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橄榄苦苷调节Notch/Hes-1信号通路对HPV阳性
宫颈癌细胞活力与凋亡的影响

刘晓彤*,魏茜雪,王兰

(中国医科大学附属医院盛京医院妇科肿瘤病房,辽宁沈阳
 

110000)

【摘要】 目的 探究橄榄苦苷(OLE)对人乳头状瘤病毒(HPV)阳性宫颈癌细胞活力与凋亡的影响及其对Notch/Hes-

1信号通路的调控机制。 方法 将人宫颈癌细胞 HeLa229随机分为 HeLa229组、OLE低浓度组(OLE-L组)、OL中

浓度组(OLE-M组)、OL高浓度组(OLE-H组)和OL-H+Notch激活剂(Jagged1)组(OLE-H+Jagged1组);采用CCK-
8法和克隆平板检测各组细胞的存活率及克隆数量;采用Transwell实验检测各组细胞的迁移情况;采用MTT比色法测

定各组细胞活力;采用流式细胞术检测各组细胞的凋亡情况;采用蛋白免疫印迹(Western
 

blot)检测各组细胞中 Notch/

Hes-1信号通路相关蛋白的表达水平。 结果 与 HeLa229组相比,OLE-L组、OLE-M组和OLE-H组细胞存活率、克
隆数量、细胞迁移数量、细胞活力以及细胞中 Notch、Hes-1蛋白表达水平均降低(P<0.05),而细胞凋亡率升高(P<
0.05);Jagged1的加入逆转了高浓度OLE对 HeLa229细胞增殖、凋亡等指标的影响,且细胞中 Notch、Hes-1蛋白表达

水平升高(P<0.05)。 结论 OLE能够抑制 HPV阳性宫颈癌细胞活力,促进其凋亡,这可能与Notch/Hes-1信号通

路被抑制有关。
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【Abstract】 Objective To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

oleuropein
 

(OLE)
 

on
 

the
 

vitality
 

and
 

apoptosis
 

of
 

human
 

papillomavirus
 

(HPV)
 

positive
 

cervical
 

cancer
 

cells
 

and
 

its
 

regulatory
 

mechanism
 

on
 

the
 

Notch/Hes-1
 

signaling
 

pathway.
 Methods Human

 

cervical
 

cancer
 

cells
 

HeLa229
 

were
 

randomly
 

separated
 

into
 

HeLa229
 

group,OLE
 

low
 

concentration
 

group
 

(OLE-L
 

group),OL
 

medium
 

concentration
 

group
 

(OLE-M
 

group),OL
 

high
 

concentration
 

group
 

(OLE-H
 

group),

and
 

OL-H+Notch
 

activator
 

(Jagged1)
 

group
 

(OLE-H+Jagged1
 

group);Using
 

CCK-8
 

method
 

and
 

cloning
 

plate
 

to
 

detect
 

the
 

survival
 

rate
 

and
 

number
 

of
 

clones
 

of
 

cels
 

in
 

each
 

group;Using
 

Transwell
 

experiment
 

to
 

detect
 

the
 

migration
 

of
 

cells
 

in
 

each
 

group;Using
 

MTT
 

colorimetric
 

method
 

to
 

determine
 

the
 

cell
 

viability
 

of
 

each
 

group;Using
 

flow
 

cytometry
 

to
 

detect
 

the
 

apoptosis
 

of
 

cells
 

in
 

each
 

group;Using
 

western
 

blot
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

Notch/Hes-1
 

signaling
 

pathway
 

related
 

proteins
 

of
 

cells
 

in
 

each
 

group. Results Compared
 

with
 

the
 

HeLa229
 

group,the
 

cell
 

survival
 

rate
 

(79.88±
3.21,63.12±2.62,50.91±2.07),clone

 

number
 

(161.99±7.11,131.47±5.41,97.09±4.66),cell
 

migration
 

number
 

(86.53±3.17,62.92±2.66,51.38±2.17),cell
 

viability
 

(0.66±0.05,0.50±0.04,0.31±0.02),and
 

Notch
 

(0.86±
0.07,0.64±0.05,0.50±0.04)

 

and
 

Hes-1
 

(0.78±0.06,0.61±0.05,0.43±0.03)
 

protein
 

expression
 

levels
 

in
 

the
 

OLE-
L

 

group,OLE-M
 

group,and
 

OLE-H
 

group
 

decreased
 

(P<0.05),while
 

the
 

cell
 

apoptosis
 

rate
 

increased
 

(26.74±2.97,

44.12±4.11,59.04±5.82)
 

(P<0.05);the
 

addition
 

of
 

Jagged1
 

reversed
 

the
 

effects
 

of
 

high
 

concentration
 

of
 

OLE
 

on
 

indicators
 

such
 

as
 

proliferation
 

and
 

apoptosis
 

of
 

HeLa229
 

cells,and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

Notch
 

and
 

Hes-1
 

proteins
 

in
 

the
 

cells
 

increased
 

(P<0.05). Conclusion OLE
 

can
 

inhibit
 

the
 

activity
 

of
 

HPV
 

positive
 

cervical
 

cancer
 

cells
 

and
 

promote
 

their
 

apoptosis,which
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

inhibition
 

of
 

the
 

Notch/Hes-1
 

signaling
 

pathway.
【Keywords】 oleuropein;Notch/Hes-1
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pathway;HPV
 

positive
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cancer

 *宫颈癌是妇科常见的恶性肿瘤疾病,其发病率仅

次于 乳 腺 癌,人 乳 头 状 瘤 病 毒 (human
 

papilloma
 

virus,HPV)感染是公认的导致宫颈上皮细胞癌变的
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重要因素,HPV感染能够促进宫颈上皮细胞发生恶性

转化进而发展为宫颈癌[1-2]。早期宫颈癌患者无明显

症状,发展至晚期会出现接触性出血、异常阴道出血等

临床症状,严重者还会压迫直肠、膀胱,引发输尿管梗

阻、肾功能损坏等并发症,对患者的生命质量及安全构

成威胁[3-5]。因此寻找能够调控 HPV阳性宫颈癌细

胞活力、凋亡的信号通路及药物将有利于改善宫颈癌

的 治 疗 效 果 及 患 者 的 预 后 状 态。橄 榄 苦 苷

(Oleuropein,OLE)是从橄榄叶中提取的一种天然活

性成分,OLE作用于人体时能够发挥抗菌、消炎以及

抗氧化损伤等作用[6],同时也能够抑制结肠癌、肝癌等

多种癌细胞的迁移及侵袭并促进其凋亡,具有一定的

抗癌作用[7-8]。而近来有相关研究表明,OLE主要是

通过AKT信号通路、caspase途径等来发挥对恶性肿

瘤细胞的调控作用[9]。Notch信号通路是一种高度保

守的信号转导通路,广泛存在于多种组织及器官中,能
够起到调控细胞增殖、分化和凋亡的作用[10],Hes-1
是Notch的下游靶基因,其与 Notch结合所形成的

Notch/Hes-1信号通路能够进行细胞间信息的传递,
参与并调控肺癌、前列腺癌等多种恶性肿瘤疾病的发

生及发展过程[11-12]。但目前关于 OLE对 HPV阳性

宫颈癌细胞的活力及凋亡的影响规律研究较少,因此

本研 究 基 于 Notch/Hes-1 信 号 通 路 探 究 OLE 对

HPV阳性宫颈癌细胞活力与凋亡的影响机制,旨在寻

找此类患者的新治疗靶点。

材料与方法

1 材料

OLE(纯度≥98%,货号:YT61988,北京伊塔生

物科技有限公司);人宫颈癌细胞 HeLa229(HPV-18
阳性)(货号:QY-x1220,上海齐一生物科技有限公

司);RPMI-1640培养基(货号:PM150110,武汉益普

生物科技有限公司);胎牛血清(货号:FBS500-S,上海

联迈生物工程有限公司);Jagged1(货号:RP00877,武
汉爱博泰克生物科技有限公司);CCK-8细胞增殖/毒

性检测试剂盒(货号:KTA1020,武汉亚科因生物技术

有限公司);ECL试剂盒(货号:E411-04/05,南京诺唯

赞生物科技股份有限公司);噻唑蓝(MTT)(货号:

YT1468,北京伊塔生物科技有限公司);二甲基亚砜

(DMSO)(货号:276855,上海睿安生物科技有限公

司);Notch (货 号:ab155437)、Hes-1 (货 号:

ab108937)、GADPH(货号:ab181602)一抗和过氧化

物酶标记的山羊抗兔二抗(货号:ab205718)均购自美

国abcam公司;酶标仪(型号:M5/M5e,上海美谷分子

仪器有限公司);BD
 

FACSCalibur流式细胞仪(美国

BD公司)。

2 方法

2.1 细胞培养 采用含有10%
 

FBS和1%
 

P/S的

RPMI-1640培养基培养 HeLa229细胞,培养箱参数

设置为37
 

℃、5%
 

CO2,培养至细胞密度达到80%~
90%时进行传代。收集传至第3代且具有良好生长状

态的细胞用于后续实验。

2.2 细胞分组及处理 将上述HeLa229细胞随机分

为HeLa229组、OLE低浓度组(OLE-L组)、OL中浓

度组(OLE-M 组)、OL高浓度组(OLE-H 组)和 OL-
H+Notch激活 剂(Jagged1)组(OLE-H+Jagged1
组)。HeLa229组细胞采用 RPMI-1640培养基正常

培养;OLE-L组、OLE-M组和 OLE-H组细胞分别采

用5
 

mg/mL、10
 

mg/mL和20
 

mg/mL的 OLE 培

养[13];OLE-H+Jagged1组细胞采用20
 

mg/mL的

OLE和10
 

μmol/L
 

Jagged1培养[14]。

2.3 CCK-8检测各组细胞增殖情况 将方法2.2各

组HeLa229细胞以1×104/孔的密度接种至96孔板

上(2×103 个细胞/孔),每孔中加入100
 

μL培养液,
待培养至48

 

h后再加入10
 

μL的CCK-8溶液,孵育2
 

h。孵育结束后采用酶标仪于450
 

nm波长处测定培

养液吸光度,计算细胞存活率。

2.4 克隆平板检测各组细胞克隆形成情况 按照方

法2.2分组将 HeLa229细胞分别接种至12孔板中

(500个细胞/孔),培养14
 

d。培养结束后弃去培养

基,用4%甲醛固定细胞30
 

min,随后加入0.1%的结

晶紫溶液染色,染色15
 

min后用PBS洗涤,并于显微

镜下观察细胞菌落形成情况并计数。

2.5 Transwell实验检测各组细胞迁移情况 将方

法2.2中各组 HeLa229细胞接种至 Transwell上室

中(2×104 个细胞/孔)并加入200
 

μL无血清培养基,
下室加入含有10%胎牛血清的培养基750

 

μL,并于

37
 

℃、5%CO2 条件下培养24
 

h,培养结束后采用4%
多聚甲醛固定迁移至膜外的细胞,用1%结晶紫染色

并经PBS洗涤,于显微镜下对迁移至膜外的细胞进行

计数。

2.6 MTT比 色 法 测 定 法 测 定 细 胞 活 力 将各组

HeLa229细胞与10
 

μL
 

MTT溶液混合,在室温下孵

育4
 

h,随 后 弃 去 培 养 基 并 在 每 孔 中 加 入 100
 

μLDMSO振摇10
 

min以混合充分。使用酶标仪在

600
 

nm处测量光密度(optical
 

density,OD)以表示细

胞活力。

2.7 流式细胞术检测各组细胞凋亡 按方法2.2中

各组HeLa229细胞接种至6孔板中培养,待细胞融合

率达到80%后对其进行重悬、收集、洗涤并加入5
 

μL
 

Annexin
 

V和5
 

μL碘化丙锭(PI),充分混合,于避光

条件下孵育30
 

min。采用流式细胞仪检测各组细胞
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凋亡情况,并计算细胞凋亡率。

2.8 Western
 

blot检测各组细胞中Notch/Hes-1信

号 通 路 相 关 蛋 白 的 表 达  取 方 法 2.2 中 各 组

HeLa229细胞,弃去培养液并提取细胞中总蛋白,并
采用BCA试剂盒测定总蛋白含量。将细胞置于98

 

℃
下煮沸10

 

min使其变性,将变性蛋白样品通过10%
 

SDS-PAGE凝胶电泳进行分离,对吼转移至 PVDF
膜,并在室温条件下用5%脱脂奶粉封闭膜1

 

h,再于4
 

℃温度下与一抗稀释液(Notch、Hes-1和GADPH稀

释倍数1∶2000)孵育过夜,再与山羊抗兔二抗(1∶
500)于室温下孵育2

 

h,用 ECL试剂盒显色后,以

GAPDH为内参蛋白,通过凝胶成像系统和Image
 

J
软件分析蛋白条带的灰度值,得到蛋白表达量。

3 统计学分析

本文数据均采用GraphPad
 

Prism
 

9.0软件进行

处理分析,符合正态分布的计量资料采用均值±标准

差(x±s)的相形式表示。多组间比较用单因素方差

分析,两两组间多重比较用Tukey􀆳s事后检验。以P
<0.05表示为差异有统计学意义。

结 果

1 OLE对HeLa229细胞增殖的影响

相较 于 HeLa229 组,OLE-L 组、OLE-M 组 和

OLE-H组细胞存活率及克隆数量均有不同程度的降

低(P<0.05),而 OLE-H+Jagged1组细胞存活率及

克隆数量高于OLE-H组(P<0.05)。见图1和表1。

表
 

1 各组细胞的存活率和克隆形成数量(n=5,x±s)
Table

 

1 Survival
 

rate
 

and
 

number
 

of
 

clone
 

formation
in

 

each
 

group
 

of
 

cells
组别
Group

细胞存活率(%)
Cell

 

survival
 

rate
克隆数量(个)
No.

 

of
 

clones

HeLa229组 97.92±4.88 192.66±8.72
OLE-L组 79.88±3.21* 161.99±7.11*

OLE-M组 63.12±2.62*# 131.47±5.41*#

OLE-H组 50.91±2.07*# 97.09±4.66*#

OLE-H+Jagged1组 86.88±4.46*#△ 182.83±8.10#△

  注:与 HeLa229组相比,*P<0.05;与 OLE-L组相比,#P<
0.05;与OLE-H组相比,△P<0.05。

图
 

1 各组细胞克隆形成能力

Fig.1 Cloning
 

ability
 

of
 

each
 

group
 

of
 

cells

2 OLE对HeLa229细胞迁移能力的影响

OLE-L组、OLE-M 组和 OLE-H 组细胞迁移细

胞数 少 于 HeLa229 组 (P <0.05),而 OLE-H+

Jagged1组 细 胞 迁 移 细 胞 数 多 于 OLE-H 组(P<
0.05)。见图2和表2。

表
 

2 各组HeLa229细胞迁移数量(n=5,x±s)
Table

 

2 Migration
 

quantity
 

of
 

HeLa229
 

cells
 

in
 

each
 

group
组别
Group

迁移细胞数(个)
No.

 

of
 

migrating
 

cells

HeLa229组 121.73±5.22
OLE-L组 86.53±3.17*

OLE-M组 62.92±2.66*#

OLE-H组 51.38±2.17*#

OLE-H+Jagged1组 104.59±4.71*#△

  注:与 HeLa229组相比,*P<0.05;与 OLE-L组相比,#P<
0.05;与OLE-H组相比,△P<0.05。

图
 

2 Transwell实验检测各组HeLa229细胞迁移情况

Fig.2 Transwell
 

experiment
 

to
 

detect
 

the
 

migration
of

 

HeLa229
 

cells
 

in
 

each
 

group

3 OLE对HeLa229细胞活力的影响

OLE-L组、OLE-M 组和 OLE-H 组 OD值低于

HeLa229组(P<0.05),而 OLE-H+Jagged1组 OD
值高于OLE-H组(P<0.05)。见表3。

表
 

3 OLE对HeLa229细胞活力的影响(n=5,x±s)
Table

 

3 Effect
 

of
 

OLE
 

on
 

the
 

viability
 

of
 

HeLa229
 

cells
组别
Group

OD值
OD

 

value

HeLa229组 0.87±0.07
OLE-L组 0.66±0.05*

OLE-M组 0.50±0.04*#

OLE-H组 0.31±0.02*#

OLE-H+Jagged1组 0.72±0.06*△

  注:与 HeLa229组相比,*P<0.05;与 OLE-L组相比,#P<0.
05;与OLE-H组相比,△P<0.05。

4 OLE对HeLa229细胞凋亡率的影响

OLE-L组、OLE-M 组和 OLE-H 组细胞凋亡率

均高于 HeLa229组(P<0.05),而OLE-H+Jagged1
组细胞细胞凋亡率低于OLE-H组(P<0.05)。见图

3和表4。

表
 

4 各组HeLa229细胞的凋亡率(n=5,x±s)
Table

 

4 Apoptosis
 

rates
 

of
 

HeLa229
 

cells
 

in
 

each
 

group
组别
Group

细胞凋亡率(%)
Cell

 

apoptosis
 

rate(%)

HeLa229组 5.33±0.41
OLE-L组 26.74±2.97*

OLE-M组 44.12±4.11*#

OLE-H组 59.04±5.82*#

OLE-H+Jagged1组 10.62±1.05#△

  注:与 HeLa229组相比,*P<0.05;与 OLE-L组相比,#P<
0.05;与OLE-H组相比,△P<0.05。
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图
 

3 流式细胞术检测各组HeLa229细胞凋亡

Fig.3 Flow
 

cytometry
 

detection
 

of
 

HeLa229
 

cell
 

apoptosis
in

 

each
 

group

5 OLE对各组细胞中Notch/Hes-1信号通路相关蛋

白表达水平的影响

与 HeLa229 组 相 比,OLE-L 组、OLE-M 组 和

OLE-H组细胞中Notch和 Hes-1蛋白表达水平降低

(P<0.05),与 OLE-H组相比,OLE-H+Jagged1组

细胞 中 Notch和 Hes-1蛋 白 表 达 水 平 升 高(P<
0.05)。见图4和表5。

图
 

4 各组HeLa229细胞中Notch/Hes-1信号通路相关蛋白的
表达条带

Fig.4 Expression
 

bands
 

of
 

Notch/Hes-1
 

signaling
 

pathwayrelated
 

proteins
 

in
 

HeLa229
 

cells
 

of
 

each
 

group

表
 

5 各组HeLa229细胞中Notch/Hes-1信号通路
相关蛋白表达水平(n=5,x±s)

Table 5 Expression
 

levels
 

of
 

Notch/Hes-1
 

signaling
 

pathway
related

 

proteins
 

in
 

HeLa229
 

cells
 

of
 

each
 

group
组别
Group

Notch Hes-1

HeLa229组 1.03±0.03 0.97±0.02
OLE-L组 0.86±0.07* 0.78±0.06*

OLE-M组 0.64±0.05*# 0.61±0.05*#

OLE-H组 0.50±0.04*# 0.43±0.03*#

OLE-H+Jagged1组 0.89±0.07*△ 0.82±0.07*△

  注:与 HeLa229组相比,*P<0.05;与 OLE-L组相比,#P<
0.05;与OLE-H组相比,△P<0.05。

讨 论

宫颈癌是常见的妇科恶性肿瘤之一,其中 HPV
感染在宫颈癌上皮细胞的恶化中发挥着重要作用,伴
有HPV阳性的患者通常阴道菌群及宫颈上皮微环境

失衡,此状态将促进宫颈癌的发生,威胁患者的生命健

康[15-16]。因此寻找HPV阳性宫颈癌的治疗靶点及药

物具有重要意义。OLE是一种水溶性的酚类物质,主
要存在于橄榄叶、未成熟的橄榄果以及初榨橄榄油

中[17]。相关研究表明,OLE结构中存在芳香环,因此

具有植物雌激素作用,作为治疗药物作用于心、肝、肾

等组织损伤患者时,能够起到抗炎、抗氧化应激损伤等

治疗效果[18]。此外,OLE还能够通过调控 Wnt/β-
catenin等信号传导通路抑制卵巢癌、子宫颈癌等恶性

肿瘤疾病的发生及发展,表现出抗癌作用[19],并且连

婧汝 等[20]的 研 究 结 果 显 示,OLE 能 够 通 过 抑 制

ERK1/2信号通路而对乳腺癌细胞增殖起到强烈的抑

制作用。基于此,本研究探讨了OLE对 HPV阳性宫

颈癌细胞增殖及凋亡的影响机制。结果显示,随着

OLE浓度的增大,HeLa229细胞的存活率、克隆数量、
迁移数量、细胞活力均逐渐降低,而细胞凋亡率升高。
此结果初步说明,OLE能够抑制 HeLa229细胞增殖,
促进其凋亡,进而对宫颈癌的发生及发展起到抑制作

用。为进一步了解 OLE的具体作用机制,本研究继

续探究了Notch/Hes-1信号通路对 HeLa229细胞的

调控机制。

Notch/Hes-1信号通路被证实参与影响了心血

管、神经退行性疾病等多种疾病的发生 及 发 展 进

程[21],其主要是通过调控细胞的增殖、凋亡等来影响

疾病进展,在结肠癌、前列腺癌等恶性肿瘤疾病的形成

过程中也发挥着调控作用[22-23]。本研究中,OLE-L
组、OLE-M组和OLE-H组细胞中Notch、Hes-1蛋白

表达 水 平 均 低 于 HeLa229 组,提 示 OLE 能 够 对

Notch/Hes-1信号通路起到抑制作用。最后本研究在

高浓度 OLE 处 理 的 基 础 上 添 加 了 Notch激 活 剂

Jagged1,结果显示,Jagged1的加入使细胞中 Notch、

Hes-1蛋白表达水平升高,并且逆转了高浓度OLE对

HeLa229细胞增殖、凋亡等指标的影响。这表明OLE
可能 通 过 抑 制 Notch/Hes-1 信 号 通 路 来 抑 制

HeLa229细胞的增殖及活力,并促进其凋亡,进而对

HPV阳性宫颈癌的发生及发展起到抑制作用。Lian
等[24]的研究结果也显示,下调宫颈癌细胞中 Notch1
和Hes-1的表达水平能够抑制宫颈癌细胞的增殖及

细胞活力,与本研究结果一致。
综上所述,OLE可能通过抑制Notch/Hes-1信号

通路来抑制 HeLa229细胞活力并促进其凋亡。本研

究为HPV阳性宫颈癌的治疗提供了新靶点。但本研

究仅探讨了OLE基于Notch/Hes-1这一条信号通路

对HeLa229细胞的调控作用,而其它可能存在的信号

通路的调控机制将在后续的研究中进一步研究。
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