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ＮＦκＢ信号通路介导!
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　　［摘要］　目的　探讨!

木皂苷对人宫颈癌细胞 ＨｅＬａ细胞增殖和迁移的抑制作用，揭示核因子κＢ（ＮＦκＢ）在!

木皂苷抑癌

过程中的分子机制。方法　以体外培养的人宫颈癌细胞ＨｅＬａ系为研究对象，实验分为对照组、!木皂苷（２００μｇ／ｍＬ）处理组（观

察组），４８ｈ后观察两组 ＨｅＬａ细胞增殖能力的改变。运用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＮＦκＢ的表达及酵母自噬基因Ａｔｇ５／Ｖｐｓ３０的同源

基因（Ｂｅｃｌｉｎ１）、自噬微管相关蛋白轻链３Ｂ（ＬＣ３Ｂ）的改变。结果　!

木皂苷能够显著抑制 ＨｅＬａ细胞的增殖；!木皂苷能够抑制

ＮＦκＢ信号通路及促进自噬相关蛋白Ｂｅｃｌｉｎ１、Ａｔｇ５、ＬＣ３Ｂ的表达。结论　!

木皂苷能够抑制 ＮＦκＢ信号通路，进而诱导自噬

的发生影响宫颈癌细胞 ＨｅＬａ的增殖和迁移。

［关键词］　宫颈肿瘤；!木皂苷；自噬；ＮＦκＢ
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　　宫颈癌（ｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒ）是女性常见的恶性肿瘤，并具有较

高的发病率和病死率［１］。其发病机制尚未明确，可能与高危型

人乳头瘤病毒（ｈｉｇｈｒｉｓｋｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＲＨＰＶ）的持续

感染相关［２］。针对宫颈癌的治疗以手术结合放疗、化疗为主，但

目前针对宫颈癌的治疗仍存在一定的局限性。因此，尽早找寻

能够抑制宫颈癌发展的药物是当今相关领域的研究重点。

自噬是细胞程序性死亡的一种，也被称为二型程序性死

亡，当细胞受到例如饥饿、病毒感染、外源性刺激、细胞内异常

蛋白蓄积时就会诱导自噬的发生［３４］。正常水平的自噬是维持

细胞稳定的一种生理过程，然而过度的自噬则会引起细胞的死

亡。核因子κＢ（ＮＦκＢ）信号通路是抗肿瘤研究中较为重点的

一条信号通路，作为一种核转录调控因子，广泛地参与免疫应

激、生长分化、细胞增殖等生命活动［５６］。
!

木皂苷是我国重要

的中药药材之一，具有保肝护肝、降血糖降血脂、抗氧化抗病毒

等功能。有研究表明，
!

木皂苷具有一定的抗肿瘤作用，本课

题前期结果也证实
!

木皂苷能够诱导 ＨｅＬａ细胞凋亡发生
［７］。

因此，研究
!

木皂苷对宫颈癌的抑制作用具有一定的理论基

础。另外研究、开发
!

木皂甙的抗宫颈癌作用，将会为宫颈癌

的生物学治疗提供更多理论基础和分子靶点。

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培养基购

自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；肌动蛋白（Ａｃｔｉｎ）、酵母自噬基因 Ａｔｇ５／

Ｖｐｓ３０的同源基因（Ｂｅｃｌｉｎ１）、自噬微管相关蛋白轻链３Ｂ

（ＬＣ３Ｂ）和 ＮＦκＢ抗体购自 Ａｂｃａｍ 公司；四甲基偶氮唑盐

（ＭＴＴ）购自Ａｍｒｅｓｓｃｏ公司；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）购自天津巴

斯夫化工有限公司。

１．２　方法

１．２．１　Ｈｅｌａ细胞培养　常规条件培养 Ｈｅｌａ细胞，３７℃、５％

ＣＯ２ 饱和湿度条件。

１．２．２　Ｈｅｌａ细胞生长抑制及迁移的检测　实验分为对照组、

!

木皂苷（２００μｇ／ｍＬ）处理组（观察组）。４８ｈ后加入新配置

的５ｍｇ／ｍＬ的 ＭＴＴ２０μＬ，继续放入孵箱４ｈ，弃去上清液后

每孔加入１５０μＬ的ＤＭＳＯ，震荡混匀。运用４９０ｎｍ的酶标仪

检测吸光度。

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测信号通路及自噬相关蛋白　收取蛋

白样品，运用蛋白定量检测的方法测定蛋白水平。５０μｇ蛋白

加入上样缓冲液后进行凝胶电泳，再电转聚偏二氟乙烯

（ＰＶＤＦ）膜。孵育一抗和二抗，用化学发光法显色，曝光、显

影、定影。以Ａｃｔｉｎ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（Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ｂ、ＮＦ

κｂ）的相对水平。

１．２．４　激活ＮＦκＢ信号通路对抑制自噬的发生及促进 Ｈｅｌａ

细胞增殖的影响　运用ＮＦκＢ受体的激动因子（ｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉ

ｖａｔｏｒｏｆＮＦｋａｐｐａＢｌｉｇａｎｄ，ＲＡＮＫＬ）干预后（ＲＡＮＫＬ组），与

!

木皂苷共同处理（联合组），并观察各组细胞 ＮＦκＢ信号通
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路激活的情况。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０统计分析软件处理，计量

资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　两组 Ｈｅｌａ细胞增殖活力比较　ＭＴＴ细胞增殖实验发

现，观察组与对照组比较，细胞增殖活力显著降低，差异有统计

学意义（犘＜０．０５），见图１。

２．２　两组细胞自噬相关蛋白表达水平比较　运用Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ检测了两组细胞自噬相关蛋白Ｂｅｃｌｉｎ１、Ａｔｇ５、ＬＣ３Ｂ的表

达，结果发现，观察组能够显著促进自噬相关蛋白的水平，与对

照组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），见图２。

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较。

图１　　两组 Ｈｅｌａ细胞增殖活力比较

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较。

图２　　两组自噬相关蛋白表达水平比较

２．３　两组细胞ＮＦκＢ信号中ｐ６５蛋白表达比较　运用 Ｗｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔ检测了ＮＦκＢ信号通路中ｐ６５蛋白的表达水平，结果

显示观察组ＮＦκＢ信号通路处于抑制状态，与对照组比较，观

察组ｐ６５蛋白受到抑制，见图３。

２．４　各组细胞自噬相关蛋白的表达比较　采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

检测自噬相关蛋白的表达，激活 ＮＦκＢ信号通路能够抑制自

噬的发生及促进Ｈｅｌａ细胞的增殖，运用ＲＡＮＫＬ干预后，能够

引起 ＮＦκｂ信号通路激活，结果发现，!木皂苷诱导的 Ｈｅｌａ

细胞自噬性死亡降低，促进自噬相关蛋白Ｂｅｃｌｉｎ１、Ａｔｇ５、ＬＣ３Ｂ

的表达（图４）；自噬相关蛋白表达受到抑制，!木皂苷引起的

细胞增殖活力降低得到了逆转，见图５。

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较。

图３　　两组细胞ＮＦκＢ信号中ｐ６５蛋白表达比较

　　１：对照组；２：观察组；３：ＲＡＮＫＬ组；４：联合组；ａ：犘＜０．０５，与对照组比较，ｂ：犘＜０．０５，与观察组比较。

图４　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞自噬相关蛋白的表达

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较，ｂ：犘＜０．０５，与观察组比较。

图５　　各组 Ｈｅｌａ细胞的增殖活力比较

３　讨　　论

宫颈癌是女性常见的恶性肿瘤，并具有较高的发病率和病

死率，每年约有２０万妇女死于此病
［７］。我国宫颈癌的发病率

较高，其中西北地区该病的死亡率最高。其发病机制尚未明

确，可能与 ＨＲＨＰＶ的持续感染相关。宫颈癌的迁移与侵袭

是该病治愈较难的主要原因，一些邻近器官均会受到癌细胞的

侵蚀。目前针对宫颈癌的治疗主要以手术结合放、化疗为主。

但均未有很好的疗效，因此寻找治疗宫颈癌的新药具有重要的

意义。

!

木皂苷是我国重要的中药药材之一，具有保肝护肝、降
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血糖降血脂、抗氧化抗病毒等功能［８］。另有研究表明
!

木皂苷

具有一定的抗肿瘤作用，本课题前期结果也证实
!

木皂苷能够

诱导 ＨｅＬａ细胞凋亡发生
［７］。因此，研究

!

木皂苷对宫颈癌的

抑制作用具有一定的理论基础。另外研究、开发
!

木皂甙的抗

宫颈癌作用，将会为宫颈癌的生物学治疗提供更多理论基础和

分子靶点。

近年来研究发现，自噬作为程序性死亡的一种，在肿瘤细

胞存活的命运中发挥着重要的作用，诸多抗肿瘤药物的作用机

制均与自噬的发生相关［３］。当肿瘤细胞自噬过度发生后，能够

促进肿瘤细胞的死亡［９］。本研究发现，
!

木皂苷处理后能够显

著促进自噬水平的升高。这种自噬水平的增高可能与
!

木皂

苷抑制 Ｈｅｌａ细胞的增殖和迁移相关。之前的研究表明，调控

自噬发生的机制中，主要以 ｍＴＯＲ信号通路为主。ＮＦκＢ信

号通路与肿瘤的增殖和迁移关系密切［１０１４］。ＲＡＮＫＬ是 ＮＦ

κＢ信号通路的激动剂。在前期的研究结果中也发现，!木皂

苷能够抑制Ａｋｔ／ＮＦκＢ信号通路的活性。ＮＦκＢ信号通路与

自噬水平的增强存在一定的关联性。本研究运用ＮＦκＢ信号

通路的激动剂后，观察 Ｈｅｌａ细胞自噬相关蛋白的改变，结果发

现，当 ＮＦκＢ信号通路被抑制后，自噬相关蛋白 Ｂｅｃｌｉｎ１、

ＬＣ３Ｂ水平降低。以上结果提示，ＮＦκＢ信号通路参与了!

木

皂苷诱导的 Ｈｅｌａ细胞自噬性死亡。

综上所述，
!

木皂苷对 Ｈｅｌａ细胞的抑制作用可能与促进

其自噬的发生有关，并且自噬的发生受到了 ＮＦκＢ信号通路

的调控。
!

木皂苷很可能会成为一种临床上治疗宫颈癌的有

效药物。
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