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［摘要］ 目的：研究参白解毒方基于磷酸酶及张力蛋白同源物（PTEN）/磷脂酰肌醇 -3 激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）信号

通路抑制结直肠癌细胞 HCT116 增殖的作用机制。方法：采用水提醇沉法提取参白解毒方有效部位进行冻干粉制备；体外培

养 HCT116 细胞，用参白解毒方（2、4、8、16 g·L-1）对 HCT116 细胞进行处理，采用噻唑蓝（MTT）比色法检测参白解毒方对

HCT116 细胞增殖的抑制作用；实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）检测细胞 PTEN、PI3K、Akt、糖原合成酶激酶-3β

（GSK-3β）、c-核蛋白类基因（c-Myc）、生存素（Survivin）和细胞周期蛋白 D1（CyclinD1）mRNA 表达水平；蛋白免疫印迹法

（Western blot）检测 PTEN、磷酸化磷酸酶及张力蛋白同源物（p-PTEN）、PI3K、Akt、磷酸化蛋白激酶 B（p-Akt）、GSK-3β、磷酸化

糖原合成酶激酶 -3（p-GSK-3β）、c-Myc、Survivin、CyclinD1 的蛋白表达水平；免疫荧光检测 β-连环蛋白（β-catenin）入核情况。

结果：与空白组比较，参白解毒方各质量浓度均可以显著抑制 HCT116 细胞的增殖（P<0.01），且具有浓度依赖性。与空白组比

较，参白解毒方处理细胞后 PTEN、GSK-3β mRNA 表达水平均上调，PI3K、Akt、c-Myc、Survivin、CyclinD1 mRNA 表达水平均下

调（P<0.01）；细 胞 PTEN、p-PTEN 和 GSK-3β 蛋 白 表 达 水 平 上 调 ，PI3K、Akt、p-Akt、GSK-3β、p-GSK-3β、c-Myc、Survivin、

CyclinD1蛋白表达水平均下调（P<0.05，P<0.01）。免疫荧光结果显示参白解毒方可以抑制结直肠癌细胞 HCT116 中 β-catenin

的入核。结论：参白解毒方可以抑制结直肠癌细胞 HCT116 的增殖，其作用机制可能是通过调节 PTEN/PI3K/Akt信号通路。
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［［Abstract］］ Objective：：To study the mechanism of Shenbai Jiedu prescription inhibiting the proliferation

of HCT116 colorectal cancer（CRC） cells by regulating the phosphatase and tensin homolog deleted on

chromosome ten（PTEN）/phosphatidylinositol 3-kinase（PI3K）/ protein kinase B（Akt）signaling pathway.

Method：： Shenbai Jiedu prescription was extracted by water extraction and alcohol precipitation to prepare

freeze-dried powder. HCT116 cells were cultured in vitro，and treated with different concentrations of Shenbai

Jiedu prescription（2，4，8，16 g·L-1）. The inhibitory effect of Shenbai Jiedu prescription on the proliferation of

HCT116 cells was tested by methyl thiazolyl tetrazolium（MTT）. Real-time quantitative PCR was used to detect

the mRNA expression levels of PTEN，PI3K，Akt，glycogen synthase kinase-3β（GSK-3β），c-Myc，survivin

and Cyclin D1. Western blot was employed to measure the protein expression levels of PTEN，phosphorylated

PTEN（p-PTEN），PI3K，Akt，phosphorylated Akt（p-Akt），GSK-3β，phosphorylated GSK-3β（p-GSK-3β），

c-Myc，survivin and Cyclin D1，β -catenin nuclear import was explored by immunofluorescence assay. Result：：

Compared with the control group，Shenbai Jiedu prescription inhibited the proliferation of HCT116 cells in a

dose-dependent manner（P<0.01）. Compared with the control group，the mRNA expression levels of PTEN and

GSK-3β were up-regulated whereas those of PI3K，Akt，c-Myc，survivin and CyclinD1 were down-regulated

after treatment with Shenbai Jiedu prescription（P<0.01）. The protein expression levels of PTEN，p-PTEN and

GSK-3β were up-regulated whereas those of PI3K，Akt，p-Akt，GSK-3β，p-GSK-3β，c-Myc，survivin and

CyclinD1 were down-regulated（P<0.05， P<0.01）. Immunofluorescence assay showed that Shenbai Jiedu

prescription suppressed β -catenin nuclear import in HCT116 cells. Conclusion：： Shenbai Jiedu prescription

inhibited the proliferation of HCT116 cells via the mechanism of regulating the PTEN/PI3K/Akt signaling

pathway.

［［Keywords］］ Shenbai Jiedu prescription；colorectal cancer；cell proliferation；phosphatase and tensin

homolog deleted on chromosome ten （PTEN）/phosphatidylinositol 3-kinase （PI3K）/protein kinase B （Akt）

signaling pathway；β-catenin nuclear import

结直肠癌（CRC）是一种发病率和致死率都极

高的消化道恶性肿瘤，是世界范围内最常见的恶性

肿瘤之一，据国际癌症研究机构发布的 2020 年全球

癌症发病率和死亡率估计数据显示，其发病率位列

全球第三，死亡率位列全球第二［1］。结直肠癌发病

隐匿，早期无明显临床表现，目前临床上针对结直

肠癌的治疗药物仍十分有限，需要寻找结直肠癌的

新型治疗药物及靶标。磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/

蛋白激酶 B（Akt）信号通路与多种肿瘤的发生发展

密切相关［2］。活化的 PI3K 产生第二信使 3，4，5-三

磷酸磷脂肌醇（PIP3），后者通过一系列信号级联反

应导致 Akt 的活化［3］。Akt 活化后可通过磷酸化作

用抑制或激活其下游一系列底物，进一步调节细胞

的分化、增殖、迁移以及凋亡等［4］。糖原合成酶激

酶 -3β（GSK-3β）是 PI3K/Akt 信号通路的下游基因，

PI3K/Akt通路的激活可以抑制 GSK-3β的活性［5］，而

GSK-3β 的 失 活 可 导 致 细 胞 核 内 β - 连 环 蛋 白

（β-catenin）的累积［6］，后者引起一系列靶分子表达

异常，促进结直肠癌的恶性进展［7］。磷酸酶及张力

蛋白同源物（PTEN）是一种 10 号染色体缺失的抑癌

基因，可以通过催化 PIP3 的 3 位脱磷酸下调 PIP3 的

水平，从而拮抗 PI3K 的作用［8］。PTEN/PI3K/Akt 信

号通路在肿瘤的发生及进展过程中发挥着重要的

作用，可引起结直肠癌等多种肿瘤细胞的增殖、凋

亡及侵袭的异常［9-11］。研究发现通过调控 PTEN/

PI3K/Akt 信号通路可以调节结肠癌细胞的增殖和

凋亡［12］。

中药是结直肠癌综合治疗的重要组成部分，其

疗效已得到广泛认可，从中医药中寻找治疗结直肠

癌变方法是值得探索的一条路径。国医大师周仲

瑛认为痰瘀郁毒是肿瘤的核心病机，并根据多年临

床经验提出“癌毒”学说。本团队在传承国医大师

周仲瑛教授“癌毒”学说的基础之上创建了癌毒病

机理论体系［13］，参白解毒方是岐黄学者程海波教授

基于癌毒病机理论指导下研制的临床经验方，主要

由白花蛇舌草、苦参、党参、黄连、乌梅等药物组成。
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本课题组前期研究发现其具有良好抗结直肠癌活

性［14］，但其作用机制仍需进一步探究，因此本研究

通过对结直肠癌细胞 HCT116 进行体外实验，检测

其对于 HCT116 细胞生长的抑制作用，并应用实时

荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）和蛋白

免疫印迹法（Western blot）等检测参白解毒方对

PTEN/PI3K/Akt 信号通路的调控作用，从分子水平

阐明其作用机制。

1 材料

1.1 细胞 人结直肠癌细胞株 HCT116，购自中国

科学院细胞库，编号 TCHu 99，传至 10~15 代。

1.2 药品与试剂 参白解毒方由白花蛇舌草、苦

参、党参、黄连等药物组成，药材购于苏州市天灵中

药饮片有限公司（批号分别为 CC03701、CG00901、

CG00301、CG04601 等），经南京中医药大学邹立思

教 授 鉴 定 均 为 正 品；噻 唑 蓝（MTT，美 国 Sigma-

Aldrich 公司，批号 M5655），胎牛血清（美国 Gibco 公

司，批号 10099-141C），RPMI 1640 培养基（上海源培

生物科技有限公司，批号 D120705），RNAiso Plus

［宝 日 医 生 物 生 物 技 术（北 京）有 限 公 司 ，批 号

9108］，HiScript Ⅱ 1st Strand cDNA Synthesis Kit、

Cham Universal SYBR PCR Master Mix（南京诺唯

赞生物科技有限公司，批号分别为 R211-01、Q711），
BCA 蛋白定量试剂盒、Alexa Fluor 594 山羊抗小鼠

荧 光 二 抗（Thermo ScientificTM 公 司 ，批 号 分 别 为

23227、A11005），Western 及 IP 细胞裂解液、DAPI

（碧云天生物技术公司，批号分别为 P0013、C1002），
PTEN 单抗、磷酸化（p）-PTEN 单抗、PI3K 单抗、Akt

单抗、p-Akt 单抗、c-核蛋白类基因（c-Myc）单抗、

20× LumiGLO® Reagent and 20× Peroxide（美国 CST

公 司 ，批 号 分 别 为 9559、9554、4249、9272、4060、

5605、7003），GSK-3β、p-GSK-3β、β -catenin、生存素

（Survivin）单抗（美国 Santa Cruz 公司，批号分别为

sc-377213、sc-373800、sc-7963、sc-17779），细胞周期

蛋 白 D1（CyclinD1）单 抗（英 国 Abcam 公 司 ，批 号

ab134175），甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）单抗

（Abmart公司，批号 M20006F）。
1.3 仪器 Airstream 垂直流超净工作台（新加坡

Esco 科技有限公司），NANODROP 2000 型分光光

度仪（美国 Thermo Fisher Scientific 公司），SPARK

10M 型多功能酶标系统（瑞士 Tecan 公司），供应 AB/

Life 梯度 PCR 仪 VeritiTM 96 孔、StepOnePlus 型 Real-

time PCR 仪（美国 ABI 公司），TS100-F 型倒置成像

显 微 镜［Zealway 致 微（厦 门）仪 器 有 限 公 司］，

ECLIPSE Ti-S 型 倒 置 荧 光 显 微 镜（德 国 Leica 公

司），PowerPac HC 恒定恒流电泳仪、转膜仪（美国

Bio-Rad 公司），Tanon 5500 型凝胶图像分析系统［上

海天能（Tanon）科技有限公司］。

2 方法

2.1 细胞培养 HCT116 细胞使用含有青霉素 -链

霉素及 10% 胎牛血清的 RPMI 1640 培养基，在 37 ℃

和 5% CO2条件下培养。

2.2 参白解毒方冻干粉的制作 取参白解毒方饮

片加 10 倍量水于室温下浸泡 1 h，煎煮 2 h，纱布过

滤收集滤液；药渣用 8 倍量水继续煎煮 1.5 h，过滤后

合并 2 次滤液，回收溶剂、减压浓缩使其溶度达到

2 g·mL-1。药液冷却后，边搅拌边缓慢加入乙醇至

含醇量 80% 后密闭冷藏 24~48 h。取出含乙醇的水

提液，过滤后旋转蒸馏去除乙醇，−80 ℃冻存 24 h，

于放冻干机中冻干 7~10 d，得到参白解毒方冻干粉。

使用时称量所需量的冻干粉溶于细胞培养基中，并

用孔径为 0.22 μm 的滤膜过滤，细胞实验给药浓度

按生药量计算。

2.3 MTT 比色法检测 HCT116 细胞增殖能力 取

对数生长期的 HCT116 细胞以 3×103 个/孔的密度种

至 96 孔板，每孔 100 μL，贴壁过夜。随后加入含不

同浓度参白解毒方的培养基 100 μL，使参白解毒方

生药终质量浓度依次为 0、2、4、8、16、32 g·L-1，于

37 ℃培养箱中继续培养 72 h；或用 8 g·L-1参白解毒

方处理 HCT116 细胞 24~72 h。每组各 3 个复孔，药

物处理结束后加入 4 g·L-1 MTT 溶液 20 μL，继续培

养 4 h；弃去上清，每孔加入二甲基亚砜（DMSO）
200 μL。将孔板置于平板振荡器上振荡 10 min，用

酶标仪在 570 nm 吸收波长检测吸光度 A。通过阴

性空白组计算每组细胞的存活率。

2.4 Real-time PCR 检测细胞 PTEN/PI3K/Akt 通路

相关分子 mRNA 表达 取对数生长期的 HCT116 细

胞种至 6 孔板，贴壁过夜，随后加入含参白解毒方的

培养基，使参白解毒方的终质量浓度依次为 0、4、

8 g·L-1，于 37 ℃培养箱中培养 48 h；弃去上清，PBS

洗 涤 后 加 入 RNAiso Plus 1 mL 提 取 RNA，使 用

HiScript Ⅱ 1st Strand cDNA Synthesis Kit 将提取的

RNA 反转录得到 cDNA，反应条件：25 ℃，5 min，

50 ℃ ，15 min，85 ℃ ，2 min。 随 后 使 用 Cham

Universal SYBR PCR Master Mix 进行 PCR，反应条

件：95 ℃预变性 3 min，95 ℃变性 10 s，60 ℃退火

30 s，40 个循环；在 60 ℃时，设定荧光检测点，分别

读取 Ct。溶解曲线条件：95 ℃、15 s，60 ℃、60 s，
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95 ℃，15 s。计算 2-ΔΔCt，进行统计分析。引物由南京

金斯瑞生物科技有限公司合成，见表 1。

2.5 Western blot 检测细胞 PTEN/PI3K/Akt 通路相

关分子蛋白表达 样品制备：将 HCT116 细胞接种

至 6 孔板，加入含参白解毒方的培养基，使参白解毒

方的终质量浓度依次为 0、1、2、4、8 g·L-1，于 37 ℃培

养箱中培养 48 h。收集细胞至 1.5 mL 离心管中，

PBS 洗涤细胞 3 遍后加入适量体积的 Western 及 IP

细胞裂解液，涡旋混匀，置于冰上裂解 30 min。得到

的上清即为蛋白样品。用 BCA 蛋白定量试剂盒对

蛋白样品进行定量并计算浓度，每个蛋白样品取

30 μg，加入 6×loading buffer，沸水浴 5 min。电泳：

将凝胶 SDS 聚丙烯酰胺凝胶置于电泳槽内，加入电

泳缓冲液，上样后在恒压状态下电泳，浓缩胶内电

压 60 V，分离胶时内 120 V。转膜：预冷转膜缓冲

液，用湿转法将胶上的蛋白转至 PVDF 膜，350 mA

恒流 1.5 h。封闭及抗体孵育：转膜结束后，把 PVDF

膜放入 5% 的脱脂奶粉中室温封闭 1 h；加入一抗

（1∶1 000），4 ℃缓慢摇荡过夜孵育；次日取出 PVDF

膜，后加入二抗（1∶1 000），室温孵育 2 h。显影和灰

度扫描：采用 ECL 化学发光法，在 PVDF 膜上滴加荧

光底物，随后放入凝胶成像系统曝光拍摄。使用

Image J 软件检测各条带灰度值。

2.6 免疫荧光检测参白解毒方对 HCT116 细胞内

β-catenin 入核 用 75% 乙醇浸泡玻片，在超净台中

烘干后放入 24 孔板，取 HCT116 细胞接种至带玻片

的 24 孔板，贴壁过夜。加入含参白解毒方的培养

基，使参白解毒方终质量浓度依次为 0、2、4、8 g·L-1，

于 37 ℃培养箱中培养 48 h。弃去上清，PBS 洗涤

3 遍后加入 4% 多聚甲醛室温固定 30 min，加入含

0.05% TritonX-100 的 PBS，4 ℃破膜 0.5~1 h；弃去上

清，加入 3% BSA 室温封闭 1 h；加入一抗（1∶1 000），
4 ℃过夜；次日弃去一抗，加入荧光二抗（1∶200）室
温孵育 2 h，加入 DAPI 染液室温孵育 5 min 复染细

胞核，在盖玻片上滴加抗荧光猝灭剂，将玻片取出

倒扣在载玻片上，用透明指甲油封片。

2.7 统计学方法 使用 GraphPad Prism 8 软件进行

统计学分析，实验结果以 x̄ ± s 表示，先使用单因素

方差分析，有差异后两组之间的比较使用 Student's-

t test 检验，两组以上比较使用 Dunnett's test 检验，

P<0.05 表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1 参白解毒方对结直肠癌细胞 HCT116 增殖的

影响 与空白组比较，参白解毒方组各个时间和浓

度下细胞存活率均明显降低（P<0.05，P<0.01），处理

72 h 时半数抑制浓度（IC50）为 4.693 g·L-1。 8 g·L-1

参白解毒方在 48 h 时已对 HCT116 细胞的增殖具有

良好的抑制效果，因此使用 0~8 g·L-1参白解毒方进

行后续实验，给药时间为 48 h。见表 2、表 3。

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequence

引物

PTEN

PI3K

Akt

GSK-3β

Survivin

CyclinD1

c-Myc

GAPDH

序列（5′-3′）
上游 TTTGAAGACCATAACCCACCAC

下游 ATTACACCAGTTCGTCCCTTTC

上游 CCACGACCATCATCAGGTGAA

下游 CCTCACGGAGGCATTCTAAAGT

上游 AGCGACGTGGCTATTGTGAAG

下游 GCCATCATTCTTGAGGAGGAAGT

上游 AGACGCTCCCTGTGATTTATGT

下游 CCGATGGCAGATTCCAAAGG

上游 AGGACCACCGCATCTCTACAT

下游 AAGTCTGGCTCGTTCTCAGTG

上游 CAATGACCCCGCACGATTTC

下游 CATGGAGGGCGGATTGGAA

上游 GTCAAGAGGCGAACACACAAC

下游 TTGGACGGACAGGATGTATGC

上游 GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT

下游 GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG

长度/bp

134

112

96

89

118

146

162

197

表 2 参白解毒方对 HCT116细胞存活率的影响（x̄± s，n=3）

Table 2 Effect of Shenbai Jiedu prescription on survival rate of

HCT116 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

参白解毒方组

质量浓度/g·L-1

2

4

8

16

32

细胞存活率/%

100.00±2.62

73.81±5.771）

51.24±5.181）

30.17±2.941）

14.74±1.091）

4.94±0.381）

注：与空白组比较 1）P<0.01（表 4 同）

表 3 不同时间参白解毒方 HCT116细胞存活率的影响（x̄± s，n=3）

Table 3 Effect of Shenbai Jiedu prescription for different

treatment time on survival rate of HCT116 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

参白解毒方组

时间/h

24

48

72

细胞存活率/%

100.00±9.07

83.60±4.901）

53.72±6.582）

14.39±0.982）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01（表 5 同）
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与空白组比较，随着参白解毒方浓度的升高，

HCT116 细胞的生长受到抑制。见图 1。

3.2 参白解毒方对 HCT116 细胞 PTEN/PI3K/Akt通

路相关分子 mRNA 表达的影响 与空白组比较，

参白解毒方组（8 g·L-1）PTEN 和 GSK-3β mRNA 表

达显著上调（P<0.01），PI3K、Akt、c-Myc、Survivin

和 CyclinD1 mRNA 表 达 显 著 下 调（P<0.01）。

见表 4。

3.3 参白解毒方对 HCT116 细胞 PTEN/PI3K/Akt

通路相关分子蛋白表达水平的影响 与空白组比较，

参白解毒方组（2、4、8 g·L-1）PTEN 和 GSK-3β蛋白表

达显著上调（P<0.01），参白解毒方组（8 g·L-1）PI3K、

Akt、p-Akt、p-GSK-3β、c-Myc、Survivin 和 CyclinD1蛋

白表达显著下调（P<0.01）。见图 2、表 5。

3.4 参白解毒方对 β-catenin 入核的影响 β-catenin

是一种双功能蛋白，调节细胞-细胞粘附和基因转录

的协调。β-catenin 主要位于细胞膜，而在胞浆中游

离量较少，当其从细胞间连接复合物中脱离，进入

细胞质的 β-catenin 一是被螯合蛋白结合最终分解，

二是进入细胞核影响基因的表达。GSK-3β的失活

可导致细胞核内 β-catenin 的累积。与空白组比较，

参白解毒方 8 g·L-1时可显著升高 GSK-3β的表达水

平（P<0.01）。通过免疫荧光观察 HCT116 细胞胞浆

和核内 β-catenin 表达情况，与空白组比较，参白解

毒方处理后细胞核中 β-catenin 明显减少，即参白解

毒方可以降低细胞核内 β-catenin 的表达，并抑制其

下游基因的转录。见表 5 和图 3。

4 讨论

结直肠癌是临床上常见的恶性肿瘤之一，具有

极高的发病率和致死率［1］。目前临床上治疗结直肠

癌的药物多以化疗药物为主。通过研究中医药抗

结直肠癌的药效和作用机制可以为结直肠癌的治

疗提供新方法和候选药物。

中医认为，肠癌属“肠覃”“肠癖”等范畴，其病

注：A. 空白组；B~D. 参白解毒方组（2、4、8 g·L-1）（图 3 同）
图 1 参白解毒方对 HCT116细胞生长的影响（倒置显微镜，×100）
Fig. 1 Effect of Shenbai Jiedu prescription on growth state of

HCT116 cells（inverted microscope，×100）

表 4 参白解毒方对 PTEN/PI3K/Akt通路相关分子 mRNA表达水平的影响（x̄± s，n=3）

Table 4 Effect of Shenbai Jiedu prescription on mRNA expression of PTEN/PI3K/Akt pathway in HCT116 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

参白解毒方组

质量浓度

/g·L-1

4

8

PTEN

1.00±0.141

1.55±0.0741）

2.45±0.1561）

PI3K

1.00±0.093

0.81±0.105

0.44±0.0611）

Akt

1.00±0.158

0.97±0.167

0.46±0.0561）

GSK-3β

1.00±0.093

1.76±0.1331）

1.93±0.2991）

c-Myc

1.00±0.102

0.81±0.058

0.46±0.0681）

Survivin

1.00±0.145

0.93±0.114

0.52±0.0741）

CyclinD1

1.00±0.067

0.68±0.0931）

0.42±0.0411）

注：A. 空白组；B~E. 参白解毒方组（1、2、4、8 g·L-1）
图 2 HCT116细胞 PTEN/PI3K/Akt通路相关分子蛋白表达电泳

Fig. 2 Electrophorese of protein expression of PTEN/PI3K/Akt

pathway in HCT116 cells
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因病机多为饮食不节，导致脾不健运，湿浊内生下

迫大肠，日久成瘀，损伤肠络，湿热雍滞酿毒而逐渐

发生癌肿。概括起来，其主要病理基础为“脾虚”

“湿蕴”，兼挟“瘀”“毒”。国医大师周仲瑛教授认为

痰瘀郁毒是肿瘤的核心病机，具有指导中医临床辨

治肿瘤的普遍意义［15］，根据其多年的临床实践，提

出了“癌毒”学说。癌毒是导致癌病的一类特异性

致病因子，是在脏腑功能失调、气血郁滞的基础上，

受内外多种因素诱导而生成的，可与湿浊、瘀血等

病理因素交杂复合，搏结于肠腑，伤及肠道，形成息

肉肿块［13］。脾气亏虚是导致肠癌产生的前提条件，

癌毒是导致肠癌发生的关键病机，因此肠癌前病变

的基本病机是“脾虚毒蕴”，治疗大法为“益气健脾、

解毒散结”。参白解毒方主要由白花蛇舌草、苦参、

党参、黄连、乌梅等药物组成，全方攻补兼施，共奏

抗癌祛毒、健脾益气化湿、寒热并调之功。本课题

表 5 参白解毒方对 HCT116细胞 PTEN/PI3K/Akt通路蛋白表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 5 Effect of Shenbai Jiedu prescription on protein expression of PTEN/PI3K/Akt pathway in HCT116 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

参白解毒方组

组别

空白组

参白解毒方组

质量浓度/g·L-1

1

2

4

8

质量浓度/g·L-1

1

2

4

8

PTEN/GADPH

0.627±0.058

0.892±0.0731）

0.979±0.0812）

0.906±0.0881）

0.876±0.0811）

GSK-3β/GADPH

0.454±0.063

0.640±0.0691）

0.650±0.0661）

0.881±0.0302）

0.810±0.0312）

p-PTEN/GADPH

0.115±0.016

0.464±0.084

0.480±0.1042）

0.786±0.0392）

0.231±0.029

p-GSK-3β/GADPH

0.775±0.061

0.510±0.0651）

0.443±0.0331）

0.280±0.0262）

0.212±0.0112）

PI3K/GADPH

0.909±0.044

0.839±0.065

0.763±0.0581）

0.631±0.0472）

0.541±0.1072）

c-Myc/GADPH

0.743±0.029

0.737±0.044

0.410±0.0622）

0.336±0.0312）

0.128±0.0112）

Akt/GADPH

0.985±0.08

0.907±0.068

0.887±0.038

0.787±0.0651）

0.618±0.0242）

Survivin/GADPH

0.731±0.043

1.027±0.060

0.865±0.065

0.707±0.056

0.325±0.0272）

p-Akt/GADPH

0.978±0.048

0.904±0.041

0.800±0.0751）

0.624±0.0342）

0.401±0.0512）

CyclinD1/GADPH

0.920±0.060

0.967±0.060

0.783±0.066

0.711±0.0511）

0.376±0.0302）

图 3 参白解毒方对 HCT116细胞 β-catenin入核的影响（免疫荧光，×200）
Fig. 3 Effect of Shenbai Jiedu prescription on β-catenin nuclear import in HCT116 cells（immunofluorescence，×200）
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组前期研究发现，参白解毒方可以抑制结直肠癌细

胞的增殖［14］，但其作用机制仍需进一步探究。

PTEN/PI3K/Akt 信号通路的失调与肿瘤的发

生、发展密切相关［2］。PTEN 的异常表达和失活可以

促 使 PI3K/Akt 信 号 通 路 激 活 ，从 而 进 一 步 抑 制

GSK-3β的活性，促进 β-catenin 的入核及其下游靶基

因 c-Myc、Survivin、CyclinD1 表达。Survivin 作为凋

亡抑制蛋白具有肿瘤特异性，与肿瘤细胞的增殖、

分化及侵袭转移密切相关。研究发现 Survivin 在结

直肠正常黏膜、腺瘤及癌组织中表达逐渐升高，且

与结直肠腺瘤大小及分级相关，与结直肠癌的淋

巴结转移及 TNM 分期密切相关［16］。c-Myc 基因可

以 促 进 肿 瘤 细 胞 增 殖 ，在 多 种 肿 瘤 中 表 达 增

高［17-19］，包括结直肠癌［20］。 CyclinD1 作为周期蛋

白，可以促进细胞增殖，在包括结直肠癌的多种肿

瘤中也均发现了其表达的增高［21］。因此可以通过

调控 PTEN/PI3K/Akt 信号通路抑制结直肠癌细胞

的增殖。

本研究通过确定参白解毒方对 HCT116 细胞增

殖的抑制作用，进一步探讨参白解毒方对 PTEN/

PI3K/Akt 通路相关分子 mRNA 和蛋白的表达情况。

与空白组比较，参白解毒方可以浓度和时间依赖的

抑制 HCT116 细胞的增殖。PCR 结果显示与空白组

比较，参白解毒方可以促进 PTEN 和 GSK-3β mRNA

表达，并明显抑制 Akt、GSK-3β、c-Myc、Survivin 和

CyclinD1 的表达。Western blot 结果显示抑癌因子

PTEN 和保护因子 GSK-3β蛋白表达与 mRNA 结果

一致，在参白解毒方用药后均表达增加，p-PTEN 的

蛋白表达呈上调趋势，p-GSK-3β蛋白表达下调。

PI3K、Akt、p-Akt、c-Myc、Survivin 和 CyclinD1 蛋白

表达也均可被参白解毒方抑制。因 GSK-3β的失活

可导致细胞核内 β-catenin 的累积，免疫荧光结果显

示参白解毒方处理 HCT116 细胞后，可以有效抑制

β-catenin 的入核。

综上所述，参白解毒方可以增加靶蛋白 PTEN

的表达，调控其下游 PI3K/Akt/GSK-3β信号通路相

关蛋白分子的表达，即通过抑制 PI3K/Akt 通路的激

活，使 GSK-3β表达增高或活化，减少 p-GSK-3β的

表达，从而抑制 β-catenin 的入核，使其下游凋亡抑

制蛋白 Survivin 和促进细胞增殖的周期蛋白 c-myc、

CyclinD1 表达下调，发挥抑制结直肠癌细胞的增殖

的作用。
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·书讯·

慢性乙型肝炎急性肾损伤（AKI）患者的发病及预后分析
——评《实用慢性肝炎诊治重点》

慢性乙型肝炎属于一种常见的慢性传染病，直接损害被感染者肝细胞，随着病情的发展，会演变成慢性肝炎、肝纤维化及

肝硬化导致肝癌，严重者还会导致肝衰竭的现象。有学者认为乙肝病毒相关的慢性肝病的发病机制是由于肝细胞被损伤所致

失衡，且体内肝细胞逐渐呈凋亡状态使乙型肝炎病毒清除率降低，自然造成感染趋向慢性化；而体内肝细胞在凋亡的过程中出

现肝细胞大量死亡就会引发乙肝病毒相关肝衰竭。慢性乙型肝炎病毒常见并发症为急性肾损伤（AKI），AKI发病率会增加患

者的死亡率。所以深入研究慢性乙型肝炎急性肾损伤患者的发病特点，对改善患者肝肾功能及预后生存具有重要的作用。

《实用慢性肝炎诊治重点》由唐红主编，科学技术文献出版社 2018 年出版。本书以临床实践为参考依据，同时兼顾融合最

新的研究进展，内容新颖，在描述肝病领域的知识上体现了真实性与客观性。全书共分为两部分，第一篇基础与临床分九个章

节，涵盖肝脏领域上常见疾病，收集了二十一个有关肝病的典型病例和疑难病例。第一章对慢性肝炎的现状与研究做了简要

分析，突出了肝病的预防工作的相关知识，从整体上看，近年来我国医疗质量呈显著提升。第二章分析了慢性病毒性肝炎的

要点，包括慢性乙型肝炎、丙型肝炎、丁型肝炎及其他肝炎病毒引起的慢性肝炎，特殊人群的预防措施及病房内的终末消毒。

第三章至第八章则讲述了临床上不同类型的肝病，主要有乙醇性、脂肪性、药物性、遗传代谢性肝病等。第九章为慢性肝炎并

发症的诊治，总结了相关并发症的特征，提高医生的诊疗水平。第二篇列举了临床一线诊治肝病的优秀案例，重点是帮助肝病

及相关专业的医师达到规范性诊治水平，以及加强对疑难病例的认识。基于 AKI 患者的发病及预后分析，结合临床一线的诊

治，制定一系列治疗肝病的内容，旨在为肝病专业的临床医师提高更好的指导，提升肝病患者的生活质量。慢性乙型肝炎伴发

急性肾损伤患者的病死率逐渐升高，尽早对慢性乙型肝炎伴发急性肾损伤的高危人群进行干预，对疾病的治疗和改善预后是

一件至关重要的医学任务。目前医学上对 AKI 的系统研究尚不全面，当前国内外医学上对 AKI 患者早期诊断的关注及重视

越来越高，在疾病定义上逐渐呈现统一规范的特征，对慢性乙型肝炎患者中 AKI 的发病特征及预后情况的深入分析提供了有

力的参考依据。慢性乙型肝炎在临床治疗上主要采取抗病毒类药物以此控制疾病恶性发展，缓解出现肝细胞炎性坏死及肝纤

维化，降低肝功能出现衰竭、肝癌及 AKI等相关并发症的发生情况，实现患者生活质量和生存时间的增加。引发慢性乙型肝炎

患者伴发 AKI的原因与消化道出血有关，其发病机制为患者血流动力学产生异常，在其影响下激活了肾素血管紧张素醛固醇

系统及交感神经系统，促使各种血管活性因子的分泌，从而导致肾血管收缩及机体钠水滞留的发生。该病症的预后可能跟慢

性肝脏疾病的情况有关，具体为患者肝脏储备功能，肾损害的严重程度及低钠血症等因素。且慢性乙型肝炎伴发的 AKI的病

因主要以肾前性为主，肾性及肾后性其次。探讨慢性乙型肝炎 AKI 疾病的病因有助于提高临床医师的重视程度，有效避开易

患因素，降低感染。只有加强对该病症的认识与预防，才能为早期诊断与进一步治疗提供保障，进而改善患者预后。

《实用慢性肝炎诊治重点》全面地阐述慢性肝炎的临床诊断与治疗，AKI患者的发病及预后分析对慢性肝病的临床防治有

一定的帮助。由肝病专业的资深专家和临床医师组成编写小组，凝聚了专业的临床经验与理论基础，在肝病诊疗的发展上起

到了推动作用，帮助提高肝病及相关专业医生的规范化诊治水平及对疑难病例的认识，可供在职医师学习分析。

（作者叶程军，吴国红，祝国宁，龙游县人民医院，浙江 龙游 324400）
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