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胃癌（gastric cancer，GC）是消化道常见的恶性肿

瘤[1-2]。我国是GC的高发国家之一，每年新增病例 40
万例，占世界病例总数的40%以上[3]。早期患者5年生

存率可达到 95%以上[4]，所以早期筛查发现GC患者可

明显降低其死亡率，提高生活质量。但由于GC的早期

诊断率较低，大多数患者在初诊时已处于中晚期，错过

了手术治疗的最佳时期。因此，寻找手术以外新的治

疗方法以提高 GC患者的生存率和生活质量一直是近

年临床研究的热点。

淫羊藿苷（icariin，ICA）是淫羊藿的黄酮类提取

物，具有广泛的药理作用，如抗炎[5]、抗骨质疏松[6]、心

血管系统保护[7]和神经保护[8]等。大量研究表明 ICA具

有抑制多种肿瘤细胞增殖和转移的药理作用。如 ICA
能有效地诱导细胞凋亡，增强抗肿瘤免疫功能，抑制乳

腺癌细胞的迁移，有望成为治疗乳腺癌的候选药物[9]。
此外，ICA能抑制大肠癌细胞侵袭[10-11]。已有研究证实

ICA通过调节 hsa_circ_0003159/miR-223-3p/NLRP3信
号轴来抑制GC细胞的生长[12]。然而，要将 ICA用于临

床肿瘤的治疗，更多的分子机制和途径还有待进一步

深入的研究。鉴于此，本研究检测了 ICA在GC细胞中

的抗肿瘤活性，以期探究 ICA抑制GC发生的潜在机

制，为GC的治疗开辟一新的路径。本研究经河南大学
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1 材料和方法

1.1 主要试剂和仪器

ICA和 4-苯基丁酸（4-phenylbutyric acid，4-PBA）
购自美国 Sigma-Aldrich；胎牛血清（fetal bovine serum，
FBS）、青霉素、链霉素、RPMI-1640培养基购自美国

Thermo Fisher公司；细胞计数试剂盒（cell counting kit-
8，CCK-8）、RIPA裂解液、BCA蛋白浓度测定试剂盒和

Annexin-V/碘化丙啶（propidium iodide，PI）凋亡检测试

剂盒购自上海碧云天；一抗 Bcl-2（ab32124）、Bax
（ab32503）、活化的聚（ADP 核糖）聚合酶（cleaved
PARP）（ab32064）、PARP（ab191217）、热休克蛋白 5
（HSPA5）（ab108615）、PERK（ab79483）、GAPDH
（ab9485）和辣根过氧化物酶（HRP）标记的山羊抗兔

IgG二抗（ab6721）购自英国Abcam公司；磷酸化（p）-
PERK（MA5-15033）、CHOP（PA5-28956）购 自 美 国

Thermo Fisher；p-真核起始因子2α（p-eIF2α）（#3398）、

eIF2α（#5324）和购自美国Cell Signaling Technology；基
质凝胶购自美国 BD Biosciences；Transwell小室（孔径

8-µm）购自美国康宁公司。ChemiDoc-XRS成像系统

购自美国Bio-Rad公司）；BD-fascalibur流式细胞仪购

自美国BD Biosciences。
1.2 细胞培养

GES-1人胃上皮细胞和AGS细胞系购自ATCC，在
添加有 10% FBS和 100 U/mL青霉素-链霉素的RPMI-
1640培养基中于37 °C、5% CO2的培养箱中培养。

1.3 CCK-8分析

GES-1和AGS细胞以 4 × 103细胞/孔的密度接种

在96孔板中培养。将细胞用 ICA 0（对照组）、5、10、20、
40、80、160 µmol/L分别处理，并在 37 ℃条件下孵育 48
h，加入 10 µL CCK-8孵育 2 h，使用微板阅读器测量

450 nm处的光密度，计算细胞存活率。随后选择 ICA
10、20、40 µmol/L与AGS细胞分别孵育24、48和72 h后
测定细胞存活率。

1.4 克隆形成实验

对于 ICA对AGS细胞的抗肿瘤作用，将细胞分为

对照组、ICA 10、20、40 µmol/L组；对于内质网（ER）应

激机制，将细胞分为对照组、ICA组（40 µmol/L）和 4-
PBA（ER应激抑制剂，7 mmol/L）+ ICA组（40 µmol/L）。

AGS细胞接种在6孔板上（每孔500个细胞），按上述分

组在 37 °C条件下培养 2周，在室温下用 4%多聚甲醛

固定 20 min后，用 0.05%结晶紫溶液染色 30 min，在倒

置光学显微镜下统计细胞克隆数。

1.5 划痕闭合实验

按照1.4进行分组，AGS细胞在96孔板中以4 × 105
细胞/孔的密度培养。使用 200 µL移液管尖端在细胞

单层中产生划痕，在完全培养基中 37 °C条件下培养，

分别在0和24 h后，用光学显微镜观察划痕闭合情况。

1.6 细胞侵袭实验

按照 1.4进行分组，AGS细胞以 2 × 104细胞/孔的

密度接种于Transwell上室中。上腔表面涂有基质凝胶

并在 37 °C条件下放置 1 h。将不含FBS的RPMI-1640
培养基添加到上室，并在下室添加含有 10% FBS的
500 µL新鲜培养基。细胞在37 °C、5% CO2条件下孵育

24 h后，在室温下用 0.1%结晶紫溶液染色 20 min。用

光学显微镜获得图像。

1.7 流式细胞术检测凋亡细胞

将AGS细胞用0（对照组）、10、20和40 µmol/L ICA
处理24 h，4 ℃、1000 × g离心5 min，弃上清液。然后用

预冷PBS洗涤细胞2次，并重新悬浮在100 µL预冷1 ×
Annexin V结合缓冲液中。然后将细胞与 5 µL An⁃
nexin V-FITC和5 µL PI在室温下避光孵育15 min。使

用BD-fascalibur流式细胞仪检测凋亡细胞。

1.8 蛋白质印迹检测相关蛋白表达

使用RIPA裂解缓冲液从不同培养条件下的细胞

中提取总蛋白，用BCA试剂盒对总蛋白进行定量分析。

通过12%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离

蛋白质（每泳道 30 µg），然后转移到聚偏二氟乙烯膜

上。在室温下用 5%脱脂牛奶封闭 2 h后，用Bcl-2（1∶
1 000）、Bax（1∶1 000）、cleaved PARP（1∶1 000；Abcam）、
PARP（1∶1 000）、HSPA5（1∶1 000）、p-eIF2α（1∶1 000）、
eIF2α（1∶1 000）、p-PERK（1∶1 000）、PERK（1∶1 000）、

CHOP（1∶1 000）、和GAPDH（1∶2 500）抗体在4 °C条件

下孵育过夜，然后在室温下添加山羊抗兔 IgG（HRP）二

抗（1∶2 000）。采用ECL发光试剂对条带进行可视化，

使用 Image J软件分析条带灰度值。

1.9 统计学分析

采用GraphPad Prism 6.0软件进行统计分析。所有

数据表示为均数 ± 标准差（x ± s）。采用未配对 Stu⁃
dent’s t检验进行两组间比较或用Tukey’s检验进行多

组间比较的单因素方差分析。P < 0.05表示差异具有

统计学意义。

2 结果

2.1 ICA降低AGS细胞的增殖

如图1所示，ICA浓度低于20 µmol/L不影响GES-
1细胞的活力，而随着 ICA浓度的增加，AGS细胞的活

力逐渐降低，差异具有统计学意义（P < 0.05，P <
0.01）。选择 ICA 10、20和 40 µmol/L进一步证明，AGS
细胞的活力呈浓度和时间依赖性下降，差异具有统计

学意义（P < 0.05，P < 0.01）。克隆形成实验显示，与对

照组比较，ICA 20和40 µmol/L处理后AGS细胞克隆形

成率显著降低，差异具有统计学意义（P < 0.01）。这些
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结果表明，ICA可以抑制AGS细胞增殖。

图1 ICA对AGS细胞增殖的影响
Figure 1 Effect of ICA on AGS cell proliferation

注：A.不同浓度的 ICA对AGS细胞活力的影响；B.ICA（10、20和40
µmol/L）对AGS细胞活力的影响；C. ICA（10、20和40 µmol/L）对AGS克
隆形成的影响。D.不同浓度ICA对AGS细胞克隆形成率的影响。与对

照组比较，*P < 0.05，**P < 0.01；与24 h比较，#P < 0.05，##P < 0.01。
2.2 ICA抑制AGS细胞的侵袭和迁移

如图2所示，与对照组比较，ICA 20和40 µmol/L处
理后AGS细胞划痕闭合率明显降低，差异具有统计学

意义（P < 0.05，P < 0.01）。与对照组比较，ICA 20和
40 µmol/L处理后AGS侵袭细胞数明显减少，差异具有

统计学意义（P < 0.05，P < 0.01）。这些结果表明，ICA
可以促进AGS细胞的迁移和侵袭能力。

图2 ICA对AGS细胞的迁移和侵袭的影响
Figure 2 Effect of ICA on the migration and invasion of AGS cells
注：A.划痕闭合实验检测细胞迁移（100 ×）；B. Transwell检测细

胞侵袭（200 ×）。与对照组比较，*P < 0.05，**P < 0.01。
2.3 ICA诱导AGS细胞的凋亡

如图3所示，与对照组比较，ICA 20和40 µmol/L处
理后AGS细胞凋亡率显著升高，差异具有统计学意义

（P < 0.01）。此外，WB结果显示，与对照组比较，ICA 20
和 40 µmol/L处理后，Bax/Bcl-2和 cleaved PARP/PARP
蛋白表达均显著上调，差异具有统计学意义（P < 0.01）。
这些结果表明，ICA可以诱导AGS细胞凋亡。

图3 ICA对AGS细胞凋亡的影响
Figure 3 Effect of ICA on apoptosis of AGS cells

注：A.流式细胞术检测细胞凋亡；B. WB检测凋亡相关蛋白的表达。与对照组比较，**P < 0.01。
2.4 ICA激活AGS细胞中的内质网应激

如图4所示，与对照组比较，ICA20和40 µmol/L组
eIF2α和 PERK的磷酸化以及HSPA5和 CHOP的表达

水平增加，差异具有统计学意义（P < 0.01），表明 ICA
激活了AGS细胞的内质网（endoplasmic reticulum，ER）
应激。为了进一步研究 ICA对AGS细胞的作用机制，

选择40 µmol/L ICA进行后续实验。

2.5 4-PBA可逆转 ICA对AGS细胞的抗肿瘤作用

如 图 5A 所 示 ，ICA（40 µmol/L）可 显 著 上 调

HSPA5、p-PERK、p-eIF2α和 CHOP的表达水平，差异

具有统计学意义（P < 0.01），而ER应激抑制剂 4-PBA
和 ICA联合处理后上述蛋白表达水平降低，差异具有

统计学意义（P < 0.05，P < 0.01），表明 4-PBA抑制了

ICA激活的ER应激。如图5B-D所示，ICA抑制AGS细
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胞的增殖、迁移和侵袭，经 4-PBA和 ICA处理后，细胞

克隆形成率和划痕闭合率明显升高，细胞侵袭数明显

增加，差异具有统计学意义（P < 0.01）。如图5E所示，

ICA可显著上调促凋亡相关蛋白的表达，而 4-PBA与

ICA联合处理后，Bax/Bcl-2和cleaved PARP/PARP蛋白

表达均显著下调，差异具有统计学意义（P < 0.01）。提

示4-PBA可逆转 ICA对AGS细胞的抑制增殖、侵袭、迁

移作用和促凋亡作用。

图5 ICA的抗肿瘤机制
Figure 5 The anti-tumor mechanism of ICA

注：A. WB检测ER应激相关蛋白表达；B.克隆形成检测细胞增
殖；C.划痕闭合实验检测细胞迁移（100 ×）；D. Transwell检测细胞侵
袭（200 ×）；E.WB检测凋亡相关蛋白表达。与对照组比较，**P <
0.01；与 ICA组比较，##P < 0.01。

3 讨论

GC是最常见的癌症之一，手术、化疗和放疗是其

主要治疗手段，但临床治疗效果往往并不理想，主要表

现在预后差、肿瘤易复发等[13-14]。因此，寻找疗效好、

副作用小的抗GC药物是该疾病治疗的有效突破口。

ICA是淫羊藿的主要生物活性成分之一，已有研究表

明，ICA可以限制多种癌细胞的生长和迁移。例如，

ICA能抑制卵巢癌细胞的细胞周期转换和细胞迁移[15]。
ICA对甲状腺癌细胞增殖、迁移和侵袭有抑制作用[16]。
本研究结果显示，随着 ICA浓度的增加，AGS细胞的活

性受到影响，而集落形成试验的结果表明，暴露于 ICA
后 AGS细胞的集落形成能力降低。经 ICA处理后，

AGS细胞的迁移和侵袭能力均下降，其中40 µmol/L浓
度的 ICA对AGS细胞的迁移和侵袭的抑制作用最为明

显。此外，ICA可显著诱导AGS细胞凋亡，表明 ICA对

人癌细胞凋亡具有促进作用。

ER 是蛋白质处理、修饰和折叠发生的细胞

器[17-18]，其稳态对细胞功能和细胞命运至关重要[17]。
然而，在某些环境因素的刺激下，ER的稳态无法维持，

从而引发ER应激[19-20]。在细胞应激下，HSPA5参与蛋

白质的折叠和组装，激活管腔ER传感器，包括 eIF2α、
PERK和激活转录因子 6[21]。在慢性ER应激过程中，

PERK的持续激活导致 eIF2α的磷酸化，随后增强

CHOP的表达[22]。此外，CHOP可以通过在转录水平下

调抗凋亡蛋白 Bcl-2和上调促凋亡蛋白诱导细胞凋

亡[23]。在本研究中，ICA可诱导AGS细胞凋亡，并上调

HSPA5和 CHOP蛋白的表达及 PERK和 eIF2α的磷酸

化。因此，推测 ICA可能通过激活ER应激而影响AGS
细胞的生物学行为。而ER激活抑制剂 4-PBA逆转了

ICA诱导的 HSPA5和 CHOP蛋白的表达及 PERK和

eIF2α磷酸化水平的升高。然而，ICA在ER应激调节

中的下游调节因子仍然未知，仍须进一步研究。

研究表明ER应激反应在肿瘤组织中普遍存在，它

调节肿瘤的发生发展，参与肿瘤的侵袭和转移[24]，ER
应激程度与侵袭深度和转移程度呈正相关。五味子甲

图4 ICA对ER应激的影响
Figure 4 Effect of ICA on ER stress

注：A. WB免疫印迹图；B. WB灰度分析结果。
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素通过激活ER应激诱导GC细胞凋亡，抑制胃癌细胞

的增殖、侵袭和迁移[25]。积雪草苷可通过激活ER应激

抑制GC细胞的侵袭行为[26]。这些研究表明ER应激可

能是肿瘤细胞侵袭的重要诱因，并可能在肿瘤转移中

起关键作用。之前的报道显示，膜霉素（一种ER应激

诱导剂）干预后，癌细胞的侵袭和迁移显著增强，表明

ER应激促进了癌细胞的侵袭与迁移[27]。因此，ER应激

可能是癌细胞转移的重要调节机制。在本研究中，4-
PBA逆转了 ICA对AGS细胞的抑制增殖、侵袭、迁移作

用和促凋亡作用。

4 结论

本研究表明，ICA通过激活ER应激诱导细胞凋亡

对GC细胞产生抗癌作用，如PARP和Bax蛋白的积累、

划痕闭合率降低以及侵袭细胞数减少。提示使用 ICA
靶向 ER应激反应可能是治疗 GC的一种有前途的

策略。
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