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AG490通过JAK2／STAT3信号通路对肝癌细胞裸鼠 

移植瘤的抑制作用及机制 

赵冀安 ，穆秀娥 ，董 梁。，孙会凤 ，周小慧 ，朱俊青 ，李增宁 

(河北医科大学第一医院 1．肝胆外科；2．心外科；3．医务处；4．临床营养科，河北 050013) 

【摘 要】目的：探讨JAK2／STAT3信号通路在AG490干预下对人肝细胞癌裸鼠移植瘤生长、凋亡的影响以及与相关基因表达 

之间的关系。方法：建立人肝癌细胞裸鼠移植瘤模型，将 BALB／C—nu裸鼠随机平均分成 3组，按照实验设计分为对照组(生理盐 

水)、低浓度 AG490组(浓度 4 mg／kg的 AG490)、高浓度 AG490组(浓度为 8 mg／kg的 AG490)，而后按照实验设计分别给予生 

理盐水或 AG490处理裸鼠。观察期间记录各组裸鼠体质量、瘤重、肿瘤体积、计算肿瘤生长抑制率；通过流式细胞法检测细胞周 

期变化和凋亡情况；蛋 白质印迹法检测细胞中p-JAK2、JAK2、p-STAT3、STAT3、MMP一2、Bcl一2、Bcl—xl及 Bax蛋白表达的变化： 

免疫组织化学检测移植瘤组织中p-JAK2和p-STAT3蛋白表达。结果：实验组裸鼠瘤重、肿瘤体积均小于对照组，抑瘤率高于 

对照组 ，差异均具有统计学意义(P<0．05)。流式细胞分析结果显示低浓度 AG490组(73．98±0．90)％、高浓度 AG490组(81．39士 

1．66)％的细胞周期 G0／G1期较对照组(59．30±1．13)％明显增加(P<0．05)，同样低浓度 AG490组(33．32±1．16)％和高浓度 

AG490组(52．22±1．06)％的细胞凋亡率较对照组(1．50±0．12)％明显增高(P<0．05)。Western blot结果显示低浓度 AG490组 

(1．073±0．028)、(0．955±0．025)和高浓度 AG490组(0．763±0．023)、(0．751±0．037)的p-JAK2，p-STAT3蛋白表达均较对照组 

(1．265±0．012)、(1．477±0．020)明显降低( 0．05)。同时下调通路下游蛋白 MMP一2，Bcl一2，Bcl—xl和上调 Bax表达水平。免疫组 

化结果显示 AG490组移植瘤肿瘤组织 p-JAK2和 p-STAT3蛋白表达较对照组明显降低(尸<O．05)。结论：AG490能够通过抑制 

JAK2／STAT3信号通路促进人肝癌细胞的凋亡、抑制增殖和侵袭作用达到抑制裸鼠移植瘤的生长 ，提示 JAK2／STAT3通路在肝 

细胞癌恶性演进过程中发挥了重要作用。 
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lnhibitory effects of AG490 on transplanted tumOr of nude mice with Iive 

cancer through JAK2／STAT3 signal pathway and its mechanism 

Zhao ’觎，Mu Xiu’e，Dong Liang，Sun nuifeng，Zhou Xiaohui，Zhu Junqing，Li Zengning 

( ．Department ofHepatobiliary Surgery；2．Department of Cardiac Surgery；3．Department ofMedical Service； 

4．Department of Clinical Nutrition，the First Affiliated Hospital of Hebei Medical University) 

【Abstract]Objective：To explore the effect of JAK／STAT signal pathway inhibitor AG490 on growth and apoptosis of transplanted tumor 

of nude mice with human liver cancer and its relationship with the expression of related genes．M ethods：The models of transplanted 

tumor of nude mice with human liver cancer were established．The model mice were randomly divided into 3 groups：control group 

normal saline)，low concentration AG490 group(4 mg／kg AG490)，high concentration AG490 group(8 mg／kg AG490)，then saline 

or AG490 was used to treat the nude mice with the requirements．The growth situations of transplanted tumor in different groups were 

observed during the treatment，including the body weight，the tumor weight and volume and the inhibiting rates of growth of trans— 

planted tumor．Cell cycle distribution and cell apoptosis were detected by flow cytometry．Western blot was used to detect the expres— 

sion levels of p-JAK2，JAK2，p-STAT3，STAT3，MMP-2，Bcl一2，Bcl—xl and Bax．The expressions of p-JAK2 and p-STAT3 were ob— 

served by immunohistochemistry． Results：Significant differences in tumor weight，volumes，and tumor growth inhibition rates were 

found between the treatment groups and the control group(P<0．05)．Flow cytometric analysis demonstrated the G0／G1 phase in cell 

cycle was increased in low concentration AG490 group(73．98±0．90)％and high concentration AG490 group(81．39±1．66)％than in 

control group(59．30 4-1．13)~／6，so did cell apoptosis rate of low concentration AG490 group(33．32±1．16)％ and high concentration 

AG490 group(52．22±1．06)％ between control group(1．50±0．12)％．Western blot demonstrated both low concentration AG490 

group(1．073±0．028)(0．955±0．025)and high concentration AG490 group(0．763±0．023)(0．751±0．037)had lower level of P— 

JAK2 and p-STAT3 than control group(1．265±0．012)(1．477±0．020)．it shown that the expression ofMMP-2，Bcl-2 and Bcl-xl 

were down-regulated while the expression of Bax was up-regulated after being treated with AG490．Compared with those of control 

group，the expressions of p-JAK2 and p-STAT3 in AG490 group were decreased by immunohistochemistry(P<0．05)．Conclusion： 

AG490 could promote apoptosis and inhibit the cell growth and invasion by blocking JAK／STAT signal pathway，thereby inhibiting 

the growth of transplanted tumor of nude mice．The results suggest that the expression of JAK2／STAT3 signal pathway may play an 

important role in the evolution of liver cancer． 

【Key words]JAK2／STAT3 signal pathway；AG490；Transplanted tumor of nude mice with live cancer 

肝癌作为一种恶性程度极高的肿瘤，极大的影 

响和威胁了人类的生命健康。目前普遍认为肝癌的 

发生发展是多基因突变演化进展 的过程。JAK2／ 

STAT3信号途径是近年来备受关注的一条信号传 

导通路，在细胞增殖、凋亡、分化和免疫功能等多种 

生理过程中起重要作用。众多研究发现该通路异常 

活化可导致正常细胞 出现异常增殖甚至恶变[1]。 

STAT3作为 JAK2／STAT3信号通路的重要组成部 

分．已经证实在人类主要的恶性肿瘤中基本都存在 

异常的高表达。STAT3活化后与下游相关因子发生 

关联作用．参与调节肿瘤的增殖、凋亡、转移、血管 

生成、免疫应答等过程，使得 JAK2／STAT3信号通路 

进而与其他信号通路互相关联成为网络系统，协同 

促进肿瘤的发生发展[21。 

JAK2／STAT3信号通路的特异性信号转导阻滞 

剂 AG490，被认为可以影响肝癌细胞的多种生物学 

特性如抑制肝癌细胞增殖和诱导肝癌细胞凋亡，降 

低肝癌细胞侵袭力等I3_，但关于 AG490对肝癌细胞 

荷瘤裸鼠体内抑瘤作用的研究尚未见相关报道。本研 

究选用 BALB／C—FILl裸鼠 SMMC一7721细胞皮下移 

植瘤制作荷瘤动物模型，通过给予实验组和对照组 

分别腹腔注射 AG490及生理盐水的给药方式，研究 

AG490对裸鼠皮下移植瘤的影响，从而探讨 AG490 

的体内抑瘤效应及JAK2／STAT3信号通路在其中发 

挥的作用。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

人肝癌 SMMC一7721细胞由河北医科大学肿瘤研究所提 

供，BALB／C—an雌性裸鼠，5-6周龄，体质量 16-20 g，购于北 

京协和大学实验动物研究所。AG490(CAT NO：T3434)购 自 

美 国 Sigma生物公司 ，p-JAK2(CAT NO：sc一16566)、JAK2 
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(CAT NO：se一278)、p-STAT3(CAT NO：SC一135649)、STAT3 

(CAT NO：SC一7179)、基质金属蛋 白酶一2(matrix metallopro— 

teinases一2，MMP一2)(CAT NO：SC一10736)、B淋 巴细胞瘤一2 

(B—cell lymphoma一2，Bcl一2)抗体 (CAT NO：sc一783)、Bcl—xl 

(CAT NO：SC一7195)及 Bax(CAT NO：SC一493)兔抗人多克隆 

抗体购自美国Santa Cmz公司，细胞凋亡检测试剂盒 (CAT 

NO：LK—AP101—30一AVF)购自中国Muhisciences公司。 

1．2 实验 方法 

1．2．1 人肝细胞癌细胞接种 将 BALB／C—nu裸鼠在 SPF条 

件下饲养 ，收集 EDTA消化的对数生长期 的人肝癌 SMMC一 

7721细胞．将其配制成浓度为 lxl0，个／ml的单细胞悬液，按 

照0．3 mY只接种到裸鼠皮下，接种后观察。待裸鼠皮下肿瘤 

直径增至 0．6 cm时将裸鼠称重后弃去体积过大过小 的裸 

鼠，按照每组7只随机分成3组。裸鼠分组及用药情况：(1) 

对照组 ：0．2 ml生理盐水 ；(2)低浓度 AG490组 ：0．2 ml浓度 

为 4 mg／kg；(3)高浓度 AG490组：0．2 ml浓度为 8 mg／kg。每 

周给药两次，共4周。对于各组裸鼠的精神、饮食、活动等情 

况每日详细观察并且进行记录。用药后每隔 3 d测量肿瘤长 

径(a)和短径(b)的测定，肿瘤体积计算公式为V=a~b x0．52。 

四周后将各组裸鼠均处死，对裸鼠体质量和剥除的肿瘤称重 

测量，对肿瘤抑制率进行计算。抑瘤率=(对照组平均瘤重一实 

验组平均瘤重)，对照组平均瘤重x100％。 

1．2．2 荷瘤裸鼠肿瘤组织细胞周期和凋亡检测 制备荷瘤 

裸鼠肿瘤的单细胞悬液：将新鲜肿瘤组织切开剪碎并搓捻组 

织块，将混悬液过滤去除细胞团块，收集细胞悬液，使用PBS 

洗涤进行离心(800 r／min，2 min)后 ，用预冷的 70％乙醇固定 

并且 4℃过夜，备检。将离心后的细胞用 PBS洗涤后悬浮 ， 

先后加入 5 l的 Annexin V和 5 Ixl PI混匀，4℃避光反应 

30 min，然后使用流式细胞仪对细胞周期和细胞凋亡率进行 

检测。 

1．2．3 Western blot分析 取肿瘤组织加入蛋白质提取液裂 

解30 min，在4 oC，12 000 r／min离心5 min，后将等量上清夜 

(蛋白质)与SDS Loading Buffer混合均匀，100℃沸水浴加热 

5 min使蛋白充分变性。取 1 Ixl进行蛋白定量。用蛋白裂解 

液处理细胞 ，收集蛋白样品。将蛋白样品用 BCA蛋白定量试 

剂盒定量后 ，每孔加入 50 g的蛋白样品进行 SDS—PAGE电 

泳，电泳结束后 ，将蛋白转到 PVDF膜上。转移膜用 I％BSA 

封闭。随后加入 1：1 000的兔抗人 p-JAK2、JAK2、P—STAT3、 

STAT3、MMP一2、Bcl一2、Bcl—xl、Bax和 13一actin多克隆抗体 ，4 

℃冰箱过夜。次日用 TBST洗 3次后再分别加入 1：5 000的标 

记的抗兔二抗 ，室温孵育 1 h，TBS洗 3次。而后经 ECL化学 

发光检测并记录各 目的条带与内参条带灰度值 ，目的条带／内 

参条带灰度比值为各 目的蛋白相对表达量。 

1．2．4 病理组织学检查 将 10％甲醛固定的肿瘤组织制备 

成 4 m厚度石蜡切片。采用 HE染色和 S-P法(链霉素抗生 

物素蛋白一过氧化物酶连接法)进行免疫组化染色。70℃烘 

烤切片．石蜡切片用不同梯度乙醇脱水，抗原修复液微波修 

复 2 min，依次滴加 30 ml／L H：O：室温下灭活内源酶 10 min， 

PBS漂洗 10 min，p-JAK2和p-STAT3鼠抗人—抗(分别 1：100； 

1：150稀释)，4℃保存过夜，再用 PBS漂洗 3次，滴加5 trl链 

霉素蛋白一过氧化氢酶溶液标记二抗，孵育 30 min后用 PBS 

冲洗 3次，DAB显色。每次染色设同步阳性和阴性对照。 

1．2．5 免疫组化染色评定标准 显微镜光镜下。由我院2名 

病理科医师在显微镜下对切片进行盲式阅片。P—JAK2蛋白 

和 p-STAT3蛋白阳性表达均定位于细胞质呈棕黄色或含棕 

黄色颗粒。根据细胞染色程度和所占比例进行判定：无着色 

记 0分，轻度染色记 1分，中度染色记 2分，深度染色记 3 

分 ；阳性细胞占计数细胞比例 ：染色比例低于 5％为 0分，5％ 

～ 25％为 1分，26％～50％为2分，大于50％为3分。2项相加 

作为最后判断结果：两者分数之和最大值为 6。0～2分判为阴 

性表达 ，大于 2分判为阳性表达。 

1．3 统计学处理 

应用 SPSS 17．0统计软件进行分析，计量资料用均数 士 

标准差( -4-s)表示，多组样本均数的组间比较采用单因素方 

差分析 ，各组间的两两比较采用 LSD—t检验，检验水准 = 

0．05。 

2 结 果 

2．1 AG490对SMMC一7721细胞荷瘤裸鼠的抑瘤作用 

根据肿瘤体积的变化情况绘制出各组肿瘤生长曲线图 

(图1)。从图中可以看出，对照组肿瘤不断增长，体积较实验 

组显著增大，实验组裸鼠肿瘤生长缓慢(图2)。各组裸鼠在 

实验期间无一死亡。至第 28天，所有裸鼠均统一颈椎脱臼处 

死，完整剥取肿瘤并称重 ，对肿瘤抑制率进行计算(表 1)。与 

对照组体质量相 比较。低浓度 AG490组与高浓度 AG490组 

无显著性差异(尸>0．05)。与对照组肿瘤重量和体积相比较，低 

浓度 AG490组与高浓度AG490组中均有明显变化．且有统计 

学意义(P<0．01)。与低浓度 AG490组的体质量、肿瘤重量、肿 

瘤体积相比较，高浓度AG490组P值分别为0．877，0．024， 

0．000。低浓度 AG490组和高浓度 AG490组抑瘤率分别为 

(46．90 4-3．66)％和(60．74±1．96)％(P=O．O00)，说明 AG490对裸 

鼠SMMC一7721移植瘤增长有明显的抑制作用。 

70o 
￡ 600 

l 500 

垂 薹
100 

0 

成瘤后天数 (d) 

高浓度 AG490组分别与其他两组相比较 ，F=189．375，P=-0．000； 

低浓度 AG490组与对照组比较，P=0．000 

图 1 药物对各组裸鼠移植瘤体积生长的影响 

Fig．1 Effects of Saline and AG490 on volume of transplanted 

tumor of nude mice 
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本研究成功建立了人肝癌 BALB／C—nu裸鼠动 

物模型 ，给予不同浓度的 AG490进行干预。与对照 

组相比实验组的肿瘤生长均受到显著的抑制。实验 

期间实验组裸鼠生命体征平稳无死亡。治疗结束后 

发现实验组抑瘤率均较对照组明显下降，差异有统 

计学意义。实验组肿瘤重量和体积均小于对照组． 

而体质量变化差异无统计学意义。本实验显示肝癌 

裸 鼠移植瘤对照组 中的 STAT3的活化形式 P— 

STAT3呈高表达，但在 AG490干预下，实验组的P— 

JAK2和P—STAT3的表达显著下降，下游蛋白Bcl一2、 

Bcl—xl和侵袭转移蛋 白MMP一2表达也显著降低 ， 

结果说明在肝癌裸鼠移植瘤中，JAK2抑$1]~1]AG490 

在裸鼠体内有效的抑制了JAK2／STAT3信号通路， 

通过诱导细胞凋亡、减少STAT3及其下游抗凋亡蛋 

白的表达来抑制肿瘤的增长 

综上所述，AG490可以有效的抑制JAK2／STAT3 

信号通路的活化 ，通过阻断 STAT3的激活和表达， 

显著下调肿瘤细胞抗凋亡相关重要基因的表达，从 

而达到抑制裸鼠移植瘤生长增殖和局部侵袭等恶 

性生物学行为的作用。这表明AG490可以在肝癌的 

治疗中发挥有效、安全的抗肿瘤作用，同时提示JAK2／ 

STAT3信号通路对于肝癌细胞增殖、凋亡和侵袭的 

重要影响，并且为治疗肝癌指引了一条新的思路。 
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