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根皮素调节YAP/TAZ信号通路对HPV阳性
宫颈癌细胞恶性进展的影响

鞠晓雨,魏茜雪*,王兰

(中国医科大学附属盛京医院,辽宁沈阳110022)

【摘要】 目的 探讨根皮素调节含有PDZ结合位点转录共激活因(YAP/TAZ)信号通路对 HPV阳性宫颈癌细胞恶性

进展的影响。 方法 体外培养 HPV16阳性宫颈癌SiHa细胞并分为根皮素低(40
 

μg/mL)、中(80
 

μg/mL)、高剂量组

(160
 

μg/mL)、激活剂组(160
 

μg/mL根皮素+YAP激活剂(PY-60)10
 

μmol/L)、抑制剂组(160
 

μg/mL根皮素+YAP抑

制剂(VTPF)5
 

μmol/L)和对照组。CCK-8实验检测细胞增殖;流式细胞术检测细胞凋亡;划痕试验检测细胞迁移;

Transwell检测细胞侵袭;Western
 

blot检测细胞YAP/TAZ信号通路及凋亡蛋白表达。 结果 相较于对照组,根皮素

低、中、高剂量组A450 值、细胞侵袭数目、划痕愈合率及YAP、TAZ、B淋巴细胞瘤-2(Bcl-2)表达下降,凋亡率和Bcl-2相

关X蛋白(Bax)表达增高,且各剂量组间差异显著(P<0.05)。相较于根皮素高剂量组,激活剂组 A450 值、细胞侵袭数

目、划痕愈合率及YAP、TAZ、Bcl-2表达增加,凋亡率和Bax表达下降(P<0.05),抑制剂组各指标水平相反。 结论 
根皮素可抑制 HPV阳性宫颈癌细胞迁移、侵袭和增殖,其机制可能与下调YAP/TAZ信号通路有关。
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【Abstract】 Objective To
 

investigate
 

the
 

impact
 

of
 

phloretin
 

on
 

the
 

malignant
 

progression
 

of
 

HPV
 

positive
 

cervical
 

cancer
 

cells
 

by
 

regulating
 

the
 

Yes-associated
 

protein/transcriptional
 

coactivator
 

with
 

PDZ-binding
 

motif
 

(YAP/TAZ)
 

signaling
 

pathway. Methods HPV16
 

positive
 

cervical
 

cancer
 

SiHa
 

cells
 

were
 

cultured
 

in
 

vitro
 

and
 

separated
 

intoa
 

low-
dose

 

phloretin
 

group
 

(40
 

μg/mL),a
 

medium-dose
 

phloretin
 

group
 

(80
 

μg/mL),a
 

high-dose
 

phloretin
 

group
 

(160
 

μg/

mL),an
 

activator
 

group
 

[160
 

μg/mL
 

phloretin+YAP
 

activator
 

(PY-60)
 

10
 

μmol/L],and
 

an
 

inhibitor
 

group
 

[160
 

μg/mL
 

Phloretin+YAP
 

inhibitor
 

(VTPF)
 

5
 

μmol/L]
 

and
 

a
 

control
 

group.
 

CCK-8
 

experiment
 

was
 

applied
 

to
 

detect
 

cell
 

proliferation.
 

Flow
 

cytometry
 

was
 

applied
 

to
 

detect
 

cell
 

apoptosis.
 

Scratch
 

test
 

was
 

applied
 

to
 

detect
 

cell
 

migration.
Invasion

 

was
 

detected
 

by
 

Transwell.The
 

expression
 

of
 

YAP/TAZ
 

signaling
 

pathway
 

and
 

apoptotic
 

proteins
 

in
 

cells
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot. Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

A450 value,number
 

of
 

cell
 

invasions,scratch
 

healing
 

rate,the
 

expression
 

of
 

YAP,TAZ,and
 

B
 

cell
 

lymphocyte
 

tumor
 

2
 

(Bcl-2)
 

were
 

increased
 

in
 

the
 

low-dose,medium-
dose,and

 

high-dose
 

phloretin
 

groups,the
 

cell
 

apoptosis
 

rate
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

Bcl-2
 

associated
 

X
 

protein
 

(Bax)
 

were
 

increased,and
 

there
 

were
 

significant
 

differences
 

among
 

each
 

dose
 

group(P<0.05).
 

Compared
 

with
 

the
 

high-dose
 

phloretin
 

group,the
 

A450 value,number
 

of
 

cell
 

invasions,scratch
 

healing
 

rate,the
 

expression
 

of
 

YAP,TAZ,and
 

Bcl-2
 

in
 

the
 

activator
 

group
 

were
 

obviously
 

increased,the
 

cell
 

apoptosis
 

rate
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

Bax
 

were
 

reduced
 

(P<0.05),

the
 

level
 

of
 

the
 

above
 

indicators
 

in
 

the
 

inhibitor
 

group
 

was
 

opposite. Conclusion Phloretin
 

can
 

inhibit
 

the
 

migration,

invasion
 

andproliferation
 

of
 

HPV
 

positive
 

cervical
 

cancer
 

cells,and
 

its
 

mechanism
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

down-regulation
 

of
 

YAP/TAZ
 

signaling
 

pathway.
【Keywords】 phloretin;YAP/TAZ;cervical

 

cancer;proliferation;apoptosis;migration;invasion

 *宫颈癌是发生在女性子宫颈部位最常见的妇科恶

性肿 瘤,其 主 要 发 病 因 素 为 人 乳 头 状 瘤 病 毒

(HPV)[1]。早期临床治愈率较高,预后效果较为理

想,但由于早期宫颈癌症状并不明显,多数患者发现时
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已为晚期[2]。晚期可能会出现多器官衰竭及远处转

移,治疗则相对困难[3]。因此,深入研究宫颈癌病理机

制,开发新药物治疗宫颈癌对于患者具有重要意义。
根皮素多分布在苹果等多汁水果的果根皮中,其具有

抗氧化、抗炎及抗癌等多种生物活性[4]。据报道,根皮

素可通过抑制癌细胞增殖和迁移来发挥抗癌作用[5]。
周立强等[6]研究表明根皮素可通过调控有氧糖酵解激

活AMPK-P53信号通路抑制结肠癌细胞增殖,促进细

胞凋亡。目前关于根皮素对 HPV阳性宫颈癌细胞的

调控作用却鲜有报道。含有PDZ结合位点转录共激

活 因 (Yes-associated
 

protein/transcriptional
 

coactivator
 

with
 

PDZ-binding
 

motif,YAP/TAZ)是

Hippo信号通路的下游靶点和关键效应器[7]。有研究

表明,YAP/TAZ通路通过调控肿瘤细胞增殖和凋亡

参与肿瘤的发生发展过程[8]。闫伟平等[9]研究发现辛

伐他汀可以通过抑制 YAP/TAZ通路诱导前列腺癌

细胞凋亡,抑制细胞增殖。但根皮素能否通过调节

YAP/TAZ信号通路影响 HPV阳性宫颈癌细胞的恶

性进展仍不明确。
本研究以 HPV16阳性宫颈癌SiHa细胞为研究

对象,探讨根皮素对SiHa细胞恶性进展的影响及其

与YAP/TAZ信号通路的关系。

材料与方法

1 材料和试剂

HPV16阳性宫颈癌SiHa细胞株(购自中国科学

院细胞库);根皮素(购自Sigma(美国)公司);CCK-8
试剂盒(购自经科化学(上海)公司);YAP激活剂PY-
60,美国 MedChemExpress公司;YAP抑制剂维替泊

芬(Verteporfin,VTPF),美国Selleck公司;兔源YAP
一抗,美国CST公司;兔源GAPDH一抗,深圳海思安

生物公司;兔源B淋巴细胞瘤-2(B-cell
 

lymphoma-2,

Bcl-2)、TAZ、Bcl-2相关 X蛋白(Bcl-2
 

Associated
 

X
 

Protein,Bax)一抗,上海碧云天生物公司;羊抗兔二抗

(HRP),美国Abcam公司。

2 方法

2.1 细胞培养与分组 HPV16阳性SiHa细胞复苏

后用含10%
 

FBS和1%双抗的α-MEM培养基,在37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱中培养。

SiHa细胞分为根皮素低、中、高剂量组、激活剂

组、抑制剂组和对照组。根皮素低、中、高剂量组分别

用40、80、160
 

μg/mL根皮素[10]处理48
 

h,激活剂组

用160
 

μg/mL
 

根皮素和10
 

μmol/LYAP激活剂PY-
60[11]处理48

 

h,抑制剂组用160
 

μg/mL根皮素和5
 

μmol/LYAP抑制剂VTPF[12])处理48
 

h,对照组正常

培养,不进行药物处理。

2.2 CCK-8法测定SiHa细胞增殖 将SiHa细胞接

种到96孔板(1×104 个/孔)。在37
 

℃条件下,将10
 

μLCCK-8试剂加入到处理48
 

h的细胞中,2
 

h后,用
酶标仪测量450

 

nm的吸光度(A450)。

2.3 流式细胞术测定 SiHa细胞凋亡收集处理48
 

h
的细胞,用PBS洗涤两次,在Annexin

 

V结合缓冲液

中轻轻重悬,在室温下用 Annexin
 

V-FITC/PI孵育。
流式细胞仪测定凋亡情况。

2.4 划 痕 实 验 测 量 SiHa细胞迁移细胞用含有

10%FBS的α-MEM在6孔板(1×106 个/孔)中培养。

48
 

h后用200
 

μL移液器枪头在细胞表面划痕,冲洗

去离体细胞后,换入无血清α-MEM 培养基,37
 

℃下

培养48
 

h,光镜下观察划痕情况。并根据公式[划痕

愈合率(%)=(0
 

h划痕宽度—48
 

h划痕宽度)/0
 

h划

痕宽度×100%]计算划痕愈合率(%)。

2.5 Transwell测定 SiHa细胞侵袭 Transwell上

室预涂有 Matrigel基质胶,向上室加入100
 

μL无血

清SiHa细胞重悬液(1×106 个/mL)。将500
 

μL含

有10%胎牛血清的α-MEM 添加到下室。37
 

℃、5%
 

CO2 培养24
 

h,细胞在4%多聚甲醛中固定30
 

min,用

0.1%结晶紫染色20
 

min,在光学显微镜计数随机5
个视野的侵袭细胞数。

2.6 Western
 

blot分析 YAP/TAZ信号通路及凋

亡蛋白表达用 RIPA 裂解缓冲液提取细胞总蛋白。

BCA法测定蛋白浓度。蛋白经SDS-PAGE分离,并
转至PVDF膜上,用脱脂奶粉室温封闭1

 

h,膜与一抗

孵育过夜(4
 

℃),其中一抗Bcl-2(1∶1500)、Bax(1∶
1500)、YAP(1∶1500)、TAZ(1∶1500)、GAPDH(1∶
1500)。再与二抗(1∶3000)室温孵育4

 

h。然后进行

ECL检测。使用Quantity
 

One软件分析免疫印迹的

密度。

3 统计分析

计量资料以平均值±标准差(x±s)表示,用

GraphPad
 

Prism
 

6软件进行统计分析。单因素方差

分析用于多组间的比较,进一步两两比较用SNK-q 检

验,P<0.05为差异有统计学意义。

结 果

1 各组SiHa细胞增殖情况比较

对照组、根皮素低剂量组、根皮素中剂量组、根皮

素高剂量组、激活剂组、抑制剂组SiHa细胞A450 值分

别为0.87±0.09、0.69±0.07、0.50±0.05、0.28±
0.03、0.62±0.06、0.17±0.02。相较于对照组,根皮

素低、中、高剂量组A450 值下降,且各剂量组间差异显

著(P<0.05);相较于根皮素高剂量组,激活剂组A450
值增加(P<0.05),抑制剂组A450 值下降(P<0.05)。
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2 各组SiHa细胞凋亡情况比较

对照组、根皮素低剂量组、根皮素中剂量组、根皮

素高剂量组、激活剂组、抑制剂组SiHa细胞凋亡率分

别为(7.22±0.68)%、(15.67±1.27)%、(22.58±
1.95)%、(31.42±2.64)%、(23.61±1.99)%和

(40.74±3.02)%。相较于对照组,根皮素低、中、高剂

量组凋亡率增加,且各剂量组间差异显著(P<0.05);
相较于根皮素高剂量组,激活剂组凋亡率下降(P<
0.05),抑制剂组凋亡率增加(P<0.05)(图1)。

图
 

1 流式细胞术检测各组SiHa细胞凋亡情况

Fig.1 Flow
 

cytometry
 

detection
 

of
 

SiHa
 

cell
 

apoptosis
 

in
 

each
 

group

3 各组SiHa细胞迁移情况比较

对照组、根皮素低剂量组、根皮素中剂量组、根皮

素高剂量组、激活剂组、抑制剂组SiHa细胞划痕愈合

率分别为(58.47±4.71)%、(47.79±3.82)%、(34.66
±3.02)%、(21.34±1.89)%、(36.57±3.16)%、
(14.19±1.23)%。相较于对照组,根皮素低、中、高剂

量组划痕愈合率下降,且各剂量组间差异显著(P<
0.05);相较于根皮素高剂量组,激活剂组划痕愈合率

增加(P<0.05),抑制剂组划痕愈合率下降(P<0.05)
(图2)。

图
 

2 划痕实验检测各组SiHa细胞迁移情况

Fig.2 Scratch
 

experiment
 

to
 

detect
 

the
 

migration
 

of
 

SiHa
 

cells
in

 

each
 

group

4 各组SiHa细胞侵袭情况比较

对照组、根皮素低剂量组、根皮素中剂量组、根皮

素高剂量组、激活剂组、抑制剂组SiHa细胞侵袭细胞

数目分别为84.79±7.38、69.79±6.17、48.66±
4.13、27.34±2.19、46.61±4.06、16.21±1.32。相较

于对照组,根皮素低、中、高剂量组侵袭细胞数目下降,

且各剂量组间差异显著(P<0.05);相较于根皮素高

剂量组,激活剂组侵袭细胞数目增加(P<0.05),抑制

剂组侵袭细胞数目下降(P<0.05)(图3)。

图
 

3 Transwell检测各组SiHa细胞侵袭情况

Fig.3 Transwell
 

detection
 

of
 

SiHa
 

cell
 

invasion
 

in
 

each
 

group

5 各组SiHa细胞YAP/TAZ通路及凋亡蛋白表达情

况比较

对照组、根皮素低剂量组、根皮素中剂量组、根皮

素高剂量组、激活剂组、抑制剂组SiHa细胞 YAP/

TAZ通路及凋亡蛋白表达结果见表1。
相较于对照组,根皮素低、中、高量组Bax蛋白表

达显著升高,YAP、TAZ和Bcl-2表达下降,且各剂量

组间差异显著(P<0.05);相较于根皮素高剂量组,激
活剂组Bax表达下降,YAP、TAZ和Bcl-2表达增加

(P<0.05),抑制剂组与之相反(P<0.05)(图4)。

表
 

1 各组SiHa细胞YAP/TAZ通路及凋亡蛋白表达比较
(x±s,n=5)

Table
 

1 Comparison
 

of
 

YAP/TAZ
 

pathway
 

and
 

apoptosis
 

protein
 

expression
 

in
 

SiHa
 

cells
 

of
 

different
 

groups

组别 YAP/GAPDH TAZ/GAPDH Bax/GAPDH Bcl-2/GAPDH

对照组 1.29±0.11 1.21±0.11 0.78±0.07 1.09±0.09
根皮素低剂量组 1.06±0.09α 0.91±0.09α 0.94±0.09α 0.88±0.08α

根皮素中剂量组 0.79±0.07α# 0.57±0.06α# 1.11±0.10α# 0.64±0.06α#

根皮素高剂量组 0.45±0.05α#& 0.31±0.03α#& 1.37±0.18α#& 0.32±0.04α#&

激活剂组 0.87±0.08* 0.61±0.06* 1.06±0.09* 0.66±0.06*

抑制剂组 0.28±0.03* 0.19±0.02* 1.56±0.13* 0.21±0.02*

  注:与对照组比较,αP<0.05;与根皮素低剂量组比较,#P<0.05;与根皮素中剂量组比

较,&P<0.05;与根皮素高剂量组比较,*P<0.05。

讨 论

宫颈癌位居妇科恶性肿瘤首位,严重危害女性生

命健康,从病理组织学来看,宫颈癌可分为鳞状细胞

癌、腺癌以及腺角化癌[13]。90%以上的宫颈癌都伴有

高危型HPV感染,临床常根据患者的病程采用以手

术和放疗为主,化疗为辅的综合治疗方案[14]。早期治
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疗预后较好,晚期预后则较差而且可能危害患者生命

健康[14]。因此,需要更深入地了解宫颈癌的发生发展

过程,寻找新药物改善宫颈癌患者预后,提高整体生存

率。

  A 对照组 B 根皮素低剂量组 C 根皮素中剂量组 D 根
皮素高剂量组 E 激活剂组 F 抑制剂组

图
 

4 各组SiHa细胞YAP/TAZ通路及凋亡蛋白表达情况

A Control
 

group B Low
 

dose
 

group
 

of
 

root
 

bark
 

extract C 
Root

 

bark
 

extract
 

medium
 

dose
 

group D High
 

dose
 

group
 

of
 

root
 

bark
 

extract E Activator
 

group F Inhibitor
 

group
Fig.4 YAP/TAZ

 

pathway
 

and
 

expression
 

of
 

apoptotic
 

proteins
in

 

SiHa
 

cells
 

of
 

each
 

group

目前,在寻找抗癌新药物过程中,天然化学物质成

为研究热点[15]。根皮素又称为三羟苯酚丙酮2,4,6-
三羟基-3-(4-羟基苯基)苯丙酮,是一种从苹果叶中提

取的黄酮类化合物[16]。有研究表明根皮素可通过阻

止G2/M 细胞周期促进癌细胞凋亡,降低癌细胞转

移[17]。本研究发现,不同剂量根皮素干预SiHa细胞

后,A450 值、细胞侵袭数、划痕愈合率及Bcl-2表达下

降,凋亡率及Bax表达增加,且剂量越高效果越好。
表明根皮素能够诱导宫颈癌细胞凋亡,阻碍迁移、侵袭

和增殖。

YAP/TAZ通路参与人体中多种生物学反应并发

挥着重要的调控作用[18]。据报道,HPV与YAP协同

作用可促进宫颈癌的发展,HPV编码的 HPV
 

E6可

抑制YAP的降解[19]。有研究表明,宫颈癌中下调

LATS1蛋白表达进而激活YAP,使其进入细胞核与

TEA结构域转录因子结合形成转录复合体,进而阻滞

细胞凋亡、诱导细胞增殖等过程,参与肿瘤发生发

展[20]。大量研究表明YAP/TAZ信号通路是肿瘤进

展的关键信号通路[21]。Cao等[22]研究表明木犀草素

可通过抑制 YAP/TAZ通路抑制三阴性乳腺癌症细

胞 上 皮 间 充 质 转 化 (Epithelial-Mesenchymal
 

Transition,EMT)和细胞迁移。本研究中,不同剂量

根皮素处理均可降低SiHa细胞 YAP、TAZ表达,且
各剂量组间差异显著。这就提示根皮素可能通过调控

YAP/TAZ通路抑制宫颈癌的病理过程。为证明这一

推测,本研究采用高剂量根皮素与YAP激活剂PY-60
和YAP抑制剂 VTPF联合干预SiHa细胞,结果显

示,相较于根皮素高剂量组,激活剂组的A450 值、侵袭

细胞数目、划痕愈合率及YAP、TAZ和Bcl-2表达增

加,凋亡率和Bax表达相较;抑制剂组各指标水平则

相反。表明抑制 YAP/TAZ通路可增强根皮素对

SiHa细胞恶性进展的抑制作用,激活 YAP/TAZ通

路可减弱根皮素对SiHa细胞恶性进展的抑制作用。
提示根皮素对SiHa细胞增殖、凋亡和迁移侵袭的作

用可能与下调YAP/TAZ通路有关。
综上,根皮素通过抑制YAP/TAZ通路抑制宫颈

癌细胞恶性进展。此研究为根皮素在宫颈癌领域的应

用提供了一定参考,但信号通路对癌症的调控极其复

杂,根皮素改善宫颈癌发生发展过程的其他机制还有

待深入探究。
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路径心理干预等优质护理,提升妊娠合并梅毒感染患

者的自护能力。护理工作人员可通过积极主动与患者

进行有效沟通,向患者科普妊娠梅毒相关知识,对患者

进行疏导安慰,改善及稳定患者情绪,帮助患者进行阻

断治疗,对整体促进母婴预后具有重要意义[17]。
综上所述,本地区妊娠合并梅毒感染患者临床特

征主要为具有梅毒既往感染病史、隐性梅毒感染,每年

检出人数主要集中于5~9月,每年检出人数主要集中

于26~40岁。不同年龄、不同产次、是否有梅毒既往

感染史、不同梅毒感染分期、是否接受治疗的患者可影

响不良妊娠结局的发生率。临床上可通过宣传教育、
健康知识科普及加强优质护理,改善妊娠合并梅毒感

染患者的预后效果。
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