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左旋紫草素靶向Wnt/β-catenin通路抑制宫颈癌
HeLa细胞增殖侵袭迁移的机制研究

王焱皙1，2 梁忠喆1 张莹轩1 朱芳芳1 郜 洁3 邓高丕3

摘要  目的 观察左旋紫草素对宫颈癌 HeLa 细胞增殖、侵袭、迁移及 Wnt/β-catenin 通路蛋白的影

响。方法 设置左旋紫草素浓度梯度为 0、0.5、1、2、4、8 μmol/L，干预 HeLa 细胞，MTS 法检测细胞

增殖活力，并筛选最佳干预浓度进行后续实验。后续实验中分为对照组、左旋紫草素 0.5、1、2 μmol/L 组。 
划痕实验检测 HeLa 细胞 24、48 h 后细胞的迁移能力；Transwell 实验检测左旋紫草素作用 HeLa 细胞

24 h 后细胞侵袭能力；Western Blot 检测左旋紫草素作用 HeLa 细胞 24 h 后 Wnt/β-catenin 通路相关 
蛋白 Wnt5a、β-catenin、p-LRP、LRP 的表达。结果 左旋紫草素 1、2、4、8 μmol/L 在 24 h 可明显

抑制 HeLa 细胞增殖（P<0.05，P<0.01），其抑制作用呈现浓度依赖性；与对照组比较，左旋紫草素 0.5、

1、2 μmol/L 组细胞穿过率明显降低，细胞穿过基质胶的能力随着药物浓度的加大而降低（P<0.01），

同时 Wnt5a、β-catenin、p-LRP 蛋白表达下降（P<0.05，P<0.01）。结论 左旋紫草素可通过下调 
Wnt/β-catenin 信号通路，抑制 HeLa 细胞增殖、侵袭、迁移功能。
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Mechanism Research of L-Shikonin Inhibited HeLa Cells Proliferation，Invasion， Migration via 
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ABSTRACT Objective To observe the effects of L-shikonin on proliferation，invasion，migration and Wnt/
β-Catenin pathway protein of cervical cancer HeLa cells. Methods HeLa cells were intervened with L-shikonin 
concentration gradient of 0，0.5，1，2，4 and 8 μmol/L. MTS was used to detect the proliferation of HeLa cells 
and to screen the optimal intervention concentration for subsequent experiments. Subsequent experiments were 
divided into control group and L-shikonin 0.5，1，2 μmol/L group. Scratch test was used to detect the migration 
ability of HeLa cells for 24 and 48 h. Transwell test was used to detect the invasion ability of HeLa cells with 
L-shikonin for 24 h and the expression of Wnt/β-Catenin pathway related proteins Wnt5a，β-Catenin，p-LRP 
and LRP were detected by Western Blot. Results L-shikonin 1，2，4 and 8 μmol/L could significantly inhibit the 
proliferation of HeLa cells in a concentration-dependent manner（P<0.05，P<0.01）.  Compared with the control 
group，the cell penetration rate was decreased in L-shikonin 0.5，1，2 μmol/L group and the cell penetration 
ability of matrix glue was decreased with the increase of drug concentration（P<0.01），and the expression of 
Wnt5a，p-LRP and β-catenin were also decreased（P<0.05，P<0.01）. Conclusion L-shikonin can inhibit the 
proliferation，invasion and migration of HeLa cells by down regulating Wnt/β-catenin signaling pathway.

KEYWORDS cervical cancer；L-shikonin；cancer metastasis；Wnt/β-catenin pathway
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世界范围内，宫颈癌的发病率占女性肿瘤相关

死亡的第四位，每年约有 530 000 例的新发病例 [1]。

发展中国家，宫颈癌相关性死亡比率更高。随着手术、

放、化疗技术的提升，宫颈癌患者的 5 年生存率约达

80% 左右 [2]。但是，肿瘤一旦发生转移，将会在很

大程度上降低宫颈癌患者的生存年限 [3]。因此，明确

宫颈癌转移机制，制定有效的治疗方案是临床上亟待

解决的问题。

左旋紫草素是从中药紫草根中提取的一种蒽醌衍

生物，具有广泛的抗炎、抗肿瘤生物活性 [4, 5]。研究

表明，左旋紫草素对多种肿瘤细胞的增殖、分化、转

移具有显著的抑制作用，其可诱导胆囊癌细胞 G0/G1
期停滞 [6]，降低胶质母细胞瘤细胞线粒体膜电位，激

活含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 -3（cysteinyl 
aspartate specific proteinase-3，Caspase-3）、

Caspase-8、Caspase-9 等凋亡蛋白，诱导凋亡 [7]，

同时抑制 E- 钙黏附蛋白（E-cadherin）的表达 [8]，

抑制癌细胞转移。为此笔者开展本项研究，以宫颈癌

HeLa 细胞为研究载体，研究左旋紫草素对 HeLa 细

胞增殖、迁移、侵袭及 Wnt/β-catenin 通路蛋白的影

响，以期为新药的开发与宫颈癌的治疗提供依据。

材料与方法

1 细胞及其培养 人宫颈癌细胞株 HeLa 细胞

由广州中医药大学岭南医学研究中心妇科实验室提

供。细胞培养于含有 10% 胎牛血清的 1640 培养基中，

置于 37 ℃、5%CO2 的培养箱中培养。取对数生长期

的细胞进行后续试验。

2 药 物、 试 剂 及 仪 器 左 旋 紫 草 素（ 批 号：

B50783） 购 买 于 源 叶 生 物，HPLC 98%；胎 牛 
血 清（ 批 号：10099）、RPMI-1640 培 养 基（ 批 号： 
31870082）、 胰 蛋 白 酶（ 批 号：25200056） 购 买

于 Gibco 公 司；MTS（ 批 号：G3580） 试 剂 盒 购

买 于 PROMEGA；Matrigel Matrix 基 质 胶（ 批 号：

356234）、Transwell 小 室（ 批 号：353097） 购 买

自美国 BD 公司；结晶紫染色液（批号：C0121）及

4% 的 多 聚 甲 醛（ 批 号：P0099） 购 买 于 上 海 碧 云

天生物科技有限公司。一抗及二抗 Wnt5a（批号：

2392）、β-catenin（批号：D10A8）、p-LRP（批号：

2568）、LRP（ 批 号：3395）、Actin（ 批 号：4970）、

Anti-rabbit IgG（批号：7074）购买于 CST 公司。全

波长酶标仪（美国 Thermo 公司）、全自动凝胶成像

图像分析仪（Bio-Rad 公司）、倒置显微镜（日本

Olympus 公司）等。

3 细胞增殖活力检测 应用 MTS 试剂盒检测

细胞增殖活力。取对数生长期的细胞，接种于 96 孔

板，12 000 个/孔，待细胞融合面积达 40%~50%，

进行加药干预。应用 DMSO 溶解左旋紫草素，设置

浓度梯度为 0、0.5、1、2、4、8 μmol/L，加药培

养 24 h，每组设置 4 个副孔。培养结束后，每孔加

入 20 μL MTS 试剂，于培养箱中继续培养 2 h。应

用酶标仪在 490 nm 波长处检测各孔吸光度。

4 细胞迁移检测 划痕实验检测细胞迁移能

力。设置实验分组为对照组、左旋紫草素 0.5、1、

2 μmol/L 组。将 6 孔板底部划线做标记，取对数生

长期的细胞接种于 6 孔板，待细胞融合面积达 80%
以上，应用 10 μL 枪头垂直用力划痕，PBS 漂洗 3 遍，

去除悬浮细胞，将不同浓度的药物溶解于 1% 的 FBS
中，并拍照。24、48 h 后再次拍照观察各组细胞的

划痕愈合情况。

5 细胞侵袭检测 应用 Transwell 小室检测细

胞侵袭能力。具体分组同 4。按照 1∶8 的比例稀释

基质胶，取 80 μL 稀释后的基质胶平铺于 Transwell
小室内，避免产生气泡。待胶凝固后，应用 1640 水

化 30 min。1640 重悬细胞接种于小室内，培养基中

加入不同浓度的左旋紫草素，小室外加入 750 μL 的

20% FBS，于 37 ℃培养箱中培养 24 h。吸弃培养基，

应用预冷的 PBS 漂洗后，多聚甲醛固定 15 min，甲

醇透化 5 min，0.1% 结晶紫染色 15 min 后，棉棒轻

拭去小室内基质胶及细胞。显微镜下观察各组细胞的

穿过情况，并拍照计数。

6 细胞总蛋白的提取及 Western Blot 实验 细

胞药物干预结束后，应用预冷的 PBS 冲洗 3 遍，加

入适量的 RIPA 裂解液，充分裂解后，12 000 r/min 
离心 20 min，取上清，BCA 法测定蛋白浓度，应用

5× 的 loading buffer 进行蛋白变性。上样等量蛋白

进行电泳，后转膜至 PVDF 膜上。5% 的脱脂牛奶

室温封闭 2 h，4 ℃一抗封闭过夜。一抗稀释浓度： 
Wnt5a（1∶1 000）、β-catenin（1∶1 000）、p-LRP 

（1∶1 000）、LRP（1∶1 000）、Actin（1∶2 000）。

TBST 洗膜后，二抗（Anti-rabbit IgG 1∶2 000）室

温孵育 1 h，洗膜后显影。

7 统计学方法 应用 Stata 14.0 软件进行统计

学分析，计量资料用 x–±s 表示，多组之间的比较采

用单因素方差分析，P<0.05 为差异有统计学意义。

结  果

1 不同浓度左旋紫草素对 HeLa 细胞增殖的
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抑制作用比较（图 1） 与对照组比较，左旋紫草素

1、2、4、8 μmol/L 在 24 h 对 HeLa 细胞均有不同

程度的抑制作用，且差异有统计学意义（P<0.05，

P<0.01）。2 μmol/L 的 浓 度 在 24 h 时 接 近 IC50。 
4 μmol/L 与 8 μmol/L 的药效浓度对细胞的抑制作用

过强，因此设置浓度梯度为 0.5、1、2 μmol/L 进行

后续实验。

在 1% 血清的条件下，造成了细胞的大量死亡，故迁

移作用不明显。且药物对细胞的影响随着作用时间的

延长而加剧。

3 各组 HeLa 细胞侵袭作用比较（图 3、4） 左

旋紫草素作用 HeLa 细胞 24 h 后，与对照组比较，

左旋紫草素 0.5、1、2 μmol/L 组细胞穿过率明显降

低，细胞穿过基质胶的能力随着药物浓度的加大而降

低（P<0.01）。

注：与对照组比较， P<0.05，  P<0.01

图 1 不同浓度左旋紫草素干预 HeLa 细胞增殖活力比较

2 各组 HeLa 细胞迁移作用比较（图 2） 与对

照组比较，0.5、1 μmol/L 的左旋紫草素可以明显抑

制 HeLa 细胞的迁移能力，2 μmol/L 的药效浓度较高，

图 2 各组 HeLa 细胞迁移作用比较（×100）

对照组

0 
h

24
 h

48
 h

左旋紫草素 0.5 μmol/L 组 左旋紫草素 1 μmol/L 组 左旋紫草素 2 μmol/L 组

图 3 各组 HeLa 细胞侵袭作用比较（结晶紫染色，×100）
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对照组 左旋紫草素 0.5 μmol/L 组 左旋紫草素 1 μmol/L 组 左旋紫草素 2 μmol/L 组

注：A 为对照组；B 为左旋紫草素 0.5 μmol/L；C 为左旋紫草素

1 μmol/L 组；D 为左旋紫草素 2 μmol/L；图 5、6 同；与对照组比较， 

P<0.01

图 4 穿膜细胞数量统计图
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紫草素 0.5、1、2μmol/L 组 Wnt5a、β-catenin、p-LRP
蛋白表达下降（P<0.05，P<0.01），而对 LRP 蛋白

表达比较差异无统计学意义（P>0.05）。

活 Wnt 信号，诱导 A549 细胞 EMT，促进侵袭、迁

移的发生 [20]。据报道，转录因子 DSCC1 在乳腺癌

组织中异常表达，其上调激活了 Wnt/β-catenin 信

号，抑制 P53 信号，促进乳腺癌的发展进程 [21]。此

外，非编码 RNA miR-197、Lnc-ToB1-AS1 也可通过

调控 Wnt/β-catenin 通路活性，干扰疾病进展 [22, 23]。

由此可见，靶向调控 Wnt/β-catenin 信号通路，有望

成为治疗疾病的新靶点。

紫草是一种传统中药，在我国分布广泛，资源丰

富，具有清热凉血的作用。左旋紫草素是从紫草科多

年生植物紫草的根部提取纯化的有效成分之一，现代

药理研究表明，天然紫草素及其衍生物具有更加广泛

的药用价值，主要包括有抗肿瘤、抗病毒、抗炎、抗

菌、镇静等作用 [4]。左旋紫草素在抗肿瘤方面的机制，

研究较为广泛，其可抑制多种癌细胞的增殖，诱导凋

亡、自噬性细胞死亡，抑制其转移机制，且可一定程

度上参与癌症耐药机制的调控 [6, 24]。据报道，紫草素

可通过抑制细胞外 ERK 信号通路活性，上调 Cbl-b
蛋白，显著的抑制肺癌 NCI-H460 细胞的增殖，诱导

肺癌细胞的凋亡 [25]；紫草素亦可诱导 MMP-2/9 表达，

并且活化 PI3K/Akt 通路，抑制前列腺癌的转移 [26]。

在本研究中应用左旋紫草素干预宫颈癌 HeLa 细

胞，发现其可明显的抑制 HeLa 细胞的增殖，呈现浓

度依赖特点；抑制 HeLa 细胞的侵袭和迁移；左旋紫

草素还可抑制 HeLa 细胞内 Wnt/β-catenin 信号通

路，下调 Wnt5a、p-LRP 的表达，从而降低通路下

游 β-catenin 的表达，表现出抑制宫颈癌细胞的增殖、

侵袭和迁移的特性。

综上所述，左旋紫草素可靶向 Wnt/β-catenin 信

号通路，通过抑制该通路相关基因的表达，抑制宫颈

癌 HeLa 细胞的活力，抑制其侵袭迁移功能。左旋紫

草素可作为一个潜在的治疗宫颈癌的药物，其具体应

用尚需进一步探索。

利益冲突：本研究不存在利益冲突，相关作者一

致同意文章发表。
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图 6 各组 Wnt5a、β-catenin、p-LRP 蛋白 
相对表达量统计图

图 5 各组 Wnt5a、β-catenin、p-LRP、LRP 蛋白电泳图
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癌症是全世界公认的亟待解决的健康问题，癌

症的复发转移是造成癌性死亡的主要原因 [9, 10]。癌肿

的侵袭转移主要有 4 个过程：（1）原发灶肿瘤细胞的

大量增殖和血管新生；（2）肿瘤细胞脱落，侵袭基底

膜；（3）进入脉管系统形成癌栓，后迁移到其他部位； 
（4）黏附于靶器官，形成微小的转移灶，完成癌症的

转移过程 [11, 12]。癌肿干细胞特性，使其可以无限制繁

殖 [13]。其存在多种信号通路来干扰并侵袭正常细胞，

如侵袭、迁移及 EMT 过程 [14, 15]。抑制癌细胞的增殖，

诱导凋亡，抑制其局部和远方转移是防治癌症的关键。

Wnt/β-catenin 信号参与生物体生长、发育、分

化等诸多环节，其异常激活，与癌症的转移机制密切

相关 [16-18]。β-catenin 是该通路中枢性信号转导分

子。当胞外信号诱导其激活时，wnt 配体与低密度脂

蛋白受体相关蛋白 5/6（LRP5/6）相结合，造成胞内

β-catenin 的累积，其可与转录因子 TCF/LEF 结合，

进而激活其下游靶基因的表达 [19]。在一项关于非小

细胞肺癌的研究中发现，Wnt/β-catenin 通路的活化

程度与肺癌患者的生存率呈负相关，机制研究发现激
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