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土荆皮酸诱导宫颈癌细胞系HeLa凋亡的实验研究
胡 云1 吴效科2 侯丽辉2

摘要 目的研究土荆皮酸(PAB)对体外培养的HeLa细胞的生物学效应和作用机制。方法 用MTT

法、流式细胞术、透射电镜检测体外培养的HeLa细胞在PAB作用下的增殖抑制及凋亡程度，用RT-PCR法

检测p53／bcl-2／bax的表达水平。结果 (1)PAB对HeLa细胞的增殖抑制作用随浓度升高而明显增强，其

IC，。约10 p。mol／L。(2)流式细胞术证实10 IxmoL／L PAB呈时间依赖性改变细胞周期分布，一方面降低

G。／G。期的细胞比例，另一方面增高G：／M期细胞的比例。(3)RT-PCR法显示HeLa细胞在10“mol／L PAB

作用12、24、48 h均显示bax上调和bcl-2的下调，p53则未检测到表达。结论在体外PAB能抑制HeLa细

胞增殖，诱导其凋亡，其诱导凋亡机制可能与bax的上调和bcl-2的下调相关。
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ABSTRACT Objective To investigate the biological effect and mechanism of action of pseudolaric acid B

(PAB)on the cultured human HeLa cells／n vitro．Methods MTT and flow cytometric assays were used to de—

tect the cells proliferation inhibitory rate and apoptosis of HeLa cell in exposure to PAB；the morphological chan—

ges of apoptosis were obsewed with electron microscope；and the expressions of p53／bcl-2／bax mRNA were de-

tected by RT-PCR．Results (1)HeLa cell proliferation was inhibited by PAB in a dose-dependent manner，the

IC50 being about 1 0 pmol／L；(2)flow cytometry showed that the distribution of HeLa cell cycle was changed time—

dependently by 1 0 pmol／L PAB-treatment，showing decrease of Go／G1 phase cell percentage and increase of

G2／M phase cell percentage；(3)the bax mRNA expression elevated and bcl-2 protein expression decreased

markedly after being treated by 1 0 pmol／L PAB for 1 2 h，24 h，and 48 h；while the expression of p53 mRNA

could not be detected．Conclusion PAB can inhibit the proliferation and induce the apoptosis of Hela cells／n

vitro，and its molecular mechanism may be associated with up·regulating bax mRNA expression and down-regu·

lating bcl-2 mRNA expression．
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官颈癌是最常见的妇科恶性肿瘤，病死率较高，其

主要的死亡原因在于复发和对包括顺铂在内的化疗药

耐药。因此寻找新的更有效的药物是非常必要的。土

荆皮酸(pseudolaric acid B，PAB)是从荆树皮(Chinese

golden larch bark)中提取的一种二萜类化合物⋯，可

以诱导多种肿瘤细胞发生细胞凋亡B。。Tan等¨。发现

PAB通过抑制血管新生过程来抑制肿瘤的形成及发

展。但PAB对抗宫颈肿瘤的机制还未见相关的研究

报道。为进一步研究PAB对宫颈癌的影响，本研究以
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人宫颈癌HeLa细胞作为对象研究PAB对体外培养的

宫颈癌HeLa细胞株的生物学效应，并探讨其可能的

作用机制。

材料与方法

l 主要试剂 土荆皮酸(PAB)购自哈尔滨弘博

生物科技有限公司，分子量为432．5，应用时以RPMI一

1640培养液稀释；Trizol(RNA提取试剂)及逆转录聚

合酶链反应(RT—PCR)试剂均购于TaKaRa公司；

RPMI 1640培养基购自Invitrogen公司。四唑氮蓝

(MTT)购自Sigma公司；SuperScript First Strand Syn—

thesis for RT．PCR试剂盒购自Invitrogen公司。

2方法

2．1细胞培养 人宫颈癌细胞株HeLa细胞购
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自中国科学院上海细胞研究所细胞库。人宫颈癌He—

La在含有10％胎牛血清，1％青霉素、链霉素的RPMI

1640培养液中，37℃、5％CO，保持饱和湿度培养。

2．2 M1Tr法 取对数生长期的HeLa细胞接种

于24孔培养板，每孔细胞数5×104／mL，待细胞贴壁，

加入不同浓度(2．5、5、lO、20 I山mol／L)的PAB，每组3

个复孔。并设对照孔，置37℃、5％CO：培养箱，培养

至预定时间，加入0．5％MTT 100¨L／孑L，继续培养

5 h，弃上清，加入DMSO 1 mL。微震荡至结晶溶解，用

Bio．TEK公司的ELX一800酶标仪在490 nm处测定吸

光度，并计算细胞生长抑制率。细胞生长抑制率

(％)=(1一实验孔平均值／对照孑L平均值)×100％。

本实验重复3次。

2．3 流式细胞术 对数生长期细胞接种于直径

6 em培养皿。细胞量1×106，培养基5 mL，细胞贴壁

后加人10 Ixmol／L的PAB。至预定时间，收集悬浮与

贴肇细胞，PBS清洗后，用预冷的70％乙醇固定。上

机前用碘化丙锭(PI)染色，以流式细胞仪进行DNA含

量及细胞周期分析。所用软件为ModFTT，本实验重

复3次。

2．4透射电镜观察 细胞培养方法同上。至预

定时间后收集所有培养细胞，密度l X 106／mL，用2％

戊二醛4℃固定，然后用l％锇酸固定，再常规乙醇脱

水包埋，超薄切片，醋酸钠和柠檬酸铅双重染色后透射

电镜观察。

2．5 RT—PCR细胞培养方法同上，至预定时间

后收集贴擘细胞，用Trizol法抽提总RNA，定量后按照

试剂盒说明操作，将mRNA逆转录成cDNA，在Biome—

tra T Gradient PCR仪上进行PCR：95℃9 min热启动

后按下列条件扩增：90℃30 S；60℃30 s；72℃l

min。循环次数及引物序列见表l。PCR产物用1．2％

琼脂糖凝胶电泳，然后用Bio．Rad公司生产的Fluoro．S

凝胶检测系统检测照相，最后以GAPDH为内对照扫

描分析。

表1 引物序列表

以P<0．05为差异有统计学意义。

结 果

l PAB抑制HeLa细胞增殖 用MTT法检测

PAB对HeLa细胞作用24 h后的增殖抑制作用发现，

PAB对HeLa细胞的增殖抑制呈剂量依赖性关系。

2．5、5、10、20 txmol／L的PAB对HeLa细胞的抑制率分

别为13．8l％、43．36％、51．05％、60．19％。IC，。为

10 p．mol／L。

2 10斗moL／L PAB作用不同时间后HeLa细胞细

胞周期分布及凋亡情况(表2) 流式细胞仪分析结果

显示，10 l上mol／L PAB作用HeLa细胞0、24、48、72 h

后，随着作用时间的延长，一方面降低G。／G，期的细

胞比例，另一方面增高G，／M期细胞的比例。

表2 10 p。mol／L PAB作用不同时间后HeLa细胞周期

分布及凋亡情况 (％，孟4-s)

注：与Oh比较，’P<O．05

3 电镜结果可以看出，PAB作用后HeLa细胞胞

质浓缩，染色质浓集，附于核膜下，属于细胞凋亡的表

现之一。

注：A为对照组；B为10 p。mot／L PAB组

图1 PAB作用于HeLa细胞24 h后的电镜

观察结果(×5 000)

4 10 p．mol／L PAB对HeLa细胞bax基因、bcl-2

基因mRNA表达的影响(表3) RT．PCR结果显示，

PAB作用后，HeLa细胞显示bax上调，并以作用48 h

最显著，同时bcl-2的表达随作用时间延长而逐渐下调

(48h内)，p53则未检测到表达。

表3 10 Immol／L PAB对HeLa细胞bax及bcl一2 mRNA

表达的影响 (i 4-s)

3统计学方法 采用SPSS 10．0统计软件包做 注：与0 h比较，‘P<o．05，“P<o．Ol

数据处理，计量资料用面4-s表示，采用方差分析检验，
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PAB是从荆树皮中提取的一种二萜类化合物，临

床广泛用于真菌感染的治疗并具有抗生育活性⋯。

新近研究发现PAB可以抑制肿瘤血管生成”’，并在一

些肿瘤细胞系中有诱导凋亡的作用旧。，但是关于PAB

抗人宫颈癌作用的机制尚未阐明。

PAB对卵巢癌HeLa的细胞毒作用首先表现为抑

制增殖。MTT法检测显示PAB在适当浓度下对宫颈

癌HeLa细胞有较强的细胞毒作用，在体外作用24 h

的IC。约10 Ixmol／L。而且，PAB对HeLa细胞增殖的

抑制作用随浓度增高而明显增强。流式细胞术结果则

显示10 p．mol／L PAB作用0—72 h后，呈时间依赖性

改变细胞周期分布，一方面降低G。／G。期的细胞比

例，另一方面增高G，／M期细胞的比例，提示PAB通

过将细胞阻滞在G，／M期来抑制HeLa细胞增殖。

Meng等H’5 3在人黑色素瘤细胞sK一28和人胃癌细胞

MGC803中也发现了同样的G：／M期阻滞现象。Wong

等旧’报道微管是PAB的靶点之一。他们的研究发现

PAB可以破坏细胞内的微管网络，抑制有丝分裂纺锤

体的形成。综合上述研究结果，我们认为PAB对体外

人宫颈癌HeLa细胞的生长抑制作用是通过G：／M期

阻滞，引起有丝分裂阻断，抑制细胞分裂来完成的。

抗肿瘤药物不仅可以抑制肿瘤细胞增殖，还可以

促进肿瘤细胞凋亡。本实验用电镜法对Hela细胞的

超微形态进行观测后发现PAB作用后HeLa细胞胞质

浓缩，染色质浓集，附于核膜下，出现典型的凋亡细胞

特征，表明PAB抑制Hela细胞增殖的机制之一是通

过诱导细胞凋亡而实现的。

大量研究证明：细胞凋亡是多种基因互相作用、综

合调节的结果。其中bcl一2家族在细胞凋亡调控中有

重要的作用，bcl．2和bax分别是bcl一2家族中最主要

的抑制凋亡和促进凋亡蛋白¨’。肿瘤细胞的bcl-2／

bax表达比例与其发生和发展有着密切的关系。在多

数肿瘤细胞中，bcl．2表达水平升高，而bax表达下降。

上调bcl．2或下调bax能抑制多种因素诱导的多种肿

瘤细胞凋亡。反之，下调bcl．2或上调bax则促进多种

肿瘤细胞凋亡。本研究结果显示，HeLa细胞在

10 p．mol／L PAB作用下，同时出现bcl-2下调和bax上

调，因此，PAB很可能通过下调bcl．2／bax比率而促进

HeLa细胞凋亡的。这与Meng等¨’在人胃癌细胞系

MGC803中得出的结果相一致。

P53蛋白通过调节p21与bax在细胞周期阻滞及

诱导细胞凋亡中发挥重要作用。Meng等b。在人胃癌

细胞系MGC803中发现PAB可以刺激凋亡诱导蛋白

p53的表达。与之不同的是，本研究未检测到PAB对

p53基因表达的影响，我们认为在HeLa细胞中p53不

参与调控PAB诱导的细胞凋亡。

总之，PAB是一种对肿瘤细胞生长及细胞凋亡影

响较大的天然化合物，其在具有抑制宫颈癌HeLa细

胞生长作用的同时，可通过下调bcl-2／bax比率而促进

HeLa细胞凋亡。如果在宫颈癌的放化疗期间及放化

疗后辅助以PAB的治疗，可以有助于提高肿瘤患者的

治疗效果。下一步我们将使用大鼠进行体内实验研究

PAB对于体内实体肿瘤的抑癌作用。
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