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野鸢尾黄素对人卵巢癌SKOV3细胞增殖、迁移和侵袭的影响
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  摘 要:目的 观察野鸢尾黄素对人卵巢癌SKOV3细胞增殖、侵袭和迁移能力的影响,以及可能的作用机

制。方法 经不同水平(0、10、25、50、100、200
 

μmol/L)的野鸢尾黄素处理48
 

h后,用CCK-8实验检测不同野

鸢尾黄素水平处理组SKOV3细胞的活力。根据上述CCK-8实验结果,将实验分为对照组、低剂量组、高剂量

组。对照组不加任何药物,选择加野鸢尾黄素后使SKOV3细胞的增殖能力下降1/3、2/3左右的两个浓度作为

低剂量组、高剂量组浓度,处理48
 

h。用Transwell小室实验检测SKOV3细胞的侵袭能力,用细胞划痕实验检

测SKOV3细胞的迁移能力,免疫印迹实验检测各组SKOV3细胞E-cadherin、N-cadherin及β-catenin蛋白的

表达。结果 低剂量组、高剂量组的野鸢尾黄素浓度分别为50
 

μmol/L和100
 

μmol/L。干预48
 

h后,与对照

组相比,低剂量组、高剂量组的SKOV3细胞增殖率、侵袭细胞数量、迁移距离均下降,E-cadherin蛋白水平均上

升,N-cadherin、β-catenin蛋白水平均下降,差异均有统计学意义(P<0.01)。结论 野鸢尾黄素可能通过抑制

β-catenin的表达,从而抑制SKOV3细胞的增殖、迁移、侵袭及上皮-间质转化。
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Abstract:Objective To

 

observe
 

the
 

effects
 

of
 

wild
 

tectorigenin
 

on
 

proliferation,invasion
 

and
 

migration
 

of
 

ovarian
 

cancer
 

SKOV3
 

cells
 

and
 

its
 

possible
 

mechanism.Methods After
 

48
 

h
 

of
 

treatment
 

by
 

different
 

levels
 

(0,10,25,50,100,200
 

μmol/L)
 

oftectorigenin,and
 

the
 

viability
 

of
 

SKOV3
 

cells
 

in
 

the
 

treatment
 

groups
 

with
 

different
 

levels
 

of
 

wild
 

tectorigenin
 

was
 

detected
 

by
 

CCK-8
 

test.According
 

to
 

the
 

above
 

CCK-8
 

pre
 

experiment
 

results,the
 

experiment
 

was
 

divided
 

into
 

the
 

control
 

group,low
 

dose
 

group
 

and
 

high
 

dose
 

group.The
 

control
 

group
 

did
 

not
 

add
 

any
 

drugs,after
 

adding
 

wild
 

tectorigenin,the
 

proliferation
 

ability
 

of
 

SKOV3
 

cells
 

was
 

de-
creased

 

by
 

about
 

1/3
 

and
 

2/3,which
 

were
 

treated
 

as
 

the
 

concentrations
 

of
 

the
 

low-dose
 

group
 

and
 

high-dose
 

group
 

for
 

48
 

h.The
 

Transwell
 

chamber
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

SKOV3
 

cells
 

invasion
 

ability,the
 

cell
 

scratch
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

SKOV3
 

cells
 

migration
 

ability,and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

E-cadherin,N-
cadherin

 

and
 

β-catenin
 

protein
 

in
 

SKOV3
 

cells
 

of
 

each
 

group
 

was
 

analyzed
 

by
 

Western
 

blot.Results The
 

lev-
els

 

of
 

wild
 

tectorigenin
 

in
 

the
 

low-dose
 

group
 

and
 

high-dose
 

group
 

were
 

50
 

μmol/L
 

and
 

100
 

μmol/L,respec-
tively.After

 

48
 

h
 

intervention,compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

proliferation
 

rate,number
 

of
 

invasive
 

cells
 

and
 

migration
 

distance
 

of
 

SKOV3
 

cells
 

in
 

the
 

low-dose
 

group
 

and
 

high-dose
 

group
 

were
 

decreased,and
 

the
 

E-
cadherin

 

protein
 

level
 

was
 

increased,the
 

levels
 

of
 

N-cadherin
 

and
 

β-catenin
 

protein
 

were
 

decreased,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.01).Conclusion Wild
 

tectorigenin
 

inhibits
 

the
 

proliferation,

migration,invasion
 

and
 

epithelial
 

mesenchymal
 

transformation
 

of
 

SKOV3
 

cells
 

possibly
 

by
 

inhibiting
 

the
 

ex-
pression

 

of
 

β-catenin.
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  目前,卵巢癌的标准治疗方法是手术后联合化

疗,但因缺乏前期筛查试验及存在很高的复发率,仍
然是最致命的妇科癌症[1-3],因此,寻找新的治疗策

略,抑制其复发显得尤为重要。据报道,中药在肿瘤

的治疗中具有改善患者生存质量、降低转移复发率等

优势。野鸢尾黄素是一种从中药提取的活性黄酮类
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化合物,具有抗炎、抗氧化及抗肿瘤活性。基于此,本
研究拟研究野鸢尾黄素对卵巢癌SKOV3细胞增殖、
迁移、侵袭及上皮-间质转化(EMT)的影响及可能的

调节机制。

1 材料与方法

1.1 材料来源 人卵巢癌SKOV3细胞购自中国科

学院典型培养物保藏委员会细胞库;FBS、RPMI-1640
培养基、青链霉素均购自美国 HyClone公司;胰岛素

购自美国Sigma公司;野鸢尾黄素购自美国 MCE公

司;GAPDH、E-cadherin、N-cadherin、β-catenin抗体

购自美国Proteintech公司;Transwell小室购自美国

Corning公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 人卵巢癌SKOV3细胞采用RP-
MI-1640完全培养基于37

 

℃恒温培养箱中培养,待
细胞融合度达到85%~95%时进行传代及实验。

1.2.2 CCK-8实验测定SKOV3细胞活力 实验设

定为6组,取处于对数生长期,生长状态良好的SK-
OV3细胞以5×103 个/100

 

μL,接入96孔板,37
 

℃
培养过夜;贴壁后加入不同水平(0、10、25、50、100、

200
 

μmol/L)的野鸢尾黄素处理48
 

h,每孔加入10
 

μL
 

CCK-8孵育30
 

min,并于酶标仪450
 

nm处测定

其吸光度,根据吸光度计算不同浓度处理组SKOV3
细胞活力。

1.2.3 细胞分组与给药方法 根据上述CCK-8实

验结果,将实验分为对照组、低剂量组、高剂量组。对

照组不加任何药物,选择加野鸢尾黄素后使SKOV3
细胞的增殖能力下降1/3、2/3左右的两个浓度为低

剂量组、高剂量组浓度,处理48
 

h。

1.2.4 细胞侵袭 制备浓度为2×104/mL的各组

人卵巢癌SKOV3细胞无血清细胞悬液。24孔板底

部加800
 

μL
 

RPMI-1640完全培养基,Transwell小室

上室底部中央垂直加入100
 

μL
 

1
 

mg/mL的 Matri-
gel,待 Matrigel干成胶状后在Transwell上室分别加

入200
 

μL各组细胞悬液,5%CO2、37
 

℃培养箱培养

24
 

h。取出Transwell小室,PBS清洗一侧未侵袭细

胞,并用10%甲醇溶液固定30
 

min。切下膜并在膜上

滴1滴5%结晶紫染液,静置染色20
 

min,PBS清洗后

于显微镜(×40)下观察拍照。实验重复3次。

1.2.5 细胞划痕实验 Marker笔在6孔板背后划

线,将人卵巢癌细胞SKOV3单细胞悬液(约2×105

个)均匀接种到6孔板中培养过夜。第2天用枪头比

着直尺,垂直于背后的横线划痕。PBS清洗后加入无

血清培养基、拍照,并于37
 

℃、5%CO2 培养箱中培

养,24
 

h后再次拍照,计算迁移距离。

1.2.6 采用免疫印迹实验检测E-cadherin、N-cad-

herin、β-catenin蛋白的表达 各组人卵巢癌SKOV3
细胞经冰冻PBS洗涤,在蛋白裂解缓冲液中提取,用

Bradford法测定蛋白浓度后,变性并电泳分离。电泳

后,蛋白质转移到PVDF膜并于4
 

℃过夜孵育内参

GAPDH 及 E-cadherin(1∶100)、N-cadherin(1∶
100)、β-catenin(1∶100)一抗。洗涤后,用辣根过氧化

物酶偶联的二抗孵育1
 

h,并用ECL化学发光系统观

察信号,计算目的蛋白相对于GAPDH 的表达量,目
的蛋白的相对表达量=目的蛋白灰度值/GAPDH灰

度值。
 

1.3 统计学处理 采用SPSS20.0软件对数据进行

统计分析。正态分布的计量资料以x±s表示,两组

间比较采用t 检验,以 P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结  果

2.1 野鸢尾黄素对SKOV3细胞活性的影响 CCK-
8实验检测野鸢尾黄素处理的SKOV3细胞活性,结
果显示野鸢尾黄素处理48

 

h后各剂量处理组(0、10、

25、50、100、200
 

μmol/L)细胞活力分别是(100.0±
4.0)%、(90.6±2.6)%、(71.2±3.7)%、(62.6±
2.6)%、(31.8±6.3)%、(18.8±6.6)%,其他剂量处

理组的SKOV3细胞活性与0
 

μmol/L组相比,差异

均有统计学意义(P<0.01)。见图1。这提示野鸢尾

黄素可抑制SKOV3细胞的增殖,基于野鸢尾黄素浓

度为50、100
 

μmol/L处理时,细胞的增殖能力下降1/

3、2/3左右,所以选择50
 

μmol/L(低剂量组)、100
 

μmol/L(高剂量组)进行后续的实验。

  注:与0
 

μmol/L组相比,*P<0.01。

图1  CCK-8实验检测SKOV3细胞的活力

2.2 野鸢尾黄素对SKOV3细胞侵袭的影响 细胞

侵袭实验显示,对照组、低剂量组、高剂量组侵袭的

SKOV3细 胞 数 量 分 别 是 (104.00±3.33)个、
(83.00±3.33)个、(51.00±2.66)个,与对照组相比,
低剂量组、高剂量组SKOV3细胞的侵袭能力均下降

 

(P<0.01)。见图2。

2.3 野鸢尾黄素对SKOV3细胞迁移的影响 细胞

迁移实验显示,对照组、低剂量组、高剂量组SKOV3
细胞24

 

h迁移的距离分别是(336±7)μm、(170±17)

μm、(76±5)μm,与对照组相比,低剂量组、高剂量组

SKOV3细胞的迁移能力均下降,差异均有统计学意
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义(P<0.01),见图3。

图2  Transwell小室实验检测野鸢尾黄素对SKOV3细胞侵袭能力的影响(×40)

图3  细胞划痕实验检测野鸢尾黄素对SKOV3细胞迁移能力的影响

2.4 野鸢尾黄素对SKOV3细胞E-cadherin、N-cad-
herin表达的影响 对照组、低剂量组、高剂量组E-
cadherin蛋白水平分别为0.24±0.05、0.52±0.06、
0.64±0.06,N-cadherin蛋白水平分别为0.53±
0.06、0.30±0.06、0.22±0.05。与对照组相比,低剂

量组、高剂量组细胞的E-cadherin蛋白表达均上升,
N-cadherin蛋白表达均下降,差异均有统计学意义

(P<0.01)。见图4。

图4  免疫印迹实验检测野鸢尾黄素对SKOV3细胞

E-cadherin、N-cadherin表达的影响

2.5 野鸢尾黄素对SKOV3细胞β-catenin蛋白的影

响 采用免疫印迹实验检测SKOV3细胞β-catenin
蛋白的表达,结果显示对照组、低剂量组、高剂量组β-

catenin蛋白的水平分别为0.47±0.06、0.35±0.06、
0.31±0.05,与对照组相比,低剂量组、高剂量组SK-
OV3细胞的β-catenin蛋白表达均下降,差异均有统

计学意义(P<0.01)。见图5。

图5  免疫印迹实验检测野鸢尾黄素对SKOV3细胞

β-catenin蛋白表达的影响

3 讨  论

卵巢癌是对女性健康影响最大的恶性肿瘤之一,
虽然传统的治疗策略在一定程度上提高了卵巢癌患

者的总生存率,但是肿瘤的侵袭、转移、复发等恶性表

型特征使得其病死率居高不下[1-3]。
野鸢尾黄素是一类从植物中提取的多酚类化合

物,其结构与内源性雌激素相似,已被证实具有多种

生物活性并被应用于多种疾病的治疗[4-10]。ZENG
等[9]研究 表 明 野 鸢 尾 黄 素 通 过 下 调 蛋 白 激 酶 B
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(AKT)和丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)信号通路以

及上调Caspase家族的表达和(或)活性来抑制人乳

腺癌细胞的增殖、侵袭、迁移。YEH等[11]研究表明野

鸢尾黄素通过G0/G1 期细胞周期阻滞抑制胶质母细

胞瘤细胞的增殖。GUO等[12]研究表明,野鸢尾黄素

对骨肉瘤细胞(Saos2和U2OS)的增殖具有一定的抑

制作用,且具有剂量依赖性和时间依赖性,同时显著

抑制OS细胞的迁移和侵袭,上调Cleaved
 

Caspase
 

3
的表达,下调 MMP-1、MMP-2和 MMP-9的表达,从
而发挥对骨肉瘤细胞的调节作用。由此推测野鸢尾

黄素可能对卵巢癌发挥抑制作用,本研究中采用

CCK-8实验检测野鸢尾黄素对卵巢癌SKOV3细胞

增殖的影响,结果显示野鸢尾黄素抑制SKOV3细胞

的增殖并表现出浓度依赖性,同时野鸢尾黄素的加入

抑制了SKOV3细胞的侵袭、迁移。
EMT在肿瘤的发生、发展中发挥重要作用,EMT

促进癌症转移和复发[13-15]。为了评估野鸢尾黄素对

SKOV3细胞迁移和侵袭的抑制作用是否与EMT相

关,采用免疫印迹实验检测EMT标志物(E-cadher-
in、N-cadherin)的表达,结果显示野鸢尾黄素增加了

E-cadherin的表达,降低了N-cadherin的水平。
Wnt/β-catenin信号通路已被证明有助于EMT

的转移,同时 Wnt/β-catenin通路在卵巢癌的进程中

发挥重要调节作用[16]。因此,为了进一步验证野鸢尾

黄素抑制EMT的过程与 Wnt/β-catenin信号通路相

关,本研究采用免疫印迹实验检测 Wnt/β-catenin信

号通路的核心分子β-catenin的表达,结果显示野鸢尾

黄素可抑制β-catenin的表达。
综上所述,本研究观察了野鸢尾黄素对卵巢癌

SKOV3细胞增殖、侵袭和迁移能力,以及E-cadher-
in、N-cadherin、β-catenin蛋白表达的影响,结果显示

野鸢尾黄素可能通过抑制β-catenin蛋白的表达,从而

抑制SKOV3细胞的增殖、侵袭、迁移及EMT。
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