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化瘀解毒方含药血清通过 JAK2/STAT3 通路抑制人肺癌 H1299
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［摘要］ 目的：探讨化瘀解毒方含药血清（HJRMS）对人肺癌细胞（H1299 细胞）的增殖、侵袭与迁移的影响及其机制。

方法：通过细胞增殖与活性检测（CCK-8）法检测化瘀解毒方含药血清对肺癌细胞增殖的抑制能力；利用划痕实验和 Transwell

小室法检测肺癌细胞的侵袭与迁移作用；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测蛋白酪氨酸激酶 2（JAK2），信号传导及转录激活

因子 3（STAT3），磷酸化 JAK2（p-JAK2）和磷酸化 STAT3（p-STAT3）蛋白表达水平；实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time

PCR）检测 JAK2，STAT3 mRNA 表达水平。结果：①与空白组比较，1%~16% 化瘀解毒方含药血清分别处理 24，48 h，H1299 细

胞增殖能力受到显著抑制（P<0.01），并呈一定的浓度依赖性。②H1299 细胞在经化瘀解毒方含药血清处理 24 h，与空白组比

较，4%，8% 化瘀解毒方含药血清组细胞划痕愈合能力受到抑制（P<0.05，P<0.01）。③在侵袭实验和迁移实验中，与空白组比

较，2%，4%，8% 化瘀解毒方含药血清肺癌细胞透膜数均明显减少（P<0.05，P<0.01）。④Western blot显示，与空白组比较，4%，

8% 化瘀解毒方含药血清组均对肺癌 H1299 细胞中 JAK2/STAT3 信号通路相关蛋白（JAK2，p-JAK2，STAT3，p-STAT3）表达具

有抑制作用（P<0.05，P<0.01）。⑤与空白组比较，使用 8% 化瘀解毒方含药血清处理肺癌 H1299 细胞 24 h，JAK2，STAT3

mRNA 表达水平均下降（P<0.05）。结论：化瘀解毒方含药血清能够抑制肺癌 H1299 细胞的增殖、侵袭与迁移，其作用机制可能

与抑制 JAK2/STAT3 信号通路有关。
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Inhibitory Study of Huayu Jiedu Prescription Medicated Serum on Invasion and

Migration of Human Lung Cancer Cell Line H1299 by JAK2/STAT3 Pathway
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［Abstract］ Objective：To investigate the effect of Huayu Jiedu prescription medicated serum（HJRMS）
on the proliferation，invasion and migration of human lung cancer cells（H1299 cells）and its mechanism.

Method： Cell counting kit-8（CCK-8）method was used to detect the inhibitory effect of HJRMS on the

proliferation of lung cancer cells，the effect of HJRMS on the invasion and migration of H1299 cells were

determined by Transwell assay and wound healing assay. The protein expressions of Janus kinase 2（JAK2），
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signal transduction and activation transcription factor 3（STAT3）， phosphorylated JAK2（p-JAK2） and

phosphorylated STAT3（p-STAT3）were detected by Western blot，the mRNA expression levels of JAK2 and

STAT3 were detected by Real-time quantitative polymerase chain reaction（Real-time PCR）. Result：

① Compared with control group，the proliferation of H1299 cells was significantly inhibited after treatment with

1%~16%HJRMS serum for 24，48 h，respectively（P<0.01），and showed a certain concentration dependence.

② After treatment with HJRMS for 24 h，the scratch healing ability of cells in the 4%，8%HJRMS serum groups

was inhibited（P<0.05，P<0.01）. ③ Compared with control group，the membrane permeability of H1299 cells in

invasion and migration experiments in 2%，4%，8%HJRMS serum groups was decreased significantly（P<0.05，P<

0.01）. ④ Western blot showed that compared with control group，4%，8%HJRMS serum groups inhibited the

expression of JAK2/STAT3 signaling pathway related proteins（JAK2，p-JAK2，STAT3，and p-STAT3）in lung

cancer H1299 cells（P<0.05，P<0.01）. ⑤ Compared with control group，the mRNA expression levels of JAK2

and STAT3 in lung cancer H1299 cells treated with 8%HJRMS for 24 h decreased significantly（P<0.05）.

Conclusion：The HJRMS can inhibit the proliferation，invasion and migration of lung cancer H1299 cells，and

its mechanism may be related to the inhibition of JAK2/STAT3 signaling pathway.

［Key words］ Huayu Jiedu prescription medicated serum；lung cancer；invasion；migration

在全世界范围内，每年肺癌的发病率和死亡率

居高不下，因此肺癌被认为是导致癌症相关死亡的

首要因素［1］。其中，小细胞肺癌占肺癌总发病人数

的 15%，而非小细胞肺癌占 85%［2］。通常情况下，早

期诊断并及时进行手术切除的患者预后较好，5 年

生存率为 70%［3］。然而大多数肺癌患者确诊时已进

入晚期，尽管近些年来肺癌的治疗策略取得一些进

步，但晚期肺癌患者的生存率仍然很低［4］。蛋白酪

氨酸激酶（JAK）/信号转导及转录激活因子（STAT）
信号通路被认为是参与细胞生长、凋亡、调节免疫

和炎症反应的关键环节［5-6］，该通路的激活与肺癌的

发生与进展密切相关。而化瘀解毒方在多年的临

床实践中都被认为具有良好的抗肿瘤疗效。有研

究表明，化瘀解毒方能够有效抑制胃癌等消化道肿

瘤的侵袭转移［7］。并且通过对晚期非小细胞肺癌的

临床疗效观察发现，应用化瘀解毒方的患者，其血

小板减少、腹泻、恶心呕吐、神经毒性等发生率均小

于化疗组，说明化瘀解毒方辅助治疗非小细胞肺癌

可以起到减毒增效的效果［8］。然而，化瘀解毒方能

否通过 JAK2/STAT3 信号通路影响肺癌细胞的侵袭

转移，目前尚不清楚。本实验研究在前期研究的基

础之上提取化瘀解毒方含药血清，在肺癌细胞中进

一步探讨其对 JAK2/STAT3 通路的作用，为揭示中

药复方抗肿瘤机制提供实验基础。

1 材料

1.1 药品 为了保证试验药效的一致性，药物来源

使用配方颗粒剂（购自广东一方制药有限公司），确
保指纹图谱的一致性。化瘀解毒方临床用药配伍

为全蝎 3 g（批号 6125422，相当于生药量 9 g），天龙

3 g（批号 6117692，相当于生药量 6 g），三七粉 3 g

（批号 7050862，相当于生药量 3 g），半枝莲 15 g（批

号 5093142，相当于生药量 15 g），广木香 6 g（批号

7025426，相当于生药量 6 g）。
1.2 动物 健康 SPF 级大耳白兔 12 只，雄性，体质

量（3 000±50）g，购自河南省实验动物中心，合格证

号 SCXK（豫）2015-0004。动物实验经河南省中医

药研究院伦理委员会批准，批号 HNZYYYJY2018-

0010。

1.3 试剂 RPMI 1640 培养基，胎牛血清（美国

Hyclone 公 司 ， 批 号 分 别 为 BC-M-017，

SH30070.03）；细胞增殖与活性检测（CCK-8）试剂

盒，胰蛋白酶，蛋白裂解液 RIPA Lysis Buffer（中国

碧云天公司，批号分别为 HY-K0301，通用型 100X，

P0013B）；matrigel 基底膜胶（美国 Corning 公司，批

号#354234）；结晶紫（碧云天，批号 C0121）；trizol（美

国 Invitrogen 公司，批号 15596026）；蛋白定量试剂

盒（美国 Thermo 公司，批号 PD-500）；聚偏氟乙烯硝

酸纤维素（PVDF）转运膜（美国 Millipore 公司，批号

IPVH00010）；逆转录试剂盒（日本 Takara 公司，批号

RA0036）；实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-

time PCR）试剂盒（中国爱必梦公司，批号 13485）；
JAK2 抗体，磷酸化（p）-JAK2 抗体，STAT3 抗体，

p-STAT3 抗体，山羊抗兔免疫球蛋白（Ig）G 抗体，

β-肌动蛋白（β-actin）抗体（美国 Cell Signaling 公司，

批号分别为 #3230，#3771，#30835，#94994，#3900，

#4970）。
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1.4 仪器 SW-CJ-1 型超净台（苏州净化设备有限

公 司）；HERAcell 150i 型 二 氧 化 碳 细 胞 培 养 箱 ，

Micro 17R 型离心机（美国 Thermo 公司）；iMark 型

酶标仪，minipro 型蛋白电泳槽，55BR 型转膜仪，

ChemiDoc 型 WB 凝胶成像仪（美国 Bio-Rad 公司）；
#3422 型 Transwell 培 养 板（美 国 Corning 公 司）；
Light96 型 Real-time PCR 扩增仪（瑞士 Roche公司）。
2 方法

2.1 化瘀解毒方含药血清的制备 SPF 级大耳白

兔 12 只，随机分 2 组（化瘀解毒方组 6 只，生理盐水

组 6 只）。实验前禁食 12 h，根据“人和动物体表面

积折算的等效剂量比率表”计算大耳兔灌药剂量，

化瘀解毒法方药组按每天 30 g·kg -1剂量口服灌胃；
空白组给予相同剂量的生理盐水，每天 1 次，连续灌

胃 1 周，于末次用药后 1 h，无菌条件下进行心脏采

血，提取血清，在 56 ℃，30 min 下补体灭活，血清混

合制备完成后于−20 ℃保存备用［9］。

2.2 细胞培养 人肺癌细胞 H1299 购自中国科学

院典型培养物保藏委员会细胞库，编号 TCHu160，

传 至 第 3 代 。 细 胞 在 恒 温 培 养 箱 中 保 持 37 ℃

5%CO2 条件，于含 10% 胎牛血清和 1% 青链霉素混

合液的 RPMI 1640 培养基中培养。细胞隔天换液，

以 0.25% 胰酶消化传代，3 d 传代 1 次。

2.3 CCK-8 法检测细胞增殖能力 取对数生长期

的 H1299 肺癌细胞，磷酸盐缓冲液（PBS）冲洗 2 遍，

胰酶消化后计数，调整细胞密度为 5×105 个/mL，每

孔 100 μL 接种于 96 孔板，同时设立肿瘤细胞空白

组、药物处理组，每组 5 个复孔，分别加入含不同浓

度（1%，2%，4%，8%，16% 化瘀解毒方含药血清，不

足 16% 血清部分用生理盐水组大鼠血清补足）化瘀

解毒方含药血清的培养基，设空白组，在细胞培养

箱中培养 48 h，每孔加入 CCK-8 试剂 10 μL 再孵育

3 h。接着将培养板置于酶标仪中测定 490 nm 处吸

光度 A，计算细胞存活率。细胞存活率 =（A 药物组-

A 空白组）/（A 溶剂组-A 空白组）×100%。

2.4 划痕实验检测肺癌细胞的迁移能力 取经化

瘀解毒方含药血清处理过的 H1299 细胞，PBS 冲洗

2 遍 ，胰 酶 消 化 后 计 数 ，调 整 细 胞 密 度 为 1×

105 个/mL，每孔 2 mL 接种于 6 孔板，待细胞数量铺

满板底后用无血清培养基 RPMI 1640 饥饿培养 12

h，用 200 μL 枪头垂直于孔板作细胞划痕，尽量保持

划痕宽度一致，用 PBS 清洗细胞 3 次，于 48 h 后拍

照，Image J分析划痕愈合率。

2.5 Transwell 小室法检测细胞侵袭能力 取经化

瘀解毒方含药血清处理过的 H1299 细胞，胰酶消化

后计数，用无血清培养基重悬细胞调整细胞密度为

2.5×105 个/mL，向 预 先 用 matrigel 胶 包 被 的

Transwell 上室中缓慢均匀滴入细胞 5×104 个/孔，下

室加入含 20% 胎牛血清的完全培养基 500 μL，使得

液面浸没上室下缘。培养 24 h，取出上室，用 PBS 小

心清洗上室，并用棉签刮除 matrigel 胶，使用 4% 的

多聚甲醛固定 20 min，用 0.2% 的结晶紫染色，显微

镜下拍照，每孔随机选取 5 个视野，细胞计数，比较

各组细胞侵袭能力。

2.6 Transwell 小室法检测细胞迁移能力 取经化

瘀解毒方含药血清处理过的 H1299 细胞，胰酶消化

后 计 数 ，用 无 血 清 培 养 基 调 整 细 胞 密 度 为 2.5×

105个/mL，向 Transwell 上室（未铺胶）中缓慢均匀滴

入细胞 1×105 个/孔，下室加入含 20% 胎牛血清的适

当体积完全培养基，使得液面浸没上室下缘。培养

24 h 后，取出上室，用 PBS 小心清洗上室，使用 4%

的多聚甲醛固定 20 min 后用 0.2% 结晶紫染色，显微

镜下拍照，每孔随机选取 5 个视野，细胞计数，比较

各组细胞迁移能力。

2.7 蛋白免疫印迹法检测 JAK2，p-JAK2，STAT3，

p-STAT3 蛋白表达水平 取对数生长期的 H1299 细

胞，经胰蛋白酶消化后接种于 6 孔板中，经不同剂量

组的化瘀解毒方含药血清处理 24 h，PBS 洗涤 3 次，

在 4 ℃冰上用 RIPA 裂解液提取各组总蛋白。用

BCA 蛋白定量试剂盒进行蛋白浓度测定。进行蛋

白变性，进行聚丙烯酰胺（SDS-PAGE）凝胶电泳，然

后采用湿转法将蛋白转到硝酸纤维素膜上。转膜

结束后将膜置于含有 5% 脱脂奶粉的 Tris 碱缓冲液

（TBST）室温封闭 2 h，之后用 TBST 洗膜 3 次，每次

10 min。添加一抗（1∶1 000）于膜上后置于 4 ℃冰

箱 孵 育 过 夜 。 第 2 天 用 TBST 洗 膜 3 次 ，每 次

10 min，添加山羊抗兔二抗（1∶2 000）室温下孵育

1.5 h，TBST 洗膜 3 次，每次 10 min，采用 ECL 法显

色，洗片。实验选用 β-actin 作为内参对照，用凝胶

图 像 处 理 系 统 检 测 分 析 JAK2，p-JAK2，STAT3，

p-STAT3 蛋白条带。

2.8 Real-time PCR 检测 JAK2，STAT3 mRNA 表

达水平 首先接种人肺癌 H1299 细胞于 6 孔板中，

在细胞培养箱 37 ℃ 5%CO2 孵育至细胞贴壁后（约

24 h）。分别设立空白组，化瘀解毒方含药血清低、

中 、高 剂 量 组 ，继 续 孵 育 24 h 后 用 trizol 提 取 总

RNA。采用 Takara 反转录酶进行反转录。扩增条

件 ：50 ℃ ２min；95 ℃ 10 min；95 ℃ 15 s，60 ℃
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30 ｓ，72 ℃ 30 s，扩增 40 个循环；绘制溶解曲线。

反应结果以 β-actin 为内参，采用 2-ΔΔCt表示其相对表

达量。引物由生工生物工程（上海）股份有限公司

合成，引物序列见表 1。

2.9 统计学分析 采用 SPSS 21.0 统计软件分析，

数据资料采用 x̄ ± s 表示，多组间比较采用单因素方

差分析，两两比较采用取 LSD-t检验，P<0.05 表示差

异有统计学意义。

3 结果

3.1 化瘀解毒方含药血清对 H1299 细胞增殖的

影响 与空白组比较，化瘀解毒方含药血清分别处

理 24，48 h 后，H1299 细胞增殖情况受到显著抑制

（P<0.01），并呈一定的浓度依赖性。根据化瘀解毒

方含药血清对 H1299 细胞增殖抑制的情况，为排除

化瘀解毒方含药血清毒性对结肠癌细胞侵袭迁移

实验的干扰，后续实验选用药物处理时长 24 h 进行

研究，并确定体外实验将含 2%，4%，8% 化瘀解毒方

含药血清的培养基设为低、中、高剂量组，空白组

（含 8% 无药血清），化瘀解毒方低、中剂量组补充不

含药血清 6%，4%。见表 2。

3.2 化瘀解毒方含药血清对 H1299 细胞侵袭和迁

移能力的影响

3.2.1 对肺癌 H1299 细胞迁移的影响 与空白组

比较，化瘀解毒方中、高剂量组的划痕愈合能力受

到抑制（P<0.05，P<0.01）。提示化瘀解毒方含药血

清能够减弱细胞迁移运动能力。见图 1，表 3。

3.2.2 对肺癌 H1299 细胞侵袭及迁移的影响 与

空白组比较，化瘀解毒方低、中、高剂量组 H1299 细

胞侵袭细胞数明显减少（P<0.05，P<0.01）；肺癌细胞

迁移细胞数均显著降低（P<0.01）。见表 4，图 2。

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequence

引物

JAK2

STAT3

β-actin

序列

上游 5'-GCAACAGAGCCTATCGGCATGG-3'

下游 5'-CCGCCACTGAGCAAAGAGGTAAG-3'

上游 5'-CACCAAGCGAGGACTGAGCATC-3'

下游 5'-AGCCAGACCCAGAAGGAGAAGC-3'

上游 5'-CATGTACGTTGCTATCCAGGC-3'

下游 5'-CTCCTTAATGTCACGCACGAT-3'

长度/bp

92

150

85

表 2 化瘀解毒方含药血清对肺癌 H1299细胞存活率的影响（x̄± s，

n=5）

Table 2 Effect of HJRMS on cell survival rate of lung cancer

H1299 cells（x̄± s，n=5） %

组别

空白

化瘀解毒方含药血清

含药血清/%

1

2

4

8

16

细胞存活率

24 h

99.73±0.46

93.48±2.312）

88.04±2.492）

72.73±4.642）

38.52±3.272）

20.90±4.022）

48 h

100.69±0.68

87.74±3.112）

72.63±2.452）

46.71±2.872）

33.57±3.402）

20.52±4.992）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01（表 3~6 同）。

A，E.空白组；B~D，F~H.化瘀解毒方含药血清低、中、高剂量组（图 2 同）
图 1 化瘀解毒方含药血清对肺癌 H1299细胞迁移的影响（microscope，×400）
Fig. 1 Effect of HJRMS on migration of lung cancer H1299 cells（microscope，×400）
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3.3 化 瘀 解 毒 方 含 药 血 清 对 JAK2，p-JAK2，

STAT3，p-STAT3 蛋白表达的影响 与空白组比较，

化瘀解毒方含药血清低、中、高剂量组 JAK2，STAT3

蛋白表达有明显降低（P<0.05）；化瘀解毒方含药血

清中、高剂量组 p-JAK2，p-STAT3 蛋白表达显著降

低（P<0.01）。见图 3，表 5。

3.4 化瘀解毒方含药血清对 JAK2，STAT3 mRNA

表达水平的影响 与空白组比较，化瘀解毒方含药

血清中、高剂量组 JAK2 mRNA 表达明显降低（P<

0.05）；化瘀解毒方含药血清高剂量组 STAT3 mRNA

表达明显降低（P<0.05）。见表 6。

4 讨论

中医辨证论治的基本原则是“治病必求于本”，

因此针对病因进行治疗最能有效改善症状，拔除病

根。肺癌以“瘀毒”为基本病机［10］，据此，行活血化

瘀、解毒攻毒为中晚期肺癌的重要治法［11］。临床治

疗症瘕痞块积证，常选用搜剔破瘀之力较强的虫类

药，以达到破瘀血、消积块的目的。化瘀解毒方由

全蝎、壁虎、三七、半枝莲、广木香 5 味药组成。其中

全蝎、壁虎活血解毒为君；辅以三七活血化痰、软坚

散结；佐以半枝莲解毒抗癌，使以广木香理气和胃、

疏畅气血。诸药合用，共奏活血解毒、软坚散结、扶

正抗癌之功。

表 4 化瘀解毒方含药血清对肺癌 H1299 细胞侵袭和迁移的影响

（x̄± s，n=5）

Table 4 Effect of HJRMS on invasion and migration of lung

cancer H1299 cells（x̄± s，n=5） 个

组别

空白

化瘀解毒方

含药血清/%

2

4

8

侵袭细胞

223.50±7.63

198.75±9.981）

170.50±9.392）

139.75±11.902）

迁移细胞

365.75±18.06

317.25±8.262）

250.00±18.882）

198.50±9.602）

表 3 化瘀解毒方含药血清对肺癌 H1299 细胞迁移的影响（x̄± s，

n=5）

Table 3 Effect of HJRMS on invasion and migration of lung

cancer H1299 cells（x̄± s，n=5） %

组别

空白

化瘀解毒方

含药血清/%

2

4

8

0 h

99.00±1.00

98.00±2.00

96.33±3.21

98.33±2.08

24 h

72.33±2.52

70.00±2.00

56.67±5.771）

33.67±9.022）

图 2 化瘀解毒方含药血清对肺癌 H1299细胞侵袭和迁移的影响（microscope，×200）
Fig. 2 Effect of HJRMS on invasion and migration of lung cancer H1299 cells（microscope，×200）

A.空白组；B~D.化瘀解毒方含药血清低、中、高剂量组

图 3 各组肺癌 H1299 细胞 JAK2，p-JAK2，STAT3，p-STAT3 蛋白

表达电泳

Fig. 3 Electrophoretic of protein expression levels of JAK2, p-

JAK2, STAT3 and p-STAT3 in H1299 cells
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JAK2/STAT3 信号通路的激活参与了肺癌的发

生发展，激活后的 JAK2 可以使 STAT3 的酪氨酸磷

酸化，磷酸化的 STAT3 被转运到细胞核中，与特异

性 启 动 子 结 合 ，诱 导 靶 基 因 mRNA 的 表 达［12］。

STAT 是一组 DNA 结合蛋白［13-14］。其中，STAT3 被

认为是一种癌基因，STAT3 的激活与恶性肿瘤之间

的关系十分密切［15-16］。而阻断 JAK2/STAT3 信号通

路可以提高肺癌细胞对顺铂的敏感性［17］。

本研究结果显示，化瘀解毒方含药血清能够呈

剂量依赖性抑制 H1299 细胞的增殖。为了排除化

瘀解毒方含药血清的细胞毒作用，本课题组下面的

实验选择化瘀解毒方含药血清处理 H1299 细胞的

时 间 为 24 h。 本 课 题 组 进 行 了 划 痕 实 验 和

Transwell 实验来观察化瘀解毒方含药血清是否对

H1299 细胞的侵袭与迁移运动具有抑制作用。结果

表明，化瘀解毒方含药血清对 H1299 细胞的侵袭与

迁移均具有明显的抑制作用，说明化瘀解毒方含药

血清能够抑制肺癌的侵袭转移。进一步，本课题组

对化瘀解毒方含药血清抑制肺癌 H1299 细胞的侵

袭转移的机制进行探讨，通过对 JAK2/STAT3 信号

通路相关蛋白的检测结果可以看出，化瘀解毒方含

药血清对 JAK2 和 STAT3 的总蛋白及 mRNA 水平的

影响较小，而对 p-JAK2 和 p-STAT3 的蛋白表达水平

的影响较大，说明化瘀解毒方含药血清是通过影响

JAK2 和 STAT3 的磷酸化水平来抑制 H1299 细胞的

侵袭与迁移的。

综上，本课题组通过对化瘀解毒方含药血清的

体外实验发现，化瘀解毒方含药血清对肺癌 H1299

细胞的增殖、侵袭和迁移具有显著抑制作用，其中

的机制可能与化瘀解毒方含药血清抑制了 JAK2/

STAT3 信号通路的磷酸化水平有关。
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