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［摘要］ 目的 探讨解毒三根汤抗结肠癌侵袭转移的可能作用机制。 方法 在结肠癌 SW480 细胞中建立蛋
白激酶 B ( AKT) 敲减和相应阴性的细胞稳定株。实验分为阴性对照组、阴性三根汤组、AKT 敲减对照组、
AKT敲减三根汤组。首先用终浓度为 50 ng /ml 表皮细胞生长因子诱导各组细胞 48 h 建立上皮间质转化
( EMT) 模型。再用 6 g /L解毒三根汤干预阴性三根汤组和 AKT 敲减三根汤组 48 h。通过划痕实验、Transwell
迁移和侵袭实验观察细胞侵袭转移能力，采用 Western blot 法检测 EMT 相关标记物 ( E-cadherin、N-cadherin、
Vimentin、Occludin、Twist、Slug、Snail、ZEB1) 及蛋白激酶 B /糖原合成酶激酶 3β ( AKT /GSK-3β) 信号通
路相关蛋白表达。 结果 与阴性对照组比较，其余 3 组细胞 12 h及 24 h迁移距离均缩短，迁移及侵袭过膜
细胞数均减少 ( P ＜ 0. 05) ; 与 AKT敲减对照组比较，AKT敲减三根汤组细胞 12 h及 24 h迁移距离缩短，迁
移及侵袭过膜细胞数减少 ( P ＜ 0. 05 ) 。与阴性对照组比较，其余 3 组细胞 E-cadherin、Occludin 上调，
N-cadherin、Vimentin、Slug、Twist、Snail 、ZEB1、AKT、GSK-3β下调 ( P ＜ 0. 05) 。与 AKT 敲减对照组比
较，AKT敲减三根汤组 E-cadherin、Occludin 上调，N-cadherin、Vimentin、Snail、Slug、Twist、ZEB1、AKT、
GSK-3β下调 ( P ＜ 0. 05) 。 结论 解毒三根汤可能通过 AKT /GSK-3β 信号通路逆转结肠癌细胞的 EMT，从
而抗结肠癌侵袭转移。
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结直肠癌 ( colorectal cancer，CＲC) 是常见消
化道恶性肿瘤之一，其发病率在美国排第三［1］，

在中国排第五［2］。目前手术、放疗、化疗、靶向
治疗已成为 CＲC 治疗的主要方法，但中晚期 CＲC
发生侵袭转移是其疗效不理想的主要原因，也是致

死的关键因素［3］。因此，寻找安全有效的药物来
抑制 CＲC侵袭转移是当前研究的热点和难点。解
毒三根汤为浙江省中医院从 20 世纪 70 年代开始在
临床上广泛应用于结肠癌治疗的经验方，由藤梨

根、虎杖根、水杨梅根组成。我们前期研究［4 － 5］发

现，解毒三根汤能逆转结肠癌细胞的上皮间质转化

( EMT) 及抑制结肠癌的侵袭转移，但具体机制尚
未明确。EMT 指上皮细胞失去极性，转变为具有
活动能力、能自由移动的间质细胞的生物学过
程［6］。EMT使肿瘤细胞间失去相互黏附作用，导
致细胞侵袭、运动能力增强，从而启动肿瘤的恶性
进展［7］。而 EMT的发生发展受多条信号通路的调
节，其中蛋白激酶 B /糖原合成酶激酶 3β ( AKT /
GSK-3β) 是最重要的的信号通路之一。研究表明，
AKT /GSK-3β信号通路调控着多种肿瘤细胞的 EMT
和侵袭转移能力［8 － 9］。因此，我们从 AKT /GSK-3β
信号通路入手，探讨解毒三根汤抗结肠癌侵袭转移

的可能作用机制。

1 材料

1. 1 细胞株及细胞培养
人结肠癌细胞株 SW480，购自上海中国科学
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院典型培养物保藏委员会细胞库。培养于含 10%
胎牛血清和 1%的青-链双抗的 1640 培养基中，置
于 5%CO2、37℃恒温细胞培养箱中培养，2 ～ 3 天
传代，细胞生长状态良好时用于实验。
1. 2 主要试剂
嘌呤霉素 ( 货号: ST551) 购于上海吉凯基因

化学技术有限公司; 胎牛血清 ( FBS，货号:
10082147 ) 购于美国 Gibco 公司; 1640 培养液
( 货 号: GNM31800 ) 、 胰 蛋 白 酶 ( 货 号:
GNM25200) 均购于杭州吉诺生物医药技术有限公
司; Puromycin ( 货号: ＲEVG1001 ) 购于上海吉凯
公司; 表皮细胞生长因子 ( EGF，货号: 236-EG-
200 ) 购于美国 Ｒ＆D SYSTEMS; Transwell 小室
( 8μm，24 孔，货号: 3422 ) 、Matrigel 胶 ( 货号:
356234) 均购于 Corning 公司; 结晶紫 ( 货号:
C0528-25g) 购于上海生工生物工程有限公司; 4%
多聚甲醛 ( 货号: AＲ1068 ) 购于 BOSTEＲ 公司;
波形蛋白 ( Vimentin) 抗体 ( 货号: 5741S) 、AKT
抗 体 ( 货 号: 4691S ) 均 购 于 Cell Signaling
Technology公司; N-钙黏蛋白 ( N-Cadherin ) 抗体
( 货号: 76011 ) 、E-钙黏蛋白 ( E-Cadherin ) 抗体
( 货号: 76319) 、Slug 抗体 ( 货号: 27568 ) 、Snail
抗 体 ( 货 号: 3879S ) 、 Twist 抗 体 ( 货 号:
175430) 均购于 Abcam 公司; 兔二抗 ( 货号:
DW-GAＲ007) 、鼠二抗 ( 货号: DW0990 ) 、β-actin
抗体( 货号: 66009-1-Ig) 、紧密连接蛋白 ( Occludin)
抗体 ( 货号: 13409-1-AP) 、GSK-3β 抗体 ( 货号:
22104-1-AP) 、ZEB1 抗体 ( 货号: 21544-1-AP) 均
购于 Proteintech公司。
1. 3 主要仪器
倒置显微镜 ( Olympus 公司，型号: CX22 ) ;

台式冷冻多用离心机 ( 型号: Micro21Ｒ) 、CO2 培

养箱 ( 型号: TC3111) 、多功能全波长酶标仪 ( 型
号: Multiskan Spectrum ) 均为 Thermo 公司产品;
蛋白印迹检测系统 ( Bio-Ｒad 公司，型号: Chemi-
Doc Touch) 。
1. 4 解毒三根汤的制备
解毒三根汤由藤梨根、水杨梅根、虎杖根按照

1 ∶ 1 ∶ 1 的比例组成，购自浙江省中医院中药房。
藤梨根 ( 批号: 20160721 ) 、水杨梅根 ( 批号
20160810) 、虎杖根 ( 批号: 20160702 ) ，均产自
浙江。解毒三根汤混合提取物由中国药科大学制
备，最终制备成含生药浓度为 2 g /ml 的母液，分
装灭菌备用。

2 方法

2. 1 转染实验
本研究在结肠癌 SW480细胞中成功建立了 AKT

敲减和相应阴性 ( 无敲减) 的细胞稳定株。AKT
敲减的质粒及慢病毒包装由上海吉凯基因化学技术

有限公司协助完成。设计了 3 条 AKT1-siＲNA 序列
及 1 条阴性对照 ＲNA 序列，根据敲减效率选择其
中敲减效率最高的 AKT1-siＲNA序列进行质粒构建
和慢病毒包装，感染 SW480 细胞株 ［感染条件:
感染复数 ( MOI ) = 10，感染时间为 16 h］，感染
72 h 后用含嘌呤霉素的培养液筛选 ( 浓度为
1. 5μg /ml) 。经 TＲ-PCＲ及 Western Blot 分别验证，
建立稳定敲减 AKT及无敲减的细胞株用于后续实验。
2. 2 实验分组及模型建立
实验分为阴性对照组、阴性三根汤组、AKT

敲减对照组、AKT 敲减三根汤组。首先用终浓度
为 50 ng /ml EGF 干预 4 组诱导阴性细胞及 AKT 敲
减细胞 48 h后，建立 EMT模型［10］。
2. 3 划痕实验
实验时用 2 × 105 /ml 的 SW480 细胞接种于 6

孔培养板中，细胞贴壁后用 50 ng /ml的 EGF处理 4
组细胞 48 h建立 EMT 模型。然后根据前期实验结
果［9］再用 6 g /L 解毒三根汤干预阴性三根汤组和
AKT 敲减三根汤组 48 h。细胞铺满孔底后，用
200μl的枪头垂直于背后的横线划痕; 用 PBS 漂洗
3 次，除去悬浮的细胞，加入无血清培养基 3 ml;
放入 5%CO2、37℃培养箱培养; 每组随机取 3 个
视野，分别于 12 h、24 h在 100 倍光学显微镜下拍
照，应用 Image-Pro Plus Version 6. 0 软件测量迁移
距离 ( 以像素值表示) 。实验重复 3 次。
2. 4 Transwell迁移实验
取加药处理完成的细胞 ( 加药处理同划痕实

验) ，消化离心后用无血清培养液调整细胞浓度为

2 × 106 /ml，每个 Transwell 小室的上室加入 200μl
细胞悬液，下室加入 600μl 胎牛血清; 37℃、5%
CO2 恒温培养箱培养 48 h，取出小室，吸去上室培
养基后用棉签小心除去未过膜的细胞，PBS 轻轻洗
上室 1 遍; 4%多聚甲醛固定 20 mim，PBS 洗 1 遍
风干; 0. 1%结晶紫染色 30 min，PBS 洗 2 遍; 显
微镜下 ( 400 倍) 观察并拍照计数。
2. 5 Transwell侵袭实验
用预冷后的枪头将过夜液化的 Matrigel 人工基

质胶与 4℃预冷的无血清培养基 1 ∶ 4 比例混合，
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每个 Transwell小室的上室均匀铺入 40μl稀释过的
Matrigel胶，此步操作均在冰上进行。将铺好胶的
小室放入恒温培养箱 1h 使胶固化; 余下步骤同
Transwell迁移实验。
2. 6 Western Blot法检测 EMT相关标记物及 AKT /
GSK-3β信号通路相关蛋白的表达

EMT 相关标记物有 E-cadherin、N-cadherin、
Vimentin、 Twist、 Slug、 Occludin、 Snail、 ZEB1，
AKT /GSK-3β信号通路相关蛋白有 AKT、GSK-3β。
药物干预后 ( 加药处理同划痕实验) 各组提取总

蛋白; 蛋白浓度测定并计算上样量; 聚丙烯酰胺凝

胶电泳 ( SDS-PAGE 电泳) 、转膜、封闭后，一抗
孵育 4℃层析柜过夜，TBST 漂洗 3 次; 二抗孵育
2 h 后 TBST 漂洗 3 次; 显影。用 Image-Pro Plus
Version 6. 0 软件分析目的条带的积分光密度
( IOD) 值。
2. 7 统计学方法
采用 SPSS 22. 0 统计软件进行分析。计量资料

符合正态分布以均数 ±标准差表示，进行单因素方
差分析，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

3 结果

3. 1 人结肠癌稳转 AKT敲减及相应阴性的 SW480
细胞株构建结果

选 择 AKT1-ＲNAi ( 17646-1 ) 、 AKT1-ＲNAi
( 17647-1 ) 、AKT1-ＲNAi ( 19127-1 ) 3 条序列和 1
条阴性对照序列进行比较。表 1 示，与阴性对照序
列比较，其余 3 条 siＲNAi 序列细胞中 AKT mＲNA
表达 均 降 低 ( P ＜ 0. 05 ) 。其 中 AKT1-ＲNAi
( 17646-1 ) 序列 AKT 基因敲减效率最高，达到
83. 5%，故选择此序列为最佳干扰序列。进一步采
用 Western Blot法检测细胞在筛选的序列干扰下细
胞中 AKT蛋白表达情况。结果显示: SW480 细胞
与阴性对照序列细胞中 AKT 蛋白表达无差异，而
AKT1-ＲNAi ( 17646-1) 序列细胞中 AKT 蛋白表达
较 SW480 细胞与阴性对照序列细胞明显减少，详见
图 1。以上结果说明人结肠癌稳转 AKT 敲减及相应
阴性的 SW480细胞株构建成功，可进行后续实验。
3. 2 各组细胞划痕实验不同时间细胞迁移距离比较
表 2 示，与阴性对照组比较，其余 3 组细胞

12 h及 24 h 迁移距离均明显缩短 ( P ＜ 0. 05 ) ; 与
AKT 敲减对照组比较，AKT 敲减三根汤组细胞
12 h及 24 h 迁移距离也缩短 ( P ＜ 0. 05 ) ; 与阴性
三根汤组比较，AKT 敲减三根汤组细胞 12 h 及
24 h迁移距离延长 ( P ＜ 0. 05) 。说明 AKT 敲减和

解毒三根汤均可抑制细胞的迁移，但 AKT 敲减后
解毒三根汤抑制细胞迁移的能力减弱。

表 1 各序列细胞中 AKT mＲNA
表达比较( /GAPDH，珋x ± s)

序列 样本数 AKT mＲNA

阴性对照序列 3 1. 006 ± 0. 004
AKT1-ＲNAi( 17646-1) 序列 3 0. 165 ± 0. 017*

AKT1-ＲNAi( 17647-1) 序列 3 0. 546 ± 0. 066*

AKT1-ＲNAi( 19127-1) 序列 3 0. 203 ± 0. 062*

注: AKT，蛋白激酶 B; 与阴性对照序列比较，* P ＜ 0. 05

注: AKT，蛋白激酶 B; A，SW480 细胞; B，阴性对照序列细

胞; C，AKT1-ＲNAi ( 17646-1) 序列细胞

图 1 AKT在不同细胞中蛋白表达电泳图

表 2 各组细胞 12 h、24 h细胞迁移距离
比较 ( 像素值，珋x ± s)

组别 样本数 12 h 24 h

阴性对照组 9 90. 05 ± 20. 48 200. 08 ± 20. 77
阴性三根汤组 9 19. 75 ± 9. 69＊△ 40. 11 ± 10. 33＊△

AKT敲减对照组 9 72. 88 ± 14. 56＊△ 111. 11 ± 21. 52＊△

AKT敲减三根汤组 9 60. 27 ± 7. 03* 91. 64 ± 5. 12*

注: 与阴性对照组比较，* P ＜ 0. 05; 与 AKT敲减三根汤组比

较，△P ＜ 0. 05

3. 3 各组细胞 Transwell迁移及侵袭实验结果比较
表 3 示，与阴性对照组比较，其余 3 组迁移及

侵袭过膜细胞数均明显减少 ( P ＜ 0. 05 ) ; 与 AKT
敲减对照组比较，AKT 敲减三根汤组迁移及侵袭
过膜细胞数也减少 ( P ＜ 0. 05 ) ; 与阴性三根汤组
比较，AKT敲减三根汤组迁移及侵袭过膜细胞数
增加 ( P ＜ 0. 05) 。说明解毒三根汤和 AKT 敲减均
可抑制 SW480 细胞的迁移和侵袭，而 AKT 敲减后
解毒三根汤抑制结肠癌 SW480 细胞迁移及侵袭的
能力减弱。

表 3 各组细胞 Transwell实验迁移过膜细胞数及
侵袭过膜细胞数比较 ( 个，珋x ± s)

组别 样本数 迁移过膜细胞数 侵袭过膜细胞数

阴性对照组 9 90. 07 ± 6. 74 73. 33 ± 5. 48
阴性三根汤组 9 9. 21 ± 2. 29＊△ 13. 11 ± 1. 97＊△

AKT敲减对照组 9 50. 25 ± 4. 99＊△ 38. 56 ± 4. 83＊△

AKT敲减三根汤组 9 42. 96 ± 3. 91* 35. 56 ± 8. 16*

注: 与阴性对照组比较，* P ＜ 0. 05; 与 AKT敲减三根汤组比

较，△P ＜ 0. 05

·3041·中医杂志 2019 年 8 月第 60 卷第 16 期 Journal of Traditional Chinese Medicine，2019，Vol． 60，No． 16



表 4 各组细胞上皮间质转化相关标记物及 AKT /GSK-3β信号通路相关蛋白表达比较 ( IOD值，珋x ± s)

组别 样本数 E-cadherin N-cadherin Vimentin Twist Slug

阴性对照组 3 364. 03 ± 31. 53 1645. 06 ± 51. 41 1295. 76 ± 80. 34 2481. 80 ± 101. 00 1165. 43 ± 88. 78
阴性三根汤组 3 1782. 93 ± 81. 45＊△ 161. 72 ± 21. 00＊△ 132. 35 ± 20. 66＊△ 893. 33 ± 65. 71＊△ 261. 94 ± 31. 00＊△

AKT敲减对照组 3 838. 49 ± 52. 16＊△ 328. 12 ± 25. 71＊△ 642. 85 ± 46. 81＊△ 2165. 73 ± 102. 01＊△ 616. 54 ± 25. 51＊△

AKT敲减三根汤组 3 1104. 87 ± 79. 94* 272. 91 ± 24. 58* 587. 92 ± 46. 81* 1350. 47 ± 82. 29* 347. 33 ± 45. 51*

组别 样本数 Occludin Snail ZEB1 AKT GSK-3β

阴性对照组 3 1348. 83 ± 79. 74 1923. 6 ± 91. 97 1212. 13 ± 64. 09 2083. 33 ± 90. 64 1069. 17 ± 65. 63
阴性三根汤组 3 1735. 06 ± 77. 07* 248. 55 ± 46. 82＊△ 947. 03 ± 65. 65＊△ 555. 55 ± 20. 44＊△ 274. 48 ± 31. 59＊△

AKT敲减对照组 3 1569. 40 ± 81. 97＊△ 920. 67 ± 64. 09＊△ 631. 54 ± 57. 65＊△ 56. 12 ± 5. 57＊△ 421. 89 ± 56. 51＊△

AKT敲减三根汤组 3 1773. 80 ± 90. 91* 764. 67 ± 50. 24* 423. 93 ± 38. 73* 42. 77 ± 10. 93* 372. 47 ± 20. 51*

注: E-cadherin，E-钙黏蛋白; N-cadherin，N-钙黏蛋白; Vimentin，波形蛋白; Occludin，紧密连接蛋白; AKT，蛋白激酶 B; GSK-3β，糖

原合成酶激酶 3β; 与阴性对照组比较，* P ＜ 0. 05; 与 AKT敲减三根汤组比较，△P ＜ 0. 05

3. 4 各组细胞 EMT相关标记物及 AKT /GSK-3β信
号通路相关蛋白表达比较

表 4 示，与阴性对照组比较，其余 3 组细胞
E-cadherin、Occludin 上调，N-cadherin、Vimentin、
Twist、Slug、 Snail、 ZEB1、 AKT、 GSK-3β 下 调
( P ＜ 0. 05 ) 。与 AKT 敲减对照组比较，AKT 敲减
三根汤组 E-cadherin、Occludin 上调，N-cadherin、
Vimentin、Slug、Twist、Snail、ZEB1、AKT、GSK-3β
下调 ( P ＜0. 05)。与阴性三根汤组比较，AKT敲减三
根汤组 E-cadherin、ZEB1、AKT 下调，N-cadherin、
Vimentin、Twist、Slug、Snail、GSK-3β 上调 ( P ＜
0. 05) 。以上表明 AKT基因敲减和解毒三根汤干预
均可使 AKT /GSK-3β 信号通路失活，在一定程度
上逆转结肠癌细胞的 EMT。但在 AKT 基因敲减，
AKT /GSK-3β信号通路失活状态下，解毒三根汤逆
转结肠癌细胞 EMT 的作用明显减弱。各组细胞
EMT相关标记物及 AKT /GSK-3β 信号通路相关蛋
白电泳图见图 2。

4 讨论

结直肠癌归属于中医学 “锁肛痔” “肠中积”
“肠覃”“肠辟”等范畴。《外科正宗》云: “蕴毒
结于脏腑，火热流注肛门，结而为肿”，阐明热毒
内蕴与 CＲC的发生密不可分。近年来越来越多的
研究证实，清热解毒中药能抑制肿瘤细胞的迁移及

侵袭，从而阻止肿瘤浸润的发生及转移灶的形

成［11］。解毒三根汤中藤梨根性凉，味酸、涩，具
有清热解毒、祛风除湿、利尿止血等功效，主要含
有表儿茶素、大黄素、槲皮素等化学成分［12］。王
银辉等［13］用藤梨根制剂干预卵巢癌细胞发现其可

以调节基质金属蛋白酶 2 ( MMP-2 ) 、基质金属蛋
白酶 9 ( MMP-9 ) 和基质金属蛋白酶抑制剂 1
( TIMP-1) 的表达，进而抑制卵巢癌 A2780 细胞的

注: 1，阴性对照组; 2，阴性三根汤组; 3，AKT敲减对照组;

4，AKT敲减三根汤组; AKT，蛋白激酶 B; GSK-3β，糖原合

成酶激酶 3β; 波形蛋白; Occludin; E-cadherin，E-钙黏蛋白;

N-cadherin，N-钙黏蛋白; Vimentin，紧密连接蛋白

图 2 各组细胞上皮间质转化相关标记物及
AKT /GSK-3β信号通路相关蛋白电泳图

增殖、迁移及侵袭能力。水杨梅根性凉，味苦，具
有清热解表、活血解毒等功效，主要含有 5 7-二羟
基-2-甲基色原酮-7-O-β-D-葡萄糖苷、东莨菪苷、
齐墩果酸等有效成分［14］。叶勇等［15］研究证实，水
杨梅根提取物对直肠癌细胞具有明显的增殖抑制作

用。虎杖根性微寒，味苦，具有活血散瘀、祛风通
络、清热利湿、解毒等功效，主要含有蒽醌类、二
苯乙烯类、黄酮类、香豆素类化合物等，也具有显
著的抗肿瘤作用［16］。

EMT使肿瘤细胞间失去相互黏附作用，导致
细胞侵袭、运动能力增强，从而启动肿瘤的恶性进
展［17］。当肿瘤细胞发生 EMT 时，增强细胞间黏附
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的蛋白如 E-cadherin等表达减少，间质细胞的分子
标志物如 Vimentin、纤维黏连蛋白、基质金属蛋白
酶及 N-cadherin等表达增加，从而导致细胞之间黏
附能力下降或丧失，细胞间连接松散、失去极性，
获得更强侵袭、运动能力［18］。EMT 的发生由多种
转录因子调节，包括锌指蛋白家族 ( Snail，Slug) 、
bHLH转录家族 ( Twist、E47) 、ZEB家族 ( ZEB1、
ZEB2) 等［19］。其中 Snail /Slug可与 Smad作用蛋白
( Sip1) 竞争性结合 E-cadherin启动子区 E-box序列，
抑制 E-cadherin 表达，促进 Vimentin 上升，诱导
EMT发生［20］。而 Twist 的异常表达导致 E-cadherin
下调或缺失，促进 EMT 的发生［21］，且 Twist 还可
通过增加 circ-10720 的表达来上调 Vimentin，诱发
EMT［22］。另有研究表明，增加 ZEB1 的表达可抑制
E-cadherin 的表达［23］; 而 ZEB1 功能受损 时，
E-cadherin的表达也被恢复［24］。本研究用解毒三根
汤干预结肠癌细胞 SW480 后，其 EMT 相关标记物
Snail、Slug、Twist、ZEB1 下调，表明解毒三根汤
可调节 EMT转录因子进而逆转结肠癌细胞的 EMT。
另外，有研究［25］表明，磷酸化的 AKT( p-AKT)

可以下调上皮标志物并上调间质标志物，促进

EMT; 相反，抑制 AKT 的磷酸化则可抑制 EMT。
GSK-3β是 AKT 的经典下游，常与 AKT 共同参与
EMT的发生发展［26］。AKT /GSK-3β 信号通路激活
后可上调 Snail 的表达，促进骨肉瘤细胞发生
EMT［27］; 而 AKT /GSK-3β 信号通路抑制后则可下
调 Slug、N-cadherin、Vimentin，从而逆转肺癌细胞
的 EMT状态［28］。本研究结果发现，解毒三根汤及
AKT基因敲减均可以逆转结肠癌细胞的 EMT 状态
及抑制其侵袭转移能力。同时 AKT 基因敲减后，
AKT /GSK-3β信号通路失活状态下，解毒三根汤逆
转结肠癌细胞的 EMT 状态及抑制其侵袭转移能力
的作用明显减弱，表明解毒三根汤可能通过 AKT /
GSK-3β信号通路逆转 EMT抗结肠癌侵袭转移。未
来我们将进一步寻找解毒三根汤抗肿瘤最有效的成

分及其相应作用靶点，以期为其临床应用推广提供

更好的证据。
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Effects of Jiedu Sangen Decoction ( 解毒三根汤) on Invasion and Metastasis of Colon Cancer SW480 Cells and
AKT /GSK-3β Signaling Pathway
ＲUAN Shanming1，ZHOU Mengmeng2，YUAN Li1，SHEN Minhe1

( 1． The First Affiliated Hospital of Zhejiang Chinese Medical University，Hangzhou 310006; 2． Quzhou People's Hospital，Zhejiang
Province)
ABSTＲACT Objective To investigate the possible mechanism of Jiedu Sangen Decoction ( 解毒三根汤) against
colon cancer invasion and metastasis． Methods Protein kinase B ( AKT) knockdown and corresponding negative
cell stable strains were successfully established in colon cancer SW480 cells． The experiment was divided into a nega-
tive control group，a negative Sangen Decoction group，a AKT knockdown control group，and a AKT knockdown San-
gen Decoction group． Epithelial-mesenchymal transition ( EMT) model was established by inducing epidermal growth
factor at a final concentration of 50 ng /ml for 48 h． The 6 g /L Jiedu Sangen Decoction was used to intervene in the
negative Sangen Decoction group and the AKT knockdown Jiedu Sangen Decoction group for 48 h． The invasion and
metastasis ability of cells was observed by scratch test，Transwell migration and invasion assay． EMT-related markers
( E-cadherin，N-cadherin，Vimentin，Occludin，Twist，Slug，Snail，ZEB1) and protein kinase B /glycogen synthase
kinase 3β ( AKT /GSK-3β) signaling pathway-associated protein expression were detected by Western blot． Ｒesults
Compared with the negative control group，the migration distances of the other 3 groups were shortened at 12 h and 24 h，
and the number of migration and invasion of membrane cells decreased ( P ＜ 0. 05) ． Compared with the AKT knock-
down control group，the migration distance was shortened at 12 h and 24 h in AKT knockdown Sangen Decoction
group，and the number of migration and invasion of membrane cells was decreased ( P ＜ 0. 05) ． Compared with the
negative control group，the E-cadherin and Occludin was up-regulated，and N-cadherin，Vimentin，Slug，Twist，
Snail，ZEB1，AKT and GSK-3β were down-regulated in the other 3 groups ( P ＜ 0. 05 ) ． Compared with the AKT
knockdown control group，E-cadherin and Occludin were up-regulated，N-cadherin，Vimentin，Snail，Slug，Twist，
ZEB1，AKT and GSK-3β were down-regulated in the AKT knockdown Sangen Decoction group ( P ＜ 0. 05 ) ．
Conclusion Jiedu Sangen Decoction may reverse the EMT of colon cancer cells through AKT /GSK-3β signaling
pathway，thus resisting colon cancer invasion and metastasis．
Keywords colon cancer; Jiedu Sangen Decoction ( 解毒三根汤) ; epithelial-mesenchymal transition; invasion and
metastasis; AKT /GSK-3β signaling pathway
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