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摘要： 目的 　 探讨松油烯⁃４⁃醇对宫颈癌 Ｓｉｈａ 细胞凋亡的影响以及其可能的机制。 方法 　 采用含 １０％ 胎牛血清的

ＤＭＥＭ 培养基培养 Ｓｉｈａ 细胞， 并将其分为对照组、 顺铂组 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 和 ５、 ７􀆰 ５、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 松油烯⁃４⁃醇组。 ＭＴＴ
法检测不同浓度松油烯⁃４⁃醇对 Ｓｉｈａ 细胞增殖的影响， ＴＵＮＥＬ 荧光染色法和 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 法检测 Ｓｉｈａ 细胞凋亡情

况， ＪＣ⁃１ 染色检测线粒体膜电位变化， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测 Ｓｉｈａ 细胞 Ｂａｘ、 ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ、 ｃａｓｐａｓｅ９、 ＨＰＶ Ｅ６ ／ Ｅ７ ｍＲＮＡ 表

达， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 Ｓｉｈａ 细胞 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ９ 蛋白表达。 结果　 松油烯⁃４⁃醇 （５、 ７􀆰 ５、
１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 处理 Ｓｉｈａ 细胞 ２４ ｈ 后， 细胞增殖能力减弱 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 细胞凋亡率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 线粒体膜电位降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 细胞 Ｂａｘ、 ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ９ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 细

胞 Ｂａｘ、 ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ、 ｃａｓｐａｓｅ９ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＨＰＶ Ｅ６ ／ Ｅ７ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 并呈剂量依赖

性。 结论　 松油烯⁃４⁃醇能抑制 Ｓｉｈａ 细胞体外增殖， 诱导细胞凋亡， 其作用机制可能与线粒体途径调控细胞 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃
２、 ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ９ 的表达， 并降低 ＨＰＶ Ｅ６ ／ Ｅ７ ｍＲＮＡ 表达有关。
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　 　 宫颈癌是人类最常见的乳头状瘤病毒 （ＨＰＶ） 相关癌

症， 疫苗接种在很大程度上仍然无法普及， 一旦确诊， 预

后较差， 特别是转移或复发性病例［１］ 。 免疫治疗和靶向治

疗已经能够延长整体生存期［２］ ， 然而存在与化疗相关的缺

点， 包括频繁复发、 耐药性、 对剩余的非癌细胞的副作

用［３］ 。 因此， 寻找适合的药物治疗宫颈癌已成为科研界密

切关注的问题。 珊瑚姜为苗医常用药材， 具有抗细菌、 抗

真菌及抗肿瘤等活性［４⁃５］ ， 松油烯⁃４⁃醇是其主要成分之

一［６⁃７］ ， 具有抗炎、 抗肿瘤、 抗菌等活性［８⁃９］ 。 松油烯⁃４⁃醇
被证明对人黑色素瘤细胞［１０］ 、 人非小细胞肺癌［１１］ 、 人白

血病细胞［８］ 、 人胃肠肿瘤细胞［１２］具有抑制作用。 但对于人

宫颈癌 Ｓｉｈａ 细胞的影响及其作用机制方面的研究却少有报

道。 课题组前期研究发现， 松油烯⁃４⁃醇具有较强的抗宫颈

癌活性， 表明它也是一种很好的抗宫颈癌候选药物。 因此，
本研究将进一步探索松油烯⁃４⁃醇对人宫颈癌 Ｓｉｈａ 细胞的影

响及其作用机制。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞　 人宫颈癌 Ｓｉｈａ 细胞系购自广州吉妮欧生物科

技有限公司， 用含 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养基于 ５％ ＣＯ２、
３７ ℃恒温箱中培养， 待细胞长至 ８５％ 左右时进行传代及后

续细胞实验。
１􀆰 ２　 试剂 　 松油烯⁃４⁃醇 （纯度≥９５％ ， 货号 １１２５Ａ０２１，

北京索莱宝科技有限公司）。 一步法 ＴＵＮＥＬ 细胞凋亡检测

试剂盒 （货号 Ｃ１０８６， 上海碧云天生物技术有限公司）；
Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 试剂盒、 ＪＣ⁃１ 线粒体膜电位检测试剂盒

（货号 ＭＡ０２２０⁃１、 ＭＡ０３３８， 大连美仑生物技术有限公司）；
ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 逆转录试剂盒 ［货号 ＲＲ０３６Ａ， 生工生物工程

（上海） 股份有限公司］； 山羊抗兔二抗、 山羊抗鼠二抗

（货号 ＺＢ２３０１、 ＺＢ２３０５， 北京中杉金桥生物技术有限公司）。
１􀆰 ３　 仪器 　 共聚焦显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； 电泳仪 （北
京六一生物科技有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 共聚焦显微镜观察细胞形态变化 　 将 Ｓｉｈａ 细胞以每

孔 １×１０５ 个的密度接种至 ６ 孔板， 贴壁后分别用 ０ （即

０􀆰 １％ ＤＭＳＯ 处理的对照组）、 ５、 ７􀆰 ５、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 松油烯⁃
４⁃醇、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 顺铂 （阳性对照组） 处理 ２４ ｈ， 通过共聚

焦显微镜 （×２００） 明场视野观察细胞形态变化。
２􀆰 ２　 ＭＴＴ 法检测细胞相对增殖率 　 将 Ｓｉｈａ 细胞以每孔

５ ０００个的密度接种至 ９６ 孔板， 贴壁后分别用 ０、 ５、 ７􀆰 ５、
１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 松油烯⁃４⁃醇及 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 顺铂处理细胞， ２４ ｈ
后加入 １０ μＬ ＭＴＴ 溶液， 继续培养 ４ ｈ 后吸弃培养基， 加

入 １５０ μＬ ＤＭＳＯ， 采用酶标仪检测各孔在 ４９０ ｎｍ 波长处的

吸光度 （Ａ）， 计算细胞增殖率。
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２􀆰 ３　 流式细胞术检测细胞凋亡率　 按 “２􀆰 １” 项下方法处

理细胞， 用不含 ＥＤＴＡ 的胰酶消化， 离心并用流式缓冲液

吹散细胞， 再加入 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ、 １０ μＬ ＰＩ 避光室

温孵育 １５ ｍｉｎ， 流式细胞仪上机检测并记录。 细胞凋亡

率＝早期细胞凋亡率＋晚期细胞凋亡率。
２􀆰 ４　 ＴＵＮＥＬ 法检测细胞凋亡水平　 按 “２􀆰 １” 项下方法处

理细胞， ＰＢＳ 洗涤 １ 次， ４％ 多聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗

涤后用含 ０􀆰 ３％ ＴｒｉｔｏｎＸ⁃１００ 的 ＰＢＳ 室温孵育 ５ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗

涤后加 ５０ μＬ ＴＵＮＥＬ 检测液， ３７ ℃避光孵育 ６０ ｍｉｎ。 通过

共聚焦显微镜观察各组 Ｓｉｈａ 细胞染色情况， 以细胞核呈绿

色荧光为 ＴＵＮＥＬ 阳性细胞， 统计高倍镜 （ ×４００） 下阳性

细胞数目， 评估 Ｓｉｈａ 细胞凋亡水平。
２􀆰 ５　 线粒体膜电位检测 　 按 “２􀆰 １” 项下方法处理细胞，
ＰＢＳ 洗涤 １ 次， 加入 １ ｍＬ 细胞培养液， 再加入 １ ｍＬ ＪＣ⁃１
染色工作液， 充分混匀， ３７ ℃孵育 ２０ ｍｉｎ， 吸弃上清， 用

ＪＣ⁃１ 染色缓冲液洗涤 ２ 次， 再加入 ２ ｍＬ 细胞培养液， 通过

共聚焦显微镜 （×２００） 观察。 当线粒体膜电位 （Δψｍ） 大

于 １２０ ｍＶ 时， ＪＣ⁃１ 在线粒体基质中形成聚合物， 被 ４９０
ｎｍ 波长激发光激发后发出红光； 当线粒体膜电位 （Δψｍ）
小于 １２０ ｍＶ 时， ＪＣ⁃１ 不能聚集在线粒体基质中， 单体 ＪＣ⁃
１ 被 ４９０ ｎｍ 波长激发光激发后发出绿光， 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件

统计红色和绿色荧光强度， 以红色和绿色荧光的比值表示

线粒体膜电位的变化。
２􀆰 ６ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法 检 测 细 胞 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃
ｃａｓｐａｓｅ９、 ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ 蛋白表达　 Ｓｉｈａ 细胞以每皿 ３􀆰 ０×１０６

个的密度接种至培养皿中， 贴壁后分别用 ０、 ５、 ７􀆰 ５、 １０
μｍｏｌ ／ Ｌ 松油烯⁃４⁃醇及 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 顺铂处理细胞 ２４ ｈ， 收集

各组细胞并提取总蛋白， 经电泳、 转膜、 封闭后孵育一抗、
二抗， 化学发光试剂 （ＥＣＬ） 显影， 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行

灰度分析。

２􀆰 ７　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检 测 细胞 Ｂａｘ、 ｃａｓｐａｓｅ９、 ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ、
ＨＰＶ Ｅ６ ／ Ｅ７ ｍＲＮＡ 表 达 　 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取 Ｓｉｈａ 细胞中

ＲＮＡ， 使用 ｃＤＮＡ 合成试剂盒将 ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡ， 并

进行 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 分析， 反应条件为 ９４ ℃预变性 ３０ ｓ， ９５ ℃
变性 １０ ｓ， ６４ ℃退火 ３０ ｓ， ７２ ℃延伸 ３０ ｓ， 共 ３０ 个循环。
以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 采用 ２－ΔΔＣＴ 法计算目的基因相对表达。
引物由生工生物工程 （上海） 股份有限公司合成， 序列见

表 １。
表 １　 引物序列

基因 引物序列（５′→３′）
Ｂａｘ 正向 ＴＣＡＣＣＧＣＣＴＣＡＣＴＣＡＣＣＡＴ

反向 ＡＧＡＣＣＡＣＴＣＴＴＣＣＣＣＡＣＡＣＣ
ｃａｓｐａｓｅ９ 正向 ＧＴＣＧＣＴＡＡＴＧＣＴＧＴＴＴＣＧＧＴ

反向 ＧＣＡＡＧＡＴＡＡＧＧＣＡＧＧＧＴＧＡＧ
ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ 正向 ＴＣＴＧＡＧＧＴＣＣＴＧＧＣＴＴＴＴＧＴＣ

反向 ＧＧＣＴＴＣＴＧＴＴＣＧＣＴＴＴＴＧＣＴ
ＨＰＶ Ｅ６ 正向 ＣＡＧＧＡＧＣＧＡＣＣＣＡＧＡＡＡＧＴＴ

反向 ＧＣＡＧＴＡＡＣＴＧＴＴＧＣＴＴＧＣＡＧＴ
ＨＰＶ Ｅ７ 正向 ＴＧＴＧＡＣＴＣＴＡＣＧＣＴＴＣＧＧＴＴ

反向 ＣＴＡＧＴＧＴＧＣＣＣＡＴＴＡＡＣＡＧＧＴ
β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ＡＧＴＣＧＧＴＴＧＧＡＧＣＧＡＧＣＡＴＣ

反向 ＴＧＴＧＧＡＣＴＴＧＧＧＡＧＡＧＧＡＣＴＧＧ

２􀆰 ８　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 软件进行处理， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示， ２ 组间比较采用 ｔ 检验， 多组间比较采用单因

素方差分析。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 松油烯⁃４⁃醇对 Ｓｉｈａ 细胞形态变化的影响　 各浓度松油

烯⁃４⁃醇、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 顺铂处理 Ｓｉｈａ 细胞后， 细胞变小变圆，
细胞质浓缩、 形态不规则， 细胞膜皱缩， 细胞间距离增加，
出现很多漂浮细胞， 培养基中出现细胞碎片， 见图 １。

图 １　 各组细胞形态变化 （×２００）

３􀆰 ２　 松油烯⁃４⁃醇对 Ｓｉｈａ 细胞增殖率的影响 　 与对照组比

较， 各浓度松油烯⁃４⁃醇组、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 顺铂组细胞增殖率

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 并且松油烯⁃４⁃醇作用呈剂量依赖性； 与

１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 顺铂组比较， １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 松油烯⁃４⁃醇组细胞增殖

率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ２。
３􀆰 ３　 松油烯⁃４⁃醇对 Ｓｉｈａ 细胞凋亡的影响

３􀆰 ３􀆰 １　 流式细胞术 　 与对照组比较， 各浓度松油烯⁃４⁃醇
组、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 顺铂组细胞凋亡率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 并且松

油烯⁃４⁃醇作用呈剂量依赖性； 与 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 顺铂组比较，
１０ μｍｏｌ ／ Ｌ松油烯⁃４⁃醇组细胞凋亡率升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， 见

图 ３。
３􀆰 ３􀆰 ２　 ＴＵＮＥＬ 染色 　 与对照组比较， 各浓度松油烯⁃４⁃醇
组、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 顺铂组凋亡细胞数增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 并且松

油烯⁃４⁃醇作用呈剂量依赖性； 与 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 顺铂组比较，
１０ μｍｏｌ ／ Ｌ松油烯⁃４⁃醇组凋亡细胞数增加 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， 见

图 ４。
３􀆰 ４　 松油烯⁃４⁃醇对 Ｓｉｈａ 细胞线粒体膜电位的影响 　 线粒

体膜电位偏高的对照组细胞发出强烈的红色荧光， 随着松

油烯⁃４⁃醇浓度增加， 红色荧光逐渐减弱， 而绿色荧光逐渐

增加， １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 顺铂组细胞膜上仍可见大量红色荧光。 与
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注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 顺铂组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 各组细胞相对增殖率变化 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

　 　 　 　 　

对照组比较， 各浓度松油烯⁃４⁃醇组、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 顺铂组线

粒体膜电位降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 并且松油烯⁃４⁃醇作用呈剂量

依赖性； 与 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 顺铂组比较， １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 松油烯⁃４⁃醇
组线粒体膜电位降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ５。
３􀆰 ５　 松油烯⁃４⁃醇对 Ｓｉｈａ 细胞 Ｂａｘ、 ｃａｓｐａｓｅ９、 ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ、
ＨＰＶ Ｅ６、 ＨＰＶ Ｅ７ ｍＲＮＡ 表达的影响　 与对照组比较， 各浓

度松油烯⁃４⁃醇组、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 顺铂组 ＨＰＶ Ｅ６ ／ Ｅ７ ｍＲＮＡ 表

达降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， Ｂａｘ、 ｃａｓｐａｓｅ９、 ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ ｍＲＮＡ 表

达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 并且松油烯⁃４⁃醇作用呈剂量依赖性；
与 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 顺铂组比较， １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 松油烯⁃４⁃醇组细胞

ＨＰＶ Ｅ６ ／ Ｅ７ ｍＲＮＡ 表达降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， Ｂａｘ、 ｃａｓｐａｓｅ９、
ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ６。

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 顺铂组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 各组细胞凋亡率变化 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 顺铂组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 各组凋亡细胞数变化 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 顺铂组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 各组细胞线粒体膜电位变化 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 顺铂组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ６ 　 各组细胞 Ｂａｘ、 ｃａｓｐａｓｅ９、 ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ、 ＨＰＶ Ｅ６、
ＨＰＶ Ｅ７ ｍＲＮＡ 表达变化 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ６ 　 松 油 烯⁃４⁃醇 对 Ｓｉｈａ 细 胞 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃
ｃａｓｐａｓｅ９、 ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ 蛋白表达的影响 　 与对照组比较，
各浓度松油烯⁃４⁃醇组、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 顺铂组细胞 Ｂａｘ、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃
ｃａｓｐａｓｅ９、 ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｂｃｌ⁃２ 蛋

白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 并且松油烯⁃４⁃醇作用呈剂量依赖

性； 与 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 顺铂组比较， １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 松油烯⁃４⁃醇组细

胞 Ｂａｘ、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ９、 ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ 蛋白表达升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ７。
４　 讨论

松油烯⁃４⁃醇是一种从芳香植物中提取的精油［１３］ ， 主要

通过诱导细胞凋亡发挥抗癌活性［８，１０⁃１２］ 。 本研究发现， 松油

　 　 　 　 　

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 顺铂组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ７　 各组细胞 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ２、 ｃａｓｐａｓｅ９、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ９、 ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ 蛋白表达变化 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

烯⁃４⁃醇对 Ｓｉｈａ 细胞有较强的抑制作用， 包括抑制细胞增

殖、 促进细胞凋亡、 降低细胞内癌基因表达等。 越来越多

的证据表明， Ｂａｘ 是宫颈癌细胞凋亡的关键介质， 激活 Ｂａｘ
可能是宫颈癌治疗的新策略［１４］ 。 Ｂａｘ 是 Ｂｃｌ⁃２ 家族的一个关

键促凋亡蛋白， 是线粒体途径的主要调节因子［１５］ ， 其可促

进细胞凋亡［１６⁃１７］ 。 线粒体是活细胞中产生能量的重要细胞

器， 其功能障碍与细胞凋亡、 坏死和自噬有关［１８］ 。 本研究

发现， 不同浓度松油烯⁃４⁃醇作用于 Ｓｉｈａ 细胞后， 细胞变

小、 变圆， 细胞质浓缩， 细胞膜皱缩， 细胞间距离增加，
出现很多漂浮细胞， 细胞增殖受到抑制， 细胞凋亡率及凋
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亡细胞数增多， Ｂａｘ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达均升高， Ｂｃｌ⁃２ 蛋白

表达降低， 并呈现出明显的剂量依赖性， 提示松油烯⁃４⁃醇
可能通过调节 Ｂｃｌ⁃２ 家族相关蛋白的表达诱导 Ｓｉｈａ 细胞凋

亡。 本研究发现， 线粒体膜电位 （Δψｍ） 随着松油烯⁃４⁃醇
浓度增加而逐渐降低， 造成线粒体功能障碍， 提示线粒体

参与了细胞凋亡的调控。 线粒体膜电位的丧失总是伴随着

ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ 的释放［１９］ 。 ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ 在 ｄＡＴＰ 或 ＡＴＰ 存在

的情况下直接激活 Ａｐａｆ⁃１， 并诱导形成名为 “凋亡小体”
的多聚体复合物， 该复合物介导了启动子 ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 的激

活［２０⁃２１］ 。 本研究结果显示， ｃａｓｐａｓｅ９ 蛋白表达没有明显变

化， 但 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ９、 ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达均

升高， 提示松油烯⁃４⁃醇可能启动线粒体依赖的内源性凋亡

途径， 导致线粒体功能障碍， 线粒体膜电位降低， 释放大

量 ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ， 同时激活 ｃａｓｐａｓｅ⁃９， 诱导细胞凋亡。
大约 ５％ 的宫颈癌与人乳头瘤病毒感染有关， 几乎所有

宫颈癌病例都可归因于高危 ＨＰＶ 感染［２２］ 。 大多数 ＨＰＶ 感

染是无害和自发清除的， 但持续的高危 ＨＰＶ 感染 （特别是

１６ 型和 １８ 型） 可导致宫颈癌发生［２３⁃２５］ 。 高危乳头状瘤病

毒有 ２ 种癌基因， 即病毒 Ｅ６ 和 Ｅ７ 基因， ＨＰＶ Ｅ６ ／ Ｅ７ 癌基

因的表达对 ＨＰＶ 的转化活性至关重要， 可以影响细胞

ｍＲＮＡ 的合成， 因此深入了解 ＨＰＶ Ｅ６ ／ Ｅ７ 癌基因的表达具

有重要作用［２６］ 。 本研究表明， 松油烯⁃４⁃醇可降低细胞内

ＨＰＶ Ｅ６ ／ Ｅ７ ｍＲＮＡ 表达， 可能通过抑制细胞内相关癌基因

的表达从而起到抑制宫颈癌的作用。
综上所述， 松油烯⁃４⁃醇具有较强的抗肿瘤细胞作用，

可抑制 Ｓｉｈａ 细胞增殖， 并通过线粒体途径诱导细胞凋亡，
升高凋亡相关蛋白 Ｂａｘ、 ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ９ 的

表达， 降低 Ｂｃｌ⁃２ 的表达， 同时降低 ＨＰＶ Ｅ６ ／ Ｅ７ 癌基因的

表达。 本研究为临床开发中药治疗宫颈癌提供了实验依据，
有望为临床治疗宫颈癌提供有效药物。
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摘要： 目的　 探讨银杏二萜内酯葡胺对阿尔茨海默病 （ＡＤ） 大鼠学习记忆障碍的改善作用及对突触相关蛋白表达的

影响。 方法　 ４０ 只大鼠随机分为假手术组、 模型组和银杏二萜内酯葡胺低、 中、 高剂量组 （１􀆰 ５、 ３􀆰 ０、 ６􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ）。
通过侧脑室定位注射 Ａβ１⁃４ ２ 建立 ＡＤ 大鼠模型， 尾静脉注射给药 ４ 周后， 通过 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验检测大鼠学习记忆能

力， 蛋白免疫印迹法检测大鼠脑组织海马中突触蛋白 ＮＲ２Ｂ、 ＰＳＤ９５、 ＢＤＮＦ 表达， 以及下游信号通路蛋白 ＥＲＫ１ ／ ２、
ＣａＭＫⅡ、 ＣＲＥＢ、 ＴｒｋＢ 表达。 结果 　 与模型组比较， 银杏二萜内酯葡胺中、 高剂量组大鼠逃避潜伏期缩短 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 穿越平台次数、 目标象限停留时间和游程增加 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 海马 ｐ⁃ＮＲ２Ｂ、 ｐ⁃ＣａＭＫⅡ、 ｐ⁃ＥＲＫ、 ｐ⁃ＣＲＥＢ、
ＰＳＤ９５、 ＢＤＮＦ、 ｐ⁃ＴｒｋＢ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 银杏二萜内酯葡胺能改善 ＡＤ 大鼠学习记忆能力， 其机制可

能与激活 ＮＲ２Ｂ 相关的 ＣａＭＫⅡ／ ＥＲＫ ／ ＣＲＥＢ 信号通路， 增强 ＰＳＤ９５、 ＢＤＮＦ 表达， 激活 ＴｒｋＢ 信号通路相关。
关键词： 银杏二萜内酯葡胺； 阿尔茨海默病； 学习记忆； 突触相关蛋白； ＣａＭＫⅡ／ ＥＲＫ ／ ＣＲＥＢ 信号通路； ＴｒｋＢ 信号通路
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　 　 阿尔茨海默病 （Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ， ＡＤ） 又称老年痴

呆， 是一种最常见的老年慢性神经退行性疾病， ６５ 岁以上

人群发病率约 １１％ ， ８５ 岁则达到了 ３２％ ［１］ ， 患者晚期丧失

生活自理能力， 给其亲属和家庭带来严重的经济负担， 影

响社会发展［２］ 。 目前， 仍然没有合适的临床药物能防治

ＡＤ， 现有的也只能延缓发病。 作为多病因神经退行性疾

病， ＡＤ 的治疗具有多靶点性［３⁃４］ 。
银杏叶为银杏科植物银杏的叶， 有敛肺气、 平喘咳功

效， 用于治疗心悸怔忡、 肺虚咳喘。 现代药理研究证明，
银杏提取物具有神经保护作用， 对学习记忆障碍和老年痴

呆症具有一定的防治作用。 银杏内酯是银杏叶提取物的主

要活性成分， 银杏二萜内酯葡胺注射液主要成分为银杏内

酯， 由 银 杏 内 酯 Ａ （ ３５％ ）、 Ｂ （ ６０％ ）、 Ｃ （ ２％ ）、 Ｋ
（２％ ） 等二萜内酯组成［５］ 。 已有研究表明， 银杏二萜内酯

葡胺能改善缺血再灌注大鼠脑缺血引起的行为缺陷， 降低

谷氨酸、 天冬氨酸等兴奋性氨基酸水平， 增加 γ⁃氨基丁酸

等抑制性神经递质的释放， 并通过 ｃａｌｐａｉｎ 通路抑制神经细

胞凋亡［５⁃８］ 。 银杏二萜内酯葡胺能激活 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ Ｎｒｆ２ 信号

通路， 发挥抗氧化和保护神经细胞的作用［９⁃１０］ 。 课题组前

期研究表明， 银杏二萜内酯葡胺能减轻老年小鼠脑内的炎

症反应， 增强自然衰老小鼠学习记忆功能［１１］ 。 但银杏二萜

内酯葡胺对 ＡＤ 影响的研究较少， 本研究通过建立 ＡＤ 大鼠

模型， 探讨银杏二萜内酯葡胺对 ＡＤ 大鼠认知功能障碍的

影响， 并对其相关分子机制作进一步研究。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 清洁级 ＳＤ 大鼠， ３ 月龄， 雌雄各半， 体质量

２３０～２７０ ｇ， 由兰州大学实验动物中心提供 ［实验动物生产

许可证号 ＳＣＸＫ （甘） ２０１８⁃０００２］， 饲养于温度 ２０～ ２４ ℃、
自然光照的实验环境， 自由进食、 饮水。 本研究涉及的动

物实验操作均遵守兰州大学实验动物饲养和使用规范。
１􀆰 ２　 试 剂 与 药物 　 银杏二萜内酯葡胺注射液 ［批号

１８１００５， ５ ｍＬ （２５ ｍｇ） ／支， 江苏康缘药业股份有限公

８３４３

２０２３ 年 １０ 月
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