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摘要 目的：探讨新合成黄腐酚类似物联合顺铂对宫颈癌 Hela细胞化疗敏感性的影响及其机制。方法：以不同浓度（5、7.5、15、20

滋mol/L）黄腐酚类似物处理宫颈癌 Hela细胞和正常MRC-5细胞 48 h后，MTT实验检测细胞增殖活力并计算出黄腐酚类似物对

2种细胞的半数抑制浓度(IC50)；采用MTT实验进一步观察 IC50最低的黄腐酚类似物联合顺铂对 Hela和MRC-5细胞增殖活力的

影响，采用流式细胞仪检测 Hela细胞周期和凋亡情况，Western blot法检测 Hela细胞中凋亡相关蛋白表达变化。结果：黄腐酚类

似物 a8、a13、b11和 b12对宫颈癌 Hela细胞增殖均有一定的抑制作用，且 a13的 IC50值最小；另外，这 4种浓度的黄腐酚类似物

对正常MRC-5细胞有轻微的抑制作用，且 a13的 IC50值最大。与对照组比较，顺铂组、a13组、顺铂 +a13组中正常MRC-5细胞存

活率差异均无统计学意义（P<0.05），但顺铂组、a13组和顺铂 +a13组中宫颈癌 Hela细胞存活率、G2/M期细胞百分比和 B淋巴细

胞瘤 -2基因（Bcl-2）蛋白表达水平均明显降低，而 G0/G1期细胞百分比、细胞凋亡率和细胞中细胞色素 C（Cyt-c）、Bcl-2关联 X

蛋白（Bax）、活化的半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 3（Cleaved Caspase-3）、活化的半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 9（Cleaved Caspase-9）蛋白

表达水平均明显升高，且顺铂 +a13组中上述指标变化幅度明显大于顺铂组、a13组（P<0.05）。结论：黄腐酚类似物与顺铂联合可
协同抑制宫颈癌 Hela细胞增殖，表现良好的化疗增敏效果，其作用机制可能与阻滞细胞周期进程和调控凋亡相关蛋白表达促进

细胞凋亡有关。
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Study on Chemosensitization of Newly Synthesized Xanthohumol Analogues
Combined with Cisplatin on Cervical Cancer Cells*

To investigate the effect of newly synthesized xanthohumol analogues combined with cisplatin on the

chemosensitivity of cervical cancer Hela cells and its mechanism. Cervical cancer Hela cells and normal MRC-5 cells were

treated with xanthohumol analogs at different concentrations (5, 7.5, 15, 20 滋mol/L) for 48 h. The MTT assay was used to detect the cell

proliferation activity and calculate the half inhibitory concentration (IC50) of xanthohumol analogues on two kinds of cells. MTT assay

was used to further observe the effect of xanthohumol analogue with the lowest IC50 combined with cisplatin on the proliferation of Hela

and MRC-5 cells. Hela cell cycle and apoptosis were detected by flow cytometry. The expression of apoptosis related proteins in Hela

cells was detected by Western blot. Xanthohumol analogues a8, a13, b11 and b12 had certain inhibitory effects on the

proliferation of cervical cancer Hela cells, and the IC50 value of a13 was the lowest. In addition, the four xanthohumol analogues had a

slight inhibitory effect on normal MRC-5 cells, and the IC50 value of A13 was the largest. Compared with the control group, there were no

significant differences in the survival rate of normal MRC-5 cells in cisplatin group, a13 group and cisplatin combined with a13 group

(P<0.05), but the survival rate of cervical cancer Hela cells, the percentage of G2/M phase cells and the expression level of Bcl-2 protein

in cisplatin group, a13 group and cisplatin combined with a13 group were significantly reduced, while the percentage of G0/G1 phase

cells, the cell apoptosis rate and cytochrome c (Cyt-c), B lymphoma-2 (Bcl-2) associated X protein (Bax), activated caspase-3 (Cleaved

Caspase-3) and activated caspase-9 (Cleaved Caspase-9) protein expression levels increased significantly, and the change range of the

above indexes in cisplatin combined with a13 group was significantly greater than that in cisplatin group and a13 group (P<0.05).
The combination of xanthohumol analogue and cisplatin can synergistically inhibit the proliferation of cervical cancer Hela

cells and show a good chemosensitization effect. Its mechanism may be related to blocking the process of cell cycle, regulating the

expression of apoptosis related proteins and promoting apoptosis.
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前言

宫颈癌是一种发病率和死亡率均较高的女性生殖系统恶

性肿瘤，据统计全球每年的新增和死亡人数分别高达 53万、31

万[1]。尽管临床上采用的手术、放疗和化疗等技术已取得了很大

进步，但中晚期患者 5年内的生存率并不理想[2-4]，而化疗耐药

是影响患者预后、导致患者术后复发转移的重要因素，也是制

约临床治疗的核心问题[5]。黄腐酚是一种从啤酒花中分离出来

的异戊二烯基类黄酮，具有抗肥胖、降血糖和抗高脂血症等活

性，且在食管鳞状细胞癌、肺癌和胶质母细胞瘤等中表现出良

好的抗肿瘤活性[6-8]。本研究前期以黄腐酚作为先导化合物，通

过对其结构修饰及改造合成了黄腐酚类似物，并发现新合成的

黄腐酚类似物可通过抑制卵巢癌细胞增殖降低癌细胞对顺铂

的耐药性，其具体机制为下调 FZD6并抑制Wnt/茁-连环蛋白
而抑制癌细胞增殖、侵袭和转移的信号[9]，但其在宫颈癌中是否

也存在类似的化疗增敏作用并不清楚。本研究通过体外实验观

察，新合成的黄腐酚类似物与顺铂联合应用对宫颈癌 Hela细

胞的干预效果，为其应用于宫颈癌治疗改善化疗耐药提供新

线索。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞系 人宫颈癌细胞系 Hela和人胚肺成纤维细胞系

MRC-5购于中国科学院生化细胞所。

1.1.2 药品与试剂 黄腐酚购于上海韵泰信息科技有限公司，

顺铂购于美国 Sigma公司，胎牛血清(FBS)购于美国 Thermo公

司，青霉素 -链霉素和 DMEM培养基购于美国 Gibco公司，四

甲基偶氮唑蓝(MTT)试剂盒购于日本同仁化学研究所，细胞周

期检测试剂盒购于南京建成生物工程研究所，Annexin

V-FITC/PI细胞凋亡检测试剂盒和 BCA蛋白浓度测定试剂盒

购于北京索莱宝科技有限公司，细胞色素 C（Cyt-C）、B淋巴细

胞瘤 -2基因（Bcl-2）、Bcl-2关联 X蛋白（Bax）、活化的半胱氨

酸天冬氨酸蛋白酶 3（Cleaved Caspase-3）、活化的半胱氨酸天

冬氨酸蛋白酶 9（Cleaved Caspase-9）和 GAPDH抗体购于美国

Abcam公司。

1.1.3 仪器 BB5060U型 CO2培养箱为德国 Hereaus公司产

品，Multiskan Asent 型酶标仪为芬兰 Labsysterms 公司产品，

EPICS-XL流式细胞仪为美国 Bcekman公司产品，Gel Doc EZ

凝胶成像分析系统为美国 Bio-Rad公司产品。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 采用含 1%青霉素 - 链霉素和 10%FBS 的

DMEM培养基在饱和湿度、5% CO2、37℃恒温培养箱内常规培

养 Hela细胞和MRC-5细胞，每 2d更换一次新鲜培养基，待细

胞几乎铺满培养瓶底时，加入 0.25%胰蛋白酶消化，并按照 1:3

比例传代。取长势良好的第 3~5代对数生长期细胞进行实验。

1.2.2 试剂配制 采用二甲基亚砜(DMSO)溶解黄腐酚类似物

制成终浓度为 5、7.5、15 和 20 滋mol/L 工作液，避光保存于

-20℃下备用。

1.2.3 实验分组 以不同浓度（5、7.5、15、20 滋mol/L）黄腐酚类
似物处理 Hela 细胞 48 h 作为实验组，以正常培养不做处理

的Hela 细胞作为对照，另外以正常 MRC-5 细胞作为参照；

将Hela 细胞分为对照组（正常培养不做处理）、顺铂组（以

5 滋g/mL顺铂处理 48 h[8]）、黄腐酚类似物组（以 5 滋mol/L IC50

值最低的黄腐酚类似物处理 48 h）和顺铂 +黄腐酚类似物组

（以 5 滋g/mL顺铂和 5 滋mol/L IC50值最低的黄腐酚类似物联

合处理 48 h）；其中，每次处理设置 3个复孔。

1.2.4 MTT 法检测细胞增殖 将对数生长期的细胞以每孔

200 滋L（浓度为 1× 105个 /mL）接种至 96孔板上，常规培养贴

壁后，给予药物处理，处理 48 h后，每孔加入 1 g/L MTT溶液

50 滋L，孵育 4 h后，弃上清液，加入 DMSO溶液 150 滋L，待蓝
紫色结晶充分溶解后，采用酶标仪检测细胞在 490 nm处的光

密度（OD）值，并根据公式计算细胞增殖活力和增殖抑制率。其

中，细胞活力（%）=（实验组 OD值 /对照组 OD值）× 100%，抑

制率（%）=（1-实验组 OD值 /对照组 OD值）× 100%；采用

GraphPad Prism 6.0 软件计算药物对细胞的半数抑制浓度

（IC50）。实验重复 3次取平均值。

1.2.5 流式细胞仪检测细胞周期和凋亡 收集两份处理 48 h

后的顺铂组、黄腐酚类似物组、顺铂 +黄腐酚类似物组和对照

组 Hela细胞，一份用于细胞周期检测，一份用于细胞凋亡检

测。（1）细胞周期：磷酸缓冲液(PBS)洗涤细胞后，加入预冷的

75%乙醇溶液固定过夜；1000 r/min离心 5 min，弃上清液，以

PBS洗涤 2次；加入水解酶 Rnase 100 滋L，在 37℃下水解 1h

后，加入 400 滋L PI染液避光染色 30 min后，上流式细胞仪检

测细胞周期分布情况。（2）细胞凋亡：以 PBS洗涤收集到的细

胞后，加入结合缓冲液 400 滋L制备浓度为 106个 /mL的细胞

悬液，先后加入 5 滋L Annexin V-FITC和 5滋L PI溶液，混匀后

避光孵育 15 min，补加 200 滋L结合缓冲液后，上流式细胞仪检
测细胞凋亡情况。实验重复 3次。

1.2.6 Western blot检测 Cyt-C、Bax、Bcl-2、Cleaved Caspase-3和

Cleaved Caspase-9蛋白表达水平 向待测的 Hela细胞中加入

裂解液抽提细胞总蛋白后，采用 BCA法测定蛋白浓度；将变性

后的蛋白样品行电泳分离后，转至聚偏氟乙烯膜上；经 5%脱脂

奶粉封闭 1 h后，加入以 1:1000比例稀释的相应一抗，置于

4℃下反应过夜后，再以 1:2000比例稀释的二抗室温孵育 1 h。

化学发光剂显影曝光后，以 GAPDH为内参，采用凝胶成像分

析系统分析。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 26.0软件进行统计学分析，计量资料以 K-S法

进行正态性检验，对于符合正态性分布的计量资料以 "均数±

标准差（x± s）"表示，以单因素方差分析进行多组间比较，组间
进一步两两比较则采用 LSD-t检验，检验水准为琢=0.05。

2 结果

2.1 黄腐酚类似物对宫颈癌 Hela 和正常 MRC-5 细胞增殖的
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影响

通过 MTT实验筛选出对 Hela细胞增殖影响较大的 4种

黄腐酚类似物（a8、a13、b11和 b12）作对比分析，结果显示：黄

腐酚类似物 a8、a13、b11 和 b12 对宫颈癌 Hela 细胞增殖均有

一定的抑制作用，且 a13的 IC50值最小；另外，就正常 MRC-5

细胞而言，4种黄腐酚类似物对其有轻微的抑制作用，且 a13的

IC50值最大，见表 1和表 2。故后续选取作用效果最佳的黄腐酚

类似物 a13进行实验。

2.3 黄腐酚类似物 a13 联合顺铂对宫颈癌 Hela 细胞周期的 影响

Note: compared with a8, aP<0.05. Compared with a13, bP<0.05. Compared with b11, cP<0.05.

表 1 不同浓度黄腐酚类似物 a8，a13，b11和 b12作用下宫颈癌 Hela细胞的增殖抑制率（%，x± s）
Table 1 The proliferation inhibition rate of cervical cancer Hela cells under the action of different concentrations of xanthohumol analogues a8, a13, b11

and b12（%, x± s）

Xanthohumol

analogues
5 滋mol/L 7.5 滋mol/L 15 滋mol/L 20 滋mol/L IC50/滋mol/L

a8 11.21± 1.24 26.08± 3.54 38.97± 3.52 50.90± 4.21 20.13± 2.07

a13 30.27± 2.09a 45.11± 3.61a 68.64± 4.90a 89.41± 5.14a 8.24± 0.27a

b11 10.65± 0.77ab 21.58± 1.79ab 39.46± 2.27ab 58.75± 3.83ab 17.51± 0.82ab

b12 16.88± 1.61abc 30.89± 3.01abc 47.26± 4.44abc 64.85± 4.74abc 14.41± 0.97abc

F 329.610 98.980 113.537 122.527 158.045

P 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

Note: compared with a8, aP<0.05. Compared with a13, bP<0.05. Compared with b11, cP<0.05.

表 2 不同浓度黄腐酚类似物 a8、a13、b11和 b12作用下正常MRC-5细胞的增殖抑制率（%，x± s）
Table 2 The proliferation inhibition rate of normal MRC-5 cells under the action of different concentrations of xanthohumol analogues a8, a13, b11 and

b12（%, x± s）

Xanthohumol

analogues
5 滋mol/L 7.5 滋mol/L 15 滋mol/L 20 滋mol/L IC50/滋mol/L

a8 1.20± 0.41 3.75± 0.52 6.44± 0.98 10.32± 2.17 120.46± 49.42

a13 1.94± 0.74a 3.24± 1.09a 5.63± 1.31a 8.74± 0.91a 176.67± 49.30a

b11 1.03± 0.59ab 2.36± 0.78ab 5.22± 1.25ab 8.04± 0.84ab 114.38± 20.07ab

b12 2.41± 0.77abc 4.71± 0.60abc 7.05± 1.83abc 12.44± 1.87abc 119.21± 46.44abc

F 9.043 14.304 3.183 14.086 4.199

P 0.000 0.000 0.037 0.000 0.013

2.2 黄腐酚类似物 a13 联合顺铂对宫颈癌 Hela 细胞和正常

MRC-5细胞增殖的影响

MTT实验检测结果显示，与对照组比较，顺铂组、a13组和

顺铂 +a13组中宫颈癌 Hela细胞存活率均明显降低，且顺铂

+a13组明显低于顺铂组或 a13组（P<0.05）；然而，顺铂组、a13

组、顺铂 +a13组中正常MRC-5细胞存活率与对照组比较，差

异均无统计学意义（P<0.05），且顺铂组、a13组与顺铂 +a13组

比较，MRC-5细胞存活率差异也均无统计学意义（P<0.05），见
表 3。

Note: compared with control group, aP<0.05. Compared with cisplatin group, bP<0.05. Compared with a13 group, cP<0.05.

表 3各组宫颈癌 Hela细胞和正常MRC-5细胞增殖活力的比较（%，x± s）
Table 3 Comparison of proliferation activity of cervical cancer Hela cells and normal MRC-5 cells in each group（%, x± s）

Groups Hela MRC-5

Control 100.00± 0.00 100.00± 0.00

Cisplatin 59.74± 3.46a 95.13± 6.92

a13 68.92± 4.47a 96.02± 5.82

Cisplatin combined with a13 45.34± 3.52abc 97.28± 5.14

F 434.491 1.796

P 0.000 0.234
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Note: compared with control group, aP<0.05. Compared with cisplatin group, bP<0.05. Compared with a13 group, cP<0.05.

表 4 各组细胞在不同时相所占百分比的比较（%，x± s）
Table 4 Comparison of percentage of cells in different phases in each group（%, x± s）

Groups G0/G1 S G2/M

Control 21.58± 2.41 33.08± 3.34 45.32± 3.32

Cisplatin 38.30± 3.13a 37.93± 2.47a 23.75± 2.09a

a13 33.92± 2.45a 38.26± 3.20a 27.87± 3.11a

Cisplatin combined with a13 43.15± 4.27abc 39.38± 2.88ac 17.29± 2.01abc

F 77.183 7.838 177.931

P 0.000 0.000 0.000

2.4 黄腐酚类似物 a13 联合顺铂对宫颈癌 Hela 细胞凋亡的

影响

流式细胞仪检测 Hela细胞凋亡结果显示，顺铂组、a13组

和顺铂 +a13组中 Hela细胞凋亡率均明显高于对照组，且顺铂

+a13组高于顺铂组、a13组（P<0.05）。见图 1、表 5。

图 1 流式细胞仪检测黄腐酚类似物 a13联合顺铂对宫颈癌 Hela细胞凋亡的影响

Fig.1 Effect of xanthohumol analogue a13 combined with cisplatin on apoptosis of cervical cancer Hela cells detected by flow cytometry

Note: compared with control group, aP<0.05. Compared with cisplatin

group, bP<0.05. Compared with a13 group, cP<0.05.

表 5 各组细胞凋亡率的比较（%，x± s）
Table 5 Comparison of apoptosis rate of cell in each group（%, x± s）

Groups Apoptosis rate

Control 5.18± 1.27

Cisplatin 24.27± 2.88a

a13 16.38± 1.91a

Cisplatin combined with a13 32.32± 3.31abc

F 196.755

P 0.000

2.5 黄腐酚类似物 a13联合顺铂对宫颈癌 Hela细胞中凋亡相

关蛋白表达水平的影响

Western blot检测 Hela细胞中凋亡相关蛋白的表达情况，

结果显示，与对照组比较，顺铂组、a13组和顺铂 +a13 组 Hela

细胞中 Cyt-C、Bax、Cleaved Caspase-3 和 Cleaved Caspase-9 蛋

白表达水平均明显升高，且顺铂 +a13组高于顺铂组、a13 组

（P<0.05）；另外，顺铂组、a13组和顺铂 +a13组 Hela细胞中

Bcl-2蛋白表达水平明显低于对照组（P<0.05），顺铂 +a13组明

显低于顺铂组、a13组。见图 2、表 6。

图 2 Western blot检测黄腐酚类似物 a13联合顺铂对宫颈癌 Hela细胞

中凋亡相关蛋白表达水平的影响

Fig.2 Western blot analysis of the effects of canthohumol analogue a13

combined with cisplatin on the expression levels of apoptosis-related

proteins in cervical cancer Hela cells

流式细胞仪进一步检测 Hela细胞周期结果显示，与对照

组比较，顺铂组、a13组和顺铂 +a13组中 Hela细胞在 G0/G1

期所占百分比明显升高，G2/M 期细胞百分比明显降低（P<0.

05），且顺铂 +a13组中上述指标变化幅度明显大于顺铂组、a13

组（P<0.05）。见表 4。
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3 讨论

宫颈癌是全世界女性癌症相关死亡的第四大原因，化疗药

物顺铂是一种小型铂基化合物，被认为是局部晚期宫颈癌或复

发癌的标准疗法，但其应用受到与顺铂相关的不耐受性和严重

不良反应的限制[10-12]。因此，寻找和开发能够协同顺铂抑制宫颈

癌细胞生长的药物对改善宫颈癌治疗现状具有重要意义。植物

化学制剂是一种很有前途的协同化合物，具有潜在的抗癌作

用[13-15]，故从天然植物中提取有效成分可能是研发新药和补充

化疗治疗方案的重要途径。

黄腐酚是一种在酒花葎草花序中发现的重要的戊烯基类

黄酮，具有广泛的化学预防和抗癌作用[16,17]。有研究指出，黄腐

酚可通过下调 HK2和糖酵解对结直肠癌发挥抗肿瘤作用，还

可增强顺铂对肺癌细胞生长的抑制作用[18,19]。因黄腐酚的提取

过程较为复杂，本研究前期以黄腐酚作为先导化合物，通过对

其结构修饰及改造以得到生物活性更高的药物分子，进而便于

设计合成具有抗肿瘤潜力的试剂。本研究结果显示，新合成的

黄腐酚类似物 a8、a13、b11和 b12 对宫颈癌 Hela细胞增殖均

有一定的抑制作用，其中 a13的 IC50值最小；另外，a13与顺铂

联合后 Hela细胞存活率明显低于顺铂单独处理组，且 a13对

正常MRC-5细胞无明显毒性作用。结果表明，黄腐酚类似物

a13可抑制宫颈癌 Hela细胞增殖，并有良好的顺铂增敏效果。

细胞周期进程减慢和诱导细胞凋亡是顺铂发挥抗肿瘤作

用的重要机制[20-22]。有研究指出，黄腐酚可通过调控细胞周期蛋

白和 Bcl-2、Cyt-C 和 Bax 诱导食管鳞状细胞癌周期阻滞于

G0/G1期并诱导细胞凋亡[23]，黄腐酚可促进顺铂诱导的肺癌细

胞凋亡[24]。本研究结果发现，与顺铂单独处理相比，新合成的黄

腐酚类似物 a13和顺铂联合干预后宫颈癌 Hela细胞在G0/G1

期所占百分比升高，G2/M期细胞百分比明显降低。结果表明，

新合成的黄腐酚类似物 a13和顺铂可协同诱导 Hela细胞周期

阻滞于 G0/G1期。另外，顺铂 +a13组中 Cyt-C、Bax、Cleaved

Caspase-3和 Cleaved Caspase-9蛋白表达水平均高于顺铂组，

而 Bcl-2 蛋白表达水平低于顺铂组。其中，Bax 和 Bcl-2 是

Bcl-2家族成员，Bax为促凋亡蛋白，可与自身形成同源二聚体

促进细胞凋亡，还可通过促进线粒体中 Cyt-C释放，激活参与

细胞凋亡起始的 Cleaved Caspase-9，进一步激活凋亡执行因子

Cleaved Caspase-3诱导细胞凋亡[25-27]。Bcl-2为抗凋亡蛋白，可

与 Bax形成异源二聚体抑制细胞凋亡[28-30]。这表明，黄腐酚类似

物 a13 联合顺铂可通过共同调控线粒体凋亡通路协同诱导

Hela细胞凋亡。

综上所述，黄腐酚类似物与顺铂联合可协同抑制宫颈癌

Hela细胞增殖，表现良好的化疗增敏效果，其作用机制可能与

阻滞细胞周期进程和调控凋亡相关蛋白表达促进细胞凋亡有

关。本研究仅从细胞水平初步阐述了黄腐酚类似物对宫颈癌细

胞的顺铂增敏作用，后续研究仍需进行体内动物实验，以进一

步验证黄腐酚类似物抑制宫颈癌细胞增殖及顺铂增敏的效果，

为黄腐酚类似物未来用于宫颈癌的临床治疗提供一定数据

支持。
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