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基于 JAK/STAT 通路研究没食子酸抗结肠癌作用机制

阿丽亚·依拉木，阿布都艾则孜·艾尔肯，古丽娜·卡里曼江，

艾尔菲丁·阿尼娃尔，木巴拉克·伊明江*

（新疆医科大学 药学院，乌鲁木齐 830017）

［摘要］ 目的：探讨没食子酸（GA）对人结肠癌细胞 HCT-116 和 Caco-2 活性和细胞内 Janus激酶（JAK）/信号转导与转录激

活因子（STAT）信号通路，抗凋亡蛋白 B 细胞淋巴瘤-2（Bcl-2）和促凋亡蛋白 B 细胞淋巴瘤-2 相关 X 蛋白（Bax）表达的影响讨论

其作用机制。方法：设立 GA 组、空白组及 5-氟尿嘧啶（5-FU，0.05 g·L-1）组，通过细胞增殖与活性检测 -8（CCK-8）法检测 GA

（0.02，0.05，0.1，0.15，0.2 g·L-1）处理 HCT-116 和 Caco-2 细胞 12，24，48，72 h 增殖抑制率，选取有效抑制增殖的 GA 浓度；结晶紫

染色法检测细胞集落形成能力；划痕实验检测细胞迁移；荧光探针法（DCFH-DA）检测细胞活性氧（ROS）水平；酶联免疫吸附

测定（ELISA）试剂盒检测细胞上清液中白细胞介素-6（IL-6）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）表达；蛋白免疫印迹法（Western blot）检
测 JAK2，磷酸化（p）-JAK2，STAT3，p-STAT3，Bcl-2 和 Bax 的表达变化。结果：CCK-8 结果显示，与空白组比较，GA（0.02，0.05，

0.1，0.15，0.2 g·L-1）组 2 种细胞在 12，24，48，72 h 后细胞增殖抑制率升高（P<0.05，P<0.01），并呈现浓度与时间依赖效应；与
5-FU 组比较，GA（0.2 g·L-1）组 2 种细胞在 12，24，48，72 h 后细胞增殖抑制率显著升高（P<0.01），呈现时间依赖效应。与空白组

比较，两种细胞 GA（0.1，0.15，0.2 g·L-1）组细胞集落形成数显著降低（P<0.01），细胞集落形成抑制率显著升高（P<0.01），划痕愈

合率显著降低（P<0.01），细胞内 ROS 荧光强度显著升高（P<0.01），上清液中 IL-6，TNF-α表达降低（P<0.05，P<0.01），以上均呈

现浓度依赖效应；与 5-FU 组比较，GA（0.2 g·L-1）组细胞划痕愈合率显著降低（P<0.01），细胞内 ROS 荧光强度显著升高（P<

0.01），细胞上清液中 IL-6，TNF-α表达降低（P<0.05，P<0.01）。Western blot显示，与空白组比较，GA（0.1，0.15，0.2 g·L-1）组 2 种

细胞内 p-JAK2，p-STAT3，Bcl-2 表达明显降低（P<0.01），而 Bax 蛋白表达增加（P<0.05，P<0.01），p-JAK2/JAK2，p-STAT3/

STAT3，Bcl-2/Bax 显著降低（P<0.01），以上均呈现浓度依赖效应；与 5-FU 组比较，GA（0.2 g·L-1）组 2 种细胞内 p-JAK2，

p-STAT3，Bcl-2 表达降低（P<0.05，P<0.01），而 Bax 蛋白表达升高（P<0.05，P<0.01），p-JAK2/JAK2，p-STAT3/STAT3，Bcl-2/Bax

降低（P<0.05，P<0.01）。结论：GA 可抑制结肠癌 HCT-116 和 Caco-2 细胞活性，其机制可能与增加细胞内 ROS 的积累，下调肿

瘤微环境中的炎症因子 IL-6，TNF-α的表达和 JAK/STAT 信号通路中 p-JAK2，p-STAT3 蛋白表达，进而下调 Bcl-2，上调 Bax

有关。
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淋巴瘤-2 相关 X 蛋白（Bax）
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［［Abstract］］ Objective：：To investigate the effects of gallic acid（GA）on human colon cancer HCT-116

and Caco-2 cell activities，intracellular Janus kinase（JAK）/signal transducer and activator of transcription factor

（STAT）signaling pathway，and the expression of anti-apoptotic protein B-cell lymphoma-2（Bcl-2）and pro-
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apoptotic protein B-cell lymphoma-2-associated X protein（Bax），so as to explore its underlying molecular

mechanism. Method：： Following the classification of cells into GA group，blank group，and 5-fluorouracil

（5-FU，0.05 g·L-1）group，the HCT-116 and Caco-2 cells were treated with GA（0.02，0.05，0.1，0.15，

0.2 g·L-1）for 12，24，48，and 72 h，respectively，and the cell proliferation inhibition rats were determined by

cell counting kit-8（CCK-8）assay to select the GA concentration that effectively inhibited proliferation. The

colony formation ability was detected by crystal violet staining and the migration of cells by scratch test. The

level of reactive oxygen species（ROS）was measured using a fluorescent probe（DCFH-DA）. The expression of

interleukin-6（IL-6）and tumor necrosis factor-α（TNF-α）in cell supernatant were determined using the enzyme-

linked immunosorbent assay（ELISA）kits. The expression levels of JAK2，phosphorylated（p）-JAK2，STAT3，

p-STAT3，Bcl-2，and Bax were assayed by Western blot. Result：：CCK-8 assay showed that after 12，24，48，

and 72 h of treatment，GA（0.02，0.05，0.1，0.15，0.2 g·L-1）inhibited the proliferation of HCT-116 and Caco-2

cells in a dose- and time-dependent manner，and the inhibition rates were higher than those in the blank control

group. Compared with the 5-FU group，GA（0.2 g·L-1）enhanced the inhibition of cell proliferation in a time-

dependent manner. Compared with the blank control group，GA（0.1，0.15，and 0.2 g·L-1）significantly

decreased the number of cell colonies（P<0.01），increased the inhibition rate of cell colony formation（P<

0.01），diminished the scratch healing rate（P<0.05，P<0.01），elevated the fluorescence intensity of intracellular

ROS（P<0.01），and down-regulated the expression of IL-6 and TNF-α in the supernatant（P<0.01）in a dose-

dependent manner. Compared with the 5-FU group，GA（0.2 g·L-1）decreased the scratch healing rate（P<

0.01），enhanced the fluorescence intensity of intracellular ROS（P<0.01），and down-regulated the levels of IL-6

and TNF-α in cell supernatant（P<0.01）. According to Western blot analysis，compared with the blank control

group，GA（0.1，0.15，0.2 g·L-1）obviously lowered the expression of p-JAK2，p-STAT3，Bcl-2，p-JAK2/

JAK2，p-STAT3/STAT3，and Bcl-2/Bax（P<0.01）and raised Bax protein expression（P<0.05，P<0.01）in a

dose-dependent manner. Compared with the 5-FU group，GA（0.2 g·L-1）down-regulated the expression of

p-JAK2， p-STAT3， Bcl-2， p-JAK2/JAK2， p-STAT3/STAT3， and Bcl-2/Bax（P<0.05， P<0.01） and up-

regulated the expression of Bax protein（P<0.05， P<0.01）. Conclusion：： GA significantly inhibits the

proliferation of HCT-116 and Caco-2 cells，which may be related to the increased accumulation of intracellular

ROS，down-regulation of inflammatory factors IL-6 and TNF- α，p-JAK2 and p-STAT3 protein expression in

JAK/STAT signaling pathway，and Bcl-2，and up-regulation of Bax.

［［Keywords］］ gallic acid（GA）；colorectal cancer；Janus kinase（JAK）；signal transducer and activator of

transcription（STAT）；B-cell lymphoma-2（Bcl-2）；B-cell lymphoma-2 associated X protein（Bax）

结肠癌是一种具有高发病率及致死率的消化

道恶性肿瘤［1］，据全球癌症统计，2020 年结肠癌的发

病率位居世界第 4 位，每年约有 115 万人被诊断为

结肠癌［2］。目前，临床上多采用手术为主，化疗为辅

的方法治疗结肠癌，但在治疗过程中的复发、远处

转移和药物不良反应是医学界待解决的难题［3］，因

此开发安全、有效、经济的中药天然药为原料的靶

向药物成为研究热点。

没食子酸（GA）是一种在没食子、五倍子、石榴

皮等药用植物中普遍存在的多酚类化合物，对消化

道肿瘤具有良好的抑制效果［4］。最新研究表明，GA

可以通过 Janus 激酶（JAK）/信号转导与转录激活因

子（STAT）信号通路抑制非小细胞肺癌 A549 细胞的

活性［5］，该通路参与肿瘤细胞中多种生物变异过程

的调控，过度激活与结肠癌的发生发展也有着千丝

万缕的关系［6-7］。据报道，GA 对结肠癌细胞增殖和

迁移的抑制作用及对细胞凋亡和自噬的诱导作用

受到多种信号通路的调控［8-9］，但学者还未明确 GA

能否通过调控 JAK/STAT 信号通路达到抑制结肠癌

细胞活性的目的。为了深入探究 GA 抑制结肠癌细

胞活性的作用与 JAK/STAT 信号通路的相关性，本

研究通过检测 GA 对人源结肠癌细胞 HCT-116 和

Caco-2 内活性氧（ROS）积累和肿瘤微环境中的炎

症因子白细胞介素-6（IL-6），肿瘤坏死因子-α（TNF-

α）表 达 ，JAK/STAT 信 号 通 路 相 关 蛋 白 JAK2，

STAT3，磷酸化（p）-JAK2，p-STAT3，和其下游抗凋
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亡蛋白 B 细胞淋巴瘤 -2（Bcl-2），促凋亡蛋白 B 细胞

淋巴瘤-2 相关 X（Bax）表达的影响讨论其作用机制，

为相关临床治疗提供理论基础。

1 材料

1.1 细胞 人结肠癌细胞株 HCT116 和 Caco-2 购

自武汉普诺赛生物科技有限公司（批号分别为

201201D11，201228D50），收到后传至第 3 代备用。

1.2 药物 没食子酸（GA）对照品（北京索莱宝科

技有限公司，批号 406K022）20 mg；5-氟尿嘧啶（5-

FU）（北京索莱宝科技有限公司，批号 1209KG022）
50 mg。

1.3 试剂 高糖 DMEM 细胞培养基，进口澳洲胎

牛 血 清（FBS），磷 酸 盐 缓 冲 液（PBS）（ 以 色 列

Biological Industries 公司，批号分别为 2043176，04-

002-1C，2038149）；细胞增殖与活性检测（CCK-8）试
剂 盒 ，活 性 氧 荧 光 探 针（DCFH-DA）试 剂 盒

（Biosharp 公司，批号分别为 7010000，BL714A）；二
甲亚砜（DMSO，美国 Sigma 公司，批号 WXBC7821

V）；IL-6，TNF-α酶联免疫吸附测定（ELISA）试剂盒

（ 上 海 江 莱 生 物 科 技 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为

JL14113，JL10208）；脱脂奶粉（德国 Biofroxx 公司，

批号 1172GR100）；JAK2，p-JAK2，STAT-3，p-STAT-

3，Bcl-2，Bax 单 抗（美 国 CST 公 司 ，批 号 分 别 为

3230T，3771S，4904T，9145T，4223T，2772T）；β-肌动

蛋白（β -actin）抗体，山羊抗兔免疫球蛋白（Ig）G 二

抗（北京博奥森生物技术有限公司，批号分别为 BS-

0061R，BS-40295G-HRP）；结晶紫染液（上海如吉生

物科技发展有限公司，批号 SJH0244）。
1.4 仪器 Forma371 型细胞培养箱，Multiskan GO

型全波长酶标仪（美国 Thermo Fisher公司）；H17502

型高速离心机（湖南湘仪器械有限公司）；HHS-11-1

型电热恒温水浴锅（上海博讯实业有限公司）；
MAX-A6003 型电子天平（深圳无限量衡器有限公

司）；SX-500 型高压灭菌锅（北京天美科学仪器有限

公司）；TS2 型倒置荧光显微镜（日本 Nikon 公司）；
PP-1150 Power B 型蛋白电泳仪和转膜仪（北京凯元

信瑞仪器有限公司）；FE0723 凝胶图像分析软件（美

国 Fluor Chem E 公司）。
2 方法

2.1 细胞培养 用含有 10% FBS，1% 青霉素和链

霉素的 DMEM 培养液，置于 37 ℃，5%CO2无菌培养

箱。细胞生长至培养皿面积的 70% 左右时，用适量

胰酶消化传代，其中 HCT-116 消化 1 min，Caco-2 消

化 5 min。

2.2 药物的配制 称取 GA 和 5-FU 各 1 mg 溶解于

DMSO 溶液 1 mL 中，制备成 1 g·L-1 GA 母液和 5-FU

母液，置于−20 ℃冰箱备用，使用时用完全培养基稀

释成相应浓度的工作液。

2.3 CCK8 法检测细胞增殖 取对数生长的 HCT-

116 和 Caco-2 细胞，胰酶消化后分别以每孔 2 000 个

细胞均匀接种在 96 孔板里。待 24 h 细胞贴壁后去

除培养液，除空白组外，给药组用 0.02，0.05，0.1，

0.15，0.2 g·L-1的 GA 和 0.05 g·L-1 5-FU［前期实验得

5-FU 干预 2 种细胞 24 h 时半数抑制浓度（IC50）≈
0.05 g·L-1，故选用此质量浓度的 5-FU］处理，每组浓

度设 4 个复孔。分别培养 12，24，48，72 h，按照试剂

盒指南操作，用酶标仪在 450 nm 波长下测定吸光度

A，通 过 公 式 计 算 细 胞 增 殖 抑 制 率 =（1 − A 药物组/

A 空白组）×100%，用 SPSS 26.0 计算 IC50。

2.4 结晶紫染色法观察细胞集落形成能力 取对

数生长期的 HCT-116 和 Caco-2 细胞，以 GA（0.1，

0.15，0.2 g·L-1）组，空白组及 5-FU 组分别于培养箱

中培养 48 h，3 d 换液 1 次。继续培养 12 d，对细胞进

行 PBS 清洗，加入结晶紫染色液染色，计算集落形

成抑制率。集落形成抑制率=（1−集落数/接种细胞

数）×100%。

2.5 划痕实验检测细胞迁移 取对数生长期的

HCT-116 和 Caco-2 细胞培养至铺满六孔板，采用

1 mL 枪头进行划痕，细胞分组与 2.4 项一致，孵育细

胞 24 h，在显微镜下观察并采集图片，使用 Image J

软件进行愈合面积分析。

2.6 DCFH-DA 检测细胞 ROS 水平 取对数生长

期的 HCT-116 和 Caco-2 细胞培养至铺满六孔板，分

组与 2.4 项一致，孵育细胞 24 h，弃上清，PBS 清洗，

按照说明书加入 DCFH-DA 适量在 37 ℃条件下孵

育细胞 30 min。PBS 洗涤细胞后观察荧光，并采集

图片。

2.7 ELISA 试剂盒检测 IL-6 和 TNF-α表达 取对

数生长期的 HCT-116 和 Caco-2 细胞，细胞分组与

2.4 项一致，每组至少设 3 个复孔，按 ELISA 试剂盒

说明书配制标准品溶液操作，在 450 nm 波长处用空

白孔调零后测定各孔的 A，绘制标准曲线并计算样

品浓度。

2.8 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 JAK2，

p-JAK2，STAT3，p-STAT3，Bcl-2，Bax 蛋白表达 取

对 数 生 长 期 的 HCT-116 和 Caco-2 细 胞 ，分 组 与

2.4 项一致，培养 24 h。用 PBS 洗涤 1 次，使用 RIPA

裂解缓冲液提取细胞样品的总蛋白。根据相对分
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子质量大小选择适宜浓度的 SDS-PAGE 凝胶，进行

电泳转膜。 TBST 洗膜 3 次，用 5% 脱脂奶粉封闭

1.5 h，再用 TBST 洗膜 3 次，4 ℃下与一抗（1∶1 000）
孵 育 过 夜 。 TBST 洗 膜 3 次 ，室 温 孵 育 二 抗（1∶

8 000）1 h，TBST 洗膜 3 次，显色，以 β-actin 为内参，

使用 Image J软件进行灰度值分析。

2.9 统计学分析 使用 SPSS 26.0 进行数据分析。

数据采用 x̄ ± s 表示，多组间比较采用单因素方差分

析，组间两两比较采用最小显著性差异法（LSD）检
验（方差齐）或 Dunnett′s T3 检验（方差不齐），以 P<

0.05 为差异具有统计学意义。

3 结果

3.1 GA 对细胞增殖的影响 与空白组比较，GA

（0.02，0.05，0.1，0.15，0.2 g·L-1）组 2 种细胞在 12，24，

48，72 h 细 胞 增 殖 抑 制 率 明 显 升 高（P<0.05，P<

0.01），并呈现浓度与时间依赖效应；与 5-FU 组比

较，GA（0.2 g·L-1）组 2 种细胞在 12，24，48，72 h 后细

胞增殖抑制率显著升高（P<0.01），呈时间依赖效应。

计算得 GA 处理 2 种细胞 24 h 的 IC50 分别为 0.148，

0.153 g·L-1，见表 1。选择 1/2 倍 IC50（0.1 g·L-1），1 倍

IC50（0.15 g·L-1），3/2 倍 IC50（0.2 g·L-1）3 个质量浓度

进行后续实验。

3.2 GA 对细胞集落形成的影响 与空白组比较，

GA（0.1，0.15，0.2 g·L-1）组 2 种细胞集落形成数显著

降低（P<0.01），细胞集落形成抑制率显著升高（P<

0.01），抑制效果呈现浓度依赖性，GA（0.2 g·L-1）组 2

种细胞均无集落形成 ，细胞集落形成抑制率为

100%。见表 2，图 1。

3.3 GA 对细胞迁移的影响 与空白组比较，GA

（0.1，0.15，0.2 g·L-1）组 2 种细胞划痕愈合率显著降

低（P<0.01），呈现浓度依赖效应；与 5-FU 组比较，

GA（0.2 g·L-1）组 2 种细胞划痕愈合率显著降低（P<

0.01）。见表 3。

3.4 GA 对细胞中 ROS 水平的影响 与空白组比

较，GA（0.1，0.15，0.2 g·L-1）组 2 种细胞内 ROS 荧光

强度显著升高（P<0.01），并呈现浓度依赖性效应；与

表 1 GA对 HCT-116和 Caco-2细胞增殖抑制率的影响（x̄± s，n=4）

Table 1 Effect of GA on proliferation inhibition rate of HCT-116 and Caco-2 cells（x̄± s，n=4） %

组别

GA

5-FU

GA

5-FU

质量浓度/g·L-1

0.02

0.05

0.1

0.15

0.2

0.05

0.02

0.05

0.1

0.15

0.2

0.05

细胞类型

HCT-116

Caco-2

12 h

5.62±1.231）

9.66±2.211）

14.64±2.652）

31.38±2.292）

42.63±2.822，4）

37.14±1.212）

3.02±0.621）

12.30±1.292）

19.24±0.742）

22.04±1.052）

27.99±0.572，4）

20.20±1.122）

24 h

11.73±1.282）

24.68±1.482）

37.35±1.22）

49.54±1.752）

60.01±1.262，4）

50.74±0.882）

7.10±0.482）

14.49±1.172）

28.25±1.582）

47.05±0.672）

58.37±0.922，4）

39.78±1.272）

48 h

10.24±0.692）

31.06±1.512）

46.86±1.512）

62.39±0.862）

78.35±0.982，4）

67.49±0.892）

11.54±1.422）

23.05±0.592）

42.19±1.702）

59.47±1.772）

76.20±1.762，4）

61.46±0.982）

72 h

20.44±1.222）

32.75±1.152）

58.43±0.932）

70.62±0.982）

86.54±1.022，4）

81.55±1.392）

15.51±0.742）

31.59±2.442）

53.41±1.712）

66.01±0.712）

80.30±2.082，4）

74.71±1.282）

注：空白组细胞增殖抑制率为 0；与同时间点空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01，与同时间点 5-FU 组比较 3）P<0.05，4）P<0.01（表 2~8 同）。

表 2 GA对 HCT-116和 Caco-2细胞集落形成的影响（x̄± s，n=3）

Table 2 Effect of GA on colony formation of HCT-116 and Caco-2 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白

GA

5-FU

质量浓度/g·L-1

0.1

0.15

0.2

0.05

集落数/个

HCT-116

184±16

34±72）

9±32）

0±02）

0±02）

Caco-2

143±102）

25±72）

3±22）

0±02）

0±02）

集落形成抑制率/%

HCT-116

38.67±5.31

88.67±2.332）

97.11±1.032）

100.00±0.002，4）

100±0.002）

Caco-2

52.33±3.402）

91.78±2.82）

99.11±0.682）

100±0.002）

100±0.002）
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5-FU 组比较，GA（0.2 g·L-1）组细胞内 ROS 荧光强度

显著升高（P<0.01）。见表 4，图 2。

3.5 GA 对细胞上清液中 IL-6，TNF-α表达的影响

与空白组比较，GA（0.1，0.15，0.2 g·L-1）组 2 种细

胞上清液中 IL-6，TNF-α表达明显降低（P<0.05，P<

0.01），并呈现浓度依赖性效应；与 5-FU 组比较，GA

（0.2 g·L-1）组细胞上清液中 IL-6，TNF-α表达明显降

低（P<0.05，P<0.01）。见表 5。

3.6 GA 对 HCT-116 和 Caco-2 细 胞 中 JAK2，

STAT3，p-JAK2，p-STAT3，Bax，Bcl-2 蛋白表达的影

响 与空白组比较，GA（0.1，0.15，0.2 g·L-1）组两种

细胞内 JAK2，STAT3 蛋白表达差异无统计学意义，

p-JAK2，p-STAT3，Bcl-2 蛋 白 表 达 显 著 降 低（P<

0.01），Bax 蛋白表达明显增加（P<0.05，P<0.01），p-

JAK2/JAK2，p-STAT3/STAT3，Bcl-2/Bax 均显著降低

（P<0.01），且具有浓度依赖性趋势；与 5-FU 组比较，

GA（0.2 g·L-1）组 2 种细胞内 JAK2，STAT3 蛋白表达

差异无统计学意义，p-JAK2，p-STAT3，Bcl-2 蛋白表

达明显降低（P<0.05，P<0.01），Bax 蛋白表达明显增

加（P<0.05，P<0.01）， p-JAK2/JAK2， p-STAT3/

STAT3，Bcl-2/Bax 均 降 低（P<0.05，P<0.01）。 见

表 6~8，图 3。

4 讨论

近年来炎症性肠病（IBD）患者发生结肠癌的风

险大幅升高［10-11］，患者服用非甾体抗炎药可在一定

程度上降低肿瘤的发生和 IBD 的癌变率［12-13］，因此

表 4 GA对 HCT-116和 Caco-2细胞内 ROS水平的影响（x̄± s，n=3）

Table 4 Effect of GA on expression of ROS in HCT-116 and

Caco-2 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白

GA

5-FU

质量浓度

/g·L-1

0.1

0.15

0.2

0.05

ROS 荧光强度/%

HCT-116

3.51±1.05

7.23±0.042）

16.46±3.742）

43.54±3.092，4）

26.75±3.53 2）

Caco-2

3.34±0.84

11.52±3.242）

22.70±7.472）

53.54±14.982，4）

28.72±6.632）

A. 空白组；B~D. GA（0. 1，0. 15，0. 2 g·L-1）组；E. 5-FU 组（图 3 同）
图 2 GA对 HCT-116和 Caco-2细胞内 ROS水平的影响（DCFH-DA，×40）
Fig. 2 Effect of GA on expression of ROS in HCT-116 and Caco-2 cells（DCFH-DA，×40）

A. 空白组；B. GA（0. 2 g·L-1）组
图 1 GA 对 HCT-116 和 Caco-2 细 胞 集 落 形 成 的 影 响（结 晶

紫，×200）
Fig. 1 Effect of GA on colony formation of HCT-116 and Caco-2

cells（crystal violet，×200）
表 3 GA对 HCT-116和 Caco-2细胞迁移的影响（x̄± s，n=3）

Table 3 Effect of GA on migration rate of HCT-116 and Caco-2

cells（x̄± s，n=3）

组别

空白

GA

5-FU

质量浓度

/g·L-1

0.1

0.15

0.2

0.05

划痕愈合率/%

HCT-116

100.00±0.00

70.14±1.452）

57.32±2.412）

20.07±1.702，4）

27.93±1.952）

Caco-2

100.00±0.00

82.87±1.762）

61.76±2.152）

33.74±1.572，3）

36.48±1.692）
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具有抗炎功效的天然药物被认为是潜在的具有抗

肿瘤活性的良药。GA 可以从没食子、五倍子、石榴

皮等药用植物中提取获得，在抗炎抗肿瘤等方面具

有良好的功效［14］。本研究从 GA 的抗炎和促氧化作

用作为切入点，选择炎-癌转变机制当中重要的一条

信号轴 JAK/STAT 信号通路来阐述 GA 抗肿瘤的分

子机制［15-16］。

JAK 是一类非受体酪氨酸家族，STAT 是 JAK

的底物，被 JAK 磷酸化的 STAT 可形成二聚体进入

细胞核中诱导下游基因转录，此途径为 JAK/STAT

信号通路［17］。JAK/STAT 信号通路调节多个基因的

表达，与肿瘤的发生及形成具有密切关联［18-20］。

表 5 GA对 HCT-116和 Caco-2细胞上清液中 IL-6，TNF-α表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 5 Effect of GA on expression of IL-6，TNF-α in HCT-116 and Caco-2 cells' supernatant（x̄± s，n=3） ng·L-1

组别

空白

GA

5-FU

质量浓度/g·L-1

0.1

0.15

0.2

0.05

IL-6

HCT-116

12.96±0.80

11.00±0.401）

9.91±0.201）

7.74±0.302，3）

8.85±0.312）

Caco-2

13.59±0.5

11.52±3.241）

9.48±0.272）

6.74±0.462，3）

8.67±0.642）

TNF-α

HCT-116

21.32±1.42

19.35±1.021）

18.31±0.281）

14.81±0.702，4）

17.03±0.532）

Caco-2

13.55±0.57

10.08±0.242）

9.67±0.692）

7.90±0.512，3）

9.36±0.172）

表 6 GA对 HCT-116和 Caco-2细胞中 JAK2，P-JAK2，P-JAK2/JAK2表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 6 Effect of GA on expression of JAK2，P-JAK2，P-JAK2/JAK2 in HCT-116 and Caco-2 cells（x̄± s，n=3） ％

组别

空白

GA

5-FU

质量浓度/g·L-1

0.1

0.15

0.2

0.05

JAK2/β-actin

HCT-116

1.09±0.16

0.99±0.08

1.05±0.10

1.00±0.10

1.09±0.15

Caco-2

1.10±0.13

1.19±0.24

1.02±0.80

0.95±0.05

0.93±0.10

p-JAK2/β-actin

HCT-116

1.14±0.06

0.87±0.102）

0.65±0.072）

0.49±0.082，4）

0.61±0.102）

Caco-2

1.28±0.05

1.07±0.252）

0.56±0.032）

0.41±0.052，4）

1.00±0.402）

p-JAK2/JAK2

HCT-116

1.06±0.11

0.89±0.132）

0.62±0.082）

0.49±0.032，4）

0.56±0.042）

Caco-2

1.06±0.11

0.90±0.082）

0.55±0.052）

0.42±0.042，4）

0.53±0.052）

表 7 GA对 HCT-116和 Caco-2细胞中 STAT3，p-STAT3，p-STAT3/STAT3表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 7 Effect of GA on expression of STAT3，p-STAT3，p-STAT3/STAT3 in HCT-116 and Caco-2 cells（x̄± s，n=3） ％

组别

空白

GA

5-FU

质量浓度/g·L-1

0.1

0.15

0.2

0.05

STAT3/β-actin

HCT-116

0.89±0.15

0.87±0.09

0.81±0.04

0.90±0.05

0.91±0.02

Caco-2

1.08±0.06

1.12±0.22

1.00±0.08

0.95±0.09

0.97±0.19

p-STAT3/β-actin

HCT-116

1.06±0.14

0.87±0.162）

0.65±0.042）

0.48±0.082，4）

0.56±0.032）

Caco-2

1.03±0.18

1.10±0.242）

0.67±0.212）

0.53±0.232，4）

0.60±0.202）

p-STAT3/STAT3

HCT-116

1.21±0.10

0.98±0.09 2）

0.80±0.012）

0.54±0.532，4）

0.61±0.042）

Caco-2

1.21±0.10

0.94±0.032）

0.66±0.182）

0.58±0.222，3）

0.60±0.142）

表 8 GA对 HCT-116和 Caco-2细胞中 Bax，Bcl-2，Bcl-2/Bax表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 8 Effect of GA on expression of Bax，Bcl-2，Bcl-2/Bax in HCT-116 and Caco-2 cells（x̄± s，n=3） ％

组别

空白

GA

5-FU

质量浓度

/g·L-1

0.1

0.15

0.2

0.05

Bax/β-actin

HCT-116

0.50±0.09

0.59±0.111）

0.69±0.071）

0.88±0.112，3）

0.78±0.032）

Caco-2

0.52±0.09

0.62±0.162）

0.72±0.152）

0.88±0.192，4）

0.79±0.212）

Bcl-2/β-actin

HCT-116

1.18±0.19

0.87±0.112）

0.75±0.132）

0.65±0.122，3）

0.71±0.152）

Caco-2

1.30±0.44

1.07±0.302）

0.81±0.022）

0.68±0.042，4）

0.74±0.042）

Bcl-2/Bax

HCT-116

2.55±0.92

1.51±0.282）

1.08±0.132）

0.78±0.102，3）

0.82±0.172）

Caco-2

2.45±0.40

1.73±0.122）

1.17±0.232）

0.82±0.212，3）

0.93±0.152）
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哺乳动物细胞中有 4 个 JAK（JAK1，JAK2，JAK3 和

TYK2）和 7 个 STAT（STAT1，STAT2，STAT3，

STAT4，STAT5a，STAT5b 和 STAT6）［21］，在肿瘤发病

过程中起到重要调控作用的蛋白是 STAT3［22-23］。

IL-6 和 TNF-α等炎症因子多存在于肿瘤微环境中，

肿瘤微环境中的各类细胞因子对肿瘤细胞的存活

有关键的促进作用［24］，他们会连接 JAK 进一步激活

JAK/STAT3 信号通路，进而调控 Bcl-2 家族相关蛋

白表达影响肿瘤细胞凋亡［25］。 JAK/STAT3 信号通

路一旦被激活会诱发多种疾病［26］，已有大量研究表

明，这一信号通路的激活与结肠癌的发生有密切

联系［27-29］。

ROS 是细胞内的一类氧元素的单电子还原产

物，可调节多种信号转导途径，参与调节增殖、凋亡

等生物过程，ROS 被大量活化会造成肿瘤细胞线粒

体的损伤，和细胞对过度氧化应激的抵抗力下降，

最终杀伤肿瘤细胞［30］。据报道，多种化疗药的作用

原理就是通过过度激活 ROS 诱导肿瘤细胞凋亡［31］。

研究证明 ROS 可通过抑制磷酸肌醇 3-激酶（PI3K）/

蛋白激酶 B（PKB/Akt）/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

（mTOR）途径促使肿瘤细胞凋亡［32］。这一信号传导

途径与凋亡密切相关，磷酸化的 PI3K 可通过产生信

使激活下游的 Akt，进而调控 Bcl-2 家族相关蛋白表

达影响肿瘤细胞凋亡［33］。磷酸化的 Akt亦可激活下

游的 mTOR，活化的 mTOR 通过协调蛋白质合成、线

粒体呼吸、线粒体生物合成等众多过程进一步影响

细胞凋亡，最终导致肿瘤的快速发展［34-35］。另外，

JAK2 被激活之后可以进一步激活 PI3K，其下游的

mTOR 进 一 步 激 活 STAT3［36］，这 表 明 PI3K/Akt/

mTOR 与 JAK/STAT 途径密切关联，肿瘤的发生和

发展是通过这些通路蛋白的相互作用和共同促进

来维持的［37-38］。见图 4。

为了进一步研究 GA 抑制结肠癌细胞活性的作

用机制，同时也为了深入研究其与 JAK/STAT 信号

通路的相关性，本研究检测了其上游信号分子 IL-6，

图 4 GA调控 JAK/STAT信号通路作用机制

Fig. 4 Schematic diagram of action mechanism of JAK/STAT

signal pathway regulated by GA

图 3 GA对 HCT-116和 Caco-2细胞中 JAK2，STAT3，p-JAK2，p-STAT3，Bax，Bcl-2蛋白表达电泳

Fig. 3 Electrophoresis of GA on expression of JAK2，STAT3，p-JAK2，p-STAT3，Bax，Bcl-2 in HCT-116 and Caco-2 cells
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TNF-α的表达和细胞内 ROS 含量的变化，及 JAK/

STAT 信号通路蛋白和下游 Bax，Bcl-2 蛋白的表达

情况。结果显示，随 GA 浓度的增加，HCT-116 和

Caco-2 细胞中 JAK2，STAT3 蛋白表达水平无明显变

化，p-JAK2，p-STAT3，下游的抗凋亡蛋白 Bcl-2 表达

水平呈现浓度依赖性的降低，而促凋亡蛋白 Bax 表

达水平呈现浓度依赖性升高，进而诱导了细胞凋

亡，抑制了细胞活性。此外，本研究初步判定 GA 在

高浓度时对 HCT-116 和 Caco-2 细胞的抑制作用较

5-FU 强，其与 5-FU 联合应用是否能在具有协同作

用前提下降低 5-FU 心脏损伤等不良反应［39］，还需进

一步研究。

综上，GA 能够降低 HCT-116 和 Caco-2 细胞中

增加 ROS 的表达，同时降低肿瘤微环境中炎症因子

IL-6，TNF- α 表 达 ，进 而 下 调 p-JAK2/JAK2，

p-STAT3/STAT3，Bcl-2/Bax 比例，干扰 JAK-STAT 信

号通路的运转，从而达到抑制结肠癌的效果，这为

今后的机制研究提供新的思路和理论依据。

［利益冲突］ 本文不存在任何利益冲突。
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