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澳洲茄碱调控 STAT3 信号通路对肺腺癌细胞
生物学行为的影响

马贝贝1，程联钰1，张忠伟2，叶广彬1，李艳丽1，凌 博1

( 右江民族医学院 1 基础医学院、2 药学院，百色 533000)

摘要 目的 探讨澳洲茄碱调控 STAT3 信号通路对肺腺癌细胞生物学行为的影响。方法 分别用 0. 125、0. 25、0. 5、0. 75
mmol /L 澳洲茄碱作用于肺腺癌 H1299 细胞。CCK-8 实验检测 H1299 细胞增殖活力; 划痕、Transwell 迁移和侵袭实验检测

H1299 细胞迁移、侵袭能力; 流式细胞术和 Hoechest 33258 /PI 双染法检测 H1299 细胞凋亡水平; Western blot 实验检测 H1299
细胞 STAT3、p-STAT3、Bcl-2、Bax、Caspase-3、Cl-Caspase-3、Snail、Slug、N-cadherin 和 E-cadherin 的蛋白表达水平。结果 不同浓

度澳洲茄碱均可显著降低 H1299 细胞的增殖( P ＜ 0. 05) ; 0. 125、0. 25 mmol /L 澳洲茄碱可促进 H1299 细胞的凋亡( P ＜ 0. 05) ，

抑制 H1299 细胞的迁移和侵袭( P ＜ 0. 05) 。澳洲茄碱能抑制 STAT3、p-STAT3 和 Bcl-2 蛋白表达，增强 Bax、Caspase-3 和 Cl-
Caspase-3 蛋白表达。澳洲茄碱能通过抑制细胞 STAT3 的活化，降低 Snail、Slug、N-cadherin 蛋白表达，增强 E-cadherin 蛋白表

达( P ＜ 0. 05) 。结论 澳洲茄碱能通过抑制 STAT3 活化，激活 Bcl-2 /Bax /Caspase3 凋亡通路，抑制肺腺癌 H1299 细胞持续增

殖，促进肺腺癌 H1299 细胞凋亡。同时能通过抑制 STAT3 活化，降低 Snail /Slug 蛋白表达，影响肺腺癌 H1299 细胞上皮间质转

化，抑制肺腺癌 H1299 细胞的迁移和侵袭。
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龙葵别名苦葵、苦菜，具有清热解毒，活血消肿

的功效。据经典民方记载，龙葵可配合蛇莓、白花蛇

舌草、白英等药同用，可治疗癌肿。以龙葵入药的

“白英龙葵复方制剂”“藤龙补中颗粒”“龙芪方”在

临床上有治疗肿瘤的功效。《中药大辞典》记录: 鲜

龙葵全草 2 两( 干品 1 两) ，鲜半枝莲 4 两( 干品 2
两) ，紫草 5 钱，每日 2 次煎服，配合手术切除、放化

疗能治疗子宫绒毛膜癌、卵巢癌肿、肝癌。因此龙葵

可作为治疗恶性肿瘤如肺癌的备选中药之一。
澳洲茄碱是一种从龙葵中分离得到的甾体糖苷

生物碱。生物碱类药物对肺癌细胞有抑制作用［1］。
研究［2］发现，经龙葵甾体类生物碱处理过的成瘤小

鼠，其瘤体大小及肿瘤相关细胞因子水平都有显著

的下降，可以说明龙葵甾体类生物碱成分可以通过

调控肿瘤相关因子肿瘤坏死因子-α 和白细胞介素-

2 起到抗肿瘤作用。研究［3］表明澳洲茄碱对肺腺癌

具有抑制作用，但药理机制不明。因此，该研究探索

澳洲茄碱对肺腺癌 H1299 细胞发生发展的影响及

其作用机制，为澳洲茄碱在肺腺癌患者应用方面提

供理论基础和研究方向。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 细胞株 人源肺腺癌 H1299 细胞株购自中

国科学院细胞库。
1． 1． 2 主要试剂 中药对照品澳洲茄碱( 纯度≥
98%，货号: 19121-58-5，成都钠钶锂生物科技有限

公司) ; 胎牛血清( 货号: 20230524，上海必宝生物科

技有 限 公 司) ; ＲPMI-1640、胰 酶 ( 货 号: 6124151、
2756239，美国 Gibco 公 司) ; 磷 酸 盐 缓 冲 液 ( phos-
phate buffered saline，PBS) ( 货号: G4202，武汉赛维

尔生物科技有限公司) ; CCK-8 试剂、Hoechst 33258
( 货号: BS350A、BL804A，安徽 Biosharp 公司) ; Ma-
trigel 基质胶( 货号: 2278002，美国 Corning 公司) ; PI
荧光 染 料 ( 货 号: PI1246MG010，德 国 Biofroxx 公

司) ; Annexin V-FITC /PI 试剂盒( 货号: 2445381，美

国 Thermo Fisher Scientific 公司) ; E-cadherin、N-cad-
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herin、Snail 和 Slug 抗体套装( 货号: CST-9782T，美

国 Cell Signaling Technology 公 司 ) ; STAT3、p-
STAT3、Caspase-3、Bax 抗 体 ［货 号: ab68153、
ab76315、ab13847、ab32503，艾博抗( 上海) 贸易有限

公司］; Cl-Caspase-3、Bcl-2 ( 货号: AF7022、BF9103，

英国 Affinity Biosciences 公司) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 细胞培养 肺腺癌 H1299 细胞用含 1% 双

抗、10% 胎牛血清和 ＲPMI-1640 基础培养基的完全

培养基进行培养，置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中。
待细胞生长到对数期，加入不同浓度( 0. 125、0. 25、
0. 5、0. 75 mmol /L) 的澳洲茄碱为实验组，以不加澳

洲茄碱( 0 mmol /L) 为对照组。在培养箱内继续培

养，用胰蛋白酶消化，离心后制成细胞悬液，用于后

续实验。
1． 2． 2 CCK-8 细胞增殖实验 将 0、0. 125、0. 25、
0. 5、0. 75 mmol /L 澳洲茄碱处理过密度为 1 × 103

个 /孔的细胞悬液接种在 96 孔板内，每组设置 3 个

复孔。在 5% CO2 培养箱中培养 24、48 h 后，每孔

加入 10 μL CCK-8 溶液，在培养箱培养 1 h，用酶标

仪测定在波长 450 nm 处的吸光度值。
1． 2． 3 划痕实验 将密度为 1 × 106 个 /孔的细胞

悬液接种在 6 孔板中，培养箱培养。待细胞长至对

数期，用 200 μL 的枪头在孔内划两条垂直划痕。加

入 0、0. 125 和 0. 25 mmol /L 澳洲茄碱，在培养箱培

养 0、24 和 48 h。每组随机选择 3 个视野进行划痕

拍照。迁移率 = ( 0 h 划痕面积 － 培养后划痕面

积) /0 h 划痕面积 × 100%。
1． 2． 4 Transwell 迁移实验 将细胞密度调整为 2
× 105 个 /孔，每个小室内加入 200 μL 细胞悬液。

小室下面分别添加浓度为 0、0. 125 和 0. 25 mmol /L
澳洲茄碱的完全培养基 800 μL，培养箱培养 24 h。
将小室取出，用 PBS 清洗 3 次，1 mL 4%多聚甲醛固

定 15 min。清洗干净后，用 1% 结晶紫染色 15 min
后洗净。用湿棉签将未迁移的细胞抹去，每组细胞

随机选择 3 个视野，放在显微镜下拍照。用 ImageJ
软件进行细胞计数。
1． 2． 5 Transwell 侵袭实验 基质胶置于 4 ℃缓慢

溶解至水样，ＲPMI-1640 稀释基质胶( 8 ∶ 1，V ∶ V) 。
在上层小室中加入 100 μL 基质胶，培养箱放置 3 h。
待凝固后，同迁移步骤进行实验、拍照、计数。
1． 2． 6 Hoechst33258 /PI 双染检测细胞凋亡 经 0、
0. 125 和 0. 25 mmol /L 澳洲茄碱处理过后的贴壁细

胞，用胰酶消化。收集细胞悬液，1 000 r /min 离心 3

min 弃上清液，加入 1 mL 的 4%甲醛溶液固定，4 ℃
固定 10 min。1 200 r /min 离心 3 min 弃上清液，加

入 1 mL 预冷的 PBS，重悬细胞沉淀，1 200 r /min 离

心 3 min 弃上清液，加入 100 μL Hoechst 33258 /PI
混合工作液，重悬细胞悬液，避光染色 10 min。加入

1 mL 预冷的 PBS，1 200 r /min 离心 3 min 弃上清液，

用 50 μL 预冷的 PBS 重悬细胞，加入 10 μL 抗荧光

淬灭剂。取 10 μL 细胞悬液滴至载玻片，每组随机

选择 3 个视野，荧光显微镜观察。
1． 2． 7 流式细胞术检测细胞凋亡 经 0、0. 125 和

0. 25 mmol /L 澳洲茄碱处理过的 H1299 细胞悬液离

心弃上清液，用配置好的 1 × Annexin-Binding buffer
润洗细胞，1 000 r /min 离心 5 min 弃上清液，用 1 ×
buffer 重悬细胞，37 ℃ 孵育 20 min。取 100 μL 悬

液，加入 5 μL FITC 和 1 μL PI 避光孵育 15 min，再

加入 400 μL 1 × buffer，轻轻重悬，上机检测。用 Cy-
Tour( B5Ｒ2) 软件处理结果，得到早期凋亡区域占

比，进行数据分析，每组实验重复 3 次。
1． 2． 8 Western blot 检测蛋白表达 经 0、0. 125 和

0. 25 mmol /L 澳洲茄碱处理好的 H1299 细胞，用细

胞裂解液和 PMSF 在冰上裂解 30 min，收集上清液。
BCA 法测定蛋白浓度，统一蛋白上样量 60 μg。上

样进行 SDS-PAGE 电泳( 先恒压 80 V、30 min，再恒

压 120 V、60 min) ，电泳结束后在 4 ℃ 条件下恒流

300 mA，60 min，将蛋白转移至 PVDF 膜上。室温

2 h 用 5%脱脂奶粉进行封闭后 TBST 洗膜 3 次，一

抗 4 ℃孵育过夜。洗膜后二抗室温孵育 2 h，加入化

学发光底物进行化学发光成像系统成像。应用 Im-
ageJ 软件测得条带灰度值。
1． 3 统 计 学 处 理 实 验 数 据 采 用 SPSS22. 0 和

Graphpad Prism 7. 0 软件进行统计学分析和作图。
计量数据采用 �x ± s 表示，符合正态分布和方差齐性

的多组间比较采用单因素方差分析( one way ANO-
VA) ，两两比较采用 LSD-t 检验。P ＜ 0. 05 为差异

有统计学意义。

2 结果

2． 1 澳洲茄碱对 H1299 细胞增殖能力的影响 分

别用浓度为 0、0. 125、0. 25、0. 5 和 0. 75 mmol /L 的

澳洲茄碱作用于 H1299 细胞。结果如图 1 所示，

0. 125 mmol /L 的 澳 洲 茄 碱 可 显 著 抑 制 肺 腺 癌

H1299 细胞的增殖能力( 24 h: F = 52. 0，P ＜ 0. 01;

48 h: F = 63. 9，P ＜ 0. 01 ) ，其抑制效力随着澳洲茄

碱的浓度增加而增加。澳洲茄碱 24、48 h 的半数抑
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图 1 CCK-8 法检测澳洲茄碱对 H1299 细胞增殖能力

Fig． 1 The proliferation ability of solasonine on

H1299 cells was detected by CCK-8 method
＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001 vs 0 mmol /L Solasonine group．

制浓 度 分 别 为 0. 29、0. 24 mmol /L，故 选 择 0. 25
mmol /L 澳洲茄碱作为本实验的最高浓度。
2． 2 澳洲茄碱对 H1299 细胞迁移、侵袭能力的影

响 划 痕 实 验 结 果 显 示: 与 对 照 组 比 较，0. 125
mmol /L 和 0. 25 mmol /L 的 澳 洲 茄 碱 能 显 著 抑 制

H1299 细胞迁移率( F = 414. 8，P ＜ 0. 001 ) 。Tran-
swell 迁 移 实 验 结 果 显 示: 经 澳 洲 茄 碱 处 理 后 的

H1299 细胞较对照组细胞迁移能力显著下降( F =
115. 5，P ＜ 0. 001 ) 。Transewell 侵袭实验结果显示:

经澳洲茄碱处理后的 H1299 细胞较对照组细胞侵

袭能力显著下降( F = 712. 1，P ＜ 0. 001) 。上述实验

可以表明，澳洲茄碱可以抑制肺腺癌 H1299 细胞的

迁移、侵袭。见图 2。
2． 3 澳洲茄碱对 H1299 细胞凋亡的影响 Hoechst
33258 /PI 双染实验结果如图 3A、3B 所示，随着澳洲

茄碱浓度的升高，凋亡细胞的细胞占比逐渐增多

图 2 澳洲茄碱对 H1299 细胞迁移侵袭能力的影响

Fig． 2 The effect of solasonine on migration and invasion ability of H1299 cells

A: Cell scratch test × 100; B: Transwell cell migration assay × 40; C: Transwell cell invasion assay × 40; D － F: Statistical histogram of each ex-

periment; ＊＊＊P ＜ 0. 001 vs 0 mmol /L Solasonine group．
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( F = 129. 0，P ＜ 0. 001) 。图 3C、3D 结果显示，随着

药物浓度的升高，早期凋亡细胞占比逐渐升高( F =
213. 6，P ＜ 0. 001) 。可以得出澳洲茄碱能诱导肺腺

癌 H1299 细胞凋亡。
2． 4 澳洲茄碱对凋亡信号通路相关蛋白及上皮间

质转化相关蛋白影响 Western blot 结果如图 4 显

示，0. 125、0. 25 mmol /L 澳洲茄碱可降低 STAT3 ( F
= 19. 3，P ＜ 0. 01 ) 、p-STAT3 ( F = 324. 3，P ＜
0. 001) 、Bcl-2( F = 12. 4，P ＜ 0. 001 ) 的蛋白表达，增

加 Bax( F = 60. 9，P ＜ 0. 001 ) 、Caspase3 ( F = 311. 3，

P ＜ 0. 001) 、Cl-Caspase3( F = 297. 5，P ＜ 0. 001) 的蛋

白表达水平，促进 H1299 细胞凋亡。同时，降低 p-

STAT3 与 STAT3 蛋白比值( F = 156. 8，P ＜ 0. 001) 。
图 5 结果显示，0. 125、0. 25 mmol /L 澳洲茄碱能

降低 Snail( F = 69. 1，P ＜ 0. 001) 、Slug( F = 10. 0，P ＜
0. 05) 、N-cadherin( F =49. 9，P ＜0. 001) 的蛋白表达水

平，增加 E-cadherin( F =49. 4，P ＜ 0. 001) 的蛋白表达

水平，抑制肺腺癌 H1299 细胞迁移和侵袭。

3 讨论

信号转导和转录激活因子( signal transducer and
activator of transcription，STAT) 是一种能与 DNA 结

合的细胞质转录因子家族，通常对各种细胞外的细

胞因子和生长因子信号做出应答，被激活后由细胞

图 3 澳洲茄碱对 H1299 细胞凋亡的影响

Fig． 3 The effect of solasonine on apoptosis of H1299 cells

A: Images of Hoechst 33258 /PI fluorescent double staining assay × 200，Blue light: Hoechst33258，Ｒed light: PI，High blue light low red light:

apoptotic cells; B: Statistical histogram of Hoechst 33258 /PI double staining experiment results; C: Ｒesults of Annexin V-FITC flow cytometry apoptosis

assay; D: Annexin V-FITC statistical histogram of flow cytometry results; ＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001 vs 0 mmol /L Solasonine group．
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图 4 澳洲茄碱对 H1299 细胞凋亡相关蛋白表达的影响

Fig． 4 The effect of solasonine on apoptosis-related protein expression in H1299 cells

A: The expression of apoptosis-related proteins was detected by Western blot; B: Protein expression ratio histogram of p-STAT3 /STAT3; C: Statisti-

cal histogram of relative protein expression; a: STAT3; b: p-STAT3; c: Bcl-2; d: Bax; e: Caspase-3; f: Cl-Caspase-3; * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01，
＊＊＊P ＜ 0. 001 vs 0 mmol /L Solasonine group．

图 5 澳洲茄碱对 H1299 细胞 EMT 相关蛋白表达的影响

Fig． 5 The effect of solasonine on the expression of

EMT related proteins in H1299 cells

A: Western blot detection of EMT related protein expression results;

B: Statistical histogram of relative protein expression; a: Snail; b: Slug;

c: E-cadherin; d: N-cadherin; ＊＊P ＜ 0. 01， ＊＊＊P ＜ 0. 001 vs

0 mmol /L Solasonine group．

质转移到细胞核内与其靶基因启动子序列的特定位

点结合，促进其转录，参与包括细胞增殖、凋亡、分裂

和分化等重要生理过程［4］。其中 STAT3 作为众多

致癌信号通路的汇聚点，与肿瘤进展的关联性最强。
转录因子 STAT3 通常在各种人类癌症中被激

活形成 p-STAT3，控制肿瘤启动、生长、进展和细胞

凋亡多个基因的表达［5 － 6］。一旦被激活，STAT3 就

会经历磷酸化诱导的同二聚化，导致核易位、DNA
结合和基因转录。据研究［7］报道，STAT3 的激活可

以调节参与细胞凋亡的基因表达，如 Bcl-2 家族。
STAT3 是一个抗凋亡转录因子，与配体结合刺激后，

通过酪氨酸磷酸化级联被激活，被激活的 p-STAT3
随后被转移到细胞核，激活靶基因 Bcl-2 转录，抵抗

细胞凋亡［8］。凋亡机制由上游调控因子和下游效

应成分共同组成，Bcl-2 /Bax /Caspase-3 信号通路与

肺癌细胞的凋亡过程密切相关［9］，在癌细胞中，高

表达的 Bcl-2 与 Bax 形 成 异 源 二 聚 体，抑 制 下 游

Caspase-3 的激活，抵抗细胞凋亡的发生［10］。本研

究发现，经澳洲茄碱干预过的 H1299 细胞，随着药

物浓度增加，细胞的增殖活性下降，凋亡率升高，可

以得 出 澳 洲 茄 碱 可 抑 制 H1299 细 胞 增 殖，诱 导

H1299 细胞凋亡。另外，澳洲茄碱能通过降低转录

因子 STAT3 的表达，从而抑制 p-STAT3 对靶基因

Bcl-2 的 激 活，增 加 细 胞 中 Bax、Caspase3、Cl-
Caspase3 的蛋白表达水平，诱导 H1299 细胞凋亡。

STAT3 蛋白表达与非小细胞肺癌患者的肿瘤分

化、临 床 阶 段 和 淋 巴 结 转 移 之 间 存 在 显 著 相 关

性［11］。上皮间质转化( epithelial-mesenchymal transi-
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tion，EMT) 是启动肿瘤转移的关键步骤，在癌症进

展和转移过程中，EMT 的异常激活，能促进癌细胞

迁移和侵袭，增加肿瘤干性，继而加重对化疗和免疫

治疗的抵抗［12］。EMT 是上皮细胞失去上皮样特征

并切换到侵入性间充质细胞的过程，表现为上皮基

因 E-cadherin 的表达水平降低，以及间充质基因 N-
cadherin 的表达量增加［13］。STAT3 通过调节 EMT
的主要转录因子 Snail，Slug，Twist 和 ZEB1，来影响

E-cadherin 的表达［14 － 15］。Snail、Slug 是参与 EMT 的

最重要的转录因子。Snail 可诱导 EMT，能导致细胞

中 E-cadherin 蛋白水平下降，N-cadherin 蛋白表达水

平增加［16］。Slug 属于 Snail 蛋白家族，具有与 Snail
相似的特性，它可以与另一种被称为 Twist 的蛋白

质形成复合物，这种组合能抑制 E-cadherin 蛋白的

表达，从而诱导细胞 EMT 化［17］。癌细胞的侵袭和

迁移是判断肿瘤恶性程度的重要指标。本研究结果

显示，经澳洲茄碱处理过的 H1299 细胞迁移率和迁

移、侵袭能力较对照组下降，可明确得出澳洲茄碱能

显著抑制 H1299 细胞的迁移、侵袭能力。另外，澳

洲茄碱能抑制 STAT3 蛋白表达，降低 STAT3 蛋白磷

酸化，抑制 Snail /Slug 蛋白表达，降低 N-cadherin、升
高 E-cadherin，阻 止 H1299 细 胞 的 EMT 化，抑 制

H1299 细胞的迁移和侵袭。
综上所述，澳洲茄碱能通过抑制 STAT3 活化，

激活 Bcl-2 /Bax /Caspase3 凋 亡 通 路，抑 制 肺 腺 癌

H1299 细胞持续增殖，促进肺腺癌 H1299 细胞凋

亡。同时能通过抑制 STAT3 活化，降低 Snail /Slug
蛋白表达，影响肺腺癌 H299 细胞 EMT 化，抑制肺

腺癌 H1299 细胞的迁移和侵袭。
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Solasonine regulate the effect of STAT3 signaling pathway
on biological behavior of lung adenocarcinoma cells

Ma Beibei1，Cheng Lianyu1，Zhang Zhongwei2，Ye Guangbin1，Li Yanli1，Ling Bo1

( 1School of Basic Medical Sciences，2School of Pharmacy，

Youjiang Medical University for Nationalities，Baise 533000)

Abstract Objective To investigate the effect of solasonine regulation of the STAT3 signaling pathway on the bio-
logical behavior of lung adenocarcinoma cells． Methods H1299 cells were treated with 0. 125，0. 25，0. 5 and
0. 75 mmol /L solasonine，respectively． The proliferative activity of H1299 cells was detected by CCK-8． The mi-
gration and invasion ability of H1299 cells were detected by scratch，Transwell migration and invasion assay． The
apoptosis level of H1299 cells was detected by flow cytometry and Hoechest 33258 /PI double staining． The protein
expression levels of STAT3，p-STAT3，Bcl-2，Bax，Caspase-3，Cl-Caspase-3，Snail，Slug，N-cadherin and E-
cadherin in H1299 cells were detected by Western blot assay． Ｒesults Solasonine at different concentrations sig-
nificantly reduced the proliferation of H1299 cells ( P ＜ 0. 05) ． 0. 125 and 0. 25 mmol /L solasonine promoted the
apoptosis of H1299 cells ( P ＜ 0. 05) and inhibited the migration and invasion of H1299 cells ( P ＜ 0. 05) ． Solaso-
nine inhibited the expression of STAT3，p-STAT3 and Bcl-2 proteins，enhanced the expression of Bax，Caspase-3
and Cl-Caspase-3 proteins． Solasonine inhibited the activation of STAT3 in cells，reduced Snail and Slug protein
expression levels，enhanced E-cadherin，reduced N-cadherin( P ＜ 0. 05) ． Conclusion Solasonine can inhibit the
activation of STAT3，activate the Bcl-2 /Bax /Caspase3 apoptosis pathway，inhibit the continuous proliferation of
lung adenocarcinoma H1299 cells，and promote the apoptosis of lung adenocarcinoma H1299 cells． Meanwhile，it
can inhibit the activation of STAT3，reduce the expression of Snail /Slug protein，affect the EMT transformation of
lung adenocarcinoma H1299 cells，and inhibit the migration and invasion of lung adenocarcinoma H1299 cells．
Key words solasonine; lung adenocarcinoma; H1299; apoptosis; migration; STAT3
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