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小豆蔻明调控自噬抑制卵巢癌 SKOV3细胞增殖的研究 *
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摘要 目的：卵巢癌为女性常见病，死亡率高，分子靶向治疗药物较少，研发高效低毒的靶向新药意义重大。细胞自噬（autophagy）

维持着细胞内稳态和生长，是抗癌药物作用的关键靶部位。本课题旨在明确小豆蔻明（Cardamonin，CAR）调控自噬对卵巢癌
SKOV3细胞增殖的影响。方法：体外培养卵巢癌 SKOV3细胞，不同药物分组处理，荧光显微镜下观察单黄酰戊二胺（MDC）染色

后细胞自噬囊泡，Western Blot法检测细胞自噬相关蛋白 LC3的表达，四氮唑蓝（MTT）法观察 SKOV3细胞增殖情况，流式细胞

术检测 SKOV3细胞凋亡的变化。结果：自噬抑制剂 3-MA显著性降低 SKOV3细胞内MDC染色的荧光颗粒数目、LC3Ⅱ蛋白表
达，抑制细胞增殖；而 CAR（高、中剂量）、雷帕霉素和 AZD8055与 3-MA联用后细胞内MDC荧光颗粒数目增多、LC3Ⅱ蛋白表达

增加、细胞增殖抑制率及凋亡率明显升高；且高剂量 CAR（10-5 mol·L-1）的作用比低剂量 CAR（10-6 mol·L-1）明显。结论：CAR能够

抑制 SKOV3细胞增殖，诱导细胞自噬，促进细胞凋亡。CAR有望成为卵巢癌药物治疗的先导化合物。本研究为进一步研发此类

化合物提供了实验依据及一定的理论基础。
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Study on the Inhibitory Effect of Cardamonin on Ovarian Cancer
SKOV3 Cells by Regulation of Autophagy*

Ovarian cancer is a common gynecologic disease with high mortality. Currently, there are few molecular
targeted drugs. So it's significant to develop efficient new drugs with low toxicity targeted ovarian cancer. The aim of this study is to

investigate the effect of Cardamonin (CAR) on ovarian cancer SKOV3 cell proliferation by regulating autophagy. SKOV3 cells

were cultured and treated with different drugs. The autophagic vesicle with MDC stains were observed by a fluorescence
microscope and the protein expression of autophagic protein LC3 was detected by Western blot. Cells proliferation was assayed with

MTT method and flow cytometry was used to detect cells apoptosis. The autophagy inhibitor 3-MA significantly decreased the
MDC stained fluorescent dots and the expression of LC3Ⅱ protein in SKOV3 cells. Cell proliferation was also significantly inhibited by

3-MA. However, both MDC stained fluorescent dots and the expression of LC3Ⅱ protein were markedly increased in SKOV3 cells

treated by CAR (high- and low-dose), rapamycin and AZD8055 combined with 3-MA, and, furthermore, cell proliferation inhibition and

cell apoptosis were distinctly increased. High-dose of CAR had a stronger effect compared with low-dose. CAR could inhibit

the SKOV3 cell proliferation and induce autophagy and apoptosis in SKOV3 cells. CAR is expected to become the lead compound for
drug therapy of ovarian cancer. This study provided experimental and theoretical basis for further development of these compounds.
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前言

自噬（autophagy）可将胞质中大分子物质和一些细胞内源

性底物在囊泡中大量降解，实现再循环，对于维持细胞内稳态

和生长十分重要。在某些特定条件下，自噬能引发一种不同于

凋亡作用的细胞死亡，称为自噬性细胞死亡[1]。此外，自噬能够

限制肿瘤细胞坏死和炎症反应，减轻代谢应激时能量压力造成

的基因损伤，进而抑制肿瘤进一步发生[2]。研究表明，自噬作用

的缺陷与多种肿瘤的发生发展密切相关[3,4]；在卵巢组织中，由

于自噬体形成所需的基因缺失能促进卵巢癌的形成[5]。因此，诱

导细胞自噬可望成为卵巢癌治疗的新方法。

哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mammalian target of rapamycin,
mTOR）能够抑制多种自噬相关蛋白活性，降低细胞的自噬作

用，是自噬的主要调控因子。小豆蔻明（Cardamonin, CAR）是从
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姜科植物草豆蔻中提取的黄酮类单体。近期研究证实，CAR能

够抑制血管平滑肌细胞及肿瘤 A549细胞增殖，其作用机制可

能与靶向抑制 mTOR活性有关[6,7]。然而，CAR是否诱导自噬发

生，以及诱导的自噬是否发挥抗肿瘤作用尚不明确。本研究主

要通过 MTT法考察 CAR对卵巢癌 SKOV3细胞增殖的影响；

流式细胞仪测定细胞凋亡；Western Blot检测自噬蛋白 LC3的

表达以及 MDC荧光染色检测细胞自噬水平，旨在明确 CAR

抑制卵巢癌细胞增殖的作用机制，为筛选卵巢癌治疗的新型药

物提供新思路，为进一步研发此类化合物提供实验依据及奠定

理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 仪器 CO2培养箱（SANYO MCO-20AIC型），酶联免疫检

测仪（Bio-Rad Model 680），倒置显微镜（Nikon AFX-DX型），倒

置荧光显微镜（Olympus IX51型），流式细胞仪（BD FACSC au-

to TMⅡ）。

1.1.2 试剂 胎牛血清购自杭州四季青生物工程材料有限公司；

Mccoy's 5A购于北京迈晨科技有限公司；胰蛋白酶购自美国
Difco公司。LC3抗体购于美国 Cell Signaling Technology公司。
3-甲基腺嘌呤（3-MA）、单丹磺酰戊二胺（MDC）、MTT 为美国
Sigma公司产品，细胞凋亡试剂盒购于上海 Roche公司。
1.2 方法
1.2.1细胞株及其培养 人卵巢癌细胞 SKOV3购自武汉博士德

公司，培养于含 10 %胎牛血清、青霉素 100 U·mL-1、链霉素 100

滋g·mL-1的 Mccoy's 5A培养基，常规培养于 37℃、5 % CO2培

养箱中，细胞单层贴壁生长，待细胞融合至 70 % ~ 80 %时胰蛋

白酶消化传代。

1.2.2 MDC荧光染色检测自噬水平 取对数生长期 SKOV3细

胞，调整细胞浓度后接种于 6孔板，次日给药干预，24 h后用
0.05 mmol·L-1 MDC于 37 ℃孵育 30 min，PBS洗两次，使用荧

光显微镜进行观察、拍照。

1.2.3 Western Blot检测 LC3蛋白表达 SKOV3细胞经给药处

理 48 h 后，分别提取出细胞总蛋白。蛋白定量以后，进行
SDS-PAGE凝胶电泳、转膜、抗体封闭、洗膜、孵育一抗及二抗，

运用 ECL发光试剂曝光后显影、定影。以 茁-actin作为内参，应

用 Quantity One软件进行半定量分析。

1.2.4 MTT法测定 SKOV3细胞增殖 收集对数期细胞，调整细

胞悬液浓度为 105个·mL-1，每孔加入 200 滋L，置 5 % CO2，37
℃培养 12 h，加入 3-MA（5× 10-3 mol·L-1）、CAR1（10-6 mol·L-1）、

CAR2（10-5 mol·L-1）及阳性对照药雷帕霉素（RAP，10-7mol·
L-1）、AZD8055（AZD，10-7 mol·L-1），各组平行 6个孔，继续培养
48 h后，每孔加入 20 滋L 0.5 % MTT溶液，继续培养 4 h，小心

吸取孔内培养液；每孔加入 150 滋L DMSO，低速振荡 15 min，
在酶联免疫检测仪波长 490 nm处测量各孔的吸光值，并计算

细胞增殖抑制率（IR）% =（阴性对照组 A490nm - 实验组
A490nm）/阴性对照组 A490nm× 100 %。
1.2.5 流式细胞术检测 SKOV3细胞凋亡 给药处理后，用 4 ℃

预冷的 PBS洗细胞两次，用结合缓冲液重新悬浮细胞，调节其

浓度为 1× 106个·mL-1。取 500 滋L细胞悬液，加入 5 滋L Anne-
xin V FITC混匀后，加入 5 滋L的 PI溶液。混匀后于室温避光

孵育 15 min。流式细胞仪检测并用相应软件进行分析。
1.2.6 统计学分析 数据用均数 ± 标准差（X± SD）表示，使

用 SPSS 16.0统计软件，多组间比较用单向方差分析（One-way

ANOVA），两组间比较采用 Student's t检验，显著性界限定为
0.05。

2 结果

2.1 CAR联用 3-MA对 SKOV3细胞自噬的影响
2.1.1 MDC 染色观察 SKOV3 细胞自噬水平 MDC 能聚集于

自噬泡，是目前检验自噬发生的特异性染料。3-MA能特异性阻
断自噬泡和溶酶体的融合，常作为自噬抑制剂。与 Control组比

图 1 小豆蔻明联用 3-MA处理 SKOV3细胞 24 h后 MDC染色图片

A. Control；B. 3-MA；C. CAR1 + 3-MA；D. CAR2 + 3-MA；E. RAP + 3-MA；F. AZD+ 3-MA

Fig.1 Pictures of MDC stained SKOV3 cells treated by CAR combined with 3-MA for 24 h

A. Control；B. 3-MA；C. CAR1 + 3-MA；D. CAR2 + 3-MA；E. RAP + 3-MA；F. AZD+ 3-MA
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较，3-MA（5× 10-3 mol·L-1）组细胞内明亮颗粒数明显减少，表明

3-MA 能降低 SKOV3细胞的自噬水平。给药前 1 h 用 3-MA

（5× 10-3 mol·L-1）预处理细胞后，CAR、RAP及 AZD各组细胞

内明亮颗粒数目明显增多，表明 CAR、RAP及 AZD能够诱导
自噬发生（图 1）。
2.1.2 CAR 联用 3-MA 对 LC3 蛋白表达的影响 本实验通过

Western blot检测 LC3的表达以定量测定 SKOV3细胞的自噬

活性。结果显示，3-MA（5× 10-3 mol·L-1）组细胞内 LC3Ⅱ含量显

著低于 Control组（P < 0.01），进一步表明 3-MA能降低细胞自
噬。与 Control组相比，CAR，RAP，AZD联合 3-MA给药组细

胞中 LC3Ⅱ表达量明显升高（图 2）。其中高剂量 CAR的作用

显著强于 CAR和 AZD。

图 2小豆蔻明联用 3-MA对 SKOV3细胞 LC3Ⅱ蛋白表达的影响

1. Control；2. 3-MA；3. CAR1 + 3-MA；4. CAR2 + 3-MA；5. RAP +

3-MA；6. AZD + 3-MA

Fig.2 The protein expression of LC3 after combined treatment of CAR

with 3-MA

1. Control；2. 3-MA；3. CAR1 + 3-MA；4. CAR2 + 3-MA；5. RAP +

3-MA；6. AZD + 3-MA

注：与 Control组比：#P < 0.05，##P < 0.01。

Note: Compared with Control group: #P < 0.05, ##P < 0.01.

2.2 CAR联用 3-MA对细胞增殖的影响
3-MA（5× 10-3 mol·L-1）能明显抑制 SKOV3细胞增殖（P

< 0.01）。3-MA与 CAR、RAP、AZD联合给药干预下，与 Control

组比较，SKOV3细胞增殖明显受到抑制，各给药组的细胞增殖

抑制率明显升高。由此可见，CAR诱导的自噬作用能进一步抑

制 SKOV3细胞的增殖（图 3）。
2.3 小豆蔻明联用 3-MA对细胞凋亡的影响

流式细胞术检测细胞凋亡的结果显示，给药之前用 3-MA

（5× 10-3 mol·L-1）预处理细胞 1 h，与 Control组（凋亡率 5.4 ±
0.604 %）比较，3-MA + CAR 10-6、10-5 mol·L-1（凋亡率分别为

40.2 ± 0.407 %，54.6 ± 0.514 %）、3-MA + RAP（凋亡率 51.2

± 0.329 %）、3-MA + AZD（凋亡率 48.3 ± 0.427 %）组的细胞

凋亡显著升高（P < 0.01）（图 4、图 5）。

图 3 小豆蔻明联用 3-MA对 SKOV3细胞增殖的影响

Fig.3 the effect of SKOV3 cell proliferation by treatment of CAR

combined with 3-MA

注：与 Control组比：##P < 0.01；与 3-MA组比：**P < 0.01。

Note: Compared with Control group; ##P < 0.01; compared with 3-MA

group: **P < 0.01.

3 讨论

近年来，国内外的研究表明 CAR具有抗炎、抗氧化、抗血

小板聚集、抗肿瘤等药理活性[8-10]。本课题组前期研究结果证实

CAR具有抑制血管平滑肌细胞和非小细胞肺癌 A549细胞异

常增殖的作用；以及 CAR能逆转胰岛素抵抗及其诱导的血管

增生性病变，其作用机制与抑制 mTOR通路分子的活性有关
[6,7,11,12]。而 mTOR是自噬的主要调控因子[13-16]。细胞营养物质或

生长因子充足时，mTOR通路被激活，促进细胞增殖并抑制自

噬发生。相反，营养物质缺乏时 mTOR通路受抑制，诱导自噬
以促进自身存活。

抑制 mTOR活性而诱导自噬发生，能起到抗肿瘤作用。雷

帕霉素、AZD8055分别为 mTOR变构及激酶抑制剂，二者靶向
mTOR抑制肿瘤细胞的异常增殖，并诱导自噬作用的发生[14,17]。

雷帕霉素及其新型小分子增强剂（SMERs）诱导的自噬作用，也

能降低亨廷顿病小鼠模型中聚谷氨酰胺的毒性[18,19]。雷帕霉素

类似物 RAD001抑制乳突状甲状腺癌细胞 mTOR活性，诱导

的自噬作用能增强其对放射治疗及化疗的敏感性[20]。此外，研

究证实，AZD8055能抑制 H838、A549细胞以及急性髓性白血

病细胞增殖并诱导自噬发生[17,21,22]。

3-MA常作为自噬抑制剂。它能够特异性阻断自噬泡与溶

酶体的融合，进而干扰或阻止自噬体的形成[23]。MDC是一种谷

氨酞胺转移酶抑制剂[24]，主要聚集于自噬泡内。MDC染色后通

过观察细胞内明亮颗粒的密集程度，可在一定程度上反映细胞

自噬的水平。而自噬发生时，胞质形式的微管相关蛋白 1轻链
3Ⅰ（LC3Ⅰ）连接到自噬体胞膜上的磷脂酰乙醇胺形成 LC3-磷
脂酰乙醇胺共轭体（LC3Ⅱ）。因此，LC3的变化能用于监测自

噬相关过程[25]。本研究结果证实，3-MA处理组的细胞内 MDC

染色明亮颗粒数量、LC3Ⅱ蛋白表达明显低于 Control组，表明
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3-MA 能降低正常 SKOV3 细胞自噬的水平。而 CAR（10-6

mol·L-1、10-5 mol·L-1）、RAP 及 AZD 与 3-MA 联合给药组细胞

内明亮颗粒数量、LC3Ⅱ蛋白表达均明显增加，表明 CAR能诱

导自噬发生。

为了初步探讨自噬对细胞增殖及凋亡的影响，本研究采用

3-MA提前孵育 SKOV3细胞 1 h以阻断自噬的作用。3-MA单

独给药组能明显抑制 SKOV3的细胞增殖，而 CAR（10-6 mol·
L-1、10-5 mol·L-1）、RAP、AZD与 3-MA联用后，细胞增殖抑制率

进一步明显提高。Annexin ⅤFITC -PI双染流式分析结果显示，

各给药组细胞凋亡率显著升高，CAR（10-6mol·L-1、10-5 mol·L-1）

+ 3-MA 的凋亡率分别达到 40.2 %及 54.6 %。由上述结果可

知，CAR诱导的自噬能提高 SKOV3细胞增殖抑制率及细胞凋

亡。

综上得出以下结论：CAR抑制 SKOV3细胞增殖且诱导细

胞自噬发生；CAR诱导的自噬能提高细胞增殖抑制率及细胞

凋亡。推测其作用机制可能与抑制 mTOR信号通路有关，其分

子调控的详细机制有待进一步验证。细胞凋亡是清除非正常生

长细胞的重要机制。CAR也能诱导细胞凋亡。进一步研究 CAR

对凋亡蛋白的影响有助于阐明 CAR抗肿瘤的作用机制。CAR

为中药草豆蔻的有效成分，药源丰富；且对免疫抑制作用小，毒

性低，此类药物具有广阔的研发前景。
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