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摘要 目的 探究白杨素联合氯喹对卵巢癌细胞增殖和凋

亡的作用及机制。方法 选取手术切除后卵巢癌标本和正

常卵巢标本，使用免疫组化法检测卵巢癌和正常卵巢组织自

噬相关蛋白 LC3 的表达水平。使用 CCK-8 法检测卵巢癌细

胞 SKOV3 的增殖。使用 Western blot 和免疫荧光法检测 SK-
OV3 细胞中 LC3 的表达。使用电镜检测 SKOV3 细胞中自噬

小体的数目。使用流式细胞术检测 SKOV3 细胞凋亡情况。
结果 LC3 在卵巢癌中的表达量高于其在正常卵巢组织中

的表达。分别用 0、20、40、60、80、100 μmol /L 浓度的白杨素

处理 SKOV3 细胞 24 h，随着浓度增加，细胞增殖能力降低。
40μmol /L 白杨素处理 SKOV3 细胞 24 h 后，与对照组相比，

白杨素上调了 LC3 的表达( P ＜ 0. 05) 。与对照组比较，白杨

素处理 24 h 的 SKOV3 细胞后，透射电镜下可以观察到其中

间出现较多的自噬小体( P ＜ 0. 05) ，在对照组则未观察到自

噬小体的存在。当白杨素与 CQ 联合使用 24 h 后，联合处理

组的 LC3 蛋白表达量高于白杨素和氯喹单独处理组( P ＜
0. 05) 。白杨素可以诱导 SKOV3 细胞的凋亡，且白杨素 + 氯

喹组凋亡比例最高( P ＜ 0. 05) 。结论 白杨素能够诱导自

噬进而抑制卵巢癌细胞增殖和促进凋亡。
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卵巢癌是威胁女性生命的恶性肿瘤之一［1］。
其发病率位于妇科肿瘤第三［2］。临床上，其标准的

治疗方法为手术治疗联合化疗［3］。但是卵巢癌对

化疗固有的耐药性导致其预后不良［4 － 5］。因此，有

必要探索新的治疗方法。在自然界中，存在一类具

有生物活性的类黄酮物质，白杨素( 5，7-二羟基黄

酮) 就是其中一种［6］。研究［7］表明，白杨素具有抗

肿瘤活性，能够通过诱导细胞凋亡和细胞周期停滞

抑制肿瘤生长。自噬是细胞一种代谢过程，通过分

解、回收再利用，维持细胞内的稳态。先前的一些研

究［8］中报道了白杨素可以促进自噬，从而对肿瘤细

胞进行调控。该研究旨在探索白杨素是否通过调控

自噬在卵巢癌细胞中发挥作用，以期获得新的有效

治疗方法。

1 材料与方法

1． 1 细胞系 SKOV3 卵巢癌细胞系购自 Sigma 公

司，保存于安徽医科大学第二附属医院中心实验室

的液氮罐中。用 McCoy's 5A ( 上海元培生物科技有

限公司) 培 养 基 进 行 复 苏 和 培 养，培 养 基 包 含 了

10%胎牛血清和 1% 青霉素、链霉素。培养于含有

5%CO2 的 37 ℃的温箱环境，每天早晚各观察 1 次

细胞状态，2 ～ 3 d 进行 1 次细胞换液，待细胞生长至

80% 左右，进行后续的实验。使用 DMSO 对白杨素

( 纯度≥99. 8%，货号: HY-14589，美国 MCE 公司)

进行稀释，用终浓度为 0、20、40、60、80、100 μmol /L
的白 杨 素 处 理 SKOV3 细 胞 24 h。氯 喹 ( chloro-
quine，CQ) 购自美国 MCE 公司，使用 DMSO 进行配

置，终浓度为 60 μmol /L，联合处理时，先用 CQ 对细

胞进行 1 h 的预处理，再用白杨素处理 24 h。
1． 2 标本收集 选取于安徽医科大学第二附属医

院妇产科行卵巢癌手术切除的卵巢组织标本，所有

卵巢癌患者术前均未进行化疗等其他治疗且病史详

细，病理类型为浆液性卵巢癌。手术病理分期为 I
期。同时选取行双侧附件切除患者( 绝经后子宫肌

瘤行双侧附件切除) 的卵巢组织，经病理诊断为正

常卵巢组织。卵巢癌组年龄为 51 ～ 61 ( 56. 16 ±
5. 37) 岁，正常卵巢组织年龄为 50 ～ 59 ( 54. 52 ±
4. 62) 岁，差异无统计学意义。两组各 20 例患者，均

为绝经后女性，且均无高血压、糖尿病等慢性疾病。
两组均选取卵巢皮质进行实验。标本均获得患者知

情同意，符合伦理标准( 伦理编号: LLSC20180085) 。
1． 3 免疫组化 将组织石蜡切片脱蜡，置于柠檬酸

钠缓冲液( 含 0. 05% 吐温 20，pH 6. 0) 中，在高压锅

中煮沸 15 min。使用配置的 3% 过氧化氢 － 甲醇混

合物，对内源性过氧化作用进行阻断。正常山羊血

清完全覆盖切片，在室温下进行 1 h 的封闭。在初
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级抗体( LC3 1 ∶ 100) 中孵育 8 h，孵育环境为 4 ℃湿

盒。在次级抗体中孵育 30 min，此步骤在室温下进

行。DAB 显色，苏木精对细胞核复染。梯度乙醇进

行脱水，二甲苯透明。最后中性树胶固定。
1． 4 Western blot 检测蛋白表达 向 SKOV3 细胞

中加入蛋白酶抑制剂和 ＲIPA 裂解液对细胞进行裂

解。通过离心收集的裂解物，经十二烷基硫酸钠 －
聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，电泳结束后，使用聚偏二

氟乙烯( PVDF) 膜( 上海 Biosharp 公司) 进行转膜处

理。PVDF 膜用 5% 脱脂牛奶封闭 1 h。用 TBST 洗

涤 3 次，将膜与特异性一级抗体在 4 ℃ 孵育过夜。
次日将膜与次级抗体在 37 ℃ 孵育 2 h。使用 ECL
化学发光试剂盒观察蛋白质条带。主要抗体 GAP-
DH ( AB8245) 、LC3B ( EPＲ18709 ) 购自美国 Abcam
公司。
1． 5 CCK-8 法检测细胞增殖 在 96 孔板上，对处

理完成后的 SKOV3 细胞进行接种。向每个孔中加

入 10 μl 的 CCK-8 溶液，将细胞在 37 ℃孵育 2 h，然

后测量混合物在 450 nm 处的吸光度，以测试细胞增

殖情况。
1． 6 透射电子显微镜观察细胞形态及自噬小体数

目 SKOV3 细胞用不同浓度的白杨素处理并在 37
℃孵育 24 h 后，收集细胞并用 PBS 洗涤 2 次，离心、
收集。用 2. 5% 戊二醛固定至少 2 h。将细胞团在

2%四氧化锇中固定 2 h，在不同浓度的乙醇中脱水

( 每 15 min 一次，20%、40%、60%、70%、80%、90%
和 100% ) 。然后将小球包埋在楤木中，用超微粉碎

机以 70 nm 的厚度切片。超薄切片用 2% 醋酸铀酰

和 0. 2%柠檬酸铅染色。电子显微镜下观察细胞形

态及自噬小体数目。
1． 7 免疫荧光检测 将 SKOV3 细胞接种到载玻片

上 12 h。使用白杨素处理 24 h 后，用 PBS 洗涤细胞

3 次，并在 4%多聚甲醛中固定 15 min。载玻片中的

非特异性结合位点用 5% 牛血清白蛋白( BSA) 阻断

30 min。使用 LC3( 1 ∶ 200) 孵育过夜。用荧光标记

的二抗孵育细胞，4，6-二氨基-2-苯基吲哚( DAPI) 在

黑暗中对细胞核进行染色。用蔡司荧光显微镜对样

品进行成像处理。
1． 8 细胞凋亡检测 根据标准技术对各组的凋亡

细胞百分比进行量化。将处理过的细胞用不含乙二

胺四乙酸的胰蛋白酶消化后收集，100 μl 的结合缓

冲液进行再悬浮处理，加入 5 μl Annexin V-FITC 和

10 μl PI，黑暗环境中孵育 15 min。采用 Beckman
Coulter 公司( 美国) 的 Navios 流式细胞仪进行流式

细胞检测，凋亡细胞图像使用 FlowJo 分析。点图上

的右下象限和右上象限分别代表早期凋亡细胞和晚

期凋亡细胞。
1． 9 统计学处理 使用 Prism 8. 0 软件对数据进行

统计分析，计量资料以 ■x ± s 表示，两组均数比较采

用 t 检验。3 组或 3 组以上使用单因素方差分析，多

组间两两比较使用 Tukey 检验。P ＜ 0. 05 为差异有

统计学意义。

2 结果

2． 1 卵巢组织与卵巢癌组织中 LC3 的表达 免疫

组化结果显示，与正常卵巢组织相比，LC3 在卵巢癌

中具有较高的表达量，见图 1。正常卵巢组织 LC3
表达( 1. 00 ± 0. 08) 低于卵巢癌组( 2. 13 ± 0. 11 ) ( P
＜ 0. 01) 。

图 1 免疫组化检测组织 LC3 表达 ×200

2． 2 白杨素抑制 SKOV3 细胞的增殖 分别用 0、
20、40、60、80、100 μmol /L 白杨素对 SKOV3 细胞进

行处理，时间为 24 h。检测细胞增殖情况，CCK-8 结

果提示随着浓度增加，细胞增殖降低，见图 2。40
μmol /L 白杨素抑制 SKOV3 细胞的增殖，因此，本研

究后续实验选取 40 μmol /L 白杨素进行实验。

图 2 白杨素对细胞增殖影响
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2． 3 白杨素诱导 SKOV3 细胞自噬的形成 白杨

素处理细胞系( SKOV3) 24 h 后，Western blot 结果提

示，与对照组相比，白杨素上调了 LC3 蛋白的表达( t
= 25. 86，P ＜ 0. 05 ) ，见图 3。免疫荧光提示白杨素

诱导 LC3 表达上升，见图 4。通过透射电镜可以观

察到，与对照组比较，白杨素处理 24 h 的 SKOV3 细

胞出现较多的自噬小体，在对照组则未观察到自噬

小体的存在，见图 5。另外，当白杨素与 CQ 联合使

用 24 h 后，联合处理组的 LC3 蛋白表达量高于白杨

素和 CQ 单 独 处 理 组 ( t = 7. 54、41. 79，P ＜ 0. 05、
0. 01) ，见图 6。

图 3 白杨素处理后 LC3 蛋白的表达

与对照组比较: * P ＜ 0. 05

2． 4 白杨素抑制 SKOV3 细胞的增殖和促进细胞

凋亡 白杨素与 CQ 联合使用 24 h 后，联合处理组

的细胞增殖低于白杨素和 CQ 单 独 处 理 组 ( F =
47. 48，P ＜ 0. 05) ，见图 7。对流式细胞仪的结果进

行分析，白杨素处理 SKOV3 细胞后，凋亡的细胞增

加，CQ 组细胞凋亡比例也高于对照组。白杨素 +
CQ 组细胞凋亡比例最高 ( F = 128，P ＜ 0. 01 ) ，见

图 8。

3 讨论

卵巢癌是一个“沉默的妇女杀手”，由于其发现

时间晚，同时缺乏有效的治疗方法，死亡率一直居高

不下［2］。因此，迫切需要寻求新的治疗方案。白杨

素是一种具有生物活性的类黄酮物质，对多种肿瘤

存在抑制作用，在本实验中，白杨素能够降低卵巢癌

细胞的增殖能力，促进卵巢癌细胞的凋亡，这说明白

杨素具有卵巢癌细胞杀伤作用。然而具体的机制尚

不明确。
自噬作为一种细胞调控机制，通过降解和回收

受损细胞器、畸形蛋白或局部细胞质来维持细胞内

稳态，这是一个高度动态的多步骤生物学过程。先

前的研究［9 － 10］表明，自噬水平的变化能够影响卵巢

癌细胞的增殖、迁移等特征。
本实验显示经由白杨素处理后，SKOV3 细胞的

自噬水平有所升高。主要表现在 LC3 蛋白水平的

升高和电镜下可以观察到的自噬小体数目的增加。
LC3 作为自噬小体上一个重要的标志蛋白，其表达

图 4 免疫荧光检测 LC3 的表达 × 400
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图 5 SKOV3 细胞超微结构

箭头: 自噬小体

图 6 LC3 蛋白的表达

与白杨素组比较: #P ＜ 0. 05; 与 CQ 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

图 7 SKOV3 细胞增殖

与白杨素组比较: * P ＜ 0. 05

量的增加从侧面也可反映自噬小体数目的增加。同

时，细胞中自噬小体数目的增加又可以归结于两种

原因: 一种是自噬流的增加，表现为自噬小体合成的

图 8 白杨素对 SKOV3 细胞凋亡影响

增加; 另一种是自噬小体分解被抑制，细胞内的自噬

小体通过累积而增多。作为自噬的抑制剂，CQ 的主

要作用是抑制自噬小体和溶酶体的融合，从而抑制

自噬小体的降解。本实验表明白杨素联合 CQ 使用

后 LC3 的表达水平较单独白杨素处理组升高。这

表明白杨素可使自噬流增加，而不是抑制自噬小体

的分解。
自噬是一把双刃剑，自噬的增加一方面可以促

进肿瘤细胞的凋亡。另一方面，具有保护作用的自

噬也能协助肿瘤细胞对不良外界环境产生一定的抵

抗［11］。为了明确白杨素诱导自噬所发挥的作用，课

题组使用 CQ 来抑制自噬，结果显示当自噬被抑制

后，卵巢癌细胞的凋亡增多，这说明白杨素诱导的自

噬是具有保护作用的。当这种具有保护作用的自噬

被抑制后，细胞的凋亡能够进一步的上升，其可能的

原因为白杨素杀伤肿瘤细胞时，癌细胞通过增加自

噬来为自身生长提供所需的营养，一定程度上抵消

药物的杀伤作用，当 CQ 抑制了这种自噬，细胞失去

了这种保护作用，导致白杨素的药效增强。
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Chrysin inhibits proliferation and promotes apoptosis
of ovarian cancer cells by inducing autophagy

Shi Yuchuan1，He Yu1，Yang Yang2，Fan Yijun1，Yang Fang1，Zhan Lei1，Wei Bing1

( 1Dept of Obstetrics and Gynecology，2Dept of Pharmacy，The Second Affiliated
Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230601)

Abstract Objective To explore the effect and mechanism of chrysin and chloroquine ( CQ) on the proliferation
and apoptosis of ovarian cancer cells． Methods Ovarian cancer specimens and normal ovarian specimens were se-
lected after surgical resection and immunohistochemical experimental methods was used to detect the expression lev-
el of autophagy-related protein LC3 in ovarian cancer and normal ovarian tissues． The CCK-8 method was used to
detect the proliferation of ovarian cancer cell SKOV3． Western blot and immunofluorescence were used to detect the
expression of LC3 in SKOV3 cells． An electron microscope was used to detect the number of autophagosomes in SK-
OV3 cells． Flow cytometry was used to detect SKOV3 cell apoptosis． Ｒesults The expression level of LC3 in ovar-
ian cancer was higher than that in normal ovarian tissues． SKOV3 cells were treated with chrysin at concentrations
of 0，20，40，60，80，100 μmol /L for 24 hours． As the concentration increased，cell proliferation decreased sig-
nificantly． Compared with the control group，40 μmol /L，chrysin significantly up-regulated the expression of LC3
after 24 hours ( P ＜ 0. 05) ． Compared with the control group，after 24 hours of SKOV3 cells treated with chrysan-
themum，more autophagosomes were observed under transmission electron microscope ( P ＜ 0. 05) ，but no autopha-
gosome was observed in the control group． When chrysin and chloroquine were used in combination for 24 hours，
the expression of LC3 protein in the combined treatment group was higher than that in the chrysin and CQ treatment
group ( P ＜ 0. 05 ) ． Chrysin could obviously induce apoptosis of SKOV3 cells，and the group of Chrysin + CQ
showed the highest proportion of apoptosis ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion Chrysin can induce autophagy to inhibit the
proliferation of ovarian cancer cells and promote apoptosis．
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