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摘 要 目的：研究阿魏酸对人肝癌 HepG2细胞增殖、侵袭和凋亡的影响。方法：采用 CCK-8法筛选阿魏酸的给药浓度；采用

Western blot法筛选白细胞介素6（IL-6）诱导磷酸化信号转导蛋白及转录激活子3（p-STAT3）蛋白高表达的HepG2细胞模型的最佳

造模浓度。将HepG2细胞分为空白对照组、模型组、阿魏酸组（0.5 mmol/L）和阳性对照组（p-STAT3抑制剂C188-9，10 μmol/L），除

空白对照组外，模型组加入 IL-6、各给药组加入 IL-6和相应药物分别进行培养。采用CCK-8法、Transwell法和Annexin V-FITC/PI

双染色法分别检测各组细胞存活率、侵袭数和早期、晚期凋亡率；采用Western blot法检测各组细胞中p-STAT3、胱天蛋白酶3（cas-

pase-3）、锌指蛋白（ZBP-89）和波形蛋白（vimentin）的表达水平。基于PDB蛋白数据库，以STAT3高度相似晶体结构1BG1为对接

模板，以Tyr705周围的区域为假定的结合口袋，进行阿魏酸与STAT3蛋白的分子对接分析。结果：选择以0.5 mmol/L 阿魏酸干预

HepG2细胞48 h作为后续实验条件，以50 ng/mL IL-6为造模条件。与空白对照组比较，模型组细胞侵袭数和p-STAT3/STAT3比

值、vimentin 蛋白表达水平均显著增加或升高（P＜0.05或 P＜0.01），细胞晚期凋亡率和 caspase-3蛋白表达水平均显著降低（P＜

0.05或P＜0.01）。与模型组比较，阿魏酸组和阳性对照组细胞存活率、侵袭数、p-STAT3/STAT3比值和vimentin蛋白表达水平均显

著减少或降低（P＜0.05或P＜0.01），细胞早期凋亡率（阿魏酸组除外）、晚期凋亡率和 caspase-3、ZBP-89（阳性对照组除外）蛋白表

达水平均显著升高（P＜0.05或P＜0.01）。分子对接结果表明，阿魏酸的羧酸基团与Asn581、Lys591分别存在1.9Å、2.0Å的氢键作

用，结合能为－4.4 kcal/mol。结论：阿魏酸可能通过与STAT3磷酸化位点直接结合来抑制p-STAT3的活性；并可通过STAT3依赖

性途径上调 caspase-3蛋白表达，或可通过 STAT3非依赖性途径上调 ZBP-89蛋白表达，进而下调 vimentin 蛋白表达，从而抑制

HepG2细胞的增殖、侵袭与凋亡。
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ABSTRACT OBJECTIVE： To study the effects of ferulic acid on the proliferation， invasion and apoptosis of HepG2

hepatocelluar carcinoma cells. METHODS：CCK-8 assay was used to screen the concentration of ferulic acid. Western blot assay

was adopted to screen the optimal concentration of interleukin 6（IL-6） to induce HepG2 cell model with high expression of

phosphorylated signal transduction protein and activator 3（p-STAT3）protein. HepG2 cell were divided into blank control group，

model group，ferulic acid group（0.5 mmol/L）and positive control group（p-STAT3 inhibitor C188-9，10 μmol/L）. Except for

blank control group，model group treated with IL-6，while administration groups were treated with IL-6 and relevant drugs. Cell

survival rate，invasion and apoptosis rate in early and late stage were detected by CCK-8 assay，Transwell assay and Annexin

V-FITC/PI double staining，respectively. Western blot assay was used to detect the expression of p-STAT3，caspase-3，ZBP-89 and

vimentin proteins in each group. On the basis of the PDB protein database，using 1BG1，a highly similar crystal structure of

STAT3，as docking template，using the region around Tyr705 as the putative binding pocket，the docking analysis of ferulic acid

with STAT3 protein was carried out. RESULTS：It is selected to use 0.5 mmol/L ferulic acid intervention for 48 h as the follow-up

experimental condition；50 ng/mL IL-6 was selected as the modeling condition. Compared with blank control group，the number of

cell invasion，p-STAT3/STAT3 ratio and protein expression of

vimentin were increased significantly in model group（P＜0.05

or P＜0.01），while late apoptosis rate and protein expression

of caspase-3 were decreased significantly （P＜0.05 or P＜

0.01）. Compared with model group，cell survival rate， the

number of cell invasion，p-STAT3/STAT3 ratio and protein

expression of vimentin were decreased significantly in ferulic
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原发性肝癌是全球第六大常见癌症，2020年其新发

病例约 90.6万，病死病例约 83万；其中最常见的是肝细

胞癌，约占原发性肝癌的75％～85％[1]。

阿魏酸是来源于阿魏和当归等中药的一种酚酸类

成分，其性质稳定、毒性低，具有解毒、保肝等作用，且可

有效抑制肝癌细胞的生长、促进肝癌细胞的凋亡[2－3]，但

其抗肝癌的分子机制及作用靶点尚未完全明确。研究

表明，信号转导蛋白及转录激活子 3（STAT3）和波形蛋

白（vimentin）均在肝癌组织或肝癌细胞株中过度表达，

并作为一种重要的信号分子和转录因子，参与肝癌细胞

的快速增殖、侵袭和转移[4－6]。当肝癌细胞受到刺激后，

促进白细胞介素 6（IL-6）等炎症因子激活 STAT3的磷

酸化 [7－8]，然后磷酸化 STAT3（p-STAT3）以二聚体的形

式转入细胞核，调控细胞凋亡关键分子胱天蛋白酶 3

（caspase-3）或抑癌因子锌指蛋白（ZBP-89），进而增强

vimentin表达，从而促进肝癌细胞增殖、侵袭并抑制其凋

亡[9－12]。但阿魏酸是否可通过STAT3-vimentin信号通路

发挥抗肝癌作用尚不明确。

基于此，本研究利用人重组因子 IL-6诱导 p-STAT3

高表达的人肝癌 HepG2细胞模型，以 p-STAT3抑制剂

C188-9为阳性对照[13]，基于STAT3-vimentin信号通路探

讨阿魏酸对HepG2细胞增殖、侵袭和凋亡的影响，并结

合分子对接技术预测阿魏酸与STAT3的结合位点，探讨

阿魏酸抗肝癌作用的靶点与分子机制，以期为其临床应

用提供实验基础。

1 材料

1.1 主要仪器

本研究所用主要仪器有MCO-18AIC型 CO2细胞培

养箱（日本 Sanyo 公司），Epoch 型全波长酶标仪（美国

BioTek 公司），LSRFortessa 型流式细胞仪（美国 BD 公

司），PowerPac TM Universal Power Supply型电泳仪、全

能型成像分析系统（美国 Bio-Rad公司），垂直式电泳槽

和转膜仪（北京六一生物技术有限公司），MDF-U7386S

型超低温冰箱、ST 16R型高速离心机（美国Thermo Fisher

Scientific公司）等。

1.2 主要药品与试剂

本研究所用主要药品与试剂有高糖 DMEM 培养

基、Annexin V-FITC/PI凋亡检测试剂盒（美国 Wisent 公

司，批号分别为 319006023、A211-01），0.25％胰蛋白酶、

胎牛血清（美国 Gibco 公司，批号分别为 2120917、

2148169CP），p-STAT3抑制剂C188-9（美国Mce公司，批

号 31595），CCK-8细胞增殖检测试剂盒（南京诺唯赞生

物科技有限公司，批号7E271E8），Matrigel基质胶（美国

BD 公司，批号 354234），十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺

（SDS-PAGE）凝胶快速配制试剂盒（上海碧云天生物技

术有限公司，批号 120319191206），Transwell小室（美国

Corning公司，批号09420061），阿魏酸（成都曼斯特生物

科技有限公司，批号MUST-20060511，纯度≥98％），人重

组因子 IL-6（美国 Peprotech公司，批号 0215102c2793），

BCA 蛋白定量试剂盒（武汉博士德生物工程有限公司，

批号 14G08A46），ECL 发光试剂盒（北京中杉金桥生物

技术有限公司，批号 7E34E9），RIRA 裂解液（北京索莱

宝生物技术有限公司，批号20190922），蛋白磷酸酶抑制

剂（杭州弗德生物科技有限公司，批号 20200114），兔源

caspase-3多克隆抗体、兔源 p-STAT3单克隆抗体（美国

CST 公司，批号分别为 34、18），兔源 GAPDH 多克隆抗

体、兔源STAT3多克隆抗体、兔源vimentin多克隆抗体、

山羊抗兔免疫球蛋白G（IgG）二抗（武汉三鹰生物技术

有限公司，批号分别为 00078427、00081195、00086320、

20000217），兔源 ZBP-89多克隆抗体（北京博奥森生物

技术有限公司，批号AC07172366）；其余试剂为实验室

常用规格，水为纯净水。

1.3 细胞

本研究所用人肝癌细胞株HepG2由广西中药药效

研究重点实验室提供。

2 方法

2.1 细胞培养

采用含 10％胎牛血清的高糖 DMEM 培养基（以下

简称培养基）于 37 ℃、5％CO2 的培养箱中常规培养

HepG2细胞。当细胞生长至 80％时，向培养瓶中加入

acid group and positive control group（P＜0.05 or P＜0.01）；early apoptotic rate（except for ferulic acid group），late apoptotic

rate，the protein expression of caspase-3 and ZBP-89（except for positive control group）were increased significantly（P＜0.05 or

P＜0.01）. The results of molecular docking showed that the carboxylic groups of ferulic acid could interact with 1.9 Å hydrogen

bond of Asn581 and 2.0 Å hydrogen bond of Lys591，with binding energy of －4.4 kcal/mol. CONCLUSIONS：Ferulic acid may

inhibit the activity of p-STAT3 by directly binding to the phosphorylation site of STAT3；it may up-regulate the protein expression

of caspase-3 via STAT3 dependent pathway，or up-regulate the protein expression of ZBP-89 via STAT3 independent pathway and

then down-regulate the protein expression of vimentin，so as to inhibit the proliferation，invasion and apoptosis of HepG2 cells.

KEYWORDS Ferulic acid；HepG2 hepatocellular carcinoma cell；STAT3；Caspase-3；Vimentin
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0.25％胰酶消化，经培养基中和后，制成细胞悬液，以进

行传代和后续研究。

2.2 阿魏酸的干预时间和给药浓度的筛选

采用CCK-8法进行筛选。取对数生长期的HepG2

细胞，加入0.25％胰酶消化，制成密度为5×104 mL－1的细

胞悬液；取100 μL细胞悬液接种于96孔板中，然后分为

空白对照组和阿魏酸不同浓度组（0.125、0.25、0.5、1、2、

4 mmol/L，浓度参考文献[14]设置），每组设3个复孔；并

设置调零孔（只加培养基不加细胞，下同）。将细胞于

37 ℃、5％ CO2的培养箱中培养24 h后，给药组加入100

μL含相应浓度阿魏酸的无血清培养基，空白对照组加入

100 μL无血清培养基。分别于作用12、24、48 h时，根据

CCK-8细胞增殖检测试剂盒说明书操作，采用酶标仪于

450 nm波长处测定各组的光密度（OD）值，并计算细胞

存活率[细胞存活率＝（OD 给药组－OD 调零孔）/（OD 空白对照组－

OD调零孔）×100％]，以筛选阿魏酸的干预时间和给药浓度。

2.3 IL-6造模浓度的筛选

参考文献[15－16]方法进行筛选。取对数生长期的

HepG2细胞，加入0.25％胰酶消化，制成2.5×105 mL－1的

细胞悬液；取 2 mL细胞悬液接种于 6孔板中，然后分为

空白对照组和 IL-6不同造模浓度组（12.5、25、50、100、

200 ng/mL，浓度参考文献[15－16]设置），每组设3个复

孔。待HepG2细胞生长至80％时，IL-6不同造模浓度组

加入含相应质量浓度 IL-6的无血清培养基2 mL，空白对

照组加入不含 IL-6的无血清培养基 2 mL，于 37 ℃、5％

CO2的培养箱中培养 48 h 后，用细胞刮刮取细胞，并以

1 000 r/min离心 5 min获得细胞沉淀。取细胞沉淀，加

入 RIPA 裂解液、PMSF 和蛋白磷酸酶抑制剂（体积比

为 100 ∶ 1 ∶ 1）适量，于冰上裂解 30 min；于 4 ℃条件下以

12 000 r/min离心 5 min，取上清液，采用BCA 蛋白定量

试剂盒检测蛋白浓度。蛋白经变性处理后进行 SDS-

PAGE电泳，转膜，于封闭液中封闭30 min；以TBST洗膜

30 min，分别加入 GAPDH 一抗（稀释度为 1 ∶ 5 000）、

p-STAT3一抗（稀释度为1 ∶2 000）、STAT3一抗（稀释度为

1 ∶ 2 000），孵育过夜；以TBST洗膜30 min，加入二抗（稀

释度为1 ∶ 5 000），孵育1 h；以TBST洗膜30 min，加入显

影液，经凝胶成像系统成像。采用 Image J v1.8.0软件进

行分析，以p-STAT3蛋白灰度值与STAT3蛋白灰度值的

比值表示 STAT3的磷酸化程度，该比值越大，则表示

STAT3磷酸化程度越高（下同）。

2.4 分组、造模与给药

取对数生长期的HepG2细胞，分为空白对照组、模

型组、阿魏酸组（0.5 mmol/L）和阳性对照组（C188-9，10

μmol/L，浓度根据文献[17]设置）。待细胞生长至 80％

时，空白对照组加入无血清培养基（6孔板加入培养基2

mL，96孔板加入培养基 100 μL，下同），模型组加入含

50 ng/mL IL-6 的无血清培养基，阿魏酸组加入含 50

ng/mL IL-6和 0.5 mmol/L阿魏酸的无血清培养基，阳性

对照组加入含 50 ng/mL IL-6和 10 μmol/L C188-9的无

血清培养基，再继续培养48 h后进行后续检测。

2.5 细胞存活率的检测

采用CCK-8法进行检测。取对数生长期的HepG2

细胞，加入 0.25％胰酶消化，制成 5×104 mL－1的细胞悬

液；取 100 μL细胞悬液接种于 96孔板中，于 37 ℃、5％

CO2的培养箱中培养 48 h后，按“2.4”项下方法分组、造

模与给药，每组设 3个复孔，并设置调零孔。然后根据

CCK-8细胞增殖检测试剂盒说明书操作，采用酶标仪于

450 nm波长处测定各孔的OD值，并计算细胞存活率。

2.6 细胞侵袭能力的检测

采用Transwell小室法进行检测。取对数生长期的

HepG2细胞，按“2.4”项下方法分组、造模与给药；培养过

程中另取培养基稀释Matrigel基质胶（体积比为 1 ∶ 8），

两者混匀后，以 50 μL/孔加入Transwell小室上层，并于

培养箱中过夜风干；取上述各组细胞制成 2.5×105 mL－1

的细胞悬液，然后分别取细胞悬液 100 μL加入至Tran-

swell小室上层中，小室下层中加入 700 μL含 10％胎牛

血清的培养基，于 37 ℃、5％CO2的培养箱中培养 24 h；

取出小室，经甲醛固定、结晶紫染色、棉签拭去未侵袭细

胞后，于显微镜下随机选取3个视野观察被染成蓝紫色

的细胞，即为侵袭细胞，并统计各组的侵袭细胞数。

2.7 细胞凋亡率检测

采用Annexin V-FITC/PI双染色法进行检测。取对

数生长期的 HepG2细胞，加入 0.25％胰酶消化，制成

2.5×105 mL－1的细胞悬液；取 2 mL细胞悬液接种于 6孔

板中，于37 ℃、5％CO2的培养箱中培养24 h后，按“2.4”

项下方法分组、造模与给药，每组设3个复孔。然后根据

Annexin V-FITC/PI凋亡检测试剂盒说明书方法操作，采

用流式细胞仪进行细胞凋亡率检测。

2.8 细胞中 p-STAT3、STAT3、ZBP-89、caspase-3、vi-

mentin蛋白表达水平检测

采用 Western blot 法进行检测。取对数生长期的

HepG2细胞，加入0.25％胰酶消化，制成2.5×105 mL－1的

细胞悬液；取2 mL细胞悬液接种于6孔板中，按“2.4”项

下方法分组、造模与给药，每组设 3个复孔。培养结束

后，刮取各组细胞，按“2.3”项下“于4 ℃条件下以12 000

r/min离心 5 min获得细胞沉淀……于封闭液中封闭 30

min”步骤操作，然后以 TBST 洗膜 30 min，分别加入

GAPDH一抗（稀释度为1 ∶5 000）、p-STAT3一抗（稀释度

为 1 ∶ 2 000）、STAT3一抗（稀释度为 1 ∶ 2 000）、ZBP-89

一抗（稀释度为 1 ∶ 1 000）、vimentin 一抗（稀释度为 1 ∶
··1567
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1 000）、caspase-3一抗（稀释度为1 ∶1 000），孵育过夜；以

TBST洗膜30 min，加入二抗（稀释度为1 ∶ 5 000），孵育1

h；以TBST洗膜30 min，加入显影液，经凝胶成像系统成

像。采用 Image J v1.8.0软件进行分析，以p-STAT3蛋白

灰度值与STAT3蛋白灰度值的比值表示STAT3的磷酸

化程度，以ZBP-89、vimentin 、caspase-3蛋白灰度值与内

参蛋白GAPDH的灰度值的比值表示其表达水平。

2.9 阿魏酸与STAT3蛋白的分子对接分析

通过 PDB 蛋白数据库（https：//www.rcsb.org/）获得

STAT3蛋白分子 4个高度相似的晶体结构（PDB条目分

别为4E68、1BG1、6QHD、3CWG）。通过查阅文献发现，

抑制剂C188-9主要通过作用于STAT3蛋白的SH2结构

域，抑制Tyr705位点的磷酸化[13]。因此，笔者假定该结

构域为阿魏酸与STAT3蛋白的结合位点，以 1BG1为对

接模板、以Tyr705周围的区域为假定的结合口袋（包括

氨基酸Lys591、Arg609、Phe610、Ser611、Ser613、Thr620、

Ser636、Val637、Pro639），进行分子对接分析。

2.10 统计学分析

采用 SPSS 17.0 软件进行统计分析。将符合正态分

布的数据以 x±s表示，采用单因素方差分析；不符合正

态分布的数据采用秩和检验。P＜0.05表示差异有统计

学意义。

3 结果

3.1 阿魏酸干预时间和给药浓度的筛选结果

阿魏酸干预 12 h 后，与空白对照组比较，阿魏酸 4

mmol/L组细胞存活率显著降低（P＜0.01），阿魏酸其余

浓度组细胞存活率差异无统计学意义；阿魏酸干预24 h

后，与空白对照组比较，阿魏酸 2、4 mmol/L组细胞存活

率显著降低（P＜0.05或 P＜0.01）；阿魏酸干预 48 h 后，

与空白对照组比较，阿魏酸0.5、1、2、4 mmol/L组细胞存

活率均显著降低（P＜0.05或P＜0.01），详见表 1。基于

此，本研究采用以0.5 mmol/L 阿魏酸干预48 h的条件进

行后续试验。

3.2 IL-6造模浓度的筛选结果

与空白对照组比较，IL-6 25、50、100、200 ng/mL 组

细胞中p-STAT3/STAT3比值均显著升高（P＜0.05或P＜

0.01）；与 IL-6 50、100 ng/mL组比较，IL-6其余浓度组细

胞中 p-STAT3/STAT3比值均显著降低（P＜0.05或 P＜

0.01），但 IL-6 50、100 ng/mL 两组间比较差异无统计学

意义（P＞0.05）。基于此，后续试验采用 50 ng/mL IL-6

来诱导建立p-STAT3蛋白高表达的HepG2细胞模型，详

见图1、表2。

3.3 阿魏酸对HepG2细胞存活率的影响

与空白对照组比较，模型组细胞存活率差异无统计

学意义（P＞0.05）；与模型组比较，阿魏酸组和阳性对照

组细胞存活率均显著降低（P＜0.05或P＜0.01）；与阳性

对照组比较，阿魏酸组细胞存活率显著升高（P＜0.01），

详见表3。

3.4 阿魏酸对HepG2细胞侵袭能力的影响

与空白对照组比较，模型组HepG2细胞侵袭数显著

增加（P＜0.01）；与模型组比较，阿魏酸组和阳性对照组

细胞侵袭数显著减少（P＜0.01）；与阳性对照组比较，阿

图 1 不同浓度 IL-6诱导后 HepG2细胞中 p-STAT3、

STAT3蛋白表达的电泳图

Fig 1 Electrophoretogram of protein expression of p-

STAT3 and STAT3 in HepG2 cells induced by

different concentrations of IL-6

p-STAT3

STAT3

GAPDH

89 kDa

89 kDa

36 kDa

空白对照组 IL-6 12.5
ng/mL组

IL-6 25
ng/mL组

IL-6 50
ng/mL组

IL-6 100
ng/mL组

IL-6 200
ng/mL组

表 2 不同浓度 IL-6诱导后 HepG2细胞中 p-STAT3/

STAT3比值的测定结果（x±±s，n＝3）

Tab 2 Ratio p-STAT3/STAT3 in HepG2 cells induced

by different concentrations of IL-6（x±±s，n＝3）

组别
空白对照组
IL-6 12.5 ng/mL组
IL-6 25 ng/mL组

p-STAT3/STAT3

0.552±0.052

0.515±0.071##□□

0.917±0.045＊＊#□

组别
IL-6 50 ng/mL组
IL-6 100 ng/mL组
IL-6 200 ng/mL组

p-STAT3/STAT3

1.113±0.068＊＊

1.108±0.158＊＊

0.701±0.050＊##□□

注：与空白对照比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与 IL-6 50 ng/mL组比

较，#P＜0.05，##P＜0.01；与 IL-6 100 ng/mL 组比较，□P＜0.05，□□P＜

0.01

Note：vs. blank control，＊P＜0.05，＊ ＊P＜0.01；vs. IL-6 50 ng/mL

group，#P＜0.05，##P＜0.01；vs. IL-6 100 ng/mL group，□P＜0.05，□□P＜

0.01

表1 不同浓度阿魏酸干预12、24、48 h后的细胞存活率

测定结果（x±±s，n＝3，％％）

Tab 1 Survival rate of HepG2 cells intervened by fe-

rulic acid at different concentrations for 12，

24，48 h（x±±s，n＝3，％％）

组别
空白对照组
阿魏酸0.125 mmol/L组
阿魏酸0.25 mmol/L组
阿魏酸0.5 mmol/L组
阿魏酸1 mmol/L组
阿魏酸2 mmol/L组
阿魏酸4 mmol/L组

12 h

100.000±18.869

98.345±5.895

97.725±10.902

94.623±4.659

93.630±4.955

82.544±16.130

67.239±8.309＊＊

24 h

100.000±6.265

98.759±8.251

97.949±19.910

95.223±4.677

90.781±5.330

77.447±7.137＊

65.631±7.434＊＊

48 h

100.000±4.795

93.464±6.643

92.991±8.996

86.425±1.149＊

83.489±2.591＊＊

75.648±6.856＊＊

62.544±7.019＊＊

注：与空白对照比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. blank control，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01
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魏酸组细胞侵袭数显著增加（P＜0.05），详见图2、表3。

3.5 阿魏酸对HepG2细胞凋亡的影响

与空白对照组比较，模型组HepG2细胞的早期凋亡

率差异无统计学意义（P＞0.05），晚期凋亡率显著降低

（P＜0.05）；与模型组比较，阿魏酸组细胞的晚期凋亡率

和阳性对照组细胞的早期、晚期凋亡率均显著升高（P＜

0.05或 P＜0.01）；与阳性对照组比较，阿魏酸组细胞的

早期、晚期凋亡率均显著降低（P＜0.01），详见图3、表4。

3.6 阿魏酸对 HepG2细胞中 p-STAT3、STAT3、ZBP-

89、caspase-3和vimentin蛋白表达的影响

与空白对照组比较，模型组细胞中 p-STAT3/STAT3

比值、vimentin 蛋白表达水平均显著升高（P＜0.05或

P＜0.01），caspase-3蛋白表达水平显著降低（P＜0.01）；

与模型组比较，阿魏酸组和阳性对照组细胞中p-STAT3/

STAT3比值、vimentin 蛋白表达水平均显著降低（P＜

0.05或 P＜0.01），caspase-3、ZBP-89（阳性对照组除外）

蛋白表达水平均显著升高（P＜0.05或P＜0.01）；与阳性

对照组比较，阿魏酸组细胞中 p-STAT3/STAT3比值、vi-

mentin和ZBP-89蛋白表达水平均显著升高（P＜0.05或

P＜0.01），详见图4、表5。

3.7 阿魏酸与STAT3蛋白分子对接结果

选取 1BG1为对接模板，以Tyr705周围的区域为假

定的结合口袋进行分子对接。结果表明，阿魏酸的羧酸

基团与Asn581、Lys591分别存在1.9Å、2.0Å的氢键作用，

结合能为－4.4 kcal/mol，详见图5。

4 讨论

临床研究表明，STAT3及其激活型 p-STAT3在大多

数肝细胞癌患者的肝癌组织中高表达[18]，且STAT3信号

通路的激活在肝细胞癌进展与转移中发挥着重要作

用[19]。STAT3通常以非活化形式存在于细胞质中，当细

胞受到刺激时，IL-6等炎性因子可通过与细胞膜受体结

图 2 阿魏酸对HepG2细胞侵袭能力影响的显微图（×

200）

Fig 2 Micrographs of the effects of ferulic acid on in-

vasion ability of HepG2 cells（×200）

A.空白对照组 B.模型组

C.阿魏酸组 D.阳性对照组

表 3 各组 HepG2细胞存活率和侵袭数的检测结果

（x±±s，n＝3）

Tab 3 Survival rate and invasion number of HepG2

cells in each group（x±±s，n＝3）

组别
空白对照组
模型组
阿魏酸组
阳性对照组

细胞存活率，％
100.000±6.214

106.679±14.647

86.216±4.246#ΔΔ

36.556±13.293##

细胞侵袭数，个
163.667±19.732

202.333±18.148＊＊

129.333±5.132##Δ

98.333±5.508##

注：与空白对照组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01；与阳性对照组比较，ΔP＜0.05，ΔΔP＜0.01

Note：vs. blank control group，＊ ＊ P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05，##P＜0.01；vs. positive control group，ΔP＜0.05，ΔΔP＜0.01

图3 阿魏酸对HepG2细胞凋亡影响的流式图

Fig 3 Flow plot of the effects of ferulic acid on the

apoptosis of HepG2 cells
P

E
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A.空白对照组

P
E
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107
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104 105 106 107
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B.模型组

P
E

-A

107
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105

104

104 105 106 107

FITC-A

C.阿魏酸组

P
E

-A

107

106

105

104

104 105 106 107

FITC-A

D.阳性对照组

表 4 各组 HepG2 细胞凋亡率检测结果（x±± s，n＝

3，％％）

Tab 4 Apoptosis rate of HepG2 cells in each group

（x±±s，n＝3，％％）

组别
空白对照组
模型组
阿魏酸组
阳性对照组

早期凋亡率
0.880±0.217

0.443±0.068

1.230±0.079ΔΔ

17.417±5.977##

晚期凋亡率
12.237±0.850

8.907±0.331＊

13.587±2.698#ΔΔ

21.573±1.841##

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01；与阳性对照组比较，ΔΔP＜0.01

Note：vs. blank control group，＊P＜0.05；vs. model group，#P＜0.05，
##P＜0.01；vs. positive control group，ΔΔP＜0.01
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合，作用于 gp130蛋白，激活非受体酪氨酸激酶（JAK），

进而磷酸化修饰STAT3蛋白分子；p-STAT3以二聚体形

式转入细胞核，调控癌基因表达 [4，20]。研究表明，p-

STAT3可通过结合 ZBP-89或抑制 caspase-3表达，从而

促进 vimentin蛋白的表达及其在癌细胞中的作用[9－12]。

ZBP-89 是 vim 基因启动子区域的负调控因子，其与

p-STAT3直接相互作用后，不仅可促进 vim基因抗沉默

子元件的作用来增强 vimentin的表达，还可减弱自身募

集组蛋白去乙酰化酶1（HDAC1）到 vim启动子区域的能

力，从而使 vimentin 乙酰化增强，进而促进癌细胞的迁

移[9－10]；凋亡关键分子 caspase-3可裂解vimentin蛋白，而

p-STAT3可通过抑制 caspase-3的表达，降低后者对 vi-

mentin蛋白的裂解能力进而上调vimentin表达[11－12]。

本研究确定以 0.5 mmol/L 阿魏酸干预HepG2细胞

48 h 的条件进行研究，且以 50 ng/mL IL-6 诱导的 p-

STAT3高表达HepG2细胞模型最佳。然后基于此进行

后续研究发现，与空白对照组比较，模型组细胞侵袭数

显著增加，p-STAT3/STAT3比值、vimentin蛋白表达水平

均显著升高，细胞晚期凋亡率和 caspase-3蛋白表达水平

均显著降低，表明STAT3蛋白磷酸化水平的升高可抑制

caspase-3（而不是ZBP-89）蛋白表达，进而上调肝癌细胞

中 vimentin的蛋白表达。经阿魏酸和阳性对照干预后，

阿魏酸组和阳性对照组细胞存活率、细胞侵袭数、

p-STAT3/STAT3比值、vimentin 蛋白表达水平均显著降

低，细胞早期凋亡率（阿魏酸组除外）、晚期凋亡率、

caspase-3和ZBP-89（阳性对照组除外）蛋白表达水平均

显著升高，表明阿魏酸可能通过下调STAT3蛋白磷酸化

水平，上调 caspase-3蛋白表达，进而促使 vimentin 蛋白

下调。另外分子对接的分析结果也进一步证实了阿魏

酸可作用于STAT3的SH2结构域，从而影响STAT3蛋白

的磷酸化。尽管本研究结果也证实阿魏酸可明显上调

ZBP-89蛋白的表达，但与阳性对照结果不一致，提示阿

魏酸对ZBP-89蛋白的上调可能与STAT3无关。

图 4 阿魏酸对HepG2细胞中 p-STAT3、STAT3、ZBP-

89、caspase-3和vimentin蛋白表达影响的电泳图

Fig 4 Electrophoretogram of the effects of ferulic

acid on protein expression of p-STAT3，

STAT3，ZBP-89，caspase-3 and vimentin in

HepG2 cells

p-STAT3

STAT3

caspase-3

ZBP-89

vimentin

GAPDH

89 kDa

89 kDa

35 kDa

89 kDa

54 kDa

36 kDa

空白对照组 模型组 阿魏酸组 阳性对照组

表 5 各组 HepG2 细胞中 p-STAT3/STAT3 比值和

ZBP-89、caspase-3、vimentin蛋白表达水平的检

测结果（x±±s，n＝3）

Tab 5 Ratio of p-STAT3/STAT3 and protein expression

of ZBP-89，caspase-3 and vimentin in HepG2

cells of each group（x±±s，n＝3）

组别
空白对照组
模型组
阿魏酸组
阳性对照组

p-STAT3/STAT3

0.770±0.002

0.986±0.008＊＊

0.597±0.037##ΔΔ

0.343±0.039##

caspase-3/GAPDH

0.704±0.136

0.361±0.068＊＊

0.642±0.146#

0.756±0.121##

ZBP-89/GAPDH

0.762±0.097

0.843±0.155

1.166±0.127#Δ

0.771±0.060

vimentin/GAPDH

0.933±0.118

1.190±0.189＊

0.867±0.090#Δ

0.656±0.054#

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜

0.05，##P＜0.01；与阳性对照组比较，ΔP＜0.05，ΔΔP＜0.01

Note：vs. blank control group，＊ P＜0.05，＊ ＊ P＜0.01；vs. model

group，#P＜0.05，##P＜0.01；vs. positive control group，ΔP＜0.05，Δ ΔP＜

0.01

注：图5A中虚线内为STAT3的SH2结构域，红色箭头所指的棍棒

模型为磷酸化的Tyr705；图5B中黄色为阿魏酸可能的对接构型，紫色

为STAT3二聚体的B链

Note：in figure 5A SH2 domain of STAT3 is shown in the dotted

line，and the stick model indicated by the red arrow is phosphorylated

Tyr705；in figure 5B，yellow is the possible docking configuration of fe-

rulic acid，and purple is the B chain of STAT3 dimer

图5 阿魏酸与STAT3蛋白的分子对接结果

Fig 5 Docking results of ferulic acid and STAT3

A. SH2结构域图 B.阿魏酸与1BG1对接构型图

C. 阿魏酸的羧酸基团与Asn581及Lys591相互作用图
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综上所述，阿魏酸可能通过与STAT3蛋白磷酸化位

点直接结合来抑制p-STAT3活性；并可通过STAT3依赖

性途径上调caspase-3蛋白表达，或可通过STAT3非依赖

性途径上调ZBP-89蛋白表达，进而下调vimentin蛋白表

达，从而抑制HepG2细胞的增殖、侵袭与凋亡。
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