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葛根素靶向抑制Notch1/PI3K/AKT/mTORC1通路抑制胃癌进展

李文哲1，刘芳芳2*
(1西安医学高等专科学校附属医院消化内科，西安 710300；2陕西中医药大学附属医院消化一科，咸阳 712000)

摘要：本文探讨了葛根素对胃癌(gastric cancer，GC)进展的影响及相关分子机制。使用不同浓度葛根

素处理GC细胞系AGS、N87，并将细胞分为空白组(0 mg/mL)、低浓度葛根素组(10 mg/mL)、中浓度葛

根素组(50 mg/mL)和高浓度葛根素组(100 mg/mL)。通过克隆形成实验检测各组细胞增殖活性，划痕实

验检测各组细胞迁移能力，Transwell实验检测各组细胞侵袭能力，Western blot检测各组细胞Notch1受
体、Notch1受体活化片段(Notch1 intracellular domain，Notch1 ICD)、磷脂酰肌醇3-激酶

(phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K)、磷酸化PI3K(phosphorylated PI3K，p-PI3K)、蛋白激酶B(protein
kinase B，AKT)、p-AKT、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mammalian target of rapamycin，mTOR)、p-
mTORC1(Ser2448)、p-mTORC2(Ser2481)、凋亡相关蛋白(Bax、Bad)表达水平。构建裸鼠GC荷瘤模

型，使用不同剂量葛根素饲喂，依据葛根素剂量将裸鼠分为对照组(0 mg/kg)、低剂量组(5 mg/kg)、中

剂量组(10 mg/kg)和高剂量组(20 mg/kg)，观察各组裸鼠GC体内生长差异。向各葛根素处理组细胞培养

体系中加入Notch1受体激动剂Jagged-1多肽(10 μg/mL)，再次检测上述指标。结果发现，与空白组细胞

相比，葛根素以浓度依赖性方式抑制GC细胞增殖、迁移和侵袭活性。与空白组细胞相比，葛根素处

理组细胞Notch1受体水平更高，而Notch1 ICD水平较低；p-PI3K、p-AKT、p-mTORC1水平更低，而

P3IK、AKT、mTOR、p-mTORC2水平无显著差异；Bax和Bad表达水平显著升高。与对照组裸鼠相

比，葛根素饲喂组裸鼠形成的GC肿瘤生长均显著减缓。加入Jagged-1后，各葛根素处理组细胞增殖、

迁移和侵袭活性均显著升高，p-PI3K、p-AKT、p-mTORC1(Ser2448)表达水平均显著升高。由此得出

结论，葛根素通过靶向抑制Notch1/PI3K/AKT/mTORC1通路的激活进而抑制胃癌细胞的恶性生物学行

为，并促进细胞凋亡。
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Puerarin suppresses gastric cancer progression by targeted
inhibition of Notch1/PI3K/AKT/mTORC1 pathway
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Abstract: To explore the effect of puerarin on the progression of gastric cancer (GC) cancer and related
molecular mechanisms, GC cell lines AGS and N87 were treated with different concentrations of puerarin, the
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cells were divided into blank group (0 mg/mL), low concentration puerarin group (10 mg/mL), medium
concentration puerarin group (50 mg/mL) and high concentration puerarin group (100 mg/mL). The
proliferative activity of cells in each group was detected by clone formation assay, the migratory ability of
cells in each group was detected by scratch assay, the invasive ability of cells in each group was detected by
Transwell assay, and the expression levels of Notch1 receptor, Notch1 receptor fragment (Notch1 intracellular
domain, Notch1 ICD), phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K), phosphorylated PI3K (p-PI3K), protein kinase B
(AKT), p-AKT, mammalian target of rapamycin (mTOR), p-mTORC1 (Ser2448), p-mTORC2 (Ser2481), and
apoptosis-related proteins (Bax, Bad) of each group were detected by Western blot. The nude mice were
divided into control group (0 mg/kg), low dose group (5 mg/kg), medium dose group (10 mg/kg) and high dose
group (20 mg/kg) according to the dose of puerarin, the growth of GC in nude mice was observed. The Notch1
receptor agonist Jagged-1 polypeptide (10 μg/mL) was added into the cell culture system of each puerarin-
treated group. Puerarin inhibited the proliferation, migration and invasion of GC cells in a concentration-
dependent manner. Compared with the blank control group, puerarin-treated cells had higher levels of Notch1
receptor and lower levels of Notch1 ICD, and lower levels of p-PI3K, p-AKT, p-mTORC1, but no significant
differences in the levels of P3IK, AKT, mTOR, p-mTORC2. The expression levels of Bax and Bad were
significantly increased. Compared with the control group, the growth of GC tumor in puerarin-fed group was
significantly slowed. After adding Jagged-1, the cell proliferation, migration and invasion activities were
significantly increased, and the expression levels of p-PI3K, p-AKT, p-mTORC1 (Ser2448) were significantly
increased in all puerarin treated groups. Puerarin can inhibit the malignant biological behavior of gastric cancer
cells and promote apoptosis by targeting the activation of Notch1/PI3K/AKT/mTORC1 pathway.
Key Words：puerarin; Notch1; PI3K; AKT; mTORC1; gastric cancer

胃癌(gastric cancer，GC)是消化系统主要的恶

性肿瘤之一，是全球第五大常见癌症，也是第三

大癌症相关死亡原因[1]。GC的致病风险因素包括

幽门螺杆菌感染、年龄、高盐摄入量以及饮食中

水果和蔬菜摄入量低[2]。目前，临床针对早中期

GC主要采取手术切除的方式，而晚期GC患者以放

疗结合化疗为主，但是往往收效不佳，并且带来

的不良反应较多。因此，需要找到更有针对性、不

良反应更小的治疗药物。葛根是一种传统中药，葛

根素(puerarin)是在葛根和葛属植物中发现的一种具

有生物活性的黄酮类物质，被证实可有效治疗心

血管疾病、肝病、胃病、呼吸系统疾病、糖尿病、

阿尔茨海默病和癌症等慢性病[3-5]。近年来，葛根

素的抗癌作用得到了广泛的研究。在乳腺癌中，

葛根素能够通过增加癌细胞内双特异性磷酸酶1的
表达来抑制肿瘤进展[6]。此外，葛根素还可以通过

靶向碳酸酐酶Ⅻ来抑制由低剂量化疗药物奥沙利铂

诱导的乳腺癌细胞上皮-间质转化，因此葛根素被认

为是治疗乳腺癌患者的潜在临床药物[7]。另外，葛

根素还可以诱导膀胱癌细胞凋亡，从而抑制肿瘤

进展[8]。当然，葛根素对膀胱癌的抑制作用还可能

涉及其对环状RNA和微小RNA的靶向调控[9]。然

而，葛根素对GC的药效和作用机制还有待深入阐

明。据报道，葛根素可以通过激活PI3K/AKT信号

通路来抑制肝癌HepG2细胞糖异生过程[10]。此外，

葛根素靶向磷脂酰肌醇3-激酶(phosphatidylinositol
3-kinase，PI3K)/蛋白激酶B(protein kinase B，
AKT)信号通路对神经系统疾病产生一定的保护作

用[11]。而细胞内的另一条经典信号通路Notch通路，

与GC细胞的存活和周期也有着紧密关联[12]。因此，

本研究通过不同浓度葛根素处理GC细胞，探究了

葛根素对GC细胞恶性生物学行为的影响及其与GC
细胞Notch、PI3K/AKT信号通路的关系。

1 材料与方法

1.1 细胞系与葛根素

人GC细胞系AGS购自武汉普诺赛生命科技有

限公司。N87细胞购自合肥万物生物科技有限公
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司。葛根素购自上海源叶生物科技有限公司(生产

批号：B20446)。细胞均培养于含10%胎牛血清、

1%青霉素/链霉素的RPMI-1640培养基中。

1.2 主要试剂与仪器

胎牛血清、青霉素 /链霉素混合液、RPMI-
1640培养基购自Gibco公司。蛋白定量试剂盒购自

上海碧云天生物技术有限公司。磷酸盐缓冲液、

蛋白裂解液购自北京索莱宝科技有限公司。超敏

化学发光液购自Thermo Fisher公司。Jagged-1多肽

购自MCE公司。抗GAPDH、Bax、Bad、Notch1和
Notch1 ICD抗体购自Abcam公司。抗PI3K、磷酸化

PI3K(phosphorylated PI3K，p-PI3K)、AKT、p-
AKT、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mammalian target
of rapamycin，mTOR)、p-mTORC1(Ser2448)和p-
mTORC2(Ser2481)抗体购自Proteintech公司。羊抗

鼠、羊抗兔二抗购自Cell Signaling公司。酶标仪购

自Thermo Fisher公司。聚丙烯酰胺凝胶电泳槽购自

Bio-Rad公司。

1.3 方法

1.3.1 葛根素处理和细胞分组

将AGS和N87细胞均分为空白组(0 mg/mL)、
低浓度葛根素组(10 mg/mL)、中浓度葛根素组

(50 mg/mL)和高浓度葛根素组(100 mg/mL)， 按照

对应浓度分别加入经培养基稀释好的葛根素，空

白组加入等量培养基。在部分实验中，需要向上

述各葛根素处理组加入10 μg/mL的Jagged-1多肽。

葛根素处理时间以不同实验所需时间为准。

1.3.2 克隆形成实验

将AGS细胞和N87细胞分别按500个/孔接种于6
孔板内，按前述分组使用含不同浓度葛根素的培

养基进行培养，每天更换1次培养基以维持培养体

系内的葛根素浓度。连续培养10 d，肉眼可见明显

的细胞集落形成，撤去培养体系，用磷酸盐缓冲

液轻轻洗涤3次。然后用4%多聚甲醛固定细胞

15 min，经磷酸盐缓冲液轻轻洗涤3次后，再用

0.1%结晶紫溶液染色细胞20 min。将6孔板倒置风

干10 min。然后，观察并统计各孔内形成的细胞集

落数量。在部分实验中，需要向上述各葛根素处

理组加入10 μg/mL的Jagged-1多肽。

1.3.3 划痕实验

将AGS细胞和N87细胞分别接种于6孔板内，

以不含葛根素的完全培养基进行培养。待其汇合

度达70%，撤去旧培养基，用磷酸盐缓冲液洗涤3
次。将细胞按前文所述进行分组，并用无菌10 μL
移液枪头在孔底进行十字划痕。之后，使用无血

清培养基配制前述浓度的葛根素，并用以培养细

胞。分别在划痕第0 h、24 h于显微镜下观察划痕

面积变化情况，拍照后通过Image J软件分析划痕

愈合面积比例。在部分实验中，需要向上述各葛

根素处理组加入10 μg/mL的Jagged-1多肽。

1.3.4 Transwell实验

首先，在冰上操作，将Matrigel胶铺于24孔
Transwell板的小室底部。然后，将处于对数生长

期的AGS细胞和N87细胞消化并离心，使用含不同

浓度(如前文分组所述浓度)葛根素的无血清培养基

进行重悬。然后，吸取200 μL(1 000个细胞)细胞悬

液加入小室内，下室内加入700 μL含10%胎牛血清

的完全培养基。培养48 h后取出Transwell板，用棉签

轻轻拭去小室底部未发生侵袭的细胞，然后用4%
多聚甲醛固定细胞，再用0.1%结晶紫溶液对细胞染

色，待小室风干后于显微镜下观察并统计发生侵袭

行为的细胞数量。在部分实验中，需要向上述各葛

根素处理组小室内加入10 μg/mL的Jagged-1多肽。

1.3.5 Western blot
收集经不同浓度葛根素处理24 h后的GC细胞，

首先经过磷酸盐缓冲液溶液冲洗3次，然后使用蛋

白裂解液进行裂解，获得细胞总蛋白。蛋白样品

在4℃、14 000 r/min条件下离心10 min，留取离心

后的上清蛋白样品。然后，蛋白样品经过蛋白定

量检测试剂盒测定浓度后，在聚丙烯酰胺凝胶上

电泳分离，并转移到聚偏二氟乙烯膜上。然后，

使用5%脱脂牛奶对膜进行封闭2 h。之后，将膜与

稀释好的一抗在4℃下孵育过夜，然后继续与稀释

好的二抗在常温下孵育2 h。最后，使用超敏化学

发光液对蛋白条带进行显影。所有一抗稀释比例

为1∶2 000，二抗稀释比例为1∶10 000。
1.3.6 裸鼠荷瘤模型

20只4周龄雄性BALB/C裸鼠购自北京斯贝福

生物公司，饲养于洁净动物房内，并适应性饲喂

一周。收集处于对数生长期的AGS细胞，消化、

离心后，用磷酸盐缓冲液重悬并计数。将AGS细
胞按2×106个/只接种于裸鼠背部皮下，5 d后可见明
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显的突起物形成，表明建模成功。之后，依据葛

根素饲喂剂量将裸鼠随机分为对照组(0 mg/kg)、
低剂量组(5 mg/kg)、中剂量组(10 mg/kg)和高剂量

组(20 mg/kg)，每组各5只。对照组饲喂不含葛根

素的正常饲料；其余各组按分组剂量饲喂葛根素

(生理盐水稀释)和正常饲料，每天给药一次，连续

饲喂20 d。饲喂结束后，处死动物，取下肿瘤组

织，拍照后称重(mg)，并测量体积，体积公式：

V=(长×宽2)/2。本研究动物实验获得西安医学高等

专科学校附属医院动物保护伦理委员会审批通过，

所有操作均符合伦理要求。

1.3.7 统计分析

所有实验独立重复3次。数据使用Graphpad
Prism 8.0软件进行统计分析并绘制统计图。对于多

组数据，通过单因素方差分析进行比较。P<0.05被
认为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 葛根素以浓度依赖性抑制GC细胞增殖、迁

移和侵袭活性

使用不同浓度葛根素处理AGS细胞和N87细胞

后，克隆形成实验结果表明，与空白组细胞相比，

各葛根素处理组细胞的增殖活性均显著降低，形

成的细胞集落数均显著少于空白组，差异均有统

计学意义(P<0.05)(图1A)。划痕实验结果表明，葛

根素处理导致GC细胞迁移能力受到显著抑制，各

葛根素处理组细胞的划痕愈合面积均显著小于空

白组，差异均有统计学意义(P<0.05)(图1B)。另外，

Transwell实验结果显示，各葛根素处理组发生侵

袭的细胞数量均显著少于空白组，差异均有统计

学意义(P<0.05)(图1C)。
2.2 葛根素抑制GC体内生长

为了进一步验证体外实验的结论，本研究构建

了裸鼠GC荷瘤模型，并以不同剂量葛根素进行饲

喂。结果表明，各葛根素饲喂组裸鼠形成的GC肿
瘤体积和重量均显著小于对照组裸鼠，差异均有

统计学意义(P<0.05)(图2)。
2.3 葛根素处理诱导GC细胞凋亡, 并抑制Notch1
受体活化和PI3K/AKT/mTORC1通路磷酸化激活

提取不同浓度葛根素处理的细胞总蛋白进行

Western blot，结果显示，与空白组细胞相比，各

葛根素处理组细胞内凋亡蛋白Bax和Bad表达水平

A：通过克隆形成实验检测各组细胞增殖活性；B：通过划痕实验检测各组细胞迁移能力，标尺=200 μm；C：通过Transwell实验检测各组细胞

侵袭能力，标尺=100 μm；D：统计分析，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，与对照组(0 mol/mL)比较

图1 葛根素以浓度依赖性抑制GC细胞增殖、迁移和侵袭活性
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均显著升高，Notch1 ICD水平均显著降低，p-
PI3K、p-AKT、p-mTORC1(Ser2448)水平均显著降

低，而Notch1、PI3K、AKT、mTOR表达水平无显

著差异(图3)。
2 .4 葛根素靶向抑制Notch1 /PI3K/AKT/
mTORC1通路的激活来抑制GC进展

为了验证葛根素对Notch1/PI3K/AKT/mTORC1
通路的靶向性，分别向各葛根素处理组细胞培养

体系加入50 μg/mL的Notch1受体激动剂Jagged-1多
肽。Western blot结果显示，Jagged-1的加入部分逆

转了葛根素对Notch1/PI3K/AKT/mTORC1通路的抑

制作用 (图4 )。克隆形成实验结果表明，加入

Jagged-1后，各葛根素处理组细胞增殖活性均显著

提升，差异有统计学意义(P<0.05)(图5A)。划痕实验

和Transwell实验结果显示，在Jagged-1作用下，各葛

根素处理组细胞的迁移和侵袭能力均显著增加，

在成功构建裸鼠GC荷瘤模型后，以不同剂量葛根素饲喂裸鼠，20 d后取肿瘤组织，观察并统计各组肿瘤大小差异。**P<0.01，***P<0.001，与

对照组(0 mol/mL)比较

图2 葛根素抑制GC体内生长

使用不同浓度葛根素处理GC细胞后，通过Western blot检测相关蛋白质表达水平的变化

图3 葛根素对GC细胞凋亡、Notch1和PI3K/AKT/mTORC1通路的影响
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差异有统计学意义(P<0.05)(图5B和图5C)。

3 讨论

GC是消化道常见的恶性肿瘤之一，全球发病

率始终居高不下。传统中医药治疗GC已经得到深

入探索，其中涉及中药成分对癌细胞内信号通路

的靶向调控[13]。据报道，中药左金丸能够增强化

疗药物对GC细胞的抑制作用，逆转癌细胞的耐药

性[14]。另外，中药单体能够逆转GC细胞上皮-间充

质转化，从而有效抑制GC的发生和发展[15]。这些

证据说明，中药治疗GC有着巨大的应用前景。

据报道，葛根素作为一种草药来源的生物活性

化合物具有广泛的药理特性[16,17]。它还对多种人类

癌症具有保护作用，主要通过诱导癌细胞凋亡发

挥作用[18]。肿瘤发展与抑制细胞凋亡或程序性细

胞死亡密切相关，这使得癌细胞得以永生化。据

报道，葛根素通过降低细胞活力、诱导细胞凋亡、

激活Bax和caspase 3蛋白表达，对结肠癌HT-29细胞

产生抑制作用[19]。许浩等[20]的研究表明，葛根素

能够通过抑制着丝粒蛋白A的表达来抑制膀胱癌细

胞的增殖行为。另有研究表明，葛根素能够诱导

雄激素非依赖性前列腺癌细胞凋亡[21]。在卵巢癌

中，葛根素的作用有助于肿瘤抑制基因表达和肠

道微生物群调节[22]。本研究为了探讨葛根素对胃

癌的抗癌作用，也重点研究了其对细胞增殖和凋

亡的作用，结果发现，葛根素浓度的增加对胃癌

细胞的细胞活力和增殖具有显著抑制作用。相应

的，我们也发现，GC细胞中细胞凋亡被激活，伴

随Bax和Bad表达增加。与以前报道的研究结果一

致，我们的研究结果也证实了葛根素在GC细胞和

裸鼠GC荷瘤模型中的抗癌作用。进一步的机制研

究发现，葛根素是通过抑制Notch1/PI3K/AKT/

图4 加入Jagged-1后PI3K/AKT/mTORC1通路变化

A：通过克隆形成实验检测各组细胞增殖活性的变化；B：通过划痕实验检测各组细胞迁移能力的变化，标尺=200 μm；C：通过Transwell实验

检测各组细胞侵袭能力的变化，标尺=100 μm；D：统计结果分析，*P<0.05，**P<0.01，与对照组(0 mol/mL)比较

图5 葛根素靶向抑制Notch1/PI3K/AKT/mTORC1通路的激活来抑制GC进展

李文哲, 等. 葛根素靶向抑制Notch1/PI3K/AKT/mTORC1通路抑制胃癌进展 · 337 ·



mTORC1通路磷酸化水平来抑制GC细胞增殖活性，

在加入Notch1受体激动剂Jagged-1多肽后，葛根素

对GC细胞增殖的抑制作用得到部分逆转。这说明

Notch1通路和PI3K/AKT/mTORC1通路均是葛根素

抗GC生长作用的靶标。

中药单体可以通过多种信号通路抑制癌症进

展，并促进免疫治疗效果[23]。葛根素对癌细胞的

抑制作用与多种信号通路的调节相关。唐青等[24]

报道，葛根素通过抑制PI3K/AKT通路调节膀胱癌

细胞周期，从而抑制癌细胞的增殖、迁移和侵袭。

有趣的是，葛根素也可以诱导顺铂耐药性卵巢癌

细胞凋亡[25]。除此之外，葛根素被报道可以通过

抑制PI3K/mTOR信号通路抑制宫颈癌细胞的生长

和迁移[26]。葛根素与PI3K/AKT/mTOR的靶向作用

可能还参与了细胞代谢的调节。据报道，葛根素

可以通过抑制由mTOR介导的葡萄糖代谢在胰腺导

管腺癌中发挥抗肿瘤活性[27]。为了探究葛根素通

过何种途径抑制GC细胞迁移和侵袭，我们利用

Western blot检测了相关蛋白质的表达水平，发现

Notch1/PI3K/AKT/mTORC1通路激活水平受到显著

抑制；而mTORC2(Ser2481)水平不受影响。在加入

Notch1受体激动剂Jagged-1后，该通路活化水平得

到显著提高，GC细胞迁移和侵袭活性得到提升。

这进一步说明，Notch1/PI3K/AKT/mTORC1通路参

与了GC细胞转移过程的调节。然而，关于葛根素

如何作用于Notch1受体，以及如何影响其活化过

程，尚需进一步研究。此外，还需要使用更为连

续的浓度梯度葛根素进行深入研究。

总之，我们的结果表明，葛根素可以靶向

Notch1/PI3K/AKT/mTORC1通路抑制GC细胞的增

殖、迁移和侵袭行为，并促进细胞凋亡，确认最

终抑制肿瘤体内、体外进展。未来的研究需要进

行更为深入地探索其下游效应分子，以明确葛根

素对GC治疗的临床药理作用。
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