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黄芪甲苷抑制黑色素瘤 B16 细胞的增殖作用 
 

王日明，宁雪，任跃英 
（吉林农业大学中药材学院，吉林长春 130118） 

摘要：本文研究了黄芪甲苷抑制黑色素瘤 B16 细胞增殖并诱导细胞凋亡的影响。将细胞培养成功后，分别分成空白对照组、低

浓度组（10 mg/mL）、中浓度组（20 mg/mL）、高浓度组（50 mg/mL），检测黄芪甲苷对黑色素瘤 B16 细胞增殖及凋亡的影响，并测

定 Caspase-3、B 淋巴细胞瘤-2（B-cell lymphoma-2，Bcl-2）、Bax、β-catenin 等蛋白的表达量。结果表明，黄芪甲苷具有较好的抗氧

化活性，50 mg/mL 处理时，其还原能力和 DPPH 自由基清除能力分别为 0.92 和 70.82%；在此作用浓度下，处理 72 h 后，其对 B16

细胞的增殖率和凋亡率分别为 15.55%和 40.45%，和其他各组均有显著性差异（p<0.05）。此外，在高浓度黄芪甲苷作用下，Caspase-3、

Bcl-2、Bax、β-catenin 蛋白的表达量分别为 0.56、0.58、0.27、0.25，显著区别于其他各实验组（p<0.05），说明黄芪甲苷能抑制较好

黑色素瘤 B16 细胞的增殖，并通过调控 Caspase-3、Bcl-2、Bax、β-catenin 蛋白表达，诱导细胞凋亡。 
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Astragaloside IV Inhibits Proliferation and Induces Apoptosis of 

Melanoma B16 Cells 
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(Jilin Agricultural University College of Traditional Chinese Medicine, Changchun 130118, China) 
Abstract: The effect of astragaloside IV on the proliferation and apoptosis of melanoma B16 cells was investigated. After the cells were 

cultured successfully, they were divided into blank control group, low concentration group (10 mg/mL), medium concentration group (20 

mg/mL) and high concentration group (50 mg/mL). The effects of astragaloside IV on proliferation and apoptosis of melanoma B16 cells were 

evaluated, and the expression levels of caspase-3, B-cell lymphoma-2 (Bcl-2), bax and β-catenin were detected. The results showed that 

astragaloside IV had good antioxidant activity. When treated with 50 mg/mL, the reducing ability and DPPH free radical scavenging capacity 

were 0.92 and 70.82%, respectively. Under this concentration, the proliferation rate and apoptosis rate of B16 cells after 72 h treatment were 

15.55% and 40.45%, respectively, which were significantly different from those of other groups (p<0.05). In addition, the expression levels of 

caspase-3, Bcl-2, bax and β-catenin were 0.56, 0.58, 0.27 and 0.25, respectively, which were significantly different from those of other groups 

(p<0.05). Results indicated that astragaloside IV could inhibit the proliferation of melanoma B16 cells and induce apoptosis by regulating the 

expression of caspase-3, Bcl-2, bax and β-catenin. 
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黑色素瘤属于临床中一种恶性肿瘤，主要发生在

患者的肢端的皮肤以及皮肤黏膜处。经过流行病学研

究结果显示，全球近年来黑色素瘤患者人数逐年增加，

并且患者死亡率较高，对人们的生命健康产生严重的 
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威胁[1]。相关研究显示，黑色素瘤目前的发病机制尚

不明确，如果患者长时间在日光紫外线中暴露，会增

加患者患黑色素瘤的风险[2]。黑色素瘤作为一种恶性

肿瘤，其特点是患者发病较为隐匿，并且转移时间早，

患者容易复发，部分患者存在放化疗抵抗，因此患者

死亡率较高[3]。在临床治疗中，黑色素瘤主要通过手

术切除进行治疗，但是对患者产生的伤口较大，容易

复发；靶向治疗效果虽然理想，但是患者容易产生耐
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药性，治疗有效时间相对较短；免疫治疗黑色素瘤，

不能延长患者生存期，并且患者所用药物具有较高

的毒性，低反应率等[4,5]。因此在临床中寻找积极有

效新型的药物治疗黑色素瘤对患者来说具有重要意

义。 
近年来，我国中草药在临床应用越来越广，其特

点是种类多样，对患者带来的副作用较小，在药物研

发方面，我国存在独特的优势。中医认为，黄芩性甘，

具有补气益血、益气固表的功效[6]。研究指出，黄芪

甲苷含量是决定黄芪质量的重要指标，在黄芪中含量

较低，加上黄芪作为一种中药材其成分较为复杂，导

致提取困难增加[7]。已经有研究证实，黄芪甲苷只黄

芪提取物中的有效成分之一，其主要作用是对脑缺血

损伤有一定的保护作用，在抗炎、抗病毒等方面较为

突出，同时具有一定的降糖、免疫调节、抗氧化应激

等作用[8,9]。 
临床中有大量研究认为，黄芪甲苷在抑制肝癌、

肺癌、卵巢癌等多种癌症增殖以及侵袭方面抑制作用

显著，可以作为一种潜在的肿瘤药物[10,11]。但关于黄

芪甲苷对黑色素瘤影响的相关研究较少。本文旨在通

过对黄芪甲苷含量进行测定，研究对黑色素瘤 B16 细

胞增殖并诱导细胞凋亡的影响。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

黄芪甲苷由中国药品生物制品检定所提供（纯度

95%，批号：0624-200709），由吉林农业科技学院李

赫男副教授鉴定；黑色素瘤 B16 细胞由中国科学院上

海细胞库提供。 

1.2  试剂与仪器 

细胞培养基、磷酸缓冲液（PBS）、胎牛血清，上

海碧云天生物技术有限公司；CCK-8 试剂盒，赛默飞

世尔科技（中国）有限公司；DPPH、Vc、MTT，Sigma
公司；Caspase-3、Bcl-2、Bax、β-catenin 一抗，美国

Abcam 公司；胰酶、GAPDH，美国 Gibco 公司；MEM
培养基，Procell 公司；Annexin V/PI 试剂盒，珠海健

康元生物公司；流式细胞仪，北京索莱宝科技有限公

司；倒置荧光显微镜，上海卢湘仪离心机仪器有限公

司；CO2 培养箱，德国 Heraeus 公司；蛋白凝胶成像

仪，美国 Bio-Rad 公司；其他均为分析纯试剂。 

1.3  试验方法 

1.3.1  黄芪甲苷抗氧化、还原能力实验 

1.3.1.1  溶液配制 
分为空白对照组、阳性对照组（1 mg/mL）、低浓

度组（10 mg/mL）、中浓度组（25 mg/mL）、高浓度组

（100 mg/mL）。Vc 溶液为 0.1 g Vc 溶于 100 mL 的蒸

馏水中。黄芪甲苷采用蒸馏水配制成 10、20、50 mg/mL
溶液。 
1.3.1.2  还原能力测定 

采用铁氰化钾还原法检测：将各组溶液滴加 2.5 
mL 的 1%铁氰化钾，在 50 ℃环境中孵育 20 min，再

次滴加 1 mL 的 10%的三氯乙酸，离心处理 10 min，
分离上层溶液，加蒸馏水和 0.1%的 FeCl2混合均匀，

在 700 nm 位置观察各组吸光度值（A）。 
1.3.1.3  DPPH 自由基清除能力测定 

取各组 0.5 mL 的黄芪甲苷溶液加 0.5 mL 的

DPPH·溶液，A 样品为 0.5 mL 的黄芪甲苷溶液+无水乙

醇吸光度；A 空白为 0.5 mL 的样品溶液加 0.5 mL 的蒸

馏水吸光度。 
DPPH 自由基清除率/%=[1-(A 样品-A 空白)]×100% 

1.3.2  细胞培养 
将黑色素瘤 B16 细胞采用磷酸盐缓冲溶液（PBS）

冲洗 3 次，在离心试管中加入少量的 MEM 培养液。

将其剪成 1 mm×1 mm×0.5 mm，离心处理后将上清液

摒弃，加 3 mL/L 中的Ⅰ型胶原酶，在 37 ℃、50 mL/L 
CO2孵育箱中处理 30 min，加培养液反应终止，再次

离心处理分离后，将细胞在培养皿中平铺，使用玻璃

盖片将组织覆盖，在 MEM 培养液中加入 200 mL/L
的胎牛血清，在孵育箱中继续培养，每间隔 3 d 更换

一次培养液，在倒置显微镜下观察人黑色素瘤 A375
细胞株生长情况，等到细胞生长至培养皿底 80%，加

2.5 g/L 胰蛋白酶给予消化，1:3 传代，采集对数生长

的第一代细胞。 
1.3.3  细胞增殖试验 

选择对数生长的黑色素瘤 B16 细胞，根据 5×104

个/mL 的密度将细胞接种在 96 孔培养板中，每孔中加

100 μL。培养 24 h 后观察细胞贴壁情况，将培养液摒

弃后，对照组中加入 100 μL 的培养液，实验组中分别

加入 100 μL 浓度为 25、50、100 μmol/L 的黄芪甲苷

培养液，每组中有 5 个复孔。加黄芪甲苷用药 72 h 后，

每孔中加 10 μL 的 CCK-8 溶液，连续孵育 4 h，观察

各组细胞增殖情况。 
1.3.4  细胞凋亡试验 

选择对数生长的黑色素瘤 B16 细胞，采用胰酶消

化后，在 37  5%℃ 的 CO2环境中连续培养 48 h，将细

胞浓度稀释到 2×106个/mL，提取 1 mL 的细胞悬浊液

加入在离心试管中，4 ℃，以 1000 r/min 离心 10 min。
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摒弃上清液，采用 PBS 连续冲洗细胞 2 次，以 1000 
r/min 离心 10 min，再次摒弃上清液，PBS 连续冲洗细

胞 2 次，加入 200 μL 的 Binding Buffer 重悬细胞，加

5 μL 的 Annexin-V/PI 试剂，避光保存 20 min，加 30 μL 
PBS，采用流式细胞仪检测细胞凋亡情况。 
1.3.5  增殖、凋亡相关蛋白检测 

采用 Western Blot 检测，将采集到的细胞 10000×g
离心处理 10 min，对上清液进行提取后，BCA 进行蛋

白定量检测，在 2×SDS凝胶缓冲液中加入 50 μg蛋白，

在 100 ℃环境中加热 5 min 有助于蛋白发生变性。凝

胶电泳完、转膜，取膜，4 ℃环境下在 5%脱脂牛奶中

固定、封闭处理时间为 1 h，将一抗使用 0.05%~0.10% 
TBST 给予稀释（Caspase-3、Bcl-2、Bax、β-catenin
一抗为 1:1000），4 ℃孵育过夜保存，之后使用

0.05%~0.10% TBST 洗膜，3 次，每次为 5 min，二抗

被 0.05%~0.10% TBST 稀释（1:10000），摇动孵育时

间为 1 h，再次采用 TBST 连续洗膜 3 次，处理时间为

5 min。DAB 显色，定量分析蛋白表达情况。以 GAPDH
为内参。 

1.4  统计学处理 

采用 SPSS 20.0 软件进行数据处理。计量资料以

（ ±x s ）表示，多组间比较采用方差分析，两组间

比较采用独立样本 t 检验。p<0.05 为差异有统计学意

义。 

2  结果与讨论 

2.1  黄芪甲苷的还原能力和 DPPH 自由基清

除能力 

表1 黄芪甲苷发还原能力和DPPH自由基清除能力 

Table 1 Reducing ability and DPPH free radical scavenging 

capacity of astragaloside IV ( sx ± ) 

组别 浓度 
/(mg/mL) 吸光度值 DPPH 自由基

清除率/% 

对照组 - 0.16±0.01a - 

Vc 组 1 0.75±0.05b 66.50±0.15a 

低浓度组 10 0.42±0.03c 28.35±0.29b 

中浓度组 20 0.65±0.02d 45.35±0.26c 

高浓度组 50 0.92±0.09e 70.82±0.27a 

注：同列数据字母不同表示差异性显著，p<0.05，下同。 

还原能力在物质抗氧化能力中具有重要作用，抗

氧化剂清除自由基的方式是通过自身的还原作用来给

出电子，还原能力越强，代表其抗氧化活性就越强[12]。

DPPH 自由基是一种稳定的含氮自由基，抗氧化活性

成分反应在其混合溶液中呈现深浅不同的紫色，并在

517 nm 处具有最大的吸收峰。在本文实验中发现，随

着样品浓度的增大，吸光值越大，说明黄芪甲苷的还

原能力增强。10 mg/mL、20 mg/mL、50 mg/mL 各浓

度黄芪甲苷的吸光度值分别为 0.42、0.65、0.92；DPPH
自由基清除率分别为 28.35%、45.35%和 70.82%，说

明黄芪甲苷具有一定的还原能力和DPPH自由基清除

能力。 

2.3  黄芪甲苷对黑色素瘤 B16 细胞增殖情况

的影响 

肿瘤发展受肿瘤细胞不断增殖、异常分化有关，

还与细胞凋亡障碍有关[13]。相关研究表明，一旦肿瘤

细胞凋亡被抑制，肿瘤细胞占优势，促进肿瘤发生[14]。

目前临床中主要通过抑制肿瘤细胞增殖，促进肿瘤细

胞凋亡来进行肿瘤治疗。黄芪甲苷对黑色素瘤 B16 细

胞的抑制增殖见表 2，表 2 结果表明，黄芪甲苷作用

后，黑色素瘤 B16 细胞的增殖率均出现不同程度的降

低，特别是在 72 h 处理后，高浓度组黑色素瘤 B16
细胞增殖率为 15.55%，显著低于低浓度组的 32.55%
和中浓度组的 20.25%，并且，在同一浓度条件下，随

着作用时间的延长，细胞的增殖率也呈现下降趋势，

表现出一定的浓度依赖，与安小翠[15]研究结果保持一

致。 

2.4  黄芪甲苷对黑色素瘤 B16 细胞凋亡的影

响 

细胞凋亡属于一种主动性死亡形式，其目的是为

了适应细胞中的环境而发生改变，正常生理下的细胞

凋亡，有助于将机体中异常、衰老的细胞清除，从而

维持机体内部环境平衡[16]。细胞凋亡过程是自由基因

对细胞主动自杀进行编码调控的过程，有助于维持机

体自身的稳定，保证细胞数量动态处于一种动态平衡，

在这一过程应用于临床中能成功诱导肿瘤细胞凋亡，

抑制癌细胞转移 [17]。黄芪甲苷对黑色素瘤 B16 细胞

凋亡的影响见表 3，结果表明，黄芪甲苷处理能不同

程度的提高细胞的凋亡率，50 mg/mL 作用 72 h 后，

其对黑色素瘤 B16 细胞凋亡率达到了 40.45%，且在

不同的处理时间段，呈现出浓度依赖特性，说明黄芪

甲苷对黑色素瘤 B16 细胞的凋亡有较好的促进作用。 
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表2 不同处理时间黑色素瘤B16细胞的增殖率（%） 

Table 2 Proliferation rate of melanoma B16 cells at different treatment time 

组别 浓度/(mg/mL) 24 h 48 h 72 h 

对照组 - 50.52±10.25a 55.50±15.55a 70.56±20.50a 

低浓度组 10 45.35±10.20b 38.56±10.55b 32.55±3.65b 

中浓度组 20 30.58±3.35c 26.25±2.15c 20.25±5.15c 

高浓度组 50 22.15±2.50d 19.50±1.15d 15.55±0.95d 

表3 黄芪甲苷对黑色素瘤B16细胞凋亡的影响（%） 

Table 3 Effect of astragaloside IV on apoptosis of melanoma B16 cells 

组别 浓度/(mg/mL) 24 h 48 h 72 h 
对照组 - 2.63±0.70a 2.80±0.85a 3.05±0.90a 

低浓度组 10 4.25±1.55b 7.15±1.70b 12.26±2.10b 

中浓度组 20 6.75±2.10c 10.85±2.25c 20.25±4.45c 

高浓度组 50 10.50±3.05d 20.45±3.30d 40.45±10.10d 

表 4 各组黑色素瘤 B16 细胞增殖、凋亡相关蛋白的表达 

Table 4 Expression of proliferation and apoptosis related proteins of melanoma B16 cells in each group 

组别 浓度/(mg/mL) Caspase-3 Bcl-2 Bax β-catenin 
对照组 - 0.10±0.01a 0.21±0.02a 0.56±0.02a 0.65±0.01a 

低浓度组 10 0.26±0.01b 0.32±0.02b 0.51±0.02b 0.51±0.01b 

中浓度组 20 0.45±0.02c 0.45±0.01c 0.40±0.01c 0.35±0.02c 

高浓度组 50 0.56±0.01d 0.58±0.02d 0.27±0.01d 0.25±0.01d 

2.5  黄芪甲苷对黑色素瘤 B16 细胞增殖、凋亡

相关蛋白表达的影响 

在细胞凋亡增殖过程中有较多的信号通路以及相

关分子参与，其中 Caspase 家族在这一过程中发挥着

重要作用。Caspase 家族能切断其下游效应因子信号

通路，对细胞骨架进行重组，将 DNA 复制和修复途

径关闭后，有助于凋亡小体发挥诱导作用，特别是

Caspase-3 发挥着重要作用[18]。Bcl-2 主要在线粒体中

广泛存在，能调节线粒体膜，Bax 与 Bcl-2 之间联系

紧密，在细胞凋亡中具有重要作用[19]。Wnt/β-catenin
信号通路属于一种保守信号通路，参与细胞增殖、分

化等过程。在正常机体中，β-catenin 主要通过泛素蛋

白酶体介导，其表达水平较低，研究结果显示，在黑

色素瘤中，Wnt/β-catenin 信号通路处于激活状态，通

过抑制Wnt/β-catenin信号通路能起到治疗黑色素瘤的

效果[20]。黄芪甲苷对黑色素瘤 B16 细胞相关通路蛋白

表达的影响见表 4，结果表明，随着作用浓度的增大，

黄芪甲苷能显著提高Caspase-3和Bcl-2蛋白的表达并

显著降低 Bax 和 β-catenin 的表达（p<0.05），高浓度

黄芪甲苷作用下，Caspase-3、Bcl-2、Bax、β-catenin
蛋白的表达量分别为 0.56、0.58、0.27、0.25，显著区

别与其他各实验组（p<0.05）。说明黄芪甲苷能通过调

控 Wnt/β-catenin 信号通路，调控 Caspase-3、Bcl-2、
Bax、β-catenin 表达，起到抑制黑色素瘤细胞增殖，

促进凋亡的作用。 

 
图2 各组黑色素瘤B16细胞增殖、凋亡相关蛋白表达比较（W B） 

Fig.2 Comparison of proliferation and apoptosis related protein 

expression of melanoma B16 cells in each group 

注：A：对照组；B：低浓度组；C：中浓度组；D：高浓

度组。 

3  结论 

研究认为，黄芪甲苷具有增强机体免疫力、抗病

毒、抗应激、改善心肺功能等功效，有着“超级黄芪多

糖”的美誉，实验结果表明，黄芪甲苷具有较好的体外

抗氧化活性，随着浓度的提升，其还原能力和 DPPH
自由基清除能力具有大幅提高；同时，在高浓度（50 
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mg/mL）处理下，黄芪甲苷能显著抑制黑色素瘤 B16
细胞的增殖并促进其凋亡，相关蛋白的表达也佐证了

黄芪甲苷能通过调控 Wnt/β-catenin 信号通路，调控

Caspase-3、Bcl-2、Bax、β-catenin 蛋白的表达，从而

抑制黑色素瘤细胞的增殖。 
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