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阿曼托双黄酮通过JAK2-STAT3通路影响甲状腺癌SW579细胞的增殖

和凋亡
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[摘 要] 目的：探讨阿曼托双黄酮（AF）对甲状腺癌SW579细胞中 JAK2-STAT3 通路活化及其细胞增殖和凋亡的影响。

方法：用0、50、100、150、200 μmol/L的AF处理SW579细胞24、48、72 h，采用CCK-8和Celigo计数、FCM、WB及qPCR法检测AF

对SW579细胞的增殖、凋亡、JAK2-STAT3通路活化及其下游调控基因 c-Myc、Bcl2、survivin的mRNA及蛋白表达水平的影响。

结果：AF处理后，SW579细胞增殖能力显著下降（P<0.05）且呈浓度依赖性，细胞凋亡呈浓度依赖性增多（P<0.05），细胞中

JAK2-STAT3通路的活化受到显著抑制（P<0.05），其下游基因c-Myc、Bcl2、survivin的mRNA及蛋白表达均明显下降（均P<0.05）。

结论：AF 可通过抑制SW579细胞中 JAK2-STAT3通路活化及其下游基因的表达而抑制SW579细胞的增殖并促进其凋亡，有望

成为治疗甲状腺癌的有效药物。
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Amentoflavone induces apoptosis and suppresses proliferation of thyroid
carcinoma SW579 cells by inhibiting the activation of JAK2-STAT3 pathway
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[Abstract] Objective: To investigate the effects of Amentoflavone (AF) on the JAK2-STAT3 pathway activation, apoptosis，and

proliferation of thyroid carcinoma SW579 cells. Methods: SW579 cells were treated with AF at different concentrations (0，50, 100,

150, and 200 μmol/L) for 24 h, 48 h, and 72 h, respectively. Then, the effects of AF on the proliferation and apoptosis of SW579 cells

were detected by CCK-8 and Celigo cell count and FCM, respectively; and the effects of AF on the JAK2-STAT3 pathway activation

and the mRNA and protein expression of its downstream genes c-Myc, Bcl2 and Survivin in SW579 cells were detected by qPCR and

Western blotting. Results: After the treatment with AF, the proliferation of SW579 cells was suppressed significantly while the

apoptosis was promoted significantly, which were all in a dose-dependent manner (both P<0.05). The activation of JAK2-STAT3

pathway was significantly inhibited (P<0.05), and the mRNA and protein expression of the downstream genes c-Myc, Bcl2, and

survivin in SW579 cells was significantly decreased (all P<0.05) after the treatment with AF. Conclusion: AF may contribute to

apoptosis induction and proliferation suppression of thyroid carcinoma SW579 cells via inhibiting the activation of JAK2-STAT3

pathway and its downstream gene expression. AF has the potential to serve as a novel therapeutic approach for the management of

thyroid carcinoma.
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近年来甲状腺癌的发病率迅速上升，已逐渐成

为全身各系统最常见的肿瘤之一[1]。鳞状细胞癌是

其中恶性程度极高的类型，进展极为迅猛，对放化疗

等疗效较差，预后亦极差，严重危害患者生命[2]。研

究[3-5]表明，异常激活的 Janus 激酶 2（Janus kinase 2，

JAK2）-信号转导子和转录激活子 3（signal transducer

and activator of transcription 3，STAT3）通路在甲状腺
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癌发生发展中起着重要作用，是其临床诊治的潜在

靶点之一[6-8]。阿曼托双黄酮（amentoflavone，AF）是

一种来源于卷柏的多酚类天然化合物，新近报道[9-11]

其可作为 JAK2-STAT3通路的抑制剂对恶性黑色素

瘤、胶质瘤、结肠癌等发挥抗癌作用。然而，AF能否

通过抑制 JAK2-STAT3通路的激活及其下游基因的

表达而发挥抗甲状腺癌的作用，目前鲜有相关报道。

本课题以人甲状腺鳞状细胞癌细胞SW579为对象，

研究AF对其增殖、凋亡的影响，以期为甲状腺癌的

临床治疗提供新的实验依据。

1 材料与方法

1.1 实验所用试剂

人甲状腺鳞状细胞癌SW579细胞购自中国科学

院上海细胞资源中心。RPMI 1640培养液、胰蛋白酶

购自美国Gibco公司，胎牛血清购自美国HyClone公

司。AF（分析纯）购自美国Sigma公司，兔抗人 JAK2、

p-JAK2、STAT3 、p-STAT3 、c-Myc 、Bcl2 、survivin 、

β-actin单克隆抗体及HRP标记的山羊抗兔二抗均购

自美国CST公司，WB相关试剂（盒）购自南京凯基生

物科技发展有限公司，发光液购自美国Advansta公

司，CCK-8试剂盒购自北京全式金生物技术有限公

司，Annexin Ⅴ/PI试剂盒购自南京凯基生物科技发展

有限公司。qPCR试剂盒购自Promega公司，引物由

上海吉凯基因技术公司合成，引物序列见表1。

表1 引物序列

基因名称

survivin

Bcl2

c-Myc

β-actin

引物序列（3'~5'）

F: GGCCCAGTGTTTCTTCTGCTT

R: GCAACCGGACGAATGCTTT

F: GCCTTCTTTGAGTTCGGTGGG

R: TGCCGGTTCAGGTACTCAGTCATC

F: TGGACTTCGGTGCTTACCTG

R: GGAGGCT.ATTCTGCCCATTT

F: CACTGTGTTGGCGTACAGGT

R: TCATCACCATTGGCAATGAG

1.2 细胞培养与AF处理

将 SW579 细胞置于含 10% 胎牛血清的 RPMI

1640培养基中，在 37 ℃、5% CO2及饱和湿度的恒温

培养箱进行培养。AF处理：在培养基中依次加入

浓度为0、50、100、150和200 μmol/L的AF，分别记为

0，50，100，150和 200 μmol/L组，常规培养至实验设

计的时间后收集细胞进行下一步实验。

1.3 CCK-8法和Celigo计数法检测AF对SW579细

胞增殖的影响

CCK-8法：收集生长状态良好的 SW579细胞接

种于 24孔板（1×105个/孔），置于 5% CO2、37 ℃的恒

温箱中培养24 h。AF处理同1.2，分别处理24、48、72 h

后，每孔加入100 μL的CCK-8液，继续在培养箱中培

养1 h，用酶标仪测定450 nm处光密度（D）值，以D值

代表细胞的增殖活力。

Celigo 计数法：收集生长状态良好的 SW579 细

胞接种于 96孔板（1×103个/孔），置于 5% CO2、37 ℃

的恒温箱中培养 24 h。AF处理同 1.2，分别干预 24、

48、72 h后进行Celigo读数板扫描和细胞计数，统计

得出绿色荧光的细胞数量。

1.4 FCM检测AF处理对SW579细胞凋亡的影响

收集生长状态良好的SW579细胞接种于 6孔板

（1×106个/孔）中，置于5% CO2、37 ℃的恒温箱中培养

24 h。AF处理同1.2，处理24 h后，用不含EDTA的胰

酶消化收集细胞，用PBS洗涤细胞2次，2 000×g常温

下离心 2 min，弃上清，加入 500 μL结合缓冲液悬浮

细胞，加入5 μL Annexin Ⅴ混匀后，再加入5 μL的PI

混匀，室温避光处理15 min，最后进行FCM检测。

1.5 WB 法检测 AF 处理对 SW579 细胞中 JAK2-

STAT3通路及下游基因表达的影响

收集生长状态良好的SW579细胞接种于 6孔板

（1×106个/孔），置于 5% CO2、37 ℃的恒温箱中培养

24 h。AF处理同 1.2，处理 24 h后，每孔加入细胞裂

解液 500 μL 冰浴裂解 15 min，14 000×g 4 ℃离心

15 min，取上清液。按蛋白质测定试剂盒（BCA

法）说明书测定蛋白质浓度，蛋白质经 SDS-PAGE

分离后电转移 至 PVDF 膜，用封闭液温室下处理

2 h，加入一抗 JAK2（1∶5 000）、p-JAK2（1∶5 000）、

STAT3（1∶5 000）、p-STAT3（1∶2 500）、c-Myc（1∶5 000）、

Bcl2（1∶5 000）、survivin（1∶3 000）、β-actin（1∶5 000）

4 ℃处理过夜。TBST清洗后，加入HRP标记的山羊

抗兔二抗（1∶5 000）室温下处理 2 h，TBST 清洗，用

ECL曝光、显色，通过 ImageJ软件分析蛋白质条带的

灰度值。

1.6 qPCR 法检测 AF 处理对 SW579 细胞中 JAK2-

STAT3通路相关基因表达的影响

收集生长状态良好的 SW579细胞，接种于 6孔

板，每孔接种 1×106个，置于 5% CO2、37 ℃的恒温箱

中培养 24 h。AF处理同 1.2，处理 24 h后收集细胞、

PBS洗涤3次，按照TRIzol试剂盒操作手册提取细胞

总RNA，应用GoScriptTM Reverse Transcription System

进行反转录和qPCR扩增。qPCR反应条件：95 ℃ 30 s，

95 ℃ 30 s、60 ℃ 30 s、72 ℃ 30 s，共 35个循环。以

b-actin为内参基因，用2-ΔΔCt法计算目的基因的相对表

达量。每组实验均重复5次。
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1.7 统计学处理

除 1.6实验外，其余实验均独立重复 3次。采用

SPSS 19.0统计软件进行数据处理。符合正态分布的

计量数据以 x̄±s 表示，两组间比较采用独立样本 t检

验，多组间比较采用单因素方差分析，以P<0.05或

P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 AF能明显抑制SW579细胞的增殖能力

CCK 法结果（图1A）显示，用不同浓度的 AF 处理

SW579细胞24 h后，与 0 μmol/L组比较，100 μmol/L组

的SW579 细胞的增殖活性显著下降（P<0.05），其他

组无显著变化；48和 72 h时，100、150、200 μmol/L组

的 SW579细胞的增殖活性均显著下降（P<0.05 或

P<0.01）；与0 μmol/L 组比较，50 μmol/L组在检测的

3个时间点的 SW579细胞增殖活性均无显著变化。

Celigo计数法检测显示了同样的结果（图1B）。结果

表明，AF能够显著抑制 SW579细胞的增殖能力，且

呈现明显的浓度依赖性。

与对应时间点的0 μmol/L组比较，*P<0.05，**P<0.01；与50 μmol/L组比较，△P<0.05；

与100 μmol/L组比较，▲P<0.05；与150 μmol/L组比较，▽P<0.05

图1 CCK法（A）和Celigo计算法（B）显示不同浓度AF对SW579细胞增殖活性的影响

2.2 AF促进SW579细胞凋亡

FCM检测结果（图 2）显示，与 0 μmol/L组比较，

AF处理 24 h后，50 μmol/L组 SW579细胞凋亡率明

显升高（P<0.05），且呈现出明显的浓度依赖性。实验

结果表明，AF 能够浓度依赖性地促进 SW579 细胞

凋亡。

与0 μmol/L组比较：*P<0.05，**P<0.01；与50 μmol/L组比较，△P<0.05；

与100 μmol/L组比较，▲P<0.05；与150 μmol/L组比较，▽P<0.05

A：FCM检测结果；B：5次独立实验检测数据统计结果

图2 不同浓度AF对SW579细胞凋亡的影响

2.3 AF 抑制 SW579 细胞中 JAK2-STAT3 通路活化

及其相关基因c-Myc、Bcl2和 survivin的表达

WB法结果（图 3A）显示，AF 处理 24 h后，与

0 μmol/L组比较，100、150、200 μmol/L组SW579细胞
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中的 p-JAK2、STAT3、p-STAT3的表达水平显著降低

（均P<0.05），且随浓度增大其差异更为明显（P<0.01），

表明AF能够有效抑制 JAK2-STAT3信号通路活化。

qPCR（图 3B）和WB（图 3C）法检测结果显示，AF处

理 24 h后，与 0 μmol/L组比较，100 μmol/L组SW579

细胞中 JAK2-STAT3 通路调控的下游基因 c-Myc、

Bcl2和 survivin的mRNA及蛋白质的表达水平均显

著降低（P<0.01）。实验结果表明，AF能抑制 JAK2-

STAT3 通 路 活 化 及 其 下 游 基 因 c-Myc、Bcl2 和

survivin的表达。

与对应时间点的0 μmol/L组比较，*P<0.05，**P<0.01；与50 μmol/L组比较，
△P<0.05；与100 μmol/L组比较，▲P<0.05；与150 μmol/L组比较，▽P<0.05

图3 AF对SW579细胞中JAK2-STAT3通路活化（A）及其相关基因c-Myc、Bcl2和 survivin mRNA（B）和其蛋白质（C）表达的影响

3 讨 论

流行病学研究发现，近年来中国甲状腺癌的发

病率呈明显上升趋势，尤其在沿海城市，甲状腺癌以

年均4%的增幅迅速上升，是增长速度最快的恶性肿

瘤之一，目前甲状腺癌已占中国民众全身各种肿瘤

总数的 1.2%~2.3%[1]。甲状腺癌的组织学类型多样，

常见类型有分化型甲状腺癌，间变性甲状腺癌和甲

状腺髓样癌，罕见类型还包括鳞状细胞癌、巨细胞

癌、透明细胞癌等。其中甲状腺鳞状细胞癌是恶性

程度极高的甲状腺癌，约占后者的 1%，其进展迅速，

多数患者就诊时已达晚期，对放化疗等传统治疗效

果差，预后极差，严重危害患者的健康[2]。因此，寻找

新的治疗药物和治疗靶点始终是临床亟待解决的问

题之一。近年来人们逐渐认识到，传统中医药及天

然化合物或可为甲状腺鳞状细胞癌治疗（辅助治疗）

带来新的希望。

AF是一类从卷柏科植物中提纯出来的天然黄酮

类化合物，因其分布广泛并在植物抗菌防病中发挥

重要作用而备受关注[12]。传统医药中，卷柏被广泛应

用于多种疾病的治疗[13]；现代研究已证明，AF具有抗

炎、抗氧化、抗病毒、抗肿瘤、抑制心血管疾病等多种

药理活性[14-18]。研究[19-20]表明：（1）受益于AF的细胞

毒性及DNA损伤修复作用，AF对人卵巢癌和宫颈癌

具有显著的抗癌作用；（2）AF可通过影响微管动力、

迟滞细胞分裂等作用显著抑制肺腺癌、胶质瘤、乳腺

癌、胃癌等细胞的增殖[21-24]；（3）AF可通过诱发肿瘤细

胞中的自噬依赖性铁死亡而抑制人脑胶质瘤细胞增

殖并诱导其凋亡，从而成为胶质瘤治疗的候选药

物[25]。然而，关于AF能否对抗甲状腺癌目前尚鲜有

报道。本研究结果证实，AF能够显著抑制SW579增

殖并促进其凋亡，且该作用与AF浓度密切相关，表

明AF能够有效抑制人甲状腺鳞状细胞癌细胞的增

殖，从而为 AF 治疗甲状腺癌提供了初步的实验

数据。

在肿瘤发生发展中，JAK2-STAT3通路是发挥重

要调控作用的细胞信号转导通路之一。研究[26-29]证

实，在甲状腺癌、乳腺癌、肺癌、淋巴瘤、胶质瘤等多

种恶性肿瘤中，IL-6等Gp130家族的细胞因子与特异

性受体识别结合后穿膜转入细胞，激活 JAK2，使其

705 位酪氨酸残基磷酸化而进一步募集和激活

STAT3，并使其形成二聚体后转位到核内，结合到基

因启动子区域的特异DNA反应元件上，从而启动下

游 c-Myc、Bcl2、survivin 等基因转录，促进肿瘤细胞

增殖并抑制其凋亡，最终导致肿瘤发展。

新近报道[9-11]证实，AF可作为 JAK2-STAT3的抑
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制剂对恶性黑素瘤、胶质瘤、结肠癌等发挥抗癌作

用。本研究表明，AF处理能使SW579细胞的磷酸化

活化蛋白 p-JAK2、p-STAT3的表达水平降低，且浓度

越大降低越显著，这表明 AF 能够有效抑制 JAK2-

STAT3信号通路活化；而 JAK2-STAT3通路受阻可使

其下游调控的 c-Myc、Bcl2、survivin等基因转录和翻

译下调，从而显著促进肿瘤细胞凋亡，抑制其增殖。

因此，应用AF阻断 JAK2-STAT3信号通路，有望成为

人甲状腺鳞状细胞癌治疗或辅助治疗的新方法。
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