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摘要：宫颈癌是严重威胁女性生存安全的恶性肿瘤，化学药物作为治疗宫颈癌的主要手段之一，存在疗效不足而毒副作用较强的缺陷，研

发高疗效低毒性化疗药物仍是当前研究热点。本工作使用了代谢抑制药物氯苯甲嗪及 2-脱氧-D-葡萄糖联合的策略，研究了该治疗策略对

人宫颈癌细胞株 Hela 的抑制细胞生长、诱导凋亡的作用效果并探索了可能涉及的机制。通过 CCK8 法检测细胞增殖抑制，以及通过 EdU 标

记和检测方法检测细胞 DNA 复制速度的结果均表明，相比单独用药，氯苯甲嗪联合 2DG 可以有效抑制细胞的增殖、大大降低细胞 DNA 复

制速度。同时，我们检测到联合用药组 Hela 细胞出现大量死亡，通过 Annexin-V 凋亡检测方法也检测到联合用药组会导致超过 30%细胞凋

亡，大大高于单独用药组。在作用机制的研究上，我们观测到联合用药后细胞的葡萄糖代谢被有效抑制且出现 ATP 耗竭现象，这可能是导

致细胞凋亡的原因。以上结果表明氯苯甲嗪联合 2DG 可以有效抑制和杀伤宫颈癌细胞，可望成为治疗宫颈癌的新药物组合。 
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根据世界卫生组织国际癌症研究机构（IARC）公布的数据，宫

颈癌是女性恶性肿瘤发病率第四位的高发病率肿瘤，同时也是死亡

率第四位的肿瘤，严重威胁广大妇女的生命安全。当前宫颈癌的治

疗手段中，化疗药物治疗仍是主要治疗手段[1,2]，但常用的治疗药物

包括铂类药物、紫杉醇类药物、氟尿嘧啶等在疗效上尚存不足的同

时，均具有显著的神经毒性并可引发多种副作用[3,4]。而毒性相对较

低的靶向治疗药物多数价格昂贵难以负担。研发高疗效低毒性的化

疗药物仍是广大患者的急需。 

2-脱氧-D-葡萄糖（2DG）是人工合成的葡萄糖类似物，由于

其 2 位碳原子所连接的羟基被氢原子替代，2DG 无法被糖酵解途径

代谢，但却可以通过与葡萄糖竞争己糖激酶从而从起始步骤便抑制

了糖酵解途径的活性，有效降低细胞代谢葡萄糖的能力。由于多数

肿瘤细胞在代谢上表现出 warberg effect，即对葡萄糖代谢具有极度

的偏好，2DG 对糖酵解的抑制能力也被发现对肿瘤细胞具有针对

性，可以达到一定的治疗效果，在多种肿瘤的治疗，包括宫颈癌的

治疗中得到应用[5,6]。但是迄今为止，2DG 仍因为作用效果有限，剂

量限制等因素，未能得到广泛应用，更多的是作为辅助药物联合其

它化疗药物同使用。 

氯苯甲嗪是常见的抗晕动症药物，以其毒性和副作用小而成为

非处方药，得到广泛应用。近年来，氯苯甲嗪被发现具有抑制肿瘤

细胞生长的功能，其作用机制之一是阻断了线粒体的底物运输途

径，从而阻断了三羧酸循环过程，干扰了肿瘤细胞的物质循环与能

量产生的过程[7,8]，这一机制与 2DG 对糖酵解途径的抑制作用相结

合，可望达成对肿瘤细胞能量供应的全面阻断，从而抑制肿瘤细胞

生长，可望得到一个高效价的宫颈癌治疗药物组合。本工作将研究

这一组合用药策略对宫颈癌细胞的作用效果。 

一、材料与方法 

1.材料 

人宫颈癌细胞株 Hela 购自普诺赛公司。细胞培养用试剂，包

括 DMEM 培养液、胎牛血清、胰蛋白酶、PBS、青霉素链霉素双抗

均购自美国 Gibco 公司。氯苯甲嗪、2DG、台盼蓝、4%多聚甲醛等

试剂购自索莱宝公司。CCK8 检测试剂盒、EdU 标记和检测试剂盒、

ATP 检测试剂盒购自碧云天公司。葡萄糖检测试剂盒购自容盛公

司。 

2.方法 

（1）细胞培养：Hela 细胞培养于含 10%胎牛血清、1%双抗的

DMEM 培养基，置于 37°C、5％CO2 的细胞培养箱培养。培养至细

胞密度达到约 80％时，以 0.25％胰蛋白酶室温消化 2 分钟，1：10

进行传代。 

（2）CCK-8 法检测细胞数量：取对数生长期的 Hela 细胞稀释

成 50 个细胞/μl 培养液的细胞悬液接种于 96 孔板，每孔接种 100

μl，于 37°C 培养 24 小时后加入药物进行处理。分组如下：1.空

白组；2.氯苯甲嗪组，氯苯甲嗪终浓度分别为 40μM、80μM；3. 2DG

组，2DG 终浓度（2.5、4、10、20 mmol/L）；每组设 3 个复孔。分

别处理 24、48 小时后，去掉培养液，加入含 10%CCK-8 试剂的新

鲜培养液，37°C 培养 1 小时，测量在 450nm 波长处的吸光度，细

胞相对数量的计算公式为:细胞数量＝（实验组－空白组）/（对照

组－空白组）× 100％。 

（3）细胞台盼蓝计数法：细胞铺板和药物处理同 CCK8 法，

接受药物处理后，将培养液收集在 1.5ml 离心管中，在培养板每个

孔中加入 30μl 胰酶将细胞消化下来并收集到含对应培养液的离心

管中，充分混匀后加入 0.1 倍体积的台盼蓝，然后在显微镜下计数

无色和蓝色的细胞数目。无色细胞为活细胞，蓝色细胞为死细胞。 

（4）凋亡检测方法：细胞凋亡以 Annexin-V 染色方法进行检

测，细胞以 5X105 数目接终于 6 孔板如前进行处理，处理结束后收

集培养液于 5ml 流式样本管中，用胰酶将细胞消化下来并收集到对

应的样本管中，用冰预冷 PBS 洗涤细胞 2 次后，用试剂盒提供的

binding buffer 将细胞重悬，细胞密度为 1×106/ml。然后加入 1：100

的 Annexin-V-FITC 试剂，于室温避光孵育 15 分钟，然后以流式细

胞仪进行分析。 

（5）ATP 检测方法： 细胞以 5×105 数目接终于 6 孔板如前进

行处理，处理完成后在培养液中加入 1/10 体积的裂解液，反复吹打

以充分裂解细胞。收集裂解完成的裂解液，于 4C 12000g 离心 5 分

钟，收集上清，取 10ul 以 BCA 法检测蛋白质浓度，余下的用于 ATP

浓度检测。ATP 浓度检测的标准样品曲线使用 1nM，10nM，100nM，

1μM，10μMATP 标准品制备，于 96 孔板中每孔加入 100μlATP

检测试剂，室温避光放置 5 分钟后，加入 20μlATP 标准品或细胞

裂解液，混匀后于酶标仪上读取荧光强度，根据标准曲线计算出

ATP 浓度后，计算各样本 ATP 浓度：蛋白浓度的比值，然后设对

照组均值为 100%，计算各组细胞的相对 ATP 浓度。 

（6）葡萄糖检测方法： 细胞以 5×105 数目接终于 6 孔板如前

进行处理，处理完成后收集培养液上清，于 4C 12000g 离心 5 分钟，

收集上清，取 10μl 加入 1mlAssay buffer，于 30 度反应 10 分钟后

测量 505nm 处的吸光度。以试剂盒所提供的指控样本和标准样本获

得工作曲线，样本的葡萄糖浓度通过工作曲线计算获得。 

（7）EdU 标记和检测方法：细胞以 1×105 数目接种于预加有

15mm 盖玻片的 24 孔板中，如前进行处理，在处理结束后，加入

EdU 至终浓度为 10μM，将细胞在 37C 继续培养 30 分钟，然后以

4%多聚甲醛室温固定细胞20分钟，固定完成后以含0.3%TritonX100

的 PBS 进行 20 分钟的细胞通透，以 PBS 清洗玻片两次，然后加入

150ul 新鲜配置的 Click reaction solution, 室温避光孵育 30 分钟，以

PBS 清洗玻片两次，将玻片封装到载玻片上置荧光显微镜上拍摄照

片，照片以 Image J 软件对荧光染色的强度进行分析，选取一个具

有染色的细胞核以 free hand 工具紧贴细胞核的边缘将整个细胞核
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选取出来，以 analysis 工具获得该区域的平均荧光强度，每个实验

组各随机选取 40 个细胞进行分析。 

二、实验结果 

1.氯苯甲嗪和 2DG 联合使用可有效抑制 Hela 细胞生长。 

我们首先检测了氯苯甲嗪和 2DG 对 Hela 细胞生长的影响，如

图 1 A，B 所示，经过 72 小时的培养，氯苯甲嗪可以在 160μM 浓

度下对 Hela 细胞的生长产生明显抑制，而 2DG 则需要在 10mM 浓

度下才具有明显的作用效果。我们进一步选取了对细胞影响较小的

低浓度氯苯甲嗪及 2DG 进行了联合并测试效果，如图一 C、D 显示，

在联合作用 48、72 小时后，氯苯甲嗪和 2DG 的联合作用组均可以

显著抑制 Hela 细胞的生长，使得 CCK8 的读数显著降低。根据周氏

中效原理[10]计算可得联合用药指数（Combination Index，CI）为 0.7，

显示氯苯甲嗪和 2DG 具有协同效应。 

 
图 1. 氯苯甲嗪和 2DG 对 Hela 细胞增殖速度的影响。A 不同浓

度 2DG 作用于 Hela 细胞 72 小时，B 不同浓度氯苯甲嗪作用于 Hela

细胞 72 小时，C 氯苯甲嗪和 2DG 共同作用于 Hela 细胞 48 小时，

D 氯 苯 甲 嗪 和 2DG 共 同 作 用 于 Hela 细胞 72 小 时 。（ * ：

p<0.05;**:p<0.01 对比对照组） 

2.氯苯甲嗪和 2DG 联合使用可以有效降低 Hela 细胞的 DNA 复

制速度速。 

我们使用了 EdU 标记方法检测了联合用药对 Hela 细胞 DNA 复

制速度的影响。如图 2A 所示，未经处理的 Hela 细胞保持旺盛生长，

细胞可以快速进行 DNA 的复制，只需要进行 30 分钟的标记，就可

以在 Hela 细胞的细胞核中检测到强烈 EdU 染色。氯苯甲嗪在 80μ

M 下对 Hela 细胞影响较小，细胞核的 EdU 整合量较高，而 2mM 的

2DG 已经可以较明显的降低 Hela 细胞的 EdU 整合量。而在联合用

药组，只有少量细胞可以整合 EdU 且染色强度显著低于 2DG 组，

说明联合用药可以有效抑制 Hela 细胞的 DNA 复制速度，抑制细胞

的生长。 

  
A                         D 

  
C                               D 

E 

 
图 2 EdU 检测法检测氯苯甲嗪及 2DG 对 Hela 细胞 DNA 复制速

度的影响。A 对照组，B 氯苯甲嗪组，C 2DG 组， D 氯苯甲嗪+2DG

组。E EdU 染色的荧光强度量化分析。。（**:p<0.01 对比对照组） 

3.氯苯甲嗪和 2DG 联合使用可以有效杀死 Hela 细胞。 

我们首先使用台盼蓝计数的方法检测了氯苯甲嗪和 2DG 联合

使用对 Hela 细胞的杀伤效果，结果如图 3A 所示，在氯苯甲嗪和 2DG

联合使用时，Hela 细胞不仅生长速度受到极大抑制，细胞的死亡率

也大幅度上升。我们又进一步用 Annexin-V 染色方法检测细胞凋亡

的比例，结果如图 3B-G 显示，氯苯甲嗪和 2DG 联合使用可以诱导

Hela 细胞大量凋亡，凋亡数量大大高于单独用药组。 
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图 3 氯苯甲嗪和 2DG 联合作用引发 Hela 细胞死亡和凋亡的检

测。A。台盼蓝法检测 Hela 细胞死亡数。B-G Annexin-V 染色流式

细胞法检测 Hela 细胞凋亡。B 未染色组 C 对照组 D 氯苯甲嗪组 

E 2DG 组 F 联合用药组 G 细胞凋亡数据的量化分析。（*：

p<0.05;**:p<0.01 对比对照组） 

4.氯苯甲嗪和 2DG 联合使用导致 Hela 细胞代谢异常。 

Hela 细胞是具有 Warberg effect 的细胞，代谢偏好上偏向于葡

萄糖，当我们检测 Hela 细胞培养液中葡萄糖浓度时，结果如图 4A

所示，经 96 小时培养后，培液中的葡萄糖被大量消耗。但在 2DG

组中，培养液中的葡萄糖浓度依然较高，表明此浓度的 2DG 已经

足以抑制葡萄糖代谢，而氯苯甲嗪对葡萄糖代谢速度影响不大，但

在联合用药组葡萄糖代谢依然被显著抑制。我们又进一步检测 Hela

细胞中 ATP 的含量，结果如图 4B 所示，虽然 2DG 单独使用时已经

可以显著抑制 Hela 细胞的葡萄糖代谢，但细胞内 ATP 含量并没有

显著下降，单独使用氯苯甲嗪对 ATP 浓度也只有轻微影响。但当两

者联合使用时，细胞内 ATP 含量出现了显著下降，表明氯苯甲嗪和

2DG 在联合使用时可以有效抑制 Hela 细胞的能量代谢，使细胞处

于严重缺乏 ATP 的状态。 

 
图 4 氯苯甲嗪和 2DG 对 Hela 细胞的葡萄糖代谢及 ATP 水平的

影响。A 氯苯甲嗪和 2DG 对 Hela 细胞葡萄糖代谢的影响。B 氯苯

甲 嗪 和 2DG 对 Hela 细 胞 细 胞 内 ATP 含 量 的 影 响 。（ * ：

p<0.05;**:p<0.01 对比对照组） 

讨论 

在本工作中，我们发现，在使用较低剂量的 2DG 或氯苯甲嗪

单独作用于 Hela 细胞时，虽然细胞生长速度和 DNA 复制速度会受

到一定影响，但总体而言并不能有效抑制肿瘤细胞生长。但当 2DG

和氯苯甲嗪联合作用于 Hela 细胞时，细胞生长速度受到显著抑制，

DNA 复制速度也大大减慢。进一步的研究发现，联合用药可以导致

Hela 细胞大量死亡并显著诱导细胞的凋亡。造成 Hela 细胞死亡的

原因可能是因为联合用药严重干扰了细胞的能量代谢，造成细胞内

ATP 的耗竭，从而引发细胞凋亡。 

2DG 虽然是已经得到长期应用的化疗药物，并且具有毒性小、

副作用少等显著优点，但其最大的短板就是对肿瘤细胞的生长抑制

能力和杀伤能力低下，需要大剂量使用，不仅在给药方式上受到限

制。也增加了各种副作用，最终导致 2DG 的使用效果受到质疑。

导致 2DG 使用受限的原因在于，虽然 Warberg effect 是普遍存在于

肿瘤细胞的代谢异常现象，但肿瘤细胞内的线粒体依然具有代谢活

力，当肿瘤细胞的糖酵解途径受到阻碍时，细胞仍然具有重新启用

线粒体提供能量的能力。在我们的实验结果中，我们也发现，2mM

的 2DG 虽然可以大幅度减少 Hela 细胞消耗葡萄糖的能力，但细胞

内的 ATP 含量仍然能够维持在正常水平的 90%左右，这使得细胞

仍然可以具有足够能量维持细胞的正常生理功能。因此，使用其它

代谢抑制药物辅助 2DG，是提升 2DG 的效果，更有效抑制肿瘤细

胞生长并杀伤肿瘤细胞的重要方法。 

氯苯甲嗪是线粒体抑制剂，其作用机制是氯苯甲嗪通过抑制线

粒体的重要底物丙酮酸转运通路。由于氯苯甲嗪并不直接干扰线粒

体的主要代谢通路氧化磷酸化过程，因此氯苯甲嗪也并不表现出如

其它线粒体抑制剂，如抗霉素、罗藤酮等所表现出的严重的细胞毒

性。在高度依赖线粒体功能的神经细胞上，氯苯甲嗪甚至可以用作

神经细胞的保护剂，保护神经细胞免于线粒体损伤[11,12]。在本工作

中，我们的数据也表明低浓度下氯苯甲嗪对 Hela 细胞并不表现出

明显毒性，但是这并不表明氯苯甲嗪对 Hela 细胞没有作用，只是

Hela 细胞可以通过糖酵解途径获得大量能量，用以补偿线粒体功能

所受抑制，因此氯苯甲嗪的作用并不显著。但当使用氯苯甲嗪与

2DG 联合作用于 Hela 细胞时，同时阻断了糖酵解途径和线粒体功

能，Hela 细胞就失去了代偿能力，无法再维持能量供应，细胞内的

ATP 含量出现显著下降。由于 DNA 的复制过程是一个高度耗能的

过程，无论是碱基的合成还是 DNA 链的延伸均需消耗 ATP，当 ATP

供应不足时，DNA 复制就被有效抑制，肿瘤细胞的生长速度也就大

幅度下降。细胞持续处于缺乏能量的状态也是诱发细胞凋亡的主要

机制。在我们的结果中，联合用药组中出现了显著的细胞凋亡现象，

并且凋亡细胞的比例接近总死亡细胞比例，显示凋亡可能是导致

Hela 细胞死亡的主要机制，但还需要进一步的工作来加以验证。 

本工作的结果表明，凭借协同抑制代谢作用的机制，氯苯甲嗪

和 2DG 联合使用可以有效抑制宫颈癌细胞的生长，并诱导细胞凋

亡，其作用效果显著高于单独用药，展示出了非常优秀的治疗肿瘤

潜力，我们将在未来的工作中在动物模型上进一步研究该联合用药

方案的治疗效果。由于在低剂量使用时，氯苯甲嗪和 2DG 都是在

临床得到过长期应用的口服药，如果其效果可以得到证实，那么该

方案将具有易于推广、易于使用的显著优势，具有较大临床应用价

值。 
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