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派特灵对 HeLa细胞增殖迁移能力及 PI3K/Akt

信号转导通路的影响

刘运华，赵宗江*，张新雪，杨涛，张萌萌，吴英杰，高坤，郑鹏飞

（北京中医药大学，北京 100029）

［摘要］ 目的：探索派特灵对 HeLa细胞增殖迁移侵袭能力及磷脂酰肌醇 3 激酶/蛋白激酶 B（PI3K/Akt）信号通路相关蛋白

的影响。方法：①将 HeLa 细胞分为空白组，派特灵组（3.906，2.604，1.953，1.563，1.302，1.116，0.977 g·L-1），加药干预 24 h，镜下

观察细胞形态变化，并采用噻唑蓝（MTT）比色法检测细胞活力，计算派特灵对 HeLa 细胞的半数抑制浓度（IC50）。②将 HeLa

细胞分为空白组，顺铂组（0.01 g·L-1），派特灵高、中、低质量浓度组（2.974，1.487，0.991 g·L-1），采用细胞增殖与毒性检测（CCK-

8）法检测派特灵对 HeLa 细胞增殖能力的影响，使用划痕实验检测细胞的迁移情况，采用侵袭实验（Transwell）检测细胞侵袭能

力的变化。③增设抑制剂 LY294002 组（0.006 g·L-1），采用蛋白免疫印迹法（Western blot）检测派特灵对 PI3K，Akt，重组人 B 细

胞淋巴瘤因子-xl（Bcl-xl），B 细胞淋巴瘤/白血病相关 d 蛋白（Bad）表达的影响。结果：①与空白组比较，镜下观察显示，用药组

细胞数目减少，细胞形态不完整；MTT 比色法显示，派特灵对 HeLa 细胞增殖有显著抑制作用（P<0.01），计算得出派特灵对

HeLa 细胞的 IC50为 2.974 g·L-1。②CCK-8 法显示，与空白组比较，培养 24，36，48 h，所有用药组均对 HeLa 细胞增殖有抑制作

用（P<0.01）；与顺铂组比较，各时间点派特灵中、低质量浓度组对 HeLa 细胞增殖抑制作用减弱（P<0.01）；划痕实验显示，与空

白组比较，各加药组均能抑制 HeLa 细胞的迁移能力（P<0.01），派特灵高质量浓度组细胞迁移率低于顺铂组（P<0.05）；
Transwell实验显示，与空白组比较，各加药组 HeLa 细胞穿膜数减少（P<0.01），与顺铂组比较，派特灵中、低质量浓度组细胞穿

膜数升高（P<0.01）。③Western blot显示，与空白组比较，派特灵高、中、低剂量及 LY294002 组的 PI3K，Bcl-xl，Akt表达量下降

（P<0.05，P<0.01），Bad 表达量增高（P<0.01）；与派特灵高质量浓度组比较，派特灵低质量浓度组的 PI3K，Akt，Bcl-xl蛋白表达

升高（P<0.01），Bad 表达降低（P<0.01）。结论：派特灵能抑制 HeLa 细胞增殖迁移侵袭能力，符合一定量效和时效关系，可能与

其影响 PI3K/Akt信号通路相关蛋白表达有关。
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Effect of Paiteling on HeLa Cell Proliferation and Metastasis Ability and PI3K/Akt

Signal Transduction Pathway
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［Abstract］ Objective：To explore the effect of Paiteling on the proliferation，metastasis and invasion of

HeLa cells and relevant proteins of phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B（PI3K/Akt）signaling pathway.

Method：① HeLa cells were divided into blank group and Paiteling concentration gradient groups（3.906，
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2.604，1.953，1.563，1.302，1.116，0.977 g·L-1）. After drug intervention for 24 h，the cell morphological changes

were observed under microscope. The cell viability was measured by thiazole blue（MTT）colorimetry，and the

half inhibitory concentration（IC50）of Paiteling on HeLa cells was calculated. ② HeLa cells were divided into

blank group，cisplatin group（0.01 g·L-1），Paiteling high-dose group（2.974 g·L-1），Paiteling medium-dose group

（1.487 g·L-1）and Paiteling low-dose group（0.991 g·L-1）. Cell proliferation and toxicity test（CCK-8）method

was used to detect the effect of Paiteling on the proliferation ability of HeLa cells，scratch test was used to detect

cell migration，and invasion test（Transwell）was used to detect changes in cell invasion ability. ③ Inhibitor

LY294002 group（0.006 g·L-1）was added. Western blot（WB）was used to detect the expressions of Paiteling on

PI3K，Akt，recombinant human B-cell lymphoma factor-xl（Bcl-xl），and B-cell lymphoma/leukemia associated D

protein（Bad）. Result：① Compared with the blank group，microscopic observation showed that the number of

cells in the treatment group was significantly reduced， and the cell morphology was incomplete. MTT

experiments showed that Paiteling has a significantly inhibitory effect on HeLa cell proliferation（P<0.01）. The

IC50 of Paiteling on HeLa cells was calculated as 2.974 g·L-1. ② The CCK-8 experiment showed that compared

with the blank group，all the drug-treated groups had an inhibitory effect on HeLa cell proliferation at 24，36，48 h

（P<0.01），compared with the cisplatin group，middle and low-dose Paiteling groups showed a reduced inhibitory

effect on HeLa cell proliferation at each time point（P<0.01）. The scratch test showed that，compared with the

blank group，each drug-added group could inhibit the migration ability of HeLa cells（P<0.01），and the cell

migration rate of the high-dose Paiteling group was lower than that of the cisplatin group（P<0.05）. Transwell

experiments showed that compared with the blank group，the number of membranes permeated by HeLa cells in

each drug-treated group was decreased（P<0.01），and the number of membranes permeated in the middle and

low-dose Paiteling groups was increased compared with the cisplatin group（P<0.01）. ③ Western blot showed

that compared with the blank group，the expression levels of PI3K，Bcl-xl，and Akt in the high，medium，and low-

dose Paiteling groups and the LY294002 group decreased（P<0.05，P<0.01），while the expression of Bad

increased（P<0.01）. Compared with the high-dose Paiteling group，the PI3K，Akt，and Bcl-xl protein expressions

were increased in the low-dose Paiteling group（P<0.01），whereas Bad expression was decreased（P<0.01）.

Conclusion： Paiteling can inhibit HeLa cell proliferation，metastasis and invasion ability in a dose-dependent

and time-dependent manner，which may be related to its effect on the expressions of PI3K/Akt signaling pathway-

related proteins.

［Key words］ HeLa cells； paiteling； half inhibitory concentration（IC50）； invasion； metastasis；
phosphatidylinositol 3 kinase / protein kinase B（PI3K / Akt）

宫颈癌是妇女最常见的恶性肿瘤，据统计全球

每年新增的宫颈癌发病人数约为 50 万例，而我国占

了其 1/3 左右，严重威胁着女性的健康，是唯一被世

界卫生组织建议在全世界范围内进行筛查的恶性

肿瘤［1］。宫颈癌与人乳头瘤病毒（HPV）感染的关系

明确，HPV 是现如今发现的最小的无包膜双链 DNA

病毒，属于乳头瘤病毒科亚种，迄今为止已经发现

的 HPV 亚型有 180 余种，自然人群约 50% 存在 HPV

感染，性活跃人群 HPV 感染率达 80%。以 HPV 致

病力及致癌危险性大小为依据，临床上将其分为低

危型和高危型两大类，低危型包括 HPV-11，HPV-6，

HPV-43，HPV-39 等，其可以导致皮肤和生殖器官的

增生性疣类病变和子宫颈上皮内瘤病变；高危型

HPV 包括 HPV-56，HPV-33，HPV-18，HPV-16 等，主

要引起皮肤及生殖器癌和宫颈内癌变［2-3］。派特灵

是基于大量中医经典古籍研制的中药复方，临床上

主要用防治于尖锐湿疣和宫颈疣瘤病变，是一种能

够防治 HPV 感染的中药制剂，已列入国家中医药管

理局中国中医药科技开发交流中心中医药科技成

果推广项目［（京）卫消证字（2011）第 0220 号］，具有

操作简便、副作用少、治愈率高、复发率低等优点，

在临床上无论是单独应用还是联合应用都有显著

的治疗效果［4］，但是其具体机制还未见相关文献报

道，实验表明，磷脂酰肌醇 3 激酶/蛋白激酶 B（PI3K/

Akt）信号转导通路和肿瘤疾病密切相关，在抑制细

胞凋亡过程中有着重要作用［5］，因此，本实验深入细
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胞分子水平研究派特灵对 HeLa 细胞增殖迁移侵袭

能力及 PI3K/Akt信号通路的影响。

1 材料

1.1 细胞 HeLa 细胞株（北京协和细胞资源中心，

批号 2019032710103），传至第 15 代。

1.2 药物与试剂 派特灵（北京派特博恩生物技术

开发有限公司，批号 20190323005）；顺铂（源叶生物

公 司 ，批 号 H15A9Z67897）；抑 制 剂 LY294002

（AbMole 公司，批号 M1925-03）；DMEM 高糖培养

基（Invitrogen 公司，批号 2004655）；0.25% 胰蛋白酶

EDTA（Cellgro 公司，批号 06519005）；胎牛血清，

RIPA 组织细胞裂解液（Biodee 公司，批号分别为

18060501，DE5012）；4-羟乙基哌嗪乙磺酸（HEPES）
（Vetec 公 司 ，批 号 WXBC5224V）；二 甲 基 亚 砜

（DMSO），噻唑蓝（MTT）（Amresco 公司，批号分别

为 0457C072，298-93-1）；Transwell 小室，matrigel 胶

（北京拜尔迪生物技术有限公司，批号分别为 3467，

354934）；结晶紫（Solarbio 公司，批号 C9470）；BCA

法蛋白定量试剂盒（北京普利莱基因技术有限公

司 ，批 号 2019A2HP1511）；青 - 链 霉 素 混 合 液

（Caisson 公司，批号 03181010）；0.4% 台盼蓝染色液

（Absin 公司，批号 SG07）；ECL 超敏发光液（德国

MerckMillipore 公司，批号 EL1010010）；细胞增殖检

测试剂盒（CCK-8，Dojindo Laboratories 公司，批号

LJ614）；β-肌动蛋白（β-actin），Akt，B 细胞淋巴瘤因

子 -xl（Bcl-xl）（Cell Signaling Technology 公司，批号

分别为 4691S/15，4691S/20，4691S/20）；PI3K（Novus

公司，批号 HMC812）；B 细胞淋巴瘤/白血病相关 d

蛋白（Bad），二抗辣根酶标记山羊抗兔免疫球蛋白

（Abcam 公司，批号分别为 GR27982-39，ab6721）。
1.3 仪器 HCB-1300V 型垂直层流洁净工作台

（青岛 Haier 公司）；TH4-200 型倒置显微镜（日本

Olympus 公司）；SSW-420-2S 型电热恒温水槽（上海

博迅实业公司）；LT-CPS 型立式压力蒸汽灭菌器（上

海 LERD Tech 公司）；SpectraMax M4 型多功能酶标

仪（上海美谷分子仪器有限公司）；G：B0X 型凝胶成

像系统（美国 Syngene 公司）；LD4-2 型低速离心机

（北京医用离心机厂）；B5060EK 型 CO2恒温培养箱

（美国 Thermo 公司）；153B 型转膜仪，552B 型电泳

仪（美国 Bio-Rad 公司）。
2 方法

2.1 药液处理 将派特灵原液分装于 1.5 mL 离心

管里，每管 1 mL，4 ℃，12 000 r·min-1离心 30 min，以

除去杂质沉淀，收集上清于 15 mL 离心管内，用

0.22 μm 滤器过滤除菌，储存于 4 ℃，用时按比例

稀释。

2.2 细胞传代培养 从培养箱取出 HeLa 细胞培养

瓶，镜下观察细胞生长至 80% 左右，移弃旧培养基，

用磷酸盐缓冲液（PBS）清洗残余培养基，之后加入

0.25% 胰蛋白酶 1 mL，消化 2 min，迅速移入超净台

加入含 10% FBS 的 DMEM 培养基 1 mL 终止消化，

用移液管轻轻吹打，冲下残余的贴壁细胞，吸入

15 mL 离心管，1 000 r·min-1 离心 2 min，弃上清，加

含 10% FBS DMEM 培养基，移入培养瓶中，放于恒

温 CO2培养箱中培养。

2.3 细胞形态学观察 不同剂量药物给药干预培

养 24 h，于倒置显微镜下观察 HeLa 细胞的生长状

况，并进行拍照记录图像数据，分析其形态变化和

生长情况。

2.4 分组 分为空白组，顺铂组（0.01 g·L-1）［6］，派

特灵高质量浓度组［半数抑制浓度（IC50）］，派特灵

中质量浓度组（1/2 IC50），派特灵低质量浓度组（1/3

IC50）。
2.5 MTT 比色法检测派特灵对 HeLa 细胞 IC50 根

据文献［7］和预实验结果将派特灵原液分别稀释为

7 个 不 同 浓 度（1/256，1/384，1/512，1/640，1/768，

1/896，1/1 024），对应药物质量浓度分别为 3.906，

2.604，1.953，1.563，1.302，1.116，0.977 g·L-1，同时设

不加药空白组，并且分别设置对应的调零孔。待瓶

中 细 胞 贴 壁 达 80% 左 右 时 ，0.25% 的 胰 酶 消 化

1 min，用含 10% FBS 的 DMEM 终止消化，在离心

管中吹打混匀后，用血球计数板计数，于 96 孔培养

板内每孔加入 5% FBS DMEM 培养基 200 μL，依据

预实验，HeLa 细胞种植密度为 5 000 个，并设平行复

孔，置孵箱孵育 24 h 取出于超净台内，倾斜培养板，

将一次性注射器针头深入孔中吸出培养液，在孔中

添加无血清 DMEM 200 μL，同步 24 h 到 G0期，再次

移去培养基后添加各组对应的含药培养基，分别继

续培养 24 h，吸弃培养基，加入 5 g·L-1 MTT 溶液

20 μL 及无血清 DMEM 培养基 180 μL，继续培养

3 h，移弃培养基，倒扣在滤纸上吸干残余培养基，

避光加入二甲基亚砜（DMSO）200 μL，于 37 ℃恒温

摇床上晃匀 10 min，用自动酶标仪检测各组细胞吸

光度 A（波长 490 nm）［8］。各组排除差异较大数据

后，取 A 平均值，计算生长抑制率，生长抑制率=1–

（A 派特灵组–A 药液调零）/（A 空白组–A 空白调零），实验重复 3 次，

用 SPSS 23.0 软件分析计算出 IC50。

2.6 CCK-8 检测细胞增殖情况 收集对数生长期
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的 HeLa 细胞，以每孔 5×103 个/孔的密度接种于 96

孔培养板，无血清 DMEM 同步 24 h，按照以上实验

分组分别加入含药培养基，每个浓度设 6 个复孔，在

加药干预 12，24，36，48 h 对应时间点分别吸弃培养

基，加入无血清 DMEM 培养基 100 μL 和 CCK-8 溶

液 10 μL，37 ℃培养箱培养 1.5 h，在多功能酶标仪

450 nm 波长处测定每个复孔 A［9］。

2.7 划痕实验检测细胞迁移能力 HeLa 细胞贴壁

80% 时，将其消化离心重悬后台盼蓝染色计数，根

据 96 孔板种植的细胞密度，按底面积换算成 6 孔板

种植的密度为 1.5×105 个细胞/孔，待细胞贴壁形成

单层细胞后，用 1 mL 的枪头垂直六孔板背面横线划

直线，PBS 清洗 3 次，按照以上实验分组处理，分别

加入相应的含药 DMEM 培养基 2 mL，分别在培养

0，12，24 h，用显微镜放大 100 倍拍照，于相同位置

取 5 个视野拍照，采用 Image J 分析软测量划痕面积

变化［10］，细胞迁移率=（0 h 划痕面积−观察时间点划

痕面积）/0 h 划痕面积×100%，实验重复 3 次。

2.8 Transwell 实验检测细胞侵袭能力 将对数生

长期的 HeLa 细胞消化离心计数后，用无血清培养

基重悬细胞，每个 Transwell 上室种植 4×104 个细

胞［11］，并且加入各组相应的刺激药物，下室为含

10% FBS 的 DMEM 培养基，在 5% CO2 的恒温细胞

培养箱中进行培养；实验前用无血清 DMEM 稀释

matrigel 至 100 mg·L-1，于 Transwell 上室加入凝胶

50 μL 后风干，临用时用无血清 PBS 清洗数遍；24 h

后用无菌棉签轻轻擦去上室细胞，甲醇固定小室膜

下的细胞 15 min，PBS 清洗 3 次后自然晾干，0.1% 结

晶紫染色 20 min，PBS 清洗后于倒置显微镜放大

200 倍观察拍照，每膜取 5 个不同视野平均值，实验

重复 3 次。

2.9 蛋 白 免 疫 印 迹 法（Western blot）检 测 PI3K，

Akt，Bad，Bcl-xl蛋白表达 增设 PI3K/Akt通路抑制

剂 LY294002 组［12］，质量浓度 0.006 g·L-1。各组分别

加药干预细胞 24 h，使用 RIPA 提取细胞总蛋白，并

用 BCA 法测蛋白浓度，每孔取蛋白 40 μg，浓缩胶

80 V 电泳 40 min，分离胶 120 V 电泳 2 h，电转 100 V

电 泳 1.5 h，加 入 一 抗 β -actin，PI3K，Akt，Bcl-xl

（1∶1 000）；Bad（1∶2 000），牛奶封闭 1.5 h，4 ℃杂交

过夜，加入二抗（1∶2 000），TBST 洗膜 10 min，重复 3

次，加入 ECL 发光液后曝光，采用 Image J 软件分析

条带灰度值，实验重复 3 次。

2.10 统计学分析 采用 SPSS 23.0 统计软件对实

验数据进行 ANOVA 单因素方差分析，组内两两比

较采用 LSD 法，计量数据采用 x̄± s 表示，P<0.05 为

差异有统计学意义。

3 结果

3.1 派特灵对 HeLa 细胞形态的影响 培养 24 h，

空白组 HeLa 细胞呈扁平不规则多角形，形态饱满；
与空白组比较，随着派特灵浓度的增加，派特灵各

质量浓度组细胞数目逐渐减少，细胞固缩，排列紊

乱。见图 1。

3.2 派特灵对 HeLa 细胞的 IC50 与空白组比较，派

特灵各组对 HeLa 细胞有显著抑制作用（P<0.01），
最大抑制率为 70.55%，最小抑制率为 7.55%，随着给

药质量浓度增加（0.98~3.91 g·L-1），抑制率逐渐升

高 ；计 算 得 出 派 特 灵 对 HeLa 细 胞 的 IC50 为

2.974 g·L-1。后续采用派特灵高质量浓度组（IC50），

A.空白组；B~H.派特灵（3.906，2.604，1.953，1.563，1.302，1.116，0.977 g·L-1）组
图 1 派特灵对 HeLa细胞病理形态的影响（倒置显微镜，×100）
Fig. 1 Effect of Paiteling on pathological morphology of HeLa cells（inverted microscope，×100）
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派特灵中质量浓度组（1/2 IC50），派特灵低质量浓度

组（1/3 IC50）。见表 1。

3.3 派特灵对 HeLa 细胞增殖的影响 与空白组比

较，培养 12 h，顺铂组、派特灵高、中质量浓度组均对

HeLa 细胞有显著抑制作用（P<0.01），培养 24，36，

48 h，顺铂组、派特灵各组均对 HeLa 细胞增殖有抑

制作用（P<0.01）；与顺铂组比较，各时间点派特灵

中、低质量浓度组对 HeLa 细胞增殖抑制作用减弱

（P<0.01）；与派特灵高质量浓度组比较，各时间点

派特灵中、低质量浓度组均对 HeLa 细胞增殖抑制

作用减弱（P<0.01），除培养 24 h 外，顺铂组与派特

灵高质量浓度组比较差异无统计学意义；表明派特

灵能够抑制 HeLa 细胞的增殖，并呈一定的剂量依

赖性。见表 2。

3.4 派特灵对 HeLa 细胞迁移能力的影响 与空白

组比较，顺铂组、派特灵各组细胞迁移率均降低（P<

0.01）；与顺铂组比较，派特灵高质量浓度组细胞迁

移率降低（P<0.05），派特灵低质量浓度组迁移率升

高（P<0.01）；与派特灵高质量浓度组比较，派特灵

低质量浓度组迁移率升高（P<0.01）。培养 24 h，与

空白组比较，顺铂组、派特灵各组细胞迁移率降低

（P<0.01）；与顺铂组比较，派特灵低质量浓度组细

胞迁移率升高（P<0.01），派特灵高质量浓度组细胞

迁移率降低（P<0.05）；与派特灵高质量浓度组比

较，派特灵低质量浓度组迁移率升高（P<0.01）；表
明派特灵能抑制 HeLa细胞迁移。见表 3，图 2。

3.5 派特灵对 HeLa 细胞侵袭能力的影响 与空白

组比较，顺铂组、派特灵各组平均穿膜细胞数降低

（P<0.01）；与顺铂组比较，派特灵中、低质量浓度组

穿膜细胞数增多（P<0.01）；与派特灵高质量浓度组

比较，派特灵中、低质量浓度组穿膜细胞数增多（P<

0.01）；顺铂组与派特灵高质量浓度组比较差异无统

计学意义。派特灵能够抑制 HeLa 细胞的侵袭，并

呈剂量依赖性。见表 4，图 3。

表 1 派特灵对 HeLa细胞抑制率的影响（x̄± s，n=3）

Table 1 Effect of paiteling on HeLa cell inhibition rate（x̄± s，n=3）

组别

空白

派特灵

质量浓度/g·L-1

−
0.977

1.116

1.302

1.563

1.953

2.604

3.906

抑制率/%

0

7.552±0.6781）

9.688±1.0881）

13.959±1.3451）

18.734±3.1721）

28.050±3.5861）

41.544±1.7851）

70.554±1.7341）

注：与空白组比较 1）P<0.01。

表 2 派特灵对 HeLa细胞增殖抑制的影响（x̄± s，n=6）

Table 2 Effect of Paiteling on inhibition of HeLa cells proliferation（x̄± s，n=6） A

组别

空白

顺铂

派特灵

质量浓度/g·L-1

−
0.010

2.974

1.487

0.991

12 h

0.675±0.018

0.468±0.0241）

0.471±0.0381）

0.619±0.0401，2，3）

0.649±0.0472，3）

24 h

0.713±0.035

0.327±0.0231）

0.401±0.0421，2）

0.480±0.0481，2，3）

0.513±0.0291，2，3）

36 h

0.845±0.028

0.293±0.0221）

0.320±0.0331）

0.393±0.0181，2，3）

0.470±0.0391，2，3）

48 h

1.021±0.041

0.226±0.0201）

0.245±0.0191）

0.354±0.0261，2，3）

0.453±0.0341，2，3）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与顺铂组比较 2）P<0.01；与派特灵高质量浓度组比较 3）P<0.01（表 4 同）。

表 3 派特灵对 HeLa细胞迁移能力的影响（x̄± s，n=3）

Table 3 Effect of paiteling on metastasis ability of HeLa cells

（x̄± s，n=3） %

组别

空白

顺铂

派特灵

质量浓度

/g·L-1

−
0.010

2.974

1.487

0.991

12 h

45.045±2.795

-7.209±4.8701）

-24.623±6.9361，2）

-5.098±4.0891）

18.073±3.5731，3，4）

24 h

57.065±5.677

-9.235±2.1811）

-30.953±8.1541，2）

-6.244±2.7971）

19.821±6.2991，3，4）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与顺铂组比较 2）P<0.05，3）P<0.01；

与派特灵高质量浓度组比较 4）P<0.01。

表 4 派特灵对 HeLa细胞侵袭能力的影响（x̄± s，n=3）

Table 4 Effect of paiteling on invasion ability of HeLa cells（x̄± s，

n=3）

组别

空白

顺铂

派特灵

质量浓度/g·L-1

−
0.010

2.974

1.487

0.991

穿膜细胞数/个

85.333±6.658

24.333±3.2151）

22.333±1.5281）

44.000±2.0001，2，3）

64.667±3.5121，2，3）
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3.6 派特灵对 HeLa 细胞 PI3K，Akt，Bad，Bcl-xl 蛋

白表达的影响 与空白组比较，派特灵高、中、低质

量浓度组及 LY294002 组的 PI3K，Bcl-xl，Akt表达量

明显下降（P<0.05，P<0.01），Bad 表达量显著增高

（P<0.01）；顺 铂 组 Bcl-xl，Akt 表 达 明 显 下 降（P<

0.05，P<0.01），Bad 表 达 显 著 升 高（P<0.05）。 与

LY294002 组比较，派特灵高、中质量浓度组 PI3K 表

达量显著下降（P<0.01），Bad 表达量明显升高（P<

0.05，P<0.01），派特灵高质量浓度组 Akt 显著下降

（P<0.01）；派特灵中、低质量浓度组的 Bcl-xl表达量

显著升高（P<0.01），顺铂组 PI3K，Bcl-xl表达明显升

高（P<0.05，P<0.01），Bad 表达明显下降（P<0.05）。
与派特灵高质量浓度组比较，派特灵中、低质量浓

度组的 Akt，Bcl-xl 蛋白表达显著升高（P<0.01）；派
特灵低质量浓度组 PI3K 显著升高（P<0.01），Bad 表

达显著降低（P<0.01）。见表 5，图 4。

A.空白组；B.顺铂组；C~E.派特灵高、中、低质量浓度组（图 3 同）
图 2 派特灵对 HeLa细胞迁移能力的影响（倒置显微镜，×100）
Fig. 2 Effect of paiteling on metastasis ability of HeLa cells（inverted microscope，×100）

图 3 派特灵对 HeLa细胞侵袭能力的影响（倒置显微镜，×200）
Fig. 3 Effect of paiteling on invasion ability of HeLa cells（inverted microscope，×200）

表 5 派特灵对 HeLa细胞 PI3K，Akt，Bcl-xl，Bad蛋白表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 5 Effect of paiteling on PI3K，Akt，Bcl-xl，and Bad protein expression in HeLa cells（x̄± s，n=3）

组别

空白

LY294002

顺铂

派特灵

质量浓度/g·L-1

−
0.006

0.010

2.974

1.487

0.991

PI3K/β-actin

0.869±0.033

0.696±0.0872）

0.818±0.0653）

0.469±0.0582，4，5）

0.572±0.0612，4）

0.721±0.0722，6）

Akt/β-actin

1.550±0.055

1.327±0.1661）

1.317±0.1041）

0.872±0.1092，4，5）

1.146±0.0792，6）

1.167±0.1172，6）

Bcl-xl/β-actin

1.533±0.059

0.763±0.0952）

1.056±0.0842，4）

0.921±0.1152）

1.272±0.0882，4，6）

1.719±0.1731，4，6）

Bad/β-actin

0.819±0.031

1.334±0.1672）

1.097±0.0871，3）

1.719±0.2162，4，5）

1.592±0.1102，3）

1.246±0.1252，6）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与 LY294002 比较 3）P<0.05，4）P<0.01；与顺铂组比较 5）P<0.01；与派特灵高质量浓度组比较 6）P<

0.01。
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4 讨论

宫颈癌是常见的妇科恶性肿瘤，对女性群体的

身体健康有着严重的威胁，全球每年死于宫颈癌的

女性达 20 多万人，发病率在女性群体中位居第 2

位［13］。目前，临床上治疗宫颈癌主要采用手术放疗

和化疗综合治疗的方法，顺铂是一种经典的抗肿瘤

药物，其机制主要是与 DNA 形成化合物，阻碍 DNA

的转录和翻译，导致细胞凋亡，但化疗药物在抑制

肿瘤细胞增殖的同时，对正常细胞也有很大的杀伤

作用，而且由于耐药性还会使化疗药物的临床应用

及疗效大大减低。

宫颈癌属于中医“癥瘕”“五色带下”“崩漏”等

范畴，情志失遂、饮食不节或邪毒内侵等因素导致

肝、脾、肾等脏腑功能紊乱，冲任受损，瘀血、湿毒之

邪瘀结于小腹、胞宫而成癥瘕［14］。派特灵是中国科

学院研制的中药复方制剂，具有清热解毒、活血化

瘀、祛腐生新的功效，临床主要用来防止 HPV 感染

导致的疣瘤病变，其主要成分为苦参、蛇床子、金银

花、大青叶、白花蛇舌草、鸦胆子。苦参能够清热燥

湿、利尿、杀虫，阻断 HPV 的核酸合成和蛋白质的表

达，起到抑制病毒繁殖的作用，此外还可以提高人

体免疫细胞对抗原的灵敏性；蛇床子能祛风、止痒、

解毒杀虫，药理研究表明其可以抑菌消炎，善治湿

疹疥癣寒湿带下，对于妇人阴痒、滴虫性阴道炎有

很好的疗效；金银花能疏散风热、止痢抗菌，还能消

肿解毒、清解血毒，能提高机体对病原微生物的免

疫力；大青叶可凉血消斑、清解热毒、现代研究表明

其可以抗炎、抗肿瘤、抗病毒，还能提高机体的免疫

力；白花蛇舌草可以消肿散结、利湿通淋、可以抑制

瘤组织增殖扩散；鸦胆子可止痢截虐、腐蚀赘疣、清

热解毒，研究表明其能促进肿瘤细胞的凋亡；数药

经过加工提纯，祛除有害物质，保留有效成分，既能

抑制感染细胞的扩散又同时可清除潜在感染的

HPV。尚维群等［15］把病理学诊断为宫颈上皮内瘤

变的患者进行分组对比治疗，在干扰素栓配合派特

灵治疗宫颈上皮内瘤变 3 个疗程后，经液基薄层细

胞检测（TCT），发现治疗组转阴率明显优于对照组。

PI3K/Akt是一个经典的信号转导通路，PI3K 是

由 p85 与 p110 两个亚基组成的异源二聚体，活化的

PI3K 能够激活 Akt，使 Akt 磷酸化产生 p-Akt，p-Akt

对凋亡蛋白家族 Bcl-xl，Bad 及 Bax 等细胞因子有一

定的调节作用，起到抗凋亡、保证细胞生存的作

用［16］。PI3K/Akt 特异性抑制剂 LY294002 能够高度

选择性抑制 PI3K 的活性，从而阻断依赖于 PI3K 的

Akt磷酸化和激酶活性，进而消除活化的 Akt对凋亡

蛋白 Bad 的抑制作用。

本研究发现派特灵能破坏 HeLa 细胞的正常形

态，引起细胞皱缩变形；CCK-8 实验表明，派特灵能

够抑制 HeLa 细胞的增殖，且符合一定的量效和时

效关系；Transwell 实验和细胞划痕实验表明，派特

灵能抑制 HeLa 细胞侵袭转移能力，并呈一定的浓

度剂量依赖性；Western blot 表明，派特灵能够下调

PI3K，Akt，Bcl-xl 蛋白表达，上调 Bad 蛋白表达，说

明派特灵可能通过抑制 PI3K/Akt 信号转导通路相

关抗凋亡关蛋白的表达，提高凋亡相关蛋白表达，

从而抑制 HeLa 细胞增殖迁移和侵袭，起到抗肿瘤

作用。本实验研究阐释了派特灵抗宫颈癌的机制，

具有良好的临床应用价值，其多靶点作用机制有待

进一步实验证。
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