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SHCBP1通过调控PI3K/AKT/mTOR信号通路促进结直肠癌Caco-2细
胞增殖、迁移和侵袭

李丽，姚红亮（衡水市人民医院  普外二科，河北  衡水  053000）

[摘  要]  目的：探讨Shc SH2结构域结合蛋白1（SHCBP1）基因在结直肠癌（CRC）中的表达及其调控CRC细胞（Caco-2）增殖、

迁移和侵袭的机制。方法：将Caco-2细胞分为 4个实验组：Con组（空白对照）、sh-NC组（转染阴性对照 sh-NC）、sh-SHCBP1组

（转染 sh-SHCBP1）、sh-SHCBP1 + 740Y-P组（转染 sh-SHCBP1后用 30 μmol/L PI3K激活剂 740Y-P处理 1 h）。采用CCK-8法、细

胞划痕和Transwell实验检测细胞增殖、迁移和侵袭能力，基于Matrigel进行三维培养实验检测SHCBP1对Caco-2细胞血管生成

拟态（VM）形成能力的影响，qRT-PCR 检测 SHCBP1 的 mRNA 表达情况，WB 法检测 SHCBP1、VM 相关蛋白以及 PI3K/AKT/

mTOR信号通路相关蛋白的表达。结果：SHCBP1 在 CRC 组织和细胞中呈高表达（P < 0.05）。与 Con 组和 sh-NC组相比，

sh-SHCBP1组的SHCBP1的mRNA和蛋白表达水平、细胞增殖活性、划痕修复率、穿膜细胞数和形成的小管数均显著降低（均

P < 0.05）；低氧诱导因子1α（HIF-1α）、Ephrin A型受体2（EPHA2）、VEGFA、p-PI3K、p-AKT和p-mTOR蛋白表达水平均显著降低

（均P < 0.05）。对比 sh-SHCBP1组，sh-SHCBP1 + 740Y-P组的细胞增殖活性、划痕修复率、穿膜细胞数和形成的拟态血管数均显

著增加（均 P < 0.05）；HIF-1α、EPHA2、VEGFA、p-PI3K、p-AKT 和 p-mTOR 蛋白表达水平均显著增加（均 P < 0.05）。结论：
SHCBP1在Caco-2细胞中表达显著上调，促进Caco-2细胞的增殖、迁移和侵袭，其机制可能与激活PI3K/AKT/mTOR信号通路促

进VM过程有关。
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SHCBP1 promotes proliferation, migration, and invasion of colorectal cancer 
Caco-2 cells by regulating the PI3K/AKT/mTOR signaling pathway

LI Li, YAO Hongliang (General External Two Department Ward, Hengshui People's Hospital, Hengshui 053000, Hebei, China)

[Abstract]  Objective: To investigate the expression of Shc SH2 domain-binding protein 1 (SHCBP1) in colorectal cancer (CRC) and 

its regulatory mechanism on Caco-2 cell proliferation, migration, and invasion. Methods: Caco-2 cells were divided into four 

experimental groups: the Con group (blank control), the sh-NC group (transfection with negative control sh-NC), the sh-SHCBP1 group 

(transfection with sh-SHCBP1), and the sh-SHCBP1 + 740Y-P group (transfection with sh-SHCBP1 followed by treatment with the 

PI3K activator 740Y-P at 30 μmol/L for 1 h). Cell proliferation, migration, and invasion were assessed using the CCK-8 assay, wound-

healing, and Transwell invasion assay, respectively. Vasculogenic mimicry (VM) formation in Caco-2 cells was examined using a 

Matrigel-based three-dimensional culture system. The mRNA expression level of SHCBP1 was detected using qRT-PCR, and the 

protein expression levels of SHCBP1, VM-related markers, and PI3K/AKT/mTOR signaling pathway-related proteins were detected 

using WB. Results: SHCBP1 was significantly upregulated in CRC tissues and cell lines (P < 0.05). Compared with Con group and 

sh-NC group, the sh-SHCBP1 group showed significantly reduced mRNA and protein levels of SHCBP1, cell proliferation activity, 

wound-healing rate, number of invaded cells, and number of formed tubules (all P < 0.05). In addition, the protein expression levels of 

hypoxia-inducible factor 1α (HIF-1α), ephrin type-A receptor 2 (EPHA2), VEGFA, p-PI3K, p-AKT, and phosphorylated mTOR (p-

mTOR) were significantly decreased (all P < 0.05). Compared with the sh-SHCBP1 group, the sh-SHCBP1 + 740Y-P group 

demonstrated significantly increased cell proliferation, wound-healing rate, number of invaded cells, and number of formed VM 

structures (all P < 0.05), along with significantly elevated protein expression of HIF-1α, EPHA2, VEGFA, p-PI3K, p-AKT, and p-

mTOR (all P < 0.05). Conclusion: SHCBP1 is highly expressed in CRC cells and promotes the proliferation, migration, and invasion of 

Caco-2 cells. The underlying mechanism may be associated with activation of the PI3K/AKT/mTOR signaling pathway and subsequent 
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promotion of the VM process.
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结直肠癌（colorectal cancer, CRC）是消化系统中

最常见的恶性肿瘤之一，其全球发病率逐年上升[1]。

据全球癌症观测站数据库[1]统计，2020年全球新增的

CRC病例约 190万例，其中有 91.6万人因此病离世。

临床数据[2-3]显示，CRC的 5年相对生存率约为 65%，

但进展至转移性CRC（metastatic CRC, mCRC）后，患

者5年相对生存率骤降至14%左右。目前，手术联合

放化疗仍是治疗局部 CRC 的标准方案，但仅不足

20% 的 mCRC 患者能通过手术和化疗获得长期生

存[4]。因此，阐明CRC发生发展的机制对开发新的治

疗策略至关重要。PI3K/AKT/mTOR 信号通路是调

控细胞生长的核心通路[5-6]，其功能紊乱贯穿CRC发

生、进展及转移的全过程，该通路的失衡还会增强

CRC细胞的耐药性[7]。既往研究[8]表明，Shc SH2结构

域结合蛋白 1（Shc SH2-domain binding protein 1, 

SHCBP1）参与多种生理和病理过程，其异常表达被

证实与多种肿瘤的发生、进展、转移和预后有关，但

它能否通过PI3K/AKT/mTOR通路影响CRC细胞的

恶性生物学行为尚未明确。基于此，本研究旨在探

讨SHCBP1对该通路及CRC细胞Caco-2增殖、迁移、

侵袭和血管生成拟态（vasculogenic mimicry, VM）等

恶性生物学行为的影响，以期为CRC致病机制研究

及靶向治疗提供思路。

1  材料与方法

1.1  细胞及主要试剂

人正常结肠上皮细胞 CCD841 和人 CRC细胞

（Caco-2、SW480、HCT116和LoVo）购自美国ATCC，常

规培养。DMEM培养基和RIPA裂解液购自美国Promega

公司，兔抗人SHCBP1（货号：ab184467）、兔抗人PI3K抗

体（货号：ab302958）、兔抗人 p-PI3K 抗体（货号：

ab138364）、兔抗人AKT抗体（货号：ab314110）、兔抗人

p-AKT抗体（货号：ab38449）、兔抗人mTOR抗体（货号：

ab32028）、兔抗人p-mTOR抗体（货号：ab109268）、Ephrin 

A型受体2（Ephrin type-A receptor 2, EPHA2）抗体（货

号：ab314085）、兔抗人VEGFA（货号：ab52917）、兔抗人

HIF-1α抗体（货号：ab179483）、鼠抗人GAPDH抗体（货

号：ab8245）、HRP标记的山羊抗兔 IgG（货号：ab6721）、

HRP标记的山羊抗鼠IgG（货号：ab6789）和Transwell小

室购自美国Abcam公司，引物由上海生工生物公司设

计并合成，sh-SHCBP1及其阴性对照（sh-NC）购自上海

汉恒生物公司，PI3K激活剂740Y-P购自上海麦克林生

化科技股份有限公司，Lipofectamine 3000 试剂盒、

CCK-8试剂盒和Matrigel基质胶购自上海碧云天生物

科技公司。

1.2  生物信息学分析与细胞筛选

采用 GEPIA（http://gepia.cancer-pku.cn/）平台分

析 SHCBP1 mRNA在CRC及癌旁组织的表达水平。

随后，在细胞模型上进行进一步验证并筛选CRC中

合适的研究对象。使用 TRIzol 试剂提取细胞总

RNA，经反转录过程生成 cDNA 后，采用 SYBR 

Green Mix进行 qRT-PCR以评估目标基因的转录水

平。以GAPDH为内参基因，通过2-ΔΔCT法计算目标基

因的相对表达量。GAPDH正向引物：5'-TCAACA 

CTTTGTCCAGGGGTCTTTC-3'，反向引物：5'-GCT 

GGTGGTCCAGAGATTAATACCA-3'；SHCBP1 正向

引物：5'-GCTACCGTGATAAACCAGGTTC-3'，反向

引物：5'-AGGCTCTGAATCGCTCATAGA-3'。同时，

采用WB法检测SHCBP1蛋白表达水平，所用一抗为

抗 SHCBP1（1∶1 000），于 4 ℃反应过夜。次日，用

TBST 洗涤 3 次，每次 10 min，随后与相应的 HRP

标记二抗（山羊抗兔 IgG，1∶5 000；山羊抗小鼠

IgG，1∶5 000）室温孵育 1 h，再次用TBST充分洗涤。

采用ECL试剂显影，使用 ImageJ v1.8软件分析条带

灰度值。目标蛋白的相对表达量以其与内参

GAPDH灰度值的比值表示。

1.3  WB法检测 SHCBP1对Caco-2细胞 PI3K/AKT/

mTOR信号通路蛋白表达的影响

使用RIPA蛋白裂解液提取各组Caco-2细胞的

总蛋白，经BCA法测定浓度后，将等量蛋白样品进行

10% SDS-PAGE分离并电转至PVDF膜上。用5%脱

脂牛奶室温封闭 1 h 后，加入以下一抗：SHCBP1

（1∶1 000）、PI3K（1∶1 000）、p-PI3K（1∶1 000）、AKT

（1∶2 000）、p-AKT（1∶2 000）、mTOR（1∶1 000）、

p-mTOR（1∶1 000）、EPHA2（ 1∶1 000）、VEGFA

（1∶1 000）、HIF-1α（ 1∶1 000）及 内 参 GAPDH

（1∶5 000），于4 ℃反应过夜。次日，加入相应的HRP

标记的二抗（山羊抗兔 IgG，1∶5 000；山羊抗鼠

IgG，1∶5 000），于室温反应1 h。最后，采用ECL试

剂进行显影、成像，并使用 ImageJ v1.8软件对蛋白条

带灰度值进行定量分析。

1.4  通过 shRNA 转染构建 SHCBP1 敲低的 Caco-2

细胞模型

将Caco-2 细胞分为 4 个实验组：Con组（空白
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对照未转染）、sh-NC 组（转染阴性对照 sh-NC）、

sh-SHCBP1 组（转 染 sh-SHCBP1）、sh-SHCBP1 + 

740Y-P 组（ 转 染 sh-SHCBP1 + 740Y-P）。 使 用

Lipofectamine 3000 试剂盒，参照说明书进行转染。

转染48 h后，将sh-SHCBP1 + 740Y-P组加入30 μmol/L

的PI3K激活剂740Y-P处理1 h，剂量参考既往研究[9]

设定。所有实验均独立重复 3 次。为验证敲低效

率，于处理结束后收集细胞，采用如 1.2 所述的

qRT-PCR 和 WB 法检测 SHCBP1 在 mRNA 和蛋白

水平的表达。

1.5  CCK-8 法检测 SHCBP1 敲低及 740Y-P 处理对

Caco-2细胞增殖活性的影响

将各组Caco-2 细胞悬液调整至密度为 5 × 104

个/mL，按 100 μL/孔接种至 96 孔板内，分别培养 0、

24、48、72及 96 h。在每个培养周期结束后，向各孔

添加10 μL CCK-8溶液，继续孵育2 h。最后，用酶标

仪在 450 nm波长处检测各孔的光密度（D）值，以评

估Caco-2细胞的增殖能力。

1.6  细胞划痕实验检测SHCBP1敲低及740Y-P处理

对Caco-2细胞迁移能力的影响

将各组Caco-2细胞以 5 × 104个/mL的密度均匀

接种于6孔培养板中，置于37 ℃、5% CO2的标准细胞

培养条件下孵育，待细胞汇合度至 90%时进行后续

操作。随后，在培养板表面进行垂直划线处理，以界

定细胞迁移的初始边界。完成划线后，PBS轻柔洗涤

培养孔 3次，以去除漂浮细胞，确保实验准确性。洗

涤完成后，更换为无血清培养基继续置于标准培养

条件下孵育 24 h，以观察其迁移行为。分别于孵育 0和

24 h时，在倒置显微镜下采集图像，测量划痕宽度，计

算细胞划痕愈合率。划痕愈合率 = （0 h划痕宽度 - 

24 h划痕宽度）/0 h划痕宽度 × 100%。

1.7  Transwell 实验检测 SHCBP1 敲低及 740Y-P 处

理对Caco-2细胞侵袭能力的影响

首先，在Transwell小室（孔径 8.0 μm）的聚碳酸

酯膜上侧，于冰预冷条件下均匀铺覆50 μL经无血

清DMEM 培养基稀释的 Matrigel 基质胶（稀释比

例 1∶8），随后置于 37 ℃培养箱中固化 1 h以形成基

质胶屏障。将处于对数生长期的Caco-2细胞用无血

清DMEM培养基重悬，调整细胞浓度为 1 × 105个/mL，

取200 μL细胞悬液接种至已铺胶的Transwell小室上

室，在下室中加入500 μL含20% FBS的DMEM培养

基作为趋化诱导剂，并将培养板置于 37 ℃、5% CO2

的培养箱中孵育 24 h。孵育结束后，取出小室，用棉

签轻轻擦净上室膜表面的Matrigel胶及未侵袭的细

胞。随后，将小室置于 4% 多聚甲醛中室温固定

20 min，弃去固定液后，再用 0.1% 结晶紫溶液染

色30 min。经PBS轻柔漂洗后，于倒置显微镜下随机

选取5个视野，计数每个视野内侵袭至下表面的细胞

数，取平均值以评估细胞侵袭能力。

1.8  基于Matrigel的三维培养实验检测 SHCBP1敲

低及740Y-P处理对Caco-2细胞VM形成能力的影响

将Matrigel基质胶于4 ℃冰箱过夜解冻，所有后

续操作在冰上进行以保持其液态。向预冷的96孔板

中每孔加入50 μL Matrigel胶，随后置于37 ℃培养箱

中孵育30 min，待其完全凝固形成基质层。收集处于

对数生长期的 Caco-2 细胞，用含 2% FBS 的 DMEM

培养基重悬，并将细胞浓度调整为1 × 105个/mL。随

后，每孔加入100 μL细胞悬液（即每孔接种1 × 104个

细胞）。将培养板置于 37 ℃、5% CO₂的培养箱中连

续培养12 h。孵育结束后，于倒置显微镜下观察并采

集图像。使用 Image J软件分析管状结构的分支点

数，来定量评估细胞的VM形成能力。

1.9  统计学处理

本研究每组设置3个复孔，所有实验均独立重复

3次。实验数据分析使用 SPSS 23.0统计软件进行，

符合正态分布的计量数据以 x̄ ± s 表示。两组间比较

采用 t检验进行，多组间比较采用ANOVA进行检验。

以P < 0.05或P < 0.01表示差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  SHCBP1在CRC组织和细胞中呈高表达

通过 GEPIA 数据库分析发现，SHCBP1 mRNA

在 CRC 组织中的表达水平显著高于癌旁组织

（P < 0.05，图 1A）。在细胞水平检测中，qRT-PCR与

WB法检测结果表明，与正常结肠上皮细胞CCD841

相比，SHCBP1在CRC细胞（SW480、HCT116、Caco-2

和LoVo）中表达显著上调（P < 0.05），其中在Caco-2

细胞中的表达量最高（图1B、C）。

2.2  SHCBP1敲低显著抑制Caco-2细胞增殖、迁移

和侵袭和VM

qRT-PCR与WB的结果（图 2）显示，与 sh-NC组

相比，sh-SHCBP1 组细胞中的 SHCBP1 mRNA 和蛋

白表达水平均显著下调（均P < 0.05），表明敲低模型

构建成功。功能学实验结果（图 3、图 4）表明，敲低

SHCBP1可显著抑制Caco-2细胞的恶性表型。具体

而言，与Con组和 sh-NC组相比，sh-SHCBP1组的细

胞增殖活性、划痕愈合能力、穿膜细胞数量和形成的

小管数均明显减少（均P < 0.05）。而使用PI3K激活

剂 740Y-P处理后（sh-SHCBP1 + 740Y-P组），上述被

抑制的细胞功能得到显著恢复（均P < 0.05）。
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A：GEPIA数据库中CRC组织与癌旁组织之间SHCBP1的mRNA表达比较；B：qRT-PCR检测SHCBP1在Caco-2细胞中表达水平；

C：WB检测SHCBP1在Caco-2细胞中表达水平。*P < 0.05。

图1   SHCBP1在CRC组织和细胞中表达上调（n = 3）

A：sh-NC组与 sh-SHCBP1组mRNA相对表达量比较；B：sh-

NC组与 sh-SHCBP1组蛋白相对表达量比较。与 sh-SHCBP1

组mRNA相对表达量比，*P < 0.05；与 sh-SHCBP1组蛋白相对

表达量比，*P < 0.05。

图2    sh-SHCBP1转染效率验证（n = 3）

图3  SHCBP1对Caco-2细胞增殖能力的影响（n = 3）

2.3  SHCBP1 敲低使 VM 相关蛋白表达下调，抑制

PI3K/AKT/mTOR信号通路激活

VM 相关 蛋 白 的 WB 检 测 结 果（图 5A）显

示 ，sh-SHCBP1 组的 HIF-1α、EPHA2 和 VEGFA 蛋

白表达水平与 Con 组和 sh-NC 组相比显著下调

（P < 0.05）；而在sh-SHCBP1基础上加入 740Y-P干预

后（sh-SHCBP1 + 740Y-P组），上述 3 种蛋白的表达

水平明显回升（P < 0.05）。通路蛋白的WB检测结

果（图5B）显示，sh-SHCBP1组细胞的p-PI3K、p-AKT

和p-mTOR蛋白表达水平与Con组和sh-NC组相比显著

降低（P < 0.05）；而h-SHCBP1 + 740Y-P组的p-PI3K、p-

AKT和 p-mTOR蛋白表达水平较 sh-SHCBP1组显著

增加（P < 0.05）。在所有实验中，Con组与 sh-NC组

间各检测蛋白（包括VM相关蛋白及通路蛋白）的表

达水平均无显著差异（P > 0.05）。

3  讨  论

尽管CRC的分子生物学研究已取得一定进展，

但患者预后改善仍不理想，亟需探索新的关键致癌

分子及调控机制，以挖掘有效治疗靶点。SHCBP1作

为一种关键的信号接头蛋白[10]，已被证实在细胞增殖

中发挥作用，其表达上调与多种增生性病理过程相

关[11]。近年研究发现，SHCBP1在食管鳞状细胞癌[12]、

前列腺癌[13]等多种恶性肿瘤中异常高表达，可介导多

种癌细胞的恶性表型[14] ，驱动肿瘤进展。然而，该蛋

白在CRC中是否具有类似功能，其具体作用机制如

何，目前尚未明确。这一重要知识缺口为本研究提

供了核心探索契机，以期为新的治疗策略提供理论

依据。

基于 GEPIA 的生物信息学分析初步验证了

SHCBP1在CRC细胞中普遍高表达，后续的qRT-PCR和

WB实验进一步筛选得到的显著表达 SHCBP1 的

Caco-2 细胞，这一表达特征提示其可能在 CRC 中

具有类似的促癌功能。基于此，以 Caco-2 细胞为

模 型 进 行 了 功 能 学 研 究 。 结 果 证 实 ，敲 低

SHCBP1 能有效抑制 Caco-2 细胞的增殖、迁移和

侵袭能力，明确了 SHCBP1 对 CRC 核心恶性表型

的调控作用，为后续机制探索提供了坚实的功能

学依据。
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A：细胞划痕实验；B：Transwell实验；C：三维培养Caco-2细胞的VM形成实验。*P < 0.05。

图4  SHCBP1敲低及740Y-P处理对Caco-2细胞迁移、侵袭及VM形成能力的影响（n = 3）

A：WB法检测SHCBP1对VM相关蛋白的影响；B：WB法检测SHCBP1对PI3K/AKT/mTOR通路相关蛋白的影响。*P < 0.05。

图5  SHCBP1敲低及740Y-P处理对VM及PI3K/AKT/mTOR通路相关蛋白的影响（n = 3）
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除上述对细胞增殖、迁移与侵袭等经典恶性表

型的调控外，本研究进一步探讨了SHCBP1在肿瘤血

管生成拟态中的作用。VM是一种不依赖于内皮细

胞的全新血管生成模式[15]，与肿瘤的高转移性及不良

预后密切相关[16-17]，是极具潜力的抗肿瘤治疗新靶

点。其形成过程受 HIF-1α、EPHA2、VEGFA 等关键

分子构成的精密网络协同调控[18]——HIF-1α在缺氧

微环境中启动VM相关基因转录[19]，EPHA2通过跨膜

信号传递介导细胞骨架重排[20-21]，VEGFA则通过受体

激活影响不同肿瘤细胞类型VM的形成[22]。本研究

发现，敲低 SHCBP1不仅能有效抑制Caco-2细胞的

VM 形成能力，还可同步下调 HIF-1α、EPHA2 与

VEGFA的蛋白表达水平，提示 SHCBP1可能通过调

控这些核心分子参与VM过程，进而促进CRC的恶

性进展。这一发现将SHCBP1的功能从传统的细胞

增殖调控拓展至肿瘤微循环重构领域，丰富了其致

癌机制的内涵。

PI3K/AKT/mTOR 信号通路是调控肿瘤细胞代

谢、增殖及侵袭的核心通路，其异常活化在CRC中极

为常见，且已有研究[23-24]证实该通路可通过调控

EPHA2等分子参与VM形成。然而，目前鲜有研究

报道 SHCBP1 与 PI3K/AKT/mTOR 信号通路的调控

关系，以及它们在CRC中的作用。因此，本研究通过

实验对这一假设进行了验证。通过敲低SHCBP1发

现，这一举措可显著降低 p-PI3K、p-AKT及 p-mTOR

的磷酸化水平，而加入 PI3K激活剂 740Y-P后，不仅

可逆转通路的抑制状态，还能恢复HIF-1α、EPHA2等

VM相关蛋白的表达及Caco-2细胞的恶性表型。这

一系列结果构成了从“表型”到“通路”再到“下游效

应分子”的完整证据链，揭示了 SHCBP1 通过激活

PI3K/AKT/mTOR 信 号 通 路 ，进 而 调 控 HIF-1α/

EPHA2/VEGFA网络，最终促进VM形成的新机制。

综上所述，本研究的发现为将SHCBP1及其下游

通路作为 CRC 治疗的新靶点提供了实验依据。然

而，本研究亦存在局限性。目前的结论主要基于单

一细胞（Caco-2）模型得出，不同CRC细胞可能具有

独特的生物学特性，因此SHCBP1的作用机制在其他

CRC细胞中可能存在差异。未来研究需在更广泛的

CRC细胞模型及临床样本中验证发现的普遍性，并

利用动物模型在体评估靶向SHCBP1的治疗潜力，以

推动其向临床转化。
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