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隐丹参酮通过靶向 LASP1 调控 JAK/STAT 信号通路对胆管癌细胞恶性
进展的抑制作用 
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摘  要：目的  探讨隐丹参酮通过靶向 LASP1 调控 Janus 激酶-信号转导及转录激活因子（JAK/STAT）信号通路对胆管癌细

胞恶性进展的抑制作用及其分子机制。方法  以人胆管癌 HCCC-9810、RBE 细胞及正常人肝内胆管上皮细胞 HIBEpic 为研

究对象。采用细胞计数试剂盒-8 法检测隐丹参酮对细胞活力的影响并计算半数抑制浓度（IC50）；通过平板克隆形成实验评

估细胞增殖能力；Transwell 实验检测细胞迁移与侵袭；采用流式细胞术结合碘化丙啶（PI）染色分析细胞周期分布；膜联蛋

白Ⅴ（Annexin Ⅴ）-异硫氰酸荧光素（FITC）/PI 双染法及 Hoechst 33342 染色检测细胞凋亡；使用 siRNA 转染技术沉默

LASP1 表达，并通过 RT-qPCR 和 Western blotting 分别检测 LASP1 的 mRNA 及蛋白表达水平。运用 Western blotting 检测细

胞周期蛋白 B1（Cyclin B1）、细胞周期蛋白依赖性激酶 1（CDK1）、剪切型半胱氨酸蛋白酶-3（cleaved Caspase-3）、cleaved 

Caspase-9、B 细胞淋巴瘤-2 蛋白（Bcl-2）、Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）以及 JAK/STAT 信号通路关键蛋白 Janus 激酶 2（JAK2）、

磷酸化 JAK2（p-JAK2）、信号转导与转录激活因子 3（STAT3）、磷酸化 STAT3（p-STAT3）的表达；利用 JAK2 激活剂

broussonin E（BE）进行回复实验验证通路作用。结果  在生物学功能方面，隐丹参酮以时间和剂量相关性方式降低了细

胞活力（HCCC-9810 和 RBE 细胞的 IC50 值分别为 16.88、19.73 μmol/L），并有效抑制了细胞的克隆形成、迁移和侵袭能力

（P＜0.05、0.01）；细胞周期分析结果显示，隐丹参酮可将胆管癌细胞周期阻滞于 G2/M 期，并下调 G2/M 期检查点蛋白 CDK1

和 Cyclin B1 的表达（P＜0.01）；凋亡分析结果显示，隐丹参酮能诱导细胞凋亡，表现为凋亡形态学改变、凋亡率升高，并上调

cleaved Caspase-3/9 和 Bax 表达，下调 Bcl-2 表达（P＜0.05、0.01）；在机制层面，隐丹参酮能够抑制 JAK/STAT 信号通路的

激活，表现为 p-JAK2 和 p-STAT3 蛋白水平降低而不影响其总蛋白表达，且此效应可被 JAK2 激活剂 BE 部分逆转（P＜0.05）。

分子机制探索发现，LASP1 在胆管癌细胞中呈低表达状态，而隐丹参酮可显著上调其表达（P＜0.01）；功能回复实验表明，

沉默 LASP1 可部分拮抗隐丹参酮对细胞增殖的抑制和凋亡的诱导作用（P＜0.01）。结论  隐丹参酮可能通过上调 LASP1 表

达，进而抑制 JAK/STAT 信号通路的激活，从而诱导胆管癌细胞发生周期阻滞和凋亡，最终发挥其其增殖、迁移和侵袭的抗

肿瘤作用。 
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Abstract: Objective  To investigate the inhibition and underlying molecular mechanism of Cryptotanshinone on the malignant 

progression of cholangiocarcinoma cells by targeting LASP1 to regulate Janus kinase-signal transducer and activator of transcription 

(JAK/STAT) signaling pathway. Methods  Human cholangiocarcinoma HCCC-9810 and RBE cells and normal human intrahepatic 
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bile duct epithelial cell line HIBEpic were used as the study subjects. The effect of cryptotanshinone on cell viability was assessed by 

the cell counting kit-8 (CCK-8) assay, and the half-maximal inhibitory concentration (IC50) was calculated. Cell proliferation ability 

was evaluated by the colony formation assay. Cell migration and invasion were detected by the Transwell assay. Cell cycle distribution 

was analyzed by flow cytometry combined with propidium iodide (PI) staining. Cell apoptosis was detected by Annexin V- fluorescein 

isothiocyanate (FITC)/PI double staining and Hoechst 33342 staining. The expression of LASP1 was silenced using siRNA transfection 

technology, and its mRNA and protein expression levels were measured by RT-qPCR and Western blotting, respectively. The expression 

changes of key proteins were analyzed by Western blotting, including Cyclin B1, cyclin-dependent kinase 1 (CDK1), cleaved Caspase-3, 

cleaved Caspase-9, B-cell lymphoma 2 (Bcl-2), Bcl-2-associated X protein (Bax), as well as key proteins of the JAK/STAT signaling 

pathway: Janus kinase 2 (JAK2), phosphorylated JAK2 (p-JAK2), signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3), and 

phosphorylated STAT3 (p-STAT3). A rescue experiment was performed using the JAK2 activator broussonin E (BE) to validate the 

role of the pathway. Results  In terms of biological functions, cell viability was reduced by cryptotanshinone in a time- and dose-

dependent manner (the IC50 values for HCCC-9810 and RBE cells were approximately 16.88 and 19.73 μmol/L, respectively), and the 

colony formation, migration, and invasion capabilities of the cells were effectively inhibited (P < 0.05, 0.01). Cell cycle analysis 

showed that cryptotanshinone induced G2/M phase arrest in cholangiocarcinoma cells and downregulated the expression of the G2/M 

checkpoint proteins CDK1 and Cyclin B1 (P < 0.01). Apoptosis analysis revealed that cryptotanshinone induced cell apoptosis, 

manifested as morphological changes of apoptosis, increased apoptosis rate, upregulated expression of cleaved Caspase-3/9 and Bax, 

and downregulated expression of Bcl-2 (P < 0.05, 0.01). At the mechanistic level, the activation of the JAK/STAT signaling pathway 

was inhibited by cryptotanshinone, as evidenced by decreased protein levels of p-JAK2 and p-STAT3 without affecting their total 

protein expression. This effect was partially reversed by the JAK2 activator BE (P < 0.05). Molecular mechanism exploration found 

that LASP1 was expressed at a low level in cholangiocarcinoma cells, while its expression was significantly upregulated by 

cryptotanshinone (P < 0.01). Functional rescue experiments indicated that the inhibitory effect of cryptotanshinone on cell 

proliferation and its pro-apoptotic effect were partially antagonized by silencing LASP1 (P < 0.01). Conclusion  Cryptotanshinone 

may suppresses the activation of the JAK/STAT signaling pathway by upregulating LASP1 expression, thereby inducing cell cycle 

arrest and apoptosis in cholangiocarcinoma cells, ultimately exerting its anti-tumor effects by inhibiting proliferation, migration, 

and invasion. 
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胆管癌是一种起源于胆管上皮细胞的高度异质

性胆道恶性肿瘤，中位生存期不足 2 年[1]。当前全

球范围内胆管癌发病率呈上升趋势，占原发性肝胆

恶性肿瘤的 15%～20%[2]。由于早期症状隐匿、侵

袭性强且易发生转移，多数患者确诊时已属晚期，

失去了手术根治的机会[3]。即使接受手术切除，术

后复发率和转移率依然居高不下，5 年生存率仅为

5%～10%[4]。目前，以吉西他滨联合顺铂为主的全

身化疗是晚期胆管癌的标准治疗方案，但疗效有限

且易产生耐药性[5]。因此，深入探究胆管癌发生发

展的分子机制，寻找新的有效治疗靶点和低毒高效

的药物，成为临床和基础研究的迫切需求。 

近年来，中药及其活性成分在肿瘤防治中的价

值日益受到重视。传统活血化瘀中药丹参的脂溶性

活性成分隐丹参酮展现出广泛的抗肿瘤活性[6]。研

究表明，隐丹参酮能通过诱导细胞凋亡、阻滞细胞周

期、抑制侵袭转移及血管生成等途径，在卵巢癌、乳

皮肤癌和肝癌等恶性肿瘤中表现出抗肿瘤活性[7-9]。

然而，隐丹参酮对胆管癌作用的具体分子靶点与信

号通路的调控机制，尚未被系统阐明。深入揭示隐

丹参酮抗胆管癌的作用机制，对于开发基于天然产

物的新型抗胆管癌药物具有重要意义。Janus 激酶信

号转导及转录激活因子（JAK/STAT）信号通路是调

控细胞增殖、分化、凋亡以及免疫应答的核心通路

之一[10]。活化的 JAK 磷酸化 STAT 蛋白，使其形成

二聚体转入细胞核，进而调控一系列与肿瘤恶性表

型相关基因的转录，驱动肿瘤细胞的恶性生物学行

为以及对化疗的抵抗[11]。因此，靶向抑制 JAK/STAT

通路已成为抗肿瘤药物研发的重要策略。然而

JAK/STAT 通路的上游调控因子及其在胆管癌中的

具体作用机制仍需进一步探索。本研究旨在从细胞

水平探究隐丹参酮对胆管癌恶性生物学行为的作

用，并进一步探讨 JAK/STAT 信号通路是否参与介

导隐丹参酮对胆管癌细胞功能的影响，从而为隐丹

参酮作为一种潜在的天然抗胆管癌新药的临床应用

提供实验依据。 
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1  材料与方法 

1.1  主要材料 

人胆管癌 HCCC-9810、RBE 细胞与人正常肝内

胆管上皮细胞 HIBEpic 均购自上海钰博生物科技有

限公司。隐丹参酮（质量分数＞98%，货号 B21586）

购自上海源叶生物科技有限公司；靶向 LASP1 的

siRNA（si-LASP1）和阴性对照 siRNA（si-NC）均

由苏州吉玛基因股份有限公司设计合成；JAK2 激

活剂 broussonin E（BE，货号 HY-N2963）购自美国

MCE 公司；RPMI-1640 培养基（批号 C11875500BT）

购自美国 Gibco 公司；细胞周期蛋白 B1（Cyclin B1）

抗体（批号 ab32053）、细胞周期蛋白依赖性激酶 1

（CDK1）抗体（批号 ab32094）、剪切型半胱氨酸蛋

白酶-3（cleaved Caspase-3）抗体（批号 ab32042）、

B 淋巴瘤细胞-2（Bcl-2）抗体（批号 ab32503）、

Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）抗体（批号 ab53154）均

购自英国 Abcam 公司；剪切型半胱氨酸蛋白酶-9

（cleaved Caspase-9）抗体（批号 9509）、JAK2 抗体

（批号 3230）、磷酸化 JAK2（p-JAK2）抗体（批号

3776）、信号转导与转录激活因子 3（STAT3）抗体

（批号 9139）、磷酸化 STAT3（p-STAT3）抗体（批

号 9145）、β-肌动蛋白（β-actin）抗体（批号 4970）、

山羊抗兔 IgG 二抗（批号 7074）均购自美国 Cell 

Signaling Technology 公司。 

1.2  细胞培养与处理 

HCCC-9810、RBE 细胞采用 RPMI-1640 培养

基培养，HIBEpic 细胞在 D-缬氨酸改良型 MEM 培

养基中培养，培养基中补充 1%青霉素-链霉素、10%

胎牛血清，并置于恒温湿润培养箱中培养。实验开

始前，将隐丹参酮溶于 DMSO 中配制成 50 mmol/L

的储存液，并于-20 ℃保存。后续所有体外实验中，

均使用培养基进一步稀释至相应浓度。实验设置如

下分组：对照组和隐丹参酮组（依据细胞计数试剂

盒-8实验结果，选定 20 μmol/L进行后续机制研究）；

在通路验证实验中，增设隐丹参酮（20 μmol/L）＋

JAK2 激活剂 BE（5 μmol/L）组；在功能恢复实验

中，增设 si-NC、si-LASP1 及 si-LASP1＋隐丹参酮

（20 μmol/L）组。对照组细胞仅使用等量溶剂处理。

最终 DMSO 浓度不超过 0.5%，且经检测对细胞生

长与死亡均无影响。 

1.3  细胞活力检测 

将 HCCC-9810、RBE 细胞接种至 96 孔板中，待

贴壁后开始用梯度浓度（0、10、20、30、40、50 μmol/L）

隐丹参酮处理 24、48、72 h 后，依据细胞计数试剂

盒-8 说明书进行操作，并通过测定吸光度（A）值以

评估细胞活力。取 5 个平行样本的平均值，细胞活

力按以下公式计算。浓度 0 μmol/L 为对照组。 

细胞活力＝A 处理/A 对照 

1.4  集落形成检测 

将对数生长期的 HCCC-9810 与 RBE 细胞以每

孔 700 个的细胞密度接种于 6 孔板。待细胞贴壁后，

用隐丹参酮（20 μmol/L）处理 48 h，弃去含隐丹参

酮的培养基，更换为完全培养基继续培养 14 d 以形

成克隆，形成的克隆用 4%多聚甲醛固定，0.1%结晶

紫染色并计数。 

1.5  细胞迁移与侵袭检测 

Transwell 小室预先包被 Matrigel 基质胶（迁移实

验无需包被）。将隐丹参酮（20 μmol/L）处理 24 h 后

的HCCC-9810 与RBE 细胞制备成 2×105个细胞/mL

的无血清细胞悬液。取 200 μL 加入上室，下室用含

20%胎牛血清的培养基培养 24 h。随后移除滤膜上

表面细胞，对穿透滤膜并黏附于下表面的细胞进行

0.1%结晶紫染色。显微镜下选择 5 个随机视野拍照，

并进行细胞定量分析。 

1.6  细胞周期检测 

收集隐丹参酮（20 μmol/L）处理 24 h 后的

HCCC-9810 和 RBE 细胞并洗涤，用预冷 70%乙醇

在 4 ℃固定过夜。固定后细胞经洗涤并重悬于冷磷

酸盐缓冲液（PBS），随后用染色缓冲液[含 1 mg/mL

碘化丙啶（PI）和 10 mg/mL RNase A 的 PBS]在

37 ℃避光条件下孵育 30 min。通过流式细胞仪检

测，并使用 ModFit 3.0 软件分析细胞周期分布。 

1.7  细胞凋亡检测 

收集隐丹参酮（20 μmol/L）处理 24 h 后的

HCCC-9810 和 RBE 细胞，加入含 5 µL 膜联蛋白Ⅴ

（Annexin Ⅴ）-异硫氰酸荧光素（FITC）和 10 µL PI

的结合缓冲液避光孵育 10～20 min 后，使用流式细

胞仪（美国 BD Biosciences 公司）采集数据，并通

过 Flow Jo 软件进行分析。 

1.8  形态学凋亡检测 

用隐丹参酮（20 μmol/L）处理 HCCC-9810 和

RBE 细胞 48 h 后，用 4%多聚甲醛固定细胞，并以

1 μg/mL Hoechst 33342 避光染色 15 min，通过荧光

显微镜观察染色细胞核形态学变化并采集图像。 

1.9  细胞转染 

为沉默 HCCC-9810 和 RBE 细胞中 LASP1 的

https://shybsw.bioon.com.cn/
https://shybsw.bioon.com.cn/
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表达，按照说明使用 Lipofectamine 2000 转染试剂

将 si-LASP1 或 si-NC 转染至细胞中。转染 48 h 后，

将细胞用隐丹参酮（20 μmol/L）处理 24 h 或不予处

理，并收集用于后续实验。si-LASP1 序列：5’-UAT 

UCGCTTCGUUGACGCUAA-3’；si-NC 序列：5’-A 

AGGTGAACTGTCTGGATAAG-3’。 

1.10  RNA 提取与 RT-qPCR 检测 

细胞总 RNA 以 TRIzol 试剂提取，经纯化后利

用逆转录试剂盒合成 cDNA。随后取等量 cDNA 模

板，加入 SYBR Green PCR 预混液及对应基因特异

性引物，置于荧光定量 PCR 仪进行扩增。循环参数

设定为：60 ℃ 30 s 预延伸，继以 95 ℃、3 s 变性，

共运行 40 个循环。所用引物序列详见表 1。 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

基因 引物序列（5’～3’） 

LASP1 正向 AGGGAGTTGTGCCCATTTTG 

 反向 AGCAGATGCCCATGCTTTCT 

GAPDH 正向 GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 

 反向 GAAGATGGTGATGGGATTTC 

 

1.11  Western blotting 检测 

所有细胞经 PBS 清洗后，按照体积比 100∶

10∶1 配制 RIPA 裂解缓冲液、磷酸酶抑制剂与苯甲

基磺酰氟混合液裂解以提取总蛋白。蛋白样品经电

泳分离、转膜、封闭后，将膜与稀释比例为 1∶1 000

的 Cyclin B1、CDK1、cleaved Caspase-3、cleaved 

Caspase-9、Bcl-2、Bax、JAK2、p-JAK2、STAT3、

p-STAT3 及 β-actin（1∶5 000）抗体于 4 ℃孵育过

夜，随后将膜与 HRP 标记的二抗（1∶5 000）孵育

1 h，通过凝胶成像系统显示蛋白条带。 

1.12  统计学分析 

使用 GraphPad Prism 8.0.2 软件进行数据统计分

析与作图。数据来源于至少 3 次独立实验，结果采用

x±s 表示。组间比较采用 LSD-t 检验，多组间差异

通过单因素方差分析结合 Bonferroni 法进行事后多

重比较，P＜0.05 表示差异具有统计学意义。 

2  结果 

2.1  隐丹参酮对胆管癌细胞活力的影响 

如图 1 所示，与对照组相比，隐丹参酮能以时

间和剂量相关方式显著抑制 HCCC-9810 和 RBE 细

胞的增殖活性（P＜0.05、0.01）。此外，2 种细胞对

隐丹参酮的敏感性不同：HCCC-9810 细胞较 RBE

细胞更为敏感。HCCC-9810、RBE 细胞在 48 h 的半

数抑制浓度（IC50）分别为 16.88、19.73 μmol/L。基

于 IC50 结果，并考虑到后续实验需在产生显著效应

的同时维持足够的细胞活性以进行多参数检测，本

研究选择 20 μmol/L 作为后续验隐丹参酮功能实的

统一作用浓度。 

2.2  隐丹参酮对胆管癌细胞增殖的影响 

经隐丹参酮处理后，HCCC-9810、RBE 细胞克

隆数减少（P＜0.05），提示隐丹参酮可能对 HCCC-

9810、RBE 细胞增殖产生显著抑制作用，见图 2。 

2.3  隐丹参酮对胆管癌细胞迁移与侵袭的影响 

与对照组相比，隐丹参酮处理能够显著降低

HCCC-9810、RBE 细胞的迁移与侵袭（P＜0.05），

提示隐丹参酮对胆管癌细胞的迁移与侵袭过程具有

显著抑制作用，见图 3。 

 

与对照组比较：*P < 0.05  **P < 0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group. 

图 1  隐丹参酮对胆管癌细胞活力的影响（x ± s，n = 5） 

  Fig. 1  Effects of cryptotanshinone on cholangiocarcinoma cell viability (x ± s, n = 5) 
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与对照组比较：*P < 0.05。 

*P < 0.05 vs control group. 

图 2  隐丹参酮对胆管癌细胞增殖的影响（x ± s，n = 5） 

Fig. 2  Effects of cryptotanshinone on cholangiocarcinoma cell proliferation (x ± s, n = 5) 

  

与对照组比较：*P < 0.05。 

*P < 0.05 vs control group. 

图 3  隐丹参酮对胆管癌细胞迁移（A）与侵袭（B）的影响（x ± s，n = 5） 

Fig. 3  Effects of cryptotanshinone on cholangiocarcinoma cell migration (A) and invasion (B) (x ± s, n = 5) 

2.4  隐丹参酮对胆管癌细胞周期的影响 

隐丹参酮在 HCCC-9810、RBE 细胞中均能降低

S 期和 G2/M 期的细胞比例（P＜0.01），见图 4A。

同时，Western blotting 结果显示，隐丹参酮处理能

够显著降低胆管癌细胞中 G2/M 期检验点蛋白

CDK1 和 CyclinB1 表达水平（P＜0.01），见图 4B。

以上结果提示，隐丹参酮可能通过将胆管癌细胞阻

滞于 G2/M 期来调控细胞周期，从而抑制细胞生长。 
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与对照组比较：**P < 0.01。 

**P < 0.01 vs control group. 

图 4  隐丹参酮对胆管癌细胞周期分布（A）和 G2/M 期检查点蛋白表达水平（B）的影响（x ± s，n = 5） 

Fig. 4  Effects of cryptotanshinone on cholangiocarcinoma cell cycle distribution (A) and expression levels of G2/M 

checkpoint proteins (B) (x ± s, n = 5) 

2.5  隐丹参酮对胆管癌细胞凋亡的影响 

隐丹参酮处理的 HCCC-9810、RBE 细胞出现细

胞收缩、变圆及蓝色荧光强度增强等明显的凋亡特

征，见图 5A、5C。流式细胞术结果表明，与对照组

相比，隐丹参酮处理后细胞凋亡率显著增加（P＜

0.05、0.01），见图 5B、D。 

 

与对照组比较：*P < 0.05  **P < 0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group. 

图 5  Hoechst 33342 染色观察隐丹参酮对胆管癌细胞凋亡形态学变化的影响（A, C）和流式细胞术检测隐丹参酮对胆管癌

细胞凋亡率的影响（B, D）（x ± s，n = 5） 

Fig. 5  Effects of cryptotanshinone on morphological changes of apoptotic cholangiocarcinoma cells by Hoechst 33342 staining (A,C) 

and effects of cryptotanshinone on apoptosis rate of cholangiocarcinoma cells detected by flow cytometry (B, D) (x ± s, n = 5) 
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2.6  隐丹参酮对胆管癌细胞凋亡相关蛋白的影响 

经隐丹参酮干预后，cleaved Caspase-9、cleaved 

Caspase-3 和 Bax 的表达均有所增加，而 Bcl-2 的表

达则相应减少（P＜0.05），见图 6。表明隐丹参酮可

通过调控凋亡相关蛋白诱导胆管癌细胞凋亡。 

2.7  隐丹参酮对胆管癌细胞 JAK/STAT 信号通路

的影响 

与对照组相比，隐丹参酮干预并未显著改变

JAK2 及 STAT3 的总蛋白表达量；但与对照组相比，

隐丹参酮组 p-JAK2、p-STAT3 水平均出现统计学意

义上的显著降低（P＜0.05）。当同时加入 JAK2 激

活剂 BE 后，隐丹参酮所引起的 p-JAK2 与 p-STAT3

表达下降被部分逆转（P＜0.05），表明隐丹参酮可

通过拮抗 JAK2/STAT3 信号通路对胆管癌产生积极

治疗作用，见图 7。 

2.8  隐丹参酮通过靶向 LASP 1 抑制 JAK/STAT 信

号通路对胆管癌细胞的影响 

与 HIBEpic 细胞相比，HCCC-9810、RBE 细胞

中 LASP1 的 mRNA 和蛋白水平均显著下调（P＜

0.01）。见图 8A。此外，与对照组相比，隐丹参酮组

能显著上调 LASP1 蛋白表达（P＜0.01），见图 8B。

同时，与si-NC组相比，si-LASP1组能明显降低LASP1 

mRNA 表达水平（P＜0.01），见图 8C。与 si-NC 组相

比，si-LASP1 组显著促进 HCC-9810 细胞活力并抑

制凋亡（P＜0.01）；而隐丹参酮能明显减弱 si-LASP1

诱导的细胞活力增加并抑制细胞凋亡（P＜0.01）。

对照组与 si-NC 组间的细胞凋亡差异无统计学意

义，见图 8D、E。以上结果表明，隐丹参酮可能通

过上调 LASP1 抑制 JAK/STAT 信号通路的激活，从

而在体外抑制胆管癌细胞的增殖并诱导凋亡。 

 

与对照组比较：*P < 0.05。 

*P < 0.05 vs control group. 

图 6  隐丹参酮对胆管癌细胞凋亡相关蛋白的影响（x ± s，n = 5） 

Fig. 6  Effects of cryptotanshinone on apoptosis-related proteins in cholangiocarcinoma cells (x ± s, n = 5) 

 

 

与对照组比较：*P < 0.05；与隐丹参酮组比较：#P < 0.05。 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs cryptotanshinone group. 

图 7  隐丹参酮对胆管癌细胞 JAK/STAT 信号通路的影响（x ± s，n = 5） 

Fig. 7  Effects of cryptotanshinone on JAK/STAT signaling pathway in cholangiocarcinoma cells (x ± s, n = 5) 
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A-LASP1 在胆管癌细胞中的表达，B-隐丹参酮处理后 HCCC-9810 细胞中 LASP1 表达，C-用 si-LASP1/si-NC 转染 HCCC-9810 细胞后 LASP1 mRNA

水平，D-多重药物干预对 HCCC-9810 细胞活力的影响，E-多重药物干预对 HCCC-9810 细胞凋亡的影响；与 HIBEpic 组比较：**P < 0.01；与对

照组比较：△△P < 0.01；与 si-NC 组比较：##P < 0.01；与 si-LASP1 组比较：&&P < 0.01。 

A-expression of LASP1 in cholangiocarcinoma cells, B-expression of LASP1 in HCCC-9810 cells after cryptotanshinone treatment, C-LASP1 mRNA levels in 

HCCC-9810 cells after transfection with si-LASP1/si-NC, D-effects of combined drug interventions on HCCC-9810 cell viability, E-effects of combined drug 

interventions on HCCC-9810 cell apoptosis; **P < 0.01 vs HIBEpic group; △△P < 0.01 vs control group; ##P < 0.01 vs si-NC group; &&P < 0.01 vs si-LASP1 group. 

图 8  隐丹参酮对 HCCC-9810 细胞 LASP1 蛋白和 mRNA 水平的影响（x ± s，n = 5） 

Fig. 8  Effects of cryptotanshinone on the protein and mRNA levels of LASP1 in HCCC-9810 cells (x ± s, n = 5) 

3  讨论 

隐丹参酮是一种提取自丹参根部的细胞渗透性

二萜醌类化合物，其二萜醌母核结构可与肿瘤细胞

DNA 结合，提升细胞内自由基水平，进而抑制肿瘤

DNA 合成，最终阻碍肿瘤细胞增殖[12]。已有研究证

实，隐丹参酮对多种人类癌症具有抗增殖及促凋亡

活性，但其对胆管癌细胞的具体抑制作用及相关机

制尚不明确[13]。为此，本研究首次系统探讨了隐丹

参酮对胆管癌细胞系的抗癌活性及其潜在机制，并

选用具有相似组织来源和培养特性的人肝内胆管癌

细胞系进行验证。实验结果表明，隐丹参酮可显著

抑制胆管癌细胞生长 CCK-8 实验检测显示，隐丹参

酮以时间及剂量相关方式抑制 HCCC-9810 与 RBE

细胞活力，其细胞毒性程度随浓度与孵育时间增加

而增强。克隆形成实验进一步验证了隐丹参酮对细

胞增殖的持续抑制。此外，通过 Annexin V-FITC/PI

双染、Hoechst 33342 染色观察细胞形态特征以及细

胞周期分析证实，隐丹参酮诱导的细胞死亡主要经

由凋亡途径发生。上述结果一致表明，隐丹参酮在

体外对胆管癌具有显著且强烈的抗肿瘤作用。为探

究隐丹参酮抑制细胞存活的机制，本研究进行了药物

处理下的细胞周期分布实验。细胞周期分析数据表

明，隐丹参酮处理导致 HCCC-9810 和 RBE 细胞在

G2/M 期比例显著降低，并伴随 S 期细胞比例的相

应下降；Western blotting 检测进一步表明，隐丹参

酮能够下调 G2/M 期关键检查点蛋白 CDK1 及

Cyclin B1 的表达水平，这与流式细胞周期分析结果

相符。Cyclin B1 在 G2 期积累并与 CDK1 结合形成

复合物，是驱动细胞进入 M 期的关键调节因子[14]。

本研究观察到 Cyclin B1 与 CDK1 表达下调，进一

步支持了隐丹参酮诱导 G2/M 期阻滞的结论。上述

结果提示，隐丹参酮可通过下调 G2/M 期相关蛋白

的表达，诱导胆管癌细胞发生 G2/M 期阻滞，进而

抑制其增殖活性，其具体上游信号通路及更精细的
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分子靶点仍有待进一步探索。 

细胞周期阻滞后，细胞可通过修复机制恢复稳

态，或启动凋亡程序以维持组织完整性[15]。凋亡过

程主要经由死亡受体介导的外源性途径以及线粒

体–凋亡小体触发的内源性途径两条通路执行，这

两条通路的核心调控因子包括 Bcl-2 家族中的促凋

亡与抗凋亡蛋白，以及一系列 Caspase 蛋白酶[16]。

无论外源性或内源性途径，最终均汇聚于 Caspase

激活。其中，启动型 Caspase 可进一步活化关键的

执行型 Caspase-3，活化的 Caspase-3 能够切割多种细

胞内底物，引发典型的凋亡形态学变化和 DNA 片段

化，最终导致细胞凋亡[17]。此外，定位于线粒体膜的

Bcl-2 家族蛋白可通过调节线粒体膜通透性，促进细

胞色素C等凋亡因子的释放，进而激活下游Caspase

级联反应，推动凋亡进程[18]。本研究中，经隐丹参

酮干预后 HCCC-9810、RBE 细胞中 Bcl-2/Bax 显著

下调，同时伴随 Caspase-3 活性片段与 Caspase-9 的

同步激活，提示线粒体依赖性凋亡通路在该化合物

诱导的细胞死亡过程中发挥核心作用。 

LASP1 是 LIM 蛋白家族的成员，最初通过人

类乳腺癌组织的 cDNA 文库被发现[19]。既往研究表

明，LASP1 在所有正常组织中均有表达，并参与一

系列细胞过程[20]。1 项研究证实，LASP1 的过表达

可加速 G2/M 期转换，从而促进肿瘤发生[21]。本研

究发现与 HIBEpic 细胞相比，HCCC-9810 与 RBE

细胞中 LASP1 表达显著下调，这与多数报道中

LASP1 在宫颈癌、肝细胞癌和甲状腺癌等实体瘤中

高表达并促进进展的模式有所不同[22-24]。这种差异

可能揭示了 LASP1 功能的肿瘤类型依赖性。越来越

多的证据表明，同一分子在不同细胞背景或肿瘤微

环境中扮演截然相反的角色[25]。在本研究模型中，

沉默 LASP1 可促进 HCCC-9810 细胞活力并抑制其

凋亡。同时，隐丹参酮能够显著提高 LASP1 表达水

平，并能明显减弱 si-LASP1 诱导的 HCCC-9810 细

胞活力改变和凋亡抑制效应。这一结果提示，在胆

管癌中，LASP1 可能具有不同于经典认知的独特功

能，其具体机制值得在更广泛的临床样本和体内模

型中进一步验证。其次需要指出的是，本研究使用

一条 siRNA 进行 LASP1 功能回复实验。尽管其高

效沉默效果已通过 RT-qPCR 证实，且表型与药物作

用相反从而支持了 LASP1 的核心介导作用。但未来

研究中使用多条独立 siRNA 或构建稳定敲低细胞

系进行验证，将能更严格地排除脱靶效应，进一步

巩固本研究的结论。 

JAK/STAT 信号通路的活化已被证实与细胞增

殖、转移及血管生成呈正相关 [26] 。此外，

JAK2/STAT3 信号可通过上调 Bcl-2 和 Bcl-xL 等抗

凋亡蛋白的表达直接参与细胞增殖与存活调控[27]。

因此，靶向 JAK/STAT 信号可能是针对包括胆管癌

在内的人类癌症的潜在治疗策略。基于 JAK/STAT

信号在胆管癌中的重要作用，已有多种靶向该通路

的抗癌药物被鉴定，其中部分已在实验条件下得到

深入研究[28-29]。本研究结果显示，隐丹参酮能够显

著降低 p-JAK2、p-STAT3 的表达水平，且与 si-NC

相比，沉默 LASP1 显著增加了 HCCC-9810 细胞中

p-JAK2 和 p-STAT3 的表达。综上，本研究认为隐丹

参酮在胆管癌细胞中的抗癌活性可能部分通过上调

LASP1 抑制 JAK/STAT 信号通路的活化来介导。 

隐丹参酮在传统医学中常用于治疗心血管疾病

和肝炎。研究表明，隐丹参酮不影响非癌细胞的存

活，且体内研究也未见其产生系统性毒性[30]。因此，

隐丹参酮可作为一种具有前景的抗癌药物。胆管癌

是一种恶性程度高、预后差且缺乏有效治疗手段的

肿瘤。此外，胆管癌细胞的高耐药性往往降低化疗

药物的疗效。研究显示，胆管癌的化疗耐药可能与

JAK/STAT 信号通路有关，靶向抑制该通路可提高

对化疗药物的敏感性[31]。另有研究指出，隐丹参酮

能够逆转乳腺癌和肺癌细胞的化疗耐药[32-33]。鉴于

本研究发现隐丹参酮能够通过抑制 JAK/STAT 信号

通路，在体外有效且特异性地抑制胆管癌细胞的生

长、侵袭及迁移过程并诱导其凋亡，其有望成为靶

向 JAK/STAT 信号通路的潜在治疗药物。然而，部

分可能治疗胆管癌的药物已被报道存在一定不良反

应，如胃肠道反应和器官毒性[34]。尽管本研究结果

表明隐丹参酮可能具有抑制胆管癌进展的作用，但

其潜在副作用仍需在未来研究中进一步探究。 

综上所述，隐丹参酮可通过上调 LASP1 表达抑

制 JAK/STAT 信号通路激活，从而诱导胆管癌细胞

发生 G2/M 期阻滞和线粒体途径凋亡，最终抑制其

增殖、迁移与侵袭。研究结果有望为隐丹参酮作为

靶向LASP1/JAK/STAT 信号通路的潜在胆管癌治疗

药物提供实验依据。 
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