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二氢色原酮拼接多环吡咯螺环氧化吲哚类化合物3m抗皮肤鳞状
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摘 要 目的 探究二氢色原酮拼接多环吡咯螺环氧化吲哚类化合物3m抗皮肤鳞状细胞癌的作用及机制。方法 以人皮肤鳞状

细胞癌 A431、Colo-16细胞为研究对象，采用 CCK-8法检测不同浓度（5、10、20、40、80 μmol/L）3m 作用 24、48、72 h 后对 A431、

Colo-16细胞增殖的影响，并计算培养 48 h 时的半数抑制浓度（IC50）。将 A431、Colo-16细胞分别分为对照组和 3m 低、高浓度组

（15、30 μmol/L），加入相应药物或培养基培养48 h后，采用倒置显微镜观察细胞形态变化，检测细胞克隆形成率、迁移率、侵袭数、

细胞周期分布和凋亡率，检测细胞中 Janus激酶 2/信号转导及转录激活因子 3（JAK2/STAT3）信号通路相关蛋白[JAK2、STAT3、B

细胞淋巴瘤2（Bcl-2）、Bcl-2相关X蛋白（Bax）]磷酸化或表达水平及其mRNA的表达水平。结果 不同浓度3m作用24、48、72 h后

均能显著抑制A431、Colo-16细胞增殖（P＜0.01），48 h时的 IC50分别为20.36、23.72 μmol/L。作用48 h后，与对照组比较，3m低、高

浓度组A431、Colo-16细胞排列稀疏、连接松散；克隆形成率、迁移率、侵袭数，细胞中 JAK2、STAT3、Bcl-2 mRNA表达水平，JAK2、

STAT3蛋白磷酸化水平和Bcl-2蛋白表达水平均显著降低/减少（P＜0.01）；细胞周期G2期占比、凋亡率、Bax蛋白和mRNA表达水

平均显著升高（P＜0.01）；上述作用均呈剂量依赖性。结论 3m可呈剂量依赖性地抑制皮肤鳞状细胞癌A431、Colo-16细胞的增

殖、克隆形成、迁移、侵袭能力，其作用机制与抑制 JAK2/STAT3信号通路活性，诱导细胞凋亡有关。

关键词 皮肤鳞状细胞癌；二氢色原酮；多环吡咯螺环氧化吲哚；增殖；凋亡；迁移；侵袭
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ABSTRACT OBJECTIVE To study the effect and mechanism of dihydrochromone-spliced polycyclic pyrrole-spiroepoxidole 

compound 3m on cutaneous squamous cell carcinoma. METHODS Using human cutaneous squamous cell carcinoma A431 and 

Colo-16 cells as research subjects， CCK-8 assay was used to detect the effects of different concentrations of 3m （5， 10， 20， 40， 

80 μmol/L） on the proliferation of A431 and Colo-16 cells after 24， 48 and 72 hours； the median inhibitory concentration （IC50） 

was calculated at 48 h of treatment. A431 and Colo-16 cells were divided into control group， 3m low-concentration and high-

concentration groups （15， 30 μmol/L）. After treated with relevant drugs or culture medium for 48 h， the morphological changes of 

cells in each group were observed by inverted microscope. Clone formation rate， migration rate and number of cell invasions， cell 

cycle distribution and apoptosis rate were detected. The phosphorylation， or expression of Janus kinase 2/signal transducer and 

activator of transcription 3 （JAK2/STAT3） signaling pathway related proteins [JAK2， STAT3， B-cell lymphocyte-2 （Bcl-2）， Bcl-2-

associated X protein （Bax）]， and their mRNA expression in cells were detected. RESULTS 3m could significantly inhibit the 

proliferation of A431 and Colo-16 cells after treated for 24， 48， 72 h （P＜0.01）， and IC50 of them were 20.36， 23.72 μmol/L， 

respectively. After 48 hours of treatment， compared with 

control group， A431 and Colo-16 cells arranged sparsely and 

loosely connected in 3m low-concentration and high-

concentration groups. The clone formation rate， migration 

rate， number of cell invasions， mRNA expressions of JAK2，

STAT3 and Bcl-2， the phosphorylation of JAK2 and STAT3， 

protein expression of Bcl-2 were significantly decreased/
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weakened （P＜0.01）. Proportion of cell cycle in G2 phase， apoptosis rate， protein and mRNA expression of Bax were increased 

significantly （P＜0.01）； and all the above effects were in dose-dependent manner. CONCLUSIONS 3m can inhibit the 

proliferation， clone formation， migration and invasion abilities of cutaneous squamous cell carcinoma A431 and Colo-16 cells in a 

dose-dependent manner， the mechanism of which may be associated with inhibiting the activity of JAK2/STAT3 signaling pathway， 

and inducing cell apoptosis.

KEYWORDS cutaneous squamous cell carcinoma； dihydrochromone； polycyclic pyrrole-spiroepoxidole； proliferation； 

apoptosis； migration； invasion

皮肤鳞状细胞癌（cutaneous squamous cell carci‐

noma，cSCC）的发病率仅次于基底细胞癌，且随着人们

生活环境的变化其发病率持续上升[1―2]。尽管 cSCC 属

于惰性肿瘤，但如果病情未得到控制其仍然可以局部浸

润并远处转移，此类患者的 10年生存率低于 20%[3―5]。

手术是 cSCC最常用的治疗方式，但对于局部晚期及转

移性 cSCC来说，患者仍面临术后高复发率和高病死率

的问题，其他药物治疗方式也存在疗效差、副作用大等

局限[6]。因此，寻找治疗 cSCC 的新型药物具有重要

意义。

天然产物因其毒性低、分子量小、抗肿瘤活性强等

被广泛应用于临床肿瘤防治[7]。二氢色原酮普遍存在于

灰叶素、杜英碱等天然产物中，吡咯螺环氧化吲哚普遍

存在于钩藤碱C、鸭脚木碱等天然产物中，两者均具有明

显的抗肿瘤、抗病毒、抗氧化自由基等活性[8―9]。3m是由

含C—F键官能团的二氢色原酮拼接多环吡咯螺环氧化

吲哚构成的化合物（结构式见图1），其对人白血病细胞、

前列腺癌细胞具有较好的抑制作用[10]，但其是否具有抗

cSCC作用笔者查阅文献尚未见报道。基于此，本研究

以人 cSCC 的 A431、Colo-16细胞为研究对象，并基于

Janus激酶2/信号转导及转录激活因子3（Janus kinase 2/ 

signal transduction and activator of transcription 3，JAK2/

STAT3）信号通路初步探讨 3m 抗 cSCC 的作用及机制，

以期为cSCC的药物治疗提供参考。

1　材料

1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器有 MCO-18AIC 型电动恒温

CO2培养箱（日本Sanyo公司）、IX51型倒置显微镜（日本

Olympus 公司），SYNERGY-H4型多功能酶标仪（美国

Biotech公司），Step one plus型实时荧光定量PCR仪（美

国Applied Biosystems公司），FACS VERSE型流式细胞

仪（美国BD公司），DYCP-31DN型蛋白电泳仪、DYCZ-

40D型蛋白转膜仪（北京六一仪器有限公司）等。

1.2　主要药品与试剂

3m（批号20190821）购自上海美迪西生物医药股份

有限公司；5-氟尿嘧啶（5-fluorouracil，5-FU）、细胞培养

级二甲基亚砜（DMSO）、蛋白酶抑制剂、高效 RIPA 细

胞裂解液、BCA 蛋白浓度测定试剂盒（批号分别为

1209G024、401P32、20210616、20210719、20210703）均购

自北京索莱宝科技有限公司；胎牛血清（批号 1742862）

购自以色列BI公司；DMEM高糖培养基、青链霉素（批

号分别为 8122265、2321148）均购自美国 Gibco 公司；

CCK-8检测试剂（批号 JU739）购自日本同仁化学研究

所；Matrigel 基质胶（批号 0323001）购自美国 BD 公司；

细胞周期检测试剂盒、Annexin Ⅴ-FITC 细胞凋亡检测

试剂盒、ECL 发光液（批号分别为 MA0334、Jan-18G、

MA0186-1）均购自大连博格林生物科技有限公司；兔源

JAK2、STAT3、磷酸化 JAK2（p-JAK2）、磷酸化STAT3（p-

STAT3）、B 细胞淋巴瘤 2（B-cell lymphoma-2，Bcl-2）、

Bcl-2相关X蛋白（Bcl-2-associated X protein，Bax）、β-ac‐

tin 单克隆抗体和辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔免

疫球蛋白 G 二抗（批号分别为 2212188、M03023207、

M12212997、1252412、4071637、4121556、0094497、

08A121）均购自沈阳万类生物科技有限公司；Trizol试剂

盒、逆转录 PCR（RT-PCR）试剂盒（批号分别为 9108、

RR037A）均购自宝日医生物技术（北京）有限公司。

1.3　细胞

人 cSCC 的 A431、Colo-16细胞购自上海富衡生物

科技有限公司。

2　方法
2.1　细胞培养

采用含10%胎牛血清、1%青链霉素的DMEM高糖

培养基于 37 ℃、5%CO2的恒温细胞培养箱中常规培养

A431、Colo-16细胞。每2天更换1次细胞培养液。

2.2　A431、Colo-16细胞增殖活力的检测

采用 CCK-8法进行检测。取对数生长期的 A431、

Colo-16细胞制成 6×104个/mL的单细胞混悬液，以 100 

μL/孔接种于 96孔板中，培养 24 h贴壁后，分为对照组

（含 0.1%DMSO 培养基）、5-FU 不同浓度组（5、10、20、

图1　3m的化学结构式
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40、80 μmol/L，浓度根据前期预实验结果设置）、3m不同

浓度组（5、10、20、40、80 μmol/L，浓度根据前期预实验

结果设置），另设置空白组（无细胞和药物，仅含培养

基），每组设3个复孔。继续培养24、48、72 h后每孔加入

CCK-8试剂 10 μL，孵育 2 h后采用酶标仪于 450 nm波

长处检测各孔光密度值（optical density，OD），计算细胞

增殖活力，细胞增殖活力（%）＝[1－（对照组OD－给药

组 OD）/（对照组 OD－空白组 OD）]×100%；然后计算

48 h 时 5-FU 和 3m 对 2种细胞的半数抑制浓度（IC50）。

实验重复3次。

2.3　A431、Colo-16细胞的形态观察

取对数生长期的 A431、Colo-16细胞接种于 6孔板

中，培养至细胞密度为70%左右，弃培养基，然后分别分

为 3m低、高浓度组（15、30 μmol/L，浓度根据“2.2”项下

结果设置）和对照组（含 0.1%DMSO 培养基），每组设 3

个复孔；加入相应药物或培养基培养 48 h后，采用倒置

显微镜观察各组细胞的形态并拍照。实验重复3次。

2.4　A431、Colo-16细胞克隆形成率的检测

取对数生长期的 A431、Colo-16细胞接种于 6孔板

中，培养至细胞密度为70%左右，按“2.3”项下方法分组

与给药，每组设3个复孔；培养48 h后，用胰酶消化细胞，

然后以 1 400个/孔接种于 6孔板中继续培养；隔 4 d换 1

次培养基，培养14 d后用甲醛固定，结晶紫染色，进行克

隆计数，并计算细胞克隆形成率，细胞克隆形成率

（%）＝克隆数/接种数×100%。实验重复3次。

2.5　A431、Colo-16细胞迁移率的检测

采用划痕实验进行检测。取对数生长期的 A431、

Colo-16细胞制成单细胞悬液后接种于6孔板中，当细胞

单层融合后，吸弃培养基；采用灭菌枪头划痕，以磷酸盐

缓冲液（PBS）轻轻冲洗划痕后残留的细胞及碎片，然后

按“2.3”项下方法分组与给药（各组均含5%胎牛血清），

每组设3个复孔；于0、48 h时采用倒置显微镜观察和拍

照，计算细胞迁移率，细胞迁移率（%）＝（0 h划痕面积－

48 h划痕面积）/0 h划痕面积×100%。实验重复3次。

2.6　A431、Colo-16细胞侵袭数的检测

采用 Transwell 实验进行检测。将饥饿 24 h 的

A431、Colo-16细胞用胰酶消化后，离心保留沉淀，然后

按“2.3”项下方法分组与给药（各组均不含血清），每组设

3个平行。重悬各组细胞稀释制成 2.5×105个/mL的单

细胞混悬液，取 200 μL 接种于已凝固的含 1%基质胶

（以DMEM高糖培养基配制）的Transwell小室上室，下

室加入 700 μL含 20%胎牛血清的DMEM高糖培养基，

培养48 h；取出小室，以甲醛固定后进行结晶紫染色，擦

拭上室内层细胞。每个小室随机选取5个视野在倒置显

微镜下拍照，并计算细胞侵袭数，细胞侵袭数＝5个视野

细胞总数/5。实验重复3次。

2.7　A431、Colo-16细胞周期分布及凋亡率的检测

采用流式细胞术进行检测。取对数生长期的

A431、Colo-16细胞接种于 6孔板中，培养 24 h 后，按

“2.3”项下方法分组与给药，每组设 3个复孔，干预处理

48 h；用不含乙二胺四乙酸的胰酶消化细胞，制成5×105

个/mL的单细胞悬液后，用预冷PBS洗涤2次；加入预冷

75%乙醇，于4 ℃隔夜固定，以1 500 r/min离心5 min，弃

上清液；用预冷PBS洗涤 1次，加入 500 μL染色工作液

[含 25 μL 碘化吡啶（pyridine iodide，PI）、10 μL 核糖核

酸酶A]，避光温浴 30 min，采用流式细胞仪检测 2种细

胞的周期分布。另同上述方法分组、给药、干预、制成单

细胞悬液后，加入 500 μL 染色缓冲液，再加入 5 μL 

Annexin Ⅴ-FITC和5 μL PI，避光染色30 min，采用流式

细胞仪检测2种细胞的凋亡情况。实验均重复3次。

2.8　A431、Colo-16细胞中 JAK2/STAT3信号通路相关

基因mRNA表达的检测

采用RT-PCR法检测。取对数生长期的A431、Colo-16

细胞接种于 6孔板中，培养至细胞密度为 70%左右，按

“2.3”项下方法分组与给药，每组设 3个复孔；培养 48 h

后收集细胞，提取总 RNA，检测浓度及纯度后，根据

RT-PCR 试剂盒说明方法操作，以 β-actin 为内参，采用

2－ΔΔCt法计算目的基因mRNA的表达水平。实验重复 3

次。本研究PCR引物由生工生物工程（上海）股份有限

公司设计合成，引物序列及产物长度见表1。

2.9　A431、Colo-16细胞中 JAK2/STAT3信号通路相关

蛋白表达的检测

采用Western blot法检测。取对数生长期的A431、

Colo-16细胞接种于6孔板中，培养至细胞密度为70%左

右，按“2.3”项下方法分组与给药，每组设3个复孔；处理

48 h后用PBS清洗，加入蛋白酶抑制剂、磷酸酶抑制剂

等进行裂解，离心收集蛋白样品，经BCA法定量后，加

入缓冲液煮沸变性蛋白。将蛋白样品进行十二烷基硫

酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳后，转膜，以 5%脱脂奶粉封

闭2 h；加入相应一抗（JAK2、STAT3、p-JAK2、Bax、Bcl-2

的稀释比例均为 1∶500，p-STAT3、β-actin的稀释比例均

为 1∶1 000）2 h，TBST洗膜 30 min；加入相应二抗（稀释

比例为 1∶3 000）孵育 1 h，TBST 洗膜 30 min；采用 ECL

发光液显影，采用 Image J软件分析蛋白条带灰度值，以

p-JAK2与JAK2、p-STAT3与STAT3的比值表示蛋白磷酸

化水平，以Bax、Bcl-2与β-actin的比值表示蛋白表达水平。

表1　PCR引物序列及产物长度

基因
JAK2

STAT3

Bcl-2

Bax

β-actin

引物序列
上游：5′-GTCCACCAGCGGAATTTAT-3′

下游：5′-ATCTCATCTGGGCATCCAT-3′

上游：5′-GCGTCCATCCTGTGGTA-3′

下游：5′-TCAGTCCTCGCTTGGTG-3′

上游：5′-TTCATCGTCCCCTCTCC-3′

下游：5′-TCAGTCCGGTATTCGCA-3′

上游：5′-ATGGGCTGGACATTGGAC-3′

下游：5′-GGGACATCAGTCGCTTCAG-3′

上游：5′-CCTGGCACCCAGCACAAT-3′

下游：5′-GGGCCGGACTCGTCATAC-3′

产物长度/bp

127

139

150

106

144
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2.10　统计学分析

采用SPSS 26.0统计学软件进行数据分析。计量数

据以 x±s表示，多组数据间比较采用单因素方差分析，

组间两两比较采用LSD-t检验。检验水准α＝0.05。

3　结果
3.1　3m对A431、Colo-16细胞增殖的影响

不同浓度 3m 作用 24、48、72 h 后均能显著抑制

A431、Colo-16细胞增殖（P＜0.01），且相同作用时间下，

随着药物剂量的增加，2种细胞的增殖活力均逐渐下降，

且呈剂量依赖趋势；相同药物浓度下，作用48、72 h后，2

种细胞的增殖活力均显著低于作用 24 h 时（P＜0.01）；

与作用 48 h 时比较，作用 72 h 后，3m 在 5、10 μmol/L

（Colo-16细胞除外）浓度下，可显著抑制2种细胞的增殖

活力（P＜0.05）。进一步模拟量效关系曲线，得出3m、5-

FU 作用于 A431 细胞 48 h 的 IC50 分别为 20.36、53.98 

μmol/L，作用于 Colo-16细胞 48 h 的 IC50分别为 23.72、

64.71 μmol/L。故后续实验将细胞培养时间设置为

48 h，3m 的低浓度设置为 15 μmol/L、高浓度设置为 30 

μmol/L。结果见图2。

3.2　3m对A431、Colo-16细胞形态的影响

对照组细胞形态正常，3m低、高浓度组细胞排列稀

疏、连接松散，悬浮细胞增多，贴壁细胞无完整细胞质。

结果见图3。

3.3　3m对A431、Colo-16细胞克隆形成能力的影响

与对照组比较，3m低、高浓度组A431、Colo-16细胞

的克隆形成率均显著降低（P＜0.01），且呈剂量依赖性。

结果见图4、表2。
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Ⅰ：对照组；Ⅱ：3m 5 μmol/L组；Ⅲ：3m 10 μmol/L组；Ⅳ：3m 20 μmol/L组；Ⅴ：3m 40 μmol/L组；Ⅵ：3m 80 μmol/L组；a：与相同作用时间下对照

组比较，P＜0.01；b：与同组24 h时比较，P＜0.01；c：与同组48 h时比较，P＜0.05

图2　3m对A431、Colo-16细胞增殖活力的影响（x±s，n＝3）

对照组

A431细胞

Colo-16细胞

3m低浓度组 3m高浓度组

图3　各组细胞形态的显微图（×100）

对照组 3m低浓度组

A. A431细胞

3m高浓度组 对照组 3m低浓度组

B. Colo-16细胞

3m高浓度组

图4　3m对A431、Colo-16细胞克隆形成能力的影响
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3.4　3m对A431、Colo-16细胞迁移能力的影响

与对照组比较，作用48 h后，3m低、高浓度组A431、

Colo-16细胞的迁移率均显著降低（P＜0.01），且呈剂量

依赖性。结果见表2、图5。

3.5　3m对A431、Colo-16细胞侵袭能力的影响

与对照组比较，3m低、高浓度组A431、Colo-16细胞

的侵袭数均显著减少（P＜0.01），且呈剂量依赖性。结

果见表2、图6。

对照组 3m低浓度组

B. Colo-16细胞
3m高浓度组

对照组

0 h

48 h

3m低浓度组

A. A431细胞
3m高浓度组

0 h

48 h

图5　3m对A431、Colo-16细胞迁移能力的影响（×100）

对照组

A431细胞

Colo-16细胞

3m低浓度组 3m高浓度组

图6　3m对A431、Colo-16细胞侵袭能力的影响（×100）

表2　2种细胞克隆形成率、迁移率、侵袭数的测定结果

（x±s，n＝3）

组别

对照组
3m低浓度组
3m高浓度组

A431细胞
克隆形成

率/%
64.71±2.03

32.38±1.53a

17.38±1.23ab

迁移率/%

63.05±2.12

42.02±1.55a

16.43±1.08ab

侵袭数/个

988±17

684±13a

243±10ab

Colo-16细胞
克隆形成

率/%
63.48±1.35

41.95±2.08a

24.24±2.12ab

迁移率/%

55.68±1.25

35.39±1.16a

25.37±1.11ab

侵袭数/个

1 013±18

561±25a

239±19ab

a：与对照组比较，P＜0.01；b：与3m低浓度组比较，P＜0.01
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3.6　3m 对 A431、Colo-16 细胞周期分布及凋亡率的

影响

与对照组比较，3m低、高浓度组A431、Colo-16细胞

G2期占比、凋亡率均显著升高（P＜0.01），且呈剂量依赖

性。结果见表3。

3.7　3m 对 A431、Colo-16 细胞中 JAK2/STAT3 信号通

路相关基因mRNA表达的影响

与对照组比较，3m低、高浓度组A431、Colo-16细胞

中 JAK2、STAT3、Bcl-2 mRNA 表达水平均显著降低，

Bax mRNA表达水平均显著升高（P＜0.01），且呈剂量依

赖性。结果见表4。

3.8　3m 对 A431、Colo-16 细胞中 JAK2/STAT3 信号通

路相关蛋白表达的影响

与对照组比较，3m低、高浓度组A431、Colo-16细胞

中 JAK2、STAT3蛋白磷酸化水平和Bcl-2蛋白表达水平

均显著降低（P＜0.01），Bax 蛋白表达水平均升高（P＜

0.01），且呈剂量依赖性。结果见图7、表5。

4　讨论
cSCC 约占所有非黑色素瘤皮肤癌的 20%，是一类

起源于皮肤表皮或附属角质形成细胞的恶性肿瘤，其常

用的手术治疗及放化疗手段，不仅存在不良反应多的缺

点，还易在治疗后复发和转移。因此，研究治疗 cSCC的

新型药物尤为重要[11]。二氢色原酮拼接多环吡咯螺环

氧化吲哚类化合物3m由2种抗肿瘤活性较强的天然产

物合成，具有强抗肿瘤活性，可抑制多种肿瘤细胞的增

殖[12]。本研究发现，3m 可呈剂量依赖性地抑制 A431、

Colo-16细胞增殖，且在作用48 h时，其抑制作用强于临

床常用但副作用大的 5-FU。同时，3m可使A431、Colo-

16细胞排列稀疏、连接松散、细胞质泄漏。

肿瘤细胞具备浸润生长和远处转移的特点，虽然

cSCC 转移率低于 5%，但一旦发生此类情况即为晚期

cSCC，患者生存率明显降低[1]。据估计，因 cSCC导致死

亡的人数多于恶性程度高的黑色素瘤[13]。本研究结果

显示，3m可呈剂量依赖性地降低A431、Colo-16细胞克

隆形成、迁移和侵袭的能力。

细胞周期被人为划分为合成间期和分裂期，其中合

成间期又分为 DNA 合成前期（G1期）、DNA 合成期（S

期）、DNA合成后期（G2期），细胞周期受阻则会抑制细

胞增殖[14]。凋亡为细胞程序性死亡的一种类型，主要作

用是保证细胞形成和细胞死亡之间的平衡，因此，检测

细胞凋亡也是研究抗肿瘤药物活性的重要手段[15―16]。

本研究结果显示，3m可呈剂量依赖性地将A431、Colo-16

细胞阻滞于G2期，并促进其凋亡。

JAK2/STAT3信号通路可参与细胞增殖、分化、凋亡

和免疫调节等多种关键生物学过程，进化过程中高度保

表3　2种细胞周期分布和凋亡率的检测结果（x±s，n＝

3，%%）

组别

对照组
3m低浓度组
3m高浓度组

A431细胞
G1期占比

57.97±0.77

49.31±1.06

42.43±1.05

S期占比
31.7±0.57

32.56±1.66

33.87±0.67

G2期占比
9.89±0.53

17.72±0.79a

23.19±0.91ab

凋亡率
6.52±1.25

40.64±1.15a

62.51±2.10ab

Colo-16细胞
G1期占比

52.53±0.89

48.12±0.85

42.14±0.53

S期占比
34.77±1.10

33.81±0.65

33.82±0.75

G2期占比
12.21±0.46

17.35±0.71a

23.80±0.69ab

凋亡率
6.71±1.05

39.34±1.19a

60.77±1.34ab

a：与对照组比较，P＜0.01；b：与3m低浓度组比较，P＜0.01

表4　2 种 细 胞 中 JAK2/STAT3 信 号 通 路 相 关 基 因

mRNA表达水平的检测结果（x±s，n＝3）

组别

对照组
3m低浓度组
3m高浓度组

A431细胞
JAK2 

mRNA

0.99±0.02

0.66±0.04a

0.35±0.03ab

STAT3 

mRNA

0.98±0.02

0.74±0.03a

0.51±0.04ab

Bcl-2 

mRNA

1.01±0.01

0.62±0.05a

0.29±0.04ab

Bax 

mRNA

0.98±0.02

1.95±0.08a

2.62±0.06ab

Colo-16细胞
JAK2 

mRNA

1.01±0.03

0.64±0.02a

0.44±0.04ab

STAT3 

mRNA

1.01±0.03

0.79±0.03a

0.49±0.02ab

Bcl-2 

mRNA

1.02±0.01

0.58±0.02a

0.35±0.02ab

Bax 

mRNA

0.99±0.02

1.79±0.05a

2.68±0.06ab

a：与对照组比较，P＜0.01；b：与3m低浓度组比较，P＜0.01

JAK2

p-JAK2

STAT3

p-STAT3

Bcl-2

Bax

β-actin

对照组 3m低浓度组

128 kDa

128 kDa

91 kDa

91 kDa

26 kDa

23 kDa

42 kDa

3m高浓度组

B. Colo-16细胞

JAK2

p-JAK2

STAT3

p-STAT3

Bcl-2

Bax

β-actin

对照组 3m低浓度组

128 kDa

128 kDa

91 kDa

91 kDa

26 kDa

23 kDa

42 kDa

3m高浓度组

A. A431细胞

图7　3m 对 A431、Colo-16细胞中 JAK2/STAT3信号通

路相关蛋白表达影响的电泳图

表5　2种细胞中 JAK2/STAT3信号通路相关蛋白磷酸

化水平和表达水平的检测结果（x±s，n＝3）

组别

对照组
3m低浓度组
3m高浓度组

A431细胞
p-JAK2/ 

JAK2

0.99±0.03

0.57±0.02a

0.39±0.09ab

p-STAT3/

STAT3

1.01±0.05

0.58±0.04a

0.34±0.04ab

Bcl-2/

β-actin

1.01±0.02

0.64±0.08a

0.44±0.05ab

Bax/

β-actin

1.02±0.02

1.74±0.11a

2.36±0.16ab

Colo-16细胞
p-JAK2/ 

JAK2

0.99±0.02

0.68±0.03a

0.49±0.02ab

p-STAT3/

STAT3

1.03±0.01

0.60±0.02a

0.39±0.04ab

Bcl-2/

β-actin

1.02±0.03

0.85±0.03ab

0.51±0.05ab

Bax/

β-actin

1.02±0.02

1.38±0.01a

1.56±0.05ab

a：与对照组比较，P＜0.01；b：与3m低浓度组比较，P＜0.01
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守，当其发生基因突变和异常表达时，则会导致炎症、免

疫缺陷和肿瘤等多种疾病[17―19]。当细胞因子在细胞表

面与其受体结合，致使 JAK2激酶C端的酪氨酸残基磷

酸化，进而招募STAT3致其磷酸化，从而形成的磷酸二

聚体可迅速进入细胞核，调控下游相关基因表达或与其

他转录激活因子相互作用调控下游基因表达[17]。已有

相关文献证实，JAK2/STAT3信号通路可调控下游基因

Bcl-2、Bax的表达，后两者属于Bcl-2基因家族，与肿瘤细

胞凋亡密切相关；Bcl-2为抗凋亡蛋白，Bax为促凋亡蛋

白，两者相互作用共同调控细胞凋亡[20―22]。本研究结果

显 示 ，经 3m 干 预 后 ，A431、Colo-16 细 胞 中 JAK2、

STAT3、Bcl-2 mRNA 表达水平，JAK2、STAT3蛋白磷酸

化水平和 Bcl-2蛋白表达水平均显著下调，Bax mRNA

和蛋白表达水平均显著上调。这提示 3m可通过 JAK2/

STAT3 信号通路调控下游 Bcl-2 基因家族诱导细胞

凋亡。

综上所述，二氢色原酮拼接多环吡咯螺环氧化吲哚

类化合物 3m 可呈剂量依赖性地抑制 cSCC 的 A431、

Colo-16细胞增殖、克隆形成、迁移、侵袭能力，其作用机

制与抑制 JAK2/STAT3信号通路活性，诱导细胞凋亡

有关。
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