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·论著·

健脾通络方通过调控 TGF-β1/SMAD4 信号通路抑 
制结直肠癌细胞上皮 - 间充质转化的机制研究

赵 勇 任建琳 严玉婷 周 霖 储金砚 袁晨越

【摘要】 目的 探究健脾通络方（JPTLR）对结直肠癌（CRC）细胞增殖、侵袭、

迁移和上皮 - 间充质转化（EMT）的影响及作用机制。方法 构建转化生长因子 -β
（TGF-β）高表达的 HCT116 细胞模型。将 HCT116 细胞分为对照（NC）组、NC＋

TGF-β1 组、JPTLR 组、JPTLR＋TGF-β1 组、LY2109761 组和 LY2109761＋TGF-β1 组。 
采用细胞划痕愈合实验和 Transwell 侵袭实验分别检测各组细胞的迁移、侵袭能

力。采用蛋白质印迹法检测各组细胞中 TGF-β1、SMAD4 及 EMT 相关蛋白表达 
水平。结果 与 NC 组相比，JPTLR 组的细胞划痕愈合率降低，细胞侵袭数量减少，

SMAD4 和波形蛋白（Vimentin）表达水平均显著降低，E- 钙黏蛋白（E-cadherin）
和紧密连接蛋白 -1（Claudin-1）表达水平均显著升高，差异均有统计学意义（P 均＜ 

0.05）。与 NC＋TGF-β1 组相比，JPTLR＋TGF-β1 组的 SMAD4 和 Vimentin 表达水平

均显著降低，E-cadherin 和 Claudin-1 表达水平均显著升高，差异均有统计学意义（P
均＜0.05）。结论 JPTLR 通过下调 HCT116 细胞中 SMAD4 的表达，使 E-cadherin、
Claudin-1 表达水平升高，Vimentin 表达水平降低，从而抑制 CRC 细胞的增殖、侵袭、

迁移及 EMT。
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Effects and mechanism of JPTLR in inhibiting epithelial-mesenchymal transition in 
colorectal cancer cells by regulating the TGF-β1/SMAD4 signaling pathway  ZHAO Yong, 
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【Abstract】 Objective  This paper attempts to investigate the effects and mechanisms of Jianpi 
Tongluo Recipe (JPTLR) on the proliferation, invasion, migration, and epithelial-mesenchymal transition 
(EMT) of colorectal cancer (CRC) cells. Methods  A high-expression transforming growth factor-β (TGF-β) 
HCT116 cell model was established. The HCT116 cells were divided into six groups: control (NC) group, 
NC＋TGF-β1 group, JPTLR group, JPTLR＋TGF-β1 group, LY2109761 group, and LY2109761＋TGF-β1 
group. The scratch healing assay and Transwell invasion assay were used to evaluate cell migration and 
invasion. The expression levels of TGF-β1, SMAD4, and EMT-related proteins were detected by Western 
blotting. Results  Compared to the NC group, the JPTLR group shows a significantly lower cell scratch 
healing rate, reduced number of invasive cells, decreased expression of SMAD4 and Vimentin, and increased 
expression of E-cadherin and Claudin-1, with statistically significant differences (P＜0.05). Compared 
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to the NC＋TGF-β1 group, the expression of SMAD4 and Vimentin in the JPTLR＋TGF-β1 group are 
decreased; the expression of E-cadherin and Claudin-1 are increased, with statistically significant differences 
(P＜0.05). Conclusion  JPTLR inhibits the proliferation, invasion, migration, and EMT of CRC cells by 
downregulating SMAD4 expression, increasing the expression of E-cadherin and Claudin-1, and decreasing 
the expression of Vimentin in HCT116 cells.

【Keywords】  Colorectal cancer; Jianpi Tongluo Recipe; Epithelial-mesenchymal transition; Invasion; 
Migration

结直肠癌（CRC）是一种常见的消化道肿瘤，

其居肿瘤相关死亡原因第 3 位 [1]。在肿瘤转移过程

中，肿瘤细胞从原发部位扩散，在远处形成继发

性肿瘤。上皮 - 间充质转化（EMT）是肿瘤转移过

程中的重要形态学变化 [2]。转化生长因子 -β （TGF-β）
信号通路在胚胎干细胞的自我更新和分化、维持

分化细胞的稳态，以及抑制免疫反应和肿瘤进展

等多个方面发挥作用，并可调节 EMT 过程 [3]。研

究表明，TGF-β1 在 CRC 组织中的表达水平较癌旁

组织显著升高 [4]。中医药是恶性肿瘤的重要辅助治

疗方式。在临床上，湿热和脾虚是 CRC 的常见证

型，CRC 的各个阶段均贯穿着脾虚证，其与 CRC
的进展密切相关。本课题组的前期研究结果表明，

健脾为主的扶正中药可延长 CRC 患者的术后总生

存期、晚期 CRC 患者的总生存期和无病生存期 [5-6]。

健脾通络方（JPTLR）是一种基于络病理论，针对中、

晚期 CRC 的临床经验方。本研究通过检测 JPTLR
对 TGF-β1/SMAD4 信号通路表达，以及 CRC 细胞

侵袭、迁移和 EMT 的影响，探索其对 CRC 的疗效

及相关作用机制。

1 材料与方法

1.1 实验材料

人 CRC 细胞 HCT116 购自中科院上海生命科

学研究院细胞库。DMEM 高糖培养基、胎牛血清、

胰蛋白酶均购自美国 Gibco 公司，人源 TGF-β1 检

测试剂盒、CCK-8 细胞增殖检测试剂盒均购自

南京倍尔博实验器材有限公司。JPTLR 由生黄芪 
30 g、苦参 15 g、党参 15 g、炒白术 15 g、白茯苓 15 g、
炒薏苡仁 15 g、白花蛇舌草 30 g、天龙 3 g、蜈蚣 
3 g、甘草 6 g 组成，累计给药剂量为 195.3 g/kg。上

述中药材取自上海中医药大学附属市中医医院中

药房。根据本课题组的前期研究结果，JPTLR 给药

剂量为 20 mg/mL。中药饮片采用醇提的方法进行

浓缩提取，调整质量浓度为 1 g/mL，在超净台中使

用 0.22 μm规格的过滤器过滤除菌后用于后续研究。

TGF-β1 受体抑制剂 LY2109761 购自美国 TargetMol

公司。PVDF 膜购自美国 Millipore 公司。抗 E- 钙黏

蛋白（E-cadherin）、波形蛋白（Vimentin）、紧密连

接蛋白 -1（Claudin-1）及 SMAD4 抗体均购自美国

Santa Cruz 公司。

1.2 主要方法

1.2.1 HCT116 细胞增殖情况检测

使用 CCK-8 试剂盒检测 HCT116 细胞增殖情

况。待 HCT116 细胞培养至对数生长期后，将细胞

消化、接种至 96 孔板中（密度为 8 000 个 / 孔），在

37 ℃、5% CO2 的条件下培养 12 h 后，弃去旧液，

分别给予上述细胞不同质量浓度的 JPTLR（0、6.25、
12.50、25.00、50.00、100.00、200.00 mg/mL）、

LY2109761（0、5、10、20、40、80 μg/mL）进行干预，

每组设置 3 次重复。再次培养 24 h 后，弃去培养基，

使用 CCK-8 试剂盒检测经处理后的细胞增殖情况。

具体步骤 ：加入含 10% CCK-8 的 DMEM 完全培养

基，继续培养 1 h，使用酶标仪检测 450 nm 波长处

的光密度（OD）值，计算细胞增殖抑制率。计算公式：

细胞增殖抑制率 =1-［A（加药）-A（空白）］/［A（未

加药）-A（空白）］×100% ；A（加药）指含有细

胞、CCK-8 溶液和药物溶液的孔的 OD 值，A（空白）

指含有培养基和 CCK-8 溶液而没有细胞的孔的 OD
值，A（未加药）指含有细胞、CCK-8 溶液而没有

药物溶液的孔的 OD 值。之后，根据细胞增殖抑制

率在 50% 左右，确定 JPTLR 的 IC50 范围。

1.2.2 HCT116 细胞迁移情况检测

采用细胞划痕愈合实验检测 HCT116 细胞迁移

情况。选取对数生长期的 HCT116 细胞，将其分为

对照（NC）组、JPTLR 组（给予不同质量浓度的

JPTLR 进行干预）、LY2109761 组（给予不同质量

浓度的 LY2109761 进行干预）。待培养瓶内细胞覆

盖率为 80%～90% 时，消化细胞后接种于 6 孔板中，

每孔补充完全培养基 2 mL。第 2 天进行观察，待

6 孔板内细胞覆盖率为 80%～90% 时即可进行划痕

实验。弃去旧培养基，对照组加入无血清不完全

培养基，用 200 µL 的灭菌加样枪头在 6 孔板中央
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轻轻划线，避免贴壁细胞脱落，使用显微镜进行

拍摄并统计。应用 ImageJ 软件处理数据，划痕愈

合率＝愈合面积 / 初始面积 ×100%。

1.2.3 HCT116 细胞侵袭情况检测

采用 Transwell 侵袭实验检测 HCT116 细胞侵

袭情况。将 Matrigel 基质胶与冷的无血清 DMEM
高糖培养基按 1 ∶ 8 的比例混合备用。取 20 μL 稀

释后的Matrigel胶注入Transwell小室滤膜的上表面，

37 ℃孵育 30～60 min，使其凝固。将处于对数生长

期的 HCT116 细胞置于无血清不完全培养基中培育

12 h。将消化后的细胞密度调整为 5×105 个 /mL， 
用无血清不完全培养基进行重悬，然后分组（分

组同 1.2.2）。将 100 µL 细胞悬液加入上室，下室加

入含有 10% 胎牛血清的培养基，在对应组别的细

胞悬液中加入 TGF-β1 及对应药物干预，继续放入

培养箱中培育 24 h。培育结束后使用 PBS洗涤上室，

以移除未侵袭的细胞，然后使用 4% 甲醛固定滤

膜上的细胞 20 min，再使用 0.1% 结晶紫染色 10～ 

20 min，在 10× 物镜和 10× 目镜下拍摄细胞，随

机选取 5 个镜下视野计数，计算其平均数。

1.2.4 HCT116 细胞中 TGF-β1、SMAD4 及 EMT 标

志物表达情况检测

采 用 蛋 白 质 印 迹 法 检 测 HCT116 细 胞 中

TGF-β1、SMAD4 及 EMT 标志物表达情况。各组

（分组同 1.2.2）经药物干预 24 h 后，收集细胞，加

入 150 mL RIPA 裂解液（已加入蛋白酶抑制剂和磷

酸酶抑制剂），用超声波粉碎细胞，离心后取上清

液，使用 BCA 试剂盒进行蛋白质定量。将蛋白质

样品调整为统一浓度后加入 Loading Buffer 煮沸定

性，保存于 -20 ℃冰箱中。将蛋白质上样后进行电

泳，通过电泳将凝胶中的蛋白质转印至 PVDF 膜上。

随后用 5% 脱脂奶粉封闭 2 h，分别加入稀释后的

抗 β-actin、SMAD4、Vimentin、Claudin-1、E-cadherin
一抗，置于 4 ℃冰箱孵育过夜，使用 PBST 洗膜 3 次，

每次 10 min，然后加入 HRP 标记二抗，避光孵育 2 h。 
使用超敏 ECL 化学发光试剂盒进行显色、显影。

应用 ImageJ 软件对样本条带进行灰度值分析，并

对数据进行标准化处理。

1.3 统计学方法

应用 GraphPad Prism 9.0 和 SPSS 26.0 软件进行

统计学分析。计量资料以均数±标准差（x±s）表示，

组间比较采用单因素方差分析。P＜0.05 为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 JPTLR 对 HCT116 细胞增殖的影响

如图 1 所示，当 HCT116 细胞增殖抑制率为

50% 时，JPTLR 的质量浓度约为 25 mg/mL，且细

胞增殖抑制率随着 JPTLR 的质量浓度升高而升高。

图 1 不同质量浓度的 JPTLR 对 HCT116 细胞增殖的影响
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2.2 JPTLR 对 HCT116 细胞侵袭、迁移的影响

细胞划痕愈合实验检测结果显示，经 24 h 培

养后，NC 组的划痕愈合率为（29.3±0.5）%，分别 
高 于 JPTLR 组 [（10.1±0.6）%] 和 LY2109761 组

[（12.1±0.3）%]，差异均有统计学意义（P 均＜0.05），
见图 2。Transwell 实验结果显示，JPTLR 组的细胞

侵袭数量较 NC 组显著减少（P＜0.05）。见图 3。
2.3 JPTLR 对 HCT116 细胞中 TGF-β1/SMAD4 信号

通路的影响

蛋白质印迹实验结果显示，NC 组、JPTLR 组

和 LY2109761 组细胞中 TGF-β1 表达水平分别为

1.009±0.121、1.170±0.054、1.477±0.115，其中 JPTLR 
组与 NC 组的差异无统计学意义（P＞0.05），而

LY2109761 组细胞中 TGF-β1 表达水平显著高于 NC
组，差异有统计学意义（P＜0.05）。

NC 组、NC＋TGF-β1 组、JPTLR 组、JPTLR＋
TGF-β1 组、LY2109761 组 和 LY2109761＋TGF-β1
组细胞中 SMAD4 表达水平分别为 0.567±0.020、
1.201±0.010、0.193±0.001、0.388±0.002、0.159± 

0.004 和 0.366±0.011。与 NC 组相比，JPTLR 组和

LY2109761 组细胞中 SMAD4 表达水平均显著降

低 ；与 NC＋TGF-β1 组相比，JPTLR＋TGF-β1 组和

LY2109761＋TGF-β1 组细胞中 SMAD4 表达水平也

均显著降低，差异均有统计学意义（P 均＜0.05）。
见图 4。



·390· 国际消化病杂志 2024 年 12 月 25 日第 44卷第 6期   Int J Dig Dis， December 25， 2024， Vol. 44， No. 6

注：*P＜0.05
图 2 细胞划痕实验检测 JPTLR 对 HCT116 细胞迁移的影响 A 各组细胞划痕实验结果 B 各组细胞划痕愈合率的柱形图（24 h）

图 3 Transwell 实验检测 JPTLR 对 HCT116 细胞侵袭的影响 0.1% 结晶紫染色 ×100 A NC 组 B JPTLR 组 C LY2109761 组

NC 组

JPTLR 组

LY2109761 组

24 h0 h

注：**P＜0.01，***P＜0.001
图 4 JPTLR 对 HCT116 细胞中 TGF-β1/SMAD4 信号通路的影响 A 蛋白质印迹法检测各组细胞中 TGF-β1 表达水平 B 蛋白质印

迹法检测各组细胞中 SMAD4 表达水平 C 各组细胞中 TGF-β1 表达水平的柱形图 D 各组细胞中 SMAD4 表达水平的柱形图
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2.4 JPTLR 对 HCT116 细胞 EMT 相关蛋白表达的

影响

本研究中蛋白质印迹法检测结果显示，NC
组、NC＋TGF-β1 组、JPTLR 组、JPTLR＋TGF-β1
组、LY2109761 组 和 LY2109761＋TGF-β1 组 细

胞 中 E-cadherin 表 达 水 平 分 别 为 1.045±0.112、
0.502±0.026、1.242±0.110、1.122±0.078、1.251± 

0.096 和 0.667±0.023 ；各组细胞中 Vimentin 表达水

平分别为 0.867±0.078、1.349±0.084、0.441±0.096、
0.737±0.097、0.548±0.095 和 0.651±0.098 ；各 组

细 胞 中 Claudin-1 表 达 水 平 分 别 为 0.645±0.111、
0.422±0.092、0.994±0.160、0.797±0.030、0.636± 

0.121 和 0.437±0.107。
与 NC 组相比，JPTLR 组和 LY2109761 组细胞

中 E-cadherin 表达水平均显著升高，而 Vimentin 蛋

白表达水平均显著降低 ；与 NC＋TGF-β1 组相比，

JPTLR＋TGF-β1 组和 LY2109761＋TGF-β1 组细胞中

E-cadherin 蛋白表达水平均显著升高，而 Vimentin
蛋白表达水平均显著降低，差异均有统计学意义

（P 均＜0.05）。JPTLR 组、JPTLR＋TGF-β1 组细胞中

的 Claudin-1 蛋白表达水平分别高于 NC 组、NC＋
TGF-β1 组，差异均有统计学意义（P 均＜0.05）。见

图 5。

A

B C D

注：*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001
图 5 蛋白质印迹法检测 JPTLR 对 HCT116 细胞 EMT 相关蛋白的影响 A 蛋白质印迹法检测各组细胞中 E-cadherin、Vimentin、

Claudin-1 蛋白表达水平 B 各组细胞中 E-cadherin 蛋白表达水平的柱形图 C 各组细胞中 Vimentin 蛋白表达水平的柱形图 D 各

组细胞中 Claudin-1 蛋白表达水平的柱形图
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3 讨论

近年来的研究表明，EMT 与肿瘤进展关系密

切，EMT 赋予细胞迁移、侵袭能力，使其具有干

细胞特征并减少凋亡，不仅在细胞发育过程中起

着关键作用，而且还参与了组织愈合、器官纤维

化和肿瘤发生等过程 [2]。EMT 过程中，上皮细胞

丧失极化表型，并下调细胞间黏附分子表达，从

而获得间充质细胞特性，促进细胞的侵袭与迁移 [7]。 
EMT 是一个多步骤的复杂过程，涉及多种上皮

细胞标志物和间充质细胞标志物的表达变化 [8]。

E-cadherin 和 Claudin-1 均是上皮细胞标志物，而

Vimentin 是一种间充质细胞标志物 [9-10]。上皮细胞

标志物的丢失及间充质细胞标志物的获得均与肿

瘤进展密切相关 [11]。EMT 受多种信号通路调控，

如 TGF-β1 信号通路。研究表明，TGF-β1 信号通路

可下调 E-cadherin 表达，并可上调 Vimentin 表达 [12]； 
此外，TGF-β1 是 CRC 细胞发生 EMT 的主要诱导

因子 [13]。研究表明，SMAD4 等信号分子在 TGF-β1
诱导的 EMT 过程中具有差异性调节作用 [14-16]。

EMT 过程中，细胞失去紧密连接，致使其更容易

穿透周围组织，从而进入血管或淋巴管，这与络

病理论中的“癌毒由络转经”有相似之处。本研究

结果显示，给予 HCT116 细胞 TGF-β1 受体抑制剂

可降低细胞侵袭、迁移能力 ；而给予 JPTLR 干预

能通过下调 SMAD4、Vimentin 表达，上调 E-cadherin、
Claudin-1 表达，从而抑制 HCT116 细胞的迁移和

侵袭 ；在此基础上给予 TGF-β1 后，可以部分恢复

HCT116 细胞的迁移和侵袭能力。以上结果提示

JPTLR 可以通过抑制 HCT116 细胞发生 EMT 而减

弱其侵袭、迁移能力。

综上所述，JPTLR 可以通过下调 HCT116 细胞

中 SMAD4 的 表 达，使 E-cadherin、Claudin-1 表 达

上调，Vimentin 表达下调，从而抑制 CRC 细胞的

增殖、侵袭、迁移及 EMT。本研究阐明了 JPTLR
与 TGF-β1/SMAD4 信号通路的关系，验证了 JPTLR
对于 CRC 细胞 EMT 的抑制作用，为开展 JPTLR 靶

向 TGF-β1/SMAD4 信号通路治疗 CRC 的研究提供

了参考依据。本研究主要关注 JPTLR 的整体疗效，

尚未对其中的具体有效成分进行深入探索，今后

将尝试结合药理学，进一步探寻 JPTLR 中可能对

EMT 有抑制作用的活性单体。
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