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◇技术与方法◇

坎地沙坦靶向 TＲAIL-DＲ5 介导的 AMPK信号通路减少
宫颈癌细胞自噬保护的研究
齐广涛，张丽丽，郭庆枝，王 莉，李 丽

摘要 研究坎地沙坦靶向 TＲAIL-DＲ5 介导的 AMPK信号通
路对宫颈癌细胞的自噬保护作用的影响。以人宫颈癌 HeLa
细胞作为研究对象，测定不同浓度坎地沙坦对 HeLa 细胞
TＲAIL-DＲ5、AMPK、ATG4A、LC3Ⅰ、LC3Ⅱ、Bax、Bcl-2 水平的
影响。与 0． 0 μmol /L相比，15. 0、30. 0、60. 0 μmol /L坎地沙
坦处理后，Bax、TＲAIL-DＲ5 水平升高 ( P ＜ 0. 05 ) ，Bcl-2、
ATG4A、LC3Ⅱ /LC3Ⅰ、p-AMPK 水平降低( P ＜ 0. 05) 且呈浓
度依赖性。坎地沙坦能够抑制 HeLa细胞增殖，促进凋亡，可
能与 TＲAIL-DＲ5 介导的 AMPK 信号通路减轻 HeLa 细胞的
自噬保护作用相关。
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近几年宫颈癌发病率居高不下，并呈年轻化趋
势，患者复发率高，预后不佳［1 － 2］。自噬与癌症进展
相关，能诱导细胞凋亡，也能实现细胞器更新和代谢
需求，进而保护细胞［3］。腺苷酸活化蛋白激酶( ade-
nosinemonophosphateactivatedproteinkinase，AMPK) 激
活可调节细胞增殖、凋亡、氧化应激，是细胞自噬途
径的上游通路［4］。肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配
体 －死亡受体 5 ( tumornecrosisfactor-relatedapoptosis-
inducingligand-deathreceptor5，TＲAIL-DＲ5) 是与自噬
相关的跨膜受体，能上调 DＲ5 水平进而促进癌细胞
凋亡。坎地沙坦是血管紧张素Ⅱ ( angiotensin Ⅱ，
AngⅡ) 受体拮抗剂，临床常用于降血压、改善心肌
重塑，在肿瘤增殖、侵袭、血管生成方面也发挥重要
作用，可抑制宫颈癌 HeLa 细胞增殖，但作用机制未
知［5］。该研究测定经坎地沙坦作用后的 HeLa 细胞
中自噬相关因子水平，以探究坎地沙坦调控 HeLa

细胞自噬保护作用相关机制。

1 材料与方法

1． 1 试剂与仪器 坎地沙坦购自上海阿拉丁试剂
有限公司，货号: C129234-1 g; 兔抗人 TＲAIL-DＲ5、
兔抗人 AMPK、兔抗人 AMPK 磷酸化( p-AMPK) 、兔
抗人自噬相关基因 4A ( autophagy related gene4A，
ATG4A) 、兔抗人微管相关蛋白轻链 3 ( microtubule-
associated protein light chain 3，LC3) 、兔抗人 Bax、兔
抗人 Bcl-2、兔抗人 β-actin、兔抗人 p62 一抗均购自
上海熹垣生物科技有限公司，货号分别为: XY-
Ｒ30939、XY-70Ｒ-35353、XY-70Ｒ-7162、 XY-SPC-
626D-STＲ、XY-70Ｒ-21593、XY-70Ｒ-33866、XY-PSC-
70-567-Ｒ050、XY-CVL-PAB72987、XY-F48757; 羊抗
兔 IgG-HＲP 二抗购自上海恒斐生物科技有限公司，
货号: SE134; Annexin V-FITC /PI 试剂盒购自上海科
敏生物科技有限公司，货号: KA3805; iBright FL1500
智能成像系统、Attune NxT 流式细胞仪购自美国赛
飞世尔科技公司。
1． 2 细胞 人宫颈癌细胞株 HeLa 购自中科院上
海细胞库。5% CO2、37 ℃、98%相对湿度的恒温培
养箱中培养，培养液为含有 10% FBS 的 DMEM培养
基。隔天换液，0. 25%胰蛋白酶消化传代，取对数生
长期细胞用于实验。
1． 3 CCK-8 法测定坎地沙坦对 HeLa 细胞增殖的
抑制作用 收集对数生长期 HeLa 细胞，用 DMEM
培养基调整细胞密度，HeLa 细胞按照 8 × 103 个 /孔
的数量接种至 96 孔板中。继续常规培养过夜，弃去
旧 DMEM培养基，加入 200 μl含有不同浓度坎地沙
坦( 坎地沙坦终浓度分别为 2. 5、5. 0、10. 0、20. 0、
40. 0、80. 0 μmol /L) 的 DMEM 培养基［6］，培养 48 h
后，弃去旧 DMEM培养基，各孔加入 20 μl CCK-8 溶
液和不含 FBS的 180 μl DMEM 培养基，2 h 后弃培
养基，用酶标仪测定 450 nm 波长处吸光度 ( optical
density，OD) 值，同时设置 0. 1%的 DMSO 对照组和
空白对照组，每个浓度设置 6 个复孔。细胞增殖抑
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制率( % ) =［1 － ( OD实验组 － OD空白对照组 ) / ( OD对照组
－ OD空白对照组) ］× 100%。用 SPSS 软件计算坎地沙
坦对 HeLa细胞的半数抑制浓度( IC50 ) 。
1． 4 流式细胞仪测定坎地沙坦对 HeLa 细胞凋亡
率的影响 收集对数生长期 HeLa 细胞，用 DMEM
培养基调整细胞密度，HeLa 细胞按照 2. 0 × 105

个 /孔的数量接种至 6 孔板中，继续培养过夜，弃去
旧培养液，加入含有 0． 0、15. 0、30. 0、60. 0 μmol /L
坎地沙坦的 DMEM 培养基，培养 48 h 后，弃去旧
DMEM培养基，避光条件下用 FITC和 PI标记，具体
操作按照试剂盒说明书进行，每个浓度设置 6 个复
孔，流式细胞仪检测细胞凋亡率。
1． 5 透射电镜观察坎地沙坦处理后 HeLa 细胞中
自噬体 HeLa细胞经 0． 0、15. 0、30. 0、60. 0 μmol /L
坎地沙坦处理 48 h 后，胰酶消化，用预冷的 PBS 重
悬 HeLa 细胞，离心、弃上清液，用 2. 5%戊二醛固
定，脱水、包埋、切片，枸橼酸铅染色，透射电镜观察
HeLa细胞中自噬体数。
1． 6 免疫荧光检测坎地沙坦处理后 HeLa 细胞中
p62 蛋白表达 HeLa细胞以 2. 0 × 104 个 /孔接种至
含有细胞爬片的 24 孔板中，培养过夜，弃旧培养基，
加入有 0． 0、15. 0、30. 0、60. 0 μmol /L 坎地沙坦的
DMEM培养基，培养 48 h 后，弃去旧 DMEM 培养
基，PBS清洗 3 次，用 4%多聚甲醛固定 15 min，PBS
清洗 3 次，通透、封闭，加入兔抗人 p62 一抗孵育过
夜，避光下加入荧光二抗，37 ℃暗室孵育 3 h，滴加
DAPI，37 ℃暗室孵育 5 min，PBS 清洗 3 次，滤纸吸
干，封片，在激光共聚焦显微镜下观察。
1． 7 Western blot 测定坎地沙坦处理后 HeLa 细
胞中 TＲAIL-DＲ5、AMPK、ATG4A、LC3Ⅰ、LC3
Ⅱ、Bax、Bcl-2 蛋白水平 用 ＲIPA液裂解不同浓度
坎地沙坦处理后的 HeLa 细胞，4 ℃离心提取总蛋
白，根据 BCA试剂盒说明书测定总蛋白含量。SDS-
PAGE电泳分离目标蛋白 ( 80 V，30 min; 120 V，60
min) ，转至 PVDF 膜上，5% BSA 封闭，分别加入相
应兔抗人一抗 ( 1 ∶ 1 000 ) ，孵育过夜，加入羊抗兔

IgG /HＲP，孵育 2 h，ECL 显色，测定条带灰度值，蛋
白相对含量 =目标蛋白灰度值 /内参蛋白灰度值。
1． 8 统计学处理 使用 SPSS 22. 0 版软件对数据
进行统计和分析。数据以 珋x ± s 表示，多组比较行单
因素方差分析，任意两组相比行 SNK-q 检验。P ＜
0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 坎地沙坦对 HeLa 细胞增殖抑制的影响
0. 0、2. 5、5. 0、10. 0、20. 0、40. 0、80. 0 μmol /L坎地沙
坦作用于 HeLa 细胞 48 h 后，增殖抑制率分别为
( 0. 59 ± 0. 21 ) %、( 9. 54 ± 1. 06 ) %、( 16. 44 ±
1. 75 ) %、( 30. 58 ± 4. 01 ) %、( 45. 80 ± 5. 36 ) %、
( 67. 33 ± 6. 17) %和( 86. 29 ± 8. 94) %，增殖抑制率
随浓度增加而升高，具有浓度依赖性。坎地沙坦对
HeLa细胞的 IC50为 ( 32. 38 ± 3. 46 ) μmol /L，参照
IC50值，后续实验采用 0. 0、15. 0、30. 0、60. 0 μmol /L
坎地沙坦进行。见表 1。
2． 2 坎地沙坦对 HeLa 细胞凋亡的影响 0. 0、
15. 0、30. 0、60 μmol /L 坎地沙坦作用于 HeLa 细胞
48 h后，细胞凋亡率分别为( 1. 26 ± 0. 13) %、( 4. 90
± 0. 58 ) %、( 7. 18 ± 1. 05 ) %和 ( 17. 86 ± 2. 05 ) %。
与 0. 0 μmol /L 坎地沙坦相比，15. 0、30. 0、60. 0
μmol /L坎地沙坦处理后，HeLa 细胞凋亡率升高( P
＜ 0. 05) ，且呈浓度依赖性 ( P ＜ 0. 05 ) 。见图 1、表
2。
2． 3 坎地沙坦对 HeLa 细胞中自噬体数目的影响
0. 0 μmol /L坎地沙坦处理后，可见 HeLa 细胞中
自噬体数目较多，经 15. 0、30. 0、60. 0 μmol /L 坎地
沙坦处理后，HeLa 细胞中自噬体数目减少。见图
2。
2． 4 坎地沙坦对 p62 蛋白表达的影响 0. 0 μmol /
L坎地沙坦理后，可见 HeLa细胞中 p62 蛋白荧光较
弱，经 15. 0、30. 0、60. 0 μmol /L 坎地沙坦处理后，
HeLa细胞中 p62 蛋白荧光强度增强，呈浓度依赖
性。见图 3。

表 1 HeLa细胞中 ATG4A、LC3Ⅰ、LC3Ⅱ、Bax、Bcl-2 蛋白水平比较( n = 6，珋x ± s)

坎地沙坦( μmol /L) Bax /β-actin Bcl-2 /β-actin LC3Ⅱ /LC3Ⅰ ATG4A /β-actin
0． 0 0． 17 ± 0． 04 0． 84 ± 0． 09 5． 57 ± 0． 63 0． 92 ± 0． 11
15． 0 0． 25 ± 0． 05* 0． 61 ± 0． 07* 1． 78 ± 0． 20* 0． 74 ± 0． 07*

30． 0 0． 54 ± 0． 08* # 0． 43 ± 0． 06* # 0． 73 ± 0． 09* # 0． 55 ± 0． 06* #

60． 0 0． 72 ± 0． 10* #△ 0． 14 ± 0． 07* #△ 0． 18 ± 0． 04* #△ 0． 27 ± 0． 06* #△

F值 76． 410 97． 526 317． 093 76． 628
P值 0． 000 0． 000 0． 000 0． 000

与 0. 0 μmol /L坎地沙坦组比较: * P ＜ 0. 05; 与 15. 0 μmol /L坎地沙坦组比较: #P ＜ 0. 05; 与 30. 0 μmol /L坎地沙坦组比较: △P ＜ 0. 05
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图 1 不同浓度坎地沙坦对 HeLa细胞凋亡率的影响
A: 0. 0 μmol /L坎地沙坦组; B: 15. 0 μmol /L坎地沙坦组; C: 30. 0 μmol /L坎地沙坦组; D: 60. 0 μmol /L坎地沙坦组

图 2 坎地沙坦处理后 HeLa细胞中自噬体数目比较 × 20 000

图 3 免疫荧光检测 p62 蛋白表达 × 200

2． 5 坎地沙坦处理后 HeLa 细胞中 ATG4A、LC3
Ⅰ、LC3Ⅱ、Bax、Bcl-2 蛋白水平 与 0. 0 μmol /L坎
地沙坦相比，经 15. 0、30. 0、60. 0 μmol /L 坎地沙坦

处理后，HeLa 细胞中 Bax 蛋白水平升高 ( P ＜
0. 05) ，Bcl-2、ATG4A、LC3Ⅱ /LC3Ⅰ蛋白水平降低
( P ＜ 0. 05) 。见表 1 和图 4。
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2． 6 坎地沙坦处理后 HeLa 细胞中 TＲAIL-DＲ5、
p-AMPK水平比较 与 0. 0 μmol /L 坎地沙坦相
比，经 15. 0、30. 0、60. 0 μmol /L 坎地沙坦处理后，
HeLa 细 胞 中 TＲAIL-DＲ5 水 平 升 高
( P ＜ 0. 05) ，p-AMPK水平降低 ( P ＜ 0. 05 ) 。见表 2
和图 5。

图 4 Western blot检测 HeLa细胞中 ATG4A、

LC3Ⅰ、LC3Ⅱ、Bax、Bcl-2 蛋白水平
A: 0. 0 μmol /L 坎地沙坦组; B: 15. 0 μmol /L 坎地沙坦组; C:

30. 0 μmol /L坎地沙坦组; D: 60. 0 μmol /L坎地沙坦组

图 5 Western blot检测 HeLa细胞中 TＲAIL-DＲ5、
AMPK、p-AMPK水平

A: 0. 0 μmol /L 坎地沙坦组; B: 15. 0 μmol /L 坎地沙坦组; C:
30. 0 μmol /L坎地沙坦组; D: 60. 0 μmol /L坎地沙坦组

表 2 HeLa细胞中 TＲAIL-DＲ5、p-AMPK水平比较( n = 6，珋x ± s)

坎地沙坦( μmol /L) TＲAIL-DＲ5 /β-actin p-AMPK /AMPK
0． 0 0． 15 ± 0． 05 1． 04 ± 0． 10
15． 0 0． 35 ± 0． 07* 0． 71 ± 0． 09*

30． 0 0． 72 ± 0． 09* # 0． 42 ± 0． 06* #

60． 0 1． 08 ± 0． 13* #△ 0． 12 ± 0． 05* #△

F值 125． 259 153． 876
P值 0． 000 0． 000

与 0. 0 μmol /L坎地沙坦组比较: * P ＜ 0. 05; 与 15. 0 μmol /L 坎
地沙坦组比较: #P ＜ 0. 05; 与 30. 0 μmol /L 坎地沙坦组比较: △P ＜
0. 05

3 讨论

近几年，宫颈癌的病死率和发病率居高不下，每

年新增患者近 50 万例，主要由人乳头瘤病毒感染诱
发，但具体发病机制尚未有统一定论。自噬因在肿
瘤发生发展中具有双重作用而备受关注，可能成为
肿瘤治疗中促进肿瘤细胞凋亡的靶点。

坎地沙坦因具有降压作用被广泛应用于临床，
后因抗癌作用而成为研究热点，但是其作用机制仍
在探究。研究［6］表明坎地沙坦可抑制 AngⅡ诱导的
肝癌 HepG2 细胞增殖。本研究显示，HeLa 细胞增
殖抑制率随坎地沙坦处理浓度的增加而升高，说明
坎地沙坦具有抑制 HeLa 细胞增殖的作用。Bax、
Bcl-2 分别为促凋亡蛋白和抑凋亡蛋白，在凋亡进程
中发挥重要作用。本研究表明，坎地沙坦处理后，
HeLa细胞中 Bcl-2 蛋白水平降低，凋亡率及 Bax 蛋
白水平升高，同样说明坎地沙坦可促进 HeLa 细胞
凋亡，有望成为治疗宫颈癌的候选药物。韩燕燕［7］

研究表明，坎地沙坦可以阻断 AngⅡ对 HeLa细胞分
泌 VEGF的促进作用，从而影响 HeLa细胞的转移侵
袭作用，本研究将从其他途径进一步研究其作用机
制。

自噬与细胞增殖密切相关，研究［8］表明自噬抑
制剂羟氯喹( HCQ) 可减少骨髓瘤细胞中自噬泡数
量，诱导细胞凋亡。后续研究［9］显示，三结构域蛋
白 21( TＲIM21) 在肝癌组织中低表达，上调其水平，
可下调肝癌细胞中自噬相关蛋白 ATG4B 水平。
ATG4A是调控自噬的关键蛋白，可通过促进自噬促
进肿瘤转移［10］。LC3 分为 I型和 II 型，自噬发生过
程中，I型经加工后转化为 II 型，其中 LC3II 与自噬
体数量呈正向关［11］。P62 在自噬发生时可结合
LC3-Ⅱ蛋白形成复合物，最终在溶酶体中降解［12］。
本研究显示，经坎地沙坦处理后，HeLa 细胞中 p62
蛋白荧光强度较强，自噬体数减少，ATG4A、
LC3Ⅱ /LC3Ⅰ水平降低，说明坎地沙坦可抑制 HeLa
细胞发生自噬，进而促进细胞凋亡。TＲAIL 与 DＲ5
结合，进一步与半胱天冬酶-8( caspase-8) 缔合，诱导
caspase-9 活化，随后活化 caspase-3 导致肿瘤细胞凋
亡［13］。研究［10］表明，坎地沙坦可靶向上调 TＲAIL-
DＲ5 水平，从而提高 TＲAIL介导的人肺腺癌细胞凋
亡的敏感性。本研究同样显示，经坎地沙坦处理后，
TＲAIL-DＲ5 水平升高，说明坎地沙坦可能通过上调
TＲAIL-DＲ5 水平，抑制自噬，从而促进 HeLa 细胞凋
亡。AMPK 在细胞水平上调节能量平衡，激活后可
诱导自噬，抑制癌细胞凋亡［14］。此外，研究［15］表明
坎地沙坦可下调 AMPK 磷酸化水平，抑制自噬。本
研究显示，坎地沙坦处理后，HeLa 细胞中 TＲAIL-
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DＲ5 水平升高，p-AMPK水平降低，说明坎地沙坦可
能上调 TＲAIL-DＲ5 水平从而抑制 AMPK磷酸化，进
而抑制自噬，促进细胞凋亡。
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Study on candesartan targeting TＲAIL-DＲ5-mediated AMPK
signaling pathway reduces autophagy protection of cervical cancer cells

Qi Guangtao，Zhang Lili，Guo Qingzhi，et al
( Dept of Gynecology，Affiliated Hospital of Binzhou Medical College，Binzhou 256603)

Abstract To study the effect of candesartan targeting TＲAIL-DＲ5-mediated AMPK signaling pathway on autoph-
agy protection of cervical cancer cells． Human cervical cancer HeLa cells were used as the study objects． The lev-
els of TＲAIL-DＲ5，AMPK，ATG4A，LC3 Ⅰ，LC3 Ⅱ，Bax and Bcl-2 in HeLa cells were measured． Compared
with 0 μmol /L candesartan，the apoptosis rate of HeLa cells and levels of Bax and TＲAIL-DＲ5 increased after
treatment with 15. 0，30. 0 and 60. 0 μmol /L candesartan ( P ＜ 0. 05) ，the levels of Bcl-2，ATG4A，LC3Ⅱ /LC3
Ⅰ and p-AMPK decreased ( P ＜ 0. 05) ，in a concentration dependent manner． Candesartan can inhibit HeLa cells
proliferation and promote apoptosis，which may be related to TＲAIL-DＲ5-mediated AMPK signaling pathway reduc-
ing the autophagy protection of HeLa cells．
Key words candesartan; target; apoptosis inducing; death receptor 5; adenosine monophosphate activated pro-
tein kinase
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