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土贝母苷乙通过调控 PI3K/Akt 通路及 LLGL2 泛素化抑制结直肠癌细胞
增殖和肺转移  
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摘  要：目的  探究土贝母苷乙（tubeimoside Ⅱ，TUB-Ⅱ）抑制结直肠癌生长和转移的作用机制。方法  以人结直肠癌细胞

系 RKO和 SW620为研究对象，检测 TUB-Ⅱ对 RKO和 SW620细胞活力的影响；克隆形成实验检测细胞增殖能力；划痕实

验检测细胞迁移能力；Western blotting检测 TUB-Ⅱ对 RKO和 SW620细胞中致死性（2）巨型幼虫同源蛋白 2[lethal (2) giant 

larvae homolog 2，LLGL2]以及上皮-间充质转化（epithelial-mesenchymal transition，EMT）相关蛋白表达的影响；采用免疫

共沉淀检测 TUB-Ⅱ对 LLGL2泛素化的影响。体内构建小鼠皮下瘤模型和结直肠癌肺转移模型，考察 TUB-Ⅱ对肿瘤生长和肺

转移的影响。结果  TUB-II显著抑制结直肠癌体内外的增殖和转移（P＜0.05、0.01、0.001）。TUB-II显著上调 LLGL2的表

达（P＜0.05、0.01、0.001），并且抑制磷脂酰肌醇 3-激酶（phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K）/蛋白激酶 B（protein kinase 

B，Akt）通路的活化（P＜0.05、0.01、0.001），从而抑制肿瘤细胞的增殖和转移。同时 TUB-II抑制了双微体同源基因 2（murine 

double minute 2，MDM2）与 LLGL2的相互作用来抑制 LLGL2的泛素化，从而稳定 LLGL2的表达，发挥抗结直肠癌作用。

结论  TUB-II抑制结直肠癌的发生发展，其作用机制可能与抑制 LLGL2泛素化及 PI3K/Akt信号通路相关。 
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Tubeimoside II inhibits colorectal cancer cell proliferation and lung metastasis 

through PI3K/Akt pathway and regulation of LLGL2 ubiquitination 
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Abstract: Objective  To explore the mechanism of tubeimoside II (TUB-II) in inhibiting the growth and metastasis of colorectal 

cancer. Methods  Human colorectal cancer cell lines RKO and SW620 were used as research subjects, the effect of TUB-II on viability 

of RKO and SW620 cells was detected. The cell proliferation ability was detected by colony formation assay. The cell migration ability 

was detected by scratch assay. Western blotting was used to detect the effect of TUB-II on expressions of lethal (2) giant larvae homolog 

2 (LLGL2) and epithelial-mesenchymal transition (EMT)-related proteins in RKO and SW620 cells. Co-immunoprecipitation was used 

to detect the effect of TUB-II on ubiquitination of LLGL2. Subcutaneous tumor model and colorectal cancer lung metastasis model in 

vivo were constructed to investigate the effect of TUB-II on tumor growth and lung metastasis. Results  TUB-II significantly inhibited 

the proliferation and metastasis of colorectal cancer both in vitro and in vivo (P < 0.05, 0.01, 0.001). TUB-II significantly upregulated 

the expression of LLGL2 (P < 0.05, 0.01, 0.001) and inhibited the activation of phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/protein kinase B 

(Akt) pathway (P < 0.05, 0.01, 0.001), thereby suppressing tumor cell proliferation and metastasis. At the same time, TUB-II inhibited 
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the interaction between murine double minute 2 (MDM2) and LLGL2 to suppress the ubiquitination of LLGL2, thereby stabilizing its 

expression and exerting an anti-colorectal cancer effect. Conclusion  TUB-II inhibits the occurrence and development of colorectal 

cancer, and its mechanism may be related to the inhibition of LLGL2 ubiquitination and PI3K/Akt signaling pathway. 

Key words: tubeimoside II; lethal (2) giant larvae homolog 2; murine double minute 2; ubiquitination; colorectal cancer 

结直肠癌是常见的消化道恶性肿瘤[1]。作为全

球恶性肿瘤之一，其发病率位列全球第 2，死亡率

位列全国第 4。其死亡率与远处器官转移密切相关，

传统治疗以手术切除为主，放化疗为辅，现多着眼

于靶向治疗和免疫治疗[2-3]。但现有的抗癌药物种类

有限、不良反应多、价格昂贵，因此探索抗结直肠

癌的低成本靶向治疗药物、创新药物或先导化合物

是必然趋势。致死性（（2）巨型幼虫同源蛋白 2[lethal 

(2) giant larvae homolog 2，LLGL2]是调节上皮细胞

顶端极性建立的支架蛋白，维持细胞不对称分裂和

维持细胞上皮顶-底极性，对营养物质的吸收和肠

上皮细胞的通透性屏障的建立等生理过程至关重

要[4]；LLGL2在细胞增殖、分化、不对称分裂、细

胞迁移和肿瘤形成等细胞行为中发挥着重要作用[5-6]。

细胞极性蛋白在肿瘤细胞生长中具有重要调节作

用[7]；LLGL2是果蝇 LGL蛋白在哺乳动物中的同源

基因之一，能够抑制肿瘤生长[8]。 

土贝母苷乙（tubeimoside Ⅱ，TUB-Ⅱ，结构式见

图 1）是来源于葫芦科植物土贝母 Bolbostemma 

paniculatum (Maxim.) Franquet的干燥块茎中含量较

多的活性组分，是一种齐墩果烷型三萜皂苷[9]。土贝

母皂苷包括土贝母苷甲、乙、丙、丁、戊（tubeimoside 

Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ）及假贝母皂苷 b等，TUB-Ⅰ的研

究较广[10]。其中 TUB-II在这几种类似物中具有相对

最强的生物活性及最佳的生物安全性[11]。临床上土

贝母皂苷注射液常作为抗肿瘤的辅助药物。TUB-Ⅰ的 

 

图 1  TUB-Ⅱ的化学结构 

Fig. 1  Chemical structure of TUB-II 

抗肿瘤活性已经被广泛研究[12-13]，但对 TUB-Ⅱ的研

究相对较少，本研究旨在探究 TUB-Ⅱ是否能够影响

结直肠癌的发生发展及其分子机制。 

1  材料 

1.1  细胞与动物 

人结肠癌 SW620细胞（（批号 SCSP-5234）、人

结肠腺癌 RKO细胞（（批号 SCSP-5236）购自中国科

学院细胞库。 

SPF级雄性 BALB/c裸鼠 40只，4～6周龄，

体质量 18～20 g，由北京维通利华实验动物技术有

限公司提供，许可证号 SCXK（（京）2021-0006。动

物于实验前适应性饲养 1周，每日给予标准食物和

饮水，保持光照和避光循环（10 h/14 h）饲养，室

温（（25±2）℃。动物实验经天津中医药大学伦理委

员会批准（批准号 TCM-LAEC2025270H2032）。 

1.2  药品与试剂 

TUB-Ⅱ（（批号 A05HB190276，质量分数≥98%）

购自上海源叶生物科技有限公司；DMEM细胞培养

基（（批号 PM150210，用于 RKO细胞培养）、RPMI-

1640细胞培养基（（批号 PM150110，用于 SW620细

胞培养）、胎牛血清（（fetal bovine serum，FBS，批号

FSP500）购自武汉普诺赛生命科技有限公司；二甲

基亚砜（（dimethyl sulfoxide，DMSO，批号 472301）、

噻唑蓝（thiazolyl blue tetrazolium bromide，MTT，

批号 475989）购自美国 Sigma公司；磷酸盐缓冲液

（（PBS，批号 201054）购自以色列Biological Industries

公司；胰蛋白酶（（批号 25200-072）购自美国 Gibco

公司；BCA 蛋白定量试剂盒（批号 A55866）购自

美国 Thermo Fisher Scientific公司；Protein A/G免

疫沉淀磁珠（（批号 B23201）购自美国 Bimake生物

科技有限公司；兔抗磷脂酰肌醇 3-激酶

（（phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K）抗体（批号

T40115）、兔抗 p-PI3K抗体（批号 T40116）、兔抗

蛋白激酶 B（protein kinase B，Akt）抗体（批号

T55561）、兔抗 p-Akt（（Ser473）抗体（（批号 T40067）、

兔抗 p-Akt（（Ser308）抗体（（批号 TP56018）购自艾

比玛特医药科技（（上海）有限公司；兔抗 β-actin抗

体（批号 AC038）、兔抗 Vimentin 抗体（批号

A19607）、兔抗 E-cadherin抗体（（批号 A0734）、兔
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抗 LLGL2抗体（（批号 A13323）、兔抗双微体同源基

因 2（（murine double minute 2，MDM2）抗体（（批号

A23388）购自武汉爱博泰克生物科技有限公司；柠

檬酸钠抗原修复液（批号 C1032）、苏木素-伊红

（hematoxylin-eosin，HE）染色试剂盒（批号 G1120）

购自北京索莱宝科技有限公司；免疫组化试剂盒（批

号 PV-9000）购自北京中杉金桥生物技术有限公司。 

1.3  仪器 

HH-S 型数显恒温水浴锅（上海博讯实业有限

公司医疗设备厂）；Heracell VIOS160i型二氧化碳培

养箱、BSC-1600IIA2型超净工作台、Varioskan LUX

型酶标仪、SORVALL ST16R型低温高速离心机（（美

国 Thermo Fisher Scientific公司）；Milli-Q超纯水制

备仪（（美国Millpore公司）；XS-205DU型十万分之

一天平（瑞士 Mettler Toledo 公司）；Finnpipette 

Novus 型微量移液器（德国 Eppendorf 公司）；GL-

88B 型涡旋混合器（江苏海门麒麟医用仪器厂）；

1658001 型电泳仪、1703935 型电转仪（美国 Bio-

Rad公司）；HYC-390型 4 ℃冰箱、DW-86L626型

−20 ℃冰箱、DW-25L262型−80 ℃冰箱（（中国海尔

公司）；EG1150 H型石蜡包埋机、HI1220型石蜡烤

片机（（德国 Leica公司）；M1-L213B型微波炉（（韩

国 LG公司）；1 mL无菌注射器（江西丰临医用器

械有限公司）。 

2  方法 

2.1  细胞实验 

2.1.1  溶液配制  TUB-Ⅱ以 DMSO溶解，配制成浓

度为 10 mmol/L的母液，储存于−20 ℃冰箱。给药

时用细胞培养液将 10 mmol/L TUB-Ⅱ母液按比例稀

释至所用浓度。 

2.1.2  细胞培养  SW620 和 RKO 细胞分别用含

10% FBS和 1%青霉素/链霉素双抗的RPMI-1640或

DMEM 基础培养基，于 37 ℃、5% CO2的细胞培

养箱中培养。 

2.1.3  细胞存活率检测  取对数生长期的 SW620

和 RKO细胞，以 8×103个/mL接种于 96孔板中，

每孔 100 μL，培养过夜。待细胞密度至 60%左右时

给予不同浓度（0、0.1、0.2、0.4、0.8、1.6、3.2、

6.4 μmol/L）的 TUB-Ⅱ处理 24 h。另设置不接种细

胞不给药的空白组。弃上清，避光加入 100 μL新鲜

配制的 MTT 培养液（5 mg/mL），培养 4 h，吸净

MTT溶液，每孔加入 100 μL DMSO溶液，置于 96

孔板振板仪上混匀，利用酶标仪检测吸光度（A）值，

计算细胞存活率。 

细胞存活率＝(A 实验－A 空白)/(A 对照－A 空白) 

2.1.4  平板克隆形成实验  将 SW620和RKO细胞

分别以 1×103个/mL接种于 6孔板中，待细胞明显

进行增殖时，吸净培养基，加入含不同浓度（0、0.1、

0.2 μmol/L）TUB-Ⅱ的完全培养基处理 24 h。弃去培

养基，更换为新鲜培养基培养 8～10 d，PBS润洗，

加入 4%多聚甲醛固定 30 min，0.1%结晶紫染色 15 

min，清水洗净多余结晶紫，自然倒扣晾干并拍照，

使用 Image J V1.48软件进行半定量分析。 

2.1.5  划痕实验  将 SW620 和 RKO 细胞分别以

8×105个/mL接种于 6孔板中，培养 24 h后，用移

液管尖端刮擦每组的细胞形成均匀且宽度一致的

划痕区域，用 PBS轻轻润洗细胞碎片，吸净后加入

含不同浓度（0、0.1、0.2 μmol/L）TUB-Ⅱ的无血清

培养基培养 24 h。在 0、24 h通过倒置显微镜观察

并拍照，量化划痕区域。 

2.1.6  Western blotting检测 E-cadherin、Vimentin、

LLGL2、PI3K、p-PI3K、Akt、p-Akt（（Ser473）和 p-

Akt（（Ser308）蛋白表达  SW620和 RKO细胞分别

以 1×106个/mL接种于 6孔板中，培养 24 h后，加

入含不同浓度（（0、0.4、0.8、1.6、3.2 μmol/L）TUB-

Ⅱ的完全培养基处理 24 h。收集细胞，PBS 清洗 3

次，加入裂解液裂解后离心，收集上清液，测定蛋

白浓度。蛋白样品经十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝

胶电泳，转至 PVDF膜，封闭后加入一抗，4 ℃孵

育过夜；加入二抗，室温孵育 1 h，置于多功能成像

系统进行显影，用 Image J 软件分析条带灰度值，

计算目的蛋白表达量。 

2.1.7  免疫共沉淀（co-immunoprecipitation，Co-IP）

检测 MDM2 对 LLGL2 泛素化的影响  SW620 和

RKO 细胞分别以 1×106个/mL接种于 6 孔板中，

培养 24 h后，加入含不同浓度（0、1.6、3.2 μmol/L）

TUB-Ⅱ的完全培养基处理 24 h。收集细胞，按“2.1.6”

项下方法提取蛋白。将蛋白质 A/G磁性珠（MCE）

用 1×Wash液洗涤 3遍，滴加 20 μL LLGL2抗体或

MDM2抗体置于滚筒上，4 ℃孵育过夜。将提取的

蛋白样品分为 INPUT组和 IP组，其中 IP组加入已

结合抗体的磁珠，100 ℃金属浴 10 min后，弃去磁

珠，放凉，冻存于−20 ℃冰箱。按“2.1.6”项方法

检测 LLGL2和MDM2蛋白表达。 

2.1.8  分子对接验证  在 PDB 数据库中检索目标

蛋白，搜索框搜索 LLGL2名称，方法中选择 X-射
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线衍射法，选最小分辨率，获取 PDB 文件。在

PubChem数据库中获取 TUB-Ⅱ的 SDF文件，将上

述文件上传至 CB-DOCK2 在线平台，生成 TUB-Ⅱ

与 LLGL2之间的结合活性数据。 

2.2  动物实验 

2.2.1  溶液配制  将 10 mmol/L TUB-Ⅱ母液用 PBS

按比例稀释至所用浓度，并使 DMSO终体积分数不

超过 10%。 

2.2.2  动物模型观察 TUB-Ⅱ对肿瘤生长和肺转移

的影响 

（1）小鼠皮下瘤模型：取 5×105个 CT26细胞

悬浮于 200 μL PBS中，皮下接种于雄性 BALB/c裸

鼠中（100 μL/只）。每天称定小鼠体质量，接种 4 d

后可见皮下结节，说明模型建立成功。造模小鼠随机

分为对照组和 TUB-II低、高剂量（1、4 mg/kg）[14]

组，每组 5只。连续 2周 ip给药，1次/d。使用卡

尺每 2天测量肿瘤长度（L）和宽度（W），计算肿

瘤体积。实验结束后处死小鼠，并记录肿瘤质量。 

 肿瘤体积＝1/2×L×W2 

（（2）小鼠结直肠癌肺转移模型：取 5×105 个

CT26 细胞悬浮于 200 μL PBS 中，尾 iv 于雄性

BALB/c裸鼠中（（100 μL/只）。每天称定小鼠体质量，

接种 4 d后，造模小鼠随机分为对照组和 TUB-Ⅱ低、

高剂量（1、4 mg/kg）组，每组 5只。连续 2周 ip

给药，1次/d。实验结束后统计肺部转移结节，并记

录小鼠肺组织质量，计算肺脏指数。 

肺脏指数＝肺组织质量/体质量 

2.2.3  HE染色观察 TUB-II对小鼠组织器官毒性以

及肺转移组织的病理变化  收集小鼠主要器官与

肿瘤组织，于 4%多聚甲醛中固定 48 h后，切成适

当大小的组织块置于包埋盒中，加入 70%乙醇过

夜，脱水、透明后浸于 55 ℃的液体石蜡中 2 h进行

包埋，将组织蜡块切片，随后烤干。脱蜡复水后，

用苏木素染液染细胞核、分化液去除多余苏木素、

自来水返蓝、充分水洗、伊红染液染细胞质，再脱

水透明处理，最后用中性树脂封片，于显微镜下观

察并拍照。 

2.2.4  免疫组化检测肿瘤组织中 Ki67 表达  收集

小鼠肿瘤组织，经脱水、透明、浸蜡、包埋、切片、

捞片、烘片、脱蜡复水后，切片用 0.01 mol/L柠檬

酸盐缓冲液（pH 6.0）进行抗原修复，画封闭圈，滴

加山羊血清，室温封闭 2 h。用 3% H2O2室温处理

10 min去除内源性过氧化酶，滴加一抗，4 ℃孵育

过夜；滴加二抗，室温孵育 1 h。随后进行 DAB显

色，用苏木素染液染细胞核、分化液去除多余苏木

素、自来水返蓝、充分水洗后，再脱水透明处理，

最后用中性树脂封片，于显微镜下观察并拍照。 

2.2.5  Western blotting 检测肿瘤组织中 LLGL2 蛋

白表达  收集小鼠肿瘤组织，加入裂解液提取蛋

白。按“2.1.6”项下方法检测 LLGL2蛋白表达。 

2.3  统计学分析 

数据以 x s 表示，采用 GraphPad Prism 8.0软

件进行统计学分析。多组间比较使用单因素方差分

析（（One-way ANOVA），两独立样本之间用 Student’s 

t检验，方差分析前进行正态性检验。 

3  结果 

3.1  TUB-Ⅱ抑制结直肠癌细胞活性 

为探究 TUB-Ⅱ对结直肠癌细胞活力的影响，

RKO和 SW620细胞分别给予不同浓度的 TUB-Ⅱ干

预 24 h，如图 2所示，0.4～6.4 μmol/L TUB-Ⅱ显著

抑制 RKO 和 SW620 细胞活力（P＜0.05、0.01、

0.001），且呈剂量相关性。 

 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001，下图同。 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group, same as below figures. 

图 2  TUB-II 对 RKO 和 SW620 细胞活力的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 2  Effect of TUB-II on viability of RKO and SW620 cells ( x s , n = 3) 
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3.2  TUB-Ⅱ抑制结直肠癌细胞的体外增殖及转移 

为了探究 TUB-II 对结直肠癌细胞迁移和增殖

的影响，TUB-Ⅱ选择细胞活性大于 85%的浓度（（0.1、

0.2 μmol/L）[15]干预 RKO和 SW620细胞，进行划

痕实验和平板克隆实验，结果如图 3-A、B 所示，

与对照组比较，0.1、0.2 μmol/L TUB-Ⅱ显著抑制

RKO和 SW620细胞的迁移和克隆形成（P＜0.01、

0.001）。采用Western blotting检测上皮-间充质转化

（（epithelial-mesenchymal transition，EMT）相关蛋白

表达，结果如图 3-C所示，在 RKO和 SW620细胞 

  

A-TUB-II对 RKO和 SW620细胞迁移的影响（×100）；B-TUB-II对 RKO和 SW620细胞克隆形成的影响；C-TUB-II对 RKO和 SW620细胞

E-cadherin和 Vimentin蛋白表达的影响。 

A-effect of TUB-II on migration of RKO and SW620 cells (× 100); B-effect of TUB-II on colony formation of RKO and SW620 cells; C-effect of TUB-

II on expressions of E-cadherin and Vimentin proteins in RKO and SW620 cells. 

图 3  TUB-II 抑制结直肠癌细胞的体外增殖及转移 ( x s , n = 3) 

Fig. 3  TUB-II inhibits proliferation and metastasis in vitro of colorectal cancer cells ( x s , n = 3)
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中，与对照组比较，0.4～3.2 μmol/L TUB-Ⅱ显著上

调 E-cadherin 的表达（P＜0.05、0.01、0.001），显

著下调 Vimentin的表达（P＜0.05、0.01、0.001）。 

3.3  TUB-II 抑制小鼠体内肿瘤生长 

为评估 TUB-Ⅱ对结直肠癌肿瘤生长的影响，构

建小鼠结直肠癌皮下瘤模型，给予 TUB-Ⅱ干预后能

够抑制小鼠肿瘤的生长（（图 4-A），肿瘤体积显著减

小（图 4-B，P＜0.01、0.001），小鼠体质量无明显

变化。采用免疫组化检测肿瘤组织增殖标志物 Ki67

表达，如图 4-D所示，与对照组比较，给予 TUB-Ⅱ

干预后肿瘤组织 Ki-67 表达显著降低（P＜0.01、

0.001）。如图 4-E所示，各组小鼠心、肝、脾、肺、

肾组织无明显病理变化，表明 TUB-Ⅱ具有较好的安

全性，对脏器无明显影响。 

 

A-各组肿瘤外观形态；B-肿瘤体积变化；C-小鼠体质量变化；D-免疫组化检测肿瘤组织 Ki67 表达（×400）；E-HE 染色观察各组小鼠脏器组

织病理变化（×200）。 

A-appearance and morphology of tumors in each group; B-changes in tumor volume; C-changes in body weight of mice; D-Ki67 expression in tumor 

tissues detected by immunohistochemistry (× 400); E-pathological changes in organ tissues of mice in each group observed by HE staining (× 200). 

图 4  TUB-II 抑制小鼠体内肿瘤生长 ( x s , n = 5) 

Fig. 4  TUB-II inhibits tumor growth in vivo in mice ( x s , n = 5)

3.4  TUB-II 抑制结直肠癌小鼠肺转移 

为了进一步探究 TUB-Ⅱ对结直肠癌细胞体内

转移的影响，BALB/c 裸鼠通过尾 iv CT26 细胞建

立肺转移模型，给予 TUB-Ⅱ干预后能够抑制结直肠

癌细胞向肺部的传播（（图 5-A），且肺脏指数和肺组

织质量显著降低（（图 5-B、C，P＜0.05、0.001），小

鼠体质量无明显变化（（图 5-D）。各组小鼠肺组织的

HE染色结果（（图 5-E）显示，与对照组比较，TUB-

Ⅱ干预后肺转移的结节数显著减少（P＜0.01、

0.001）。 

3.5  TUB-II 促进 LLGL2 的表达 

分子对接结果（（图 6-A）显示，TUB-Ⅱ与 LLGL2

蛋白结合能力良好。采用Western blotting检测TUB-

Ⅱ对 LLGL2蛋白表达的影响，如图 6-B、C所示，

在 RKO和 SW620细胞中，与对照组比较，0.4～3.2 

μmol/L TUB-Ⅱ显著上调 LLGL2的表达（P＜0.05、

0.01、0.001）；如图 6-D 所示，在小鼠皮下瘤模型

中，与对照组比较，给予 TUB-Ⅱ干预后显著上调肿

瘤组织LLGL2蛋白表达（（P＜0.05、0.01）。表明TUB-

Ⅱ可能作为调节 LLGL2的活性成分。 
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A-各组肺组织外观形态；B-肺脏指数；C-肺组织质量；D-小鼠体质量变化；E-HE染色观察肺组织病理变化。 

A-appearance and morphology of lung tissues in each group; B-lung index; C-lung tissue weight; D-changes in body weight of mice; E-pathological 

changes in lung tissue observed by HE staining.  

图 5  TTUB-II 抑制结直肠癌小鼠肺转移 ( x s , n = 5) 

Fig. 5  TUB-II inhibits lung metastasis in colorectal cancer mice ( x s , n = 5) 

 

A-TUB-II 与 LLGL2 的分子对接结果；B、C-TUB-II 对 RKO 和 SW620 细胞 LLGL2 蛋白表达的影响；D-TUB-II 对皮下瘤模型小鼠肿瘤组织

LLGL2蛋白表达的影响。 

A-molecular docking results of TUB-II and LLGL2; B, C-effect of TUB-II on LLGL2 protein expression in RKO and SW620 cells; D-effect of TUB-II 

on expression of LLGL2 protein in tumor tissue of subcutaneous tumor model mice. 

图 6  TUB-II 促进 LLGL2 的表达 ( x s , n = 3) 

Fig. 6  TUB-II promotes LLGL2 expression ( x s , n = 3) 
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3.6  TUB-II 抑制 PI3K/Akt 通路的激活 

研究发现，LLGL2可以抑制下游 PI3K/Akt通

路的激活[16]。如图 7所示，在 RKO和 SW620细胞

中，与对照组比较，1.6、3.2 μmol/L TUB-Ⅱ均显著

抑制 p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt的蛋白表达（（P＜0.05、

0.01、0.001），表明 TUB-Ⅱ可能通过上调 LLGL2的

表达抑制 PI3K/Akt通路的激活，从而抑制结直肠癌

的发展。 

3.7  TUB-II 抑制 LLGL2 的泛素化 

泛素化是细胞内蛋白质质量控制和信号调节

的重要机制[17]。在正常细胞中，LLGL2的泛素化受

到严格控制以维持细胞的正常功能，而在肿瘤细胞

中，这种调控失衡。LLGL2 可被 E3 泛素连接酶

MDM2调控，导致其泛素化降解[18]。Co-IP结果（（图

8）显示，TUB-II可以抑制 LLGL2的泛素化从而抑

制其降解。 

3.8  TUB-II 通过抑制 MDM2 与 LLGL2 之间的相

互作用来抑制 LLGL2 的泛素化 

MDM2[19]是一种 E3泛素连接酶，可以直接与

p53肿瘤抑制因子结合，抑制其转录活性和蛋白稳

定性[20]。并且 MDM2 是 LLGL2 的 E3 泛素连接

酶，为进一步探究其泛素化机制，给予 TUB-II干

预后发现 MDM2 和 LLGL2 之间的相互作用明显

降低，TUB-II 可以抑制 MDM2 对 LLGL2 的泛素

化降解（图 9），表明 TUB-II 通过下调 MDM2 的

表达来抑制 MDM2 与 LLGL2 的相互作用，并抑

制 MDM2 对 LLGL2 的泛素化降解，进而恢复

LLGL2的表达。 

 

图 7  TUB-II 抑制 RKO (A) 和 SW620 (B) 细胞中 PI3K/Akt 通路的激活 ( x s , n = 3) 

Fig. 7  TUB-II inhibits PI3K/Akt pathway activation in RKO (A) and SW620 (B) cells ( x s , n = 3) 
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图 8  TUB-II 抑制 RKO (A) 和 SW620 (B) 细胞中 LLGL2 的泛素化 ( x s , n = 3) 

Fig. 8  TUB-II inhibits ubiquitination of LLGL2 in RKO (A) and SW620 (B) cells ( x s , n = 3) 

 

图 9  TUB-II 抑制 MDM2 与 LLGL2 之间的相互作用 ( x s , n = 3) 

Fig. 9  TUB-II inhibits interaction between MDM2 and LLGL2 ( x s , n = 3) 

4  讨论 

本研究发现 TUB-Ⅱ能有效抑制结直肠癌细胞

及肿瘤的生长，表明其在治疗结直肠癌方面具有临

床应用潜力，并且确定了 LLGL2是 TUB-Ⅱ可调节

的抑癌基因。课题组前期研究表明，LLGL2可调节

细胞增殖过程并且与 PI3K/Akt 通路相关，LLGL2

与其 E3 泛素连接酶和其之间的相互作用影响结直

肠癌细胞和肿瘤的生长[21]。本研究发现 TUB-Ⅱ在结

直肠癌中通过双重机制发挥抑癌作用：一方面上调

了 LLGL2的表达进而抑制 PI3K/Akt信号通路，另

一方面通过干扰 LLGL2 的 E3 泛素连接酶 MDM2

和 LLGL2的相互作用来抑制 LLGL2的泛素化，从

而稳定了 LLGL2 的蛋白水平。这一发现揭示了

TUB-Ⅱ作为天然中药小分子化合物调控细胞极性

对照  1.6   3.2 

TUB-II/(μmol·L−1) 

对照  TUB-II 3.2 μmol·L−1 

LLGL2 

 

 

 

β-actin 

1.0×105 

 

 

 

4.0×104 

 

 

LLGL2 

 

 

 

β-actin 

1.0×105 

 

 

 

4.0×104 

 

 对照  1.6   3.2 

TUB-II/(μmol·L−1) 

RKO细胞 SW620细胞 

IP
: 

L
L

G
L

2
 

IP
: 

L
L

G
L

2
 

In
p

u
t 

In
p

u
t 

1.8×105 

 

 

1.3×105 

1.0×105 

 

 

1.8×105 

 

 

1.3×105 

1.0×105 

 

 

A                                                 B  

LLGL2 

 

MDM2 

 

1.0×105 

 

1.0×105 

 

 LLGL2 

 

MDM2 

 

β-actin 

1.0×105 

 

1.0×105 

 

4.0×104 

 

 

LLGL2 

 

MDM2 

 

1.0×105 

 

1.0×105 

 

 LLGL2 

 

MDM2 

 

β-actin 

1.0×105 

 

1.0×105 

 

4.0×104 

 

 

1.0×105 

 

1.0×105 

 

 1.0×105 

 

1.0×105 

 

4.0×104 

 

 

1.0×105 

 

1.0×105 

 

 1.0×105 

 

1.0×105 

 

4.0×104 

 

 对照  TUB-II 3.2 μmol·L−1 

对照  TUB-II 3.2 μmol·L−1 

对照  TUB-II 3.2 μmol·L−1 

RKO细胞 SW620细胞 

RKO细胞 SW620细胞 

IP
: 

L
L

G
L

2
 

In
p

u
t 

IP
: 

M
D

M
2
 

In
p

u
t 

LLGL2 

 

MDM2 

 

LLGL2 

 

MDM2 

 

LLGL2 

 

MDM2 

 

β-actin 

LLGL2 

 

MDM2 

 

β-actin 

泛素化 泛素化 



·5940· 中草药 2026年 8月 第 57卷 第 15期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2026 August Vol. 57 No. 15 

   

蛋白稳定性的新机制，为在结直肠癌治疗当中的应

用提供了理论依据。 

LLGL2作为极性调控因子，近年来在肿瘤中的

功能逐渐被认识。本研究在课题组前期研究基础

上，进一步探索了干预MDM2和 LLGL2相互作用

的策略，证实 TUB-Ⅱ可有效阻碍两者的结合能力，

保护 LLGL2 免受蛋白酶体途径降解。这一结果不

仅验证了MDM2作为 LLGL2的负调控因子的关键

作用，更提示了靶向蛋白与蛋白之间相互作用是可

以恢复 LLGL2 抑癌功能的有效途径。TUB-Ⅱ是从

土贝母中提取的活性成分，已有报道 TUB-Ⅱ可直接

结合 E3泛素连接酶 Herc2，阻断其对铁代谢调控蛋

白核受体共激活因子 4（nuclear receptor coactivator 

4，NCOA4）的泛素化降解；NCOA4积累会使得铁

蛋白自噬，诱导癌细胞铁死亡[22]。本研究将 TUB-Ⅱ

与 LLGL2 稳定性调控联系起来，一方面通过增加

了 LLGL2的蛋白水平从而抑制 PI3K/Akt通路的激

活，另一方面通过干扰MDM2与 LLGL2的结合阻

断 LLGL2 的泛素化降解，使得土贝母相较于单一

靶点药物有更广泛且显著的抑癌效果。 

本研究尚存在以下局限性：①TUB-Ⅱ直接结合

MDM2或 LLGL2的具体结构域尚未确定，后续需

通过表面等离子体共振和位点突变等技术明确其

结合模式；②TUB-Ⅱ是否影响 MDM2 对其他底物

的泛素化活性尚不清楚；③对结直肠癌细胞系凋亡

的影响需进一步研究[23]；④主要基于体外细胞实验

及体内皮下瘤和肺转移模型，后续可利用结直肠癌

原位模型及 LLGL2条件性敲除小鼠验证 TUB-Ⅱ的

体内疗效及对 LLGL2 调控的特异性[24]；⑤TUB-Ⅱ

作为天然产物，其生物利用度和体内代谢特征有待

系统评估，并且在安全性上还需进一步考察，以便

为临床转化提供药理学基础。 

综上，本研究发现 TUB-Ⅱ通过上调 LLGL2表

达抑制 PI3K/Akt 通路，以及通过抑制 MDM2 和

LLGL2相互作用介导的 LLGL2泛素化抑制结直肠

癌的发生发展。将 TUB-II 抑制结直肠癌的恶性进

展作为探索抗结直肠癌药物的一种有前景的治疗

策略，并且为基于天然产物调控细胞极性蛋白稳定

性提供了新策略，未来可借助纳米材料构建靶向递

送系统[25]，增强药物在肿瘤部位的富集与释放控

制，推动土贝母活性成分在结直肠癌精准治疗中的

转化应用。 
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