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大叶茜草素对宫颈癌细胞增殖、粘附及糖酵解水平的分子机

制研究
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摘　要：目的：探究大叶茜草素对人宫颈癌细胞增殖、粘附、糖酵解水平及磷脂酰肌醇 -3  激酶 / 丝氨酸苏氨酸蛋白激酶 

（PI3K/AKT）的调控作用。方法：体外培养人宫颈癌 HeLa 细胞，激活剂组（50 μmol/L 大叶茜草素 +10 μmol/LPI3K/

AKT 通路激活剂 SC-79）和抑制剂组（50 μmol/L 大叶茜草素＋ 2 μmol/L PI3K/AKT 通路抑制剂 LY294002），干预 24 h。

采 用 5- 乙炔基 -2’脱氧尿嘧啶核苷（EdU）法、细胞粘附实验、乳酸、葡萄糖检测试剂盒、蛋白免疫印迹（WB）法进

行分 析。结果：实验组和阳性药物组细胞增殖率、粘附数、乳酸含量、葡萄糖消耗水平、己糖激酶 2（HK2）、乳酸脱氢

酶 A（LDHA）、甘油醛 -3- 磷酸脱氢酶（GAPDH）、p-PI3K、p-AKT（P<0.05）。结论：大叶茜草素作用机制可能与

抑制 PI3K/AKT 通路转导有关。
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宫颈癌是严重威胁女性健康的生殖系统癌症之一 [1]，其

发病率在所有恶性肿瘤中居第 14 位，在女性癌 症中高居第

4 位。目前针对宫颈癌有手术、放化疗等多种手段进行干预， 

但是其 5 年生存率较低问题依然严 峻 [2]，因此找寻能有效

治疗宫颈癌的新药物对患者而言意义重大。近年来， 中草

药因其在肿瘤治疗中低毒、 效果佳等特点受到国内外学者

的关注。中医认为宫颈癌属带下、崩漏、癥瘕等范畴， 乃

肝脾肾亏虚， 湿热 邪毒所致，所以治疗上主要以补虚祛邪、

清热利湿、化瘀解毒等方法 [3]。茜草作为传统中药材，具有

活血 化瘀、疏通经络的功效 [4]。大叶茜草素是中药茜草的

主要活性成分， 属于蒽醌类化合物，有抗炎、抗病毒、 抗

肿瘤等生物活性 [5]，有研究表明，大叶茜草素对肺癌 [6]、口

腔癌 [7]、宫颈癌 [8] 等细胞都具有较强的抑制作 用。磷脂酰

肌醇 -3 激酶 / 丝氨酸苏氨酸蛋白激酶 (PI3K/AKT) 信号通路

是一条与癌症发生、发展相关的经典通 路，参与调控多种

癌细胞生长和分化 [9]，有文献指出，调低 PI3K/AKT 信号通

路可抑制宫颈癌 [10] 细胞的恶性 生物学进程，为治疗提供体

外实验数据支撑。

1 材料与方法 

1.1 材料

1.1.1 药品与试剂

大 叶 茜 草 素、5- 氟 尿 嘧 啶（ 美 国 Sigma 公 司， 纯 度

≥ 98%），人重组纤维连接蛋白（rFN） （上海碧云天生物 

技术有限公司） ，PI3K、AKT 、p-PI3K、p-AKT 和 β-actin）

一抗、辣根过氧化物酶标记的山羊抗鼠 IgG（二 抗）（美国

Santa Cruz 公司）。

1.2 仪器 BPN-50CH 型细胞培养箱 ( 上海）

2 实验方法

2.1 细胞培养

GB 对 OE19 细胞活力 的影响干预 24 h 后，与 Con 组相

比，L/M/H 组与 CP 组细胞 活力降低 (P<0.05)

2.2 分组处理及给药

人 食 管 癌 OE19 培 养 将 食 管 癌 细 胞 OE19 在 RPMI-

1640in D1) 、M2 型丙酮酸激酶 (PKM2) 、JAK2、磷酸化 (p-)

JAK2 、STAT3 、p-STAT3 。OE19 细胞用于实验，培养于

37℃ ,5% CO2 培养箱中。 1.2.2  分组及给药 GB 最适作用浓

度筛选：分为对照其中对照组细胞不做干预， 实验组采用
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50 μmol/L 大叶茜草素干预 HeLa 细胞， 阳性药物组采用 20 

μg/mL 5- 氟尿嘧啶 [11] 进行干预，抑制剂组是 50 μmol/L 大

叶茜草素和 2 μmol/LLY294002[12] 共同干预，激活剂组是 50 

μmol/L 大叶茜草素和 10 μmol/L SC-79 同时干预。

2.3 测定指标

2.3.1 EdU 法测定人宫颈癌 HeLa 细胞增殖率

参照 EdU 试剂盒进行操作检测细胞 增殖率，荧光显微

镜拍照记录后用 ImageJ 1.8 软件分析 染色细胞 数，细胞增

殖率 (%)。取各组干预 24 h 的细胞，EdU 染色，去除细胞

培养液，加入 4% 多聚甲醛 0.5 mL ，15 min 后 0.5 mL 3% 

BSA 洗涤，0.5 mL 0.3% TritonX-100 去除 BSA，室温放置 10 

min，洗涤 3 次；每孔加 200 μL Click 反应液，室温避光孵

育 30 min，之后洗涤 3 次去除 Click 反应液；加入 Hoechst

染液，孵育 10 min，用 3% BSA 洗涤 3 次去除 Hoechst；装片，

随机选取 3 个视野，显微镜下拍照，用 Image-J 软件处理图

片，分析并计算细胞增殖率。细胞增殖率（%）=EdU 阳性

染色细胞数（红色） / 总细胞数（蓝色） ×100%。

2.3.2  细胞粘附实验测定人宫颈癌 HeLa 细胞的粘附能力

细 胞 分 组 与 给 药 方 法 同 2.2， 用 无 血 清 培 养 液 稀 释

rFN，取 rFN 胶 20 μg/mL 铺于 96 孔板，风干后用 PBS 洗 

涤 3 次，每次 20 min。取各组干预 24 h 细胞，制成浓度为

1×104 个 /mL 的单细胞悬液，取 100 μL，加入到铺胶 的

96 孔板中，设 3 个复孔，置于 37℃培养 1 h，取出 96 孔板，

洗涤 3 次，4% 多聚甲醛固定 10 min，结晶紫染色 15 min 后

洗涤 3 次，于 50 倍显微镜下观察黏附细胞数。 GB 对 OE19

细胞活力 的影响干预 24 h 后，与 Con 组相 比，L/M/H 组与

CP 组细胞 活力降低 (P<0.05）。

3 结果

3.1 大叶茜草素干预，见图 1。

图 1  CCK-8 法测定不同浓度大叶茜草素对 HeLa 细胞活力的影响
注：与对照组相比，*P<0.05。

3.2 各组 HeLa 细胞的增殖率比较

（1）determined by CCK-8 methodCompared with the 

control group 结果显示， Fig 2 Influence of kaempferol on HeLa 

celladh 与对照组相比见图 2-A 与图 2-B。

图 2  EdU 法测定大叶茜草素对 HeLa 细胞增殖率的影响

注：图 2-A 代表细胞增殖图 (×20），图 2-B 代表细

胞增殖率比较；与对照组相比，*P<0.05；与实验组相比，

#P<0.05。

3.3 各组 HeLa 细胞的粘附能力比较

各组细胞增殖率比较 A:EdU 增殖图片 (×20), 比例尺长

度为 100 μm; B: 细胞增殖率。 见图 3-A 与图 3-B。

图 3  细胞黏附实验测定大叶茜草素对 HeLa 细胞黏附的影响

注： 图 3-A 代 表 细 胞 黏 附 图 (×5）， 图 3-B 代 表

细胞黏附数；与对照组相比，*P<0.05；与实验组相比，

#P<0.05。
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3.4 各组 HeLa 细胞中糖酵解相关蛋白表达水平比较葡

萄糖消耗水平

图 4-B 是乳酸含量；与对照组相比 ，*P<0.05；与实验

组相比，#P<0.05； 5 各组细胞中 糖酵解水平的影 响 注：

图 4-A 代表 WB 图片；图 4-B 代表蛋白相 对表达量；与对

照组相比，*P<0.05；与实验组相比 ， #P<0。见图 4-A 与

图 4-B。

图 4  各组 HeLa 细胞中糖酵解相关蛋白表达水平的影响

注：图 4-A 代表 WB 图片；图 4-B 代表蛋白相对表达量；

与对照组相比，*P<0.05；与实验组相比，#P<0.05。

讨论：目前，随着人乳头瘤病毒疫苗的普及推广、宫颈

癌诊断、筛查等措施的实行，宫颈癌在全国范围内 发病率

已经大大降低。但对于已经患宫颈癌的患者而言，因目前治

疗手段存在弊端，放化疗易复发、副作 用极大，致使死亡

率仍居高不下。因此开发安全有效的新药物迫在眉睫。近年

来中药及其提取物因其具有低毒、高效等优势受到了国内外

学者的关注。中医认为宫颈癌患者多表现为脏腑气血失调、

气滞、血瘀、痰湿、毒邪侵袭、日久积结不解，其治疗方法

多以补益肝肾、健脾扶正法佐以祛邪。大叶茜草素是提取于 

中药茜草的一种蒽醌类化合物。众多文献报道其具有抗肿瘤

细胞活性。Zhang 等研究认为大叶茜草素对众 多癌症模型具

有细胞毒性，抑制癌细胞活力，诱导其凋亡与自噬，在各种

癌症模型中均显示出临床前的抗 癌效果。王喆研究认为大

叶茜草素在体内裸鼠移植瘤实验和体外细胞实验中均能抑制 

HeLa 细胞增殖，并且体内实验中对裸鼠体重没有产生显著

影响，提示大叶茜草素对宫颈癌细胞具有抑制作用。

PI3K/AKT 通路受多种信号蛋白的调节，在许多癌症类

型中被过度激活，并广泛调节癌细胞增殖、凋亡、 生长等

细 胞 进 程。PI3K/AKT 被 激 活 时，PI3K、AKT 会 发 生 磷 酸

化，并募集大量的炎性因子，致使组织损伤直至癌变。所以

阻断 PI3K/AKT 是有效地治疗癌症手段。有研究报道，阻滞

PI3K/AKT 通路可抑制宫颈癌细 胞的发生、发展。Chen 等

研究认为二甲双胍可通过抑制人宫颈癌细胞中的 PI3K/AKT

信号通路诱导细胞凋 亡并抑制其迁移。Xiao 等研究发现当

阻滞 PI3K/AKT 通路激活时，宫颈癌细胞的增殖、侵袭、

迁移、上皮 - 间质转化均受到抑制。为了进一步验证 PI3K/

AKT 通路与宫颈癌的关联 ; 激活剂 SC-79 的作用与抑制剂 

LY294002 相反。提示大叶茜草素依赖于对 PI3K/AKT 信号

通路活性的下调作用。

综上所述，大叶茜草素可抑制人宫颈癌 HeLa 细胞的

增殖、粘附及糖酵解，这与阻滞 PI3K/AKT 通路的 信号转

导相关。
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