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目的   探讨伊维菌素对人宫颈癌Hela细胞增殖和凋亡的影响。方法   0.1、1、3 μmol/L伊维菌素处理Hela 

细胞，MTT、Edu法检测细胞活性，流式细胞术检测细胞凋亡，蛋白印迹检测p-JNK、JNK、NF-κB p65、Bcl-2、

Caspase-3、Caspase-9表达。结果   伊维菌素呈浓度依赖性抑制Hela细胞增殖、诱导凋亡(P<0.01)，上调p-JNK、Caspase-

3、Caspase-9表达，下调NF-κB p65、Bcl-2表达。结论   伊维菌素可能通过上调JNK信号通路诱导Hela细胞凋亡，下调

NF-κB信号通路抑制Hela细胞增殖。
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Abstract: Objective  To investigate the effect of ivermectin on proliferation and apoptosis of cervical cancer Hela cells. 

Methods  After treated with 0.1, 1, 3 μmol/L ivermectin, viability, apoptosis, and expression of p-JNK, JNK, NF-κB p65, Bcl-

2, Caspase-3 and Caspase-9 in Hela cells were determined by MTT, Edu, flow cytometry, Western blot, respectively. Results  

Ivermectin inhibited proliferation, induced apoptosis (P<0.01), up-regulated expression of p-JNK, Caspase-3 and Caspase-9, 

and down-regulated expression of NF-κB p65 and Bcl-2 in Hela cells in a dose-dependent manner. Conclusion  Ivermectin 

could induce apoptosis via up-regulation of JNK pathway and inhibit proliferation through down-regulation of NF-κB 

signaling in Hela cells.
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宫颈癌是最为常见的妇科恶性肿瘤，发病率不 且能抑制胃癌中Yes相关蛋白1的表达发挥抗肿瘤作
[6]断上升，且发病年龄日趋年轻化，目前以手术治疗 用 。JNK信号转导通路属于MAPK通路，它在细胞

为主，但术后5年生存率仍较低。寻找高效且不良反 周期、增殖、凋亡和细胞应激等多种生理和病理过
[7]应少的化疗药物是当前的热门研究领域。伊维菌素 程中均起到重要作用 。NF-κB p65信号通路可以对

是源于阿维菌素家族的一种半合成的大环内酯类药 有害刺激做出反应，激发下游信号传导，参与免疫
[1]物 ，是一种新型的广谱、高效、低毒的抗寄生虫 反应的早期和炎症反应各阶段。NF-κB激活可以促
[2] [8-9]药 ，对各种细菌、病毒和肿瘤也具有免疫调节的 进肝细胞、肿瘤细胞等增殖，调节细胞生长 。本

[3] [4]作用 。研究报道，伊维菌素有修复炎症损伤 、抵 研究探讨了伊维菌素对人宫颈癌Hela细胞的体外增
[5]抗脂多糖(LPS)刺激肝脏巨噬细胞活力的功能 ，并 殖和凋亡作用，现将结果报道如下。

1　材料和方法

1.1　细胞与试剂  

人宫颈癌Hela细胞株购自美国ATCC上海分公

司；伊维菌素购于西安康乐动物药业有限公司；

DMEM培养基、胎牛血清、胰蛋白酶购自美国 Invi-

trogen公司；二甲基亚砜(DMSO)、MTT试剂购自美
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国Sigma公司；RIPA 细胞组织裂解液和蛋白酶抑制 将对数生长期的Hela细胞均匀接种在6 孔板中
4剂购自中国Takara公司；碘化丙啶(PI)、Annexin V- (1×10 /孔)，培养24 h 后，每孔加入不同浓度(0.1、

FITC/PI染色试剂盒购自南京建成生物技术公司；兔 1、3 μmol/L)的伊维菌素，培养48 h后弃掉上清液，

抗人P-JNK、Bcl-2、Caspase3、NF-κB p65、β-actin PDB冲洗后，加入100 μL 细胞裂解液，冰上裂解细

和 鼠 抗 人 Caspase9单 克 隆 抗 体 购 自 美 国 Abcam公 胞后提取细胞总蛋白，用Bradford 法测定蛋白质浓

司；超敏ECL和BCA试剂盒购自日本WAKO公司； 度。取50 μg蛋白与buffer 混合后，高温煮沸5 min，

分析纯酒精等购自购于上海生物工程公司。 10%聚丙烯酰胺凝胶电泳分离并转移至硝酸纤维素

1.2　仪器 膜上，5%脱脂乳室温摇床封闭1 h，TBST漂洗后，分

CO2培养箱购自美国Shellab公司；流式细胞仪( 别与p-JNK、JNK、Bcl-2抗体(稀释比例为1:2 000)、

COΜLTER EPICS XL 型 )和 冷 冻 离 心 机 购 自 美 国 NF-κB p65 抗体(稀释比例为 1:200)、β-actin 抗体(稀

Beckman公 司 ； 光 学 倒 置 、 荧 光 显 微 镜 Olympus 释比例为1:4 000)、Caspase-3和Caspase-9抗体(稀释

AX70 和全自动凝胶成像分析仪购自日本；酶标仪 比例为1:2 000)等一抗在4 ℃摇床孵育过夜。次日，

Bio-tek购自美国。 TBST漂洗3次，每次5 min，加入HRP 标记山羊抗兔

1.3　Edu法测定细胞的增殖 IgG和HRP 标记山羊抗鼠IgG(稀释比例为1:2 000)，

Edu法采用碧云天Edu检测试剂盒，对数期生长 室温孵育1 h，TBST漂洗3次，每次5 min，用ECL化

学发光试剂显色后使用化学发光型凝胶成像系统照的Hela细胞用20 μmol/L Edu培养基培养细胞2 h，经

相，内参对照选取β-actin。固定、破膜等处理后，加入Edu检测反应液，0.1% 

1.7　统计学处理 DAPI染细胞核，荧光显微镜下观察并计算Edu阳性

率。 数据采用SPSS 20.0统计学软件进行分析。计量

1.4　MTT法测定细胞的活性 资料以 表示，采用 t 检验；计数资料以例(%)表
2取对数生长期的Hela细胞均匀接种于96 孔板 示，采用χ 检验。P<0.05表示差异有统计学意义。

4中，调整细胞密度为1×10 /孔，每孔培养基100 μL，
2　结果

置于37 ℃、5%CO2孵箱内培养24 h，用不含FBS的

DMEM培养基饥饿2 h后给药。吸去培养基，药物组 2.1　伊维菌素对Hela细胞增殖的抑制作用

每孔加入不同浓度的伊维菌素(0.1、1、3 μmol/L)的 伊维菌素对Hela 细胞的增殖有明显抑制作用，

培养基100 μL，设6个复孔。对照组每孔加入100 μL 吸光度和Edu阳性率随着伊维菌素浓度的增加而降低

不含药物的DMEM培养基，培养24 h后，加入5 g/L (P<0.01)，即其抑制增殖的作用随着伊维菌素浓度的

MTT 20 μL，继续培养4 h后弃上清，加入DMSO 150 增加而增强。见图1和表1。

μL显色，振荡5~10 min，待结晶物充分溶解后用酶 2.2　伊维菌素对Hela细胞凋亡的诱导作用

标仪测定570 nm波长处的吸光度。吸光度越高说明 伊维菌素作用Hela细胞24 h后，Hela细胞出现明

活细胞数量越多，即抑制增值率越低。 显的早期凋亡现象，且随着药物浓度的增加，Hela 

1.5　流式细胞仪检测细胞凋亡率 细胞的早期凋亡率和总凋亡率均明显提高(P<0.01)，

采用Annexin V-FITC及PI双标流式细胞仪检测 见表2。　

细胞凋亡，将对数生长期的细胞分为实验组和对照 2.3　伊维菌素对Hela细胞凋亡相关蛋白表达的影响
5组，均匀接种在六孔板中(1×10 个/孔)。当细胞长至 伊维菌素作用Hela细胞24 h后，磷酸化的JNK、

70%时，在实验组中分别加入终浓度为0.1、1、3 Caspase-3和Caspase-9酶原的表达增强，而NF-κB p65 

μmol/L伊维菌素作用24 h，对照组加入等体积的培 和Bcl-2的表达则减弱，并呈浓度依赖性，见图2。

养基作用24 h，胰酶消化2 000 r/min 离心5 min，收
3　讨论

集细胞，PBS漂洗，离心弃掉上清。用195 μL Annexin 

V结合液重悬细胞，加3 μL Annex in-V-FITC和2 μL 宫颈癌作为威胁妇女生命的第二大恶性肿瘤， 

碘化丙啶轻轻混匀后室温避光静置孵育15 min，加 与肿瘤细胞的恶性增殖和凋亡减少有关，一般采取

入190 μL PBS缓冲液后马上进行流式细胞仪检测， 手术和放化疗治疗。但宫颈癌晚期易转移，手术难

计算早期凋亡率和总凋亡率。  以全切，术后易复发。近年研究发现，伊维菌素在

1.6　Western blot检测细胞凋亡相关蛋白的表达 哮喘、癫痫、白血病、癌症等多种疾病的治疗中具

x±s
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[10-11]有重要的作用 。伊维菌素能够阻断乳腺癌细胞

的Akt/mTOR信号通路，诱导抑制细胞生长的自噬，
[12]有效阻断肿瘤的成长 。同时伊维菌素还可以通过

诱导线粒体功能障碍和氧化应激选择性诱导慢性粒
[13]细胞白血病细胞发生凋亡 。c-Jun氨基末端激酶

JNK属于丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，JNK家族作为促

分裂原活化蛋白激酶MAPK超家族的重要成员，能

够介导多种细胞刺激诱导凋亡。JNK 信号通路主要

通过磷酸化激活Bax等促凋亡因子，抑制Bcl-2、Bcl-
[14]xl等抗凋亡因子 ，从而激活线粒体依赖的细胞凋

[15]亡通路 。NF-κB p65普遍存在于细胞胞质中，当相

关刺激因素(如射线、细胞炎性因子、应激等)激活其

生物活性后，NF-κB p65蛋白将进入细胞核内发挥其

增殖调节的作用，调控多种下游基因的表达，介导

如增殖、凋亡、血管形成、肿瘤转移等生物学过
[16-19]程，在多种疾病中扮演着重要的角色 。本实验

结果发现伊维菌素对Hela细胞的生长起抑制作用，

且呈浓度依赖性，药物浓度越高，细胞存活率越

低。Annexin V-FITC/PI 双染法及流式细胞术结果显

示伊维菌素作用Hela细胞24 h后，Hela 细胞出现明

显的早期凋亡现象，且随着药物浓度的增加，Hela 

细胞的早期凋亡率和总凋亡率均明显提高(P<0.01)，

可见伊维菌素诱导宫颈癌Hela 细胞的凋亡效果较为

明显。Western blot结果显示促进细胞凋亡作用的 

Caspase-3、Caspase 9酶原和磷酸化的JNK蛋白表达

随着伊维菌素浓度的增加逐渐增加，而抑制凋亡作

用的Bcl-2和促进增殖的NF-κB p65蛋白表达则随着

伊维菌素浓度的增加而逐渐减少。研究结果说明，

对照组 0.1 μmol/L 1 μmol/L 3 μmol/L

Merge

DAPI

Edu

图1　不同浓度伊维菌素处理后Edu染色图

　 表1　伊维菌素对Hela细胞增殖的抑制作用 

(x±s，n=6)

组别

对照组

伊维菌素0.1 μmol/L

伊维菌素1 μmol/L

伊维菌素3 μmol/L

吸光度　

0.121±0.009

a0.087±0.008

ab0.075±0.005

abc0.062±0.005

Edu阳性率/%

38.63±2.18

a32.49±1.97

ab27.71±2.54

abc15.94±2.67

a与对照组比较： P<0.01；与伊维菌素0.1 μmol/L组比较：
b cP<0.01；与伊维菌素1 μmol/L组比较： P<0.01

表2　伊维菌素对Hela细胞凋亡的作用

组别　

对照组　

伊维菌素0.1 μmol/L　

伊维菌素1 μmol/L　

伊维菌素3 μmol/L　

早期凋亡率/%

1.06±0.48

a6.45±0.83

ab13.80±1.09

abc29.20±1.74

总凋亡率/%

1.13±0.19

a7.16±0.97

ab17.44±1.00

abc35.31±1.34

a与对照组比较： P<0.01；与伊维菌素0.1 μmol/L组比较：
b cP<0.01；与伊维菌素1 μmol/L组比较： P<0.01

(x±s，n=6)

0 μmol/L

0.1 μmol/L

1 μmol/L

3 μmol/L

P-JNK

JNK

NF-κB P65

Bcl-2

Caspase-9

Caspase-3

β-Actin

42 KD

42 KD

65 KD

26 KD

37 KD

35 KD
17 KD

42 KD

图2　伊维菌素对Hela细胞凋亡相关蛋白表达的影响
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and regulates the growth of activated B-cell like diffuse 伊维菌素或可通过激活JNK介导的线粒体依赖性信
large B-cell lymphoma cells[J]. PLOS ONE, 2018, 13(6): 号转导通路诱导Hela细胞凋亡，以及通过下调NF-
e199779.κB p65信号通路抑制Hela细胞增殖。
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