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柚皮素通过 AMPK 通路介导的自噬对顺铂耐药宫颈癌细胞（HeLa/DDP）
顺铂耐药性的影响   
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摘  要：目的  探究柚皮素对顺铂耐药宫颈癌细胞（HeLa/DDP）顺铂耐药性的影响，并探究其分子机制。方法  体外培养

人 HeLa/DDP 细胞、HeLa 细胞，CCK-8 法检测不同质量浓度顺铂对 HeLa/DDP、HeLa 细胞增殖的影响及不同质量浓度柚皮

素对 HeLa/DDP 细胞增殖的影响。设置对照组、顺铂组（2 mg/L 顺铂）、顺铂＋柚皮素组（2 mg/L 顺铂＋60 mg/L 柚皮素）

和顺铂＋柚皮素＋AMPK 通路抑制剂组（2 mg/L 顺铂＋60 mg/L 柚皮素＋50 μmol/L Compound C）；CCK-8 法检测各组

HeLa/DDP 细胞增殖情况；流式细胞仪检测各组 HeLa/DDP 细胞凋亡情况；蛋白免疫印迹（Western blotting）法检测各组

HeLa/DDP 细胞中腺苷酸活化蛋白激酶（AMPK）、p-AMPK、Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）、Beclin1、微管相关蛋白 1 轻链 3（LC3）

Ⅰ、LC3Ⅱ蛋白表达情况。结果  顺铂对 HeLa/DDP 细胞、HeLa 细胞的半数抑制浓度（IC50）分别在 4～8、1～2 mg/L，柚

皮素对 HeLa/DDP 细胞的 IC50 在 30～60 mg/L。与对照组相比，顺铂组 HeLa/DDP 细胞增殖抑制率、凋亡率及细胞中

p-AMPK/AMPK、Bax、Beclin1、LC3Ⅱ蛋白表达水平显著升高（P＜0.05），LC3Ⅰ蛋白表达水平显著降低（P＜0.05）；与顺

铂组相比，顺铂＋柚皮素组 HeLa/DDP 细胞增殖抑制率、凋亡率及细胞中 p-AMPK/AMPK、Bax、Beclin1、LC3Ⅱ蛋白表达

水平显著升高（P＜0.05），LC3Ⅰ蛋白表达水平显著降低（P＜0.05）；与柚皮素组相比，AMPK 通路抑制剂组 HeLa/DDP 细

胞增殖抑制率、凋亡率及细胞中 p-AMPK/AMPK、Bax、Beclin1、LC3Ⅱ蛋白表达水平显著降低（P＜0.05），LC3Ⅰ蛋白表

达水平显著升高（P＜0.05）。结论  柚皮素可能通过激活 AMPK 通路介导的自噬反应，与顺铂联用发挥对 HeLa/DDP 细胞

增殖抑制作用及凋亡促进作用。 
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Effect of naringenin on cisplatin resistance of cervical cancer HeLa/DDP cells via 

AMPK pathway mediated autophagy 

JIA Yan-li1, LI Jun-fang2, LIANG Gao-feng2 

1. Department of Obstetrics and Gynecology, Mengzhou People’s Hospital, Jiaozuo 454750, China 

2. Department of Clinical Pharmacy, the First Affiliated Hospital of Henan University of Science and Technology, Luoyang 471000, China 

Abstract: Objective  To investigate the effect of naringenin on cisplatin resistance of cervical cancer HeLa/DDP cells and its 

molecular mechanism. Methods  HeLa/DDP cells and HeLa cells were cultured in vitro, CCK-8 method was used to detect the effects 

of different concentrations of cisplatin on the proliferation of HeLa/DDP and HeLa cells, and the effects of naringenin on the 

proliferation of HeLa/DDP cells. HeLa/DDP cells were divided into control group, cisplatin group (2 mg/L cisplatin), cisplatin + 

naringenin group (2 mg/L cisplatin + 60 mg/L naringenin) and cisplatin + naringenin + AMPK pathway inhibitor group (2 mg/L 

cisplatin + 60 mg/L naringenin + 50 μmol/L Compound C). The proliferation of HeLa/DDP cells was detected by CCK-8 method, the 

apoptosis of HeLa/DDP cells was detected by flow cytometry. Western blotting (WB) method was used to detect the expression of 

adenosine monophosphate activated protein kinase (AMPK), p-AMPK, Bcl-2 associated X protein (Bax), Beclin1, 

microtubule-associated protein 1 light chain 3 (LC3) I and LC3 II protein in HeLa/DDP cells. Results  The IC50 value of cisplatin to 
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HeLa/DDP cells and HeLa cells were 4—8 mg/L and 1—2 mg/L, respectively. IC50 value of naringenin to HeLa/DDP cells was in the 

range of 30—60 mg/L. Compared with those in the control group, the proliferation inhibition rate, apoptosis rate and the protein 

expression levels of p-AMPK/AMPK, Bax, Beclin1 and LC3 Ⅱ in HeLa/DDP cells were significantly higher in cisplatin group(P < 

0.05), and the expression level of LC3 Ⅰ protein was significantly lower (P < 0.05). Compared with those in cisplatin group, the proliferation 

inhibition rate and apoptosis rate of HeLa/DDP cells and the expression levels of p-AMPK/AMPK, Bax, Beclin1 and LC3 Ⅱ protein in 

cisplatin + naringenin group were significantly higher, and the expression level of LC3 Ⅰ protein was significantly lower (P < 0.05). 

Compared with those in cisplatin + naringenin group, the proliferation inhibition rate and apoptosis rate of HeLa/DDP cells and the 

protein expression levels of p-AMPK/AMPK, Bax, Beclin1 and LC3 Ⅱ were significantly lower in cisplatin + naringenin + AMPK 

pathway inhibitor group, the expression level of LC3Ⅰ protein was significantly higher (P < 0.05). Conclusion  Naringenin can 

inhibit proliferation and promote apoptosis of HeLa/DDP cells by activating autophagy mediated by AMPK pathway. 

Key words: naringenin; adenosine monophosphate activated protein kinase pathway; autophagy; cervical cancer; Hela/DDP cells;  

cisplatin resistance 

 

宫颈癌是妇科常见的生殖系统恶性肿瘤，主要发

生于 35～60 岁女性群体中，但近年来其发病率呈年

轻化和上升趋势，严重威胁育龄妇女的生命健康[1]。

化疗是中晚期宫颈癌患者术后辅助治疗的重要手

段，但临床治疗中宫颈癌细胞对化疗药物产生抵抗

及耐受，使得疗效达不到预期的效果，是导致宫颈

癌治疗失败的主要原因之一[2]。因此，开发能够逆

转宫颈癌耐药细胞耐药性的药物并研究其机制具有

重要价值。柚皮素是水果、蔬菜中常见的二氢黄酮

类活性成分，对肺癌、前列腺癌等多种肿瘤具有杀

伤作用[3-4]。有研究报道，柚皮素能够通过 ROS/ 

JNK/Bcl2通路抑制宫颈癌HeLa细胞增殖和迁移[5]，

但对顺铂耐药宫颈癌细胞（HeLa/DDP）的影响尚不

清楚。细胞自噬是一种不同于细胞凋亡的程序性死

亡，在肿瘤耐药中发挥重要作用[6]。研究发现，增

强HeLa细胞自噬活性可增加HeLa细胞对顺铂化疗

的敏感性 [7]。腺苷酸活化蛋白激酶（ adenosine 

monophosphate activated protein kinase，AMPK）通

路是细胞中调节能量代谢的重要通路之一，能调节

细胞自噬[8]。近年来研究发现，柚皮素能够通过激

活 AMPK 通路诱导急性白血病 HL-60 细胞自噬和

细胞凋亡[9]。本研究探讨柚皮素通过 AMPK 通路介

导的自噬对 HeLa/DDP 细胞增殖及凋亡的影响，为

化疗的辅助用药提供参考。 

1  材料 

人 HeLa/DDP 细胞（货号：XY-XB-1948）购自

美国 ATCC 细胞库；人 HeLa 细胞（货号：

YBCC100769）购自美国 Scien Cell 公司；顺铂、柚

皮素（货号：abs810466、abs42022979）购自爱必

信（上海）生物科技有限公司；胎牛血清（货号：

FBS500-S）购自澳大利亚 Aus Gene X 公司；RPMI 

1640 培养液（货号：GMS12052.4.1）购自美国

GENMED 公司；CCK-8 试剂（货号：CK-04）购自

日本同仁化学研究所； AMPK 通路抑制剂

Compound C（货号：171260-10MG）购自美国

Merck-millipore 公司；AnnexinV-FITC/PI 细胞凋亡

检测试剂盒（货号：S0185）购自哈尔滨新海基因

检测有限公司；p-AMPK 抗体、AMPK 抗体、Bcl-2

相关 X 蛋白（Bcl-2 associated X protein，Bax）抗体、

Beclin1 抗 体 、 微 管 相 关 蛋 白 1 轻 链 3

（microtubule-associated protein 1 light chain 3，LC3）

抗体、GAPDH 抗体（货号：ab133448、ab207442、

ab263897、ab92389、ab62721、ab181602）购自 Abcam

公司；辣根过氧化物酶标记的羊抗兔（货号：

0295G-HRP）购自美国 santa 公司；培养箱（型号：

TY10GI2-2）购自美国 Shellab 公司；酶标仪（型号：

MODEL550）购自美国 Bio-Rad 公司；流式细胞仪

（型号：Guauasoft 6L）购自美国 Millipor 公司。 

2  方法 

2.1 细胞培养 

将 HeLa/DDP、HeLa 细胞置于 37 ℃、5% CO2

饱和湿度培养箱中，用 RPMI 1640 培养基（含 10%

胎牛血清、100 U/mL 青霉素、100 U/mL 链霉素）

培养，每隔 1～2 天换液 1 次，细胞密度达到 85%

后传代培养，取对数生长期细胞用于后续实验。 

2.2  CCK-8 法检测顺铂对 HeLa/DDP、HeLa 细胞

增殖的影响 

将 HeLa/DDP、HeLa 细胞以 1×105个/mL、100 

μL/孔接种于 96 孔培养板，加入不同终浓度（0、0.25、

0.50、1.00、2.00、4.00、8.00 mg/L）的顺铂，培养

48 h，每孔加入 20 μL CCK-8 试剂，避光继续培养 4 h，

使用酶标仪在波长 450 nm 处测定各孔吸光度（A）值，
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以 0 mg/L 顺铂处理细胞为对照孔，计算增殖抑制率。 

增殖抑制率＝(A 对照孔－A 实验孔)/A 对照孔 

2.3  CCK-8 法检测柚皮素联合顺铂对 HeLa/DDP

细胞增殖的影响 

将 HeLa/DDP 细胞以 1×105 个/mL、100 μL/孔

接种于 96 孔培养板，加入 2.00 mg/L 顺铂及不同终

浓度（0、15、30、60、120、240 mg/L）的柚皮素，

培养 48 h，每孔加入 20 μL CCK-8 试剂，避光继续

培养 4 h，使用酶标仪在波长 450 nm 处测定各孔 A

值，以 0 mg/L 柚皮素处理细胞为对照孔，计算增殖

抑制率。 

2.4  CCK-8 法检测柚皮素联合顺铂及 AMPK 通路

抑制剂对 HeLa/DDP 细胞增殖的影响 

将 HeLa/DDP 细胞以 1×105 个/mL、100 μL/孔

接种于 96 孔培养板，分为对照组、顺铂组（2 mg/L

顺铂）、顺铂＋柚皮素组（2 mg/L 顺铂＋60 mg/L 柚

皮素）、顺铂＋柚皮素＋AMPK 通路抑制剂组（2 

mg/L 顺铂＋60 mg/L 柚皮素＋50 μmol/L Compound 

C），培养 48 h，每孔加入 20 μL CCK-8 试剂，避光

继续培养 4 h，使用酶标仪在波长 450 nm 处测定各

孔 A 值，计算增殖抑制率。 

2.5  流式细胞仪检测柚皮素联合 AMPK 通路抑制

剂对 HeLa/DDP 细胞凋亡的影响 

将 HeLa/DDP 细胞按照“2.4”项中分组处理，

培养 48 h，弃培养液，PBS 洗涤，胰酶消化后收集

细胞，用 1×binding buffer 调整细胞浓度为 1×106

个/mL，加入 5 μL Annexin V-FITC、10 μL PI 混匀，

室温下避光孵育 15 min，使用流式细胞仪检测其凋

亡率。 

2.6  蛋白免疫印迹（Western blotting）法检测各组

HeLa/DDP 细胞中 AMPK 通路及凋亡、自噬相关

蛋白表达 

将 HeLa/DDP 细胞按照“2.4”项中分组处理，培

养 48 h，收集细胞，使用 RIPA 细胞裂解液提取细胞

总蛋白，BCA 法测定蛋白浓度，取等量蛋白进行电泳、

转膜，5%脱脂奶粉封闭 2 h，加入一抗（p-AMPK 抗

体、AMPK 抗体、Bax 抗体、Beclin1 抗体、LC3 抗

体、GAPDH 抗体，1∶500 稀释），4 ℃孵育过夜，

TBST 洗膜，加入羊抗兔二抗（辣根过氧化物酶标记，

1∶1 000 稀释），室温孵育 1 h，TBST 洗膜，化学发

光法显色，成像拍照，分析条带灰度值。 

2.7  统计学分析 

采用 SPSS 24.0 软件分析数据。实验数据用

±x s表示，两组比较行 t 检验，多组间比较采用单

因素方差分析，组间两两比较行 SNK-q 检验。P＜

0.05 为差异有统计学意义。 

3  结果 

3.1  顺铂对 HeLa/DDP、HeLa 细胞增殖的影响 

与对照组（0 mg/L 顺铂）相比，0.25、0.50、

1.00、2.00、4.00、8.00 mg/L 顺铂处理下的 HeLa/DDP

细胞、HeLa 细胞增殖抑制率均显著升高。见表 1。

顺铂对 HeLa/DDP 细胞的半数抑制浓度（IC50）在

4～8 mg/L，对 HeLa 细胞的 IC50 在 1～2 mg/L。后

续实验选择 2 mg/L 顺铂进行进一步研究。 

 

表 1  顺铂对HeLa/DDP、HeLa 细胞增殖的影响 (x ± s, n = 6 ) 

Table 1  Effect of cisplatin on proliferation of HeLa/DDP 

and HeLa cells (x ± s, n = 6 ) 

组别 ρ/(mg·L−1) 
增殖抑制率/% 

HeLa/DDP 细胞 HeLa 细胞 

对照 0 0.00±0.00 0.00±0.00 

顺铂 0.25 8.16±1.14* 9.85±1.28* 

 0.50 19.33±2.27* 22.79±1.85* 

 1.00 32.65±2.83* 38.44±2.64* 

 2.00 40.53±2.56* 53.91±2.27* 

 4.00 48.62±2.78* 61.17±2.89* 

 8.00 56.97±3.04* 68.23±3.06* 

与对照组比较：*P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group 

3.2  柚皮素对 HeLa/DDP 细胞增殖的影响 

与对照组（0 mg/L 柚皮素）相比，15、30、60、

120、240 mg/L 柚皮素处理下的 HeLa/DDP 细胞增

殖抑制率均显著升高。柚皮素对 HeLa/DDP 细胞的

IC50 在 30～60 mg/L。结果见表 2。后续实验选择 60 

mg/L 柚皮素质量浓度进行进一步研究。 

表 2  柚皮素对 HeLa/DDP 细胞增殖的影响 (x ± s, n = 6 ) 

Table 2  Effect of naringenin on proliferation of HeLa/DDP  

cells (x ± s, n = 6 ) 

组别 ρ/(mg·L−1) 增殖抑制率/% 

对照   0 0.00±0.00 

柚皮素  15  17.16±2.27* 

  30  36.59±2.58* 

  60  55.08±4.43* 

 120 67.34±3.59* 

 240  73.97±3.72* 

与对照组比较：*P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group 
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3.3  柚皮素联合顺铂及 AMPK 通路抑制剂对

HeLa/DDP 细胞增殖的影响 

与对照组相比，顺铂组 HeLa/DDP 细胞增殖抑

制率显著升高（P＜0.05）；与顺铂组相比，顺铂＋柚

皮素组 HeLa/DDP 细胞增殖抑制率显著升高（P＜

0.05）；与顺铂＋柚皮素组相比，顺铂＋柚皮素＋

AMPK 通路抑制剂组 HeLa/DDP 细胞增殖抑制率显

著降低（P＜0.05），结果见表 3。 

3.4  柚皮素联合顺铂及 AMPK 通路抑制剂对

HeLa/DDP 细胞凋亡的影响 

与对照组相比，顺铂组 HeLa/DDP 细胞凋亡率

显著升高（P＜0.05）；与顺铂组相比，顺铂＋柚皮

素组 HeLa/DDP 细胞凋亡率显著升高（P＜0.05）；

与顺铂＋柚皮素组相比，顺铂＋柚皮素＋AMPK 通

路抑制剂组 HeLa/DDP 细胞凋亡率显著降低（P＜

0.05），见图 1 和表 4。 

表 3  各组 HeLa/DDP 细胞增殖抑制率比较 (x ± s, n = 6 ) 

Table 3  Comparison of proliferation inhibition rate of  

     HeLa/DDP cells in each group (x ± s, n = 6 ) 

组别 增殖抑制率/% 

对照 0.00±0.00 

顺铂（2 mg·L−1） 38.65±4.85* 

顺铂（2 mg·L−1）＋柚皮素（60 mg·L−1） 64.82±5.87# 

顺铂（2 mg·L−1）＋柚皮素（60 mg·L−1）＋ 

AMPK 通路抑制剂（50 μmol·L−1） 

43.24±5.11▲ 

与对照组比较：*P＜0.05；与顺铂组比较：#P＜0.05；与顺铂+柚

皮素组比较：▲P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs cisplatin group; ▲P < 0.05 vs 

cisplatin + naringenin group 

 

              

对照                        顺铂（2 mg·L−1）      顺铂（2 mg·L−1）＋柚皮素（60 mg·L−1） 顺铂（2 mg·L−1）＋柚皮素（60 mg·L−1）＋ 

AMPK 通路抑制剂（50 μmol·L−1）

 

图 1  各组 HeLa/DDP 细胞凋亡情况 

 Fig. 1  Apoptosis of HeLa/DDP cells in each group 

表 4  各组 HeLa/DDP 细胞凋亡率比较 (x ± s, n = 6 ) 

Table 4  Comparison of apoptosis rate of HeLa/DDP cells in 

each group (x ± s, n = 6 ) 

组别 凋亡率/% 

对照 8.74±1.22 

顺铂（2 mg·L−1） 19.63±1.86* 

顺铂（2 mg·L−1）＋柚皮素（60 mg·L−1） 34.86±1.78# 

顺铂（2 mg·L−1）＋柚皮素（60 mg·L−1）＋

AMPK 通路抑制剂（50 μmol·L−1） 

22.45±1.72
▲
 

与对照组比较：*P＜0.05；与顺铂组比较：#P＜0.05；与顺铂+柚

皮素组比较：▲P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs cisplatin group; ▲P < 0.05 vs 

cisplatin + naringenin group 

3.5  各组 HeLa/DDP 细胞中 AMPK 通路相关蛋白

表达情况 

与对照组相比，顺铂组 HeLa/DDP 细胞中

p-AMPK/AMPK 蛋白表达水平显著升高（P＜0.05）；

与顺铂组相比，顺铂＋柚皮素组 HeLa/DDP 细胞中

p-AMPK/AMPK 蛋白表达水平显著升高（P＜0.05）；

与顺铂＋柚皮素组相比，顺铂＋柚皮素＋AMPK 通

路抑制剂组HeLa/DDP细胞中p-AMPK/AMPK蛋白

表达水平显著降低（P＜0.05），见图 2 和表 5。 
 

 
对照       顺铂    顺铂＋柚皮素  顺铂＋柚皮素＋ 

AMPK 通路抑制剂 

图 2  Western blotting检测各组HeLa/DDP细胞中p-AMPK、 

AMPK 蛋白表达情况 

Fig. 2  Expression of p-AMPK and AMPK protein in 

HeLa/DDP cells detected by Western blotting 
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表 5  各组 HeLa/DDP 细胞中 p-AMPK、AMPK 蛋白表达 

水平比较 (x ± s, n = 6 ) 

Table 5  Comparison of p-AMPK and AMPK protein expression 

      levels in HeLa/DDP cells of each group (x ± s, n = 6 ) 

组别 p-AMPK/AMPK 

对照 0.25±0.04 

顺铂（2 mg·L−1） 0.36±0.06* 

顺铂（2 mg·L−1）＋柚皮素（60 mg·L−1） 0.92±0.09# 

顺铂（2 mg·L−1）＋柚皮素（60 mg·L−1）＋

AMPK 通路抑制剂（50 μmol·L−1） 

0.47±0.06
▲
 

与对照组比较：*P＜0.05；与顺铂组比较：#P＜0.05；与顺铂+柚

皮素组比较：▲P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs cisplatin group; ▲P < 0.05 vs 

cisplatin + naringenin group 

3.6  各组 HeLa/DDP 细胞中凋亡、自噬相关蛋白表

达情况 

与对照组相比，顺铂组 HeLa/DDP 细胞中 Bax、

Beclin1、LC3Ⅱ蛋白表达水平显著升高，LC3Ⅰ蛋

白表达水平显著降低（P＜0.05）；与顺铂组相比，

顺铂＋柚皮素组 HeLa/DDP 细胞中 Bax、Beclin1、

LC3Ⅱ蛋白表达水平显著升高，LC3Ⅰ蛋白表达水

平显著降低（P＜0.05）；与顺铂＋柚皮素组相比，

顺铂＋柚皮素＋AMPK 通路抑制剂组 HeLa/DDP 细

胞中 Bax、Beclin1、LC3Ⅱ蛋白表达水平显著降低，

LC3Ⅰ蛋白表达水平显著升高（P＜0.05），见图 3

和表 6。 

 

 
对照        顺铂     顺铂＋柚皮素 顺铂＋柚皮素＋ 

AMPK 通路抑制剂 

图 3  Western blotting 检测各组 HeLa/DDP 细胞中 Bax、 

Beclin1、LC3Ⅰ、LC3Ⅱ蛋白表达 

Fig. 3  Expression of Bax, Beclin1, LC3Ⅰ, and LC3Ⅱ protein 

in HeLa/DDP cells detected by Western blotting 

表 6  各组 HeLa/DDP 细胞中 Bax、Beclin1、LC3Ⅰ、LC3Ⅱ蛋白表达水平比较 (x ± s, n = 6 ) 

Table 6  Comparison of Bax, Beclin1, LC3Ⅰ and LC3Ⅱ protein expression in HeLa/DDP cells of each group (x ± s, n = 6 ) 

组别 Bax/GAPDH Beclin1/GAPDH LC3Ⅰ/GAPDH LC3Ⅱ/GAPDH 

对照 0.35±0.05 0.38±0.03 0.77±0.06 0.14±0.03 

顺铂（2 mg·L−1） 0.48±0.05* 0.49±0.03* 0.51±0.06* 0.53±0.05* 

顺铂（2 mg·L−1）＋柚皮素（60 mg·L−1） 0.87±0.07# 0.89±0.10# 0.19±0.02# 0.82±0.05# 

顺铂（2 mg·L−1）＋柚皮素（60 mg·L−1）＋

AMPK 通路抑制剂（50 μmol·L−1） 

0.56±0.05
▲
 0.64±0.06

▲
 0.39±0.03

▲
 0.57±0.06

▲
 

与对照组比较：*P＜0.05；与顺铂组比较：#P＜0.05；与顺铂+柚皮素组比较：▲P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs cisplatin group; ▲P < 0.05 vs cisplatin + naringenin group 
 

4  讨论 

宫颈癌是妇科常见恶性肿瘤，发病率、死亡率

在全部恶性肿瘤中的排名均位居前列。统计数据显

示，全球每年新发宫颈癌例数约 56.9 万例，死亡例

数约 31.1 万例，其中 84.3%的病例发生于资源贫乏

的国家[10-11]。由于宫颈癌患者早期症状不明显，大

部分患者确诊时疾病已进展至中晚期，而中晚期宫

颈癌通常采用以化疗为主的综合性治疗手段[12]。顺

铂是宫颈癌化疗的一线基础药物，然而，肿瘤细胞

对其产生的耐药性常导致化疗达不到预期效果，最

终导致化疗失败。本研究中，0.25、0.50、1.00、

2.00、4.00、8.00 mg/L 顺铂处理下的 HeLa/DDP 细

胞、HeLa 细胞增殖抑制率较对照组均显著升高，

顺铂对 HeLa/DDP、HeLa 细胞的 IC50 分别处于 4～

8、1～2 mg/L，这表明顺铂对 HeLa/DDP 细胞、

HeLa 细胞的增殖均具有抑制作用，同时验证了

HeLa/DDP 细胞的顺铂耐药性。为提高化疗成功

率，探索新药物逆转 HeLa/DDP 细胞对顺铂的耐

药性势在必行。 

近年来，从植物中提取的许多天然产物被报道

对各种人类疾病具有预防和改善作用。柚皮素是一

种类黄酮类化合物，广泛存在于芸香科、蔷薇科、

柑橘属的植物中，具有较强的降血糖、抗氧化、抗

炎、清除自由基等作用[13-14]。Zhao 等[15]研究发现，

柚皮素能够通过炎症和凋亡细胞信号通路抑制乳腺

癌细胞迁移。Parashar 等[16]研究表明，柚皮素可以

增强吉非替尼在尿烷诱发的大鼠肺癌中的抗癌作

用。本研究结果显示，15、30、60、120、240 mg/L
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柚皮素处理下的 HeLa/DDP 细胞增殖抑制率较对照

组均显著升高，提示柚皮素在宫颈癌耐药细胞中亦

具有抗癌作用。顺铂组 HeLa/DDP 细胞增殖抑制率、

凋亡率及细胞中Bax蛋白表达水平较对照组显著升

高，顺铂＋柚皮素组 HeLa/DDP 细胞增殖抑制率、

凋亡率及细胞中Bax蛋白表达水平较顺铂组显著升

高，提示柚皮素可以增强顺铂对 HeLa/DDP 细胞的

增殖抑制、凋亡促进作用，但涉及到的相关机制还

需进一步研究。 

细胞自噬是在真核细胞内广泛存在的依赖于溶

酶体的降解途径，通过降解细胞内废用蛋白、细胞器

等内容物以维持细胞稳态。自噬与肿瘤化疗耐药的产

生关系密切，有研究表明，膀胱癌细胞通过自噬在化

疗中促进自身存活，是化疗耐药产生的原因[17]。陈璐

等[18]研究表明，增强自噬水平可增强宫颈癌 C-33A

细胞对顺铂的敏感性。Beclin-1 是自噬相关基因，

在自噬发生中参与自噬体的形成[19]。而 LC3 是常见

的自噬标志性物质，在自噬发生中由 LC3Ⅰ会转化

为 LC3Ⅱ[18]。AMPK 是一种丝氨酸/苏氨酸蛋白激

酶，通过磷酸化调节下游信号分子发挥生物学活性，

如抑制炎症反应、氧化应激反应等[20]。有研究报道，

AMPK 通路激活与自噬调节有关[21]。本研究结果显

示，顺铂可提高 HeLa/DDP 细胞中 p-AMPK/AMPK、

Beclin1、LC3Ⅱ蛋白表达水平，降低 LC3Ⅰ蛋白表

达水平，而使用柚皮素可在此基础上进一步提高

HeLa/DDP 细胞中 p-AMPK/AMPK、Beclin1、LC3Ⅱ

蛋白表达水平，降低 LC3Ⅰ蛋白表达水平，提示柚

皮素可在顺铂基础上进一步激活 AMPK 通路，并增

强自噬反应。而使用 Compound C 抑制 AMPK 通路

激活后，HeLa/DDP 细胞中 p-AMPK/AMPK 蛋白表

达水平显著降低，同时细胞增殖抑制率、凋亡率及

细胞中 Bax、Beclin1、LC3Ⅱ蛋白表达水平显著降

低，LC3Ⅰ蛋白表达水平显著升高，进一步提示柚

皮素可能通过激活 AMPK 通路，进而增强自噬，抑

制细胞增殖并促进细胞凋亡，发挥逆转 HeLa/DDP

细胞顺铂耐药性的作用。 

本研究结果表明柚皮素与顺铂联用可增强对

HeLa/DDP 细胞的增殖抑制作用，可能是通过激活

AMPK 通路介导的自噬反应发挥作用的。但具体是

两药合用增效还是柚皮素增强顺铂的敏感性还需要

进一步实验验证。 
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