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告达庭抑制卵巢癌生长及其机制的研究

龚建明 　 林 　 琪

摘 　 要 　 目的 　 研究告达庭( caudation)对卵巢癌生长的抑制作用及其机制。 方法 　 细胞实验分为两组,即对照组和告达庭

组(30μmol / L 告达庭作用卵巢癌细胞 SKOV3 24h)。 CCK - 8 法检测细胞增殖;ELISA 法检测细胞凋亡;Western blot 法检测 SK-
OV3 细胞中 DNMT1、Axin、Bcl - 2、cyclinD1 蛋白的表达。 观察告达庭对卵巢癌细胞内凋亡相关蛋白的表达作用。 建立起裸鼠卵

巢癌皮下移植瘤模型,观察移植瘤的生长,实时荧光定量 PCR 检测凋亡相关基因的表达。 结果 　 与对照组比较,告达庭可抑制

卵巢癌细胞 SKOV3 增殖,并促进癌细胞凋亡,呈浓度依赖性;告达庭干预后,DNMT1、Bcl - 2 及 cyclinD1 表达均下降,Axin 表达上

调。 在体外移植瘤实验中,告达庭可抑制移植瘤的生长,并抑制卵巢癌组织内 DNMT1、Bcl - 2 及 cyclinD1 基因表达,上调 Axin 基

因表达。 结论告达庭可抑制卵巢癌生长,其机制可能与调控 DNMT1 / β - catenin 信号通路有关。
关键词 　 告达庭 　 β - catenin DNMT1　 Axin　 Bcl - 2　 cyclinD1
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Inhibitory Effect of Caudatin on Growth of Ovarian Cancer and Its Mechanism. 　 Gong Jianming, Lin Qi. The First Affiliated Hospital of
Wenzhou Medical University, Zhejiang 325000, China

Abstract　 Objective　 To study the inhibitory effect of Caudatin on growth of ovarian cancer and its mechanism. Methods 　 The
cell experiment was divided into two groups. Caudatin group was treated with 30μmol / L Caudatin for 24 h, while control group normal sa-
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line. Cell viability was detected by the CCK - 8 assay and apoptosis was measured by ELISA. DNMT1, Axin, Bcl - 2 and cyclinD1 pro-
teins expression in SKOV3 cells were detected by Western blot. SKOV3 cells were injected into nude mice to establish engrafted ovarian
tumor model. The growth of transplanted tumor was measured, and the expression of apoptosis related genes was detected by real - time
PCR. Results　 Compared with control group, Caudatin ould suppress the proliferation of SKOV3 cells and increase the apoptosis in a
concentration - dependent way. Caudatin could also reduce the protein expression of DNMT1, Bcl - 2 and cyclinD1, but increase Axin.
The experiment on tumor growth in the in vivo mice model revealed that Caudatin inhibited the growth of transplanted tumor and the mRNA
expression of DNMT1, Bcl - 2 and cyclinD1, while increased the Axin mRNA expression level. Conclusion 　 Caudatin can restrain the
proliferation and induce apoptosis of ovarian cancer. Its mechanism may be related to regulate DNMT1 / β - catenin signaling pathway.

Key words　 Caudatin; β - catenin; DNMT1; Axin; Bcl - 2; cyclinD1

　 　 卵巢癌是女性生殖器官常见的恶性肿瘤之一,病
死率占各类妇科肿瘤的首位,由于缺乏有效的早期诊

断方法,卵巢癌患者确诊时约 2 / 3 已为晚期。 现临床

上出现耐药的患者日益增多,且化疗药不良反应较

多,对于晚期卵巢癌患者难以取得满意的疗效。
告达庭是一类传统中药具有悠久历史,现已被证

明具有较强的抗肿瘤活性,其对宫颈癌、肺癌、肝癌等

多种恶性肿瘤均有较明显的抑制作用,其可通过诱导

肿瘤细胞凋亡,抑制血管内皮生长因子的表达抑制肿

瘤的生长与扩散 [1,2] 。 但其具体作用机制尚不明确。
本实验探讨告达庭对卵巢癌增殖凋亡的影响及其作

用机制,为告达庭应用于临床治疗卵巢癌提供实验

基础。
材料与方法

1. 材料:人卵巢癌细胞株 SKOV3 购自中科院上

海细胞库。 告达庭标准品(纯度大于 98% )购自深圳

美荷生物科技有限公司;CCK - 8 试剂盒、检测凋亡

ELISA 试剂盒购自美国 Sigma 公司;胎牛血清、RP-
MI1640、核蛋白提取试剂盒购自上海索莱宝生物科

技有限公司;DNMT1、Axin、Bcl - 2、cyclinD1 抗体购自

美国 Sigma 公司;反转录试剂盒、定量 PCR 试剂盒购

自美国 Thermo Fisher Scientific 公司。
2. 细胞培养及分组:用含 10% 胎牛血清的 RP-

MI1640 培养基,置 37℃ 、5% 的 CO2、相对饱和湿度下

培养。 细胞实验分为两组,即对照组 (未予药物干

预)和告达庭组(30μmol / L 告达庭作用 SKOV3 细胞

24h)。
3. CCK - 8 法检测细胞增殖:收集处于对数生长

期的 SKOV3 细胞,制成单细胞悬液,接种到 96 孔板,
各孔细胞均匀,每孔细胞数约 5 × 103,过夜贴壁后,
分别加入不同浓度告达庭 (7. 5、15、30、60μmol / L),
每组 3 孔,置 37℃ 培养箱作用 24h,同时设置空白调

零组(不加细胞加入等量的培养液),以及对照组(加
等量的 0. 9% 氯化钠溶液),药物作用结束前 1h,各孔

加入 CCK - 8 溶液 10μl,继续培养 1h,酶标仪测 A450
值,细胞活力 = (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. ELISA 法检测细胞凋亡:各组细胞离心后,用
200μl 溶细胞缓冲液重新悬浮,作用 30min。 取上述

样品,1200r / min 离心 10min 后,吸取 20μl 上清液,加
入培养板孔中。 另加入 80μl 免疫反应试剂,置摇床

上孵育 2h。 取上清,加入 100μl 底物缓冲液,室温下

孵育使颜色变化至适合。 尽快做比色分析,用底物缓

冲液 作 空 白 对 照, 以 检 测 波 长 405nm, 参 考 波 长

492nm 进行检测。
5. Western blot 法检测卵巢癌 SKOV3 细胞内蛋

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

取细胞质蛋白、细胞核蛋白。 测定蛋白浓度后取等量

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

一抗,4℃ 过夜,再度洗膜,加入辣根过氧化物酶标记

的二抗,室温孵育 2h,ECL 显色,X 线胶片曝光,用软

件 Quantity One 分析条带灰度值。
6. 实时荧光定量 PCR:引物由 TaKaRa 公司设计

合成。 取移植瘤标本组织,按试剂盒说明书提取组织

总 RNA,用反转录试剂盒反转录成 cDNA。 反应条

件:预变性 93℃ 20s,变性 92℃ 18s,退火 58℃ 26s,延
伸 70℃ 15s,共 43 个循环。 实时 PCR 结果以达到阈

值的最低循环数 Ct 值表示。 目的基因的相对表达量

fold = 2 - △△Ct。 △△Ct 表示告达庭组和对照组间的

△Ct 值差异。 引物序列详见表 1。
　 　 7. 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,体质量 18 ~ 20g,将 3 × 106 个

SKOV3 细胞悬浮于 0. 2ml 培养基中,注射到裸鼠腋下

皮肤内建立裸鼠卵巢癌皮下移植瘤模型,接种 2 周后,
待移植瘤直径长至约10mm。再将这些裸鼠随机分为
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表 1　 引物序列和扩增片段长度

基因名称 引物序列(5′→3′)
扩增片段

长度(bp)

Axin
上游引物: CCAGTGATGACTGATCAGACGC

246
下游引物:GATGTGCGCTGATACTCTGATCG

DNMT1
上游引物: CGATCAGTGACTTACGTCTAGC

269
下游引物:CATGTGGATTACTGTCTGACTCG

Bcl - 2
上游引物: CGGTAGTGACAGATCTGAGGC

239
下游引物:CTGCAGTCTACTGACGTCGACG

cyclinD1
上游引物: GCAGATCTGTGAGCACTGTGC

261
下游引物:CAGCATGAGTGCACTCCACTCG

对照组、告达庭小、中、大剂量组,每组 8 只。 对照组:
灌胃予 0. 9% 氯化钠溶液 1 毫升 / 只;小剂量组:灌胃

予告达庭 10mg / kg;中剂量组:灌胃予告达庭 20mg /
kg;大剂量组:灌胃予告达庭 40mg / kg。 隔日给药 1 次,
共 2 周。 第 8 周处死裸鼠留取皮下移植瘤组织。

8. 统计学方法:采用 SPSS 18. 0 统计学软件对数

据进行统计分析,数据以均数 ± 标准差( x ± s)表示,
两组间比较采用独立 t 检验,多组间比较采用单因素

方差分析,以 P < 0. 05 为差异有统计学意义。
结 　 　 果

1. 告达庭对卵巢癌 SKOV3 细胞增殖的影响:卵
巢癌 SKOV3 细胞经不同浓度告达庭 (7. 5、15、30、
60μmol / L)作用 24h 后,细胞存活率分别为 91. 73% ±
4. 67% 、83. 12% ± 7. 56% 、59. 48% ± 5. 37% 、41. 63% ±
3. 48% 。 与对照组 100. 00% ± 0 比较,均明显下调(P
均 < 0. 01)。 告达庭可抑制卵巢癌 SKOV3 细胞增殖,
呈浓度依赖性,IC50 为 38μmol / L,故选 30μmol / L 作

为本实验的基本药物浓度,选 15、60μmol / L 为小剂

量、大剂量药物浓度。
2. 告达庭对卵巢癌 SKOV3 细胞凋亡的影响:不

同浓度告达庭 (15、30、60μmol / L)作用 SKOV3 细胞

24h 后,分别诱导 9. 35% ± 0. 71% 、14. 37% ± 0. 96%
和 18. 54% ± 1. 02% 的 SKOV3 细胞凋亡,与对照组 5.
51% ± 0. 38%比较,差异均有统计学意义(P < 0. 05)。

3. 告 达 庭 对 卵 巢 癌 SKOV3 细 胞 内 Bcl - 2、
CyclinD1蛋白表达的影响:与对照组比较,告达庭组

Bcl - 2、CyclinD1 蛋白的表达均下调,差异有统计学

意义( P < 0. 05),表明告达庭可抑制 SKOV3细胞内

Bcl - 2、CyclinD1 蛋白的表达(图 1)。
4. 告达庭对卵巢癌 SKOV3 细胞内 DNMT1、Ax-

in、Nuclear β - catenin 蛋白表达的影响:与对照组比

较,告达庭组 DNMT1、Nuclear β - catenin 蛋白的表达

图 1　 告达庭对卵巢癌 SKOV3 细胞内 Bcl - 2、
CyclinD1 蛋白表达的影响

1. 对照组;2. 告达庭组

均下降,Axin 蛋白表达上调,差异均有统计学意义

(P < 0. 05,图 2)。

图 2　 告达庭对卵巢癌 SKOV3 细胞内 DNMT1、Axin、
Nuclear β - catenin 蛋白表达的影响

1. 对照组;2. 告达庭组

　

5. 告达庭对裸鼠卵巢癌皮下移植瘤生长的抑制

作用:与对照组比较,告达庭组小剂量组、中剂量组、
大剂量组瘤重均减轻,差异均有统计学意义 ( P <
0. 05)。 告达庭大剂量组与中剂量组、小剂量组比较

差异有统计学意义(P < 0. 05),中剂量组与小剂量组

比较差异亦有统计学意义(P < 0. 05,表 2)。

表 2　 告达庭对裸鼠卵巢癌皮下移植瘤生长的

抑制作用(n = 8,x ± s)

组别 瘤重( g) 抑瘤率(% )
对照组 1. 39 ± 0. 11 -

小剂量组 0. 97 ± 0. 08∗## 30. 2
中剂量组 0. 81 ± 0. 06∗∗# 41. 7
大剂量组 0. 61 ± 0. 04∗∗ 56. 1

　 　 与对照组比较,∗ P < 0. 05,∗∗ P < 0. 01;与大剂量组比较,# P <

0. 05,##P < 0. 01

　 　 6. 告达庭对裸鼠肿瘤组织中 DNMT1、Axin、Bcl -
2 和 cyclinD1 mRNA 表达的影响:与对照组比较,告
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达庭组裸鼠肿瘤组织内 DNMT1、Bcl - 2 和 cyclinD1
mRNA 表达均下降,Axin mRNA 表达升高(表 3)。

表 3　 告达庭对裸鼠肿瘤组织中 DNMT1、Axin、Bcl - 2

和 cyclinD1 mRNA 表达的影响(n = 8,x ± s)

组别 DNMT1 Axin Bcl - 2 cyclinD1
对照组 0. 99 ± 0. 07 1. 03 ± 0. 08 1. 06 ± 0. 06 0. 96 ± 0. 07

小剂量组 0. 84 ± 0. 04∗ 1. 21 ± 0. 09∗ 0. 78 ± 0. 04∗∗ 0. 73 ± 0. 03∗∗

中剂量组 0. 73 ± 0. 05∗∗ 1. 53 ± 0. 12∗∗ 0. 56 ± 0. 03∗∗ 0. 47 ± 0. 06∗∗

大剂量组 0. 56 ± 0. 03∗∗ 1. 65 ± 0. 11∗∗ 0. 43 ± 0. 04∗∗ 0. 32 ± 0. 03∗∗

　 　 与对照组比较,∗ P < 0. 05,∗∗ P < 0. 01

讨 　 　 论

白首乌是具有强筋骨、黑发、补肝肾及延年益寿

等功效的传统补益中药,现代研究发现白首乌具有抗

肿瘤、抗衰老、增强免疫等药理活性。 告达庭是从白

首乌中提取纯化的一种 C - 21 甾体苷元,体外研究

表明告达庭对人胃癌、结肠癌、肝癌、肺癌等多种肿瘤

均有明显抑制作用。
本实验证明,与对照组比较,告达庭组卵巢癌

SKOV3 细胞增殖率均明显下调,而凋亡率升高,且呈

剂量依赖性;在裸鼠移植瘤实验中,亦观察到告达庭

抑制卵巢癌移植瘤的生长。 细胞及动物实验均表明

告达庭能抑制卵巢癌生长。 已有相关的研究报道,告
知庭的抗肿瘤机制可能与 Wnt / β - catenin 信号通路

有关。 本实验进一步研究显示告达庭抗卵巢癌机制

可能与此通路相关。
Wnt / β - catenin 信号通路可调控细胞分化、增殖

和凋亡等生理过程,与多种肿瘤的发生、发展密切相

关 [3] 。 细胞质中 β - catenin 转录到核内与 TCF / LEF
结合而激活下游靶基因(CyclinD1、Bcl - 2、MMP - 7、
c - myc 等癌基因)的转录,促进细胞增殖,癌变 [4] 。
近年来发现许多抗癌研究以 β - catenin 为靶点 [5,6] 。
本实验证明告达庭可抑制 Nuclear β - catenin 表达。
本实验接下来阐述告达庭对 β - catenin 下游靶基因

的影响,及下调 β - catenin 表达可能机制。
CyclinD1 蛋白为原癌基因是细胞周期蛋白家族

中的重要成员。 CyclinD1 通过与细胞周期依赖激酶

形成复合物,在细胞周期的 G1 早期起重要调控作用。
CyclinD1 在丝裂原刺激下持续表达,促进细胞增生,
与细胞癌变及转移密切相关。 有研究显示,与正常及

良性肿瘤组织比较,卵巢癌组织中 CyclinD1 阳性表

达率高,并随卵巢癌恶性程度升高而表达增加 [7] 。
Bcl - 2 基因是从 B 细胞滤泡性淋巴瘤染色体断

裂点发现的凋亡抑制基因,可抑制多种组织细胞的凋

亡。 Bcl - 2 在宫颈、乳腺、卵巢等肿瘤组织中均有不

同程度的表达,且与肿瘤的发生、发展及预后有关。
有研究表明,在良性卵巢肿物中 Bcl - 2 的表达低于

交界性、恶性肿瘤,且 Bcl - 2 过表达与肿瘤转移、进
展密切相关 [8] 。

本实验证明,在细胞实验中与对照组比较,告达

庭组 CyclinD1、Bcl - 2 蛋白表达均下降;在体外移植

瘤实验也发现告达庭组 CyclinD1、Bcl - 2 mRNA 表达

亦下调,且 CyclinD1、Bcl - 2 与卵巢癌的发生、发展密

切相关。 表明告达庭可通过抑制 CyclinD1、Bcl - 2在
卵巢癌细胞及组织中表达,促进卵巢癌细胞凋亡,发
挥抗癌作用。

DNMT1 是 DNA 甲基转移酶家族重要成员。 DN-
MT1 是可调节 DNA 甲基化,与肿瘤的发生、发展也有

密切关系。 抑癌基因的甲基化会引起抑癌基因失活,
使其对肿瘤的抑制丧失,促进癌细胞增殖。 原癌基因

的低甲基化会使癌细胞不断增殖形成肿瘤 [9,10] 。 相

关的研究显示,与正常卵巢组织比较,DNMT1 在卵巢

癌组织中的阳性率明显升高,且分期越晚、病理分级

越高,DNMT1 阳性率越高 [11] 。
Axin 又称轴蛋白,其基因定位于第 16 条染色体

的长臂上。 Axin 作为一种抑癌基因,影响着肿瘤的

发生和发展。 卵巢癌组织中 Axin 阳性表达率明显低

于卵巢良性肿瘤,且与卵巢癌组织的转移和浸润有一

定的相关性 [12,13] 。
Axin 是 Wnt / β - catenin 信号通路的重要组成部

分,作为 Wnt 信号通路的抑制因子而被广泛研究。
在 Wnt / β - catenin 信号途径中,胞质中的 β - catenin
与 APC、Axin 等降解复合物结合,进一步被泛素化降

解。 当 Axin 蛋白表达异常,β - catenin 降解被阻断,
导致其在胞质蓄积进入核内,促进下游癌基因 Cy-
clinD1、Bcl - 2 表达 [14] 。 另有文献报道 DNMT1 可通

过甲基化 Axin 基因,使 Axin 蛋白失活,减少 β - cate-
nin 降解,促进 β - catenin 核转入,促进癌细胞生

长 [15] 。
本实验结果表明,与对照组比较,告达庭组 DN-

MT1、Nuclear β - catenin 蛋白表达均下降,Axin 蛋白

表达上升。 表明告达庭可抑制 DNMT1、Nuclear β -
catenin 蛋白表达,而上调 Axin 蛋白。 其机制可能是

告达庭抑制 DNMT1 表达后,Axin 蛋白甲基化减少,
Axin 蛋白表达增加,促进 β - catenin 降解,减少 β -
catenin 核转入,进而降低下游癌基因 CyclinD1、Bcl -
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2 表达。
综上所述,告达庭可能通过抑制 DNMT1,减少

DNA 甲基化,上调 Axin 蛋白,进而减少 β - catenin 核

转入,抑制下游癌基因表达,促进卵巢癌细胞凋亡。
本研究为告达庭应用于临床治疗提供实验基础,但告

达庭具体的作用机制还需开展深入研究。
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