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iNOS抑制剂1400W通过p53途径增强顺铂对

宫颈癌SiHa细胞的化疗效果
叶  君1  成  雁2  陈亚萍1*

(1复旦大学附属上海市第五人民医院妇产科, 上海 200240; 2江苏省太仓市人民医院妇产科, 太仓 215400)

摘要      该文探讨了iNOS抑制剂1400W联合顺铂对宫颈癌SiHa细胞株生长抑制作用及其机制。

应用MTT法检测1400W及顺铂对宫颈癌SiHa细胞生长的抑制作用; 流式细胞仪检测1400W及顺铂

对宫颈癌SiHa细胞凋亡的影响; quantitative RT-PCR和Western blot检测1400W及顺铂对宫颈癌SiHa
细胞p53、鼠双微基因2(murine double minut 2, MDM2)、DNA依赖蛋白激酶(DNA-dependent protein 
kinase, DNA-PK)蛋白及mRNA表达的影响。结果显示, 通过iNOS抑制剂1400W联合顺铂作用于宫

颈癌SiHa细胞株发现，1400W联合顺铂能明显抑制SiHa细胞生长，其抑制作用与剂量呈正相关。

1400W可以增强顺铂诱导的细胞凋亡作用。进一步研究证实, 1400W可以抑制顺铂诱导的p53积聚，

增加鼠双微基因2及DNA依赖蛋白激酶的表达。该实验结果为治疗宫颈癌患者提供了新的治疗策略, 
即通过联合使用iNOS抑制剂, 可以增强顺铂对宫颈癌细胞的杀伤作用, 提高顺铂对宫颈癌患者的治

疗作用。
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iNOS Inhibitor 1400W Enhanced Chemotherapeutic Effect of 
Cisplatin by p53 Signal in SiHa Cervical Cancer Cells
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Abstract       The aim of this paper was to explore the effects of iNOS inhibitor 1400W combined with cisplatin 
to cervical cancer cell 1ine SiHa and the mechanisms. The effects of 1400W and cisplatin on SiHa cell growth were 
investigated by MTT. The SiHa cell apoptosis rate was detected by flow cytometry. The expressions of p53, MDM2 
(murine double minut 2) and DNA-PK (DNA-dependent protein kinase) mRNA and protein in SiHa cell were detected 
by quantitative RT-PCR and Western blot. The results showed that 1400W combined with cisplatin could obviously 
inhibit SiHa cell growth, and showed a dose-dependent inhibitory effect on SiHa cell proliferation. 1400W enhanced 
the effect of DDP-induced cell apoptosis. Further study revealed that 1400W could inhibit DDP-induced over-
accumulation of p53 and increased the expression of MDM2 and DNA-dependent protein kinase (DNA-PK). All of 
our data suggested that the combinational usage of iNOS inhibitor and DDP was an new strategy in cervical cancer 
treatment, which could improve the therapeutic effect of DDP on cervical cancer.
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宫颈癌是女性常见的恶性肿瘤之一, 在妇科恶

性肿瘤发生中占第二位, 其中鳞状细胞癌占宫颈癌的

80%~85%, 早期宫颈癌患者通过手术或放疗预后好, 
五年生存率达90%。而复发或晚期宫颈癌预后差, 5年
生存率仅为3.2%~13.0%[1], 且治疗常属姑息性, 因而寻

找更有效的治疗方案来提高晚期患者生存率非常有

必要。目前, 除了手术及放射治疗, 系统性化疗仍是

晚期宫颈癌标准治疗方案之一。顺铂(cisplatin, DDP)
及铂类衍生物作为一线化疗药物而被广泛应用[2], 但
是其毒性反应及耐药性是导致治疗失败的主要障碍。

目前需要寻找新的化疗方案来提高顺铂对晚期宫颈

癌患者的化疗效率, 同时降低顺铂的毒副反应。

一氧化氮合酶(inducible nitric oxide synthase, 
iNOS)在多种肿瘤中高表达, 其中包括宫颈癌[3]。

iNOS上调表达与肿瘤恶性程度相关, 且可预测不良

预后[4]。在本实验中, 我们选取宫颈鳞癌SiHa细胞

株来探讨顺铂单独或联合1400W对SiHa细胞的影

响。结果证实, 1400W可以通过增加MDM2(murine 
double minut 2)表达, 与积聚的p53相互作用增强顺

铂诱导的宫颈癌细胞的死亡。实验结果为治疗宫颈

癌患者提供了新的治疗策略, 即通过联合使用iNOS
抑制剂可以提高顺铂对晚期宫颈癌的治疗作用。

1   材料与方法
1.1   细胞培养

宫颈癌SiHa细胞株购自中国科学院上海细胞

库。用含有10%胎牛血清的DMEM培养基, 在37 °C、
5% CO2饱和湿度的培养箱中培养。2~3 d更换一次

培养液。当细胞生长到80%时进行接种实验。

1.2   药物与试剂

1400W、顺铂购自Sigma-Aldrich公司。总一

氧化氮检测试剂盒、一氧化氮合成酶检测试剂盒

购自碧云天生物技术研究所。兔抗人p53、 DNA-
PK(DNA-dependent protein kinase)单抗和MDM2多
克隆抗体购自Epitomics公司。抗GAPDH抗体、羊

抗兔抗体购自Cell Signaling Technology公司。流式

法细胞凋亡检测试剂盒购自Invitrogen公司。PCR引
物由上海英潍捷基贸易有限公司合成。

1.3   一氧化氮合成酶活性及一氧化氮浓度检测

将SiHa细胞株接种到96孔板内, 当细胞生长到

80%时, 分设对照组和不同浓度1400W组(浓度分别

为0.5, 5, 50, 500 μmol/L), 每组设6个复孔培养。培养

6 h后按照一氧化氮合成酶检测试剂盒说明书检测其

活性, 以没有细胞的孔为空白对照, 激发波长为495 nm, 
发射波长为515 nm, 取该96孔板用荧光酶标仪检测, 
并计算相对活性。总一氧化氮含量也按照检测试剂

盒说明书进行, 检测每组细胞培养上清及标准曲线

的D540, 通过标准曲线算出每个样本的一氧化氮的含

量。根据实验结果确定后续实验中1400W浓度。

1.4   MTT试验

按照密度5×104/mL将SiHa细胞接种于96孔板。

设对照组和不同浓度药物组: 顺铂组(10 µmol/L)、
1400W组(50 µmol/L)和联合用药组[顺铂(10 µmol/L) 
+1400W组(50 µmol/L)]。在培养24 h或48 h后, 每孔

加入10 µL MTT(5 mg/mL)继续孵育4 h, 每孔加入

100 µL DMSO, 低速振荡10 min, 用酶联免疫检测仪

测量490 nm处各孔的吸光度。以对照组细胞活力为

100%, 按公式: 细胞抑制率=1–(药物组吸光度/对照

组吸光度)×100%, 计算各组细胞存活率。

1.5   流式细胞仪检测细胞凋亡

细胞在相应组别中培养24 h后饥饿处理, 使用

PBS冲洗2次, 每次3 min, 洗尽液体。细胞在结合缓

冲液中震荡, 按照Annexin V/PI凋亡检测试剂盒说明

书检测细胞凋亡率。

1.6   蛋白免疫印迹实验(Western blot)
使用Trizol法提取各组中总蛋白。灌制8%或

10%的SDS-PAGE胶(抗p53、抗MDM2用10%胶, 抗
DNA依赖蛋白激酶用8%胶), 常规电泳, 转膜, 封闭, 
加入一抗4 °C孵育过夜, 二抗室温孵育l h, ECL化学

发光检测显影, 在凝胶成像系统上拍照并分析。

1.7   Quantitative RT-PCR
用Trizol法 提 取 各 组 的 总RNA, 逆 转 录 成

cDNA, 然后进行实时定量PCR。反应条件: 95 °C预
变性2 min; 95 °C变性15 s, 60 °C延伸34 s, 40个循环。

具体各基因的PCR引物见表1。
1.8   统计方法

应用SPSS 17.0软件对数据进行统计分析, 所有

数据采用单因素方差分析, 各指标均用平均数±标准

差表示, 以P<0.05表示差异有统计学意义。

2   结果
2.1   iNOS抑制剂1400W能增强DDP对宫颈癌

SiHa细胞株的细胞毒性作用

2.1.1   1400W对宫颈癌SiHa细胞一氧化氮合成酶活
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性及NO浓度的影响      将SiHa细胞接种于96孔板, 
24 h后分别用0.5, 5, 50, 500 µmol/L的1400W作用

于SiHa细胞, 检测一氧化氮合成酶活性, 结果显示, 
50 µmol/L及500 µmol/L的1400W均能显著抑制一氧

化氮合成酶的活性, 且这两个浓度的抑制效果没有

明显差别(图1A)。取细胞上清检测NO浓度, 结果显

示, 50 µmol/L及500 µmol/L的1400W均能显著降低

NO的浓度, 且这两组抑制效果没有显著差异(图1B)。
以上结果证实, 1400W可抑制宫颈癌细胞SiHa的一

氧化氮合成酶活性及降低NO浓度, 并且50 µmol/L的
浓度是有效的工作浓度, 因此接下来选择此浓度进

行处理。

2.1.2   MTT检测 1400W和顺铂对宫颈癌 SiHa细
胞生存率的影响      各 实 验 组SiHa细 胞 分 别 用

1400W(50 µmol/L)和DDP(10 µmol/L)刺激24, 48 h。
1400W+DDP组中先用1400W孵育16 h, 此后再加入

DDP继续孵育。用MTT检测细胞增殖抑制情况并

计算存活率, 对照组存活率设为1。结果显示, 单独

使用1400W对细胞增殖的抑制作用不明显。当其与

DDP联合使用于SiHa细胞时能够有效增强DDP的细

胞毒性作用(图2)。
2.1.3   流式细胞仪检测1400W和顺铂对宫颈癌SiHa
细胞凋亡的影响      使用流式细胞技术进一步检测

表1  PCR引物序列

Table 1  The sequences of primers for PCR
目标基因

Target genes
引物(5′→3′)
Primers (5′→3′)

片段长度(bp)
Fragment length (bp)

 p53
F: GCT GAA TGA GGC CTT GGA AC 167
R: GAA GTG GAG AAT GTC AGT CTG

MDM2
F: GGC TGT GTT CAA GTG GTT CT 190
R: ACG CCT GTA ATC ACA GCA CT

DNA-PK
F: GTG CCA ATC CAG CAG TCA TT 165
R: TCA GGC ACT TCA CTT GAG TC

GAPDH
F: GGT GGT CTC CTC TGA CTT CAA CAG 214
R: CTC TCT TCC TCT TGT GCT CTT GCT

**P<0.01.
图1   一氧化氮合成酶活性及NO浓度检测

Fig.1   Measurements of NOS activity and NO content
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图2  MTT检测iNOS抑制剂1400W和/或顺铂对宫颈癌SiHa

细胞存活率的影响

Fig.2   Effects of 1400W and/or DDP on cytotoxicity of SiHa 
cells measured by MTT assay
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药物刺激24 h后细胞的凋亡情况, 使用Annexin V/PI 
凋亡检测试剂盒进行检测, 可以同时监测到活细胞、

早期凋亡细胞和死细胞的比率。结果显示, 细胞的

存活率与MTT的结果相类似, 而联合处理组的死亡

率显著高于DDP单独处理组, 进一步证实了1400W
能够有效增强DDP的细胞毒性作用(图3)。

2.2   1400W和顺铂对宫颈癌SiHa中p53、MDM2
及DNA-PK蛋白表达的影响

2.2.1   Western blot及quantitative RT-PCR检测各组

中p53蛋白表达情况      Western blot检测各处理组中

p53蛋白表达变化, GAPDH作为内参。1400W+DDP
组的p53表达量明显低于对照组、1400W组和DDP
组, 而且蛋白水平的差异比基因水平的明显(图4)。       
2.2.2   Western blot及quantitative RT-PCR检测各组

中MDM2蛋白表达情况      为了进一步研究1400W
对p53通路的影响, 我们检测了p53的负调控蛋白

MDM2的表达情况。结果显示, 在mRNA水平和蛋

白水平, DDP处理组中MDM2的表达均显著高于对

照组(P<0.01), 而1400W和DDP共同处理组中MDM2
的表达水平明显高于DDP单独处理组(P<0.05)(图
5)。
2.2.3   Western blot及quantitative RT-PCR检测各组

中DNA-PK蛋白表达情况      DNA-PK蛋白表达是

DNA受损后p53表达的上游调节因子, 因此我们进

一步检测了DNA-PK的表达。我们利用Western blot
和定量PCR的方法分别检测各组中DNA-PK的表达, 
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DDP; B: quantitative analysis of graph Western blot band intensity of 
p53, **P<0.01; C: expression of p53 mRNA in SiHa cells detected by 
quantitative RT-PCR, *P<0.05.     

图4  SiHa细胞中p53的表达情况

Fig.4  The expressions of p53 in SiHa cells
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DDP; B: quantitative analysis of graph Western blot band intensity 
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图5  SiHa细胞中MDM2的表达情况

Fig.5  The expressions of MDM2 in SiHa cells
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图3  流式细胞仪检测1400W和/或顺铂对宫颈癌SiHa

细胞凋亡的影响

Fig.3  Effects of 1400W and/or DDP on cytotoxicity of SiHa 
cells by flow cytometry analysis
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结果显示, 在mRNA水平和蛋白水平, 1400W和DDP
共同处理组中DNA-PK的表达水平明显高于DDP单
独处理组(图6)。

                                                 

3   讨论
肿瘤细胞可以合成一氧化氮(nitric oxide, NO), 

且NO在肿瘤的发生发展过程中起到重要作用。NO
由一氧化氮合酶(nitric oxide synthase, NOS)合成, 
其同功酶有三种亚型, 即神经元型一氧化氮合酶

(nNOS)、内皮型一氧化氮合酶(eNOS)以及在损伤

后诱导表达的诱导型一氧化氮合酶(iNOS)。研究

证实, iNOS在许多肿瘤细胞系和实体瘤组织中都有

较高的表达, 如卵巢癌[5]、前列腺癌[6]、胃癌[7]、结

肠癌[8]、头颈部肿瘤[9]以及非上皮性肿瘤如肉瘤[10]

等。iNOS与肿瘤的发生、肿瘤血管生成、肿瘤进

展及转移均相关。iNOS高表达多与肿瘤预后不良

有关[11-13]。Silva等[14]发现, iONS表达情况可以作为

监测宫颈癌预后指标之一。在结肠癌及乳腺癌临

床前研究中发现, 抑制iNOS表达可以有效预防肿瘤

进展[15-16]。iNOS在妇科肿瘤中表达情况研究较多, 

但是iNOS在妇科肿瘤中的作用机制及对预后的影

响研究甚少。1400W是iNOS的高度选择性抑制剂。

iNOS的抑制能力比对eNOS和nNOS的抑制能力分

别高5 000倍和200倍[17]。 在对小鼠进行放射诱导肿

瘤形成实验中, 口服1400W 3 d后, 与对照组相比, 实
验组小鼠肿瘤发生率下降1/3[18]。本实验结果提示, 
1400W通过抑制iNO合成NO, 增强了顺铂的细胞毒

作用, 两者联合可提高化疗药物顺铂的抗肿瘤作用。

研究发现, 顺铂耐药主要是由于诱导肿瘤细胞

凋亡作用失败导致的[19-21]。顺铂多通过DNA交联

上调p53表达, 从而通过依赖p53途径诱导肿瘤细胞

凋亡。然而研究发现, 在卵巢癌、黑色素瘤细胞株

中p53过多积聚与顺铂耐药相关[21-23]。通过对新辅

助化疗凋亡相关敏感蛋白的分析结果显示, p53过
度积聚与宫颈腺癌患者化疗耐药相关, 而且该研究

证实p53表达上调的宫颈癌患者更易发生耐药, 预
后更差[24]。本实验证明, 1400W抑制iNOS合成可以

增强顺铂的细胞毒作用, 同时可以明显减少顺铂诱

导的p53积聚作用。Tang等[23]对黑色素瘤细胞株的

研究证实, NO可以增加肿瘤细胞对顺铂的耐药性, 
使用1400W清除内源性NO后可以增强顺铂通过p53
途径诱导细胞凋亡。这些研究结果与我们的实验结

果一致, 即通过1400W抑制iNOS合成, 抑制p53积聚, 
增强顺铂对宫颈癌细胞株的毒性作用。在流式细胞

方法检测SiHa细胞凋亡的实验中发现, 1400W联合

顺铂组中SiHa细胞死亡率明显增加,进一步证实了

1400W能够有效增强DDP的细胞毒性作用。

在正常细胞中, MDM2通过与p53蛋白形成复

合物, 使p53不断被降解, 起到负反馈的调节作用, 当
DNA遭到损伤时, p53被磷酸化, 不再与MDM2蛋白

结合, 此时p53不再被降解, 细胞中p53蛋白表达增

加, 增加的p53蛋白主要是由于蛋白降解受到抑制而

不是转录或翻译的增加。因此, MDM2是一个重要

的负反馈调节因子, 它既能够抑制p53转录活性, 也
能直接降低p53蛋白表达水平[25]。NO可以通过调节

MDM2半胱氨酸残基和阻断MDM2-p53结合使p53
失活[23], 通过以上途径, NO可以诱导p53积聚促进肿

瘤进展。本实验结果证实, 在联合组中p53负调节

因子MDM2表达明显增强, 提示1400W可通过上调

MDM2的表达, 使其与p53泛素化结合抑制p53过多

积聚, 恢复p53抑制肿瘤生长的作用。但是, 单独使

用1400W并没有明显改变p53表达或增加细胞死亡, 

A: Western blot检测各组中DNA-PK蛋白表达水平; B: 定量分析图

A中Western blot的条带强度, **P<0.01; C: quantitative RT-PCR分析

DNA-PK mRNA表达水平, *P<0.05。
A: Western blot analysis of DNA-PK expression in SiHa cells treated 
with vehicle control, 1400W, DDP or combination of 1400W and DDP; 
B: quantitative analysis of graph Western blot band intensity of DNA-
PK, **P<0.01; C: expression of DNA-PK mRNA in SiHa cells detected 
by quantitative RT-PCR, *P<0.05.   

图6  SiHa细胞中DNA-PK的表达情况

Fig.6  The expressions of DNA-PK in SiHa cells

(A)

(B) (C)

Control 1400W DDP 1400W+DDP

DNA-PK

GAPDH

Con
tro

l

14
00

W
DDP

14
00

W
+DDP

Con
tro

l

14
00

W
DDP

14
00

W
+DDPD

N
A

-P
K

/G
A

PD
H

 d
en

si
to

m
et

ry

R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on

 o
f D
N
A-
PK

 
m

R
N

A
 (n

or
m

al
iz

ed
 to

 G
AP
D
H

)1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

*
**

中
国
细
胞
生
物
学
学
报



叶    君等: iNOS抑制剂1400W通过p53途径增强顺铂对宫颈癌SiHa细胞的化疗效果 527

提示1400W在宫颈癌细胞株中仅为顺铂的增敏剂。

DNA依赖性蛋白激酶(DNA-PK)是DNA损伤修

复的关键酶, DNA-PK是DNA双链断裂修复的关键

酶, 与化疗耐药密切相关[26]。因为大部分抗肿瘤治

疗方法包括放化疗都是通过损伤肿瘤细胞DNA导

致细胞凋亡而杀死肿瘤细胞的, 如果肿瘤细胞DNA-
PK过度表达, 将可能对放射线和基因毒性抗癌药产

生耐受, 为肿瘤的治疗造成困难。研究发现, DNA-
PK在宫颈癌Ib-IIb组织中表达明显高于正常组织。

且表达越高者, 其对放疗的敏感性越差。抑制DNA-
PK蛋白表达及活性后, 可以促进宫颈癌HeLa细胞株

对放化疗的敏感性[27-28]。NO及其活性氮衍生物除

了可以直接作用于DNA使其发生突变外, 也可以通

过使DNA相关修复蛋白如DNA-PK等蛋白质巯基亚

硝基化影响其正常功能从而导致DNA突变[29], 使肿

瘤细胞逃脱导致DNA损伤的因子的作用(如放疗、

博来霉素、顺铂等)[30]。Woo等[31]研究证实, 在缺乏

DNA-PK的鼠免疫缺陷细胞及人glioma细胞株中, 
p53丧失与DNA的结合能力, 推测, DNA-PK是p53特
异性连接DNA的必要条件, 因此DNA-PK蛋白表达

是DNA受损后p53表达的上游调节因子。Hill等[32]

证实, 通过抑制DNA-PKcs表达合成可抑制p53磷酸

化和积聚, 明显抑制caspase-3裂解从而减少细胞凋

亡。本实验结果提示, DNA-PK在联合组的表达量

较单药顺铂组增大, 可能是1400W抑制了p53过度积

聚, 使p53活性增强, 从而增强p53依赖途径的细胞凋

亡作用。肾毒性也影响了顺铂在妇科肿瘤治疗中的

使用, Chirino等[33]在动物实验中证实选择性iNOS抑
制剂可以降低顺铂肾毒性作用, 同时降低试验动物

体内亚硝化应激水平, 且对收缩压无影响。

本实验证实, iNOS抑制剂1400W联合顺铂作用

于宫颈癌SiHa细胞, 能够增加DDP对SiHa细胞的毒

性作用, iNOS抑制剂1400W具有化疗增敏作用。因

此, 通过抑制iNOS合成NO, iNOS抑制剂可以增强

顺铂对宫颈癌细胞的杀伤作用, 这为晚期或复发宫

颈癌患者的治疗提供了新的思路: 即通过iNOS抑制

剂与现有的化疗药物联合增强化疗药物的抗肿瘤活

性, 并可减少化疗药物用量以增加患者对现有化疗

药物的耐受性, 提高晚期宫颈癌患者的生存时间。
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