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苍术素调节PI3K/Akt/mTOR信号通路对恶性黑素瘤A375细胞的影响
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[摘要]目的：探讨苍术素对恶性黑素瘤（Malignant melanoma，MM）细胞增殖、迁移和侵袭的影响及其作用机制。方法：

体外培养A375细胞并分为对照组，苍术素低剂量组（苍术素-L组）、中剂量组（苍术素-M组）、高剂量组（苍术素-H组）

（5、10、20 μmol/L）及苍术素-H组+740 Y-P[磷脂酰肌醇3-激酶（PI3K）激活剂]组（20 μmol/L苍术素+20 μmol/L 740 

Y-P）。分别以MTT法、细胞划痕实验、Transwell实验、流式细胞术、蛋白免疫印迹（Western blot）法筛选苍术素浓度、

检测细胞迁移、侵袭、细胞凋亡、磷酸化（p-）PI3K、PI3K、p-蛋白激酶（Akt）、Akt、p-雷帕霉素靶蛋白（mTOR）、mTOR

蛋白表达。结果：苍术素5、10、20 μmol/L剂量处理A375细胞显著降低细胞的增殖能力；苍术素-M组、H组较对照组细胞凋

亡率升高、细胞迁移和侵袭能力及p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt、p-mTOR/mTOR蛋白表达水平降低（P＜0.05）；苍术素-H+740 

Y-P组较苍术素-H组细胞生长状态良好，凋亡率降低，细胞增殖、迁移和侵袭能力及p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt、p-mTOR/mTOR

蛋白表达水平升高（P＜0.05）。结论：苍术素可通过抑制PI3K/Akt/mTOR信号通路，抑制MM细胞恶性生物学行为。
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Abstract: Objective  To investigate the impacts of atractylodin on the proliferation, migration and invasion of malignant 
melanoma (MM) cells and its mechanism. Methods  A375 cells were cultured in vitro and randomly assigned to a control 
group, a low-dose Atractylodes lancea (Atractylodes lancea) saponin group, a medium-dose Atractylodes lancea saponin group, 
a high-dose Atractylodes lancea saponin group (5, 10, 20 μmol/L), and a high-dose Atractylodes lancea saponin group plus the 
PI3K activator 740 Y-P (20 μmol/L Atractylodes lancea saponin + 20 μmol/L 740 Y-P). Cell proliferation was assessed by MTT 
assay; cell migration and invasion were evaluated by wound healing and Transwell assays; apoptosis was measured by fl ow 
cytometry; and protein expression levels of phosphorylated and total PI3K, Akt, and mTOR were assessed by Western 
blot. Specifically, for the signaling pathway, p-PI3K/PI3K, p-Akt/Akt, and p-mTOR/mTOR were examined. Results  
Treatments with 5, 10, and 20 μmol/L Atractylodes lancea saponin signifi cantly reduced cell proliferation in A375 cells. 
Compared with the control, the low- and high-dose saponin groups showed increased apoptosis and decreased cell 
migration and invasion, accompanied by reduced levels of p-PI3K/PI3K, p-Akt/Akt, and p-mTOR/mTOR (P＜0.05). The 
high-dose saponin plus 740 Y-P group displayed improved cellular growth status compared with the high-dose saponin 
group, with decreased apoptosis, and increased proliferation, migration, and invasion, as well as elevated p-PI3K/PI3K, 
p-Akt/Akt, and p-mTOR/mTOR levels (P＜0.05). Conclusion  Atractylodes lancea saponin may suppress malignant biological 
behaviors of MM cells by inhibiting the PI3K/Akt/mTOR signaling pathway.
Key words: atractylodin; melanoma; A375 cells; phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase/mammalian target of rapamycin signal pathway

恶性黑素瘤（MM）好发于皮肤，易转移、恶性程度

高，致死率占所有皮肤癌相关死亡病例的80%以上[1]。早期

MM通过手术切除可获得良好预后，然而由于MM细胞的强侵

袭性和强转移性，晚期患者很难延长生存时间[2]。研究发

现，磷脂酰肌醇3-激酶（PI3K）/蛋白激酶（AKT）/雷帕

霉素靶蛋白（mTOR）信号通路异常激活可抑制细胞凋亡，

促进细胞增殖，参与肿瘤转移，导致肿瘤细胞逃避凋亡，

产生耐药性，提示有效调控该信号通路有助于改善患者治

疗结局[3]。苍术素是中药苍术的主要成分之一，具有广泛

的药理作用，包括了抗肿瘤、调节胃肠道功能、抗神经炎

症、改善急性肝衰竭等[4]。Li Z等[5]发现苍术素可以通过阻

断PI3K/Akt/mTOR信号通路，触发人乳腺癌MCF-7细胞凋亡

和自噬，可用于治疗人类乳腺癌。然而，苍术素对MM的治

疗作用及机制研究较少。为进一步明确其在MM中的应用前

景，本研究展开了相关探讨。

1  材料和方法

1.1 实验材料：人黑素瘤A375细胞，购自中国科学院上海

细胞库。

1.2 主要试剂与仪器：苍术素（纯度99%），购自四川德

思特生物技术有限公司；740 Y-P（PI3K激动剂）购自美国

MCE公司；BCA蛋白浓度测定试剂盒、羊抗兔二抗、羊抗鼠

二抗购自碧云天生物；Annexin V-FITC/PI细胞凋亡检测

试剂盒，购自翌圣生物；一抗磷酸化（p-）PI3K、PI3K、

p-Akt、Akt、p-mTOR、mTOR和GAPDH，购自美国Abcam公

司。CO2培养箱，购自德国Memmert公司；荧光显微镜购自奥

林巴斯；流式细胞仪购自贝克曼；Tanon 1 600全自动凝胶

成像分析仪购自山东博威科技发展有限公司。

1.3 方法

1.3.1 药物浓度的筛选：将A375细胞复苏后，在DMEM细

胞培养基（含10%胎牛血清及双抗），5% CO2，37℃培养

箱中培养。待传代3次后，取指数生长期细胞依次加入0、

0.5、2.5、5、10、20μmol/L苍术素，分别培养24、48、

72 h后，按照MTT试剂盒说明操作，检测光密度（OD）。

1.3.2 分组与处理：按照一定密度（1.0×105个/孔）接种

于96孔板，随机分为对照组、苍术素低剂量组（苍术素-L

组）、中剂量组（苍术素-M组）、高剂量组（苍术素-H

组）和苍术素-H+740 Y-P组。使用生理盐水溶解苍术素，

苍术素低、中、高剂量组分别向每孔中加入5μmol/L、

10μmol/L、20μmol/L苍术素[6]，苍术素-H+740 Y-P组向每

孔中加入20μmol/L苍术素+20μmol/L 740 Y-P[7]，对照组

仅加入适量生理盐水。

1.3.3 细胞划痕实验：按照一定密度（1.0×106个/孔）接

种至6孔板，用无菌移液器枪头（200μl）于6孔板底部垂

直画线模拟伤口，吸去漂浮细胞，并于显微镜下拍摄划痕

图像，记为h。继续培养48 h后，再次拍摄，计算细胞伤口

愈合情况。

1.3.4 Transwell实验：按照一定密度（3×103个/孔）接种

于Transwell小室（涂有基质胶），下室加入700μl完全培

养基。按照分组处理，培养结束后，取出小室，经固定、

染色后将小室置于镜下观察。

1.3.5 光学显微镜观察：将1.3.1中各组A375细胞从培养箱

中取出，光学显微镜下观察各组细胞形态变化和生长状态

并采集图片。

1.3.6 流式细胞术：收集细胞，按照凋亡检测试剂盒，加

入Annexin V-FTTC及PI分别于暗室孵育，结束后，将细胞

置于冰上，于1 h内上机检测。

1.3.7 蛋白免疫印迹（Western blot）检测：以预冷

RIPA裂解液提取细胞中蛋白，按照BCA法对蛋白定量。

随后，行SDS-PAGE凝胶电泳、转膜、封闭。结束后，添
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加相应一抗p-PI3K、PI3K、p-Akt、Akt、p-mTOR、mTOR

（1∶1 000）和GAPDH（1∶2 000）于4度下孵育过夜，次

日，轻轻洗去一抗，并将蛋白条带与对应二抗（1∶500）

室温孵育1 h。结束后，行曝光检测，并对蛋白相对表达量

进行分析。

1.4 统计学分析：以GraphPad Prism 8.0.2分析，计量资料

以均数±标准差（x̄±s）表示，组间比较采用单因素方差

分析比较。

2  结果

2.1 各组细胞增殖：苍术素5、10、20μmol/L剂量组较

0μmol/L组，细胞增殖能力浓度依赖性降低（P＜0.05），

采用5、10、20μmol/L剂量的苍术素进行下一步实验。见

表1。

                 表1  各组细胞OD450值比较             （x̄±s）

组别
                           OD450值

               24 h          48 h    72 h

0μmol/L（n=6） 0.46±0.05     0.68±0.10 1.09±0.13

0.5μmol/L（n=6） 0.45±0.06     0.66±0.08 1.05±0.12

2.5μmol/L（n=6） 0.44±0.06     0.63±0.09 0.96±0.10

5μmol/L（n=6） 0.36±0.05*    0.56±0.06 0.84±0.09

10μmol/L（n=6） 0.30±0.05*    0.49±0.06 0.74±0.09

20μmol/L（n=6） 0.23±0.03*    0.40±0.05 0.58±0.06

F值             20.277         12.463   22.452

P值            ＜0.001       ＜0.001   ＜0.001

注：*表示与对照组比较，P＜0.05。

2.2 各组细胞迁移能力：苍术素-H组较对照组、苍术素-L

组、M组细胞迁移率下降（P＜0.05）；与苍术素-H组相

比，苍术素-H+740 Y-P组细胞迁移率提高（P＜0.05）。见

图1、表2。

    表2 各组A375细胞的迁移能力比较        （x̄±s，%）

组别                      细胞迁移率

对照组（n=6）            90.11±11.43

苍术素-L组（n=6）            88.26±11.18

苍术素-M组（n=6）            73.75±7.14

苍术素-H组（n=6）            61.54±10.79*#

苍术素-H+740 Y-P组（n=6）  85.24±12.26△

F值                         7.554

P值                       ＜0.001

注：*表示与对照组比较，P＜0.05；#表示与苍术素-L组比较，P＜0.05；△表

示与苍术素-H组比较P＜0.05。

2.3 各组细胞侵袭能力：苍术素-H组较对照组、苍术素-L

组、M组细胞侵袭率降低（P＜0.05）；苍术素-H+740 Y-P组

较苍术素-H组细胞侵袭率提高（P＜0.05）。见图2、表3。

2.4 各组细胞生长状态：对照组和苍术素-H+740 Y-P组

A375细胞单层贴壁生长，大小均一，密集成片且折光性

好；苍术素-L组细胞数量稍微减少，折光性减弱；随着苍

术素浓度增加，细胞数量显著减少，苍术素-M组、H组可见

悬浮细胞、部分细胞脱落，细胞变圆变亮、体积减小，细

胞间接触消失，多数细胞裂解为碎片，呈典型的细胞凋亡

现象。见图3。

0 h

48 h

                对照组          苍术素-L组                苍术素-M组            苍术素-H组    苍术素-H+740 Y-P组

图1  细胞划痕实验检测A375细胞的迁移能力

          对照组                苍术素-L组            苍术素-M组         苍术素-H组            苍术素-H+740 Y-P组

图2  Transwell实验检测各组A375细胞的侵袭能力（100×）
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图4  流式细胞术检测各组细胞凋亡率

苍术素-H+740 

Y-P组

苍术素

-L组

苍术素

-M组

苍术素

-H组

2.5 各组细胞凋亡率：苍术素-M组、H组较对照组细胞凋亡

率浓度依赖性升高（P＜0.05）；苍术素-H+740 Y-P组较苍

术素-M组、H组细胞凋亡率显著降低（P＜0.05）。见表4。

  表4  各组A375细胞凋亡率比较  （x̄±s，%）

组别                      细胞凋亡率

对照组（n=6）            2.76±0.34

苍术素-L组（n=6）            3.12±0.36

苍术素-M组（n=6）            6.87±0.84*#

苍术素-H组（n=6）            12.71±1.58*#▲

苍术素-H+740 Y-P组（n=6）  3.11±0.26▲△

F值                       154.737

P值                       ＜0.001

注：*表示与对照组比较，P＜0.05；#表示与苍术素-L组比较，P＜0.05；△表

示与苍术素-H组比较P＜0.05。

2.6 各组细胞蛋白表达：苍术素-M组、H组较对照组细胞中

p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt、p-mTOR/mTOR蛋白表达水平下

调（P＜0.05）；苍术素-H+740 Y-P组较苍术素-H组细胞中

p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt、p-mTOR/mTOR蛋白表达水平上调

（P＜0.05）。见图5、表5。

p-PI3K 

PI3K 

p-Akt 

Akt

p-mTOR 

mTOR 

GAPDH 

           对照组  

        

图5  Western blot检测细胞中p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt、p-mTOR/mTOR

蛋白的表达

          对照组                苍术素-L组             苍术素-M组           苍术素-H组   苍术素-H+740 Y-P组

图3  各组A375细胞生长状态（200×）

             表3  各组A375细胞的侵袭能力比较       （x̄±s，%）

组别                     细胞侵袭率

对照组（n=6）           88.16±10.38

苍术素-L组（n=6）            86.25±9.23

苍术素-M组（n=6）           74.67±8.64

苍术素-H组（n=6）           62.74±9.53*#▲

苍术素-H+740 Y-P组（n=6）    81.43±8.67△

F值                       7.350

P值                     ＜0.001

注：*表示与对照组比较，P＜0.05；#表示与苍术素-L组比较，P＜0.05；△表

示与苍术素-H组比较P＜0.05。
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3  讨论

MM是恶性程度最高的皮肤肿瘤，其发病率和死亡率逐年

上升[8]。临床上治疗MM的常用药物如紫杉醇、替莫唑胺、卡

铂等，副作用较大且患者易产生耐药性，治疗效果不佳[9]。

近年来已发现，抑制PI3K/Akt/mTOR信号表达能有效抑制MM

细胞的活力[10-11]，因此探索其在MM中的作用机制可能有助于

开辟诊治MM的分子靶向治疗路径。苍术已被发现其在宫颈癌

的治疗上具有一定作用[12]。现代研究表明，苍术素对胶质母

细胞瘤的肿瘤发生、肠癌细胞的增殖和凋亡、肝癌细胞侵袭

和迁移等都具有抑制作用[13-15]。本研究发现苍术素抑制MM

细胞的增殖、迁移和侵袭能力，说明苍术素能有效抑制MM

细胞的活力。然而，其具体作用机制还有待进一步验证。

研究发现，PI3K/Akt/mTOR通路是MM发生发展的重要驱

动因素，其异常激活与肿瘤细胞增殖、存活、转移及耐药

密切相关。提示，针对该通路的靶向治疗和联合治疗策

略可能为MM治疗提供新方向[16-17]。本研究发现，苍术素

处理后的MM细胞凋亡率下降，且PI3K/Akt/mTOR通路相关

蛋白表达明显下调，为进一步验证作用机制，在苍术素高

剂量基础上，联合PI3K激活剂740 Y-P[18]探讨，发现以上蛋

白表达趋势均发生了逆转，且苍术素对MM细胞恶性生物学

行为的抑制作用均受到不同程度负面影响，提示苍术素可通

过抑制PI3K/Akt/mTOR信号，发挥抗MM细胞增殖、迁移、侵袭

等生物学行为。

综上所述，苍术素可抑制MM细胞恶性生物学行为，这主

要基于PI3K/Akt/mTOR信号通路的抑制效应。然而，癌症进展

机制复杂，涉及肿瘤微环境、免疫炎症等多种因素，本研究

仅分析了通过苍术素影响PI3K/Akt/mTOR信号通路，之后可增

加实验探讨，进一步丰富苍术素作为临床用药的理论依据。
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表5  各组细胞p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt、p-mTOR/mTOR蛋白表达比较（x̄±s）

组别              p-PI3K/PI3K   p-Akt/Akt   p-mTOR/mTOR

对照组（n=6）     0.95±0.09   0.92±0.11   0.98±0.08

苍术素-L组（n=6）     0.91±0.06   0.82±0.15   0.95±0.11

苍术素-M组（n=6）     0.70±0.08*#  0.65±0.14*  0.79±0.07*#

苍术素-H组（n=6）     0.66±0.09*#  0.50±0.10*#  0.35±0.10*#▲

苍术素-H+740 Y-P组（n=6）0.79±0.10#△  0.83±0.15▲△ 0.94±0.07▲△

F值                 13.318 11.373    54.258

P值                ＜0.001      ＜0.001   ＜0.001

注：*表示与对照组比较，P＜0.05；#表示与苍术素-L组比较，P＜0.05；△表

示与苍术素-H组比较P＜0.05。


