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基于 PI3K/Akt信号通路探讨固本解毒方含药血清对
肺癌 A549 细胞 EMT 的影响

朱冬菊 1，朴炳奎 2，秦腾腾 1，杨晨 1，白建琦 1，朱宏伟 1，张平 1*
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［摘要］ 目的：观察固本解毒方对肺癌 A549 细胞上皮间质转化（EMT）的影响，从磷脂酰肌醇 3-激酶/蛋白激酶 B（PI3K/

Akt）信号通路探讨其作用机制。方法：制备固本解毒方含药血清，噻唑蓝（MTT）比色法检测细胞存活率并筛选固本解毒方浓

度用于后续实验。分为空白组、固本解毒方组（2.5%、5%、10% 含药血清）、PI3K/Akt 通路激活剂（SC79）组、固本解毒方+SC79

组。划痕实验检测细胞迁移力，蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 E-钙黏蛋白（E-cadherin）、N-钙黏蛋白（N-cadherin）、波形

蛋白（Vimentin）、蛋白激酶 B（Akt）、磷酸化（p）-Akt、糖原合成酶激酶 -3β（GSK-3β）、p-GSK-3β蛋白表达，实时荧光定量聚合酶

链式反应（Real-time PCR）检测 N-cadherin、Vimentin mRNA 表达。结果：与空白组比较，固本解毒方组含药血清（2.5%、5%、

10%、20%、40%）A549 细胞活力降低（P<0.05），选择固本解毒方含药血清 10%、5%、2.5% 作为高、中、低浓度进行后续实验。与

空白组比较，固本解毒方组 A549 细胞迁移力降低。 Real-time PCR 结果显示，与空白组比较，固本解毒方组 A549 细胞

N-cadherin、Vimentin mRNA 表达显著降低（P<0.01）。Western blot 结果显示，与空白组比较，固本解毒方组（含药血清 5%、

10%）A549 细胞 E-cadherin 蛋白表达显著升高（P<0.01），固本解毒方组 N-cadherin、Vimentin、p-Akt、p-GSK-3β蛋白表达显著降

低（P<0.01），p-Akt/Akt、p-GSK-3β/GSK-3β表达明显降低（P<0.05，P<0.01）。与 SC79 组比较，固本解毒方组（含药血清 10%）
E-cadherin 蛋白表达显著升高（P<0.01），N-cadherin、Vimentin、p-Akt、p-GSK-3β、p-Akt/Akt、p-GSK-3β/GSK-3β表达显著降低

（P<0.01）。与固本解毒方组（含药血清 10%）比较，固本解毒方+SC79 组（含药血清 10%）E-cadherin 蛋白表达显著降低（P<

0.01），N-cadherin、Vimentin、p-Akt、p-GSK-3β、p-Akt/Akt、p-GSK-3β/GSK-3β蛋白表达显著升高（P<0.01）。结论：固本解毒方可

抑制肺癌 A549 细胞迁移和 EMT，其机制与调控 PI3K/Akt信号通路有关。
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［［Abstract］］ Objective：： To observe the effect of Guben Jiedu prescription（GBJ）on the epithelial-

mesenchymal transition （EMT） of lung cancer A549 cells and to explore the mechanism based on

phosphoinositide 3-kinase（PI3K）/protein kinase B（Akt）signaling pathway. Method：： The GBJ-medicated

serum was prepared. Cell viability was detected by methyl thiazolyl tetrazolium（MTT）assay to screen the

optimal doses of GBJ-medicated serum for further experiment. A549 cells were classified into normal serum
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group，low- ，medium- ，and high-dose GBJ-medicated serum groups（2.5%，5%，and 10% GBJ-medicated

serum），PI3K/Akt pathway activator SC79 group，and high-dose GBJ-medicated serum + SC79 group. Cell

migration ability was measured by wound-healing assay. The protein expression of E-cadherin，N-cadherin，

vimentin，Akt，phosphorylated Akt（p-Akt），glycogen synthase kinase-3β（GSK-3β），and phosphorylated

GSK-3β（p-GSK-3β）was detected by Western blotting，and the mRNA expression of N-cadherin and vimentin

by Real-time PCR. Result：：Compared with the normal serum，GBJ-medicated serum（2.5%，5%，10%，20%，

40%）decreased the viability of A549 cells（P<0.05），and 10%，5%，2.5% GBJ-medicated serum was

respectively selected for the follow-up experiment. The migration ability of cells in the high-，medium-，and low-

dose GBJ-medicated serum groups was lower than that in the normal serum group. The expression of N-cadherin

mRNA and Vimentin mRNA in A549 cells in the three GBJ-medicated serum groups was significantly lower than

that in the normal serum group（P<0.01）. The protein expression of E-cadherin was higher in the high- and

medium-dose GBJ-medicated serum groups than in the normal serum group（P<0.01）. The three GBJ-medicated

serum groups showed lower protein expression of N-cadherin，vimentin，p-Akt，and p-GSK-3β（P<0.01）and

lower expression of p-Akt/Akt，p-GSK-3β/GSK-3β（P<0.05，P<0.01）than normal serum group. Compared with

the SC79 group，the high-dose GBJ-medicated serum group demonstrated high protein expression of E-cadherin

（P<0.01）and low expression of N-cadherin，vimentin，p-Akt，p-GSK-3β，and p-Akt/Akt，p-GSK-3β/GSK-3β

（P<0.01）. Compared with the high-dose GBJ-medicated serum group，high-dose GBJ-medicated serum + SC79

group showed low protein expression of E-cadherin（P<0.01）and high protein expression of N-cadherin，

vimentin，p-Akt，p-GSK-3β，p-Akt/Akt，and p-GSK-3β/GSK-3β（P<0.01）. Conclusion：： GBJ can inhibit the

migration and EMT of lung cancer A549 cells by regulating the PI3K/Akt signaling pathway.

［［Keywords］］ lung cancer；Guben Jiedu prescription；phosphatidylinositol 3-kinase（PI3K）/protein kinase B

（Akt）signaling pathway；A549 cells；epithelial-mesenchymal transition（EMT）

肺癌是最常见的恶性肿瘤之一，已成为全球范

围内恶性肿瘤致死的首要原因［1］。非小细胞肺癌

（NSCLC）约占所有肺癌病例的 85%［2］，超过一半的

NSCLC 患者在最初诊断时即显示出局部或远处转

移，其中位生存期仅为 22.5 个月［3］。尽管手术、化

疗、放疗、靶向治疗、免疫治疗等多种治疗方法不断

发展，NSCLC 患者的总体 5 年生存率仍低至 25%［4］，

伴有远处器官转移仅接受化疗的患者总体 5 年生存

率为 6%［5］。中医药通过调控遗传学、表观遗传学、

肿瘤微环境、上皮间质转化（EMT）和癌症干细胞等

方面发挥抗癌活性，包括抗增殖，促凋亡，抗转移，

抗血管生成作用，并调节自噬，逆转多药耐药性，平

衡免疫力并增强化疗作用［6-7］。固本解毒方是中国

中医科学院广安门医院朴炳奎教授经过长期临床

实践自拟的经验方，该方能有效抑制肺癌转移，延

长患者生存时间。研究发现，方中诸药通过扶正祛

邪发挥抗肿瘤作用［8-10］。前期细胞实验发现，固本

解毒方可以抑制肺癌 A549 细胞增殖、迁移，动物预

实验表明，固本解毒方对白细胞介素 -2 受体 γ链缺

失的 NSG 小鼠肺内转移和骨转移具有抑制作用，同

时，网络药理学研究发现，固本解毒方可能通过磷

脂酰肌醇 3-激酶/蛋白激酶 B（PI3K/Akt）信号通路干

预肺癌增殖、凋亡、转移。本研究采用血清药理学

方法观察固本解毒方对肺癌 A549 细胞迁移、EMT

的影响，探讨固本解毒方治疗肺癌的作用机制。

1 材料

1.1 细胞和动物 人肺腺癌 A549 细胞，由美国克

利夫兰州立大学 Aimin Zhou 实验室赠送，传至 15~

20 代 。 SPF 级 雄 性 SD 大 鼠 24 只 ，体 质 量 200~

250 g，购自中国食品药品检定研究院，动物使用许

可证号 SCXK（京）2017-0005，饲养于北京隆安实验

动物养殖中心，实验均经北京隆安实验动物养殖中

心伦理委员会批准，编号 BJLA2020-08，温度 21~

25 ℃，相对湿度 40%~60%，自由摄食饮水。

1.2 药物和试剂 固本解毒方由北沙参 20 g、桔梗

9 g、生黄芪 30 g、当归 10 g、续断 10 g、骨碎补 10 g、

怀牛膝 10 g、补骨脂 10 g、太子参 15 g、半枝莲 20 g、

土茯苓 20 g、白花蛇舌草 15 g、甘草 6 g 组成，饮片购

自中国中医科学院望京医院中药房，经王景红主任

药师鉴定均为正品。0.25% 胰蛋白酶、胎牛血清（美

国 Hyclone 公 司 ，批 号 分 别 为 SH30042.01、

SH30070.03），噻唑蓝（MTT）检测试剂盒（中国北京
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聚合美生物科技有限公司，批号 MF837-01），十二烷

基硫酸钠 -聚丙烯氨酰凝胶电泳（SDS-PAGE）凝胶

制备试剂盒、蛋白定量法（BCA）蛋白浓度测定试剂

盒、蛋白预染 Marker（北京康为世纪生物科技股份

有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 CW0022S、CW0014S、

CW2841S），辣根过氧化物酶（HRP）标记羊抗兔免疫

球蛋白（Ig）G 二抗（北京索莱宝科技有限公司，批号

SE134），PVDF 膜（德 国 Merck Millipore 公 司），
PI3K/Akt 通路激活剂 SC79（中国上海 Selleck 公司，

批号 S7863），E-钙黏蛋白（E-cadherin）、N-钙黏蛋白

（N-cadherin）、波 形 蛋 白（Vimentin）、蛋 白 激 酶 B

（Akt）、磷 酸 化（p）-Akt、糖 原 合 成 酶 激 酶 -3β

（GSK-3β）、p-GSK-3β、甘 油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶

（GAPDH）抗体（美国 Cell Signaling Technology 公

司 ，批 号 分 别 为 3195T、13116T、5741T、4691T、

4060T、12456T、9323T、2118S），RNA Easy Fast 动物

组织/细胞总 RNA 提取试剂盒、FastKing 一步法除基

因组 cDNA 第一链合成预混试剂、Talent 荧光定量

检测试剂盒（SYBR Green）［天根生化科技（北京）有
限公司，批号分别为 DP451、KR118-02、FP209-02］。

1.3 仪器 Heraeus 型二氧化碳细胞培养箱、Nano-

drop 型高精度核算分光光度计（美国赛默飞世尔科

技 公 司），680 型 酶 标 仪（美 国 Bio-Rad 公 司），
TE2000S 型倒置显微镜（日本 Nikon 公司），DYY-7C

型电泳仪、DYCZ-40 型电转仪、DYY-6C 型电泳仪电

源（北京六一仪器厂），Light Cycler480Ⅱ型实时荧

光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）仪（美国

Roche公司）。
2 方法

2.1 含药血清制备 根据人与动物体表面积换算

比值［11］计算大鼠每日生药剂量为 20 g·kg-1，常规水

煎浓缩至含生药 1.25 g·mL-1，于 4 ℃冰箱保存。大

鼠随机分为给药组和正常组，给药组给予固本解毒

方灌胃，正常组给予等量生理盐水，每日 2 次，连续

5 d。末次灌胃 1 h 后麻醉，腹主动脉取血，静置 2 h，

3 500 r·min-1 离心 10 min（离心半径 13.5 cm），分离

血清，56 ℃水浴灭活 30 min，使用微孔滤过膜过滤

除菌，分装后置于−20 ℃冰箱保存备用。

2.2 细胞培养分组 A549 细胞用含 10% 胎牛血

清、1% 青 -链霉素 RPMI 1640 培养基，置于 37 ℃、

5% CO2中培养，取对数生长期细胞进行实验。

2.3 MTT 比色法检测 A549 细胞存活率 收集生

长良好的 A549 细胞，调整细胞密度 1×105个/mL，每

孔 100 μL，接种于 96 孔板。置于 37 ℃、5%CO2培养

箱中培养 24 h。分为空白组和固本解毒方组，分别

加入 10% 正常血清和固本解毒方含药血清（2.5%、

5%、10%、20%、40%），培养 24 h。吸弃上清液，加入

培养液 90 μL，5 g·L-1 MTT 溶液 10 μL，培养 4 h。

吸弃上清液，每孔加入甲臢溶解液 110 μL，置摇床

振荡 10 min，在酶标仪 490 nm 处测量各孔吸光度 A。

2.4 划痕实验检测细胞迁移力 A549 胞均匀接种

于 6 孔板，每孔约 5×104 个细胞，细胞铺满板底，用

200 μL 枪头沿中线垂直于孔板划痕，磷酸盐缓冲液

（PBS）清洗 3 次。分为空白组和固本解毒方组，分

别 加 入 10% 正 常 血 清 和 固 本 解 毒 方 含 药 血 清

（2.5%、5%、10%）继续培养，0、24 h 分别选取 3 个视

野显微镜下拍照，用 Image J 软件测量划痕宽度，评

价细胞迁移能力。

2.5 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测蛋白表达

实 验 分 为 空 白 组（10% 正 常 血 清）、SC79 组

（10 μmol·L-1）、固本解毒方组（含药血清 2.5%、5%、

10%）、固本解毒方+SC79 组（10% 固本解毒方含药

血清+10 μmol·L-1SC79）。各组细胞分别给予相应

处理，培养 24、48 h，提取总蛋白，测定蛋白浓度，电

泳，转膜，5% 脱脂牛奶封闭 2 h，加入一抗（1∶1 000）
4 ℃孵育过夜，TBST 冲洗 3 次，每次 5 min，加入二

抗（1∶5 000），室温摇床孵育 2 h，TBST 冲洗 3 次，每

次 5 min，显影，凝胶成像系统扫描各条带灰度值，用

Image J软件进行处理，计算目的蛋白相对表达量。

2.6 Real-time PCR 检测 mRNA 表达 分为空白组

和固本解毒方组，分别加入 10% 正常血清和固本解

毒方含药血清（2.5%、5%、10%），收集细胞，PBS 充

分清洗，提取总 RNA，Nanodrop 检测 RNA 浓度和纯

度。逆转录条件为 42 ℃、15 min，95 ℃、3 min；扩增

条件为 95 ℃ 3 min，1 个循环；95 ℃变性 5 s，60 ℃退

火/延伸 15 s，40 个循环。每组设置 3 个复孔，以

GAPDH 为内参，以相对定量 2-ΔΔCt 法计算 mRNA 相

对表达量。引物序列见表 1。

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequence

引物

N-cadherin

Vimentin

GAPDH

序列（5′-3′）
上游 TCAGGCGTCTGTAGAGGCTT

下游 ATGCACATCCTTCGATAAGACTG

上游 AGTCCACTGAGTACCGGAGAC

下游 CATTTCACGCATCTGGCGTTC

上游 AAGGTCATCCCAGAGCTGAA

下游 CTGCTTCACCACCTTCTTGA

长度/bp

94

98

85
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2.7 统计学方法 使用 GraphPad Prism 6.0 软件进

行数据分析。实验数据以 x̄ ± s 表示，多组间比较采

用 One-way ANOVA 分 析 ，多 组 间 两 两 比 较 采 用

Dunnett-t法。P<0.05 为差异具有统计学意义。

3 结果

3.1 固本解毒方含药血清对 A549 细胞存活率的影

响 与空白组比较，固本解毒方组（2.5%、5%、10%、

20%、40%）细胞存活率明显降低（P<0.05），见表 2。

为排除固本解毒方含药血清对细胞的影响，选择固

本解毒方含药血清 10%、5%、2.5% 进行后续实验。

3.2 固本解毒方含药血清对 A549 细胞迁移力的影

响 与空白组比较，固本解毒方组细胞迁移率明显 下降（P<0.05）。见图 1。

3.3 固本解毒方含药血清对 A549 细胞中 EMT 相

关蛋白表达的影响 与空白组比较，固本解毒方组

A549 细胞 N-cadherin、Vimentin 蛋白表达显著降低

（P<0.01），固 本 解 毒 方 组（含 药 血 清 5%、10%）
E-cadherin 蛋白表达显著升高（P<0.01），表明固本解

毒方抑制 A549 细胞 EMT。见表 3、图 2。

3.4 固 本 解 毒 方 含 药 血 清 对 A549 细 胞 中 EMT

mRNA 表达的影响 与空白组比较，固本解毒方组

A549 细 胞 N-cadherin mRNA 表 达 显 著 降 低（P<

0.01），固本解毒方组（含药血清 5%、10%）Vimentin

mRNA 表达显著降低（P<0.01）。见表 4。

3.5 固本解毒方含药血清对 A549 细胞中 p-Akt、

p-GSK-3β蛋白表达的影响 与空白组比较，固本解

毒方组 p-Akt、p-GSK-3β蛋白表达均显著降低（P<

0.01），固本解毒方组 p-Akt/Akt、p-GSK-3β/GSK-3β

表达均明显降低（P<0.05，P<0.01）。见表 5、图 3。

3.6 SC79 和固本解毒方含药血清对 A549 细胞中

EMT 相关蛋白表达的影响 与空白组及 SC79 组比

较 ，固 本 解 毒 方 组（含 药 血 清 10%）N-cadherin、

Vimentin 蛋白表达显著降低（P<0.01），固本解毒方

组（含药血清 10%）E-cadherin 蛋白表达明显升高

表 2 固本解毒方含药血清对 A549细胞存活率的影响（x̄± s，n=3）

Table 2 Effect of Guben Jiedu prescription medicated serum on

cell survival rate of A549 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

固本解毒方组

体积分数/%

2.5

5

10

20

40

存活率/%

100±13

91±91）

79±91）

77±161）

76±91）

75±91）

注：与空白组比较 1）P<0.05

注：A.空白组；B~D.固本解毒方组（含药血清 2.5%、5%、10%）（图 2、图 3 同）
图 1 固本解毒方含药血清对 A549细胞迁移力的影响（倒置显微镜，×40）
Fig. 1 Effect of Guben Jiedu prescription medicated serum on migration of A549 cells（inverted microscope，×40）

表 3 固本解毒方含药血清对 EMT 相关蛋白表达的影响（x̄± s，

n=3）

Table 3 Effect of Guben Jiedu prescription medicated serum on

EMT related proteins（x̄± s，n=3）

组别

空白组

固本解毒方组

体积分

数/%

2.5

5

10

E-cadherin

/GAPDH

0.59±0.03

0.68±0.05

0.77±0.041）

0.92±0.061）

N-cadherin

/GAPDH

1.17±0.08

0.65±0.041）

0.63±0.041）

0.35±0.021）

Vimentin

/GAPDH

1.48±0.12

1.14±0.101）

0.86±0.071）

0.46±0.031）

注：与空白组比较 1）P<0.01（表 4 同）
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（P<0.05，P<0.01）；与固本解毒方组（含药血清 10%）
比较，固本解毒方+SC79 组 N-cadherin、Vimentin 蛋

白表达显著升高（P<0.01），固本解毒方 +SC79 组

E-cadherin 蛋白表达显著降低（P<0.01），说明加入

PI3K/Akt通路激活剂后，减弱了固本解毒方对 EMT

的抑制作用。见表 6、图 4。

3.7 SC79 和固本解毒方含药血清对 A549 细胞中

p-Akt、p-GSK-3β 蛋 白 表 达 的 影 响 与 空 白 组 及

SC79 组比较，固本解毒方组 p-Akt、p-GSK-3β蛋白

表 达 明 显 降 低（P<0.05，P<0.01），固 本 解 毒 方 组

p-Akt/Akt、p-GSK-3β/GSK-3β 表 达 显 著 降 低（P<

0.01）；与固本解毒方组比较，固本解毒方+SC79 组

注：A. 空白组；B.SC79 组；C. 固本解毒方组；D. 固本解毒方+

SC79 组（图 5 同）
图 4 各组 A549细胞 EMT相关蛋白表达电泳

Fig. 4 Electrophoresis of EMT related proteins in A549 cells

表 6 SC79对 EMT相关蛋白表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 6 Effect of SC79 on EMT related proteins（x̄± s，n=3）

组别

空白组

SC79 组

固本解毒方组

固本解毒方+SC79 组

剂量

10 μmol·L-1

10%

10%+10 μmol·L-1

E-cadherin/GAPDH

0.40±0.01

0.15±0.01

0.43±0.011，3）

0.25±0.014）

N-cadherin/GAPDH

0.30±0.01

0.34±0.01

0.22±0.012，3）

0.33±0.014）

Vimentin/GAPDH

0.77±0.02

0.90±0.02

0.58±0.012，3）

0.83±0.014）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与 SC79 组比较 3）P<0.01；与固本解毒方组比较 4）P<0.01（表 7 同）

图 2 各组 A549细胞 EMT相关蛋白表达电泳

Fig. 2 Electrophoresis of EMT related proteins in A549 cells

表 4 固本解毒方含药血清对 EMT 相关 mRNA 表达的影响（x̄± s，

n=3）

Table 4 Effect of Guben Jiedu prescription medicated serum on

EMT related mRNA（x̄± s，n=3）

组别

空白组

固本解毒方组

体积分数/%

2.5

5

10

N-cadherin

0.035±0.002

0.031±0.0011）

0.027±0.0021）

0.024±0.0011）

Vimentin

1.418±0.100

1.201±0.015

1.217±0.0041）

1.075±0.0581）

表 5 固本解毒方含药血清对 p-Akt、p-GSK-3β蛋白表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 5 Effect of Guben Jiedu prescription medicated serum on protein expressions of p-Akt、p-GSK-3β（x̄± s，n=3）

组别

空白组

固本解毒方组

体积

分数/%

2.5

5

10

Akt

/GAPDH

1.14±0.01

1.05±0.04

1.10±0.01

1.08±0.02

p-Akt

/GAPDH

1.62±0.06

1.35±0.082）

1.29±0.082）

1.18±0.052）

GSK-3β
/GAPDH

1.13±0.13

0.89±0.14

1.21±0.12

1.45±0.13

p-GSK-3β
/GAPDH

1.43±0.22

0.94±0.162）

0.67±0.132）

0.61±0.142）

p-Akt

/Akt

1.42±0.04

1.28±0.041）

1.18±0.082）

1.09±0.042）

p-GSK-3β
/GSK-3β

1.26±0.06

1.06±0.031）

0.55±0.072）

0.42±0.082）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01

图 3 各组 A549细胞 p-Akt、p-GSK-3β蛋白表达电泳

Fig. 3 Electrophoresis of protein expressions of p-Akt，

p-GSK-3β in A549 cells
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p-Akt、p-GSK-3β蛋白表达显著升高（P<0.01），固本

解毒方+SC79 组 p-Akt/Akt、p-GSK-3β/GSK-3β表达

显著升高（P<0.01），提示 PI3K/Akt 通路是固本解毒

方抑制 A549 细胞 EMT 的作用途径。见表 7、图 5。

4 讨论

肺癌是威胁人类生命的常见恶性肿瘤之一，发

病率高，死亡率高。根据组织病理学特征，肺癌主

要分为 NSCLC 和小细胞肺癌。NSCLC 占肺癌的

80%~85%。肺癌转移是临床患者治疗失败的主要

原 因 。 最 常 见 的 转 移 部 位 是 脑 、骨 、淋 巴 结 和

肝脏［12-13］。

《黄帝内经·素问·评热病论》所说：“邪之所凑，

其气必虚”，肺癌的发生和正虚关系密切，外受毒

邪，毒损肺络可谓肺癌形成的病理基础，同时也是

导致病情演变的重要因素。全国名中医、中国中医

科学院首席研究员朴炳奎教授认为肺癌病机为正

虚为本，邪毒为标，其病位虽在肺，与脾、肾等诸脏

器关系密切，因此，在治疗中以补肺为主，兼顾脾

肾，同时祛瘀解毒散结，标本兼顾［14-15］。固本解毒方

中黄芪、太子参补肺脾气，当归、怀牛膝补血活血，

北沙参、桔梗清肺化痰，白花蛇舌草、半枝莲、土茯

苓抗癌清热解毒，补骨脂、续断、骨碎补肾阴肾阳，

甘草调和诸药。全方配伍补中有行，补中有清，扶

正为主，祛邪为辅，标本兼顾。

肺癌转移是在一系列复杂的细胞生物学过程

完成后形成的——统称为侵袭-转移级联反应，原发

肿瘤细胞通过周围的细胞外基质（ECM）和基质细

胞层局部侵袭；渗入血管腔；在脉管系统的运输中

存活；避免失巢凋亡；在远处器官部位停滞；渗出到

远处组织的实质中；在外来微环境中存活以形成微

转移；以及在转移部位重新启动其增殖程序，从而

产生肉眼可见的、临床上可检测到的肿瘤生长（该

步骤通常称为“转移定植”）［16］。

EMT 是肿瘤细胞侵袭转移的初始步骤，是上皮

细胞转化为具有间质表型细胞的生物学过程［17］。

在此过程中，肿瘤细胞出现 E-cadherin 功能的丧失，

N-cadherin、Vimentin 表达水平上调，EMT 相关转录

因子碱性螺旋 -环 -螺旋转录因子 Twist、锌指蛋白

Snail 及 E 盒结合锌指蛋白 Zeb 家族的异常高表达，

负调节 E-cadherin 转录促进 EMT 进而介导肿瘤细

胞的侵袭转移［18］。多项研究证实，靶向 EMT 过程可

以抑制肿瘤转移［19-20］。PI3K/Akt 通路是诱导 EMT

的常见信号传导通路之一。许多生长因子、细胞因

子通过结合其同源受体酪氨酸激酶（RTK）、细胞因

子受体或 G 蛋白偶联受体（GPCR），以及触发 PI3K

的 活 化 来 激 活 Akt，被 激 活 的 Akt 磷 酸 化 下 游

GSK-3β介导信号传递促进 EMT［21-22］。

本研究结果显示，固本解毒方处理后，A549 细

胞 迁 移 能 力 下 降 ，E-cadherin 蛋 白 表 达 升 高 ，

N-cadherin、Vimentin 蛋白表达降低，表明固本解毒

方抑制 EMT 过程从而抑制肺癌细胞迁移。进一步

探讨固本解毒方抑制 EMT 的作用机制，结果表明，

固 本 解 毒 方 处 理 后 ，A549 细 胞 p-Akt/Akt、

p-GSK-3β/GSK-3β表达降低，且在固本解毒方（含药

血清 10%）处理基础上，给予 A549 细胞 PI3K/Akt 通

路激活剂 SC79 后，逆转了固本解毒方对 EMT 的作

用，E-cadherin 蛋白表达降低，N-cadherin、Vimentin、

p-Akt/Akt、p-GSK-3β/GSK-3β表达升高，表明 PI3K/

表 7 SC79对 p-Akt、p-GSK-3β蛋白表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 7 Effect of SC79 on expression of p-Akt，p-GSK-3β proteins（x̄± s，n=3）

组别

空白组

SC79 组

固本解毒方组

固本解毒方+SC79 组

剂量

10 μmol·L-1

10%

10%+10 μmol·L-1

Akt

/GAPDH

0.76±0.06

0.84±0.04

0.86±0.01

0.90±0.01

p-Akt

/GAPDH

0.71±0.06

0.93±0.01

0.67±0.011，3）

0.81±0.014）

GSK-3β
/GAPDH

0.83±0.05

0.77±0.05

0.99±0.06

1.00±0.06

p-GSK-3β
/GAPDH

0.54±0.03

0.94±0.03

0.18±0.012，3）

0.56±0.024）

p-Akt

/Akt

0.94±0.02

1.11±0.041）

0.77±0.092，3）

0.89±0.014）

p-GSK-3β
/GSK-3β

0.66±0.04

1.22±0.081）

0.18±0.012，3）

0.56±0.034）

图 5 各组 A549细胞 p-Akt、p-GSK-3β蛋白表达电泳

Fig. 5 Electrophoresis of protein expressions of p-Akt，

p-GSK-3β in A549 cells
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Akt 通路参与介导固本解毒方调控 EMT 抑制肺癌

细胞转移的过程。

综上所述，固本解毒方可能通过抑制 PI3K/Akt

信号通路抑制 EMT，从而抑制肺癌细胞转移。此

外，转移前生态位（PMN）是 EMT 引发的肿瘤细胞

存活和发育的先决条件，PMN 始于转移前炎性或免

疫微环境［23］。因此，固本解毒方影响肿瘤转移前微

环境的研究值得今后进一步探索。
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