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白术内酯 Ｉ抑制卵巢癌 ＳＫＯＶ３与 ＯＶＣＡＲ３细胞增殖的作用机制
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［摘　要］　目的　探讨白术内酯Ｉ抑制卵巢癌ＳＫＯＶ３与ＯＶＣＡＲ３细胞增殖的作用及其分子机制。方法　ＭＴＴ实验检测不
同浓度白术内酯Ｉ作用人卵巢癌ＳＫＯＶ３与ＯＶＣＡＲ３细胞２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ后，白术内酯Ｉ对卵巢癌细胞增殖的影响；流式细胞技
术与ＰＩ染色检测白术内酯Ｉ对卵巢癌 ＳＫＯＶ３与 ＯＶＣＡＲ３细胞周期的影响，ＥＬＩＳＡ实验检测白术内酯 Ｉ对卵巢癌 ＳＫＯＶ３与
ＯＶＣＡＲ３细胞ｃｙｃｌｉｎＤ１与ＣＤＫ１表达的影响；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定白术内酯Ｉ对卵巢癌ＳＫＯＶ３与ＯＶＣＡＲ３细胞ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通
路的影响。结果　白术内酯Ｉ可显著抑制ＳＫＯＶ３与ＯＶＣＡＲ３细胞增殖，且白术内酯Ｉ对ＳＫＯＶ３与ＯＶＣＡＲ３细胞的增殖抑制
作用具有浓度和时间依赖性；此外，白术内酯Ｉ还可显著降低ＳＫＯＶ３与ＯＶＣＡＲ３细胞的Ｓ期细胞比例，增加Ｇ２／Ｍ期细胞比例，
且白术内酯Ｉ对ＳＫＯＶ３与ＯＶＣＡＲ３细胞周期的调控与其抑制ＣＤＫ１的表达有关；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验进一步探讨了白术内酯Ｉ抑制
细胞增殖和调控细胞周期与ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路有关。结论　白术内酯Ｉ可通过ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ途径下调卵巢癌ＳＫＯＶ３与ＯＶＣＡＲ３
细胞ＣＤＫ１的表达，从而使细胞阻滞于Ｇ２／Ｍ期，进而发挥肿瘤细胞增殖抑制作用。
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　　卵巢癌是女性生殖系统三大恶性肿瘤之一，其病
死率位居妇科恶性肿瘤首位。近年来，卵巢癌的发病

率逐年增加，卵巢癌早期症状隐匿，常在症状出现之前

已经出现远处转移，且６０％ ～７０％的患者就诊时已处

于晚期［１］，尽管手术与化疗可使病情有所缓解，但不能

完全消除病灶，多数晚期患者仍会在２～３年内复发，
并最终因化疗耐药而死亡［２］。因此，发现新的卵巢癌

治疗药物具有重要的临床意义与社会价值。白术为菊
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科植物白术（ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓｍａｃｒｏｃｅｐｈａｌａｋｏｉｄｚ）的干燥根
茎，《中国药典》２０１５版（一部）中收载的白术有健脾
益气、燥湿利水、止汗、安胎之功效，被历代医家奉为

“安脾胃之神品”。清代医家张锡纯所言：白术“与寒

凉药同用，又善补肺；与升散药同用，又善调肝；与镇安

药同用，又善养心；与滋阴药同用，又善补肾”。白术

内酯Ｉ（ａｔｒａｃｔｙｌｅｎｏｌｉｄｅＩ，ＡＴＩ）属于倍半萜内酯类化合
物，是白术的主要活性成分之一（白术内酯Ｉ结构式见
图１）。研究发现，白术内酯 Ｉ对白血病［３］、膀胱癌［４］

和黑色素瘤［５］等具有较强的抗肿瘤作用，但有关白术

内酯Ｉ对卵巢癌的抗肿瘤作用研究甚少，且其抗肿瘤
分子机制研究尚不清楚。因此，本研究将白术内酯 Ｉ
作用于人卵巢癌 ＳＫＯＶ３与 ＯＶＣＡＲ３细胞，通过检
测细胞活力、细胞周期相关蛋白与细胞周期相关信号

通路的变化情况，阐明白术内酯 Ｉ抑制卵巢癌细胞增
殖的作用机制，为白术内酯Ｉ的临床应用提供依据，也
为其他卵巢癌治疗药物的研发提供新的思路。

图１　白术内酯Ｉ结构式

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
人卵巢癌细胞系 ＳＫＯＶ３与 ＯＶＣＡＲ３（美国 Ａ

ｍｅｒｉｃａｎＴｙｐｅＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎ公司），ＲＰＭＩ１６４０培养
液、胎牛血清、青链霉素与胰酶（美国 Ｇｉｂｃｏ公司），
ＭｃＣｏｙ’ｓ５ａ培养基（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公
司），ＤＭＳＯ（北京索莱宝科技有限公司），ＲＩＰＡ裂解
液、ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白上样缓冲液与 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶配
制试剂盒（碧云天生物技术研究所），蛋白酶抑制剂

（美国Ｓｉｇｍａ公司），白术内酯Ｉ（上海丰寿生物科技有
限公司，货号Ｒ００４６，规格２０ｍｇ／支），ＣＤＫ１ＥＬＩＳＡ试
剂盒与ｃｙｃｌｉｎＤ１ＥＬＩＳＡ试剂盒（武汉华美生物工程有
限公司），ｐＰＩ３Ｋ、ＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ与ＡＫＴ一抗（美国 Ｃｅｌｌ
ＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司），辣根过氧化物酶标记二抗
与ＥＣＬ显影液（武汉博士德生物工程有限公司）。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　ＳＫＯＶ３与ＯＶＣＡＲ３细胞采用
常规培养，在含 １０％（ｖ／ｖ）灭活胎牛血清、青霉素
１００ｕ／ｍＬ和链霉素 １００ｕ／ｍＬ的 ＲＰＭＩ１６４０和 Ｍｃ

Ｃｏｙ’ｓ５ａ培养液中，３７℃、５％ＣＯ２的细胞培养箱中培
养，每２～３ｄ换液传代１次，取对数生长期细胞进行
相关实验。

１．２．２　ＭＴＴ实验　　在９６孔板中每孔种入约１×１０４

个细胞，待细胞贴壁２４ｈ后，将培养液换为无血清培
养液，向每孔加入一定量的药物并在细胞孵箱中继续

培养，实验分组分为白术内酯 Ｉ加药组（５、１０、２０、４０、
８０、１６０μＭ）与白术内酯Ｉ未加药组（０μＭ），然后以每
孔１０μＬ加入５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ，３７℃孵育４ｈ。弃上清，
每孔中加入１５０μＬＤＭＳＯ，溶解ＭＴＴ和活细胞线粒体
反应形成的蓝紫色结晶甲瓒。使用酶标仪４９０ｎｍ波
长检测 ＯＤ４９０ｎｍ值。按以下公式计算细胞存活率。
细胞存活率 ＝白术内酯 Ｉ加药组（ＯＤ４９０ｎｍ）／白术
内酯Ｉ未加药组（ＯＤ４９０ｎｍ）×１００％
１．２．３　细胞总蛋白提取　　将１ｍＬ含有 ＰＭＳＦ的
ＲＩＰＡ裂解液加入到长有细胞的６孔板中，水平放置并
于冰上裂解３０ｍｉｎ，裂解过程中应经常来回晃动６孔
板；裂解完成后于４℃，１２０００ｒｐｍ离心５ｍｉｎ，然后取
上清即可进行后续实验，如 ＥＬＩＳＡ实验，或者加入
ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白上样缓冲液，蛋白变性煮沸５ｍｉｎ后即
可进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ等实验。
１．２．４　流式细胞技术检测细胞周期　　分别接种
１×１０６个细胞于６孔板中，培养２４ｈ后加药，药物作
用２４ｈ后，收集细胞，ＰＢＳ洗２次，然后７５％冷乙醇固
定，上机检测前弃乙醇，ＰＢＳ洗 １次，加入 ２５ｍｇ／Ｌ
ＲＮａｓｅ，最后加入５０ｍｇ／Ｌ碘化乙啶（ＰＩ）染色剂，避光
染色 ２０ｍｉｎ后流式细胞仪检测细胞周期分布，ＦＣＳ
ＥｘｐｒｅｓｓＶ３．０软件分析数据。
１．２．５　ＥＬＩＳＡ实验　　以每孔１００μＬ加入稀释后的
Ｃｙｔｏｋｉｎｅｓｔａｎｄａｒｄ至标准品孔，以每孔１００μＬ加入样
品至样品孔，设置空白孔，用ＤｉｌｕｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒＲ（１×）代
替样本和标准品；以每孔５０μＬ加入稀释后的Ｂｉｏｔｉｎｙ
ｌａｔｅｄａｎｔｉｂｏｄｙ，混匀后，盖上封板膜，３７℃温育９０ｍｉｎ；
扣去孔内液体，每孔３００μＬ加入１×ｗａｓｈｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，停
留１ｍｉｎ后弃去孔内液体，该步骤重复４次，每次在滤
纸上扣干；以每孔１００μＬ加入稀释后的 Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ
ＨＲＰ，盖上封板膜，３７℃温育 ３０ｍｉｎ；洗板后进行显
色：每孔１００μＬ加入ＴＭＢ，３７℃避光温育５～３０ｍｉｎ，
根据孔内颜色的深浅（深蓝色）来判定终止反应，以每

孔１００μＬ迅速加入 Ｓｔｏｐｓｏｌｕｔｉｏｎ终止反应；终止后
１０ｍｉｎ内，在酶标仪上以检测波长４５０ｎｍ读值。
１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　　对各组细胞分别取
４０μｇ总蛋白进行 ＳＤＳＰＡＧＥ聚丙烯酰胺凝胶电泳，
８０Ｖ恒压湿转至ＰＶＤＦ膜，用含５％脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ
室温封闭１ｈ，分别用ｐＰＩ３Ｋ抗体（１∶５００稀释）、ＰＩ３Ｋ
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抗体（１∶１０００稀释）、ｐＡＫＴ（１∶５００稀释）和ＡＫＴ（１∶１０００
稀释）４℃孵育过夜；然后，采用辣根过氧化物酶标记
二抗（１∶５０００稀释），３７℃孵育１ｈ，ＥＣＬ显影液处理
后曝光；最后，利用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０系统采集与分
析图像。

１．２．７　数据分析　　实验数据均以均数 ±标准差
（珋ｘ±ｓ）表示，实验结果采用 ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计
分析，组间比较采用独立样本ｔ检验，以Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＡＴＩ对卵巢癌 ＳＫＯＶ３与 ＯＶＣＡＲ３细胞的增
殖抑制作用

将不同浓度ＡＴＩ（０、５、１０、２０、４０、８０、１６０μＭ）作
用于人卵巢癌 ＳＫＯＶ３与 ＯＶＣＡＲ３细胞 ２４ｈ、４８ｈ
与７２ｈ后，ＭＴＴ法检测细胞活力（图 ２），结果显示
２０μＭＡＴＩ即可显著抑制ＳＫＯＶ３细胞活性，且随着
ＡＴＩ浓度与作用时间增加，增殖抑制作用增强。同样
的，２０μＭＡＴＩ作用７２ｈ后，ＯＶＣＡＲ３细胞活性受到
显著抑制，且随着 ＡＴＩ浓度与作用时间增加，抑制作
用显著增强。这些结果表明 ＡＴＩ对 ＳＫＯＶ３与
ＯＶＣＡＲ３细胞的增殖抑制作用具有浓度和时间依
赖性。

ａ：ＡＴＩ对ＳＫＯＶ３细胞的增殖抑制作用；ｂ：ＡＴＩ对 ＯＶＣＡＲ３
细胞的增殖抑制作用　：与 ＡＴＩ０μＭ组比较，Ｐ＜０．０５；
＃：与ＡＴＩ０μＭ组比较，Ｐ＜０．０１
图２　ＡＴＩ对卵巢癌ＳＫＯＶ３与 ＯＶＣＡＲ３细胞的增殖抑制

作用（ｎ＝４，珔ｘ±ｓ）

２．２　ＡＴＩ对卵巢癌 ＳＫＯＶ３与 ＯＶＣＡＲ３细胞周期
的影响

将不同浓度 ＡＴＩ（０、１０、２０、４０μＭ）处理卵巢癌
ＳＫＯＶ３与 ＯＶＣＡＲ３细胞，流式细胞技术分析结果
（图３）显示：２０与４０μＭＡＴＩ可显著降低 ＳＫＯＶ３
细胞的 Ｓ期细胞比例，增加 Ｇ２／Ｍ期细胞比例；另外，
４０μＭＡＴＩ可显著降低ＯＶＣＡＲ３细胞的 Ｓ期细胞比
例，增加Ｇ２／Ｍ期细胞比例。

利用ＥＬＩＳＡ实验进一步探讨 ＡＴＩ对 ＳＫＯＶ３与
ＯＶＣＡＲ３细胞周期相关蛋白表达的影响，结果（图４）
显示：ＡＴＩ对ＳＫＯＶ３细胞 ｃｙｃｌｉｎＤ１的表达无影响，
但２０、４０μＭＡＴＩ可显著降低ＳＫＯＶ３细胞ＣＤＫ１的
表达；另外，ＡＴＩ对ＯＶＣＡＲ３细胞ｃｙｃｌｉｎＤ１的表达也
无影响，但 ４０μＭＡＴＩ可显著降低 ＯＶＣＡＲ３细胞
ＣＤＫ１的表达。

ａ：ＡＴＩ对卵巢癌 ＳＫＯＶ３细胞周期的影响；ｂ：ＡＴＩ对卵巢癌
ＯＶＣＡＲ３细胞周期的影响　：与ＡＴＩ０μＭ组比较，Ｐ＜０．０５；
＃：与ＡＴＩ０μＭ组比较，Ｐ＜０．０１
图３　ＡＴＩ对卵巢癌ＳＫＯＶ３与 ＯＶＣＡＲ３细胞周期的影响

（ｎ＝４，珔ｘ±ｓ）

２．３　ＡＴＩ对卵巢癌ＳＫＯＶ３与ＯＶＣＡＲ３细胞ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ信号通路的影响
将４０μＭ的 ＡＴＩ处理 ＳＫＯＶ３与 ＯＶＣＡＲ３细

胞２４ｈ后进行蛋白提取与Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验，结果（图
５）所示：与 ＡＴＩ未加药组比较，４０μＭＡＴＩ可降低
ＳＫＯＶ３细胞ＰＩ３Ｋ与ＡＫＴ磷酸化水平约５５．３２％与
６８．７５％，可降低 ＯＶＣＡＲ３细胞 ＰＩ３Ｋ与 ＡＫＴ磷酸化
水平约３８．１９％与５２．２５％，这些结果表明 ＡＴＩ可抑
制卵巢癌ＳＫＯＶ３与 ＯＶＣＡＲ３细胞 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号
通路。
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ａ：ＡＴＩ对卵巢癌 ＳＫＯＶ３细胞 ｃｙｃｌｉｎＤ１表达的影响；ｂ：白术
内酯Ｉ对卵巢癌ＳＫＯＶ３细胞 ＣＤＫ１表达的影响；ｃ：ＡＴＩ对卵
巢癌ＯＶＣＡＲ３细胞 ｃｙｃｌｉｎＤ１表达的影响；ｄ：ＡＴＩ对卵巢癌
ＯＶＣＡＲ３细胞ＣＤＫ１表达的影响　：与 ＡＴＩ０μＭ组比较，
Ｐ＜０．０５；＃：与ＡＴＩ０μＭ组比较，Ｐ＜０．０１
图４　ＡＴＩ对卵巢癌ＳＫＯＶ３与ＯＶＣＡＲ３细胞ｃｙｃｌｉｎＤ１与

ＣＤＫ１表达的影响（ｎ＝４，珔ｘ±ｓ）

ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析 ＡＴＩ对卵巢癌 ＳＫＯＶ３与 ＯＶＣＡＲ３细胞
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路的影响；ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果的柱状图
　：与ＡＴＩ０μＭ组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与ＡＴＩ０μＭ组比较，
Ｐ＜０．０１
图５　ＡＴＩ对卵巢癌ＳＫＯＶ３与ＯＶＣＡＲ３细胞 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ

信号通路的影响（ｎ＝４，珔ｘ±ｓ）

３　讨论

细胞周期（ｃｅｌｌｃｙｃｌｅ）是指细胞从一次分裂结束到
下一次分裂结束所经历的全过程。在细胞周期过程

中，细胞内存在一系列的调控机制以确保各时相依次

有序进行，有利于细胞的增殖与分化。不同于正常细

胞，恶性肿瘤最基本的生物学特征是肿瘤细胞失控性

增殖，而细胞失控性增殖的生物学基础是细胞周期调

控紊乱。因此，阻断肿瘤细胞周期的进行，抑制肿瘤细

胞的增殖对于肿瘤的治疗具有重要的意义。

ＡＴＩ是从菊科植物白术的根茎中提取的一种倍
半萜内酯化合物，具有抗炎、抗肿瘤等药理活性［３７］，对

白血病［３］、膀胱癌［４］与黑色素瘤［５］具有显著抑制作

用。最近有研究表明，ＡＴＩ可通过阻断 ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８
依赖的信号通路进而增强卵巢癌对紫杉醇的敏感

性［８］，但有关ＡＴＩ对卵巢癌的抗肿瘤作用研究甚少，
其分子作用机制尚不清楚。因此，本研究以人卵巢癌

细胞ＳＫＯＶ３与 ＯＶＣＡＲ３为研究对象，探讨 ＡＴＩ抑
制卵巢癌细胞增殖的分子作用机制。

在本研究中，我们发现 ＡＴＩ可抑制卵巢癌 ＳＫ
ＯＶ３与ＯＶＣＡＲ３细胞增殖，且ＡＴＩ对这两种细胞的
增殖抑制作用具有浓度与时间依赖性，随着ＡＴＩ作用
浓度与作用时间的增加，其增殖抑制作用越明显。为

进一步阐明ＡＴＩ对ＳＫＯＶ３与ＯＶＣＡＲ３细胞周期的
影响，通过流式细胞技术与ＰＩ染色，发现 ＡＴＩ可显著
降低Ｓ期的细胞比例，并增加Ｇ２／Ｍ期细胞比例，表明
ＡＴＩ可将ＳＫＯＶ３与 ＯＶＣＡＲ３细胞周期阻滞于 Ｇ２／
Ｍ期，进而抑制其细胞增殖。细胞周期的有序运转依
赖于一系列细胞周期相关分子的调控［９１１］，如细胞周

期蛋白（ｃｙｃｌｉｎ）与细胞周期蛋白依赖性激酶（ｃｙｃｌｉｎ
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ，ＣＤＫ），ｃｙｃｌｉｎ／ＣＤＫ的作用具有时相
特异性，在细胞周期的不同阶段，起作用的ｃｙｃｌｉｎ／ＣＤＫ
分子亦不同：ｃｙｃｌｉｎＤ１是主要表达于 Ｇ１期的细胞周
期蛋白，控制细胞由 Ｇ１期向 Ｓ期过渡［１２１３］；ＣＤＫ１为
Ｓｅｒ／Ｔｈｒ蛋白激酶家族的重要成员之一，是细胞分裂周
期基因２（ｃｅｌｌｄｉｖｉｓｉｏｎｃｙｃｌｅ２，ＣＤＣ２）编码的相对分子
质量为３．４×１０４的蛋白质，促使细胞从 Ｇ２期进入 Ｍ
期［１４１５］。在本研究中，通过 ＥＬＩＳＡ实验发现：ＡＴＩ对
ＳＫＯＶ３与 ＯＶＣＡＲ３细胞 ｃｙｃｌｉｎＤ１表达无影响，但
可显著降低ＣＤＫ１的表达，进而阻断肿瘤细胞于Ｇ２／Ｍ
期，这与本研究的流式细胞技术结果一致，表明 ＡＴＩ
通过降低ＣＤＫ１的表达从而阻断ＳＫＯＶ３与ＯＶＣＡＲ３
细胞于Ｇ２／Ｍ期，进而发挥增殖抑制作用。

为进一步阐明 ＡＴＩ对卵巢癌细胞增殖抑制作用
的分子机制，我们研究 ＡＴＩ对卵巢癌细胞 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ
信号通路的影响。ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ是体内重要的信号通
路，在细胞增殖过程中发挥着重要的作用，其中，ＰＩ３Ｋ
下游靶蛋白ＡＫＴ是信号转导通路中重要的中心环节，
其持续活化与肿瘤的发生发展密切相关［１６１９］。有研

究表明，ＣＤＫ１表达下调进而导致细胞周期 Ｇ２／Ｍ期
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阻滞与抑制 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路有关［２０］。本研究中

结果显示，ＡＴＩ可抑制 ＳＫＯＶ３与 ＯＶＣＡＲ３细胞
ＰＩ３Ｋ与ＡＫＴ的磷酸化，表明 ＡＴＩ可抑制 ＳＫＯＶ３与
ＯＶＣＡＲ３细胞ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路。

综上，本研究阐明了ＡＴＩ可通过 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ途径
下调卵巢癌ＳＫＯＶ３与ＯＶＣＡＲ３细胞ＣＤＫ１的表达，
从而使卵巢癌细胞阻滞于 Ｇ２／Ｍ期，进而发挥肿瘤细
胞增殖抑制作用。通过研究 ＡＴＩ对卵巢癌 ＳＫＯＶ３
与ＯＶＣＡＲ３细胞周期阻滞的分子机制，为 ＡＴＩ的临
床应用提供依据，也为其他抗卵巢癌药物的研发提供

新的思路。
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