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二苯乙烯苷通过PI3K/AKT通路抑制TGFβ诱导的	

结直肠癌上皮间质转换

李品玉，刘其礼，王敏，张霞，杨坚

(肇庆医学高等专科学校病理学与病理生理学教研室，广东 肇庆 526000)

[摘　要]	 目的：探讨二苯乙烯苷(2,3,5,4’-tetrahydroxy st i lbene-2-Ο-β-D-glucoside，THSG)对TGFβ诱导的

结直肠癌细胞上皮间质转换(epithelial-mesenchymal transition，EMT)的影响及可能的分子机制。 

方法：通过转化生长因子(transforming growth factor β，TGFβ)诱导HCT116细胞发生EMT，倒置

显微镜观察细胞形态变化，Western印迹检测EMT相关分子标志物的表达；划痕实验、细胞迁移实

验、倒置显微镜观察不同浓度THSG干预TGFβ刺激对HCT116细胞运动、迁移能力以及形态学的

影响，Western印迹检测EMT相关标志物及PI3K/AKT通路的改变。结果：TGFβ刺激HCT116细胞

后，细胞由圆形变为长梭形，E-cadherin表达降低，vimentin和N-cadherin表达增加；与对照组相

比，THSG可增加E-cadherin和PTEN的表达，降低vimentin和N-cadherin和p-AKT表达，同时抑制细

胞的迁移及运动(F=454.723，P<0.001；F=412.161，P<0.001)。结论：THSG可通过PI3K/AKT通路

抑制TGFβ诱导的HCT116细胞EMT，并降低其运动迁移能力。
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2,3,5,4’-tetrahydroxy stilbene-2-Ο-β-D-glucoside inhibits 
TGFβ-induced epithelial-mesenchymal transition in 

colorectal cancer via PI3K/AKT pathway
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Abstract Objective: To investigate the effect of 2,3,5,4’-tetrahydroxy stilbene-2-Ο-β-D-glucoside (THSG) on TGFβ 

induced epithelial-mesenchymal transition (EMT) in HCT116 cells and further to explore the potential molecular 

mechanism. Methods: Transforming growth factor β (TGFβ) was used to induce EMT in HCT116 cells, the 

morphological changes were observed under inverted microscope, and EMT related molecular markers were 

detected by Western blot. Wound Healing assay, Transwell assay, inverted microscope were performed to detect 

whether THSG could reverse the motility, migration ability and morphological changes induced by TGFβ, the 
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结直肠癌是常见的消化系统恶性肿瘤之一，

其发病率和病死率均居所有恶性肿瘤前5位 [1]。转

移是导致结直肠癌患者死亡的主要原因之一。已

有研究[2]证实上皮间质转换(epithelial-mesenchymal 
t r a n s i t i o n，E M T )在促进结直肠癌侵袭和转移中

起着至关重要的作用。通过发生E MT，肿瘤细胞

失去紧密连接和极性、获得更强的侵袭力和运动

能力，并伴随着上皮标志物如E - c ad h er i n和ZO - 1
等表达的减少和间质标志物v imentin和N-cadherin
表达的增加，促使肿瘤实现远处组织和器官的转 
移[3]。EMT的发生与多种细胞因子和信号通路的激

活密切相关，而转化生长因子(transforming growth 
factor  β，TGFβ)是被证实能诱导结直肠癌细胞发

生 E M T 的 经 典 刺 激 因 子 [ 4 ]。 因 此 ， 针 对 TG F β 及

其相关通路进行干预，有望成为解决肿瘤转移的 
突破点。

二苯乙烯苷(2,3,5,4’-tetrahydroxy stilbene-2-Ο-
β-D-glucoside，THSG)是从中药何首乌中提取的一

种水溶性有效成分，其结构与白藜芦醇相似，仅

二位多一个酚羟基并形成糖苷，均属于二苯乙烯

类[5]。已有研究[6-7]报道白藜芦醇可通过抑制PI3K/
A KT通路抑制恶性胶质瘤、胰腺癌的侵袭和E MT
来发挥其抗癌作用，而THSG在结直肠癌中的研究

较少，主要为其对细胞增殖的抑制，THSG能否通

过参与E MT发挥其抗癌作用还未见报道。本研究

旨在探讨THSG对TGFβ诱导结直肠癌细胞HCT116 
EMT的影响，以及PI3K/AKT在其中发挥的作用，

为将其开发成为抗癌药物提供理论和实验依据。

1  材料与方法

1.1  材料

人 结 肠 癌 细 胞 株 H C T 1 1 6 由 南 方 医 科 大 学

病理实验室提供。胎牛血清、R PM I- 1 6 4 0为美国

G I B I C O 公司产品， T H S G ( 纯度 > 9 8 % ) 购于成都

百科通生物科技有限公司，TGFβ，E - cad her in，

v i m e n t i n 和 N - c a d h e r i n 购 于 美 国 C e l l  S i g n a l i n g 
Technolog y公司。G APDH和鼠、兔二抗均购于北

京中杉金桥有限公司。Transwel l小室购于美国BD
公司。吉姆萨染液购于广州市一科生物科技有限

公司。

1.2  方法

1.2.1  划痕实验

取对数生长期细胞铺种植于6孔板中，待细胞

密度长到60%~80%时用10 μL无菌小枪头划2条垂

直线，PBS洗涤后用含2%FBS培养基培养，显微镜

下拍照后放孵箱37 ℃培养48 h，PBS洗涤后再次拍

照。比较各组细胞运动情况，计算划痕修复率。

1.2.2  Transwell 实验

将 T G F β 刺 激 后 的 细 胞 常 规 消 化 ， 计 数 3 0 × 
104个细胞，离心后PBS洗2次，加入200 μL RPMI-
1640稀释后均匀接种到上室，下室加入600 μL 20% 
F B S 的 培 养 基 ， 4 8  h 后 取 出 小 室 ， P B S 清 洗 小 室 
2次，甲醇固定细胞15 min，常规PBS清洗3次，吉

姆萨染色液染色15 min，清洗干净后显微镜下随机

选取3个视野拍照计数。

1.2.3  Western 印迹

提 取 细 胞 全 蛋 白 ， 用 1 0 % S D S - PA G E 凝 胶 将

蛋白进行电泳分离，湿法转印至 P V D F 膜上，转

膜结束后5 %牛奶室温封闭1 h，加入E - c ad h er i n，

vimentin，N-cadherin，PTEN，p-AKT，AKT一抗

4 ℃孵育过夜，次日常温复温30 min，PBST洗3次

后二抗室温孵育1 h，PBST清洗3次，化学发光法

显色成像，Quantity One软件分析系统对结果扫描

分析。

1.3  统计学处理

采用SPSS19.0进行统计学分析。计量资料用

均数±标准差(x±s)表示，两样本均数比较采用 t检

验，多组间的均数比较采用单因素方差分析(One-
Way ANOVA)。P<0.05为差异有统计学意义。

effect of THSG on EMT-related molecular markers and PI3K/AKT pathway were measured by Western blot. 

Results: TGFβ treated HCT116 cells transformed from round type to spindle-shaped form, compared with 

the losing of E-cadherin and increasing of vimentin, N-cadherin. However, combination treatment with THSG 

neutralized the effect of TGFβ on E-cadherin, vimentin, N-cadherin. Meanwhile, THSG treatment increase the 

expression of PTEN and suppress p-AKT expression. Moreover, THSG could inhibited TGFβ induced migration 

and motility ability (F=454.723, P<0.001; F=412.161, P<0.001). Conclusion: THSG can inhibit TGFβ induced 

EMT in colorectal cancer via PI3K/AKT pathway, and suppress the ability of motility and migration.

Keywords 2,3,5,4’-tetrahydroxy stilbene-2-Ο-β-D-glucoside; transforming growth factor; colorectal cancer; PI3K/AKT
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2  结果

2.1  TGFβ 诱导 HCT116 细胞发生 EMT
形 态 学 观 察 发 现 ： 1 0  n g / m L  T G F β 刺 激

HCT116细胞后，细胞由之前的立方形、圆形变为

长梭形，细胞间连接减少，呈现明显的间质形态

(图1A)。Transwell细胞迁移实验结果显示：TGFβ

刺激HCT116细胞后，迁移出的细胞数目明显增多

(F=131.848，P<0.001)。Western印迹结果显示：

TGFβ可以诱导E MT的发生，具体表现为TGFβ刺

激HCT116细胞后，EMT上皮标志物E-cadherin表

达下降(F=41.627，P<0.001)，间质标志物vimentin
和 N - c a d h e r i n 表 达 增 加 ( F = 4 8 1 . 7 7 ， P < 0 . 0 0 1 ；

F=244.562，P<0.001，图1B)。

2.2  THSG 逆转 TGFβ 刺激对 HCT116 细胞迁移、

运动的影响

Tr a n s w e l l 细 胞 迁 移 实 验 结 果 显 示 ： 与 未 处

理 对 照 组 相 比 ， T G F β 刺 激 H C T 1 1 6 细 胞 后 细 胞

的 迁 移 能 力 明 显 增 强 ， 而 T G F β 与 T H S G 共 同 刺

激 H C T 1 1 6 细 胞 后 ， 细 胞 的 迁 移 能 力 又 被 减 弱

(F=454.723，P<0.001)；细胞划痕实验结果显示：

与未处理对照组相比，TGFβ刺激HCT116细胞后

细胞的运动能力明显增加，而TGFβ与THSG共同

刺激 H CT 1 1 6 细胞后，细胞的运动能力又被抑制

(F=412.161，P<0.001，图2)。

图1 TGFβ诱导HCT116细胞EMT和迁移能力

Figure 1 TGFβ induced EMT and migration ability in HCT116 cells

(A) TGFβ对HCT116细胞形态学(×400)以及迁移能力的影响(*P<0.001)；(B)Western印迹检测TGFβ对HCT116细胞EMT相关

标志物的影响。

(A) Effect of TGFβ on morphological change and migration ability in HCT116 cells (*P<0.001); (B) Western blot was performed to detect 

the effect of TGFβ on EMT related markers.
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2.3  THSG 逆转 TGFβ 刺激对 HCT116 细胞 EMT
的影响

形 态 学 观 察 发 现 ： 与 TG F β 单 纯 刺 激 相 比 ，

TGFβ与THSG共同刺激HCT116细胞后，细胞由长

梭形向圆形转变(图3A)。Western印迹结果显示：

与 TG F β 单纯刺激相比， TG F β 与 T H S G 共同刺激

HCT116细胞后，EMT上皮标志物E-cadherin表达增

加(F=315.546，P<0.001)，间质标志物v imentin，

N - c a d h e r i n 表 达 降 低 ( F = 1 3 2 . 2 2 5 ， P < 0 . 0 0 1 ；
F=224.635，P<0.001)，EMT被抑制(图3B)。

图3 THSG逆转TGFβ诱导的EMT

Figure 3 THSG reversed TGFβ induced EMT

(A) THSG逆转TGFβ诱导的HCT116细胞形态学的改变(×400)；(B) THSG逆转TGFβ诱导的EMT标志物表达的改变。
(A) THSG reversed the effect of TGFβ on morphological change in HCT116 cells (×400); (B) THSG reversed the effect of TGFβ on 
expression of EMT related markers.
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图2 THSG对TGFβ诱导后细胞迁移、运动能力的的影响(*P<0.001)

Figure 2 Effect of THSG on TGFβ induced cell migration and motility ability (*P<0.001)
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2.4  THSG 通过抑制 PI3K/AKT 通路逆转 TGFβ

对 HCT116 细胞运动、迁移 EMT 的影响

We s t e r n 印迹结果显示： TG F β 刺激 H CT 1 1 6
细胞后， P T E N 表达降低， p - A K T 表达增加，而

TGFβ与THSG共同刺激HCT116细胞后，与单纯使

用TG F β刺激相比，P T E N表达增加，p -A KT表达

降低(图4)，提示可通过抑制PI3K/A KT通路发挥

作用。

3  讨论

结直肠癌全世界高发，在我国，结直肠癌的

发 病 率 和 病 死 率 均 位 居 各 类 恶 性 肿 瘤 第 5 位 [ 1 ]。

临床上，肿瘤转移是导致患者死亡的主要原因，

I 期肿瘤患者 5 年生存率达到 9 0 % 以上，而 I V 期肿

瘤患者则不足 1 0 % [ 8 ]。肿瘤转移是个极其复杂的

过 程 ， 涉 及 到 抑 癌 基 因 的 失 活 、 原 癌 基 因 的 激

活、肿瘤间质、肿瘤微环境等多因素综合作用。

近 年 来 研 究 [ 9 ] 表 明 ： 肿 瘤 转 移 过 程 中 可 通 过 形

态 学 的 变 化 来 获 得 更 强 的 单 细 胞 迁 移 和 侵 袭 能

力，由椭圆形变为长梭形，伴随着 E - c a d h e r i n ，

ZO-1，Claudins，Occludin等上皮标志物的减少和

v imentin，N-cad her in， f ibronect in等间质标志物

的增加，该过程被称为EMT。TGFβ是诱导肿瘤细

胞E MT的经典刺激因子之一，一方面通过与受体

TGFβR结合，磷酸化Smad2/3，与Smad4结合形成

转录复合体，以Smad依赖方式调控EMT；另一方

面调控PI3K/AKT，MAPK，JNK，NF-κB通路等，

以非Smad依赖方式调控EMT[10-11]。鉴于TGFβ是促

进EMT和肿瘤转移的重要原因，靶向TGFβ及其相

关通路进行干预为治疗转移性结直肠癌提供新的

方法。

THSG是从中药何首乌中提取的一种水溶性物

质，其结构与白藜芦醇相似，仅2位多一个酚羟基

并形成了糖苷，均属于二苯乙烯类[5]。白藜芦醇已

被广泛报道通过抗氧化作用、抑制肿瘤相关信号

通路等方式发挥抗肿瘤作用 [12-16]，THSG又与其结

构相似，并且在乳腺癌 [17]和黑色素瘤 [18]中也见其

抑制增殖的报道，我们推测THSG也可能有潜在的

抗癌功效。但是，THSG是否抑制肿瘤转移以及是

否逆转TGFβ介导的EMT及其分子机制仍不清楚。

本 研 究 发 现 ： 结 直 肠 癌 细 胞 H C T 1 1 6 在 
1 0  n g / m L 浓度的 TG F β 刺激下，细胞发生明显的

形 态 学 变 化 ， 逐 渐 由 椭 圆 形 变 为 针 刺 状 的 长 梭

形，该变化呈时间依赖性，并且伴随细胞迁移能

力 的 提 高 。 同 时 We s t e r n 印 迹 检 测 结 果 证 实 上 皮

标志物 E - c a d h e r i n 呈时间依赖性的减少，间质标

志物 v i m e n t i n ， N - c a d h e r i n 呈时间依赖性增加，

该部分结果说明 TG F β 诱导结直肠癌细胞 E M T 和

迁移能力。值得一提的是，当TGFβ和THSG共同

刺 激 后 ， T G F β 介 导 的 迁 移 和 运 动 能 力 被 T H S G
抑 制 ， 形 态 学 观 察 也 发 现 TG F β 诱 导 的 长 梭 形 间

质 形 态 被 T H S G 抵 消 ， 并 呈 T H S G 浓 度 依 赖 性 。

We s t e r n 印迹证实 T H S G 恢复 TG F β 下调的上皮标

志 物 E - c a d h e r i n ， 抵 消 TG F β 上 调 的 间 质 标 志 物

v i m e n t i n ， N - c a d h e r i n ，并呈现 T H S G 浓度依赖

性，该部分实验证实THSG刺激可以抑制TGFβ介

导的E MT和迁移、运动能力，但潜在的分子机制

仍 不 清 楚 。 文 献 [ 6 - 7 ] 报 道 白 藜 芦 醇 可 通 过 抑 制

PI3K/AKT通路抑制恶性胶质瘤、胰腺癌的侵袭和

E M T，而T H S G又与白藜芦醇具有相似结构，且

PI3K/AKT信号通路也是TGFβ诱导E MT的重要的

非Smad依赖途径，因此我们推测THSG削弱TGFβ

的生物学功能可能与其调控PI3K/AKT通路相关，

后续实验针对THSG对PI3K/AKT通路的影响进行

探讨。Western印迹证实THSG恢复了PI3K/AKT通

路抑制因子PTEN的表达，削弱了TGFβ对AKT的磷

酸化，表明THSG抑制了TGFβ活化的PI3K/AKT通

路，THSG抑制PI3K/AKT通路可能是其发挥抗癌

功效的重要途径之一。

综 上 ， 我 们 的 研 究 发 现 中 药 何 首 乌 提 取 物

T H S G 能 有 效 抑 制 T G F β 诱 导 的 迁 移 运 动 能 力 和

EMT，并且这种作用与THSG抑制PI3K/AKT信号

通路活化有关，我们证实THSG在结直肠癌中具有

图4 THSG逆转TGFβ对PI3K/AKT通路的影响

Figure 4 THSG reversed the effect of TGFβ on PI3K/AKT 

pathway

PTEN

P-AKT

AKT

GAPDH

THSG/mmol 0                            0                            5                             10

TGFβ (10 ng/mL)
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潜在抗癌价值，有望成为治疗转移性结直肠癌的

新选择。
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