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鱼藤素通过调控miR-520a-3p影响卵巢癌SKOV3细胞的增殖和凋亡

莫蕊，陈燕娥，吴学明（海口市妇幼保健院 妇产科，海南 海口 570203）

[摘 要] 目的：探讨鱼藤素通过调控miR-520a-3p表达对卵巢癌SKOV3细胞增殖和凋亡的影响。方法：将SKOV3细胞分为

对照组（鱼藤素0 μmol/L）、鱼藤素低剂量（5 μmol/L）、中剂量（10 μmol/L）、高剂量（20 μmol/L）组，miR-NC组、过表达miR-520a-3p

组，鱼藤素+anti-miR-NC组、鱼藤素+anti-miR-520a-3p组。CCK-8法、细胞集落形成实验、FCM以及qPCR法分别检测SKOV3细

胞的增殖抑制率、细胞克隆形成数、凋亡率以及miR-520a-3p表达水平。结果：与对照组比较，鱼藤素（低、中、高剂量）组SKOV3

细胞增殖抑制率、凋亡率、miR-520a-3p表达水平均显著升高（均P<0.05），细胞克隆形成数显著减少（P<0.05）。与miR-NC组比

较，过表达miR-520a-3p组SKOV3细胞的增殖抑制率、凋亡率均显著升高（均P<0.05），细胞克隆形成数显著减少（P<0.05）。与鱼

藤素+anti-miR-NC组比较，鱼藤素+anti-miR-520a-3p组SKOV3细胞的增殖抑制率、凋亡率均显著降低（均P<0.05），细胞克隆形

成数显著增多（P<0.05）。结论：鱼藤素通过增加miR-520a-3p表达抑制卵巢癌SKOV3细胞的增殖能力，并诱导其凋亡。
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Effects of deguelin on the proliferation and apoptosis of ovarian cancer SKOV3
cells by regulating miR-520a-3p

MO Rui, CHEN Yan'e, WU Xueming (Department of Obstetrics and Gynecology, Haikou Hospital of Maternal and Child Health,

Haikou 570203，Hainan, China)

[Abstract] Objective: To investigate the effects of deguelin on the proliferation and apoptosis of ovarian cancer SKOV3 cells by

regulating miR-520a-3p. Methods: The SKOV3 cells were divided into the control group (deguelin 0 μmol/L), low-dose deguelin

group (5 μmol/L), medium-dose deguelin group (10 μmol/L), and high-dose deguelin group (20 μmol/L), miR-NC group, miR-520a-3p

group, deguelin+anti-miR-NC group and deguelin+anti-miR-520a-3p group. CCK-8, colony formation experiment, flow cytometry and

qPCR were used to detect the inhibition rate, the number of clone formation, the apoptosis rate and the miR-520a-3p expression of

SKOV3 cells respectively. Results: Compared with the control group, the inhibition rate, the apoptosis rate, miR-520a-3p expression of

SKOV3 cells in the deguelin (low, medium, and high dose) groups were significantly increased (all P<0.05), and the number of clone

formation was significantly reduced (P<0.05). Compared with the miR-NC group, the inhibitory rate and the apoptosis rate of SKOV3

cells in the miR-520a-3p group were significantly increased (all P<0.05), and the number of clone formation was significantly

reduced (P<0.05). Compared with the deguelin+anti-miR-NC group, the inhibition rate and the apoptosis rate of SKOV3 cells in the

deguelin+anti-miR-520a-3p group were significantly reduced (all P<0.05), and the number of clone formation was significantly

increased (P<0.05). Conclusion: Deguelin inhibited the proliferation potential of ovarian cancer SKOV3 cells and induced cell

apoptosis by increasing the expression of miR-520a-3p.
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卵巢癌为临床常见的妇科恶性肿瘤之一，其病

死率高居妇科癌症首位，全球每年约有 31.4万例新

发病例和 20.7万例死亡病例[1]。卵巢癌早期症状不

明显，且不具特异性，大多数患者在确诊时已进入晚

期阶段，预后欠佳。目前对于卵巢癌的治疗，以手

术、化疗或二者结合为主，现大多采用肿瘤细胞减灭

术与新型辅助化疗结合的方式，然而多数患者在首

次治疗后复发，在短期内迅速转移，并对化疗产生抗

性[2]。近年来中药活性成分作为癌症替代治疗药物

受到重视。鱼藤素是从毒灰叶、鱼藤和荜澄茄根中

提取的中药有效成分，鱼藤素不仅具有昆虫毒杀和

生长发育抑制活性，而且具有抗癌作用，其在体外可

抑制乳腺癌细胞增殖[3]、诱导结肠癌细胞凋亡[4]、抑制

前列腺癌细胞迁移[5]，在体内可抑制一些实体肿瘤的

生长和转移[6]。然而，鱼藤素在卵巢癌中的抗癌作用
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并未阐明。微小RNA（miRNA）是一类单链RNA，其

可通过抑制目标 mRNA 的表达参与肿瘤发生发

展，被认为是肿瘤的潜在治疗靶点。miR-520a-3p

是卵巢癌的抑癌因子，其可诱导卵巢癌细胞周

期阻滞，抑制其侵袭和增殖 [7]。但鱼藤素是否通

过调控 miR-520a-3p 表达对卵巢癌发挥抗癌活性仍

有待探索。本研究将探讨鱼藤素是否通过调控

miR-520a-3p表达影响卵巢癌SKOV3细胞的增殖和

凋亡。

1 材料与方法

1.1 细胞与试剂

卵巢癌SKOV3细胞购自美国ATCC公司。鱼藤

素（纯度≥95%）购自上海源叶生物公司，miR-NC、

miR-520a-3p模拟物、anti-miR-NC和 anti-miR-520a-3p

均购自苏州鸿迅生物公司。CCK-8法细胞计数试剂

盒、二喹啉甲酸（BCA）试剂盒购自上海生工公司，

mRNA反转录试剂盒、qPCR试剂盒购自南京诺维赞

生物公司，Annexin Ⅴ-FITC/PI凋亡双染检测试剂盒

购 自 上 海 钰 博 生 物 公 司 。 兔 源 GAPDH 抗 体

（ab9485）购自美国Abcam公司，兔源 c-caspase 9 抗

体（9501）购自美国 CST 公司，兔源 c-caspase 3 抗

体（abs132005）购自上海爱必信生物公司，为确

认鱼藤素是否为治疗卵巢癌的潜在药物提供实

验依据。

1.2 细胞培养、转染与分组

SKOV3 细胞置于 RPMI 1640 培养基中 ，在

37 ℃、5% CO2培养箱中进行培养，当细胞汇合度约

为50%时进行转染，参照Lipo2000说明书将40 nmol/L

的 miR-NC、miR-520a-3p模拟物、anti-miR-NC 和 anti-

miR-520a-3p分别转染细胞，转染 48 h后收集细胞备

用。鱼藤素配制方法：将鱼藤素50 mg溶于DMSO溶

液1.27 mL制成100 mmol/L储存液，置于-20 ℃下避

光保存，用完全培养基稀释至工作浓度，对照组为含

0.02% DMSO 的完全培养基。为检测鱼藤素对

SKOV3细胞的增殖和凋亡的影响，分别用含0、5、10、

20 μmol/L的鱼藤素 [3]的培养液处理48 h，依次记为

对照组、鱼藤素低、中、高剂量组；转染 miR-NC、

miR-520a-3p 模拟物的SKOV3细胞分别记为 miR-NC

组、miR-520a-3p组；用含 20 μmol/L鱼藤素的培养液

分别处理转染 anti-miR-NC、转染 anti-miR-520a-3p的

SKOV3细胞48 h，分别记为鱼藤素+anti-miR-NC组、

鱼藤素+anti-miR-520a-3p组。

1.3 CCK-8法检测鱼藤素处理和转染各组 SKOV3

细胞增殖抑制率

将转染、未转染的 SKOV3 细胞接种于 96 孔板

（5×103个/孔），贴壁后，按照实验分组用含0、5、10、

20 μmol/L的鱼藤素处理细胞 48 h，随后按照CCK-8

试剂盒说明书进行细胞增殖活力检测。用酶标仪在

450 nm处检测其光密度（D）值，并计算细胞增殖抑制

率。增殖抑制率=（1-实验D/对照D）×100%。

1.4 细胞集落形成实验检测鱼藤素处理和转染各组

SKOV3细胞的克隆形成能力

将鱼藤素处理后的各组转染SKOV3细胞接种于

6孔板（5×102个/孔），培养 10 d，使用甲醇固定，然后

用 0.1%结晶紫进行染色，在显微镜高倍视野下进行

观察拍照、计数细胞克隆形成数。

1.5 FCM检测鱼藤素处理对转染各组SKOV3细胞

凋亡的影响

将鱼藤素处理的转染各组SKOV3细胞用磷酸盐缓

冲液洗涤 2次，再悬浮在 1×结合缓冲液中。然后用

Annexin Ⅴ-FITC和PI试剂进行染色，最后使用FCM

进行检测。

1.6 qPCR法检测鱼藤素处理对转染各组SKOV3细

胞中miR-520a-3p表达的影响

用 TRIzol 试剂抽提鱼藤素处理的转染后各组

SKOV3细胞的总RNA，分光光度法测定 260/280 nm

比值分析RNA的浓度和纯度。按照试剂盒说明将

总RNA反转录为 cDNA，然后用 cDNA 作模板，通

过 qPCR 检测 miR-520a-3p 表达。采用两步法进行

PCR 反应，反应条件：95 ℃ 5 min，95 ℃ 15 s、60 ℃

30 s，共 40 个循环。miR-520a-3p 上游引物为 5'-

ACACTCCAGCTG GGAAAGTGCTTCCC-3'，下游引

物为5'-CTCAAC TGGTGTCGTGGA-3'；U6上游引物

为 5'-TCCGAT CGTGAAGCGTTC-3'，下游引物为 5'-

GTGCAG GGTCCGAGGT-3'。用 2-∆∆Ct 法计算 miR-

520a-3p的相对表达量。

1.7 WB法检测鱼藤素处理和转染各组SKOV3细胞

中凋亡相关蛋白c-caspase 3、c-caspase 9的水平

用RIPA裂解缓冲液裂解转染后各组SKOV3细

胞，BCA试剂盒测定总蛋白浓度。将 20 μg总蛋白

质经凝胶电泳分离，然后转移到 PVDF 膜。5%脱

脂牛奶封闭后，用 c-caspase 3（1∶1 000）、c-caspase 9

（1∶1 000）一抗室温下处理1 h，HRP标记羊抗兔二抗

室温下处理45 min，用化学发光试剂显色，用 Image J

软件分析目的条带的相对灰度值。

1.8 统计学处理

所有实验均独立重复3次。使用SPSS 21.0进行

统计分析。符合正态分布的计量数据以 x̄±s表示，两

组间数据比较使用独立样本 t检验，多组间数据比较

则使用方差分析和LSD-t检验。以P<0.05或P<0.01

表示差异具有统计学意义。
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2 结 果

2.1 鱼藤素呈剂量依赖性地抑制SKOV3细胞的增殖

与对照组比较，鱼藤素低、中、高剂量组SKOV3

细胞的增殖抑制率均显著升高而克隆形成数均显著

减少（均 P<0.05），且呈剂量依赖性（图1）。

2.2 鱼藤素呈剂量依赖性地促进 SKOV3细胞的凋

亡及其相关蛋白c-caspase 3、c-caspase 9的表达

与对照组比较，鱼藤素低、中、高剂量组SKOV3

细胞的凋亡率以及 c-caspase 3、c-caspase 9蛋白水平

均显著升高（均P<0.05），且呈剂量依赖性（图2）。

*P<0.05

图1 鱼藤素对SKOV3细胞增殖（A）和细胞克隆形成能力（B）的影响

*P<0.05

图22 鱼藤素对卵巢癌SKOV3细胞凋亡（A）和凋亡相关蛋白c-caspase 3、c-caspase 9（（B））表达的影响

2.3 鱼藤素呈剂量依赖性地促进SKOV3细胞miR-

520a-3p的表达

与对照组比较，鱼藤素低、中、高剂量组SKOV3

细胞中miR-520a-3p表达均显著升高（均P<0.05），且

呈剂量依赖性（图3）。

2.4 过表达miR-520a-3p抑制 SKOV3细胞的增殖和

细胞克隆形成

与miR-NC组比较，miR-520a-3p过表达组SKOV3

细胞增殖抑制率[（54.12±5.03）%vs（6.28±0.61）%，P<0.05]、

miR-520a-3p 表达水平 [（3.11±0.27）vs（1.00±0.00），

P<0.05]均显著升高，细胞克隆形成数均显著减少

[（44.01±4.16）vs（89.13±6.92），P<0.05]。

*P<0.05

图3 鱼藤素对卵巢癌SKOV3细胞miR-520a-3p表达的影响
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2.5 过表达miR-520a-3p促进SKOV3细胞的凋亡和

凋亡相关蛋白c-caspase 3、c-caspase 9的表达

与miR-NC组比较，miR-520a-3p组SKOV3细胞

的凋亡率以及 c-caspase 3、c-caspase 9蛋白水平均显

著升高（均P<0.01，图4）。

**P<0.01

图4 miR-520a-3p过表达对卵巢癌SKOV3细胞凋亡（A）和凋亡相关蛋白c-caspase 3、c-caspase 9表达（B）的影响

2.6 敲减 miR-520a-3p 表达可部分逆转鱼藤素对

SKOV3细胞抑制增殖和促进凋亡的作用

与鱼藤素+anti-miR-NC 组对比发现，鱼藤素+

anti-miR-520a-3p组SKOV3细胞增殖抑制率[（24.27±

2.38）% vs（66.09±5.62）%，P<0.01]、凋亡率（图 5A，

P<0.01）、miR-520a-3p 表达 [（0.34±0.03）vs（1.00±

0.00），P<0.01]以及 c-caspase 3、c-caspase 9蛋白表达

均显著降低（图5B，均P<0.01），细胞克隆形成数显著

增加[（79.34±5.98）vs（35.21±3.07）个，P<0.01）]。结

果说明，敲减miR-520a-3p表达可部分逆转鱼藤素对

SKOV3细胞抑增殖和促凋亡的作用。

**P<0.01

图55 敲减miR-520a-3p对SKOV3细胞凋亡（A）和凋亡相关蛋白c-caspase 3、c-caspase 9（B）表达的影响
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3 讨 论

鱼藤素属于黄酮类化合物，药理实验证明其可

通过抑制肿瘤细胞的增殖、迁移、侵袭、血管生成，诱

导细胞凋亡、靶向细胞周期停滞及增加化疗敏感性，

对多种肿瘤具有良好抗癌作用[8-10]。本研究使用鱼藤

素干预卵巢癌细胞，探讨其是否对SKOV3细胞的增

殖和凋亡产生影响，并分析可能导致这一结果的作

用机制。结果显示，鱼藤素可抑制SKOV3细胞的增

殖和克隆形成能力、促进细胞凋亡率，且均呈剂量依

赖性，这与于冰等[11]报道鱼藤素在乳腺癌中的抗增

殖、促凋亡作用一致。提示对于 SKOV3 细胞，鱼藤

素可抑制其增殖活力，阻止细胞向周围组织侵袭

并迁移，并能加速细胞凋亡进展过程。C-caspase 3

和 c-caspase 9参与线粒体依赖性凋亡途径，细胞

色素C与 apaf-1 和 caspase 9 前体结合后产生活性的

c-caspase 9并从线粒体释放，进而将 caspase 3 切割

成c-caspase 3，触发细胞凋亡[12]。本研究中，鱼藤素处理显

著上调了c-caspase 3和c-caspase 9的表达，进一步证实鱼

藤素可诱导SKOV3细胞凋亡的发生。上述结果表明，鱼

藤素具有抑制卵巢癌SKOV3细胞恶性生物学行为作

用。然而，其分子机制仍需进一步研究。

miRNA 通过转录后调控机制，在细胞发育、分

裂、化生、增殖、凋亡和衰退过程中占据着重要地位。

中药活性成分可通过影响细胞中的miRNA表达发挥

其生物活性，例如姜黄素可通过下调 miR-10a、

miR-23a的表达来诱导结肠癌细胞凋亡，并抑制肿瘤

生长[13]；川芎嗪可上调miR-211表达而抑制卵巢癌细

胞增殖和迁移[14]。miR-520a-3p已被证实在胃癌、宫

颈癌、甲状腺癌中发挥抑癌作用[15-17]。长链非编码

RNA（lncRNA）通过下调miR-520a-3p表达促进胰腺

癌、鼻咽癌细胞恶性生物学行为[18-19]。此外，利多卡

因通过上调miR-520a-3p表达来抑制视网膜母细胞

瘤和结肠癌进展[20-21]。本研究发现，鱼藤素以剂量依

赖方式升高 SKOV3 细胞中 miR-520a-3p 水平，提示

鱼藤素可能通过miR-520a-3p影响卵巢癌细胞发生

发展。过表达miR-520a-3p可降低SKOV3细胞增殖

活力 ，抑制其克隆形成能力，并上调 c-caspase 3、

c-caspase 9表达、诱导细胞凋亡，证实了miR-520a-3p

在卵巢癌中的抑癌功能，其有望成为卵巢癌治疗的

潜在作用靶点。深入分析显示，敲减miR-520a-3p表

达部分逆转鱼藤素对卵巢癌 SKOV3 细胞抑制增

殖、促进凋亡的作用，表明鱼藤素可能通过调控

miR-520a-3p影响抗卵巢癌的恶性生物学行为。

综上所述，鱼藤素通过增加miR-520a-3p表达来

抑制卵巢癌SKOV3细胞增殖的潜能，并诱导其凋亡。

虽然需要动物实验进一步验证鱼藤素和miR-520a-3p

的作用，但本研究为鱼藤素作为一种卵巢癌替代治

疗药物提供实验依据。
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