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黄芪多糖基于 PI3K/Akt通路对食管癌大鼠抑瘤作用及免疫功能的影响 *

陈耀华 1 豆亚伟 1 周理乾 2 孙孟锟 2 樊国峰 2△

（陕西省人民医院 1胸外科；2放射科 陕西西安 710068）

摘要 目的：探究黄芪多糖（APS）对食管癌（EPC）模型大鼠的抑瘤作用、免疫功能及磷脂酰肌醇 -3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）

信号通路的影响。方法：选取 6周龄 SPF级健康 SD大鼠 50只，随机分为模型组(M组)、顺铂组（S组）、黄芪多糖低剂量组（AP-

SL）、黄芪多糖中剂量组（APSM）、黄芪多糖高剂量组（APSH），每组 10只。通过移植人食管癌 Eca109细胞建立 EPC模型，分别给

予 3 mg/kg顺铂和 100、200、400 mg/kg的 APS干预。测量各组大鼠肿瘤体积和肿瘤质量，计算肿瘤生长抑制率、胸腺指数和脾指

数，HE染色观察肿瘤组织形态学，采用流式细胞仪检测外周血 CD3+、CD4+、CD8+T淋巴细胞群，Western blot测定各组肿瘤组织

中 PI3K和 Akt蛋白的相对表达。结果：经干预后，S组和各 APS组大鼠肿瘤体积和肿瘤质量均显著小于M组（P＜0.05）；S组和

APSH组肿瘤体积和肿瘤质量相显著小于 APSM和 APSL组（P＜0.05）；APSM组大鼠肿瘤体积和肿瘤质量显著小于 APSL组

（P＜0.05）；APSH、APSM和 APSL组的抑瘤率分别为 45.59%、32.35%和 17.65%。S组大鼠的胸腺指数和脾指数均显著低于M组

（P＜0.05）；各 APS组大鼠的胸腺指数和脾指数均显著高于 S组（P＜0.05）；APSH和 APSM组大鼠胸腺指数和脾指数均显著高于

M组（P＜0.05）。各 APS组大鼠 CD3+、CD4+和 CD4+/CD8+均显著高于 S组和M组，而 CD8+均显著低于 S组和M组（P＜0.05）；

APSH、APSM和 APSL组之间两两相比亦均有统计学差异（P＜0.05）。S组和各 APS组 PI3K/Akt信号通路蛋白的相对表达均显

著低于M组（P＜0.05）；APSH、APSM和 APSL组之间两两相比亦均有统计学差异（P＜0.05）。结论：APS可通过调控 PI3K/Akt信

号通路和改善免疫功能，发挥对 EPC的抑制作用，为临床治疗 EPC提供了新的思路和理论依据。
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Influences of Astragalus Polysacharide on Anti-tumor Effect and Immune
Function of Esophageal Carcinoma Rats through PI3K/Akt Signal Pathway*

To investigate the influences of astragalus polysacharide(APS) on anti-tumor effect and immune function of

esophageal carcinoma(EPC) rats through phosphatidylinositol-3-kinase/protein kinase B (PI3K/Akt) signal pathway. 50 healthy

6-week-old SPF grade SD rats were randomly divided into model group (group M), cisplatin group (group S), APS low dosage group

(group APSL), APS middle dosage group (group APSM) and APS high dosage group (group APSH), with 10 rats in each group. EPC

model rats were established by transplantation of Eca109 cells, and 3mg/kg cisplatin and 100, 200, 400 mg/kg APS were given to each

rat. Tumor volume and tumor mass were detected, tumor growth inhibition rate, thymus index and spleen index were calculated, histo-

morphology was observed by HE staining, CD3+, CD4+, CD8+T lymphocyte population were detected by flow cytometer, the relative

expressions of PI3K and Akt protein were detected by Western blot. After intervention, tumor volume and tumor mass of group

S and group APS were all lower than group M (P＜0.05); the tumor volume and tumor mass of group S and group APSH were all lower

than group APSM and group APSL (P＜0.05); the tumor growth inhibition rate of each APS group were 45.59%, 32.35% and 17.65%.

The thymus index and spleen index of group S were lower than group M(P＜0.05); the thymus index and spleen index of each APS group

were all higher than group S (P＜0.05); while group APSH and APSM were higher than group M (P＜0.05). The CD3+, CD4+ and

CD4+/CD8+ of each APS group were higher than group S and group M, while the CD8+ was lower (P＜0.05); group APSH, APSM and

APSL also had statistical differences (P＜0.05). The relative expressions of PI3K/Akt signal pathway protein of group S and each APS

group were lower than group M(P＜0.05); group APSH, APSM and APSL also had statistical differences(P＜0.05). APS

exerts inhibition effect on EPC via regulation of PI3K/Akt signal pathway and immune function, which can provide new thought and the-

oretical basis for clinical treatment of EPC.
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前言

食管癌（esophageal carcinoma, EPC）是常见的消化道恶性

肿瘤之一，在全球范围内恶性肿瘤的发病率排第 7位，死亡率

排第 6位[1]，我国为 EPC的高发地区，位居我国恶性肿瘤死亡

率的第 4位[2]。EPC恶性程度较高，侵袭性高，外科手术结合放

化疗为目前临床上治疗 EPC的主要手段，然而由于其对放化

疗较为耐受，术后易复发，以及不良反应严重等原因，导致疗效

不佳，患者总体预后较差，因此寻找新的治疗靶点和更为安全

有效的治疗方法，对于提高疗效和改善 EPC患者的预后至关

重要[3]。祖国传统医学在肿瘤治疗领域的研究不断深入，诸多中

草药已被广泛应用于包括肺癌、胃癌、肠癌等在内的多种恶性

肿瘤的辅助治疗之中，并逐渐凸显出了增效减毒的优势，从传

统天然植物中寻找有效的抗肿瘤活性成分成为目前研究的热

点之一[4]。黄芪多糖（astragalus polysacharide, APS）是提取自中

药黄芪的主要有效成分，具有抗炎、抗病毒、抗氧化、抗肿瘤以

及增强免疫力等诸多功效，业已证实其在心血管疾病、自身免

疫性疾病和一些恶性肿瘤方面具有良好的疗效[5,6]。既往研究[7]

证实，免疫功能紊乱是恶性肿瘤发生和进展的重要基础之一，

提高患者免疫功能已成为防治恶性肿瘤及改善预后的关键因

素。受体蛋白酪氨酸激酶（receptor protein tyrosine kinase, RP-

TKs）家族是参与调节细胞增殖、分化、迁移、代谢等关键生物

学过程的重要细胞表面受体蛋白，该蛋白家族调控包括

RTK/Ras、VEGF/RTK、磷脂酰肌醇 -3-激酶（PI3K）/ 蛋白激酶

B（Akt）等在内的多条关键的信号通路[8,9]。然而目前关于 APS

治疗 EPC的研究报道较少，且其具体机制通路尚不明确。因

此，本研究拟通过构建 EPC大鼠模型，观察不同剂量的 APS对

EPC大鼠的肿瘤生长情况、免疫功能及 PI3K/Akt信号通路的

影响，以期提供思路。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物 选取 6周龄 SPF级健康 SD大鼠 50只，体

质量 180-200 g，由我院医学动物中心实验室提供，许可证号

SYXK（苏）2023-0023，严格按照实验动物饲养规范，常规饲养

于恒温恒湿洁净动物房，实验开始前适应性饲养一周，正常昼

夜交替，自由饮食饮水。

1.1.2 主要药品及试剂 注射用黄芪多糖：天津赛诺制药有限

公司，规格 250 mg，国药准字 Z0040086；顺铂注射液：江苏豪森

药业集团有限公司，规格 2 mL:10 mg，国药准字 H0040812；RP-

MI-1640培养基、胎牛血清、DMEM：美国 Gibco 公司；青链霉

双抗：美国 Sigma公司；4%多聚甲醛溶液、10%水合氯醛溶液、

Trizol 试剂、RIPA 裂解液：上海碧云天生物技术有限公司；

MTT、BCA试剂盒：美国 Abcam公司；总 RNA提取试剂盒、

RT-PCR试剂盒：北京索莱宝科技有限公司；兔抗鼠 PI3K、

p-PI3K、Akt、p-Akt多克隆抗体：美国 Invitrogen公司。

1.1.3 主要仪器 胞培养箱、低温高速离心机、RT-PCR仪：美

国 Thermo Scientific公司；超净工作台：北京东联哈尔仪器制造

有限公司；生物显微镜：奥林巴斯有限公司；多功能酶标仪：

Thermo Fisher公司；流式细胞仪：美国 BD公司；石蜡切片机：

德国莱卡公司。

1.2 实验方法

1.2.1 分组、造模及给药方案 适应性饲养一周后，将 50只大

鼠随机分为模型组（M组）、顺铂组（S组）、黄芪多糖低剂量组

（APSL）、黄芪多糖中剂量组（APSM）、黄芪多糖高剂量组

（APSH），每组 10只。所有大鼠均经腋部皮下注射上述细胞悬

液 0.5 mL建立 EPC模型，待肿瘤体积增长至 100 mm3即表示

造模成功。S组大鼠给予腹腔注射顺铂注射液 3 mg/kg，1次 /

日，连续给药 3 d；APSL、APSM和 APSH组大鼠分别给予灌喂

100、200和 400 mg/kg的 APS生理盐水溶液，1次 /日，连续给

药 14 d；M组大鼠给予等体积的生理盐水溶液，1次 /日，连续

14 d。

1.2.2 肿瘤生长情况及抑瘤率 给药结束后断颈处死各只大

鼠，以游标卡尺测量瘤体长径（a）和短径（b），计算肿瘤体积

（mm3）：V = ab2仔/6；称取瘤体质量，计算肿瘤生长抑制率：抑瘤
率 =（M组肿瘤质量－各给药组肿瘤质量）/M组肿瘤质量×

100%。

1.2.3 胸腺指数和脾指数 处死各只大鼠，取其胸腺和脾脏并

称重，计算胸腺指数和脾指数，胸腺指数（mg/g）=胸腺质量

（mg）/体质量（g）；脾指数（mg/g）=脾质量（mg）/体质量（g）。

1.2.4 肿瘤组织病理学观察 取部分肿瘤组织，4%多聚甲醛

固定，乙醇梯度脱水，石蜡包埋，制作切片，HE染色，显微镜下

观察肿瘤组织病理学形态。

1.2.5 免疫功能变化 给药结束后断颈处死各只大鼠，自心尖

部采血 4 mL，采用流式细胞仪检测 CD3+、CD4+、CD8+T淋巴细

胞群。

1.2.6 Western blot 测定 PI3K/Akt 信号通路蛋白的相对表达

取各组大鼠肿瘤组织，研磨，匀浆，裂解提取总蛋白，上样，电

泳，封闭，加入抗体孵育、显色，以 GAPDH为内参，Image Lab

软件处理分析各组 PI3K和 Akt蛋白的相对表达。

1.3 统计学方法

应用 SPSS 23.0分析。计量资料以（x± s）表示，比较采用 t

检验，多组间比较采用 ANOVA方差分析，以 P<0.05表示差异
有统计学意义。

2 结果

2.1 大鼠一般情况

造模后，各组大鼠进食和饮水量均显著减少；M组大鼠活

动减少，反应迟钝，毛发干枯无光泽，身形消瘦，大便呈稀糊状；

S组和各 APS组大鼠随着治疗的进展，进食进水量均有所增

加，活动逐渐自如，体毛逐渐恢复光泽，大便逐渐成形；实验过

程中各组大鼠均未出现死亡。

2.2 肿瘤生长情况及抑瘤率

S组和各 APS组大鼠肿瘤体积和肿瘤质量均显著小于 M

组（P＜0.05）；S组和 APSH组之间肿瘤体积和肿瘤质量相比无

统计学差异（P＞0.05），且两组均显著小于 APSM和 APSL组

（P＜0.05）；APSM组大鼠肿瘤体积和肿瘤质量显著小于 APSL

组（P＜0.05），见表 1。
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2.3 胸腺指数和脾指数

S 组大鼠的胸腺指数和脾指数均显著低于 M 组（P＜
0.05）；各 APS组大鼠的胸腺指数和脾指数均显著高于 S组

（P＜0.05）；APSH和 APSM组大鼠胸腺指数和脾指数均显著

高于 M组（P＜0.05），而 APSL组与 M 组无统计学差异（P＞
0.05），见表 2。

Note: *P<0.05 compared with M; #P<0.05 compared with S, the same below.

表 1 各组大鼠肿瘤体积、质量及抑瘤率比较（x± s, n=10）
Table 1 Comparison of tumor volume, mass, and tumor suppression rate in each group of rats (x± s, n=10)

Groups Tumor volume (mm3) Tumor mass (g) The tumor suppressor rate was (%)

Group M 1584.45± 105.43 1.36± 0.23 -

Group S 790.12± 89.78* 0.71± 0.11* 47.79

Group APSH 801.23± 93.34* 0.74± 0.15* 45.59

Group APSM 1022.56± 99.88*# 0.92± 0.21*# 32.35

Group APSL 1218.78± 110.44*# 1.12± 0.22*# 17.65

F 109.544 20.667

P ＜0.001 ＜0.001

表 2 各组大鼠胸腺指数和脾指数比较（x± s, n=10）
Table 2 Comparison of thymus index and spleen index in rats of each group (x± s, n=10)

Groups Thymus Index (mg/g) Spleen Index (mg/g)

Group M 1.85± 0.43 5.16± 1.51

Group S 1.22± 0.48* 4.01± 1.09*

Group APSH 2.23± 0.33*# 7.49± 1.15*#

Group APSM 2.06± 0.18*# 6.12± 1.22*#

Group APSL 1.88± 0.20# 5.22± 1.09#

F 12.284 11.230

P ＜0.001 ＜0.001

2.4 肿瘤组织形态学观察

HE染色可见，M组大鼠肿瘤细胞排列无序，细胞核大小

不一，核分裂增多，颜色深染，鳞状细胞过度增生；与 M组相

比，S组和各 APS组大鼠肿瘤细胞排列较为规则有序，细胞多

数淡染，核分裂减少，增生有所减弱。

2.5 各组大鼠免疫功能比较

S组和 M组大鼠外周血 CD3+、CD4+、CD8+和 CD4+/CD8+

相比均无统计学差异（P＞0.05）；各 APS组大鼠 CD3+、CD4+和

CD4+/CD8+均显著高于 S组和M组，而 CD8+均显著低于 S组

和M组（P＜0.05）；APSH、APSM和 APSL组之间两两相比亦

均有统计学差异（P＜0.05），见表 3。

表 3 各组大鼠外周血免疫细胞比较（x± s, n=10）
Table 3 Comparison of immune cells in peripheral blood of each group (x± s, n=10)

Groups CD3+（%） CD4+（%） CD8+（%） CD4+/CD8+

Group M 27.15± 3.23 12.36± 1.11 18.45± 2.98 0.67± 0.22

Group S 26.84± 2.99 11.89± 1.02 18.67± 2.37 0.64± 0.19

Group APSH 39.22± 4.19*# 19.89± 1.96*# 11.38± 1.73*# 1.74± 0.39*#

Group APSM 34.97± 3.23*# 17.12± 1.72*# 14.89± 2.02*# 1.15± 0.33*#

Group APSL 31.66± 3.89*# 15.09± 1.10*# 16.17± 2.12*# 0.93± 0.27*#

F 22.244 54.330 17.120 24.203

P ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

2.6 PI3K/Akt信号通路蛋白的相对表达比较

与M组相比，S组和各 APS组 PI3K/Akt信号通路蛋白的

相对表达均显著降低（P＜0.05）；与 S 组相比，各 APS 组

PI3K/Akt信号通路蛋白的相对表达均较高（P＜0.05）；APSH、

APSM和 APSL组之间两两相比亦均有统计学差异（P＜0.05），

见表 4。
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3 讨论

EPC是临床上恶性程度较高的消化道恶性肿瘤，且早期无

明显症状，多数患者确诊时已处于晚期，预后较差，因此早期诊

断、早期治疗对于 EPC患者的预后至关重要[10]。外科根治术、放

化疗是治疗该病治疗的主要手段，但仍有部分患者术后复发，

或并发诸多不良反应，甚至不能耐受而放弃治疗，寻找更为安

全有效的治疗手段，提升对 EPC的疗效，减少不良反应及耐药

性，改善患者的预后，成为目前亟待解决的难题[11]。

EPC在中医属 "噎膈 "范畴，气机郁滞、瘀血顽痰为其主

要病机。《黄帝内经》记载："正气存内、邪不可干，邪之所凑、其

气必虚。"人体脏腑功能正常，体内正气旺盛，气血充盈，卫外固

密，邪气就不易侵犯；反之，邪气之所以侵犯人体，必定是由于

正气之虚弱[12]。中药抗肿瘤在临床上已逐步广泛应用，目前研

究已发现的具有抗肿瘤活性的中药单体主要有黄酮类、多糖

类、萜类、酚类和挥发油类等，具有剂量低、细胞毒性小、靶向性

强、见效快等优势，已成为近年来的研究热点[13,14]。黄芪为豆科

植物膜荚黄芪或蒙古黄芪的干燥根，性温、味甘，为我国传统医

学中经典的补气药，具有补气固表、托疮生肌、托毒排脓之功

效[15]，其含有 APS、黄芪黄酮（astragalus flavonoids, AFS）和黄芪

皂苷（astragalus saponins, AST）等多种活性成分，APS为其中主

要的水溶性成分，现代药理学研究表明，其具有抗炎、抗病毒、

抗氧化、抗肿瘤以及增强免疫力等多种功效，广泛应用于临床

多种疾病的治疗之中[16]。本研究通过移植建立 EPC大鼠模型，

并给予不同剂量的 APS干预，结果显示，EPC模型大鼠经 APS

干预后，肿瘤细胞排列较 M组明显规则有序，核分裂减少，增

生有所减弱；此外，各 APS组大鼠肿瘤体积和肿瘤质量均显著

小于 M 组，提示 APS对 EPC 具有显著的抑制作用，APSH、

APSM和 APSL组的抑瘤率分别为 45.59%、32.35%和 17.65%，

APS对肿瘤的抑制作用呈现剂量依赖性。林霄月等[17]应用注射

用黄芪多糖干预 HepG2荷瘤小鼠，结果显示了良好的抑瘤作

用，其机制可能与调控抗原 Ki-67、缺氧诱导因子 -1琢、血管内
皮生长因子的表达来实现的。刘艳玲等的研究[18]同样显示，APS

对 Lewis肺癌具有明显的抑制作用，APS高、中、低剂量组对

Lewis肺癌模型小鼠肿瘤的抑制率分别为 45.00%、38. 64%、30.

00%，其抑瘤作用呈剂量依赖性。

随着研究深入，免疫疗法已成为既手术和放化疗之外的一

项重要治疗手段，改善患者的免疫功能已成为防治恶性肿瘤的

关键[19]。Chra等[20]报道称，肿瘤的发生发展的全过程与宿主免

疫状态有密切的关系，自然杀伤（natural killer, NK）细胞和 T细

胞亚群在机体抗肿瘤免疫反应过程中发挥重要的调节作用。

Wu等[21]在 H22肝癌异种移植小鼠模型体内的研究显示，APS

对肝癌具有良好的抗肿瘤和免疫调节活性，APS可通过改善小

鼠的胸腺指数和脾指数，提高巨噬细胞吞噬能力，改善免疫应

答而发挥抗肿瘤活性。CD3+是 T细胞成熟的标志，可反映 T细

胞的总量；CD4+T细胞为细胞免疫的中枢，可辅助 B淋巴细胞

产生抗体并杀伤肿瘤细胞；CD8+T细胞主要作用为抑制免疫，

对细胞免疫进行负调控；CD4+/CD8 可反映机体免疫功能状

态 [22]。胸腺指数和脾指数是衡量机体免疫功能的重要指标[23]。

本研究发现，各 APS组大鼠的胸腺指数和脾指数均显著高于 S

组，APSH和 APSM组大鼠胸腺指数和脾指数均显著高于 M

组；此外各 APS组大鼠外周血 CD3+、CD4+和 CD4+/CD8+均显

著高于 S组和M组，而 CD8+均显著低于 S组和M组，提示

APS可显著增强 EPC大鼠的免疫功能，从而产生抗肿瘤作用。

此外，不同剂量 APS组之间外周血免疫细胞的含量亦有统计

学差异，提示 APS对免疫功能的调节呈剂量依赖性。

既往研究[24,25]表明，PI3K/Akt信号通路是调节细胞生长、增

殖、分化、代谢和骨架重组的重要转导通路之一，其可影响肿瘤

的发生发展。PI3K/Akt信号通路的活化可促进 VEGF和血管生

成素 -1等内皮活性因分泌，促进内皮细胞增殖，抑制微管蛋白

乙酰化，促进上皮 -间质转化(epithelial-mesenchymal transition,

EMT）来改变自身细胞的特性，而 EMT是肿瘤细胞浸润与转移

的关键环节；此外，PI3K/Akt信号通路还可上调基质金属蛋白

酶（matrix metalloproteinase, MMP）的表达而促进细胞间质

E-Cad的降解，提高核转录因子 Slug和 Snail的表达水平，从而

抑制 E-cad蛋白表达[26,27]。在本研究中，各剂量的 APS干预 EPC

模型大鼠后，其 PI3K/Akt信号通路蛋白的相对表达均较 M组

显著降低，提示 APS可通过下调 PI3K/Akt信号通路来实现对

EPC的抑制作用和免疫调节作用；此外，APSH、APSM和 APSL

组之间 PI3K/Akt信号通路蛋白的相对表达亦有统计学差异，

提示 APS对 PI3K/Akt信号通路的调控作用呈剂量依赖性。盛

杰霞等研究[28]发现，华蟾素对肿瘤生长具有明显的抑制作用，

与环磷酰胺的作用相似，且随着剂量的增加，对肿瘤的抑制率

也相应增大，同时肿瘤组织中 p-PI3K和 p-Akt蛋白的表达也

表 4 各组大鼠 PI3K/Akt信号通路蛋白的相对表达比较（x± s, n=10）
Table 4 Comparison of relative expression of PI3K / Akt signaling pathway in rats (x± s, n=10)

Groups PI3K Akt

Group M 1.03± 0.20 1.06± 0.11

Group S 0.45± 0.17* 0.41± 0.09*

Group APSH 0.59± 0.19*# 0.57± 0.11*#

Group APSM 0.74± 0.21*# 0.72± 0.12*#

Group APSL 0.91± 0.27*# 0.89± 0.19*#

F 12.360 39.644

P ＜0.001 ＜0.001
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显著降低，提示华蟾素对肿瘤的抑制作用可能与 PI3K/Akt信

号通路有关。韦燕飞等[29]报道，多种黄酮类中药单体均具有抗

肿瘤作用，其可能是通过下调 PI3K/Akt信号通路，抑制细胞增

殖和 EMT，从而诱导肿瘤细胞自噬和凋亡而实现的。

综上所述，本研究表明，APS可通过调控 PI3K/Akt信号通

路和改善免疫功能，发挥对 EPC的抑制作用，为临床治疗 EPC

提供了新的思路和理论依据。但本研究尚存一定的不足，未对

下游具体的机制通路进行研究，后续仍需进一步的深入探索。
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