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积雪草酸调控JAK2/STAT3信号通路对前列腺癌细胞凋亡的影响
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摘 要：目的 研究积雪草酸（AA）对前列腺癌 PC-3细胞作用及分子机制。方法 采用CCK8法检测积雪草酸（5、10、20、

40、80、160 μmol·L−1）对 PC-3细胞活力的影响；采用Hochest法和Annexin V/PI法检测积雪草酸（20、30、40 μmol·L−1）对 PC-3

细胞凋亡的影响；采用 JC-1法检测积雪草酸对PC-3细胞线粒体膜电位的影响；采用Western blotting法检测积雪草酸对PC-3

细胞线粒体凋亡途径和 Janus激酶 2（JAK2）/信号转导与转录活化因子 3（STAT3）信号通路相关蛋白表达水平的影响。采

用Annexin V/PI法、JC-1法、Western blotting法检测 JAK2激动剂 coumermycin A1（C-A1）对积雪草酸诱导 PC-3细胞线粒

体凋亡及相关蛋白表达的影响。结果 与对照组比较，积雪草酸可浓度及时间相关性地抑制 PC-3 细胞增殖， 20～

160 μmol · L−1 组差异显著（P＜0.01），作用24、48、72 h后的半数抑制浓度（IC50）值分别为 29.98、23.04、13.81 μmol·L−1；

20、30、40 μmol · L−1 积雪草酸显著促进 PC-3 细胞凋亡（P＜0.05、0.01）；可明显导致 PC-3细胞线粒体膜电位下降；显著上

调 PC-3 细胞线粒体凋亡相关 Bax、cleaved Caspase-3 的蛋白表达（P＜0.05、0.01），显著下调 Bcl-2 的蛋白表达（P＜0.05、

0.01），显著抑制 JAK2/STAT3 信号通路 JAK2 和 STAT3 的磷酸化水平（P＜0.05、0.01）。与积雪草酸组比较，积雪

草酸＋C-A1显著抑制 PC-3细胞的凋亡水平（P＜0.01），明显抑制 PC-3细胞线粒体膜电位下降，显著下调 Bax、cleaved

Caspase-3蛋白表达（P＜0.01），显著上调Bcl-2蛋白表达（P＜0.01），显著提升 JAK2和 STAT3的磷酸化水平（P＜0.01）。

结论 积雪草酸可通过抑制 JAK2/STAT3信号通路诱导前列腺癌细胞发生线粒体凋亡，进而发挥抗前列腺癌作用。
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Abstract: Objective To study the effects and molecular mechanism of asiatic acid (AA) on prostate cancer PC-3 cells. Method

CCK8 assay was used to detect the effect of AA (5, 10, 20, 40, 80, and 160 μmol·L−1) on PC-3 cell proliferation. Hochest assay and

Annexin V/PI assay were used to detect the effect of AA (20, 30, and 40 μmol·L−1) on PC-3 cell apoptosis. JC-1 method was used to

detect the effect of AA on mitochondrial membrane potential of PC-3 cells. Western blotting was used to detect the effect of AA on

the expression level of mitochondrial apoptosis pathway and JAK2/STAT3 signaling pathway related proteins in PC-3 cells. Annexin

V/PI method, JC-1 method and Western blotting method were used to detect the effects of JAK2 agonist Coumermycin A1 (C-A1)

on mitochondrial apoptosis and expression of related proteins in PC-3 cells induced by AA. Results Compared with control group,

AA significantly inhibited the proliferation of PC-3 cells in a concentration-dependent and time-dependent manner, the difference of

20—160 μmol·L−1 group was significant (P < 0.01). and the IC50 value was 29.98, 23.04 and 13.81 μmol·L−1 after 24, 48 and 72 h.

AA significantly induced the apoptosis of PC-3 cells compared with control group (P < 0.05 and 0.01). AA also changed the MMP in

PC-3 cells. AA significantly up-regulated mitochondrial apoptosis-related Bax and cleaved Caspase 3 expression compared with
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control group (P < 0.05 and 0.01), and significantly down-regulated mitochondrial apoptosis-related Bcl-2 expression (P < 0.05 and

0.01). The phosphorylation levels of JAK2 and STAT3 in JAK2/STAT3 signaling pathway were also significantly inhibited by AA

(P < 0.05 and 0.01) compared with control group. Compared with AA group, AA+C-A1 significantly inhibited the apoptosis of PC-3

cells (P < 0.01), inhibited the MMP in PC-3 cells significantly, significantly down-regulated Bax and cleaved Caspase 3 expression

in PC-3 cells (P < 0.01), and significantly up-regulated Bcl-2 expression (P < 0.01), as well as significantly increased the

phosphorylation levels of JAK2 and STAT3 (P < 0.01). Conclusion AA could induce mitochondrial apoptosis in prostate cancer

cells by inhibiting JAK2/STAT3 signaling pathway, and finally play an anti-prostate cancer role.

Key words: prostate cancer; asiatic acid; JAK2/STAT3 signaling pathway; apoptosis; mitochondria

前列腺癌是一种常见的癌症，威胁男性的生命

质量及生活品质［1］。据相关统计表明，前列腺癌在

癌症新发病例中排名第一，在男性癌症相关死亡中

排名第二［2］。前列腺癌患病率与年龄呈正相关性，

并且随着地区的不同而有显著差异，欧洲和美洲的

患病率高于亚洲［3］。近年来，包括中国在内的亚洲

国家前列腺癌患者的死亡率和发病率不断上升，但

仍低于西方国家［4］。前列腺癌发病可能与多种因素

有关，包括年龄、家族史、遗传和性激素水平等［5］。

目前，前列腺癌患者可通过化疗、激素药物和手术

等方法治疗，但其转移性和激素抵抗性风险仍然较

高［6］。因此，寻找预防和治疗前列腺癌的新药迫在眉睫。

中医药发挥抗肿瘤作用具有疗效确切和安全

性高等特点，复杂的化学成分正是其发挥作用的基

础。因此，中药中丰富的化学成分是开发抗肿瘤药

物的宝贵资源。积雪草酸是一种具有广泛生物活

性的五环三萜类化合物，为积雪草、委陵菜等诸多

传统中药有效成分之一［7］。抗肿瘤作用为积雪草酸

诸多显著作用之一，其可通过多种途径，作用于多

种靶点，发挥对肺癌、乳腺癌和卵巢癌等恶性肿瘤

的作用，但当前鲜有关于其抗前列腺癌作用及机制

的报道［8-10］。前期研究显示，积雪草酸可逆转转化生

长因子-β1（TGF-β1）诱导的前列腺癌的上皮间质转

化进程，进而抑制前列腺癌细胞侵袭和转移的作

用［7］。本研究首次以前列腺癌细胞PC-3为对象，研

究积雪草酸对 PC-3细胞凋亡的影响，并基于 Janus

激酶 2（JAK2）/信号转导与转录活化因子 3（STAT3）

信号通路初步探讨其诱导凋亡的作用机制，以期为

积雪草酸抗前列腺癌临床应用提供参考。

1 材料

1.1 细胞株

人前列腺癌 PC-3 细胞株购自 ATCC，采用含

10% FBS 的 DMEM 培养，并置于 5% CO2、37 ℃条

件下的恒温细胞培养箱中培养。

1.2 药物及主要试剂

积雪草酸（批号 JXCS20200603，质量分数≥

98%），购自南京秋实生物科技有限公司；JAK2激动

剂 coumermycin A1（C-A1，批号 GR317，质量分

数≥98%），购自美国BOC Sciences公司；二甲基亚

砜（DMSO，批号 V900090）、DMEM 培养基（批号

D6429）、AnnexinV-FITC/PI 双 染 试 剂 盒（ 批 号

APOAF），均购自德国 Sigma-aldrich公司；CCK8试

剂盒（批号 CA1210），购自 Solarbio 公司；JC-1 检测

试剂盒（批号BL711A），购自Biosharp公司；胎牛血

清（批号10099141C）、PVDF膜（批号LC2002）、BCA

蛋白定量试剂盒（批号 23246），均购自美国Thermo

公司。一抗：Bcl-2（批号15071T）、Bax（批号5023T）、

cleaved Caspase-3（批号9661T）、JAK2（批号3230T）、p-

JAK2（批号4406T）、STAT3（批号12640S）、p-STAT3（批

号 49081S）、GAPDH（ 批 号 5174T）和 二 抗 IgG-

HRP（批号32935S），均购自美国CST公司。

1.3 主要仪器

CO2培养箱，德国 IRM公司；E2-20TJ型水系统，

南京 EPED有限公司；TS100、TS2R型显微镜，日本

尼康公司；Calibur 型流式细胞仪，美国 BD 公司；

MK3型酶标仪，美国Thermo公司；MINI-4小型垂直

电泳仪，美国伯乐公司。

2 方法

2.1 CCK8法检测细胞存活率

收集对数生长期的 PC-3 细胞接种于 96 孔板

中（每孔 100 μL、5×103个），培养 24 h 后弃去培养

基，分别加入含 0.1% DMSO（对照组）或浓度为 5、

10、20、40、80、160 μmol·L−1积雪草酸的DMEM培养

基（100 μL），每组 3个复孔，给药 24、48、72 h后，弃去

培养基，加入CCK8工作液，孵育 2 h，450 nm处测定

吸光度（A）值，计算细胞相对存活率［11］。

细胞相对存活率＝A 积雪草酸/A 对照

2.2 细胞凋亡检测

2.2.1 Hochest法检测细胞凋亡 收集对数生长期

的 PC-3 细胞接种于 24 孔板中（每孔 500 μL，2.5×

104个），培养 24 h后，分为对照组（含 0.1% DMSO培

养基）、积雪草酸（20、30、40 μmol·L−1）组。给药 24 h

··86



Drug Evaluation Research第46卷 第1期 2023年1月 Vol. 46 No. 1 January 2023

后弃上清液，PBS洗涤 3次，显微镜下观察细胞形态

并拍照。加入 300 μL Hochest染液，避光孵育10 min

后PBS洗涤 2次，随后加入 300 μL PBS，荧光倒置显

微镜观察并拍照。

2.2.2 Annexin V/PI法检测细胞凋亡率 收集对数

生长期的PC-3细胞接种于 6孔板中（每孔 2 mL，4×

105个），培养24 h后，细胞分组给药同“2.2.1”项。24 h

后1 000 r·min−1离心10 min，收集各组细胞PBS洗涤2

次，并用500 μL缓冲液重悬，依次加入2种染液并混匀，室

温避光孵育15 min，最后流式细胞术检测细胞凋亡水平。

2.3 JC-1法检测线粒体膜电位变化

细胞培养及接种同“2.1”项，细胞分组给药

同“2.2.1”项。24 h后用 PBS洗涤 2次，随后每孔加

入 40 μL无血清培养基和 40 μL工作液并混匀，避光

孵育20 min，弃液后依次加入缓冲液和细胞培养液，

倒置荧光显微镜下观察并拍照。

2.4 Western blotting法检测相关蛋白表达

细 胞 培 养 及 接 种 同“2.2.2”项 ，细 胞 分 组

同“2.2.1”项。24 h 后提取各组总蛋白，随后进行

SDS-PAGE电泳，每孔 30 μg蛋白量，最后将蛋白转

印到PVDF膜上，5%脱脂奶粉溶液封闭 2 h，加入相

应的一抗（1∶1 000）孵育（4 ℃过夜）。TBST洗膜 4

次，IgG-HRP（1∶10 000）孵育 2 h，TBST洗膜 4次，显

影并采集图像，随后进行分度值分析，计算各个蛋

白条带的相对表达水平。

2.5 JAK2激动剂C-A1对积雪草酸诱导PC-3细胞

线粒体凋亡及相关蛋白表达的影响

PC-3 细胞接种 24 h 后分为对照组（含 0.1%

DMSO培养基）、30 μmol·L−1积雪草酸组、30 μmol·L−1积

雪草酸＋300 nmol·L−1 C-A1组。24 h后Annexin V/

PI法检测凋亡率，方法同“2.2.2”项；JC-1 法检测线

粒体膜电位变化，方法同“2.3”项；Western blotting

法检测相关蛋白表达，方法同“2.4”项。

2.6 数据处理与分析

结果均用
-x±s 表示，并采用统计学软件 SPSS

21.0 处 理 数 据 ，多 组 间 均 数 采 用 One-Way

ANOVA（单因素方差）分析进行统计学检验。

3 结果

3.1 积雪草酸对PC-3细胞增殖的影响

与同时间对照组比较，给药 24 h 后积雪草

酸 20～160 μmol·L−1组、给药 48 h 后积雪草酸 10～

160 μmol·L−1 组、给药后 72 h 积雪草酸 10～160

μmol·L−1组细胞相对存活率显著降低（P＜0.01），积

雪草酸作用呈现一定的浓度和时间相关性，其干

预PC-3细胞 24、48、72 h后的半数抑制浓度（IC50）值

分别为29.98、23.04、13.81 μmol·L−1。结果见图1。

3.2 积雪草酸对PC-3细胞形态学的影响

如 图 2 所 示 ，对 照 组 PC-3 细 胞 形 态 为 有

触角不规则形 ；随着药物浓度的增加 ，积雪

草 酸 组 部 分 细 胞 变 成 类 圆 形 或 圆 球 形 的 死

亡 细 胞 ，表 明 积 雪 草 酸 可 对 PC-3 细 胞 产 生

杀伤作用。

与对照组比较：**P＜0.01
**P < 0.01 vs control group

图1 积雪草酸对PC-3细胞活力的影响（
-x±s，n=5）

Fig. 1 Effects of AA on cell viability of PC-3 cells (
-x±s, n=5)

 

 

 

 

 

对照             20              30                       40 

                          积雪草酸/（μmol·L−1） 

 

200 μm 

图2 积雪草酸对PC-3细胞形态学的影响

Fig. 2 Effects of AA on cell morphology of PC-3 cells
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3.3 积雪草酸对PC-3细胞凋亡的影响

Hochest 结果如图 3 所示，对照组 PC-3 细胞

细胞核呈现弥散均匀蓝色荧光 ，表现状态正

常；随着给药浓度增加，积雪草酸组细胞核逐渐

出现明显的凋亡特征，如浓染致密的颗粒块状

蓝色荧光等，表明积雪草酸可诱导PC-3细胞凋亡。

凋亡率结果见图 4，与对照组比较，20、30、

40 μmol·L−1 积雪草酸显著促进 PC-3 细胞的凋

亡（P＜0.05、0.01），表明积雪草酸可诱导 PC-3细胞

发生凋亡，且作用呈现浓度相关性。

3.4 积雪草酸对PC-3细胞线粒体膜电位的影响

线粒体膜电位结果如图 5所示，对照组红色荧

光较强，说明该组细胞线粒体膜电位正常；随着积

雪草酸给药浓度增加，红色荧光逐渐变弱，绿色荧

光逐渐加强，红绿荧光Merge亦呈现变绿趋势，说明

给药组细胞线粒体膜电位下降。结果表明积雪草

酸能促进PC-3细胞线粒体膜电位下降。

3.5 积雪草酸对PC-3细胞相关蛋白表达的影响

Western blotting 结果如图 6 所示，与对照组比

较，20、30、40 μmol·L−1 积雪草酸显著上调PC-3细胞

Bax、cleaved Caspase-3蛋白表达（P＜0.05、0.01），显

著下调Bcl-2蛋白表达（P＜0.05、0.01）。以上表明，

积雪草酸可浓度相关地通过线粒体途径诱导 PC-3

细胞发生凋亡。

与对照组比较，20、30、40 μmol·L−1 积雪草酸显

著抑制 JAK2 和 STAT3 的磷酸化（P＜0.05、0.01）。

结果表明，积雪草酸可浓度相关地抑制 JAK2/

STAT3信号通路，这可能是积雪草酸诱导PC-3细胞

发生线粒体凋亡的机制。

3.6 JAK2激动剂C-A1对积雪草酸诱导PC-3细胞

线粒体凋亡及相关蛋白表达的影响

为了验证积雪草酸是否通过抑制 JAK2/STAT3

参与PC-3细胞的凋亡，选用 JAK2激动剂C-A1与积

雪草酸联用。凋亡率结果如图 7所示，与积雪草酸

组比较，积雪草酸＋C-A1显著抑制 PC-3细胞的凋

亡（P＜0.01），说明C-A1能够逆转积雪草酸诱导的

PC-3细胞凋亡。

线粒体膜电位结果如图 8所示，对照组红色荧

光较强，说明该组细胞线粒体膜电位正常；积雪草

酸给药干预后，红色荧光减弱，绿色荧光增强，红绿

荧光Merge后主要显示绿色，说明积雪草酸组细胞

线粒体膜电位下降；而当积雪草酸和 C-A1 共同干

预后，红色荧光增强，绿色荧光减弱，Merge后主要

显示红色。结果表明C-A1能够逆转积雪草酸诱导

的PC-3细胞线粒体膜电位下降。

Western blotting 结果如图 9 所示，与积雪草酸

组比较，积雪草酸＋C-A1显著下调 PC-3细胞Bax、

cleaved Caspase-3 蛋白表达（P＜0.01），显著上调

 

 

 

 

 

对照             20              30                       40 

                          积雪草酸/（μmol·L−1） 

 
图3 积雪草酸对PC-3细胞凋亡的影响

Fig. 3 Effects of AA on apoptosis of PC-3 cells

与对照组比较：*P＜0.05 **P＜0.01
*P < 0.05 **P < 0.01 vs control group

图4 积雪草酸对PC-3细胞凋亡的影响（
-x±s，n=3）

Fig. 4 Effects of AA on apoptosis of PC-3 cells (
-x±s, n=3)

图5 积雪草酸对PC-3细胞线粒体膜电位的影响

Fig. 5 Effects of AA on mitochondrial membrane poten‐

tial of PC-3 cells
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Bcl-2表达（P＜0.01），显著提升 JAK2和STAT3的磷

酸化水平（P＜0.01），表明 JAK2激动剂C-A1可通过

激活 JAK2/STAT3 信号通路逆转积雪草酸诱导的

PC-3细胞线粒体凋亡，进一步表明积雪草酸可通过

抑制 JAK2/STAT3 信号通路诱导 PC-3 细胞发生线

粒体凋亡。

4 讨论

细胞凋亡是细胞通过激活多种基因并促进其

表达，最终有序结束自身生命的一种程序性死亡方

式，诱导肿瘤细胞进入凋亡程序是大部分化疗药物

发挥作用的重要途径［12-13］。线粒体途径是细胞凋亡

发生的主要途径之一，Bcl-2 家族中的 Bax 与 Bcl-2

蛋白分别发挥促凋亡和抗凋亡作用，能够调控线粒

体凋亡，二者的表达变化可导致线粒体膜电位降低

及通透性增加［14］，导致线粒体内部凋亡因子如Cyt-C的

释放。Cyt-C释放后可以与凋亡因子作用形成凋亡

复合体，活化 Caspase-9，进一步活化凋亡最终执行

蛋白 Caspase-3，启动凋亡［15］。本研究发现，积雪草

酸可促进PC-3细胞线粒体膜电位下降，且浓度相关

性上调 Bax、cleaved Caspase-3 表达和下调 Bcl-2 表

达，表明积雪草酸可诱导前列腺癌细胞发生线粒体

凋亡。

STAT3 是 STAT 家族成员之一，参与调节多种

肿瘤的生物学过程，其异常激活在人类肿瘤的发生

与对照组比较：*P＜0.05 **P＜0.01
*P < 0.05 **P < 0.01 vs control group

图6 积雪草酸对PC-3细胞蛋白表达的影响（
-x± s，n=3）

Fig. 6 Effects of AA on the expression of proteins in PC-3 cells（
-x± s，n=3）

与对照组比较：**P＜0.01；与积雪草酸组比较：##P＜0.01
*P < 0.05 **P < 0.01 vs control group；##P < 0.01 vs AA group

图7 C-A1对积雪草酸诱导PC-3细胞凋亡的影响（
-x±s，n=3）

Fig. 7 Effect of C-A1 on apoptosis of PC-3 cells induced by AA (
-x±s, n=3)
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发展中扮演重要角色［16］。同时，STAT3是MCL-1表

达的主要调节因子，而MCL-1的表达对线粒体凋亡

至关重要，其可通过与Bak和Bax结合和分离诱导

线粒体凋亡［17］。 JAK 家族包括 4 个成员：JAK1、

JAK2、JAK3和Tyk2，其中 JAK2与 STAT3关系最为

密切，激活的 JAK2可磷酸化 STAT3及其受体［18-19］。

JAK2/STAT3 信号通路是 JAK/STAT 信号通路的重

要组成部分，在前列腺癌细胞中持续过度激活，可

调控前列腺癌细胞发生凋亡［20］。有研究显示，白术

内酯 II可通过调节 JAK2/STAT3信号通路诱导前列

腺癌细胞凋亡［21］。花姜酮可通过抑制 JAK2/STAT3

信号通路抑制激素抵抗性前列腺癌细胞生长并增

加其对紫杉醇的敏感性［22］。β-柠檬酸亦能通过抑制

JAK2/STAT3/MCL-1信号通路抑制去势抵抗性前列

腺癌细胞的生长并触发细胞凋亡［23］。本研究发现，

积雪草酸可浓度相关性地抑制 PC-3 细胞 JAK2 和

STAT3的磷酸化水平并促进 PC-3细胞发生线粒体

凋亡，且 JAK2激动剂C-A1可逆转积雪草酸诱导的

这一凋亡现象。综上研究表明，积雪草酸可通过抑

制 JAK2/STAT3 信号通路诱导 PC-3 细胞发生线粒

体凋亡。

积雪草酸可通过抑制 JAK2/STAT3信号通路诱

导前列腺癌细胞发生线粒体凋亡，最终发挥抗前列

腺作用。研究结果可为积雪草酸及含积雪草酸中

药临床治疗前列腺癌提供有益思路。后期将设计

体内实验进一步验证本研究结果，以期提供更为全

面的证据。

利益冲突利益冲突 所有作者均声明不存在利益冲突

与对照组比较：**P＜0.01；与积雪草酸组比较：##P＜0.01
*P < 0.05 **P < 0.01 vs control group；##P < 0.01 vs AA group

图9 C-A1对积雪草酸诱导PC-3细胞蛋白表达的影响（
-x±s，n=3）

Fig. 9 Effect of C-A1 on protein expression in PC-3 cells induced by AA（
-x±s，n=3）

图8 C-A1对积雪草酸诱导PC-3细胞线粒体膜电位下降的

影响

Fig. 8 Effect of C-A1 on mitochondrial membrane poten‐

tial decline induced by AA in PC-3 cells
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