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摘要:目的：该研究旨在通过检测细胞增值活力、侵袭能力、迁移能力、蛋白表达等以探索柚皮素对宫颈癌 Hela 细胞抑制作用的机制。方法：

在不同浓度梯度柚皮素作用下，通过 Transwell 实验等法检测细胞侵袭能力，其后通过流式细胞术进行检测并分析细胞凋亡率，最后用蛋白

印迹法检测 PI3K､AKT 等相关蛋白的表达。结果：不同浓度柚皮素处理下的 Hela 细胞，经过上述方法以及统计学分析表明柚皮素在 PI3K/AKT

通路上可能起到抗宫颈癌的作用。结论：本研究结果揭示了柚皮素通过 PI3K/AKT 通路对宫颈癌具有治疗作用，为进一步的临床药物研究提

供了理论基础。 
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宫颈癌是全球女性癌症相关死亡的几大重要原因之一，在贫穷

国家中，宫颈癌的发病率仅次于肺癌[1]。据相关统计，在 2020 年,

因宫颈癌患者死亡的女性约 40 万多人,其发病率和死亡率有逐年不

｡断上升的趋势 其中 HPV 感染是宫颈癌的主要原因，当今世界上

的 HPV 疫苗只用于预防 HPV 的感染，在根源上并不能对宫颈癌的

患者产生确切的治疗效果。且外，常用的宫颈癌的主要治疗方法有

化疗、放疗和手术治疗[2]。对于尚未恶化的早期患者，通过手术治

疗，其 5 年生存率可以达到 100%，虽然治疗效果佳，但具有创伤

性。随着生活方式的增加，宫颈癌的发病年龄趋于提前，因为年轻

患者保持生育能力的意愿较强烈，对于此类患者，手术治疗并非首

选[3]。而放疗、化疗因其效果的局限性和其副作用而常被诟病，因

此，当经迫切需要一种新型安全、费用低廉的抗宫颈癌药物及其科

学高效的治疗方法，以提高宫颈癌患者的 5 年生存率和生活质量。

黄酮类化合物普遍存在于水果、蔬菜和一些中草药当中[4]。除了发

挥着生理功能外，也可在体内发挥多种生物活性，其中包括抗氧化、

抗炎、抗肥胖、抗病毒和抗癌活性。其中柚皮素主要存在于柑橘类

水果中。且已经有相关文献，证明柚皮素在不同浓度下对多种癌症

细胞的单层培养中具有细胞毒作用，如白血病、胰腺、乳腺、胃[5]。 

1 实验与方法 

1.1 实验及主要材料 

宫颈癌 HeLa 细胞由长沙医学院院士工作站实验室保存并提

供。柚皮素购自 Aladdin。DMEM 培养液 (美国 Gibco 公司); 0. 25% 

-EDTA 胰蛋白酶、 青链霉素( 北 京 索 莱 宝 科技有限公司); 

胎牛血清 (苏州依科赛生物科技股份有限公司, 批号 11H158); 

CCK-8 试剂盒。 

1.2 方法 

1.2.1 细胞培养及药物处理 

将 Hela 细胞放置于 DMEM 培养基中培养，并后续加入胰蛋白

酶消化传代，方便后续实验。培养条件为标准条件（5% CO2, 37°

C, 95% 湿度）。柚皮素溶解于 DMSO 中制备成 50mM 的储备溶液。

细胞分别以 0µM、50µM、100µM 和 200µM 的柚皮素浓度进行处理。 

1.2.2 细胞侵袭能力检测 

Transewell 实验：配置基质胶稀释并稀释基质胶后，在每一个

小室中加入稀释基质胶，放于 37 ℃条件下中 1.5 h；根据分组在每

小室中加入细胞，上室加入细胞悬液，下室加入 DMEN。将 24 孔

板放置于 37 ℃恒温细胞培养箱继续孵育 24 h；4% 的多聚甲醛溶

液固定 30 min，结晶。 

1.2.3 细胞凋亡能力检测 

流式细胞术检测各组 Hela 细胞凋亡取各组 Hela 细胞接种在 96

孔板中,37℃､5%CO2 条件下培养过夜,0.25%胰蛋白酶消化细胞,用 

PBS 缓冲液洗涤后,离心收集细胞,然后按照试剂盒说明书进行操作,

用流式细胞仪检测细胞凋亡情况 

1.2.4 Westernblot 

Western bolt 法：取上述培养的宫颈癌 Hela 细胞,离心后裂解,

再加入缓冲液｡测定蛋白浓度后提取总蛋白,并转移到 PVDF 膜上,

封闭 2 h 后加入 MMP9､PI3K､AKT、CASP3 抗体(稀释比例 1∶500),

常规孵育｡加入二抗后上机检测,内参蛋白为 GADPH,分析蛋白质表

达水平｡ 

1.2.5 统计学分析 

统计学处理：用 SPSS 22.0 分析数据，对于多组间比较使用单

因素方差分析，对于两组间比较进行 q 检验，设定 P<0.05 有统计

学意义。 

2 结果 

Transwell 侵袭实验显示，与对照组相比，预先孵育 24 小时后，
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柚皮素浓度逐渐增加的处理组中侵袭细胞数量显著减少。这些证据

表明，柚皮素可能抑制宫颈癌细胞的迁移和侵袭能力。为了评估柚

皮素对宫颈癌的影响，我们评估了其对 Hela 细胞形态和存活能力

的影响。在不同柚皮素浓度下孵育 24 小时后，我们在显微镜下记

录了 Hela 细胞的形态。我们的数据显示，柚皮素引发了细胞的形

态变化，包括收缩、圆化和凋亡。它还降低了 Hela 细胞的存活能

力。在流式细胞仪实验中，在 0µM、50µM、100µM 和 200µM 的柚

皮素处理下的 Hela 细胞凋亡率比较相比,在柚皮素浓度 0µM 、

50µM、100µM 和 200µM 组下，Hela 细胞凋亡率显著升高(P<0.05)

｡ 上述实验结果都表明着，柚皮素可能在某些方面上抑制宫颈癌

Hela 细胞的增殖、侵袭和迁移。为了进一步具体研究柚皮素在宫颈

癌进展中的分子机制，我们根据先前生信分析下 KEGG 富集分析和

分子对接的结果，对暴露于不同柚皮素浓度下的 Hela 细胞中的

MMP9、AKT 和 CASP3 蛋白表达水平进行了研究。结果显示，柚皮

素降低了 MMP9、PI3K 蛋白的表达水平，同时增强了 CASP3 的表

达水平。这些实验结果也都表明，柚皮素极有可能通过抑制

PI3K/AKT 通路发挥抗宫颈癌作用。 

3 讨论 

柚皮素是一是在各类中草药和水果都有广泛存在的黄酮类化

合物，且被认为是最重要的黄酮类化合物之一，其成分主要分布在

水果蔬菜如柠檬、橘子、马铃薯、佛手柑等[6]，从 20 世纪中国外学

者的初步研究到迄今为止，柚皮素已被发现有抗癌、抗氧化、抗炎

等大量药理作用，其中在柚皮素的抗肿瘤作用是近年来的研究热

点，已经有相当的研究表明，柚皮素在乳腺癌、胃癌、肝癌中有着

较为优异的抗癌成效[7]。在当今宫颈癌的治疗中，一直都缺少着治

疗效果佳、副作用少的药物。PI3K/AKT 信号通路发挥着至关重要

的调控作用且是近年来研究的热点[8]，有“抗细胞调亡途径”之称，

其在多种肿瘤细胞的增殖、分化、侵袭等过程中发挥重要作用[9]，

已有文献证明，宫颈癌中 PI3K/Akt 信号通路存在异常表达，可控制

宫颈癌的发生发展，可为临床提供新的治疗靶点。在本文实验结果

中，随着药物浓度的增加, 细胞形态开始呈现凋亡特征，凋亡细胞

数增加, 细胞凋亡率也逐渐升高，通过抑制 PI3K/AKT 信号通路通

路和降低了 MMP9 蛋白表达水平。 

4 结论 

综上所述, 柚皮素可通过抑制 PI3K/AKT 信号通路从而发挥抗

宫颈癌细胞的作用，阐述了一种柚皮素治疗宫颈癌的新机制，为后

续的新型安全、费用低廉的抗宫颈癌药物及其科学高效的治疗方法

的研发打下了坚实的临床基础。 
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