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右美托咪啶对人宫颈癌细胞 Ｈｅｌａ生长和转移能力的影响
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［摘　要］　目的　探究右美托咪啶（Ｄｅｘ）对人宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞增殖和侵袭的作用及机制。方法　将细胞分为 Ｈｅｌａ组、
Ｄｅｘ（１μＭ）组、Ｄｅｘ（２μＭ）组和Ｄｅｘ（５μＭ）组，分别用０，１，２，５μＭ的Ｄｅｘ处理细胞，用ＣＣＫ８检测细胞增殖，Ｈｏｅｃｈｓｔ染色检测细
胞凋亡，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测细胞侵袭能力，划痕实验检测细胞迁移能力，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｋｉ６７、Ｃａｓｐａｓｅ３、血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）、
磷酸肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）、ｐＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ和ｐＡｋｔ的表达。结果　Ｄｅｘ作用于细胞４ｄ后，Ｄｅｘ（１，２，５μＭ）组细胞增殖速度和 Ｋｉ６７表
达水平与Ｈｅｌａ组比较明显降低，细胞凋亡率和Ｃａｓｐａｓｅ３表达水平明显升高；同时，与Ｈｅｌａ组比较，Ｄｅｘ（１，２，５μＭ）组侵袭细胞数
明显减少，划痕闭合率及ＶＥＧＦ表达水平也明显降低；此外，Ｄｅｘ（１，２，５μＭ）还能显著降低 ｐＰＩ３Ｋ／ＰＩ３Ｋ和 ｐＡｋｔ／Ａｋｔ的比值。
结论　Ｄｅｘ能通过抑制ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路的激活抑制人宫颈癌Ｈｅｌａ细胞存活和转移。
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　　宫颈癌是女性常见的恶性肿瘤，发病率占女性癌
症发病率的第二位，并且呈逐年上升的趋势［１］。每年

全球宫颈癌的新发病例可高达５０万人，每年有超过
２７万女性死于宫颈癌［２］。虽然近年来癌症诊疗水平

提高，宫颈癌的病死率有所降低，但仍是导致发展中国

家女性死亡的重要原因［３］。腹腔镜手术是目前治疗

宫颈癌的最主要方法，但术后复发率仍然较高［４］。研

究表明，癌细胞转移是导致宫颈癌复发的重要原

因［５］。因此，有效减少手术过程中癌细胞的转移可能

有利于降低宫颈癌的复发率。右美托咪啶（ｄｅｘｍｅｄｅ
ｔｏｍｉｄｉｎｅ，Ｄｅｘ）是一类脂溶性的 α２肾上腺素激动剂，
具有镇静、止痛及血流动力学效应，是临床常用的手术

麻醉辅助用药［６７］。有研究表明，吗啡、丙泊酚等麻醉

药会影响癌症的发展［８９］。还有研究发现 Ｄｅｘ也能调
控乳腺癌细胞的增殖及转移，但 Ｄｅｘ对宫颈癌细胞生
长和转移能力的影响还未见报道［１０］。因此，本文采用

不同浓度的Ｄｅｘ处理宫颈癌Ｈｅｌａ细胞，以探究Ｄｅｘ对
宫颈癌细胞生长及转移的作用及机制。
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１　材料与方法

１．１　主要试剂
Ｄｅｘ购自江西恒瑞医药公司 （生产批号：

１３１２０１３４）。人宫颈癌细胞系Ｈｅｌａ细胞由中国科学院
上海细胞库提供。ＲＰＭＩ１６４０培养液和胎牛血清购自
美国Ｇｉｂｃｏ公司。ＣＣＫ８试剂盒、Ｈｏｅｃｈｓｔ染色剂和ＲＩ
ＰＡ裂解液购自北京索莱宝生物公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室和
Ｍａｔｒｉｇｅｌ购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。Ｋｉ６７、Ｃａｓｐａｓｅ３、血
管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，
ＶＥＧＦ）、磷酸肌醇 ３激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉ
ｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）、ｐＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ和 ｐＡｋｔ一抗购自英国 Ａｂ
ｃａｍ公司，山羊抗兔和山羊抗小鼠二抗购自北京博奥
森生物公司。

１．２　细胞分组及给药
用含有１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养液将人

宫颈癌Ｈｅｌａ细胞培养于３７℃、５％ＣＯ２的细胞恒温培
养箱中，隔天换液，细胞融合率达到８０％以上时进行
传代培养。将细胞随机分为 Ｈｅｌａ组、Ｄｅｘ（１μＭ）组、
Ｄｅｘ（２μＭ）组和Ｄｅｘ（５μＭ）组，每组６个复孔，并分别
加入０，１，２，５μＭ的Ｄｅｘ处理细胞，２４ｈ后进行检测。
１．３　ＣＣＫ８检测细胞增殖

将细胞接种于９６孔板内，接种密度为１×１０４个／ｍＬ。
待细胞贴壁后将细胞随机分为 Ｈｅｌａ组、Ｄｅｘ（１μＭ）
组、Ｄｅｘ（２μＭ）组和Ｄｅｘ（５μＭ）组，加入相应浓度的
Ｄｅｘ分别处理 ０ｈ、２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ和 ９６ｈ后，根据
ＣＣＫ８试剂盒说明书检测各组细胞的细胞活性。
１．４　Ｈｏｅｃｈｓｔ染色检测细胞凋亡

将用不同浓度Ｄｅｘ处理后的细胞弃去培养液，并
用磷酸盐缓冲液清洗３次，加入４％多聚甲醛室温固
定细胞３０ｍｉｎ，随后弃去多聚甲醛并洗净，加入少量
Ｈｏｅｃｈｓｔ染色液，以覆盖底部细胞为宜，室温染色
３０ｍｉｎ后，弃染色液，用磷酸盐缓冲液清洗３次，于荧
光显微镜下观察细胞凋亡情况。

１．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测细胞侵袭能力
将Ｈｅｌａ细胞以１×１０５个／ｍＬ的密度接种于Ｔｒａｎ

ｓｗｅｌｌ小室上层，并用含有不同浓度 Ｄｅｘ的无血清培养
液培养细胞，小室下层则加入正常培养液进行培养，

２４ｈ后用结晶紫对侵袭到小室下层的细胞进行染色，
于显微镜下拍照记录。

１．６　划痕实验检测细胞迁移能力
实验前用灭菌的 Ｍａｋｅｒ笔于１２孔板背面每孔划

５条平行直线，灭菌后备用。将细胞接种于１２孔空板
内，密度为１×１０５个／ｍＬ，待细胞贴壁后，用１０μＬ的

枪头垂直于培养板背面直线划痕，用缓冲液洗去悬浮

细胞，将培养液更换为含有不同浓度 Ｄｅｘ的无血清培
养液继续培养，于０ｈ和２４ｈ拍照记录，计算各组细胞
的划痕闭合率 ，划痕闭合率＝（０ｈ划痕宽度－２４ｈ划
痕宽度）／０ｈ划痕宽度。
１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达

用ＲＩＰＡ裂解液提取各组细胞蛋白，用ＢＣＡ试剂盒
检测各组细胞总蛋白浓度并调平，取等量蛋白用１０％
ＳＤＳＰＡＧＥ分离蛋白质并采用半干法将蛋白质转移到
ＰＶＤＦ膜，加入５％ ＢＳＡ室温封闭蛋白质２ｈ，随后加入
一抗于４℃封闭过夜。第２天用缓冲液洗去未结合一
抗，加入二抗室温孵育１ｈ后，洗去未结合二抗并滴加
化学发光显色液于暗室曝光显影，以ＧＡＰＤＨ为内参，用
ＩｍａｇｅＪ对蛋白质条带灰度值进行半定量分析。
１．８　统计学分析

用统计学软件ＳＰＳＳ１７．０对所有实验数据进行统
计学分析，组间差异采用单因素方差分析进行统计。

所有试验数据均以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，以
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义，Ｐ＜０．０１为差异有极显
著性统计学意义。

２　结果

２．１　Ｄｅｘ对宫颈癌Ｈｅｌａ细胞生长的影响
用Ｄｅｘ处理细胞４ｄ后，与Ｈｅｌａ组细胞比较，Ｄｅｘ

（１μＭ）组、Ｄｅｘ（２μＭ）组和 Ｄｅｘ（５μＭ）组细胞增殖
速度均明显降低（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），见图１；同时，
Ｄｅｘ（１，２，５μＭ）组细胞凋亡率也显著高于 Ｈｅｌａ组
（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０１），进一步表明 Ｄｅｘ能抑
制Ｈｅｌａ细胞存活（图２）；此外，Ｄｅｘ（１，２，５μＭ）还能
显著降低 Ｈｅｌａ细胞增殖相关蛋白 Ｋｉ６７的表达水平
（Ｐ＜０．０１），升高细胞凋亡相关蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ３的蛋白
表达水平 （Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０１），进一步表明
Ｄｅｘ能抑制Ｈｅｌａ细胞生长（图３）。

：与Ｈｅｌａ组比较，Ｐ＜０．５；＃：与Ｈｅｌａ组比较，Ｐ＜０．０１
图１　Ｄｅｘ对Ｈｅｌａ细胞增殖的影响
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２．２　Ｄｅｘ对ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路的影响
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果表明，Ｄｅｘ（１，２，５μＭ）能抑

制ｐＰＩ３Ｋ和 ｐＡｋｔ的表达，显著降低 ｐＰＩ３Ｋ／ＰＩ３Ｋ和
ｐＡｋｔ／Ａｋｔ的比值（Ｐ＜０．０１），并随浓度升高作用逐渐
增强，表明 Ｄｅｘ能抑制 Ｈｅｌａ细胞 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路的激
活（图４）。
２．３　Ｄｅｘ对宫颈癌Ｈｅｌａ细胞转移的影响

与Ｈｅｌａ组比较，Ｄｅｘ（１，２，５μＭ）组侵袭细胞数明

显减少，并具有量效关系（Ｐ＜０．０１），见图５；如图６所
示，Ｄｅｘ（２，５μＭ）还能显著抑制 Ｈｅｌａ细胞迁移
（Ｐ＜０．０１），提示 Ｄｅｘ能降低 Ｈｅｌａ细胞的转移能力；
此外，Ｄｅｘ（１，２，５μＭ）还能显著降低 Ｈｅｌａ细胞 ＶＥＧＦ
的蛋白表达水平（Ｐ＜０．０１），进一步表明 Ｄｅｘ具有抑
制Ｈｅｌａ细胞转移的能力（图３）。

ａ：Ｈｏｅｃｈｓｔ染色结果；ｂ：细胞凋亡率统计　：与Ｈｅｌａ组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与Ｈｅｌａ组比较，Ｐ＜０．０１
图２　Ｄｅｘ对Ｈｅｌａ细胞凋亡的影响

ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ图片；ｂ：蛋白表达水平　：与 Ｈｅｌａ组比较，
Ｐ＜０．０５；＃：与Ｈｅｌａ组比较，Ｐ＜０．０１

图３　Ｄｅｘ对Ｋｉ６７、Ｃａｓｐａｓｅ３和ＶＥＧＦ表达的影响
ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ图片；ｂ：蛋白表达水平　：与Ｈｅｌａ组比较，Ｐ＜０．０１

图４　Ｄｅｘ对ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路的影响

ａ：结晶紫染色结果；ｂ：细胞侵袭数目统计　：与Ｈｅｌａ组比较，Ｐ＜０．０１
图５　Ｄｅｘ对Ｈｅｌａ侵袭能力的影响
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ａ：划痕实验检测结果；ｂ：划痕闭合率　：与Ｈｅｌａ组比较，Ｐ＜０．０１
图６　Ｄｅｘ对Ｈｅｌａ迁移能力的影响 （ＧＦＰ＋×１００）

３　讨论

宫颈癌是导致女性死亡的主要原因之一，虽然目

前有很多抗癌的新药和方法能减缓宫颈癌的发展，但

其副作用使癌症患者的生活质量下降，且病死率并未

出现降低的趋势［１１］。手术切除是临床治疗癌症的常

用方法，手术期是影响癌症预后的一个重要时期［１２］。

近年来的研究表明，手术期的操作不当会增加癌症的

术后复发率，同时，麻醉药的正确使用能有效降低手术

期间癌细胞转移的风险［１３１４］。Ｚｈａｎｇ等［１５］的研究表

明，麻醉药物丙泊酚能有效抑制乳腺癌ＭＣＦ７和ＭＤＡ
ＭＢ２３１细胞系细胞的转移，并抑制细胞转化基因１的
表达，还能通过调控 ｍＴＯＲ信号通路诱导宫颈癌细胞
凋亡［１６］。Ｄｅｘ是临床常用的麻醉辅助用药，能增强布
比卡因等麻醉药物的麻醉效果，并能有效降低其副作

用，但其对癌症的作用还较少见报道［１７］。本研究采用

不同浓度的Ｄｅｘ处理人宫颈癌Ｈｅｌａ细胞，并检测细胞
的生长及转移能力以探究Ｄｅｘ对宫颈癌的作用。

细胞无限增殖及凋亡抑制是导致癌症发生及发展

的主要原因。抑制癌细胞增殖和诱导癌细胞凋亡是目

前癌症化疗和放疗的主要机制，抑制癌细胞增殖及促

进癌细胞凋亡能有效减缓癌症的发展，延长癌症患者

的存 活 时 间［１８］。研 究 表 明，Ｄｅｘ能 通 过 抑 制
ｐ３８ＭＡＰＫ／ＮＦκＢ信号通路激活提高卵巢癌大鼠的自
身免疫功能，从而抑制卵巢癌细胞增殖和转化，提示

Ｄｅｘ可能具有一定的抗癌活性［１９］。本研究发现，用

Ｄｅｘ处理Ｈｅｌａ细胞４ｄ后，Ｈｅｌａ细胞增殖速度明显降
低，并随Ｄｅｘ浓度的升高作用逐渐增强。Ｋｉ６７是细胞
增殖有丝分裂期间表达的一类蛋白，因此常被用作细

胞增殖的标志性蛋白［２０］。本研究显示，Ｄｅｘ还能显著
抑制细胞增殖相关蛋白Ｋｉ６７的表达，提示Ｄｅｘ能抑制
宫颈癌Ｈｅｌａ细胞增殖。此外，Ｄｅｘ还能显著增加 Ｈｅｌａ
细胞的凋亡率，并上调细胞凋亡相关蛋白Ｃａｓｐａｓｅ３的

表达，表明Ｄｅｘ能促进 Ｈｅｌａ细胞凋亡，从而降低宫颈
癌Ｈｅｌａ细胞的生长能力。

癌细胞转移是癌症恶化和术后癌症复发的主要原

因。据报道，出现癌细胞转移的患者５年生存率仅有
２５％，因此有效降低癌细胞的转移能力是降低癌症复
发率和减缓癌症恶化的关键［２１］。癌细胞转移是由多

种细胞因子调控的过程，如基质金属蛋白酶、ＶＥＧＦ
等［２２］。其中ＶＥＧＦ是血管新生相关蛋白，能够促进新
血管的形成。研究表明，新血管形成是癌细胞转移的

第一步，新形成的血管能为转移的癌细胞提供充足的

氧气和营养成分［２３］。此外，ＶＥＧＦ还能促进细胞外基
质的降解，从而促进癌细胞的转移，因此常被作为癌细

胞转移的标志蛋白［２４］。本研究发现，Ｄｅｘ能降低 Ｈｅｌａ
细胞ＶＥＧＦ的表达水平，同时还能显著减少侵袭细胞，
降低Ｈｅｌａ细胞的划痕闭合率，提示 Ｄｅｘ能抑制 Ｈｅｌａ
细胞的侵袭和转移，从而降低Ｈｅｌａ细胞的转移能力。

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路是调控细胞增殖、凋亡、分化
和转移的重要信号通路之一。同时，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通
路在调控癌细胞及肿瘤的生长过程中起到了关键作

用［２５］。抑制ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路激活能抑制宫颈癌细
胞的增殖、侵袭和迁移，从而减缓宫颈癌的发展［２６］。

研究表明，Ｄｅｘ能通过促进ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路的激活
对抗缺血引起的脑损伤及肺损伤［２７２８］。本研究发现，

Ｄｅｘ能抑制 Ｈｅｌａ细胞 ｐＰＩ３Ｋ和 ｐＡｋｔ的表达，降低
ｐＰＩ３Ｋ／ＰＩ３Ｋ和ｐＡｋｔ／Ａｋｔ的比值，表明Ｄｅｘ能抑制宫
颈癌Ｈｅｌａ细胞ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路的激活。

综上所述，Ｄｅｘ能降低 Ｈｅｌａ细胞的增殖速度和
Ｋｉ６７的表达水平，增加 Ｈｅｌａ细胞凋亡率和 Ｃａｓｐａｓｅ３
的表达水平；同时，Ｄｅｘ能降低 Ｈｅｌａ细胞侵袭数和划
痕闭合率，降低 ＶＥＧＦ的表达水平；此外，Ｄｅｘ还能降
低ｐＰＩ３Ｋ／ＰＩ３Ｋ和 ｐＡｋｔ／Ａｋｔ的比值，表明 Ｄｅｘ可能
通过抑制ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路的激活抑制 Ｈｅｌａ细胞增
殖、侵袭和迁移，促进 Ｈｅｌａ细胞凋亡，从而降低 Ｈｅｌａ
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细胞的生存和转移能力。本研究探讨了Ｄｅｘ对宫颈癌
Ｈｅｌａ细胞的作用，可能为降低宫颈癌术后复发率提供
了一种新的潜在药物。
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