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摘要： 目的　 观察姜黄素对宫颈癌细胞 ＨｅＬａ 侵袭及迁移的抑制作用， 并探讨 ＨＰＶＥ６ 蛋白在此过程中的作用。 方法　
培养人 ＨｅＬａ 细胞及敲除 Ｅ６ 后的 ＨｅＬａ 细胞 （ ｓｈＨｅＬａ）， 分别加入 １０、 ２０、 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素， 继续培养 ２４ ｈ，
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 Ｅ６ 表达， ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞增殖情况。 以 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素处理 ＨｅＬａ 及 ｓｈＨｅＬａ 细胞， 划痕实验

检测细胞迁移能力， Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室法检测细胞侵袭能力， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋

白表达。 结果　 不同浓度姜黄素对 ＨｅＬａ 细胞均有抑制作用， 并呈剂量依赖性 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 姜黄素可使 ＨｅＬａ
细胞的平面运动能力下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并对 ＨｅＬａ 细胞体外的侵袭力具有抑制作用 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 能

够使 ＨｅＬａ 细胞 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白表达降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 但以上抑制作用在 ｓｈＨｅＬａ 细胞中均得到缓解。 结论　 姜黄素可通过调节 Ｅ６ 的表达抑制宫颈癌 ＨｅＬａ 细胞的增

殖并抑制细胞侵袭。
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　 　 宫颈癌是全球女性第四常见的恶性肿瘤， 在世界范围

内感染高危人类乳头瘤病毒 （ｈｕｍａｎ ｐａｐｉｌｌｏｍａ ｖｉｒｕｓ， ＨＰＶ）
作为主要危险因素［１］。 ＨＰＶ⁃ＤＮＡ 随机整合到宿主基因组中，
导致串联连接的 ＨＰＶ Ｅ６ 和 Ｅ７ 基因组成型表达高风险 ＨＰＶ
Ｅ６ 和 Ｅ７ 是维持宫颈癌细胞表型至关重要的病毒癌蛋白［２⁃５］。

姜黄素是从姜黄的根茎中提取的成分， 具有抗菌、 抗

炎、 抗氧化、 抗癌活性。 其中， 它通过调节参与癌细胞增

殖、 侵袭和凋亡过程的信号级联的各种成分发挥抗肿瘤作

用［６⁃８］ 。 研究表明， 姜黄素可抑制卵巢癌细胞、 乳腺癌、 宫

颈癌等癌细胞的转移及增殖［９⁃１２］ 。 前期研究发现， 姜黄素

可以抑制宫颈癌的增殖并诱导其凋亡， 但其机制尚待进一

步探索。 本研究主要针对 Ｅ６ 与宫颈癌侵袭与转移的相关

性， 及姜黄素对宫颈癌的相关影响与 Ｅ６ 的关联性做进一步

的探究， 以期为其深入研究提供依据。
１　 材料

ＨｅＬａ 细胞购自中国科学院生物化学与细胞生物学研

究所。
姜黄素 （美国 Ｓｉｇｍａ 公司， 纯度 ９８％ ）； ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培

养基、 细胞裂解缓冲液 （上海碧云天生物技术股份有限公

司）； 胎牛血清胰酶 （美国 Ｇｉｂｃｏ 公司）； Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室

（美国 ＢＤ 公 司 ）； 兔 抗 人 Ｅ６、 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体 （英国 Ａｂｃａｍ 公司）。 ＡＥ３１ 倒置生

物显微镜 （麦克奥迪实业集团有限公司）； Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ５５０ 酶

标仪、 Ｉｍａｒｋ 微孔板读数器 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞培养 　 ＨｅＬａ 细胞于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱内孵

育， 试验前用胰酶消化细胞， 漂洗 ２ 次。 当细胞密度达到

８０％ 时， 将细胞传代培养 ２４ ｈ。
２􀆰 ２　 ＲＮＡ 干扰试验　 Ｅ６ 的 ｓｈＲＮＡ 干扰质粒 （ｓｈＥ６） 由吉

林省新润一生物技术有限公司构建完成。 ３ 对 ｓｈＲＮＡ 框架

序 列 分 别 为 Ｅ６⁃ｓｈＲＮＡ⁃１ （ ｓｔｅｍ ５′⁃ＣＣＴＡＣＡＡＧＣＴＡ
ＣＣＴＧＡＴＣＴ⁃３′， ｌｏｏｐ ５′⁃ＡＧＴＧＡＡＧＣＣＡＣＡＧＡＴＧＴＡ⁃３′， ｓｔｅｍ
５′⁃ＡＧＡＴＣＡＧＧＴＡＧＣＴＴＧＴＡＧＧ⁃３′）、 Ｅ６⁃ｓｈＲＮＡ⁃２ （ ｓｔｅｍ ５′⁃
ＧＧＡＡＣＴＴＡＣＡＧＡＧＧＴＡＴＴＴ⁃３′， ｌｏｏｐ ５′⁃ＡＧＴＧＡＡＧＣＣＡＣＡ
ＧＡＴＧＴＡ⁃３′， ｓｔｅｍ ５′⁃ＡＡＡＴＡＣＣＴＣＴＧＴＡＡＧＴＴＣＣ⁃３′）、 Ｅ６⁃
ｓｈＲＮＡ⁃３ （ ｓｔｅｍ ５′⁃ＧＣＡＧＡＧＡＡＡＣＡＣＡＡＧＴＡＴＡ⁃３′， ｌｏｏｐ ５′⁃
ＡＧＴＧＡＡＧＣＣＡＣＡＧＡＴＧＴＡ⁃３′， ｓｔｅｍ ５′⁃ＴＡＴＡＣＴＴＧＴＧＴＴＴＣＴ
ＣＴＧＣ⁃３′）。 并构建稳定的 Ｅ６ 敲低细胞系， 将 Ｅ６ ｓｈＲＮＡ 转

染到 ＨｅＬａ 细胞中， ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 嘌呤霉素筛选稳定敲低的

细胞。
２􀆰 ３　 ＣＣＫ⁃８ 法 检 测 细 胞 增 殖 情 况 　 用 ０、 １０、 ２０、 ５０
μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素处理 Ｈｅｌａ 细胞， 以每孔 １􀆰 ０×１０４ 个的密度重

悬于 １００ ｍＬ ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基中， 接种于 ９６ 孔板。 细胞

培养 ２４ ｈ 后， 每孔替换为 １００ ｍＬ ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ ＣＣＫ⁃８ 试剂，
ＰＢＳ 稀释， 孵育 ４ ｈ， 在 ５４０ ｎｍ 波长处检测吸光度。
２􀆰 ４　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 侵袭小室试验 　 用 ０、 １０、 ２０、 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ
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姜黄素处理 Ｈｅｌａ 细胞， 以每孔 ２􀆰 ０× １０５ 个的密度重悬于

２００ ｍＬ ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基中， 加入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 室并插入 ２４
孔板中， 将 ７００ ｍＬ ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基添加到 ２４ 孔板中培

养 ４８ ｈ。 取出 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 室并擦拭， 将小室外的细胞擦拭

干净与固定缓冲液和结晶紫孵育。 观察染色细胞， 并用倒

置显微镜进行拍照， 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ １􀆰 ８􀆰 ０ 软件进行数据

分析。
２􀆰 ５　 细胞划痕试验　 取处于对数生长期的 ＨｅＬａ 细胞， 以

每孔 ２􀆰 ０×１０５ 个的密度接种于 ６ 孔板中， 当细胞融合度达

到 ８０％ 时， 用无血清 ＲＭＰＩ⁃１６４０ 培养基替换， 继续培养

２４ ｈ。 当细胞生长到完全汇合时， 使用 １０ μＬ 注射器尖端

刮擦每个孔的单层细胞。 造成划痕后， ＰＢＳ 冲洗 ２ 次。 沿

着划痕的边缘观察并拍照， 并以 ０、 １０、 ２０、 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜

黄素处理继续培养 ２４ ｈ， 观察刮擦愈合的程度并拍照。 计

算穿越 ０ ｈ 的划痕边界的细胞数和伤口愈合率。
２􀆰 ６ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法 检 测 Ｅ６、 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白表达　 用 ０、 １０、 ２０、 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素处理

２４ ｈ， 收集 ＨｅＬａ 细胞用冷 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次， 在 ＲＩＰＡ 缓冲液

中裂解。 ４ ℃下 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ， ＢＣＡ 法检测蛋白

浓度， 取等质量蛋白进行变性， 加入蛋白上样缓冲液后冻

存备用。 制备聚丙烯酰胺凝胶， 上样， 电泳， 湿转法转移

至 ＰＶＤＦ 膜， ５％ 脱脂奶粉中封闭 ２ ｈ， 分别加入兔抗人 Ｅ６、
Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 抗体， ４ ℃孵育过夜， 次

　 　 　 　 　

日二抗室温孵育 ２ ｈ， 使用化学发光液显影， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为

内参， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计算蛋白相对表达量。
２􀆰 ７　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ 软件进行处理， 数据以 （ｘ±
ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示

差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 姜黄素对 ＨｅＬａ Ｅ６ 表达的影响　 与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素

组比较， １０、 ２０、 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素组 ＨｅＬａ 细胞 Ｅ６ 表达

降低， 见图 １。

图 １　 姜黄素对 ＨｅＬａ Ｅ６ 表达的影响

３􀆰 ２　 姜黄素对 ＨｅＬａ 及敲除 Ｅ６ 细胞增殖的影响　 与 ＨｅＬａ＋
０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素组比较， １０、 ２０、 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素组细

胞生存率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并呈剂量依赖性； 与

ＨｅＬａ＋１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素组比较， ｓｈＨｅＬａ＋ ２０、 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ
姜黄素组细胞生存率升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 提示敲除 Ｅ６
（ｓｈＨｅＬａ） 后其抑制作用相对减弱， 见图 ２。

注： 与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＨｅＬａ＋１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 姜黄素对 ＨｅＬａ 及敲除 Ｅ６ 细胞增殖的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ３　 姜黄素对 ＨｅＬａ 细胞侵袭能力的影响 　 与 ＨｅＬａ 组比

较， ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素处理 ２４ ｈ 后 ＨｅＬａ 细胞的侵袭能力降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ３。

注： 与 ＨｅＬａ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与姜黄素组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 姜黄素对 ＨｅＬａ 及 ｓｈＨｅＬａ 胞侵袭能力的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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３􀆰 ４　 姜黄素对 ＨｅＬａ 细胞迁移能力的影响　 与 ０ ｈ 组比较，
２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素处理 ２４、 ４８ ｈ 后 ＨｅＬａ 细胞伤口愈合率降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 提示表明姜黄素能够抑制 ＨｅＬａ 细

胞的迁移， 见图 ４。

注： 与 ＨｅＬａ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与姜黄素组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 姜黄素对 ＨｅＬａ 及 ｓｈＨｅＬａ 细胞迁移能力的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ５　 姜黄素对 ＨｅＬａ 细胞 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ
蛋白表达的影响 　 与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素组比较， ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ

姜黄素组 ＨｅＬａ 细胞 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ５。

注： 与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 姜黄素对 ＨｅＬａ 及 ｓｈＨｅＬａ 细胞 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ６　 姜黄素通过调节 Ｅ６ 抑制 ＨｅＬａ 的侵袭及迁移 　 Ｅ６ 是

高度保守且必不可少的有丝分裂调节剂， 其主要参与磷酸

化信号转导［１３⁃１６］ ， 还某些导致癌症的发生例如血管生成，
细胞增殖和肿瘤转移相关连［１７］ 。 为了探究 Ｅ６ 的表达与姜

黄素对 ＨｅＬａ 细胞侵袭及迁移的影响， 本实验先筛选有效的

敲低 Ｅ６ 的小 ＲＮＡ （图 ２Ａ）。 转入 Ｅ６ ｓｈＲＮＡ 慢病毒有效敲

低 Ｅ６ 水平， 并建立稳转细胞系。 与未转染细胞比较， Ｅ６
敲低的细胞中的增殖、 侵袭、 迁移均得以缓解， 见图 ３～５。
４　 讨论

宫颈癌作为全球女性中最常见的癌症之一， 为了降低

宫颈癌的发病率和死亡率， 其治疗研究一直备受关注。 肿

瘤转移被认为是大多数癌症患者死亡的主要因素， 因此，
寻找抑制癌症转移的有效靶点成为治疗关键。

姜黄素是一种多酚类化合物， 因其抗癌特性而受到越

来越多的关注。 研究表明， 姜黄素具有抑制包括宫颈癌在

内的癌细胞增殖的能力［６⁃８］ ， 姜黄素可能成为宫颈癌治疗的

可靠化疗药物。
本研究首先通过 ＣＣＫ⁃８ 法测定， 不同浓度的姜黄素可

抑制宫颈癌 ＨｅＬａ 细胞的增殖， 且具有剂量依赖性。 为进一

步明晰姜黄素对宫颈癌 Ｈｅｌａ 细胞侵袭及迁移能力的影响及

机制， 本实验还对姜黄素对 ＨｅＬａ 细胞的细胞生存率及侵袭

能力的影响进行了研究。 在癌细胞的迁移和侵袭过程中，
ＥＭＴ 是重要的过程， 在癌症进展的 ＥＭＴ 期间， 源自上皮细

胞的癌细胞同时表现出间充质和上皮特征， 即在称为部分

ＥＭＴ 的过程中的混合 Ｅ ／ Ｍ 表型。 癌细胞中的部分 ＥＭＴ 被

认为可增强其侵袭性， 产生循环肿瘤细胞和癌症干细胞，
并促进对抗癌药物的耐药性。 在此过程中， 上皮标志物 Ｅ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ 逐渐减少， 间质标志物 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 逐渐增加［１８⁃２１］ 。
姜黄素可使 ＨｅＬａ 细胞的 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达升高， 同时降低 Ｎ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 表达， 这进一步证明姜黄素抑制了宫颈

癌细胞迁移和侵袭的能力。
研究发现， Ｅ６ 癌蛋白是一种源自人乳头瘤病毒的蛋白

质， 可通过蛋白质⁃蛋白质相互作用在功能上使各种细胞抗

肿瘤蛋白失活， 与宫颈癌的侵袭及迁移相关 ［２⁃５］ ， 因此猜

测姜黄素抑制 ＨｅＬａ 细胞的此种作用是否与 Ｅ６ 有关。 本实

验通过敲除 Ｅ６ 试验证实， Ｅ６ 表达降低后可导致姜黄素对

侵袭及迁移的抑制有所缓解。
综上所述， 姜黄素可抑制 ＨｅＬａ 细胞的增殖、 侵袭及迁
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移， 其机制可能通过下调 Ｅ６ 表达来发挥作用。
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