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茯苓酸通过调控AKT/MDM2/p53通路影响结直肠癌HCT116细胞的恶
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[摘  要]  目的：探究茯苓酸（PA）是否通过AKT/MDM2/p53通路影响结直肠癌HCT116细胞的恶性生物学行为。方法：常规

培养HCT116细胞，并将其分为对照组、MK-2206（AKT抑制剂）组、PA低浓度（PA-L）组、PA高浓度（PA-H）组、PA-H+ SC79（AKT

激活剂）组。CCK-8法、细胞克隆形成实验、流式细胞术、Transwell、qPCR法和WB法实验分别检测各组HCT116细胞的增殖活

力，克隆形成能力，细胞凋亡，迁移、侵袭能力，E-cadherin、N-cadherin和vimentin mRNA表达以及AKT/MDM2/p53通路相关蛋白

的表达。结果：PA可明显抑制HCT116细胞的增殖活力（P<0.05）、克隆形成能力（P<0.05）、迁移和侵袭能力（P<0.05），诱导

其凋亡（P<0.05），抑制N-cadherin、vimentin mRNA的表达（P<0.05），促进E-cadherin mRNA的表达（P<0.05），抑制AKT、MDM2的

磷酸化水平（P<0.05），促进p53蛋白的表达（P<0.05）；AKT抑制剂MK-2206可模拟PA的作用（均P<0.05），而其激活剂SC79则可

逆转PA的作用（均P<0.05）。结论：PA通过调控AKT/MDM2/p53信号通路来抑制HCT116细胞的增殖、迁移和侵袭并诱导其凋亡。
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Pachymic acid affects the malignant biological behaviors of colorectal cancer 
HCT116 cells  by modulating the AKT/MDM2/p53 pathway
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[Abstract]  Objective: To investigate whether pachymic acid (PA) affects the malignant biological behaviors of colorectal cancer 

(CRC) HCT116 cells through the AKT/MDM2/p53 pathway. Methods: HCT116 cells were routinely cultured and divided into control 

group, MK-2206 (AKT inhibitor) group, low PA concentration (PA-L) group, high PA concentration (PA-H) group, and PA-H+SC79 

(AKT activator) group. CCK-8, Cell clone formation assay, flow cytometry and Transwell assay were used to detect the proliferation 

viability, clone formation ability, apoptosis, migration and invasion of HCT116 cells in each group. qPCR was used to determine the 

mRNA expression of E-cadherin, N-cadherin and vimentin, and WB assay was applied to detect the expression of AKT/MDM2/p53 

pathway related proteins. Results: PA significantly suppressed the proliferation (P<0.05), clone formation ability, migration and 

invasion and induced apoptosis (all P<0.05) of HCT116 cells, inhibited the mRNA expression of N-cadherin and vimentin while 

promoted the mRNA expression of E-cadherin (all P<0.05), decreased the phosphorylation levels of AKT and MDM2 (both P<0.05), 

and elevated the protein expression of p53 (P<0.05) in HCT116 cells. The AKT inhibitor MK-2206 could mimic the effects of PA (all 

P<0.05), while its activator SC79 could reverse the effects of PA (all P<0.05). Conclusion: PA inhibits proliferation, migration and 

invasion and induces apoptosis of HCT116 cells by regulating the AKT/MDM2/p53 signaling pathway. 

[Key words]  pachymic acid (PA); colorectal cancer; AKT/MDM2/p53 pathway; proliferation; migration; invasion; apoptosis 

[Chin J Cancer Biother, 2024, 31(3): 247-252. DOI：10.3872/j.issn.1007-385x.2024.03.006]

结直肠癌（colorectal cancer，CRC）是世界范围内

最常见的恶性肿瘤之一，高达 90%的CRC患者相关

死亡原因是由癌细胞侵袭和转移引起[1]。尽管直肠

系膜切除术和辅助治疗等治疗方案有所改善，但根

治性手术和化疗会导致免疫功能下降和耐药等严重

不良反应，CRC患者存活率依然很低[2]。因此，需要

[基金项目]  青岛市医药卫生科研指导项目（No. 2022-WJZD063）

[作者简介]  张美华（1979—），女，硕士，主要从事消化系统疾病的基

础与临床研究。E-mail：tdnqxhox@163.com

[通信作者]  郝建波，E-mail：qingdaohaojb@163.com

·· 247



   　                                                                                                                               中国肿瘤生物治疗杂志, 2024, 31(3)

深入研究CRC发生发展的机制有助于开发新的有效

治疗策略。丝氨酸/苏氨酸激酶（serine/threonine 

kinase，AKT）通路异常激活能够促进多种癌细胞的

增殖[3]。鼠双微体基因 2（murine double minute 2，

MDM2）是AKT的下游分子，与多种肿瘤的发生发展

有关，也是肿瘤抑制因子 p53的泛素连接酶，被AKT

磷酸化后进入细胞核与p53形成复合物，抑制p53活

性[4]。研究[5-6]证明，AKT/MDM2/p53通路的失活能抑

制卵巢癌和CRC等的发生发展，是肿瘤治疗的潜在

靶点。研究[7]发现，中药抗癌活性药效强、利用率高、

不良反应少而受到广泛关注，如酚类、三萜类、黄酮

类、生物碱类等中药提取物具有良好的抗肿瘤作用。

茯苓酸（pachymic acid，PA）是一种存在于茯苓、灵芝

等中草药中的三萜类化合物，具有抗肿瘤、抗炎、抗

氧化、降血糖和镇静等多种药理作用[8]。最新研究[9]

发现，PA可通过AKT通路抑制肠上皮细胞凋亡来保

护肠黏膜屏障，从而缓解小鼠结肠炎。此外，PA还可

以诱导肝癌细胞凋亡，抑制乳腺癌细胞的生长和转

移[7,10]。但关于PA对AKT下游信号通路及对CRC的

作用研究尚不明确。本研究主要探究PA通过AKT/

MDM2/p53信号通路对CRC细胞的恶性生物学行为

的影响。

1  材料与方法

1.1  细胞和主要试剂

人 CRC HCT116 细胞购自美国 ATCC 公司，PA

（纯度：HPLC≥98%，用二甲基亚砜（DMSO）配成

1 mmol/L 的母液）购自维克奇生物科技有限公司，

AKT抑制剂（MK-2206，货号：HY-108232）、AKT激活

剂（SC79，货号：HY-18749）均购自美国 Med Chem 

Express公司，CCK-8细胞增殖与毒性检测试剂盒（货

号：AC11L053）购自上海和元李记生物技术有限公

司，0.1%结晶紫染色液（货号：YT8810）购自北京伊

塔生物科技有限公司，Annexin Ⅴ-FITC/PI荧光双染

细胞凋亡检测试剂盒（货号：P-CA-201）购自武汉普

诺赛生命科技有限公司，Transwell 24 孔板（货号：

3470）购自上海冠峰生物医药科技有限公司，一步法

荧光定量试剂盒（货号：Q221-01）购自南京诺唯赞生

物科技有限公司，兔抗 AKT、p-AKT、MDM2、p-

MDM2、GAPDH 多抗及 p53 兔单抗（货号：ab8805、

ab38449、ab226939、ab131355、ab9485、ab32389）均购

自英国 abcam公司，辣根过氧化物酶标记山羊抗兔

IgG（货号：33101ES60）购自上海翌圣生物科技股份

有限公司。

1.2  细胞培养、处理与分组

将 HCT116 细胞接种于含 10% 胎牛血清和 1%

青-链霉素的DEME培养基中，置于37 ℃、5% CO2培

养箱中培养，当细胞汇合度达80%~90%时进行传代，

将传至第3代且状态较好的细胞用于后续实验。

将 HCT116 细胞分为对照组 、AKT 抑制剂

（MK-2206）组、PA 低浓度（PA-L）组、PA 高浓度

（PA-H）组、PA-H+AKT激活剂（SC79）组，对照组细胞

用DEME培养基培养（含 0.1% DMSO），AKT抑制剂

组细胞培养液中含 10 μmol/L的MK-2206[11]，PA低、

高浓度组细胞培养液中分别含 10、20 μmol/L 的

PA，PA-H+AKT激活剂组细胞培养中含有 20 μmol/L

的PA和10 μmol/L的SC79[12]。

1.3  CCK-8法检测各组HCT116细胞的增殖能力

将 HCT116 细胞（2×103个细胞/孔）接种于 96 孔

板中进行培养，24 h后分别加入浓度为 0、2.5、5、10、

20、40、60 μmol/L的PA处理细胞或按照方法1.2分组

处理，培养 48 h 后在每孔中加入 10 μL 的 CCK-8 溶

液，进行培养 2 h，每个浓度有6个复孔。最后使用酶

标仪在 460 nm处检测每孔的光密度（D）值，并计算

细胞存活率及半数抑制浓度（IC50），细胞存活率=（实

验组 D 值-空白组 D 值）/（对照组 D 值 -空白组 D

值）×100%。

1.4  细胞克隆形成实验检测HCT116细胞克隆形成

情况

将HCT116细胞（500个/孔）接种至 6孔板中，按

照方法 1.2 分组处理培养 14 d，2~3 d 更换新鲜培养

液。14 d后弃培养基，将细胞克隆集落用 4%多聚甲

醛固定，再加入 0.1% 的结晶紫溶液染色 30 min。

PBS洗涤后，通过显微镜观察细胞集落形成情况并进

行拍照、计数。

1.5  流式细胞术检测各组HCT116细胞的凋亡

将HCT116细胞接种至 6孔板中按照方法 1.2分

组处理培养，当细胞汇合度达 80%~90%时，收集细

胞，用冷PBS洗涤 2次，并重悬于 400 μL结合缓冲液

中，加入 5 μL Annexin Ⅴ和 5 μL PI，混匀后在 37 °C

下避光处理30 min，使用流式细胞仪检测细胞凋亡情

况并计算细胞凋亡率。

1.6  Transwell小室实验检测各组HCT116细胞的迁

移和侵袭情况

迁移实验：将按照方法 1.2分组处理，培养 48 h

后将 HCT116 细胞接种至 Transwell 小室的上室中

（2×104个/孔），加入 200 μL无血清培养基，下室加入

750 μL含有10%胎牛血清培养基。侵袭实验的上室

中含有基质胶，其余步骤同迁移实验。在 37 ℃下培

养 24 h后将迁移和侵袭至膜外的细胞用 4%多聚甲

醛固定并用1%结晶紫染色，使用显微镜对迁移和侵

袭的细胞进行拍照、计数。
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1.7  qPCR法检测各组 HCT116 细胞中 E-cadherin、

N-cadherin和vimentin mRNA的表达

收集按照方法 1.2分组处理的HCT116细胞，利

用TRIzol法提取其总RNA，用一步法荧光定量试剂

盒进行 qPCR 反应，反应体系：2×SYBR Green Mix 

10 μL，Enzyme 1 μL，上下游引物各0.5 μL，RNA 1 μL，

加双蒸水至总体积 20 μL。PCR 反应参数：95 ℃ 

30 s；95 ℃ 10 s、60℃ 30 s，共40个循环。以 GAPDH

为内参，用 2- ΔΔ Ct 算法进行计算细胞中E-cadherin、

N-cadherin 和 vimentin mRNA 的相对表达量。引物

序列见表1。

表1    qPCR引物序列

基因名称

E-cadherin 

N-cadherin

vimentin

GAPDH

正向引物（5ˈ~3ˈ）

GGCGCCACCTGGAGAGA

TCAGGCGTCTGTAGAGGCTT

AGTCCACTGAGTACCGGAGAC

AAGGTCATCCCAGAGCTGAA

反向引物（5ˈ~3ˈ）

TGTCGACCGGTGCAATCTT 

ATGCACATCCTTCGATAAGACTG

CATTTCACGCATCTGGCGTTC

CTGCTTCACCACCTTCTTGA

1.8  WB 法检测各组 HCT116 细胞中 AKT/MDM2/

p53通路相关蛋白的表达

收集按方法 1.2 处理的 HCT116 细胞，提取其

总蛋白，然后将煮沸变性后的蛋白样品行 SDS-

PAGE 分离，并转移到 PVDF 转移膜中。在室温

下 用 5% 脱 脂 奶 粉 封 闭 膜 1 h，一 抗 稀 释 液

（AKT、p-AKT、MDM2 、p-MDM2 稀 释 倍 数 均为

1∶500，p53 稀释倍数 1∶1 000，GAPDH 稀释倍数

1∶2 500）4℃处理过夜，然后与辣根过氧化物酶标

记的山羊抗兔 IgG 二抗（1∶500）室温下处理 1 h，最

后用ECL试剂显示目标条带。以GAPDH为内参蛋

白，通过凝胶成像和 Image J软件分析目的蛋白的相

对表达量。

1.9  统计学处理

所有实验均独立重复 3 次。实验数据均采用

Graphpad prism8.0软件统计分析。符合正态分布的

计量资料以 x̄±s 表示，多组间比较采用单因素方差分

析，两两多重比较采用Tukey's检验。以P<0.05表示

差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  PA、MK-2206明显抑制HCT116细胞的存活率和

细胞克隆形成且可被SC79逆转

CCK-8法检测结果（图1A）显示，与对照组比较，

2.5、5、10、20、40、60 μmol/L PA处理组HCT116的细

胞增殖活力均明显降低（均 P<0.05）。 PA 处理

HCT116细胞48 h后的 IC50为22.96 μmol/L。因此，本

实验选择浓度为 10、20 μmol/L分别作为后续实验中

PA低、高浓度组。与对照组比较，MK-2206 组和

PA-L、PA-H组 HCT116 细胞的增殖活力（图 1B，均

P<0.05）和细胞克隆形成数均明显降低 [（86.32±

4.71）、（145.27±7.52）、（88.65±4.83） vs （213.56±

8.34），均P<0.05]，且PA-H组与MK-2206组无显著差

异 [（86.32±4.71） vs （88.65±4.83），P>0.05]；与 PA-H

组相比 ，PA-H+SC79组细胞存活率和细胞克隆形

成数均显著升高 [（ 187.48±7.96） vs （88.65±4.83），

P<0.05]。

2.2  PA、MK-2206可明显诱导HCT116细胞凋亡且

可被SC79逆转

流式细胞术检测结果（图 2）显示，与对照组相

比，MK-2206组和PA-L、PA-H组HCT116细胞的凋亡

率 均 明 显 升 高 [（53.74±2.53）% 、（24.83±1.46）% 、

（51.97±2.61）% vs （3.56±0.42）%，均P<0.05]，且PA-H

组与 MK-2206 组无显著差异 [（53.74±2.53）% vs 

（51.97±2.61）% ，P>0.05]；与 PA-H 组相比 ，PA-H+

SC79 组 HCT116 细胞的凋亡率明显降低 [（11.69±

1.20）% vs （51.97±2.61）%，P<0.05]。

2.3  PA、MK-2206明显抑制HCT116细胞的迁移和

侵袭能力且可被SC79逆转

Transwell小室实验检测结果（图3）显示，与对照

组相比，MK-2206组和PA-L、PA-H组HCT116细胞的

迁移和侵袭数均显著减少（P<0.05），且 PA-H 组与

MK-2206 组无显著差异（P>0.05）；与 PA-H 组相比，

PA-H+SC79组HCT116细胞的迁移和侵袭数均显著

增加（P<0.05）。

2.4  PA、MK-2206 可 明 显 抑 制 HCT116 细 胞 中

N-cadherin和vimentin、提升E-cadherin的表达且可被

SC79逆转

qPCR法检测结果（图4）显示，与对照组相比，MK-

2206 组和 PA-L、PA-H 组 HCT116 细胞中 E-cadherin 

mRNA 水平均显著升高（均 P<0.05），N-cadherin 和

vimentin mRNA水平均显著降低（均P<0.05），且PA-H

组与MK-2206组无显著差异（P>0.05）；与PA-H组相比，

PA-H+SC79 组细胞中 E-cadherin mRNA 水平降低

（P<0.05），N-cadherin和vimentin mRNA水平均显著升

高（均P<0.05）。
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2.5  PA可明显抑制AKT、MDM2的磷酸化并提升p53

蛋白的表达水平

WB法检测结果（图5）显示，与对照组相比，MK-

2206 组和 PA-L、PA-H 组 HCT116 细胞中 p-AKT/

AKT、p-MDM2/MDM2 比值显著降低（均 P<0.05），

p53蛋白表达显著升高（P<0.05），且 PA-H组与MK-

2206组无显著差异（P>0.05）；与PA-H组相比，PA-H+

SC79组细胞p-AKT/AKT、p-MDM2/MDM2均显著升

高（均P<0.05），p53蛋白表达降低（P<0.05）。

A: 不同浓度PA对HCT116细胞存活率的影响；B：CCK-8法检测各组HCT116细胞的存活率；C：细胞克隆形成实验检测各组

HCT116细胞克隆形成情况。与对照组相比较，*P<0.05。

图1    PA以及AKT抑制剂和激活剂对HCT116细胞活力和克隆形成的影响

图2    流式细胞术检测各组HCT116细胞的凋亡情况

与对照组相比，*P<0.05；与MK-2206组相比，△P<0.05；与PA-H组相比，▲P<0.05。

图3    Transwell小室实验检测各组HCT116细胞迁移（A）和侵袭（B）（结晶紫染色，×200）
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与对照组相比，*P<0.05；与MK-2206组相比，△P<0.05；与PA-H

组相比，▲P<0.05。

图4    各组HCT116细胞中E-cadherin、N-cadherin和

vimentin mRNA水平

3  讨  论

CRC作为全球最常见的癌症之一，其发病率和

病死率一直居高不下。目前手术、放疗、化疗或组合

的传统治疗方法可以适度改善CRC患者的预后，但

许多 CRC 患者仍然存在肿瘤复发和转移的高风

险[13-14]。因此，迫切需要新的和有效的治疗策略。近

年来，天然药物因其显著的疗效和高安全性而被广

泛用于预防和治疗各种疾病[15]。研究[16]显示，PA可以

抑制肺癌细胞生长并诱导细胞凋亡。但在CRC中的

作用尚不明确。因此，本研究主要探讨PA对CRC细

胞生物学特性的影响，结果显示，PA 可明显抑制

HCT116细胞的增殖、迁移和侵袭能力，并诱导其凋

亡。研究[13]表明，CRC转移扩散和侵袭性可能与上皮

间充质转化（EMT）的激活有关，这一过程在驱动癌

细胞侵袭和转移中起着至关重要的作用。同时在该

过程中，癌细胞中上皮细胞标志物E-cadherin的功能

丧失，间充质标志蛋白N-cadherin和 vimentin的表达

水平上调[17]。本研究结果发现，PA可促进HCT116细

胞中 E-cadherin mRNA 的表达，抑制 N-cadherin 和

vimentin mRNA 的表达，实验结果说明，PA 可阻止

HCT116的EMT进程，进而阻止其转移和侵袭。

与对照组相比，*P<0.05；与MK-2206组相比，△P<0.05；与PA-H组相比，▲P<0.05。

图5    各组HCT116细胞中AKT/MDM2/p53通路相关蛋白的表达

目前已有研究[18] 发现 ，磷脂酰肌醇 3- 激酶

（phosphoinositide 3-kinase，PI3K）/AKT 通路是乳腺

癌、肺癌、卵巢癌和肝细胞癌等多种癌症中重要信号

通路。MDM2作为AKT的下游靶点，是 p53的主要

调节因子，其过度表达可能会通过激活其他癌基因

而诱发肿瘤发生。例如MDM2通过促进E-cadherin

的泛素化/降解，导致癌细胞的侵袭能力增加[19-20]。磷

酸化形式的AKT能够负调节 p53，在该过程中AKT

被磷酸化后诱导MDM2磷酸化，并触发MDM2从细

胞质转移至细胞核，进而降解p53蛋白并抑制p53功

能[21]。已有研究[22]证明，抑制 AKT/MDM2/p53 信号

通路能够抑制CRC细胞的增殖、迁移和侵袭。因此，

本研究探讨该通路在 PA抑制CRC发展过程中的作

用，结果显示，AKT抑制剂MK-2206及PA处理组的

细胞中 p-AKT/AKT 和 p-MDM2/MDM2 比值均低于

对照组，p53蛋白表达均高于对照组，说明PA能够抑

制AKT和MDM2的磷酸化活性，促进p53的表达，其

作用与 AKT 抑制剂一致。为了进一步说明 AKT/

MDM2/p53信号通路的调控作用，本研究在PA处理

的基础上加入AKT激活剂SC79，结果显示，SC79可

逆转PA对CRC细胞增殖、凋亡、迁移和侵袭的作用，

并逆转 PA对AKT/MDM2通路的抑制作用。因此，

推测PA抑制CRC细胞增殖、迁移和侵袭，促进细胞

凋亡的作用机制可能是通过抑制AKT/MDM2/p53信

号通路的活性。

综上所述，PA通过抑制AKT/MDM2/p53信号通

路，进而抑制CRC细胞增殖、迁移和侵袭，促进细胞

凋亡，从而阻止CRC的恶性进展。本研究为CRC的
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辅助治疗提供了新的实验依据。但本研究仅在体外

探讨了PA对CRC细胞的作用，该药物在动物模型中

的作用及在临床的应用还有待进一步研究。
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