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  [摘要] 目的 探讨白头翁皂苷B4对人宫颈癌HeLa细胞增殖和迁移的抑制作用,揭示Notch信号通路

在白头翁皂苷抑癌过程中的分子机制。方法 以体外培养的人宫颈癌 HeLa细胞为研究对象,实验分为对照

组、白头翁皂苷处理组(20
 

mg/mL)、Jagged1处理组、Jagged1+白头翁皂苷B4处理组(20
 

mg/mL),48
 

h后观

察白头翁皂苷处理组与对照组HeLa细胞增殖能力的改变。运用 Western
 

blot检测Notch信号通路相关分子

的表达以及自噬相关蛋白Atg5和Beclin1的改变。结果 与对照组相比,白头翁皂苷B4能够显著抑制 HeLa
细胞的增殖(P<0.05);白头翁皂苷B4能够抑制Notch信号通路以及促进自噬相关分子Beclin1和Atg5的表

达(P<0.05);运用Jagged1诱导Notch信号通路活化后白头翁皂苷B4对 HeLa细胞的增殖抑制作用。结论

 白头翁皂苷能够抑制Notch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。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

inhibition
 

role
 

of
 

araloside
 

B4
 

on
 

the
 

proliferation
 

and
 

migration
 

of
 

human
 

cervical
 

cancer
 

HeLa
 

cells
 

for
 

revealing
 

the
 

molecular
 

mechanism
 

of
 

Notch
 

signal
 

pathway
 

in
 

the
 

inhib-
iting

 

cancer
 

process
 

of
 

araloside
 

B4.Methods The
 

in
 

vitro
 

cultured
 

human
 

cervical
 

cancer
 

HeLa
 

cells
 

served
 

as
 

the
 

study
 

objects.The
 

experiment
 

was
 

divided
 

into
 

the
 

negative
 

control
 

group,anemoside
 

B4
 

treatment
 

group
 

(20
 

mg/mL),Jagged1
 

treatment
 

group
 

and
 

Jagged1+anemoside
 

B4
 

treatment
 

group
 

(20
 

mg/mL).The
 

changes
 

of
 

proliferation
 

and
 

migration
 

ability
 

after
 

48
 

h
 

in
 

the
 

araloside
 

treatment
 

group
 

and
 

control
 

group
 

were
 

observed.The
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

Notch
 

signal
 

pathway
 

related
 

molecular
 

expression
 

and
 

level
 

of
 

autophagy
 

related
 

protein
 

Beclin
 

1
 

and
 

Atg5.Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,anemoside
 

B4
 

could
 

significantly
 

inhibit
 

the
 

proliferation
 

of
 

HeLa
 

cells
 

(P<0.05).Anemoside
 

B4
 

could
 

inhibit
 

Notch
 

signaling
 

pathway
 

and
 

promote
 

the
 

expression
 

of
 

autophagy
 

related
 

molecule
 

Beclin
 

1
 

and
 

Atg
 

5
 

(P<0.05).Jagged1
 

was
 

used
 

to
 

induce
 

the
 

inhibitory
 

effect
 

of
 

Anemoside
 

B4
 

on
 

HeLa
 

cells
 

after
 

acti-
vation

 

of
 

Notch
 

signaling
 

pathway.Conclusion Araloside
 

can
 

inhibit
 

the
 

Notch
 

signal
 

pathway,thus
 

induce
 

the
 

autophagy
 

occurrence
 

for
 

influencing
 

the
 

proliferation
 

and
 

migration
 

of
 

cervical
 

cancer
 

HeLa
 

cells.
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  子宫颈癌(cervical
 

cancer)是威胁女性健康的重

要疾病之一[1]。然而,目前该病的发病机制尚未阐

明,大量的研究证据表明该病的发生与高危型人乳头

瘤病毒感染关系密切[2]。目前,临床上针对子宫颈癌

的治疗主要以手术治疗、放疗及化疗为主。自噬被称

为细胞Ⅱ型程序性死亡,当细胞受到内在或外在的刺

激时,如饥饿、病毒感染、蛋白堆积等则会引起自噬发

生[3-4]。在一般条件下,自噬是保障细胞存活的生理

过程,然而过度自噬发生则会诱导细胞死亡,对细胞

产生毒性作用。在肿瘤细胞中自噬常常发挥更为重

要的作用。Notch信号通路是肿瘤研究的重要通路,

Notch信号通路相关分子是核转录相关的调控因子。
研究表明,Notch信号通路相关分子参与细胞的免

疫、应激、生长、分化及细胞增殖等生命活动[5-8]。白

头翁皂苷B4是一类中药提取物分子,之前的研究表

明,白头翁皂苷B4具有抗肿瘤、降糖降脂、抗氧化应

激等功能。最近的研究指出,白头翁皂苷B4还具有

抑制肿瘤发生的作用。本课题组前期结果同样证实

白头翁皂苷 B4能够引 起 HeLa细 胞 增 殖 活 性 降

低[9]。本课题组认为继续深入地研究白头翁皂苷B4
抑制子宫颈癌的作用机制具有一定的基础和意义,而
将白头翁皂苷B4开发成抗子宫颈癌的药物具有较好

的临床前景。

1 材料与方法

1.1 材料

HeLa细胞(空军军医大学西京医院妇产科提

供);白 头 翁 皂 苷 B4(美 国 Sigma公 司);噻 唑 蓝

(MTT)、RMPI1640培养基(美国Sigma公司);Ac-
tin、Beclin1、Atg5和 Notch1抗体(英国 Abcam 公

司);二甲亚砜(DMSO,美国Gibco公司)。

1.2 方法

1.2.1 HeLa细胞培养及 MTT检测

HeLa细胞常规37
 

℃、5%的CO2、饱和湿度孵箱

培养。细胞分为4组:空白对照组、白头翁皂苷B4处

理组(20
 

mg/mL)、Jagged1处理组、Jagged1+白头翁

皂苷B4处理组(20
 

mg/mL)。细胞接种在96孔板

中,待细胞完全贴壁处于良好状态下每孔加入20
 

μL
浓度是5

 

mg/mL的 MTT溶液,继续放入细胞培养

箱孵育4
 

h,用移液器分别吸弃各孔中的上清液,每孔

加入150
 

μL
 

DMSO,运用酶标仪检测各孔的吸光度

值,计算细胞活力。

1.2.2 Western
 

blot
 

检测信号通路及自噬相关蛋白

将4组处理的HeLa细分别运用蛋白提取试剂盒

提取蛋白样品,运用紫外分光光度计进行蛋白浓度定

量,蛋白浓度配平后放入-80
 

℃冰箱保存。进行凝胶

电泳(恒流条件80
 

V,120
 

min),电转(恒压条件250
 

mA,90
 

min)。进行一抗(Beclin1、Atg5、Notch1、Ac-
tin)孵育4

 

℃过夜、二抗室温孵育2
 

h,用ECL发光法

显色。各组以Actin蛋白作为内参。

1.3 统计学处理

数据采用SPSS
 

22.0统计学软件进行分析处理,

计量资料以x±s表示,比较采用t检验,以P<0.05
 

为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 白头翁皂苷B4对HeLa
 

细胞增殖的抑制作用

运用 MTT细胞增殖实验发现,白头翁皂苷B4
处理48

 

h后与对照组相比,细胞活力显著降低(P<
0.05),见图1。

  *:P<0.05,与对照组比较。

图1  MTT检测白头翁皂苷B4对 HeLa细胞增殖

活力的影响

2.2 白头翁皂苷B4对HeLa细胞自噬的促进作用

运用 Western
 

blot检测了白头翁皂苷B4处理后

自噬相关蛋白 Atg5和Beclin1表达水平,结果提示,

白头翁皂苷B4处理组自噬相关蛋白Atg5和Beclin1
表达水平显著升高(P<0.05),白头翁皂苷B4能促

进自噬的发生(图2)。

图2  Western
 

blot
 

检测白头翁皂苷B4处理后自噬相关

蛋白的表达

2.3 白头翁皂苷B4对Notch信号通路的抑制作用

运用 Western
 

blot检测了 Notch信号通路中

Notch1蛋白的表达水平,提示白头翁皂苷B4处理组

较对照组相比,Notch1蛋白处于低表达状态(图3)。
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图3  Western
 

blot
 

检测白头翁皂苷B4处理后Notch
的改变

2.4 激活Notch信号通路能够降低自噬的发生,进

而促进HeLa细胞增殖

运用 Notch受体的激动因子(Jagged1)干预后,
能够引起Notch信号通路激活,与白头翁皂苷B4共

同处理后发现,白头翁皂苷B4处理组的 HeLa细胞

自噬相关蛋白表达降低(图4),自噬发生可能受到抑

制,同时,Jagged1+白头翁皂苷B4处理组,细胞活力

与单纯白头翁皂苷B4处理组增加(图5)。

图4  Western
 

blot
 

检测自噬相关蛋白的表达

  *:P<0.05,与对照组相比;#:P<0.05,与白头翁皂苷B4处理

组相比。

图5  MTT检测白头翁皂苷B4以及Jagged1处理对

HeLa细胞增殖活力的影响

3 讨  论

自噬被称为细胞Ⅱ型程序性死亡,在一般条件

下,自噬是保障细胞存活的生理过程,然而过度自噬

发生则会诱导细胞死亡,对细胞产生毒性作用。当肿

瘤细胞自噬过度发生后,能够促进肿瘤细胞的死

亡[10-11]。本研究发现,白头翁皂苷B4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

与白头翁皂苷B4抑制 HeLa细胞的增殖和迁移相

关。判断自噬表达水平的标志是自噬相关分子表达

的升高,Beclin1和 Atg5是自噬相关蛋白,这两种蛋

白常常用来检测自噬水平。本研究运用 Western
 

blot
检测了 HeLa细胞中自噬相关蛋白的表达,结果发

现,HeLa细胞经过白头翁皂苷B4的处理自噬水平过

度发生,这种自噬细胞过度发生则引起了 HeLa细胞

的损伤。这说明白头翁皂苷B4对 HeLa细胞具有抑

制效应,并且可能是通过增加细胞自噬这一途径实现

的。其他的研究结果证实白头翁皂苷能够促进 HeLa
细胞的凋亡发生,本研究证实白头翁皂苷B4还能够

促进细胞自噬来发挥抑制 HeLa细胞的效应。Notch
信号通路相关分子是核转录相关的调控因子,研究表

明,Notch信号通路相关分子参与细胞的免疫、应激、
生长、分化及细胞增殖等[12-15]。本研究检测了白头翁

皂苷B4处理后Notch信号通路的改变,结果提示白

头翁皂苷能够影响Notch信号通路,抑制 Notch1分

子的表达。本研究通过干预细胞中Notch信号分子,
检测白头翁皂苷B4是否通过Notch信号通路调控自

噬进而影响 Hela细胞的增殖。结果发现,当 Notch
信号通路被活化后,自噬相关蛋白Beclin1和Atg5水

平降低,提示Notch信号通路与自噬之间存在着调控

关系。
综上所述,白头翁皂苷B4对 HeLa细胞具有抑

制增殖的效果,并且这种抑制效果可能与通过激活

Notch信号通路调控HeLa细胞的自噬发生有关。随

着研究的深入,白头翁皂苷B4将有望成为临床上治

疗子宫颈癌的有效药物。
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