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[摘 要] 目的：观察红景天苷对宫颈鳞癌C33A细胞增殖、侵袭及凋亡的影响并初步探讨其可能的机制。方法：将C33A细胞

分为4组：对照组、低剂量组（红景天苷50 μg/ml）、高剂量组（红景天苷150 μg/ml）、抑制剂AG490组（JAK2/STAT3信号通路抑制

剂AG490 50 μmol/L），采用MTT法、EdU标记实验、Transwell实验、Rh123染色和流式细胞术分别检测红景天苷和AG490对

C33A 细胞增殖、侵袭和凋亡的影响，Western blotting 检测红景天苷和 AG490 对 C33A 细胞中 JAK2/STAT3 通路相关蛋白（p-

JAK2、p-STAT3）和凋亡相关蛋白（Bax、Bcl-2、caspase-3）表达的影响。结果：与对照组相比，低剂量组C33A细胞的增殖和DNA

的合成明显受到抑制（均P<0.05）、侵袭能力明显降低（均P<0.05）、Rh123荧光强度明显减弱（均P<0.05）、线粒体膜结构受到破

坏、细胞凋亡率明显增加（均P<0.05）；p-JAK2、p-STAT3、Bcl-2水平显著下降（均P<0.05）、Bax、caspase-3的表达水平显著升高（P<

0.05）；与低剂量组相比，高剂量组、抑制剂组对C33A细胞增殖、侵袭、凋亡及相关蛋白表达的影响更为显著（P<0.05）；而高剂量

组、抑制剂组间无显著差异。结论：红景天苷可以抑制C33A细胞的增殖和侵袭、促进细胞凋亡，其作用机制可能与抑制 JAK2/

STAT3信号通路有关。
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Salidroside affects proliferation, invasion and apoptosis of cervical squamous cell
carcinoma C33A cells through JAK2/STAT3 pathway

HUANG Jin, LIU Furong, WEN Ting, TANG Qian, XU Xiangmei, LIAO Dazhong (Second Department of Oncology and Hematology,

Hospital of Traditional Chinese Medicine Affiliated to Southwest Medical University, Luzhou 646000, Sichuan, China)

[Abstract] Objective: To investigate the effects of salidroside on the proliferation, invasion and apoptosis of cervical squamous cell

carcinoma C33A cells and explore its possible mechanism. Methods: C33A cells were divided into 4 groups: control group, low-dose

group (salidroside 50 μg/mL), high-dose group (salidroside 150 μg/mL), and AG490 group (inhibitor of JAK2/STAT3 signaling path‐

way, 50 μmol/L). Effects of salidroside and AG490 on the proliferation, invasion and apoptosis of C33A cells were detected by MTT

method, EdU labeling experiment, Transwell assay, Rh123 staining and Flow cytometry, respectively. Western blotting was used to de‐

tect the effects of salidroside and AG490 on the expressions of JAK2/STAT3 pathway-related proteins (p-JAK2, p-STAT3) and apopto‐

sis-related proteins (Bax, Bcl-2, caspase-3) in C33A cells. Result: Compared with the control group, the proliferation and DNA synthe‐

sis as well as the invasion of C33A cells in the low-dose group were significantly inhibited (all P<0.05), while the apoptosis was signifi‐

cantly enhanced (P<0.05); in the meanwhile, the fluorescence intensity of Rh123 was significantly reduced (all P<0.05) and the mem‐

brane structure of C33A cells were destroyed; moreover, the expressions of p-JAK2, p-STAT3 and Bcl-2 were significantly decreased

while the expressions of Bax and caspase-3 were significantly increased (all P<0.05). Compared with the low-dose group, the effects of

high-dose salidroside and AG490 on the proliferation, invasion, apoptosis and related protein expressions in C33A cells were more

significant (all P<0.05), but there was no difference between the high-dose group and the AG490 group. Conclusion: Salidroside can

inhibit the proliferation and invasion of C33A cells and promote cell apoptosis. Its mechanism may be related to inhibition of JAK2/

STAT3 signaling pathway.
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宫颈癌是最常见的生殖系统恶性肿瘤之一，主

要组织学表现为鳞状细胞癌，其次是腺癌[1]。目前的

治疗主要以外科手术为主，辅助放化疗[2]。但由于化

疗耐药性的产生以及化、放疗所带来的不良反应严

重制约了治疗的效果[3]。因此，寻求疗效好、毒副作

用小的治疗药物已成为目前治疗宫颈癌的研究重

点[4]。红景天苷（salidroside）是从中药红景天中提取

的天然产物活性组分，其具有抗炎、抗氧化、抗抑郁，

以及调节免疫等多种药理作用，尤其是具有保护呼

吸系统、消化系统以及神经系统的作用[5-6]。有研究[7]

表明，红景天苷具有明确的抗肿瘤作用。但是红景

天苷在宫颈鳞癌中的作用尚少有报道。酪氨酸蛋白

激酶 2/信号转导子与激活子 3（Janus kinase signal

transducers 2 and activator of transcription 3，JAK2/

STAT3）信号通路主要参与调控细胞的生长、分化、增

殖、凋亡以及侵袭，其在乳腺癌、结肠癌、皮肤癌、胃

癌中过度活化，促进肿瘤细胞的增殖和侵袭[8-9]。本

研究采用高、低浓度的红景天苷和 JAK2/STAT3通路

抑制剂处理人子宫颈鳞癌C33A细胞，观察C33A细

胞增殖、侵袭、凋亡的改变，初步探究红景天苷抗宫

颈鳞癌的可能机制。

1 材料与方法

1.1 细胞株与主要试剂、仪器

人子宫颈鳞癌细胞株C33A购自ATCC。红景天

苷购自南京郎朗科技销售公司（白色粉末，纯度

98%），FBS、DMEM 培养基均购自 TOYOBO 公司，

TRIzol试剂盒购自TaKaRa公司，MTT细胞增殖试剂

盒、Western blotting（WB）检测试剂盒均购自美国BD

公司，EdU试剂盒、反转录试剂盒均购自美国 Sigma

公司，全蛋白抽提试剂盒购自德国 QIAGEN 公司，

Annex-Ⅴ FITC/PI 双标记试剂盒购自 BestBio 公司，

Transwell小室、罗丹明 123（rhodamine123，Rh123）染

色剂均购自美国Vector公司，WB所用一抗（兔抗人

p-STAT3、p-JAK2 单克隆抗体，兔抗人 Bax、Bcl-2、

caspase-2多克隆抗体）和二抗（HRP标记山羊抗大鼠

IgG）均购自美国Abcam公司。Nikon Ti-U/Ti-s荧光

显微镜、电镜均购自日本三菱公司，激光扫描共聚焦

显微镜购自日本岛津公司，Roche R480实时荧光定

量 PCR（qPCR）仪购自美国 Promega公司，Multiskan

MK3酶标仪购自美国Corning公司。

1.2 细胞培养与实验分组

人子宫颈鳞癌细胞株 C33A 在含 10%FBS 的

RPIM 1640培养基中常规培养，取对数生长期细胞用

于实验。实验分 4组：对照组（不加任何药物），红景

天苷低剂量组（加入50 μg/ml红景天苷），红景天苷高

剂量组（加入150 μg/ml红景天苷），抑制剂AG490组

（加入 JAK2/STAT3通路抑制剂AG490 50 μmol/L）。

1.3 MTT法检测红景天苷和AG490对C33A细胞增

殖的影响

调整C33A细胞密度至3×104个/ml，接种于96孔

板中，每孔加入200 μl的细胞悬液，按1.3.1分组处理

细胞，37 ℃、5%CO2 继续培养，分别在 12、24、36和

48 h时加入MTT试剂10 μl，37 ℃培养4 h，完全显色

后，使用酶标仪检测490 nm处光密度（D）值，细胞增

殖抑制率=（1-D实验孔/D对照孔）×100%。

1.4 EdU标记法检测红景天苷和AG490对C33A细

胞DNA合成能力的影响

各组细胞加药处理48 h后，分别加入37 ℃预热

的EdU工作液（20 μmol/L），继续孵育 2 h，EdU标记

细胞完成后，去除培养液，加入 1 ml固定液，室温固

定 15 min；洗涤 3次，加入 1 ml通透液室温孵育 10~

15 min，洗涤2次，加入0.5 ml Click反应液，轻轻摇晃

培养板以确保反应混合物可以均匀覆盖样品，室温

避光孵育 30 min；洗涤 3 次，每孔加 1 ml Hoechst 溶

液，室温避光孵育10 min，洗涤3次，荧光显微镜下观

察染色结果：Hoechst能被所有活细胞摄取,与DNA

结合，在紫外线下活细胞核呈蓝色荧光；新增殖的细

胞在EdU染色下呈红色荧光。

1.5 Transwell实验检测红景天苷和AG490对C33A

细胞侵袭能力的影响

实验前 12 h将各组细胞培养基更换为无血清培

养基，将40 μl Matrigel基质胶铺于Transwell小室中。

取500 μl 完全培养基（含20%FBS）加入24孔板，各组

分别消化、重悬至 5×105个/ml。向 Transwell 小室中

加200 μl细胞悬液，保证下层完全培养基与Transwell

小室间无气泡。培养24 h，取出Transwell小室，弃去

培养液，甲醛固定 30 min，0.1% 结晶紫染液染色

20 min，棉签擦掉上层未迁移细胞，200倍显微镜下随

机选取5个视野观察拍照计数。

1.6 Rh123染色检测红景天苷和AG490对C33A细

胞线粒体膜电位的影响

调整细胞浓度至1×103个/ml接种于6孔板中，分

组处理同上。37 ℃、5%CO2生化培养箱中继续培养

24 h 后，将各组细胞制成单细胞悬液，于含 10 μg/L

Rh123的无血清培养基中 37 ℃孵育 45 min，弃去培

养基，PBS冲洗2次，荧光显微镜观察，细胞核周围绿

色的亮点即为摄取了Rh123的线粒体，并且用 Image J

1.41软件对绿色荧光强度进行统计分析。

1.7 流式细胞术检测红景天苷和AG490对C33A细

胞凋亡的影响

根据Annex inⅤFITC/PI 双标记试剂盒说明,以稀
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释的结合缓冲液重悬细胞并调整细胞密度为 5×105

个。取 195 μl细胞悬液加 5 μl Annex-V FITC 混匀，

室温反应 10 min，PBS洗细胞一次，再加入 190 μl缓

冲液重悬，加入10 μl的PI（120 mg/ml）。用流式细胞

仪分析细胞凋亡，每样本收集 2×104个细胞荧光信

号，采用Cellquest软件分析结果。

1.8 WB 检测红景天苷和 AG490 对 C33A 细胞中

JAK2/STAT3信号通路和凋亡相关蛋白表达的影响

调整细胞密度至 3×106个/ml接种于 24孔板中，

分组处理同上。37 ℃、5%CO2培养箱中继续培养 24

h后，弃掉培养液，冰上裂解 30 min，离心获得上清，

采用 BCA 试剂盒检测总蛋白浓度。每组样品取

50 μg，行SDS-PAGE、转膜、加入封闭液 4 ℃过夜，加

入一抗（1∶1 500），37 ℃孵育 1 h，洗涤，加入HRP标

记的羊抗兔 IgG（1∶10 000），采用自动凝胶成像系统

采集图像，以GAPDH作为内参，分析蛋白相对表达

水平。

1.9 统计学处理

采用 SPSS16.0 软件分析，所有实验独立重复 3

次，符合正态分布的计量资料采用 x̄±s表示，组间比

较采用独立 t检验，以P<0.05或P<0.01表示差异具有

统计学意义。

2 结 果

2.1 红景天苷和AG490均能抑制C33A细胞的增殖

MTT检测结果（图 1）显示，从 12 h起，红景天苷

低剂量组C33A细胞的增殖抑制率显著高于对照组

（P<0.05），红景天苷高剂量组、抑制剂 AG490 组

C33A细胞增殖抑制率显著高于低剂量组（P<0.05），

且红景天苷高剂量组和抑制剂组之间C33A细胞增

殖抑制率差异无统计学意义（P>0.05）。

*P<0.05, **P<0.01 vs Control group, △P<0.05 vs Low dose group

图1 红景天苷和AG490抑制C33A细胞的增殖

Fig.1 Proliferation of C33A cells were inhibited by

salidroside and AG490

2.2 红景天苷和 AG490 均能抑制 C33A 细胞 DNA

合成

EdU标记实验结果（图 2）显示，与对照组比较，

低剂量组C33A细胞内EdU阳性荧光强度明显减弱，

DNA合成明显受阻（P<0.05）；与低剂量组相比，高剂

量组、抑制剂AG490组C33A细胞内EdU阳性荧光强

度明显减弱（P<0.05）；高剂量组、抑制剂组C33A细

胞EdU阳性荧光强度差异无统计学意义（P>0.05）。

图2 红景天苷和AG490对C33A细胞DNA合成的影响（（×200））

Fig.2 Effects of salidroside and AG490 on DNA

synthesis in C33A cells (×200)

2.3 红景天苷和AG490均能抑制C33A细胞的侵袭

Transwell实验检测结果（图3）显示，与对照组比

较，红景天苷低剂量组C33A细胞通过基质胶的穿膜

细胞数量明显减少（P<0.05）；与低剂量组相比，高剂

量组、抑制剂组穿膜细胞数量明显减少（P<0.05）；高

剂量组、抑制剂组的穿膜细胞数之间无显著差异

（P>0.05）。

2.4 红景天苷和AG490均能促进C33A细胞凋亡

Rh123 染色实验结果（图 4A）显示，低剂量组

C33A 细胞中 Rh123 荧光强度较对照组明显减弱

（P<0.05），高剂量组、抑制剂AG490组荧光强度较低

剂量组明显减弱（P<0.05），高剂量组、抑制剂组之间

的荧光强度无显著差异（P>0.05）；流式细胞术检测结

果（图4B）显示，低剂量组C33A细胞凋亡率显著高于

对照组（P<0.05），高剂量组、抑制剂组凋亡率显著高

于低剂量组（P<0.05），高剂量组、抑制剂组的凋亡率

之间无显著差异（P>0.05）。

2.5 红景天苷和 AG490 对 C33A 细胞中 JAK2/

STAT3信号通路及凋亡相关蛋白表达的影响

WB检测结果（图5）显示，与对照相比，低剂量组

C33A细胞中 p-JAK2、p-STAT3及Bcl-2 水平明显下
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降（均 P<0.05），Bax、caspase-3 的表达明显升高（均

P<0.05）；与低剂量组相比，高剂量组、抑制剂组

C33A 细胞中 p-JAK2、p-STAT3 及 Bcl-2 水平明显下

降（均P<0.05），Bax、caspase-3的表达水平明显升高

（均P<0.05）；高剂量组、抑制剂组各蛋白表达水平之

间无显著差异（均P>0.05）。

*P<0.05 , **P<0.01 vs Control group，△P<0.05 vs Low dose group

图3 红景天苷和AG490对C33A细胞侵袭能力的影响（（×200））

Fig.3 Effects of salidroside and AG490 on the invasion ability of C33A cells (×200)

A: Salidroside and AG490 treatment reduced the mitochondrial membrane potential of C33A cells (×400);

B: Treatment with salidroside and AG490 promotes apoptosis of C33A cells

图4 红景天苷和AG490对C33A细胞线粒体膜电位（A）和凋亡（B）的影响

Fig.4 Effects of salidroside and AG490 on the mitochondrial membrane potential (A) and apoptosis (B) of C33A cells

3 讨 论

宫颈鳞癌是妇科临床上发病率较高的恶性肿

瘤，目前以外科手术局部切除病灶为主要的治疗手

段，但是由手术带来的经济负担以及术后造成的创

伤和并发症严重降低了患者的生存质量[10]。因此寻

找新型、低毒、高效的治疗药物在宫颈鳞癌的临床治

疗中意义重大。

红景天苷是中药红景天的主要活性组分。现代

药理学研究[11]表明，红景天苷具有良好的抗炎、抗肿

瘤、抗氧化、免疫调节等作用。张洋等[12]用不同浓度

红景天苷处理宫颈癌HeLa细胞后发现，红景天苷能

明显抑制HeLa细胞增殖，促进细胞凋亡。HU等[13]研

究表明，红景天苷能够诱导人宫颈癌SiHa细胞的细

胞周期阻滞和凋亡。诱导细胞凋亡已成为肿瘤治疗

的新途径[14-15]。本研究结果显示红景天苷能够明显

抑制宫颈鳞癌细胞株C33A的增殖和侵袭，同时促进

细胞凋亡。线粒体与细胞凋亡密切相关，尤其是在

药物诱导肿瘤细胞凋亡过程中，线粒体起着重要作

用[16-18]。Rh123 能够与 C33A 细胞内线粒体基质结

合，对线粒体进行标记，通过检测荧光强度来反应细

胞内线粒体膜电位的相对变化；荧光强度越低，提示

线粒体内膜两侧电位差下降，不能够提供足够的电

位梯度保证标记物被吸收保留在线粒体中；电位差

越小，线粒体吸收染料越少，荧光强度就会越弱。赵

健雄等[19]研究发现，扶正抑瘤颗粒能够通过降低线粒

体膜电位来促进小鼠肝癌H22细胞凋亡。本研究则

发现红景天苷也可明显降低线粒体膜电位和促进细
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胞凋亡。Caspase-3活化后能够通过裂解多种功能蛋

白质诱导细胞凋亡[20-21]；Bax是与Bcl-2同源的水溶性

相关蛋白，是Bcl-2基因家族中细胞凋亡促进基因[22]。

本研究结果显示，红景天苷能够通过升高凋亡蛋白

Bax、caspase-3的表达水平，降低抗凋亡蛋白Bcl-2 的

表达水平，从而促进C33A细胞的凋亡。

*P<0.05, **P<0.01 vs Control group ，△P<0.05 vs Low dose group

图5 红景天苷和AG490对C33A细胞中JAK2/STAT3信号通路及凋亡相关蛋白表达的影响

Fig.5 Effects of salidroside and AG490 on proteins expression related by JAK2/STAT3

signaling pathway and apoptosis in C33A cells

JAK2/STAT3 信号通路直接影响肿瘤细胞的发

生、增殖、侵袭和凋亡，该通路的激活参与了多种肿

瘤细胞的增殖、侵袭和迁移等的调节[23-24]。MIAO

等[25]证实，miR-375通过靶向抑制 JAK2/STAT3信号

通路来抑制胃癌的发生。郭佳培等[26]研究表明，添加

JAK2/STAT3通路抑制剂能诱导肝癌细胞的凋亡，同

时抑制其增殖。本研究采用 JAK2/STAT3通路抑制

剂 AG490 来研究 JAK2/STAT3 通路在 C33A 细胞作

用机制，结果表明AG490与高剂量红景天苷具有类

似的显著抑制C33A细胞的增殖、侵袭和促进凋亡的

作用，并导致细胞内 p-JAK2、p-STAT3蛋白表达水平

明显降低（P<0.05）。因此推测，红景天苷的作用机制

可能与AG490类似，通过调控 JAK2/STAT3信号通路

从而抑制C33A细胞的增殖、侵袭，同时促进细胞凋

亡。

综上所述，红景天苷可以抑制 C33A 细胞的增

殖与侵袭，同时促进细胞凋亡，其作用机制可能与抑

制 JAK2/STAT3信号通路有关。
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