批号 SLBP0250V）购自美国

Sigma 公司；细胞周期试剂盒（批号 EG20201109）

购自广州捷倍斯生物科技有限公司；葡萄糖氧化酶

测定试剂盒（批号 2021A1GE1011）购自北京普利莱

基因技术有限公司；二甲基亚砜（dimethyl sulfoxide，

DMSO，批号 710N0317）、乳酸含量检测试剂盒（批

号 20200612）、三磷酸腺苷（adenosine triphosphate，

ATP）含量检测试剂盒（批号 20211215）、己糖激酶

（hexokinase，HK）活性检测试剂盒（批号 20211116）、
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丙酮酸激酶（pyruvate kinase，PK）活性检测试剂盒

（批号 20210610）购自北京索莱宝生物科技有限公

司；M-PERTM 哺乳动物蛋白抽提试剂（批号

VI311347）、BCA 蛋白定量试剂盒（批号 SI251119）、

ECL 超敏化学发光液（批号 VF304274）均购自美国

Thermo Fisher Scientific 公司；蛋白酶抑制剂（批号

06021）、磷酸酶抑制剂（批号 07121）均购自康为世

纪科技有限公司；兔源磷酸化 mTOR（phosphorylated 

mTOR，p-mTOR）单克隆抗体（批号 ab109268）、

兔源核糖体蛋白 S6（ribosomal protein S6，RPS6）

单克隆抗体（批号 ab225676）均购自英国 Abcam 公

司；兔源 Akt 多克隆抗体（批号 10176-2-AP）、周期

蛋白 E1（Cyclin E1）单克隆抗体（批号 11554-1-AP）、

鼠源 β-actin 单克隆抗体（批号 HRP-60008）购自

Proteintech 公司；兔源磷酸化 Akt（phosphorylated 

Akt，p-Akt）单克隆抗体（批号 13038）、兔源磷酸

化 RPS6（phosphorylated RPS6，p-RPS6）单克隆抗

体（批号 4858）、兔源 HK1 单克隆抗体（批号 2024）、

兔源 HK2 单克隆抗体（批号 2867）、兔源 PKM1 单

克隆抗体（批号 7067）、兔源 PKM2 单克隆抗体（批

号 4053）、兔源增殖细胞核抗原（proliferation cell 

nuclear antigen，PCNA）单克隆抗体（批号 13110）、

兔源 Cyclin D1 单克隆抗体（批号 2978）、HRP 标记

的山羊抗兔 IgG 二抗（批号 7074）、HRP 标记的山

羊抗鼠 IgG 二抗（批号 7076）购自美国 CST 公司；

十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶试剂盒（批号

18D250）购自美国 EpiZyme Scientific 公司；其余试

剂为分析纯，水为去离子水。 

1.3  仪器 

MCO-15AC 型 CO2 细胞培养箱（日本 Sanyo 公

司）；VCX750 型超声波破碎仪（美国 Sonics 公司）；

CKX31 型倒置显微镜、TC20 型细胞计数器（日本

Olympus 公司）；Trans-Blot TurboTM型全能型蛋白转

膜仪、Power Pac Basic 型电泳仪、xMark 型全波长

酶标仪（美国 Bio-Rad 公司）；Centrifuge 5424R 型

高速冷冻离心机（德国 Eppendorf 公司）；XB220A

型分析天平（瑞士 Precisa 公司）；G-BOX 型成像分

析系统（英国 Syngene 公司）；Vortex-Genie2 型漩涡

混合器（美国 Scientific Industries 公司）；NovoCyte 

D2060R 型流式细胞仪（艾森生物科技有限公司）。 

2  方法 

2.1  淫羊藿素母液的配制 

精密称取淫羊藿素 3.68 mg 溶于 2 mL DMSO

中，配成浓度为 5 mmol/L 的淫羊藿素母液，经 0.22 

μm 微孔滤膜滤过，避光保存于 4 ℃，使用时用培

养基稀释。 

2.2  细胞培养 

HuCCT1 细胞用含 10%胎牛血清、100 U/mL 青

霉素、100 μg/mL 链霉素的 RPMI 1640 培养基，于

37 ℃、5% CO2 的培养箱中培养。 

2.3  淫羊藿素对 HuCCT1 细胞存活率的影响 

取处于对数生长期的 HuCCT1 细胞，以 5000

个/孔接种于 96 孔板中，设置药物组、对照组（不

含药物）和空白组（只含空白培养基）。于培养箱中

培养过夜后，药物组加入一系列浓度梯度的淫羊藿

素，对照组加入等体积的培养基。每个剂量设 6 个复

孔。分别培养 24、48 h 后，每孔加入 10 μL CCK-8

溶液，继续培养 2 h 后，采用酶标仪测定 450 nm 处

的吸光度（A）值，计算细胞存活率，并计算淫羊藿

素给药 24、48 h 的半数抑制浓度（50% concentration 

of inhibition，IC50）值，根据 IC50 值设置后续实验

的给药浓度，设置低、中、高 3 个剂量。 

 细胞存活率＝(A 给药－A 空白)/(A 对照－A 空白) 

2.4  淫羊藿素对 HuCCT1 细胞集落形成能力的影响 

取处于对数生长期的 HuCCT1 细胞，以 1000

个/孔接种于 6 孔板中，培养 24 h。设置对照组（不

加药物）和低、中、高剂量（12.5、25.0、50.0 µmol/L）

给药组，每组设置 3 个复孔。培养 14 d，每 2 天换

液，直至形成肉眼可见的细胞克隆。弃去细胞培养

液，用 PBS 清洗 3 次，用 4%多聚甲醛固定 15 min，

用 0.5%结晶紫染色 15 min，倒掉染液，放入清水中

清洗干净残留在 6 孔板中的染液，沥干水分。相机拍

摄记录每孔集落的大致情况，于显微镜下计数 1 cm2

正方格内细胞集落数（黏连在一起的多个细胞落算

作多个，边角处数上不数下，数左不数右），再乘以

每孔的面积即为总的细胞集落数。 

2.5  淫羊藿素对 HuCCT1 细胞周期的影响 

取处于对数生长期的 HuCCT1 细胞，接种于直

径为 5 cm 的培养皿中，于培养箱中培养。待细胞生

长至 60%～70%时，吸弃旧培养基，加入 PBS 清洗

2 次。设置对照组（不加药物）和低、中、高剂量

（12.5、25.0、50.0 µmol/L）给药组，每组设置 3 个

复孔。给药 24 h 后收集细胞，加入 1 mL 冰浴预冷

的 PBS 重悬，离心沉淀细胞，弃去上清。加入 1 mL

在 4 ℃冰浴预冷的 70%乙醇重悬细胞，于 4 ℃固

定细胞 2 h。离心沉淀细胞，弃去乙醇。每个样品加
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入 0.5 mL 碘化丙啶染色液，缓慢并充分重悬细胞。

锡箔纸包裹 EP 管避光，于 37 ℃孵育 30 min 后采

用流式细胞仪检测。 

2.6  淫羊藿素对 HuCCT1 细胞葡萄糖摄取、乳酸

生成量以及 ATP 生成量的影响 

细胞培养、实验分组以及给药浓度同“2.5”项

下方法。给药 24 h 后收集细胞，取少量细胞悬液于

细胞计数器中计量细胞数。离心后收集细胞，按照

试剂盒操作步骤，采用酶标仪分别在 555 nm（葡萄

糖）、570 nm（乳酸）、340 nm（ATP）处检测 A 值，

计算葡萄糖消耗量、乳酸生成量和 ATP 生成量。 

2.7  淫羊藿素对 HuCCT1 细胞 HK 和 PK 活性的

影响 

细胞培养、实验分组以及给药浓度同“2.5”项

下方法。给药 24 h 后收集细胞，取少量细胞悬液于

细胞计数器中计量细胞数。离心收集细胞至 EP 管

中，弃上清。按照试剂盒操作步骤，采用酶标仪检

测 340 nm 处的 A 值，计算 HK 和 PK 的活性。 

2.8  淫羊藿素对瞬时转染 Akt 基因质粒的

HuCCT1 细胞中糖酵解相关蛋白表达的影响 

取处于对数生长期的 HuCCT1 细胞，接种于

10 cm 培养皿中，设置对照组、模型组和淫羊藿素

低、中、高剂量（12.5、25.0、50.0 µmol/L）组。待

细胞生长至 60%时，进行转染实验。先将 Akt 基因

质粒与不含血清的RPMI 1640培养基稀释并充分混

匀，在质粒稀释液中加入 Neofect 转染试剂（培养

基∶质粒∶转染试剂＝1 mL∶1 μg∶1 μL），轻轻混

匀，室温静置 15～30 min。将转染复合物加入细胞

培养基中，轻轻混匀，培养 24 h 后进行药物干预。 

2.9  淫羊藿素对 HuCCT1 细胞中 Akt/mTOR 信号

通路、细胞周期、增殖以及糖酵解相关蛋白的表达 

从细胞中分离出总蛋白，采用 BCA 蛋白检测

试剂盒检测蛋白浓度。取 30 µg 蛋白样品经十二烷

基硫酸钠-聚丙烯酰胺电泳分离后，转至 PVDF 膜

上，用 5%脱脂牛奶封闭 1 h 后，分别加入 Cyclin 

D1、Cyclin E1、PCNA、p-Akt、Akt、p-mTOR、p-

RPS6、RPS6、HK1、HK2、PKM1、PKM2 和 β-actin

抗体孵育过夜；然后用 TBST 缓冲溶液清洗 3 次，

每次 10 min，室温孵育二抗 1 h 后，用 TBST 缓冲

溶液清洗 3 次，每次 10 min。用 ECL 化学发光液反

应，并于 G-BOX 成像分析系统获得蛋白免疫印记

图。采用 Image J 软件对图像进行分析，以 β-actin

为内参，以相对灰度值表示目标蛋白的表达。 

2.10  统计学方法 

采用 GraphPad Prism 7.0 软件对数据进行统计

分析，计量资料以 x s 表示，两组间均数采用 t 检

验比较，多组间均数采用 One-Way ANOVA 检验。 

3  结果 

3.1  淫羊藿素对 HuCCT1 细胞存活率的影响 

如图 1 所示，与对照组比较，淫羊藿素（40、

60、80 µmol/L）组 24、48 h 的细胞存活率均明显降

低，并呈时间和剂量相关性，其 IC50 值为 50.48 

µmol/L。参考以上结果，故确定 12.5、25.0、50.0 

µmol/L 作为淫羊藿素的给药剂量，并选择作用 24 h

作为淫羊藿素的给药条件。 

 

图 1  淫羊藿素对 HuCCT1 细胞存活率的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 1  Effect of icaritin on survival rate of HuCCT1 cells 

( x s , n = 3) 

3.2  淫羊藿素抑制 HuCCT1 细胞集落形成能力 

如图 2 所示，与对照组比较，淫羊藿素（12.5、

25.0、50.0 µmol/L）组细胞克隆形成数均显著降低

（P＜0.001），且呈剂量相关性，表明淫羊藿素能够

抑制 HuCCT1 细胞的集落形成能力，即抑制

HuCCT1 细胞的增殖。 

3.3  淫羊藿素将 HuCCT1 细胞周期阻滞于 G1 期 

不同浓度的淫羊藿素处理细胞 24 h 后，流式细

胞仪检测结果如图 3 所示，与对照组比较，随着淫

羊藿素浓度的增加，处于 G1 期的 HuCCT1 细胞数

量显著增加（P＜0.05、0.01），表明淫羊藿素可将

HuCCT1 细胞周期阻滞于 G1 期。随后检测了 G1 期

的特异性周期蛋白 Cyclin D1、Cyclin E1 以及增殖

蛋白 PCNA 的表达水平，相比于对照组，淫羊藿素

组细胞中 Cyclin D1、Cyclin E1 和 PCNA 的表达水

平均有所降低，且高剂量更为显著（P＜0.05）。 

3.4  淫羊藿素抑制 HuCCT1 细胞中葡萄糖摄取、

乳酸生成量以及 ATP 生成量 

如图 4 所示，与对照组相比，淫羊藿素显著抑 
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与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001，图 3～6 同 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group, same as Fig. 3—6 

图 2  淫羊藿素对 HuCCT1 细胞集落形成的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 2  Effect of icaritin on colony formation of HuCCT1 cells ( x s , n = 3) 

 

图 3  淫羊藿素对 HuCCT1 细胞周期 (A) 和细胞周期相关蛋白表达 (B) 的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 3  Effects of icaritin on cycle (A) and cell cycle-related protein expressions (B) of HuCCT1 cells ( x s , n = 3)

 

图 4  淫羊藿素对 HuCCT1 细胞葡萄糖摄取、乳酸生成量以及 ATP 生成量的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 4  Effect of icaritin on glucose uptake, lactate production and ATP production in HuCCT1 cells ( x s , n = 3) 

制 HuCCT1 细胞的葡萄糖摄取、乳酸生成量以及

ATP 生成量（P＜0.05、0.01、0.001），且呈剂量相

关性。 

3.5  淫羊藿素抑制 HuCCT1 细胞中糖酵解相关酶

的表达及活性 

如图 5-A 所示，与对照组相比，淫羊藿素给药

组中糖酵解途径相关酶 HK1、HK2、PKM1、PKM2

的蛋白表达水平均显著降低（P＜0.05、0.01、0.001），

表明淫羊藿素可以抑制糖酵解相关酶的表达水平。

由于糖酵解进程不仅与酶的含量有关，也与酶的活

力有关，因此进一步检测了淫羊藿素对 HuCCT1 细

胞糖酵解相关酶活力的影响。如图 5-B 所示，淫羊

藿素处理细胞 24 h 后，与对照组相比，HK 和 PK

的活力均显著降低（P＜0.01），并呈剂量相关性。
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图 5  淫羊藿素对 HuCCT1 细胞 HK、PK 蛋白表达 (A) 及活性 (B) 的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 5  Effect of icaritin on protein expressions (A) and activities (B) of HK and PK in HuCCT1 cells ( x s , n = 3) 

3.6  淫羊藿素抑制 HuCCT1 细胞中 Akt/mTOR 信

号通路的活化 

如图 6 所示，淫羊藿素处理细胞 24 h 后，与对

照组相比，p-Akt、p-mTOR、p-RPS6 蛋白表达水平

均显著降低（P＜0.05、0.01），Akt、RPS6 蛋白表达

水平无明显差异，表明淫羊藿素抑制 HuCCT1 细胞

中 Akt/mTOR 信号通路的活化。 

3.7  淫羊藿素抑制瞬时转染 Akt 基因质粒的

HuCCT1 细胞中糖酵解相关蛋白的表达 

为了进一步探究淫羊藿素调控HuCCT1细胞糖

酵解的作用机制，对HuCCT1细胞进行瞬时转染Akt

基因质粒来激活 Akt/mTOR 信号通路，并检测其下

游糖酵解途径相关蛋白的表达。Western blotting 结

果如图 7 所示，与对照组相比，瞬时转染 Akt 基因

质粒的 HuCCT1 细胞模型组中 p-Akt、p-mTOR、p-

RPS6、HK1、HK2、PKM1、PKM2 等蛋白表达水平

显著升高（P＜0.01、0.001），表明转染 Akt 基因质

粒的 HuCCT1 细胞中 Akt/mTOR 信号通路被激活，

并进一步促进其下游糖酵解相关蛋白的表达水平；

与瞬时转染 Akt 基因质粒的模型组相比，不同浓度 

 

图 6  淫羊藿素对 HuCCT1 细胞中 Akt/mTOR 信号通路相关蛋白表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 6  Effect of icaritin on expressions of Akt/mTOR signaling pathway related proteins in HuCCT1 cells ( x s , n = 3) 
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与对照组比较：##P＜0.01  ###P＜0.001；与转染 Akt 基因质粒的模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001 

##P < 0.01  ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group transfected with Akt gene plasmid 

图 7  淫羊藿素对瞬时转染 Akt 质粒的 HuCCT1 细胞中糖酵解相关蛋白表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 7  Effect of icaritin on expressions of glycolysis-related proteins in HuCCT1 cells transiently transfected with Akt gene 

plasmid ( x s , n = 3)

的淫羊藿素给药 24 h 后，p-Akt、p-mTOR、p-RPS6、

HK1、HK2、PKM1、PKM2 等蛋白表达水平显著降

低（P＜0.05、0.01、0.001），表明淫羊藿素可以通过

Akt/mTOR 信号级联来调控 HuCCT1 细胞的糖酵解

途径。 

4  讨论 

越来越多的证据表明，淫羊藿素是一种新型的

抗癌药物，可以通过多种途径抑制肿瘤的发展[14]。

Zhao等[9]发现淫羊藿素呈剂量和时间依赖的方式抑

制肝癌 PLC、PRF/5、Huh7 细胞的活力，这种抑制

活性是通过白细胞介素-6（interleukin-6，IL-6）/Janus

激酶 2（Janus kinase 3，JAK2）/信号转导和转录激

活 因 子 3 （ signal transducer and activator of 

transcription 3，STAT3）信号通路发挥作用的。在肾

细胞癌细胞中，淫羊藿素可降低 Cyclin D、CyclinE1

等增殖相关蛋白的表达[15]。同时，在三阴性乳腺癌

中，淫羊藿素也可以通过抑制雌激素受体 -α36

（estrogen receptor-α36，ER-α36）介导的有丝分裂原

激活的蛋白激酶（mitogen-activated protein kinase，

MAPK ） / 细胞外调节蛋白激酶（ extracellular 

regulated protein kinase，ERK）信号传导和雌激素对

Cyclin D1 的诱导来抑制肿瘤细胞增殖[16]。本研究结

果表明，淫羊藿素呈时间和剂量依赖性地抑制

HuCCT1 细胞的活性，并有效抑制 HuCCT1 细胞的

克隆形成。流式细胞术结果表明，淫羊藿素能将

HuCCT1 细胞的周期阻滞于 G1 期，并降低 HuCCT1

细胞中 Cyclin D1、Cyclin E1 的表达水平。然而具

体的调控机制尚不清楚，因此在后续研究中进行了

进一步探索。 

肿瘤细胞中葡萄糖代谢的主要特征为葡萄糖摄

取量增加和有氧糖酵解[3]。尽管有氧糖酵解在 ATP

净产量方面不如氧化磷酸化，但其产能快捷，可以

满足肿瘤细胞对快速增殖的能量需求[17]。同时，肿

瘤细胞也会通过增加葡萄糖摄取来促进糖酵解途

径。高水平的糖酵解为肿瘤细胞的无限增殖快速提

供了能量，而此过程中产生的中间产物也成为了促

进肿瘤增殖的诱因。糖酵解途径关键酶的表达水平

增强或活性增加是肿瘤细胞糖酵解途径异常活跃的

主要原因之一[4]。HK 作为糖酵解过程中的重要限速

酶，可以将进入细胞的葡萄糖转化为 6-磷酸-葡萄糖
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（glucose 6-phosphate，G6P），在多种癌症中表达异

常升高[18]。PK 是糖酵解过程最后一步的标志性限

速酶，负责将细胞质中的磷酸烯醇丙酮酸

（ phosphoenolpyruvate ， PEP ） 和 二 磷 酸 腺 苷

（adenosine diphosphate，ADP）转化为丙酮酸盐和

ATP 以促进肿瘤生长[19-20]。该酶在多种肿瘤进展中

起着至关重要的作用，其中的 1 个亚型 PKM2 在

ICC 中高表达，因此被作为 ICC 的预测标志[21-22]。

本研究发现，淫羊藿素可以显著降低 HuCCT1 细胞

中葡萄糖摄取量、乳酸生成量以及 ATP 生成量，并

且也可以降低 HK、PK 的酶活力。同时，不同浓度

的淫羊藿素给药干预后，HuCCT1 细胞中糖酵解相

关蛋白 HK1、HK2、PKM1、PKM2 蛋白的表达水

平显著降低。以上结果说明淫羊藿素可以降低

HuCCT1 细胞糖酵解相关酶的表达水平及活力，抑

制糖酵解途径，减少葡萄糖摄取量、乳酸生成量和

ATP 生成量。另外，有研究表明，调控肿瘤细胞的

糖酵解，可以使细胞周期相关蛋白表达升高，刺激

肿瘤细胞增殖[23]。说明淫羊藿素可能通过调控细胞

的糖酵解，阻断肿瘤细胞能量供应，诱导细胞周期

阻滞，从而有效抑制 ICC 细胞快速增殖。 

研究发现，Akt/mTOR 信号传导途径在调节糖

酵解过程中发挥重要作用[24]。Akt 是肿瘤糖酵解表

型的重要驱动因素，并通过增加葡萄糖转运蛋白的

表达和膜易位以及磷酸化关键糖酵解酶来调控糖酵

解 [25] 。同时， Akt 可被磷脂酰肌醇 3- 激酶

（phosphatidylinositol-3-kinase，PI3K）磷酸化而激活，

活化的 Akt 可以激活下游的关键效应分子 mTORC

并可与 Raptor 结合形成 mTOR 复合物 1。mTORC1

可以磷酸化 p70 核糖体蛋白 S6 激酶进而激活 RPS6

来促进蛋白质合成用于肿瘤细胞增殖[2]。另外，活

化的 mTORC1 也可以通过调控下游的转录因子影

响糖酵解相关酶的表达水平[25]。本研究发现淫羊藿

素可以降低 HuCCT1 细胞中 p-Akt、p-mTOR、p-

RPS6 等 Akt/mTOR 信号通路相关蛋白的表达水平，

因此推测淫羊藿素可能通过 Akt/mTOR 调控

HuCCT1 细胞的糖酵解途径。为了进一步探究淫羊

藿素是否是通过 Akt/mTOR 信号级联来调控

HuCCT1 细胞糖酵解抑制其增殖。本研究在

HuCCT1 细胞中瞬时转染 Akt 基因质粒激活

Akt/mTOR 信号级联，并通过 Western blotting 检测

Akt/mTOR 信号通路以及其下游的糖酵解相关蛋白

的表达水平。结果表明，在 HuCCT1 细胞中，

Akt/mTOR 信号级联激活后可以使其下游的 HK1、

PKM1、HK2、PKM2 等糖酵解关键蛋白的表达水平

显著升高。而在采用淫羊藿素干预 24 h 后，HuCCT1

细胞中糖酵解相关蛋白的表达水平显著降低。这说

明淫羊藿素可以通过 Akt/mTOR 信号级联调控

HuCCT1 细胞糖酵解，进而抑制其增殖。 

综上所述，本研究结果表明淫羊藿素可能通过

抑制 Akt/mTOR 信号通路，阻断细胞糖酵解，限制

肿瘤细胞能量供应，将细胞阻滞于 G1期，进而抑制

肝内胆管癌细胞增殖。今后将进一步结合体内实验

深入研究淫羊藿素的作用机制，为淫羊藿素治疗肝

内胆管癌的药物研究开发提供科学依据。 
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