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蛇床子素对宫颈癌Ｈｅｌａ细胞凋亡的作用研究
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　　［摘要］　目的　探讨蛇床子素对人宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞增殖、凋亡的作用及可能的机制。方法　经不同浓度蛇床子素处理体外

培养的宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞，采用四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）法检测细胞增殖活性，流式细胞仪检测细胞凋亡率和细胞内活性氧（ＲＯＳ）

水平，半定量ＲＴＰＣＲ法检测Ｂｃｌ２和ＢａｘｍＲＮＡ的表达。结果　与对照组比较，不同浓度的蛇床子素均可明显抑制人宫颈癌

Ｈｅｌａ细胞增殖、诱导细胞凋亡，增高细胞内ＲＯＳ水平，降低Ｂｃｌ２／Ｂａｘ的表达比例，且具有一定的剂量依赖性。结论　蛇床子素

抑制人宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞增殖并促进细胞凋亡，与升高细胞ＲＯＳ水平、促进激活促凋亡因子Ｂａｘ的表达和抑制抗凋亡因子Ｂｃｌ２

的表达有关。
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　　蛇床子素（Ｏｓｔｈｏｌｅ）是从中药蛇床子中提取的一种香豆

素，其化学名称为７甲氧基８异戊烯基香豆素，具有多种药理

学和生物化学活性［１２］。现代研究表明，蛇床子素具有多种药

理学功能，不仅能保护肝脏、保护神经、抗骨质疏松、抗炎等，还

有较强的抗癌活性［２４］。目前为止关于蛇床子素在宫颈癌中的

研究较少，本研究以人宫颈癌细胞 Ｈｅｌａ为模型，观察蛇床子素

抗宫颈癌的作用，并探讨其可能的作用机制。

１　材料与方法

１．１　材料　人宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞购自中国科学院上海细胞生

物学研究所细胞库。蛇床子素购自上海诗丹德生物公司（纯度

９８％），用二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）配成２００ｍｍｏｌ／Ｌ 的贮存液；

ＲＰＭＩ１６４０培养基和胎牛血清购自美国Ｇｉｂｃｏ公司；四甲基偶

氮唑盐（ＭＴＴ）为 ＡＭＲＥＳＯ产品；ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ细胞凋亡和

细胞内活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）检测试剂盒购于

上海碧云天生物技术公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　细胞接种于ＲＰＭＩ１６４０培养液（含１０％胎

牛血清），置于３７℃、５％ＣＯ２ 细胞培养箱中培养。取对数生长

期细胞用于以下各实验。

１．２．２　ＭＴＴ法测定细胞增殖　取对数生长期细胞，调整细胞

浓度为５×１０４ 个／ｍＬ，接种于９６孔板中，每孔１００μＬ。２４ｈ

后按分组要求加入不同剂量的蛇床子素（２０、４０、８０、１２０、１６０、

２００μｍｏｌ／Ｌ），溶剂对照组加等体积的０．１％ＤＭＳＯ，同时设不

加细胞只加培养液的孔为空白对照（对照组）。终止培养前４ｈ

每孔加入１０μＬＭＴＴ。培养４ｈ后，吸弃上清液，每孔加入

１００μＬＤＭＳＯ溶解反应产物，在酶标仪上检测４９２ｎｍ的吸光

度值（犗犇）。抑制率计算如下：

抑制率＝（１－犗犇药物组／犗犇对照组）×１００％。

１．２．３　流式细胞仪检测细胞凋亡　将各处理组（蛇床子素

１００、１５０、２００μｍｏｌ／Ｌ）细胞用胰酶消化，离心收集细胞，ＰＢＳ洗

涤２次后用５００μＬＢｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ重悬细胞，并加入 Ａｎｎｅｘｉｎ

Ｖ和碘化丙啶（ＰＩ）轻轻混匀，室温避光孵育１５ｍｉｎ后，利用流

式细胞仪检测细胞凋亡。

１．２．４　ＤＣＦＨＤＡ 法观察细胞 ＲＯＳ水平　采用荧光探针

ＤＣＦＨＤＡ进行ＲＯＳ检测。取经蛇床子素处理４８ｈ后的 Ｈｅ

ｌａ细胞，胰酶消化后，用无血清培养基重悬，加入ＤＣＦＨＤＡ溶

液，３７℃孵育３０ｍｉｎ后利用流式细胞仪检测细胞的 ＲＯＳ

水平。
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１．２．５　ＲＴＰＣＲ法检测Ｂｃｌ２和ＢａｘｍＲＮＡ的表达　取经蛇

床子素处理４８ｈ后的Ｈｅｌａ细胞，用ＴＲＩｚｏｌ抽提细胞总ＲＮＡ，

逆转录为互补ＤＮＡ（ｃＤＮＡ），取适量ｃＤＮＡ为模板，ＰＣＲ法检

测Ｂｃｌ２和 ＢａｘｍＲＮＡ 的表达。以甘油醛３磷酸脱氢酶

（ＧＡＰＤＨ）作为内参，进行组间差异比较。引物如下：Ｂｃｌ２上

游引物为５′ＧＧＴＣＧＣＣＡＧＧＡＣＣＴＣＧＣＣＧＣ３′，下游引物

为５′ＡＧＴＣＧＴＣＧＣＣＧＧＣＣＴＧＧＣＧ３′；Ｂａｘ上游引物为

５′ＧＡＧＣＴＧＣＡＧＡＧＧＡＴＧＡＴＴＧＣ３′，下游引物为５′

ＡＧＣＣＣＡＡＣＡＧＣＣＧＣＴＣＣＣＧＧ３′；ＧＡＰＤＨ上游引物为

５′ＧＡＧＴＣＡ ＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴ３′，下游引物为５′

ＧＡＣＡＡＧＣＴＴＣＣＣＧＴＴＣＴＣＡＧ３′。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０统计软件进行数据分析，

计量资料以狓±狊表示，组间比较采用ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ检验，

以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　各组肿瘤细胞增殖率比较　通过 ＭＴＴ法观察不同浓度

蛇床子素对宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞增殖的影响，结果显示，蛇床子素

对宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞的增殖具有明显的抑制作用，蛇床子素各

剂量组与对照组比较，差异均有统计学意义（犘＜０．０５），而且

随药物浓度的增加，其抑制作用逐渐增强，见图１。

　　ａ：犘＜０．０５，ｂ：犘＜０．０１，与对照组比较。

图１　　蛇床子素处理后对 Ｈｅｌａ细胞增殖的作用

　 　 Ａ：对 照 组；Ｂ：１００ μｍｏｌ／Ｌ 组；Ｃ：１５０ μｍｏｌ／Ｌ 组；Ｄ：

２００μｍｏｌ／Ｌ组。

图２　　各处理组细胞的流式细胞仪检测结果

２．２　各组宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞凋亡率比较　ＡｎｎｅｘｉｎＶ和ＰＩ双

染各处理组细胞，流式细胞仪检测细胞凋亡。结果显示，１００

μｍｏｌ／Ｌ蛇床子素处理宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞４８ｈ后其凋亡率为

（４．４２±１．９４）％，与对照组（４．３４±０．２６）％比较，差异无统

计学意义（犘＞０．０５）；１５０μｍｏｌ／Ｌ和２００μｍｏｌ／Ｌ蛇床子素处

理宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞４８ｈ后其凋亡率分别为（９．６６±０．１２）％

和（４１．５１±０．３０）％，与对照组（４．３４±０．２６）％比较，差异有

统计学意义（犘＜０．０１），见图２。

２．３　各组 Ｈｅｌａ细胞ＲＯＳ水平比较　利用ＤＣＦＨＤＡ法观察

细胞ＲＯＳ水平，结果显示，１００、１５０、２００μｍｏｌ／Ｌ蛇床子素处

理组细胞内 ＲＯＳ为（１．２６±０．０４）％、（２．１５±０．１４）％和

（３．１２±０．４２）％，与对照组（１．００±０．０５）％比较，差异有统计

学意义（犘＜０．０５），见图３。

　　ａ：犘＜０．０５，ｂ：犘＜０．０１，与对照组比较。

图３　　各组 Ｈｅｌａ细胞ＲＯＳ水平比较

２．４　蛇床子素对宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞Ｂｃｌ２和ＢａｘｍＲＮＡ表达

的影响　蛇床子素处理４８ｈ后，ＲＴＰＣＲ 检测Ｂｃｌ２和Ｂａｘ

ｍＲＮＡ的表达，与对照组比较，各蛇床子素药物处理组Ｂｃｌ２

ｍＲＮＡ表达量下降，而ＢａｘｍＲＮＡ 表达量明显升高，Ｂｃｌ２／

Ｂａｘ比值显著下降，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见图４。

　　Ａ：对照组；Ｂ：１５０μｍｏｌ／Ｌ组；Ｃ：２００μｍｏｌ／Ｌ组；
ａ：犘＜０．０５，ｂ：

犘＜０．０１，与对照组比较。

图４　　ＲＴＰＣＲ测定各组 Ｈｅｌａ细胞Ｂｃｌ２和Ｂａｘ的表达

３　讨　　论

蛇床子素具有比较广谱的抗癌作用，对包括胃癌、乳腺癌、

黑色素瘤、肝癌、白血病、前列腺癌、肺癌等都具有较好的抗癌

活性［４９］。但对于蛇床子素在宫颈癌中的抗癌作用研究较少。

本研究对蛇床子素抗人宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞的作用进行了研究，

结果显示蛇床子素能有效地抑制人宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞增殖和诱

导肿瘤细胞凋亡。

ＲＯＳ是一类具有比分子氧更活泼的化学反应性的含氧

物，主要包括离子状态的超氧阴离子、羟根离子和非离子状态

的过氧化氢等。正常生理条件下生物体内存在着一套完善的
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氧化／抗氧化体系，可将 ＲＯＳ维持在一个稳定的范围内。当

ＲＯＳ过度产生，超过了机体抗氧化防御的能力，就会促使细胞

发生转化、导致恶性肿瘤的发生［１０１２］。近年来的研究发现，多

种临床应用的抗癌药物如三氧化二砷、烷化剂、多柔比星、紫杉

醇和喜树碱等，能通过诱导ＲＯＳ的大量增加来诱导肿瘤细胞

凋亡、抑制肿瘤细胞增殖，从而达到抗癌的目的［１０，１３１４］。Ｇｒｏｎ

ｉｎｇｅｒ等
［１５］用长春新碱（ｖｉｎｃｒｉｓｔｉｎｅ，ＶＣＲ）作用于初发急性淋巴

细胞性白血病（ＡＬＬ）患儿的骨髓白血病细胞和 ＡＬＬ细胞株

Ｊｕｒｋａｔ细胞。在ＶＣＲ作用的早期即可在Ｊｕｒｋａｔ细胞检测到

ＲＯＳ的存在，应用ＲＯＳ清除剂作用后，ＲＯＳ的产生被抑制，并

且Ｃａｓｐａｓｅ酶系活性降低，进而抑制Ｊｕｒｋａｔ细胞凋亡。但是，

蛇床子素能够通过诱导ＲＯＳ的增加来诱导宫颈癌细胞凋亡，

目前尚无研究报道。本研究结果显示，蛇床子素诱导宫颈癌

Ｈｅｌａ细胞凋亡与其诱导氧化应激、升高ＲＯＳ水平有关。

越来越多的研究显示，Ｂｃｌ２蛋白家族成员在细胞凋亡的

线粒体途径中起重要调控作用。Ｂｃｌ２家族包括两类功能相反

的蛋白质：抑制凋亡的蛋白（Ｂｃｌ２、ｂｃｌｘＬ）和诱导凋亡的蛋白

（Ｂａｘ、Ｂａｋ、Ｂｉｄ和Ｂｉｍ）
［１１］。Ｂｃｌ２和Ｂａｘ分别是Ｂｃｌ２家族中

最有代表性的抗凋亡蛋白和促凋亡蛋白。在凋亡发生过程中，

Ｂａｘ在某些凋亡相关因素的激活下，可从胞浆迁移至线粒体膜

上，Ｂａｘ形成线粒体膜通道，导致线粒体膜电位无法维系，膜的

完整性遭到破坏，从而导致细胞色素Ｃ释放，经过Ｃａｓｐａｓｅ活

化级联反应，最终导致凋亡发生。本研究发现，当蛇床子素作

用于宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞后，ＢａｘｍＲＮＡ的表达显著升高，而Ｂｃｌ

２ｍＲＮＡ的表达明显降低，提示蛇床子素通过诱导Ｂｃｌ２／Ｂａｘ

失衡，进而促发凋亡。

综上所述，蛇床子素通过影响宫颈癌细胞ＲＯＳ水平，打破

氧化还原平衡，从而改变线粒体膜通透性，促进激活促凋亡因

子Ｂａｘ，抑制抗凋亡因子Ｂｃｌ２，经过级联反应，诱导细胞凋亡。
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