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摘要： 目的　 探讨桑皮素对人宫颈癌 Ｈｅｌａ 细胞的增殖抑制及其凋亡诱导作用。 方法　 用 １０、 １５、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 桑皮素作

用 Ｈｅｌａ 细胞 ２４ ｈ 后， 在扫描电镜、 透射电镜及倒置显微镜下观察细胞形态学变化； 利用 ＭＴＴ 法检测桑皮素对 Ｈｅｌａ 细

胞的增殖的影响； 应用 Ｈｏｅｃｈｓｔ 单染实验检测 Ｈｅｌａ 细胞的凋亡情况； 采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２
ｍＲＮＡ 及蛋白的表达。 结果　 桑皮素 （２􀆰 ５、 ５、 ７􀆰 ５、 １０、 １５、 ２０、 ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ） 处理 Ｈｅｌａ 细胞 ２４、 ４８ ｈ， 能明显的抑

制 Ｈｅｌａ 细胞增殖 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 且呈浓度依赖性。 桑皮素 （１０、 １５、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 处理 Ｈｅｌａ 细胞 ２４ ｈ， 细胞呈现早期凋

亡。 与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 桑皮素组比较， 桑皮素 （１０、 １５、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 能显著上调 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 及蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 下调

Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 及蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论 　 桑皮素通过上调 Ｂａｘ 表达和下调 Ｂｃｌ⁃２ 表达， 从而诱导 Ｈｅｌａ 细胞发生

凋亡。
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　 　 桑皮素， 又名桑根皮素、 桑白皮素， 是一种异

戊二烯基取代的黄酮类化合物。 研究发现桑皮素为

桑白皮的主要药用成分， 常被用作对照品对桑白皮

进行质量监测， 具有抗菌［１］、 抗氧化［２］、 降血

糖［３］及抗肿瘤［４］ 等多种生物活性， 尤其是在抗肿

瘤方面。 邓洁等［５］ 将桑皮素作用于 ＳＴＡＴ３ 磷酸化

下的卵巢癌 ＳＫＯＶ３ 细胞后， 发现桑皮素显著抑制

ＳＫＯＶ３ 细胞的增殖， 并降低 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白的表

达； Ｄａｔ 等［６］通过ＭＴＴ 实验发现桑叶中提取的桑皮

素对多种肿瘤细胞均有较好的抑制作用； 有研究发

现桑皮素是 ＳＴＡＴ３ 通路中的一个有效的抑制剂，
对肝癌和胰腺癌细胞具有抑制作用， 另有体内外实

验研究表明桑皮素对多种肿瘤细胞具有抑制作用并

且对正常细胞的生长几乎没有影响［７⁃９］。 本实验主

要研究桑皮素抑制人宫颈癌 Ｈｅｌａ 细胞的增殖作用，
以及初步探讨其促进 Ｈｅｌａ 细胞凋亡的作用机制。
１　 材料

１􀆰 １　 药物　 桑皮素分离自川桑枝 （采集于中国云

南金平县， 由中国医学科学院药物研究所马林副研

究员鉴定为 Ｍｏｒｕｓ ｎｏｔａｂｉｌｉｓ）， 结构式如图 １ 所示。
川桑树枝 ２０ ｋｇ， 粉碎， 用 ９５％ 乙醇浸泡， 回流提取

３ 次， 提取液合并， 减压浓缩得浸膏。 将浸膏溶解

后以硅胶 （１００～２００ 目） 拌样并干燥， 分别用石油

醚 （ＰＥ， ６０～９０ ℃）、 二氯甲烷、 乙酸乙酯和丙酮

依次洗脱。 二氯甲烷部分浓缩得浸膏 ２００ ｇ， 浸膏

以 Ｄ１０１ 大孔吸附树脂拌样并干燥， 用乙醇水梯度

洗脱 （３０％ 、 ８０％ 、 ９０％ 乙醇）， ８０％ 乙醇部分得浸

膏 ２９ ｇ， 然后依次用硅胶 （２００ ～ ３００ 目） 柱色谱

（丙酮⁃石油醚梯度洗脱）、 反相 Ｃ１８柱色谱 （甲醇⁃
水梯度洗脱）、 葡聚糖凝胶 Ｓｅｐｈａｄｅｘ ＬＨ⁃２０ 柱色谱

（乙醇洗脱）、 制备型 ＲＰ⁃ＨＰＬＣ （甲醇⁃水或乙腈⁃水
洗脱） 等分离纯制， 得到化合物桑皮素， 且含有量

为 １􀆰 ０７ ｍｇ ／ ｇ， 纯度为 ９９􀆰 ６％ 。

图 １　 桑皮素结构式

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｍｏｒｕｓｉｎ

１􀆰 ２　 细胞株　 Ｈｅｌａ 细胞取自河北北方学院生命科

学中心科技楼三楼 ３０７ 室细胞库。
１􀆰 ３ 　 试剂 　 胎牛血清 （美国 Ｇｉｂｃｏ 公司， 批号

１６１６４９６）； ＲＰＭＩ １６４０ 培养基 （北京索莱宝科技有

限公司， 批号 ２０１８０５１１）； Ｂａｘ 抗体 （英国 Ａｂｃａｍ
公司， 批 号 ＧＲ２３９６４３⁃１ ）； Ｂｃｌ⁃２ 抗 体 （ 英 国

Ａｂｃａｍ 公司， 批号 ＧＲ２５０７２⁃１）； Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８ 染

色试剂盒 （北京碧云天生物技术研究所， 批号

１０２０１７１８０４２７）； 抗荧光淬灭剂 （北京碧云天生物

技术研究所， 批号 ０１０５１８１８０５０９）； β⁃ａｃｔｉｎ 抗体

（北 京 博 奥 森 生 物 技 术 有 限 公 司， 批 号

ＡＧ０５１２７９１９Ｓ）； ＭＴＴ 试剂 （北京索莱宝科技有限

公司， 批号 ２０１８０４２８）； ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶试剂盒

（北京索莱宝科技有限公司， 批号 ２０１７１１１３）；
５⁃氟尿嘧啶 （５⁃ＦＵ， 海旭东海普药业有限公司， 批

号 Ｈ３１０２０５９３）。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞培养 　 Ｈｅｌａ 细胞采用含 １０％ 胎牛血清、
１００ μｇ ／ ｍＬ 青霉素、 １００ μｇ ／ ｍＬ 链霉素的 ＲＰＭＩ
１６４０ 培养基， 在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 条件下的培养箱

中培养， 常规换液及传代培养， 正常情况下细胞贴

壁生长。
２􀆰 ２　 药物配制 　 精密称取桑皮素 ２􀆰 １０ ｍｇ， 加入

０􀆰 ０５ ｍＬ 二甲基亚砜混匀震荡， 使药物全部溶解，
然后用 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基稀释成各用药浓度， 放

置于 ４ ℃冰箱保存， 保质期 １０ ｄ。 实验前取 １ 支 ５⁃
ＦＵ （１０ ｍＬ ／支， ０􀆰 ２５ ｇ）， 用 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基稀

释配制阳性药 （１９２ μｍｏｌ ／ Ｌ）， 放置于４ ℃ 冰箱

保存。
２􀆰 ３　 Ｈｅｌａ 细胞的形态学变化观察　 ①倒置显微镜

观察 Ｈｅｌａ 细胞的形态， 用 １０、 １５、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ桑皮

素作用 Ｈｅｌａ 细胞 ２４ ｈ 后， 镜下观察细胞形态变

化。 ②透射电镜观察 Ｈｅｌａ 细胞的超微结构， 选取

对 数 期 生 长 的 Ｈｅｌａ 细 胞， 经 不 同 浓 度

（０、 １５ μｍｏｌ ／ Ｌ） 桑皮素作用 ２４ ｈ 后， 胰酶消化

２ ｍｉｎ， 离心 （１ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ， ５ ｍｉｎ）， 置于 １􀆰 ５ ｍＬ
离心管内； ２􀆰 ５％ 的戊二醛固定细胞， ＰＢＳ 清洗 ３
次； １％ 锇酸对 Ｈｅｌａ 细胞进行固定， ＰＢＳ 清洗细胞

３ 次； 丙酮梯度脱水； 浸透在丙酮和包埋液 （１ ∶
１） 的混合液中， 于 ３７ ℃ 温箱中过夜； 包埋， 修

块， 切片， 电子染色， 镜下观察。 ③扫描电镜观察

Ｈｅｌａ 细胞的超微结构， 选取对数期生长的 Ｈｅｌａ 细

胞， 经不同浓度 （０、 １５ μｍｏｌ ／ Ｌ） 桑皮素作用２４ ｈ
后， 经胰酶消化 ２ ｍｉｎ， 计数后进行铺板， 待细胞

融合度为 ８０％ ～９０％ 时， ＰＢＳ 清洗 ３ 次， ５ ｍｉｎ ／次，
２􀆰 ５％ 的戊二醛固定 １ ｈ， ＰＢＳ 清洗 ３ 次， ５ ｍｉｎ ／次，
采用酒精梯度脱水， 叔丁醇浸泡 ３０ ｍｉｎ， 置于

－２０ ℃冰箱里变为固体， 冷冻干燥仪进行干燥， 喷
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金， 镜下观察。
２􀆰 ４　 ＭＴＴ 法检测桑皮素对 Ｈｅｌａ 细胞增殖抑制作用

　 取处于对数期并生长良好的 Ｈｅｌａ 细胞， 胰酶消

化后， 加入培养基轻轻吹打混匀单细胞悬液， 均匀

加入 ９６ 孔板内， 常规培养 ２４ ｈ 后， 加入桑皮素

（２􀆰 ５、 ５、 ７􀆰 ５、 １０、 １５、 ２０、 ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ）， 作用

２４、 ４８ ｈ 后， 终止培养。 同时设置正常组、 ＤＭＳＯ
组 （含 ０􀆰 １％ ＤＭＳＯ 的等量培养基） 及阳性对照组

（５⁃ＦＵ， １９２ μｍｏｌ ／ Ｌ）， 并分别设置 ６ 个复孔。 于

每孔中加入 １０ μＬ ＭＴＴ 试剂， 培养箱中静置 ４ ｈ 后

用 酶 标 仪 测 定 ４９０ ｎｍ 处 吸 光 度 值 ［ ＯＤ
（４９０ ｎｍ） ］， 并计算 ＩＣ５０。
２􀆰 ５　 Ｈｏｅｃｈｓｔ 染色法观察 Ｈｅｌａ 细胞的凋亡 　 取处

于对数期并生长良好的 Ｈｅｌａ 细胞， 胰酶消化后，
用细胞计数板将细胞浓度调整为 ５×１０５ ／ ｍＬ， 将盖

玻片放置于 ６ 孔板中， 并每孔加入 ２ ｍＬ 单细胞悬

液， 培养 ２４ ｈ。 次日加入桑皮素 （ ０、 １０、 １５、
２０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 作用 ２４ ｈ 后， 终止培养。 爬片完成后

用 ＰＢＳ 清洗爬片 ３ 次， ３ ｍｉｎ ／次， 丙酮室温固定

２０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 清洗。 暗室内滴加 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染

液对细胞进行染色， ＰＢＳ 清洗。 抗荧光淬灭剂封

片， 镜下观察并拍照。
２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｈｅｌａ 细胞 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白

表达　 收集经浓度为 ０、 １０、 １５、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 桑皮

素处理 ２４ ｈ 及经 １５ μｍｏｌ ／ Ｌ 桑皮素分别处理 ０、
２４、 ４８ ｈ 后的 Ｈｅｌａ 细胞， ＰＢＳ 清洗， １ ７００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心收集细胞。 加入 ０􀆰 ５ ｍＬ 蛋白裂解液， 混匀静

置 ５ ｍｉｎ， 加 １ ｍＬ 蛋 白 抽 提 试 剂， 混 匀 静 置

１０ ｍｉｎ， １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ、 ４ ℃高速离心 １５ ｍｉｎ， 保留

中间 蛋 白 膜， 加 １ ｍＬ 无 水 乙 醇 洗 涤 沉 淀，
１０ ０００ ｇ、 ４ ℃离心 ３ ｍｉｎ， 去掉无水乙醇室温干燥

蛋白。 加入 １００ μＬ ２％ ＳＤＳ 溶解总蛋白， 测定蛋白

浓度， 加入上样缓冲液蛋白煮沸， 冷却后置于 ４ ℃
冰箱保存， 配制 ＳＤＳ 聚丙烯酰胺凝胶。 每孔分别

加 ５ μＬ Ｍａｋｅｒ， 正常组蛋白， 样品蛋白， 电泳 １ ｈ，
转膜 １ ｈ， ５％ 脱脂牛奶封闭 １ ｈ， ＰＢＳＴ 洗膜 ３ 次，
１０ ｍｉｎ ／次， 加入一抗 （１ ∶ １ ０００） 覆盖， ４ ℃ 过

夜； 次日， ＰＢＳＴ 清洗 ３ 次， 加入二抗 （１ ∶ ５ ０００）
覆盖， 室温孵育 １ ｈ， ＰＢＳＴ 洗膜 ３ 次， １０ ｍｉｎ ／次，
滴加发光液拍照， 用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｎｅ 测定条带灰度值。
２􀆰 ７　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 表达　 消化

洗涤对数期正常组和加药组细胞， ２ ５００ ｇ 离心收

集细胞， ＰＢＳ 清洗 ３ 次， 去上清， 加 １ ｍＬ ＲＮＡ 抽

提试剂静置 ５ ｍｉｎ， 加入氯仿 ０􀆰 ２ ｍＬ， 上下颠倒，

室温静置 ２ ｍｉｎ， 于 ４ ℃ 下 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１５ ｍｉｎ， 吸取上清至无酶离心管内， 加等体积异丙

醇， 混匀后室温静置 １０ ｍｉｎ， 于 ４ ℃下 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎ， 保留沉淀， 加 １ ｍＬ ７５％ 灭酶乙醇，
于 ４ ℃下 ７ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 保留沉淀并室温

干燥， 加 ２０ μＬ 无酶水溶解， 取 １ μＬ ＲＮＡ 于 Ｎａｎ⁃
ｏＤｒｏｐ２０００ 超微量分光光度计检测总 ＲＮＡ 浓度及纯

度。 根据试剂盒说明进行反转录， Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 及内

参引物 β⁃ａｃｔｉｎ 的引物序列及长度， 见表 １。 对仅转

录产物进行扩增， 反应体系参照 Ｙｕ 等［１０］方法。 采

用 ２－ΔΔＣｔ 方法对 ｍＲＮＡ 的相对转录水平进行统计

分析。
表 １　 引物序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因名称 引物序列（５′⁃３′） 长度 ／ ｂｐ

β⁃ａｃｔｉｎ
正向 ＡＧＡＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣ
反向 ＣＡＡＴＡＧＴＧＡＴＧＡＣＣＴＧＧＣＣＧＴ

３０５

Ｂａｘ
正向 ＣＴＧＡＧＴＴＧＡＣＴＣＣＴＡＣＴＧＴＧＧＡ
反向 ＴＣＴＴＣＣＣＡＧＧＧＴＣＧＡＴＡＡＡＧＴ

２５７

Ｂｃｌ⁃２
正向 ＡＧＴＧＧＴＡＴＡＧＡＣＡＧＧＴＣＴＧＴＴＧ
反向 ＣＴＧＣＡＡＧＡＣＴＴＣＣＡＴＣＣＡＧ

３０４

２􀆰 ８　 统计学分析 　 采用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 统计分析， 数

据以 （ｘ±ｓ） 表示， 组内比较采用配对样本 ｔ 检验，
多组间比较采用单因素方差分析， 以 Ｐ≤０􀆰 ０５ 表

示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 桑皮素对 Ｈｅｌａ 细胞形态学的影响

３􀆰 １􀆰 １　 倒置显微镜观察 　 桑皮素 （０、 １０、 １５、
２０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 处理 Ｈｅｌａ 细胞 ２４ ｈ， 倒置显微镜观察

发现细胞状态由正常的六棱形逐渐皱缩变圆， 细胞

贴壁率降低， 且有细胞穿孔现象， 并且随着桑皮素

浓度的增高， 该现象越明显， 见图 ２。
３􀆰 １􀆰 ２ 　 透射电镜观察 　 用透射 电 镜 观 察 ０、
１５ μｍｏｌ ／ Ｌ桑皮素组细胞超微结构， 发现 １５ μｍｏｌ ／ Ｌ
桑皮素组细胞膜不完整， 染色质高度盘绕， 细胞器

结构不完整， 形成许多气穴现象的空泡结构， 见

图 ３。
３􀆰 １􀆰 ３ 　 扫描电镜观察 　 用扫描 电 镜 观 察 ０、
１５ μｍｏｌ ／ Ｌ桑皮素组细胞超微结构， 发现 １５ μｍｏｌ ／ Ｌ
桑皮素组细胞膜皱缩， 细丝状突起断裂， 表面呈不

规则的块状， 见图 ４。
３􀆰 ２　 ＭＴＴ 法检测 Ｈｅｌａ 细胞增殖　 与 ＤＭＳＯ 对照组

比较， 不同浓度桑皮素 （２􀆰 ５、 ５、 ７􀆰 ５、 １０、 １５、
２０、 ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ） 处理 Ｈｅｌａ 细胞 ２４、 ４８ ｈ， 均能抑

制 Ｈｅｌａ 细胞增殖 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 且呈浓度依赖性；
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图 ２　 不同浓度桑皮素对 Ｈｅｌａ 细胞形态的影响 （×２００）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｍｏｒｕｓｉｎ ｏｎ ｔｈｅ

ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｈｅｌａ ｃｅｌｌｓ （×２００）

图 ３　 桑皮素对 Ｈｅｌａ 细胞超微结构的影响 （透射电镜）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｏｒｕｓｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｈｅｌａ ｃｅｌｌｓ

（ＴＥＭ）

图 ４　 桑皮素对 Ｈｅｌａ 细胞显微结构的影响 （扫描电镜）
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｏｒｕｓｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｈｅｌａ

ｃｅｌｌｓ （ＳＥＭ）

其中桑皮素处理 Ｈｅｌａ 细胞 ２４ ｈ， ＩＣ５０ ＝１７􀆰 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ，
见表 ２。
３􀆰 ３　 Ｈｏｅｃｈｓｔ 单染检测 Ｈｅｌａ 细胞凋亡 　 不同浓度

桑皮素 （０、 １０、 １５、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 处理 Ｈｅｌａ 细胞

表 ２　 桑皮素对 Ｈｅｌａ 细胞的抑制作用 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｅｌａ ｂｙ ｍｏｒｕｓｉｎ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别
增殖抑制率 ／ ％

２４ ｈ ４８ ｈ
０ μｍｏｌ ／ Ｌ 桑皮素组 ０ ０
ＤＭＳＯ 对照组 ０􀆰 ４１±０􀆰 ０２ ０􀆰 ５３±０􀆰 ０３

２􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 桑皮素组 ４􀆰 ２１±０􀆰 ２２∗ ５􀆰 ６５±０􀆰 １１∗

５ μｍｏｌ ／ Ｌ 桑皮素组 ９􀆰 ２８±０􀆰 ３５∗ １１􀆰 ４１±０􀆰 ３３∗

７􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 桑皮素组 １６􀆰 ３３±０􀆰 ５９∗ ２０􀆰 １７±０􀆰 ８８∗

１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 桑皮素组 ２０􀆰 ６５±１􀆰 ９１∗ ２５􀆰 ０３±２􀆰 ０６∗

１５ μｍｏｌ ／ Ｌ 桑皮素组 ４０􀆰 ３７±２􀆰 １１∗ ４３􀆰 １２±２􀆰 ５１∗

２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 桑皮素组 ５７􀆰 ０２±１􀆰 ３８∗ ６２􀆰 ２８±２􀆰 ７１∗

２５ μｍｏｌ ／ Ｌ 桑皮素组 ７１􀆰 ３２±２􀆰 ４４∗ ７５􀆰 ３３±２􀆰 ０６∗

阳性对照组 ４３􀆰 ７２±１􀆰 ６１∗ ６０􀆰 ２５±１􀆰 ６４∗

　 　 注：与同一时间 ＤＭＳＯ 对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

２４ ｈ 后， 经 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８ 染色， 镜下观察发现正

常组细胞呈椭圆形和正常蓝色； １０ μｍｏｌ ／ Ｌ桑皮素

组细胞个别染色加深， 染色质固缩， 细胞核呈致密

浓染； １５ μｍｏｌ ／ Ｌ桑皮素组浓染细胞数量明显增多，
多数细胞核边缘变钝； ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ桑皮素组有部分

细胞核出现破碎的现象， 见图 ５。

图 ５　 不同浓度桑皮素对 Ｈｅｌａ 细胞早期凋亡的影响

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｍｏｒｕｓｉｎ
ｏｎ ｅａｒｌｙ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ Ｈｅｌａ ｃｅｌｌｓ

３􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｈｅｌａ 细胞凋亡相关蛋白的

表达　 不同浓度桑皮素 （１０、 １５、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 处

理 Ｈｅｌａ 细胞 ２４ ｈ， 与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 桑皮素比较， 桑皮

素 （１０、 １５、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 能显著抑制 Ｈｅｌａ 细胞中

Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达， 促进 Ｂａｘ 蛋白表达 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；
１５ μｍｏｌ ／ Ｌ桑皮素作用 Ｈｅｌａ 细胞 ２４、 ４８ ｈ， Ｈｅｌａ 细

胞中 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白下调， Ｂａｘ 蛋白表达上调 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 见表３～４、 图 ６。
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图 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测桑皮素作用 Ｈｅｌａ 细胞后 Ｂｃｌ⁃
２、 Ｂａｘ 蛋白表达

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｂｃｌ⁃２ ａｎｄ Ｂａｘ ｉｎ Ｈｅｌａ
ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｒｕｓｉｎ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

表 ３ 　 不同浓度桑皮素对 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ 蛋白表达的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｍｏｒｕｓｉｎ ｏｎ

ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｂｃｌ⁃２ ａｎｄ Ｂａｘ ｐｒｏｔｅｉｎｓ （ ｘ± ｓ，
ｎ＝３）
组别 Ｂａｘ Ｂｃｌ⁃２

０ μｍｏｌ ／ Ｌ 桑皮素组 ０􀆰 ６１０±０􀆰 ０１２ ０􀆰 ９２５±０􀆰 ０８４
１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 桑皮素组 ０􀆰 ９４１±０􀆰 ０１０∗ ０􀆰 ８５６±０􀆰 ０２１∗

１５ μｍｏｌ ／ Ｌ 桑皮素组 １􀆰 ０４２±０􀆰 ０２１∗ ０􀆰 ５７６±０􀆰 ０２０∗

２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 桑皮素组 １􀆰 １４５±０􀆰 ００７∗ ０􀆰 ４６６±０􀆰 ０１７∗

　 　 注：与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 桑皮素组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

表 ４　 １５ μｍｏｌ ／ Ｌ 桑皮素处理 Ｈｅｌａ 细胞不同时间对 Ｂｃｌ⁃２、
Ｂａｘ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ １５ μｍｏｌ ／ Ｌ ｍｏｒｕｓｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｏ Ｈｅｌａ
ｃｅｌｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ⁃２
ａｎｄ Ｂａｘ ｐｒｏｔｅｉｎｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

时间 ／ ｈ Ｂａｘ Ｂｃｌ⁃２
０ ０􀆰 ７２９±０􀆰 ０８１ １􀆰 １７５±０􀆰 ０６５
２４ １􀆰 ３８５±０􀆰 ０５１∗ ０􀆰 ８３６±０􀆰 ０５５∗

４８ １􀆰 ５１２±０􀆰 ０５２∗ ０􀆰 ２７３±０􀆰 ０４１∗

　 　 注：与 ０ ｈ 比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ５　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 Ｈｅｌａ 细胞 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 表

达 　 不同浓度桑皮素 （０、 １０、 １５、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）
处理 Ｈｅｌａ 细胞 ２４ ｈ， 与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 桑皮素比较， 桑

皮素 （ １０、 １５、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 上调 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 表

达， 下调 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 ５。
表 ５　 不同浓度桑皮素对 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 表达的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｍｏｒｕｓｉｎ ｏｎ

ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｂｃｌ⁃２ ａｎｄ Ｂａｘ ｍＲＮＡ （ ｘ ± ｓ，
ｎ＝３）
组别 Ｂａｘ Ｂｃｌ⁃２

０ μｍｏｌ ／ Ｌ 桑皮素组 ０􀆰 ９９５±０􀆰 １０５ １􀆰 ０２３±０􀆰 ０３１
１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 桑皮素组 １􀆰 ８０１±０􀆰 １３２∗ ０􀆰 ６７２±０􀆰 ０６９∗

１５ μｍｏｌ ／ Ｌ 桑皮素组 ２􀆰 ２８０±０􀆰 ２８６∗ ０􀆰 ４９８±０􀆰 ０６１∗

２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 桑皮素组 ３􀆰 ６７９±０􀆰 ３０４∗ ０􀆰 ２４２±０􀆰 ０３６∗

　 　 注：与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 桑皮素组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

４　 讨论

宫颈癌是世界上常见的恶性肿瘤之一， 较多发

生在欧洲和非洲， 临床诊治中宫颈癌的早期症状不

甚明显， 患者多数表现为中晚期， 而且预后效果不

好［１１］。 目前在宫颈癌的常规治疗中， 常常以早中

期的外科手术治疗为主， 同时以中晚期的放疗和化

疗为辅助手段［１２］。 但是宫颈癌大都早期不易发现，
而放化疗在治疗的同时对机体又有一定程度的损伤

并增加了患者的痛苦。
黄酮类化合物广泛存在于药用植物中， 不同的

黄酮类化合物都表现出不同的抗肿瘤效果， 并且有

部分已被用于癌症的治疗中［１３］。 其中有些黄酮类

化合物 （如蛇葡萄素） 被用于前列腺癌的防治研

究并获得不错的效果［１４］。 异戊二烯基黄酮作为黄

酮化合物的一种， 具有抑菌、 消炎、 抗氧化等

作用［１５］。
桑皮素是从桑树根皮或者枝皮中提取分离得到

的， 广泛存在于桑树的各个部位中， 特别是在桑树

的根皮中含有量最高， 枝皮中的含有量次之［１６⁃１７］。
国内外的学者对其做了大量研究， 发现桑皮素的药

理作用十分丰富， 具有抑菌、 抗炎及抗病毒等作

用， 并且具有一定的细胞毒性， 对多种癌细胞均有

抑制作用［１８］。
本实验 ＭＴＴ 结果表明， 桑皮素作用 Ｈｅｌａ 细胞

２４ ｈ 后， ＩＣ５０ ＝ １７􀆰 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ， 且随着桑皮素浓度的

提高， 效果越明显。 镜下观察发现正常组的细胞状

态良好呈六棱形， 桑皮素组细胞皱缩变圆， 贴壁细

胞数量相对减少， 明显可以看到细胞穿孔的现象，
并且随着桑皮素浓度的增高， 细胞变化越明显。 透

射电镜结果显示， １５ μｍｏｌ ／ Ｌ 桑皮素组细胞膜不完

整， 染色质固缩， 细胞器结构损坏， 出现许多气穴

现象的空泡结构。 扫描电镜结果显示， １５ μｍｏｌ ／ Ｌ
桑皮素组细胞膜皱缩， 细丝状突起断裂， 表面呈不

规则的块状。
桑皮素作用于癌细胞的重要靶点， 抑制肿瘤细

胞的生长并诱导其凋亡， 最终使癌细胞走向死

亡［１９］。 本实验通过利用 Ｈｏｅｃｈｓｔ 单染检测 Ｈｅｌａ 细

胞凋亡， 明显地看到随着桑皮素作用浓度升高， 核

染色逐渐加深， 高浓度桑皮素作用下， 细胞核

裂解。
细胞凋亡与相关基因的表达有关， 药物可以通

过调控一个或多个基因来诱导癌细胞的凋亡或者坏

死。 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白家族成员可以通过调控线粒体途径

影响细胞凋亡。 Ｂｃｌ⁃２ 家族包括诱导凋亡的蛋白

（Ｂａｘ、 Ｂａｋ、 Ｂｉｄ、 Ｂｉｍ） 以 及 抑 制 凋 亡 的 蛋 白

（Ｂｃｌ⁃２、 Ｂｃｌ⁃ｘＬ）。 当细胞发生凋亡时， Ｂａｘ 与 Ｂａｋ
１２３
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发生寡聚化， 从胞质聚集到线粒体的外膜上， 与膜

上电压作用打开阴离子通路， 使线粒体内的细胞色

素 Ｃ 等凋亡因子等释放到细胞质基质中， 引起细

胞死亡［２０］。
为了验证桑皮素促进 Ｈｅｌａ 细胞凋亡的分子机

制， 本实验利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 实验观察

Ｈｅｌａ 细胞中 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达。 结

果表明， 桑皮素可能通过促进 Ｂａｘ 和抑制 Ｂｃｌ⁃２
ｍＲＮＡ 和蛋白的表达来诱导宫颈癌 Ｈｅｌａ 细胞的凋

亡， 但是其作用机理尚不清楚， 仍需要做进一步的

研究。 综上所述， 桑皮素通过升高 Ｂａｘ 因子的表达

和降低 Ｂｃｌ⁃２ 因子的表达， 从而诱导 Ｈｅｌａ 细胞发生

凋亡。
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