
第 27 卷第 14 期
2021 年 7 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 27，No. 14

Jul. ，2021

青蒿琥酯通过 Akt/Snail信号通路逆转结直肠癌细胞
上皮间充质转化
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［摘要］ 目的：探讨青蒿琥酯（ART）对结直肠癌 HCT-8 细胞上皮-间充质转化（EMT）的作用，并探讨 ART 对结直肠癌细胞

迁移，侵袭，EMT 能力和蛋白激酶 B（Akt）/Snail 信号通路的影响。方法：采用噻唑蓝（MTT）比色法检测不同药物浓度的 ART

对 HCT-8 细胞增殖的影响，采用伤口愈合实验和 transwell实验，检测 ART 对结直肠癌 HCT-8 细胞迁移侵袭能力的影响。免疫

荧光双重染色法检测不同 ART 浓度对肿瘤细胞 HCT-8 细胞中 EMT 相关蛋白波形蛋白（vimentin），E-钙黏蛋白（E-cadherin）分
布情况的影响。采用蛋白免疫印迹法（Western blot）检测蛋白 N-钙黏蛋白（N-cadherin），vimentin，E-cadherin 的蛋白表达情况

的影响以及对 Akt/Snail信号途径中相关蛋白 Akt1，磷酸化 Akt1（p-Akt1）和 Snail1 表达的影响。结果：不同浓度的 ART 作用于

HCT-8 后，计算细胞增殖抑制率，并绘制出量效曲线，得出 ART 对 HCT-8 细胞的半数抑制浓度（IC50）为（16.67±1.95）μmol·L-1，

且与药物质量浓度呈剂量依赖关系，由此实验处理组分为 4 组，空白组（0 μmol·L-1），ART 低剂量组（2 μmol·L-1），ART 中剂量

组（10 μmol·L-1），ART 高剂量组（50 μmol·L-1）；与空白组比较，ART 组可显著抑制 HCT-8 细胞的迁移和侵袭能力（P<0.05）；与
空白组比较，ART 组中相关蛋白 E-cadherin 表达明显上调，vimentin 和 N-cadherin 表达明显下调，且 p-Akt1 和 Snail1 的表达水平

明显降低从而抑制 EMT（P<0.05）。结论：ART 可以抑制 EMT 引起的迁移和侵袭，其机制可能与抑制 Akt/Snail 通路活化从而

逆转 EMT 有关。
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［Abstract］ Objective： To investigate the effects of artesunate（ART） on epithelial-mesenchymal

transformation（EMT）of colorectal cancer HCT-8 cells，and explore the effects of ART on cell migration，

invasion，EMT ability，and protein kinase B（Akt）/Snail signaling pathway of colorectal cancer. Method：3-（4-

5-Dimethylthiazol-2-yl）2，5-diphenyltetrazolium bromide（MTT）assay was used to detect the effects of ART at

different concentrations on the proliferation of HCT-8 cells. Wound healing assay and Transwell assay were used
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respectively to detect the effects of ART on migration and invasion of colorectal cancer cells. The effects of

different concentrations of ART on the distribution of EMT-related proteins vimentin and E-cadherin in HCT-8

cells were detected by double-immunofluorescent staining. The effects of ART on protein expression levels of

EMT markers E-cadherin，vimentin and N-cadherin in HCT-8 cells and the expression of Akt1，p-Akt1，and

Snail1 in the Akt/Snail signaling pathway were determined by Western blot. Result： The dose-dependent

inhibitory effects of ART on the proliferation of HCT-8 cells were determined and the inhibition rate was

calculated. A dose-response curve was plotted accordingly. The half-maximal inhibitory concentration（IC50）of

ART on HCT-8 cells was（16.67±1.95）μmol·L-1. The following four groups were set up：a control group

（0 μmol·L-1），and low-，medium-，and high-dose ART groups（2，10，50 μmol·L-1）. Compared with the results

in the control group，ART inhibited the migration and invasion of HCT-8 cells（P<0.05）. Specifically，the

expression of E-cadherin in HCT-8 cells was significantly up-regulated，and that of vimentin and N-cadherin was

significantly down-regulated（P<0.05）. The expression levels of p-Akt1 and Snail1 were significantly decreased

after ART treatment，thus inhibiting EMT（P<0.05）.Conclusion：The findings of this study suggested that ART

inhibited the EMT-triggered migration and invasion of HCT-8 cells presumedly by inhibiting the activation of the

Akt/Snail pathway to reverse EMT.

［Keywords］ colorectal neoplasms；artesunate；epithelial-mesenchymal transition（EMT）；migration；
invasion；protein kinase B（Akt）/Snail signaling pathway

结直肠癌（CRC）是世界上第 2 大常见恶性肿瘤

和第 4 大癌症相关死亡原因［1］，全球每年约有 800 万

新病例发生，占所有恶性肿瘤的 10%~15%。结直肠

癌高发病率呈现逐年上升趋势。由于局部侵袭和

远处转移，使其成为世界上最致命的癌症之一。因

此，了解肿瘤转移过程中潜在的分子机制是至关重

要的［2-4］。上皮间充质转化（EMT）是癌细胞的可塑

性发生改变，细胞间黏附作用丧失，细胞外基质的

重塑及获得间充质特征的现象，其本质是通过一个

复杂的信号网络调控来减少上皮特征和增加间充

质特征的过程。研究表明，EMT 在恶性肿瘤的发生

发展过程中起着重要作用，包括诱导细胞迁移侵袭

和转移以及促进耐药，而结直肠癌存活率低与 EMT

诱导基因表达增加和间质组织学改变有关［5-6］。通

过以往对磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B

（Akt）/Snail 信号传导途径的研究证实，PI3K/Akt 及

其下游的 EMT 异常参与了肿瘤相关基因介导的鼻

咽癌、肝癌、乳腺癌的迁移、侵袭和转移［7-9］。

青蒿琥酯（ART）是从中草药青蒿中提取的一种

活性很强的天然倍半萜的水溶性青蒿素衍生物，在

中医中用作治疗发热和寒战已有数千年的历史，具

有抗疟疾的作用并且已经成为目前抗疟疾药物的

前沿［10］。近年来，越来越多的研究表明，抗寄生虫

药物可以影响肿瘤细胞的多种生物学过程，显示出

潜在的抗肿瘤活性及抗炎免疫调节［11-13］。虽然已发

现对肿瘤细胞有抑制作用，但 ART 对结直肠癌

HCT-8 细胞的抑制作用是否与 Akt/Snail 信号通路

内相关调节因子有关，以及如何逆转 EMT 的具体机

制尚不清楚。

本研究以结直肠癌 HCT-8 细胞为研究对象，对

细胞进行了形态学观察与分子生物学的研究。分

析 ART 如何影响结直肠癌 HCT-8 细胞的增殖、克隆

形成、迁移和侵袭，研究结肠癌细胞经 ART 治疗后

对 EMT 的标志物蛋白表达水平的影响，以及调控

EMT 的具体通路是否与 Akt/Snail信号途径有关。

1 材料

1.1 细胞 结直肠癌细胞 HCT-8 购自江苏凯基生

物技术股份有限公司，由河北北方学院生命科学研

究中心保存（批号 KG028）。
1.2 药品与试剂 注射用青蒿琥酯（桂林南药股份

有限公司，国药准字 H10930195，批号 ZA1190503，

规格为每瓶含青蒿琥酯 60 mg）；RPMI1640（美国

Corning 公 司 ，批 号 19619006）；胎 牛 血 清（美 国

Gegrogen 公 司 ，批 号 1604710）；MATRIGEL

MATRIX 基质胶（美国 BD 公司，批号 9119018）；胰
蛋白酶 -EDTA（以色列 Biological Industries 公司，批

号 55019）；噻唑蓝（MTT）试剂盒（美国 Sigma 公司，

批号 P1399）；BCA 蛋白定量试剂盒（北京索莱宝科

技有限公司，批号 PC0020）；山羊抗兔 FITC（H+L）
（日本 KPL 公司，批号 150348）；TRITC 山羊抗小鼠

免疫球蛋白（Ig）G，山羊抗兔 IgG（H+L）辣根过氧化

物酶（HRP，日本 KPL 公司，批号分别为 140067，
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10226187）；β -肌动蛋白（β -actin）（ABclonal 生物科

技 公 司 ，批 号 9100026001）；E- 钙 黏 蛋 白

（E-cadherin，英 国 Abcam 公 司 ，批 号 GR3209210-

10）；波形蛋白（vimentin）（V9），Snail1（G-7），Akt1

（B-1），磷酸化（p）-Akt1（5.Ser 473），化学发光底物

试剂盒，山羊抗小鼠 IgG-HRP（美国 Santa Cruz 公

司，批号分别为 B0719，L0518，sc-5298，sc-293125，

B0415，J1514）；N-钙黏蛋白（N-cadherin，北京博奥

森生物技术有限公司，批号 AH05243487）。
1.3 仪器 1300 SERIES A2 型细胞超净工作台，

HEPA CLASS 100 型二氧化碳恒温培养箱（美国

Thermo 公司）；SpectraMax M2 型全自动酶联免疫酶

标 仪（ 美 国 Molecular Devices 公 司 ）；PowerPac

Universal 型电泳仪和全能型蛋白转膜仪（美国 Bio-

Rad 公司）；Amesham Imager 6000 型超灵敏多功能

成像仪（美国 GE 公司）；FV10-MCPSU 型激光共聚

焦显微镜（日本 Olympus公司）。
2 方法

2.1 细胞培养 结直肠癌 HCT-8 细胞在含 10% 胎

牛血清和 1% 青霉素和链霉素的 RPMI1640 培养基

中，置于 37 ℃，5% CO2的恒温细胞培养箱中进行孵

育培养，每天传代 1 次。

2.2 MTT 比色法检测 ART 对 HCT-8 细胞的抑制率

取对数生长期的 HCT-8 细胞，制备单细胞悬液，细

胞以 5×104 个/孔的密度均匀种于 96 孔板中，每孔

100 μL。细胞贴壁后，分别加入终浓度为 1，2，10，

50，250，1 250，6 250 μmol·L-1 的 ART 作为实验组，

同 时 设 空 白 组 ，各 组 设 3 个 复 孔 。 将 细 胞 置 于

37 ℃，5% CO2的恒温培养箱内继续培养 48 h 后，每

孔分别加入 10% 的 MTT 20 μL 孵育 4 h，去除上清

液后加入二甲基亚砜（DMSO）溶液 100 μL，置于培

养箱中继续培养 5 min，然后在摇床摇晃 10 min 使

甲瓒充分溶解。用酶联免疫检测仪测波长 490 nm

处吸光度 A，用空白组校零。细胞增殖抑制率=［1-

（A 实验孔-A 空白孔 ）/（A 对照孔-A 空白孔 ）］ ×100%。 应 用

GraphPad Prism 7.04 绘制细胞量效曲线，并计算

ART 对 HCT-8 细胞的半数抑制浓度（IC50）。实验重

复 3 次。

2.3 伤口愈合实验检测 HCT-8 细胞的迁移能力

将对数生长期的 HCT-8 细胞制备成单细胞悬液

接种于 6 孔板中，当细胞融合率达到 80% 左右时，用

10 μL 无菌移液枪头尖端将单层细胞划出一个划痕

伤口，然后用磷酸盐缓冲液（PBS）冲洗 3 次漂浮的

细胞碎片。实验分为 4 组，空白组（0 μmol·L-1），

ART 低 浓 度 组（2 μmol·L-1），ART 中 浓 度 组

（10 μmol·L-1），ART 高浓度组（50 μmol·L-1）。使用

倒置光学显微镜，在指定的时间点（0，48 h）的显微

镜区域监测和拍摄细胞向覆盖创口间隙内迁移情

况的照片。通过随机选择 3 个点测量伤缘之间的距

离，对移行距离进行分析。实验重复 3 次。

2.4 transwell 侵袭实验检测 HCT-8 细胞的侵袭能

力 使 用 transwell 小 室 ，上 室 中 涂 有 1 g·L-1 的

MATRIGEL 基质胶 70 μL 并在恒温箱中静置 4 h 后

水化基底膜。按照伤口愈合实验描述，将这些细胞

分成 4 组。在无血清 RPMI1640 培养基中制备单细

胞 悬 液 ，然 后 将 饥 饿 12 h 的 HCT-8 细 胞 以 4×

105 个/孔的密度接种到上述操作完成的上室中，加

入 100 μL，下 室 加 含 有 10% 胎 牛 血 清 的 培 养 基

500 μL。诱导 HCT-8 细胞由上室进入下室，每组设

置 3 个复孔。在 37 ℃，5% CO2 加湿恒温培养箱中

孵育 48 h，用棉签仔细擦去上室中未侵袭的细胞，侵

入的细胞用 4% 多聚甲醛固定 15 min，0.1% 结晶紫

染色 15 min，洗去结晶紫凉干后在显微镜下观察并

拍摄侵袭到底部的细胞，在 5 个视野下采集图像并

计数。实验重复 3 次。

2.5 免疫荧光法检测 E-cadherin 和 vimentin 蛋白的

分布情况 将细胞 HCT-8 接种到 24 孔板中，按照伤

口愈合实验中描述的将这些细胞分成 4 组，孵育

48 h 后，用 PBS 缓冲液冲洗细胞 2 次，每次 5 min，用

4% 多聚甲醛固定 15 min，然后用适量 0.1% TritonX-

100 孵育 10 min，1%BSA 封闭 30 min，最后在含有一

抗 E-cadherin（1∶250）和 vimentin（1∶250）中 4 ℃孵

育过夜。孵育完成后用 PBS 缓冲液洗涤 3 次，每次

5 min，对应二抗室温避光孵育 1 h（1∶200），PBS 洗

涤 3 次，每次 5 min，用 DAPI 室温避光染色 5 min，

PBS 洗涤 3 次，每次 5 min，双蒸水洗涤 1 次，滴加防

淬灭封片剂进行避光封片，共聚焦显微镜进行观察

成像，实验重复 3 次。

2.6 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 HCT-8 细

胞中 EMT 相关蛋白的表达水平 提取结直肠癌

HCT-8 细胞的蛋白，用 BCA 蛋白分析试剂盒对蛋白

质浓度进行定量。在 12% 十二烷基硫酸钠 -聚丙烯

酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）分离蛋白，然后将每个

凝胶中分离后的蛋白转移到 PVDF 膜上，用含 5% 脱

脂 奶 粉 的 封 闭 液 室 温 封 闭 1 h，加 入 相 应 一 抗

E-cadherin（1∶1 000），vimentin（1∶1 000），N-cadherin

（1∶1 000），β-actin（1∶5 000）4 ℃孵育过夜。次日，

膜用 TTBS 洗涤 3 次，每次 5 min，分别加入对应辣根
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过氧化物标记的二抗（1∶5 000）室温下放置于摇床

孵育 2 h，之后 TTBS 洗涤 3 次，每次 5 min。使用电

化学发光底物试剂盒在 Amersham Imager 600 扫描

仪对蛋白质印迹进行可视化，并使用 Image J软件分

析，以目的蛋白与内参蛋白 β-actin 的条带灰度值的

比值表示。实验重复 3 次。

2.7 统计分析 采用 SPSS 20.0 统计学软件进行实

验数据统计分析处理，并使用 GraphPad Prism 软件

进行绘图，计量资料用 x̄± s 表示，多组数据的比较采

用单因素方差分析（One-way ANOVA），组间比较采

用 t检验，P<0.05 为差异有统计学意义。

3 结果

3.1 对 结 肠 癌 HCT-8 细 胞 的 生 长 抑 制 作 用

与空白组比较，ART 组的活细胞百分比降低（P<

0.05），呈浓度依赖性，见表 1。绘制量效曲线并计算

得 出 ART 的 IC50=（16.67±1.95）μmol·L-1，且 对

HCT-8 细胞无明显毒性。因此将后续实验组分为

4 组 ，分 别 为 空 白 组（0 μmol·L-1），低 浓 度 组

（2 μmol·L-1），中浓度组（10 μmol·L-1）和高浓度组

（50 μmol·L-1），用于后续实验。

3.2 对 HCT-8 细胞迁移能力的影响 与空白组比

较，ART 各浓度组细胞迁移率显著减弱（P<0.01），
伤口愈合间隙百分比显著升高（P<0.01）。见表 2。

3.3 对 HCT-8 细胞的侵袭能力的影响 与空白组

比较，ART 各浓度组侵袭到下室中的细胞数目明显

减少（P<0.05，P<0.01）。见图 1，表 3。

3.4 对 HCT-8 细 胞 中 EMT 标 志 物 E-cadherin 和

vimentin 的蛋白分布情况的影响 与空白组相比

较，ART 各浓度组中 E-cadherin 表达明显升高（P<

0.05，P<0.01）；蛋白 vimentin 的分布呈降低趋势，

中、高浓度组 vimentin 的分布显著降低（P<0.01）。
此外，结直肠癌 HCT-8 细胞分别经 ART 药物处理

48 h 后，活细胞数明显减少，并且，细胞形态发生显

著变化，观察到 DAPI 染色显示典型的核固缩、碎裂

和染色质萎缩的凋亡形态改变。见图 2，表 4。

3.5 对 HCT-8 细胞的 EMT 进程中标志物蛋白表达

情况的影响 与空白组相比较，ART 各浓度组 EMT

上 皮 细 胞 标 志 物 E-cadherin 的 表 达 显 著 升 高

表 1 48 h 后 ART对 HCT-8抑制率的影响（x̄± s，n=3）

Table 1 Effect of artesunate（ART）on HCT-8 inhibition rate

after 48 h（x̄± s，n=3）

组别

空白

ART

浓度/μmol·L-1

1

2

10

50

250

1 250

6 250

A

1.045 1±0.09

0.920 98±0.011）

0.8272±0.022）

0.575 68±0.062）

0.417 06±0.012）

0.201 24±0.001）

0.120 78±0.001）

0.083 78±0.001）

抑制率/%

-

12

22

47

63

84

93

96

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01（表 2~6 同）

表 2 ART对HCT-8细胞迁移率与伤口愈合间隙百分比的影响（x̄± s，

n=3）

Table 2 Effect of ART on HCT-8 cells wound healing rate and

percentage of distance ratio to 0 h（x̄± s，n=3） %

组别

空白

ART

浓度/μmol·L-1

2

10

50

细胞迁移率

58.66±9.80

24.10±4.822）

15.66±2.812）

9.12±5.292）

愈合间隙百分比

41.34±9.80

75.90±4.822）

84.34±2.812）

92.88±5.292）

A. 空白组；B. ART 低浓度组；C. ART 中浓度组；D. ART 高浓度组（图 3，4 同）
图 1 transwell小室实验检测 ART对 HCT-8细胞侵袭力的影响（结晶紫，×100）
Fig. 1 Effect of ART on the invasion ability of HCT-8 cells were detected by transwell chamber assay（crystal violet，×100）

表 3 ART对 HCT-8细胞侵袭力的影响（x̄± s，n=3）

Table 3 Effect of ART on invasion ability of HCT-8 cells（x̄± s，

n=3）

组别

空白

ART

浓度/μmol·L-1

2

10

50

细胞数/个

525.3±57.36

414.7±67.871）

331.7±45.372）

242.0±17.522）

··56



第 27 卷第 14 期
2021 年 7 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 27，No. 14

Jul. ，2021

（P<0.01），间充质细胞标记物 N-cadherin 的表达明

显降低（P<0.05，P<0.01），vimentin 蛋白的表达显著

降低（P<0.01）。见图 3，表 5。

3.6 ART 对 HCT-8 细胞 Akt/Snail通路有关因子表

达的影响 与空白组比较，ART 实验组中 Akt/Snail

信号通路的相关蛋白 Akt1 的表达差异无统计学意

义；p-Akt1，Snail1 蛋白表达均显著下调（P<0.01）。
见图 4，表 6。

4 讨论

全世界每年大约 10% 的癌症和癌症相关死亡

是由结直肠癌引起的，男性的发病率和死亡率大约

表 4 ART 对 HCT-8 细胞 EMT 中相关蛋白 vimentin，E-cadherin

表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 4 Effect of ART on expression of EMT-associated protein

vimentin and E-cadherin in HCT-8 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白

ART

浓度

/μmol·L-1

2

10

50

荧光强度

IgG

0.02±0.00

0.02±0.00

0.02±0.00

0.02±0.00

E-cadherin

0.04±0.01

0.11±0.021）

0.32±0.042）

0.58±0.052）

vimentin

0.53±0.02

0.48±0.00

0.29±0.072）

0.18±0.042）

图 3 HCT-8 细 胞 中 EMT 相 关 蛋 白 N-cadherin，vimentin，

E-cadherin的蛋白电泳

Fig. 3 Electrophoresis of EMT-related proteins N-cadherin，

vimentin and E-cadherinin in HCT-8 cells

表 5 ART 对蛋白 N-cadherin，vimentin，E-cadherin 表达的影响

（x̄± s，n=3）

Table 5 Effect of ART on expression of protein N-cadherin，

vimentin and E-cadherin（x̄± s，n=3）

组别

空白

ART

浓度

/μmol·L-1

2

10

50

N-cadherin

/β-actin

0.79±0.08

0.68±0.071）

0.58±0.082）

0.43±0.092）

vimentin

/β-actin

1.00±0.04

0.80±0.092）

0.58±0.082）

0.42±0.062）

E-cadherin

/β-actin

0.41±0.10

0.61±0.112）

0.72±0.102）

0.88±0.042）

A. 空白组；B. ART 低浓度组；C. ART 中浓度组；D. ART 高浓度组；E. IgG 组

图 2 免疫荧光染色双重法检测不同 ART浓度对 HCT-8细胞中 EMT相关蛋白 vimentin，E-cadherin表达的影响（免疫荧光，×400）
Fig. 2 Protein expression level of vimentin and E-cadherinin HCT-8 cells treated with different drugs concentration were detected by

Immunofluorescence staining（Immunofluorescence，×400）
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比女性高 25%［14］。CRC 患者的生存通常受到多种

人口统计学和疾病相关特征的影响，包括年龄、性

别、种族和诊断阶段［15］。到目前为止，结直肠癌是

全球第 4 大致命癌症，每年导致大约 90 万人死亡。

因为只有在疾病的晚期才会出现症状，所以结直肠

癌的诊断和治疗很重要。因此，寻找新的治疗靶点

对结直肠癌的治疗具有重要意义。

中医药在世界范围内引起了越来越多的关注。

中医药的发展，包括其对恶性肿瘤的治疗作用，未

来将有广阔的发展空间。自 1993 年首次报道青蒿

素可能的抗癌作用以来，大量研究强调了青蒿素及

其 衍 生 物 作 为 一 种 新 的 癌 症 治 疗 剂 的 潜 力［16］。

ART 是从中药青蒿中提取的一种水溶性青蒿素衍

生物，已有报道 ART 对多种肿瘤细胞具有选择性抑

制作用，且对健康组织的毒性较小，还与其他抗癌

药物联合使用，用于肿瘤的协同治疗［17-18］。最近的

研究表明，ART 可以通过抑制细胞的增殖，诱导细

胞凋亡，从而发挥其抗肿瘤作用［19］。课题组检测

ART 对 HCT-8 细胞增殖抑制作用的影响，MTT 实验

结果提示 ART 对 HCT-8 细胞无明显毒性时的 IC50为

（16.67±1.95）μmol·L-1，对 HCT-8 细胞有明显的抑

制作用，然而，ART 在结直肠癌 HCT-8 细胞中如何

逆转 EMT 及具体机制尚少见评估。EMT 在肿瘤转

移过程中起着至关重要的作用，而 ART 作为 EMT

的抑制剂，可能通过多种途径调节肿瘤。

EMT 是恶性肿瘤细胞迁移侵袭的重要生物学

过程［20］。目前研究证明，这种现象在恶性肿瘤中非

常复杂，上皮细胞的特征包括细胞极性，细胞间相

互作用以及基底膜，间充质细胞具有与上皮细胞相

反的特性，使其能够发生迁移和侵袭作用。阐明

EMT 调控恶性肿瘤细胞的分子机制，以及其在恶性

肿瘤发生、发展和转移中的作用至关重要。在以往

的研究中，EMT 与肝癌的增殖、侵袭/迁移和转移有

关，并且敲除 EMT 转录因子 Snail 可逆转 EMT［21］。

课题组采用伤口愈合实验和 transwell实验进行检测

结果显示，经药物 ART 处理后，伤口愈合实验中空

白组细胞的伤口迁移率明显高于药物组，transwell

实验中 HCT-8 细胞空白组侵袭到下室的细胞数明

显高于药物处理组，因此，ART 可显著抑制 HCT-8

细胞的迁移侵袭能力。ART 对结直肠癌 HCT-8 细

胞是否通过 Akt/Snail 信号通路内相关调节因子调

节的，以及如何逆转 EMT 的具体机制尚不清楚。有

研究结果显示，转录因子 Snail，Twist和 Zeb 等，可抑

制 上 皮 标 志 物 E-cadherin 表 达 ，诱 导 N-cadherin，

vimentin 等间质标志物表达，从而抑制上皮细胞表

达，促进细胞脱离，同时增加间充质基因和蛋白酶

的表达［22］。Snail1 和 Snail2 在所有类型的 EMT 中发

挥积极作用，Snail1 转录因子可降低 E-cadherin 等上

皮基因的表达水平，上调 vimentin，N-cadherin 蛋白

等间充质基因的表达水平。ART 既能抑制基质金

属蛋白酶 -9（MMP-9）启动子，又能抑制 β-连环蛋白

（β -catenin）-Tcf/Lef 信号通路在体外的肿瘤形成，

ART 可作为一种有效的抗癌药物，通过靶向 Wnt/β-

catenin/MMPs 调节轴来抑制肿瘤的发生、侵袭、复

发和耐药［23］。这些研究结果与课题组的研究结果

一 致 ，即 ART 可 能 通 过 Akt/Snail 信 号 通 路 诱 导

EMT 标记物的改变，在 Western blot 实验结果表明

ART 可能通过上调 EMT 相关上皮标记物 E-cadherin

的表达，下调间充质标记物 vimentin 和 N-cadherin

的表达从而抑制人结直肠癌 HCT-8 细胞 EMT 进程，

进一步探索 ART 对 Akt/Snail通路的影响，研究结果

提示，ART 组中通路相关蛋白 p-Akt1 和 Snail1 表达

水平与空白组相比显著降低，由此说明其机制可能

是通过 Akt/Snail通路来调节的。

综 上 所 述 ，本 研 究 显 示 ART 逆 转 结 直 肠 癌

HCT-8 细胞 EMT 可能通过 Akt/Snail信号通路，降低

细胞中 p-Akt1 和 Snail1 的表达，以及上调 EMT 的标

志物蛋白 E-cadherin，下调间充质标记物 vimentin 和

N-cadherin 的表达实现的，这些研究结果提示 ART

表 6 ART 对 HCT-8 细胞 Akt/Snail 通路中 Akt1，p-Akt1 和 Snail

表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 6 Effect of ART on expression of Akt1，p-Akt1 and Snail in

Akt /Snail pathway in HCT-8 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白

ART

浓度

/μmol·L-1

2

10

50

Akt1

/β-actin

1.01±0.05

1.03±0.08

1.06±0.09

1.04±0.17

p-Akt1

/β-actin

1.26±0.17

1.14±0.22

0.90±0.032）

0.80±0.082）

Snail1

/β-actin

0.97±0.07

0.73±0.08

0.67±0.051）

0.48±0.142）

图 4 HCT-8细胞 Akt/Snail通路的蛋白电泳

Fig. 4 Electrophoresis of proteins in Akt/Snail pathway of HCT-8 cells
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可能是一种有效的结直肠癌抑制剂，可能为提高结

直肠癌患者的化疗疗效提供依据。
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