
学 报
ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　２０１８，４９（５）：６１６－６２３

　收稿日期　２０１８０３１５　　通信作者　Ｔｅｌ：０５９７－２７９７２５５　Ｅｍａｉｌ：ｑｌｏｎｇｘｉｎ＠ｔｏｍｃｏｍ

基金项目　国家自然科学基金资助项目（Ｎｏ８１６０１６００）；闽西特色农产品精深加工公共服务平台资助项目（Ｎｏ２０１６ＬＹ０８）；福建省

自然科学基金资助项目（Ｎｏ２０１８Ｊ０１４５８）

千里光菲灵碱诱导 ＭＥＫ／ＥＲＫ１／２介导的宫颈癌细胞自噬效应

马景蕃
１，２，３
，张　燕１

，叶甘萍
１
，韦启良

１
，邱龙新

１，２，３

（１龙岩学院生命科学学院，龙岩 ３６４０１２；２预防兽医学与生物技术福建省高校重点实验室，龙岩 ３６４０１２；
３福建省家畜疫病防治与生物技术重点实验室，龙岩 ３６４０１２）

摘　要　探讨千里光菲灵碱对人宫颈癌ＨｅＬａ、Ｃａｓｋｉ细胞增殖、自噬的影响及其可能的作用机制。ＭＴＴ法检测千里光菲灵
碱对ＨｅＬａ、Ｃａｓｋｉ细胞增殖的影响；免疫荧光法检测ＧＦＰＬＣ３／ＨｅＬａ和ＧＦＰＬＣ３／Ｃａｓｋｉ两种细胞内自噬体的形成情况；免疫
印迹法检测千里光菲灵碱对自噬相关蛋白表达的影响；荧光共定位法检测自噬体与溶酶体的融合情况；建立荷宫颈癌

ＨｅＬａ、Ｃａｓｋｉ细胞移植瘤裸鼠模型，检测千里光菲灵碱对移植瘤生长的抑制作用。结果显示，千里光菲灵碱呈时间和剂量依
赖性抑制ＨｅＬａ、Ｃａｓｋｉ两种宫颈癌细胞的增殖；千里光菲灵碱可诱导ＨｅＬａ、Ｃａｓｋｉ细胞内自噬体的形成和ＬＣ３ＩＩ蛋白的增加
及Ｐ６２蛋白的减少，表明千里光菲灵碱可诱导ＨｅＬａ、Ｃａｓｋｉ细胞发生自噬；与单药千里光菲灵碱相比，千里光菲灵碱联合自
噬下游抑制剂氯喹（ＣＱ）显著增加了ＬＣ３ＩＩ及Ｐ６２的蛋白表达，同时荧光共定位显示千里光菲灵碱诱导的自噬体可与溶酶
体实现共定位，表明千里光菲灵碱可诱导完整自噬流；与单药千里光菲灵碱相比，千里光菲灵碱联合自噬上游抑制３甲基
腺嘌呤（３ＭＡ）剂显著增加了ＬＣ３ＩＩ的蛋白表达，显著降低了 ＨｅＬａ、Ｃａｓｋｉ细胞的存活率，表明抑制自噬可增强千里光菲灵
碱对宫颈癌细胞增殖的抑制作用；与单药千里光菲灵碱相比，千里光菲灵碱联合ＭＥＫ抑制剂显著降低了ＰＥＲＫ１／２的蛋白
表达，减少了自噬体的形成，表明千里光菲灵碱诱导的ＨｅＬａ、Ｃａｓｋｉ细胞自噬依赖于 ＭＥＫ／ＥＲＫ１／２途径；另外，千里光菲灵
碱可显著抑制宫颈癌细胞裸鼠皮下移植瘤的生长。
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　　在世界范围内，宫颈癌严重威胁着广大育龄妇
女的健康和生命，它是妇女第二常见的恶性肿瘤，

同时也是妇女发病和死亡的主要原因之一，近几年

其发病率呈现年轻化趋势［１］。目前，化疗是宫颈

癌患者主要治疗手段之一，但在临床上化疗产生的

耐药使得宫颈癌治疗失效和复发，如何克服宫颈癌

化疗耐药是其治疗面临的一大挑战［２］。

自噬是真核生物细胞内普遍存在的一种现

象，诸多研究表明［３］，自噬是一把双刃剑：一方

面，细胞通过自噬可以实现代谢需要和某些细胞

器的更新，起到细胞保护作用；另一方面，自噬也

可以诱导细胞发生自噬性死亡。随着人们对自

噬作用及其调控机制的深入研究，很多证据表

明［４］，自噬在肿瘤的发生发展及肿瘤治疗中起着

重要作用。

千里光菲灵碱（ｓｅｎｅｃｉｐｈｙｌｌｉｎｅ，ＳＥＮＥ）是一种
来源于菊科植物［Ｇｙｎｕｒａｓｅｇｅｔｕｍ（Ｌｏｕｒ）Ｍｅｒｒ］根
部的生物碱［５］，近年来，国内外学者对千里光菲

灵碱的抗肿瘤作用较为关注，研究表明千里光菲

灵碱能抑制多种肿瘤细胞的增殖［６］，但其抗肿瘤

的作用机制尚不明确，有待进一步研究。本研究

采用荧光共定位、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ等研究方法，观察
千里光菲灵碱对宫颈癌 ＨｅＬａ、Ｃａｓｋｉ细胞的影响，
并探讨其可能机制，为其进一步的临床应用提供

理论依据。

１　材　料

１１　药物与试剂
ＤＭＥＭ高糖培养基、胎牛血清均（美国Ｈｙｃｌｏｎｅ

公司）；千里光菲灵碱［成都德思特生物技术有限

公司，用二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）溶解］；ＭＴＴ试剂盒、
ＥＣＬ化学发光试剂（上海碧云天生物技术有限公
司）；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００、ＬｙｓｏｔｒａｋｅｒＲｅｄ（美国 Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；海藻糖（ｔｒｅｈａｌｏｓｅ，Ｔｒｅ）、３甲基腺嘌
呤 （３ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ，３ＭＡ）、氯 喹 （ｃｈｌｏｒｏｑｕｉｎｅ，
ＣＱ）、Ｕ０１２６（上海 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）。ＬＣ３抗体
（美国 Ｎｏｖｕｓ公司）；ＧＡＰＤＨ抗体（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司）；ｐ６２抗体（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）；
ＰＥＲＫｌ／２（Ｔｈｒ２０２／Ｔｈｒ２０４）及 ＴＥＲＫｌ／２抗体（美
国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）；其他试剂均为
市售分析纯。

１２　仪　器
酶标仪Ｅｌｘ８００型（美国Ｂａｋｅ公司）；ＣＦＭ５５０

倒置荧光显微镜（德国 Ｚｅｉｓｓ公司）；ＶｅｒｓａＭＡＸＴＭ

多功能酶标仪（美国 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ公司）；ＣＯ２
培养箱（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）。
１３　细胞株

人宫颈癌ＨｅＬａ、Ｃａｓｋｉ细胞株购于 ＡＴＣＣ，用含
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１０％的胎牛血清、青霉素和链霉素（各１００Ｕ／ｍＬ）的
ＤＭＥＭ培养液在３７℃，５％ＣＯ２的饱和湿度条件下进
行传代培养，当细胞处于对数生长期时用于实验。

１４　动　物
２５只雄性ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠购于上海斯莱克实验

动物公司，许可证号 ＳＣＸＫ（沪）２０１７０００５，体质量
１８～２０ｇ。

"

　方　法

２１　ＭＴＴ法检测细胞增殖
将ＨｅＬａ、Ｃａｓｋｉ细胞分别接种于９６孔板中，调

整细胞密度为每毫升 ６×１０４个细胞，培养 ２４ｈ
后，分对照组与实验组进行实验，对照组不加千里

光菲灵碱，实验组用浓度为２５、５０、１００、２００、４００、
８００、１０００μｍｏｌ／Ｌ的千里光菲灵碱分别处理细胞
２４、４８、７２ｈ，每组设 ６个重复。培养结束后加入
５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ液２０μＬ，在３７℃避光培养箱孵育
４ｈ后吸去上清液，再每孔中加入 ＤＭＳＯ１２０μＬ，
摇床轻微振荡１５ｍｉｎ，用酶标仪于５７０ｎｍ处测量
各孔的吸收度，并计算细胞存活率。细胞存活率

（％）＝（药物组吸收度／对照组吸收度）×１００。
２２　细胞转染及荧光显微镜观察

根据Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００转染试剂盒说明书，
将ＧＦＰＬＣ３质粒转染体系分别转入到 ＨｅＬａ、Ｃａｓｋｉ
细胞中，使用 Ｇ４１８筛选出具有稳定转染的 ＨｅＬａ、
Ｃａｓｋｉ细胞。将生长状态良好的 ＧＦＰＬＣ３／ＨｅＬａ、
ＧＦＰＬＣ３／Ｃａｓｋｉ细胞接种到 ２４孔板中，接种密度
为每孔３×１０５个细胞，培养２０ｈ后，对细胞进行
相应实验处理，处理结束后在倒置荧光显微镜下观

察ＧＦＰ聚集的产生情况并进行图片采集。
２３　ＬｙｓｏｔｒａｋｅｒＲｅｄ染色

用１００ｍｏｌ／Ｌ海藻糖（Ｔｒｅ）和 ２５０μｍｏｌ／Ｌ千
里光菲灵碱分别处理 ＧＦＰＬＣ３／ＨｅＬａ、ＧＦＰＬＣ３／
Ｃａｓｋｉ细胞 ２４ｈ后，加入 ７５ｎｍｏｌ／Ｌ的 Ｌｙｓｏｔｒａｋｅｒ
Ｒｅｄ染色２５ｍｉｎ，弃去上清液，经ＰＢＳ洗涤后，倒置
荧光显微镜观察染色情况并拍照。

２４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析
将对数生长期的ＨｅＬａ、Ｃａｓｋｉ细胞接种于６孔

板中，处理结束后，用 ＲＩＰＡ裂解液裂解细胞，提取
总蛋白，各组取蛋白样品 ３０μｇ上样，进行 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳，将蛋白转移到 ＰＶＤＦ膜上，于室温下
封闭１５ｈ，加入一抗４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ缓冲液

洗涤３次，二抗室温摇床孵育２ｈ，ＴＢＳＴ缓冲液洗
涤３次，ＥＣＬ化学发光试剂显影。
２５　裸鼠皮下移植瘤模型建立及抑制实验

将对数生长期的 ＨｅＬａ、Ｃａｓｋｉ细胞以每只１×
１０７个细胞的注射量分别接种于裸鼠右侧腋窝皮
下。当瘤体积达 ２００ｍｍ３时进行体内抑瘤实验。
将２５只荷瘤鼠均分为 ５组：对照组（生理盐水
组）、ＨｅＬａ细胞低剂量组（１ｍｇ／ｋｇ）、ＨｅＬａ细胞高
剂量组（５ｍｇ／ｋｇ）、Ｃａｓｋｉ细胞低剂量组（１ｍｇ／
ｋｇ）、Ｃａｓｋｉ细胞高剂量组（５ｍｇ／ｋｇ）。隔日灌胃，
共１４ｄ。每日观察荷瘤裸鼠的一般状况及皮下移
植瘤的生长状态。瘤体积（ｍｍ３）＝１／２长 ×宽２，

抑制率（％）＝（Ｖｃ－Ｖｔ）／Ｖｃ×１００，其中 Ｖｃ为对照
组平均瘤体积，Ｖｔ为各实验组平均瘤体积。
２６　统计分析

每项试验重复至少３次，实验结果 珋ｘ±ｓ表示，
单因素方差分析使用 ＳＰＳＳ２２０统计软件包，Ｐ＜
００５认为具有统计学差异。用 ＩｍａｇｅＯｎｅ软件对
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ图像进行定量分析。

#

　结　果

３１　千里光菲灵碱对 ＨｅＬａ、Ｃａｓｋｉ细胞增殖的
影响

图１结果显示，不同浓度的千里光菲灵碱分别
处理ＨｅＬａ、Ｃａｓｋｉ细胞２４、４８、７２ｈ后，千里光菲灵
碱对两种宫颈癌细胞增殖抑制作用均呈时间、剂量

依赖性。图１Ａ显示，当处理时间为２４、４８、７２ｈ，
千里光菲灵碱浓度分别为２００、１００、５０μｍｏｌ／Ｌ时
ＨｅＬａ细胞存活率与对照组均呈显著性差异（Ｐ＜
００５）。当ＨｅＬａ细胞培养２４、４８、７２ｈ的ＩＣ５０分别为
８８２８、４９４２、３３０６μｍｏｌ／Ｌ；图１Ｂ显示，当处理时
间为２４、４８、７２ｈ，千里光菲灵碱浓度分别为 ４００、
２００、１００μｍｏｌ／Ｌ时 Ｃａｓｋｉ细胞存活率与对照组均
呈显著性差异（Ｐ＜００５）。Ｃａｓｋｉ细胞培养２４、４８、
７２ｈ的ＩＣ５０分别为９２３３、６４６５、４５７６μｍｏｌ／Ｌ。
３２　千里光菲灵碱诱导宫颈癌细胞发生自噬

ＧＦＰＬＣ３／ＨｅＬａ、ＧＦＰＬＣ３／Ｃａｓｋｉ是稳定转染
并持续表达绿色荧光标签的人宫颈癌细胞系，当自

噬被激活后，ＧＦＰＬＣ３Ｉ就会被加工成 ＧＦＰＬＣ３
ＩＩ，聚集在自噬小体膜中，在荧光显微镜下，能够观
测到具有绿色荧光的点状聚集（自噬体）。图２Ａ，
Ｄ显示，分别处理 ＧＦＰＬＣ３／ＨｅＬａ、ＧＦＰＬＣ３／Ｃａｓｋｉ
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细胞２４ｈ后，对照ＤＭＳＯ组均不能引起两种人宫颈
癌细胞中出现ＧＦＰ的点状聚集，而经典的自噬诱导
剂海藻糖（Ｔｒｅ）组出现了明显的 ＧＦＰ点状聚集；用
不同浓度的千里光菲灵碱处理两种细胞２４ｈ后，出

现的绿色荧光点状聚集均呈现剂量依赖效应，即随

千里光菲灵碱处理浓度的增加，绿色荧光点状聚集

阳性细胞的比例增多。以上结果表明千里光菲灵碱

可能诱导了ＨｅＬａ及Ｃａｓｋｉ细胞发生自噬。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｓｅｎｅｃｉｐｈｙｌｌｉｎｅｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＨｅＬａｃｅｌｌｓ（Ａ）ａｎｄＣａｓｋｉｃｅｌｌｓ（Ｂ）（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）
 Ｐ＜００５， Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

　　为了进一步证实此结果，用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析
了自噬相关蛋白（ＬＣ３和 Ｐ６２）的表达情况。如图
２Ｂ所示，不同浓度的千里光菲灵碱处理 ＨｅＬａ细
胞２４ｈ后，经药物处理（２００、４００、８００μｍｏｌ／Ｌ）的
ＨｅＬａ细胞与对照（０μｍｏｌ／Ｌ）相比，其Ｐ６２／ＧＡＰＤＨ
比值显著降低，且呈浓度依赖性，而 ＬＣ３ＩＩ／ＬＣ３Ｉ
比值显著提高，亦呈浓度依赖性；２００μｍｏｌ／Ｌ的药
物处理Ｃａｓｋｉ细胞２４ｈ后，其 Ｐ６２／ＧＡＰＤＨ比值及
ＬＣ３ＩＩ／ＬＣ３Ｉ比值与对照（０μｍｏｌ／Ｌ）相比无显著
性差异，而４００和８００μｍｏｌ／Ｌ的药物处理Ｃａｓｋｉ细
胞２４ｈ后，其 Ｐ６２／ＧＡＰＤＨ比值与对照（０μｍｏｌ／
Ｌ）相比显著降低，且呈浓度依赖性，而 ＬＣ３ＩＩ／
ＬＣ３Ｉ比值显著提高，亦呈浓度依赖性（图 ２Ｅ）。
另外，４００μｍｏｌ／Ｌ的千里光菲灵碱分别处理 ＨｅＬａ
及 Ｃａｓｋｉ细胞不同时间后，Ｐ６２／ＧＡＰＤＨ比值和
ＬＣ３ＩＩ／ＬＣ３Ｉ比值与药物处理呈时间依赖性（图２
Ｃ，Ｆ）。以上结果均表明千里光菲灵碱能诱导宫颈
癌ＨｅＬａ及Ｃａｓｋｉ细胞发生自噬。
３３　千里光菲灵碱诱导宫颈癌细胞产生完整自噬流

将千里光菲灵碱（４００μｍｏｌ／Ｌ）与饱和浓度的
自噬的下游抑制剂氯喹（ＣＱ，５０μｍｏｌ／Ｌ）单独或联
合处理ＨｅＬａ及Ｃａｓｋｉ细胞２４ｈ后，与对照组相比，
氯喹单独处理组在两种细胞中均出现了显著的

Ｐ６２及 ＬＣ３ＩＩ的累积，说明氯喹阻断了 ＨｅＬａ及

Ｃａｓｋｉ细胞自噬下游底物的降解。与单独千里光菲
灵碱处理组相比，千里光菲灵碱联合氯喹处理组在

两种细胞中具有显著的 ＬＣ３ＩＩ及 Ｐ６２的蛋白累积
（图３Ａ，Ｃ），这说明千里光菲灵碱并没有阻断自
噬下游底物的降解。

随后，进一步用荧光共定位方法进行验证，

ＬｙｓｏｔｒａｋｅｒＲｅｄ是一种细胞碱性染料，它可以选择性
地给细胞内部的溶酶体染色，同时亦可指示溶酶体

的合成及活性［７］。如图３Ｂ，Ｄ显示，用１００ｍｍｏｌ／Ｌ
海藻糖和 ４００μｍｏｌ／Ｌ千里光菲灵碱分别处理
ＧＦＰＬＣ３／ＨｅＬａ和ＧＦＰＬＣ３／Ｃａｓｋｉ细胞２４ｈ，千里
光菲灵碱与阳性对照海藻糖一样，均能够诱导

ＨｅＬａ和Ｃａｓｋｉ细胞内出现绿色荧光点聚集（自噬
体），且这些荧光点聚集可与ＬｙｓｏｔｒａｋｅｒＲｅｄ染色的
溶酶体实现共定位。这进一步说明了千里光菲灵

碱不会干扰自噬体与溶酶体的融合。

３４　抑制自噬增强千里光菲灵碱对宫颈癌细胞增
殖的抑制作用

自噬对肿瘤细胞的增殖具有双重作用，为明确

千里光菲灵碱诱导的自噬与宫颈癌细胞增殖的关

系，将自噬抑制剂与千里光菲灵碱联合作用于ＨｅＬａ
和Ｃａｓｋｉ细胞。３甲基腺嘌呤（３ＭＡ）是一种通过抑
制Ⅲ型 ＰＩ３Ｋ复合物的自噬上游抑制剂［８］。将千

里光菲灵碱（４００μｍｏｌ／Ｌ）与自噬抑制剂 ３ＭＡ
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（５ｍｍｏｌ／Ｌ）单独或联合处理 ＨｅＬａ及 Ｃａｓｋｉ细胞
２４ｈ后，与对照组相比，３ＭＡ单独处理组在两种细
胞中均出现了显著的 ＬＣ３ＩＩ的累积，说明３ＭＡ阻
止了ＨｅＬａ和Ｃａｓｋｉ细胞自噬的发生。与单独千里
光菲灵碱处理组相比，千里光菲灵碱联合３ＭＡ处

理组在两种细胞中均具有更高的 ＬＣ３ＩＩ／ＬＣ３Ｉ比
值，呈极显著性差异（图 ４Ａ，Ｃ）。两种细胞活力
检测（图４Ｂ，Ｄ）表明，与单独千里光菲灵碱处理
组相比，千里光菲灵碱联合３ＭＡ处理组显著抑制
了两种细胞的增殖。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＳｅｎｅｃｉｐｈｙｌｌｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎＨｅＬａａｎｄＣａｓｋｉｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ：ＧｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｕｎｃｔａｉｎＨｅＬａｃｅｌｌｓ；Ｂ＆Ｃ：ＡｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎＨｅＬａｃｅｌｌｓ；Ｄ：ＧｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｕｎｃｔａｉｎＣａｓｋｉ
ｃｅｌｌｓ；Ｅ＆Ｆ：ＡｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎＣａｓｋｉｃｅｌｌｓ
Ｔｒｅ：Ｔｒｅｈａｌｏｓｅ（１００ｍｍｏｌ／Ｌ）；ＳＥＮＥ：ＳｅｎｅｃｉｐｈｙｌｌｉｎｅＳｃａｌｅｂａｒ＝２０μｍ
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＳｅｎｅｃｉｐｈｙｌｌｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｇｅｎｕｉｎｅａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎＨｅＬａａｎｄＣａｓｋｉｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ：ＡｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎＨｅＬａｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＣｏｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＧＦＰＬＣ３ｄｏｔｓａｎｄＬｙｓｏｔｒａｃｋｅｒＲｅｄｉｎＨｅＬａｃｅｌｌｓ；Ｃ：Ａｕｔｏ
ｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎＣａｓｋｉｃｅｌｌｓ；Ｄ：ＣｏｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＧＦＰＬＣ３ｄｏｔｓａｎｄＬｙｓｏｔｒａｃｋｅｒＲｅｄｉｎＣａｓｋｉｃｅｌｌｓ
Ｓｃａｌｅｂａｒ＝２０μｍ
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓＳＥＮＥｇｒｏｕｐ
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Ｆｉｇｕｒｅ４　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅａｎｔｉｔｕｍｏｒｅｆｆｅｃｔｏｆｓｅｎｅｃｉｐｈｙｌｌｉｎｅｏｎＨｅＬａａｎｄＣａｓｋｉｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３５）
Ａ：ＡｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎＨｅＬａｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＨｅＬａｃｅｌｌｓｖｉａｂｉｌｉｔｙ；Ｃ：ＡｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎＣａｓｋｉｃｅｌｌｓ；Ｄ：Ｃａｓ
ｋｉｃｅｌｌｓｖｉａｂｉｌｉｔｙ
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓＳＥＮＥｇｒｏｕｐ

３５　千里光菲灵碱诱导的宫颈癌细胞自噬依赖于
ＭＥＫ／ＥＲＫ１／２途径

为明确千里光菲灵碱诱导的自噬是否激活

ＭＥＫ／ＥＲＫ１／２途径，进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔ实验和免疫
荧光检测。Ｕ０１２６和ＰＤ９８０５９是ＭＥＫ特异性的磷
酸化抑制剂，而ＭＥＫ的活性抑制将直接导致 ＥＲＫ
的活性抑制［９］。将千里光菲灵碱（４００μｍｏｌ／Ｌ）与
Ｕ０１２６（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）／ＰＤ９８０５９（５０ｍｍｏｌ／Ｌ）单独或
联合处理ＨｅＬａ或 Ｃａｓｋｉ细胞２４ｈ后，与对照组相
比，单独千里光菲灵碱处理组在两种细胞中均出现

了显著的ＰＥＲＫ１／２蛋白累积，即千里光菲灵碱诱
导了ＥＲＫ的活化。而与单独千里光菲灵碱处理组
相比，千里光菲灵碱联合 Ｕ０１２６／ＰＤ９８０５９处理组
在两种宫颈癌细胞中均抑制了千里光菲灵碱诱导

的ＥＲＫ活化，两组呈极显著性差异，而 ＨｅＬａ及
Ｃａｓｋｉ细胞内部总ＥＲＫ蛋白含量没有明显变化（图
５Ａ，Ｂ，Ｄ，Ｅ）；同时，图 ５Ｃ，Ｆ表明，Ｕ０１２６／
ＰＤ９８０５９抑制了千里光菲灵碱在两种细胞中诱导
的自噬体形成。综上，千里光菲灵碱诱导的细胞自

噬激活了ＭＥＫ／ＥＲＫ１／２途径。

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＡｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｄｕｃｅｄｂｙｓｅｎｅｃｉｐｈｙｌｌｉｎｅａｃｔｉｖｅＭＥＫ／ＥＲＫ１／２ｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙｉｎＨｅＬａａｎｄＣａｓｋｉｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ＆Ｂ：ＥＲＫｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎＨｅＬａｃｅｌｌｓ；Ｃ：ＧｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｕｎｃｔａｉｎＨｅＬａｃｅｌｌｓ；Ｄ＆Ｅ：ＥＲＫｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎＣａｓｋｉｃｅｌｌｓ；
Ｆ：ＧｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｕｎｃｔａｉｎＣａｓｋｉｃｅｌｌｓ
Ｓｃａｌｅｂａｒ＝２０μｍ
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓＳＥＮＥｇｒｏｕｐ
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３６　千里光菲灵碱对荷瘤鼠移植瘤生长的抑制
作用

如图６所示，各处理荷瘤鼠肿瘤体积均显著小
于对照组的瘤体积，接种 ＨｅＬａ细胞并灌胃千里光
菲灵碱低剂量组（１ｍｇ／ｋｇ）的抑瘤率为２２９７％，
接种 ＨｅＬａ细胞并灌胃千里光菲灵碱高剂量组
（５ｍｇ／ｋｇ）的抑瘤率为３３２２％，接种Ｃａｓｋｉ细胞并
灌胃千里光菲灵碱低剂量组（１ｍｇ／ｋｇ）的抑瘤率
为１８３７％，接种 Ｃａｓｋｉ细胞并灌胃千里光菲灵碱
高剂量组（５ｍｇ／ｋｇ）的抑瘤率为２７６８％。

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

$

　讨　论

传统中药活性物质的抗肿瘤研究越来越受到

研究学者们的关注。本研究表明，千里光菲灵碱可

以抑制人宫颈癌 ＨｅＬａ及 Ｃａｓｋｉ细胞的增殖，且其
抑制作用呈时间、剂量依赖性。因对后续细胞自噬

及其机制研究均需细胞具有一定活力，故本研究根

据千里光菲灵碱对两种细胞作用２４ｈ的 ＩＣ５０，选
取了２００、４００、８００μｍｏｌ／Ｌ３个浓度进行实验。

自噬是细胞质内出现的一种自我保护过程，其

在维持细胞发育及肿瘤发生发展中发挥着重要作

用。大量研究表明，很多抗肿瘤药物如麦冬皂苷

Ｂ［１０］、盐酸青藤碱［１１］等可以不同程度地诱导肿瘤

细胞发生自噬。Ｌｉｕ等［６］研究表明，千里光菲灵碱

可以抑制肿瘤细胞的增殖，但其是否能诱导人宫颈

癌细胞发生自噬及其机制尚无报道。当细胞内自

噬被激活后，微管相关蛋白 ＬＣ３Ｉ就会被加工成
ＬＣ３ＩＩ，并最终被溶酶体融合降解，Ｐ６２蛋白可与微
管相关蛋白 ＬＣ３结合并被降解［１２］。因此，二者常

被选作细胞发生自噬的标志蛋白。本研究结果显

示，千里光菲灵碱处理ＨｅＬａ及Ｃａｓｋｉ细胞后，出现
了明显的ＧＦＰ点状聚集，另外，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验表
明，千里光菲灵碱可以促进ＬＣ３Ｉ向ＬＣ３ＩＩ蛋白转
换，同时，Ｐ６２蛋白累积减少。这些结果均表明千
里光菲灵碱诱导ＨｅＬａ及Ｃａｓｋｉ细胞发生了自噬。

自噬是一个完整的过程，包括双层分隔膜的产

生，双层分隔膜包裹待降解物形成自噬体，自噬体

与溶酶体融合，降解自噬底物。当自噬性降解被抑

制，如自噬体与溶酶体融合被阻或溶酶体功能受

损，均可导致细胞内出现自噬现象。因此，实验中

出现的ＧＦＰ点状聚集、ＬＣ３ＩＩ蛋白的累积并不能
说明细胞是否发生了完整自噬。氯喹是细胞发生

自噬的下游抑制剂，主要通过改变溶酶体的ｐＨ，阻
断自噬体与溶酶体的融合从而阻止自噬底物的降

解，饱和浓度的氯喹（５０μｍｏｌ／Ｌ）可以完全抑制自
噬底物的降解［１３］。本研究的研究结果表明，在饱

和浓度的氯喹完全抑制自噬的同时，千里光菲灵碱

可进一步促进Ｐ６２和 ＬＣ３ＩＩ蛋白在 ＨｅＬａ及 Ｃａｓｋｉ
细胞内的累积。此外，荧光共定位实验表明，千里

光菲灵碱诱导的ＧＦＰ点聚集可与ＬｙｓｏｔｒａｋｅｒＲｅｄ染
色的溶酶体实现共定位，表明了自噬体与溶酶体融

合形成了自噬溶酶体。因此，本研究认为千里光菲

灵碱可诱导ＨｅＬａ及Ｃａｓｋｉ两种宫颈癌细胞发生完
整的自噬流。

自噬是一种高度动态的过程，其在肿瘤的发

生、发展中具有两面性。为了明确千里光菲灵碱诱

导的自噬是导致自噬性死亡还是导致细胞对千里

光菲灵碱的耐药性增加，本研究使用了自噬抑制剂

３ＭＡ，３ＭＡ是一种蛋白激酶抑制剂，它主要作用于
细胞内的Ⅲ类磷脂酰肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ），而 ＰＩ３Ｋ
是激活自噬上游一种重要的激酶，最近许多研究

者［１４］发现其与抗肿瘤药物联合作用可增加药物对

肿瘤细胞的敏感性。本研究的研究结果表明，３ＭＡ
可促进 ＬＣ３ＩＩ蛋白在 ＨｅＬａ及 Ｃａｓｋｉ细胞内的累
积，同时，千里光菲灵碱联合３ＭＡ具有更为显著的
ＬＣ３ＩＩ蛋白累积。ＭＴＴ细胞增殖实验表明，自噬
上游抑制剂３ＭＡ提高了千里光菲灵碱对 ＨｅＬａ及
Ｃａｓｋｉ细胞增殖的抑制作用。表明自噬导致了宫颈
癌细胞对千里光菲灵碱的抗肿瘤作用降低，自噬阻

断可使千里光菲灵碱对宫颈癌细胞增殖的抑制作用

增加，这与大多数中药活性成分抗肿瘤研究相一

致［１５］，即自噬减弱了抗肿瘤药物的抗肿瘤作用，使
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得药物的耐药性增加，抑制自噬可以提高药物对肿

瘤细胞的敏感性，增加对肿瘤细胞增殖的抑制作用。

细胞外调节蛋白激酶（ＥＲＫ），可以感知细胞
内外的信号刺激，其与细胞的增殖、转分化等现象

关系密切［１６－１７］。众多研究结果显示，ＥＲＫ信号途
径参与对细胞自噬的调节。为了进一步明确千里

光菲灵碱诱导宫颈癌细胞发生自噬的分子机制，本

研究对 ＭＥＫ／ＥＲＫ１／２信号途径中的关键蛋白
ＥＲＫ进行了研究。结果表明千里光菲灵碱诱导的
ＨｅＬａ及 Ｃａｓｋｉ细胞自噬激活了 ＭＥＫ／ＥＲＫ１／２途
径。另外，抑制自噬提高千里光菲灵碱对 ＨｅＬａ及
Ｃａｓｋｉ细胞的抗肿瘤效果是否与促进细胞凋亡有关
还需做进一步研究。本研究选用宫颈癌 ＨｅＬａ及
Ｃａｓｋｉ细胞裸鼠皮下移植瘤为实验模型，进一步探讨
千里光菲灵碱对移植瘤生长的抑制作用。结果表

明，千里光菲灵碱的高剂量组（５ｍｇ／ｋｇ）的抑瘤效果
最好。

综上所述，千里光菲灵碱可以抑制人宫颈癌

ＨｅＬａ、Ｃａｓｋｉ细胞的增殖，并能诱导完整的自噬流，
抑制细胞自噬可增强千里光菲灵碱的抗肿瘤作用，

千里光菲灵碱诱导的宫颈癌细胞自噬激活了

ＭＥＫ／ＥＲＫ１／２信号通路，千里光菲灵碱可显著抑
制宫颈癌细胞裸鼠皮下移植瘤的生长，这为千里光

菲灵碱对人宫颈癌的临床治疗提供了实验依据和

理论基础。
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