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【摘 要】 目的 探究 AKT-增强子结合蛋白 2( EZH2) -β-catenin 轴在结肠癌增殖、迁移及侵袭中的调控作用。

方法 通过 GEPIA 工具对 TCGA 和 GTEX 数据库进行分析，并通过 Western blot 实验检测 EZH2 在结肠癌组织及
SW480 结肠癌细胞中的表达水平，进一步使用 Co-IP 实验探究 AKT 磷酸化、EZH2及 β-catenin 之间的相互作用，通过
EdU实验、细胞划痕实验及 Transwell 实验检测 AKT-EZH2-β-catenin 轴对 SW480 结肠癌细胞增殖、迁移及侵袭的作
用。结果 GEPIA 及 WB实验结果均表明 EZH2在结肠癌组织及 SW480结肠癌细胞中的表达显著高于正常组织和
人结肠上皮细胞 NCM460( P＜0．05) 。Co-IP 实验结果表明，H2O2 激活 AKT 磷酸化后，ps473-AKT 表达显著增高( P＜
0．05) ，且沉淀复合物中同时存在 AKT 及 EZH2 蛋白; EdU实验、细胞划痕实验及 Transwell实验结果表明，H2O2 激活

AKT磷酸化后，SW480 细胞的增殖、迁移和侵袭能力均显著提高( P＜0．05) ，沉默 EZH2 后，细胞的迁移和侵袭能力明
显下降( P＜0．05) ，进一步沉默 β-catenin 后，这种抑制作用更加明显。结论 AKT、EZH2及 β-catenin 间存在相互作用
关系，EZH2 的高表达可能使 AKT 磷酸化，进而上调 β-catenin 的表达和活性，最终促进结肠癌细胞的增殖、迁移及
侵袭。
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【Abstract】 Objective To explore the role of the AKT-EZH2-β-catenin axis in regulating the proliferation, migration,

and invasion of colon cancer.Methods The expression levels of EZH2 in colon cancer tissues and SW480 colon cancer cells
were analyzed using the GEPIA tool based on TCGA and GTEx databases and verified by Western blot (WB). The interaction
among AKT phosphorylation, EZH2, and β-catenin was further investigated by co-immunoprecipitation (Co-IP) experiments.
The effects of the AKT-EZH2-β-catenin axis on the proliferation, migration, and invasion of SW480 colon cancer cells were
detected by 5-ethynyl-2 ' -deoxyuridine (EdU) assay, wound healing assay, and Transwell assay. Ｒesults The results of
GEPIA and WB showed that the expression of EZH2 in colon cancer tissues and SW480 colon cancer cells was significantly
higher than that in normal tissues and the human colonic epithelial cell line NCM460 (P <0.05). The Co-IP experimental results
indicated that after AKT phosphorylation was activated by H2O2, the expression of pS473-AKT increased significantly (P <
0.05), and both AKT and EZH2 proteins were present in the precipitation complex. The results of the EdU assay, wound heal-
ing assay, and Transwell assay showed that after AKT phosphorylation was activated by H2O2, the proliferation, migration,
and invasion abilities of SW480 cells were significantly enhanced (P <0.05). After silencing EZH2, the migration and invasion
abilities of the cells were significantly decreased (P <0.05). When β-catenin was further silenced, this inhibitory effect became
more prominent. Conclusion There is an interaction among AKT, EZH2, and β-catenin. The high expression of EZH2 may
phosphorylate AKT, thereby upregulating the expression and activity of β-catenin, and ultimately promoting the proliferation,
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migration, and invasion of colon cancer cells.
【Key words】 Colon cancer; EZH2; AKT; β-catenin; Proliferation; Migration; Invasion; Mechanism

结肠癌是常见的消化道恶性肿瘤之一，2022 年美
国癌症协会公布的癌症统计数据显示，全球结肠癌的

发病率为 10．2%，死亡率达 9．2%，从第 4位上升到第
2位 ［1］。随着医疗水平的发展，结肠癌患者的生存率
有所提高，然而，约 50% 的结肠癌患者由于耐药性而
发生复发，晚期患者的 5 年生存率下降超过 10%［2-3］。
因此，研究结肠癌的发病机制对于寻找新的诊断标志

物和治疗靶点具有重要意义。增强子结合蛋白 2( en-
hancer of zeste homologue 2，EZH2) 是多梳蛋白家族的
重要成员，在多种肿瘤中高表达，参与调控细胞增殖、
分化和凋亡等生物学过程［4-6］。AKT 信号通路是细胞
内重要的信号转导通路，在肿瘤细胞的生长、存活和代
谢中发挥关键作用［7-8］。β-catenin 是一种多功能蛋白
质，其异常激活与肿瘤的发生发展密切相关［9-10］。已
有研究表明，EZH2、AKT 和 β-catenin 在多种肿瘤中存
在相互作用［11-12］，但它们在结肠癌细胞增殖中的具体

调控机制尚未完全阐明。本研究旨在探讨 EZH2 通过
AKT 磷酸化调控 β-catenin参与结肠癌进展的机制，为
结肠癌的治疗提供新的理论依据，报道如下。
1 材料与方法
1．1 细胞系、试剂与抗体 人结肠上皮细胞 NCM460
和人结肠癌细胞系 SW480 购自中国科学院典型培养
物保藏委员会细胞库。NCM460培养于 DMEM培养基
中，SW480 培养于 ＲPMI 1640 培养基中。2 种细胞均
补充 10%胎牛血清后置于 37℃、5% CO2 培养箱中培

养。EZH2 及 β-catenin 特异性 siＲNA 购自上海生工
生物科技有限公司，siＲNA 序列见表 1。anti-β-catenin
( AB _ 11127855 ) 、anti-Phospho-AKT ( Ser473 ) ( AB _
2315049) 、anti-total AKT ( AB _ 91578 ) 、anti-GAPDH
( AB_10622025) 、anti-EZH2 ( AB_10694683) 等抗体购
自 Cell Signaling Technology 公司; H2O2 ( 30%) 购自
Fisher-chemical公司。

表 1 siＲNA引物序列
Tab．1 siＲNA primer sequence

基因 上游引物 下游引物

EZH2 5'-GAGGGAAAGUGUAUG-
AUAATT-3'

5'-UUAUCAUACACUUUC-
CCUCTT-3'

β-catenin 5'-CATGUGUTGGUAAGC-
UCUA-3'

5'-GCAACAGTTGCAGAG-
AGGU-3'

NC 5'-AUGCUGATCAGUGUC-
GATU-3'

5'-CAGAGAGCTCGUGAG-
AGTA-3'

1．2 生物信息学分析 使用 GEPIA2 1．0 ( Gene Ex-
pression Profiling Interactive Analysis: http: / / gepia．
cancer-pku．cn / ) 收录的结肠癌肿瘤和正常组织临床
信息对结肠癌中 EZH2基因表达谱进行分析。为分析
EZH2基因在结肠癌组织中的表达水平，利用 GEPIA2
1．0 ( Gene Expression Profiling Interactive Analysis，ver-
sion 1．0) 在线工具( http: / / gepia．cancer-pku．cn / ) 进行
分析。选择“Expression DIY”模块下的“Box Plot”功
能，设置基因名称为“EZH2”。选择“Colon Adenocarci-
noma ( COAD ) ”作为肿瘤数据集，同时勾选“Match
TCGA normal and GTEx data”选项，以 GTEx 数据作为
正常对照。使用默认的 | Log2FC |截断值 1 和 P-value
截断值 0． 01。分析结果以箱式图形式展示，并利用
GEPIA2内嵌的统计学方法进行差异表达分析。
1．3 实验方法 将 SW480 细胞分为以下几组: 对照
组( Control) ，未进行任何处理;阴性对照组( si-NC) ，转
染阴性对照 siＲNA; H2O2+si-NC组，使用 100 μM H2O2

处理细胞 24 h 以激活 AKT 磷酸化，再转染 si-NC;
H2O2+ si-EZH2 组，先使用 100 μM H2O2 处理细胞

24 h，再转染 si-EZH2; H2O2+ si-EZH2+si-β-catenin组，
先使用 100 μM H2O2 处理 24 h，再转染 si-EZH2 及 si-
β-catenin。按照 Lipofectamine 3000 试剂盒说明书，将
si-EZH2、si-β-catenin 特异性及 si-NC 分别转染至
SW480 细胞中，以干扰 EZH2 的表达。转染后 48 h 收
集细胞进行后续实验。
1．3．1 免疫共沉淀( Co-IP ) 实验: 收集生长对数期的
SW480细胞，裂解后取适量细胞裂解液加入 EZH2 抗
体或 AKT抗体，4℃孵育过夜，再加入 Protein A /G 琼
脂糖珠，继续孵育 2 h。离心收集沉淀，用 PBS 洗涤 3
次，加入 SDS上样缓冲液，煮沸 5 min 后进行 Western
blot分析。
1．3．2 Western blot 分析蛋白表达:提取各组细胞总蛋
白后使用 BCA 法测定蛋白浓度。各组细胞取等量蛋
白进行 SDS-PAGE 电泳。转膜至 PVDF 膜上。5%脱
脂奶粉封闭 1 h 后，分别加入一抗 4℃孵育过夜。洗
膜后加入 HＲP 标记的二抗 37℃孵育 1 h。ECL 化学
发光法显影。
1．3．3 5-乙酰基-2'-脱氧尿苷( EdU) 细胞增殖测定:按
照 EdU 试剂盒说明书操作对各组细胞进行 EdU 测
定。将 SW480 细胞与含有 10 μM EdU 的细胞培养基
孵育 4 h 后用 4% 多聚甲醛固定 15 min，并用 0．1%
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Triton X-100 透化 20 min。然后将 EdU 与反应缓冲液
温育，并用 DAPI 染色细胞核。图像通过荧光显微镜
观察。
1．3．4 细胞划痕实验: 将 SW480 细胞以 5×105 个 /孔
的密度接种于 6 孔板。待细胞融合至 100%后，用
200 μl 枪头垂直于孔板底部均匀划痕。用 PBS 轻轻
冲洗细胞 2次，分别在 0 h及 24 h 于倒置显微镜下观
察并拍照，在划痕区域随机选取 5 个视野，使用
ImageJ 软件测量划痕宽度，计算细胞迁移率，评估细
胞迁移能力。
1．3．5 Transwell 实验: 采用 24 孔 Transwell 小室 ( 孔
径 8 μm) 进行细胞侵袭和迁移实验。上室加入无血
清培养基重悬的细胞，下室加入含 10%胎牛血清的培
养基。侵袭实验时，上室底部预先包被 Matrigel 基质
胶。培养 24 h 后，取出小室，甲醇固定后 0．1%结晶紫
染色，在倒置显微镜下计数穿膜细胞数，评估细胞的侵

袭能力。
1．4 统计学方法 采用 SPSS 22．0软件进行统计学分
析。正态分布计量数据以 �x±s 表示，2 组间比较采用 t
检验，多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 结肠癌组织中的 EZH2表达情况 为探讨 EZH2
在结肠癌组织中的表达情况，使用 GEPIA 工具
( http: / / gepia． cancer-pku． cn / ) 分析 TCGA 和 GTEX
数据库。结果表明，EZH2 在结肠癌组织中的表达水
平显著高于正常组织。经 WB 实验表明，SW480 细胞
中 EZH2表达量显著高于 NCM460，见图 1。
2．2 AKT磷酸化、EZH2及 β-catenin 间的相互作用
Co-IP 结果表明，在使用 H2O2激活 AKT 磷酸化后，
pS473-AKT表达显著增高，且免疫沉淀复合物( IP) 中

存在 AKT及 EZH2 蛋白 ( 图 2A) 。同时 H2O2处理后

EZH2的 IP 中 pS473-AKT 表达及 β-catenin 含量显著
升高( 图 2B) 。

注: A．GEPIA分析 EZH2在结肠癌组织中的表达情况，num( T) 为肿

瘤组织例数，num( N) 为正常组织例数; B．WB 分析 EZH2在结肠癌细胞

和人结肠上皮细胞的表达情况。* P＜0．05。

图 1 EZH2 在结肠癌组织中的表达分析
Fig．1 Expression analysis of EZH2 in colon cancer tissues

注: A．AKT IP; B．EZH2 IP。

图 2 SW480细胞裂解物中的 Co-IP 检验结果。
Fig．2 The Co-IP test results in the SW480 cell lysate
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2．3 沉默 EZH2 对 p-AKT、β-catenin 蛋白表达的影响
Western blot 结果显示，沉默 EZH2 后，p-AKT、

β-catenin蛋白表达水平显著降低( P＜0．05) ，见图 3。

图 3 WB实验检测沉默 EZH2 对 p-AKT、β-catenin 蛋白表达的
影响

Fig．3 The WB experiment was conducted to investigate the effect
of silencing EZH2 on the expression of p-AKT and

β-catenin proteins

2．4 沉默 EZH2 对 H2O2 处理后 SW480 细胞增殖的
影响 EdU 实验结果表明，相较于 Control 组及 si-NC
组，在使用 H2O2 激活 AKT 磷酸化后，SW480 细胞中
EdU阳性细胞数量显著升高，沉默 EZH2 后 SW480 细
胞中 EdU 阳性细胞数量显著降低，进一步沉默
β-catenin后，SW480细胞中 EdU阳性细胞数量进一步
降低( P＜0．05) ，见图 4。
2．5 沉默 EZH2 对 H2O2 处理的 SW480 细胞迁移及
侵袭的影响 细胞划痕实验结果表明，相较于 Control
组及 si-NC 组，在使用 H2O2 激活 AKT 磷酸化后，
SW480细胞迁移率显著升高，沉默 EZH2 后 SW480 细
胞迁移率显著降低，进一步沉默 β-catenin 后，SW480
细胞迁移率进一步降低 ( P ＜ 0． 05 ) ( 图 5A、B ) 。
Transwell实验结果也有相似结果，相比于其他组，沉
默 EZH2 及 β-catenin 后侵袭细胞数量显著降低 ( P＜
0．05) ( 图 5C、D) 。
3 讨 论
结肠癌是常见消化道恶性肿瘤，先前研究报道结

肠癌的发展包括多种信号传导途径的失调，包括

WNT /β-catenin 和 PI3K /AKT 途径的异常激活［13-16］。
本研究通过实验验证了 AKT-EZH2-β-catenin 轴在结
肠癌细胞增殖、迁移和侵袭中的作用。结果显示，
EZH2在结肠癌组织和 SW480 细胞中高表达，与既往
研究一致［17-18］。研究指出在口腔癌细胞中，EZH2 介
导 β-catenin的转录活性，并促进 WNT 信号传导［19］。

此外 AKT 与 EZH2 相互作用，增强并调控其在乳腺
癌、非小细胞肺癌、肝细胞癌和胶质母细胞瘤干细胞中
的转录活性［20-23］，但 AKT-EZH2-β-catenin 轴在结肠癌
中的作用尚不明确。本研究对 AKT-EZH2-β-catenin
轴在结肠癌细胞增殖、迁移及侵袭中的作用展开研究，
以期为深入理解结肠癌的发病机制提供理论依据。
本研究通过 GEPIA 工具对 TCGA 和 GTEX 数据

库进行分析并通过 WB 实验验证，发现 EZH2 在结肠
癌组织及 SW480 结肠癌细胞中的表达显著高于正常
组织和人结肠上皮细胞 NCM460。表明 EZH2 的高表
达与结肠癌的发生发展密切相关，提示 EZH2 可能在
结肠癌的病理进程中扮演关键角色，可作为结肠癌诊

断和治疗的潜在生物标志物。Hjazi 等［24］研究发现
EZH2 过表达与侵袭性肿瘤行为有关，并导致癌细胞
适应性地避免传统癌症治疗的作用，从而产生治疗耐

药性。由于 EZH2 与消化系统癌症的预后不良密切相
关，因此针对 EZH2 进行干预将是一种高度有效的治
疗策略。Santarelli 等［25］研究发现姜黄素介导 EZH2
途径表现出抗结肠癌特性。Long 等［26］研究也发现
EZH2抑制剂对结肠癌具有抗肿瘤作用。
研究发现，β-catenin 途径的激活突变发生在近

90% 的大肠癌中，是大肠癌发展中关键的启动和促进
事件［27-28］。进一步使用 Co-IP 实验探究 AKT 磷酸化、
EZH2 及 β-catenin 之间的相互作用，结果表明 H2O2

激活 AKT 磷酸化后，pS473-AKT 表达显著增高，且沉
淀复合物中同时存在 AKT 及 EZH2 蛋白; 在 H2O2 处

理后的 EZH2 IPs 中，pS473-AKT 表达及 β-catenin 含
量显著升高。Chen等［29］的研究也发现在前列腺癌中
AKT磷酸化、EZH2 及 β-catenin 之间存在相互作用。
Duan等［30］在头颈鳞状细胞癌中的研究也发现 AKT磷
酸化、EZH2及 β-catenin存在密切关系，这充分说明三
者之间存在紧密的相互作用关系，为后续深入研究其

调控机制奠定了基础。
本研究发现，沉默 EZH2 后 p-AKT和 β-catenin 蛋

白表达水平显著降低，这一结果进一步揭示了 EZH2
在调控 AKT 磷酸化及 β-catenin 表达方面的重要作
用。推测 EZH2可能处于该调控网络的上游位置，通
过某种机制影响 AKT 的磷酸化水平，进而调控 β-
catenin的表达。在 H2O2 激活 AKT 磷酸化后，SW480
细胞增殖能力显著增强，而沉默 EZH2 后，细胞增殖受
到明显抑制，进一步沉默 β-catenin 后，增殖抑制效果
更为显著。这表明 EZH2 通过调控 β-catenin 参与了
结肠癌细胞的增殖过程，AKT 磷酸化可能作为中间环
节介导了 EZH2对 β-catenin的调控作用，从而影响细
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注:与 Control组及 si-NC组比较，aP＜0．05;与 H2O2+si-NC组比较，bP＜0．05;与 H2O2+si-EZH2组比较，cP＜0．05。

图 4 EdU实验检测 SW480细胞增殖能力
Fig．4 The EdU test was used to detect the proliferation ability of SW480 cells

注: A．细胞划痕实验图; B．细胞划痕实验统计图; C．Transwell实验镜下图; D．Transwell实验统计图。与 Control组及 si-NC组比较，aP＜0．05;与H2O2+si-

NC组比较，bP＜0．05;与 H2O2+si-EZH2组比较，cP＜0．05。

图 5 沉默 EZH2对 H2O2 处理的 SW480细胞迁移及侵袭的影响

Fig．5 The effect of silent EZH2 on the migration and invasion of SW480 cells treated with H2O2
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胞的增殖活性。细胞划痕实验和 Transwell 实验与增
殖实验类似，H2O2 激活 AKT磷酸化后，SW480 细胞的
迁移和侵袭能力显著提高，沉默 EZH2 后，细胞的迁移
和侵袭能力明显下降，进一步沉默 β-catenin 后，这种
抑制作用更加明显。研究结果表明 EZH2 的高表达可
能激活 AKT 的磷酸化，进而上调 β-catenin 的表达和
活性，最终促进结肠癌细胞的增殖、迁移及侵袭。
综上所述，本研究揭示了 EZH2 通过 AKT 磷酸化

调控 β-catenin参与结肠癌细胞增殖、迁移及侵袭的重
要机制，为深入理解结肠癌的发病机制提供了新的思

路，也为开发基于该信号轴的新型治疗策略提供了理

论基础。本研究仍存在一定局限性，虽然明确了三者
之间的相互作用关系及大致调控方向，但对于 EZH2
如何具体调控 AKT 磷酸化，以及 AKT 磷酸化后如何
精确调控 β-catenin的分子机制尚不清楚，有待进一步
研究。
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