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瘦素对卵巢癌细胞 SKOV3增殖及凋亡的影响 *
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摘要目的：探讨瘦素对人卵巢癌 SKOV3细胞增殖及凋亡的影响及其作用机制。方法：用不同浓度的瘦素(0、50、100、200 ng/mL)处

理人卵巢癌 SKOV3细胞 48 h后，采用 MTT法检细胞的生长；以血清饥饿诱导细胞凋亡，同时给予瘦素刺激，Annexin V/PI双染

法检测细胞凋亡的变化；western blotting分析 p21、cyclin D1、Bcl-2、Bax蛋白的表达水平和 ERK1/2通路的活化情况。结果：瘦素

以剂量依赖性的方式促进人卵巢癌 SKOV3细胞的增殖，同时抑制血清饥饿诱导的细胞凋亡。瘦素处理可下调 p21和上调 cyclin

D1的表达，抑制促凋亡分子 Bax的表达和上调抗凋亡分子 Bcl-2的表达。瘦素可诱导细胞中 ERK1/2通路的活化，其抑制剂
PD98059可明显抑制瘦素诱导的促细胞增殖和抗凋亡作用，同时伴随有 cyclin D1、Bcl-2蛋白表达的下调和 Bax的上调。结论：瘦
素可能通过活化 ERK1/2通路调节细胞有丝分裂进程，进而促进卵巢癌细胞的增殖；同时通过调节凋亡相关蛋白 Bcl-2和 Bax的

表达抑制卵巢癌细胞的凋亡。
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Effect of Leptin on the Proliferation and Apoptosis of Ovarian Carcinoma
SKOV3 Cells*

To investigate the effect and the underlying molecular mechanism of leptin on the proliferation and
apoptosis of ovarian carcinoma SKOV3 cells. After stimulation with various doses of leptin (0, 50, 100, 200 ng/mL) for 48 h,

the cell proliferation rate was analyzed by MTT colorimetry. Serum deprivation was used to induce cell apoptosis in SKOV3 cells
stimulated with leptin. Cell apoptosis was assessed by double staining with Annexin V and propidium iodide. The expression levels of

p21, cyclin D1, Bcl-2, Bax and ERK1/2 pathway were detected by western blotting. Leptin promoted the cell proliferation and

dampened the apoptosis rates induced by serum deprivation in a dose-dependent manner. Furthermore, leptin treatment down-regulated

the expression levels of p21, up-regulated the cyclin D1 expression. Moreover, an obvious down-regulation of Bax protein and

up-regulation of Bcl-2 was confirmed in SKOV3 cell treated with leptin. Leptin dramatically induced the activation of ERK1/2 pathway,
and blocking this pathway with its inhibitor PD98059 strikingly attenuated leptin-induced proliferation and anti-apoptosis effect in

SKOV3 cell, concomitant with the decrease of cyclin D1 and Bcl-2 expression and increase of Bax expression. Leptin could

promote the SKOV3 cell proliferation and inhibit the apoptosis by the activation of ERK1/2 signaling to regulate SKOV3 cell mitosis and

expression levels of apoptosis-related protein.
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前言

卵巢癌是最常见的妇科恶性肿瘤之一，死亡率高居女性妇

科恶性肿瘤之首，严重威胁着女性的生命和健康[1，2]。目前，临床

上多采用手术、化疗和放疗结合的综合疗法治疗卵巢癌，尽管

具有一定的临床疗效，但并不能提高晚期卵巢癌患者的 5年生

存率[3]。近期的研究表明，肥胖与多种肿瘤的发生发展有关[4，5]。

瘦素(leptin)又名肥胖荷尔蒙，是主要由脂肪细胞分泌的一种激

素样蛋白，在调节能量代谢、血管形成、创伤修复、免疫调节等

方面具有重要作用[6-8]。近年来，瘦素作为联系肥胖与肿瘤之间
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图 1瘦素对 SKOV3细胞增殖的影响

Fig. 1 Effect of leptin on the proliferation of SKOV3 cells

*P<0.05 versus letin untreated group

的枢纽，已成为国内外癌症相关领域研究的热点[9，10]。瘦素在癌

症组织中呈高表达，可参与食管癌、直肠癌、胰腺癌等的病理进

程[9，11，12]。但瘦素对卵巢癌的影响及其机制目前尚不清楚。本研

究旨在体外观察瘦素对卵巢癌细胞 SKOV3的增殖及凋亡的
影响，同时探讨其相应的作用机制，以期为研制新型抗卵巢癌

的药物奠定理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 细胞株 人浆液性上皮性卵巢癌细胞株 SKOV3 购自

美国 ATCC公司(American Type Culture. Collection)。
1.1.2 试剂 胎牛血清和 MTT购自华美生物工程有限公司；
ERK1/2 抑制剂 PD98059 购自 Calbiochem 公司；Annexin

V-FITC／ PI细胞凋亡检测试剂盒购自美国 Becton Dickinson

公司；鼠抗人 p21、Bax和 Bcl-2单克隆抗体购自美国 Abcam

公司；兔抗人 ERK1/2和 p-ERK1/2的抗体购自 Cell Signaling

Technology公司。
1.2 方法
1.2.1 细胞培养 将人卵巢癌 SKOV3细胞株置于 RPMI1640

的培养基中 (含 10%胎牛血清、100 IU/mL青霉素和 100 g/mL

链霉素)，37℃、5% CO2孵箱中培养。每 1-2天换 1次液，2-3天

传代 1次。采用处于对数生长期的细胞进行实验。
1.2.2 MTT 法检测细胞的增殖情况 取对数期生长的

SKOV3细胞，经胰酶消化后制成终浓度为 5× 104/ml的单细胞

悬液。将细胞接种于 96孔板，每孔 200 滋L，分别加入不同浓度

的瘦素(0、50、100、200 ng/mL)刺激 48 h，对照组加入等量的培

养液(不含瘦素)；每孔加入 5 mg/mL的 MTT溶液 20 滋L，继续

孵育 4 h后终止培养，吸弃上清，按每孔 150 滋L加入 DMSO，震

荡 10 min，酶标仪测定 570 nm处的吸光度值(OD)。
1.2.3 Annexin V/PI检测细胞凋亡 以不含胎牛血清的 RP-
MI1640培养基培养 SKOV3细胞 24 h，构建血清饥饿诱导卵巢

癌细胞凋亡模型，同时用 200 ng/mL的瘦素处理细胞，48 h用
胰酶消化成单细胞悬液。用预冷的 PBS洗涤 3次，1200 rpm离

心 5 min，收集细胞；用 100 滋L的 Buffer重悬细胞，后加入 1

mL 1× Annexin V 结合缓冲液，离心弃上清；加入 200 滋L结合

缓冲液重悬细胞，之后加入 10 滋LAnnexin V-FITC和 5 滋LPI (5

滋g/ mL)染液，轻轻混匀后避光孵育 30 min，流式细胞仪分析细
胞凋亡情况。

1.2.4 Western blotting分析 将对数生长期的细胞用 0.05%

胰蛋白酶进行消化，用 4℃预冷的 PBS缓冲液洗涤细胞 PBS 3

次；加入 200 滋L预冷的裂解液裂解细胞，冰上放置 20 min，4℃

离心机 12000 rpm离心 10 min，取上清。取 20 滋L蛋白样品，加

入 10 滋L上样缓冲液样品煮沸处理，进行 SDS-PAGE蛋白电

泳。电泳结束后采用半干转法将目的蛋白转移到硝酸纤维素膜

PVDF上，加入 5%脱脂奶粉，室温孵育 1 h以封闭膜上的非特

异结合；TBS-T洗涤 3次后按照常规的方法加入抗人 p21、cy-

clin D1、Bcl-2、Bax、ERK1/2 和 p-ERK1/2 的一抗和 HRP 标记

的二抗。TBST洗涤 3次后，加入 ECL底物反应 1-3 min，暗室

曝光显影。

1.3 统计学分析

所有计量资料数据以平均数± 标准差表示，采用 SPSS13.0

统计软件进行 t检验及单因素方差分析，以 P<0.05表示差异显
著，P<0.01表示差异极显著。

2 结果

2.1 瘦素对 SKOV3细胞增殖的影响
MTT法分析显示，瘦素可明显促进卵巢癌细胞的增殖，且

随着瘦素剂量的不断增加，细胞的存活率逐渐升高，表明细胞

的增殖能力明显增加；其中 100 ng/ml和 200 ng/ml的瘦素作用
48 h时，细胞的存活率分别为对照组的 118.3%和 131.4%，差异

具有统计学意义(图 1)，提示瘦素可呈剂量依赖性的促进卵巢

癌细胞的增殖。

2.2 瘦素对 SKOV3细胞凋亡的影响
Annexin V/PI染色结果显示，与对照组相比，血清饥饿处

理后 SKOV3 细胞的凋亡率明显升高 (P<0.05)；而瘦素处理
SKOV3细胞 48 h后，细胞的凋亡率明显降低(P<0.05)。定量分

析表明，血清饥饿条件下加入 200 ng/ml的瘦素处理后，细胞的

凋亡率从 44.2%下降至 22.5%(图 2B)，提示瘦素可抑制血清饥

饿诱导的卵巢癌细胞的凋亡。见图 2。
2.3 瘦素对 SKOV3细胞中 cyclin D1和 p21表达的影响

Western blotting结果显示，与对照组相比，瘦素处理后的
SKOV3细胞中细胞周期蛋白依赖性激酶抑制因子 p21的表达

水平明显下降，细胞周期蛋白 cyclin D1的表达水平明显上调
(图 3A)。定量分析表明，200 ng/mL瘦素处理 SKOV3细胞 48 h

后，其 p21的表达水平是对照组的 0.64倍，而 cyclin D1的蛋白

水平是对照组的 3.42倍(图 3B)，差异均具有统计学意义(P<0.
05)，表明瘦素可促进 SKOV3细胞 DNA的合成。
2.4 瘦素对 SKOV3细胞中 Bax和 Bcl-2表达的影响

进一步分析瘦素抑制饥饿诱导的卵巢癌细胞凋亡的机制，

通过 western blotting分析发现，与对照组比较，血清饥饿诱导

的 SKOV3细胞中促凋亡分子 Bax的表达明显增加，而抗凋亡

分子 Bcl-2的表达明显降低，而同时采用 200 ng/mL瘦素处理
SKOV3 细胞 48 h可使 SKOV3细胞中 Bax的表达明显减少，

而 Bcl-2的表达明显增加(图 4A)。定量分析表明，200 ng/mL瘦

素处理后，促凋亡蛋白 Bax的表达水平降至对照组的 1.68倍，

而 Bcl-2增加至对照组的 1.98倍，差异具有统计学意义(P<0.

05)(图 4B)。这些结果表明瘦素可能通过调节 Bax和 Bcl-2的
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图 3瘦素对 SKOV3细胞中 cyclin D1和 p21表达的影响

Fig.3 Effect of leptin on the expression of p21 and cyclin D1 in SKOV3

cells detected by western blotting

*P<0.05 versus control group

图 2瘦素对饥饿诱导的 SKOV3细胞凋亡的影响

Fig.2 Effect of leptin on the apoptosis of SKOV3 cell induced by serum starvation

*P<0.05 versus control group; #P<0.05 versus starved group

图 4瘦素对血清饥饿诱导的 SKOV3细胞 Bax和 Bcl-2表达水平的影

响

Fig.4 Effect of leptin on the expression levels of Bax and Bcl-2 protein in

SKOV3 cells induced by serum starvation.

*P<0.05 versus control group

表达调控饥饿诱导的卵巢癌细胞的凋亡。

2.5 ERK1/2在瘦素调节的 SKOV3细胞增殖和凋亡中的作用
如图 5A 所示，瘦素处理可诱导 SKOV3 细胞中磷酸化

ERK1/2的表达明显增加，表明瘦素处理可诱导卵巢癌细胞中
ERK1/2通路的活化 (图 5A)。与对照组相比，ERK1/2抑制剂
PD98059 处理后瘦素诱导的细胞周期蛋白 cyclin D1和 Bcl-2

的表达均明显下降，同时 Bax的表达明显增加 (图 5B)，表明
ERK1/2可调控细胞 DNA的合成和凋亡相关分子的表达。进一
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图 5 ERK1/2在瘦素调节的 SKOV3细胞增殖和凋亡中的作用

Fig.5 Effect of ERK1/2 on the Leptin regulated proliferation and apoptosis

of SKOV3 cells注：A.western blotting分析瘦素对 ERK1/2的影响；B.

western blotting分析 ERK1/2对 cyclin D1、Bax和 Bcl-2表达水平的影

响；C.MTT分析 ERK1/2对瘦素诱导的 SKOV3细胞增殖的影响；D.

MTT分析 ERK1/2对瘦素诱导的 SKOV3细胞凋亡的影响。
Note: A. Effect of leptin on ERK1/2 signaling using western blotting; B.

Effect of ERK1/2 on the expression of cyclin D1, Bax, Bcl-2; C. Effect of

ERK1/2 on Leptin-induced proliferation of SKOV3 cells; D. Effect of of

ERK1/2 on Leptin-induced apoptosis of SKOV3 cells.

*P<0.05 versus control group.

步MTT分析证实，瘦素处理后细胞的存活率明显增加，当加入
PD98059后，瘦素诱导的细胞的存活率明显下降(图 5C) (P<0.

05)，表明瘦素可通过活化 ERK1/2通路调节卵巢癌细胞的增

殖。Annexin V/PI染色结果显示：加入 ERK1/2抑制剂 PD98059

后，瘦素抑制的饥饿诱导的细胞的凋亡率明显增加 (图 5D)
(P<0.05)，表明瘦素可通过活化 ERK1/2通路抑制饥饿诱导的

卵巢癌细胞的凋亡。

3 讨论

卵巢癌是女性生殖器常见的三大恶性肿瘤之一，患者 5年

的生存率不足 30%，已成为严重威胁妇女命和健康的主要问题
[3，13]。流行病学研究显示，肥胖是多种恶性肿瘤发生的独立危险

因素，而脂肪细胞分泌的脂肪因子可能是影响该进程的主要因

素[14，15]。作为重要的脂肪因子，瘦素除了具有调控食欲、能量平

衡等作用外，近年来的大量研究证实其在多种肿瘤的病理进程

中具有重要作用[9，16]。因此，探讨瘦素对卵巢癌细胞增殖和凋亡

的影响及其作用机制，将为进一步明确其在卵巢癌发展中的作

用奠定基础，同时也为进一步探讨卵巢癌新的治疗靶点提供理

论依据。

本研究采用不同浓度的瘦素诱导卵巢癌细胞 SKOV3，
MTT分析结果显示瘦素以剂量依赖性的方式促进卵巢癌细胞

的增殖，同时能够抑制血清饥饿诱导的细胞的凋亡，表明瘦素

具有促进卵巢癌细胞增殖和抑制其凋亡的作用。大量研究证

实，细胞增殖主要是通过调控细胞有丝分裂途径而实现[17，18]。细

胞周期调控蛋白是影响细胞有丝分裂的主要调控因素，其中

cyclin D1可调控 G1/S期的转换，是细胞增殖的主要调控分子
[19]。而 p21作为细胞周期蛋白依赖性激酶 CDK1的抑制剂，能

够阻止细胞向 G2/M期的过渡，抑制 DNA的合成[20]。本研究通

过 western blotting分析证实，瘦素处理可导致卵巢癌细胞中
cyclin D1的表达明显上调，同时 p21的蛋白表达明显下降，表

明瘦素可能通过影响卵巢癌细胞的 DNA合成进程调控卵巢癌

细胞的增殖。细胞凋亡也是影响细胞生长的主要影响因素，其

中促凋亡分子 Bax和抗凋亡分子 Bcl-2对细胞凋亡中起重要

调控作用。瘦素处理后，血清饥饿诱导的细胞的凋亡率明显降

低，表明瘦素具有抗卵巢癌细胞凋亡的作用。同时，细胞内促凋

亡分子 Bax的表达下降和抗凋亡分子 Bcl-2的表达增加，提示

瘦素可通过调控这两个凋亡相关分子的表达抑制卵巢癌细胞

的凋亡。

许多肿瘤的病理进程中伴随着 ERK1/2通路的过度激活，

与癌细胞的增殖、生长、侵袭等过程密切相关，并在肿瘤的病理

进程中发挥着重要作用[21，22]。为了进一步探讨瘦素诱导卵巢癌

细胞的增殖和抗凋亡的作用机制，本研究分析了 ERK1/2信号

途径，结果表明瘦素处理可激活细胞中的 ERK1/2。加入其抑制

剂后，瘦素诱导的细胞中 cyclin D1和 Bcl-2的水平明显下降，

同时 Bax的水平增加，提示瘦素有可能通过 ERK1/2通路调节
细胞的增殖和凋亡途径。进一步 MTT分析证实，抑制 ERK1/2

通路后，瘦素诱导的细胞的增殖能力明显下降；同时，阻断

ERK1/2通路后，瘦素抑制的饥饿诱导的细胞的凋亡率明显增

加，提示瘦素可通过 ERK1/2通路促进细胞周期进程以及凋亡

相关分子的表达，进而发挥促进卵巢癌细胞增殖和抑制其凋亡

作用。

综上所述，本研究证实瘦素可促进卵巢癌细胞的增殖以及

抗饥饿诱导的细胞凋亡，且此作用与 ERK1/2通路密切相关，

但瘦素活化卵巢癌细胞中 ERK1/2通路的作用机制尚不清楚，

还有待于进一步研究。本研究结果为进一步明确瘦素在卵巢癌

中的作用提供了理论依据，同时为开发以其为靶标的新型抗卵

巢癌药物奠定了理论基础。
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