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　　［摘要］　目的　观察吉祥草中甾体皂苷 ＲＣＥ４对宫颈癌裸鼠移植瘤的抑制作用。方法　采用传
统方法分离鉴定ＲＣＥ４。将０．３ｍＬＣａｓｋｉ（４×１０７／ｍＬ）细胞悬液接种于裸鼠右侧后腿背部皮下，建立宫
颈癌移植瘤模型，然后按瘤体积大小随机分为模型组、紫杉醇（１０ｍｇ／ｋｇ）和ＲＣＥ４（２５、５０、１００ｍｇ／ｋｇ）
组，１次／ｄ给药，连续４周，末次给药的次日处死裸鼠，称量裸鼠体质量、瘤质量，测量肿瘤体积，计算抑
瘤率。光镜下观察移植瘤组织形态学变化，ＴＵＮＥＬ染色测定细胞凋亡率，免疫组化检测肿瘤组织中
ＣＯＸ２表达，荧光定量ＰＣＲ测定移植瘤组织中Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｃａｓｐａｓｅ９ｍＲＮＡ表达，计算Ｂｃｌ２／
Ｂａｘ值，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测移植瘤组织中Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达。结果　ＲＣＥ４（２５、５０、１００ｍｇ／ｋｇ）可明显降
低宫颈癌裸鼠移植瘤的体积和瘤质量（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），上调 Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３和 Ｃａｓｐａｓｅ９ｍＲＮＡ表
达，下调Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达和 ＣＯＸ２、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达及 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ值（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。结论　
ＲＣＥ４对宫颈癌裸鼠移植瘤的生长具有显著抑制作用，其机制可能与其上调 Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ９、Ｃａｓｐａｓｅ３
的表达和下调Ｓｕｒｖｉｖｉｎ、Ｂｃｌ２、ＣＯＸ２的表达有关。
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ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌ，ａｎｄｒｅｄｕｃｅｄｔｈｅＢｃｌ２／Ｂａｘｒａｔｉｏ（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＲＣＥ４ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
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　　吉祥草为百合科吉祥草属植物 Ｒｅｉｎｅｃｋｉａｃａｒｎｅａ
（Ａｎｄｒ．）Ｋｕｎｔｈ的干燥的全草，又名观音草、玉带草、小
叶万年青等，具有清肺止咳、凉血止血、解毒利咽的功

效，民间主要用于肺热咳嗽、咯血、吐血、衄血、便血、咽

喉肿痛、目赤翳障痈肿疮疖等［１］。研究表明吉祥草的

化学成分主要含有甾体皂苷类、萜类、黄酮类，此外还

含有一些微量元素、脂肪酸、生物碱等成分［２］。我们

前期研究发现其乙酸乙酯部位和其中甾体皂苷ＲＣＥ４
均具有良好的人宫颈癌 Ｃａｓｋｉ细胞增殖抑制活性，初
步证实线粒体途径可能是其诱导 Ｃａｓｋｉ细胞凋亡的重
要途径之一［３］。本研究拟在此基础上通过裸鼠宫颈

癌Ｃａｓｋｉ移植瘤模型，观察ＲＣＥ４对裸鼠Ｃａｓｋｉ细胞移
植瘤的抑制作用，并探寻其可能的机制，以期为其用于

宫颈癌的临床治疗提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　人宫颈癌Ｃａｓｋｉ细胞株由三峡大学肿瘤微环境与
免疫治疗湖北省重点实验室王艳林教授惠赠。雌性

ＢＡＬＢ／ｃｎｕ裸鼠３０只，６～８周龄，体质量２０～２２ｇ，
由北京维通利华实验动物有限公司提供，生产许可证

号：ＳＣＸＫ（京）２０１２０００１。吉祥草药材采自湖北省长
阳土家族自治县乐园乡，经三峡大学生物与制药学院

杨进副教授鉴定为 Ｒｅｉｎｅｃｋｉａｃａｒｎｅａ（Ａｎｄｒ．）Ｋｕｎｔｈ。
ＲＰＭＩ１６４０（Ｇｉｂｃｏ公司），胎牛血清（四季青公司），
ＨＥＰＥＳ、胰蛋白酶（Ａｍｒｅｓｃｏ公司），ＴＵＮＥＬ试剂盒
（Ｒｏｃｈｅ公司），Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ９、Ｃａｓｐａｓｅ３和
ＧＡＰＤＨ（上海生工公司，表１），ＣＯＸ２和 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ一抗
（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司），βａｃｔｉｎ抗体（博奥森公司），羊
抗兔二抗（中杉金桥公司），蛋白抽提试剂盒、ＥＣＬ发
光试剂盒、蛋白含量测定试剂盒（碧云天公司），其余

试剂为市售分析纯。

表１　荧光定量ＰＣＲ引物序列

基因 引物序列 片段长度（ｂｐ）

Ｂｃｌ２
上游５′ＴＧＴＧＧＣＣＴＴＣＴＴＴＧＡＧＴＴＣＧ３′

下游５′ＴＣＡＣＴＴＧＴＧＧＣＴＣＡＧＡＴＡＧＧ３′
２８０

Ｂａｘ
上游５′ＧＣＧＴＣＣＡＣＣＡＡＧＡＡＧＣＴＧＡＧ３′

下游５′ＡＣＣＡＣＣＣＴＧＧＴＣＴＴＧＧＡＴＣＣ３′
３１１

Ｃａｓｐａｓｅ３
上游５′ＴＴＴＧＴＴＴＧＴＧＴＧＣＴＴＣＴＧＡＧＣＣ３′

下游５′ＧＡＴＧＴＴＣＴＧＧＡＧＡＧＣＣＣＣＧ３′
４００

Ｃａｓｐａｓｅ９
上游５′ＣＣＣＡＣＡＣＡＧＡＴＧＣＴＧＴＴＴＡＣＣＡＴ３′

下游５′ＧＣＡＣＡＡＣＡＡＡＧＣＡＣＴＴＣＡＴＣＣＴＣ３′
１５３

ＧＡＰＤＨ
上游５′ＧＧＧＡＧＣＣＡＡＡＡＧＧＧＴＣＡＴＣＴＣ３′

下游５′ＣＣＡＴＧＣＣＡＧＴＧＡＧＣＴＴＣＣＧＴＴＣ３′
３５３

１．２　ＲＣＥ４的分离
　　将干燥的吉祥草根茎切成小段，用 ９５％乙醇在
６５℃回流提取３次，每次２ｈ，将３次的提取液合并，
回收乙醇，得深棕色浸膏，然后加入适量蒸馏水，混悬

至浸膏完全溶解。依次用石油醚、乙酸乙酯、水饱和的

正丁醇萃取，回收萃取液，得石油醚部位、乙酸乙酯部

位和正丁醇。然后取乙酸乙酯部位浸膏硅胶柱层析，

采用氯仿甲醇＝１５∶１梯度洗脱，经甲醇重结晶即得。
１．３　模型的制备及给药
　　取对数生长的 Ｃａｓｋｉ细胞，ＰＢＳ稀释，制成 ４×
１０７／ｍＬ的细胞悬液。裸鼠局部皮肤消毒后，将细胞悬
液０．３ｍＬ注射于裸鼠右侧后腿背部皮下。待肿瘤体
积达到１００～２００ｍｍ３后，将造模成功的动物按瘤体积
大小分为５组：模型组（灌胃给予０．５％羧甲基纤维素
钠溶液）、紫杉醇（皮下注射１０ｍｇ／ｋｇ）和ＲＣＥ４（灌胃
给予２５、５０、１００ｍｇ／ｋｇ）组，１次／ｄ，连续４周。
１．４　观察裸鼠成瘤情况及一般状态
　　每天观察裸鼠的精神状态、活动力、进食量、饮水
量、肿瘤生长情况、大便形态等。每３天测量１次裸鼠
体质量、饮食量、饮水量。分组后第２天开始测量各组
移植瘤的长度（Ｌ）和宽度（Ｗ），每３天测量１次，肿瘤体

７７４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（５）



积（Ｖ）＝（Ｌ×Ｗ２）／２。以观测时间（ｄ）作为横轴，瘤体
积的均值（ｍｍ３）为纵轴绘制移植瘤生长曲线［４］。

１．５　称量瘤质量和计算抑瘤率
　　末次给药的次日颈椎脱臼法处理裸鼠，将肿瘤完
整剥离，称量各组肿瘤质量，按照公式计算抑瘤率：抑瘤

率＝［１－（治疗组瘤质量／模型组瘤质量）］×１００％。
１．６　肿瘤组织形态学观察
　　剥取肿瘤组织后，取 ２ｍｍ×２ｍｍ肿瘤组织用
４％多聚甲醛溶液固定，石蜡包埋，切片，ＨＥ染色，在
光学显微镜下观察肿瘤组织形态学变化。

１．７　ＴＵＮＥＬ检测肿瘤组织细胞凋亡
　　取肿瘤组织切片经脱蜡后，滴加蛋白酶 Ｋ
（２０μｇ／ｍＬ），室温放置２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次，然后滴
加ＴＵＮＥＬ反应液（酶液：标记液 ＝１：９），３７℃孵育
１ｈ，ＰＢＳ洗涤 ３次后，滴加 ＰＯＤ液，３７℃再次孵育
３０ｍｉｎ。ＰＢＳ洗涤３次，ＤＡＢ显色（９０ｓ），苏木精复染
５ｍｉｎ，中性树脂封片。在低倍镜下选取细胞均匀分布
的视野，然后在高倍镜下随机选取０．０４ｍｍ２的１０个
视野计算肿瘤组织中阳性细胞数［５］。

１．８　免疫组化检测肿瘤组织中ＣＯＸ２表达
　　取肿瘤组织切片常规脱蜡至水后，将整个架子放
入枸橼酸盐缓冲液中，微波炉加热至沸腾后断电，间隔

５～１０ｍｉｎ，反复１～２次，室温自然冷却后用 ＰＢＳ洗
３遍，每次洗完静置５ｍｉｎ，擦干。滴加３％ Ｈ２Ｏ２，以液
体覆盖整个组织为准，室温５～１０ｍｉｎ，以灭火内源性
酶。ＰＢＳ洗３遍，每次洗完静置５ｍｉｎ，擦干。滴加５％
ＢＳＡ封闭液，室温２０ｍｉｎ，甩去多余的水，不洗。滴加
适当稀释的一抗，４℃过夜，ＰＢＳ洗３遍，每次洗完静
置５ｍｉｎ，擦干。滴加二抗，室温放置３０ｍｉｎ。ＰＢＳ洗
３遍，每次洗完静置５ｍｉｎ，擦干。滴加 ＳＡＢＣ，室温放
置３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗 ３遍，每次洗完静置 ５ｍｉｎ，擦干。
ＤＡＢ显色（１～２ｍｉｎ），苏木精复染５ｍｉｎ，中性树脂封
片，然后在光学显微镜下采用半定量积分综合计量法

分析各个实验组移植瘤细胞中 ＣＯＸ２的蛋白表达。
具体方法依照李龙等［６］报道进行。

１．９　实时定量 ＰＣＲ检测肿瘤组织中 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、
Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｃａｓｐａｓｅ９ｍＲＮＡ表达

　　按照 ＲＮＡ提取试剂盒说明书，提取肿瘤组织
ＲＮＡ，反转录为 ｃＤＮＡ。在反应管中加入 ＳＹＢＲ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ（２Ｘ）１２．５μＬ，１０μｍｏｌ／ＬＰＣＲ上游
引物ｒ和ＰＣＲ１０μｍｏｌ／Ｌ下游引物ｒ各１μＬ，ｃＤＮＡ模
板２μＬ，灭菌蒸馏水８．５μＬ，最终反应体系为２５μＬ。
将样品放入实时定量 ＰＣＲ扩增仪中按９５℃预变性
３０ｓ、９５℃变性５ｓ、退火３０ｓ、７２℃延伸２０ｓ条件扩增
３０次。利用ＰＣＲ仪汇出扩增曲线，进行结果分析。
１．１０　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肿瘤组织中Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达
　　按照蛋白质提取试剂盒说明书，提取肿瘤组织蛋

白，进行蛋白定量后，加样品缓冲液煮沸５ｍｉｎ，各取
２０μＬ加样；１０％聚丙烯酰胺凝胶，在１２０Ｖ、２８ｍＡ条
件下电泳１．５ｈ；１００ｍＡ条件下ＰＶＤＦ膜转膜３ｈ；５％
脱脂牛奶封闭，滴加Ｓｕｒｖｉｖｉｎ一抗（１∶２００），４℃过夜；
用含０．１％ Ｔｗｅｅｎ２０的ＴＢＳ冲洗５ｍｉｎ×３次，再加二
抗（１∶１０００）室温下孵育 ２ｈ，用 ０．１％ ＴＢＳＴ冲洗
１５ｍｉｎ×３次，ＥＣＬ发光检测，Ｘ线片显影，扫描图像，
测得各条带的灰度值，以 βａｃｔｉｎ为内对照标准化后，
比较其表达量的变化。

１．１１　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件，计量资料以珋ｘ±ｓ表示，
组间比较用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计
学意义。

２　结果

２．１　ＲＣＥ４的结构鉴定
　　ＲＣＥ４波谱数据：１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，Ｃ５Ｄ５Ｎ）δ
０８５（３Ｈ，ｓ，Ｈ１８），１．３４（３Ｈ，ｓ，Ｈ１９），１．１５（３Ｈ，ｓ，
Ｈ２１），１．０８（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝６．５Ｈｚ，Ｈ２７），１．７６（３Ｈ，
ｄ，Ｊ＝６．１Ｈｚ，ＣＨ３Ｒｈａ），６．６３（１Ｈ，ｓ），５．１１（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝
７３Ｈｚ）；１３ＣＮＭＲ（１００ＭＨｚ，Ｃ５Ｄ５Ｎ）δ：７５．９（Ｃ１），
２７．３（Ｃ２），６７．３（Ｃ３），３４．２（Ｃ４），３１．８（Ｃ５），２６．４
（Ｃ６），２６．４（Ｃ７），３５．６（Ｃ８），４２．０（Ｃ９），３９．４（Ｃ
１０），２１．４（Ｃ１１），４０．３（Ｃ１２），４０．７（Ｃ１３），５６．４（Ｃ
１４），３２．２（Ｃ１５），８１．３（Ｃ１６），６２．９（Ｃ１７），１６．７（Ｃ
１８），１９．４Ｃ１９），４２．５（Ｃ２０），１４．９（Ｃ２１），１０９．７（Ｃ
２２），２６．３（Ｃ２３），２６．２（Ｃ２４），２７．３（Ｃ２５），６５．１（Ｃ
２６），１６．３（Ｃ２７），９８．１（ｘｙｌ，Ｃ１），７６．９（ｘｙｌ，Ｃ２），７９２
（ｘｙｌ，Ｃ３），７１．６（ｘｙｌ，Ｃ４），６７．４（ｘｙｌ，Ｃ５），１０１．９
（ｒｈａ，Ｃ１），７２．０（ｒｈａ，Ｃ２），７２．２（ｒｈａ，Ｃ３），７４．５
（ｒｈａ，Ｃ４），６９．９（ｒｈａ，Ｃ５），１８．８（ｒｈａ，Ｃ６）。该化合
物为无色针状结晶，分子式 Ｃ３８Ｈ６２Ｏ１２，鉴定该化合物
为（１β，３β，５β，２５Ｓ）螺甾烷１，３二醇１［αＬ鼠李糖
（１→２）βＤ木吡喃糖苷］（图１，简称ＲＣＥ４）。
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图１　ＲＣＥ４的化学结构

２．２　ＲＣＥ４对宫颈癌移植瘤裸鼠一般状态的影响
　　Ｃａｓｋｉ细胞接种裸鼠８ｄ后，裸鼠右侧后腿背部出
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现黄豆大小的移植瘤，２０只裸鼠全部成瘤，用药前各组
间平均肿瘤体积大小差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），提
示宫颈癌肿瘤模型成功，９ｄ起开始给药。实验期间各
组裸鼠精神状态良好，每天的进食、饮水及二便均正常。

２．３　ＲＣＥ４对宫颈癌裸鼠移植瘤生长的影响
　　治疗期间，测量移植瘤大小，计算瘤体积，绘制移
植瘤生长曲线图（图２）。各实验组裸鼠移植瘤的体积
均随着时间延长有不同程度的增大；模型组的增长速

度明显快于紫杉醇和ＲＣＥ４治疗组；各治疗组无论是
自身前后比较还是与同时间的模型组比较，差异均有

统计学意义（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），而且 ＲＣＥ４给药组
呈现出较好的量效关系。
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与同时间点模型组比较
图２　各组宫颈癌裸鼠移植瘤生长情况

２．４　ＲＣＥ４对宫颈癌裸鼠移植瘤瘤质量和抑瘤率的
影响

　　模型组裸鼠移植瘤体积和肿瘤质量最大，用紫杉
醇（１０ｍｇ／ｋｇ）和ＲＣＥ４（２５、５０、１００ｍｇ／ｋｇ）治疗后，瘤
质量均出现了明显的减小，与模型组比较具有统计学

差异（Ｐ＜０．０１，表２、图３）。

表２　各组宫颈癌裸鼠移植瘤瘤质量和抑瘤率比较（ｎ＝６）

组别
瘤体积

（ｃｍ３，珋ｘ±ｓ）

瘤质量

（ｇ，珋ｘ±ｓ）
抑瘤率

（％）

模型组 ３．２５±２．４０ ３．０１１±０．１７１ －

１０ｍｇ／ｋｇ紫杉醇组 ０．５１±０．３６ ０．５８５±０．０９３ａ ８０．５７

２５ｍｇ／ｋｇＲＣＥ４组 １．７２±１．５１ １．９３９±０．２５３ａ ３５．６０

５０ｍｇ／ｋｇＲＣＥ４组 １．１３±０．８０ １．４３４±０．５４５ａ ５２．３７

１００ｍｇ／ｋｇＲＣＥ４组 ０．８０±０．０７ ０．９３４±０．６０２ａ ６８．９８

ａ：Ｐ＜０．０１，与模型组比较

２．５　ＲＣＥ４对宫颈癌裸鼠移植瘤组织形态学的影响
　　ＨＥ染色观察显示，模型组裸鼠移植瘤组织中肿
瘤细胞生长迅速，染色质增多，核体积明显增大，呈

２个或多个，核仁轮廓清晰；用紫杉醇（１０ｍｇ／ｋｇ）和
ＲＣＥ４（２５、５０、１００ｍｇ／ｋｇ）治疗后，可见肿瘤细胞皱
缩，细胞质浓缩，细胞核染色质向边缘聚集，并伴随有

成片的红染坏死区域，而且随 ＲＣＥ４剂量的增加，其
作用效果更为明显（图４）。
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Ａ：模型组；Ｂ：紫杉醇组；Ｃ：１００ｍｇ／ｋｇＲＣＥ４组
图３　各组宫颈癌裸鼠移植瘤大小观察
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Ａ：模型组；Ｂ：紫杉醇组；Ｃ：１００ｍｇ／ｋｇＲＣＥ４组
图４　各组宫颈癌裸鼠移植瘤组织形态学观察　（ＨＥ×４００）
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２．６　ＲＣＥ４对宫颈癌裸鼠移植瘤组织细胞凋亡的影响
　　紫杉醇组和ＲＣＥ４组（２５、５０、１００ｍｇ／ｋｇ）裸鼠移
植瘤细胞凋亡率分别为、（７０．３３±５．６９）％、（２６．１７±
７．３８）％、（４９．７７±４．８２）％、（６１．０６±６．３６）％，与模
型组（１５．９６±４．５７）％比较差异有统计学意义（Ｐ＜
００５，Ｐ＜０．０１），且随ＲＣＥ４剂量的增加，其作用效果
更为明显。由图５可见，凋亡细胞主要表现为细胞核
固缩成均一致密物，呈棕黄色。模型组阳性反应区域

较少，多呈蓝色；用紫杉醇（１０ｍｇ／ｋｇ）和 ＲＣＥ４（２５、
５０、１００ｍｇ／ｋｇ）和治疗后，可见凋亡细胞明显增多，且
随着ＲＣＥ４剂量的增加，其作用效果更为明显。
２．７　ＲＣＥ４对宫颈癌裸鼠移植瘤组织中 ＣＯＸ２蛋白

表达的影响

　　ＣＯＸ２蛋白表达为细胞质呈棕黄色颗粒，紫杉醇
组（０．３３±０．５２）和 ＲＣＥ４（２５、５０、１００ｍｇ／ｋｇ）组（分
别为１．００±０．８９、０．６７±０．８２、０．５０±０．５５）ＣＯＸ２蛋
白表达量明显减少，与模型组（２．５０±０．５５）比较差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５、Ｐ＜０．０１，图６）。
２．８　ＲＣＥ４对宫颈癌裸鼠移植瘤组织中 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ

ｍＲＮＡ表达的影响
　　由表３可知，模型组裸鼠移植瘤组织中Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ
表达水平明显增加，ＢａｘｍＲＮＡ表达水平明显降低；用

紫杉醇（１０ｍｇ／ｋｇ）和ＲＣＥ４（２５、５０、１００ｍｇ／ｋｇ）治疗
后，Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达和 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ值明显降低，Ｂａｘ
ｍＲＮＡ表达明显升高，与模型组比较差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），而且其改善作用随剂量的增
加而增强。

表３　各组宫颈癌裸鼠移植瘤组织中Ｂｃｌ２、ＢａｘｍＲＮＡ
表达（ｎ＝４，珋ｘ±ｓ）

组别 Ｂｃｌ２／ＧＡＰＤＨ Ｂａｘ／ＧＡＰＤＨ Ｂｃｌ２／Ｂａｘ
模型组 ０．６５７±０．０３６ ０．３６７±０．０３４ １．７９４±０．０７２
１０ｍｇ／ｋｇ紫杉醇组 ０．３２７±０．０４０ｂ ０．６３４±０．０４５ｂ ０．５１４±０．０３２ｂ

２５ｍｇ／ｋｇＲＣＥ４组 ０．５０２±０．０６４ａ ０．４９６±０．０５３ａ １．０１０±０．０４６ｂ

５０ｍｇ／ｋｇＲＣＥ４组 ０．４２７±０．０３３ｂ ０．５７４±０．０６５ｂ ０．７４６±０．０３３ｂ

１００ｍｇ／ｋｇＲＣＥ４组 ０．３７９±０．０３２ｂ ０．６１１±０．０７３ｂ ０．６２２±０．０３１ｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与模型组比较

２．９　ＲＣＥ４对宫颈癌裸鼠移植瘤组织中 Ｃａｓｐａｓｅ３、
Ｃａｓｐａｓｅ９ｍＲＮＡ表达的影响

　　由表４可见，模型组裸鼠移植瘤组织中 Ｃａｓｐａｓｅ
３、Ｃａｓｐａｓｅ９ｍＲＮＡ表达水平明显降低；用紫杉醇
（１０ｍｇ／ｋｇ）和ＲＣＥ４（２５、５０、１００ｍｇ／ｋｇ）治疗后，上
述异常表达得到有效的逆转，与模型组比较差异有统

计学意义（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），且随 ＲＣＥ４剂量的增
加，其作用效果更为明显。
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Ａ：模型组；Ｂ：紫杉醇组；Ｃ：１００ｍｇ／ｋｇＲＣＥ４组；箭头示凋亡细胞
图５　各组宫颈癌裸鼠移植瘤组织细胞凋亡观察　（ＴＵＮＥＬ×４００）
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Ａ：模型组；Ｂ：紫杉醇组；Ｃ：１００ｍｇ／ｋｇＲＣＥ４组；箭头示ＣＯＸ２蛋白表达
图６　ＲＣＥ４对宫颈癌裸鼠移植瘤组织中ＣＯＸ２蛋白表达的影响　（×４００）
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表４　各组宫颈癌裸鼠移植瘤组织中Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９
ｍＲＮＡ表达（珋ｘ±ｓ，ｎ＝４）

组别 Ｃａｓｐａｓｅ３／ＧＡＰＤＨ Ｃａｓｐａｓｅ９／ＧＡＰＤＨ
模型组 ０．４０８±０．０６０ ０．３６０±０．０５４
１０ｍｇ／ｋｇ紫杉醇组 ０．７０２±０．０７６ｂ ０．６２２±０．０６４ｂ

２５ｍｇ／ｋｇＲＣＥ４组 ０．５５２±０．１０３ａ ０．４６８±０．０７２ａ

５０ｍｇ／ｋｇＲＣＥ４组 ０．６１８±０．０６２ｂ ０．５３８±０．０９４ｂ

１００ｍｇ／ｋｇＲＣＥ４组 ０．６５６±０．０５２ｂ ０．５６１±０．０４３ｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与模型组比较

２．１０　ＲＣＥ４对宫颈癌裸鼠移植瘤组织中 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋
白表达的影响

　　由图７可见，模型组裸鼠移植瘤组织中 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ
蛋白表达水平明显升高；用紫杉醇（１０ｍｇ／ｋｇ）和
ＲＣＥ４（２５、５０、１００ｍｇ／ｋｇ）治疗后，Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达
水平明显降低，与模型组比较差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５，Ｐ＜０．０１），且随ＲＣＥ４剂量的增加，其作用效果
更为明显。
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Ａ：移植瘤组织 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达；Ｂ：半定量分析；１：模型

组，２：紫杉醇组，３：２５ｍｇ／ｋｇＲＣＥ４组，４：５０ｍｇ／ｋｇＲＣＥ４

组，５：１００ｍｇ／ｋｇＲＣＥ４组；ａ：Ｐ＜０．０１，与模型组比较

图７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组宫颈癌裸鼠移植瘤组织中

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达

３　讨论

　　本实验用Ｃａｓｋｉ细胞皮下移植建立宫颈癌移植瘤
模型，发现模型组肿瘤生长迅速，肿瘤组织中 ＣＯＸ２、
Ｂｃｌ２、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达水平明显增加，Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３、
Ｃａｓｐａｓｅ９表达水平明显降低；用紫杉醇和ＲＣＥ４治疗
后，可显著抑制移植瘤的生长和逆转移植瘤组织中

ＣＯＸ２、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９的异
常表达。表明 ＲＣＥ４对宫颈癌裸鼠移植瘤的生长具
有显著抑制作用。

　　近年靶向 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ成为肿瘤防治的重要措施之
一［７－８］。本实验中模型组移植瘤组织中 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白
表达水平明显升高；用紫杉醇和 ＲＣＥ４治疗后，其表
达水平明显降低，实验结果与 Ｃｈｅｎ等［９］的报道一致。

作为细胞凋亡通路的重要靶标之一，Ｓｕｒｖｉｖｉｎ需要和下
游的多种信号通路相结合，组成系列完整的信号网络

来实现调控细胞凋亡的进程，比如：死亡受体、线粒体

途径，细胞周期蛋白等［８］。

　　作为细胞凋亡信号通路的重要靶蛋白 Ｂｃｌ２家
族，其Ｂｃｌ２、Ｂｃｌｘ等抗凋亡蛋白和Ｂａｘ、Ｂａｄ等促凋亡
蛋白组成上游与 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ衔接的信号通络，掌控着细
胞的命运；而 Ｃａｓｐａｓｅ蛋白激酶家族则在细胞凋亡通
路的下游发挥调控作用，它们组成 ＳｕｒｖｉｖｉｎＢｃｌ２家
族Ｃａｓｐａｓｅ蛋白激酶家族信号调节通路，调控细胞凋
亡的进程［１０］。当Ｓｕｒｖｉｖｉｎ介导的 Ｂｃｌ２家族的抗凋亡
蛋白和凋亡蛋白平衡体系被打破后，Ｂｃｌ２、Ｂａｘ等表达
及Ｂｃｌ２／Ｂａｘ值将出现异常变化，其结果是线粒体膜
通透性改变，使得细胞质中细胞色素Ｃ、凋亡蛋白酶活
化因子１的表达异常，进而使得 Ｃａｓｐａｓｅ９、Ｃａｓｐａｓｅ３
等出现异常表达，导致细胞凋亡紊乱［１１－１２］。本研究发

现，宫颈癌裸鼠移植瘤组织中 Ｂｃｌ２表达水平明显增
加，Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９表达水平明显降低；用紫
杉醇和ＲＣＥ４治疗后，与模型组比较可显著降低Ｂｃｌ２
ｍＲＮＡ表达水平，升高 Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９ｍＲＮＡ
表达水平及降低 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ值；本结果与其降低宫颈
癌裸鼠移植瘤体积和瘤质量、肿瘤组织形态学分析和

ＴＵＮＥＬ法分析细胞凋亡的结果一致。本研究表明，抑
制Ｂｃｌ２家族和 Ｃａｓｐａｓｅ蛋白激酶家族的异常表达可
能是ＲＣＥ４治疗肿瘤的重要作用机制之一。
　　ＣＯＸ分为 ＣＯＸ１、ＣＯＸ２两种亚型，其中 ＣＯＸ１
是属于结构性表达，ＣＯＸ２为诱导性表达。在正常情
况下，ＣＯＸ２鲜见表达，然而当机体受到外源或内源刺
激时，常被激活［１３］。近年研究发现，ＣＯＸ２的高表达，
与许多肿瘤肿瘤（如肝癌、胃癌、前列腺癌、宫颈癌、肺

癌等）的发生、发展、转移密切相关，它的持续高表达

常预示肿瘤的不良预后。因此，针对 ＣＯＸ２开展积极
干预成为肿瘤防治的又一重要靶标［１４］。本实验中免

疫组化分析结果显示模型组移植瘤组织 ＣＯＸ２的表
达水平明显升高，用紫杉醇和 ＲＣＥ４治疗后，其表达
水平明显降低，这与我们前期研究［１５］证实其具有良好

抗炎活性和抗肿瘤作用一致。由此我们初步推断抑制

ＣＯＸ２的表达可能是 ＲＣＥ４抑制肿瘤生长的重要作
用机制之一。

１８４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（５）



　　综上所述，ＲＣＥ４对宫颈癌裸鼠移植瘤的生长具
有显著抑制作用，其机制可能与其上调Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ９、
Ｃａｓｐａｓｅ３的表达和下调Ｓｕｒｖｉｖｉｎ、Ｂｃｌ２、ＣＯＸ２的表达
有关，但是ＲＣＥ４是否仅通过该通路发挥作用还是有
其他通路参与其中，我们正在进一步研究。
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