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【摘要】目的  探究叉头框蛋白 P1（FOXP1）对宫颈癌顺铂（DDP）耐药细胞活

力和凋亡的影响及其作用机制。方法  利用 siRNA 构建 FOXP1 干扰的宫颈癌耐药细胞模

型，CCK-8 检测细胞活力，流式细胞仪检测细胞凋亡，LC3 免疫荧光检测细胞自噬水平，

Western blot 检测细胞自噬相关蛋白和 Wnt/β-catenin 信号通路蛋白表达的变化。使用自噬激

活剂雷帕霉素或 Wnt 通路激活剂 SKL2001 处理干扰 FOXP1 的 HeLa/ DDP 细胞，并进行功能

回复实验。结果  与正常宫颈癌细胞相比，FOXP1 在宫颈癌耐药细胞 HeLa/ DDP 和 SiHa/DDP

中高表达。抑制 FOXP1 显著降低 HeLa/DDP 和 SiHa/DDP 的细胞活性，提升细胞对 DDP 的

敏感性，促进细胞凋亡。此外，干扰 FOXP1 下调 HeLa/DDP 和 SiHa/DDP 细胞内 LC3-II 和

Beclin-1 的蛋白表达，上调 LC3-I 和 p62 的蛋白表达，抑制细胞自噬水平和 Wnt/β-catenin

信号通路的激活。雷帕霉素或 SKL2001 处理可部分逆转上述效应。结论  FOXP1 能够通过激

活 Wnt/β-catenin 信号通路提升自噬降低宫颈癌 DDP 耐药细胞株 HeLa/ DDP 和 SiHa/DDP 对

DDP 的敏感性。
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【Abstract】Objective  To investigate the effect and underlying mechanism of fork-head 
box protein 1 (FOXP1) on the viability and apoptosis of cisplatin (DDP) resistant cervical cancer 
cells. Methods  Construction of FOXP1 interference DDP-resistant cervical cancer cell models 
using siRNA. Cell viability was assessed using CCK-8 assay, apoptosis was measured by flow 
cytometry, autophagy levels were detected via LC3 immunofluorescence, and changes in autophagy-
related proteins and Wnt/β-catenin signaling pathway components were analyzed by Western blot. 
Functional rescue experiments were performed using the autophagy activator rapamycin (RAPA) 
or the Wnt pathway activator SKL2001 in FOXP1-silenced HeLa/DDP cells. Results  Compared 
to normal cervical cancer cells, FOXP1 was highly expressed in DDP-resistant HeLa/DDP and 
SiHa/DDP cells. Inhibition of FOXP1 significantly reduced the cellular activity of HeLa/DDP and 
SiHa/DDP, elevated the sensitivity of cells to DDP, and promoted apoptosis. Additionally, FOXP1 
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silencing downregulated LC3-II and Beclin-1 protein expression while upregulating LC3-I and p62, indicating 
suppressed autophagy and Wnt/β-catenin signaling activation. These effects were partially reversed by RAPA or 
SKL2001 treatment. Conclusion  FOXP1 can elevate autophagy to reduce the sensitivity of cervical cancer DDP-
resistant cell lines HeLa/DDP and SiHa/DDP to DDP by activating the Wnt/β-catenin signalling pathway.

【Keywords】FOXP1; Cervical cancer; Drug resistance; Apoptosis; Autophagy; Wnt/β-catenin 
signaling

宫颈癌是全球范围内常见的恶性肿瘤，也是

造成女性癌症死亡的主要原因之一 [1]。近年来我

国宫颈癌的发病率和死亡率已有所下降，但由于

该病发生早期通常没有症状，并且不同地区癌症

筛查工作和诊疗水平存在差异，多数患者在确诊

时已进入中晚期，因此宫颈癌的防治形势仍十分

严峻 [2]。化疗是宫颈癌的主要治疗方法之一，并

且是临床上延长晚期宫颈癌患者生命的主要手

段。顺铂（cisplatin，DDP）是宫颈癌治疗的一线

化疗药物，通过诱导 DNA 损伤使癌细胞死亡，

在治疗初期具有良好的效果，但多数患者在中后

期产生 DDP 耐药，导致化疗失败 [3]。因此，探索

宫颈癌 DDP 耐药机制有助于提高化疗敏感性，开

发新的癌症治疗策略。

叉 头 框 蛋 白 P1（forkhead box protein 1，

FOXP1）是 FOXP 蛋白家族成员之一 [4]，能够和

细胞核内 DNA 结合发挥转录调节作用，通过调

控多种信号转导通路在不同的肿瘤组织中发挥致

癌或者抑癌的作用 [5]。在卵巢癌中，FOXP1 呈高

表达，促进癌症恶性发展，在卵巢癌细胞中干扰

FOXP1 的表达能够通过抑制自噬降低细胞耐药

性 [6-7]。FOXP1 还能通过调控氧化应激降低白血

病细胞对化疗药物敏感性 [8]。在宫颈癌组织中，

FOXP1 表达异常升高，发挥致癌作用，但未有

研究报道其对宫颈癌细胞耐药的影响 [9-10]。本研

究通过构建 DDP 耐药宫颈癌细胞 HeLa/DDP 和

SiHa/DDP，探讨 FOXP1 对宫颈癌细胞耐药的影

响及其作用机 制。

1  材料与方法

1.1  细胞及主要试剂
人宫颈癌 HeLa 和 SiHa 细胞购于武汉普诺赛

生命科技有限公司；胎牛血清、DMEM 培养基购

于美国 Gibco 公司；DDP 购于江苏恒瑞医药有限

公司；BCA 蛋白定量试剂盒购于美国 Thermo 公

司； 抗 体 FOXP1、LC3、p62、Beclin-1、Wnt3、

p-GSK-3β、β-catenin、GAPDH 和二抗购于美国

Abcam 公司；LipofectamineTM 3000 转染试剂购于

美国 Invitrogen 公司；siFOXP1 购于上海生工生物

工程有限公司；雷帕霉素（rapamycin，RAPA）

和 SKL2001 购于上海碧云天生物技术有限公司；

Annexin V/PI 流式双染试剂盒购于美国 Promega

公司。

1.2  细胞培养
宫颈癌细胞 HeLa 和 SiHa 采用含 10% 胎牛

血清、1% 青霉素 / 链霉素的 DMEM 培养基，放

置 于 37 °C、5% CO2 的细胞培养箱中培养。通

过向 HeLa 或 SiHa 细胞中加入浓度不断增加的

DDP，梯度法培养获得宫颈癌 DDP 耐药细胞株

HeLa/ DDP 和 SiHa/DDP。

1.3  CCK-8检测细胞活性
取对数期生长的宫颈癌细胞或宫颈癌 DDP 耐

药细胞，分别加入终浓度为 0、1、5、10、25、

50 µmol/L 的 DDP 培 养 24 h， 随 后 加 入 CCK-8

试剂与细胞培养基以 1 ∶ 10 混合形成的培养液，

37  °C 孵育 4 h，用酶标仪读取 450 nm 吸光值，

并计算细胞半数抑制浓度（IC50）。

1.4  Western blot检测蛋白表达
收集待测细胞后，加入 65 µL RIPA 细胞裂

解液在冰上裂解 30 min。收集总蛋白用 BCA 蛋

白定量试剂盒检测蛋白浓度。随后 SDS-PAGE

电泳分离蛋白，转膜后加入 5% 脱脂奶粉室温

封闭 1  h。分别加入以下一抗 4 °C 孵育过夜：

FOXP1（1  ∶  1  000）、LC3（1 ∶ 2 000）、p62

（1  ∶  10 000）、Beclin-1（1 ∶ 2 000）、Wnt3 

（1 ∶ 10 000）、p-GSK-3β（1 ∶ 1 000）、β-catenin

（1 ∶ 10 000）及 GAPDH（1 ∶ 2 500）。PBS 清洗

后加入二抗孵育 1 h（1 ∶ 1 000）。添加新鲜配置

的 ECL 化学发光液，凝胶成像分析系统成像，

Image J 软件分析条带灰度值。

1.5  细胞转染和分组
取对数期生长的 HeLa/DDP 和 SiHa/ DDP 细
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胞， 采 用 LipofectamineTM 3000 试 剂 盒， 分 别 将

100 nmol/L 的 si-FOXP1 或 si-NC 转 染 至 细 胞，

培 养 24 h。si-FOXP1 序 列 为 5'-GCAGCAAGT 

TAGTGGATTAAA-3'；si-NC 序 列 为 5'-UUCUC 

CGAACGUGUCACGUTT-3'。 在 si-FOXP1 转 染

的 HeLa/DDP 细胞中分别加入 20 nmol/L 自噬 激

活 剂 RAPA（si-FOXP1+RAPA 组 ） 或 20  µmol/ L 

W n t /β- c a t e n i n 信 号 通 路 激 活 剂 S K L  2 0 0 1

（si- FOXP1+SKL2001 组）进行功能回复实验，

并分别在 12、24、36、48 h 检测各组细胞的活性。

1.6  细胞凋亡检测
采用流式细胞仪（Beckman Coulter）双染法

检测细胞凋亡。在待测细胞中加入 0.5% 胰蛋白酶

进行消化。离心重悬后分别加入 5 mL 的 Annexin 

V-FITC 和 PI 混匀，室温避光孵育 20  min。采用

流式细胞仪检测细胞凋亡率。

1.7  免疫荧光检测细胞自噬
采用 LC3 免疫荧光检测方法测定细胞自噬水

平。在待测细胞中加入多聚甲醛固定 15 min，加

入 5% 胎牛血清蛋白后室温封闭 1 h，按说明加入

稀释的 LC3 蛋白一抗 4 ℃ 过夜，随后加入二抗室

温孵育 1 h。最后在荧光显微镜下观察并记录细

胞荧光状况。

1.8  统计学分析
采用 SPSS 22.0 软件进行统计学分析，使用

GraphPad Prism 9 软件绘图。所有数据采用均数和

标准差（ sx ± ）表示。两组间比较采用 t 检验，

多组间比较采用单因素方差分析，进一步两两比

较采用 Bonferroni 检验。P ＜ 0.05 为差异有统计

学意义。

2  结果

2.1  FOXP1在正常和DDP耐药宫颈癌细
胞中的表达差异  

CCK-8 结 果 显 示， 宫 颈 癌 细 胞（HeLa 和

SiHa） 以 及 DDP 耐 药 细 胞（HeLa/DDP 和 SiHa/

DDP） 的 细 胞 活 性 随 着 DDP 的 浓 度 升 高 而 降

低（ 图 1-A、1-C）。HeLa 和 Hela/DDP 细 胞

的 IC50 分 别 为 4.83 µmol/L 和 35.70 µmol/L；

SiHa 和 SiHa/ DDP 的 IC50 分 别 为 6.23 µmol/L 和

45.12  µmol/L。HeLa/DDP 和 SiHa/DDP 的 IC50 显

著高于 HeLa 或 SiHa 细胞，符合耐药细胞特性。

Western blot 结果表明，与正常宫颈癌细胞 HeLa

组相比，FOXP1 的表达在 DDP 耐药的宫颈癌细

胞 HeLa/ DDP 组中显著升高，差异有统计学意义

（P ＜ 0.05，图 1-B）。同样的 SiHa/DDP 细胞中

FOXP1 的表达显著高于 SiHa 细胞（P ＜ 0.05，

图 1-D）。

2.2  干扰FOXP1对DDP耐药宫颈癌细胞
活性的影响  

siFOXP1 分 别 转 染 至 HeLa/DDP 和 SiHa/ DDP

细 胞，培 养 24 h 后 Western blot 检 测 细 胞中 FOXP1

的 表 达。 干 扰 FOXP1 显 著 抑 制 了 HeLa/ DDP 和

SiHa/DDP 细胞中 FOXP1 的蛋白表达（图 2-A、2-B）。

CCK-8 结果显示，与 control 组相比，si- FOXP1 组

HeLa/DDP 和 SiHa/ DDP 细胞活性显著降低；同时

在 5 µmol/L DDP 作用下，si-FOXP1 转染的 HeLa/

DDP 和 SiHa/DDP 细胞活性较 si-NC 组显著降低（图

2-C、2-D）。

图1  FOXP1在DDP耐药宫颈癌细胞HeLa/DDP和SiHa/DDP中的表达水平

Figure 1. The expression levels of FOXP1 in HeLa/DDP and SiHa/DDP cells
注：A.HeLa和HeLa/DDP细胞经DDP处理24 h后的细胞活力；B.HeLa和HeLa/DDP细胞中FOXP1的蛋白表达；C.SiHa和SiHa/DDP细胞经DDP处理
24 h后的细胞活力；D.SiHa和SiHa/DDP细胞中FOXP1的蛋白表达；*与HeLa组相比P<0.05；#与SiHa组相比P<0.05。

  A   B   C   D

DDP浓度（μmol/L） DDP浓度（μmol/L）
HeLa  HeLa/DDP

HeLa  HeLa/DDP SiHa  SiHa/DDP
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图2  干扰FOXP1对HeLa/DDP和SiHa/DDP细胞活力的影响

Figure 2. Effect of FOXP1 inhibition on viability of HeLa/DDP and SiHa/DDP cells
注：A和B.HeLa/DDP（左）和SiHa/DDP（右）细胞中FOXP1的蛋白表达水平及定量分析；C和D.HeLa/DDP（左）和SiHa/DDP（右）细胞活力
检测；*与control组相比P<0.05；#与si-NC组相比P<0.05。

图3  干扰FOXP1对HeLa/DDP和SiHa/DDP细胞凋亡的影响

Figure 3. Effect of FOXP1 inhibition on apoptosis of HeLa/DDP and SiHa/DDP cells
注：A.流式细胞术检测HeLa/DDP细胞凋亡；B.流式细胞术检测SiHa/DDP细胞凋亡；*与control组相比P<0.05。

2.3  干扰FOXP1对DDP耐药宫颈癌细胞
凋亡的影响  

与 control 组相比，si-FOXP1 组 HeLa/DDP 和

SiHa/DDP 细胞凋亡水平升高，差异有统计学意义

（图 3）。 

2.4  干扰FOXP1对DDP耐药宫颈癌细胞
自噬的影响  

与 control 组相比，si-FOXP1 组细胞中 LC3-I

表达上调，LC3-II 表达下调，LC3-II/LC3-I 比值

显著降低，p62 蛋白表达升高，并下调 Beclin-1

  A   B

  C   D

  A

  B

  

组 组

组 组
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蛋白表达（图 4-A、4-C）。同时，免疫荧光检

测结果显示，siFOXP1 显著抑制了 HeLa/DDP 和

SiHa/DDP 的细胞自噬水平（图 4-B、4-D）。

2.5  干扰FOXP1对DDP耐药宫颈癌细胞
Wnt/β-catenin通路的影响  

与 control 组相比，si-FOXP1 组 HeLa/DDP 或

SiHa/DDP 细胞中 Wnt3 和 β-catenin 的表达下降，

p-GSK-3β 的蛋白表达提升（图 5）。

2.6  干扰FOXP1通过调控Wnt/β-catenin
信号通路和自噬影响HeLa/DDP细胞活性
和凋亡

Western blot 结 果 显 示，si-FOXP1+RAPA 组

和 si-FOXP1+SKL2001 组中 FOXP1 蛋白表达水平

与 si-FOXP1 组相比无显著差异（图 6-A）。在

5  μmol/L DDP 处理条件下，与 si-FOXP1 组相比，

RAPA 和 SKL2001 处理显著提高细胞活力（图 6-B）

并降低了细胞凋亡水平（图 6-C）。进一步机制

研 究 发 现，RAPA 和 SKL2001 处 理 逆 转 了 干 扰

FOXP1 诱导的自噬抑制，表现为 LC3-II/LC3-I 比

值升高、Beclin-1 表达下调和 p62 的上调（图 7-A），

免疫荧光结果也证实了自噬水平的恢复（图 7-B）。

值得注意的是，SKL2001 处理特异性地增加了

Wnt3 和 β-catenin 的表达，同时降低了 p-GSK-3β
水平（图 7-A）；而 RAPA 处理对这些 Wnt 通路

相关蛋白的表达无显著影响（P ＞ 0.05）。

图4  干扰FOXP1对HeLa/DDP和SiHa/DDP细胞自噬的影响

Figure 4. Effect of FOXP1 inhibition on autophagy of HeLa/DDP and SiHa/DDP cells
注：A和C.HeLa/DDP和SiHa/DDP细胞中自噬相关蛋白的表达水平；B和D.通过LC3免疫荧光检测的HeLa/DDP和SiHa/DDP细胞自噬水平（绿
色：LC3蛋白；蓝色：DAPI标记细胞核；标尺：100 μm）；*与control组相比P<0.05。

  A

  B

  C

  D
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图5  干扰FOXP1对HeLa/DDP和SiHa/DDP细胞中Wnt/β-catenin通路的影响

Figure 5. Effect of FOXP1 inhibition on Wnt/β-catenin signaling pathway in HeLa/DDP and SiHa/DDP cells
注：A.Western blot检测HeLa/DDP细胞Wnt/β-catenin通路表达及定量分析；B.Western blot检测SiHa/DDP细胞Wnt/β-catenin通路表达及定量分
析；*与control组相比P<0.05。

图6  干扰FOXP1通过调控Wnt/β-catenin信号通路和自噬影响HeLa/DDP细胞活性和凋亡

Figure 6. FOXP1 inhibition modulated cell viability and apoptosis in HeLa/DDP cells through regulating Wnt/β-catenin 
signaling and autophagy

注：A.HeLa/DDP细胞中FOXP1蛋白表达水平；B.5 μmol/L DDP处理的HeLa/DDP细胞活力；C.HeLa/DDP细胞凋亡情况；*与control组相比
P<0.05；#与si-FOXP1组相比P<0.05。

  A

  B

  A   B

  C

  s
i-

FOXP1+
RAPA组

组 组 组

组si-FXOP1+RAPA组
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3  讨论

原发性和获得性肿瘤化疗耐药的产生是包括

宫颈癌在内多种癌症治疗失败、癌症转移以及复

发的主要原因之一 [11-12]。DDP 在宫颈癌的临床治

疗中应用广泛，可作为化疗药物和放疗增敏剂发

挥双重作用，但长期应用容易产生肿瘤耐药 [13]。

目前关于 DDP 化疗耐药产生的原因认识尚浅，探

索宫颈癌化疗耐药的内在机制，寻找耐药的治疗

靶点已成为该疾病治疗的研究热点。

FOXP1 做为转录因子，可通过影响不同下

游分子的转录，在不同肿瘤中起促癌或抑癌作

用。在骨肉瘤、前列腺癌以及乳腺癌中，FOXP1

在肿瘤组织中高表达并发挥促癌作用 [14-16]；在

肝癌和卵巢癌中，FOXP1 低表达，发挥抑癌作

用 [16- 17]。有研究表明，FOXP1 蛋白的阳性表达是

白血病、乳腺癌等恶性肿瘤化疗耐药产生的危险

因素，表明 FOXP1 具有作为恶性肿瘤耐药治疗

靶点的潜能 [18-19]。本研究结果显示，FOXP1 在宫

颈癌细胞中的表达水平低于宫颈癌 DDP 耐药细

胞 株 HeLa/ DDP 和 SiHa/DDP， 表 明 FOXP1 的 表

达和宫颈癌的发生发展密切相关。进一步通过干

扰 FOXP1 抑制宫颈癌 DDP 耐药细胞中 FOXP1 的

表达，结果表明干扰 FOXP1 抑制了 HeLa/DDP 和

SiHa/DDP 的细胞活力，诱导了细胞凋亡，并且提

升了耐药细胞对 DDP 的敏感性，提示 FOXP1 可

能作为调控宫颈癌耐药的靶向标点之一。

细胞自噬是在营养缺乏、氧化应激、感染、

低氧等外源性刺激下，细胞通过形成自噬溶酶体

和自噬体，消化已受损的细胞器和大分子物质维

持细胞稳态 [20]。细胞自噬是肿瘤发生发展的机制

之一 [21]。近年来研究发现，有多种化疗药物能

够刺激肿瘤细胞自噬的产生，并且自噬可以导致

肿瘤耐药的发展 [22]。在紫杉醇耐药的宫颈癌细胞

HeLa 中自噬水平增加，而使用自噬抑制剂后，

HeLa 耐药细胞对紫杉醇的药物敏感性增强 [23]。

Huang 等 [24] 通 过 抑 制 宫 颈 癌 DDP 耐 药 细 胞 株

HeLa/DDP 自噬的激活，提升了细胞对 DDP 的敏

感性。LC3-II/LC3-I 的比值常用于评估自噬水平

的高低 [25]。Beclin-1 是自噬调节的关键因子，可

通过招募其他相关蛋白参与自噬体膜的形成 [26]。

P62 蛋白是重要的自噬受体，在自噬激活后表达

降低 [27]。已有报道表明 FOXP1 能够影响耐药的

肿瘤细胞中自噬的激活 [7]。本研究结果证实干扰

FOXP1 显 著 抑 制 HeLa/DDP 和 SiHa/DDP 细 胞 中

自噬标记蛋白 LC3-II/LC3-I 和 Beclin-1 的表达，

并上调 p62 的表达。结合 LC3 免疫荧光结果，证

实了干扰 FOXP1 对 DDP 耐药宫颈癌细胞自噬的

抑制作用。通过功能回复实验，发现自噬激活剂

RAPA 可以部分逆转干扰 FOXP1 对细胞活性和凋

亡的影响，这直接证明了自噬在 FOXP1 介导的

DDP 耐药中的关键作用。

此外，本研究发现干扰 FOXP1 抑制了宫颈

癌 DDP 耐药细胞中 Wnt/β-catenin 通路的激活。

图7  干扰FOXP1通过抑制Wnt/β-catenin信号通路影响HeLa/DDP细胞自噬

Figure 7. FOXP1 inhibition affected autophagy in HeLa/DDP cells by inhibiting Wnt/β-catenin signaling
注：A.HeLa/DDP细胞中自噬相关蛋白和Wnt/β-catenin信号通路蛋白的表达水平及定量分析；B.LC3免疫荧光检测的HeLa/DDP细胞自噬水平
（绿色：LC3蛋白；蓝色：DAPI标记细胞核；标尺：100 μm）；*与control组相比P<0.05；#与si-FOXP1组相比P<0.05。
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  B
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已有文献报道 FOXP1 是 Wnt/β-catenin 信号通路

的一个上游调控分子，本研究验证了 FOXP1 在

宫 颈 癌 DDP 耐 药 细 胞 中 对 Wnt/β-catenin 信 号

通路蛋白表达的影响 [28]。在众多恶性肿瘤中，

Wnt/ β-catenin 参与细胞生长、死亡、侵袭和迁

移等多种细胞过程的调节 [29]。有文献报道肿瘤

细 胞 中 自 噬 水 平 的 提 升 和 Wnt/β-catenin 信 号

通路的激活有关 [30-32]，另有研究 [33-34] 表明，抑

制 Wnt/β-catenin 信号通路可逆转宫颈癌细胞的

DDP 耐药性。功能回复实验证明 Wnt 通路激活

剂 SKL2001 处理不仅可以部分恢复细胞对 DDP

的耐药性，还能逆转自噬抑制的表型。表明干扰

FOXP1 是通过抑制 Wnt/ β-catenin 信号通路的激

活诱导自噬水平降低，从而提升宫颈癌 DDP 耐药

细胞对 DDP 的敏感性。在今后的研究中，应进一

步深入研究 FOXP1 是否还能通过其他自噬相关通

路（如 mTOR、AMPK 等）影响肿瘤耐药；并探

索 FOXP1 对宫颈癌中其他化疗药物以及多药耐药

的影响。

综上所示，干扰 FOXP1 可能通过抑制自噬，

降 低 HeLa/DDP 和 SiHa/DDP 的 细 胞 活 力， 促 进

细胞凋亡，提升细胞对 DDP 化疗的敏感性。因此

FOXP1 具有作为治疗宫颈癌细胞 DDP 耐药治疗

靶点的潜力，为提升宫颈癌临床治疗效果提供新

思路。
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