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斑蝥素通过抑制 ＭＡＰＫ信号通路调控宫颈癌
细胞凋亡、迁移及侵袭行为的机制
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摘要：目的　宫颈癌是继乳腺癌、结肠直肠癌和肺癌之后的女性第四大癌症，严重影响女性身体健康和生活质量。
中国是宫颈癌的高危地区之一。来源于大斑芫菁和眼斑芫菁干燥虫体的斑蝥素（ｃａｎｔｈａｒｉｄｉｎ，ＣＴＤ）具有抗肿瘤活
性且可诱导多种肿瘤细胞凋亡。本文旨在探索斑蝥素对Ｈｅｌａ宫颈癌细胞凋亡、迁移和侵袭方面的影响及其相关
机制。方法　ＣＣＫ８检测细胞活力；流式细胞术分析细胞凋亡；划痕实验检测细胞迁移；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ分析细胞侵袭；
蛋白印迹检测Ｐ３８、ＰＰ３８、ＰＭＡＰＫＡＰＫ和ＰＨｓｐ２７的表达。结果　低浓度（＜２０μＭ）的斑蝥素处理Ｈｅｌａ细胞对
细胞活力无明显影响，细胞存活率在８０％以上。高浓度（＞２０μＭ）的斑蝥素处理 Ｈｅｌａ细胞后会降低 Ｈｅｌａ细胞
活力，细胞存活率在８０％以下。与对照组相比，５、１０、２０μＭ斑蝥素组细胞凋亡率依次升高（均 Ｐ＜０．０５）。斑蝥
素（５、１０μＭ）处理Ｈｅｌａ细胞后，细胞迁移和侵袭能力明显减弱（均Ｐ＜０．０５）；２０μＭ斑蝥素处理Ｈｅｌａ细胞后，细
胞迁移和侵袭能力减弱更明显（Ｐ＜０．０１）。与对照组相比，５μＭ斑蝥素组ＰＰ３８／Ｐ３８的比值、ＰＭＡＰＫＡＰＫ和Ｐ
Ｈｓｐ２７表达明显降低（均Ｐ＜０．０５）；１０μＭ斑蝥素组 ＰＰ３８／Ｐ３８的比值、ＰＭＡＰＫＡＰＫ和 ＰＨｓｐ２７表达显著降低
（均Ｐ＜０．０１）；２０μＭ斑蝥素组ＰＰ３８／Ｐ３８的比值、ＰＭＡＰＫＡＰＫ和ＰＨｓｐ２７表达降低更明显（均Ｐ＜０．００１）。结
论　斑蝥素可通过抑制ＭＡＰＫ信号通路提高Ｈｅｌａ宫颈癌细胞的凋亡，降低细胞迁移及侵袭能力。
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　　宫颈癌是一种因调节细胞生长分化及凋亡的遗传

基金项目：浙江省科技计划项目（２０１３Ｃ３５００９）
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和表观遗传变化而导致的细胞增殖异常不受控制为典

型特征的癌症［１］。据统计，２０１２年全球有５２．７６万宫
颈癌新增病例，且每年的新增病例还在不断上升，是女

性第四大癌症；另有２６．５７万人死于宫颈癌，占女性癌

·８６７· 中华全科医学　２０１９年５月第１７卷第５期　ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＧｅｎｅｒａｌＰｒａｃｔｉｃｅ，Ｍａｙ２０１９，Ｖｏｌ１７，Ｎｏ５



症死亡人数的７．５％［２３］。在经济发达的国家，大部分

女性可以在宫颈癌早期就得到诊断并通过手术进行治

愈。但宫颈癌晚期患者或复发患者通常是选择化疗来

延长生存期和生活质量［４］。因此，寻找有效地宫颈癌

治疗药物具有重要意义。许多动植物来源的天然产物

在各类疾病的治疗方面发挥着积极作用［５６］。本文主

要研究来源于大斑芫菁和眼斑芫菁干燥虫体的斑蝥素

（ｃａｎｔｈａｒｉｄｉｎ，ＣＴＤ）对Ｈｅｌａ宫颈癌细胞凋亡，迁移和侵
袭方面的影响及其相关机制。

１　材料与方法
１．１　细胞系及主要试剂　宫颈癌细胞细胞系 Ｈｅｌａ细
胞购自美国典型培养物保藏中心（Ａｍｅｒｉｃａｎｔｙｐｅｃｕｌ
ｔｕｒｅｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，ＡＴＣＣ）。培养基 ＤＭＥＭ及胎牛血清购
自赛默飞世尔科技公司。斑蝥素购自美国 Ｓｉｇｍａ公
司。ＣＣＫ８试剂盒购自日本同仁化学公司。细胞凋亡
检测试剂盒 ＡｎｎｅｘｉｎＶＡｐｏｐｔｏｓｉｓＤｅｔｅｃｔｉｏｎＫｉｔ、Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ小室及人工基底膜购自美国ＢＤ公司。抗Ｐ３８抗
体、抗 ＰＰ３８抗体，抗 ＰＭＡＰＫＡＰＫ抗体和抗ＰＨｓｐ２７
抗体购自英国Ａｂｃａｍ公司。
１．２　细胞培养及细胞活力检测　Ｈｅｌａ细胞于含１０％
胎牛血清和 １％青链霉素的 ＤＭＥＭ培养基中，于
３７℃，５％ ＣＯ２的恒温培养箱中培养，细胞增殖到约
８０％时传代继续培养。不同浓度斑蝥素（０、０．１、０．２５、
０．５、１、２、５、１０、２０、４０、８０、１６０μＭ）处理Ｈｅｌａ细胞４８ｈ
后，收集细胞。用已经稀释到１０％的 ＣＣＫ８溶液将各
组细胞制成１×１０６个／ｍＬ的细胞悬液，并在３７℃培
养１～４ｈ，检测４５０ｎｍ处吸光值计算细胞存活率。
１．３　流式细胞分析细胞凋亡　收集不同浓度斑蝥素
（０、５、１０、２０μＭ）处理的 Ｈｅｌａ细胞，用１×的 Ｂｉｎｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ将细胞制成１×１０６个／ｍＬ的细胞悬液。然后用
ＡｎｎｅｘｉｎＶｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ（ＦＩＴＣ），碘化丙啶
（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）染色１５ｍｉｎ，最后利用流式细胞
仪检测细胞凋亡情况。

１．４　划痕实验检测细胞迁移能力　首先将各组细胞
制成密度为１×１０６个／ｍＬ的细胞悬液，加入到６孔板
中，过夜培养至形成单层细胞。然后在单层细胞上用

１０μＬ的枪头划横线，用 ＰＢＳ洗去因划线而脱落的细
胞，并拍照记录。继续培养２４ｈ后再取出拍照记录，
计算划痕愈合率 ＝（０ｈ划痕间隙距离 －２４ｈ划痕间
隙距离）／０ｈ划痕间隙距离。
１．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测细胞侵袭能力　用含１％胎牛血
清的ＤＭＥＭ培养基将各组细胞制成细胞密度为 １×
１０６个／ｍＬ的细胞悬液后，将细胞悬液加入铺有人工
基底膜的ｔｒａｎｓｗｅｌｌ的上室中，在下室中加入含２０％胎
牛血清的ＤＭＥＭ培养基。放入３７℃，５％ ＣＯ２的恒温
培养箱中培养２４ｈ，然后用０．５％的结晶紫对上室底

部细胞进行染色，并用棉签除去上室内侧的细胞。显

微镜下观察细胞并统计细胞数量。

１．６　蛋白印记　首先收集各组细胞，经 ＰＢＳ清洗 ３
次，加入含蛋白酶抑制剂的细胞裂解液进行裂解提取

总蛋白，等量蛋白进行 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳分离后转
至ＰＶＤＦ膜。然后用５％的 ＢＳＡ进行封闭，再依次孵
育相应的一抗和二抗。最后进行显色并统计灰度值计

算相对表达量。

１．７　统计学方法　实验数据的统计学分析用 ＳＰＳＳ
１６．０统计软件进行，计量资料用 ｘ±ｓ表示，采用方差
分析，两两比较采用 ＬＳＤｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异有
统计学意义。

２　结　果
２．１　斑蝥素对Ｈｅｌａ宫颈癌细胞活力的影响　斑蝥素
（０、０．１、０．２５、０．５、１、２、５、１０、２０、４０、８０、１６０μＭ）处理
Ｈｅｌａ宫颈癌细胞４８ｈ后，ＣＣＫ８检测细胞存活率。如
图１所示，斑蝥素浓度＜２０μＭ时，细胞存活率无明显
变化；斑蝥素浓度＞２０μＭ时，细胞存活率明显降低，且
随着斑蝥素浓度的增加而逐渐降低。上述结果表明，低

浓度（＜２０μＭ）的斑蝥素对Ｈｅｌａ细胞活力无明显影响，
高浓度（＞２０μＭ）的斑蝥素会降低Ｈｅｌａ细胞活力。

图１　ＣＣＫ８检测细胞活力（Ｂ）

２．２　斑蝥素可增强Ｈｅｌａ宫颈癌细胞凋亡　利用流式
细胞分析斑蝥素（５、１０、２０μＭ）对 Ｈｅｌａ宫颈癌细胞凋
亡的影响。图 ２Ａ显示，斑蝥素（５、１０、２０μＭ）处理
Ｈｅｌａ宫颈癌细胞会导致凋亡细胞数目增多。由图２Ｂ
可知，５μＭ的斑蝥素组细胞凋亡率明显升高（Ｐ＜
０．０５）；１０μＭ的斑蝥素组细胞凋亡率显著提高（Ｐ＜
０．０１）；２０μＭ的斑蝥素极显著地增强 Ｈｅｌａ细胞凋亡
率（Ｐ＜０．００１）。由此可见，斑蝥素可诱导 Ｈｅｌａ宫颈
癌细胞凋亡的增加。

２．３　斑蝥素可降低Ｈｅｌａ宫颈癌细胞迁移能力　通过
划痕实验检测斑蝥素（５、１０、２０μＭ）对 Ｈｅｌａ宫颈癌细
胞迁移能力的影响。如图３Ａ所示，培养２４ｈ后斑蝥
素（５、１０、２０μＭ）组划痕间隙明显大于对照组。由图
３Ｂ可知，斑蝥素（５、１０、２０μＭ）处理Ｈｅｌａ细胞后，划痕
愈合率明显降低（Ｐ＜０．０５）。以上结果说明，斑蝥素
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可降低Ｈｅｌａ宫颈癌细胞迁移能力。

　　注：Ａ为流式细胞散点图；Ｂ为细胞凋亡率结果统计直方图。与对

照组经ＤＭＳＯ处理比较，ａＰ＜０．０５，ｂＰ＜０．０１，ｃＰ＜０．００１。

图２　流式细胞分析细胞凋亡

２．４　斑蝥素可减弱Ｈｅｌａ宫颈癌细胞侵袭能力　为分
析斑蝥素（５、１０、２０μＭ）对 Ｈｅｌａ宫颈癌细胞侵袭能力
的影响，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测细胞侵袭。图４Ａ显示，斑蝥素
（５、１０、２０μＭ）处理后，穿过基底膜的 Ｈｅｌａ细胞数目
明显变少。如图４Ｂ所示，斑蝥素（５、１０、２０μＭ）组平
均每个视野下侵袭细胞数目明显低于对照组（均 Ｐ＜
０．０５）。上述结果表明，斑蝥素可减弱 Ｈｅｌａ宫颈癌细
胞侵袭能力。

２．５　斑蝥素对 Ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路相关蛋白表达的
影响　为探索斑蝥素影响 Ｈｅｌａ宫颈癌细胞的分子机
制，蛋白印迹分析 Ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路相关蛋白的表
达。图５Ａ显示，斑蝥素（５、１０、２０μＭ）处理后，Ｐ３８蛋
白水平无明显变化，ＰＰ３８，ＰＭＡＰＫＡＰＫ和ＰＨｓｐ２７蛋
白水平明显降低。由图 ５Ｂ可知，斑蝥素（５、１０、２０
μＭ）组 ＰＰ３８／Ｐ３８的比值及 ＰＭＡＰＫＡＰＫ和 ＰＨｓｐ２７
相对蛋白表达量明显低于对照组（均Ｐ＜０．０５）。由此
可见，斑蝥素可降低 ＰＰ３８／Ｐ３８的比值，ＰＭＡＰＫＡＰＫ
和ＰＨｓｐ２７蛋白水平，抑制Ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路激活。

３　讨　论
　　中国是宫颈癌的高危地区之一，２００３—２０１０年中
国宫颈癌的发病率和死亡率都在不断上升；到２０１２年
中国有６．１７万宫颈癌新增病例，占全球新增宫颈癌病
例的１２％；而且２０１２年有２．９５万中国女性死于宫颈
癌，占全球宫颈癌症死亡人数的１１％［７］。开发有效地

宫颈癌治疗方法是中国医疗卫生系统的重大课题。越

来越多的研究表明许多动植物天然提取物具有抗癌的

作用［８１１］。

　　注：Ａ为倒置显微镜下拍摄划痕空隙（×４０）；Ｂ为划痕愈合率结果统计柱形图。与对照组经ＤＭＳＯ处理比较，ａＰ＜０．０５，ｂＰ＜０．０１。

图３　划痕实验检测细胞迁移

　　细胞增殖凋亡的不受控是癌症的主要特征之一，
近年来发现了多种动植物天然提取物可调节细胞凋亡

促进癌症的治疗［１２］。有研究显示，沙地蟾蜍素可降低

ＨｅＬａ宫颈癌细胞活力，增强细胞凋亡［１３］。据报道从

银鲤脑提取的脂类物质也可抑制 ＨｅＬａ宫颈癌细胞活
力，诱导细胞凋亡［１４］。ＣＨＵＰＹ等［１５］发现斑蝥素可

降低人舌鳞状细胞癌来源的细胞系 ＳＡＳ细胞活力，促

进细胞凋亡。有研究［１６］表明斑蝥素还可抑制 Ｔ２４膀
胱癌细胞活力，诱导细胞凋亡。在肺癌细胞 Ｈ４６０中，
斑蝥素处理后细胞活力降低，细胞凋亡增加［１７］。与其

他研究结果类似，本文结果表明，低浓度（＜２０μＭ）的
斑蝥素对 Ｈｅｌａ细胞活力无明显影响，高浓度（＞２０

μＭ）的斑蝥素会降低Ｈｅｌａ细胞活力；斑蝥素（５、１０、２０

μＭ）可增强Ｈｅｌａ宫颈癌细胞凋亡。
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　　注：Ａ为结晶紫染色，×１００；Ｂ为平均每个视野下侵袭细胞数目结果统计柱形图。与对照组经ＤＭＳＯ处理比较，ａＰ＜０．０５，ｂＰ＜０．０１。

图４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测细胞侵袭

　　注：Ａ为蛋白印迹结果图；Ｂ为蛋白印迹结果统计柱形图。与对照

组经ＤＭＳＯ处理比较，ａＰ＜０．０５，ｂＰ＜０．０１，ｃＰ＜０．００１。

图５　蛋白印记检测Ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路相关蛋白表达

　　大量文献表明许多动植物天然提取物都具有抑制
癌细胞迁移和侵袭的功能［１８２０］。ＢＡＨＡＲＡＲＡＪ等［２１］

研究发现海蛇尾甲醇提取物可抑制 ＨｅＬａ宫颈癌细胞
迁移，具有抗肿瘤的功效。有研究［２２］显示梅花鹿鹿茸

提取物可降低前列腺癌细胞细胞迁移能力。ＸＩＥＤ
等［２３］发现去甲斑蝥素可抑制ＬＮ２２９和Ｕ２５１神经胶质
瘤细胞迁移和侵袭。据报道去甲斑蝥素处理肝癌细胞

ＳＭＭＣ７７２１和ＭＨＣＣ９７Ｈ后，细胞迁移和侵袭能力明
显减弱［２４］。ＫＩＭＹＭ等［２５］研究表明斑蝥素可抑制肺

癌细胞Ａ５４９细胞迁移和侵袭。有数据显示用斑蝥素
处理人黑色素瘤细胞 Ａ３７５．Ｓ２后，细胞迁移和侵袭能
力降低［２６］。本研究结果显示，斑蝥素可减弱 Ｈｅｌａ宫
颈癌细胞迁移和侵袭。

ＭＡＰＫ信号通路调控包括细胞增殖分化凋亡等在
内的多种细胞进程，多种疾病中都出现了 ＭＡＰＫ信号

通路的受损［２７］。越来越多的研究发现动植物天然提

取物可通过对ＭＡＰＫ信号通路的调节来发挥抗癌的功
效［２８２９］。有研究发现非瑟酸可通过降低ＳｉＨａ和ＣａＳｋｉ
宫颈癌细胞ｐ３８的磷酸化水平，抑制 Ｐ３８ＭＡＰＫ信号
通路减弱细胞迁移和侵袭［３０］。ＨＳＩＡＴＣ等［３１］研究表

明斑蝥素可降低 ＮＣＩＨ４６０肺癌细胞 ＭＡＰＫ信号通路
相关蛋白ＰＰ３８的表达，抑制细胞迁移和侵袭。据报
道斑蝥素还可减弱 ＭＤＡＭＢ２３１乳腺癌细胞 ＭＡＰＫ
信号通路相关蛋白Ｐ３８的磷酸化，抑制细胞活力，迁移
及侵袭能力［３２］。在ＴＳＧＨ８３０１膀胱癌细胞，斑蝥素可
降低ＰＰ３８的表达，通过抑制 ＭＡＰＫ通路减弱细胞迁
移和侵袭能力［３３］。与其他研究结果类似，本文结果显

示，斑蝥素可降低Ｈｅｌａ宫颈癌细胞中 Ｐ３８ＭＡＰＫ信号
通路相关蛋白 ＰＰ３８、ＰＭＡＰＫＡＰＫ和 ＰＨｓｐ２７的
表达。

本研究表明，斑蝥素处理 Ｈｅｌａ宫颈癌细胞后，细
胞凋亡增加；迁移和侵袭能力减弱；Ｐ３８ＭＡＰＫ信号通
路相关蛋白 ＰＰ３８、ＰＭＡＰＫＡＰＫ和 ＰＨｓｐ２７表达受
阻。综上所述，斑蝥素可通过抑制 ＭＡＰＫ信号通路提
高Ｈｅｌａ宫颈癌细胞的凋亡，降低细胞迁移及侵袭能
力。下一步计划通过体内实验进一步研究斑蝥素对宫

颈癌的影响，为开发有效地宫颈癌治疗方法奠定基础。
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ｋｉｎａｓｅｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｏｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇｔｈｅｐ３８

ＭＡＰＫｄｅｐｅｎｄｅｎｔＮＦｋａｐｐａＢｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，

２０１３，８（８）：ｅ７１９８３．

［３１］　ＨＳＩＡＴＣ，ＹＵＣＣ，ＨＳＩＡＯＹＴ，ｅｔａｌ．Ｃａｎｔｈａｒｉｄｉｎｉｍｐａｉｒｓｃｅｌｌｍｉ

ｇｒａｔｉｏｎａｎｄＩｎｖａｓｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｌｕｎｇｃａｎｃｅｒＮＣＩＨ４６０ｃｅｌｌｓｖｉａＵＰＡ

ａｎｄＭＡＰＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓ［Ｊ］．ＡｎｔｉｃａｎｃｅｒＲｅｓ，２０１６，３６（１１）：

５９８９５９９７．

［３２］　ＧＵＸＤ，ＸＵＬＬ，ＺＨＡＯＨ，ｅｔａｌ．Ｃａｎｔｈａｒｉｄｉｎｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄｂｒｅａｓｔ

ｃａｎｃｅｒＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＭＡＰＫ

ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＢｒａｚＪＭｅｄＢｉｏｌＲｅｓ，２０１７，５０（７）：ｅ５９２０

［３３］　ＨＵＡＮＧＹＰ，ＮＩＣＨ，ＬＵＣＣ，ｅｔａｌ．Ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄ

ｉｎｖａｓｉｏｎｂｙｃａｎｔｈａｒｉｄｉｎｉｎＴＳＧＨ８３０１ｈｕｍａｎｂｌａｄｄｅｒｃａｒｃｉｎｏｍａ

ｃｅｌｌｓｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｓｏｆｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ２／９ｓｉｇｎａ

ｌｉｎｇ［Ｊ］．ＥｖｉｄＢａｓｅｄＣｏｍｐｌｅｍｅｎｔＡｌｔｅｒｎａｔＭｅｄ，２０１３，２０１３：

１９０２８１．ＤＯＩ：１０．１１５５／２０１３／１９０２８１．

　　　（本文编辑：陈子康） 收稿日期：２０１８１００９

·２７７· 中华全科医学　２０１９年５月第１７卷第５期　ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＧｅｎｅｒａｌＰｒａｃｔｉｃｅ，Ｍａｙ２０１９，Ｖｏｌ１７，Ｎｏ５


