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  摘 要:目的 探讨连翘苷对卵巢癌SKOV3细胞增殖、侵袭、凋亡及丝裂原激活蛋白激酶(MEK)/细胞外

信号调节激酶(ERK)信号通路的影响。方法 体外培养卵巢癌SKOV3细胞和正常卵巢上皮IOSE80细胞,检

测连翘苷对2种细胞增殖的抑制情况,计算半数抑制浓度(IC50);将SKOV3细胞分为阴性对照组、阳性对照

组、连翘苷低剂量组、连翘苷中剂量组和连翘苷高剂量组。干预SKOV3细胞48
 

h后,采用流式细胞术检测细

胞凋亡情况,采用Transwell法检测细胞侵袭情况,同时采用蛋白免疫印迹法检测细胞中 MEK、磷酸化-MEK
(p-MEK)、ERK、磷酸化-ERK(p-ERK)、上皮型E钙黏蛋白(E-cadherin)、B细胞淋巴瘤/白血病-2蛋白(Bcl-
2)、Bcl-2相关X蛋白(Bax)水平。结果 连翘苷浓度≥5.0

 

μmol/L时SKOV3细胞和IOSE80细胞的增殖率

均低于连翘苷浓度为2.5、0.0
 

μmol/L时的增值率(P<0.05)。SKOV3细胞的IC50 为22.59
 

μmol/L,IOSE80
细胞的IC50 为73.62

 

μmol/L。与阴性对照组比较,其余各组细胞凋亡率、E-cadherin和Bax水平升高(P<
0.05),线粒体膜电位(MMP)、细胞侵袭数、p-MEK/MEK、p-ERK/ERK、Bcl-2/Bax及Bcl-2水平降低(P<
0.05);与阳性对照组比较,各连翘苷剂量组细胞凋亡率、E-cadherin、Bax水平降低(P<0.05),MMP、细胞侵袭

数、p-MEK/MEK、p-ERK/ERK、Bcl-2/Bax及Bcl-2水平升高(P<0.05)。结论 连翘苷可以抑制SKOV3细

胞增殖和侵袭,这可能与连翘苷抑制 MEK/ERK信号通路,诱导SKOV3细胞凋亡有关。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

forsythiaside
 

on
 

the
 

proliferation,invasion
 

and
 

apoptosis
 

of
 

ovarian
 

cancer
 

SKOV3
 

cells,as
 

well
 

as
 

its
 

impact
 

on
 

the
 

MEK/ERK
 

signaling
 

pathway.Methods Ovarian
 

cancer
 

SKOV3
 

cells
 

and
 

normal
 

ovarian
 

epithelial
 

IOSE80
 

cells
 

were
 

cultured
 

in
 

vitro
 

to
 

assess
 

the
 

inhibitory
 

effect
 

of
 

forsythiaside
 

on
 

cell
 

proliferation
 

and
 

the
 

half-maximal
 

inhibitory
 

concentration
 

(IC50)
 

was
 

calculat-
ed.SKOV3

 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

a
 

negative
 

control
 

group,a
 

positive
 

control
 

group,a
 

low-dose
 

forsythiaside
 

group,a
 

medium-dose
 

forsythiaside
 

group
 

and
 

a
 

high-dose
 

forsythiaside
 

group.After
 

48
 

h
 

of
 

intervention
 

with
 

forsythiaside
 

in
 

SKOV3
 

cells,apoptosis
 

was
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry,cell
 

invasion
 

was
 

detected
 

by
 

Tran-
swell

 

assay,and
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

MEK,phosphorylated-MEK
 

(p-MEK),ERK,phosphoryla-
ted-ERK

 

(p-ERK),epithelial-type
 

E-cadherin
 

(E-cadherin),B
 

cell
 

lymphoma/leukemia-2
 

protein
 

(Bcl-2)
 

and
 

Bcl-2-related
 

X
 

protein
 

(Bax)
 

levels.Results When
 

the
 

concentration
 

of
 

forsythiaside
 

was
 

≥5.0
 

μmol/L,the
 

proliferation
 

rates
 

of
 

SKOV3
 

cells
 

and
 

IOSE80
 

cells
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

at
 

concentrations
 

of
 

2.5
 

μmol/L
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and
 

0.0
 

μmol/L
 

(P<0.05).The
 

IC50 of
 

SKOV3
 

cells
 

was
 

22.59
 

μmol/L,and
 

the
 

IC50 of
 

IOSE80
 

cells
 

was
 

73.62
 

μmol/L.Compared
 

with
 

the
 

negative
 

control
 

group,the
 

apoptosis
 

rate,E-cadherin
 

and
 

Bax
 

levels
 

in-
creased,while

 

mitochondrial
 

membrane
 

potential
 

(MMP),the
 

number
 

of
 

invading
 

cells,p-MEK/MEK,p-
ERK/ERK,Bcl-2/Bax

 

and
 

Bcl-2
 

levels
 

decreased
 

in
 

the
 

other
 

groups
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

positive
 

control
 

group,apoptosis
 

rate,E-cadherin
 

and
 

Bax
 

levels
 

decreased
 

(P<0.05),while
 

MMP,the
 

number
 

of
 

in-
vading

 

cells,p-MEK/MEK,p-ERK/ERK,Bcl-2/Bax
 

and
 

Bcl-2
 

levels
 

increased
 

in
 

each
 

forsythiaside
 

dose
 

groups
 

(P<0.05).Conclusion Forsythiaside
 

can
 

inhibit
 

the
 

proliferation
 

and
 

invasion
 

of
 

SKOV3
 

cells,which
 

may
 

be
 

related
 

to
 

its
 

inhibition
 

of
 

the
 

MEK/ERK
 

signaling
 

pathway
 

and
 

induction
 

of
 

apoptosis
 

in
 

SKOV3
 

cells.
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  卵巢癌是最致命的妇科恶性肿瘤,约90%的卵巢

癌为 上 皮 性 卵 巢 癌 (EOC),其 5 年 生 存 率 仅 为

30%[1]。手术后化疗仍然是早期EOC最有效的治疗

方法,但75%的EOC患者在晚期才被确诊,只能选择

姑息治疗[2]。由于EOC具有转移早、耐药等特点,迫
切需要探寻更高效的治疗方案[3]。天然植物一直被

认为是抗癌药物的重要来源。流行病学研究表明,通
过蔬菜、水果和中药摄入大量天然植物可降低癌症风

险[4]。连翘苷是从中药连翘中提取的主要活性成分,
具有抗衰老、抗氧化和抗炎等功效。研究显示,连翘

苷可以抑制肝癌、肾癌等肿瘤细胞的恶性生物学行

为,同时下调肺癌组织中血管内皮生长因子和上调血

管生成抑制因子(内皮抑制素蛋白)表达而发挥抑制

肺部肿瘤发展的作用,但连翘苷影响EOC发生、发展

的相关机制研究较少[5-7]。既往研究显示,丝裂原激

活蛋白激酶(MEK)/细胞外信号调节激酶(ERK)信
号通路在包括卵巢癌在内的多种癌症的发生、发展中

发挥重要作用[8]。因此,本研究分析连翘苷对卵巢癌

SKOV3细胞增殖、侵袭和凋亡的影响,并探讨 MEK/

ERK信号通路在整个过程中的可能作用,为连翘苷

治疗EOC提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料 卵巢癌细胞(SKOV3细胞,中国科学院

上海细胞库)、正常卵巢上皮细胞(IOSE80细胞,中国

科学院上海细胞库)、连翘苷(纯度≥98%,南京广润

生物制品有限公司)。

1.2 仪器与试剂 主要仪器包括FACSCanto型流

式细胞仪(美国BD公司)、BD垂直电泳仪(美国BD
公司)、凝胶成像仪(美国UVP公司)。主要试剂包括

顺铂(美国Sigma公司)、胎牛血清(浙江天杭生物科

技有限公司)、EdU免疫荧光试剂盒(美国Invitrogen
公司)、Triton

 

X-100(
 

赛默飞世尔科技公司)、Annex-
inV/PI细胞凋亡检测试剂盒和线粒体膜电位(MMP)

检测试剂盒(美国BD公司)、RIPA裂解液(碧云天生

物技术研究所)、MEK、磷酸化-MEK(p-MEK)、ERK、
磷酸化-ERK(p-ERK)、上皮型E钙黏蛋白(E-cadher-
in)、B细胞淋巴瘤/白血病-2蛋白(Bcl-2)、Bcl-2相关

X蛋白(Bax)和β-actin抗体(上海Beyotime公司)。

1.3 方法

1.3.1 细胞培养和细胞增殖率检测 在37
 

℃、

5%CO2 环境中用含10%胎牛血清的RPMI-1640培

养基培养SKOV3细胞和IOSE80细胞,选取对数生

长期细胞进行实验。将SKOV3细胞和IOSE80细胞

接种于96孔板中(5×104 个/孔),用不同浓度连翘苷

(0.0、2.5、5.0、10.0、20.0、40.0、80.0、160.0
 

μmol/L)干预48
 

h后,换用50
 

mmol/L
 

EdU溶液孵

育4
 

h,再用4%甲醛固定15
 

min,并用0.5%Triton
 

X-100处理20
 

min,用Apollo染色30
 

min,再用 Ho-
echst避光孵育30

 

min。用荧光显微镜进行观察和拍

照,计算细胞增殖率。细胞增殖率=EdU 阳性细胞

数/(C4-2细胞数)。确定连翘苷的半数抑制浓度

(IC50),以连翘苷的IC50 作为连翘苷最高干预浓度。

1.3.2 细胞分组及干预 取SKOV3细胞,设置阴性

对照组、阳性对照组、连翘苷低剂量组、连翘苷中剂量

组和连翘苷高剂量组。阴性对照组不进行处理,阳性

对照组给予浓度为10
 

μmol/L的顺铂[9],连翘苷低剂

量组、连翘苷中剂量组、连翘苷高剂量组依次给予浓

度为1/4
 

IC50、1/2
 

IC50 和IC50 的连翘苷。干预SK-
OV3细胞48

 

h后进行相关检测。

1.3.3 流式细胞术检测细胞凋亡情况和 MMP 按

1.3.2中的方法干预SKOV3细胞,以1×106/mL接

种于6孔板中(3
 

mL/孔),48
 

h后收获细胞,用磷酸盐

缓冲液洗涤细胞2次,根据AnnexinV/PI细胞凋亡检

测试剂盒和 MMP检测试剂盒说明书检测细胞凋亡

率和 MMP。

1.3.4 Transwell法检测细胞侵袭数 将SKOV3
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细胞接种在24孔Transwell小室中(5×105 个/孔),
按1.3.2中的方法干预SKOV3细胞,48

 

h后取出小

室,用4%甲醛溶液固定10
 

min后,再用0.1%结晶紫

染液染色(30
 

min),用磷酸盐缓冲液冲洗干净后在倒

置显微镜下计数一个视野中结晶紫着色细胞数。

1.3.5 蛋白免疫印迹(Western
 

blot)法检测细胞中

MEK、p-MEK、ERK、p-ERK、E-cadherin、Bcl-2和Bax 
按1.3.2中的方法干预SKOV3细胞,以1×106/mL
接种于6孔板中(3

 

mL/孔),48
 

h后收获细胞,用磷酸

盐缓冲液洗涤细胞2次,用 RIPA 裂解液裂解30
 

min,离心取上清液,进行电泳(20
 

μg/孔)、转膜。抗

体孵育:MEK(1∶200)、p-MEK(1∶250)、ERK(1∶
400)、p-ERK(1∶300)、E-cadherin(1∶200)、Bcl-2
(1∶400)和Bax(1∶300),4

 

℃孵育过夜,洗膜后用山

羊抗鼠IgG二抗(1∶10
 

000)在室温下孵育(30
 

min),
显色,以β-actin作为内对照,采集图像进行分析。计

算p-MEK/MEK、p-ERK/ERK、Bcl-2/Bax。

1.4 统计学处理 采用SPSS25.0统计软件进行统

计分析,呈正态分布的计量资料以x±s表示,多组间

比较采用单因素方差分析,组间两两比较采用SNK-q
检验,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 不 同 浓 度 连 翘 苷 干 预 后 SKOV3 细 胞 和

IOSE80细胞增殖率比较 连翘苷浓度≥5.0
 

μmol/L
时SKOV3细胞和IOSE80细胞的增殖率均低于连翘

苷浓度为2.5、0.0
 

μmol/L时的增殖率(P<0.05)。
连翘苷对SKOV3细胞的IC50 为22.59

 

μmol/L,对

IOSE80细胞的IC50 为73.62
 

μmol/L。根据1.3.2
的分组要求,故选20.0

 

μmol/L作为连翘苷高剂量组

的干预剂量,连翘苷中剂量组和连翘苷低剂量组的干

预剂量依次为10.0、5.0
 

μmol/L。见表1。
表1  不同浓度连翘苷干预后SKOV3细胞和IOSE80

   细胞增殖率比较(x±s,%)

浓度(μmol/L) SKOV3细胞 IOSE80细胞

0.0 100.00±13.28 100.00±9.52

2.5 97.58±10.29 99.78±3.52

5.0 88.26±7.62ab 92.46±8.61ab

10.0 75.09±5.10ab 84.68±9.40ab

20.0 53.95±8.40ab 70.36±5.31ab

40.0 31.28±9.26ab 59.26±6.29ab

80.0 14.16±5.92ab 41.28±10.21ab

160.0 3.26±2.18ab 26.08±6.28ab

F 56.982 37.017

P <0.001 <0.001

  注:与0.0
 

μmol/L比较,aP<0.05;与2.5
 

μmol/L比较,bP<

0.05。

2.2 各组SKOV3细胞凋亡率、MMP和细胞侵袭数

比较 与阴性对照组比较,其余各组细胞凋亡率增加

(P<0.05),MMP和细胞侵袭数降低(P<0.05);与
阳性对照组比较,各连翘苷剂量组细胞凋亡率降低

(P<0.05),MMP和细胞侵袭数增加(P<0.05)。各

连翘苷剂量组细胞凋亡率、MMP和细胞侵袭数比较,

差异均有统计学意义(P<0.05)。见表2。
表2  各组SKOV3细胞凋亡率、MMP和细胞

   侵袭数比较(x±s)

组别 细胞凋亡率(%) MMP(%) 细胞侵袭数(个)

阴性对照组 1.53±0.08 100.00±15.24 823.54±61.02

阳性对照组 12.32±0.83a 73.26±10.85a 251.05±17.20a

连翘苷低剂量组 4.04±0.40ab 91.26±4.10ab 716.27±59.27ab

连翘苷中剂量组 5.17±0.38abc 84.39±6.54abc 483.55±71.32abc

连翘苷高剂量组 8.42±0.79abcd 77.26±1.22abcd 364.10±19.53abcd

F 27.118 18.460 42.027

P <0.001 <0.001 <0.001

  注:与阴性对照组比较,aP<0.05;与阳性对照组比较,bP<0.05;

与连翘苷低剂量组比较,cP<0.05;与连翘苷中剂量组比较,dP<

0.05。

2.3 各组p-MEK/MEK、p-ERK/ERK和E-cadher-
in水平比较 与阴性对照组比较,其余各组细胞中p-
MEK/MEK和p-ERK/ERK降低,E-cadherin水平升

高,差异均有统计学意义(P<0.05);与阳性对照组比

较,各连翘苷剂量组细胞中p-MEK/MEK和p-ERK/

ERK升高,E-cadherin水平降低,差异均有统计学意

义(P<0.05)。各连翘苷剂量组细胞中p-MEK/

MEK、p-ERK/ERK和E-cadherin水平比较,差异均

有统计学意义P<0.05)。见表3、图1。
表3  各组p-MEK/MEK、p-ERK/ERK和E-

   cadherin水平比较(x±s)

组别 p-MEK/MEK p-ERK/ERK E-cadherin

阴性对照组 0.74±0.09 0.69±0.10 0.06±0.02

阳性对照组 0.31±0.04a 0.24±0.06a 0.68±0.09a

连翘苷低剂量组 0.56±0.08ab 0.46±0.05ab 0.20±0.04ab

连翘苷中剂量组 0.47±0.05abc 0.39±0.02abc 0.33±0.03abc

连翘苷高剂量组 0.39±0.10abcd 0.30±0.05abcd 0.42±0.12abcd

F 19.293 26.038 13.114

P <0.001 <0.001 <0.001

  注:与阴性对照组比较,aP<0.05;与阳性对照组比较,bP<0.05;

与连翘苷低剂量组比较,cP<0.05;与连翘苷中剂量组比较,dP<

0.05。

2.4 各组Bcl-2、Bax水平及Bcl-2/Bax比较 与阴

性对照组比较,其余各组细胞中 Bcl-2水平、Bcl-2/
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Bax降低,Bax水平升高,差异均有统计学意义(P<
0.05);与阳性对照组比较,各连翘苷剂量组细胞中

Bcl-2水平、Bcl-2/Bax升高,Bax水平降低,差异均有

统计学意义(P<0.05);各连翘苷剂量组细胞中Bcl-2
水平、Bcl-2/Bax和Bax水平比较,差异均有统计学意

义P<0.05)。见表4和图2。

  注:A为阴性对照组;B为阳性对照组;C为连翘苷低剂量组;D为

连翘苷中剂量组;E为连翘苷高剂量组。

图1  各组 MEK、p-MEK、ERK、p-ERK和E-cadherin
 

Western
 

blot检测结果

表4  各组Bcl-2、Bax水平及Bcl-2/Bax比较(x±s)

组别 Bcl-2 Bax Bcl-2/Bax

阴性对照组 0.42±0.05 0.07±0.02 6.00±0.73

阳性对照组 0.21±0.02a 0.37±0.03a 0.57±0.10a

连翘苷低剂量组 0.36±0.04ab 0.15±0.01ab 2.40±0.29ab

连翘苷中剂量组 0.33±0.08abc 0.20±0.04abc 1.65±0.37abc

连翘苷高剂量组 0.27±0.01abcd 0.31±0.02abcd 0.87±0.12abcd

F 68.093 51.229 40.925

P <0.001 <0.001 <0.001

  注:与阴性对照组比较,aP<0.05;与阳性对照组比较,bP<0.05;

与连翘苷低剂量组比较,cP<0.05;与连翘苷中剂量组比较,dP<

0.05。

  注:A为阴性对照组;B为阳性对照组;C为连翘苷低剂量组;D为

连翘苷中剂量组;E为连翘苷高剂量组。

图2  各组Bcl-2、Bax
 

Western
 

blot检测结果

3 讨  论

EOC通常被称为沉默的杀手,因其症状不典型,
直到晚期才能被发现,几乎失去了治疗的意义。EOC
除被诊断时间晚外,药物使用有限、易耐药以及化疗

相关的毒性也是其治疗的难点[10]。因此,迫切需要开

发新的药物。连翘苷是一种黄酮类化合物,具有巨大

的药理潜力。因此,本研究评估了连翘苷对卵巢癌

SKOV3细胞的抗癌作用。结果表明,连翘苷能显著

抑制SKOV3细胞的生长(IC50 为22.59
 

μmol/L)。
并且连翘苷对正常卵巢上皮细胞IOSE80细胞的毒性

较低(IC50 为73.62
 

μmol/L),表明连翘苷对癌细胞的

靶向作用更强。连翘苷的抗肿瘤作用已在肾癌和肝

细胞癌中被证实[11]。与上述研究一致,本研究通过流

式细胞术检测发现,连翘苷可以诱导SKOV3细胞凋

亡。本研究结果得到了先前研究[12]的进一步支持,该
研究报道了连翘苷诱导癌细胞凋亡。同时,本研究还

探讨连翘苷治疗EOC的潜在机制。

EOC的特点是腹腔内的局部生长和浅表浸润,而
不是像大多数肿瘤那样发生远处的血行转移。研究

表明,E-cadherin的丢失与EOC转移、腹膜扩散和患

者预后差有关,这表明E-cadherin具有抑制肿瘤侵袭

的功能[13]。事实上,小干扰 RNA(siRNA)沉默 E-
cadherin后可以通过上调α5整合素来增强EOC细胞

的侵袭能力[14]。本研究结果显示,连翘苷可促进SK-
OV3细胞中E-cadherin的表达。

由于恶性肿瘤细胞的过度增殖和侵袭是肿瘤的

特征,本研究认为E-cadherin可能在EOC的增殖和

侵袭中发挥重要作用。在SKOV3细胞中,由细胞-细
胞黏附引发的 MEK/ERK的激活依赖于E-cadherin,
靶向E-cadherin的siRNA及其特异性中和抗体都能

够阻止 MEK或ERK的磷酸化[15]。MEK级联是调

控正常细胞增殖、存活和凋亡的关键信号通路。MEK
级联的异常调控可导致癌症和人类其他疾病[16]。此

外,PI3K/Akt信号通路下游mTOR通路的异常阻断

了成纤维细胞生长因子2(FGF2)诱导的E-cadherin
下调和细胞侵袭[17]。因此,本研究探讨连翘苷 对

MEK/ERK通路的作用,并观察到连翘苷可以抑制

MEK和ERK的磷酸化,这表明连翘苷可能是靶向该

通路的潜在候选药物。虽然其抗癌作用没有顺铂强,
但考虑到其临床不良反应较少,连翘苷依然是一个有

潜力的抗癌药物[17]。

MEK/ERK被激活后,通过磷酸化一系列下游分

子来维持肿瘤细胞存活和促进增殖。MEK/ERK信

号通路的激活已被证明通过诱导抗凋亡蛋白Bcl-2表

达来支持鳞状细胞癌细胞的生存[18]。Bcl-2基因是关

键的抗凋亡基因之一,Bax基因是促凋亡基因,Bcl-2
和Bax之间的平衡被认为在细胞凋亡通路中起主要

作用[19]。Bcl-2/Bax的平衡被破坏后,导致线粒体膜

通透性发生变化,细胞液进入线粒体,使 MMP降低,
导致线粒体中三磷酸腺苷(ATP)合成能力下降,进一

步激活半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶(Caspase)家
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族,导致Caspase-3激活,最终诱导发生不可逆的细胞

凋亡[20-21]。为了确定细胞凋亡是否遵循线粒体路径,
本研究测定了连翘苷对 MMP的影响,并观察到连翘

苷显著降低了 MMP,这与Bcl-2/Bax降低有关。有

研究显示,具有细胞凋亡诱导特性的药物表现出减轻

耐药的潜力,本研究结果表明,连翘苷具有细胞凋亡

诱导特性,提示连翘苷可能是治疗EOC的重要药物。
综上所述,连翘苷通过抑制 MEK/ERK信号通

路,诱导SKOV3细胞凋亡,从而抑制SKOV3细胞增

殖和侵袭。本研究初步证实连翘苷是治疗EOC的潜

在候选药物,但其具体作用剂量及潜在作用机制仍需

开展大量实验来明确。本研究仅基于细胞学单一通

路的研究,EOC细胞功能的调控可能涉及多条信号通

路的协调作用,本研究将在后续的研究中进行探讨。
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