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片仔癀对人卵巢癌 OVCAR-3细胞增殖、凋亡及周期的影响 *
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摘要 目的：研究片仔癀对人卵巢癌细胞株 OVCAR-3增殖抑制作用，及其对细胞周期、细胞凋亡的影响。方法：采用 MTT法观察
片仔癀对人卵巢癌细胞株 OVCAR-3细胞的增殖抑制率，流式细胞仪检测细胞凋亡及细胞周期，western-blot检测相关蛋白的表
达。结果：片仔癀以剂量依赖式抑制人卵巢癌细胞株 OVCAR-3细胞增殖，片仔癀 250、500、1000 滋g·mL-1作用于 OVCAR-3细胞
24 h后，其早期凋亡率分别为 6.6%、30.9%、43.2%，而对照组为 0%，其诱导凋亡作用呈现剂量依赖性；细胞积聚在 G0/G1期，同时
S期细胞比例减少；Akt、PARP、CDK6表达下调。结论：片仔癀可以抑制 OVCAR-3细胞增殖及诱导细胞凋亡作用，并能阻滞细胞
于 G0/G1期，有望成为卵巢癌治疗药。

关键词：片仔癀；卵巢癌；细胞周期

中图分类号：R737.31 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2014）03-401-04

Effects of Pien Tze Huang for Proliferation, Apoptosis and Cycle of
Human Ovarian Cancer Cell OVCAR-3*

To explore the effects of Pien Tze Huang on the proliferation, apoptosis and cycle of human ovarian cancer
cell line OVCAR-3. To observe the effect of Pien Tze Huang on the OVCAR - 3 cell proliferation inhibition rate by MTT
method, to detect cell apoptosis and cycle by flow cytometry instrument detect the protein expression by western blot. Pien Tze

Huang in a dose dependent type inhibits the proliferation of human ovarian cancer cell line OVCAR-3 cells, Pien Tze Huang 250, 500,
1000 滋g·mL-1 acting on OVCAR-3 cells after 24 h, the early apoptosis rate were 6.6%, 30.9%, 43.2%, and 0% for the control group, the
apoptosis is dose dependent; cell accumulation is in G0/G1 period, and the percentage of cells in S phase is decreased; there is a lower
expression of Akt, PARP, CDK6. Pien Tze Huang can inhibit and induce the apoptosis of OVCAR-3 cell proliferation, and

can block the cell in G0/G1 phase, it is expected to become a drug for the treatment of ovarian cancer.
Pien Tze Huang; Ovarian cancer; Cell cycle

前言

卵巢癌(ovarian cancer)是死亡率最高的妇科恶性肿瘤，因

早期缺乏特异临床表现，大多数患者发现疾病时已进入晚期，

其五年生存率较低[1]。目前卵巢癌的治疗主要靠初次肿瘤细胞

减灭术（OPCS），术后辅以紫杉类和铂类药物联合应用的系统

化疗。但由于化疗药物显著的副作用，及肿瘤细胞对化疗药物

的耐受现象，化疗往往很难起到理想的效果。

片仔癀是我国传统名贵中成药，在中国和东南亚广泛使

用，主要用于急性、慢性肝炎，脓肿、无名肿毒及一切炎症引起
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图 1 不同 PZH浓度处理后 Ovcar-3存活率

Fig.1 Survival ratio of Ovcar-3 treated by PZH with different

concentrations

的疼痛、发热等。现已有报道指出片仔癀有抗结直肠癌、肝癌等

恶性肿瘤的功效[2，3]。关于女性生殖道肿瘤还未见有研究报道，

且片仔癀的有效成分和抗癌作用机制至今仍不清楚。因此，本

实验拟从片仔癀调控 OVCAR-3的细胞增殖，细胞凋亡和细胞

周期等方面探讨片仔癀抗卵巢癌的作用，为其用于肿瘤治疗提

供理论依据。

1 材料与试剂

1.1 仪器

流式细胞仪（Becton Dickinson Coltd，美国）；自动酶标仪

（Bio-Tek Inc，美国）；CO2培养箱( Thermo，美国)；X-22R 低温
离心机（Beckman公司，德国）。
1.2 试剂

片仔癀来自漳州片仔癀药业股份有限公司，研磨成粉末于

双蒸水中溶解，配制成 50 mg·mL-1于 -20 ℃保存，使用时再加

入培养基中配成 250 滋g·mL-1，500 滋g·mL-1及 1000 滋g·mL-1的

浓度。RPMI 1640培养液（Gibco公司）；MTT（Sigma公司）；
Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit（Bio Vision Inc，美国）；
cycle test TM plus DNA reagent kit（Becton Dickinson Immuno-

cytometry Systems，美国）；其它试剂均为分析纯。

2 方法

2.1 细胞培养
人卵巢癌细胞系 OVCAR-3为本实验室常规培养，生长于

含 10%小牛血清的 RPMI 1640完全培养液中，于 37 ℃恒温、
5% CO2、饱和湿度培养箱中生长。取对数生长期细胞用于本实

验。当细胞单层贴壁生长至 80%～ 90%融合时以 0.25%胰蛋白

酶 /EDTA消化按 1:3传代培养。
2.2 MTT法检测细胞增殖

取对数生长期的卵巢癌细胞系 OVCAR-3，消化并收集细

胞。调整细胞密度为 1× 105个·mL-1，接种于 6孔培养板中，分

为不同浓度片仔癀组（终浓度分别为 250、500、1000 滋g·mL-1）、

空白对照组（直接加等体积的 PBS），每组设 8个复孔。每孔加

入 5 mg·mL-1的MTT溶液 10 滋L，37 ℃孵育 4h，吸弃各孔中的

液体，加入 DMSO100 滋L/ 孔。10 min 后于全自动酶标仪
570nm测定各组吸光度值（即 A值）。肿瘤细胞存活率计算公
式为：存活率（%）=（实验组 OD值 -空白组 OD值）/（实验对照

组 OD值 -空白组 OD值）× 100%。
2.3 流式细胞仪

细胞凋亡：将 1× 105个·mL-1的 OVCAR-3细胞接种于 6

孔板中常规培养 24 h后，不同浓度片仔癀干预 24 h后，用不含
EDTA的 0.25%胰蛋白酶消化，调整细胞的密度为 5× 105～

5× 106个·mL-1。取 1 mL细胞用 PBS离心洗涤，1000 r·min-1、4
℃离心 10 min，共 3次，弃上清。用 500 滋L的 Binding Buffer重

悬细胞，加入 5 滋LAnnexinV-FITC混匀后，再加入 5 滋L碘化丙

啶（PI），混匀，室温避光反应 15 min，用流式细胞仪检测，并用

软件分析结果。

细胞周期：将 1× 105个·mL-1的 OVCAR-3细胞接种于 6

孔板中常规培养 24 h后，用不同浓度的片仔癀给药处理。培养
24 h后收集细胞，调整细胞浓度至 1× 106个·mL-1，用 70%的乙

醇在 4℃中过夜固定，经预冷的 PBS洗 2次，置于 RNAse（8

滋g·mL-1）和 PI（10 滋g·mL-1）中孵育 30 min。用流式细胞仪检
测，并用软件分析 OVCAR-3的细胞周期。
2.4 Western-blot

检测不同浓度片仔癀处理 OVCAR-3 细胞 24 h 后 AKT、
PARP 和 CDK6 蛋白表达的差异。依照 2× 105细胞 / 孔将
OVCAR-3细胞接种至 6孔板中，加 2mL培养液于每孔中。培

养 24 h后，再用浓度不同的 PZH（250、500、1000 滋g·mL-1）处

理，处理 24 h后进行细胞蛋白提取；收集细胞进行离心，用预

冷的 PBS冲洗 3次；加入 200 滋L的蛋白裂解液冰上裂解 30

min；然后 13000× g离心 20 min，取上清。Bradford法检测样品

中的蛋白浓度，加 buffer变性蛋白，15%聚丙烯酞胺凝胶电泳、

转膜，5%脱脂奶粉封闭 1 h，一抗孵育过夜，PBS洗 3 次，二抗

孵育 1 h，PBS洗 4次，显色后进行图像分析。
2.5 统计学处理

所有数据采用 SPSS13.0软件进行统计分析，数据用（x±
s）表示。两组间比较采用 t检验，多组间比较采用 ANOVA方

差分析。P<0.05具有统计学意义。

3 结果

3.1 PZH对卵巢癌细胞系 OVCAR-3的增殖抑制作用
随着药物浓度从 0升至 250, 500，1000 滋g·mL-1 OVCAR-3

的细胞存活率从 100%逐渐降至 83%，70%，39%，其差异有统

计学意义（P<0.05，0.011），如图 1所示。说明片仔癀可以显著抑

制卵巢癌细胞系 OVCAR-3的增殖。

3.2 流式细胞仪分析 PZH对肿瘤细胞 OVCAR-3凋亡的影响

如图 2所示，OVCAR-3细胞对照组早期凋亡率为 0%，而

经不同浓度的 PZH（250、500、1000滋g·mL-1）作用 24h后，随药

物浓度的增加，实验组 OVCAR-3细胞早期凋亡率逐步增加，

分别为 6.6%、30.9%、43.2%，说明 PZH对肿瘤细胞 OVCAR-3

凋亡具有明显的剂量依赖性。

3.3 流式细胞仪分析 PZH对 OVCAR-3细胞周期的影响
PZH作用于 OVCAR-3细胞 24 h后，不同周期细胞的百分

比用流式细胞仪分析，如表 1显示。和对照组比较，PZH作用后

的 OVCAR-3细胞 S期细胞比例明显减少，对照组 33.343%，
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图 3 AKT、PARP、CDK6的表达与 PZH药物浓度的关系

Fig.3 The relationship between PZH drug concentration and AKT,

PARP, CDK6 expressions

图 2 流式细胞仪分析 PZH对肿瘤细胞 OVCAR-3凋亡的影响

Fig.2 Effects of PZH on the apoptosis of OVCAR-3 by flow

cytometry analysis

PZH250、500、1000 滋g·mL-1作用后分别是 32.058%、30.868%、
9.653%，差别有统计学意义（P<0.05，0.018）；PZH250、500、1000

滋g·mL-1 作用后 G0/G1 期细胞分别是 58.598%、69.132%、
80.482%,对照组 58.442%，其差别有统计学意义（P<0.05，0.042）。
结果提示 PZH能诱导细胞停滞在 G0/G1期。
3.4 PZH对 AKT、PARP、CDK6的影响

western-blot 结果显示：AKT、PARP、CDK6 的表达随着
PZH药物浓度的增高而明显下降，如图 3所示，详细数据见表
1。说明 PZH 能够显著抑制 OVCAR-3 的 AKT、PARP、CDK6

的表达。

4 讨论

中药治疗肿瘤，源于古代中医药经验。中医对肿瘤的病因、

病机及治法都有其理论解释，例如曾提出过“结者散之”的论

述。中药治疗肿瘤机制包括直接抑制肿瘤细胞生长与增殖[4]、调

节免疫功能[5]、改变癌基因表达、抑制癌细胞增殖[6]、诱导肿瘤细

胞凋亡[7]、抑制肿瘤细胞侵袭和转移[8-10]、调节肿瘤细胞信号通

路[11]、改善血液流变学指标[12]等。而针对片仔癀，研究表明片仔

癀可通过下调 Pim-1 及 Pim-2 mRNA 的表达而诱导结肠癌
HT-29细胞的凋亡，抑制 HT-29细胞的增殖起到治疗结肠癌的
作用[13]；降低骨肉瘤 U-2OS细胞 MMP-9 的表达，降低骨肉瘤

细胞在人体的侵袭及迁移[14]；对中晚期肝癌患者缓解症状也具

有积极作用，并能直接作用于肿瘤细胞，部分成分还可以增强

癌细胞的抗原性，从而增强机体对肿瘤的免疫反应[15]。

肿瘤的恶性度与肿瘤的增殖、凋亡、周期密切相关，受体酪

氨酸激酶（RTK）-磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）信号通路在调控

这些过程中起重要作用[16]。丝氨酸 /苏氨酸激酶 Akt，是众多生

长因子具有酪氨酸激酶受体（RTK）的细胞信号传导通路中最

重要的激酶[17]。Altomare等[18]的研究结果表明卵巢癌组织中存

在 p- AKT蛋白的过表达，而 Huang Y等[19]认为 p- Akt蛋白在

卵巢浆液性腺癌中的表达远远高于卵巢良性肿瘤，有 Akt表达
的卵巢癌患者的五年生存率只有 15%，而无 Akt表达的卵巢癌

患者的生存率可以达到 80%，所以降低 Akt的表达对于卵巢癌

的预后十分重要。作者在 MTT试验中观测到随着 PZH浓度的

增高，OVCAR-3 细胞的增殖明显受到抑制；与此同时，在
western blot中观察到 AKT随着药物浓度的升高而降低，提示
PZH可能通过 AKT的重要路径调控卵巢癌 OVCAR-3细胞的

增殖。二者都在提示着 PZH可以调控 OVCAR-3的细胞增殖。
DNA修复酶———聚 ADP核糖聚合酶( PARP)在肿瘤的增

殖和生长方面起到重要的作用，成为与肿瘤发生密切相关的一

种酶。PARP可被激活的 caspase-3裂解，失去对损伤 DNA 的
修复功能，导致细胞转向凋亡[20]。10%-15%的上皮性卵巢癌是

由于 BRCA1/2 基因突变导致的隐匿性遗传性疾病，对抑制
PARP 的药物特别敏感 [21]；Mukhopadhyay A 等 [22]报道，大约

50%-60%高度恶性的上皮性卵巢癌都有与 DNA的同源重组修

复途径有关的蛋白质功能的丧失，同样对抑制 PARP的药物敏
感。实验中发现 PARP随着 PZH浓度的增高而呈下降趋势，说

明 PZH可以在一定程度上抑制 PARP的表达；另一方面，流式

细胞术凋亡结果也显示了 PZH可以诱导卵巢癌细胞明显的凋

亡，药物 24小时的早期凋亡率发现随着药物浓度的增加，OV-

CAR-3细胞早期凋亡率均逐步增加，提示 PZH有明显的诱导
肿瘤细胞凋亡作用。

周期蛋白依赖性激酶 6（CDK6），是细胞周期中 G1期的重
要调控分子之一，能够特异性地与周期蛋白 D（Cyclin D）结合

形成复合物。Cyclin D-CDK6复合物可以使下游分子 Rb蛋白
(retinoblastoma tumor suppressor protein, Rb)的丝氨酸或苏氨酸

残基发生磷酸化，进而导致 Rb蛋白和 E2F的分离，促使细胞

完成 DNA复制，由 G1期向 S期转变[23]。Sawiris等[24]通过对卵

巢癌基因表达的系列研究观察分析发现 CDK6在卵巢癌细胞

中高表达。本实验中，作者在流式细胞术周期检测中发现 PZH

表 1 片仔癀对 OVCAR-3细胞周期分布率的影响

Table 1 Effects ofPientzehuangoncell cycle distribution rateofOVCAR-3

Drug concentration

(滋g·mL-1)

Cell cycle distribution

%G0/G1 %G2 %S

0

250

500

1000

58.442

58.598

69.132

80.482

8.215

9.344

0.000

9.865

33.343

32.058

30.868

9.653
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能够有效地把 OVCAR-3细胞的细胞周期的抑制作用阻滞于
G1/S，阻止细胞由 G1期进入 S期，使其停滞在 G0/G1期，使得
S期细胞 DNA的合成与复制受到抑制和阻断，从而有效地控

制肿瘤细胞的生长。在 western blot中 CDK6的表达随着 PZH

的浓度升高而降低也和流式细胞仪的细胞周期的结果吻合。

综上所述，片仔癀可以抑制 OVCAR-3细胞增殖及诱导细

胞凋亡作用，并能阻滞细胞于 G0/G1期，片仔癀有望成为抗卵

巢癌药。然而片仔癀抑制肿瘤细胞增殖，诱导其凋亡的具体的

机制、细胞通路等，我们将继续深入研究，为其今后用于卵巢癌

的治疗提供更多的科学依据。
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