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　　摘　要：目的　观察异甘草素（ＩＳＬ）对人卵巢浆液性乳头状腺癌细胞株ＳＫＯＶ３体外增殖的抑制作用，并探讨其可能存在的

分子机制。方法　四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）比色法观察ＩＳＬ对ＳＫＯＶ３细胞生长的抑制作用；吖啶橙／溴化乙锭双荧光染色后观察

细胞形态变化；流式细胞术ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ双染检测ＩＳＬ对细胞凋亡的影响；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测凋亡相关蛋白Ｂｃｌ２、Ｂａｘ及

自噬相关蛋白Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３的表达水平。结果　ＩＳＬ能够抑制ＳＫＯＶ３细胞的增殖，呈时间、剂量依赖性；荧光染色后可见细胞核

变圆，碎裂，染色质浓缩；流式细胞仪检测ＩＳＬ（５、１０、２０μｇ／ｍＬ）作用于ＳＫＯＶ３细胞４８ｈ后，凋亡率明显高于ＩＳＬ０μｇ／ｍＬ组，差

异具有统计学意义（犘＜０．０５）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示ＩＳＬ（５、１０、２０μｇ／ｍＬ）作用于ＳＫＯＶ３细胞４８ｈ后Ｂｃｌ２蛋白的表达下调，

Ｂａｘ、Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３蛋白的表达上调，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　ＩＳＬ对人卵巢癌ＳＫＯＶ３细胞具有明显的抑制增殖和

诱导凋亡的作用，其抗体外肿瘤机制可能与激活线粒体凋亡通路及自噬通路相关。
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ＳＫＯＶ３ｃｅｌｌｓｗａｓｔｅｓｔｅｄｂｙｔｈｅｍｅａｎｓｏｆＭＴＴ．ＣｅｌｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｗｉｔｈｉｎｖｅｒｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅａｆｔｅｒＡＯ／ＥＢｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｔｈｅ

ａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｔｈｅＳＫＯＶ３ｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｗｉｔｈｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｅｒ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＢａｘ，Ｂｃｌ２，Ｂｅｃｌｉｎ１ａｎｄＬＣ３ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ
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ｐｒｅｓｅｎｔｅｄｔｈｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｕｎｄｅｒｉｎｖｅｒｔｅｄｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ．ＴｈｅＦＣＭａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅａｐ
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　ＩＳＬｃｏｕｌｄｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＳＫＯＶ３ｃｅｌｌｓｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｉｎｄｕｃｅａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ａｎｄｔｈａｔｍａｙｂｅａｓｓｏｃｉａｔｅｗｉｔｈｔｈｅｍｉｔｏｃｈｏｎ
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　　异甘草素 （ｉｓｏｌｉｑｕｉｒｉｔｉｇｅｎｉｎ，ＩＳＬ）是一种黄酮类化合物，是

甘草中重要的活性成分之一，具有多种药理活性，诸如抗肿瘤、

抗病毒、抗自由基、松弛血管、抑制脂质过氧化等。其中抗肿瘤

作用是近年来的研究热点［１３］。研究证明ＩＳＬ对多种肿瘤细胞

具有明显的体外抑制作用，但对卵巢癌细胞的影响尚未见报

道。本试验初步观察ＩＳＬ对人卵巢癌细胞株ＳＫＯＶ３增殖的

影响，探讨其可能的抗肿瘤的作用机制，为ＩＳＬ的临床应用提

供试验依据。

１　材料与方法

１．１　材料　人卵巢癌细胞株ＳＫＯＶ３由兰州大学基础医学院

惠赠；ＩＳＬ为天津马克生物技术有限公司产品［高效液相色谱

法（ＨＰＬＣ）≥９８％，批号：ＧＣ２０１２０２０３］；胎牛血清购自杭州四

季青公司；ＤＭＥＭ培养基购自 Ｇｉｂｃｏ公司；二甲基亚砜（ＤＭ

ＳＯ）、四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）购自Ｓｉｇｍａ公司；ＡｎｎｅｘｉｎＶ

ＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡检测试剂盒购于南京凯基；兔抗人甘油醛３磷

酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）抗体、兔抗人Ｂａｘ抗体、兔抗人Ｂｃｌ２抗

体、兔抗人Ｂｅｃｌｉｎ１抗体、兔抗人ＬＣ３抗体均购自美国ＣｅｌｌＳｉｇ

ｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＣＳＴ）公司，ＨＲＰ标记的山羊抗兔ＩｇＧ购自

美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　用含１０％胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素、

１００μｇ／ｍＬ链霉素的ＤＭＥＭ培养液在３７℃、５％ＣＯ２ 饱和湿

度的培养箱中培养，胰酶消化传代，取对数生长期的细胞用于

试验。

１．２．２　ＭＴＴ法检测细胞生长情况　取对数生长期的ＳＫＯＶ３

细胞，以１×１０４ 个／孔加入９６孔板，待细胞过夜贴壁后，试验

组分别加入不同浓度的ＩＳＬ，使其终浓度分别为５、１０、２０

μｇ／ｍＬ，阴性对照组加入０．０１％的ＤＭＳＯ，空白对照组加入等
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体积的ＤＭＥＭ培养液，每组设５个复孔，于３７℃、５％ＣＯ２、饱

和湿度条件下培养６、１２、２４、４８ｈ后，每孔加入２０μＬ浓度为５

ｍｇ／ｍＬ的 ＭＴＴ，继续培养４ｈ，弃上清液，然后每孔再加入

１５０μＬＤＭＳＯ，振荡３ｍｉｎ，使结晶溶解，用酶标仪于４９０ｎｍ

处检测吸光度犃值，以犃４９０ｎｍ值的大小反映活细胞的多少。

细胞抑制率＝（１－试验组犃 值／空白对照组犃 值）×１００％。

试验重复３次，取平均值。

１．２．３　形态学观察　倒置光学显微镜观察不同浓度ＩＳＬ（０、

５、１０、２０μｇ／ｍＬ）作用４８ｈ后，ＳＫＯＶ３形态学变化。吖啶橙／

溴化乙锭双荧光染色后，再次观察细胞形态学变化，并拍照。

１．２．４　ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染色检测细胞凋亡率　收集不

同浓度ＩＳＬ（０、５、１０、２０μｇ／ｍＬ）作用４８ｈ后的细胞，用不含乙

二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）的胰酶消化，收集细胞，１５００ｒ／ｍｉｎ离心

５ｍｉｎ，弃上清液，ＰＢＳ洗２遍（１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ）。５００

μＬ缓冲液重悬细胞，加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和５μＬＰＩ，

混匀后避光孵育５ｍｉｎ，１ｈ内上流式细胞仪（ＦＣＭ）检测细胞

凋亡率。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测凋亡相关蛋白Ｂｃｌ２、Ｂａｘ及自噬相

关蛋白Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３的表达变化　取对数生长期的ＳＫＯＶ３细

胞，以１×１０５ 个／孔接种于６孔板，２４ｈ细胞贴壁后换液，加入

不同浓度的ＩＳＬ，使其终浓度分别为０、５、１０、２０μｇ／ｍＬ，继续

培养４８ｈ，弃上清液，ＰＢＳ清洗３遍，用干净滤纸吸净ＰＢＳ，ＲＩ

ＰＡ（含ｃｏｃｋｔａｉｌ）裂解液冰上裂解细胞提取蛋白，蛋白质定量试

剂盒ＢＣＡ法蛋白定量，蛋白变性，十二烷基酸钠聚丙烯酰胺

凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ），转膜到聚偏氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上。转

膜成功后，５０ｇ／Ｌ脱脂奶封闭２ｈ，分别加入一抗Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、

ＧＡＰＤＨ、Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３［均为兔抗原，５０ｇ／Ｌ 牛血清清蛋白

（ＢＳＡ）１∶１０００稀释］，４℃条件下孵育过夜，洗膜，二抗（１∶

５０００稀释辣根过氧化物酶标记的羊抗兔）孵育１ｈ，洗膜，滴加

ＥＣＬ超敏化学发光剂，暗盒曝光显影，采用ＩｍａｇｅＪ软件进行

定量分析。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行统计分析，

计量数据用狓±狊表示，采用狋检验，检验水准α＝０．０５，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　形态学观察　各加药组细胞经ＩＳＬ分别作用６、１２、２４、

４８ｈ后，光镜下均可见细胞皱缩变圆，体积缩小，细胞质内可

见较多颗粒、空泡，胞核不清，细胞脱壁浮起并出现片状无细胞

生长区。空白对照组细胞则贴壁生长，几乎无脱落，细胞完整，

胞质饱满，胞核清晰圆润，相邻细胞生长融合成片，可见核分裂

相。４８ｈＩＳＬ２０μｇ／ｍＬ组，吖啶橙／溴化乙啶双染后在荧光显

微镜下观察，空白对照组活细胞，核染色质着绿色并呈正常结

构；早期凋亡细胞，核染色质着绿色呈固缩状或圆珠状；晚期凋

亡细胞，核染色质为橘红色并呈固缩状或圆珠状，如图１所示。

　　Ａ：空白对照组４８ｈ；Ｂ：ＩＳＬ２０μｇ／ｍＬ组４８ｈ。

图１　　吖啶橙／溴化乙啶双染后观察ＳＫＯＶ３细胞

的形态改变（×２００）

２．２　ＩＳＬ对人卵巢癌ＳＫＯＶ３细胞体外增殖的抑制作用　５、

１０、２０μｇ／ｍＬ的ＩＳＬ对人卵巢癌ＳＫＯＶ３细胞均有明显抑制

作用，且随着ＩＳＬ浓度的增加和培养时间的延长，抑制作用明

显增强。２０μｇ／ｍＬ的ＩＳＬ 作用４８ｈ，对细胞的抑制率可达

６８．０７％，见表１。阴性对照组和空白对照组的犃４９０ｎｍ值差

异无统计学意义，提示０．０１％ ＤＭＳＯ对ＳＫＯＶ３细胞无抑制

作用。

表１　　ＩＳＬ对人卵巢癌ＳＫＯＶ３细胞增殖的

　　抑制作用（狓±狊，狀＝３）

组别
抑制率 （％）

６ｈ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ

ＩＳＬ０μｇ／ｍＬ组 ０．２７±１．１６ －０．６８±１．５２ １．１６±２．０６ １．５９±１．３１

ＩＳＬ５μｇ／ｍＬ组 ５．３２±３．９３ａ ７．１９±３．８６ａ１２．３２±４．９９ａ ２８．４８±５．０７ａ

ＩＳＬ１０μｇ／ｍＬ组 ６．７７±３．５２ａ １８．４２±４．３７ａ２８．０１±５．０４ａ ４７．９５±６．３１ａ

ＩＳＬ２０μｇ／ｍＬ组 １９．３７±４．２８
ａ ２４．９２±５．０６ａ３７．５６±５．８６ａ ６８．０７±６．１７ａ

　　ａ：犘＜０．０５，与ＩＳＬ０μｇ／ｍＬ组比较。

２．３　ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双标染色流式细胞仪分析ＩＳＬ对

ＳＫＯＶ３细胞凋亡的影响　ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双标染色，流

式细胞仪检测不同浓度ＩＳＬ作用于ＳＫＯＶ３细胞４８ｈ后凋亡

率变化，结果显示ＩＳＬ（５、１０、２０μｇ／ｍＬ）作用于ＳＫＯＶ３细胞

４８ｈ后，凋亡率明显高于ＩＳＬ０μｇ／ｍＬ组，差异有统计学意义

（犘＜０．０５），且随ＩＳＬ浓度增加细胞凋亡率明显增高。

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测凋亡相关蛋白Ｂｃｌ２、Ｂａｘ及自噬相关

蛋白Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３的表达变化　ＩＳＬ作用于ＳＫＯＶ３细胞４８ｈ

后，提取蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｂｃｌ２、Ｂａｘ及Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３的

表达，结果发现ＩＳＬ处理细胞后，随着浓度的增加，Ｂａｘ、Ｂｅｃ

ｌｉｎ１、ＬＣ３的表达增加，Ｂｃｌ２的表达下降，ＩＳＬ５、１０、２０μｇ／ｍＬ

组分别与０μｇ／ｍＬ组比较差异均有统计学意义（犘＜０．０５），见

图２。

　　Ａ：ＩＳＬ０μｇ／ｍＬ组；Ｂ：ＩＳＬ２０μｇ／ｍＬ组；Ｃ：ＩＳＬ１０μｇ／ｍＬ组；Ｄ：

ＩＳＬ５μｇ／ｍＬ组。

图２　　ＩＳＬ作用于ＳＫＯＶ３细胞株后Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ＬＣ３、

Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白水平变化

３　讨　　论

卵巢癌是女性生殖系统三大恶性肿瘤之一。在美国，上皮

性卵巢癌是妇科肿瘤中病死率最高的恶性肿瘤，每年大约有

２２０００例新发病例和１６０００例死亡病例
［４６］。我国发病患者

数逐年递增。由于卵巢位于盆腔深部，早期症状不明显，同时

缺乏可靠的筛选方法，大多数患者在就诊时已到了晚期，治愈

率很低［４６］。目前对于卵巢癌主要的处理方法是外科手术，辅

以铂类药物为基础的联合化疗。尽管临床常用化疗药物抗肿

瘤的作用比较明确，但存在着不良反应大，长期应用产生耐药

性等缺点。很多病例多因铂类化疗药耐药性的产生而导致治

疗失败、癌症复发，故５年生存率仅３０％～４５％
［４］。因此，寻

找新的疗效好、不良反应小的化疗药物成为近年的研究热点。

而中药因为具有不良反应小、不易产生耐药等优点受到人们的
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关注，其中黄酮类化合物的抗肿瘤作用成为近年的研究热点。

国内外研究表明，黄酮类化合物能抑制多种肿瘤细胞的增殖。

ＩＳＬ作为一种黄酮类化合物，具有多种药理活性，其中抗肿瘤

作用备受关注。本试验研究发现，ＩＳＬ可使ＳＫＯＶ３细胞增殖

受到明显抑制，具有明显的量效和时效关系。同时ＩＳＬ可使

ＳＫＯＶ３细胞凋亡率增加，随着药物浓度增高，细胞凋亡率增加

更为显著。形态学观察结果也显示细胞发生凋亡改变，提示凋

亡可能是ＩＳＬ抑制人卵巢癌ＳＫＯＶ３细胞增殖的作用机制

之一。

关于凋亡机制的研究，可以通过检测死亡受体通路的相关

蛋白或基因（如：Ｆａｓ）的表达
［７］，也可以通过检测线粒体凋亡途

径的相关蛋白或基因（如：Ｂｃｌ２、Ｂａｘ）的表达，亦可以检测内质

网通路的相关基因或蛋白的表达，以进一步明确其促凋亡的机

制［８９］。本研究分析ＩＳＬ处理后对常见的促凋亡基因Ｂａｘ和抑

制凋亡基因Ｂｃｌ２蛋白水平的影响，发现其可上调 Ｂａｘ的蛋白

水平，降低Ｂｃｌ２的蛋白水平，表明ＩＳＬ可激活ＳＫＯＶ３细胞的

死亡受体途径。本研究结果显示ＩＳＬ可以促进ＳＫＯＶ３的自

噬相关蛋白Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３的表达，随着药物浓度的增加，其表

达量呈上升趋势，同时ＳＫＯＶ３的凋亡率也增加。提示ＩＳＬ可

以促进ＳＫＯＶ３自噬活性，从而使其凋亡。自噬现象最初被认

为是细胞的另外一种凋亡方式，目前研究表明，自噬可以维持

细胞新陈代谢，但是当自噬过度活跃时则会促进细胞发生自噬

性凋亡［１０１１］。凋亡和自噬都可以诱发细胞的程序性死亡，但

是二者的关系仍不明确，但二者在某些情况下可以相互拮抗或

促进［１２］。自噬对肿瘤细胞的作用不尽相同［１３１４］。

动物实验表明，ＩＳＬ具有毒性低、不良反应小的特点
［３］，为

临床治人卵巢癌提供了更广阔的思路，有着更卓越的临床应用

价值。本试验为今后进一步研究ＩＳＬ的抑瘤机制和探索开发

人卵巢癌新的药物治疗提供了初步的试验依据。
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学学报，２００１，１８（１）：６４６７．

［１２］ＭａｌｍｂｅｒｇＡＢ，ＹａｋｓｈＴＬ．Ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｎｄ

ｔｈｅｓｐｉｎａｌｒｅｌｅａｓｅｏｆｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＥ２ａｎｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅ

ｖｏｋｅｄｂｙｐａｗｆｏｒｍａｌｉｎｉｎｊｅｃｔｉｏｎ：ａｍｉｃｒｏｄｉａｌｙｓｉｓｓｔｕｄｙｉｎ

ｕｎａｎｅｓｔｈｅｔｉｚｅｄｒａｔｓ［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｓｃｉ，１９９５，１５（８）：２７６８

２７７６．

［１３］ＭａｌｍｂｅｒｇＡＢ，ＹａｋｓｈＴＬ．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｍｏｒｐｈｉｎｅｏｎｆｏｒ

ｍａｌｉｎｅｖｏｋｅｄｂｅｈａｖｉｏｕｒａｎｄｓｐｉｎａｌｒｅｌｅａｓｅｏｆｅｘｃｉｔａｔｏｒｙａ

ｍｉｎｏａｃｉｄｓａｎｄｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＥ２ ｕｓｉｎｇｍｉｃｒｏｄｉａｌｙｓｉｓｉｎ

ｃｏｎｓｃｉｏｕｓｒａｔｓ［Ｊ］．ＢｒＪＰｈａｒｍａｃｏｌ，１９９５，１１４（５）：１０６９

１０７５．

［１４］ＪａｉｎＮＫ，ＰａｔｉｌＣＳ，ＳｉｎｇｈＡ，ｅｔａｌ．Ｓｉｌｄｅｎａｆｉｌｉｎｄｕｃｅｄｐｅ

ｒｉｐｈｅｒａｌａｎａｌｇｅｓｉａａｎｄａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｃｙｃｌｉｃ

ＧＭＰｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＢｒａｉｎＲｅｓ，２００１，９０９（１／２）：１７０１７８．

［１５］ＫｕｒｏｄａＲ，ＫａｗａｏＮ，ＹｏｓｈｉｍｕｒａＨ，ｅｔａｌ．Ｓｅｃｏｎｄａｒｙｓｏｍ

ａｔｏｓｅｎｓｏｒｙｃｏｒｔｅｘｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｆａｃｉｌｉｔａｔｅｓｔｈｅａｎｔｉｎｏｃｉｃｅｐ

ｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅＮＯｓｙｎｔｈａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｔｈｒｏｕｇｈｓｕｐｐｒｅｓ

ｓｉｏｎｏｆｓｐｉｎａｌｎｏｃｉｃｅｐｔｉｖｅｎｅｕｒｏｎｓｉｎｔｈｅｒａｔ［Ｊ］．Ｂｒａｉｎ

Ｒｅｓ，２００１，９０３（１／２）：１１０１１６．

（收稿日期：２０１４０９１１　修回日期：２０１４１１１０）
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