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双氢青蒿素对人肝癌细胞黏附、迁移、侵袭及
上皮-间质转化的影响及其机制

朱岩举 周建 冯明明 郭胜利
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[摘要] 目的 探讨双氢青蒿素对于人肝癌 HCCLM3细胞黏附、迁移、侵袭和上皮-间质转化(EMT)的影响

及其机制。方法 将人肝癌 HCCLM3细胞分为 A 组(对照组)、B组(12.5μmol/L双氢青蒿素处理)、C组

(25.0μmol/L双 氢 青 蒿 素 处 理)、D 组(50.0μmol/L 双 氢 青 蒿 素 处 理)、E 组[25.0μmol/L 双 氢 青 蒿 素+
50.0μmol/LJanus激 酶2(JAK2)/信 号 转 导 和 转 录 激 活 因 子3(STAT3)通 路 抑 制 剂 AG490处 理]和 F组

(25.0μmol/L双氢青蒿素+0.5μmol/LJAK2/STAT3通路激活剂colivelin处理)。分别采用CCK-8实验、细胞黏

附实验、Transwell小室实验及蛋白免疫印迹(WB)实验对各组细胞的细胞活力、黏附、迁移、侵袭能力及相关蛋白

水平进行分析和检测。结果 A~F组的细胞活力、黏附、迁移、侵袭能力以及JAK2/STAT3通路和EMT相关蛋

白的表达水平组间比较差异均具有显著性(F=22.119~783.032,P<0.05);B、C、D组细胞的活力、黏附、迁移、侵
袭能力以及N-钙黏蛋白(N-cadherin)、波形蛋白(Vimentin)、纤连蛋白(FN)表达水平和p-JAK2/JAK2、p-STAT3/

STAT3比值低于 A 组(tLSD=2.451~43.655,P<0.05),E-钙黏蛋白(E-cadherin)表达水平高于 A 组(tLSD=
30.671~85.442,P<0.05);与C组相比,E组相关指标差异更加显著(tLSD=10.199~37.947,P<0.05),而F组趋

势相反(tLSD=5.882~61.518,P<0.05)。结论 双氢青蒿素可显著抑制人肝癌 HCCLM3细胞的黏附、迁移、侵袭

能力和EMT进程,可能与其对JAK2/STAT3通路信号转导的抑制作用有关。
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Effectofdihydroartemisininontheadhesion,migration,invasion,andepithelial-mesenchymal
transitionofhumanhepatocellularcarcinomacellsanditsmechanism  ZHUYanju,ZHOUJian,FENG

Mingming,GUOShengli (BiliaryTractWardofGeneralSurgery,NanyangCentralHospital,Nanyang473000,China)

[ABSTRACT] Objective Toinvestigatetheeffectofdihydroartemisininontheadhesion,migration,invasion,andepithe-

lial-mesenchymaltransition(EMT)ofhumanhepatocellularcarcinomaHCCLM3cellsandtoelucidateitsmechanism. Methods

HumanhepatocellularcarcinomaHCCLM3cellsweredividedintogroupsA-D:groupA(controlgroup,groupB(12.5μmol/L

dihydroartemisinin),groupC(25.0μmol/Ldihydroartemisinin),groupD(50.0μmol/Ldihydroartemisinin,groupE[25.0μmol/

Ldihydroartemisinin+50.0μmol/LAG490,aJanuskinase2(JAK2)/signaltransducerandactivatoroftranscription3(STAT3)

pathwayinhibitor],andgroupF(25.0μmol/Ldihydroartemisinin+0.5μmol/Lcolivelin,aJAK2/STAT3pathwayactivator).

Cellviability,adhesion,migration,invasion,andthelevelsofrelatedproteinswereanalyzedusingCCK-8assay,celladhesionas-

say,Transwellassay,andWesternblotting. Results SignificantdifferenceswereobservedamonggroupsA-Fincellviability,

adhesion,migration,invasion,andtheexpressionlevelsofproteinsrelatedtotheJAK2/STAT3pathwayandEMT(F=22.119-

783.032,P<0.05).GroupsB,C,andDshowedreducedcellviability,adhesion,migration,invasion,andexpressionofN-cadhe-

rin,vimentin,fibronectinandp-JAK2/JAK2,p-STAT3/STAT3ratiocomparedwithgroupA(tLSD=2.451-43.655,P<0.05).

Incontrast,theexpressionlevelofE-cadheriningroupsB,C,andDwashigherthanthatingroupA(tLSD=30.671-85.442,P<

0.05).ComparedwithgroupC,thechangesintheseindicatorsweremorepronouncedingroupE(tLSD=10.199-37.947,P<

0.05),whereasgroupFshowedtheoppositetrend(tLSD=5.882-61.518,P<0.05). Conclusion Dihydroartemisininsignifi-

cantlyinhibitstheadhesion,migration,invasion,andEMTofHCCLM3cells,likelythroughsuppressionofthesignaltransduc-

tionoftheJAK2/STAT3pathway.
[KEYWORDS] Liverneoplasms;Artemisinin;Januskinase2;STAT3transcriptionfactor;Celladhesion;Cellmovement;

Neoplasminvasiveness;Epithelial-mesenchymaltransition

  肝癌是恶性程度较高的肿瘤之一,近年来其发

病群体呈年轻化趋势。肝癌的发病诱因主要有环

境、不良生活习惯、肝炎病毒的感染及基因遗传等,
具有发病率高、预后差等特点[1]。目前临床上主要

利用手术切除对肝癌患者进行治疗,必要时进行放

化疗辅助,但多数患者在发现时已是晚期阶段,错过

了最佳手术时机,而患者也往往会由于放化疗的副
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作用而放弃相关治疗。因此探索肝癌治疗的有效药

物对改善患者预后具有重要意义。青蒿素提取自中

药黄花蒿,双氢青蒿素为青蒿素衍生物,具有抗疟

疾、抗肺纤维化、抗炎、抗肿瘤、调节机体免疫力等多

种功能[2]。Janus激酶2(JAK2)/信号转导和转录

激活因子3(STAT3)通路参与细胞多种重要生物学

过程,且与多种实体瘤发生发展关系密切。JAK2
的激活会导致STAT3发生磷酸化,而后者与上皮-
间质转化(EMT)相关标志物相关[3]。有研究表明,

JAK2和STAT3分子在肝细胞癌中存在过度激活

现象[4]。但目前双氢青蒿素对肝癌具体作用及其具

体机制尚不明确。本研究旨在观察双氢青蒿素、

JAK2/STAT3通路抑制剂和JAK2/STAT3通路

激活剂对人肝癌 HCCLM3细胞的细胞黏附、迁移、
侵袭能力和EMT的影响,并对相关作用机制进行

探讨,从而为双氢青蒿素应用于肝癌患者的临床治

疗提供实验参考。

1 材料和方法

1.1 实验材料与试剂

人肝癌HCCLM3细胞购自赛百慷(上海)生物

技术股份有限公司,JAK2/STAT3通路激活剂co-
livelin购买于北京百奥莱博科技有限公司,AG490
(JAK2/STAT3通路抑制剂)、双氢青蒿素购自上海

源叶生物科技有限公司,CCK-8试剂盒购买于日本

Dojindo公司,山羊抗鼠IgG(辣根过氧化物酶标记)
二抗及鼠抗人β-actin、p-JAK2、JAK2、p-STAT3、

STAT3、纤 连 蛋 白(FN)、波 形 蛋 白(Vimentin)、

N-钙黏蛋白(N-cadherin)以及E-钙黏蛋白(E-cad-
herin)一抗购自英国Abcam公司。

1.2 人肝癌HCCLM3细胞培养

将冻存的人肝癌 HCCLM3细胞复苏后,接种

于DMEM培养基(含10%胎牛血清和1%青-链霉

素)中,2~3d更换一次培养基,培养环境设置为

37℃、含体积分数0.05CO2、70%~80%湿度,待细

胞培养至对数生长期后进行后续实验。

1.3 细胞的分组及处理

将处于对数生长期的 HCCLM3细胞(密度为

2×108/L)100μL接种于96孔板中,分为 A~F
组,A组为对照组,在DMEM 培养基中培养24h;

B~D 组 细 胞 的 培 养 基 中 分 别 加 入12.5、25.0、

50.0μmol/L的双氢青蒿素,培养24h;E组细胞培

养基加入25.0μmol/L双氢青蒿素与50.0μmol/L
的AG490,培养24h;F组细胞培养基当中加入

25.0μmol/L双氢青蒿素与0.5μmol/L的colive-
lin,培养24h。

1.4 CCK-8实验测定各组细胞活力

将处理结束的每组 HCCLM3细胞中每孔加入

CCK-8试剂10μL,反应2h后,用酶标仪记录各组

细胞于波长450nm处吸光度(A),并计算各组细胞

的细胞活力,细胞活力=(A各 组-A空白组)/(AA组-
A空白组)×100%,其中空白组只有培养基,没有添加

细胞。

1.5 细胞黏附实验测定各组黏附细胞数量

将重组人纤维连接蛋白稀释后在96孔板中平

铺后风干,经3次洗涤后备用。将胰蛋白酶消化处

理后的A~F组细胞,稀释至密度1×107个/L,加
入至上述的96孔板中,37℃下培养1h,洗涤3次

后固定并染色。使用光学显微镜观察黏附细胞数量

并拍照。

1.6 Transwell小室法测定各组细胞的迁移和侵袭

能力

将各组处理结束后的 HCCLM3细胞用胰蛋白

酶消化,离心后重悬细胞至密度1×108/L,将Tran-
swell小室置入24孔板中,上室加入200μL细胞悬

液,下室中加入600μL含10%胎牛血清的培养基,
在37℃、含体积分数0.05CO2条件下培养24h,将

Transwell小室倒置于光学显微镜下拍照记录(每
孔随机选择5个不同视野)。在检测各组细胞的侵

袭能力时,Transwell小室先用基质胶预处理,后续

步骤同细胞迁移能力检测,使用ImageJ图像分析软

件计算迁移和侵袭到下室中的细胞数量。

1.7 蛋白免疫印迹(WB)实验检测EMT相关因子

及JAK2/STAT3通路蛋白相关蛋白表达水平

收集处理结束的各组 HCCLM3细胞,用RIPA
裂解液提取总蛋白后检测其浓度,蛋白样品经煮沸

变性后,通过制胶、上样后进行凝胶电泳,转膜并封

闭(1h)后,加入一抗(JAK2、STAT3、p-JAK2、p-
STAT3、E-cadherin、N-cadherin、Vimentin、FN 及

β-actin)4℃孵育过夜,山羊抗鼠IgG二抗孵育2h,
凝胶成像显影。内参为β-actin,使用ImageJ软件分

析蛋白条带的灰度值,计算各组目的蛋白的相对表

达量。

1.8 统计学处理

使用SPSS23.0软件进行统计分析,绘图工具

为GraphPadPrism8软件。每组细胞设置3个复

孔,所有实验均重复3次,结果取均值。符合正态分

布的计量资料以􀭺x±s表示,多组间比较采用单因
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素方差分析,进一步两两比较采用LSD-t检验。以

P<0.05为差异具有显著性。

2 结  果

2.1 各组HCCLM3细胞活力比较

A~F组HCCLM3细胞活力分别为(100.00±
6.98)%、(89.90±3.93)%、(76.23±6.24)%、
(62.27±5.76)%、(46.63±3.85)%、(97.67±
8.15)%,组间比较差异有显著性(F=36.518,P<
0.05);其中B、C、D组显著低于A组(tLSD=3.783~
12.508,P<0.05),E组显著性低于 C组(tLSD=

12.168,P<0.05),F组显著高于C组(tLSD=6.281,

P<0.05)。

2.2 各组HCCLM3细胞的黏附能力比较

A~F组 HCCLM3细胞黏附细胞数量分别为

(151.67±12.01)、(131.67±9.45)、(117.00±8.19)、
(107.00±5.00)、(80.33±6.51)、(148.00±9.00)个,
组间比较差异具有显著性(F=29.132,P<0.05);
其中B、C、D组显著低于A组(tLSD=3.926~10.301,

P<0.05),E组显著性低于C组(tLSD=10.515,P<
0.05),F组显著高于C组(tLSD=7.643,P<0.05)。
见图1。

A~F分别表示A~F组;蓝色染色细胞为黏附细胞;结晶紫染色,放大50倍

图1 各组HCCLM3细胞中的黏附细胞数量

2.3 各组HCCLM3细胞的迁移能力比较

A~F组 HCCLM3细胞的迁移细胞数量分别

为(47.33±3.51)、(37.00±2.00)、(29.67±2.08)、
(21.00±2.00)、(11.67±3.06)、(46.00±4.36)个,组
间比较差异有显著性(F=67.648,P<0.05);其中

B、C、D组显著低于A组(tLSD=7.671~19.553,P<
0.05),E组显著低于C组(tLSD=14.595,P<0.05),

F组显著高于C组(tLSD=10.141,P<0.05)。具体

见图2。

2.4 各组HCCLM3细胞的侵袭能力比较

A~F组 HCCLM3细胞的侵袭细胞数量分别

为(72.33±3.21)、(50.67±3.79)、(28.33±3.06)、
(16.67±2.08)、(12.00±2.65)、(72.33±4.04)个,组
间比较差异有显著性(F=212.723,P<0.05);B、C、

D组显著低于 A 组(tLSD=13.083~43.655,P<
0.05),E组显著低于C组(tLSD=12.102,P<0.05),

F组显著高于C组(tLSD=26.045,P<0.05)。见图3。

2.5 各组 HCCLM3细胞中EMT相关因子以及

JAK2/STAT3通路相关蛋白表达水平比较

A~F组 HCCLM3细胞中E-cadherin、N-cad-
herin、Vimentin、FN蛋白相对表达水平比较差异有

显著性(F=134.206~783.032,P<0.05);其中B、

C、D组与A组比较,E-cadherin蛋白相对表达水平

显著升高,N-cadherin、Vimentin、FN蛋白相对表达

水平显著降低(tLSD=2.451~85.442,P<0.05);E
组与C组比较,E-cadherin蛋白相对表达水平显著

升高,N-cadherin、Vimentin、FN蛋白相对表达水平

显著降低(tLSD=13.416~37.947,P<0.05);F组与
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C组比较,E-cadherin蛋白相对表达水平显著降低,

N-cadherin、Vimentin、FN蛋白相对表达水平显著

升高(tLSD=10.817~61.518,P<0.05)。A~F组

HCCLM3细胞中p-JAK2/JAK2、p-STAT3/STAT3
比较差异有显著性(F=22.119、38.685,P<0.05);
其中B、C、D组p-JAK2/JAK2、p-STAT3/STAT3
显著低于A组(tLSD=2.764~13.904,P<0.05);E
组细胞p-JAK2/JAK2、p-STAT3/STAT3低于 C
组(tLSD=10.199、14.969,P<0.05);F组p-JAK2/

JAK2、p-STAT3/STAT3高于C组(tLSD=5.882、

7.558,P<0.05)。见表1,图4、5。

3 讨  论

肝癌是世界上死亡率较高的恶性肿瘤,严重威

胁着人类的生命健康。肝癌前期临床症状隐匿,多
数患者在就诊时已是晚期或已发生转移。癌细胞转

移是癌症致死的主要原因之一,同时也是治疗的难

点。癌细胞的转移过程较为复杂,大多数癌细胞源

于上皮组织,通过EMT过程形成间充质细胞,具一

定的迁移能力,通过膜表面受体同胞外基质黏附,释

A~F分别表示A~F组;蓝色染色细胞为迁移细胞;结晶紫染色,放大200倍

图2 各组HCCLM3细胞的迁移数量

A~F分别表示A~F组;蓝色染色细胞为侵袭细胞;结晶紫染色,放大200倍

图3 各组HCCLM3细胞的侵袭数量

表1 各组HCCLM3细胞中EMT相关因子及JAK2/STAT3通路相关蛋白表达水平比较(n=9,􀭵x±s)

组别 E-cadherin N-cadherin Vimentin FN p-JAK2/JAK2 p-STAT3/STAT3

A组 0.02±0.01 0.50±0.03 0.85±0.05 0.20±0.01 1.15±0.12 1.05±0.11
B组 0.30±0.02 0.40±0.01 0.80±0.05 0.13±0.01 1.00±0.11 0.78±0.08
C组 0.50±0.01 0.35±0.02 0.50±0.04 0.08±0.01 0.81±0.09 0.67±0.07
D组 0.80±0.03 0.20±0.01 0.40±0.03 0.06±0.01 0.69±0.07 0.49±0.05
E组 0.90±0.03 0.10±0.01 0.30±0.02 0.01±0.00 0.46±0.05 0.29±0.03
F组 0.21±0.01 0.48±0.03 0.84±0.02 0.19±0.01 1.12±0.13 1.02±0.12
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A~F分别表示A~F组

图4 各组HCCLM3细胞中EMT相关因子蛋白的表达

A~F分别表示A~F组

图5 各组HCCLM3细胞中JAK2/STAT3通路相关蛋白的表达

放蛋白酶降解胞外基质,诱导细胞经淋巴管、血管转

移至其他组织或者器官,在EMT过程中形成上皮

细胞肿瘤转移灶[5]。EMT可以促进肝癌细胞的迁

移和侵袭,在肿瘤原位侵袭和远端转移中发挥重要

作用,相关的研究显示,EMT与乳腺癌、肾癌、肺
癌、肝癌的进展关系密切[6-9]。EMT发生的典型特

征为细胞上皮、间质分化分子表达水平变化,如肿瘤

细胞中E-cadherin(主要分布于细胞膜上)表达下

调,Vimentin、N-cadherin等表达上调;细胞迁移和

侵袭能力增强,E-cadherin表达丢失被认为是EMT
最显著特征[10-12]。中医将肝癌归属于“肝积”“癓瘕”
“聚积”等范畴,治疗上主要根据疏肝健脾法对证治

疗[13]。双氢青蒿素是青蒿素的衍生物,最初发现其

具抗疟疾作用,后陆续被证实在多种肿瘤中均具有

抗癌作用[14-15]。ZHENG等[16]研究显示,双氢青蒿

素可显著降低卵巢癌细胞活力,抑制肿瘤细胞的迁

移以及侵袭能力,并调控EMT相关蛋白表达水平,
诱导细胞凋亡。MA等[17]研究同样表明,双氢青蒿

素能够抑制胃癌细胞的增殖和迁移。本研究结果发

现,B、C、D组与A组比较,细胞活力以及细胞的黏

附、迁移和侵袭能力随着双氢青蒿素浓度的增加呈

梯度下降,说明双氢青蒿素能够显著抑制肝癌 HC-
CLM3细胞的黏附、迁移和侵袭能力。同时本研究

结果还显示,B、C、D组较A组细胞中E-cadherin蛋

白表达水平显著上升,N-cadherin、Vimentin和FN
蛋白表达水平显著下降,说明双氢青蒿素可以抑制

肝癌细胞的EMT进程。

JAK2/STAT3通路是多种生长因子信号传导

的重要途径,在多种肿瘤中呈持续激活状态,参与肿

瘤细胞增殖、分化、迁移及侵袭等过程[18-21]。研究显

示,STAT3在肿瘤细胞中多呈现高表达状态,比如

在乳腺癌和胃癌组织中都可检测到STAT3过表

达[22-23]。在本研究中为了避免 HCCLM3细胞死亡

太多对相关实验结果产生干扰,因而后续选取了对

细胞活力具有显著性的影响而且较低浓度的双氢青

蒿素(25.0μmol/L)与JAK2/STAT3通路抑制剂

AG490和JAK2/STAT3通路激活剂colivelin处理

HCCLM3细胞。结果显示,E组较C组细胞黏附、
迁移与侵袭能力均下降,p-JAK2、p-STAT3、N-cad-
herin、Vimentin与FN蛋白水平表达下调,E-cad-
herin蛋白水平表达上调,而F组(双氢青蒿素+co-
livelin处理)与E组比较,以上指标的变化呈相反趋

势。这些结果表明双氢青蒿素抑制人肝癌 HC-
CLM3细胞黏附、迁移、侵袭能力以及干预EMT进

程的机制,可能与抑制JAK2/STAT3通路信号转

导有关。谭章斌[24]研究发现,大黄提取物能够抑制

肝癌细胞的迁移与侵袭,与抑制JAK2与STAT3
分子磷酸化,导致STAT3靶蛋白表达下调关系密

切。SUN等[25]的研究也发现,双氢青蒿素可以通

过下调p-STAT3的表达水平,影响EMT相关蛋白

的表达,从而抑制喉癌细胞的侵袭及转移。以上结

果均提示,双氢青蒿素抑制肿瘤细胞的迁移及侵袭

与JAK2/STAT3通路有关。
综上所述,双氢青蒿素能够抑制人肝癌 HC-

CLM3细胞黏附、迁移与侵袭能力,其作用机制可能

与抑制JAK2/STAT3通路和干预EMT进程有关。
双氢青蒿素抗肝癌作用的具体分子机制还有待深入

研究验证。
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