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新绿原酸抑制人宫颈癌HeLa细胞迁移的实验研究
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摘 要：目的 考察新绿原酸对宫颈癌 HeLa 细胞体外迁移模型和斑马鱼移植瘤模型的影响。方法 MTT 法检测新绿原

酸（20、40、80、160、320 µmol/L）对HeLa细胞增殖的作用；应用宫颈癌细胞HeLa划痕愈合模型和Transwell实验考察新绿原

酸（28、56、113 μmol/L）对体外迁移作用的影响；同时利用构建的绿色荧光蛋白（GFP）的HeLa细胞系建立斑马鱼移植瘤

模型，考察新绿原酸（56、113、226 μmol/L）对体内移植瘤模型细胞迁移的作用；Western blotting 法检测新绿原酸对内

皮生长因子（EGF）诱导的 HeLa细胞中表皮生长因子受体（EGFR）、p-EGFR 蛋白表达的影响。结果 MTT 结果显

示，新绿原酸在160 μmol/L及以下浓度对HeLa细胞增殖无明显影响；与对照组比较，56、113 μmol/L新绿原酸显著抑制划

痕愈合，抑制率分别为 49.3%（P＜0.05）和 64.1%（P＜0.01）；Transwell实验结果提示，113 μmol/L新绿原酸具有显著抑

制 HeLa细胞向下层迁移的作用（P＜0.05）；与模型组比较，113、226 μmol/L新绿原酸可显著减少斑马鱼移植瘤模型的

HeLa细胞的迁移面积（P＜0.05、0.01）；Western blotting 结果显示，与EGF组比较，新绿原酸对EGFR表达和磷酸化有明显

抑制作用，56、113 μmol/L浓度组差异显著（P＜0.01）。结论 在未影响HeLa细胞增殖的浓度下，新绿原酸具有抑制宫颈

癌HeLa细胞迁移的作用，其作用机制与抑制EGFR的表达有关。
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Abstract: Objective To investigate the effect of 5-caffeoylquinic acid (5-CQA) on migration of human cervical cancer HeLa cells.

Methods MTT assay was used to detect the effect of 5-CQA (20, 40, 80, 160, 320 μmol/L) on the proliferation of HeLa cells. The

wound healing model of HeLa cells and Transwell were used to detect the migration of 5-CQA (28, 56, 113 μmol/L) in vitro. At the

same time, zebrafish xenograft tumor model was established by using the constructed HeLa cell line of green fluorescent protein

(GFP), and the migration of 5-CQA (56, 113, 226 μmol/L) was detected. Western blotting was used to detect the effect of 5-CQA on

the expression of p-epidermal growth factor receptor (EGFR) and EGFR protein in HeLa cells induced by EGF. Results MTT results

showed that there was no significant effect on the proliferation of HeLa cells of 5-CQA at the concentration of 160 μmol/L or below.

Compared with control group, 56, 113 μmol/L 5-CQA significantly inhibited wound healing with inhibition rates of 49.3% (P <

0.05) and 64.1% (P < 0.01), respectively. Transwell results showed that 113 μmol/L 5-CQA significantly inhibited the migration of
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HeLa cells (P < 0.05). Compared with model group, 113, 226 μmol/L 5-CQA significantly reduced the migration area of HeLa cells

(P < 0.05, 0.01). Western blotting results showed that compared with EGF group, 5-CQA (56 and 113 μmol/L) significantly inhibited

EGFR expression and phosphorylation (P < 0.01). Conclusions 5-CQA can inhibite cervical cancer HeLa cell migration by blocking

EGFR expression.
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肿瘤转移是一个多因素、渐进发展的过程，肿

瘤转移扩散也是恶性肿瘤的重要标志之一，由于肿

瘤转移的过程是复杂和难以预见的，重要器官肿瘤

转移灶往往是引起肿瘤患者死亡的主要因素［1］。据

统计，约 30%的肿瘤患者去就诊时就已经有明显的

肿瘤转移病灶，超过 90% 的癌症患者死于肿瘤转

移［2］。已知的乳腺癌、前列腺癌、宫颈癌、结直肠癌

和黑色素瘤等易转移癌症是目前研究的热点。原

位癌细胞依靠直接蔓延、淋巴转移、血液转移和种

植模式实现转移，形成继发性肿瘤，在迁移的过程

中，细胞的侵袭能力和趋化运动起重要的作用［3］。

肿瘤的选择性转移相关的介质分子主要包括 3类：

生长因子、黏附分子和化学趋化因子，表皮生长因

子受体（EGFR）是酪氨酸激酶受体 2（ErbB）基因家

族的成员之一，通过激活下游的信号通路，EGFR可

以促进细胞的增殖、分化和迁移［4］，EGFR突变是恶

性肿瘤最常见的侵袭靶点之一，目前针对EGFR突

变的抑制剂已经成为非小细胞肺癌和乳腺癌的首选

靶向治疗药物，其中EGFR抗体类药物已应用于临床。

研究发现，内皮形成因子/抑制血管生成抑制剂

对多种肿瘤的迁移具有抑制作用。其中人参皂苷、

紫杉醇等天然产物成为了研究的热点［5-6］。新绿原

酸是分布广泛的天然产物成分之一，研究发现其具

有广泛抗肿瘤药理活性，包括抗氧化、抗炎和抑制

血管生成等［7-8］，并且有研究者发现新绿原酸具有联

合应用抗肿瘤的潜力，它可通过抑制细胞外调节蛋

白激酶（ERK）增强 5-氟尿嘧啶（5-FU）对肝癌细胞

的增殖抑制作用［9］。但是新绿原酸在肿瘤迁移方面

的影响还未见研究报道，本课题组利用体外经典迁

移模型和斑马鱼移植瘤模型，研究新绿原酸对宫颈

癌HeLa细胞迁移的影响。

1 材料

1.1 药物及主要试剂

新绿原酸（质量分数≥96.5%）购自南通飞宇生

物科技有限公司；紫杉醇（HY-B0015，50 mg/支）、厄

洛 替 尼（erlotinib，HY-50896，100 mg/支 ）和

PTK787（HY-10203，100 mg/支）均购自美国MCE公

司；DMEM 高糖培养基、新鲜胎牛血清（FBS）和双

抗（×100）均购自美国GIBCO公司；脱膜剂（链霉蛋

白酶 E，Pronase E）和麻醉剂（Tricaine，MS222）购自

北京索莱宝公司。内皮生长因子（EGF，P00033，

50 μg/支）购自北京索莱宝科技有限公司。

1.2 主要仪器

Transwell 小室板购自默克密理博（中国）；

Multiskan FC型酶标仪（美国Therom公司）；超净工

作台由苏州安泰净化消毒设备厂提供；Thermo二氧

化碳细胞培养箱（#3111）购自赛默飞世尔科技（中

国）有限公司；IX51 倒置显微镜、体视荧光显微镜

SZX 61和激光共聚焦显微镜FV1000型购自奥林巴

斯（中国）有限公司；微量注射仪 ZGENEBIOPCO

1 500购自力钧生物科技有限公司；HPG 280BX 光

照培养箱由哈尔滨东联电子科技公司提供；斑马鱼

养殖饲养设备来自北京爱生科技公司。

1.3 斑马鱼及细胞

野生型AB品系斑马鱼为山东省科学院生物研

究所斑马鱼药物筛选平台提供。宫颈癌HeLa细胞

株及构建的含GFP的HeLa细胞株由聊城大学严守

升博士提供。

2 方法

2.1 新绿原酸对HeLa细胞增殖的影响

取对数生长期的 HeLa 细胞，用含 10% FBS 的

DMEM 细胞培养基调整细胞浓度为 5×104/mL，每

孔 100 µL接种于 48孔板，置于CO2细胞培养箱中培

养 24 h后，分别设置对照组和新绿原酸 20、40、80、

160、320 µmol/L 浓度组，每组设置 6个复孔。继续

培养 48 h后，加入MTT溶液 20 µL（5 mg/mL），37 ℃

继续孵育 2 h后终止培养，移除培养基，加入DMSO

置于脱色摇床 20 min，吸取上清移入 96孔板，全自

动酶标仪测定波长490 nm处的吸光度（A）值。

2.2 新绿原酸对细胞划痕修复的影响

参照Chen等［10］方法并加以改进，收集对数生长

期HeLa细胞均匀接种于 12孔板中；待细胞长至完

全融合后，用 1 mL tip枪头用力均匀地在每孔单层

细胞中央划一道痕，且沿划痕边缘等距离间隔做标

记 ，以 便 检 测 ；PBS 冲 洗 2 次 ，设 置 对 照 组 、

PTK787（阳性药，5 μg/mL）组和新绿原酸 28、56、
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113 µmol/L 组 ，药物处理 24 h；于倒置显微镜

IPPWIN60下拍照，用 Image J软件处理生长面积。

2.3 新绿原酸对Transwell迁移模型的影响

参照Valster等［11］方法进行并加以改进，在无菌

条件下，取 6 孔板置于灭菌工作台上，各孔加入

2 mL 含 10% FBS＋双抗的 DMEM 培养基，分别加

入终浓度为 0、28、56、113 µmol/L的新绿原酸，将无

菌的 millipore Transwell上室置于 6孔板各孔上，各

个上室加入浓度为5×105/mL的HeLa细胞800 µL。常

规培养 24 h后取出Transwell小室，用棉签擦去上室

膜表面未穿过的细胞，4%多聚甲醛固定小室20 min，然

后使用0.1%结晶紫染色15 min，PBS冲洗2次，将小

室的下表面置于光学显微镜下进行观察计数并拍

照，并利用 Image J软件计算细胞数量，随机计算 5

个视野中细胞数平均值。

2.4 Western blotting法检测EGFR表达

取对数生长期的 HeLa 细胞，以 4×105/孔浓度

接种至 6孔板，置于CO2细胞培养箱中培养 24 h后，

分别设置对照组、EGF（10 ng/mL）组、厄洛替尼（阳

性药）＋EGF 组和新绿原酸 28、56、113 µmol/L＋

EGF 组，EGF 与药物同时孵育 24 h。

药物处理后的 HeLa 细胞经胰酶消化后，低

温 3 000 r/min 离心 3 min 后，弃上清，用冷的 RIPA

裂解液处理 40 min，10 000 r/min 离心 15 min，取上

清液，利用 BCA 法检测总蛋白浓度，上清液加入

loading buffer煮沸变性，取 25 μg总蛋白上样，进行

SDS-PAGE凝胶电泳、转NC膜后，5%脱脂牛奶室温

封闭 1 h，滴加 p-EGFR、EGFR、β-actin一抗后置恒温

4 ℃冰箱孵育过夜，洗膜后滴加山羊抗兔 IgG 二抗

室温孵育 1 h，洗膜后滴加 ECL 显色剂显影；以

β-actin 为内参，使用软件 Image J 分析蛋白条带灰

度，通过条带灰度值半定量目标蛋白表达量。

2.5 斑马鱼移植瘤模型

雌雄斑马鱼饲养方法和移植瘤的造模方法参

照文献方法［12-13］。HeLa-GFP 细胞培养于 5% CO2、

37 ℃培养箱中，无菌条件下在操作台将培养瓶中

HeLa-GFP 细胞除去培养基，PBS清洗 2次后，加入

胰酶消化，加入培养基终止并离心后换新的培养

基，PBS清洗 2次后，加入无血清培养基复悬，镜下

调整细胞密度达到 1×107/mL。同时在斑马鱼受精

卵发育 48 h时，在体视显微镜下挑选正常的斑马鱼

胚胎，移入 6孔培养板中，并进行显微注射，注射体

积约 5 nL，6 h后在荧光倒置显微镜下挑选注射部位

一致的斑马鱼，并加药处理每孔 10～15枚，设置下

列分组：模型组、紫杉醇（8 μmol/L）组、新绿原酸 56、

113、226 μmol/L组，然后置于光照培养箱（28 ℃）让

胚胎继续发育。48 h后，各组胚胎麻醉后采用激光

共聚焦显微镜观察，拍照并应用 Image J软件统计荧

光面积。

2.6 统计方法

数据以 x
—
±s表示，采用SPSS 7.0统计软件进行

统计处理，组间比较采用 t检验进行统计分析。

3 结果

3.1 新绿原酸对HeLa细胞株增殖的影响

MTT结果显示，与对照组比较，经过新绿原酸

处理 48 h 后的细胞相对存活率呈下降趋势，在

320 μmol/L时差异显著（P＜0.05），在 160 μmol/L及

以下浓度对HeLa细胞增殖无明显影响。见图1。

3.2 新绿原酸对划痕愈合模型的影响

与对照组比较，48 h 对照组划痕基本愈合，

PTK787 阳性对照组能够显著抑制划痕愈合（P＜

0.01），抑制率均值在85.3%；新绿原酸56、113 μmol/L

组显著抑制划痕愈合的作用 ，抑制率分别为

49.3%（P＜0.05）和 64.1%（P＜0.01），具有明显浓度

相关性。结果见图2。

3.3 新绿原酸对Transwell模型的影响

对照组出现明显紫色细胞迁移现象，新绿原酸

处理后迁移细胞数量出现递减，呈浓度相关性，与

对照组比较，113 μmol/L 组细胞迁移数量显著减

少（P＜0.05）。结果见图3。

3.4 新绿原酸对EGFR表达和磷酸化的影响

与对照组比较，EGF可明显促进 EGFR 表达和

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

图1 新绿原酸对人宫颈癌HeLa细胞增殖的影响（x
—

±s，n=6）

Fig. 1 Effect of 5-CQA on proliferation of human cervical

cancer HeLa cells（x
—

±s，n=6）
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磷酸化；厄洛替尼是一种特异性表皮生长因子受体

酪氨酸激酶抑制剂，与 EGF组比较，厄洛替尼可明

显抑制 EGFR 表达和磷酸化（P＜0.001）；新绿原酸

对 EGFR 表达和磷酸化有明显抑制作用 ，56、

113 μmol/L浓度组差异显著（P＜0.01），且呈明显的

浓度相关性。结果见图4。

3.5 新绿原酸对斑马鱼移植瘤模型HeLa细胞迁移

的影响

图 5 结果显示，与模型组比较，新绿原酸各

组均未出现明显的形态异常。模型组 HeLa-

GFP 细胞可以扩散至整个卵黄囊区域，荧光强

度均匀；与模型组比较，经紫杉醇处理后，荧光

集中在卵周系，荧光面积显著下降（P＜0.01）；

经绿原酸处理后，卵黄囊区域荧光面积出现缩

小趋势，呈现明显的浓度相关性，113、226 μmol/L组

差异显著（P＜0.05、0.01）。

4 讨论

新绿原酸属于咖啡酸奎宁酸系列化合物中的

一个，在多种天然植物中均含有该系列化合物［14］，

该类化合物具有抗肿瘤活性，但对新绿原酸的抑制

肿瘤细胞迁移的作用未见报道。本研究利用斑马

鱼移植瘤模型，发现新绿原酸具有抑制肿瘤细胞迁

移的活性，研究结果显示，新绿原酸对于宫颈癌

HeLa细胞株的体内和体外迁移作用均有明显的抑

制作用，提示抑制肿瘤细胞迁移发生也是其抗肿瘤

活性之一。

EGFR是内皮细胞中EGF诱导的信号转导的主

要受体，在内皮细胞参与血管增殖和迁移步骤中起

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

图2 新绿原酸对划痕愈合模型的影响（x
—

±s，n=3）

Fig. 2 Effect of 5-CQAon wounding healing assay（x
—

±s，n=3）

A-对照组，B、C、D-新绿原酸 28、56、113 μmol·L−1组；与对照组比较：
*P＜0.05

A-control group；B，C，D-neochlorogenic acid 28，56，113 μmol·L−1；
*P < 0.05 vs control group

图3 新绿原酸对Transwell模型HeLa细胞迁移的影响

（x
—

±s，n=5）

Fig. 3 Effect of 5-CQA on migration of HeLa cells in Tran‐

swell model（x
—

±s，n=5）

与EGF组比较：**P＜0.01 ***P＜0.001
**P < 0.01 ***P < 0.001 vs EGF group

图4 新绿原酸对EGFR蛋白表达的影响

Fig. 4 Effect of 5-CQA on EGFR expression
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重要的调控作用［15-16］。绿原酸类化合物是由咖啡酸

与奎尼酸形成的缩酚酸，近年研究发现，咖啡酸具

有抑制血管生成和间接抑制血管内皮生长因子受

体 2（VEGFR2）表达的作用［17］，本研究首次报道，新

绿原酸抑制EGFR表达。在本移植瘤模型研究中，

新绿原酸能够明显抑制移植瘤斑马鱼模型人源宫

颈癌细胞在体内迁移，说明新绿原酸具有抑制迁移

的作用，并且作用与直接或者间接抑制EGFR的表

达有关。

虽然新绿原酸抗肿瘤活性一直是世界各国研

究人员的热点，但已有绿原酸类化合物抗肿瘤研究

集中在新靶点和体外实验［18-19］，在体研究的实验结

果少有报道，而使人质疑绿原酸的抗肿瘤活性。本

课题组利用斑马鱼模型的可视化和高通量特性，完

成了从咖啡酸奎宁酸系列化合物的初筛到斑马鱼

模型的体内研究［20］，表明新绿原酸可以作为防治继

发性宫颈癌的候选化合物之一。虽然斑马鱼模型

具有经济快捷评价的优点，但是移植瘤在斑马鱼体

内的扩散为三维立体结构，本研究以移植瘤扩散面

积为考察指标具有一定的研究局限性，进一步研究

如何建立多层扫描荧光三维模型评价体系，以及在

此条件下考察新绿原酸抑制肿瘤扩散的活性已经

成为亟待开展的新课题。

咖啡酸奎宁酸类成分是多种药食两用的中药

材中主要活性成分，这类成分通过诱导凋亡、抗氧

化和抗炎等多种活性发挥抗肿瘤作用，在肿瘤的发

生和发展阶段都起到积极防治作用，但是如何科学

评价天然产物抗肿瘤活性，为提高肿瘤的防治作用

提供新的实验依据，并为临床应用提供了新的研究

思路成为急需解决的问题，可以肯定的是斑马鱼疾

病模型的使用会对这个问题的解决提供有益工具。
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