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夏枯草提取物对人乳头瘤病毒阳性宫颈癌细胞的凋亡作用 

范鹏莺 
河南省安阳市妇幼保健院生殖不孕科，河南 安阳  455000 

摘  要：目的  研究夏枯草提取物（EPV）对人乳头瘤病毒（HPV）阳性人宫颈癌细胞的凋亡作用。方法  培养人宫颈癌细

胞 SiHa、HeLa（HPV 阳性）及 C-33-A（HPV 阴性），与 20、40、80 μg/mL 的 EPV 共孵育 24 h，对照组加入等体积的 DMSO，

采用噻唑蓝（MTT）法检测细胞存活率；流式细胞术 Annexin V/PI 双染法检测细胞凋亡及细胞周期。取对数生长期的 SiHa、
HeLa 细胞，与 40 μg/mL EPV 共孵育 24 h，Western blotting 法检测凋亡相关蛋白 caspase 3、caspase 9、Bcl-2、Bax 的表达情

况。结果  EPV 剂量相关地抑制 HPV 阳性人宫颈癌细胞 SiHa、HeLa 活力（P＜0.05、0.01、0.001）；诱导 SiHa、HeLa 细胞

凋亡（P＜0.05、0.01），使 SiHa、HeLa 细胞周期阻滞在 G0/G1 期，抑制其增殖；对 C-33-A 细胞无显著作用。显著上调

SiHa、HeLa 细胞内 Cle caspase 3、Cle caspase 9、Bax 表达，下调 Bcl-2 表达（P＜0.05、0.01、0.001）。结论  EPV 可诱

导 HPV 阳性人宫颈癌 SiHa、HeLa 细胞凋亡，对 HPV 阴性 C-33-A 细胞无显著作用，为夏枯草及其制剂在临床上治疗宫

颈癌提供依据。 
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Apoptotic effect of extract from Prunella vulgaris on human papilloma virus 
positive cervical cancer cells 

FAN Peng-ying 
Reproduction Department, Anyang Maternal and Children Health Care Hospital, China, 455000 

Abstract: Objective  To study the potential apoptotic effect of extract from Prunella vulgaris (EPV), a traditional Chinese 
medicine, on human papilloma virus (HPV) positive and negative human cervical cancer cells. Methods  Human cervical 
carcinoma cell lines SiHa, Hela (HPV positive), and C-33-A (HPV negative) were cultured, and treated with 20, 40, and 80 μg/mL of 
EPV for 24 h. Control group were treated with equal volume of DMSO. The survival rate of cells was detected by methyl thiazolyl 
tetrazolium (MTT) method. Flow cytometry Annexin V/PI double staining method was used to detect cell apoptosis and cell cycle. 
SiHa and HeLa cells were incubated with 40 μg/mL EPV for 24 h, and Western blotting was used to detect the expression of 
apoptosis related protein caspase 3, caspase 9, Bcl-2, and Bax. Results  EPV reduced the viability of SiHa and HeLa cells 
dose-dependently (P < 0.05, 0.01 and 0.001). Moreover, EPV induced apoptosis in SiHa and HeLa cells (P < 0.05 and 0.01), 
inhibited the proliferation of SiHa and HeLa cells through arresting their cycle in G0/G1 phase. However, EPV did not show 
significantly effect on C-33-A cells. Western blotting results showed that Cle caspase 3, Cle caspase 9, Bax, and Bcl-2 proteins were 
involved in EPV induced cell apoptosis (P < 0.05, 0.01, and 0.001). Conclusion  EPV could induce apoptosis in HPV-positive 
cervical cancer cells, which provides novel information for clinical application of P. vulgaris and its preparations for the 
HPV-positive cervical cancer patients. 
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夏枯草为唇形科夏枯草属植物夏枯草 Prunella 
vulgaris L.的干燥花序，亦可全草入药。主要含有三

萜及其苷类（熊果酸、齐墩果酸等）、黄酮类（芦丁、

木樨草素、异荭草素、木樨草苷等）、甾醇及其苷类、

香豆素、有机酸、挥发油及糖类等成分[1-4]。作为传

统中药，夏枯草具有清火、明目、散结、消肿的功

效，临床用于治疗乳痈肿痛、甲状腺肿大、淋巴结

核、乳腺增生症、高血压等症。现代药理学研究表 
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明，夏枯草主要有降压、降糖、抗菌、抗炎、抗过

敏及抗病毒等作用，近年来，由于其明确的抗病毒

及抗癌作用受到重视[4-7]。 
人类乳头状瘤病毒（Human papilloma virus，

HPV）是一种嗜上皮性病毒，在人和哺乳动物中分

布广泛，有高度的特异性。HPV 可引起人类良性的

肿瘤和疣，如生长在生殖器官附近的皮肤和黏膜上

的尖锐湿疣，以及生长在黏膜上的乳头状瘤[8]。宫颈

癌是在全球妇女中发病率排在第 3 位的 常见的恶

性肿瘤之一，高危型 HPV（high-risk HPV，HR-HPV）

持续感染是宫颈癌发展的主要危险因素[9]，因此，抑

制 HR-HPV 生长的措施可以用于治疗宫颈癌。

HR-HPV 感染导致一系列分子过程失衡，促进宫颈

癌的发生发展，但其确切机制尚不完全清楚[10-13]。

化疗药物在一定程度上能够抑制宫颈癌细胞增殖和

转移，但往往毒性较大且容易产生耐药性，临床疗

效并不理想，且部分患者难以耐受。因此从天然产

物中寻找低毒、高效的抗宫颈癌活性成分是近年来

的研究热点[14-17]。 
本研究以 3 株不同分型的人宫颈癌细胞系为研

究对象，观察夏枯草对宫颈癌细胞增殖凋亡的影响，

拟探讨其抗 HPV 进而抗宫颈癌的作用机制。 
1  材料 
1.1  药物及主要试剂 

夏枯草经水煎法制备成夏枯草提取物（EPV），

由贵阳新天药业股份有限公司提供，制备工艺如下：

取夏枯草加水煎煮 3次，加水量分别为药材量的 10、
8、6 倍，每次煎煮 1 h，合并煎液，滤过，浓缩为

相对密度是 1.1 的 EPV，使用时用 DMSO 溶解。参

照《中国药典》2015 年版夏枯草口服液项下的质量

标准，对 EPV 中总黄酮以及迷迭香酸的水平进行控

制，总黄酮、迷迭香酸质量浓度分别约为 6.0、1.2 
mg/mL。 

RPMI 1640 培养液，北京 Gibco-BRL 公司；

oligo20（dT），北京华夏远洋科技有限公司；青霉

素、链霉素，南京森贝伽生物科技有限公司；噻唑

蓝（MTT）试剂盒，上海华蓝化学科技有限公司；

胎牛血清，北京 Invitrogen 公司；caspase 3、caspase 
9、Bcl-2、Bax 抗体，美国 Cell Signaling Technology
公司；AnnexinV/PI 细胞凋亡检测试剂盒、细胞浆

蛋白抽提试剂盒，上海碧云天生物技术有限公司；

其他试剂（分析纯）购于北京试剂厂。 
1.2  细胞 

人宫颈癌 SiHa、HeLa、C-33-A 细胞，购于上

海中科院细胞库。 
1.3  仪器 

细胞培养箱、酶标仪（美国 Thermo 公司）；流

式细胞仪、冷冻台式离心机（美国贝克曼库尔特公

司）；超声振荡清洗仪（上海生析超声仪器有限公

司）；电泳仪（北京六一仪器厂）；分光光度仪（日

本岛津公司）；超低温冰箱（海尔公司）；摇床（北

京莱普特科学仪器有限公司）。 
2  方法 
2.1  细胞培养 

将 SiHa、HeLa、C-33-A 细胞培养于 RPMI 
1640 培养液（含 10%胎牛血清、100 U/mL 青霉

素、100 μg/mL 链霉素）中，置于 37 ℃、5% CO2、

饱和湿度的细胞培养箱内，取对数生长期细胞用

于实验。 
2.2  细胞增殖抑制实验 

取对数生长期的 3 株宫颈癌细胞，以 1×
105/mL、200 μL/孔分别接种于 96 孔板，细胞贴壁

后分为对照组、EPV 组。EPV 组加入终质量浓度为

20、40、80 μg/mL 的 EPV，对照组加入等体积的

DMSO，各组均设 5 个复孔，继续培养 24 h，加入

等体积的培养液作为调零孔。于实验结束前 4 h 加

入 MTT 试剂 20 μL/孔，孵育 4 h，吸弃上清，加入

DMSO 150 μL/孔，摇床上振荡 10 min，待结晶完全

溶解后，酶标仪检测 570 nm 处吸光度（A）值，计

算抑制率。 
细胞增殖抑制率＝1－（实验组平均 A 值－调零孔 A 值）/

（对照组平均 A 值－调零孔 A 值） 

2.3  流式细胞术检测细胞凋亡及细胞周期 
取对数生长期的 3 株宫颈癌细胞，以 1×

106/mL、200 μL/孔接种于 6 孔培养板内，待细胞贴

壁后分别加入终质量浓度为 20、40、80 μg/mL EPV
培养液，对照组加入等体积的 DMSO。培养 24 h
后，收集细胞，加入 Annexin V-FITC 和 PI，室温避

光染色。筛网过滤后送流式细胞仪进行细胞凋亡及

细胞周期的检测。 
2.4  Western blotting 法检测蛋白表达变化 

取对数生长期的 SiHa、HeLa 细胞，接种方法

同“2.3”项，待细胞贴壁后加入终质量浓度为 40 
μg/mL EPV 培养液，对照组加入等体积的 DMSO。

继续培养 24 h 后收集细胞，参照试剂盒说明书进行

细胞浆蛋白抽提并测定浓度，加入 1/5 体积的 5×
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上样缓冲液，沸水煮沸 5 min，20 μg/孔上样，进行

SDS-PAGE 电泳，电转至 PVDF 膜上，脱脂牛奶室

温封闭 1 h，分别加入 1∶1 000 稀释的 caspase 3、
caspase 9、Bcl-2、Bax 抗体，β-actin 作为内参，4 ℃
过夜。TBST 洗膜 3 次，加入 1∶1 000 稀释的辣根

酶标记的兔抗山羊 Ig G，室温孵育 2 h，同样洗膜 3
次，ECL 发光液显色，观察各条带深浅变化。Image 
J v 2.1.4.7 软件进行灰度分析。 
2.5  统计学方法 

应用 SPSS 19.0 软件进行统计处理，计量资料

数据用 ±x s 表示，两组间比较采用 t 检验；多组间

比较采用单因素方差分析。 

3  结果 
3.1  对宫颈癌细胞增殖的影响 

EPV 处理 24 h，在 20、40、80 μg/mL 均可显

著抑制 SiHa、HeLa 细胞增殖（P＜0.05、0.01、0.001），
且呈浓度相关性。经过同样浓度的 EPV 处理 24 h
后，C-33-A 细胞活力基本不变。结果见图 1。 
3.2  对宫颈癌细胞凋亡的影响 

流式细胞术结果显示，EPV 处理 SiHa、HeLa
细胞 24 h 后，凋亡率增加，显著高于对照组（P＜
0.05、0.01），且呈浓度相关性。相应地，EPV 对

HPV 阴性的宫颈癌 C-33-A 细胞无明显诱导凋亡作

用。结果见图 2、表 1。 
 

               

 
与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001 
*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group 

图 1  EPV 对宫颈癌细胞株活力的影响 ( x ±s, n = 5) 
Fig 1  Effects of EPV on viability of cervical cancer cells ( x ±s, n = 5) 

 
 

      
 

 

图 2  流式细胞术测定 EPV 对 HPV 阳性宫颈癌细胞凋亡率的影响 
Fig 2  Effect of different concentration of EPV on apoptosis rate of HPV positive cervical cancer cells by flow cytometry 
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表 1  不同浓度 EPV 处理宫颈癌细胞后凋亡率 ( x ±s, n = 3) 
Table 1  Apoptotic effect of EPV on cervical cells ( x ±s, n = 3) 

细胞凋亡率/% 
组别 

剂量/ 
(μg·mL−1) SiHa 细胞 HeLa 细胞 C-33-A 细胞 

对照 0 1.5±0.04 1.8±0.03 1.6±0.02 

EPV 20 23.4±0.94** 12.4±1.16* 2.3±0.04 

 40 47.5±2.90** 44.4±5.11** 3.3±0.11 

 80 66.7±3.65** 58.5±5.43** 3.5±0.58 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group 

3.3  对宫颈癌细胞周期的影响 
不同浓度 EPV 处理 24 h 后，SiHa、HeLa 细胞

的 G0/G1 期细胞比例增加，同时 G2/M 期与 S 期细

胞比例减少，提示 EPV 能使 SiHa、HeLa 细胞周期

阻滞在G0/G1期，从而抑制细胞增殖。EPV对C-33-A
细胞无明显作用。结果见表 2。 

3.4  对 HPV 阳性宫颈癌细胞中蛋白表达的影响 
Western blotting 结果显示，40 μg/mL EPV 处理

SiHa、HeLa 细胞 24 h 后，Cle caspase 3 和 Cle caspase 
9 蛋白表达显著升高（P＜0.01、0.001），促凋亡蛋白

Bax 的表达量显著升高（P＜0.05、0.01），抗凋亡蛋

白 Bcl-2 的表达量显著降低（P＜0.05）。结果见图 3。 

表 2  不同浓度 EPV 对 HPV 阳性宫颈癌细胞周期的影响 ( x ±s, n = 3) 
Table 2  Effect of EPV on cell cycle in HPV positive cervical cells ( x ±s, n = 3) 

SiHa 细胞周期/% HeLa 细胞周期/% 
组别 

剂量/ 
(μg·mL−1) G0/G1 S G2/M G0/G1 S G2/M 

对照 — 40.32±0.89 41.12±0.95 18.47±0.54 41.52±0.89 37.12±0.05 21.47±0.78 

EPV 20 54.33±1.87 34.09±0.83 12.28±0.55* 54.98±1.87 30.09±1.81* 16.43±0.25* 

 40 69.47±1.36* 25.25±0.73* 6.63±0.73** 63.78±1.36* 27.41±0.73* 13.83±0.09**

 80 73.94±2.23** 23.46±0.72** 4.77±0.43** 75.65±2.23** 19.76±0.72** 4.56±0.66**

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group 

 
 

            
 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001 
*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group 

图 3  EPV 对 HPV 阳性宫颈癌细胞中凋亡相关蛋白表达的影响 ( x ±s, n = 3) 
Fig 3  Effect of EPV on expression of apoptosis related protein in HPV positive cervical cancer cells ( x ±s, n = 3) 

4  讨论 
全球宫颈癌发病率自 20 世纪 70 年代末开始一

直呈上升趋势，妇女宫颈癌的发病率和死亡率远较

其他 HPV 相关恶性肿瘤高。如今，宫颈癌患者

佳治疗手段的选择依然面临很大的挑战。中医药，

包括民族医药，是祖国医学用来防治疾病的有力武
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器，与化学药品相比，中药除了有着来源广泛、价

格低廉和毒副作用低等优点外，更重要的是，在减

轻癌症患者临床症状，提高生存质量，防止复发转

移，延长生存期，提高免疫力，增强放、化疗敏感

性，减轻放、化疗不良反应，逆转耐药性[18]等很多

方面都具有优势。近年来中药及其有效部位或成分

抗癌研究工作取得了一系列的成果，已成为肿瘤医

学的研究热点之一[19]。 
据报道，EPV 具有抗病毒和抗肿瘤的作用，本

研究选择不同分型的人宫颈癌细胞为研究对象，检

测 EPV 对 HPV 阳性或阴性宫颈癌细胞的作用，旨

在探索夏枯草在宫颈癌治疗中的潜力。本研究选取

的 3 株人宫颈癌细胞系，分别是 SiHa 细胞（HPV-16
阳性）、HeLa 细胞（HPV-18 阳性）和 C-33-A 细胞

（HPV 阴性），也是 典型的宫颈癌细胞。通过 MTT
实验，本研究发现 EPV 可以显著降低 HPV 阳性的

SiHa、HeLa 细胞活力，而对 HPV 阴性的 C-33-A
无显著影响。表明 EPV 对不同类型宫颈癌细胞的不

同作用有 HPV 特异性。本研究结果也为临床上不

同分型宫颈癌患者给予不同治疗提供了细胞水平的

依据。 
细胞凋亡是多细胞机体维持内环境稳定的重要

自我调节机制，诱导细胞凋亡已成为肿瘤治疗的热

点，亦成为评估抗癌药物作用能力的重要指标[20-21]。

本研究发现，EPV在 20～80 μg/mL均能抑制人HPV
阳性的宫颈癌细胞的增殖，且呈现明显的剂量依赖

效应：EPV 处理 HPV 阳性的宫颈癌细胞 24 h 后可

诱导凋亡，且随着药物浓度的升高细胞凋亡率增加。 
此外，本研究发现，经 EPV 处理后，宫颈癌细

胞抗凋亡蛋白 Bcl-2 表达下调，促凋亡蛋白 Bax 表

达上调。Bcl-2 蛋白家族是一个特别的家族，Bcl-2
是一种内膜蛋白，在多种肿瘤细胞中表达，具有抗

凋亡作用；Bax 可直接激活死亡效应因子 caspase 3、
9，具有促进细胞凋亡的作用。细胞 Bcl-2 和 Bax 比

例改变可调节细胞凋亡，当 Bcl-2 占优势时，细胞

具有抗凋亡作用；相反，当 Bax 过表达时，细胞易

发生凋亡[22-23]。由于 EPV 具有广泛的生物学作用，

对肿瘤细胞的作用可能并非针对单一靶点，因此对

EPV 诱导宫颈癌细胞凋亡机制的进一步研究以及

阻滞细胞传导通路、信使的相关研究，将对其临床

应用具有良好的指导意义。 
综上所述，EPV 可以特异性地诱导 HPV 阳性

宫颈癌细胞凋亡。本研究为特异性临床治疗 HPV

阳性宫颈癌患者提供了一定的参考，也为更合理使

用夏枯草及其制剂提供了新的依据。 
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