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蓝萼甲素对宫颈癌 Ｃ３３Ａ细胞增殖和凋亡的影响及机制

张　花，潘　莹，何全中
（新乡医学院第三附属医院妇产科，河南　新乡　４５３００３）

摘要：　目的　探讨蓝萼甲素（ＧＬＡ）对宫颈癌Ｃ３３Ａ细胞增殖、凋亡的影响及其机制。方法　将对数生长期宫颈
癌Ｃ３３Ａ细胞随机分为阴性对照组、５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、４０μｍｏｌ·Ｌ－１

ＧＬＡ组，阴性对照组细胞不加任何药物干预，５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、
４０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组细胞分别加入终浓度为５、１０、２０、４０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ进行干预。分别于培养２４、４８、７２ｈ时，采
用３，３′［１（苯氨酰基）３，４四氮唑］二 （４甲氧基６硝基）苯磺酸钠法检测５组细胞的增殖抑制率；于培养４８ｈ
时，采用流式细胞术检测阴性对照组、５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组细胞凋亡率，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测阴性对照组、５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组细胞中磷酸化Ｂ淋
巴细胞瘤２基因相关启动子（ｐＢＡＤ）和１０号染色体缺失与张力蛋白同源磷酸酶（ＰＴＥＮ）蛋白相对表达量。结果　培
养２４、４８、７２ｈ时，５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、４０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组细胞增殖
抑制率显著高于阴性对照组，１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、４０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组细胞增殖抑制率显著
高于５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组，２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、４０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组细胞增殖抑制率显著高于１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ
组，４０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组细胞增殖抑制率显著高于２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组（Ｐ＜０．０５）。不同浓度ＧＬＡ组细胞培养４８、
７２ｈ时的增殖抑制率显著高于培养２４ｈ时，培养７２ｈ时的增殖抑制率显著高于培养４８ｈ时（Ｐ＜０．０５）。５μｍｏｌ·Ｌ－１

ＧＬＡ组、１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组细胞凋亡率显著高于阴性对照组，１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、
２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组细胞凋亡率显著高于 ５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组，２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组细胞凋亡率显著高于
１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组（Ｐ＜０．０５）。５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组细胞中 ｐＢＡＤ
蛋白相对表达量显著低于阴性对照组，ＰＴＥＮ蛋白相对表达量显著高于阴性对照组（Ｐ＜０．０５）；１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ
组、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组细胞中ｐＢＡＤ蛋白相对表达量显著低于５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组，ＰＴＥＮ蛋白相对表达量显著高
于５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组（Ｐ＜０．０５）；２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组细胞中ｐＢＡＤ蛋白相对表达量显著低于１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ
组，ＰＴＥＮ蛋白相对表达量显著高于１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组（Ｐ＜０．０５）。结论　ＧＬＡ可通过上调 ＰＴＥＮ蛋白、降低
ｐＢＡＤ的表达，抑制Ｃ３３Ａ细胞增殖，促进Ｃ３３Ａ细胞凋亡，且呈剂量依赖性。
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１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡｇｒｏｕｐａｎｄ２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅ５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡｇｒｏｕｐ
（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅ２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅ１０μｍｏｌ·Ｌ－１

ＧＬＡｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｐＢＡＤｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅ５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡｇｒｏｕｐ，１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ
ｇｒｏｕｐａｎｄ２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｏｆＰＴＥＮｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌ
ｏｆｐＢＡＤｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅ１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡｇｒｏｕｐａｎｄ２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅ
５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＰＴＥＮｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅ５μｍｏｌ·Ｌ－１

ＧＬＡｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｐＢＡＤｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅ２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒ
ｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅ１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＰＴＥＮｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅ
１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＧＬＡｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＣ３３Ａ
ｃｅｌｌｓｂｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＴＥＮｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｒｅｄｕｃｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＢＡＤｐｒｏｔｅｉｎ，ａｎｄｔｈｉｓｉｓｉｎａ
ｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ＧｌａｕｃｏｃａｌｙｘｉｎＡ；ｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒ；ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ；Ｂｃｌｘｌ／Ｂｃｌ２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｄｅａｔｈｐｒｏｍｏｔｅｒ；ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅａｎｄ
ｔｅｎｓｉｎｈｏｍｏｌｏｇｄｅｌｅｔｅｄｆｒｏｍｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ１０

　　宫颈癌是在世界范围内仅次于乳腺癌和结直肠
癌的第三大女性恶性肿瘤，其发病率高，每年约

５６．９万例新发病例，且其发病呈年轻化趋势［１］。宫

颈癌与持续人乳头瘤病毒（ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，
ＨＰＶ）感染密切相关，其中 ＨＰＶ１６型感染者占
５０％，ＨＰＶ１８型占 １０％［２］；但并不是所有感染了

ＨＰＶ的患者都进展为宫颈癌［３］。目前，有关 ＨＰＶ
阳性宫颈癌细胞的研究比较多，但是关于ＨＰＶ阴性
宫颈癌的预防和治疗目前国内外研究较少，因此，

ＨＰＶ阴性宫颈癌的防治逐渐被研究者关注。
近年来，随着中药提取工艺的提高，中药在抗宫

颈癌方面取得了一定的成绩［４５］。蓝萼甲素（Ｇｌａｕ
ｃｏｃａｌｙｘｉｎＡ，ＧＬＡ）和蓝萼乙素（ＧｌａｕｃｏｃａｌｙｘｉｎＢ，
ＧＬＢ）是从药用植物蓝萼香茶菜中分离鉴定的２种
二萜化合物［６］。有研究显示，ＧＬＢ对肺腺癌 ＡＧＺＹ
细胞、ＨＬ６０白血病细胞等多种肿瘤细胞的生长具
有抑制作用［６］。本课题组前期的细胞及动物实验

证实，ＧＬＢ对宫颈癌 ＳｉＨａ及 ＨｅＬａ细胞的生长均有
明显抑制作用［７９］。因 ＧＬＡ与 ＧＬＢ活性结构的相
似性，故 ＧＬＡ在抗肿瘤方面也有一定的作用［１０］。

本课题组前期研究证实，ＧＬＡ对宫颈癌ＨｅＬａ及ＳｉＨａ
细胞均有明显抑制作用，其机制可能与上调 ｐ５３和
Ｂａｘ的表达有关［１１］。

肿瘤细胞凋亡是由多种因素参与的过程，Ｂ淋巴
细胞瘤２基因相关启动子（Ｂｃｌｘｌ／Ｂｃｌ２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｄｅａｔｈｐｒｏｍｏｔｅｒ，ＢＡＤ）基因是Ｂｃｌ２家族成员之一，近
年来ＢＡＤ蛋白在细胞凋亡过程中的调控作用成为
许多学者的研究热点。１０号染色体缺失与张力蛋
白同源磷酸酶（ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅａｎｄｔｅｎｓｉｎｈｏｍｏｌｏｇｄｅｌｅ
ｔｅｄｆｒｏｍｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ１０，ＰＴＥＮ）基因缺失或失活可
激活下游 ３磷酸肌醇激酶 （ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ
３ｈｙｄｒｏｘｙｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ），进而通过 ＰＩ３Ｋ／蛋白激酶 Ｂ
（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，Ａｋｔ）／ＢＡＤ通路，抑制细胞凋亡。
本研究旨在通过观察 ＧＬＡ对 ＨＰＶ阴性宫颈癌
Ｃ３３Ａ细胞中ｐＢＡＤ和 ＰＴＥＮ的影响，探讨 ＧＬＡ对
宫颈癌 Ｃ３３Ａ细胞增殖和凋亡的影响及其可能机
制，以期为ＧＬＡ在临床 ＨＰＶ阴性宫颈癌治疗中的
应用提供依据。

１　材料与方法

１．１　细胞和主要试剂　宫颈癌 Ｃ３３Ａ细胞由新乡
医学院病理学教研室提供，ＧＬＡ由新乡医学院药理
学教研室提供［６］，胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，
ＦＢＳ）、达尔伯克改良伊格尔培养基（Ｄｕｌｂｅｃｏ′ｓ
ｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ′ｓｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司，二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）购自美
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国Ｓｉｇｍａ公司，磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄ
ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）购自北京中杉金桥公司，放射免疫沉淀
法（ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｓｓａｙ，ＲＩＰＡ）裂解缓冲
液、苯甲基磺酰氟 （ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｎｙｌｆｌｕｏｒｉｄ，
ＰＭＳＦ）、聚氰基丙烯酸正丁酯（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，
ＢＣＡ）蛋白定量试剂盒、人膜联蛋白 Ｖ异硫氰酸荧
光素（ａｎｎｅｘｉｎＶｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，Ａｎｎｅｘｉｎ
ＶＦＩＴＣ）细胞凋亡检测试剂盒购自上海碧云天生物技
术有限公司，抗 ＰＴＥＮ单克隆抗体购自美国ＰｒｏＳｃｉ公
司，抗ｐＢＡＤ体购自美国 ＳＡＢ公司，３，３′［１（苯氨
酰基）３，４四氮唑］二 （４甲氧基６硝基）苯磺
酸钠 ［Ｓｏｄｉｕｍ３，３′［１（ｐｈｅｎｙｌａｍｉｎｏ） ｃａｒｂｏｎｙｌ３，
４ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｂｉｓ（４ｍｅｔｈｏｘｙ６ｎｉｔｒｏ）ｂｅｎｚｅｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃ
ａｃｉｄ，ＸＴＴ］检测试剂盒购自美国Ｂｉｏｔｉｕｍ公司。
１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养和 ＧＬＡ溶液配制　将宫颈癌
Ｃ３３Ａ细胞接种于含体积分数 １０％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ
中，置于 ３７℃、含体积分数５％ＣＯ２的培养箱中进
行培养；然后，用胰蛋白酶消化，每 ２～３ｄ传代
１次，待细胞密度达８０％～９０％，取对数生长期细胞
用于 后 续 实 验。称 取 ３．３２ ｍｇＧＬＡ，加 入
２００μＬＤＭＳＯ和 ＰＢＳ混合液（各 １００μＬ），配制成
５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１储存液，使用时再用细胞培养液按
１１００稀释成 ５００μｍｏｌ·Ｌ－１工作液，分别使用细
胞培养液按１１００、１５０、１２５、１１２．５比例将工
作液进一步稀释，获得终浓度５、１０、２０、４０μｍｏｌ·Ｌ－１

ＧＬＡ。
１．２．２　ＸＴＴ法检测细胞增殖能力　取对数生长期
Ｃ３３Ａ细胞，按每孔１００００个细胞接种于９６孔板中，
随机分为阴性对照组、５μｍｏｌ·Ｌ－１ ＧＬＡ组、
１０μｍｏｌ·Ｌ－１ ＧＬＡ 组、２０μｍｏｌ· Ｌ－１ ＧＬＡ 组、
４０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组，阴性对照组细胞不加任何药
物干预，５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、
２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、４０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组细胞分
别加入终浓度为５、１０、２０、４０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ进行
干预，每个浓度设定５个复孔；同时设置空白对照组
（调零孔），该组不加细胞和药物；将各组细胞置于

３７℃、含体积分数５％ＣＯ２培养箱继续培养；分别于
接种后４、２４、４８、７２ｈ后每孔加入２５μＬＸＴＴ混合
液（含２５μＬＸＴＴ和５ｍＬＰＭＳ），继续培养４ｈ，轻微
震荡一下孔板后，用酶标仪测定各孔在４９２ｎｍ处吸
光度值，计算细胞增殖抑制率，细胞增殖抑制率

（％）＝［１－（实验组吸光度值／空白对照组吸光度
值）］×１００％。
１．２．３　流式细胞术检测细胞凋亡情况　取对数生
长期Ｃ３３Ａ细胞，调整细胞密度为 １×１０５Ｌ－１，接种

于培养瓶，随机分为阴性对照组、５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ
组、１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组，阴
性对照组细胞不加任何药物干预，５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ
组、１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组细
胞分别加入终浓度为５、１０、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ进行
干预；将各组细胞置于 ３７℃、含体积分数 ５％ＣＯ２
培养箱继续培养；培养４８ｈ后，收集细胞，使用 ＰＢＳ
重悬细胞并计数；取重悬的（５～１０）×１０４细胞，
１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，弃上清，依次进行Ａｎｎｅｘｉｎ
ＶＦＩＴＣ和碘化丙啶标记，用流式细胞仪检测细胞凋
亡情况。实验重复３次，取均值。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞中 ＰＴＥＮ和磷酸
化ＢＡＤ（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＢＡＤ，ｐＢＡＤ）蛋白相对表
达量　取对数生长期 Ｃ３３Ａ细胞，调整细胞密度为
１×１０５Ｌ－１，接种于培养瓶，随机分为阴性对照组、
５μｍｏｌ·Ｌ－１ ＧＬＡ 组、１０μｍｏｌ· Ｌ－１ ＧＬＡ 组、
２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组，阴性对照组细胞不加任何药
物干预，５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ
组、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组细胞分别加入终浓度为５、
１０、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ进行干预，将各组细胞置于
３７℃、含体积分数５％ＣＯ２培养箱继续培养；培养
４８ｈ后，收集各组细胞，用预冷的 ＰＢＳ重悬，
１５００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，重复１次，弃上清；再加
入少量 ＰＢＳ重悬后，３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 ５ｍｉｎ，弃
上清；然后，加入１ｍＬ细胞裂解液（１ｍＬＲＩＰＡ细胞
裂解液和５μＬＰＭＳＦ），冰上静置 ３０ｍｉｎ；再应用超
声细胞粉碎机将细胞置于冰上超声（超声时间 １ｓ，
间隔 ５ｓ，共 ５次），４℃下 １２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
１５ｍｉｎ，取上清；按照每４μＬ蛋白样品加入１μＬ蛋
白上样缓冲液的比例混合蛋白样品和蛋白上样缓冲

液，１００℃加热３ｍｉｎ；采用 ＢＣＡ法测定蛋白样品浓
度；配制十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶，将准备好

的样品和彩色预染蛋白质分子质量标准分别加入各

个上样孔中进行电泳，采用半干转膜仪进行转膜

１．５ｈ；然后，用质量分数 ５０ｇ·Ｌ－１脱脂奶粉封闭
１ｈ；再分别加入兔抗人ＰＴＥＮ一抗（滴度１１０００）、
鼠抗人ｐＢＡＤ一抗（滴度１５００）、鼠抗人 Ｔｕｂｕｌｉｎ
一抗（滴度１１０００）孵育，并滴加相应二抗辣根过
氧化物酶标记山羊抗兔抗体（滴度１５０００）和辣
根过氧化物酶标记山羊抗鼠抗体（滴度１５０００）
孵育；使用ＢｅｙｏＥＣＬＰｌｕｓ发光试剂盒在暗室压片曝
光，应用 Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件分析目的条带灰度值，计
算ｐＢＡＤ和ＰＴＥＮ的相对表达量，目的蛋白相对表
达量以目的蛋白的灰度值与内参蛋白的灰度值比值

表示。实验重复３次，取均值。
１．３　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计
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学分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多组
间均数比较采用方差分析，两两比较采用独立样本ｔ
检验，检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　５组细胞增殖能力比较　结果见表１。培养
２４、４８、７２ｈ时，５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、１０μｍｏｌ·Ｌ－１

ＧＬＡ组、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、４０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组
细胞增殖抑制率显著高于阴性对照组，１０μｍｏｌ·Ｌ－１

ＧＬＡ组、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、４０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ
组细胞增殖抑制率显著高于５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组，
２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、４０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组细胞增
殖抑制率显著高于 １０μｍｏｌ· Ｌ－１ ＧＬＡ 组，
４０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组细胞增殖抑制率显著高于
２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
不同浓度ＧＬＡ组培养４８、７２ｈ时细胞增殖抑制率显著
高于培养２４ｈ时，培养７２ｈ时细胞增殖抑制率显著
高于培养４８ｈ，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

表１　５组细胞增殖抑制率比较
Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒａｔｅｏｆｃｅｌｌｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｍｏｎｇｔｈｅｆｉｖｅｇｒｏｕｐｓ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
细胞增殖抑制率／％

培养２４ｈ 培养４８ｈ 培养７２ｈ
Ｆ Ｐ

阴性对照组 ５ ０．００±０．００　　 ０．００±０．００　　 ０．００±０．００　　 － －
５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组 ５ ３．００±０．７１ａ ５．０３±０．７１ａｂ ６．８０±０．８４ａｂ １３２．３０２ ０．００１
１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组 ５ ６．０２±１．００ａｃ １２．６０±０．５５ａｂｃ １３．８２±０．８４ａｂｃｄｅ ３１．８７９ ０．０００
２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组 ５ ９．６０±０．５５ａｃｅ １３．８１±０．８４ａｂｃｅ １５．６１±１．１４ａｂｃｄｅ ６１．８３３ ０．００２
４０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组 ５ １４．６３±１．３４ａｃｅｆ １９．８０±１．３０ａｂｃｅｆ ２１．８０±０．４５ａｂｃｄｅｆ ５６．００４ ０．０００
Ｆ １３８．４４４ ２３１．０００ １６５．２６８
Ｐ ０．０００ ０．０００ ０．０００

　　注：与对照组比较ａＰ＜０．０５；与培养２４ｈ比较ｂＰ＜０．０５；与５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组比较ｃＰ＜０．０５；与培养４８ｈ比较ｄＰ＜０．０５；与１０μｍｏｌ·Ｌ－１

ＧＬＡ组比较ｅＰ＜０．０５；与２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组比较ｆＰ＜０．０５。

２．２　阴性对照组、５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、１０μｍｏｌ·Ｌ－１

ＧＬＡ组、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组细胞凋亡率比较　
结果见图 １。阴性对照组、５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、
１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组细胞凋
亡率分别为（１０．３８±０．６３）％、（１３．５９±０．３９）％、
（１５．９９±０．７２）％、（２１．５２±０．５２）％。４组间细胞
凋亡率比较差异有统计学意义（Ｆ＝１９７．８９２，Ｐ＜

０．０５）；５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、
２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组细胞凋亡率显著高于阴性对
照组，１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组
细胞凋亡率显著高于 ５μｍｏｌ· Ｌ－１ ＧＬＡ组，
２０μｍｏｌ·Ｌ－１ ＧＬＡ 组 细 胞 凋 亡 率 显 著 高 于
１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。

Ａ：阴性对照组；Ｂ：５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组；Ｃ：１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组；Ｄ：２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组。
图１　阴性对照组、５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组细胞凋亡情况
Ｆｉｇ．１　Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡｇｒｏｕｐ，１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡｇｒｏｕｐａｎｄ２０μｍｏｌ·Ｌ－１

ＧＬＡｇｒｏｕｐ
２．３　阴性对照组、５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、１０μｍｏｌ·Ｌ－１

ＧＬＡ组、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组细胞中 ＰＴＥＮ和
ｐＢＡＤ蛋白相对表达量比较　结果见图２和表２。
５μｍｏｌ· Ｌ－１ ＧＬＡ组、１０μｍｏｌ· Ｌ－１ ＧＬＡ组、
２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组细胞中 ｐＢＡＤ蛋白相对表达
量显著低于阴性对照组，１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、
２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组细胞中 ｐＢＡＤ蛋白相对表达
量显著低于 ５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组，２０μｍｏｌ·Ｌ－１

ＧＬＡ组细胞中 ｐＢＡＤ蛋白相对表达量显著低于

１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。５μｍｏｌ·Ｌ－１ ＧＬＡ组、１０μｍｏｌ·Ｌ－１ ＧＬＡ
组、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组细胞中 ＰＴＥＮ蛋白相对表
达量显著高于阴性对照组，１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、
２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组细胞中 ＰＴＥＮ蛋白相对表达
量显著高于 ５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组，２０μｍｏｌ·Ｌ－１

ＧＬＡ组细胞中 ＰＴＥＮ蛋白相对表达量显著高于
１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。
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１：阴性对照组；２：５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组；３：１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组；
４：２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组。

图２　阴性对照组、５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、１０μｍｏｌ·Ｌ－１

ＧＬＡ组、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组细胞中 ｐＢＡＤ和 ＰＴＥＮ蛋
白的表达

Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＢＡＤ ａｎｄＰＴＥＮ ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅ
ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡｇｒｏｕｐ，１０μｍｏｌ·Ｌ－１

ＧＬＡｇｒｏｕｐａｎｄ２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡｇｒｏｕｐ
表２　阴性对照组、５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、１０μｍｏｌ·Ｌ－１

ＧＬＡ组、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组细胞中 ｐＢＡＤ和 ＰＴＥＮ蛋
白相对表达量比较

Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｐＢＡＤａｎｄ
ＰＴＥＮｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｅｌｌｓａｍｏｎｇｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，
５μｍｏｌ·Ｌ－１ ＧＬＡ ｇｒｏｕｐ，１０μｍｏｌ· Ｌ－１ ＧＬＡ ｇｒｏｕｐ，
２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡｇｒｏｕｐ （珋ｘ±ｓ）
组别 ｎ ｐＢＡＤ蛋白 ＰＴＥＮ蛋白
阴性对照组 ３ ０．７６±０．９５　 ０．４０±０．０５　

５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组 ３ ０．５９±０．０３ａ ０．６２±０．０１ａ

１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组 ３ ０．４１±０．０２ａｂ ０．７３±０．０４ａｂ

２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组 ３ ０．２９±０．０１ａｂｃ ０．９１±０．０４ａｂｃ

Ｆ ４８．４６０ ９４．９４１
Ｐ ０．０００ ０．０００

　　注：与对照组比较ａＰ＜０．０５；与５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组比较ｂＰ＜

０．０５；与１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组比较ｃＰ＜０．０５。

３　讨论

宫颈癌的发病率高，占妇科恶性肿瘤的第２位，
是大多数发展中国家女性癌症死亡的主要原因［１］。

ＨＰＶ持续感染与宫颈癌发生发展密切相关［２］。目

前，临床上宫颈癌的治疗方法主要以手术、放射治

疗、化学治疗为主。随着研究深入，已发现多种与宫

颈癌发生相关的因素，如肿瘤微环境、免疫因素等，

有关宫颈癌治疗的研究也更加多元化，包括基因干

扰、免疫调节、中药治疗等。随着中药提取工艺的提

高，中医药的研究逐渐趋向于采用分子生物学手段

对其药理作用机制给予新的解释，传统中药在抗肿

瘤方面的研究得到进一步细化。ＧＬＡ和 ＧＬＢ是从
蓝萼香茶菜中提取的２种二萜化合物，具有１５氧
１６贝壳杉烯骨架，均有较好的抗肿瘤作用。有研究
证实，ＧＬＢ可通过细胞周期阻滞及直接诱导细胞死
亡的方式增加胃癌细胞对化学治疗药物敏感性［１２］。

吴元肇等［１３］研究证实，ＧＬＢ可抑制乳腺癌细胞的增
殖、迁移及侵袭。本课题组前期通过细胞及动物模

型实验证实，ＧＬＢ以剂量依赖的方式抑制宫颈癌

ＨｅＬａ和ＳｉＨａ细胞株的增殖，增加 ＨｅＬａ和 ＳｉＨａ细
胞凋亡，诱导ＨｅＬａ和ＳｉＨａ细胞自噬；其机制可能是
通过调控磷脂酰肌醇４，５二磷酸３激酶／Ａｋｔ信号
通路、ＪＮＫ和ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶信号通路等
实现［７９］。关于 ＧＬＡ在抗肿瘤方面的研究也证实，
ＧＬＡ对肺癌、乳腺癌、骨肉瘤、舌鳞状细胞癌等肿瘤
细胞均有抑制作用［１０１１，１４１５］。但目前的研究多针对

Ｃａｓｋｉ细胞、ＨｅＬａ细胞、ＳｉＨａ等 ＨＰＶ阳性宫颈癌细
胞，有关 ＨＰＶ阴性宫颈癌细胞的研究相对较少。

本研究以 ＨＰＶ阴性宫颈癌 Ｃ３３Ａ细胞为研究
对象，采用细胞体外培养的方法观察 ＧＬＡ对 Ｃ３３Ａ
细胞增殖的影响，结果显示，５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、
１０μｍｏｌ·Ｌ－１ ＧＬＡ组、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ ＧＬＡ组、
４０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组细胞增殖抑制率显著高于阴
性对照组，１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、２０μｍｏｌ·Ｌ－１

ＧＬＡ组、４０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组细胞增殖抑制率高于
５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ 组，２０ μｍｏｌ· Ｌ－１ ＧＬＡ 组、
４０μｍｏｌ·Ｌ－１ ＧＬＡ 组 细 胞 增 殖 抑 制 率 高 于
１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组，４０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组细胞增
殖抑制率高于２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组，说明不同浓度
ＧＬＡ对宫颈癌Ｃ３３Ａ细胞增殖有显著抑制作用，且呈
浓度依赖性。本研究结果显示，５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ
组、１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组细胞
凋亡率显著高于阴性对照组，１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ
组、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ ＧＬＡ组细胞凋亡率显著高于
５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组，２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组细胞凋
亡率显著高于１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组，说明 ＧＬＡ可
促Ｃ３３Ａ细胞凋亡，且呈剂量依赖性。本研究结果
与ＧＬＡ在肝癌ＳＭＭＣ７７２１细胞［１４］、骨肉瘤细胞［１５］、

宫颈癌 ＨｅＬａ细胞等［１０］方面的研究结果一致。

ＢＡＤ基因是 Ｂｃｌ２家族成员之一，生理状态下
ＢＡＤ蛋白存在磷酸化和非磷酸化 ２种状态。ＢＡＤ
蛋白存在Ｂｃｌ２家族成员 ＢＨ３同源结构域，在凋亡
刺激信号作用下非磷酸化的 ＢＡＤ蛋白可与 Ｂｃｌ２、
Ｂｃｌｘｌ形成异源二聚体，特异性替换 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ、
Ｂｃｌｘｌ／Ｂａｘ的Ｂａｘ，进而促进细胞凋亡［１６］。当生长因

子作用于细胞时，ＢＡＤ在 Ａｋｔ等信号通路的作用下
使多个丝氨酸残基磷酸化，ｐＢＡＤ与１４３３蛋白结
合成复合物并稳定存在于细胞质中，从而发挥抗凋

亡效应［１７］。近年来，ＢＡＤ蛋白在凋亡过程中的调控
作用成为许多学者的研究热点。有研究结果显示，

过表达ｐＢＡＤ蛋白的星形胶质瘤患者的生存率明
显下降［１８］。ＢＡＮＳＡＬ等［１９］研究报道，通过 ＲＮＡ干
扰技术抑制卵巢癌细胞 ＣＤＫ１的表达，使 ｐＢＡＤ水
平降低，可提高卵巢癌细胞对铂类化学治疗药物的

敏感性，且增加细胞凋亡。有研究报道，在多种肿瘤

细胞中ＢＡＤ蛋白的磷酸化状态受 Ａｋｔ信号通路的
调控，ＰＴＥＮ基因缺失或失活可激活下游ＰＩ３Ｋ，进而
通过 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ＢＡＤ通路抑制细胞凋亡［２０２１］。ＬＩ
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等［２２］研究报道，苦参碱可通过诱导乳腺癌细胞中

ＰＴＥＮ表达上调，通过 Ａｋｔ途径使 ＢＡＤ蛋白脱磷酸
化，导致ＢＡＤ蛋白积聚，从而诱导细胞凋亡。本研
究结果显示，５μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、１０μｍｏｌ·Ｌ－１

ＧＬＡ组、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组细胞中ｐＢＡＤ蛋白相
对表达量低于阴性对照组，ＰＴＥＮ蛋白相对表达量高
于阴性对照组；１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组、２０μｍｏｌ·Ｌ－１

ＧＬＡ组细胞中ｐＢＡＤ蛋白相对表达量低于５μｍｏｌ·Ｌ－１

ＧＬＡ组，ＰＴＥＮ蛋白相对表达量高于 ５μｍｏｌ·Ｌ－１

ＧＬＡ组；２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组细胞中ｐＢＡＤ蛋白相
对表达量低于１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组，ＰＴＥＮ蛋白相
对表达量高于１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＬＡ组；说明 ＧＬＡ诱
导宫颈癌 Ｃ３３Ａ细胞凋亡的机制可能是通过上调
ＰＴＥＮ蛋白的表达，激活 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ等信号转导，使
ＢＡＤ蛋白脱磷酸化，降低 ｐＢＡＤ蛋白表达，从而诱
导细胞凋亡。

综上所述，ＧＬＡ可抑制 ＨＰＶ阴性宫颈癌细胞
Ｃ３３Ａ的增殖，促进 ＨＰＶ阴性宫颈癌细胞 Ｃ３３Ａ的
凋亡，且呈剂量依赖性，其机制可能是通过上调

ＰＴＥＮ蛋白的表达，激活 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ等信号转导，使
ＢＡＤ蛋白脱磷酸化，导致 ＢＡＤ蛋白积聚，从而诱导
细胞凋亡。本研究为中药 ＧＬＡ治疗 ＨＰＶ阴性宫颈
癌提供了强有力的依据，但其确切机制还需进一步验

证；另外，与其他药物或生物疗法的配伍应用的疗效、

在宫颈癌动物模型上的应用等还需要进一步探讨。
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