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华蟾素对卵巢癌细胞增殖侵袭能力的抑制作用

陈永宏，高 月△，陈禄娅
（重庆市北碚区中医院，重庆 ４００７００）

摘要：目的 探讨华蟾素对卵巢癌 ＳＫＯＶ－３细胞系增殖能力及侵袭能力的影响及其作用机制。方法 将对照组，低、中、高剂量组

ＳＫＯＶ－３细胞分别加入含有质量浓度为０，０．１，１．０，１０．０ｍｇ／Ｌ华蟾素的培养液，培养２４，４８，７２ｈ后，检测其增殖抑制率、凋亡率和细
胞侵袭能力，以及 ＳＫＯＶ－３细胞 Ｂｃｌ－２，Ｂａｘ，Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ和基质金属蛋白酶 －７牗ＭＭＰ－７牘蛋白的表达情况。结果 经不同质量浓度华

蟾素处理不同时间后，ＳＫＯＶ－３细胞侵袭力随着药物质量浓度的升高和处理时间的延长而显著降低，增殖抑制率和凋亡率显著升高；
细胞 Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ及 Ｂａｘ蛋白表达量随着药物质量浓度的升高和处理时间的延长而显著升高，ＭＭＰ－７和 Ｂｃｌ－２蛋白表达量随药物质
量浓度的升高和处理时间的延长而显著降低。结论 华蟾素可通过调节卵巢癌细胞的凋亡能力而抑制其增殖能力和侵袭能力。

关键词：华蟾素；卵巢癌；凋亡；侵袭力；作用机制
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卵巢癌是最常见的妇科恶性肿瘤，由于其侵袭能力

强，转移快，死亡率高，且在我国发现时间相对较晚，多

处于中晚期，手术治疗效果较差，有些患者甚至已失去

了手术治疗的机会犤１－２犦。华蟾素的主要有效成分包括甾

类强心苷和生物碱犤３犦。研究证明，其对肝癌细胞和喉癌

细胞的ＤＮＡ合成、ＲＮＡ合成有较强的抑制作用犤４－５犦，且

对上述２种肿瘤细胞的分化和凋亡具有调控作用犤６犦。但

目前，尚未见其对卵巢癌细胞增殖凋亡及侵袭作用的影

响研究。本研究中探讨了华蟾素对卵巢癌细胞ＳＫＯＶ－３
细胞系增殖凋亡和侵袭作用的影响。现报道如下。

１ 材料与方法

１．１ 仪器、试药与细胞
仪器：ＪＫ－ＪＨ０１型超净工作台（安徽杰克欧德实验

室设备有限公司）；ＲＹＸ－５０型实验室培养箱（北京鑫
润科诺仪器仪表有限公司）；ＰＨ１００型倒置显微镜（凤凰
光学股份有限公司）；ＴＭＳ－２０４０型流式细胞分析仪（苏
州陶迈森科学仪器有限公司）；ＢＧ－ＸＭ４９６型酶标仪
牗厦门西谷生物工程有限公司）；ＤＹＣＺ－４０Ｇ型蛋白电
泳系统（北京六一仪器厂）。

试药：华蟾素（安徽金蟾生化股份有限公司，国药准

字Ｚ３４０２０２７３，规格为每支５ｍＬ）；四氮唑牗ＭＴＴ牘试剂盒
（上海碧云天生物技术有限公司，批号为Ｃ０００９）；小牛血
清（杭州四季青生物工程有限公司）；ＲＰＭＩ１６４０培养基
（北京亚米生物科技有限公司，批号为 Ｃ１１８７５５００ＢＴ）；
凋亡细胞检验试剂盒（广州威佳科技有限公司，批号为

ＪＸＡ００５）；Ｂｃｌ－２蛋白检验试剂盒（上海西唐生物科技
有限公司，批号为Ｆ１５１５５），Ｂａｘ蛋白检验试剂盒（北京白
奥莱博科技有限公司，批号为ＫＦＳ２１６－ＶＧＣ）；Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ
（批号为１４４７２Ｓ）和基质金属蛋白酶－７牗ＭＭＰ－７，批号为
３８０１Ｓ），均购自北京生物通生物科技有限公司。

细胞：ＳＫＯＶ－３细胞系（美国Ｓｃｉｅｎｃｅｌｌ研究室）。
１．２ 方法

细胞培养：将对数生长期的 ＳＫＯＶ－３细胞分为对
照组（Ａ组），低、中、高剂量组（Ｂ１组，Ｂ２组，Ｂ３组）。Ａ组
细胞用仅含有１０％小牛血清去蛋白的１６４０培养基培养；
Ｂ１组，Ｂ２组，Ｂ３组分别用含有０．１，１．０，１０．０ｍｇ／Ｌ华蟾素
的上述培养基培养。于３７℃及５％ＣＯ２培养箱中培养。

ＭＴＴ法检测：将各组细胞以１×１０３／Ｌ的浓度在９６孔
板中分别培养２４，４８，７２ｈ，按试剂盒使用说明用１００μＬ
ＭＴＴ溶液进行染色，染色 ３ｍｉｎ，于显微镜下使用血细

胞计数板进行计数。

细胞存活率（％）＝（总细胞数 －蓝色细胞数）／细
胞总数×１００％

细胞增殖抑制率（％）＝（对照组相应细胞存活率－实
验组相应细胞存活率）／对照组相应细胞存活率×１００％

流式细胞分析：调整各组细胞浓度为１×１０５／Ｌ，接
种在１２孔板后，相应条件下培养２４，４８，７２ｈ。然后用磷
酸盐缓冲液牗ＰＢＳ牘洗涤重悬，调整细胞浓度为２×１０６／Ｌ，
加入 ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ抗体和碘化丙啶在室温避光条
件下孵育 ３０ｍｉｎ。使用流式细胞分析仪进行检测，采用
ＷｉｎＭＤＩ２．９和ＦＣＳＥｘｐｒｅｓｓＶ３软件进行分析。

蛋白质印迹牗ＷＢ牘法检测蛋白表达量：将各组细胞
分别培养相应时间后，提取细胞蛋白组分，检测蛋白含

量，将各组细胞提取的蛋白质进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分
离，每孔加入蛋白 ４０μｇ。电泳结束后将蛋白质转移至
硝酸纤维素膜，按试剂说明先后用相应一抗、二抗进行

孵育显色，最后显影。

蛋白相对表达量＝蛋白表达量实验组／蛋白表达量对照组×
１００％

细胞侵袭力检测：将各组细胞在相应培养条件下培

养 ２４，４８，７２ｈ后，将细胞洗涤后用 ＤＭＥＭ培养基调整
细胞浓度为３×１０５／ｍＬ，根据分组加入华蟾素调整药物
质量浓度分别为０，０．１，１．０，１０．０ｍｇ／Ｌ。细胞悬液准备
完毕后，准备Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ，配置完毕，每个小室内加入各组
相应的细胞悬液 １００μＬ，再将小室放置在盛有 ７５ｍＬ
含 １５％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基的 ２４孔板内，３７℃
及 ５％ＣＯ２培养箱培养 ２４ｈ，４％甲醛固定小室内细胞
２０ｍｉｎ，染色计数，每个膜分别取５个视野计数，取平均数。
１．３ 统计学处理

采用ＳＰＳＳ２２．０统计学软件分析。计量资料以 Ｘ±ｓ
表示，行 ｔ检验；计量资料采用方差检验。Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

２ 结果

２．１ 对ＳＫＯＶ－３细胞增殖作用的影响
各组细胞在相应条件下分别培养 ２４，４８，７２ｈ后，

在相同培养时间内，４组细胞间增殖抑制率存在显著差
异，Ａ组细胞增殖抑制率显著低于 Ｂ１组，Ｂ２组，Ｂ３组，
随着药物质量浓度的升高，Ｂ１组，Ｂ２组，Ｂ３组的增殖抑
制率也显著升高，且组间存在显著差异（Ｐ＜０．０５）；使
用相同药物质量浓度干预的条件下，随着培养时间的延
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图１ 各组细胞不同处理时间下增殖抑制率、凋亡率和穿膜细胞数比较
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图２ 各组细胞不同处理时间下各蛋白表达情况

长，细胞增殖抑制率显著升高。详见图１Ａ。
２．２ 对ＳＫＯＶ－３细胞凋亡作用的影响

ＳＫＯＶ－３细胞经不同质量浓度的华蟾素干预后，４组
细胞凋亡率存在显著差异。其中，Ｂ１组凋亡率显著高于
Ａ组，Ｂ２组高于Ｂ１组，Ｂ３组高于Ｂ２组；随着培养时间的
延长，组内细胞凋亡率也显著升高。详见图１Ｂ。
２．３ 对ＳＫＯＶ－３细胞侵袭性的影响

相同培养时间内，随着华蟾素质量浓度的升高，穿

膜细胞数显著减低，Ａ组显著多于Ｂ１组，Ｂ１组显著多于
Ｂ２组，Ｂ２组显著多于 Ｂ３组；在相同药物质量浓度条件
下，随着培养时间的延长，Ｂ１组，Ｂ２组，Ｂ３组穿膜细胞数
显著减少，而 Ａ组穿膜细胞数随着培养的时间延长未
见明显变化。详见图１Ｃ。
２．４ 对ＳＫＯＶ－３细胞凋亡及侵袭相关蛋白表达的影响

在相同培养时间下，随着华蟾素质量浓度的升高，

ＳＫＯＶ－３细胞 Ｂａｘ蛋白和 Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达量显
著升高，Ａ组显著低于Ｂ１组，Ｂ１组显著低于Ｂ２组，Ｂ２组
显著低于Ｂ３组；而Ｂｃｌ－２蛋白和 ＭＭＰ－７蛋白表达量
显著降低，Ａ组显著高于Ｂ１组，Ｂ１组显著高于Ｂ２组，Ｂ２
组显著高于Ｂ３组。随着培养时间的延长，Ａ组细胞４种
蛋白表达量均未出现明显变化，Ｂ１组，Ｂ２组，Ｂ３组细胞
Ｂａｘ蛋白和 Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达量显著升高，Ｂｃｌ－２
蛋白和ＭＭＰ－７蛋白表达量显著降低。详见图２。
３ 讨论

华蟾素是从蟾蜍皮肤及腮腺提取的脂溶性成分，主

要成分包括生物碱和强心甾，其中吲哚生物碱为抗肿瘤

主要成分犤７犦，可用于肝癌、鼻咽癌及食管癌的治疗犤８－１０犦。

华蟾素对肿瘤细胞具有调整细胞周期进程、阻碍细胞增

殖、诱导肿瘤细胞凋亡的作用犤１１－１３犦。

本研究结果发现，华蟾素有抑制肿瘤细胞增殖的作
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用，且随着其质量浓度的升高和培养时间的延长，其

增殖抑制作用更显著。可见，华蟾素对卵巢癌细胞增

殖有抑制作用，且存在质量浓度和时间依赖性。华蟾

素处理细胞后，细胞凋亡率显著升高，且随着药物质

量浓度的升高、作用时间的延长而显著增高，提示华

蟾素促进卵巢癌细胞凋亡的作用呈质量浓度和时间

依赖性。

本研究结果显示，华蟾素有抑制肿瘤细胞 Ｂｃｌ－２
蛋白表达和促进Ｂａｘ蛋白表达的作用，且存在时间和质
量浓度依赖性，这与文献犤１４－１５犦的报道一致。提示华
蟾素抑制卵巢癌细胞增殖、促进其凋亡的作用与调控

Ｂｃｌ－２家族蛋白相关。
本研究结果显示，华蟾素可有效抑制肿瘤细胞侵袭

性，且呈质量浓度和时间依赖性。Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白是介
导细胞间黏附的一种蛋白受体，其表达下降是很多肿瘤

细胞侵袭性升高的重要分子机制犤１６犦。ＭＭＰ－７蛋白对于
细胞外基质的重要成分如Ⅳ型胶原蛋白、弹力素、层粘
连蛋白等均有较强的分解作用，ＭＭＰ－７高表达对于多
种肿瘤细胞突破血管壁或淋巴管壁进行远处播散有重

要作用犤１７－１８犦。提示华蟾素可有效抑制 ＭＭＰ－７表达升
高、Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达，从而降低卵巢癌细胞的侵袭
性，且呈质量浓度和时间依赖性。

综上所述，华蟾素对卵巢癌 ＳＫＯＶ－３细胞系有抑
制细胞增殖，促进细胞凋亡，与其下调 Ｂｃｌ－２蛋白表
达、上调Ｂａｘ蛋白表达相关；同时，还具有抑制ＳＫＯＶ－３
细胞系侵袭性的作用，与其下调细胞 ＭＭＰ－７蛋白
表达、上调Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达相关。且均呈质量浓度
和时间依赖性。
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