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雷公藤甲素对人子宫颈微血管内皮细胞活性的抑制
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[摘 要] 目的：探究雷公藤甲素对人子宫颈微血管生成的抑制作用，并探讨其作用机制。方法：选择人子宫颈微血管内皮细胞

（HCerMEC）作为研究对象，体外培养过程中分别给予0、5、10和20、40 ng/ml的雷公藤甲素处理，采用CCK-8法测定其对细胞增殖

的影响，transwell实验检测细胞的迁移能力，western blotting检测细胞血管内皮生长因子（VEGF）表达的变化。结果：雷公藤甲素

抑制HCerMEC的增殖活性和细胞迁移能力，并呈剂量依赖关系（P<0.05）。雷公藤甲素能够抑制HCerMEC细胞内VEGF的表达，

药物浓度越高抑制作用越强。结论：雷公藤甲素可以抑制HCerMEC细胞增殖和迁移活性，该作用与其抑制VEGF表达有关。
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Triptolide inhibits activity of human cervical microvascular endothelial cells
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[Abstract] Objective: To investigate the inhibitory effect of Triptolide on vasculogenesis of human cervical microvascular endothelial

cells, and to explore the mechanism. Methods: Human cervical microvascular endothelial cells (HCerMECs) were used as research sub-

ject, and treated with different concentrations of Triptolide (0, 5, 10, 20 and 40 ng/ml) in vitro. The effect of Triptolide on cell prolifera-

tion was determined by CCK-8, the cell migration ability was detected by Transwell assay while the expression of vascular endothelial

growth factor (VEGF) was examined by western blotting. Results: Triptolide inhibited the proliferation and migration of HCerMECs in

a dose-dependent manner (P<0.05). In addition, Triptolide could inhibit the expression of VEGF in HCerMECs in a concentration-de-

pendent manner. Conclusions: Triptolide could inhibit the proliferation and migration activity of HCerMECs which is related with the

suppression of VEGF expression.
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宫颈癌在世界范围内是第二大女性常见癌症[1]。

虽然包括顺铂为基础的术前化疗方案使患者的生存

率有所提高[2-4]，但是这些化疗方案的耐药性问题依

然很严重。因此，对于宫颈癌的化疗药物亟需新的

突破。在肿瘤的发生发展过程中，病理性血管生成

以及新生血管机能的紊乱都起到了关键作用，并且

新生血管过程和肿瘤的转移也密切相关[5, 6]。血管内

皮细胞的增殖迁移等过程主要是通过血管内皮生长

因子（VEGF）及其相关通路的作用所完成的[7]。

雷公藤甲素(triptolide)，是从卫矛科雷公藤属雷

公藤、昆明山海棠，以及苍山雷公藤、东北雷公藤等

植物中提纯而来的一种含有 3个环氧基的二萜类内

酯化合物，是雷公藤的主要有效成分之一。雷公藤

甲素生理活性强，具有显著的抗炎、免疫调节、抗生

育及抗肿瘤作用，在临床上应用广泛[8-10]。雷公藤甲

素被发现可以直接引起肿瘤细胞的凋亡[11-14]，也可以

直接影响宫颈癌细胞的增殖过程[15]。近些年有研究

表明雷公藤甲素对于全身其他部位的血管生成是有

抑制作用的。本文探究雷公藤甲素对于人子宫颈微

血管内皮细胞的作用，通过细胞实验，检测不同浓度

雷公藤甲素作用下，人子宫颈微血管内皮细胞

（HCerMEC）的增殖、迁移情况，并检测细胞内VEGF

的表达变化。

1 材料与方法

1.1 细胞系及主要试剂用品

人子宫颈微血管内皮细胞（human cervical mi-

crovascular endothelial cells，HCerMEC）及CerEpiCM
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完全培养基均购自 SclenCell公司；雷公藤甲素购自

北京华诺信得科技有限公司（纯度≧98%），使用前用

二甲基亚砜（DMSO）溶解，用CerEpiCM培养基稀释

至工作浓度；CCK-8试剂盒购自日本同仁化学研究

所，Transwell小室购自Corning公司；VEGF抗体购自

CST公司。

1.2 HCerMEC的培养

HCerMEC细胞采用专用CerEpiCM完全培养基

培养，每500 ml CerEpiCM加入5 ml宫颈细胞生长添

加物(CerEpiCGS, Cat. #7062)和终浓度为100 U/ml的

青链霉素形成完全培养基，37 ℃，饱和湿度、5%CO2

培养箱中培养。

1.3 CCK-8法检测雷公藤甲素对HCerMEC增殖的

影响

将HCerMEC细胞种在 96孔板中，每孔 1×104个

细胞，以每个浓度为一组，共 5组，编号为 1～5，每组

设 5个复孔。培养 12 h使细胞贴壁。贴壁后以换液

的方式给药。用CerEpiCM倍比稀释雷公藤甲素5个

不同的浓度（0、5、10、20、40 ng/ml）。在给药 24 h后

用CCK-8试剂检测细胞增殖情况，以换液的方式给

孔板中的细胞换入含有 10%CCK-8的CerEpiCM完

全培养基。然后在 37℃温箱里孵育 60 min，检测在

450 nm处的光密度（D）值。5个复孔的分光度读数

取平均数后和空白组进行对比。实验重复了3遍。

1.4 Transwell法检测雷公藤甲素对HCerMEC迁移

能力的影响

在HCerMEC生长至对数期时，将其质量换液为

无生长因子的无血清培养基培养 24 h。然后将细胞

消化下后，用含有不同浓度雷公藤甲素（0、5、10、20、

40 ng/ml）的培养基混成细胞悬液，置于 transwell上

室200 μl（2×104个细胞），每个浓度为一组，共5组，编

号为1～ 5。下室加入完全培养基。37 ℃、5% CO2孵

育12 h[14]后取出。用4%多聚甲醛固定 transwell膜上

的细胞，然后用DAPI（Sigma）对细胞进行染色。用

棉签擦去上室面未迁移过去的细胞。对不同浓度实

验组进行照相计数（随机 5个视野）。实验重复了 3

遍。

1.5 Western blotting测定HCerMEC中VEGF的蛋白

表达

用Western bolt方法测定不同给药浓度情况下，

HCerMEC的血管内皮细胞生长因子(VEGF)的表达

量。HCerMEC培养至对数生长期以换液的方式给

药，每个浓度为一组，共 5组，编号为 1～ 5。给药 24

h后，倒去培养基，然后用PBS洗3遍。用细胞刮将贴

壁的细胞全部刮下，离心去上清后加入RIPA裂解液

（碧云天），用振荡器混匀后，在冰上裂解 30 min，用

BCA 蛋白试剂盒测定蛋白浓度。按照每孔 35 μg蛋

白进行 SDS-PAGE，蛋白条带转移至 PVDF 膜（Bio-

Rad，America）上，用5%的脱脂牛奶（SIGMA，Ameri-

ca）室温封闭 1 h。加入Anti-VEGF抗体和 β-actin的

一抗（abcam），过夜后加入二抗 HRP - linked 抗体

（Cell Signaling Technology），最后加入ECL发光液，

化学发光显影。用 ImageJ软件对于结果进行分析。

实验重复了3遍。

1.6 统计学处理

所有数据结果用均数±标准差表示，采用 SPSS

20.0软件进行统计学分析，组间差异采用配对 t检验，

P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 雷公藤甲素显著抑制细胞的增殖能力

随着雷公藤甲素浓度的增高，HCerMEC细胞D

值越来越低，10 ng/ml组相对于空白对照组的生长抑

制率为（6.38±1.50）%，20 ng/ml组相对于空白对照组

的生长抑制率为（19.50±3.01）%。可以发现随着雷公

藤甲素浓度的增高，HCerMEC细胞的增殖能力呈下

降趋势（图1）。

*P<0.05, vs 0 ng/ml group

图1 不同浓度雷公藤甲素对人子宫颈微血管内皮

细胞增殖的抑制

Fig.1 The inhibitory effect of different concentrations of trip-

tolide on proliferation of HCerMECs

2.2 雷公藤甲素明显抑制细胞的迁移能力

Transwell实验可以看出，雷公藤甲素干预组与

空白对照组之间对比，通过 transwell膜的细胞数量明

显减少。10、20、40 ng/ml三个浓度组均比空白组的

细胞数显著减少，而且这三组两两之间均有显著差

异（图2，图3）。空白组每个视野下平均（19.40±2.07）

个细胞通过膜，10 ng/ml组每个视野下平均（15.40±

1.95）个细胞，20 ng/ml 组每个视野下平均（7.2±

1.79）个细胞。雷公藤甲素浓度越高，细胞迁移能
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力越差(P<0.05)。

2.3 雷公藤甲素对HCerMEC分泌VEGF的影响

从 western blotting 结果可以看出，与空白对照

比，雷公藤甲素浓度越高，细胞的VEGF含量越低（P<

0.05）（图4）。

A: Blank control group; B: 5 ng/ml triptolide; C: 10 ng/ml triptolide; D: 20 ng/ml triptolide; E: 40 ng/ml triptolide

图2 不同浓度雷公藤甲素对人子宫颈微血管内皮细胞迁移能力的影响

Fig.2 Effect of different concentrations of triptolide on migration capacity of HCerMECs

*P<0.05, vs 0 ng/ml group

图3 雷公藤甲素对人子宫颈微血管内皮细胞迁移能力的抑制

Fig.3 Inhibition of triptolide on migration capacity of

HCerMECs

*P<0.05, vs 0 ng/ml group

A: Western blotting analysis of VEGF expression;

B: Quantitative analysis of VEGF expression

图4 雷公藤甲素对人子宫颈微血管内皮细胞表达

血管内皮生长因子的抑制

Fig.4 The inhibitory effect of triptolide on

VEGF expression in HCerMECs

3 讨 论

在本研究中，发现雷公藤甲素具有抑制子宫颈

微血管内皮细胞（HCerMEC）的增殖迁移的能力，并

且随着雷公藤甲素浓度的提高，这种抑制效果更为

明显，其浓度和抑制效果程正相关趋势。同时在雷

公藤甲素的作用下，HCerMEC细胞中的血管内皮生

长因子（VEGF）的含量会降低。雷公藤甲素的给药

浓度越高，HCerMEC细胞中的VEGF的含量越低，这

两者呈现出负相关的趋势。

在人体的正常生理性条件下，新生血管的过程

会发生在组织的创伤修复活动中，并且在女性的生

殖器官组织中会表现出生理性的周期性发生新生血

管过程。然而过量和失控的新生血管却和类风湿性

关节炎、糖尿病肾病及多种视网膜疾病密切相关。

而且不受控制的、过度的血管生成与肿瘤的发生和

转移有着密不可分的关系。在肿瘤的发生发展过程

中，恶性增殖的肿瘤细胞会分泌大量的VEGF，从而

促进肿瘤的血管增生和增殖，进而使得肿瘤组织恶

性增殖甚至会引起远端转移和扩散。在肿瘤的发生

过程中，肿瘤组织的新生血管的血管内皮细胞也会

分泌VEGF，这样就形成了一个恶性的不可控制的循

环过程。肿瘤组织分泌的VEGF起到了一个重要的

“扳机”效应，为血管生成提供了启动效果，病理性增

生的血管为肿瘤组织提供了生长所必须的一部分氧

和营养物质，并且为肿瘤的转移提供了途径。然而

这种病理性增生的血管并未成熟，血管壁也缺乏平

滑肌，这种病理性新生的血管形态不规则，缺乏正常

血管的神经支配，也不具有正常血管的功能。这种

新生血管往往持续性增长且处于失控状态。

所以，在这整个过程中，对于VEGF的抑制和控制

显得尤为重要[16]。抗VEGF可以抑制肿瘤的生长和转

移，从源头上阻止肿瘤的病理性毛细血管的增殖、血管

管腔生成、毛细血管迁移的能力，从而对于肿瘤生长的
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抑制提供了可能性。正因为这样，所以抗VEGF的治疗

方法已经广泛运用在了其他癌症的治疗方面[17-19]。选

择出效果好、副作用小的抗肿瘤药物显得尤为重要。

很多研究致力于在中成药中找到能作用细胞增殖周期，

或者是对于新生血管有抑制作用的成分，以便于确定

新的化疗药物。同时也可以对一些传统的中药的药效

提供证据[19]。本研究对于雷公藤甲素运用于宫颈癌的

治疗有着重要的作用。

雷公藤甲素又被称为雷公藤内醋醇，是中药雷公

藤中提取的二萜内酯化合物，是雷公藤的重要活性成

分。雷公藤甲素有抗炎作用，对于类风湿性关节炎有

很好的治疗效果。雷公藤甲素还具有抑制淋巴细胞增

殖的作用，可以抑制T淋巴细胞增殖并促进其凋亡。有

研究指出雷公藤甲素可以影响细胞周期活动，并直接

对多种癌细胞的增殖有抑制作用[20-22]。在宫颈癌的发

生发展过程中，从宫颈上皮内瘤变到浸润癌过程都有

着病理性血管生成的过程。病变越严重，子宫颈的癌

组织微血管密度和血管生成因子含量也就会越高。增

殖实验中，给药24 h的时候，可以看出比较明显的量效

关系。证明雷公藤甲素在给药24 h的时候确实可以抑

制HCerMEC细胞的增殖作用。

综上所述，雷公藤甲素可以抑制HCerMEC细胞

的血管形成，抑制HCerMEC细胞增殖、迁移和VEGF

表达是其可能机制，为雷公藤甲素在宫颈癌治疗的

临床应用提供了实验依据。
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