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  [摘 要] 目的 研究丹酚酸A(SAA)与氧化槐定碱(OSR)协同抑制宫颈上皮内瘤变细胞的作用机制。
方法 采用宫颈上皮永生化细胞(H8细胞)作为宫颈上皮内瘤变的细胞模型,设置SAA、OSR及其联合用药3
个处理组,并设对照组。观察各组H8细胞形态,通过 Hochest33342染色法观察 H8细胞凋亡情况,采用流式

细胞仪测定H8细胞周期,采用蛋白免疫印迹法检测 H8细胞
 

B细胞淋巴相关X蛋白(Bax)、B细胞淋巴瘤-2
(Bcl-2)、切割型半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶-3(Cleaved

 

Caspase-3)蛋白表达情况。结果 与对照组比较,各

处理组H8细胞形态均变小、变圆,且黏附力均下降,凋亡细胞数量均增加;OSR组、联合用药组 H8细胞G2 期

细胞数量均明显增加,G1 期细胞数量均明显减少,H8细胞被阻滞在G2/M 期,SAA组在实验浓度下对 H8细

胞周期的调控无明显影响,但可协同OSR调控H8细胞周期;SAA、OSR及其联合用药均可抑制Bcl-2蛋白表

达,促进Bax、Cleaved
 

Caspase-3蛋白表达,进而促进H8细胞凋亡的发生。结论 SAA、OSR联合用药可通过

协同调控H8细胞周期,将 H8细胞阻滞在G2/M 期,抑制 H8细胞增殖;通过协同抑制Bcl-2蛋白表达,促进

Bax、Cleaved
 

Caspase-3蛋白表达进而促进H8细胞凋亡。
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[Abstract] Objective To

 

study
 

the
 

mechanism
 

of
 

salvianolic
 

acid
 

A
 

(SAA)
 

and
 

oxysophoridine
 

(OSR)
 

synergistic
 

inhibition
 

of
 

cervical
 

intraepithelial
 

neoplasia
 

cells.Methods Cervical
 

epithelial
 

immortarized
 

cells
 

(H8
 

cells)
 

were
 

used
 

as
 

the
 

cell
 

model
 

of
 

cervical
 

intraepithelial
 

neoplasia.Three
 

treatment
 

groups
 

(SAA,

OSR
 

and
 

their
 

combination)
 

were
 

set
 

up,and
 

the
 

control
 

group
 

was
 

set
 

up.The
 

morphology
 

of
 

H8
 

cells
 

in
 

each
 

group
 

was
 

observed.The
 

apoptosis
 

of
 

H8
 

cells
 

was
 

observed
 

by
 

Hochest33342
 

staining.The
 

cell
 

cycle
 

of
 

H8
 

cells
 

was
 

measured
 

by
 

flow
 

cytometry.Expression
 

of
 

B-cell
 

lymphoid-associated
 

X
 

protein
 

(Bax),B-cell
 

lymphoma-2
 

(Bcl-2)
 

and
 

cleaved
 

cysteine
 

aspartate
 

proteolytic
 

enzyme
 

3
 

(Cleaved
 

Caspase-3)
 

in
 

H8
 

cells
 

was
 

detected
 

by
 

western
 

blot.Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

morphology
 

of
 

H8
 

cells
 

in
 

each
 

treat-
ment

 

group
 

became
 

smaller
 

and
 

rounder,and
 

their
 

adhesion
 

decreased,and
 

the
 

number
 

of
 

apoptotic
 

cells
 

in-
creased.The

 

number
 

of
 

H8
 

cells
 

increased
 

significantly
 

in
 

G2 phase
 

while
 

decreased
 

significantly
 

in
 

G1 phase
 

in
 

the
 

OSR
 

group
 

and
 

the
 

combination
 

group,and
 

H8
 

cells
 

were
 

blocked
 

in
 

G2/M
 

phase.The
 

experimental
 

con-
centration

 

of
 

SAA
 

group
 

had
 

no
 

significant
 

effect
 

on
 

the
 

regulation
 

of
 

H8
 

cell
 

cycle,but
 

it
 

could
 

cooperate
 

with
 

OSR
 

to
 

regulate
 

H8
 

cell
 

cycle.SAA,OSR
 

and
 

their
 

combination
 

could
 

inhibit
 

the
 

expression
 

of
 

Bcl-2
 

protein,

promote
 

the
 

expression
 

of
 

Bax
 

and
 

Cleaved
 

Caspase-3
 

protein,so
 

as
 

to
 

promote
 

H8
 

cell
 

apoptosis.
Conclusion The

 

combination
 

of
 

SAA
 

and
 

OSR
 

can
 

co-regulate
 

H8
 

cell
 

cycle,block
 

H8
 

cells
 

in
 

G2/M
 

phase
 

and
 

inhibit
 

the
 

proliferation
 

of
 

H8
 

cells.By
 

synergistically
 

inhibiting
 

the
 

expression
 

of
 

Bcl-2
 

protein,it
 

can
 

promote
 

the
 

expression
 

of
 

Bax
 

and
 

Cleaved
 

Caspase-3
 

protein
 

to
 

promote
 

the
 

apoptosis
 

of
 

H8
 

cells.
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  宫颈癌是女性常见恶性肿瘤,是威胁女性健康的

主要疾病之一[1]。造成宫颈癌的因素多种多样,但最

为主要的原因是人乳头瘤病毒(HPV)感染,从 HPV
感染发展为宫颈癌需要几年至数十年时间,在此过程

中会发生宫颈上皮内瘤变(CIN),相当于
 

“癌前”阶
段[2-3],此阶段是预防宫颈癌发生的重要窗口期。目

前,对CIN1患者的治疗方法是定期检查和随访,对

CIN2、CIN3患者的治疗方法是采用冷刀锥切术或环

形电切术。然而,手术治疗会对人体造成永久性损

伤[4-5],导致长期生殖系统疾病[6]。药物治疗CIN可

避免手术治疗引起的不良反应,防止宫颈癌的发生。
因此,研究治疗CIN的药物具有十分重要的意义。

丹参具有多种药理作用,包括抗氧化、抗炎、抗
菌、抗肿瘤和脑血管保护作用[7-8]。丹酚酸是丹参中

最重要的生物活性成分之一。丹酚酸 A(SAA)是丹

参的亲水性成分之一,具有多种药理活性,包括抗

炎[9]、抗氧化[10]、心脏保护[11]、抗病毒和抗肿瘤(包括

抑制宫颈癌细胞)作用[12-14]。氧化槐定碱(OSR)是从

苦豆子中提取的生物碱,已被证明对缺血性脑损伤具

有保护作用[15]。此外,OSR还具有多种药理活性,包
括 抗 炎[16]、抗 氧 化 应 激[17]、抗 病 毒 和 抗 肿 瘤

作用[18-19]。
有研究发现,SAA、OSR联合用药可协同抑制

CIN细胞(H8细胞),其最佳联合用药比为1∶2,联
合用药指数(CI)值为0.59,SAA、OSR对 H8细胞的

半数 抑 制 浓 度 分 别 为 (1.87±0.37)μmol/L 和

(3.73±0.74)μmol/L
[20]。本 研 究 选 择2

 

μmol/L
 

SAA、4
 

μmol/L
 

OSR、2
 

μmol/L
 

SAA
 

联合
 

4
 

μmol/L
 

OSR处理H8细胞,通过 Hochest33342染色实验、细
胞周期测定、蛋白免疫印迹法实验研究了SAA、OSR
联合用药对H8细胞的协同作用机制,以期为SAA、

OSR联合治疗宫颈癌前病变提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试剂 SAA(批号Z23D10X106625)、OSR(批
号

 

Y06S10W97027)均购自上海源叶生物科技有限公

司,H8细胞由中国科学院协和医科大学基础医学研

究所提供,RPMI-1640培养基(批号
 

8121105)购自

HyClone中 国 公 司,胎 牛 血 清(批 号 42G9285K)、

0.25%乙二胺四乙酸胰酶(批号2186974)、磷酸盐缓

冲液(PBS,批号8121037)、双抗(批号2199843)均购

自美国Gibco公司,二甲基亚砜(批号RNBJ6688)购
自美国Sigma公司,Hochest33342(批号40731ES10)

购自上海翊圣生物科技有限公司,十二烷基硫酸钠-聚
丙烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 法 凝 胶 制 备 试 剂 盒 (批 号

AR0138)、电泳缓冲液(批号 AR1146)、转膜缓冲液

(批号AR1151)、RIPA
 

裂解液(批号
 

AR0105)、蛋白

酶抑制剂(批号 AR1182)、BCA蛋白定量试剂盒(批
号AR0146)、蛋白上样缓冲液(批号 AR1112)、彩色

预染蛋白 Marker
 

(批号AR1113)、洗涤缓冲液TBST
 

(批号 AR0195-10)、电 化 学 发 光 试 剂(ECL,批 号

AR1196)均购自武汉博士德生物工程有限公司,细胞

周期蛋白B1(CyclinB1)抗体(批号 A00745-1)、细胞

周期蛋白依赖性激酶-1(CDK1)抗体(批号BA0027-
2)、B细胞淋巴相关X蛋白(Bax)抗体(批号A00183)、

B细胞淋巴瘤-2(Bcl-2)抗体(批号A00040-2)、切割型半

胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶-3(Cleaved
 

Caspase-3)抗体

(批 号 BM3937)、β-肌 动 蛋 白(β-actin)抗 体 (批 号

BM0627)均购自武汉博士德生物工程有限公司。

1.1.2 仪器 HERAcell
 

150i型细胞培养孵箱购自

美国Thermo公司,TS2-S-SM 型倒置生物显微镜购

自尼康(Nikon)中国有限公司,LDZ5型台式离心机购

自北京雷勃尔离心机有限公司,SW-CJ-2FD型双人单

面净化工作台购自苏州净化设备有限公司,DYY-6C
型电泳仪购自北京六一生物科技有限公司,灌胶、垂
直电泳、转印装置、Tanon5200型全自动化学发光成

像分 析 系 统 均 购 自 上 海 天 能 科 技 有 限 公 司,

DMI3000B型倒置荧光显微镜购自德国徕卡(Leica)
公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 H8细胞培养于含有10%胎牛血

清、1%双抗的RPMI-1640培养液中,置于37
 

℃、5%
二氧化碳细胞培养箱中培养。

1.2.2 细胞形态观察 将H8细胞制成单细胞悬液,
按2×105 个/mL接种于6孔板,每孔1

 

mL,置于

37
 

℃、5%
 

二氧化碳培养箱中培养24
 

h,给药处理后

直接放于倒置显微镜下观察H8细胞形态及生长情况

并拍照。

1.2.3 Hochest33342染色法观察细胞凋亡 H8细

胞用胰蛋白酶消化后离心收集细胞,计数,以2×105

个/孔接入6孔板中孵育
 

24
 

h后换液。SAA、OSR及

其联合用药3个处理组和对照组分别继续培养24
 

h,
经处理后弃培养基,用无菌的PBS清洗2~3次。每

孔添加1
 

mL
 

Hochest33342染液,避光孵育20~30
 

min,用无菌的PBS清洗2~3次,荧光显微镜观察细

胞形态和染色情况,并拍照。Hochest33342能穿透细
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胞膜进入正常细胞和凋亡细胞,并能与细胞DNA结

合。Hochest33342与细胞DNA结合染色后活细胞

呈深蓝色,正常凋亡细胞呈亮蓝色[21-22]。

1.2.4 细胞周期测定 以4×105 个/孔接种于6孔

板,对照组和3个处理组细胞黏附后用药物处理

24
 

h。胰蛋白酶消化后收集细胞,1
 

000
 

r/min离心

5
 

min后用4
 

℃预冷PBS清洗,吸尽上清液后用75%
预冷乙醇与细胞混合,斡旋振荡后置于4

 

℃下冰箱固

定过夜,1
 

000
 

r/min离心5
 

min后用预冷PBS清洗,
离心,弃上清液,向细胞悬浮液中加入0.5

 

mL含有

RNA酶A的碘化丙啶染色液。所有样品在37
 

℃下

避光孵育30
 

min,使用流式细胞仪进行分析。使用

Kaluza
 

Analysis软件对数据进行分析。细胞周期分

为有丝分裂期(M期)和细胞间期,细胞间期又分为休

眠期(G0 期)、DNA合成前期(G1 期)、DNA合成期(S
期)和DNA合成后期(G2 期),整个细胞周期可表示

为G1 期→S期→G2 期→M期[23-24]。细胞DNA周期

检测可测定细胞各时期状况,进而反映细胞增殖

情况[25]。

1.2.5 蛋白免疫印迹法检测蛋白表达 以4×105

个/孔接种于6孔板,对照组和3个处理组细胞黏附

后用药物处理24
 

h。胰蛋白酶消化后收集细胞提取

蛋白质,用BCA试剂盒测定蛋白质浓度,蛋白样品用

5%分离胶,12%浓缩胶进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯

酰胺凝胶电泳法电泳,然后转移至硝酸纤维素膜

(0.22
 

μm)上,5%脱脂牛奶封闭2
 

h,加入一抗,含吐

温-20的 PBS(PBST)洗 膜 后 加 入 二 抗,室 温 孵 育

1.5
 

h,再用PBST洗膜3次,每次15
 

min,ECL工作

液于印迹膜上30~60
 

s,吸干发光液,置印迹膜于成

像分析仪自动成像,应用ImageJ软件分析蛋白条带

灰度值及蛋白条带,以β-actin为内参。

1.3 统计学处理 应用SPSS17.0统计软件进行数

据分析,计量资料以x±s 表示,采用单因素方差分

析、LSD-t 检 验 等。P<0.05表 示 差 异 有 统 计 学

意义。

2 结  果

2.1 各组H8细胞形态比较 与对照组比较,各处理

组H8细胞形态均变小、变圆,且黏附力均下降。联合

用药组 H8细胞24
 

h后细胞形态更小、更圆,且黏附

力更差,细胞几乎快脱落。SAA、OSR联合用药对

H8细胞形态改变具有协同增效作用。见图1。

2.2 各组H8细胞凋亡情况比较 与对照组比较,处
理组H8细胞亮蓝色细胞数量均明显增加,联合用药

组H8细胞亮蓝色细胞数量明显高于SAA组和OSR
组,说明SAA、OSR联合用药可协同促进 H8细胞凋

亡。见图2。

图1  各组 H8细胞形态比较(显微镜,200×)

图2  各组 H8细胞凋亡情况比较(Hochest33342染色法,100×)

2.3 各组 H8细胞周期比较 与对照组比较,OSR
组、联合用药组H8细胞处理24

 

h后G2 期细胞数量

明显增加,G1 期细胞数量明显减少,表示 H8细胞被

阻滞在G2/M期。SAA对 H8细胞周期调控无明显

影响,但可协同OSR调控H8细胞周期。联合用药组

H8细胞G2 期细胞增加和G1 期细胞减少较SAA组

和OSR组更为显著,表明SAA、OSR可协同调控 H8
细胞周期,将H8细胞阻滞在G2/M期。见图3。

2.4 各组 H8细胞中Bcl-2、Bax、Cleaved
 

Caspase-3
蛋白表达比较 与对照组比较,SAA、OSR均可下调

H8 细 胞 中 Bcl-2 蛋 白 表 达,上 调 Bax、Cleaved
 

Caspase-3蛋白表达。SAA、OSR联合用药导致Bcl-2
蛋白表达明显降低,与SAA组、OSR组比较,分别降

低27%和49%。表明SAA、OSR联合用药可抑制

Bcl-2蛋白表达,促进Bax、Cleaved
 

Caspase-3蛋白表

达,进而促进H8细胞凋亡。见图4。
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  注:A.各组 H8细胞周期图;B.
 

各组 H8细胞各周期的细胞数量占比比较;与对照组比较,aP<0.05,bP<0.01;与联合用药组比较,cP<

0.05,dP<0.01。

图3  各组 H8细胞周期比较

  注:A.各组 H8细胞中Bcl-2、Bax、Cleaved
 

Caspase-3蛋白表达蛋白免疫印迹法实验结果;B.
 

各组 H8细胞中Bcl-2、Bax、Cleaved
 

Caspase-3蛋

白表达比较;与对照组比较,aP<0.05,bP<0.01,cP<0.001;与联合用药组比较,dP<0.05。

图4  各组 H8细胞中Bcl-2、Bax、Cleaved
 

Caspase-3蛋白表达比较

3 讨  论

造成CIN和宫颈癌发生的因素多种多样,但最为

主要的发病原因为HPV感染[2-3]。HPV被大量复制

扩散后部分HPV-DNA整合入宿主染色体内,诱发基

因突变,激活病毒癌基因,造成癌蛋白过度表达,干扰

正常细胞周期,抑制细胞凋亡,破坏机体免疫,使病毒

长期持续感染,发生宫颈上皮细胞不典型增生,产生

CIN,继续发展则造成宫颈癌变[26]。及时治疗CIN能

预防宫颈癌的发生,然而,目前治疗CIN的主要方法

依然为手术治疗,有学者开展的治疗CIN药物的研究

发现,SAA、OSR可抑制H8细胞,且二者对其具有协

同增效的抑制作用[20]。为探索SAA、OSR联合用药

的作用机制,本研究对SAA、OSR及其联合用药开展

了研究,结果显示,SAA、OSR联合用药可通过调节

H8细胞周期,将H8细胞阻滞在G2/M 期,阻止细胞

进入有丝分裂,抑制细胞增殖,且SAA、OSR联合用

药对H8细胞周期的调节作用明显优于单一药物,表
明SAA、OSR联合用药对 H8细胞周期具有协同调

节作用。

SAA、OSR可协同促进 H8细胞凋亡,但其共同

促进细胞凋亡的原因尚不清楚。线粒体是细胞凋亡

发生的主要场所,线粒体能通过释放各种刺激信号调

节
 

Bcl-2
 

蛋白(抗凋亡蛋白)促使
 

Bax
 

蛋白(促凋亡蛋

白)表达诱导细胞凋亡[27]。Caspase-3是Caspase蛋

白家族成员之一,可激活凋亡信号的传递,是促进细

胞 凋 亡 的 关 键 蛋 白[27-28]。活 化 后 的 Caspase-3
(Cleaved

 

Caspase-3)能破坏细胞正常功能,从而促进

细胞凋亡[29]。本研究结果显示,SAA、OSR均能通过

下调Bcl-2蛋白表达,上调Bax、Cleaved
 

Caspase-3蛋

白表达,进而促进 H8细胞凋亡,与单独用药比较,
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SAA、OSR联合用药对 H8细胞Bcl-2蛋白表达的抑

制作用更为显著。因此,SAA、OSR联合用药可通过

线粒体途径协同促进H8细胞凋亡。
综上所述,SAA、OSR联合用药可通过协同调节

H8细胞周期,将细胞阻滞在G2/M 期,抑制 H8细胞

增殖,通过下调 Bcl-2蛋白表达,上调 Bax、Cleaved
 

Caspase-3蛋白表达促进H8细胞凋亡。
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