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熊果酸对 IL-6介导的乳腺癌细胞侵袭与迁移的抑制作用 Δ
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摘 要 目的 探讨熊果酸对白细胞介素6（IL-6）介导的乳腺癌 MDA-MB-231细胞（简称“231细胞”）的侵袭与迁移的抑制作用。

方法 采用CCK-8法检测20、40、80、160、320 µmol/L熊果酸对231细胞增殖率的影响。将细胞分为对照组、模型组和给药组，划痕

实验与 Transwell 实验检测细胞的迁移能力与侵袭能力；实时荧光定量聚合酶链式反应（q-PCR）法与 Western blot 法检测细胞上皮

间质转化相关标志物 E 钙黏蛋白（E-cad）、基质金属蛋白酶2（MMP2）、MMP9、波形蛋白（Vim）、CD44分子（CD44）、醛脱氢酶1家

族成员A1（ALDH1A1）mRNA与蛋白的相对表达情况；Western blot法检测 Janus激酶2/信号转导及转录激活因子3（JAK2/STAT3）

通路中 JAK2、STAT3的磷酸化水平[以磷酸化 JAK2（p-JAK2）/JAK2比值、磷酸化 STAT3（p-STAT3）/STAT3比值计]。结果 实验选

取熊果酸低浓度20 µmol/L（对细胞增殖能力无明显抑制作用）作为后续给药浓度。与对照组比较，模型组细胞的迁移、侵袭能力

均显著增强（P＜0.05）；与模型组比较，给药组细胞的迁移、侵袭能力均显著降低（P＜0.05）。与对照组比较，模型组细胞中上皮间

质转化相关标志物 MMP9、MMP2、Vim、ALDH1A1、CD44 mRNA 与蛋白的相对表达量均有不同程度的升高，E-cad mRNA 与蛋白

的相对表达量均有不同程度的降低，部分差异有统计学意义（P＜0.05），p-JAK2/JAK2比值、p-STAT3/STAT3比值均显著升高（P＜

0.05）；与模型组比较，给药组细胞中上述指标的表达均有一定程度逆转。结论 熊果酸通过阻断 JAK2/STAT3信号通路的激活进

而抑制炎症因子 IL-6诱导的上皮间质转化过程，最终抑制乳腺癌细胞的侵袭、迁移。

关键词 熊果酸；白细胞介素6；乳腺癌；Janus激酶2/信号转导及转录激活因子3通路；侵袭；迁移

Inhibitory effects of ursolic acid on IL-6-mediated invasion and migration of breast cancer cells
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ABSTRACT OBJECTIVE To investigate the inhibitory effects of ursolic acid on interleukin-6 （IL-6）-mediated invasion and 

migration of breast cancer MDA-MB-231 cells （hereinafter referred to as “231 cells”）. METHODS The effects of 20， 40， 80， 160 

and 320 µmol/L ursolic acid on the proliferation rate of 231 cells were measured by CCK-8 method. The breast cancer 231 cells 

were divided into control group， model group and administration group. The migration and invasion abilities of cells were detected 

by scratch assay and Transwell assay. Real-time quantitative polymerase chain reaction （q-PCR） assay and Western blot assay were 

used to detect the mRNA and protein expressions of epithelial-mesenchymal transition-related makers such as E cadherin （E-cad）， 

matrix metalloprotein 2 （MMP2）， MMP9， vimentin （Vim）， CD44 molecule （CD44） and aldehyde dehydrogenase 1 family member 

A1 （ALDH1A1）. The phosphorylation levels of JAK2 and STAT3 in the Janus kinase 2/signal transducer and activator of transcription 

3 （JAK2/STAT3） signaling pathway （in terms of p-JAK2/JAK2 ratio and p-STAT3/STAT3 ratio） were detected by Western blot 

assay. RESULTS A low concentration of ursolic acid of 20 µmol/L （no significant inhibitory effect on cell proliferation ability） 

was selected as the subsequent administration concentration. Compared with the control group， the migration and invasion abilities 

of cells in the model group were significantly enhanced （P＜0.05）； compared with the model group， the migration and invasion 

abilities of cells in the administered group were significantly reduced （P＜0.05）. Compared with the control group， the relative 

mRNA and protein expressions of epithelial-mesenchymal transition-related markers MMP9， MMP2， Vim， ALDH1A1 and CD44 

were all elevated to different extents， and the mRNA and protein expressions of E-cad were all decreased to different extents 

in the model group cells， and part of the differences had 

statistical significance （P＜0.05）， the p-JAK2/JAK2 ratio and 

p-STAT3/STAT3 ratio were significantly increased in the model 

group （P＜0.05）； compared with the model group， the 

expressions of the above indicators were reversed to some 

extent in the administration group. CONCLUSIONS Ursolic 

acid blocks the activation of JAK2/STAT3 signaling pathway 

and thus inhibits the epithelial-mesenchymal transition induced 
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by the inflammatory factor IL-6， which ultimately interrupts the invasion and metastasis of breast cancer cells.

KEYWORDS ursolic acid； IL-6； breast cancer； JAK2/STAT3 pathway； invasion； migration

乳腺癌是发生在乳腺导管或上皮的恶性肿瘤，严重

影响着女性的身心健康，研究报道其发病率已经超过肺

癌，成为危害女性生命安全的第一大恶性肿瘤[1]。即使

治疗方案不断更新，仍有部分患者在进行手术或放化疗

后发生远处转移，这是治疗失败的主要原因之一。白细

胞介素 6（interleukin 6，IL-6）是肿瘤微环境中间质细胞

与肿瘤细胞、间质细胞之间“相互交流”的重要媒介[2]。

其可激活下游 Janus 激酶2（Janus kinase 2，JAK2）与信号

转导及转录激活因子 3（signal transduction and activator 

of transcription 3，STAT3），进而调控肿瘤细胞的生物学

行为，如诱导肿瘤细胞增殖、上皮间质转化（epithelial-

mesenchymal transition，EMT）及化疗药物耐药等恶性行

为[3]。EMT 的发生是一个动态过程，在此期间上皮来源

的肿瘤细胞失去黏附特性，骨架蛋白重构，向间质细胞

转变。EMT 是肿瘤复发与远处转移的基础与重要环节。

因此，寻找能够逆转肿瘤 EMT 过程的药物对肿瘤转移

的防治至关重要。

中药天然成分熊果酸是一种五环三萜类化合物，具

有抗炎、抗氧化、抗肿瘤等多种功效[4]。既往研究表明，

熊果酸能够抑制非小细胞肺癌[5]、胃癌[6]、肝癌[7]等肿瘤的

增殖、侵袭与迁移、血管生成等恶性行为，并可减弱乳腺

癌 MCF-7细胞的侵袭能力[8]。Zhang 等[9]研究显示，熊果

酸可以核转录因子红系2相关因子2为靶点抑制乳腺癌

细胞的增殖；Jiang 等[10]研究表明，熊果酸可通过丝裂原

活化蛋白激酶途径促进乳腺癌细胞凋亡。除此之外，熊

果酸也可对抗肿瘤的侵袭与迁移，可作用于 p53肿瘤蛋

白等分子进而下调基质金属蛋白酶2（matrix metallopro‐

tein 2，MMP2）与 MMP9等间质标志物的表达[11]。但其

是否能通过 JAK2/STAT3 通路抑制乳腺癌 MDA-MB-

231细胞（简称“231细胞”）的侵袭、迁移，具体机制还有

待探讨。本研究中采用 IL-6刺激人乳腺癌231细胞，增

强其侵袭、迁移的能力，观察中药单体熊果酸能否减弱

IL-6促侵袭、迁移效应，为后续研究熊果酸抑制乳腺癌侵

袭与迁移的作用机制提供理论支持。

1　材料

1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器有 MCO-18AIC 型 CO2培养箱

（日本 Sanyo 公司），HR40-ⅡA2型生物安全柜（青岛海

尔特种电器有限公司），Varioskan 型多功能酶标仪、ⅦA 

7DX 型实时荧光定量聚合酶链式反应（real-time quanti‐

tative polymerase chain reaction，q-PCR）仪（美国 Thermo 

Fisher Scientific 公司），Colibri 型超微量级分光光度计

（德国 Berthold 公司），DMI1型显微镜（德国 Leica 公司），

LAS500型化学发光成像系统（日本 Cytiva 公司）等。

1.2　主要药品与试剂

胎牛血清（批号 WFQ0004）与 L-15 培养基（批号

AG29798283）均购自美国 Hyclone 公司；CCK-8试剂盒

（批号 CK04）购自日本同仁化学研究所；IL-6冻干粉（批

号 HY-P7044）购自美国 MedChemExpress 公司；熊果酸

（原料药，批号 S2307）购自美国 Selleck 公司；人 GAPDH

内参引物（批号 B661104）及其他基因引物由上海生工生

物有限公司合成；鼠源 GAPDH 单克隆抗体，兔源 JAK2、

磷 酸 化 JAK2（p-JAK2）、MMP9、波 形 蛋 白（vimentin，

Vim）、CD44分子（CD44 molecule，CD44）、醛脱氢酶1家

族成员 A1（aldehyde dehydrogenase 1 family member A1，

ALDH1A1）单克隆抗体，辣根过氧化物酶（horseradish 

peroxidase，HRP）标记的山羊抗鼠二抗均购自武汉爱博

泰克生物科技有限公司（批号分别为 2118S、A19629、

AP0531、A0289、A19607、A19020、A0157、AS003）；鼠源

STAT3单克隆抗体和兔源磷酸化 STAT3（p-STAT3）、E 钙

黏蛋白（E-cadherin，E-cad）单克隆抗体均购自美国 Cell 

Signaling Technology 公司（批号分别为 9139S、9145T、

3195T）；兔源 MMP2单克隆抗体（批号 EPR1184）购自英

国 Abcam 公 司 ；HRP 标 记 的 山 羊 抗 兔 二 抗（批 号

LZ2A002）购自上海莱兹生物科技有限公司；ECL 化学

发光显影液（批号 P90719）购自美国 Millipore 公司。

1.3　实验细胞

乳腺癌231细胞株购自中国科学院上海细胞库。

2　方法

2.1　熊果酸对231细胞增殖率影响的检测

采用 CCK-8法检测熊果酸对231细胞增殖的影响。

231细胞生长在含 10% 胎牛血清、1% 双抗的 L-15完全

培养基中，37 ℃无 CO2培养2～3 d，待其至生长对数期，

消化后配制细胞悬液（1×105个/mL）。取100 µL 种于96

孔板中，将细胞分为空白组（只有培养基，不铺细胞）、正

常 组（正 常 培 养 细 胞）与 实 验 组（20、40、80、160、320 

µmol/L 熊果酸），每组设置 6个复孔。熊果酸作用 48 h

后每孔加入10 µL CCK-8溶液，37 ℃下孵育2 h，于酶标

仪450 nm 波长处测量光密度（OD）值。熊果酸浓度梯度

与作用时间是依据前期课题组研究基础确定的[12]。计

算细胞增殖率，细胞增殖率（％）＝（实验组 OD 值－空白

组 OD 值）/（正常组 OD 值－空白组 OD 值）×100%。

2.2　熊果酸对 IL-6刺激后231细胞迁移影响的检测

采用划痕实验检测熊果酸对231细胞迁移能力的影

响。消化对数生长期的 231 细胞，将细胞悬液调整至

5×105个/mL，取 1 mL 种于 6孔板中，实验分为对照组、
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模型组（IL-6 50 ng/mL[13]）、给药组（IL-6 50 ng/mL+熊果

酸 20 µmol/L，熊果酸给药浓度参考“2.1”项下结果设

置），每组设置 3个复孔。对照组用完全培养基培养 24 

h，给药组与模型组用相应浓度的 IL-6刺激24 h，之后给

药组用含相应浓度药物的完全培养基培养48 h。用200 

µL 枪头在 6孔板内垂直划“一”字后，用 D-hanks 液清洗

漂落的细胞。3组细胞分别于给药组给药后 0 h 与 12 h

在同一位置拍照记录，采用 Image J 软件分析划痕面积

并计算细胞迁移率，细胞迁移率（%）＝（0 h 划痕面积－

12 h 划痕面积）/0 h 划痕面积×100%。

2.3　熊果酸对 IL-6刺激后231细胞侵袭影响的检测

采用 Transwell 实验检测熊果酸对 231细胞侵袭能

力的影响。提前将基质胶于 4 ℃解冻，枪头预冷，基质

胶与无血清培养基以 1∶8混合均匀后取 100 µL 加入小

室，于孵育箱中放置 4 h。将细胞悬液用无血清培养基

调整至 5×105个/mL，分别取 100 µL 细胞悬液加入小室

内，小室外加入 500 µL 血清浓度为 15% 的培养基，细胞

分组及给药参考“2.2”项下，每组设置3个复孔。给药组

给药后各组细胞于37 ℃继续孵育48 h，采用4% 多聚甲

醛固定 15 min，1% 结晶紫染色 15 min，磷酸盐缓冲液清

洗小室，用棉签拭去小室内的细胞，充分晾干后在显微

镜下随机选择5个视野，采用 Image J 软件分析穿膜细胞

数量并计算细胞侵袭率，细胞侵袭率（%）＝模型组或给

药组穿膜细胞数/对照组穿膜细胞数×100%。

2.4　熊果酸对 IL-6刺激后231细胞中 EMT 相关标志物

mRNA表达影响的检测

同“2.2”项下方法进行细胞分组（每组设置 3 个复

孔）及干预，于给药组给药 48 h 后收集各组细胞，采用

TRIZOL-氯仿法提取 RNA，采用 q-PCR 法检测细胞中

EMT 相 关 标 志 物 E-cad、MMP2、MMP9、Vim、CD44、

ALDH1A1 mRNA 的表达水平。PCR 扩增程序（反应体

系为20 µL）为：95 ℃预变性2 min；95 ℃变性10 s，62 ℃

退火30 s，72 ℃延伸15 s，共40个循环。以 GAPDH 为内

参，以 对 照 组 为 参 照，计 算 2－ΔΔCt 值 确 定 各 目 的 基 因

mRNA 的相对表达量。各引物序列见表1。

2.5　熊果酸对 IL-6刺激后 231细胞中 JAK2/STAT3信

号通路与EMT相关标志物的蛋白表达影响的检测

同“2.2”项下方法进行细胞分组（每组设置 3 个复

孔）及干预，于给药组给药 48 h 后收集各组细胞，采用

Western blot 法检测 JAK2/STAT3通路中 JAK2、p-JAK2、

STAT3、p-STAT3 4 种 蛋 白 及 EMT 相 关 标 志 物 E-cad、

MMP2、MMP9、Vim、CD44、ALDH1A1 蛋 白 的 表 达 水

平。在细胞中加入 RIPA 裂解液（含1% 蛋白酶抑制剂的

蛋白裂解液）后冰上裂解 30 min，离心后保留上清液，

采用 BCA 法进行蛋白浓度测定，将蛋白浓度调整到

1 µg/µL 后进行高温变性。取 10 µL 变性蛋白样品进行

十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，起始浓缩胶电

压调至80 V，待样本基本平齐后电压转至120 V，溴酚蓝

抵达凝胶底部时停止电泳。将胶上蛋白转移到 PVDF

膜，5% 牛血清白蛋白封闭2 h，加入相对应的一抗，稀释

比例均为 1∶1 000，4 ℃孵育过夜；次日用 TBST 洗涤后

加入山羊抗兔/鼠二抗（稀释比例均为1∶5 000）室温孵育

2 h，TBST 洗涤3次后于化学发光成像系统上成像显影。

用 Image J 软件分析图像灰度值，以目的蛋白与内参蛋

白（GAPDH）的灰度值比值作为前者的相对表达量，以

p-JAK2与 JAK2灰度值的比值、p-STAT3与 STAT3灰度

值的比值反映 JAK2、STAT3的磷酸化水平。

2.6　统计学方法

采用SPSS 25.0软件进行统计分析，计量资料以x±s

表示，多组资料比较采用单因素方差分析，两两间比较

采用 LSD-t 检验。检验水准 α＝0.05。

3　结果
3.1　熊果酸对231细胞增殖率的影响

随着药物浓度的升高，231细胞增殖率均逐渐降低，

呈现剂量依赖趋势。熊果酸在20～40 µmol/L 时，231细

胞的增殖率在85% 以上，对细胞的增殖能力无明显的抑

制作用，结果见图1。本实验选取低浓度20 µmol/L 作为

后续实验中熊果酸的给药浓度。

3.2　熊果酸对 IL-6刺激后231细胞迁移的影响

与对照组细胞迁移率[（100.00±8.70）%]比较，模型

组细胞迁移率[（142.40±18.12）%]显著升高（P＜0.05）；

与模型组比较，给药组细胞迁移率[（104.98±14.06）%]

显著降低（P＜0.05），结果见图2。

表1　基因引物序列

基因名称
GAPDH

CD44

MMP2

Vim

E-cad

ALDH1A1

MMP9

引物序列（5′-3′）

正向引物：TCTGACTTCAACAGCGACACC

反向引物：CTGTTGCTGTAGCCAAATTCGTT

正向引物：CAGCAACCCTACTGATGATGACG

反向引物：GCCAAGAGGGATGCCAAGATGA

正向引物：TACAGGATCATTGGCTACACACC

反向引物：GGTCACATCGCTCCAGACT

正向引物：CGGGAGAAATTGCAGGAGGA

反向引物：AAGGTCAAGACGTGCCAGAG

正向引物：GACAACAAGCCCGAATT

反向引物：GGAAACTCTCTCGGTCCA

正向引物：AGGGCCAGTGTTGTATAGCC

反向引物：TCCACATTCCAGTTTGGCCC

正向引物：GGGACGCAGACATCGTCATC

反向引物：TCGTCATCGTCGAAATGGGC

引物长度/bp

21

23

23

23

23

19

20

20

17

18

20

20

20

20

产物长度/bp

119

110

156

340

156

92

117

150

100

50

0

细
胞

增
殖

率
/％

 正常组     20 μmol/L   40 μmol/L   80 μmol/L   160 μmol/L   320 mol/L

熊果酸浓度

图1　不同浓度熊果酸对231细胞增殖率的影响（n＝6）
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3.3　熊果酸对 IL-6刺激后231细胞侵袭的影响

与对照组细胞侵袭率[（100.00±5.25）%]比较，模型

组细胞侵袭率[（157.22±24.23）%]显著升高（P＜0.05）；

与模型组比较，给药组细胞侵袭率[（86.96±11.95）%]显

著降低（P＜0.05），结果见图3。

3.4　熊果酸对 IL-6 刺激后 231 细胞中 EMT 标志物

mRNA表达的影响

与对照组比较，模型组细胞中 MMP2、Vim、CD44 

mRNA 的相对表达量均显著升高，E-cad mRNA 的相对

表达量显著降低（P＜0.05）；与模型组比较，给药组细胞

中 MMP9、MMP2、Vim、ALDH1A1、CD44 mRNA 的相对

表达量均显著降低，E-cad mRNA 的相对表达量显著升

高（P＜0.05）。结果见表2。

3.5　熊果酸对 IL-6刺激后231细胞中 EMT 标志物蛋白

表达的影响

与对照组比较，模型组细胞中 MMP9、MMP2、Vim、

ALDH1A1、CD44 蛋白的相对表达量均显著升高（P＜

0.05）；与 模 型 组 比 较 ，给 药 组 细 胞 中 MMP9、Vim、

ALDH1A1 蛋白的相对表达量均显著降低（P＜0.05）。

结果见表3、图4。

3.6　熊果酸对 IL-6刺激后 231细胞 JAK2/STAT3通路

相关蛋白表达的影响

与 对 照 组 比 较 ，模 型 组 细 胞 中 p-JAK2/JAK2、p-

STAT3/STAT3 比值均显著升高（P＜0.05）；与模型组比

较，给药组细胞中 p-JAK2/JAK2、p-STAT3/STAT3比值均

有不同程度的下降趋势，但差异无统计学意义（P＞

0.05）。结果见表4、图5。

4　讨论
IL-6/JAK2/STAT3 通路是调控 EMT 的重要途径。

细胞因子 IL-6可由肿瘤微环境中的间质细胞及肿瘤细

A. 对照组 B. 模型组

C. 给药组

图3　熊果酸对231细胞侵袭能力影响的显微图（×100）

表2　熊果酸对 IL-6 刺激后 231 细胞中 EMT 标志物

mRNA表达影响的检测结果（n＝3）

组别

对照组

模型组

给药组

E-cad

1.001±0.055

0.518±0.090a

0.682±0.082b

MMP9

1.002±0.073

1.242±0.239

0.108±0.005b

MMP2

1.008±0.150

4.314±1.070a

1.048±0.506b

Vim

1.001±0.048

1.283±0.123a

0.965±0.093b

ALDH1A1

1.020±0.230

1.045±0.388

0.458±0.202b

CD44

1.019±0.247

1.365±0.128a

1.021±0.017b

a：与对照组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05

表3　熊果酸对 IL-6刺激后 231细胞中 EMT 标志物蛋

白表达影响的检测结果（n＝3）

组别

对照组

模型组

给药组

E-cad

1.000±0.170

0.821±0.006

1.095±0.007

MMP9

1.000±0.108

1.407±0.096a

1.071±0.100b

MMP2

1.000±0.046

1.254±0.022a

1.092±0.061

Vim

1.000±0.041

1.397±0.055a

1.076±0.069b

ALDH1A1

1.000±0.021

1.505±0.067a

1.102±0.129b

CD44

1.000±0.008

1.578±0.131a

1.288±0.146

a：与对照组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05

0 h

12 h

A. 对照组 B. 模型组 C. 给药组

图2　熊果酸对231细胞迁移能力影响的显微图（×100）
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胞本身分泌。研究表明，乳腺癌患者血清与组织中存在

高水平的 IL-6，与患者的生存、预后等呈负相关[14]。IL-6

与胞膜表面 IL-6R/gp130复合物结合，磷酸化下游 JAK2

与 STAT3后促进侵袭、迁移相关蛋白的转录与翻译，进

而诱导肿瘤侵袭、迁移及干性转变等恶性行为[15]。Jing

等[16]研究表明，Gprc5a-ko 小鼠中高水平的 IL-6可重新编

程肿瘤基因表达从而促进乳腺癌的肺转移，而敲除 IL-6

基因后几乎消除了肿瘤的肺转移。可见炎症因子 IL-6

与肿瘤侵袭、迁移等恶性行为是相互促进、相互依存的。

本次实验结果也表明，IL-6 能够诱导乳腺癌 231 细胞

EMT 进而诱发侵袭、迁移。

乳腺癌发生 EMT 时癌细胞失去极性与黏附性，并
且获得了间质特性。期间 MMP2、MMP9、Vim 等间质标
志分子表达增加，而上皮标志分子 E-cad 表达降低[17]。

CD44与 ALDH1A1常作为干性转变的标志分子，干性转
变与 EMT 的发生密切相关，处于 EMT 过程中的细胞也
具有干细胞特性，因此 CD44与 ALDH1A1也可作为监
测 EMT 发生的标志分子[18]。MMP2、MMP9属于基质金
属蛋白酶，能够水解细胞外基质；而 Vim 表达的增加赋
予细胞更强的变形能力；E-cad 表达降低使得细胞间的
紧密连接消失；上述细胞膜表面分子标志的表达改变易
于肿瘤细胞脱离原发病灶并向间质、血管及淋巴结转
移，从而产生肿瘤的远处转移及播散[19]。

本次研究结果显示，以 IL-6 50 ng/mL 作为刺激浓
度[13]，诱发乳腺癌 231细胞 EMT 过程，增强了细胞的侵
袭与迁移能力，诱导了乳腺癌细胞的恶性转变，间质标
志分子 MMP9、MMP2、Vim、ALDH1A1与 CD44等基因
或蛋白表达增加，上皮标志分子 E-cad 基因与蛋白表达
降低。而熊果酸具有广泛的抗肿瘤效应，此次研究也发
现熊果酸处理后能够抑制 JAK2/STAT3通路中 p-JAK2、

p-STAT3的表达，阻断上述间质标志物的转录与翻译，逆
转 EMT 过程，发挥抗肿瘤侵袭与迁移效应，这种效应与
其抑制 JAK2/STAT3信号通路的激活密不可分。

综上所述，熊果酸能够有效抑制 IL-6诱导的乳腺癌
细胞侵袭与迁移，上述作用可能与熊果酸能够抑制
JAK2/STAT3信号通路相关。
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