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青蒿琥酯通过下调 Rad51 增加宫颈癌细胞 HeLa 对顺铂的敏感性
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[摘　要] 目的：研究青蒿琥酯和顺铂(c i s -plat inum，CDDP)对宫颈癌HeL a细胞的增殖及凋亡的影响及其

作用机制。方法：体外培养人宫颈癌HeL a细胞，分别用青蒿琥酯(ar tesunate，A RT)、CDDP以

及两药联合处理24和48 h，采用CCK-8(Cell  Counting Kit-8)、流式细胞仪检测青蒿琥酯和CDDP

及两者联合应用对 He L a 细胞的生长增殖和细胞凋亡作用。蛋白质印迹法检测每组细胞中重组

蛋白A(recombination protein A，R ad51蛋白)表达水平；RT-PCR检测R ad51 mRNA的表达水平。 

结果：CCK-8及流式细胞仪结果显示与对照组相比，各给药组均可明显抑制HeLa增殖，促进细胞

凋亡，差异均有统计学意义(P<0.01)，联合给药组的抑制作用更加显著(P<0.001)，且呈时间浓度

依赖性。RT-PCR和蛋白质印迹法结果显示：与对照组相比，R ad51表达下调，联合给药组的上述

相应变化更加显著，但两单独给药组之间差异无统计学意义(P>0.05)。结论：ART及CDDP均可抑

制宫颈癌HeLa细胞的增殖，促进凋亡。且ART可能通过下调Rad51来增加宫颈癌HeLa细胞对CDDP

的敏感性。
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Artesunate increases the sensitivity of cervical cancer cells 
to cisplatin by down-regulating Rad51
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Abstract Objective: To study the effect of artesunate and cisplatin on the proliferation and apoptosis of HeLa cells in 

cervical cancer and its mechanism. Methods: Human cervical cancer HeLa cells were cultured in vitro and treated 

with artesunate (ART), cisplatin (CDDP) and two drugs for 24 and 48 h, respectively. Cell Counting Kit (CCK-

8) and flow cytometry were used to determine the growth, proliferation and inhibition of artesunate and cisplatin 

and their combined application on HeLa cells. Western blot was used to detect the expression level of Rad51 protein 

(recombination protein A) in each group. RT-PCR was used to detect Rad51 mRNA expression. Results: CCK-8 and 

flow cytometry showed that compared with the control group, the proliferation of HeLa was significantly inhibited 

in all groups, and its pro-apoptosis effect was statistically significant in each group (P<0.01), and the inhibiting 
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宫颈癌是女性生殖道最常见的恶性肿瘤，发

病率第二，仅次于乳腺癌，在某些发展中国家甚

至位居首位，且发病年龄呈现年轻化趋势[1]。随着

放化疗在宫颈癌治疗中广泛应用，肿瘤耐药问题

及毒副作用进入人们的视线，因此，越来越多的

研究者致力于寻找宫颈癌新型治疗药物[2]。

青蒿又名黄花蒿，是一种菊科类草本植物，

最 早 是 由 H o 等 [ 3 ]于 1 9 7 1 年 从 青 蒿 中 提 取 的 具 有

抗 疟 作 用 的 倍 半 萜 内 酯 化 合 物 。 已 有 研 究 [ 4 - 7 ]表

明 ： 双 氢 青 蒿 素 可 显 著 抑 制 肝 癌 细 胞 、 肺 癌 细

胞 ( P C - 1 4 ) 、胰腺癌和骨肉瘤细胞在体内体外增

殖 能 力 。 查 阅 近 几 年 文 献 ， 体 外 实 验 及 动 物 实

验 [ 8 ]均证实青蒿素及其衍生物具有显著的抗宫颈

癌作用。

重组蛋白A(recombination protein A，R ad51)
是DNA损伤之后同源重组修复的关键蛋白，在体

内催化HR修复过程中起重要作用 [9]。有学者 [10]发

现：R A D51蛋白过表达可重排染色体，表达异常

核型，导致肿瘤及癌症的发生，并使肿瘤细胞产

生耐药性，减弱对癌细胞的杀伤作用。

本研究ART(青蒿琥酯)干预体外培养的人宫颈

癌HeLa细胞，并将其与顺铂(cis-platinum，CDDP)
联合应用，旨在探索ART对宫颈癌HeL a细胞是否

存在化疗增敏疗效，且是否与Rad51作用有关。

1  材料与方法

1.1  材料

1.1.1  细胞株

人 宫 颈 癌 H e L a 细 胞 株 由 徐 州 医 科 大 学 药 理

研究室惠赠，于含10%胎牛血清、100 U/mL青霉

素、100 mg/L链霉素的 DMEM 培养液中，37 ℃，

5%CO2培养，2~3 d传代1次。

1.1.2  药物

A RT ( 批号 4 1 8 A 0 2 2 ) 购自中国生物药品检定

所 ； C D D P 购 自 海 南 长 安 国 际 制 药 有 限 公 司 ；

cDNA第一链合成试剂盒(日本TaKaR a RR036B)，

蛋白试剂盒、R ad51蛋白及β-肌动蛋白(β-actin)一

抗均购自英国Abcam公司。RT-PCR引物由通用生

物公司合成。

1.2  方法

1.2.1  细胞培养 
复 苏 冻 存 的 人 宫 颈 癌 H e L a 细 胞 ， 培 养 于 含

1 0 %胎牛血清及双抗D M E M高糖培养液中，置于 
37 ℃，5% CO2细胞培养箱中，密切观察细胞生长

情况，细胞生长良好，长至80%予胰酶消化传代。

1.2.2  选择合适的药物浓度

胰酶消化细胞，制成单细胞悬液，调整细胞

密度为7×10 3/mL，充分混匀后接种于96孔培养板

中，每孔200 μL，24及48 h后更换培养液，加入药

物。分为对照组(NC组，不加药物组)、ART组：

每组加入不同剂量的青蒿琥酯，使药物终浓度为

4，8，16，32，64，128 μg/mL。CDDP组：每组终

浓度分别为0.625，1.25，2.5，5，10，20 μg/mL。

分别干预2 4，4 8  h后采用CCK- 8法测得吸光度，

计算抑制率(inhibition rate，IR)，实验重复3次。

IR=(对照组吸光度值−实验组吸光度值)/(对照组吸

光度值−空白组吸光度值)×100%。用SPSS 21.0软件

计算2种药物的IC50。进而选择合适的药物浓度，更

好的观察ART和CDDP联合使用对宫颈癌HeLa细胞

的影响与单独用药之间的差别。

1.2.3  CCK-8测定药物对HeLa细胞生长的抑制

药物作用24及48 h后，每孔加入10 μL CCK-8
溶液，置培养箱中孵育2 h，于酶标仪450 nm波长

处测其吸光度值。

1 . 2 . 4   流式细胞分析法检测药物对H e L a细胞体外 
早期凋亡能力的影响

培 养 瓶 中 的 细 胞 覆 盖 率 达 到 8 0 % ~ 9 0 % ， 用

0.25%胰酶(不含EDTA)消化后收集细胞；用PBS洗

涤细胞2次(离心2 000 r/min，5 min)收集5×10 5细

胞；加入500 μL的Binding Buf fer悬浮细胞；加入

5 μL A nnex in V-FITC混匀后，加入5 μL碘化丙啶

(propidium iodide，PI)，混匀；室温、避光、反应

effect was more significant in the combined group (P<0.001), which was also time-concentration dependent. RT-

PCR and Western blot results showed that compared with the control group, Rad51 gene was down-regulated, 

and the corresponding changes were more significant in the combined administration group, but there was no 

significant difference between the two individual dosing groups (P>0.05). Conclusion: ART may increase the 

sensitivity of HeLa cells to CDDP by down-regulating Rad51.
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5~15 min；用流式细胞仪检测细胞凋亡的情况，在

双变量流式细胞仪的散点图上，左下象限显示活

细胞为(FITC−/PI)；右上象限是非活细胞，即坏死

细胞为(FITC +/PI +)；右下象限为凋亡细胞，即为

(FITC+/PI−)。试验重复3次。

1.2.5  蛋白质印迹法检测药物处理过的HeLa细胞中

Rad51蛋白水平

取 对 数 生 长 期 H e L a 细 胞 于 细 胞 瓶 培 养 至

8 0 % ， 加 药 物 后 继 续 培 养 2 4  h ， P B S 清 洗 后 收 集

细 胞 。 加 入 细 胞 裂 解 液 ， 冰 上 裂 解 3 0  m i n ， 提

取 细 胞 总 蛋 白 ， 离 心 吸 取 上 层 澄 清 液 。 定 量 后

取 等 量 蛋 白 进 行 8 % 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 ( S D S -
polyacr ylamide gel electrophoresis，SDS-PAGE)，

通 过 电 转 膜 装 置 将 蛋 白 转 移 至 硝 酸 纤 维 膜 6 0  V 
3 0  m i n后改为1 0 0  V  9 0  m i n电转移至聚偏二氟乙

烯( poly v iny l idene di f luor ide，P VDF)膜，封闭液

(BS A  0 . 9  g，P BS定容至3 0  m L)封闭1 ~ 2  h，加入

特异性一抗工作液4  ℃孵育过夜，次日室温孵育  
0.5 h后，TBS漂洗3次，5 min/次，加入二抗，室

温孵育1.5 h，PBST漂洗2次，5 min/次，采用化学

发光法显色，对条带进行吸光度积分扫描。目的

蛋白的水平以R ad51蛋白条带吸光度值/内参蛋白
β-actin吸光度值表示。

1.2.6  RT-PCR法检测HeLa细胞中Rad51 mRNA的表达

采用 RT-P C R 法，各组细胞 3 7  ℃培养 2 4  h ，

P B S 清洗后收集细胞。T R I z o l一步法提取R N A，

取5  μ L  R N A样品到4 9 5  μ L  1 × T E  Bu f f er中，测定

样品在2 6 0  n m和2 8 0  n m的吸收值确定，按照RT-
P C R 试 剂 盒 说 明 书 要 求 ， 各 组 取 2  μ g 完 整 性 好

的 R N A 反 转 录 为 c D N A ， 反 应 条 件 为 4 2  ℃ 反 应

6 0  m i n ， 再 以 等 体 积  c D N A  为 模 板 进 行 P C R 扩

增。P C R扩增体系为2 5  μ L，反应条件为：9 5  ℃

预变性5  m i n，9 5  ℃变性3 0  s，5 8  ℃退火4 0  s，

7 2  ℃延伸3 0  s，2 8  个循环，7 2  ℃延伸1 0  m i n。

以 G A P D H  m R N A 表 达 为 内 参 基 因 ， 依 据 公 式
Δ C t  = C t ( 目 的 基 因 ) – C t ( 内 参 基 因 ) ， 分 别 计

算 各 组 的 Δ C t ， 再 依 公 式 Δ Δ C t = Δ C t ( 实 验 组 ) −
Δ C t ( 对 照 组 ) 计 算 出 Δ Δ C t ， 最 后 计 算 相 对 表 达

量的差值即2 −ΔΔCt，其中Ct值表示循环阈值。目的

基 因 和 内 参 基 因 P C R 序 列 如 下 ： G A P D H 正 向 引

物5'-AGATCATCAGCAATGCCTCCT-3'，反向引物

5'-TGAGTCCTTCCACGATACCAA-3'，扩增长度90 bp；

Rad51正向引物5'-GCCACCGCCCTTTACAGAACAG-3'，
反向引物5'-GTCGCAGAAGCATCCGCAGAA-3'，扩增长

度94 bp。

1.3  统计学处理 
采用SPSS 21.0统计软件进行数据分析，吸光

度 A 值以均数 ± 标准差 ( x ± s ) 表示，两组以上通过

ANOVA法进行分析，组间差异采用t检验，P<0.05
为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  药物浓度的选择

A RT 作 用 2 4 ， 4 8  h 后 的 I C 5 0 分 别 为 4 0 . 9 1 ，

2 4 . 8 7 5  μ g / m L；CD D P作用2 4，4 8  h的 I C 5 0分别

3 . 8 0 3 ， 2 . 7 0 2  μ g / m L 。 同 样 质 量 浓 度 的 A RT ，

CD D P及其联合用药作用于He L a细胞时，2 4  h的

IC50值明显高于48 h的IC50值，具有显著性差异

(表1，图1 )。随着质量浓度的增大和作用时间的

延长，OD值明显减小，抑制率增加，各组之间差

异均有统计学意义(P<0.05)，说明ART和CDDP对

HeLa细胞的抑制作用呈现浓度、时间依赖性。本

实验中的药物浓度依据实验的结果，选定为青蒿

琥酯64 μg/mL，CDDP 5 μg/mL。

2.2  HeLa细胞的增殖抑制情况

与对照组(NC组)相比，实验组HeLa细胞的增

殖均具有明显的抑制作用(P<0.01)，其中联合给药

组的抑制作用更加显著(P<0.001)；分别与ART和

CDDP单独给药组相比，联合给药组HeLa细胞的增

殖抑制率明显升高(P<0.001)，且48 h的抑制率明

显高于24 h，呈时间依赖性(表2)。

2.3  各组HeLa细胞的凋亡率

较NC组而言，A RT组、CDDP组、联合用药

组 H e L a 细 胞 的 凋 亡 率 增 加 ， 差 异 无 统 计 学 意 义

(P<0.01)；分别与ART，CDDP单独给药组相比，

联合给药组中HeLa细胞的凋亡率显著增加，差异

均有统计学意义(P<0.01)。再次比较，各分组中48
和2 4  h凋亡率，随着时间增加，细胞凋亡率增加

(P<0.01，图2，表3)。

2.4  HeLa细胞Rad51蛋白的表达

与NC相比，ART和CDDP组的R ad51蛋白相对

表达明显下降，(P<0.05)，ART联合CDDP组上述

变化更加显著(P<0.0001)。分别与ART和CDDP单

独给药组相比，联合给药组相应变化差异具有统

计学意义(P分别为0.0101和0.0394)。ART和CDDP
单独给药组比较R ad51蛋白表达差异无统计学意义
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(P=0.3043；图3，4)。

2.5  HeLa 细胞 Rad51 mRNA 的表达

各 组 R a d 5 1  m R N A 的 表 达 水 平 差 异 有 统 计

学意义 ( F = 1 1 3 . 9 9 8 ；P < 0 . 0 0 1 ) ； A RT 组和 C D D P
组比较，R ad 5 1  m R N A的表达差异无统计学意义

(P=0.908)。但联合用药组与单药组相比，R ad51 
mRNA表达下调，作用显著(P<0.01；表4，图5)。

表1 ART及CDDP各浓度细胞抑制率

Table 1 Cell inhibition rates of ART and CDDP at different concentrations

组别 24 h抑制率/% 48 h抑制率/% t P

ART浓度/(μg·mL−1)

4 15.27 24.36 −19.908 <0.001

8 22.67 29.54 −14.409 <0.001

16 27.89 41.98 −14.249 <0.001

32 48.12 53.02 −7.662 0.002

64 56.88 64.24 −9.204 0.001

128 72.24 78.38 −5.76 0.004

F 1 136.135 2 762.275

P <0.001 <0.001

CDDP浓度/(μg·mL−1)

0.625 24.26 30.36 −118.268 <0.001

1.250 31.67 35.54 −16.424 <0.001

2.500 40.89 46.98 −50.990 <0.001

5.000 51.24 56.02 −18.783 <0.001

10.000 64.98 68.34 −3.339 0.027

20.000 80.36 83.38 −5.922 0.004

F 1 097.947 1 829.215

P 0.001 0.001

图1 不同浓度ART，CDDP作用于HeLa细胞的增殖抑制情况

Figure 1 Inhibition of HeLa cell proliferation by ART and CDDP at different concentrations
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表2 各组细胞增殖抑制率比较(n=5，x±s)

Table 2 Comparison of cell proliferation inhibition rates in each group (n=5, x±s)

组别
增殖抑制率/%

t P
24 h 48 h

NC组 0 0

ART组 56.92±1.02* 63.96±0.82* −10.105 0.01

CDDP组 50.78±1.16 56.67±0.30* −15.105 <0.001

ART+CDDP组 62.83±0.87* 70.43±0.57* −13.668 <0.001

F 1 224.639 4 527.877

P <0.001 <0.001

与CDDP组相比，*P<0.01。

Compared with group CDDP, *P<0.01.

图2 流式细胞仪检测各组 HeLa 细胞的凋亡率

Figure 2 Detection of apoptosis rate of HeLa cells in each group by flow cytometry
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3  讨论

目前已有各种临床研究 [ 8 ]表明：青蒿素及其

衍生物在体内外对宫颈癌均具有显著的作用，机

制主要包括诱导肿瘤细胞铁死亡、抑制肿瘤血管

生成、活性氧介导的细胞毒作用、增强放疗敏感

性及逆转肿瘤多药耐药等方面。CDDP是一种周期

非特异性的化疗药物，广泛用于各种癌症化疗。

青蒿琥酯可增强卵巢癌细胞 [11]、非小细胞肺癌细

胞 [ 1 2 ]、 眼 癌 细 胞 [ 1 3 ]等 的 铂 类 化 疗 敏 感 性 。 本 研

究CCK- 8及流式细胞仪的结果显示：与对照组相

比，各实验组对HeLa细胞有抑制增殖、促进凋亡

作用，且呈剂量、时间依赖性；与单独给药组相

比，A RT联合CD D P组可以明显增强对He L a细胞

的抑制作用。

CDDP的作用机制为整合入肿瘤细胞DNA后，

通过引起DNA双链断裂(chromosomal double-strand 
breaks，DSBs)进而抑制DNA复制，导致肿瘤细胞

死亡 [14]。在细胞DNA收到损伤的过程中，会启动

多种复杂的信号通路对损伤进行修复 [15]，其中同

源重组修复 [16]是细胞发生DNA损伤后进行精确修

复的主要机制，其具体机制十分复杂，涉及大量

蛋白质，最重要的是R ad51[17]。R ad51通过参与基

表3 各组细胞的凋亡率的比较(n=5，x±s)

Table 3 Comparison of apoptosis rates of cells in each group (n=5, x±s)

组别 24 h凋亡率/% 48 h凋亡率/% t P

NC组 4.427±0.239 4.147±0.06 1.901 0.198

ART组 18.8±1.042 27.277±0.266 −16.115 0.004

CDDP组 23.417±0.525 32.497±0.67 −28.585 0.001

ART+CDDP组 51.88±0.718 63.713±0.703 −16.690 0.004

F 2455.423 7091.922

P <0.001 <0.001

图3 各组中Rad51蛋白的表达(以β-actin为内参)

Figure 3 Expression of Rad51 protein in each group (β-actin as 

internal reference)
图5 各组细胞中Rad51 mRNA表达水平比较

Figure 5 Comparison of Rad51 mRNA expression levels in 

each group

图4 各组细胞中Rad51 蛋白表达水平比较

Figure 4 Comparison of Rad51 protein expression levels in cells 

of each group

表4 各组细胞中Rad 51mRNA表达水平比较(n=3，x±s)

Table 4 Comparison of the expression levels of Rad51 mRNA 

in cells of each group (n=3, x±s)

组别 Rad51 mRNA表达水平

NC组 1.000±0.013

ART组 0.561±0.061*

CDDP组 0.567±0.055*

ART+CDDP组 0.381±0.018*

F 113.998

P <0.001

与NC组比较，*P<0.05。

Compared with the NC group, *P<0.05.
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因稳定性的维持、DNA损伤的感应和影响细胞周

期的复杂信号通路发挥作用，其蛋白水平的升高

引起染色体的易位、基因缺失、复制或杂合性缺

失。目前在人类一些上皮源性卵巢恶性肿瘤中发

现R ad51的过表达，其在肿瘤的发生发展、凋亡等

过程中起重要作用 [18]。另外有研究 [19]发现：降低

R a d 5 1 的表达提高肿瘤治疗效果，可以增强肿瘤

细胞的增殖抑制、增强细胞周期阻滞、促进凋亡

最终导致肿瘤细胞的死亡。本项研究中发现联合

用药组与单独用药对比，其增殖抑制能力增强，

凋亡率增加，进一步研究发现：与对照组相比，

ART，CDDP，联合用药组中R ad51表达水平明显

下降，联合给药中R ad51蛋白及mRNA表达量与单

独给药组相比，亦明显下降。由此猜测A RT联合

CDDP可以显著抑制宫颈癌HeLa细胞的增殖作用可

能是通过下调Rad51的表达水平，从而减少DNA双

链断裂修复，导致细胞死亡。此结果表明：ART联

合CDDP可以增强抗肿瘤的作用，进一步对其作用

机制及相关研究可以为临床使用ART增敏CDDP治

疗宫颈癌打开新大门，提供新思路。

综上所述，ART及CDDP均可抑制宫颈癌HeLa
细胞的增殖，促进凋亡。且ART可以增加CDDP对

宫颈癌HeLa细胞的杀伤作用。其可能是通过下调

细胞中Rad51的表达水平来增加宫颈癌HeLa细胞对

CDDP的化疗敏感性，可以为宫颈癌的治疗提供相

应的理论基础。
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