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毛钩藤碱对人宫颈癌 Ca Ski细胞增殖、凋亡、
转移及侵袭的影响

李亚威，谢磊，王娜*

（河北医科大学 第一医院，石家庄 050000）

［摘要］ 目的：探讨毛钩藤碱对人宫颈癌 Ca Ski 细胞增殖、凋亡、转移、侵袭的影响及机制。方法：细胞活性与增殖检测

（CCK-8）法检测细胞增殖活性，Hoechst 33258 染色及流式细胞术检测细胞凋亡，实时荧光定量聚合酶链式反应检测 B 细胞淋

巴瘤-2（Bcl-2），Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax），p53 mRNA 表达，划痕实验检测细胞转移能力，Transwell小室实验检测细胞侵袭能力，

酶联免疫吸附测定（ELISA）检测纤连蛋白（FN），基质金属蛋白酶-2（MMP-2）及基质金属蛋白酶-9（MMP-9）含量，蛋白免疫印

迹法（Western blot）检测蛋白表达。结果：与空白组比较，毛钩藤碱可以呈剂量及时间依赖性的抑制 Ca Ski 细胞的增殖；8.0，

16.0，32.0 μmol·L-1毛钩藤碱组细胞凋亡率，Bax，p53 mRNA 表达增加（P<0.05，P<0.01），Bcl-2 mRNA 及磷酸化 Src（p-Src），磷
酸化信号转导和转录活化因子 3（p-STAT3）蛋白表达降低（P<0.05，P<0.01）。与空白组比较，1.0，2.0，4.0 μmol·L-1毛钩藤碱组

细胞迁移率，穿膜细胞数，FN，MMP-2，MMP-9 含量及缺氧诱导因子 -1α（HIF-1α），波形蛋白（Vimentin），N-钙黏蛋白

（N-cadherin）表达降低（P<0.05，P<0.01），E-钙黏蛋白（E-cadherin）表达增加（P<0.01）。结论：毛钩藤碱可以抑制人宫颈癌 Ca

Ski细胞的增殖、转移及侵袭，并能诱导凋亡，作用机制与调控 Src/STAT3 及 HIF-1α/上皮间充质转化（EMT）信号通路有关。
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Effect of Hirsutine on Proliferation，Apoptosis，Metastasis，and Invasion of Human

Cervical Cancer Ca Ski Cells

LI Ya-wei，XIE Lei，WANG Na*

（The First Hospital of Hebei Medical University， Shijiazhuang 050000， China）

［［Abstract］］ Objective：： To investigate the effects of hirsutine on proliferation，apoptosis，metastasis，

and invasion of human cervical cancer Ca Ski cells and its action mechanism. Method：： The cell proliferation

was determined by cell counting kit-8（CCK-8）assay and the cell apoptosis by Hoechst 33258 staining and flow

cytometry. The mRNA expression levels of B cell lymphoma-2（Bcl-2），Bcl-2-associated X protein（Bax），and

p53 were detected by real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction. The scratch test was

conducted to detect the cell mobility，followed by the detection of cell invasion ability using a Transwell

chamber. The contents of fibronectin （FN）， matrix metalloproteinase-2 （MMP-2）， and matrix

metalloproteinase-9（MMP-9）were measured by enzyme linked immunosorbent assay（ELISA），and their

protein expression levels were assayed by Western blot. Result：： Compared with the control group，hirsutine

inhibited the proliferation of Ca Ski cells in a dose- and time-dependent manner. The apoptosis rates and Bax and
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p53 mRNA expression levels in the 8.0，16.0，32.0 μmol·L-1 hirsutine groups rose（P<0.05，P<0.01），while the

Bcl-2 mRNA expression and phosphorylated Src（p-Src）and phosphorylated signal transducer and activator of

transcription factor 3（STAT3）protein expression declined（P<0.05，P<0.01）. Compared with the control

group，the 1.0，2.0，4.0 μmol·L-1 hirsutine groups exhibited lowered cell mobility，number of transmembrane

cells， FN， MMP-2 and MMP-9 contents， and hypoxia inducible factor-1α（HIF-1α）， Vimentin， and

N-cadherin protein expression（P<0.05，P<0.01）， but elevated E-cadherin protein expression（P<0.01）.

Conclusion：：Hirsutine inhibits the proliferation，metastasis，and invasion of human cervical cancer Ca Ski cells

and induces their apoptosis，which may be related to its regulation of Src/STAT3 and HIF-1α/epithelial

mesenchymal transformation（EMT）signaling pathways.

［［Keywords］］ hirsutine；cervical cancer；proliferation；apoptosis；metastasis；invasion

宫颈癌为全球发病率及死亡率均高居第 4 顺位

的妇科恶性肿瘤［1］。近年来，由于宫颈癌疫苗的接

种及筛查技术的普及，使其发病率及死亡率下降了

50%，但在许多欠发达地区，宫颈癌仍严重威胁女性

身体健康［2］。手术切除是早期宫颈癌患者的主要治

疗手段，而对于晚期、转移性或复发宫颈癌患者，则

需辅以放疗及化疗等措施［3］。由于患者在化疗时常

出现耐药性及严重的不良反应，因而寻求安全有效

的宫颈癌治疗药物对于改善患者预后、减少转移及

复发、提高生存率尤为必要［4-5］。毛钩藤碱是从传统

中药茜草科藤本植物钩藤中分离得到的生物碱类

单体活性物质，具有心脏保护、抗感染和降血压等

作用［6］。毛钩藤碱对结肠癌 SW480 细胞［7］，肝癌

SMMC-7721 细胞［8］，乳腺癌 MDA-MB-231 细胞［9］的

增殖均有抑制作用，然而对人宫颈癌 Ca Ski 细胞增

殖、凋亡、转移及侵袭的影响目前为止均未见报道。

因此，本研究以人宫颈癌 Ca Ski细胞为研究对象，在

明确毛钩藤碱具有抑制 Ca Ski细胞增殖作用的基础

上，进一步探讨其对凋亡、转移、侵袭的影响及潜在

机制，以期为宫颈癌的临床治疗提供依据。

1 材料

1.1 药物及试剂 毛钩藤碱（纯度>98%，成都植标

化纯生物技术公司，批号 20191024）；胎牛血清及

RPMI 1640 培养基（美国 HyClone 公司，批号分别为

SH30396.03，SH30809.01）；细胞增殖与活性检测

（CCK-8）试 剂 盒（武 汉 博 士 德 生 物 公 司 ，批 号

AR1160）；膜联蛋白 V-异硫氰酸荧光素/碘化丙啶

（Annexin V-FITC/PI）凋亡试剂盒（美国 BD 公司，批

号 556547）；Hoechst 33258 染色试剂盒（北京百奥莱

博科技公司，批号 YT118）；TRIzol试剂及 RIPA 裂解

液（上海碧云天生物技术公司，批号分别为 R0016，

P0013C）；逆转录试剂盒（日本 Takara 公司，批号

RR037A）；实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-

time PCR）试剂盒（山东安普未来生物公司，批号

WLE8202KIT）；Matrigel 基 质 胶 及 Transwell 小 室

（美国 Corning 公司，批号分别为 354234，354480）；
结 晶 紫 染 液（北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司 ，批 号

C8470）；纤 连 蛋 白（FN），基 质 金 属 蛋 白 酶 -2

（MMP-2），基质金属蛋白酶 -9（MMP-9）酶联免疫吸

附测定法（ELISA）测定试剂盒（南京建成生物工程

研 究 所 ，批 号 分 别 为 20200216，20200408，

20200327）；Src，磷酸化 Src（p-Src），信号转导和转

录活化因子 3（STAT3），磷酸化 STAT3（p-STAT3），
缺氧诱导因子 -1α（HIF-1α），波形蛋白（Vimentin），
N-钙黏蛋白（N-cadherin），E-钙黏蛋白（E-cadherin）
多 克 隆 抗 体（ 美 国 Abcam 公 司 ，批 号 分 别 为

ab109381，ab185617，ab68153，ab30647，ab51608，

ab92547，ab18203，ab40772）；甘油醛 -3-磷酸脱氢酶

（GAPDH）多克隆抗体及辣根酶标记山羊抗兔免疫

球蛋白（Ig）G 二抗（北京中杉金桥生物公司，批号分

别为 201205，201124）。
1.2 仪器 HF240 型细胞培养箱（上海力申科学仪

器公司）；TE-2000-u 型荧光倒置显微镜（日本 Nikon

公司）；VARIOSKANLUX 型酶标仪（美国 Thermo

Scientific 公司）；FACSCalibur 型流式细胞仪（美国

BD 公司）；2720 型 Real-time PCR 扩增仪（美国 ABI

公司）；LF-Mini4 型蛋白电泳仪及 LF-ZY02 型转印

仪（北京龙方科技公司）。
1.3 细胞 人宫颈癌 Ca Ski细胞，购于中科院上海

细胞所。细胞解冻复苏后接种于 RPMI 1640 培养基

（10% 胎牛血清），在饱和湿度，37 ℃，5%CO2条件下

常规传代培养，当培养至对数生长期时用于实验。

2 方法

2.1 CCK-8 法检测细胞增殖 取对数生长期的人

宫颈癌 Ca Ski细胞，接种于 96 孔板中，每孔 6 000 个

细胞，培养 24 h 使细胞完全贴壁。弃掉培养基，
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加入含毛钩藤碱浓度为 0，1.0，2.0，4.0，8.0，16.0，

32.0 μmol·L-1 的完全培养基［10］，其中 0 μmol·L-1 毛

钩藤碱组为空白组。在细胞培养箱中继续培养 24，

48，72 h，吸取 CCK-8 溶液 10 μL 加入各孔中，继续

培养 2 h，用酶标仪在 450 nm 测吸光度 A。增殖抑制

率=（A 空白组−A 加药组）/（A 空白组−A 空白组）×100%。

2.2 Hoechst 33258 染色检测细胞凋亡 收集经 0，

8.0，16.0，32.0 μmol·L-1毛钩藤碱处理 48 h 的人宫颈

癌 Ca Ski 细胞，将细胞密度调整为 5×105 个/mL，与

Hoechst 33258 染液混匀后，避光环境下室温孵育

10 min，经磷酸盐缓冲液（PBS）漂洗后，荧光倒置显

微镜下拍照，检测细胞凋亡情况。

2.3 流式细胞术检测细胞凋亡 收集经 0，8.0，

16.0，32.0 μmol·L-1 毛钩藤碱处理 48 h 的人宫颈癌

Ca Ski 细胞，经 PBS 漂洗后，避光环境下先后加入

Annexin V-FITC 和 PI 试剂各 5 μL，轻轻混匀后，继

续避光环境下室温孵育 10 min，再加入结合缓冲液

400 μL，用流式细胞仪检测细胞凋亡情况（1 h 内）。
2.4 Real-time PCR 检测 B 淋巴细胞瘤 -2（Bcl-2），
Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax），p53 mRNA 表达 收集经

0，8.0，16.0，32.0 μmol·L-1毛钩藤碱处理 48 h 的人宫

颈癌 Ca Ski 细胞，用 TRIzol 试剂提取总 RNA，并逆

转录为 cDNA。逆转录反应条件为 25 ℃，10 min，

42 ℃，50 min，65 ℃，15 min 后终止反应。根据试剂

盒说明书中的步骤进行操作，总反应体系为 20 μL，

反应条件为 95 ℃预变性 5 min，95 ℃变性 10 s，

60 ℃退火 10 s，72 ℃延伸 30 s，共 35 个循环。通过

2-ΔΔCt法计算目的基因 mRNA 表达，GAPDH 为内参基

因，所用引物由上海吉玛生物公司合成，序列见表 1。

2.5 划痕实验检测细胞转移能力 人宫颈癌 Ca

Ski 细胞接种于 6 孔板，接种细胞数为 5×105 个/孔，

待细胞汇集度达 80% 左右时，用 200 μL 无菌移液器

枪头划线，PBS 轻轻冲洗去除脱落细胞。分别加入

含 0，1.0，2.0，4.0 μmol·L-1 毛钩藤碱的完全培养基，

分别于培养 0，48 h 后用显微镜拍照 ，通过采用

Image J 软件测量细胞迁移距离。细胞迁移率=（0 h

划痕面积−48 h 划痕面积）/0 h 划痕面积×100%。

2.6 Transwell 小室实验检测细胞侵袭能力 用

RPMI 1640 培养基稀释 Matrigel 胶，比例为 8∶1，然

后加入 Transwell 小室的上室，在 37 ℃恒温培养箱

中孵育 0.5 h，弃掉多余培养基。取对数生长期的人

宫颈癌 Ca Ski 细胞，调整细胞密度为 1×106 个/mL，

用移液器吸取 200 μL 加入到上室中；下室加入含 0，

1.0，2.0，4.0 μmol·L-1 毛钩藤碱的完全培养基，继续

培养 48 h。经多聚甲醛固定及结晶紫染色后，用显

微镜拍照，计穿膜细胞数。

2.7 ELISA 检测细胞 FN，MMP-2 及 MMP-9 含量

将人宫颈癌 Ca Ski 细胞接种于 6 孔板中，接种细

胞数为 5×105个/孔，待细胞汇集度达 80% 左右时，弃

去培养基；加入含 0，1.0，2.0，4.0 μmol·L-1 毛钩藤碱

的完全培养基，继续培养 48 h，收集细胞。按照

ELISA 测 定 试 剂 盒 的 操 作 步 骤 ，分 别 检 测 FN，

MMP-2，MMP-9 含量。

2.8 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测蛋白表达

收集经不同浓度毛钩藤碱处理 48 h 的人宫颈癌

Ca Ski 细胞，加入适量 RIPA 裂解液，在冰水浴中放

置 30 min，4 ℃，12 000 r·min-1 离心 10 min（离心半

径 6 cm），取上清液。二喹啉甲酸法定量后，取适宜

体积，按 1∶5 比例加入上样缓冲液，100 ℃沸水浴变

性 10 min。采用聚丙烯酰胺凝胶电泳分离目的蛋

白，一抗（1∶1 000）反应过夜，二抗（1∶5 000）反应 1 h，

化学发光法显色，拍照后 Image J软件定量分析。

2.9 统 计 学 处 理 所 有 实 验 均 重 复 5 次 ，通 过

Graph Pad Prism 6 软件进行统计学处理，计量数据

用 x̄ ± s 表示，单因素方差分析和 t 检验用于数据分

析，P<0.05 表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1 毛钩藤碱对人宫颈癌 Ca Ski 细胞增殖的影响

与空白组比较，1.0，2.0 μmol·L-1 毛钩藤碱作用

Ca Ski 细胞 24，48，72 h，4.0 μmol·L-1毛钩藤碱作用

Ca Ski 细胞 24，48 h，8.0 μmol·L-1 毛钩藤碱作用 Ca

Ski 细胞 24 h 后，细胞增殖抑制率差异均无统计学

意义；其余各组的细胞增殖抑制率明显升高（P<

0.05，P<0.01），见表 2。在后续实验中，选用 8.0，

16.0，32.0 μmol·L-1毛钩藤碱开展研究；为排除毛钩

藤碱的细胞损伤作用对 Ca Ski细胞转移和侵袭的影

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequence

基因

GAPDH

Bcl-2

Bax

p53

引物

5'-TGGACCTGACCTGCCGT-3'

5'-TGGAGGAGTGGGTGTCGC-3'

5'-ATTGTGGCCTTCTTTGAGTTCG-3'

5'-CCTACCCAGCCTCCGTTATCC-3'

5'-CCAGGATGCGTCCACCAAGAA-3'

5'-CCGTGTCCACGTCAGCAATCA-3'

5'-CCAGGGAGCACTAAGCGAGCA-3'

5'-CTCGAGTCAGTCTGAGT CAGGC-3'

长度/bp

136

152

104

154
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响，选用 1.0，2.0，4.0 μmol·L-1毛钩藤碱开展研究。

3.2 毛钩藤碱对人宫颈癌 Ca Ski 细胞凋亡的影响

与空白组比较，8.0，16.0，32.0 μmol·L-1毛钩藤碱

组的细胞凋亡率均显著增加（P<0.01），见图 1，表 3。

与空白组比较，8.0，16.0，32.0 μmol·L-1 毛钩藤碱组

Bcl-2 mRNA 表 达 显 著 降 低（P<0.01），Bax，p53

mRNA 表达明显增加（P<0.05，P<0.01），见表 4。

3.3 毛钩藤碱对人宫颈癌 Ca Ski 细胞 Src，p-Src，

STAT3，p-STAT3 蛋白表达的影响 与空白组比较，

8.0，16.0，32.0 μmol·L-1 毛钩藤碱组 p-Src，p-STAT3

蛋白表达均降低（P<0.05，P<0.01）。见图 2，表 5。

表 2 毛钩藤碱对人宫颈癌 Ca Ski 细胞增殖抑制率的影响（x̄± s，

n=5）

Table 2 Effect of hirsutine on proliferation inhibition rate of

human cervical cancer Ca Ski cells（x̄± s，n=5）

组别

毛钩藤碱

浓度

/μmol·L-1

1.0

2.0

4.0

8.0

16.0

32.0

增殖抑制率/%

24 h

1.31±0.24

2.34±0.32

3.45±0.58

7.80±0.89

12.26±1.271）

21.65±2.022）

48 h

3.27±0.51

5.54±0.67

8.89±1.52

15.05±2.162）

31.78±4.772）

48.71±5.822）

72 h

4.20±0.85

6.06±1.03

16.34±1.482）

34.21±5.242）

48.39±4.722）

65.82±8.102）

注：空白组增殖抑制率为 0；与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01

（表 3~8 同）。

图 2 各组细胞 Src，p-Src，STAT3，p-STAT3蛋白表达电泳

Fig. 2 Electrophoresis of Src， p-Src， STAT3 and p-STAT3

protein expressions in each group

A. 空白组；B~ D. 8. 0，16. 0，32. 0 μmol·L-1毛钩藤碱组（图 2 同）
图 1 毛钩藤碱对人宫颈癌 Ca Ski 细胞凋亡的影响（Hoechst

33258，×200）
Fig. 1 Effect of hirsutine on apoptosis of human cervical cancer

Ca Ski cells（Hoechst 33258，×200）

表 4 毛钩藤碱对人宫颈癌 Ca Ski细胞 Bcl-2，Bax及 p53 mRNA 表

达的影响（x̄± s，n=5）

Table 4 Effect of hirsutine on Bcl-2， Bax and p53 mRNA

expressions of human cervical cancer Ca Ski cells（x̄± s，n=5）

组别

空白

毛钩藤碱

浓度

/μmol·L-1

8.0

16.0

32.0

Bcl-2

1.05±0.12

0.73±0.082）

0.57±0.062）

0.42±0.052）

Bax

0.34±0.04

0.51±0.062）

0.58±0.052）

0.64±0.082）

p53

0.62±0.08

0.71±0.071）

0.85±0.102）

0.96±0.112）

表 3 毛钩藤碱对人宫颈癌 Ca Ski细胞凋亡率的影响（x̄± s，n=5）

Table 3 Effect of hirsutine on apoptosis rate of human cervical

cancer Ca Ski cells（x̄± s，n=5）

组别

空白

毛钩藤碱

浓度/μmol·L-1

8.0

16.0

32.0

凋亡率/%

Hoechst 33258 染色

4.11±0.37

17.03±2.492）

32.72±3.882）

51.15±6.422）

流式细胞术

2.69±0.46

13.49±1.362）

28.30±3.762）

43.53±5.182）

表 5 毛 钩 藤 碱 对 人 宫 颈 癌 Ca Ski 细 胞 Src，p-Src，STAT3，

p-STAT3蛋白表达的影响（x̄± s，n=5）

Table 5 Effect of hirsutine on Src，p-Src，STAT3 and p-STAT3

protein expressions of human cervical cancer Ca Ski cells（x̄± s，

n=5）

组别

空白

毛钩

藤碱

浓度

/μmol·L-1

8.0

16.0

32.0

Src

/GAPDH

1.21±0.14

1.18±0.12

1.27±0.15

1.25±0.11

p-Src

/Src

0.95±0.10

0.83±0.081）

0.61±0.082）

0.38±0.042）

STAT3

/GAPDH

1.05±0.09

0.97±0.12

1.02±0.10

1.06±0.13

p-STAT3

/STAT3

1.60±0.28

1.24±0.152）

0.72±0.062）

0.29±0.032）
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3.4 毛钩藤碱对人宫颈癌 Ca Ski 细胞转移及侵袭

能力的影响 与空白组比较，1.0，2.0，4.0 μmol·L-1

毛钩藤碱组细胞迁移率均明显降低（P<0.05，P<

0.01），提示毛钩藤碱可以抑制 Ca Ski 细胞的转移。

与空白组比较，各浓度组的穿膜细胞数均显著降低

（P<0.01），提示毛钩藤碱可以抑制 Ca Ski 细胞的侵

袭。见表 6，图 3，4。

3.5 毛钩藤碱对人宫颈癌 Ca Ski 细胞 FN，MMP-2

及 MMP-9 含量的影响 与空白组比较，1.0，2.0，

4.0 μmol·L-1 毛钩藤碱组 FN，MMP-2 及 MMP-9 含

量 均 明 显 降 低 ，差 异 有 统 计 学 意 义（P<0.05，P<

0.01）。见表 7。

3.6 毛 钩 藤 碱 对 人 宫 颈 癌 Ca Ski 细 胞 HIF-1α，

Vimentin，N-cadherin 及 E-cadherin 蛋白表达的影响

与空白组比较，1.0，2.0，4.0 μmol·L-1 毛钩藤碱组

HIF-1α，Vimentin 和 N-cadherin 蛋白表达明显降低，

差异有统计学意义（P<0.05，P<0.01），E-cadherin 蛋

白表达明显上调，差异有统计学意义（P<0.05，P<

0.01）。见表 8，图 5。

A. 空白组；B~D. 1. 0，2. 0，4. 0 μmol·L-1毛钩藤碱组（图 4，5 同）
图 3 毛钩藤碱对人宫颈癌 Ca Ski细胞转移能力的影响（倒置显微镜，×40）
Fig. 3 Effect of hirsutine on metastasis of human cervical cancer Ca Ski cells（inverted microscope，×40）

图 4 毛钩藤碱对人宫颈癌 Ca Ski细胞转移及侵袭能力的影响（结晶紫，×200）
Fig. 4 Effect of hirsutine on metastasis and invasion of human cervical cancer Ca Ski cells（crystal violet，×200）

表 6 毛钩藤碱对人宫颈癌 Ca Ski 细胞转移及侵袭能力的影响

（x̄± s，n=5）

Table 6 Effect of hirsutine on metastasis and invasion of human

cervical cancer Ca Ski cells（x̄± s，n=5）

组别

空白

毛钩藤碱

浓度/μmol·L-1

1.0

2.0

4.0

细胞迁移率/%

75.60±8.22

67.18±8.141）

48.35±5.162）

39.24±4.572）

穿膜细胞数/个

103.29±12.71

71.08±9.112）

54.95±6.342）

32.32±3.652）

表 7 毛钩藤碱对人宫颈癌 Ca Ski细胞 FN，MMP-2及 MMP-9含量

的影响（x̄± s，n=5）

Table 7 Effect of hirsutine on FN，MMP-2 and MMP-9 contents

of human cervical cancer Ca Ski cells（x̄± s，n=5） μg·L-1

组别

空白

毛钩藤碱

浓度

/μmol·L-1

1.0

2.0

4.0

FN

70.39±8.65

62.76±7.111）

58.22±5.472）

47.80±6.152）

MMP-2

115.48±15.23

88.74±10.182）

79.32±8.512）

71.93±9.722）

MMP-9

54.81±6.49

47.56±5.831）

43.69±4.322）

36.73±5.612）
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4 讨论

癌症是威胁人类生命健康的主要疾病，手术及

放、化疗是现代临床治疗癌症的主要方法，但其治

疗代价高、不良反应大，效果难以令人满意［11］。中

药由于疗效确切及较低的毒副作用，在治疗癌症方

面的重要性日益突显［12］。

肿瘤细胞凋亡是主动性、程序化的细胞死亡过

程，凋亡进程受到阻碍是肿瘤细胞增殖失控的重要

原因［13］。多种基因参与肿瘤细胞凋亡的调控过程，

其中抗凋亡基因 Bcl-2，促凋亡基因 Bax 是调节细胞

凋亡的一组关键基因；而 p53 作为抑癌基因，主要发

挥稳定基因组、诱导细胞凋亡及负相调控细胞增殖

等作用［14］。Src 是由原癌基因 c-Src 编码的一个相对

分子质量为 60 kDa 的蛋白质，广泛存在于组织细胞

中，与细胞的生长、发育和分化等密切联系，同时也

参与肿瘤进展及转移［15］。肿瘤组织中 Src 磷酸化水

平上调，是肿瘤细胞抗凋亡的关键分子［16］。STAT3

是 Src 靶向调节的下游蛋白，宫颈癌组织 p-STAT3

水平与宫颈癌恶性程度呈正相关，抑制 STAT3 活

化，是诱导凋亡并发挥抗肿瘤作用的重要机制［17］。

转移和侵袭为宫颈癌复发、进展等不良预后的

重要因素，涉及到靶组织、机体和肿瘤细胞的相互

影响以及相关基因的信号传导和调节，是一个多基

因、多步骤、复杂的调控过程［18］。因此，抑制宫颈癌

的转移和侵袭是研究的热点之一。FN 与肿瘤细胞

基层侵袭，淋巴转移及血管侵袭密切相关；同时，FN

也可以通过诱导基质金属蛋白酶的表达，促进肿瘤

细胞的侵袭和转移［19］。MMP-2 及 MMP-9 是肿瘤细

胞转移、侵袭的重要证据，在肿瘤的转移、侵袭过程

中扮演重要角色［20］。细胞微环境的改变如低氧等

可促使肿瘤细胞增殖、转移和侵袭的发生，有研究

表明，HIF-1α作为缺氧微环境中的重要调节因子，

在肿瘤中高表达，且 HIF-1α的表达量与肿瘤的转移

及浸润程度都密切相关［21］。通过癌症标本和动物

肿瘤模型检测均已证实，上皮间充质转化（EMT）进
程在肿瘤的转移及侵袭过程中具有重要意义［22］。

在 EMT 进程中，肿瘤细胞间质样标志物 Vimentin，

N-cadherin 表达升高，而上皮样标志物 E-cadherin 表

达降低，进而导致肿瘤细胞间质属性增加，进而降

低细胞之间黏附能力，引起转移及侵袭［23］。

本研究结果显示，毛钩藤碱可以呈剂量依赖性

及时间依赖性的抑制人宫颈癌 Ca Ski 细胞的增殖，

表明毛钩藤碱具有体外抗宫颈癌作用。分别采用

Hoechst 33258 染色及流式细胞术观察，发现毛钩藤

碱可以有效诱导 Ca Ski细胞凋亡；同时，毛钩藤碱可

以降低人宫颈癌 Ca Ski 细胞 Bcl-2 mRNA 表达及

p-Src，p-STAT3 蛋白表达，增加 Bax，p53 mRNA 表

达，进一步表明下调 Src/STAT3 信号通路活化水平，

进而发挥诱导凋亡作用是毛钩藤碱抑制 Ca Ski细胞

增殖作用的潜在机制。采用细胞划痕实验检 ，

Transwell 小室实验发现毛钩藤碱可以降低 Ca Ski

细胞迁移率及穿膜细胞数，ELISA 实验证实毛钩藤

碱也能够降低 FN，MMP-2 及 MMP-9 含量，表明毛

钩藤碱具有抑制 Ca Ski细胞转移和侵袭的作用。此

外，实验发现，经毛钩藤碱处理后，HIF-1α，Vimentin

和 N-cadherin 蛋白表达降低，而 E-cadherin 蛋白表达

上调，提示毛钩藤碱具有调控 HIF-1α/EMT 信号通

路的作用，而该作用是其发挥抑制 Ca Ski 细胞转移

和侵袭的潜在机制。

综上，本研究发现毛钩藤碱可以抑制人宫颈癌

表 8 毛钩藤碱对人宫颈癌 Ca Ski细胞 HIF-1α，Vimentin，N-cadherin及 E-cadherin蛋白表达的影响（x̄± s，n=5）

Table 8 Effect of hirsutine on HIF-1α，Vimentin，N-cadherin，E-cadherin expressions of human cervical cancer Ca Ski cells（x̄± s，n=5）

组别

空白

毛钩藤碱

浓度/μmol·L-1

1.0

2.0

4.0

HIF-1α/GAPDH

0.82±0.11

0.44±0.062）

0.31±0.042）

0.18±0.032）

Vimentin/GAPDH

1.21±0.16

1.06±0.091）

0.49±0.062）

0.21±0.022）

N-cadherin/GAPDH

0.95±0.12

0.74±0.092）

0.66±0.082）

0.25±0.032）

E-cadherin/GAPDH

0.30±0.04

0.38±0.042）

0.52±0.062）

0.87±0.102）

图 5 各组细胞 HIF-1α，Vimentin，N-cadherin 及 E-cadherin 蛋白

表达电泳

Fig. 5 Electrophoresis of HIF-1α，Vimentin，N-cadherin and

E-cadherin protein expression in each group
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Ca Ski 细胞的增殖，其机制是通过下调 Src/STAT3

信号通路，进而诱导凋亡而实现；同时，毛钩藤碱也

可以抑制 Ca Ski 细胞的转移和侵袭，该作用与调控

HIF-1α/EMT 信号通路有关。
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