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Genistein对卵巢癌铂类耐药细胞株 CP70增殖凋亡的影响
及与细胞内 ROS的相关性
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摘要 目的：探讨 Genistein对卵巢癌铂类耐药细胞 CP70增殖、凋亡的影响及与细胞内活性氧水平的关系。方法：采用 MTT法检

测 Genistein对 CP70细胞增殖的影响；流式细胞仪分析不同药物处理后对细胞凋亡的影响，线粒体膜电位及细胞内 ROS水平的

变化情况。结果：Genistein对 CP70细胞增殖表现出剂量和时间依赖性的抑制作用，并能诱导其凋亡；Genistein作用于 CP70细胞

后，可使其线粒体膜电位降低，并引发了细胞内 ROS水平的显著升高；ROS抑制剂 NAC预处理 CP70细胞后，有效抑制了 ROS

的产生，并降低了细胞凋亡率，与未加 NAC组相比差异有显著性（P<0.05）。结论：Genistein能抑制铂类耐药卵巢癌细胞 CP70的
增殖，并促进其凋亡，这与细胞内 ROS水平的升高有关，可能是 Genistein抗肿瘤诱导细胞凋亡的机制之一。

关键词：Genistein；活性氧；卵巢癌；细胞凋亡；NAC

中图分类号：R737.31 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2014）05-841-05

Effects of Genistein on Proliferation, Apoptosis and the Level of ROS
in Human Ovarian Carcinoma Cell CP70

To investigate the effects of Genistein on proliferation, apoptosis and the level of ROS in drug resistant

Human Ovarian Carcinoma Cell CP70. The growth inhibitory effect of different drugs on CP70 cells was detected by MTT
assay. The apoptosis rate was determined by flow cytometry. Mitochondrial membrane potential and the level of ROS were measured by

flow cytometry. The exerted inhibitory effect of Genistein on CP70 cells in a time and dose dependent manner, and it could

induce the apoptosis of CP70 cells. Genistein reduced the mitochondrial membrane potential and increased the level of ROS. After

pretreatment with antioxidant NAC, the level of ROS was effectively inhibited, meanwhile mitochondrial membrance potential increased

and apoptotic rate decreased. Genistein inhibited the proliferation and induced apoptosis, and is related to the increased of

ROS in cisplatin-resistant ovarian cancer cell CP70. It may be one of the mechanism of apoptosis induced by Genistein in CP70 cells.
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前言

肿瘤是威胁人类健康的重大疾病和难治性疾病，目前高效

低毒的抗肿瘤药物甚少，发掘中药资源，从中寻找出高效低毒

的抗肿瘤药物，将会对人类健康作出巨大贡献。Genistein（4'，
5，7-三羟基异黄酮，即染料木黄酮）作为一种天然无毒的植物

多酚类化合物，主要存在于豆类植物中。因其结构与雌二醇相

似，也称之为植物雌激素。Genistein具有广泛的生物学活性，包

括抗肿瘤，抗氧化，抗炎，改善心血管功能等，尤其在抗肿瘤方

面，具有很大的潜能。关于 Genistein的体内外实验及流行病学

资料均表明，Genistein对多种肿瘤细胞均有抑制作用[1-5]，但其

具体作用机制尚未完全阐明。本实验观察了 Genistein对卵巢

癌铂类耐药细胞 CP70增殖、凋亡的影响，并对活性氧（reactive

oxygen species, ROS）水平的改变在其中的作用进行了初步研
究，探讨其抗肿瘤的可能机制。

1 材料与方法

1.1 实验材料

人卵巢癌细胞系顺铂耐药株 CP70，由西京医院妇产科实

验室保存。Genistein、二甲基亚砜（DMSO）、噻唑蓝（MTT），
NAC 均购自 Sigma公司；顺铂（齐鲁制药厂）；DMEM 培养基

（Gibco公司）；胎牛血清（四季青）；活性氧检测试剂盒（南京凯

基生物技术公司）；全自动酶标仪；流式细胞仪。

1.2 方法
1.2.1 细胞培养 卵巢癌耐药细胞株 CP70培养于含 10 %胎牛
血清的 DMEM高糖培养液中，DMEM中加入青链霉素的浓度

为 100 U/mL，置于 37 ℃、5 % CO2、饱和湿度培养箱中，2-3 天

传代 1次，所有实验操作均采用对数生长期的细胞。
1.2.2 Genistein 对 CP70 细胞增殖的影响 取对数生长期的
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CP70细胞, 4× 103个 /孔接种于 96孔培养板, 置于 37 ℃ , 5 %

CO2饱和湿度培养箱中培养 12小时，细胞贴壁后弃去培养液,

然后加入含不同浓度药物的培养基 200滋L，对照组只加
DMEM 培养基，Genistein 组浓度分别为 0，5，10，20，40，80

ug/ml；每组均设 6个复孔。分别培养至加药后 24 h，48 h，72 h。

每孔加入 MTT (5 mg/ml, 20滋L)，继续孵育 4 h后弃培养液，每

孔加入 DMSO 150滋L，振荡 10 min，用酶标仪检测 570 nm处吸

光值，按以下公式计算：细胞增殖抑制率 =(对照组平均值 -实

验组平均值) /对照组平均值× 100 %，并绘制曲线。
1.2.3 Genistein 对细胞凋亡的影响 调整细胞密度为 105个

/mL，接种于 6孔培养板中，每孔 3 mL，培养 24 h后弃培养液。

每空加入 Genistein终浓度分别为 0、10、20、40 滋g/mL，同时设

不加药物的对照组，于 48 h后收集细胞，用预冷的 PBS洗涤

细胞 2次。按 Annexinv-FITC试剂盒说明操作，利用流式细胞

仪上机检测各组凋亡情况。

1.2.4 Genistein 对细胞内 ROS水平的影响 调整 CP70细胞

密度为 105个 /mL，接种于 6孔培养板中，每孔 3 mL，分别加入

终浓度 0、10、20和 40 滋g/mL的 Genistein，在加药处理后 12 h，

收集细胞，用预冷的 PBS (pH 7.2)洗涤后，各不同处理组分别加

入终浓度为 10 滋mol/L的 DCFH-DA 500 滋L重悬细胞，在 37

℃、5 % CO2培养箱内避光孵育 30 min，用 PBS 洗涤 3次，离
心，弃上清。每管沉淀内加 PBS 500 滋L重悬细胞，流式细胞仪
检测分析荧光强度。

1.2.5 Genistein对细胞内线粒体膜电位的影响 调整 CP70 细
胞密度为 105个 /mL，接种于 6孔培养板中，每孔 3 mL，分别加
入终浓度为 0、10、20和 40 滋g/mL的 Genistein，在加药处理后
12 h，收集细胞，用预冷的 PBS洗 2遍后，按线粒体膜电位检测

试剂盒操作，加入 JC-1，继续在 37 ℃、5 % CO2培养箱内避光

孵育 20 min后用 PBS洗涤 3次，离心，弃上清。每管沉淀内加
PBS 500 滋L重悬细胞，流式细胞仪检测分析平均荧光强度。

1.2.6 ROS抑制剂 NAC 预处理 CP70细胞后分别用流式细胞

仪检测各指标的变化 NAC（N-乙酰 -L-半胱氨酸），为 ROS抑
制剂，终浓度为 5 mmol/L，预先处理 CP70细胞 2小时后，再分

别加入 20 滋g/mL的 Genistein，分别检测细胞内 ROS水平，凋

亡率及线粒体膜电位的变化。

1.3 统计学处理

所有数据均以平均数± 标准差(x± s)表示，采用 SPSS 12.0

统计软件，对实验结果进行单因素方差分析，P＜0.05认为两者

间存在显著差异。

2 结果

2.1 Genistein对卵巢癌顺铂耐药株 CP70细胞增殖的影响

结果显示，同一时间，随着 Genistein浓度的增加，其对
CP70细胞的增殖抑制作用也逐渐增强；同一浓度，随着作用时

间的延长，Genistein对 CP70细胞的增殖抑制作用也增加。由

此可见，Genistein对 CP70细胞增殖抑制作用具有时间 -剂量

依赖性（图 1）。

图 1 Genistein对 CP70细胞的增殖抑制作用

Fig.1 Effect of Genistein on cell proliferation of CP70 cells

图 2 流式检测 Genistein对 CP70细胞凋亡的影响

Fig.2 Effect of Genistein on cell apoptosis of CP70 cells detected by flow cytometry
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2.2 Genistein对 CP70细胞凋亡的影响

不同浓度的 Genistein分别作用于 CP70 细胞 48 h 后，应

用流式细胞仪检测其凋亡率（图 2）；与空白对照组相比，各浓

度的 Genistein均能引起 CP70细胞的凋亡（P<0.05），并且凋亡
率随其浓度的增加而增大，呈明显的剂量依赖性（图 3）。

图 3 不同浓度的 Genistein作用于 CP70细胞 48 h后的凋亡率

Fig.3 Apoptosis rate of CP70 cells treated with Genistein for 48 hours

图 4 Genistein对 CP70细胞内 ROS水平的影响

Fig.4 Effect of Genistein on the level of ROS in CP70 cells

2.3 Genistein对 CP70细胞内 ROS水平的影响
ROS检测结果显示，10、20 和 40 滋g/ml的 Genistein分别

作用于 CP70细胞 12 h后，与空白对照组相比，细胞内的 ROS

水平明显升高，并且随其浓度增加，ROS的水平也增加（图 4）。
2.4 Genistein对 CP70细胞内线粒体膜电位的影响

线粒体膜电位检测结果显示（图 5），不同浓度的 Genistein

处理 CP70细胞 12 h后，其线粒体膜电位均明显降低，低于对

照组，且呈一定的量效关系。

图 5 不同浓度的 Genistein对线粒体膜电位的影响

Fig.5 Effect of Genistein with different concentrations on mitochondrial membrance potential in CP70 cells

2.5 ROS抑制剂 NAC预处理 CP70细胞后各指标的变化情况
NAC预处理 CP70细胞 2 h后，再分别加入 20 滋g/mL的

Genistein，检测细胞内 ROS水平，细胞凋亡率及线粒体膜电位

的变化（图 6）。结果显示，Genistein处理组与 NAC预处理组相

比，CP70细胞内的 ROS水平明显降低，凋亡率也随之降低，而
线粒体膜电位水平则升高（图 7）。

3 讨论

卵巢癌是妇科常见的恶性肿瘤，发病率仅次于宫颈癌，病

死率高居榜首[6]。以顺铂为基础的联合化疗在卵巢癌的综合治

疗中占有重要的位置，但由于肿瘤细胞耐药性的产生，限制了

它的临床应用，铂类耐药给临床上卵巢癌的治疗也带来了困

扰，这表明寻找新的方法克服卵巢癌铂类耐药对于提高患者的

整体生存率是非常重要的[7]。

Genistein（4'，5，7-三羟基异黄酮，即染料木黄酮）属于异黄

酮类化合物，主要存在于豆类植物中。由于其结构与雌二醇相
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似，能与雌激素受体结合，产生雌激素样效应，故又称为植物雌

激素。Genistein具有广泛的生理、药理学活性，尤其在肿瘤的预

防和治疗方面，以其天然、低毒的特性得到了广泛的重视。关于

Genistein的体内外实验及流行病学资料均表明，Genistein对多

种肿瘤细胞均有抑制作用，并且可以增加耐药肿瘤细胞对化疗

药物的敏感性[8]，但其具体作用机制尚未完全阐明。

本研究通过 MTT 比色法检测 Genistein对卵巢癌顺铂耐

药株 CP70细胞增殖抑制情况，结果表明，不同浓度的 Genistein

对 CP70细胞的增殖均表现出一定程度的抑制作用，并呈时间

剂量依赖性趋势。不同浓度的 Genistein作用于 CP70细胞 48 h

后，诱导了 CP70细胞的凋亡，并随其浓度的增加，细胞的凋亡

率也增加，具有浓度依赖性。本研究结果表明 Genistein可以通

过抑制 CP70 细胞的增殖及诱导其凋亡来发挥抗肿瘤作用。
ROS（reactive oxygen species）即氧自由基及其衍生物，是细胞

代谢的正常产物，主要产生于线粒体氧化代谢中[9]。细胞内的氧

化 -还原状态对于细胞的生长、增殖、凋亡都至关重要，而 ROS

是维持细胞内这种氧化 -还原状态平衡的主要因素 [10]。过去

ROS一直被认为只是一类损伤细胞的毒性物质，近来许多研究

表明活性氧与细胞凋亡密切相关，ROS在多种抗肿瘤药物诱导

凋亡过程中起着介导和调节作用[11]，它可以起始和执行细胞凋

亡[12]。

Genistein一直被认为是天然的抗氧化剂，是 ROS的清除

剂[13]，但事实上 Genistein具有氧化还原的双重功能，既可以抗

图 6 N-乙酰 -L-半胱氨酸预处理后流式检测各指标的变化

Fig.6 Effect of the pretreatment of NAC on CP70 cells detected by flow cytometry

图 7 N-乙酰 -L-半胱氨酸预处理后各指标的变化

Fig.7 Effect of the pretreatment of NAC on CP70 cells detected by flow

cytometry

ROS Level

Apoptosis
Rate

Mitochondrial
membrance

potential in CP to cells

The rate of apoptosis Membrane potential

844窑 窑



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.5 FEB2014

氧化，又可以促氧化[8]。一般认为在疾病的预防上，Genistein通

过抗氧化和清除自由基来发挥作用。但在抗肿瘤和诱导肿瘤细

胞凋亡方面其促氧化作用更为重要[14,15]。Genistein促进肿瘤细

胞凋亡的作用可能与其介导的氧化应激有关，其可能作为一个

促氧化的代表，通过刺激细胞内 ROS的产生来促进肿瘤细胞

的凋亡，发挥抗肿瘤的作用[16-18]。

为进一步验证 Genistein引发的细胞内 ROS 水平升高与

其诱导的 CP70细胞凋亡之间的相关性，本研究进一步用 ROS

的抑制剂 NAC预处理 CP70细胞 2 h后，再加入 Genistein，分

别检测细胞内 ROS水平，细胞凋亡率及线粒体膜电位的变化。

结果表明，抗氧化剂 NAC的预处理，降低了 Genistein引发的
ROS的产生，CP70细胞的凋亡率也随之降低，而线粒体膜电位

反而升高。这些结果表明，Genistein通过引发 ROS的产生诱导

了 CP70细胞的凋亡，ROS在其诱导肿瘤细胞凋亡过程中发挥
着重要的作用。

综上所述，Genistein能够以时间剂量依赖的方式抑制卵巢

癌顺铂耐药株 CP70细胞的增殖，并能诱导 CP70细胞的凋亡，

在此过程中 ROS发挥着重要的作用。
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