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宫颈癌是常见的妇科恶性肿瘤，发病率在女性恶性肿瘤
中居第2位，仅次于乳腺癌，而病死率居首位，且发病患者呈现
年轻化趋势[1-2]。目前宫颈癌的侵袭转移、局部复发仍是绝大
多数患者治疗失败的主要原因，是临床诊断、治疗及实验室研
究中亟待解决的难题[3-4]。因此针对肿瘤的侵袭转移，寻找新
的高效的宫颈癌治疗药物，以期对肿瘤的侵袭转移发挥最大
限度的遏制作用，从而预防治疗宫颈癌。雷帕霉素（Rapamy-

cin），又名西罗莫司，分子式为C51H79O13，分子质量为 914 200，

是从吸水性链霉菌发酵液中提取出来的一种大环内酯类免疫
抑制剂化合物，临床上已广泛应用于多种肿瘤的治疗。基础
实验研究也证实，雷帕霉素能显著抑制骨肉瘤、膀胱癌、宫颈
癌、皮肤癌等多种肿瘤的生长，具有诱导肿瘤细胞凋亡、抑制
细胞增殖的作用[5-7]。而关于雷帕霉素对宫颈癌侵袭转移的作
用及具体机制的研究仍不充分，因此，本文研究了雷帕霉素对
宫颈癌HeLa细胞侵袭转移的影响及具体作用机制。

1 材料
1.1 仪器

Eclipse TS100 倒置显微镜（日本 Nikon 公司）；Chemi-

DocTM XRS凝胶成像系统（美国Bio-Rad公司）；5417R离心机

（美国 Eppendorf 公司）；Tecan Infinite F200/M200多功能酶标

仪（瑞士Tecan公司）。

1.2 药品与试剂

注射用雷帕霉素注射剂（美国Sigma公司，批号：HY-10219，

规格：每瓶 50 mg）；MTT试剂、BCA蛋白定量试剂盒、增强化

学发光（ECL）液、小鼠抗甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）单克

隆抗体、辣根过氧化物酶标记山羊抗兔免疫球蛋白 G（IgG）

（H+L）、辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠 IgG（H+L）均购自江

苏南通碧云天生物技术研究所；兔抗雷帕霉素靶蛋白

（mTOR）、磷酸化 mTOR（p-mTOR）、蛋白激酶 B（Akt）、p-Akt

抗体（美国Epitmics公司）；兔抗基质金属蛋白酶 2（MMP-2）、

MMP-9、波形蛋白（Vimentin）、钙黏蛋白（E-cadherin）多克隆抗

体（美国Abcam公司）；Transwell小室（美国Corning公司，批号：

3422）；胎牛血清、DMEM培养基、胰蛋白酶（美国Gibco公司）。

1.3 细胞

宫颈癌HeLa细胞购于中国科学院上海细胞库。

2 方法
2.1 细胞培养、分组与给药[5，8]

取HeLa细胞置于含 15％胎牛血清的改良DMEM培养基
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0.01或 P＜0.05），Akt 及 mTOR 磷酸化水平降低（P＜0.01）。结论：雷帕霉素可通过 Akt/mTOR 信号通路抑制 HeLa 细胞的侵袭

转移。
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中，于37 ℃、5％CO2培养箱中培养至近80％融合程度，待分组

检测。将细胞分为对照组（不含雷帕霉素）和雷帕霉素低、中、

高剂量（10、30、100 nmol/L）组，其中雷帕霉素的加药剂量根据

预试验筛选得到。

2.2 MTT法检测细胞活力

将HeLa细胞的密度调整为 4×103个/ml，取 200 μl接种于

96孔板，于 37 ℃、5％CO2培养箱中培养 24 h。按“2.1”项下方

法进行分组、给药，继续培养 24、48、72 h；加 20 μl MTT（5 mg/

ml），培养 4 h后，弃上清，加 150 μl二甲基亚砜（DMSO），使结

晶充分溶解。在酶标仪570 nm波长处测定光密度（OD值），以

OD值代表细胞活力。每组试验重复 3次，计算抑制率（％）＝

[（对照组OD值－试验组OD值）/对照组OD值]×100％。

2.3 Transwell细胞迁移试验检测细胞迁移能力

将HeLa细胞密度调整为 8×103个/ml，取 1 ml接种于 6孔

板，于 37 ℃、5％CO2培养箱中培养 24 h。按“2.1”项下方法进

行分组、给药，继续培养 48 h，收集细胞。将细胞消化加入

Transwell小室（24孔板，8 μm）上室，下室为DMEM培养基，继

续培养24 h；取出小室，磷酸盐缓冲液（PBS）洗涤，多聚甲醛固

定，结晶紫染色。100倍倒置显微镜下随机取5个视野进行细

胞计数，计算平均每个视野的细胞数目（即穿过滤膜进入下室

的细胞数），以此表示细胞的迁移能力。每组试验重复3次。

2.4 Transwell细胞侵袭试验检测细胞侵袭能力

将基质胶（Matrigel）均匀平铺于Transwell小室微膜上，制

成凝胶备用。其余步骤同“2.3”项，计算平均每个视野的细胞

数目（即穿过滤膜进入下室的细胞数），以此表示细胞的侵袭

能力。每组试验重复3次。

2.5 Western blot法检测Akt/mTOR信号通路相关蛋白表达

水平

按“2.3”项下方法进行细胞培养、分组、给药、收集细胞，加

入RIPA裂解液，裂解；以离心半径为 15 cm、10 000 r/min离心

10 min，收获蛋白。小心吸取上清，即可获得总蛋白。根据

BCA蛋白定量试剂盒对蛋白浓度进行测定。蛋白上样，进行

十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳后湿法转聚偏二氟乙烯

（PVDF）膜。将膜浸入一抗溶液（小鼠抗GAPDH单克隆抗体，

兔抗 mTOR、p-mTOR、Akt、p-Akt、MMP-2、MMP-9、Vimentin、

E-cadherin抗体，稀释比例：1 ∶100）孵育，4 ℃过夜；三羟甲基氨

基甲烷盐酸盐溶液（TBST）漂洗后，浸入二抗溶液[辣根过氧化

物酶标记山羊抗兔 IgG（H+L），辣根过氧化物酶标记山羊抗小

鼠 IgG（H+L），稀释比例：1 ∶500]中室温孵育1～2 h。膜取出用

TBST漂洗，在膜上滴加ECL液，在凝胶成像系统中曝光。用

“Quantity One”软件对各蛋白灰度值进行统计。以 MMP-2、

MMP-9与 GAPDH 灰度值的比值表示相应蛋白的相对表达

量；以 p-mTOR/mTOR、p-Akt/Akt 灰度值的比值分别表示

mTOR、Akt的磷酸化水平。每组试验重复3次。

2.6 统计学方法

采用 SPSS 17.0统计软件对数据进行分析。计量资料以

x±s表示，两组间比较用 t检验，多组间比较用单因素方差分

析（One-way ANOVA）。P＜0.05表示差异有统计学意义。

3 结果
3.1 雷帕霉素对HeLa细胞活力的影响

作用24、48、72 h时，与对照组比较，雷帕霉素各剂量组中

细胞的抑制率明显增加（P＜0.01）；与雷帕霉素低剂量组比较，

雷帕霉素中、高剂量组中细胞的抑制率明显增加（P＜0.01）；与

雷帕霉素中剂量组比较，雷帕霉素高剂量组中细胞的抑制率

明显增加（P＜0.01）。且作用48 h与作用72 h的细胞抑制率几

乎相同，所以后续试验选择 48 h 作为药物作用时间。各组

HeLa细胞抑制率的检测结果见表1。

表1 各组HeLa细胞抑制率的检测结果（x±±s，n＝3，％％）

Tab 1 Inhibitory rate of HeLa cell viability in each group

（x±±s，n＝3，％％）

组别
对照组
雷帕霉素低剂量组
雷帕霉素中剂量组
雷帕霉素高剂量组

24 h

0

3.39±0.29＊

14.71±1.46＊#

23.65±2.70＊#Δ

48 h

0

18.65±1.92＊

34.37±3.65＊#

48.43±4.56＊#Δ

72 h

0

18.46±2.10＊

33.78±3.41＊#

48.39±4.73＊#Δ

注：与对照组比较，＊P＜0.01；与雷帕霉素低剂量组比较，#P＜

0.01；与雷帕霉素中剂量组比较，ΔP＜0.01

Note：vs. control group，＊P＜0.01；vs. rapamycin low-dose group，
#P＜0.01；vs. rapamycin medium-dose group，ΔP＜0.01

3.2 雷帕霉素对HeLa细胞迁移能力的影响

细胞迁移试验中，与对照组比较，雷帕霉素各剂量组穿过

滤膜进入下室的细胞数目明显减少（P＜0.01）；与雷帕霉素低

剂量组比较，雷帕霉素中、高剂量组穿过滤膜进入下室的细胞

数目明显减少（P＜0.01）；与雷帕霉素中剂量组比较，雷帕霉素

高剂量组穿过滤膜进入下室的细胞数目明显减少（P＜0.05）。

各组HeLa细胞迁移能力的显微镜图见图 1，细胞数目检测结

果见表2。

表 2 各组HeLa细胞迁移和侵袭的细胞数目检测结果（个，

x±±s，n＝3）

Tab 2 The number of HeLa cell migration and invasion in

each group（number，x±±s，n＝3）

试验
迁移
侵袭

对照组
99.42±9.38

99.57±9.22

雷帕霉素低剂量组
85.38±5.87＊

65.64±6.36＊

雷帕霉素中剂量组
63.63±5.81＊#

42.30±6.38＊#

雷帕霉素高剂量组
49.56±5.21＊#Δ

30.23±5.07＊#Δ

注：与对照组比较，＊P＜0.01；与雷帕霉素低剂量组比较，#P＜

0.01；与雷帕霉素中剂量组比较，ΔP＜0.01

Note：vs. control group，＊P＜0.01；vs. rapamycin low-dose group，
#P＜0.01；vs. rapamycin medium-dose group，ΔP＜0.01

3.3 雷帕霉素对HeLa细胞侵袭能力的影响

图1 各组HeLa细胞迁移能力的显微镜图（×100）

Fig 1 Microgram of migration ability of HeLa cell in each

group（×100）

对照组 雷帕霉素低剂量组

雷帕霉素中剂量组 雷帕霉素高剂量组
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细胞侵袭试验中，与对照组比较，雷帕霉素各剂量组穿过

滤膜进入下室的细胞数目明显减少（P＜0.01）；与雷帕霉素低

剂量组比较，雷帕霉素中、高剂量组穿过滤膜进入下室的细胞

数目明显减少（P＜0.01）；与雷帕霉素中剂量组比较，雷帕霉素

高剂量组穿过滤膜进入下室的细胞数目明显减少（P＜0.01）。

各组HeLa细胞侵袭能力的显微镜图见图 2，细胞数目检测结

果见表2。

3.4 雷帕霉素对HeLa细胞Akt/mTOR信号通路相关蛋白表

达的影响

与对照组比较，雷帕霉素各剂量组 HeLa 细胞中 p-Akt/

Akt、p-mTOR/mTOR 比值明显降低（P＜0.01）；与雷帕霉素低

剂量组比较，雷帕霉素中、高剂量组细胞中p-Akt/Akt、p-mTOR/

mTOR比值明显降低（P＜0.01）；与雷帕霉素中剂量组比较，雷帕

霉素高剂量组细胞中p-Akt/Akt、p-mTOR/mTOR比值明显降低

（P＜0.01）。各组HeLa细胞中Akt、mTOR磷酸化蛋白表达的

电泳图见图3，检测结果见表3。

3.5 雷帕霉素对HeLa细胞中MMPs相对表达量的影响

与对照组比较，雷帕霉素各剂量组细胞中 MMP-2、

MMP-9相对表达量明显降低（P＜0.05或P＜0.01）；与雷帕霉

素低剂量组比较，雷帕霉素中、高剂量组细胞中 MMP-2、

MMP-9相对表达量明显降低（P＜0.01）；与雷帕霉素中剂量组

比较，雷帕霉素高剂量组细胞中MMP-2、MMP-9相对表达量

明显降低（P＜0.01）。各组HeLa细胞中MMP-2、MMP-9蛋白

表达的电泳图见图4，检测结果见表4。

3.6 雷帕霉素对HeLa细胞中Vimentin及E-cadherin相对表

达量的影响

与对照组比较，雷帕霉素各剂量组细胞中Vimentin相对

表达量明显降低（P＜0.05或P＜0.01），E-cadherin相对表达量

明显增加（P＜0.05或P＜0.01）；与雷帕霉素低剂量组比较，雷

帕霉素中、高剂量组细胞中 Vimentin 相对表达量明显降低

（P＜0.01），E-cadherin相对表达量明显增加（P＜0.01）；与雷帕

霉素中剂量组比较，雷帕霉素高剂量组细胞中Vimentin相对

表达量明显降低（P＜0.01），E-cadherin 相对表达量明显增加

（P＜0.01）。各组 HeLa 细胞中 Vimentin、E-cadherin 蛋白表达

的电泳图见图5，检测结果见表5。

4 讨论
肿瘤的恶性增殖、侵袭及转移是宫颈癌预后差的主要原

因之一，所以本研究通过MTT法及Transwell试验检测在雷帕

霉素作用后，HeLa细胞活力、迁移及侵袭能力的变化。结果表

明，雷帕霉素能剂量依赖性地抑制HeLa细胞活力，与单广夷

等[5]在膀胱癌T24细胞、吴洁玲等[6]在宫颈癌HeLa细胞、曹平

等 [7]在骨肉瘤 MG-63细胞中发现的雷帕霉素作用效果一致。

同时雷帕霉素能显著减少细胞迁移及侵袭数目，与郭思佳等[8]

研究发现的雷帕霉素能显著抑制皮肤鳞癌A431细胞侵袭转

移能力一致。以上提示雷帕霉素不仅能抑制HeLa细胞的活

图2 各组HeLa细胞侵袭能力的显微镜图（×100）

Fig 2 Microgram of invasion ability of HeLa cell in each

group（×100）
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雷帕霉素中剂量组 雷帕霉素高剂量组

图3 各组HeLa细胞中Akt、mTOR磷酸化蛋白表达电泳图

Fig 3 Electrophoretogram of Akt/mTOR phosphorylation

protein expression in HeLa cell of each group
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表 3 各组HeLa细胞中Akt、mTOR磷酸化水平的检测结果

（x±±s，n＝3）

Tab 3 The phosphorylation level of Akt、mTOR in HeLa

cell of each group（x±±s，n＝3）

组别
对照组
雷帕霉素低剂量组
雷帕霉素中剂量组
雷帕霉素高剂量组

p-Akt/Akt

0.95±0.10

0.81±0.08＊

0.36±0.04＊#

0.17±0.02＊#Δ

p-mTOR/mTOR

1.13±0.13

0.79±0.08＊

0.33±0.04＊#

0.23±0.02＊#Δ

注：与对照组比较，＊P＜0.01；与雷帕霉素低剂量组比较，#P＜

0.01；与雷帕霉素中剂量组比较，ΔP＜0.01

Note：vs. control group，＊P＜0.01；vs. rapamycin low-dose group，
#P＜0.01；vs. rapamycin medium-dose group，ΔP＜0.01

图4 各组HeLa细胞中MMP-2、MMP-9蛋白表达电泳图

Fig 4 Electrophoretogram of MMP-2 and MMP-9 protein

expression in HeLa cell of each group
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表 4 各组HeLa细胞中MMP-2、MMP-9蛋白表达的检测结

果（x±±s，n＝3）

Tab 4 The expression of MMP-2 and MMP-9 protein in

HeLa cell of each group（x±±s，n＝3）

组别
对照组
雷帕霉素低剂量组
雷帕霉素中剂量组
雷帕霉素高剂量组

MMP-2/GAPDH

1.07±0.11

0.94±0.10＊

0.40±0.04＊＊#

0.24±0.03＊＊#Δ

MMP-9/GAPDH

1.16±0.13

0.83±0.08＊＊

0.42±0.05＊＊#

0.25±0.02＊＊#Δ

注：与对照组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与雷帕霉素低剂量组比

较，#P＜0.01；与雷帕霉素中剂量组比较，ΔP＜0.01

Note：vs. control group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；vs. rapamycin low-

dose group，#P＜0.01；vs. rapamycin medium-dose group，ΔP＜0.01
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力，亦能显著地抑制其迁移侵袭能力。

肿瘤的侵袭转移能力与多种信号通路有关，mTOR信号通

路就是其中一种。mTOR亦是雷帕霉素在肿瘤细胞中的作用

靶点 [9]。mTOR 是一种非典型丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，位于

1p36.2，因为其C端结构域与磷脂酰肌醇3-激酶（PI3K）的催化

结构域高度同源，所以也属于磷脂酰肌醇激酶相关激酶

（PIKK）家族。在宫颈癌等肿瘤细胞中，PI3K/AKT信号通路受

上游信号刺激后，经过一系列信号传导后，Akt被磷酸化，活化

的 Akt 可激活下游底物 mTOR，进而调节下游蛋白分子如 4E

结合蛋白 1（4EBP1）、细胞周期蛋白D1（Cyclin D1）及MMP-9

表达，从而促进肿瘤细胞生长、增殖、迁移、侵袭转移[10-11]。因

此笔者进一步通过Western blot法检测雷帕霉素作用于细胞后

Akt/mTOR信号通路的激活情况，结果表明雷帕霉素能显著抑

制 Akt 及 mTOR 磷酸化水平，提示雷帕霉素能通过使 Akt/

mTOR信号通路失活，从而阻止HeLa细胞侵袭转移。

肿瘤的侵袭转移是一个多步骤、多因素参与的生物学过

程，细胞外基质的降解是肿瘤侵袭转移的必经步骤，MMPs是

降解细胞外基质的最重要的一组蛋白酶。MMP-2和MMP-9

是研究最为广泛彻底的 MMPs，能够降解细胞外基质和基底

膜，从而增加细胞的运动能力，促进肿瘤的扩散和转移。上皮

细胞转间充质化（EMT）最早在胚胎发育过程中得到证实，是

侵袭能力最强的肿瘤细胞的特性[12-13]。EMT的分子标志性特

征为细胞间黏附分子E-cadherin的表达下调，一系列间充质标

记物的表达上调，包括 N-cadherin、Vimentin 和纤连蛋白。在

宫颈鳞状细胞癌中，E-cadherin低表达，MMP-2、MMP-9及Vi-

mentin 高表达，且与癌细胞的转移密切相关 [14-15]。因此逆转

MMPs 及 EMT 相关蛋白的表达，能抑制癌细胞的侵袭转移。

所以本研究进一步探讨雷帕霉素对 HeLa 细胞中 MMP-2、

MMP-9、Vimentin 及 E-cadherin 表达的影响，结果表明雷帕霉

素能显著下调MMP-2、MMP-9、Vimentin表达，上调E-cadherin

表达，从而抑制HeLa细胞的侵袭转移能力。
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图5 各组HeLa细胞中Vimentin、E-cadherin蛋白表达电泳图

Fig 5 Electrophoretogram of Vimentin and E-cadherin pro-

tein expression in HeLa cell of each group
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表 5 各组HeLa细胞中Vimentin、E-cadherin蛋白表达的检

测结果（x±±s，n＝3）

Tab 5 The expression of Vimentin and E-cadherin protein

in HeLa cell of each group（x±±s，n＝3）

组别
对照组
雷帕霉素低剂量组
雷帕霉素中剂量组
雷帕霉素高剂量组

Vimentin/GAPDH

1.52±0.20

1.04±0.10＊

0.47±0.05＊＊#

0.29±0.03＊＊#Δ

E-cadherin/GAPDH

0.15±0.00

0.23±0.08＊

0.46±0.05＊＊#

1.15±0.12＊＊#Δ

注：与对照组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与雷帕霉素低剂量组比

较，#P＜0.01；与雷帕霉素中剂量组比较，ΔP＜0.01

Note：vs. control group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；vs. rapamycin low-

dose group，#P＜0.01；vs. rapamycin medium-dose group，ΔP＜0.01
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