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红景天苷调节FAK/MEK/ERK信号通路对HPV阳性
宫颈癌细胞发生发展的影响

张要盛*,任晓,沈玲,杨秀丽

(河南省南阳医学高等专科学校第一附属医院肿瘤内科三病区,河南南阳
 

473000)

【摘要】 目的 探讨红景天苷(Sal)调节局部黏着斑激酶(FAK)/胞外信号调节激酶的激酶(MEK)/细胞外信号调节激

酶(ERK)信号通路对人乳头瘤病毒(HPV)阳性宫颈癌细胞发生发展的影响。 方法 分别用0、2.5、5、10、20、40、80、

160、320
 

μg/mL
 

Sal处理 HPV18阳性人宫颈癌细胞 HeLa,根据细胞存活率确定适宜的Sal浓度用于正式实验。将

HeLa细胞分组为对照组、Sal低剂量组、Sal中剂量组、Sal高剂量组、表皮细胞生长因子(EGF)(FAK激活剂)组、Sal高

剂量+EGF组,CCK-8法、5-乙炔基-2'-脱氧尿苷(EdU)染色检测细胞增殖;Transwell检测细胞迁移与侵袭;qRT-PCR
检测 HeLa细胞中增殖细胞核抗原(PCNA)、转移侵袭增强因子1(MIEN1)、基质金属蛋白酶9(MMP-9)mRNA表达;

Western
 

Blot检测细胞中人乳头瘤病毒18型(HPV18)E6、HPV18
 

E7、p-FAK、p-MEK、p-ERK1/2蛋白表达。 结果 
选取Sal浓度为40、80、160

 

μg/mL用于正式实验。与对照组比较,Sal低剂量组、Sal中剂量组、Sal高剂量组 HeLa细胞

A450 值、EdU阳性细胞率、细胞迁移及侵袭数目、PCNA、MIEN1、MMP-9
 

mRNA 表达及 HPV18
 

E6、HPV18
 

E7、p-
FAK、p-MEK、p-ERK1/2蛋白表达降低,且呈剂量依赖性(P<0.05);与对照组比较,EGF组HeLa

 

细胞A450 值、EdU阳

性细胞率、细胞迁移及侵袭数目、PCNA、MIEN1、MMP-9
 

mRNA表达及 HPV18
 

E6、HPV18
 

E7、p-FAK、p-MEK、p-
ERK1/2蛋白表达升高(P<0.05);与Sal高剂量组比较,Sal高剂量+EGF组 HeLa细胞 A450 值、EdU阳性细胞率、细
胞迁移及侵袭数目、PCNA、MIEN1、MMP-9

 

mRNA表达及 HPV18
 

E6、HPV18
 

E7、p-FAK、p-MEK、p-ERK1/2蛋白表

达升高(P<0.05)。 结论 Sal可能通过抑制FAK/MEK/ERK信号通路抑制 HPV阳性宫颈癌细胞发生发展。
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【Abstract】 Objective To
 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

salidroside
 

(Sal)
 

on
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

human
 

papillomavirus
 

(HPV)
 

positive
 

cervical
 

cancer
 

cells
 

by
 

regulating
 

the
 

focal
 

adhesion
 

kinase
 

(FAK)/mitogen-activated
 

protein
 

kinase
 

(MEK)/extracellular
 

regulated
 

protein
 

kinase
 

(ERK)
 

signaling
 

pathway. Methods HPV18
 

positive
 

human
 

cervical
 

cancer
 

cells
 

HeLa
 

were
 

treated
 

with
 

0,2.5,5,10,20,40,80,160,and
 

320
 

μg/mL
 

Sal,respectively.
 

The
 

appropriate
 

Sal
 

concentration
 

was
 

determined
 

based
 

on
 

cell
 

survival
 

rate
 

for
 

formal
 

experiments.
 

HeLa
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

control
 

group,low-dose
 

Sal
 

group,medium-dose
 

Sal
 

group,high-dose
 

Sal
 

group,epidermal
 

growth
 

factor
 

(EGF)
 

(FAK
 

activator)
 

group,and
 

high-dose
 

Sal+EGF
 

group,CCK-8
 

method
 

and
 

5-ethynyl-2'-deoxyuridine
 

(EdU)
 

staining
 

were
 

applied
 

to
 

detect
 

cell
 

proliferation;Transwell
 

was
 

applied
 

to
 

detect
 

cell
 

migration
 

and
 

invasion;qRT-PCR
 

was
 

applied
 

to
 

detect
 

the
 

mRNA
 

expression
 

of
 

proliferating
 

cell
 

nuclear
 

antigen
 

(PCNA),migration
 

and
 

invasion
 

enhancer
 

1
 

(MIEN1),and
 

matrix
 

metalloproteinase-9
 

(MMP-9)
 

in
 

HeLa
 

cells;Western
 

blot
 

was
 

applied
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

human
 

papillomavirus
 

18
 

(HPV18)
 

E6,HPV18
 

E7,p-FAK,p-MEK,and
 

p-ERK1/2
 

proteins
 

in
 

cells. Results Sal
 

concentrations
 

of
 

40,80,and
 

160
 

μg/mL
 

were
 

selected
 

for
 

formal
 

experiments.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

A450 

value,EdU
 

positive
 

cell
 

rate,cell
 

migration
 

and
 

invasion
 

numbers,PCNA,MIEN1,MMP-9
 

mRNA
 

expression,and
 

HPV18
 

E6,HPV18
 

E7,p-FAK,p-MEK,p-ERK1/2
 

protein
 

expression
 

of
 

HeLa
 

cells
 

in
 

the
 

low-dose,medium-dose,and
 

high-dose
 

Sal
 

groups
 

were
 

reduced,and
 

were
 

dose-dependent
 

(P<0.05);compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

A450 value,EdU
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positive
 

cell
 

rate,cell
 

migration
 

and
 

invasion
 

numbers,PCNA,MIEN1,MMP-9
 

mRNA
 

expression,and
 

HPV18
 

E6,

HPV18
 

E7,p-FAK,p-MEK,and
 

p-ERK1/2
 

protein
 

expression
 

of
 

HeLa
 

cells
 

in
 

the
 

EGF
 

group
 

were
 

increased
 

(P<
0.05);compared

 

with
 

the
 

high-dose
 

Sal
 

group,the
 

A450 value,EdU
 

positive
 

cell
 

rate,cell
 

migration
 

and
 

invasion
 

numbers,

PCNA,MIEN1,MMP-9
 

mRNA
 

expression,and
 

protein
 

expression
 

of
 

HPV18
 

E6,HPV18
 

E7,p-FAK,p-MEK,and
 

p-
ERK1/2

 

in
 

HeLa
 

cells
 

in
 

the
 

high-dose
 

Sal+EGF
 

group
 

were
 

increased
 

(P<0.05). Conclusion Sal
 

may
 

inhibit
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

HPV
 

positive
 

cervical
 

cancer
 

cells
 

by
 

inhibiting
 

the
 

FAK/MEK/ERK
 

signaling
 

pathway.
【Key

 

words】 salidroside;focal
 

adhesion
 

kinase/mitogen-activated
 

protein
 

kinase/extracellular
 

regulated
 

protein
 

kinase
 

signaling
 

pathway;human
 

papillomavirus;cervical
 

cancer;proliferation;invasion

  宫颈癌在发展中国家发病率较高,是女性癌症相

关死亡的最常见原因之一,严重威胁着女性的健康、生
命 和 安 全[1-2]。 高 危 人 乳 头 瘤 病 毒 (human

 

papillomavirus,HPV)感染被认为是宫颈癌最重要的

危险因素,与宫颈癌的发生发展密切相关[3]。统计表

明,感染高危型 HPV的宫颈癌患者,尤其是16型和

18型,占宫颈癌总病例的70%左右[4]。相关研究已经

尝试通过疫苗/免疫疗法治疗由 HPV引起的宫颈癌。
然而,由于局部和全身免疫抑制因子在 HPV阳性肿

瘤中的作用,其成功程度有限[5]。因此,亟需开发新

型、更安全的方法治疗 HPV阳性宫颈癌。红景天苷

(Salidroside,Sal)是红景天的提取物,具有增强免疫功

能、保护心血管、抵抗癌症等作用[6]。已有研究报道,

Sal可以抑制宫颈癌C33A细胞的增殖和侵袭、促进细

胞凋亡[7]。但Sal对 HPV阳性宫颈癌细胞发生发展

的影响尚不清楚。研究显示,局部黏着斑激酶(focal
 

adhesion
 

kinase,FAK)/胞外 信 号 调 节 激 酶 的 激 酶

(mitogen-activated
 

protein
 

kinase,MEK)/细胞外信

号调节激酶(extracellular
 

regulated
 

protein
 

kinase,

ERK)信号通路的阻断可以抑制结直肠癌细胞的迁

移[8];且Sal处理显著抑制了ERK和FAK的磷酸化,
进而抑制了胃癌BGC-823细胞的迁移和侵袭[9]。但

Sal能否通过调控 FAK/MEK/ERK 信号通路影响

HPV阳性宫颈癌细胞发生发展尚不可知。
本 研 究 以 人 乳 头 瘤 病 毒 18 型 (human

 

papillomavirus
 

18,HPV18)阳 性 的 人 宫 颈 癌 细 胞

HeLa为研究对象,探究Sal对 HeLa细胞增殖、迁移

及侵袭的影响以及相应的作用机制。

材料与方法

1 细胞

HPV18阳性的人宫颈癌细胞 HeLa购自中国科

学院上海细胞库。

2 主要试剂

红景天苷标准品(纯度≥98%)购自瑞威尔生物科

技有 限 公 司;FAK 激 活 剂 表 皮 细 胞 生 长 因 子

(epidermal
 

growth
 

factor,EGF)、CCK-8试剂盒购自

美国 MCE公司;5-乙炔基-2'-脱氧尿苷(5-ethynyl-2'-

deoxyuridine,EdU)染色试剂盒购自上海东寰生物科

技有 限 公 司;兔 源 一 抗 HPV18
 

E6、HPV18
 

E7、p-
FAK、p-MEK、p-ERK1/2、FAK、MEK、ERK1/2、

GAPDH及二抗均购自英国Abcam公司。

3 细胞培养及Sal浓度的筛选

将HeLa细胞置于含有10%胎牛血清的DMEM
培养基培养。取1×104 个/孔的 HeLa细胞接种96
孔板中,分别用0、2.5、5、10、20、40、80、160、320

 

μg/

mL
 

Sal处理48
 

h,再向各孔加入CCK-8试剂10
 

μL,
孵育1.5

 

h后测量 A450 值,并计算细胞存活率=
(A实验组 值-A空白组 值)/(A对照组 值-A空白组 值)×100%。
最后筛选适宜的Sal浓度用于正式实验。

4 分组及处理

取HeLa细胞分组为:对照组、Sal低剂量组、Sal
中剂量组、Sal高剂量组、EGF(FAK激活剂)组、Sal高

剂量+EGF组。Sal低剂量组、Sal中剂量组、Sal高剂

量组HeLa细胞分别用40、80、160
 

μg/mL
 

Sal处理48
 

h;EGF组[10]HeLa细胞用10
 

nmol/L
 

EGF处理48
 

h;Sal高剂量+EGF组 HeLa细胞用160
 

μg/mL
 

Sal
和10

 

nmol/L
 

EGF同时处理48
 

h;对照组则为正常培

养的HeLa细胞。

5 CCK-8检测HeLa细胞增殖

将HeLa细胞以1×104 个/孔的密度接种于96
孔板上。37

 

℃培养12
 

h后,分别按上述分组在37
 

℃
下处理48

 

h。随后在每孔中加入 CCK-8试剂(10
 

μL),细胞在37
 

℃、5%
 

CO2 下孵育2
 

h。使用酶标仪

在波长450
 

nm处检测吸光度。

6 EdU染色检测HeLa细胞增殖

HeLa细胞接种于96孔板(1×104 个/孔)后,向
各孔加入50

 

μmol/L
 

EdU孵育2
 

h,4%多聚甲醛固定

细胞1
 

h,阿波罗染色后再用 DAPI染色细胞核20
 

min。通过荧光显微镜下观察并计算EdU阳性细胞

率(%)=EdU阳性细胞数/总细胞数×100%。

7 Transwell检测HeLa细胞迁移与侵袭

迁移实验:各组 HeLa细胞悬浮在无胎牛血清的

DMEM培养基中,上腔加入细胞(2×104 个/孔),下
腔加入0.6

 

mL含20%胎牛血清的DMEM 培养基,
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在37
 

℃
 

5%
 

CO2 培养箱中孵育24
 

h后,已迁移到膜

下表面的细胞在室温下用4%多聚甲醛固定20
 

min。
用PBS洗涤三次膜,然后在室温下用0.1%结晶紫染

色30
 

min。通过光学显微镜观察细胞迁移。
侵袭实验:各组 HeLa细胞悬浮在无胎牛血清的

DMEM培养基中,覆盖有基质胶的上腔加入细胞(2×
104 个/孔),下腔加入0.6

 

mL含20%胎牛血清的

DMEM培养基,其他操作同细胞迁移。

8 qRT-PCR 检 测 HeLa 细 胞 中 PCNA、MIEN1、

MMP-9
 

mRNA表达变化

用 Trizol试剂收集 HeLa的总 RNA。将 RNA
逆转录为cDNA后,使用SYBR

 

Green
 

PCR预混液对

cDNA进行PCR。以 GAPDH 为内参,用2-ΔΔCt 方法

计算 增 殖 细 胞 核 抗 原 (proliferating
 

cell
 

nuclear
 

antigen,PCNA)、转移侵袭增强因子1(migration
 

and
 

invasion
 

enhancer
 

1,MIEN1)、基 质 金 属 蛋 白 酶 9
(matrix

 

metalloproteinase
 

9,MMP-9)mRNA相对表

达 量。引 物 为:GAPDH 正 向:5'-AAAGGGTCAT
 

CATCTCTG-3',反 向:5'-GCTGTTGTCATACTTC
 

TC-3';PCNA 正 向:5'-GCGGATATGGGACACTT
 

A-3',反 向:5'-TGGCATCTTAGAAGCAGTT-3';

MIEN1正向:5'-ACTCTCCTCACTCACAAG-3',反
向:5'-GACGACCAGATCATTCTTAT-3';MMP-9
正 向:5'-AACTGGTATTCTGTTCTG-3',反 向:5'-
GGTTAGAGAATCCAAGTT-3'。

9 Western
 

blot检测HeLa细胞中HPV18
 

E6、HPV18
 

E7、p-FAK、p-MEK、p-ERK1/2蛋白表达

用RIPA裂解缓冲液收集 HeLa细胞的蛋白质。
用12%

 

SDS-PAGE凝胶分离蛋白质并转移到PVDF
 

膜上。在37
 

℃下用5%脱脂牛奶封闭膜2
 

h。用PBS
洗涤后,将膜与一抗 HPV18

 

E6(1∶5000)、HPV18
 

E7(1∶5000)、p-FAK(1∶3000)、p-MEK(1∶5000)、

p-ERK1/2(1∶4000)、FAK(1∶5000)、MEK(1∶
2000)、ERK1/2(1∶5000)、GAPDH(1∶3000)在4

 

℃
下孵育过夜。次日,将膜与二抗(1∶4000)在37

 

℃下

孵育1.5
 

h。用ECL试剂检测蛋白印迹,并用ImageJ
软件评估蛋白灰度值。

10 统计学分析

采用SPSS25.0统计软件对实验数据进行分析。
数据以(x±s)表示,多组间的差异比较采用单因素方

差分析,进一步两两差异比较采用SNK-q 检验,P<
0.05被认为具有统计学意义。

结 果

1 不同浓度Sal对HeLa细胞存活率的影响

随着Sal浓度的逐渐升高,HeLa细胞存活率呈逐

渐下降趋势(P<0.05),在Sal浓度为40、80、160、320
 

μg/mL
 

Sal处理下 HeLa细胞存活率均高于且接近

50%,且160
 

μg/mL
 

Sal与320
 

μg/mL
 

Sal对 HeLa
细胞存活率的影响差异不显著(P>0.05)。因此,选
取Sal浓度为40、80、160

 

μg/mL用于正式实验,见表

1。

表
 

1 不同浓度Sal对HeLa细胞存活率的影响(x±s,n=6)
Table

 

1 Effect
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

Sal
 

on
 

the
 

survival
rate

 

of
 

HeLa
 

cells

Sal(μg/mL)
细胞存活率(%)
Cell

 

survival
 

rate

0 99.97±0.03
2.5 97.78±0.15*

5 92.23±0.21*

10 85.56±0.37*

20 80.33±0.26*

40 67.96±0.23*

80 60.51±0.27*

160 53.25±0.34*

320 52.84±0.28*

  注:与0
 

μmol/L
 

Sal比较,*P<0.05。

2 Sal对HeLa细胞增殖的影响

与对照组比较,Sal低剂量组、Sal中剂量组、Sal
高剂量组 HeLa细胞A450 值、EdU阳性细胞率降低,
且呈剂量依赖性(P<0.05);与对照组比较,EGF组

HeLa细胞A450 值、EdU阳性细胞率升高(P<0.05);
与Sal高剂量组比较,Sal高剂量+EGF组HeLa细胞

A450 值、EdU阳性细胞率升高(P<0.05),见图1和表

2。

表
 

2 各组HeLa细胞A450 值、EdU阳性细胞率变化比较(x±s,n=6)
Table

 

2 Comparison
 

of
 

A450
 

values
 

and
 

EdU
 

positive
 

cell
 

rates
of

 

HeLa
 

cells
 

in
 

different
 

groups
分组
Groups

A450 值

A450 value
EdU阳性细胞率(%)
EdU

 

positive
 

cell
 

rate
对照组 0.99±0.08 57.65±2.33

Sal低剂量组 0.86±0.08* 51.03±2.19*

Sal中剂量组 0.75±0.07*# 42.68±2.05*#

Sal高剂量组 0.47±0.04*#& 28.85±1.36*#&

EGF组 1.21±0.12* 63.34±2.55*

Sal高剂量+EGF组 0.78±0.07@ 46.68±1.95@

  注:*与对照组相比,*P<0.05;#与Sal低剂量组相比,P<
0.05;&与Sal中剂量组相比,P<0.05;@与Sal高剂量组相比,P<
0.05。

3 Sal对HeLa细胞迁移及侵袭的影响

与对照组比较,Sal低剂量组、Sal中剂量组、Sal
高剂量组HeLa细胞迁移及侵袭数目降低,且呈剂量

依赖性(P<0.05);与对照组比较,EGF组HeLa细胞

迁移及侵袭数目升高(P<0.05);与Sal高剂量组比

较,Sal高剂量+EGF组 HeLa细胞迁移及侵袭数目

升高(P<0.05),见图2和表3。
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图
 

1 HeLa细胞增殖的EdU染色结果图(200×)
Fig.1 EdU

 

staining
 

results
 

of
 

HeLa
 

cell
 

proliferation

图
 

2 HeLa细胞迁移及侵袭的Transwell检测结果(200×)
Fig.2 Transwell

 

detection
 

results
 

of
 

HeLa
 

cell
 

migration
 

and
 

invasion

4 Sal对HeLa细胞中PCNA、MIEN1、MMP-9
 

mRNA
表达变化的影响

与对照组比较,Sal低剂量组、Sal中剂量组、Sal
高剂 量 组 HeLa 细 胞 中 PCNA、MIEN1、MMP-9

 

mRNA表达降低,且呈剂量依赖性(P<0.05);与对

照组 比 较,EGF 组 HeLa细 胞 中 PCNA、MIEN1、

MMP-9
 

mRNA表达升高(P<0.05);与Sal高剂量组

比较,Sal高 剂 量+EGF 组 HeLa细 胞 中 PCNA、

MIEN1、MMP-9
 

mRNA表达升高(P<0.05),见表

4。

表
 

3 各组HeLa细胞迁移及侵袭数目变化比较(x±s,n=6)
Table

 

3 Comparison
 

of
 

changes
 

in
 

migration
 

and
 

invasion
 

numbers
of

 

HeLa
 

cells
 

in
 

each
 

group
分组
Groups

细胞迁移数目(个)
Number

 

of
 

cell
 

migration
细胞侵袭数目(个)

Number
 

of
 

cell
 

invasions
对照组 95.56±3.15 81.14±3.65

Sal低剂量组 84.43±2.93* 72.55±3.41*

Sal中剂量组 73.36±2.76*# 60.66±2.15*#

Sal高剂量组 42.23±2.02*#& 31.32±1.25*#&

EGF组 113.35±5.78* 91.83±4.15*

Sal高剂量+EGF组 78.25±3.13@ 65.58±2.34@

  注:*与对照组相比,*P<0.05;#与Sal低剂量组相比,P<

0.05;&与Sal中剂量组相比,P<0.05;@与Sal高剂量组相比,P<

0.05。

表
 

4 各组HeLa细胞中PCNA、MIEN1、MMP-9
 

mRNA
表达变化比较(x±s,n=6)

Table
 

4 Comparison
 

of
 

mRNA
 

expression
 

changes
 

of
 

PCNA,MIEN1,
and

 

MMP-9
 

in
 

HeLa
 

cells
 

of
 

different
 

groups
分组
Groups

PCNA
 

mRNA MIEN1
 

mRNA MMP-9
 

mRNA

对照组 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00
Sal低剂量组 0.91±0.07* 0.85±0.07* 0.81±0.07*

Sal中剂量组 0.75±0.06*# 0.69±0.06*# 0.63±0.06*#

Sal高剂量组 0.56±0.05*#& 0.41±0.05*#& 0.36±0.03*#&

EGF组 1.36±0.11* 1.43±0.12* 1.58±0.13*

Sal高剂量+EGF组 0.83±0.07@ 0.71±0.07@ 0.66±0.07@

  注:*与对照组相比,*x<0.05;#与Sal低剂量组相比,x<0.05;& 与Sal
中剂量组相比,x<0.05;@与Sal高剂量组相比,x<0.05。

5 Sal对HeLa细胞中 HPV18
 

E6、HPV18
 

E7蛋白及

FAK/MEK/ERK通路相关蛋白表达变化的影响

与对照组比较,Sal低剂量组、Sal中剂量组、Sal
高剂量组 HeLa细胞中 HPV18

 

E6、HPV18
 

E7、p-
FAK、p-MEK、p-ERK1/2蛋白表达降低,且呈剂量依

赖性(P<0.05);与对照组比较,EGF组HeLa细胞中

HPV18
 

E6、HPV18
 

E7、p-FAK、p-MEK、p-ERK1/2
蛋白表达升高(P<0.05);与Sal高剂量组比较,Sal
高剂量+EGF组 HeLa细胞中 HPV18

 

E6、HPV18
 

E7、p-FAK、p-MEK、p-ERK1/2蛋白表达升高(P<0.
05),见图3和表5。

讨 论

宫颈癌主要由高危型 HPV感染引起,是全球性

的重大负担[11]。
 

宫颈癌治疗的一个主要挑战在于由

HPV癌蛋白介导的肿瘤细胞逃避免疫监视的能力,可
有助于疾病的进展,导致临床预后不良[12]。

 

因此,开
发新的治疗干预措施至关重要。
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表
 

5 各组HeLa细胞中HPV18
 

E6、HPV18
 

E7、p-FAK、p-MEK、
p-ERK1/2蛋白表达变化比较(x±s,n=6)

Table
 

5 Comparison
 

of
 

protein
 

expression
 

changes
 

of
 

HPV18
 

E6,
HPV18

 

E7,p-FAK,p-MEK,and
 

p-ERK1/2
 

in
 

HeLa
 

cells
of

 

each
 

group
分组
Groups

HPV18
 

E6/
GAPDH

HPV18
 

E7/
GAPDH

p-FAK/
FAK

p-MEK/
MEK

p-ERK1/2/
ERK1/2

对照组 1.56±0.13 1.21±0.13 0.86±0.07 0.80±0.07 0.73±0.07
Sal低剂量组 1.21±0.10* 1.03±0.11* 0.72±0.07* 0.65±0.05* 0.61±0.05*

Sal中剂量组 1.03±0.09*# 0.85±0.07*# 0.63±0.06*# 0.50±0.04*# 0.40±0.04*#

Sal高剂量组 0.65±0.05*#&0.43±0.04*#&0.51±0.05*#&0.32±0.03*#&0.18±0.01*#&

EGF组 1.89±0.12* 1.39±0.10* 0.96±0.03* 0.92±0.05* 0.83±0.06*

Sal高剂量+
EGF组 1.15±0.12@ 0.92±0.08@ 0.66±0.05@ 0.53±0.04@ 0.43±0.04@

  注:*与对照组相比,*P<0.05;#与Sal低剂量组相比,P<0.05;& 与Sal中剂量组相比,P<0.05;
@与Sal高剂量组相比,P<0.05。

  A 对照组 B Sal低剂量组 C Sal中剂量组 D Sal高剂量
组 E EGF组 F Sal高剂量+EGF组

图
 

3 HeLa细胞中HPV18
 

E6、HPV18
 

E7、p-FAK、p-MEK、
p-ERK1/2蛋白表达的 Western

 

blot检测图

A Control
 

group B Sal
 

low-dose
 

group C Sal
 

medium
 

dose
 

group D Sal
 

high-dose
 

group E EGF
 

group F Sal
 

high-dose+
EGF

 

group
Fig.3 Western

 

blot
 

detection
 

of
 

HPV18
 

E6,HPV18
 

E7,p-FAK,
p-MEK,and

 

p-ERK1/2
 

protein
 

expression
 

in
 

HeLa
 

cells

天然产物因其作为新型治疗剂的潜在来源而在癌

症研究中获得了相当大的关注[13]。Sal是从红景天根

茎中分离得到的活性成分,其不仅具有抗缺氧、抗炎、
抗衰老、增强免疫力等功能,还具有免疫调节、抗癌等

多种药理作用[14]。相关研究表明,Sal可抑制宫颈癌

HeLa细胞增殖[15];Sal可抑制卵巢癌细胞增殖并促进

细胞凋亡[16]。以上研究表明了Sal的抗癌作用。本

研究结果与其是一致的,本研究显示,Sal可呈剂量依

赖性地抑制 HPV18阳性的人宫颈癌细胞 HeLa增

殖、迁移及侵袭。此外,对于 HPV致癌机制,HPV18
 

E6和HPV18
 

E7是重要的致癌蛋白,它们对于在细

胞中产生一系列变化至关重要,增加了有助于肿瘤发

展的突变[17-18];PCNA对于癌细胞中的DNA复制至

关重要,具有促进细胞增殖的作用[19];MIEN1、MMP-

9作为常见的评估细胞迁移与侵袭的标志物,对促进

细胞的迁移与侵袭能力至关重要[20-21]。本研究发现,

Sal可呈剂量依赖性地抑制 HPV18阳性的 HeLa中

HPV18
 

E6、HPV18
 

E7 蛋 白 及 PCNA、MIEN1、

MMP-9
 

mRNA表达,再次从分子水平上证实了Sal
可通过抑制细胞增殖、迁移及侵袭的方式抑制 HPV
阳性宫颈癌细胞发生发展。提示Sal可能成为治疗

HPV阳性宫颈癌的潜在有效药物之一。

FAK/MEK/ERK信号通路参与许多细胞功能,
包括细胞存活和迁移,抑制该通路已被证明可以阻止

多种类型细胞的迁移[22]。据报道,抑制FAK/MEK/

ERK通路可促进5-氟尿嘧啶诱导的结直肠癌细胞凋

亡[23]。本研究显示,与对照组比较,EGF组 HeLa细

胞中p-FAK、p-MEK、p-ERK1/2蛋白表达升高,细胞

增殖、迁移及侵袭能力增强,且EGF为FAK激活剂,
表明FAK/MEK/ERK通路确实参与了 HPV阳性宫

颈癌的发生与发展。此外,本研究还发现,Sal可呈剂

量依赖性地抑制 HPV18阳性人宫颈癌细胞 HeLa中

p-FAK、p-MEK、p-ERK1/2蛋白表达,推测Sal可能

通过抑制
 

FAK/MEK/ERK信号通路抑制 HPV阳性

宫颈癌细胞发生发展。为了验证该猜想是否与实际一

致,本研究用高剂量Sal和EGF共同处理 HPV18阳

性人宫颈癌细胞HeLa,结果显示,EGF减弱了高剂量

Sal对 HPV18阳性人宫颈癌细胞 HeLa发生发展的

抑制作用。证实了猜想的合理性。
综上所述,Sal可能通过抑制

 

FAK/MEK/ERK
信号通路抑制 HPV阳性宫颈癌细胞增殖、迁移及侵

袭,进而抑制肿瘤的发生发展。未进行体内动物实验

进一步验证该结论是否成立是本研究设计的不足之

一,后期将继续深入探究。
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