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摘 要：目的：探究党参炔苷（Lobetyolin， LBT）对人食管鳞状细胞癌KYSE-30细胞增殖、侵袭的影响并初步探究其

机制。方法：不同浓度（0、10、20、40 µmol·L-1）LBT处理KYSE-30细胞，其中 0 µmol·L-1作为对照组，其余浓度作为

实验组。CCK-8实验、克隆形成实验、Transwell实验检测 LBT对 KYSE-30细胞增殖能力、克隆形成能力和侵袭迁

移能力的影响。Western blot检测细胞周期、上皮-间充质转化及信号通路相关蛋白表达情况。结果：CCK-8实验

结果显示，与对照组比较，实验组细胞增殖受到抑制，差异有统计学意义（P＜0. 001）；克隆形成实验结果显示，相

比于对照组，实验组细胞克隆形成数目减少，且克隆数目随LBT浓度升高而递减，差异有统计学意义（P＜0. 001）；

Transwell实验结果显示，实验组细胞侵袭迁移能力显著低于对照组，侵袭迁移能力均随 LBT浓度增加而降低，差

异有统计学意义（P＜0. 001）；Western blot 检测结果显示，相比于对照组，实验组 AKT、p-AKTThr308、p-GSK-3βSer9、

CyclinD1蛋白显著下调，上皮-间充质转化中上皮标记分子 E-cadherin显著上调，间质标记分子 Vimentin、转录因

子 Snail 显著下调，这些变化均呈现浓度依赖性，差异有统计学意义（P＜0. 05）。结论：LBT 可能通过 PI3K/AKT/
GSK-3β信号通路抑制食管鳞状细胞癌KYSE-30细胞增殖及侵袭。
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Abstract  :  Objective  : To investigate the effects of Lobetyolin （LBT） on the proliferation， invasion， and migration of human 
esophageal squamous cell carcinoma KYSE-30 cells and its underlying mechanism.  Methods  : Different concentrations 
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（0， 10， 20， 40 µmol·L-1） of LBT were used to treat KYSE-30 cells， with 0 µmol·L-1 as the control group and the other 

concentrations as the experimental groups. The effects of LBT on the proliferation， colony formation and invasion abilities 

of KYSE-30 cells were detected by CCK-8 assay， colony formation assay and transwell assay， respectively； the expression 

of proteins related to cell cycle， epithelial-mesenchymal transition and signaling pathways was detected by western blot.  
Results  : The results of the CCK-8 assay showed that compared with the control group， cell proliferation in the experimental 

group was inhibited， with a statistically significant difference （P＜0. 001）. The results of the colony formation assay 

showed that compared with the control group， the number of cell colonies formed in the experimental group decreased， 

and the number of colonies decreased with the increase of LBT concentration ， with a statistically significant difference 

（P＜0. 001）. The results of the transwell assay showed that the invasive and migratory abilities of the experimental group 

were significantly lower than those of the control group ， and the invasive and migratory abilities decreased with the 

increase of LBT concentration， with a statistically significant difference （P＜0. 001）. The results of western blot analysis 

showed that compared with the control group ， the proteins of AKT， p-AKTThr308 ， p-GSK-3β Ser9 and CyclinD1 in the 

experimental group were significantly down-regulated.  The epithelial marker E-cadherin in epithelial-mesenchymal 

transition was significantly up-regulated， while the mesenchymal marker Vimentin and transcription factor Snail were 

significantly down-regulated.  All these changes were concentration-dependent， with statistically significant differences 

（P＜0. 05）.  Conclusion  : LBT may suppress the proliferation and invasion of esophageal squamous cell carcinoma 

KYSE-30 cells by modulating the PI3K/AKT/GSK-3β signaling pathway.

Key words  :  Esophageal squamous cell carcinoma； Lobetyolin； PI3K/AKT/GSK-3β； Proliferation and invasion

食管癌在全球常见癌症中位列第 11 位，同时在

癌症相关死亡中位列第 7 位［1］。有研究［2］表明，全世

界食管癌患者中，有 42. 1% 来自我国，以食管鳞状

细胞癌病理类型居多。食管癌早期症状不明显，确

诊时大多已处于晚期，导致其 5 年生存率较低，手

术、放疗、化疗、免疫治疗是目前食管癌临床治疗的

主要手段，但由于食管癌细胞的特性，传统化疗药

物极易出现耐药性、不良反应较重［3］。不少中药及

其活性成分具有良好的抗肿瘤作用及较少不良反

应，正逐渐成为肿瘤治疗的研究热点。

党参炔苷（Lobetyolin， LBT）是一种聚乙炔苷，

存在于多种药用植物中，主要从党参的根中分离得

到［4］。研究显示 LBT 在体外抑制人胃癌［5］、结直肠

癌［6］、乳腺癌［7］及肺腺癌细胞［8］等肿瘤细胞增殖，具

有抗癌活性。目前 LBT 在食管癌中的作用及机制

相关研究较少。基于此，本研究对 LBT 在食管鳞状

细胞癌 KYSE-30 细胞中的作用及分子机制进行初

步研究，以期找到相关细胞信号转导途径，为 LBT
治疗食管癌提供更多科学依据。

1 材料与方法 

1. 1　材料

1. 1. 1　实验材料 澳洲胎牛血清、RPMI 1640 培养

基（Gibco）；AKT（CST，4691T，1∶1 000）；p-AKTThr308（CST，

13038T，1∶1 000）；p-GSK-3βSer9（CST，5558T，1∶1 000）；

CyclinD1（CST，9932T，1∶1 000）；HRP-羊 抗 兔 IgG

二 抗（CST，7074S，1∶2 000）；E-cadherin（Abcam，

ab40772，1∶1 000）；Vimentin（Abcam，ab92547，1∶2 000）；

Snail（Abcam，ab85936，1∶1 000）；GAPDH（Abcam，

ab181602，1∶10 000）；增强型 CCK-8 试剂盒、结晶紫

染色液、4% 多聚甲醛固定液、Western blot 封闭液、

Western blot 一抗二抗稀释液、Western blot 及 IP 细胞

裂解液、蛋白酶磷酸酶抑制剂混合物（上海碧云天

生物科技有限公司）；Giemsa 染料改良溶液（默克公

司）；Transwell 嵌套（含 24 孔板，PC 膜，6. 5 mm，孔径

8. 0 µm）、BD Matrigel 基质胶/基质膜（BD：356234）

（康宁公司）；SDS-PAGE 凝胶制备试剂盒（北京索

莱 宝 科 技 有 限 公 司）；BCA 蛋 白 浓 度 测 定 试 剂 盒

（江苏凯基生物技术股份有限公司）；PVDF 膜（Bio-

Rad）；LBT（HY-N0327）（MedChemExpress）；二甲基

亚砜（DMSO）（Sigma）。

1. 1. 2　细胞 人食管鳞状细胞癌 KYSE-30 细胞株

（上海中国科学院细胞库）。

1. 2　方法 
1. 2. 1　细胞的培养及分组 细胞培养：人食管鳞

状细胞癌 KYSE-30 细胞为贴壁细胞，培养于含 10%
胎牛血清和 1% 的青霉素-链霉素双抗的 RPMI-1640
培养基中，置于 5% CO2、37 ℃恒温细胞培养箱中培

养，每 2～3 d 更换一次培养液，细胞长满后进行传

代，使用对数生长期的细胞进行后续实验。

分组：LBT 溶于 DMSO 配制成 100 µmol·L-1母液，

分装后保存于−20 ℃。临用时用 RPMI-1640 培养基
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稀释至不同浓度。设置 LBT（0、10、20、40 µmol·L-1）

组［7］。 其 中 0 µmol·L-1 作 为 对 照 组 ，其 余 作 为 实

验组。

1. 2. 2　CCK-8 法检测增殖能力及半抑制浓度（ 
Inhibitory concentration 50%， IC50）测定 37 ℃、

5% CO2条件下，将生长状态良好的细胞消化、重悬、

计数，置于96孔板（2×103个细胞/孔）中，每孔200 µL。

每组细胞设 6 个复孔。重复铺 4 个 96 孔板。设置

LBT（0、10、20、40 µmol·L-1）组，弃去培养基，分别加

入 100 µL 不同浓度的 LBT 溶液，于贴壁后的 0、24、

48、72 h 进行检测。避光条件下，移液器吸净原培养

基，每孔加入 10 µL CCK-8 溶液与 90 µL 完全培养基

的混合液，37 ℃、5% CO2 恒温培养箱培养孵育 2 h。

孵育完毕后，使用酶标仪于 450 nm 波长处检测吸光

度。每个时间点重复测量3次。利用 GraphPad Prism 
8. 0 软件，通过非线性回归拟合剂量-反应曲线计算

LBT 处理 KYSE-30 细胞 24 h 后的 IC50。

1. 2. 3　平板克隆形成实验 取对数生长期的各组

细胞，分别用 0. 25% 胰蛋白酶消化并吹打均匀。将

细胞悬液作梯度稀释，每组细胞每块 6 孔板接种 200
个细胞，每孔分别加入浓度为 0、10、20、40 µmol·L-1

为 LBT，处理 24 h 后更换为完全培养基，每隔 3 d 换

液，37 ℃、5% CO2 恒温培养箱中培养，当 6 孔板中出

现肉眼可见的克隆（通常≥50 个细胞聚集在一起

时），终止培养。弃去上清液，用 PBS 小心清洗 2 次。

每孔加纯甲醇 2 mL，固定 15 min。弃去固定液，适

当晾干，每孔加1～2 mL Giemsa染色液，染色 30 min。

用流水缓慢洗去 Giemsa 染色液，倒置 6 孔板，空气中

晾干。6 孔板置于白色桌面上，相机拍照。将显微

镜下≥50 个细胞团视为计数克隆团。Image J软件计

数细胞克隆团数。相同实验方法，实验重复3次。

1. 2. 4　Transwell侵袭迁移实验 实验方法参照课

题组已发表的实验过程进行［9］。取对数生长期的

KYSE-30 细 胞 按 2×105·mL-1、每 孔 500 µL 接 种 在

6 孔板中，每孔分别加入浓度为 0、10、20、40 µmol·L-1

的 LBT，处 理 24 h 后 更 换 为 完 全 培 养 基 进 行

Transwell 侵袭实验：取对数生长期的各组细胞制成

2×104·mL-1 单细胞悬液，取 200 µL 铺进 Transwell 小

室上层，下室加入 600 µL 含 15% 血清的完全培养

基，放入 37 ℃、5% CO2 恒温培养箱常规培养 24 h。

培养结束后，取出 Transwell 小室，用棉签轻轻擦掉

上层未侵袭细胞，4% 多聚甲醛固定 30 min，将小室

适当风干。0. 1% 结晶紫染色 60 min，用 PBS 洗涤。

显微镜下随机选取 5 个视野观察并计数细胞。每次

设 3 个平行孔，至少重复 3 次。Transwell 迁移实验：

方法同侵袭实验，区别在于 Transwell 小室无 Matrigel
基质胶包被。

1. 2. 5　Western blot 检测相关蛋白表达 取对数

生长期的KYSE-30细胞按2×105·mL-1、每孔500 µL接种

在6孔板中，每孔分别加入浓度为0、10、20、40 µmol·L-1

的 LBT，处理 24 h 后更换为完全培养基。各组细胞

经消化、离心、裂解后获得总细胞蛋白质。利用

BCA 蛋 白 定 量 分 析 方 法 进 行 蛋 白 定 量 。 配 制

10%SDS 聚丙烯酰胺凝胶，并加入每泳道 20 µg 蛋

白进行电泳。电泳结束后，转移蛋白至 PVDF 膜

上 。 Western blot 封 闭 液 封 闭 后 ，分 别 加 入 AKT、

p-AKTThr308、p-GSK-3βSer9、CyclinD1、Snail、E-cadherin、

Vimentin 和 GAPDH 一抗于 4 ℃孵育过夜，洗膜。然

后用二抗孵育 1 h，洗膜。使用 Chemi Dox XRS 化学

发光成像检测技术显影。使用 Image J软件测定分析

各组灰度值并以对照组为参照计算相对灰度值。实

验重复 3 次。

1.  3　统计学处理 数据使用 GraphPad Prism 8. 0
软件进行分析。多组间比较采用单因素方差分析

（ANOVA），各 实 验 组 与 对 照 组 的 比 较 采 用

Dunnett's t 检验进行事后比较。检验水准 α=0. 05。

2 结果 

2. 1　LBT对食管鳞状细胞癌KYSE-30细胞增殖的

影响 CCK-8实验结果显示，与对照组比较，当用10、

20、40 µmol·L-1 LBT 处理食管鳞状细胞癌 KYSE-30
细胞24、48、72 h后，细胞增殖受到抑制。通过非线性回

归拟合计算得出其IC50值为19. 38 µmol·L-1（图 1）。

2. 2　LBT 对食管鳞状细胞癌 KYSE-30 细胞克隆

形成能力的影响 平板克隆形成实验结果显示，与

图1　LBT对食管鳞状细胞癌KYSE-30细胞增殖的影响
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对 照 组 相 比 ，实 验 组 细 胞 随 LBT 作 用 浓 度 递 增 ，

KYSE-30 细胞形成的克隆数量相应减少。各实验组

与对照组之间差异有统计学意义（P＜0. 001），表明

LBT 可以显著抑制 KYSE-30 细胞的克隆形成能力

（图 2）。

2. 3　LBT对食管鳞状细胞癌KYSE-30细胞侵袭迁

移能力的影响 Transwell 迁移侵袭实验结果显示，

与对照组相比，实验组细胞随 LBT 作用浓度的递

增，从小室上层透过聚碳酸酯膜进入下室的细胞数

显 著 减 少（P＜0. 001），表 明 LBT 可 以 显 著 抑 制

KYSE-30 细胞的侵袭迁移能力（图 3）。

2. 4　LBT对食管鳞状细胞癌KYSE-30细胞相关蛋

白表达的影响 采用 Western blot 检测了不同浓度

（0、10、20、40 µmol·L⁻¹）LBT 处理食管鳞状细胞癌

KYSE-30 细胞的关键信号通路蛋白及上皮-间质转

化（Epithelial-mesenchymal transition，EMT）标 志 物

表达的影响。与对照组相比，随着 LBT 作用浓度从

10 µmol·L⁻¹增加至 40 µmol·L⁻¹，总 AKT 蛋白及其

Thr308 位点的磷酸化水平（p-AKTThr308）呈浓度依赖

性下调。其下游底物 GSK-3β 的 Ser9 位点磷酸化水

平（p-GSK-3βSer9）也呈现相似的下降趋势。下游与

细胞增殖密切相关的细胞周期蛋白 CyclinD1 的表

达也随 LBT 浓度升高而显著降低。在 EMT 过程中，

上皮标志物 E-cadherin 的蛋白表达随 LBT 浓度增加

而明显上调。相反，间质标志物 Vimentin 及核心转

录因子 Snail 的表达则被显著抑制，且这种抑制效应

同样呈现浓度依赖性（图 4）。

3 讨论 

尽管 LBT 在多种肿瘤模型中展现出阻滞细胞

周期、诱导细胞凋亡、抑制细胞增殖、迁移与侵袭等

方面的抗肿瘤潜力［10］，但 LBT 在食管鳞状细胞癌这

一高恶性程度肿瘤中的具体作用机制和效果尚缺

乏系统深入研究。因此，探讨 LBT 在食管鳞状细胞

癌中的作用具有重要意义。

本研究通过设置浓度为 0、10、20、40 µmol·L⁻¹ 
的 LBT 处理食管鳞状细胞癌 KYSE-30 细胞，利用

CCK-8、平板克隆形成及 Transwell 实验评估 LBT 对

细胞恶性表型的影响。CCK-8 实验结果显示：随着

LBT 浓度从 0 µmol·L⁻¹增加至 40 µmol·L⁻¹，KYSE-30
细胞的 450 nm 处的吸光度显著降低，表明细胞增殖

能力受到明显抑制。平板克隆形成实验结果显示：

实验组的细胞克隆形成数目显著少于对照组，且克

隆数目随 LBT 浓度升高而递减，进一步证实了 LBT
对细胞增殖的抑制作用。Transwell 实验结果显示：

穿过基质胶（侵袭）或未铺胶膜（迁移）的细胞数量

均随 LBT 浓度增加而显著减少，表明 LBT 能够有效

抑制 KYSE-30 细胞的侵袭和迁移能力。以上实验

结果表明，LBT 可抑制食管鳞状细胞癌 KYSE-30 细

胞的增殖、侵袭与迁移，提示 LBT 可能通过干预这

些恶性生物学过程，在食管鳞状细胞癌中发挥抑癌

作用。

图2　LBT对食管鳞状细胞癌 KYSE-30细胞克隆形成能力

的影响（100×）

图3　LBT对食管鳞状细胞癌 KYSE-30细胞侵袭迁移能力

的影响（100×）
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已有研究表明，肿瘤的增殖与细胞周期相关蛋

白调控密切相关，细胞侵袭过程中，EMT 起着关键

作用［11-12］。本研究采用 Western blot 检测不同浓度

LBT 处理食管鳞状细胞癌 KYSE-30 细胞的细胞周期

及 EMT 相关蛋白表达。结果发现，与对照组相比，

实验组中细胞周期蛋白 CyclinD1 表达明显下调；

EMT 上皮细胞标志物 E-cadherin 蛋白表达上调，而

间质细胞标志物 Vimentin 蛋白表达下调。这提示

LBT 可能通过调控细胞周期相关蛋白及 EMT 来参

与食管鳞状细胞癌的增殖与侵袭。然而，其发挥这

些抑癌作用的具体信号传导机制，即所调控的关键

信号通路，目前尚不完全清楚，这正是阐明其药理

机制的核心问题。

PI3K/AKT 信号通路作为致癌的关键通路之一，

在抑制细胞凋亡、维持血管生成、促进细胞生长等

方面发挥重要作用［13］。作 为 AKT 的 关 键 直 接 底

物，GSK-3β 的活性受其磷酸化状态精确调控，活

化的 AKT 可磷酸化 GSK-3β 丝氨酸 9（Ser9）位点，

从而抑制其激酶活性［14］。GSK-3β 活性被抑制，无

法促进下游底物 CyclinD1 和 Snail 的降解［15-16］。其

中，CyclinD1 是驱动 G1/S 期细胞周期转换的关键蛋

白［17］，而 Snail 则是诱导 EMT 的核心转录因子［18］。

Snail 蛋白水平升高，导致其下游靶基因 E-cadherin
上皮标志物表达下调，而 Vimentin 等间质标志物表

达上调，即发生典型的 EMT［12，19］。目前有研究［7］认

为，LBT 通过 AKT/GSK-3β/c-Myc 轴干扰谷氨酰胺摄

取，从而促进细胞凋亡对乳腺癌发挥抗癌作用；通

过 失 活 Ras/PI3K/AKT 通 路 诱 导 肺 癌 细 胞 凋 亡［8］。

LBT 还可能通过下调 AKT/GSK-3β/Snail 信号通路，

抑制胃癌细胞增殖和 EMT 过程，促进细胞凋亡［20］，

图4　LBT对食管鳞状细胞癌KYSE-30细胞相关蛋白表达的影响
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抑制 EMT 转化增强肺腺癌顺铂敏感性［21］。本实验

中，随着 LBT 处理浓度的增加（10、20、40 µmol·L-1），

KYSE-30 细 胞 的 AKT、p-AKTThr308 、p-GSK-3β Ser9 、

CyclinD1蛋白明显下调，E-cadherin 上调，Vimentin、

Snail 下调。我们初步认为 LBT 可能通过抑制 PI3K/
AKT/GSK-3β 信号通路，下调 CyclinD1、Snail 表达，

减弱EMT的转化，从而抑制食管鳞状细胞癌KYSE-30
细胞增殖与侵袭。

本 研 究 也 存 在 局 限 性 。 如 我 们 测 得 IC50 为

19. 38 µmol·L-1，该 IC50 值提示 LBT 在体外显示出

较强的抑制活性，但这是体外实验数据，体内的复

杂环境可能会影响其实际效果，需要在后续研究中

进一步探索动物体内实验及 PI3K/AKT 信号通路上

下游调控机制。

综上所述，LBT 可能通过 PI3K/AKT/GSK-3β 信

号通路抑制食管鳞状细胞癌 KYSE-30 细胞增殖及

侵袭（图 5）。这项研究为 LBT 作为食管鳞状细胞癌

潜在治疗药物提供理论依据，但其具体的分子机制

和应用仍需进一步研究。
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