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【摘 要】 目的 探讨积雪草苷( Asi) 调节 Ｒas /Ｒaf /Mek /Erk 通路对脑胶质瘤细胞增殖、迁移和侵袭的影响。
方法 2025年 3—8月于河北省心脏与代谢重点实验室进行实验。将 U87 细胞分为 U87 细胞组、积雪草苷低剂量
( Asi-L) 组、积雪草苷高剂量( Asi-H) 组、激活剂( ML-098) 组、积雪草苷高剂量+通路激活剂( Asi-H+ML-098) 组。CCK-8
法和 EdU实验检测细胞增殖活性;流式细胞术检测细胞凋亡情况;划痕实验检测细胞迁移能力; Transwell小室检测细
胞侵袭活性;Western-blot实验检测 Ｒas /Ｒaf /Mek /Erk通路蛋白水平。将 U87细胞注射到裸鼠体内构建异种移植瘤模
型，将小鼠分为模型( Model) 组、积雪草苷低剂量( Asi-L) 组、积雪草苷高剂量 ( Asi-H) 组。测量肿瘤体积并称重，HE
染色观察肿瘤组织的基本形态结构; 免疫组化法检测 Ki-67、Cleaved caspase 3 阳性表达; Western-blot 实验检测 Ｒas /
Ｒaf /Mek /Erk通路蛋白水平。结果 与 U87细胞组比较，Asi-L组、Asi-H组 U87细胞存活率和 EdU阳性细胞率、划痕
愈合率、侵袭细胞数、Ｒas /Ｒaf /Mek /Erk通路和 c-Myc蛋白表达量下降，p53蛋白表达量和细胞凋亡率升高( P＜0．01) ，
而 ML-098组 U87细胞存活率和 EdU阳性细胞率、划痕愈合率、侵袭细胞数、Ｒas /Ｒaf /Mek /Erk通路和 c-Myc蛋白表达
量升高，p53蛋白表达量和细胞凋亡率降低( P＜0．01) ;与 Asi-H组比较，Asi-H+ML-098组细胞存活率和 EdU阳性细胞
率、划痕愈合率、侵袭细胞数、Ｒas /Ｒaf /Mek /Erk 通路和 c-Myc 蛋白表达量升高，p53 蛋白表达量和细胞凋亡率降低
( P＜0．01) 。动物实验显示，与 Model 组比较，Asi-L 组、Asi-H 组裸鼠肿瘤质量和体积、Ki-67 阳性率及 Ｒas /Ｒaf /Mek /
Erk通路蛋白表达量下降，Cleaved caspase 3阳性率升高( P＜0．01) 。结论 Asi 可能通过抑制 Ｒas /Ｒaf /Mek /Erk 通路
活性，抑制脑胶质瘤 U87细胞增殖、迁移、侵袭和肿瘤生长。
【关键词】 脑胶质瘤细胞;积雪草苷;增殖、侵袭; Ｒas /Ｒaf /Mek /Erk通路;作用机制;小鼠
【中图分类号】 Ｒ739．41; Ｒ285．5 【文献标识码】 A

The effects of asiaticoside on the proliferation，migration and invasion of glioma cells by regulating the Ｒas /Ｒaf /
Mek /Erk signaling pathway Yang Jiao* ，Hu Yuhua，Xu Yueqiao，Lu Wenpeng，Zhou Chuan，Yu Zhuang，Wang Man，
He Kunyu．* Department of Neurosurgery，Xiongan Xuanwu Hospital，Hebei，Xiongan New Area 070001，China
Funding program: Xiong＇an New Area Scientific and Technological Innovation Special Project( 2023XAGG0072) ; Hebei Natural
Science Foundation Project ( H2023206260)
Corresponding author: Hu Yuhua，E-mail: huyuhua2000@ 163．com
【Abstract】 Objective To investigate the effects of asiaticoside (Asi) regulating the Ras/Raf/Mek/Erk pathway on the

proliferation, migration and invasion of glioma cells. Methods Experiments were conducted at the Hebei Provincial Key La-
boratory of Cardiology and Metabolism from March 2025 to August 2025. U87 cells were divided into the U87 cell group,
low-dose and high-dose asiaticoside (Asi-L, Asi-H) groups, activator (ML-098) group, and high-dose asiaticoside + pathway
activator (Asi-H+ML-098) group. Cell proliferation activity was detected by CCK-8 assay and EdU assay, and cell apoptosis
was detected by flow cytometry. The scratch assay was used to measure cell migration ability, and the Transwell chamber was
used to measure cell invasion activity. The expression of Ras/Raf/Mek/Erk pathway proteins was detected by Western blot.
U87 cells were injected into nude mice to construct xenograft tumor models, and the mice were divided into the model group,
low-dose and high-dose asiaticoside (Asi-L, Asi-H) groups. Tumor volume and weight were measured, and the basic morpho-
logical structure of the tumor tissue was observed by HE staining. The positive expressions of Ki-67 and cleaved caspase-3
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were detected by immunohistochemistry. In addition, the protein expressions of the Ras/Raf/Mek/Erk pathway were detected
by Western blot. Ｒesults Compared with the U87 cell group, the Asi-L and Asi-H groups exhibited decreased U87 cell via-
bility, EdU-positive cell rate, wound healing rate, number of invasive cells, activity of the Ras/Raf/MEK/ERK pathway, and
expression of c-Myc protein, while showing increased expression of p53 protein and cell apoptosis rate (q/P =8.981/<0.001,
5.730/<0.001, 8.490/<0.001, 18.632/<0.001, 7.473/<0.001, 19.106/<0.001, 13.580/<0.001; q/P=34.571/<0.001, 17.540/<0.001,
9.460/<0.001, 19.852/<0.001, 19.702/<0.001, 27.924/<0.001, 20.096/<0.001). In contrast, the ML-098 group showed elevated
cell viability, EdU-positive cell rate, wound healing rate, number of invasive cells, activity of the Ras/Raf/MEK/ERK pathway,
and expression of c-Myc protein, along with reduced expression of p53 protein and a decreased cell apoptosis rate (q/P =4.616/<
0.001, 3.344/0.007, 3.573/0.005, 3.582/0.005, 14.537/<0.001, 3.753/<0.001, 4.384/0.001). Compared with the Asi-H group, the
Asi-H+ML-098 group exhibited increased cell viability, EdU-positive cell rate, wound healing rate, number of invasive cells,
activity of the Ras/Raf/MEK/ERK pathway, and expression of c-Myc protein, along with decreased expression of p53 protein
and a reduced cell apoptosis rate (q/P = 12.462/< 0.001, 11.458/< 0.001, 12.734/< 0.001, 9.267/< 0.001, 14.537/< 0.001,
5.435/<0.001, 12.041/<0.001). Animal experiments showed that compared with the model group, the Asi-L and Asi-H groups
exhibited reduced tumor mass and volume, lower Ki-67 positive rate, and decreased expression of Ras/Raf/MEK/ERK pathway
proteins, along with an increased cleaved caspase-3 positive rate (q/P =7.452/<0.001, 4.771/<0.001, 4.576/0.002, 6.519/<0.001,
5.367/<0.001, 6.286/<0.001, 5.534/<0.001, 10.996/<0.001;q/P =18.398/<0.001, 13.103/<0.001, 16.228/<0.001, 18.447/<0.001,
11.628/<0.001, 12.655/<0.001, 12.572/<0.001, 15.244/<0.001). Conclusion Asiaticoside may inhibit the proliferation, migra-
tion, invasion, and tumor growth of glioblastoma U87 cells by suppressing the activity of the Ras/Raf/MEK/ERK pathway.
【Key words】 Glioma cells; Asiaticoside; Proliferation, Invasion; Ras/Raf/Mek/Erk pathway; Mechanism; Mice

脑胶质瘤是原发性颅内肿瘤中一种常见的恶性肿

瘤。由于胶质瘤细胞具有极强的增殖、侵袭和迁移能
力，因此极易造成肿瘤复发［1］。在胶质瘤复杂的分子
网络中，Ｒas /Ｒaf /Mek /Erk 信号通路的异常激活扮演
着重要角色。该通路通过接收细胞外生长因子信号，
经 Ｒas、Ｒaf、Mek逐级磷酸化，最终激活下游效应分子
Erk，进而调控与肿瘤恶性进展密切相关的细胞进
程［2］。研究证实，Ｒas /Ｒaf /Mek /Erk 信号通路在脑胶
质瘤组织中呈异常高激活状态，其激活水平与肿瘤的

恶性程度、侵袭能力及患者预后密切相关［3］。积雪草
苷( asiaticoside，Asi) 是从传统中药积雪草中提取的三
萜皂苷类化合物，具有广泛的药理活性［4-5］。在抗癌
方面，目前已有研究表明，Asi 可通过调控 Yes 相关蛋
白 1( Yes-associated protein 1，YAP1) /血管内皮生长因
子 A( vascular endothelial growth factor A，VEGFA) 信号
通路抑制乳腺癌细胞的增殖和血管生成［6］。然而，关
于 Asi对脑胶质瘤的抑制作用及作用机制，目前尚未见
明确报道。本研究采用体外细胞实验辅以动物实验，以
人脑胶质瘤细胞系( U87细胞) 为模型，探讨 Asi 对胶质
瘤细胞恶性生物学行为的影响，为阐明 Asi 抗胶质瘤的
分子机制提供新的实验证据，报道如下。
1 材料与方法
1．1 材料 ( 1) 实验对象 /细胞: SPF级 BALB /c裸鼠
购自山东艾莱克生物科技有限公司［SCXK( 鲁) 2022
0007］5 周龄、体质量 18 ～ 20 g，在 SPF 级动物房内适
应性饲养 1周( 室温 22 ～ 25℃，相对湿度 40% ～ 60%，

12 h光照 /12 h 黑暗昼夜循环，自由摄食) ，确保小鼠
健康状态稳定。本研究经动物伦理委员会审核批准
( 2025-Ｒ-169) 。U87 细胞，购自南京万木春生物科技
有限公司。( 2) 试药试剂:积雪草苷( 上海研谨生物科
技有限公司，货号: B20586) ; ML-098 ( 上海阿拉丁生
化科技股份有限公司，货号: M333495) ; CCK-8试剂盒
( 上海弗元生物科技有限公司，货号: 600001) ; DMEM
培养基、细胞凋亡检测试剂盒 ( 北京百奥创新科技有
限公司，货号: 11995115、E-CK-A252) ; HE 染色试剂盒
( 上海远慕生物科技有限公司，货号: F4713) ; Ki-67、
Cleaved caspase3、Ｒas、p-Erk、Erk 抗体( 英国 Abcam 公
司，货号: 16667、32042、52939、201015、54230) ; p-Ｒaf、
Ｒaf、p-Mek、Mek、c-Myc、p53、GAPDH 抗体 ( 美国 Cell
Signaling Technology 公司，货号: 9421、9422、9121、
9122、9402、9282、5174 ) 。 ( 3 ) 仪器设备: SpectraMax
iD5酶标仪购自北京悦昌行科技有限公司; FCK-50C
荧光显微镜购自上海蔡康光学仪器有限公司;

DSZ5000X倒置生物显微镜购自陕西鹏展科技有限公
司; Transwell小室购自北京思齐生物技术有限公司;
3404 Midi 40 CO2 培养箱购自北京博为高科生物科技

有限公司; CyFlow Cube6 流式细胞仪购自广州吉源生
物科技有限公司。
1．2 实验方法 2025年 3—8月于河北省心脏与代谢
重点实验室进行实验。
1．2．1 细胞培养及 Asi 剂量筛选: 将 U87 细胞接种于
DMEM培养基并置于 CO2 培养箱中培养，将生长对数
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期的细胞接种于 96 孔板，Asi 以 0、10、20、40、60、
80 μmol /L干预细胞 24 h，检测细胞存活率。将 U87
细胞随机分为 U87 细胞组、积雪草苷低剂量 ( Asi-L)
组、积雪草苷高剂量( Asi-H) 组、Ｒas 激活剂( ML-098)
组、积雪草苷高剂量+Ｒas 激活剂( Asi-H+ML-098) 组。
其中 Asi-L 组、Asi-H 组细胞分别在含 21、42 μmol /L
Asi的培养基中培养，ML-098 组细胞在含 0．5 μmol /L
ML-098的培养基中培养［7］，Asi-H+ML-098 组细胞在
含 42 μmol /L Asi 和 0．5 μmol /L ML-098 的培养基中
培养，U87细胞组细胞正常培养。
1．2．2 裸鼠移植瘤模型构建: 将细胞悬液 ( 约 2×106

个 U87细胞) 200 μl注射到裸鼠右侧前肢腋下。待肿
瘤大小约 100 mm3 时，将裸鼠随机分为模型( Model) 组、
积雪草苷低剂量( Asi-L) 组、积雪草苷高剂量( Asi-H)
组，每组 6 只。其中 Asi-L 组、Asi-H 组裸鼠分别灌胃
Asi 20、40 mg /kg，Model 组裸鼠灌胃等量生理盐水。3
周后处死裸鼠，完整剥离肿瘤测量其体积并称重［8］。
1．3 观测指标与方法
1．3．1 CCK-8法检测细胞存活率: 将对数生长期细胞
接种至 96孔板，贴壁后按分组处理培养，48 h 后向每
孔加入 CCK-8 溶液 10 μl，继续避光孵育 2 h，使用酶
标仪在 450 nm波长下检测各孔的 OD值，计算细胞存
活率= ( 处理组 OD 值－空白组 OD 值) / ( 对照组 OD
值－空白组 OD值) ×100%。
1．3．2 EdU实验检测细胞活性:将 U87 细胞接种到含
有爬片的 24孔板中，贴壁后按分组处理培养。24 h后
向每孔中加入 EdU 工作液继续孵育 2 h，漂洗细胞并
经固定、透化、Click 反应液反应、Hoechst 33342 染色
后，使用荧光显微镜进行观察和拍照，计算 EdU 阳性
率=EdU阳性细胞数 /总细胞数×100%。
1．3．3 流式细胞术检测细胞凋亡:收集药物处理后的
各组细胞上清液及消化后的细胞，离心弃上清液，加入

PBS重悬细胞后再次离心。加入 Binding Buffer 重悬
细胞，取细胞悬液( 约 1×105 个细胞) 100 μl 至流式管
中，依次加入 AnnexinV-FITC 和 PI( 各 5 μl) 避光孵育
后，1 h内于流式细胞仪上机检测。
1．3．4 划痕实验检测细胞迁移:将对数生长期细胞接
种至 6孔板中，培养至细胞融合形成完整单层，然后按
实验分组进行相应的药物干预，药物作用结束后，用无

菌移液器枪头垂直于培养板底面划一条均匀的直线划

痕，分别在划痕后 0 h和 24 h 在倒置显微镜下同一视
野( 选取划痕清晰且无边缘破损的区域) 拍摄图像。
使用 Image J软件测量划痕区域的宽度，计算划痕愈
合率 = ( 0 h 划痕宽度 － 24 h 划痕宽度 ) /0 h 划痕

宽度×100%。
1．3．5 Transwell 小室实验检测细胞侵袭: 将 Matrigel
基质胶均匀铺于 Transwell小室上室，向 Transwell小室
下室加入含 10%胎牛血清的完全培养基( 作为趋化因
子) ，将分组干预后的 U87 细胞悬液接种于上室，将
Transwell培养板置于培养箱中孵育 24 h 后取出小室，
用棉签轻轻拭去上室面未穿透的细胞，4%多聚甲醛固
定、结晶紫染色，在倒置显微镜下计数穿过膜的细胞
数量。
1．3．6 Western-blot 检测细胞 Ｒas /Ｒaf /Mek /Erk 通路
蛋白水平:收集各组处理后的细胞加入 ＲIPA 裂解液
使细胞充分裂解，4℃下，12 000 r /min 离心 15 min，吸
取上清液，使用 BCA法测定样本蛋白浓度。调整浓度
统一后 100 ℃加热 10 min使蛋白变性，取 20 μg 蛋白
经 SDS-PAGE 凝胶电泳分离、电转至 PVDF 膜上、5%
脱脂奶粉封闭后，分别与 Ｒas、Ｒaf、p-Ｒaf、Mek、p-Mek、
Erk、p-Erk、c-Myc、p53 及 β-actin 一抗 4℃摇床孵育过
夜，次日用 TBST 充分洗涤膜后，将其放入用辣根过
氧化物酶( HＲP ) 标记的二抗中，室温摇床孵育 2 h。
将 ECL化学发光液滴加在 PVDF 膜的表面，室温反
应2 min后，于凝胶成像系统中曝光显影。使用 Image
J分析软件对条带的灰度值进行定量。目的蛋白的
相对表达量以目的条带与 β-actin 灰度值的比值
表示。
1．3．7 HE染色检测裸鼠肿瘤组织病理形态: 取部分
裸鼠肿瘤组织经 4%多聚甲醛固定、常规梯度脱水、石
蜡包埋、切片( 4 μm) 与固片。将切片经二甲苯脱蜡、
梯度乙醇水化，浸入苏木素染色 8 min，自来水冲洗返
蓝，1%盐酸乙醇分化 5 s; 随后伊红染色 2 min，梯度
乙醇脱水、二甲苯透明，中性树胶封片。于光镜下
观察。
1．3．8 免疫组化法检测裸鼠 Ki-67、Cleaved caspase3
蛋白表达:取裸鼠肿瘤组织切片经二甲苯脱蜡、梯度乙
醇水化，柠檬酸盐缓冲液高温高压抗原修复，3%过氧
化氢室温封闭内源性过氧化物酶 10 min，5%牛血清白
蛋白室温封闭 30 min，滴加 Ki-67、Cleaved caspase-3一
抗 4℃孵育过夜。次日 PBS洗涤后滴加二抗室温孵育
30 min，DAB显色、苏木素复染、盐酸乙醇分化、返蓝，
脱水、透明、中性树胶封片后，于光学显微镜下观察，以
阳性细胞率表示蛋白的表达量。
1．3．9 Western blot 检测裸鼠肿瘤组织 Ｒas /Ｒaf /Mek /
Erk通路蛋白表达:取部分裸鼠肿瘤组织加入 ＲIPA裂
解液匀浆后，离心收集上清液。按“1．3．6”的处理方法
进行检测。
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1．4 统计学方法 采用 SPSS 27．0软件对数据进行处
理分析。计数资料以频数或构成比( %) 表示，组间比
较采用 χ2 检验; 符合正态分布的计量资料以 �x± s 表
示，2组间比较采用独立样本 t 检验，多组间比较采用
F检验，组间两两比较采用 SNK-q 检验。P＜0．05 为差
异有统计学意义。
2 结 果
2．1 Asi 干预 U87 细胞的浓度筛选 与 0 μmol /L 组
( 100．00± 0 ) %比较，10 μmol /L 组 ( 87． 25 ± 6． 74 ) %、
20 μmol /L组 ( 74．58±5．92) %、40 μmol /L 组 ( 56．62±
4．10) %、60 μmol /L 组( 39．77±4．05) %、80 μmol /L 组
( 20．39±2．60) %的 U87 细胞存活率依次降低 ( F /P =
268．225 /＜0．001) 。经 Graphpad prism 软件计算得 Asi
对 U87细胞的半数抑制浓度( IC50) 约为 42 μmol /L，
选取 IC50( 42 μmol /L) 及 1 /2 IC50 ( 21 μmol /L) 浓度
的 Asi进行后续实验。
2．2 Asi对 U87 细胞增殖活性的影响 与 U87 细胞
组比较，Asi-L 组、Asi-H 组 U87 细胞存活率和 EdU 阳
性细胞率均降低( q /P = 8．981 /＜0．001、5．730 /＜0．001，
34．571 /＜0．001、17．540 /＜0．001) ，ML-098 组 U87 细胞
存活率和 EdU 阳性细胞率升高( q /P = 4．616 /＜0．001、
3．344 /0．007) ; 与 Asi-L 组比较，Asi-H 组 U87 细胞存
活率和 EdU 阳性细胞率降低 ( q /P = 12．462 /＜0．001、
11．458 /＜0．001) ;与 Asi-H组比较，Asi-H+ML-098 组细
胞存活率和 EdU阳性细胞率升高( q /P= 9．688 /＜0．001、
10．881 /＜0．001) ，见表 1。
2．3 Asi 对 U87 细胞凋亡的影响 与 U87 细胞组
( 8．17±1．24) %比较，Asi-L组( 26．68±3．10) %、Asi-H

表 1 各组 U87细胞存活率、EdU阳性细胞率比较 ( �x±s，%)
Tab．1 Comparison of survival rates and EdU cell positivity rate of

U87 cells among different groups

组 别 n 细胞存活率 EdU阳性细胞率
U87细胞组 6 100．00±0 56．38±4．20
Asi-L组 6 83．39±4．53a 43．02±3．87a

Asi-H组 6 55．26±3．17ab 21．67±2．42ab

ML-098组 6 112．91±6．85a 64．25±3．95a

Asi-H+ML-098组 6 74．50±3．69c 37．81±2．71c

注: 与 U87 细胞组比较，aP＜ 0． 05; 与 Asi-L 组比较，bP＜ 0． 05; 与
Asi-H组比较，cP＜0．05。

组( 42．37±3．98) %细胞凋亡率均升高( q /P = 13．580 /＜
0．001、20．096 /＜0．001) ，ML-098 组( 5．25±1．06) %细胞
凋亡率降低( q /P= 4．384 /0．001) ;与 Asi-L组比较，Asi-
H组凋亡率升高( q /P= 7．618 /＜0．001) ; 与 Asi-H 组比
较，Asi-H+ML-098组( 19．60±2．37) %细胞凋亡率下降
( q /P= 12．041 /＜0．001) 。
2．4 Asi对 U87细胞划痕愈合率、侵袭细胞数的影响
与 U87 细胞组比较，Asi-L 组、Asi-H 组 U87 细胞划
痕愈合率和侵袭细胞数均降低 ( q /P = 8．490 /＜0．001、
18．632 /＜ 0． 001，9． 460 /＜ 0． 001、19． 852 /＜ 0． 001) ，ML-
098组划痕愈合率和侵袭细胞数升高 ( q /P = 3． 573 /
0．005、3．582 /0．005) ;与 Asi-L 组比较，Asi-H 组划痕愈
合率和侵袭细胞数降低( q /P= 10．508 /0．005、10．043 /＜
0．001) ; 与 Asi-H 组比较，Asi-H+ML-098 组划痕愈合
率和侵袭细胞数升高 ( q /P = 12．734 /＜0．001、9．267 /＜
0．001) ，见图 1、表 2。
2．5 Asi对 U87细胞 Ｒas /Ｒaf /Mek /Erk通路蛋白表达
的影响 与 U87 细胞组比较，Asi-L组、Asi-H组 U87

图 1 各组细胞划痕愈合率、侵袭细胞数检测( 划痕实验，×100; Transwell小室实验，×200)
Fig．1 Detection of wound healing rate and invasive cell number in each group
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表 2 各组 U87细胞划痕愈合率、侵袭细胞数比较 ( �x±s)
Tab．2 Comparison of wound healing rate and number of invasive

cells of U87 cells among different groups

组 别 n 划痕愈合率( %) 侵袭细胞数( 个)
U87细胞组 6 70．92±4．01 147．41±8．16
Asi-L组 6 52．63±3．43a 105．28±7．24a

Asi-H组 6 33．50±2．85ab 68．42±5．33ab

ML-098组 6 79．37±4．18a 166．80±10．45a

Asi-H+ML-098组 6 56．01±3．26c 99．67±6．31c

注: 与 U87 细胞组比较，aP＜ 0． 05; 与 Asi-L 组比较，bP＜ 0． 05; 与

Asi-H组比较，cP＜0．05。

细胞 Ｒas /Ｒaf /Mek /Erk 通路 ( q /P = 11． 437 /＜ 0． 001、
12．810 /＜0．001、13．300 /＜0．001、10．119 /＜0．001，q /P =
24． 434 /＜ 0． 001、28． 991 /＜ 0． 001、23． 408 /＜ 0． 001、
24．033 /＜0．001) 和 c-Myc 蛋白表达量 ( q /P = 7． 473 /＜
0．001，19．702 /＜0．001) 依次降低，p53 蛋白表达量依次
升高 ( q /P = 19．106 /＜0．001，27．924 /＜0．001) ; 而 ML-
098 组通路 ( q /P = 10． 917 /＜ 0． 001、9． 439 /＜ 0． 001、
5．852 /＜0．001、7．589 /＜0．001) 和 c-Myc 蛋白表达量升
高( q /P= 14．537 /＜0．001) ，p53 蛋白表达量降低( q /P =
3．753 /＜0．001) ; 与 Asi-H 组比较，Asi-H+ML-098 组通
路( q /P = 14． 557 /＜ 0． 001、18． 878 /＜ 0． 001、13． 832 /＜
0．001、16．444 /＜ 0． 001 ) 和 c-Myc 蛋白表达量 ( q /P =
14．537 /＜0．001) 升高，p53 蛋白表达量降低 ( q /P =
5．435 /＜0．001) ，见图 2、表 3。
2．6 Asi 对裸鼠移植瘤大小的影响 与 Model 组比
较，Asi-L组、Asi-H 组肿瘤质量和体积均减小 ( q /P =
7．452 /＜0．001、4．771 /＜0．001，18．398 /＜0．001、13．103 /＜
0．001) ;与 Asi-L 组比较，Asi-H 组肿瘤质量和体积减
小( q /P= 12．369 /＜0．001、9．587 /＜0．001) ，见图 3、表 4。
2．7 Asi对裸鼠肿瘤病理变化的影响 Model 组小鼠
肿瘤组织细胞排列密集紊乱，呈弥漫性分布; Asi-L 组
和 Asi-H组细胞排列密度降低，细胞核体积缩小、核分
裂象减少，肿瘤细胞恶性表型明显改善，见图 4。
2．8 Asi 对裸鼠移植瘤 Ki-67、Cleaved caspase 3 蛋白
表达的影响 与 Model组比较，Asi-L组、Asi-H组肿瘤
组织 Ki-67 阳性率均显著降低( q /P = 4．576 /0．002，

注: A．U87 细胞组; B．Asi-L 组; C．Asi-H 组; D．ML-098 组; E．Asi-H+

ML-098组。

图 2 各组 U87细胞相关蛋白电泳图
Fig．2 Western blot analysis of related protein expression in U87

cells among different groups

图 3 各组裸鼠移植瘤大小
Fig．3 Transplanted tumor size in nude mice of each group

16．228 /＜0．001) ，Cleaved caspase 3阳性率均升高( q /P=
10．996 /＜0．001，15．244 /＜0．001) ;与 Asi-L组比较，Asi-
H 组肿瘤组织 Ki-67 阳性率降低 ( q /P = 9． 132 /＜
0．001) ，Cleaved caspase 3 阳性率升高 ( q /P = 6．061 /＜
0．001) ，见图 5、表 5。

表 3 各组 U87细胞 Ｒas /Ｒaf /Mek /Erk通路蛋白表达量比较 ( �x±s)
Tab．3 Comparison of Ｒas /Ｒaf /Mek /Erk pathway protein expression levels in U87 cells among different groups

组 别 n Ｒas p-Ｒaf /Ｒaf p-Mek /Mek p-Erk /Erk c-Myc p53
U87细胞组 6 0．92±0．04 0．65±0．04 0．87±0．04 0．74±0．03 1．15±0．06 0．24±0．03
Asi-L组 6 0．70±0．05a 0．46±0．03a 0．62±0．04a 0．58±0．04a 0．93±0．04a 0．63±0．04a

Asi-H组 6 0．45±0．03ab 0．22±0．04ab 0．43±0．03ab 0．36±0．03ab 0．57±0．04ab 0．81±0．04ab

ML-098组 6 1．13±0．06a 0．79±0．03a 0．98±0．07a 0．86±0．05a 1．28±0．06a 0．16±0．02a

Asi-H+ML-098组 6 0．73±0．05c 0．50±0．04c 0．69±0．04c 0．62±0．04c 0．95±0．05c 0．52±0．04c

注: 与 U87细胞组比较，aP＜0．05;与 Asi-L组比较，bP＜0．05;与 Asi-H组比较，cP＜0．05。
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表 4 各组裸鼠移植瘤质量、体积比较 ( �x±s)
Tab．4 Comparison of transplanted tumor mass and volume among

nude mice in each group

组 别 n 肿瘤质量( g) 肿瘤体积( mm3 )

Model组 5 1．32±0．09 1286．41±135．07
Asi-L组 5 0．94±0．07a 925．70±101．64a

Asi-H组 5 0．43±0．06ab 412．37±63．29ab

注:与 Model组比较，aP＜0．05;与 Asi-L组比较，bP＜0．05。

图 4 各组裸鼠肿瘤形态观察( HE染色，×100)
Fig．4 Tumor morphology observed by HE staining

表 5 各组裸鼠肿瘤组织 Ki-67、Cleaved caspase 3蛋白阳性
表达比较 ( �x±s，%)

Tab． 5 Positive expression of Ki-67 and Cleaved caspase 3
proteins in tumor tissues of each group

组 别 n Ki-67阳性率 Cleaved caspase 3阳性率
Model组 5 61．21±4．32 8．35±1．52
Asi-L组 5 47．36±5．21a 31．52±4．46a

Asi-H组 5 22．58±3．11ab 52．40±6．28ab

注:与 Model组比较，aP＜0．05;与 Asi-L组比较，bP＜0．05。

2．9 Asi对裸鼠肿瘤组织 Ｒas /Ｒaf /Mek /Erk 通路蛋白
表达的影响 与 Model组比较，Asi-L组、Asi-H组肿瘤
组织 Ｒas /Ｒaf /Mek /Erk通路蛋白表达量均下降( q /P=
6．519 /＜0．001、5． 367 /＜ 0． 001、6． 286 /＜ 0． 001、5． 534 /＜
0．001，18．447 /＜0．001、11．628 /＜0．001、12．655 /＜0．001、
12．572 /＜0．001) ; 与 Asi-L 组比较，Asi-H 组肿瘤组织
Ｒas /Ｒaf /Mek /Erk通路蛋白表达量下降( q /P = 6．903 /＜
0．001、5．534 /＜0．001、6．708 /＜0．001、7．683 /＜0．001) ，见
图 6、表 6。
3 讨 论
脑胶质瘤的高增殖、迁移侵袭能力是导致临床治

图 6 各组裸鼠肿瘤组织相关蛋白电泳图
Fig．6 Western blot bands of related proteins in tumor tissues of

each group

疗失败和预后不良的重要因素［9］。尽管手术联合放
化疗的综合治疗方案已广泛应用，但癌细胞的增殖、迁
移等恶性生物学特性仍难以有效控制。Asi 作为从传
统中药积雪草中提取的核心活性成分，已在多种肿瘤

研究中证实具有抗增殖、抗侵袭的药理活性［10］。既往
研究表明，Asi可调节肿瘤微环境、提高自然杀伤细胞
的抗肿瘤能力，可抑制结直肠癌细胞、食管癌细胞等多
种癌细胞的恶性生物学行为，减缓癌症恶性进

展［11-13］。本研究结果显示，Asi 可降低 U87 细胞增殖
活性，提示 Asi对脑胶质瘤细胞增殖具有明显的抑制
作用。这一结果与既往 Asi 在肺癌、膀胱癌等肿瘤细
胞中的研究结论一致，进一步扩展了 Asi在脑胶质瘤

表 6 各组裸鼠肿瘤组织 Ｒas /Ｒaf /Mek /Erk通路蛋白表达量比较 ( �x±s)
Tab．6 Comparison of Ｒas /Ｒaf /Mek /Erk pathway protein expression in tumor tissues among different groups

组 别 n Ｒas p-Ｒaf /Ｒaf p-Mek /Mek p-Erk /Erk
Model组 5 0．87±0．03 0．74±0．03 0．93±0．05 0．82±0．04
Asi-L组 5 0．70±0．05a 0．62±0．04a 0．75±0．04a 0．68±0．04a

Asi-H组 5 0．52±0．03ab 0．48±0．04ab 0．60±0．03ab 0．46±0．05ab

注:与 Model组比较，aP＜0．05;与 Asi-L组比较，bP＜0．05。
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图 5 各组裸鼠 Ki-67、Cleaved caspase 3蛋白阳性表达( 免疫组化，×100)
Fig．5 Positive expression of Ki-67 and Cleaved caspase 3 proteins in each group

中的抗肿瘤作用［14-15］。此外，本研究进一步从凋亡调控
角度验证了 Asi 的抗肿瘤效应，结果显示，Asi 可提高
U87细胞凋亡率。以上实验结果说明 Asi 可通过抑制
增殖、促进凋亡的双重调控模式，实现对肿瘤细胞恶性
增殖的遏制。脑胶质瘤细胞的强迁移与侵袭能力是导
致肿瘤浸润性生长、手术无法彻底切除及术后复发的主
要原因［16］。本研究结果显示，Asi可降低 U87细胞的迁
移和侵袭活性，体现出 Asi 对脑胶质瘤细胞迁移侵袭表
型的调控作用。与以往研究 Asi 在其他癌症中的作用
效果相同［17］。以上结果提示，若 Asi 能用于临床用药，
可能有利于缩小肿瘤的浸润范围，为手术切除创造更有

利的条件;同时减少肿瘤细胞数量，降低术后复发风险。
Ｒas /Ｒaf /Mek /Erk通路作为 MAPK信号通路的核

心分支，在癌症中多呈异常激活状态，通过促进肿瘤细

胞的恶性生物学行为，成为驱动癌症进展的关键分子

机制［18-19］。研究显示，Ｒas /Ｒaf /Mek /Erk 通路在脑胶
质瘤中常呈异常激活并促进肿瘤的恶性进展［20］。该
通路的持续激活可通过调节 c-Myc 和 p53 的表达，从
而协同增强肿瘤细胞的恶性表型［21］。c-Myc 是神经
胶质瘤的促癌分子，主要驱动细胞增殖、侵袭并抑制凋
亡［22-23］;而 p53是抑癌分子，核心功能是阻滞细胞周
期、诱导凋亡［24-25］。本研究结果显示，ML-098 ( 激活
剂) 激活 Ｒas /Ｒaf /Mek /Erk通路可加强 U87 细胞的增
殖、迁移等恶性生物学行为，说明 Ｒas /Ｒaf /Mek /Erk通
路的激活促进脑胶质瘤的恶性进展。Asi 可降低 U87
细胞中 Ｒas /Ｒaf /Mek /Erk 通路及 c-Myc 蛋白表达，提
高 p53蛋白表达，这一调控趋势与 Asi 对 U87 细胞恶
性表型的抑制效应高度一致，提示 Asi 可通过抑制

Ｒas /Ｒaf /Mek /Erk通路的激活进而抑制 U87 细胞增
殖、促进细胞凋亡。为进一步验证通路抑制与 Asi 抗
肿瘤效应的因果关系，本研究同时以高剂量 Asi 和
ML-098干预细胞，结果显示，ML-098 可显著逆转 Asi
对 U87 细胞增殖、迁移、侵袭的抑制作用，同时逆转
Asi对 Ｒas /Ｒaf /Mek /Erk通路的下调效应及对 c-Myc、
p53蛋白的调控作用，这一结果进一步证明 Ｒas /Ｒaf /
Mek /Erk 通路是 Asi 发挥抗脑胶质瘤作用的关键靶
点。既往研究表明，Asi 可通过调节 TGF-β /SMAD 信
号通路抑制三阴性乳腺癌细胞的迁移和侵袭［26］。本
研究通过 Asi调控 Ｒas /Ｒaf /Mek /Erk 通路的作用机制
进一步丰富了 Asi 的多靶点抗肿瘤活性。此外，本研
究通过裸鼠异种移植瘤模型进一步显示，Asi 干预可
显著抑制移植瘤生长，下调移植瘤组织中 Ｒas /Ｒaf /
Mek /Erk通路蛋白及增殖标志物 Ki-67 的阳性表达，
上调凋亡标志物 Cleaved caspase-3的阳性表达。体内
外实验结果的高度一致性，充分验证了 Asi 抗脑胶质
瘤效应的稳定性与可靠性。
4 结 论
综上，本研究证实，Asi 能够有效抑制脑胶质瘤细

胞的增殖、迁移和侵袭，并诱导细胞凋亡，其作用机制
与抑制 Ｒas /Ｒaf /Mek /Erk 信号通路的活化密切相关。
体外及体内实验共同表明，Asi 通过阻断该通路关键
分子的磷酸化，发挥抗胶质瘤作用。本研究为 Asi 作
为一种潜在的天然抗肿瘤药物开发及临床转化应用提

供了坚实的实验依据与理论支撑。后续研究可采用基
因沉默技术和分子对接等方法，进一步明确 Asi 与通
路关键靶点的直接结合位点及作用方式; 同时深入开
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展药代动力学及长期安全性评价，为 Asi 的临床转化
提供科学依据。
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