
四 川 大 学 学 报 !医 学 版 "

!"#$%&'()(#*!+,-"$#.-#"
!/012#34!3"$5N0 5N3!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

淫羊藿苷对人卵巢癌细胞株的肿瘤恶性

行为的抑制作用研究
"

蒋绍艳#常!宏#樊丹怡#邓少洁#

南方医科大学附属深圳妇幼保健院 药剂科 !福田+!Y%"Y"

!!'摘要(!目的!探讨淫羊藿苷对人卵巢癌细胞7dZ8#及多药耐药细胞株7d8A(增殖+凋亡+侵袭和迁移的

影响)方法!以不同质量浓度淫羊藿苷溶液分别作用于7dZ8#细胞和7d8A(细胞#AAdY实验检测其抑制率及

半数抑制浓度!JA+%"&并以%LY倍JA+%质量浓度淫羊藿苷处理细胞#流式细胞仪检测对细胞增殖和凋亡的影响&

F1-<3S055实验检测细胞迁移和侵袭能力#免疫印迹法检测 A-3,-30)#蛋白表达水平)结果!淫羊藿苷抑制

7dZ8#及7d8A(细胞增殖#且在+!!%%&=*&9质量浓度范围内呈量效正相关趋势&淫羊藿苷分别以!W$+&=*

&9和XY$X&=*&9!%LY倍JA+%"质量浓度作用于7dZ8#细胞及7d8A(细胞后#7dZ8#及7d8A(细胞凋亡率

均较对照组增加!*$%L%+"&同时#与对照组相比#细胞增殖+迁移和侵袭能力均下降!*$%L%+"#免疫印迹结果显

示#淫羊藿苷可增加卵巢癌细胞A-3,-30)#蛋白表达!*$%L%+")结论!淫羊藿苷能抑制人卵巢癌细胞7dZ8#及

多药耐药细胞株的增殖+迁移和侵袭能力#并上调A-3,-30)#蛋白表达#诱导细胞凋亡)

'关键词(!恶性卵巢癌!淫羊藿苷!细胞增殖!凋亡

>%,8AC,BA?Z$'D##(A(@%,YDAC#?,D'@#A('(-F:A:@AB#BFG#C#@#,BA?S&7'(HA:%ADA7'J,CCB'(-+&C@#9-D&Q8,B#B@'(@

J,CC<#(,!N0!,5D9>#.C>%#;4!,5 4#%=#Q!, (>%.C-#($,5D9>#.R-<
# ?(<">@A2<%A#B *9>@2>8C#

D9<%S9<%G>A<@%>/>%E;9-/E4<>/A94#F"-A>/#D#7A9<@%G<E-8>/1%-P<@F-AC#VO.'-<+!Y%"Y#A/'<-

# A21103,2<N'<=-O./21#E)&-'5$X+"WW#%*"UU$42&

'FGB@D'$@(!HGI,$@#*,! F20R,5210./00QQ04.32Q'4-1''<2<./0,125'Q01-.'2<-<N-,2,.23'3-I'5'.'032Q/O&-<

2P-1'-<4-<401405537dZ8#-<N&O5.')N1O=103'3.-<.7d8A(40553$+,@%A-B! DO&-<2P-1'-<4-<401405537dZ8#

-<N &O5.')N1O=103'3.-<.7d8A( 40553 S010.10-.0N S'./ P-1'2O342<40<.1-.'2<3 2Q'4-1''<$F/0'</'I'.21M

42<40<.1-.'2<-<N./0/-5Q&-R'&-5'</'I'.21M42<40<.1-.'2<S010N0.04.0NIMAAdY>'.$F/0,125'Q01-.'2<-<N

-,2,.23'3-I'5'.'032Q7dZ8#-<N7d8A(40553S010&0-3O10NIMQ52S4M.2&0.1M$F/0&'=1-.'2<-<N'<P-3'2<

-I'5'.'032Q7dZ8#-<N7d8A(40553S0100P-5O-.0NIMF1-<3S055-33-M3$F/0,12.0'<0R,1033'2<50P052QA-3,-30)#

S-3N0.04.0NIMH03.01<I52.-<-5M3'3$8,B&C@B!J4-1''<3'=<'Q'4-<.5M3O,,10330N./0,125'Q01-.'2<-I'5'.'032Q7dZ8#

-<N7d8A(40553'<-N230)N0,0<N0<.&-<<01-.P-1'-<.50P053Q12&+)!%%&=*&9$7dZ8#-<N7d8A(40553S010

.10-.0NS'./!W$+&=*&9'4-1''<-<NXY$X&=*&9'4-1''<!%$YjJA+%"Q21XY/#103,04.'P05M$F/0103O5.33/2S0N

./-../04055,125'Q01-.'2<#&'=1-.'2<-<N'<P-3'2<-I'5'.'03S010&-1>0N5MN0410-30N42&,-1'<=S'./42<.125=12O,#

-<N./0-,2,.23'31-.0S-33'=<'Q'4-<.5M'<410-30N-342&,-10NS'./42<.125=12O,!*$%$%+"$H03.01<I52.103O5.3

'<N'4-.0N./-.'4-1''<3'=<'Q'4-<.5M'<410-30N./0,12.0'<0R,1033'2<50P052Q4-3,-30)#'<7dZ8#-<N7d8A(40553

!*$%L%+"$JA($C&B#A(!J4-1''<3O,,10330N./0,125'Q01-.'2<#&'=1-.'2<-<N'<P-3'2<-I'5'.'032Q/O&-<2P-1'-<

4-<40140553$J<410-3'<=0R,1033'2<2QA-3,-30)#&'=/.I0./0&04/-<'3&2Q'.30</-<40&0<.2Q-,2,.23'3$

'K,LMAD-B(!!Z2,/212&-!!J4-1''<!!A055,125'Q01-.'2<!!6,2,.23'3

!!卵巢癌是女性恶性肿瘤疾病中死亡率最高的疾

病之一)目前#卵巢癌的主要治疗策略是肿瘤减灭术

联合铂剂+紫杉醇化疗#该方法在卵巢癌患者人群有

效率为Y%̂ #在进展期患者中的有效率为X%̂ !

C%̂
,!-)临床观察显示#近年来卵巢癌患者中位生存

" 深 圳 市 科 技 研 发 资 金 基 础 研 究 项 目 !@2$

"%!C%X"*!W!#"%""+"资助

# 通信作者#E)&-'5$X+"WW#%*"UU$42&

期有延长#但大部分患者仍出现复发#或由于对化疗

药物耐药以致病情进展)化疗药物耐药是卵巢癌治

疗有效率低下和不良预后的重要因素)因此#积极探

索新的治疗药物是改善卵巢癌预后的重要手段
,"-)

淫羊藿!/01I-0,'&0N''/10P'421<O3"是传统中

药)现代药理学研究发现#淫羊藿在抗肿瘤+抗骨质

疏松+调节性激素水平等方面均有良好作用,#-)近

年研究发现#淫羊藿的主要活性成分淫羊藿苷

!'4-1''<"对食管癌+乳腺癌+成神经管细胞癌等癌细
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胞的增殖具有抑制作用
,X-)雌激素被认为是卵巢癌

的致病因素之一
,+-#而淫羊藿苷对性激素的调节作

用及抗肿瘤作用已有报道
,C-#为此#本研究探讨淫羊

藿苷对人卵巢癌7dZ8#细胞及多药耐药细胞株

7d8A(细胞增殖和凋亡的作用#以期探索淫羊藿

苷对化疗药物敏感株和耐药株的有效性#为卵巢癌

治疗的药物选择提供参考)

1!材料和方法

1$1!材料

1$1$1!实验药物和细胞!淫羊藿苷!纯度'WŶ #

批号!!%*#*)"%!+!C#淡黄色针状结晶粉末#不溶于

水"购自上海纯优生物科技有限公司)人卵巢癌

7dZ8#细胞!6FAA#DFB)**"和人卵巢癌多药耐

药细 胞 7d8A( 购 自 中 科 院 上 海 生 物 细 胞 库

/7d8A(细胞系具有对顺铂+长春新碱等药物耐药

特性#其对顺铂的半数抑制浓度!JA+%"为!+!$+"c

#$CY"&=*&9#对长春新碱的JA+%为!!CY$X*c

!*L!W"&=*&90)

1$1$/!主要试剂和仪器!(GKJ!CX%培养基!批号

!+!*%!C"+胎牛血清!VB7#批号!*!+*+""!美国

a'I42公司"#胰蛋白酶!上海源培生物科技有限公

司#批 号 aX%#%Y"#磷 酸 盐 缓 冲 液 !GB7#美 国

DMA52<0公 司#批 号 @6V!X!%"#:K7Z!美 国

7'=&-公司#批号(@BAWCCX"+6<<0R'<' VJFA*

GJ细胞凋亡检测试剂盒!批号 "%!+%!!W"+A055

A2O<.'<=d'.)Y!AAd)Y#批号"%!+%""!#江苏凯基生

物技术股份有限公司"#BA6试剂盒!大连宝生物工

程有限公司#批号FW#%%6"#单克隆抗体A-3,-30)#

!美国 A7F 公司"#单克隆抗体 a6G:D+羊抗兔

J=a)D(G标记二抗!7-<.-A1O]0公司"#EN[细胞

增殖流式检测试剂盒!北京宝赛生物技术有限公

司"#F1-<3S055小室!北京优尼康生物科技有限公

司")A2O<.033FK
细 胞 计 数 仪 !9JVE'<P'.12=0<

A2O<.033"#B'2)(-N多功能酶标仪!美国B'2)(-N公

司"#流式细胞仪!B:V6A7A-5'IO1")

1$/!方法

1$/$1!细胞培养!7dZ8#和7d8A(细胞培养于

含!%̂ 灭活VB7+!%%[*&9青霉素+链霉素双抗的

(GKJ!CX%培养基中#于#* _条件下在体积分数

+̂ AZ" 孵箱中常规培养#每"N换液传代)

1$/$/!AAdY法检测淫羊藿苷对卵巢癌细胞增殖

的影响!取对数生长期7dZ8#和7d8A(细胞#

以密度为!j!%+&9;!
的细胞悬液接种于WC孔板#

每孔!%%&9#在体积分数+̂ AZ" 孵箱#*_条件

培养"X/#贴壁后加入不同质量浓度淫羊藿苷溶

液)7dZ8#细胞分别加入终质量浓度为%+++!%+

!++"%+"++#%&=*&9的淫羊藿苷溶液!(GKJ!CX%

培养基稀释"&7d8A(细胞分别加入终质量浓度为

%+!%+"%+X%+C%+Y%+!%%&=*&9淫羊藿苷溶液)每

组样本C复孔#培养XY/后#加入 AAd)Y溶液

"%&9*孔#继续孵育X/后#酶标仪测定X+%<&波

长处吸光度值!6值"#计算细胞增殖抑制率)细胞

增殖抑制率!̂ "? !!;6实验组
*6对照组

"j!%%̂ #并

计算淫羊藿苷的JA+%)

1$/$N!流式细胞术检测淫羊藿苷对卵巢癌细胞增

殖与凋亡的影响!取对数期生长的7dZ8#细胞和

7d8A(细胞#贴壁后分别加入淫羊藿苷溶液!通过

!$"$"得出JA+%#取其%LY倍JA+%质量浓度值#即分

别采用淫羊藿苷!W$+&=*&9和XY$X&=*&9溶

液"作用于7dZ8#细胞及7d8A(细胞和等体积

(GKJ!CX%培养基!作为对照"#培养XY/后采用

EN[细胞增殖流式检测方法#将原(GKJ!CX%培养

基换为以(GKJ!CX%培养基!%%%b!比例配制的

EN[培养基#每孔!&9#孵育"/)收集细胞至流

式管中#洗涤后GB7重悬#体积分数X̂ 多聚甲醛固

定#" &=*&9 甘氨酸中和+ &'<#洗涤后%L+̂

F1'.2<f)!%%渗 透 剂 室 温 孵 育 !% &'<#洗 涤 后

6,2552染色#上机检测细胞增殖情况!以 K!期百

分率反映细胞增殖")采用6<<'R'<'方法流式细

胞术检测细胞凋亡#培养XY/的细胞#胰酶消化#

!+%%1*&'<离心+&'<#收集细胞至流式管#洗涤后

加入6<<0R'<' VJFA避光孵育#%&'<#每管加入

!%%&=*&9GJ"&9#上机检测凋亡率)

1$/$3!F1-<3S055实验检测淫羊藿苷对卵巢癌细

胞迁移和侵袭能力的影响!在F1-<3S055下室加入

含!%̂ VB7的(GKJ!CX%培养基#在F1-<3S055小

室的聚碳酯膜上室侧均匀铺上C%&9用不含血清

(GKJ!CX%培养基!b!稀释的 K-.1'=05基质胶!迁

移实验省略此步骤"#分别接种淫羊藿苷处理组!%LY

倍JA+%质量浓度值作用于7dZ8#和7d8A(细

胞"及对照组!等体积溶剂"培养XY/后的7dZ8#

细胞和7d8A(细胞#!j!%+
细胞*室#培养"X/

后#棉签拭去 K-.1'=05基质胶和上室侧细胞#洗涤

后#用体积分数为X̂ 多聚甲醛将小室固定"%&'<#

然后用结晶紫染色液染色*&'<#再用流水冲掉多

余染料#将小室取出并晾干后#显微镜下观察+计数

细胞+拍照记录并分析)

!#+
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1$/$5!免疫印迹法检测淫羊藿苷对卵巢癌细胞

A-3,-30)#表达的影响!取7dZ8#和7d8A(细

胞消化+计数#!j!%+*孔接种于C孔板中#培养XY/

后#加入淫羊藿苷处理组!%LY倍JA+%质量浓度值#

即分别为淫羊藿苷!W$+&=*&9和XY$X&=*&9作

用于7dZ8#和7d8A(细胞"及对照组!等体积溶

剂"#培养XY/后收集细胞)采用BA6法检测蛋白

含量#蛋白煮沸变性#上样+电泳#至溴酚蓝抵达分离

胶底部时停止电泳#转膜#用含+̂ 脱脂奶粉的封闭

液室温封闭 "/#A-3,-30)# 为一抗 !!bY%%"#

a6:GD为内参#X _过夜#洗涤后加入二抗!!b

+%%"室温轻摇!/#EA9显色#用凝胶成像仪拍照并

测定各显色条带的灰度值#以目的条带与a6:GD

灰度值的比值为目的蛋白的相对含量)

1$/$O!统计学方法!连续变量采用%IcF表示)组

间差异检验采用方差分析#*$%L%+为差异有统计

学意义)

/!结果

/R1!JJK2法检测淫羊藿苷对卵巢癌细胞增殖的

影响

见图!)淫羊藿苷一定质量浓度范围内!+!

!%%&=*&9"对7dZ8#和7d8A(细胞均有生长抑

制作用#且呈量效正相关趋势!*$%L%+")淫羊藿

苷对 7dZ8# 细 胞 的 JA+% 为 "X$X &=*&9#对

7d8A(细胞的JA+%为C%L+&=*&9)

!!EN[细胞增殖流式检测结果显示!附表#图""#

与相应的对照组比较#在淫羊藿苷!%LY倍JA+%质量
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图1!不同质量浓度淫羊藿苷对"KH;N和"K;J8细胞的抑制率

P#Q1!>%,#(%#G#@#A(D'@,A?-#??,D,(@$A($,(@D'@#A(BA?#$'D##(A("KH;N'(-"K;J8$,CCB

"*$%L%+#P3$2./0142<40<.1-.'2<3

浓度值"分别作用于7dZ8#和7d8A(细胞"作用

下#K!期7dZ8#细胞和7d8A(细胞减少!*$

%L%+"#即细胞增殖均出现抑制#表明%LY倍JA+%质

量浓度的淫羊藿苷#能抑制7dZ8#细胞和对顺铂+

长春新碱具有耐药性的7d8A(细胞系)

/R/!淫羊藿苷对"KH;N和"K;J8细胞凋亡的影

响

结果显示#淫羊藿苷作用XY/后#7dZ8#和

7d8A(细胞凋亡率较对照组均增加!*$%L%+#附

表#图#")结果表明#%LY倍JA+%质量浓度值的淫羊

藿苷对卵巢癌药物敏感株和多药耐药株均具有良好

的促凋亡作用)

/RN!淫羊藿苷对"KH;N和"K;J8细胞迁移和侵

袭的影响

见附表和图X+图+)淫羊藿苷处理XY/后#

7dZ8#和7d8A(细胞迁移和侵袭数均较对照组

附表!淫羊藿苷对"KH;N细胞和"K;J8细胞增殖+凋亡+迁移和侵袭的影响!,*_+"

>'GC,!>%,,??,$@A?#$'D##(A(@%,:DAC#?,D'@#A(#':A:@AB#B#7#QD'@#A('(-#(*'B#A('G#C#@LA?"KH;N'(-"K;J8$,CCB!,*_+"

J<N0R
7dZ8#40553

A2<.125=12O, J4-1''<=12O,

7d8A(40553

A2<.125=12O, J4-1''<=12O,

K!*̂ #X$Wc"$" !"$+c"$"" #%LCc"$% !%L*c"$%""

A055-,2,.23'31-.0*̂ !%L+c!$# #C$Yc!$X"" !%L+c!$% X!$Wc!$#""

A055&'=1-.'2<*40553 YX$%c"$W XY$"+cX$%"" !#*$%cC$C CW$%c!X$+""

A055'<P-3'2<*40553 +Y$%c"$C "C$*+c"$+"" !%*$%c"$W X#$#c"$""

!!"*$%L%!#"" *$%L%%!#P3$42<.125=12O,

"#+
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图/!流式细胞仪检测淫羊藿苷处理32%后"KH;N和"K;J8细胞增殖!!!图N!流式细胞仪检测淫羊藿苷处理32%"KH;N和"K;J8

细胞凋亡!!!图3!>D'(BM,CC实验检测淫羊藿苷处理32%后"KH;N和"K;J8细胞迁移能力!!!图5!>D'(BM,CC实验检测淫羊藿苷处

理32%后"KH;N和"K;J8细胞侵袭能力

P#Q/!PCAM$L@A7,@DLM'B&B,-@A-,@,$@@%,:DAC#?,D'@#A('G#C#@#,BA?"KH;N'(-"K;J8$,CCB@D,'@,-M#@%#$'D##(?AD32%!P#QN!PCAM$L@A7,@DL

M'B&B,-@A-,@,$@@%,':A:@AB#B'G#C#@#,BA?"KH;N'(-"K;J8$,CCB@D,'@,-M#@%#$'D##(?AD32%!!!P#Q3!>D'(BM,CC'BB'LM'B:,D?AD7,-@A

-,@,$@@%,7#QD'@#A('G#C#@#,BA?"KH;N'(-"K;J8$,CCB@D,'@,-M#@%#$'D##(?AD32%!!!P#Q5!>D'(BM,CC'BB'LM'B:,D?AD7,-@A-,@,$@@%,

#(*'B#A('G#C#@#,BA?"KH;N'(-"K;J8$,CCB@D,'@,-M#@%#$'D##(?AD32%

6-$A2<.125=12O, !7dZ8#"&6I$J4-1''<.10-.&0<.=12O, !7dZ8#"&B-$A2<.125=12O, !7d8A("&BI$J4-1''<.10-.&0<.=12O,

!7d8A("

减低#差异有统计学意义!*$%L%+"#说明淫羊藿苷

对卵 巢 癌 药 物 敏 感 株 7dZ8# 和 多 药 耐 药 株

7d8A(细胞系均具有较强的迁移侵袭抑制能力)

/R3! 淫羊藿苷对 "KH;N 细胞+"K;J8 细胞

J'B:'B,9N蛋白表达的影响

!!见图C)结果显示#淫羊藿苷处理XY/后#

A-3,-30)#蛋白在 7dZ8#细胞!对照组%LX"c

%L!%#淫 羊 藿 苷 组 %LY!c%L!%#* $%L%!"和

7d8A(细胞表达!对照组%L"Wc%L%+#淫羊藿苷组

%L*Xc%L!*#*$%L%+"增加)

SKOV3

Icariin Control

Caspase-3

GAPDH

SKVCR

Icariin Control

图O![,B@,D(GCA@检测细胞J'B:'B,9N蛋白表达

P#QO! [,B@,D(GCA@'BB'L M'B:,D?AD7,-@A-,@,$@@%,:DA@,#(

,E:D,BB#A(C,*,CA?J'B:'B,9N

##+
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在全球范围内#卵巢癌是一种死亡率最高的妇

科恶性肿瘤之一#又由于早期发病并无明显症状#因

而多数患者确诊时已经是晚期#导致预后非常差#+

年生存率仅为"+̂ 左右
,*-&虽说目前不断有新药被

研发使用#但对于主流化疗药物的失敏#仍然是晚期

卵巢癌患者预后生存差的重要原因
,Y-)目前#如何

应对化疗药物耐药一直是癌症治疗中的棘手问题)

研究表明#淫羊藿苷在食管癌+肝癌+肺癌等多

种疾病中的抗肿瘤作用已得到广泛认可
,W !"-)但

对肿瘤的抑制作用机制比较复杂)据报道#淫羊藿

苷能够通过上调 &'()+!WN的表达#抑制人卵巢癌

细胞7dZ8#的增殖+迁移和侵袭能力,!"-)同时#

淫羊藿苷在胆囊癌中通过抑制核转录因子>-,,-B

!@V)+B"表达#上调A-3,-30)#表达水平#促进细胞

凋亡#最终发挥抗肿瘤效果,!#-)另有研究表明#淫

羊藿苷可通过调控&'412(@6)"!#干预靶基因人类

第!%号染色体缺失的磷酸酶及张力蛋白同源基因

!*+$,"+半胱氨酸蛋白基因!)$;O"和原癌基因

L8/)"的表达水平#进而影响卵巢癌细胞增殖及凋

亡能力
,!X-)在本研究中#我们采用淫羊藿苷#同时

对人卵巢癌7dZ8#细胞及多药耐药株7d8A(细

胞进行干预#以研究其抗肿瘤作用)结果显示#淫羊

藿苷 对 人 卵 巢 癌 7dZ8# 细 胞 和 多 药 耐 药 株

7d8A(细胞均有增殖抑制作用和凋亡促进作用#

并呈现出明显的量效正相关趋势#两种细胞的淫羊

藿苷 半 抑 制 浓 度 JA+% 分 别 为 "X$X &=*&9 和

C%L+&=*&9)这与淫羊藿苷在食管癌#肝癌和肺癌

中的结果一致)有研究发现#淫羊藿苷诱导细胞凋

亡可能是其抗卵巢癌的作用机制
,!X !+-)本研究发

现淫羊藿苷促进细胞凋亡蛋白A-3,-30)#的表达#

表明淫羊藿苷可能通过A-3,-30)#促进卵巢癌细胞

的凋亡)在胆囊癌中也发现淫羊藿苷上调A-3,-30)

#的表达#进而促进细胞凋亡,!#-#说明A-3,-30)#在

淫羊藿苷引起的肿瘤细胞凋亡中发挥重要作用)另

一方面#淫羊藿苷对人卵巢癌7dZ8#细胞株和多

药耐药株7d8A(细胞的迁移和侵袭能力有明显的

抑制作用#提示淫羊藿苷能抑制卵巢癌的进展#可能

在耐药卵巢癌的治疗中发挥抑制肿瘤的作用)本研

究首次发现#淫羊藿苷对药物敏感株和多药耐药株

均具有明显的促进凋亡+抑制增殖的作用#同时对迁

移和侵袭能力也有显著抑制效应)我们将进一步利

用裸鼠体内模型验证淫羊藿苷在卵巢癌中的抑制作

用#以揭示淫羊藿苷在卵巢癌及其增敏方面的潜力)
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