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甘草苷对胃癌荷瘤小鼠免疫功能的调节作用及机制研究 Δ
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摘 要 目的 基于 Janus 激酶2（JAK2）/信号转导及转录激活蛋白3（STAT3）信号通路研究甘草苷（LIQ）对胃癌荷瘤小鼠免疫功

能的调节作用及机制。方法 皮下注射胃癌细胞 MFC 建立小鼠胃癌荷瘤模型，将造模成功的小鼠分为模型组（Model 组）、低剂量

LIQ 组（LIQ-L 组，20 mg/kg）、高剂量 LIQ 组（LIQ-H 组，40 mg/kg）、高剂量 LIQ+JAK2激活剂香豆霉素 A1组（LIQ-H+香豆霉素 A1

组，40 mg/kg LIQ+1 mg/kg香豆霉素A1），每组12只；另取12只不造模小鼠设为正常组（Normal组）。各组小鼠灌胃/腹腔注射相应

药物或生理盐水，每日给药 1次，连续 14 d。末次给药后，测定小鼠胃癌肿瘤的体积、质量以及脏器指数；检测外周血中 CD4+、

CD8+T 淋巴细胞百分率；观察胃癌肿瘤组织病理形态学变化；检测胃癌肿瘤组织中 JAK2/STAT3信号通路相关蛋白和白细胞介素

6（IL-6）蛋白表达水平。结果 与 Normal 组相比，Model 组小鼠胸腺指数、脾脏指数、外周血中 CD8+T 淋巴细胞百分率均显著升高

（P＜0.05），外周血中 CD4+T 淋巴细胞百分率显著降低（P＜0.05）。与 Model 组相比，LIQ-L 组、LIQ-H 组小鼠上述指标均显著逆转

（P＜0.05），胃癌肿瘤的体积、质量以及肿瘤组织中 JAK2、STAT3蛋白的磷酸化水平和 IL-6蛋白的表达水平均显著降低（P＜

0.05），且LIQ的作用具有剂量依赖性（P＜0.05）；肿瘤组织细胞出现不同程度的排列疏松、空泡化、分布不均匀等情况。加入 JAK2

激活剂香豆霉素A1减弱了LIQ对胃癌荷瘤小鼠免疫功能的改善作用和对胃癌肿瘤的抑制作用（P＜0.05）。结论 LIQ可通过抑制

JAK2/STAT3信号通路，改善胃癌荷瘤小鼠的免疫功能，从而发挥抗肿瘤作用。
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ABSTRACT OBJECTIVE To study the regulation effects and mechanism of liquiritin （LIQ） on immune function in gastric 

cancer-bearing mice based on the Janus kinase 2 （JAK2）/signal transducer and activator of transcription 3 （STAT3） pathway. 
METHODS Gastric cancer cells MFC were injected subcutaneously to establish gastric cancer-bearing model of mice. The model 

mice were divided into model group， LIQ low-dose group （LIQ-L group， 20 mg/kg）， LIQ high-dose group （LIQ-H group， 40  

mg/kg）， and high-dose LIQ+JAK2 activator coumermycin A1 group （LIQ-H+coumermycin A1 group， 40 mg/kg LIQ+1 mg/kg 

coumermycin A1）， with 12 mice in each group. Another 12 mice without modeling were set as normal group. Mice in each group 

were given the corresponding drug or normal saline by intragastric administration/intraperitoneal injection， once a day， for 

consecutive 14 days. After the last administration， the volume and mass of gastric cancer tumor and organ index were measured. 

The percentages of CD4+ and CD8+T lymphocytes were detected in peripheral blood. The histopathological morphology of gastric 

cancer tumor tissues was observed， and the expression levels 

of JAK2/STAT3 signaling pathway-related proteins and 

interleukin-6 （IL-6） protein in gastric cancer tumor tissues 

were detected. RESULTS Compared with the normal group， 

the thymus index， spleen index， and the percentage of CD8+T 

lymphocyte in the peripheral blood of mice were obviously 
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increased in model group （P＜0.05）， while the percentage of CD4+T lymphocyte in the peripheral blood were decreased （P＜0.05）. 

Compared with model group， the above indexes in LIQ-L group and LIQ-H group were significantly reversed （P＜0.05）， while the 

volume and mass of gastric cancer tumor， the phosphorylation levels of JAK2 and STAT3 protein and the expression level of IL-6 

protein were significantly decreased in tumor tissue （P＜0.05）， and the effect of LIQ was in a dose-dependent manner （P＜0.05）； 

the tumor cells showed varying degrees of loose arrangement， vacuolization， and uneven distribution. JAK2 activator coumermycin 

A1 weakened the improvement effect of LIQ on the immune function of gastric cancer-bearing mice and its inhibitory effect on 

gastric cancer tumors （P＜0.05）. CONCLUSIONS LIQ can improve the immune function of gastric cancer-bearing mice by 

inhibiting the activation of JAK2/STAT3 signaling pathway， thus playing an anti-tumor role.

KEYWORDS liquiritin； JAK2/STAT3 signaling pathway； gastric cancer； immune function

胃癌是源自胃黏膜上皮细胞的消化道恶性肿瘤，数

据显示，每年因胃癌死亡的人数占因癌死亡人数的

7.7%[1―2]。胃癌发病隐匿，进展较快，多数患者在入院治

疗时已发展到进展期，且手术治疗后复发率较高[3]。人

体的免疫系统能够对肿瘤抗原进行识别，一旦免疫系统

受到损伤，则可促进肿瘤的发生发展[4]。近年来，中医药

治疗肿瘤受到越来越广泛的关注，其能够提高机体免疫

能力，抑制肿瘤进展，且具有较好的安全性[5]。

甘草苷（liquiritin，LIQ）是甘草的主要活性成分之

一，具有抗肿瘤、抗炎、抗菌、保护神经和保护胃黏膜等

作用[6]。相关研究发现，甘草提取物（主要含 LIQ）能够

增强白羽肉鸡的免疫功能[7]。然而，目前还未有研究报

道 LIQ 对胃癌患者免疫功能的调节作用。Janus 激酶 2

（Janus kinase 2，JAK2）/信号转导及转录激活蛋白3（signal 

transducer and activator of transcription 3，STAT3）信号通

路可调节淋巴细胞增殖、巨噬细胞极化和免疫细胞因子

分泌，调节机体的免疫功能，进而影响肿瘤进展[8]。刘建

波等[9]研究发现，虫草素可有效抑制肺癌大鼠放射性治

疗免疫损伤，其作用机制可能与抑制 JAK2/STAT3信号

通路有关。李智鹏等[10]研究发现，JAK2/STAT3信号通

路抑制剂 AG490不仅能够抑制 M2样巨噬细胞中 JAK2/

STAT3信号通路相关蛋白表达，还能抑制胃癌细胞的增

殖、迁移和侵袭，并诱导胃癌细胞凋亡。可见，下调

JAK2/STAT3信号通路活性可调节免疫功能，进而阻碍

胃癌进展。基于此，本研究拟建立胃癌荷瘤小鼠模型，

基于 JAK2/STAT3信号通路探究 LIQ 对胃癌荷瘤小鼠免

疫功能的调节作用及机制，以期为胃癌的临床治疗提供

参考。

1　材料

1.1　主要仪器

本研究所用的主要仪器包括 CytoFLEX 型流式细胞

仪（美国 Beckman Coulter 公司）、BOX F3型凝胶成像分

析系统（英国 Syngene 公司）、Megafuge ST4F Plus 型离

心机（美国 Thermo Fisher Scientific 公司）、DYCZ-25D 型

电泳仪（北京六一生物科技有限公司）、HistoCore 型组织

切片机（德国 Leica 公司）、FA3204D 型电子天平（上海大

普仪器有限公司）。

1.2　主要药品与试剂

LIQ 对 照 品（纯 度≥98%，批 号 111610-201908）、

RPMI 1640培养基（批号11875119）均购自美国 Gibco 公

司；JAK2激活剂香豆霉素 A1对照品（批号4434-05-3，纯

度≥95%）购自翌圣生物科技（上海）股份有限公司；苏

木素-伊红（HE）染色试剂盒（批号 C0105S）购自上海碧

云天生物技术有限公司；兔抗鼠 CD4+、CD8+多克隆抗体

（批号分别为234686、852496）均购自美国 eBioscience 公

司；兔源 JAK2、磷酸化 JAK2（p-JAK2）、STAT3、磷酸化

STAT3（p-STAT3）、白细胞介素6（interleukin-6，IL-6）、甘

油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶（GAPDH）一 抗（批 号 分 别 为

ab390539、ab195055、ab238058、ab163518、ab548265、

ab37168）和羊抗兔免疫球蛋白 G 二抗（批号 ab542875）

均购自美国 GeneTex 公司。

1.3　动物

本研究所用动物为 SPF 级健康 KM 小鼠，共 72只，

雌雄各半，体重 18～22 g，由四川省人民医院实验动物

研究所提供，动物生产许可证号为 SCXK（川）2023-

0015。将小鼠置于温度22～24 ℃、相对湿度40%～60%

的动物房中进行饲养，雌雄小鼠分开饲养并自由摄食、

饮水。本研究通过了达州中医药职业学院伦理委员会

的批准（批准号为2023-0853）。

1.4　细胞

小鼠胃癌细胞株 MFC 由中国科学院典型培养物保

藏委员会细胞库提供。
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2　方法

2.1　细胞培养

将 MFC 细 胞 复 苏 后 接 种 于 含 10% 胎 牛 血 清 的

RPMI 1640 培养基中，在常规条件的细胞培养箱中培

养，适时进行换液和传代。取传代 3 次以上的对数期

MFC 细胞进行造模。

2.2　胃癌荷瘤小鼠模型的建立

调整对数期 MFC 细胞的密度为 1.5×106个/mL，在

无菌环境下，随机选取60只小鼠，消毒后，经右侧腋下皮

下注射 MFC 细胞悬液0.2 mL/只。1周后，当观察到小鼠

右侧腋下出现约0.5 cm 的瘤状凸起时，说明胃癌荷瘤小

鼠模型构建成功[11]。

2.3　动物分组与给药

将造模成功的 48 只小鼠随机分为模型组（Model

组）、低剂量 LIQ 组（LIQ-L 组）、高剂量 LIQ 组（LIQ-H

组）、高 剂 量 LIQ+JAK2 激 活 剂 香 豆 霉 素 A1 组（LIQ-

H+香豆霉素 A1 组），每组 12 只。另取 12 只小鼠，在

造模部位注射等体积生理盐水，设为正常组（Normal

组）。当造模小鼠肿瘤生长至 100 mm3 时开始给药，

LIQ-L 组、LIQ-H 组大鼠分别按 20、40 mg/kg 灌胃 LIQ

溶液 [12]，并腹腔注射等体积生理盐水；LIQ-H+香豆霉

素 A1 组大鼠在灌胃 40 mg/kg LIQ 溶液的基础上腹腔

注射 1 mg/kg 香豆霉素 A1 溶液 [13]；Normal 组、Model 组

大 鼠 灌 胃 并 腹 腔 注 射 等 体 积 生 理 盐 水；每 日 给 药 1

次，连续 14 d。

2.4　胃癌肿瘤的体积、质量、抑制率以及脏器指数测定

末次给药后，小鼠进行眼眶取血，血样置于冷凝管

中并进行抗凝处理，于－80 ℃冰箱中冻存。之后脱颈

处死所有小鼠，解剖剥离其胃癌肿瘤以及胸腺、脾脏

等，采用电子天平称重并记录，并计算肿瘤抑制率[肿

瘤抑制率＝（模型组肿瘤质量－给药组肿瘤质量）/模

型组肿瘤质量×100%]、胸腺（脾脏）指数[胸腺（脾脏）

指数＝胸腺（脾脏）质量/体重]。另外，使用游标卡尺测

量肿瘤的长径（a）和短径（b），然后计算肿瘤体积（肿瘤

体积＝a×b2×0.5）。

2.5　外周血中CD4+、CD8+T淋巴细胞百分率检测

采用流式细胞术检测。取小鼠经抗凝处理的外周

血加入兔抗鼠 CD4+、CD8+抗体，4 ℃下避光孵育；加入红

细胞裂解液，离心取细胞沉淀，加入磷酸盐缓冲液重悬

并洗涤；再次离心，取细胞沉淀置于流式管中，上流式细

胞仪检测外周血中 CD4+、CD8+T 淋巴细胞百分率。

2.6　胃癌肿瘤组织病理形态学观察

采用 HE 染色法观察。每组随机选取6只小鼠的肿

瘤组织，使用多聚甲醛进行固定，并制备组织切片，经

HE 常规染色后，观察小鼠肿瘤组织的病理形态学特征。

2.7　胃癌肿瘤组织中 JAK2、STAT3、p-JAK2、p-STAT3

和 IL-6蛋白表达检测

采用 Western blot 法检测。每组选取 6只小鼠的肿

瘤组织适量，加入 RIPA 裂解液提取组织中总蛋白；经变

性、电泳、转膜、封闭后，加入 JAK2、STAT3、p-JAK2、p-

STAT3、IL-6、GAPDH一抗稀释液（稀释度均为1∶1 000），

4 ℃下孵育过夜；洗膜后，加入二抗（稀释度1∶4 000），室

温继续孵育 2 h；经 ECL 显色、曝光后，采用凝胶成像分

析系统进行成像，采用 Image J 软件测定条带灰度值。

以目的蛋白条带灰度值与内参（GAPDH）蛋白条带灰度

值的比值表示目的蛋白的表达水平，以 p-JAK2/JAK2、p-

STAT3/STAT3 比 值 表 示 JAK2、STAT3 蛋 白 的 磷 酸 化

水平。

2.8　统计学方法

采用 GraphPad Prism7.0软件进行统计分析。计量

资料以 x±s 表示，多组间比较采用单因素方差分析，进

一 步 的 组 间 两 两 比 较 采 用 LSD-t 检 验 。 检 验 水 准

α＝0.05。

3　结果

3.1　LIQ对胃癌小鼠的肿瘤体积、质量和抑制率的影响

与 Model 组相比，LIQ-L 组、LIQ-H 组小鼠胃癌肿瘤

体积、肿瘤质量均显著减小/降低，且具有剂量依赖性

（P＜0.05）。与 LIQ-H 组相比，LIQ-H+香豆霉素 A1组小

鼠胃癌肿瘤体积、肿瘤质量均显著增大/升高（P＜0.05），

肿瘤抑制率降低。结果见表1。

3.2　LIQ对胃癌小鼠脏器指数的影响

与 Normal 组相比，Model 组小鼠胸腺指数、脾脏指

数均显著升高（P＜0.05）。与 Model 组相比，LIQ-L 组、

LIQ-H 组小鼠胸腺指数、脾脏指数均显著降低，且具有

剂量依赖性（P＜0.05）。与 LIQ-H 组相比，LIQ-H+香豆

表1　各组小鼠肿瘤体积、肿瘤质量和肿瘤抑制率比较

（x±s，n＝12）

组别
Model 组
LIQ-L 组
LIQ-H 组
LIQ-H+香豆霉素 A1 组

肿瘤体积/mm3

1 286.54±84.25

935.42±53.80a

572.69±38.44ab

818.73±50.36c

肿瘤质量/mg

1.43±0.18

0.96±0.08a

0.52±0.09ab

0.86±0.09c

肿瘤抑制率/%
－

32.87

63.64

39.86

a：与Model组相比，P＜0.05；b：与LIQ-L组相比，P＜0.05；c：与

LIQ-H组相比，P＜0.05。
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霉素 A1 组小鼠胸腺指数、脾脏指数均显著升高（P＜

0.05）。结果见表2。

3.3　LIQ对胃癌小鼠肿瘤组织病理形态学变化的影响

Model 组小鼠胃癌肿瘤组织细胞排列紧密，分布均

匀。LIQ-L 组、LIQ-H 组小鼠胃癌组织肿瘤细胞出现不

同程度的排列疏松、空泡化、分布不均匀等情况；其中，

LIQ-H 组小鼠的肿瘤细胞空泡化严重、数量减少、排列

紊乱程度更大，且出现坏死区域。与 LIQ-H 组相比，

LIQ-H+香豆霉素 A1组小鼠肿瘤细胞增多且分布紧密，

坏死区域减少。结果见图1。

3.4　LIQ 对胃癌小鼠外周血中 CD4+、CD8+T 淋巴细胞

百分率的影响

与 Normal 组相比，Model 组小鼠外周血中 CD4+T 淋

巴细胞百分率显著降低（P＜0.05），CD8+T 淋巴细胞百分

率 显 著 升 高（P＜0.05）。与 Model 组 相 比，LIQ-L 组、

LIQ-H 组小鼠外周血中上述指标变化显著逆转，且具有

剂量依赖性（P＜0.05）。与 LIQ-H 组相比，LIQ-H+香豆

霉素 A1组小鼠外周血中 CD4+T 淋巴细胞百分率显著降

低（P＜0.05），CD8+T 淋 巴 细 胞 百 分 率 显 著 升 高（P＜

0.05）。结果见表2、图2。

3.5　LIQ 对胃癌小鼠肿瘤组织中 JAK2/STAT3信号通

路相关蛋白和 IL-6蛋白表达的影响

与 Model 组相比，LIQ-L 组、LIQ-H 组小鼠肿瘤组织

中 JAK2、STAT3蛋白的磷酸化水平和 IL-6蛋白的表达

水平均显著降低，且具有剂量依赖性（P＜0.05）。与

LIQ-H 组相比，LIQ-H+香豆霉素 A1组小鼠肿瘤组织中

JAK2、STAT3蛋白的磷酸化水平和 IL-6蛋白的表达水平

均显著升高（P＜0.05）。结果见表3、图3。

表2　各组小鼠胸腺指数、脾脏指数及外周血中 CD4+、

CD8+T淋巴细胞百分率比较（x±s，n＝12）

组别

Normal 组

Model 组

LIQ-L 组

LIQ-H 组

LIQ-H+香豆霉素 A1 组

胸腺指数/

（mg/g）

0.40±0.04

1.01±0.11a

0.81±0.08b

0.52±0.05bc

0.78±0.08d

脾脏指数/

（mg/g）

5.62±0.54

9.04±0.82a

7.65±0.77b

5.87±0.61bc

7.72±0.78d

CD4+T 淋巴细胞
百分率/%

34.86±3.94

14.23±1.68a

20.45±1.97b

31.08±2.84bc

21.60±2.13d

CD8+T 淋巴细胞
百分率/%

11.36±1.20

29.74±2.55a

22.40±2.03b

13.28±1.52bc

23.68±2.37d

a：与Normal组相比，P＜0.05；b：与Model组相比，P＜0.05；c：与

LIQ-L组相比，P＜0.05；d：与LIQ-H组相比，P＜0.05。

A. Model 组 B. LIQ-L 组

C. LIQ-H 组 D. LIQ-H+香豆霉素 A1组

注：箭头所指为坏死的肿瘤细胞。

图1　各组小鼠胃癌肿瘤组织病理形态学变化的 HE 染

色图
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图2　各组小鼠外周血中 CD4+、CD8+T 淋巴细胞百分率

检测的流式细胞图

表3　各组小鼠肿瘤组织中 JAK2/STAT3信号通路相关

蛋白和 IL-6蛋白表达水平比较（x±s，n＝6）

组别
Model 组
LIQ-L 组
LIQ-H 组
LIQ-H+香豆霉素 A1 组

p-JAK2/JAK2

0.84±0.08

0.65±0.07a

0.34±0.03ab

0.60±0.06c

p-STAT3/STAT3

0.79±0.08

0.54±0.05a

0.31±0.03ab

0.49±0.05c

IL-6/GAPDH

0.87±0.09

0.71±0.07a

0.45±0.05ab

0.67±0.07c

a：与Model组相比，P＜0.05；b：与LIQ-L组相比，P＜0.05；c：与

LIQ-H组相比，P＜0.05。
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4　讨论

研究发现，肿瘤的进展与免疫抑制和炎症微环境密

切 相 关[14]。本 研 究 建 立 了 胃 癌 荷 瘤 小 鼠 模 型，发 现

Model 组小鼠外周血中 CD4+T 淋巴细胞百分率降低，

CD8+T 淋巴细胞百分率、胸腺指数、脾脏指数升高，说明

模型小鼠处于一定的免疫抑制状态。

LIQ 是豆科植物甘草的主要活性成分，具有价格经

济、来源广泛、毒副作用较小的优势，被广泛应用于各种

疾病的治疗中，其抗肿瘤活性也逐渐受到关注[15]。Wang

等[16]研究发现，LIQ 能够通过调控活性氧介导的丝裂原

活化蛋白激酶/蛋白激酶 B/核因子 κB 信号通路诱导肝

癌 HepG2细胞凋亡和周期阻滞。邓溪川等[12]研究发现，

LIQ 能够在体内外对口腔鳞状细胞癌产生抗癌效果，其

作用机制可能与抑制磷脂酰肌醇激酶/蛋白激酶 B/哺乳

动物雷帕霉素靶蛋白信号通路的过度激活有关。本研

究发现，胃癌荷瘤小鼠经 LIQ 干预后，其胃癌肿瘤的体

积和质量、胸腺指数、脾脏指数以及外周血中 CD8+T 淋

巴细胞百分率均减小/下降，CD4+T 淋巴细胞百分率升

高，且胃癌组织肿瘤细胞出现不同程度的排列疏松、空

泡化、分布不均匀等情况。这说明 LIQ 可通过改善免疫

器官的功能，达到抗肿瘤的目的。

JAK2/STAT3信号通路是调节肿瘤发生发展的关键

信号通路，关系着肿瘤细胞的凋亡和生长，并参与肿瘤

炎症微环境和免疫功能的调节。在肿瘤微环境中，IL-6

作为炎症因子可激活 JAK2，进一步使 STAT3磷酸化，磷

酸化的 STAT3入核与相应基因结合，诱导一系列基因的

表达[17—18]。刘贵廷等[19]研究发现，抑制 JAK2/STAT3 信

号通路可降低肺癌细胞的活力，诱导肺癌细胞凋亡，并

降低免疫逃逸相关因子的表达。张伟等[20]研究发现，白

皮杉醇可以抑制胆囊癌细胞 GBC-SD 的增殖、迁移和侵

袭，并诱导细胞凋亡，其作用机制可能与抑制 JAK2/

STAT3 信号通路有关。本研究发现，胃癌荷瘤小鼠经

LIQ 干预后，其胃癌肿瘤组织中 JAK2、STAT3蛋白的磷

酸化水平和 IL-6蛋白的表达水平均降低。进一步采用

JAK2激活剂香豆霉素 A1进行验证发现，香豆霉素 A1

减弱了 LIQ 对胃癌荷瘤小鼠免疫功能的改善作用和对

胃癌肿瘤的抑制作用。

综上所述，LIQ 可通过抑制 JAK2/STAT3信号通路，

改善胃癌荷瘤小鼠的免疫功能，从而发挥抗肿瘤作用。

本研究也存在一些不足：一是未连续观察肿瘤体积的变

化趋势，二是机制研究不完善，未来需要继续深入探讨。
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