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木皂苷通过降低Ａｋｔ／ＮＦκＢ通路抑制

ＨｅＬａ细胞的增殖并促进其凋亡


段海霞，李东红△，暴　蕾，李　欢，高红敏

（陕西省西安市第四医院妇产科　７１０００４）

　　［摘要］　目的　探讨!

木皂苷对人宫颈癌 ＨｅＬａ细胞增殖和凋亡的影响。方法　以体外培养的人宫颈癌 ＨｅＬａ细胞为研究

对象，实验分为阴性对照组和
!

木皂苷组（５０、１００、２００μｇ／ｍＬ）共４组，分别给予ＲＰＭＩ１６４０培养液和!

木皂苷（５０、１００、２００μｇ／

ｍＬ）处理。２４、４８和７２ｈ后，分别收集各组细胞，采用 ＭＴＴ法检测细胞的增殖情况，流式细胞仪检测细胞凋亡，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技

术测定细胞内蛋白（ｐＡｋｔ１、ｐＩкＢα、ＮＦκＢｐ６５、Ｂｃｌ２和Ｃａｓｐａｓｅ３）表达水平。结果　!

木皂苷呈时间剂量依赖性地抑制ＨｅＬａ细

胞的增殖，并增加其凋亡水平。另外，
!

木皂苷显著降低 Ａｋｔ１和ＩкＢα的磷酸化水平，减少 ＮＦκＢ（亚基ｐ６５）和Ｂｃｌ２的蛋白表

达，相反却显著增加Ｃａｓｐａｓｅ３的含量。结论　!

木皂苷通过降低 Ａｋｔ／ＮＦκＢ信号通路的活性抑制宫颈癌 ＨｅＬａ细胞的增殖并

促进其凋亡。
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　　宫颈癌严重威胁着广大妇女的健康
［１］。目前，该病主要以

手术与放射治疗为主要治疗措施［２］，但中晚期患者的疗效很

差，因此，积极寻找高效抗肿瘤药物具有重要的临床价值。
!

木自古就有医用之说，研究表明
!

木总苷具备了抗氧化、正性

肌力、保护心肌、抗肿瘤、抗病毒等积极作用，在免疫、血液、心

血管、神经等系统疾病中均有良好的疗效［３］。但
!

木总苷在宫

颈癌中的作用尚不明确。以往研究认为，Ａｋｔ／ＮＦκＢ信号通

路在癌症的发生、发展中发挥着重要的作用［４５］。其中，ＮＦκＢ

一类核转录调控因子，广泛地参与免疫应激、生长分化、细胞增

殖及凋亡等生理病理过程中［６］。那么，
!

木皂苷对宫颈癌的作

用是否与Ａｋｔ／ＮＦκＢ信号通路有关呢？本研究以体外培养的

人宫颈癌 ＨｅＬａ细胞株为研究对象，观察了!

木皂苷对其增殖

和凋亡的影响及与 Ａｋｔ／ＮＦκＢ信号通路的关系，旨在深入挖

掘宫颈癌的治疗靶点。

１　材料与方法

１．１　材料　ＨｅＬａ细胞（由西安交通大学医学院实验医学中

心提供）；
!

木皂苷（由西京医院药剂科提供）；ＲＰＭＩ１６４０培

养基（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；ＤＭＳＯ（天津巴斯夫化工有限公司）；

ＭＴＴ（Ａｍｒｅｓｓｃｏ公司）；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ荧光试剂盒（晶美生

物技术有限公司）；ｐＡｋｔ１、ｐＩкＢα和ＮＦκＢｐ６５抗体（Ａｂｃａｍ公

司）；Ｂｃｌ２、Ｃａｓｐａｓｅ３和ＧＡＰＤＨ抗体（ＣｅｌｌＡｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｉｎｃ．，

Ｗｉｌｔｓｈｉｒｅ，ＵＫ）。

１．２　方法

１．２．１　Ｈｅｌａ细胞培养　将 ＨｅＬａ细胞细胞培养基放置于

３７℃、５％的饱和湿度条件下培养。待 ＨｅＬａ细胞贴壁生长

后，取用对数生长期的细胞用于实验。

１．２．２　ＨｅＬａ细胞的生长抑制检测　取处于对数生长期的

ＨｅＬａ细胞，设空白对照组（不加细胞只加等量的培养液）、阴

性对照孔（Ｂｌａｎｋ，不加!

木皂苷而加等量的培养液）和
!

木皂

苷实验组，实验组加入不同浓度的
!

木皂苷１００μＬ，使其终浓

度分别为５０、１００、２００μｇ／ｍＬ。分别于２４、４８、７２ｈ后取出培

养板，新配制的５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ液每次加入２０μＬ，３７℃避光

孵育４ｈ后终止培养。去除９６孔板中的上清液，每孔加入

ＤＭＳＯ１５０μＬ，并置于摇床上低速振摇１０ｍｉｎ，于４９０ｎｍ测
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吸光度（犗犇）值，依据公式计算细胞抑制率＝（１－实验组犗犇

值／对照组犗犇值）×１００％。

１．２．３　ＨｅＬａ细胞凋亡检测　阴性对照组和!

木皂苷组（５０、

１００和２００μｇ／ｍＬ）ＨｅＬａ细胞分别用ＲＰＭＩ１６４０培养液相应

浓度的药物处理，于培养箱内继续培养２４、４８和７２ｈ后，分别

收集各组细胞，以２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，洗涤３次，加入５００

μＬ的ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ悬浮细胞，调节细胞密度为１×１０
６ 个／

ｍＬ，取１００μＬ细胞，分别加入ＰＩ和ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ，混匀后

室温避光１５ｍｉｎ，用流式细胞仪检测细胞凋亡情况。

１．２．４　蛋白表达检测　阴性对照组和!

木皂苷组（５０、１００和

２００μｇ／ｍＬ）ＨｅＬａ细胞分别用相应浓度的药物处理，于培养箱

内继续培养４８ｈ后，收集细胞，以ＢＣＡ法测定蛋白浓度。将

５０μｇ蛋白与加样缓冲液混合，经凝胶电泳分离，再电转移到

ＰＶＤＦ膜上。孵育一抗和二抗，用ＥＣＬ发光法显色，曝光、显

影、定影。以ＧＡＰＤＨ作为内参照。条带用薄层扫描仪扫描，

再运用软件分析各条带灰度值，计算各蛋白（ｐＡｋｔ１、ｐＩкＢα、

ＮＦκＢｐ６５、Ｂｃｌ２和Ｃａｓｐａｓｅ３）的相对含量。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行分析处理，

本实验所有数据用狓±狊表示，组间两两比较采用狋检验，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　!

木皂苷抑制 ＨｅＬａ细胞的增殖　!

木皂苷组在不同的

作用时间点（２４、４８、７２ｈ）和不同的浓度（５０、１００、２００μｇ／ｍＬ）

时对 ＨｅＬａ细胞生长均有抑制作用。以２４ｈ和４８ｈ分别作对

照，同一浓度的
!

木皂苷对 ＨｅＬａ细胞生长的抑制率随着时间

的延长而提高。以５０、１００μｇ／ｍＬ分别作对照，同一时间的!

木皂苷对 ＨｅＬａ细胞生长的抑制率随着浓度的升高而提高。

实验结果表明
!

木皂苷对 ＨｅＬａ细胞生长的抑制作用具有明

显的时间剂量依赖性（表１）。

２．２　!

木皂苷促进 ＨｅＬａ细胞的凋亡　!

木皂苷组在不同的

作用时间点（２４、４８、７２ｈ）和不同的浓度（５０、１００、２００μｇ／ｍＬ）

时均能够明显增加 ＨｅＬａ细胞的凋亡。以２４ｈ和４８ｈ分别作

对照，同一浓度的
!

木皂苷对 ＨｅＬａ细胞凋亡的促进作用随着

时间的延长而提高。以５０、１００μｇ／ｍＬ分别作对照，同一时间

的
!

木皂苷对 ＨｅＬａ细胞凋亡的促进作用随着浓度的升高而

提高。实验结果表明
!

木皂苷对 ＨｅＬａ细胞凋亡的影响也具

有明显的时间剂量依赖性（表２）。

表１　　!

木皂苷对 ＨｅＬａ细胞增殖抑制率的

　　影响（狓±狊，狀＝６，％）

组别
浓度

（μｇ／ｍＬ）
２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

阴性对照组 ０ ０ ０ ０

!

木皂苷组 ５０ ２０．３５±２．２１ ２８．５６±１．６９ ３５．２９±３．２１＃

１００ ３６．４８±２．６５ ４１．１７±２．１５△ ５０．１５±２．６１"

２００ ５３．６１±３．１８ ５９．２４±３．１２ ６５．６９±３．３９＃

　　：犘＜０．０５，△：犘＜０．０１，与同浓度２４ｈ比较；＃：犘＜０．０５，"：

犘＜０．０１，与同浓度４８ｈ比较。

２．３　!

木皂苷抑制 ＨｅＬａ细胞中的 Ａｋｔ／ＮＦκＢ信号通路　

根据上述
!

木皂苷对 ＨｅＬａ细胞增殖和凋亡的影响，本研究选

择４８ｈ作为深入观察!

木皂苷作用机制的合适时间点。经不

同浓度的
!

木皂苷孵育 ＨｅＬａ细胞４８ｈ后，作者发现Ａｋｔ１和

ＩкＢα的磷酸化水平随着!

木皂苷浓度的升高而逐渐降低，同

时ＮＦκＢ（亚基ｐ６５）和Ｂｃｌ２的蛋白表达也随着!

木皂苷浓度

的升高而逐渐降低，相反Ｃａｓｐａｓｅ３的含量则随着!

木皂苷浓

度的升高而逐渐升高。实验结果表明
!

木皂苷通过降低Ａｋｔ／

ＮＦκＢ信号通路而抑制ＨｅＬａ细胞增殖，并增加其凋亡（表３）。

表２　　!

木皂苷对 ＨｅＬａ细胞凋亡的影响（狓±狊，狀＝６，％）

组别
浓度

（μｇ／ｍＬ）
２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

空白对照组 ０ ２．５１±０．６８ ２．６７±０．５９ ２．８３±０．７３

!

木皂苷组 ５０ １４．２５±１．７５ １９．８２±１．４５ ２３．７２±２．１１＃

１００ ２３．１８±１．０６ ２７．０４±１．８５△ ３３．０２±１．９８"

２００ ３２．２９±１．１７ ３６．３２±１．１１ ４０．５２±１．１９＃

　　：犘＜０．０５，△：犘＜０．０１，与同浓度２４ｈ比较；＃：犘＜０．０５，"：犘

＜０．０１，与同浓度４８ｈ比较。

表３　　条带的灰度值统计（４８ｈ，狓±狊，狀＝６，％，ＧＡＰＤＨ）

检测蛋白 阴性对照组
!

木皂苷组（μｇ／ｍＬ）

５０ １００ ２００

ＧＡＰＤＨ（３７×１０３） １００．１１±１．０８ １０２．１６±１．３２ １０１．３８±１．０９ １０３．０３±１．５７

ｐＡｋｔ１（５６×１０３） ５０．６８±１．８７ ４０．４１±１．８５△ ２９．９１±１．２９" １１．４２±１．６６◇

ｐＩкＢα（４０×１０３） ４４．１５±１．６３ ３３．１８±１．９６△ ２１．７２±２．０５" １０．２２±１．３７◇

ＮＦκＢｐ６５（６５×１０３） ４６．２８±１．０６ ３１．４６±１．５７△ ２２．６２±１．０９" １３．５５±１．４９◇

Ｂｃｌ２（３０×１０３） ３６．７９±１．３９ ２３．７１±０．９３△ １８．７２±０．６６" ９．８２±０．３７◇

Ｃａｓｐａｓｅ３（３４×１０３） ５．０２±０．２４ ９．０８±０．７５△ １５．２６±０．７５" ２４．７９±０．８４◇

　　△：犘＜０．０１，与阴性对照组比较；"：犘＜０．０１，与５０μｇ／ｍＬ!

木皂苷组比较；◇：犘＜０．０１，与１００μｇ／ｍＬ!

木皂苷组比较。

３　讨　　论

宫颈癌是妇产科常见的恶性肿瘤之一，每年约２０万女性

死于该病［７］。发展中国家的宫颈癌属多发妇科肿瘤，位居榜

首［８９］。每年中国新发病例为２５万，西北地区病死率最高。宫

颈癌向邻近组织和器官蔓延，下至阴道穹窿及阴道壁，上侵子

宫体，两侧可犯盆腔组织，前可到膀胱，后可达直肠，晚期甚至

可转移到全身淋巴结［１０］。手术和放射治疗是目前最主要的治

疗手段，但中晚期治愈率很低，解决这一难题是目前的热

点［１１］。寻找高效低毒抗肿瘤药物具有重要应用价值。

!

木皂苷提自
!

木，属五加科植物。全球共４０余种五加
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科
!

木属植物，分布于亚洲及北美洲。中国现有３０余种，主要

分布于东北地区，许多种类可为药用。
!

木做为食材自古就

有。现代研究发现，
!

木总苷具备抗氧化、正性肌力、保护心

肌、抗肿瘤、抗病毒等功效，对于免疫、血液、心血管及神经等系

统疾病均有较好的治疗作用。药理实验研究表明
!

木皂苷具

有调节促进心肌收缩力，提高机体免疫、抗病毒、抗癌等生理和

药理作用。本实验发现，
!

木皂苷能够时间剂量依赖性地抑

制ＨｅＬａ细胞的增殖，同时也能够时间剂量依赖性地增加Ｈｅ

Ｌａ细胞的凋亡。该结果进一步表明!

木皂苷具有显著的抗癌

作用，尤其是在宫颈癌的治疗中可能有良好的开发前景。那么

!

木皂苷通过什么机制影响了宫颈癌的发生、发展呢？有待今

后进一步研究。

近期研究发现，Ａｋｔ／ＮＦκＢ信号通路在癌症的发生、发展

中发挥着重要作用［１２］。ＮＦκＢ是近年来发现的一类核转录调

控因子，常以ｐ５０／ｐ６５组成的二聚体存在，广泛参与免疫应激、

细胞增殖、生长分化及凋亡等过程。现已证实，ＮＦκＢ与肿瘤

的发生发展、浸润转移、抗凋亡及耐药性的产生有着密切关

系［１３］。外界刺激的条件不同，ＮＦκＢ信号传导的途径也不相

同［１４］。在非刺激状态时，ＮＦκＢ与抑制物ＩκＢ结合以未被激

活形式存在于细胞质，当细胞受到刺激后，ＩκＢ发生磷酸化并

降解，ＮＦκＢ移至核内促进细胞因子、趋化因子、黏附因子等的

转录［１５１６］。ＴＲＡＦ１、ＴＲＡＦ２、ＣＩＡｐ１和ＣＩＡｐ２等均是 ＮＦ

κＢ的靶基因
［１７］。ＴＲＡＦ２作为第２信使，接受ＴＮＦ刺激信号

后，可活化下游 ＮＦκＢ诱导激酶，激活ＩκＫα／β降解ＩκＢ蛋白，

进而活化 ＮＦκＢ通路
［１８］，最终可诱导 Ｂｃｌ２等基因转录表

达［１９２０］，增强肿瘤细胞的抗凋亡性。作者发现，
!

木皂苷可能

通过降低 Ａｋｔ／ＮＦκＢ信号通路抑制了 ＨｅＬａ细胞的增殖，并

增加了 ＨｅＬａ细胞的凋亡。本研究为揭示!

木皂苷抗宫颈癌

的作用提供了理论基础，给予早期宫颈癌患者服用
!

木皂苷将

有利于抑制癌症发展，而给予手术患者同时服用
!

木皂苷可能

会增强癌症的治疗效果，有利于控制患者病情。

综上所述，
!

木皂苷具有很好的抗宫颈癌作用，但其作用

强度与剂量的大小及作用时间的长短等密切相关，合理开发含

有
!

木皂苷成分的药物将为宫颈癌患者带来希望。
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ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎａｎｄｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＩｋａｐｐａＢｓ［Ｊ］．Ｉｍｍｕ

ｎｏｌＲｅｖ，２０１２，２４６（１）：７７９４．

［１７］ＲｏｙｕｅｌａＭ，ＲｏｄｒｉｇｕｅｚＢｅｒｒｉｇｕｅｔｅＧ，ＦｒａｉｌｅＢ，ｅｔａｌ．ＴＮＦ

ａｌｐｈａ／ＩＬ１／ＮＦｋａｐｐａＢｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｉｎｈｕｍａｎ

ｃａｎｃｅｒｐｒｏｓｔａｔｅ［Ｊ］．ＨｉｓｔｏｌＨｉｓｔｏｐａｔｈｏｌ，２００８，２３（１０）：

１２７９１２９０．

［１８］ＷａｊａｎｔＨ，ＳｃｈｅｕｒｉｃｈＰ．Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｆａｃｔｏｒ（ＴＲＡＦ）２ａｎｄｉｔｓｒｏｌｅｉｎＴＮＦｓｉｇｎａｌｉｎｇ

［Ｊ］．ＩｎｔＪＢｉｏｃｈｅｍＣｅｌｌＢｉｏｌ，２００１，３３（１）：１９３２．

［１９］ＭａｔｔｓｏｎＭＰ，ＭｅｆｆｅｒｔＭＫ．ＲｏｌｅｓｆｏｒＮＦｋａｐｐａＢｉｎｎｅｒｖｅ

ｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ，ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ，ａｎｄｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＣｅｌｌＤｅａｔｈＤｉｆｆｅｒ，

２００６，１３（５）：８５２８６０．

［２０］ＣｚａｂｏｔａｒＰＥ，ＬｅｓｓｅｎｅＧ，ＳｔｒａｓｓｅｒＡ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｔｒｏｌｏｆａｐ

ｏｐｔｏｓｉｓｂｙｔｈｅＢＣＬ２ｐｒｏｔｅｉｎｆａｍｉｌｙ：ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｆｏｒ

ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙａｎｄｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＭｏｌＣｅｌｌＢｉｏｌ，２０１４，

１５（１）：４９６３．

（收稿日期：２０１４１０２０　修回日期：２０１４１２１５）
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