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［摘要］ 目的：观察健脾消癌方对 Hox 转录本反义基因间 RNA（lncRNA HOTAIR）/ 酪氨酸蛋白激酶 2（JAK2）/信号传导及

转录激活因子 3（STAT3）信号通路的影响，探讨健脾消癌方抑制结肠癌转移的可能作用机制。方法：分析不同细胞株 lncRNA

HOTAIR 的表达情况，采用 10%，15%，20% 健脾消癌方含药血清作用于 HCT116 细胞，transwell 实验检测健脾消癌方对

HCT116 细胞的侵袭能力影响，实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）检测 lncRNA HOTAIR，JAK2，STAT3 mRNA 的

表达，蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 JAK2，磷酸化 STAT3（p-STAT3），STAT3 蛋白表达情况。结果：结肠癌细胞株

HCT116 中 lncRNA HOTAIR 的表达水平最高，采用此细胞作为观察对象。与空白组比较，健脾消癌方各组的侵袭细胞数均降

低（P<0.05，P<0.01）；健脾消癌方中剂量组 JAK2 mRNA 相对表达水平降低（P<0.05）；健脾消癌方中、高剂量组的 lncRNA

HOTAIR，健脾消癌方高剂量组的 JAK2 mRNA 相对表达水平显著降低（P<0.01）。与空白组比较，健脾消癌方中剂量组的

p-STAT3 蛋白相对表达水平均降低（P<0.05）；健脾消癌方中、高剂量组的 JAK2 蛋白，健脾消癌方高剂量组的 p-STAT3 蛋白相

对表达水平均明显降低（P<0.01）。结论：健脾消癌方可有效抑制结肠癌细胞转移，其机制可能与抑制 lncRNA HOTAIR/JAK2/

STAT3 信号通路的表达相关。
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［［Abstract］］ Objective：：To observe the effect of Jianpi Xiaoai prescription on long non-coding RNA Hox

transcript antisense intergenic RNA（lncRNA HOTAIR）/Janus kinase 2（JAK2）/signal transducer and activator

of transcription 3（STAT3） signaling pathway and to explore the potential mechanism of Jianpi Xiaoai

prescription in suppressing the metastasis of colon cancer. Method：： The expression of lncRNA HOTAIR in
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different cells was analyzed. Following the treatment of HCT116 cells with 10%，15%，and 20% Jianpi Xiaoai

prescription -containing serum，the invasive ability of Jianpi Xiaoai prescription on HCT116 cells was assessed

by transwell assay. The mRNA expression levels of lncRNA HOTAIR，JAK2，and STAT3 were measured by Real-

time polymerase chain reaction（Real-time PCR），and the protein expression levels of JAK2，phosphorylated

STAT3（p-STAT3）and STAT3 by Western blot. Result：： The highest expression of lncRNA HOTAIR was

detected in HCT116 cells. Compared with the blank group，each Jianpi Xiaoai prescription group exhibited a

decreased number of invasive cells（P<0.05，P<0.01）. The relative JAK2 mRNA expression in the middle-dose

Jianpi Xiaoai prescription group was down-regulated（P<0.05），and the relative lncRNA HOTAIR mRNA

expression in the middle- and high-dose Jianpi Xiaoai prescription groups and the relative JAK2 mRNA

expression in the high-dose Jianpi Xiaoai prescription group were remarkably down-regulated（P<0.01）.

Compared with the blank group，the relative p-STAT3 protein expression was down-regulated in the middle-dose

Jianpi Xiaoai prescription group（P<0.05），and the relative JAK2 protein expression in the middle- and high-

dose Jianpi Xiaoai prescription groups and the relative p-STAT3 protein expression in the high-dose Jianpi Xiaoai

prescription group were remarkably down-regulated （P<0.01）. Conclusion：： Jianpi Xiaoai prescription

effectively inhibits the metastasis of colon cancer cells，which may be related to the inhibition of lncRNA

HOTAIR/JAK2/STAT3 signaling pathway.

［［Keywords］］ Jianpi Xiaoai prescription； colon cancer；HCT116 cells； long non-coding RNA Hox

transcript antisense intergenic RNA （lncRNA HOTAIR）； janus kinase 2 （JAK2）；signal transducer and

activator of transcription 3（STAT3）

结直肠癌是一种常见的严重威胁人民健康的

恶性肿瘤，据全球肿瘤数据统计，结直肠癌每年新

发病例 193 万，居恶性肿瘤第 3 位；死亡病例 94 万，

居恶性肿瘤第 2 位［1-2］。长链非编码 RNA（lncRNA）
异常表达是肿瘤发生发展的关键影响因素之一，与

肿瘤的转移及预后密切相关。经大量实验研究表

明，Hox 转录本反义基因间 RNA（lncRNA HOTAIR）
是一种致癌 lncRNA，其高表达被证实与宫颈癌［3］、

肺癌［4］、大肠癌［5］密切相关。有研究表明，lncRNA

HOTAIR 与大肠癌恶性程度密切相关，其表达降低

的大肠癌患者 5 年生存率延长［6］。肿瘤细胞的增

殖、凋亡、侵袭和迁移是肿瘤转移的关键步骤［7］。酪

氨酸蛋白激酶 2/信号传导及转录激活因子 3（JAK2/

STAT3）信号通路被证实与肿瘤细胞的增殖、凋亡、

侵袭、迁移密切相关，在多种肿瘤的发生、发展过程

中 起 到 了 关 键 作 用［8］。 有 文 献 报 道 ，lncRNA

HOTAIR 可直接调控促炎因子白细胞介素（IL）-1β，

IL-6 和 肿 瘤 坏 死 因 子（TNF）- α 等 的 表 达 ，激 活

JAK2/STAT3 信号转导通路，调节嗜铬细胞瘤细胞

系 PC12 的增殖和凋亡［9］。课题组前期研究发现，湖

南省名中医蒋益兰教授经验方健脾消癌方可有效

抑制结肠癌细胞 HCT116 的增殖、侵袭、迁移，促进

凋亡［10-11］。本研究在前期研究基础上采用健脾消癌

方作用于结肠癌 HCT116 细胞，观察健脾消癌方对

lncRNA HOTAIR/JAK2/STAT3 信号通路的影响，探

讨健脾消癌方抑制结肠癌转移的可能作用机制。

1 材料

1.1 细胞株和动物 人结肠上皮细胞株 NCM460

购于美国模式培养物集存库（目录编号 HTX1841），
人结肠癌细胞株 SW480，SW620，HCT116 购于中国

科学院上海细胞中心（目录编号分别为 TCHu172，

TCHu101，TCHu 99），收 到 后 传 至 第 3 代 备 用 。

20 只 SD 大鼠购自湖南斯莱克景达实验动物有限公

司，雌雄各半，体质量 180~200 g，合格证号 SCXK

（湘）2019-0004。本研究中涉及动物的实验均经湖

南省中医药研究院实验动物伦理委员会批准（批号

2020-0035）。
1.2 药物 健脾消癌方药材（人参 10 g，薏苡仁

30 g，半枝莲 30 g，重楼 10 g，莪术 10 g，郁金 15 g）购
于湖南省中医药研究院附属医院中药房，经药剂科

主任药师田其学鉴定，所有中药材均符合 2015 年版

《中华人民共和国药典》标准。将所购药材浸泡 1 h，

武火煮沸后转文火煎 30 min，取药液后药渣按前法

再煎煮 1 次，将 2 次药液混匀、过滤，浓缩成相当于

含生药 1.134 g·mL-1，4 ℃保存备用。

1.3 试剂 DMEM 培养基（美国 Life Technology 公

司，批号 05197）；胎牛血清（德国 Cellbox 公司，批号

SAG-01U-02）；PureLink RNA 试剂盒（赛默飞公司，
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批号 12183018A）；cDNA 逆转录试剂盒，实时荧光

定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）试剂盒（日本

Takara 公司，批号分别为 RR047Q，RR430A）；JAK2，

STAT3，p-STAT3，β-肌动蛋白（β-actin）蛋白抗体（美

国 Abcam 公 司 ，批 号 分 别 为 ab108596，ab68153，

ab237373，ab6276）；二抗（SAB 公司，批号 L3012）；
草酸铵结晶紫染色液（北京索莱宝科技有限公司，

批号 G1062）。
1.4 仪器 MOP175 型二氧化碳细胞培养箱（日本

Sanyo 公司）；SE300 型垂直凝聚电泳仪，TE22 型蛋

白质转膜仪（美国 Hoefer 公司）；S2030 型凝胶脱色

水平摇床（美国 Labnet 公司）；GBOX 型凝胶成像系

统（美国 Syngene 公司）；480Ⅱ FAST 型 Real-time

PCR 仪器（瑞士 Roche公司）。
2 方法

2.1 细胞培养 将人结肠上皮细胞株 NCM460，人

结肠癌细胞株 SW480，SW620，HCT116 进行常规复

苏，加入含 10% 胎牛血清的高糖 DMEM 培养液，置

于 37 ℃，5%CO2 的恒温培养孵箱进行培养，每 2 d

传代 1 次，并取处于对数生长期的细胞进行实验。

2.2 健脾消癌方含药血清制备 参照课题组前期

含药血清制备方法［12］，将 20 只 SD 大鼠按照随机数

字表法分成空白组和健脾消癌方组，每组 10 只。大

鼠灌胃剂量参照人与实验动物体表面积计算比值

换算［13］，大鼠给药剂量=人（按 70 kg 计算）给药剂

量×换算系数=105 g·70 kg-1×6.3=9.45 g·kg-1，即健脾

消癌方组按 9.45 g·kg-1 灌胃；空白组按大鼠体质量

给予等体积的生理盐水灌胃。每天灌胃 2 次，连续

给药 7 d，并于最后 1 次灌胃后 1 h，采用 10% 水合氯

醛麻醉大鼠，于无菌条件下腹主动脉取血，37 ℃静

置 4 h，2 000 r·min-1离心 15 min（离心半径 13.5 cm）
后取血清，并将同组血清进行混合，用 0.22 μm 微孔

滤膜过滤除菌，−20 ℃保存备用。

2.3 分组给药 取对数生长期的 HCT116 细胞按

5×106 个/皿，接种于 100 mm 的水平培养皿中，每皿

加入高糖 DMEM 完全培养基 12 mL，置于 37 ℃，

5%CO2 的培养孵箱培养过夜，次日，更换新鲜高糖

DMEM 完全培养基，将细胞分为空白组、健脾消癌

方低、中、高剂量组，分别加入 15% 空白血清，10%，

15%，20% 健脾消癌方含药血清，置于 37 ℃，5%CO2

饱和湿度的细胞培养箱内进行培养 24 h。

2.4 细胞侵袭实验 收集各组处理 48 h 的细胞，磷

酸盐缓冲液（PBS）洗涤 3 次，用无血清 DMEM 培养

基将细胞密度调整为 1×106 个/mL，100 μL/孔接种

于含 Matrigel 胶的 transwell 板上室中，空白组小室

下室加入含 15%FBS 的 DMEM 培养基 1 mL 作为诱

导剂，培养 24 h，结晶紫染色 20 min，倒置显微镜下

观察穿过小室的细胞数，随机选取 8 个视野拍照计

数，取平均值作为侵袭细胞的数目。

2.5 Real-time PCR 检测 lncRNA HOTAIR，JAK2，

STAT3 mRNA 的表达 按 PureLink RNA 试剂盒说

明书制备各组细胞总 RNA。按反转录试剂盒说明

书制备 cDNA。逆转录条件为 42 °C，5 min；37 °C，

15 min；85 °C，5 s；4 °C 保存。以甘油醛-3-磷酸脱氢

酶（GAPDH）作 为 内 参 ，通 过 PCR 扩 增 lncRNA

HOTAIR，JAK2，STAT3 mRNA，扩 增 条 件 为

① 95 ℃预变形 50 s，1 个循环；② 95 ℃变性 8 s；
62 ℃退火 48 s；45 个循环；③ 95 ℃延伸 6 s；60 ℃降

温 62 s；95 ℃终延伸 3 s；1 个循环；④ 50 ℃保存。

实 验 重 复 3 次 。 2-ΔΔCt 法 计 算 lncRNA HOTAIR，

JAK2，STAT3 mRNA 的相对表达量。引物由上海

Sangon 有限公司提供，见表 1。

2.6 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 JAK2，

p-STAT3，STAT3 蛋白表达 采用蛋白裂解液（强）
提取总蛋白，BCA 法测定所提取的蛋白质浓度。按

每孔 35 μg 上样量进行 15% 十二烷基苯磺酸钠 -聚

丙烯酰胺凝胶电泳分离，将蛋白质转移到聚偏氟乙

烯（PVDF）膜上，摇床封闭 3.5 h，分别加入相应抗体

JAK2（1︰ 2 000），p-STAT3（1︰ 1 万 ），STAT3

（1∶5 000），β -actin（1︰5 000），水平摇床 4 ℃，孵育

18 h；TBST 洗涤 15 min，3 次，分别加入辣根过氧化

物酶标记山羊抗兔二抗（1∶5 000），水平摇床 20 ℃，

1.5 h，洗涤 2 次，每次 15 min，加入化学发光底物，仪

器内显影，并用 Image J 对实验图像进行灰度值

分析。

2.7 统计学分析 采用 GraphPad prism 9.0 软件对

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequence

引物

lncRNA HOTAIR

GAPDH

JAK2

STAT3

序列（5′-3′）
上游 GGTAGAAAAAAGCAACCAC

下游 ACATTAAACCTCTGTCTGT

上游 ACCCAGAAAGACTGTG

下游 CACATTGGGGGGTAGG

上游 TCTGGGGAGTATGTTGCAGAA

下游 AGACATGGTTGGGTGGATACC

上游 CAGCAGCTTGACACACGGTA

下游 AAACACCAAAGTGGCATGGA

长度/bp

170

120

130

150
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数据进行统计分析，计量数据以 x̄± s 表示，采用单因

素方差分析实验数据，组间两两比较采用最小显著

性 差 异 法（LSD），以 P<0.05 为 差 异 具 有 统 计 学

意义。

3 结果

3.1 lncRNA HOTAIR 在不同细胞株中的相对表达

水平 结肠癌细胞株 SW480，SW620，HCT116 的

lncRNA HOTAIR 相 对 表 达 水 平 分 别 为（3.952±

0.167），（5.690±0.555），（9.535±0.590），均显著高于

正常结肠上皮细胞株 NCM460 的 lncRNA HOTAIR

相对表达水平（1.00±0.045）（P<0.01），且 HCT116 细

胞株的 lncRNA HOTAIR 相对表达水平最高，故选

用 HCT116 细胞作为本次实验的研究对象。

3.2 健脾消癌方对 HCT116 细胞侵袭能力的影响

与空白组比较，健脾消癌方低、中剂量组的侵袭

细胞数明显降低（P<0.05），健脾消癌方高剂量组的

侵袭细胞数显著降低（P<0.01）。见图 1，表 2。

3.3 健脾消癌方对各组 lncRNA HOTAIR，JAK2，

STAT3 mRNA 相对表达水平的影响 与空白组比

较，健脾消癌方中剂量组的 JAK2 mRNA 相对表达

水平明显降低（P<0.05）；健脾消癌方中、高剂量组的

lncRNA HOTAIR 相 对 表 达 水 平 均 显 著 降 低（P<

0.01），健脾消癌方高剂量组的 JAK2 mRNA 相对表

达水平显著降低（P<0.01）。健脾消癌方各剂量组

STAT3 mRNA 差异无统计学意义。见表 3。

3.4 健脾消癌方对各组 JAK2，p-STAT3，STAT3 蛋

白相对表达水平的影响 与空白组比较，健脾消癌

方中剂量组 p-STAT3 蛋白相对表达水平明显降低

（P<0.05）；健脾消癌方中、高剂量组 JAK2 蛋白，健

脾消癌方高剂量组的 p-STAT3 蛋白相对表达水平均

显著降低（P<0.01）。健脾消癌方各组的 STAT3 蛋

白相对表达差异无统计学意义。见图 2，表 4。

表 2 健脾消癌方对对 HCT116细胞侵袭能力的影响（x̄± s，n=3）

Table 2 Effect of Jianpi Xiaoai prescription on invasion of

HCT116 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白

健脾消癌方

体积分数/%

15

10

15

20

侵袭细胞数/个

100.0±7.8

82.0±3.01）

60.5±7.51）

51.56±3.52）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01（表 3，4 同）。

表 3 健脾消癌方对 lncRNA HOTAIR，JAK2，STAT3 mRNA 相对

表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 3 Effect of Jianpi Xiaoai prescription on lncRNA

HOTAIR，JAK2，STAT3 mRNA（x̄± s，n=3）

组别

空白

健脾消癌方

体积分

数/%

15

10

15

20

lncRNA

HOTAIR

1.013±0.009

0.922±0.017

0.396±0.0482）

0.156±0.0222）

JAK2

1.017±0.009

0.981±0.017

0.683±0.0491）

0.442±0.0612）

STAT3

1.010±0.012

1.033±0.035

0.975±0.031

1.033±0.057

A. 空白组；B~D. 健脾消癌方低、中、高剂量组（图 2 同）
图 1 健脾消癌方对 HCT116细胞侵袭能力的影响（结晶紫，×400）
Fig. 1 Effect of Jianpi Xiaoai prescription on invasion of

HCT116 cells（crystal violet，×400）

表 4 健脾消癌方对 JAK2，p-STAT3，STAT3 蛋白相对表达的影响

（x̄± s，n=3）

Table 4 Effect of Jianpi Xiaoai prescription on JAK2，p-STAT3，

STAT3 protein（x̄± s，n=3）

组别

空白

健脾消癌方

体积

分数/%

15

10

15

20

JAK2

/β-actin

1.000±0.015

0.961±0.050

0.509±0.0182）

0.454±0.0472）

p-STAT3

/β-actin

1.000±0.015

1.137±0.101

0.888±0.0741）

0.730±0.0512）

STAT3

/β-actin

1.000±0.031

1.043±0.027

1.041±0.039

1.230±0.029

图 2 各组 JAK2，p-STAT3，STAT3蛋白表达电泳

Fig. 2 Electrophoresis of Jianpi Xiaoai prescription on JAK2，

p-STAT3，STAT3 protein
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近 20 年来，我国结直肠癌的发病率与病死率逐

年攀升，且呈现年轻化趋势，其发生与饮食结构、生

活环境、人口老龄化、环境污染等相关，由于远处转

移和复发，大多数晚期结直肠癌预后不佳［14-15］。健

脾消癌方是根据湖南省名中医蒋益兰教授数十载

临证精华凝练总结而来的治疗结直肠癌的效验方，

方中人参、薏苡仁益气健脾，以健生化之源，而疗诸

虚不足，从而达到扶正固本的目的；莪术、郁金活血

化瘀，半枝莲、重楼清热解毒、消痈散结，全方配伍

精要，攻补兼施，共奏益气健脾，化瘀解毒之功。前

期课题组基础研究结果表明，健脾消癌方通过下调

基质金属蛋白酶（MMP）-2，MMP-9 蛋白表达，抑制

HCT116 细胞迁移、侵袭；而且通过降低结肠癌细胞

HCT116 中 miR-21/蛋白酪氨酸磷酸酶基因（PTEN）
信号通路的表达，抑制结肠癌的增殖，通过上调 B 细

胞淋巴瘤 -2 相关 X 蛋白（Bax）的表达，下调天冬氨

酸半胱氨酸蛋白水解酶 -3（Caspase-3），B 细胞淋巴

瘤 -2 相 关 xL 蛋 白（Bcl-xL）的 表 达 促 进 结 肠 癌

HCT116 细胞的凋亡［10-12］。

研究表明，lncRNA HOTAIR 在结直肠癌的发展

过程中起重要作用，通过敲除 lncRNA HOTAIR 基

因，在体外可抑制结直肠癌细胞系的存活和转移，

在体内可通过降低肝细胞核因子 4α（HNF4α）的表

达，抑制肠癌细胞的上皮间充质转化（EMT）过程，

从而抑制结直肠癌的发生、迁移和侵袭［16］。 JAK2/

STAT3 信号通路是一种典型的致癌信号通路，JAK2

作为一个信号枢纽，将白细胞介素受体和致癌受体

酪氨酸激酶的细胞外信号整合到 STAT3 中，JAK2

在 Y705 处磷酸化 STAT3，通过其磷酸化的 Y705 位

点和 SH2 结构域的相互作用，与 p-STAT3 同源二聚，

以诱导其核易位和转录活性，核 STAT3 与其靶基因

启动子结合，诱导肿瘤细胞迁移、生长和分化，在结

直肠癌的发生发展中起着重要作用［17-18］。 DENG

等［19］的研究表明，lncRNA HOTAIR 可靶向 miR-34a

激活 JAK2/STAT3 信号通路，促进胰腺癌细胞的侵

袭、迁移，敲除 lncRNA HOTAIR 可抑制胰腺癌的

生长。

为了进一步明确健脾消癌方抑制结直肠癌转

移的机制，本研究检测了人结肠上皮细胞与不同结

肠癌细胞株中 lncRNA HOTAIR 的表达水平，结果

证实结肠癌细胞株 lncRNA HOTAIR 表达水平均高

于人结肠上皮细胞，且侵袭性强的结肠癌细胞株中

lncRNA HOTAIR 表 达 水 平 更 高 ，说 明 lncRNA

HOTAIR 与 结 肠 癌 的 侵 袭 密 切 相 关 。 本 研 究 从

lncRNA HOTAIR/JAK2/STAT3 信号通路着手，采用

不同剂量的健脾消癌方作用于结肠癌 HCT116 细

胞，结果发现 lncRNA HOTAIR，JAK2，p-STAT3 在

HCT116 细胞中均呈高表达状态，与文献报道一

致［16-18］。 健 脾 消 癌 方 干 预 后 ，lncRNA HOTAIR，

JAK2 表达下调，p-STAT3 水平下降，并且随着健脾

消癌方剂量的增加，抑制效果更佳明显。这阐释健

脾 消 癌 方 抑 制 结 肠 癌 侵 袭 的 作 用 机 制 可 能 与

lncRNA HOTAIR/JAK2/STAT3 信号通路密切相关。
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