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摘要： 目的　 探讨土槿皮乙酸通过调控 ＰＡＸ２ 对宫颈癌细胞的影响及其分子机制。 方法　 ＭＴＴ 法检测细胞增殖情况；
ｓｈＲＮＡ 干扰技术构建 ＰＡＸ２ 低表达 Ｈｅｌａ 细胞株， 分为空白组、 阴性对照组、 ｓｈ⁃ＰＡＸ２ 组、 土槿皮乙酸组、 土槿皮乙

酸＋ｓｈ⁃ＰＡＸ２ 组； 流式细胞术检测各组细胞凋亡情况； Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室迁移实验检测各组细胞迁移能力； Ｓｔｒｉｎｇ 预测

ＰＡＸ２ 潜在作用蛋白； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达； 免疫荧光实验观察各组细胞中 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的定位。 结果　 土槿皮乙酸

可时间－浓度依赖地抑制宫颈癌细胞增殖。 各宫颈癌细胞中 ＰＡＸ２ 蛋白表达与土槿皮乙酸对各细胞的 ＩＣ５０均呈负相关

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 土槿皮乙酸可抑制 Ｈｅｌａ 细胞中 ＰＡＸ２ 蛋白表达； 土槿皮乙酸和低表达 ＰＡＸ２ 均可诱导 Ｈｅｌａ 细胞凋亡并抑

制其迁移， 可降低 Ｂｃｌ⁃２、 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ、 ＭＭＰ２、 ＭＭＰ９、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 和 ｐ⁃β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白和升高 ＢＡＸ 蛋白表达

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 可使 Ｈｅｌａ 细胞中 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的进核量减少。 结论 　 土槿皮乙酸在宫颈癌细胞中抑制 ＰＡＸ２ 表达和

Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ信号通路进而诱导细胞凋亡并抑制其转移。
关键词： 土槿皮乙酸； ＰＡＸ２； 宫颈癌； 凋亡； 迁移； Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路
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Ｓｕｒｖｉｖｉｎ， ＭＭＰ２， ＭＭＰ９， β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ａｎｄ ｐ⁃β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ＢＡＸ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ （Ｐ＜０􀆰 ０５），
ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｉｎ Ｈｅｌａ ｃｅｌｌｓ ｎｕｃｌｅｕｓ． ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ 　 ＰＡＢ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ＰＡＸ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａｎｄ Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ＣＣ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ ｉｎｄｕｃｅｓ ｃｅｌｌｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｓ
ｔｈｅｉｒ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｐｓｅｕｄｏｌａｒｉｃ ａｃｉｄ Ｂ （ ＰＡＢ）； ＰＡＸ２； ｃｅｒｖｉｃａｌ ｃａｎｃｅｒ （ ＣＣ）； ａｐｏｐｔｏｓｉｓ； ｍｉｇｒａｔｉｏｎ； Ｗｎｔ ／
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

　 　 宫颈癌 （Ｃｅｒｖｉｃａｌ ｃａｎｃｅｒ， ＣＣ） 是最常见的妇

科恶性肿瘤， 其发病率和死亡率在女性所有癌症中

位列第四［１］。 控制肿瘤细胞的恶性增殖并诱发其

凋亡是治疗癌症的重要途径［２］。 土槿皮乙酸是从

土槿皮中分离提取的具有生物活性的二萜类化合

物， 具有广泛的抗癌作用［３］， 可诱发 ｃａｓｐａｓｅｓ 的激

活， 引起肿瘤细胞凋亡并有效减弱肿瘤细胞对于化

疗的耐药性［４］， 但其对宫颈癌的治疗作用及其分

子机制尚不明确。 ＰＡＸ２ 是 ＰＡＸ 转录因子家族成

员之一， 在成年个体除在特定组织中表达外几乎被

完全沉默， 近年来研究显示， ＰＡＸ２ 在多种肿瘤组

织中被重新激活并表现出促进癌细胞增殖、 迁移的

特性［５⁃６］。 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路在恶性肿瘤中起

关键作用［７］， 当 Ｗｎｔ 配体和 Ｗｎｔ 通路调节分子突

变时导致 Ｗｎｔ 信号异常激活， 进而促进 ＣＣ 细胞的

生长和侵袭， 研究表明在不同 ＣＣ 细胞系和活检组

织中， Ｗｎｔ４、 Ｗｎｔ８Ａ、 Ｗｎｔ１０Ｂ 和 Ｗｎｔ１４ 相对高表

达而 Ｗｎｔ７Ａ 则被强烈下调［８⁃９］； 而抑制 Ｗｎｔ 信号能

够不同程度的抑制 ＣＣ 细胞增殖并促进其凋亡［１０］。
因此本研究分析了土槿皮乙酸对 ＣＣ 细胞凋亡、 迁

移的影响， 探究了土槿皮乙酸对 ＰＡＸ２ 和 Ｗｎｔ ／ β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路的作用， 初步阐明土槿皮乙酸通

过调控 ＰＡＸ２ 对 ＣＣ 细胞产生影响。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞　 人 ＣＣ 细胞 Ｈｅｌａ、 ＳｉＨａ、 ＣａＳｋｉ、 Ｃ３３Ａ
和 ＭＳ７５１ 细胞系购自中国科学院典型培养物保藏

委员会细胞库 （上海）。
１􀆰 ２　 药物与试剂　 土槿皮乙酸 （美国 Ｓｉｇｍａ 公司，
货号 Ｌ８１７０）； ＭＴＴ （北京索莱宝科技有限公司， 货号

ＩＭ０２８０）； 细胞凋亡检测试剂盒 （北京索莱宝科技有

限公 司， 货 号 ＣＡ１０４０）； Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小 室 （美 国

Ｃｈｅｍｉｃｏｎ 公司， 货号 ＥＣＭ５５０）； ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００
Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司， 货号

１１６６８０２７）； Ｍａｔｒｉｇｅｌ （北京索莱宝科技有限公司， 货

号 ３５６２３１）； ＲＩＰＡ 裂解液 （上海碧云天生物技术有限

公司， 货号 Ｐ００１３Ｃ）； 兔抗 ＢＡＸ 单克隆抗体 （英国

Ａｂｃａｍ 公司， 货号 ａｂ３２５０３）； 兔抗 Ｂｃｌ⁃２ 单克隆抗体

（英国 Ａｂｃａｍ 公司， 货号 ａｂ１８５００２）； 兔抗 ＭＭＰ２ 单

克隆抗体 （英国 Ａｂｃａｍ 公司， 货号 ａｂ２１５９８６）； 兔抗

ＭＭＰ９ 多 克 隆 抗 体 （英 国 Ａｂｃａｍ 公 司， 货 号

ａｂ３８８９８）； 兔抗 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 单克隆抗体 （英国 Ａｂｃａｍ
公司， 货号 ａｂ１３４１７５）； 兔抗 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 单克隆抗体

（英国 Ａｂｃａｍ 公司， 货号 ａｂ７６４２４）； 兔抗 ＰＡＸ２ 单克

隆抗体 （英国 Ａｂｃａｍ 公司， 货号 ａｂ７９３８９）； 兔抗 β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 单 克 隆 抗 体 （英 国 Ａｂｃａｍ 公 司， 货 号

ａｂ３２５７２）； 兔抗 ｐ⁃β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 多克隆抗体 （英国 Ａｂｃａｍ
公司， 货号 ａｂ２７７９８）； 兔抗 ＧＡＰＤＨ 单克隆抗体 （美
国 ＣＳＴ 公司， 货号 ５１７４）； 山羊抗兔 ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ 抗体

（英国 Ａｂｃａｍ 公司， 货号 ａｂ９７０５１）； Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ 􀅹
６４７ 标记的山羊抗兔二抗 （英国 Ａｂｃａｍ 公司， 货号

ａｂ１５００８３）。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞培养 　 Ｃ３３Ａ、 Ｈｅｌａ 和 ＳｉＨａ 细胞采用

ＤＭＥＭ 培养基培养， ＭＳ７５１ 和 ＣａＳｋｉ 细胞采用

ＲＰＭＩ １６４０ 培养基培养。 培养基中均加入 １０％
ＦＢＳ、 １％ 青霉素和链霉素。 所有细胞在 ５％ ＣＯ２、
３７ ℃下无菌培养。
２􀆰 ２　 ＭＴＴ 实验　 待细胞生长至 ８０％ 汇合度时， 胰

蛋白酶消化配制成浓度为 １􀆰 ５×１０５ ／ ｍＬ 的单细胞悬

液， 以每孔 １００ μＬ 接种于 ９６ 孔板中， 过夜培养后

加入不同浓度的土槿皮乙酸 （２􀆰 ５、 ５、 １０、 ２０、
４０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 或者 ０􀆰 １６％ ＤＭＳＯ 分别处理细胞 ２４、
４８、 ７２ ｈ。 处理结束后向培养板中加入新鲜的 ＭＴＴ
（５ ｍｇ ／ ｍＬ）， 培养 ４ ｈ， 加入 ＤＭＳＯ 进行溶解， 在

５７０ ｎｍ 波长下检测吸光度值 （ＯＤ）， 并计算抑制

率和 ＩＣ５０， 抑 制 率 ＝ ［ （ ＯＤ空白组 － ＯＤ给药组 ） ／
ＯＤ空白组］ ×１００％ 。
２􀆰 ３　 ｓｈＲＮＡ 干扰技术构建 ＰＡＸ２ 低表达 Ｈｅｌａ 细胞

株　 将 ＰＡＸ２ ｓｈＲＮＡ 和 ＮＣ ｓｈＲＮＡ 序列与 Ａｇｅ Ｉ 酶
切位点一起加入， 并在酶消化后与 ｐＧＣ⁃ＦＵ 载体连

接。 然后将重组质粒转染到 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞中， 筛

选出阳性细胞， 提取质粒。 将 Ｈｅｌａ 细胞接种到 ６
孔板上， 根据 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 的说明， 在细胞密

度达到 ７０％ ～ ８０％ 后转染细胞。 使用 ２５０ μＬ 无血

２９２２

２０２０ 年 ９ 月

第 ４２ 卷　 第 ９ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２０
Ｖｏｌ． ４２　 Ｎｏ． ９



清培 养 基 Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 分 别 稀 释 １００ ｐｍｏｌ ＰＡＸ２
ｓｈＲＮＡ 和 １００ ｐｍｏｌ ＮＣ ｓｈＲＮＡ 序列质粒， 在室温下

孵育 ５ ｍｉｎ， 使用 ２５０ μＬ 无血清培养基 Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ
稀释 ５ μＬ ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００， 在室温下孵育 ５ ｍｉｎ，
将稀释后的 ＰＡＸ２ ｓｈＲＮＡ、 ＮＣ ｓｈＲＮＡ 序列质粒分

别与稀释后的 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 充分混合后， 室温

温育 ２０ ｍｉｎ， 然后加入预先接种好细胞的培养孔

中。 细胞在 ５％ ＣＯ２、 ３７ ℃下培养 ８ ｈ 使质粒转入

细胞， 然后将细胞在完全培养基中培养 ２４ ～ ４８ ｈ，
用于后续的实验。
２􀆰 ４　 细胞分组与处理　 选择对数生长期的细胞分为

空白组、 阴性对照组 （用 ＮＣ ｓｈＲＮＡ 质粒转染），
ｓｈ⁃ＰＡＸ２ 组 （用 ＰＡＸ２ ｓｈＲＮＡ 质粒转染）， 土槿皮乙

酸组 （用 １５ μｍｏｌ ／ Ｌ 土槿皮乙酸处理未转染的 Ｈｅｌａ
细胞）， 土槿皮乙酸＋ｓｈ⁃ＰＡＸ２ 组 （用１５ μｍｏｌ ／ Ｌ土槿

皮乙酸处理并用 ＰＡＸ２ ｓｈＲＮＡ 质粒转染）
２􀆰 ５　 流式细胞术检测细胞凋亡　 细胞接种于 ６ 孔

板， 过夜培养， 按照 “２􀆰 ４” 项下加入药物处理

２４ ｈ后， 胰酶消化成单细胞悬液， 用 ＰＢＳ 洗涤细

胞， 然后收集 １×１０５ ～ ５×１０５ 个细胞， 每管中加入

５００ μＬ 结合缓冲液以悬浮细胞， 然后加入 ５ μＬ
Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 和 ５ μＬ ＰＩ， 充分混合后， 室温下

避光静置孵育 １０ ｍｉｎ。 在 １ ｈ 内， 将细胞转移至流

式细胞仪进行检测。 通过软件分析构建包括四个象

限的细胞直方图。
２􀆰 ６　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室迁移实验 　 将 ４ ℃ 预冷的以

１ ∶ ５稀释的基质胶加入到 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室中， 铺匀

后在 ３７ ℃下干燥 ７０ ｍｉｎ。 制备各组细胞悬浮液，
每组 设 置 ５ 个 重 复 孔， 将 细 胞 浓 度 调 节 至

５×１０５ ／ ｍＬ。 向上室添加 ２００ μＬ 细胞悬浮液， 向下

室添加 ５００ μＬ 含有 ２０％ ＦＢＳ 的培养基作为趋化因

子。 按照 “２􀆰 ４” 项下加入药物后将小室放入 ５％
ＣＯ２、 ３７ ℃下培养 ２４ ｈ， 棉签擦去上室中未转移的

细胞， ＰＢＳ 漂洗， 甲醇固定细胞， 用 ０􀆰 １％ 结晶紫

染色后， 每孔选取 ５ 个视野在光学显微镜下拍照，
统计各组迁移细胞数目。
２􀆰 ７　 Ｓｔｒｉｎｇ 预测 ＰＡＸ２ 潜在作用蛋白　 在 ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ． ｏｒｇ ／网站上对 ＰＡＸ２ 的作用蛋白进行

预测。
２􀆰 ８　 免疫荧光实验　 将生长至对数期的各组细胞

以 ４􀆰 ５ × １０４ 个接种至 ６ 孔板中， 过夜后按照

“２􀆰 ４” 项下加入药物处理细胞 ２４ ｈ， 洗涤细胞，
４％ 多聚甲醛固定细胞， ０􀆰 ２５％ Ｔｒｉｔｏｎ × １００ 透膜，
１０％山羊血清封闭， 加入一抗 ４ ℃过夜， 洗涤， 加

入二抗， 室温 ２ ｈ， 洗涤， 倒置荧光显微镜拍照。
２􀆰 ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验　 待细胞生长至对数期， 按照

“２􀆰 ４” 项下加入药物处理细胞 ２４ ｈ 后， 采用 ＲＩＰＡ 裂

解液提取细胞总蛋白， 加入上样缓冲液。 同时取一小

部分用 ＢＣＡ 法检测蛋白浓度。 通过 １０％ 或 １２％ 的

ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳分离蛋白质并转移到硝酸纤维素膜上。
将膜用含有 ５％ 脱脂牛奶的 ＴＢＳＴ 室温封闭 ２ ｈ。
（ＰＡＸ２、 ＭＭＰ２、 ＭＭＰ９、 Ｂｃｌ⁃２、 ＢＡＸ、 ＧＡＰＤＨ 以

１ ∶ １ ０００稀释， Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 以１ ∶ １ ５００稀释，
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 以 １ ∶ ５ ０００ 稀释， ｐ⁃β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 以 １ ∶ ８００ 稀

释） ４ ℃下孵育一抗过夜， ＴＢＳＴ 洗涤后室温孵育二

抗 ２ ｈ， 洗涤， 加入 ＥＣＬ 发光液显色并在自动曝光仪

中拍照。 采用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ 软件分析各蛋白条带的灰

度值， 计算相对表达量。
２􀆰 １０　 统计学分析 　 采用 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 进行统计分

析， 计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单

因素方差分析， 相关性分析采用 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分

析， 以 Ｐ≤０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 土槿皮乙酸对 ＣＣ 细胞增殖的影响 　 在同一

时间下土槿皮乙酸对各细胞增殖的抑制率均随浓度

的增加而增加， 在同一浓度下土槿皮乙酸对各细胞

增殖的抑制率均随时间的增加而增加， 提示土槿皮

乙酸可时间－浓度依赖地抑制 ＣＣ 细胞增殖（图 １）。
此外在同一处理时间下， 土槿皮乙酸对各细胞的

ＩＣ５０不同， 其中在 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 下的 ＩＣ５０由大到小

依次 均 为 ＭＳ７５１、 Ｃ３３Ａ、 ＣａＳｋｉ、 ＳｉＨａ 和 Ｈｅｌａ
（表 １）。 由于 Ｈｅｌａ 细胞对土槿皮乙酸最敏感， 故

本研究选取 Ｈｅｌａ 细胞作为后续研究对象， 土槿皮

乙酸处理 Ｈｅｌａ 细胞 ２４ ｈ， ＩＣ５０约为 １５ μｍｏｌ ／ Ｌ， 因

此后续土槿皮乙酸处理浓度选为 １５ μｍｏｌ ／ Ｌ。
３􀆰 ２　 各 ＣＣ 细胞中 ＰＡＸ２ 蛋白表达及其与土槿皮乙

酸对各细胞的 ＩＣ５０的相关性分析　 在各 ＣＣ 细胞中，
ＰＡＸ２ 蛋 白 表 达 由 高 到 低 依 次 为 Ｈｅｌａ、 ＳｉＨａ、
ＣａＳｋｉ、 Ｃ３３Ａ 和 ＭＳ７５１。 经相关性分析发现， 在各

ＣＣ 细胞中 ＰＡＸ２ 表达与土槿皮乙酸对各细胞 ２４、
４８、 ７２ ｈ 的 ＩＣ５０均呈负相关， 其中 ４８、 ７２ ｈ 的 ＩＣ５０

与 ＰＡＸ２ 表达呈显著性负相关（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ２）。
３􀆰 ３　 ｓｈＲＮＡ 转染 Ｈｅｌａ 细胞后各组细胞中 ＰＡＸ２ 蛋

白表达　 土槿皮乙酸可抑制 Ｈｅｌａ 细胞中 ＰＡＸ２ 蛋白

表达， 与空白组相比， 阴性对照组细胞中 ＰＡＸ２ 蛋

白表达无差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 与阴性对照组相比， ｓｈ⁃
ＰＡＸ２ 组、 土槿皮乙酸组和土槿皮乙酸＋ｓｈ⁃ＰＡＸ２组
细胞中 ＰＡＸ２ 蛋白表达均降低（Ｐ＜０􀆰 ０５） （图 ３）。
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图 １　 土槿皮乙酸对 ＣＣ 细胞增殖的影响 （ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＰＡＢ ｏｎ ＣＣ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ （ｎ＝３）

表 １　 土槿皮乙酸对各 ＣＣ 细胞的 ＩＣ５０ （μｍｏｌ ／ Ｌ， ｘ± ｓ，
ｎ＝３）

Ｔａｂ􀆰 １　 ＩＣ５０ ｏｆ ＰＡＢ ｏｎ ａｌｌ ＣＣ ｃｅｌｌｓ （μｍｏｌ ／ Ｌ， ｘ±ｓ， ｎ＝３）
细胞种类 ２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ

Ｈｅｌａ １５􀆰 ０２±２􀆰 ３４ ６􀆰 １４±１􀆰 ２１ ３􀆰 ８±０􀆰 ８８

ＳｉＨａ １９􀆰 ０４±２􀆰 ６６ １０􀆰 ０７±２􀆰 １２ ５􀆰 ３９±１􀆰 ７７

ＣａＳｋｉ ２１􀆰 ５４±２􀆰 ９３ １２􀆰 １１±２􀆰 ７３ ７􀆰 ３８±２􀆰 １２

Ｃ３３Ａ ４２􀆰 ７１±３􀆰 １２ ２８􀆰 ４４±３􀆰 ６８ １７􀆰 ７６±３􀆰 ０３

ＭＳ７５１ １０３􀆰 ３２±２􀆰 ４５ ３４􀆰 ４９±３􀆰 ０１ ２１􀆰 ９５±２􀆰 ９２

３􀆰 ４　 土槿皮乙酸和低表达 ＰＡＸ２ 对 Ｈｅｌａ 细胞凋亡

的影响　 与空白组比较， 阴性对照组细胞的早晚期

凋亡率无变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， ｓｈ⁃ＰＡＸ２ 组、 土槿皮乙

酸组和土槿皮乙酸＋ｓｈ⁃ＰＡＸ２ 组细胞的早晚期凋亡

率较阴性对照组均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５） （图 ４）。
３􀆰 ５　 土槿皮乙酸和低表达 ＰＡＸ２ 对 Ｈｅｌａ 细胞迁移

的影响　 与空白组比较， 阴性对照组细胞的迁移数

无变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， ｓｈ⁃ＰＡＸ２ 组、 土槿皮乙酸组和

图 ２　 各 ＣＣ 细胞中 ＰＡＸ２ 蛋白表达及其与土槿皮乙酸对各细胞的 ＩＣ５０的相关性分析

Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＰＡＸ２　 ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ａｌｌ ＣＣ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＩＣ５０ ｏｆ ＰＡＢ ｏｎ ａｌｌ ＣＣ ｃｅｌｌｓ

土槿皮乙酸＋ｓｈ⁃ＰＡＸ２ 组细胞的迁移数较阴性对照

组比较， 均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５） （图 ５）。
３􀆰 ６　 土槿皮乙酸和低表达 ＰＡＸ２ 对 Ｈｅｌａ 细胞凋亡

及转移相关蛋白表达的影响　 与空白组比较， 阴性

对照组细胞中 Ｂｃｌ⁃２、 ＢＡＸ、 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ、
ＭＭＰ２ 和 ＭＭＰ９ 蛋白表达无变化（Ｐ＞０􀆰 ０５）； 与阴
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注： 与阴性对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 各组细胞中 ＰＡＸ２ 蛋白表达

Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＰＡＸ２　 ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注： 与阴性对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 土槿皮乙酸和低表达 ＰＡＸ２ 对 Ｈｅｌａ 细胞凋亡的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＰＡＢ ａｎｄ ｗｅａｋ ＰＡＸ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ Ｈｅｌａ ｃｅｌｌｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

注： 与阴性对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 土槿皮乙酸和低表达 ＰＡＸ２ 对 Ｈｅｌａ 细胞迁移的影响

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＰＡＢ ａｎｄ ｗｅａｋ ＰＡＸ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ Ｈｅｌａ ｃｅｌｌｓ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
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性对照组相比， ｓｈ⁃ＰＡＸ２ 组、 土槿皮乙酸组和土槿

皮乙酸＋ｓｈ⁃ＰＡＸ２ 组细胞中 Ｂｃｌ⁃２、 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、 Ｓｕｒ⁃
ｖｉｖｉｎ、 ＭＭＰ２ 和 ＭＭＰ９ 蛋白表达均显著降低， ＢＡＸ
蛋白表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５） （图 ６）。

注： 与阴性对照组相比，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ６　 土槿皮乙酸和低表达 ＰＡＸ２ 对 Ｈｅｌａ 细胞凋亡及转移相关蛋白表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＰＡＢ ａｎｄ ｗｅａｋ ＰＡＸ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｒｅｌｅｖａｎｔ ｔｏ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ
ｏｆ Ｈｅｌａ ｃｅｌｌｓ

３􀆰 ７　 Ｓｔｒｉｎｇ 预测 ＰＡＸ２ 潜在作用蛋白　 借助蛋白质

网络的相互作用分析， 发现癌症信号传导过程中

ＰＡＸ２ 与 Ｗｎｔ 信号关系密切 （图 ７）。

图 ７　 Ｓｔｒｉｎｇ 预测 ＰＡＸ２ 潜在作用蛋白

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ＰＡＸ２ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｙ Ｓｔｒｉｎｇ

３􀆰 ８ 　 土槿皮乙酸和低表达 ＰＡＸ２ 对 Ｈｅｌａ 细胞

β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、 ｐ－β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白的影响 　 与空白组相

比， 阴性对照组细胞中 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、 ｐ⁃β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白

表达无变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 可见大量 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白

定位于细胞核； 与阴性对照组相比， ｓｈ⁃ＰＡＸ２ 组、
土槿皮乙酸组和土槿皮乙酸 ＋ ｓｈ⁃ＰＡＸ２ 组细胞中

β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、 ｐ⁃β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达均降低（Ｐ＜０􀆰 ０５），
可见 定 位 于 细 胞 核 的 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋 白 明 显 减

少（图 ８）。
４　 讨论

土槿皮乙酸越来越多的被认为是一种潜在的抗

癌活性物质， 具有促进不同类型肿瘤细胞凋亡的作

用， 包括胃癌、 肺癌、 乳腺癌、 黑色素瘤、 甲状腺

癌、 胰腺癌和 ＣＣ 等［１１⁃１２］。 本研究发现土槿皮乙酸

可时间－浓度依赖地抑制多种 ＣＣ 细胞增殖， 其中

土槿皮乙酸对 Ｈｅｌａ 细胞 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 的 ＩＣ５０均最

小， 提示 Ｈｅｌａ 细胞对土槿皮乙酸的干预最为敏感。
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注： 与阴性对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ８　 土槿皮乙酸和低表达 ＰＡＸ２ 对 Ｈｅｌａ 细胞 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、 ｐ⁃β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白的影响

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＰＡＢ ａｎｄ ｗｅａｋ ＰＡＸ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ａｎｄ ｐ⁃β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｈｅｌａ ｃｅｌｌｓ

前期研究发现土槿皮乙酸通过抑制 ＰＡＸ２ 表达来诱

导 Ｈｅｌａ 细胞凋亡并抑制其转移， 但是相关分子机

制的文献报道较少， 有研究者在其他肿瘤细胞中对

土槿皮乙酸抗肿瘤作用的分子机制做了大量的研

究， 发现土槿皮乙酸诱导肿瘤细胞凋亡并抑制其转

移所涉及的信号通路和靶分子多种多样， 包括

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ、 ＥＲＫ１ ／ ２ 信 号 或 者 Ｂｃｌ⁃２、 ＰＫＣ 和

ｃａｓｐａｓｅ 家族的多种分子［４， １１］。 本研究首先对各 ＣＣ
细胞中 ＰＡＸ２ 蛋白表达进行检测， 并结合前面测出

的土槿皮乙酸对各细胞的 ＩＣ５０， 分析两者之间的相

关性， 发现在各 ＣＣ 细胞中， ＰＡＸ２ 蛋白表达由高

到低依次为 Ｈｅｌａ、 ＳｉＨａ、 ＣａＳｋｉ、 Ｃ３３Ａ 和 ＭＳ７５１，
并且与土槿皮乙酸对各细胞 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 的 ＩＣ５０均

呈负相关， 提示土槿皮乙酸对各细胞增殖抑制能力

与 ＰＡＸ２ 表达呈正相关， ＰＡＸ２ 表达越高， 细胞对

土槿皮乙酸的增殖抑制的敏感性越高， 土槿皮乙酸

可能直接或间接靶向作用于 ＰＡＸ２， 从而实现对

Ｈｅｌａ 细胞增殖和转移的抑制， 并诱导其凋亡。
ＰＡＸ２ 在起源于苗勒氏管的输卵管、 子宫内

膜、 宫颈和上部阴道的上皮细胞中表达［１３］。 ＰＡＸ２
在子宫内膜癌细胞中高表达， 下调 ＰＡＸ２ 可抑制细

胞增殖、 迁移和侵袭［１４］。 由于卵巢癌不同的组织

学类型， ＰＡＸ２ 在卵巢癌中可能具有致癌和抑癌功

能， 这可能取决于卵巢癌细胞的表观遗传学改

变［１５］。 ＰＡＸ２ 在 ＣＣ 细胞中表达也大幅上调， 用

ＣＰ⁃３１３９８ 或 ｓｈ⁃ＰＡＸ２ 处理 Ｈｅｌａ 和 ＳｉＨａ 细胞， 可

以抑制细胞增殖、 侵袭和迁移， 诱导细胞凋亡［１６］。
ＰＡＸ２ 越来越多的被认为是生殖器官相关癌症发生

的标志基因。 本研究发现通过敲低 Ｈｅｌａ 细胞中

ＰＡＸ２ 表达可显著诱导 Ｈｅｌａ 细胞凋亡， 上调促凋亡

因子 ＢＡＸ 表达和下调抑凋亡因子 Ｂｃｌ⁃２、 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ
和 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 表达； 同时抑制 Ｈｅｌａ 细胞迁移以及下

调 ＭＭＰ２ 和 ＭＭＰ９ 表达， ＭＭＰ２ 和 ＭＭＰ９ 均通过

降解细胞外基质促进肿瘤转移； 提示降低 ＣＣ 细胞

中 ＰＡＸ２ 表达可诱导 ＣＣ 细胞凋亡， 抑制其转移。
进一步研究发现土槿皮乙酸可显著抑制 ＣＣ 细胞中

ＰＡＸ２ 表达， 同时诱导细胞凋亡并抑制其转移。 以

上揭示土槿皮乙酸导致的 ＰＡＸ２ 下调在土槿皮乙酸

诱导的 ＣＣ 细胞凋亡和抑制其转移过程中扮演重要

角色， 但是其中的具体机制仍需进一步研究。
借助蛋白质网络的相互作用分析， 发现癌症信

号传导过程中 ＰＡＸ２ 与 Ｗｎｔ 信号关系密切。 经典的

Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路被发现与 ＣＣ 细胞的增殖、
转移等相关［１７］。 在该通路中 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的异常磷酸

化使其在细胞内积累并进入细胞核与 ＴＣＦ ／ ＬＥＦ 形

成转录复合物， 调节多种下游周期和增殖相关因子
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的表达， 包括 ｃＭＹＣ、 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ、 Ａｘｉｎ２
和 ＭＭＰｓ［１８］。 本研究发现土槿皮乙酸和低表达

ＰＡＸ２ 均可降低 Ｈｅｌａ 细胞中 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 和ｐ⁃β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
蛋白表达， 另外通过免疫荧光实验对 Ｈｅｌａ 细胞中

β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 进行定位， 发现土槿皮乙酸和低表达

ＰＡＸ２ 组 Ｈｅｌａ 细胞核中 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 表达显著降低；
结合前面土槿皮乙酸对 ＣＣ 细胞 ＰＡＸ２ 表达的抑制

作用， 提示土槿皮乙酸可通过影响 ＰＡＸ２ 与 Ｗｎｔ ／
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路的相互作用， 诱导 ＣＣ 细胞凋亡

并抑制其转移。
综上所述， 在 ＣＣ 细胞中， 土槿皮乙酸通过抑

制 ＰＡＸ２ 表达和 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路来诱导细

胞凋亡， 抑制其转移。 提示土槿皮乙酸是诱导宫颈

癌 Ｈｅｌａ 细胞凋亡的潜在治疗药物。
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