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羟基红花黄色素 Ａ通过 Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ
信号通路抑制卵巢癌生长

龚建明　周莹巧　林　琪

摘　要　目的　研究羟基红花黄色素 Ａ（ｈｙｄｒｏｘｙｓａｆｆｌｏｒｙｅｌｌｏｗＡ，ＨＳＹＡ）对卵巢癌的抑制作用及其机制。方法　ＨＳＹＡ作用

卵巢癌细胞株 ＨＯ－８９１０ＰＭ２４ｈ后，ＣＣＫ－８法检测细胞增殖；流式细胞术检测细胞凋亡；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测卵巢癌细胞中 Ｎｕ

ｃｌｅａｒβ－ｃａｔｅｎｉｎ、ｍｅｎｉｎ、ＭＭＰ７、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的表达；建立起裸鼠卵巢癌皮下移植瘤模型，免疫组织化学法检测肿瘤组织中 ｍｅｎｉｎ、

ＭＭＰ７、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ阳性表达。结果　与对照组比较，ＨＳＹＡ可明显抑制体外卵巢癌细胞生长，并诱导细胞凋亡；ＨＳＹＡ可抑制卵巢癌

细胞 Ｎｕｃｌｅａｒβ－ｃａｔｅｎｉｎ、ＭＭＰ７、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达，而促进细胞内 ｍｅｎｉｎ蛋白表达；体内实验中 ＨＳＹＡ可显著抑制裸鼠卵巢癌皮

下移植瘤生长，亦降低卵巢癌组织中 ＭＭＰ７、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ的阳性表达，但促进癌组织中 ｍｅｎｉｎ阳性表达。结论　ＨＳＹＡ可能通过促进

ｍｅｎｉｎ表达，导致 β－ｃａｔｅｎｉｎ降解，减少下游的癌基因 ＭＭＰ－７、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达，进而抑制卵巢癌细胞的生长，促进其凋亡。
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　　卵巢癌是女性生殖器官常见的肿瘤之一，病死率
位居第１位，对女性生命造成严重威胁。尽管目前手
术及化疗技术有一定的改进，但复发率和耐药性仍较

高。故迫切需要寻找一种有效的抗卵巢癌的药物。

Ｍｅｓｅｌｈｙ等［１］
从红花中分离得到羟基红花黄色素 Ａ

（ｈｙｄｒｏｘｙｓａｆｆｌｏｒｙｅｌｌｏｗＡ，ＨＳＹＡ），该成分是红花活血
化瘀的主要有效成分。历代医书均有详细记载，已有

报道其对多种瘀血凝结阻滞型恶性肿瘤均有疗效，但

其抗癌机制有待进一步研究
［２，３］
。本研究探讨 ＨＳＹＡ

对体内外卵巢癌生长的影响及其机制，为 ＨＳＹＡ治疗
卵巢癌提供有益的实验基础。

材料与方法

１．药品试剂：ＣＣＫ－８试剂盒、ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ
细胞凋亡检测试剂盒购自南京建成生物工程研究所；

胎牛血清、ＲＰＭＩ１６４０培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；
Ｎｕｃｌｅａｒβ－ｃａｔｅｎｉｎ、ｍｅｎｉｎ、ＭＭＰ７、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ抗体购自
美国 Ｓｉｇｍａ公司；细胞核蛋白提取试剂盒购自北京索
莱宝科技有限公司；人卵巢癌细胞株 ＨＯ－８９１０ＰＭ
购自中科院上海细胞库；ＨＳＹＡ标准品购自中国药品
生物制品检定所，取 ＨＳＹＡ用 ０．９％氯化钠溶液配置
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成所需的浓度，微孔滤膜过滤除菌，－２０℃保存代用。
雌性 ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠，８～１０周龄，体质量 １８～２０ｇ，购
自中科院上海实验动物中心。

２．细胞培养及分组：细胞株 ＨＯ－８９１０ＰＭ培养
在含１０％胎牛血清 ＲＰＭＩ１６４０培养液中，培养条件为
３７℃、５％ ＣＯ２的培养箱下培养。细胞实验分为两组，
即对照组（以 ０．９％灭菌氯化钠溶液处理细胞株ＨＯ－
８９１０ＰＭ）和 ＨＳＹＡ组 （以 ２００μｍｏｌ／ＬＨＳＹＡ作用
ＨＯ－８９１０ＰＭ２４ｈ）。

３．ＣＣＫ－８法检测细胞增殖：收集处于对数生长
期的 ＨＯ－８９１０ＰＭ细胞，制成单细胞悬液，接种到 ９６
孔板，各孔细胞均匀，过夜贴壁后，分别加入不同浓度

ＨＳＹＡ（５０、１００、２００和 ４００μｍｏｌ／Ｌ），每组 ３孔，置于
３７℃培养箱作用 ２４ｈ，同时设置空白调零组，以及阴
性对照组。药物作用结束前１ｈ，各孔加入ＣＣＫ－８溶
液０．０１ｍｌ，继续培养１ｈ，酶标仪测 Ａ４５０值，实验重复
３次。细胞存活率 ＝（实验组 Ａ４５０值 －空白调零组
Ａ４５０值）／（对照组Ａ４５０值 －空白调零组Ａ４５０值）×
１００％。

４．流式细胞术检测细胞凋亡：将对数生长期
ＨＯ－８９１０ＰＭ细胞（１×１０６个／ｍｌ）接种在 ６孔培养
板中，ＨＳＹＡ组每孔加入２００μｍｏｌ／ＬＨＳＹＡ作用 ２４ｈ，
细胞经 ０．２５％胰蛋白酶消化，１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，
按试剂盒说明 １∶１∶５０比例将 ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ、ＰＩ、
ＨＥＰＥＳ缓冲液配成染液，每 １００μｌ染液重悬 １×１０６

个细胞，室温避光培养 １５ｍｉｎ上机检测，激发波长
４８８ｎｍ，发射波长５３０ｎｍ。

５．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测卵巢癌 ＨＯ－８９１０ＰＭ细胞
Ｎｕｃｌｅａｒβ－ｃａｔｅｎｉｎ、ｍｅｎｉｎ、ＭＭＰ７、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的表
达：收集各组细胞，加入含有 ＰＭＳＦ的细胞裂解液，提
取上清液为细胞总蛋白。按试剂盒说明书提取细胞

核蛋白。测量蛋白浓度后取等量蛋白质样品上样，于

１２％十二烷基硫酸钠 －聚丙烯酰胺凝胶电泳 ２ｈ，转
膜，用 １０％脱脂奶粉封闭后加入 β－ｃａｔｅｎｉｎ抗体、
ｍｅｎｉｎ抗体、ＭＭＰ７抗体、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ抗体为第一抗体，
４℃过夜，再度洗膜后加入辣根过氧化物酶标记的二
抗中，室温孵育２ｈ，ＥＣＬ显色，Ｘ线胶片曝光。

６．裸鼠卵巢癌皮下移植瘤的建立：选择 ８～１０周
龄雌性 ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠，将 ２×１０６个 ＨＯ－８９１０ＰＭ细
胞悬浮于０．２ｍｌ培养基中，注射到裸鼠背部靠近右侧
后肢皮下建立裸鼠卵巢癌皮下移植瘤模型，接种 ２周
后，挑选出移植瘤体积直径约１０ｍｍ的裸鼠。再将这
些裸鼠随机分为对照组和 ＨＳＹＡ组，每组 ８只，对照

组灌胃予 ０．９％氯化钠溶液 ０．２ｍｌ／只；ＨＳＹＡ组灌胃
予 ＨＳＹＡ５０ｍｇ／ｋｇ，每２天给药１次，共２周。第８周
处死裸鼠留取皮下移植瘤组织。

７．免疫组织化学法检测 ｍｅｎｉｎ、ＭＭＰ７、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ
表达：所有标本经１０％甲醛固定，石蜡包埋，切片，石
蜡切片脱蜡水化后，按照试剂盒所示的操作步骤进行

染色，在高倍镜（×４００）下随机选择 ２０个视野，计算
镜下阳性细胞所占比例。

８．统计学方法：应用 ＳＰＳＳ１７．０统计学软件对数
据进行统计分析，结果以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，
两组间比较采用 ｔ检验，多组间比较采用方差分析，
以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果
１．ＨＳＹＡ对卵巢癌 ＨＯ－８９１０ＰＭ细胞增殖的影

响：卵巢癌 ＨＯ－８９１０ＰＭ细胞经不同浓度 ＨＳＹＡ（５０、
１００、２００和 ４００μｍｏｌ／Ｌ）作用 ２４ｈ后，细胞存活率分
别为７９．３％、６３．７％、４９．５％和 ３７．６％，与对照组比
较，差异有统计学意义（Ｐ均 ＜０．０１）；ＨＳＹＡ作用卵
巢癌 ＨＯ－８９１０ＰＭ细胞 ２４ｈ后 ＩＣ５０为１７９．４μｍｏｌ／Ｌ，
因此本实验中选取 ＨＳＹＡ最佳浓度为２００μｍｏｌ／Ｌ。

２．ＨＳＹＡ对卵巢癌 ＨＯ－８９１０ＰＭ细胞凋亡的影
响：２００μｍｏｌ／ＬＨＳＹＡ作用 ＨＯ－８９１０ＰＭ细胞 ２４ｈ
后，诱导 １０．７３％ ±２．３８％的 ＨＯ－８９１０ＰＭ细胞凋
亡，与对照组（４．９１％ ±０．１５％）比较，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０１）。

３．ＨＳＹＡ对卵巢癌 ＨＯ－８９１０ＰＭ细胞内 Ｎｕｃｌｅａｒ
β－ｃａｔｅｎｉｎ、ｍｅｎｉｎ、ＭＭＰ７、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达的影响：
与对照组比较，ＨＳＹＡ组 Ｎｕｃｌｅａｒβ－ｃａｔｅｎｉｎ、ＭＭＰ７、
Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达水平均下降（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０１，
Ｐ＜０．０５）。ＨＳＹＡ组 ｍｅｎｉｎ蛋白与对照组比较表达
水平明显上调（Ｐ＜０．０１，图１）。

图 １　ＨＳＹＡ对 ＨＯ－８９１０ＰＭ 细胞 Ｎｕｃｌｅａｒβ－ｃａｔｅｎｉｎ、

ｍｅｎｉｎ、ＭＭＰ７、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达的影响

·２３１·
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４．ＨＳＹＡ对裸鼠卵巢癌皮下移植瘤生长的抑制
作用：实验结束后，仔细剥离皮下移植瘤组织并称重，

ＨＳＹＡ组肿瘤平均重量为 ０．６６±０．０８ｇ，与对照组
（１０１±０．１８ｇ）比较，瘤重明显减轻（Ｐ＜０．０１），抑瘤
率为３４．７％。

５．ＨＳＹＡ对裸鼠肿瘤组织中 ｍｅｎｉｎ、ＭＭＰ７、Ｓｕｒ
ｖｉｖｉｎ表达的影响：免疫组织化学染色可见 ＨＳＹＡ组
肿瘤组织中 ｍｅｎｉｎ、ＭＭＰ７和 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ阳性表达率分别
为４３６％ ±５１％、１１９％ ±２６％和 ２１３％ ±１８％，
对照组肿瘤组织中 ｍｅｎｉｎ、ＭＭＰ７和 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白阳
性表达率分别为 １５３％ ±２７％、２９６％ ±３８％和
５６１％ ±４７％；与对照组比较，ＨＳＹＡ组肿瘤组织中
ＭＭＰ７和 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ阳性表达率均下降，差异均有统计
学意义（Ｐ＜００５）；ｍｅｎｉｎ阳性表达率明显上调（Ｐ＜
００１），详见图２。

图 ２　ＨＳＹＡ对裸鼠肿瘤组织中 ｍｅｎｉｎ、ＭＭＰ７、

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达的影响（×４００）

讨　　论
ＨＳＹＡ为红花中提取的活血功效成分，具有活血

通经，散瘀止痛的作用，有助于局部肿块的消散及改

善微循环，增强巨噬细胞的吞噬能力，有利减少肿瘤

的转移和扩散
［４，５］
。在治疗胰腺癌、肠癌、肾癌及宫

颈癌等多种恶性肿瘤，均有较多的研究。但在治疗卵

巢癌方面研究甚少。

在体外实验中，ＨＳＹＡ能抑制体外卵巢癌 ＨＯ－
８９１０ＰＭ细胞的生长，同时流式检测凋亡表明 ＨＳＹＡ
能促进卵巢癌细胞凋亡。在体内实验中，建立起卵巢

癌移植瘤模型，观察到 ＨＳＹＡ可显著抑制卵巢癌移植
肿瘤生长。本研究进一步阐述 ＨＳＹＡ抗卵巢癌机制

的分子机制，可能与 Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通路相关。
Ｗｎｔ信号通路是一条在进化上高度保守的信号

途径，它有着广泛的生物学效应，对细胞增殖、细胞分

化、凋亡和坏死等有着重要影响。Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信
号通路激活时，β－ｃａｔｅｎｉｎ的定位由胞质转为胞核，
与转录因子结合启动靶基因的转录，如基质金属蛋白

酶（ＭＭＰ７）、凋亡抑制蛋白（Ｓｕｒｖｉｖｉｎ）、细胞周期蛋白
（Ｃｙｃｌｉｎ）、原癌基因（Ｃ－ｍｙｃ）等基因转录，这些基因
能促进恶性肿瘤的发生、发展。β－ｃａｔｅｎｉｎ在 Ｗｎｔ信
号通路开放的过程中发挥重要作用，通过检测细胞内

β－ｃａｔｅｎｉｎ的表达水平可以判断 Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信
号通路的激活情况

［６］
。

ｍｅｎｉｎ是多发性内分泌腺瘤病 １（ＭＥＮ１）型基因
编码的肿瘤抑制因子，ＭＥＮ１基因主要分布在细胞核
中，在细胞质中和端粒附近也有分布。有研究表明，

ｍｅｎｉｎ与 Ｗｎｔ信号通路有密切关系，ｍｅｎｉｎ可以作用
于 Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通路中的 β－ｃａｔｅｎｉｎ。ｍｅｎｉｎ
缺失可以导致 β－ｃａｔｅｎｉｎ在细胞核内的聚集以及
Ｗｎｔ信号通路的激活；ｍｅｎｉｎ可以通过穿梭运动对细
胞核内的 β－ｃａｔｅｎｉｎ蛋白进行转运，促进其降解，从
而抑制 Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通路的转录活性［７，８］

。

详见图３。本实验证明，与对照组比较，ＨＳＹＡ组卵巢
癌细胞 ｍｅｎｉｎ蛋白表达显著上调，Ｎｕｃｌｅａｒβ－ｃａｔｅｎｉｎ
蛋白表达明显减少。这表明 ＨＳＹＡ可能通过促进
ｍｅｎｉｎ表达，促进β－ｃａｔｅｎｉｎ降解，减少β－ｃａｔｅｎｉｎ在
细胞核内的聚集，从而抑制 Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通
路的转录活性，实现其抗卵巢癌机制。为此，本研究

进一步检测 ＨＳＹＡ是否抑制卵巢癌细胞 Ｗｎｔ／β－
ｃａｔｅｎｉｎ信号通路下游癌基因 ＭＭＰ－７、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达，且
ＭＭＰ－７、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ与卵巢癌的恶性程度密切相关。

图 ３　Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通路

ＭＭＰ－７又称为基质溶解素，是 ＭＭＰｓ家族中结
构最小的成员，由肿瘤细胞及宿主细胞分泌。它既可

有效降解基膜成分，又对血管壁和淋巴管的主要成分

·３３１·
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－弹性蛋白具有分解作用，在肿瘤浸润和转移中起关
键作用。它的表达也被认为是一种肿瘤诱导的宿主

反应，可以促进肿瘤的生长。Ｓｈｉｇｅｍａｓａ等［９］
研究表

明，ＭＭＰ－７在卵巢黏液性癌组织的表达比正常组织
高。Ａｃａｒ等［１０］

通过 ＥＬＩＳＡ检测显示，ＭＭＰ－７可作
为卵巢癌恶性程度的一个重要标志物。Ｓｉｌｌａｎｐａａ
等

［１１］
通过对卵巢癌组织的检测及预后随访表明，

ＭＭＰ－７是卵巢癌的一个独立预后预测因子。
Ｓｕｒｖｉｖｉｎ是凋亡抑制蛋白家族成员，具有抑制细

胞凋亡和调节细胞增殖的双重作用，在多种恶性肿瘤

组织中，包括白血病、淋巴瘤、肺癌、黑色素瘤、卵巢

癌、宫 颈 癌、肾 癌 等 组 织 中 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ呈 异 常 表
达

［１２～１４］
。Ｓｕｒｖｉｖｉｎ的异常高表达预示癌症患者生存

率低
［１５］
。许多研究表明，Ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达水平与卵巢癌

恶性程度密切相关，肿瘤的分化程度越低，则 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ
表达水平越高。Ｓｕｒｖｉｖｉｎ可能通过加快细胞向 Ｓ期转
换，抑制 Ｇ１期静止，促进癌细胞增殖，增强其迁移侵
袭能力，进而促进相应肿瘤的发生转移。

本实验结果表明，ＨＳＹＡ组卵巢癌细胞 ＭＭＰ－７、
Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白水平均下降，免疫组化结果显示 ＨＳＹＡ
亦能抑制 ＭＭＰ－７、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白在体内卵巢癌组织
中的表达。表明 ＨＳＹＡ能抑制 ＭＭＰ－７、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ在
体内外卵巢癌细胞中过度表达，发挥抗癌作用。

ＨＳＹＡ可能通过促进 ｍｅｎｉｎ表达，减少 β－ｃａｔｅｎｉｎ在
细胞核内的聚集，其下游的癌基因 ＭＭＰ－７、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ
表达亦减少，从而抑制卵巢癌细胞的生长。

图 ４　ＨＳＹＡ作用机制模式图

综上所述，ＨＳＹＡ可能通过促进 ｍｅｎｉｎ表达，导
致 β－ｃａｔｅｎｉｎ降解，减少 β－ｃａｔｅｎｉｎ在细胞核内的聚
集，抑制 Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通路的转录活性，减少
下游的癌基因 ＭＭＰ－７、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达，进而抑制卵巢

癌细胞的生长，促进其凋亡（图４）。本研究为临床上
应用 ＨＳＹＡ治疗卵巢癌提供了实验基础，有一定的临
床意义。
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１３　ＹｕＳ，ＺｈａｎｇＺ，ＺｈａｎｇＢ，ｅｔａｌ．ＣｌｉｎｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｏｆＰＩＫ３ＣＡａｎｄ

ｓｕｒｖｉｖｉｎｉｎｐｒｉｍａｒｙａｄｅｎｏｓｑｕａｍｏｕｓｌｕｎｇｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＭｅｄＯｎｃｏｌ，

２０１４，３１（６）：９８３－９８５

１４　ＳｈｉｎｔａｎｉＭ，ＳａｎｇａｗａＡ，ＹａｍａｏＮ，ｅｔａｌ．Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｅａｌｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｎｕｃｌｅａｒａｎｄｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｓｕｒｖｉｖｉｎｉｎｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌａｒｃｉｎｏ

ｍａ［Ｊ］．ＩｎｔＪＣｌｉｎＥｘｐＰａｔｈｏｌ，２０１３，６（１２）：２９１９－２９２７

１５　ＭｅｎｇＪＲ，ＴａｎｇＨＺ，ＺｈｏｕＫＺ，ｅｔａｌ．ＴＦＦ３ａｎｄｓｕｒｖｉｖｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ

ａｓｓｏｃｉａｔｅｗｉｔｈａｌｏｗｅｒｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｉｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＣｌｉｎＥｘｐ

Ｍｅｄ，２０１３，１３（４）：２９７－３０３

（收稿日期：２０１９－０２－１２）

（修回日期：２０１９－０３－１３）

·４３１·

　·论　　著· ＪＭｅｄＲｅｓ，Ｏｃｔ２０１９，Ｖｏｌ．４８Ｎｏ．１０　　


