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摘要： 目的　 探讨贝母素甲对人卵巢癌 ＳＫＯＶ３ 细胞氟尿嘧啶敏感性的影响。 方法　 细胞随机分为空白对照组， 贝母

素甲低、 中、 高剂量组， 氟尿嘧啶组， 联合用药组， ＭＴＴ 法检测贝母素甲、 氟尿嘧啶单用及两者联用后细胞活性， 细

胞划痕实验检测贝母素甲各剂量组细胞迁移和增殖能力， 流式细胞术检测贝母素甲各剂量组细胞周期变化， Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 法检测贝母素甲各剂量组 ＰＣＮＡ、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 表达及联合用药组 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达。 结果　 随着贝母素甲、 氟

尿嘧啶浓度升高， 细胞活性下降， 两者联用后抑制效果较单用更显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 随着贝母素甲浓度升高， 它对细胞

迁移和增殖的抑制效果也增加， 细胞被阻滞于 Ｓ ／ Ｇ２ 期， ＰＣＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ 比值有所升高， 但无

显著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 与单用比较， 贝母素甲、 氟尿嘧啶联用后 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 贝母

素甲能通过阻滞 ＳＫＯＶ３ 细胞周期进展来有效提高它对氟尿嘧啶的敏感性。
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　 　 女性生殖系统常见的恶性肿瘤有宫颈癌、 卵巢癌、 子

宫肉瘤等， 其中卵巢癌致死率最高［１］ 。 卵巢体积小、 位置

深， 早期恶变无症状而易被患者忽视， 发现时往往难以依

靠手术根治， 故化疗成为术后主要辅助治疗手段， 而如何

减少化疗药物毒副作用一直是临床肿瘤治疗中的热点问题。
近年来， 中药单体成分因其高效低毒、 多靶点等特性逐渐

在相关研究中得到重视［２］ 。
我国贝母属植物约有 ５０ 种、 １９ 个变种［３］ ， 许多以贝

母入药的中药制剂在临床上发挥防病治病作用［４］ ， 其中川

贝母、 浙贝母药用历史较长［５］ 。 目前， 对浙贝母的研究集

中于其活性成分的药理作用及药动学方面［６］ ， 发现它有镇

咳、 祛痰作用［７］ ， 与宁海白枇杷花配伍有抗炎、 抑菌作

用［８］ 。 贝母素甲是贝母主要活性成分， 属于西藜芦碱

类［９］ ， 主要来源于浙贝母、 平贝母、 湖北贝母、 太白贝母、
暗紫贝母、 川贝母等［１０］ ， 具有抗肿瘤［１１］ 、 逆转耐药［１２］ 、
抑制增殖［１３］作用， 可影响乳腺癌细胞周期， 低浓度时 Ｇ１、
Ｓ 期细胞比例增加， 而高浓度时 Ｇ１ 期细胞比例增加， Ｓ 期

细胞比例减少［１４］ 。
氟尿嘧啶 （ ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌ， ５⁃ＦＵ） 是经典的临床肿瘤化

疗药物， 也是最常用的尿嘧啶抗代谢药， 主要杀伤 Ｓ 期细

胞， 故归类于细胞周期特异性药物， 临床上主要用于消化

系统癌、 乳腺癌治疗， 对生殖系统癌如宫颈癌、 卵巢癌、
绒毛膜上皮癌等也有作用［１５］ ， 其治疗卵巢癌时常与铂类联

用， 如氟尿嘧啶＋甲酰四氢叶酸＋奥沙利铂或卡培他滨 （氟
尿嘧啶前体） ＋奥沙利铂［１６］ 。 本实验使用贝母素甲影响卵

巢癌 ＳＫＯＶ３ 细胞周期， 并探讨该成分对氟尿嘧啶的协同作

用， 以期为开发相关肿瘤化疗增敏药物提供依据。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞株 　 人卵巢癌细胞株 ＳＫＯＶ３， 由吉林医药学院

肿瘤靶向治疗与转化医学实验室提供。
１􀆰 ２　 试 剂 与 药 物 　 贝母素甲 （纯度 ＞ ９８％ ， 目 录 号

Ｍ４２６３）、 氟尿嘧啶 （纯度 ＞ ９９％ ， 目录号 Ｍ２２８９） （美国

ＡｂＭｏｌｅ 公司）。 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基 （货号 ７２４００１２０）、 胎牛

血清 （货号 １２４８３０２０） （美国 Ｇｉｂｃｏ 公司）； ＭＴＴ、 ＤＭＳＯ
（美国 Ｓｉｇｍａ 公司）； 流式细胞术细胞周期检测试剂盒 （美
国Ｍｅｒｃｋ Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）； 兔抗 ＰＣＮＡ （目录号 １０２０５⁃２⁃ＡＰ，
美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司）； 兔抗 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ （货号 ａｂ３２３５１， 英

国 Ａｂｃａｍ 公司）； 鼠抗 β⁃ａｃｔｉｎ （货号 ２１８００）、 各类二抗

（美国 ＳＡＢ 公司）。
１􀆰 ３　 仪器　 细胞状态分析仪 （美国 Ｍｅｒｃｋ Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）；
超声波细胞粉碎机 （宁波新芝生物科技股份有限公司）；
蛋白电泳仪、 蛋白转印仪、 酶标仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）；
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ＥＣＬ 发光仪 （上海天能科技有限公司）； 光学倒置显微镜

（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞培养　 将 ＳＫＯＶ３ 细胞置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱

中， 以 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 完全培养液 （含 １０％ 胎牛血清、 １％ 青霉

素、 链霉素） 培养。
２􀆰 ２　 ＭＴＴ 法检测细胞活力 　 对数生长期 ＳＫＯＶ３ 细胞经胰

酶消化后， 以 １００ μＬ 含 ５×１０５ ／ ｍＬ 细胞的培养液接种于 ９６
孔培养板中， １２ ～ １８ ｈ 后待细胞贴壁、 形态良好时更换为

完全培养基， 倍比稀释至浓度为 ２００、 １００、 ５０、 ２５、 １２􀆰 ５、
６􀆰 ２５、 ３􀆰 １２５ μｍｏｌ ／ Ｌ， 培养 ７２ ｈ 后加入 １ ｍｇ ／ ｍＬ ＭＴＴ
（２０ μＬ ／孔）， 继续培养 ４ ～ ６ ｈ 后将培养液换为 １５０ μＬ
ＤＭＳＯ， 微量振荡器振荡孔板 １０ ｍｉｎ 以充分溶解甲臜结晶，
在 ４９０ ｎｍ 波长处检测各孔吸光度， 各浓度设置 ３ 个复孔，
取平均值， 计算细胞活性， 重复 ３ 次， 公式为细胞活性 ＝
实验组平均吸光度 ／对照组平均吸光度。
２􀆰 ３　 细胞划痕实验检测细胞增殖和迁移　 在洁净无菌干燥

的 ６ 孔板背面均匀画贯穿孔的横线， 每孔加入约 ５×１０５ 个

细胞， 待其继续增殖铺满孔板后， 用枪头以垂直于孔板背

面横线方向划痕， ＰＢＳ 清洗 ３ 次以洗净脱落细胞， 更换为

完全培养基稀释的各浓度药物， 分为空白对照组， 贝母素

甲低、 中、 高剂量组 （５０、 １００、 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ）， 同法继续

培养， 依次在 ０、 ８、 １６、 ２４ ｈ 拍照， 重复 ３ 次， 采用 Ｉｍａｇｅ
Ｊ 软件量化细胞划痕区域面积， 计算 ２４ ｈ 划痕愈合率， 公

式为愈合率＝ ［ （０ ｈ 划痕面积－２４ ｈ 划痕面积） ／ ０ ｈ 划痕

面积］ ×１００％ 。
２􀆰 ４　 流式细胞术检测细胞周期　 在洁净无菌干燥的 ６ 孔板

中每孔加入约 ５􀆰 ０×１０５ 个细胞， １２ ～ １８ ｈ 后待其贴壁、 形

态良好时更换加药培养基， ２４ ｈ 后胰酶消化并收集细胞，
转移 １×１０５ ～１×１０６ 细胞至每个 ＥＰ 管中， ３００×ｇ 离心５ ｍｉｎ，
１×ＰＢＳ 清洗 １ 次， 重悬细胞， 缓慢加入冷 ７５％ 乙醇使细胞

浓缩至 ５􀆰 ０×１０５ ～ １􀆰 ０×１０６ ／ ｍＬ， 在－２０ ℃下孵育至少 ３ ｈ，
转移 ２００ μＬ 细胞悬液至新管中， ３００×ｇ 离心 ５ ｍｉｎ， １×ＰＢＳ
清洗 １ 次， 加入 ２００ μＬ 细胞周期检测试剂， 室温避光孵育

３０ ｍｉｎ， 上机检测， 重复 ３ 次。
２􀆰 ５　 蛋白提取及检测　 将对数生长期细胞随机分为空白对照

组， 贝母素甲低、 中、 高剂量组 （５０、 １００、 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ）， 氟

尿嘧啶组 （５ μｍｏｌ ／ Ｌ）， 联合用药组 （５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 贝母素

甲＋５ μｍｏｌ ／ Ｌ 氟尿嘧啶）， 加入对应药物继续培养 ２４ ｈ 后收

集细胞， １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 共 ３ 次， １ ｍＬ １×ＰＢＳ 复

悬并移入 ＥＰ 管中， ４ ℃、 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 弃上清

液， 加入 １００ μＬ ＲＩＰＡ 蛋白裂解液， 冰浴超声破碎处理，
破碎后在 ４ ℃ 下放置 ４０ ｍｉｎ， ４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１５ ｍｉｎ， 取少量上清液检测蛋白浓度， 剩余以 ４ ∶ １ 比例加

入含 β⁃巯基乙醇的 ５×ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ， １００ ℃水浴 ３０ ｓ， 冷却

至室温后， 在－２０ ℃下保存。
２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测增殖和凋亡标志性蛋白表达 　 配

制分离胶及浓缩胶， 按照蛋白浓度加入等量蛋白样品后进

行电泳， 电泳结束后对照 ｍａｒｋｅｒ 切下所需分离胶部分， 在

４ ℃下以 １００ Ｖ 电压转膜 １２０ ｍｉｎ， ＰＢＳＴ 清洗 ＰＶＤＦ 膜数

次， 放入 ５％ 脱脂奶粉溶液中封闭 １２０ ｍｉｎ， 封闭后 ＰＢＳＴ
洗膜 ３ 次， 加入一抗， 在 ４ ℃下孵育过夜， 孵育后回收一

抗， ＰＢＳＴ 洗膜 ３ 次， 孵育二抗， 摇床振荡 １２０ ｍｉｎ， 回收

二抗， ＰＢＳＴ 洗膜 ５ 次， 加显色液显色， 曝光并拍照留存记

录， 重复 ３ 次， 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析印迹灰度， 对目的蛋

白进行半定量， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参。
２􀆰 ７　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 软件进行处理， 数据均

以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５
表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 贝母素甲、 氟尿嘧啶对 ＳＫＯＶ３ 细胞活性的影响

３􀆰 １􀆰 １　 贝母素甲单用 　 与空白对照组比较， 贝母素甲浓

度≤５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 时 ＳＫＯＶ３ 细胞活性无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５），
而＞５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 时 ＳＫＯＶ３ 细胞活性降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 见

图 １。
３􀆰 １􀆰 ２　 氟尿嘧啶单用　 与空白对照组比较， 不同浓度氟尿

嘧啶干预后 ＳＫＯＶ３ 细胞活性均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 １。
３􀆰 １􀆰 ３　 贝母素甲、 氟尿嘧啶联用　 本研究选用最大无毒剂

量 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 贝母素甲联合各浓度氟尿嘧啶， 在后者浓度

为 ３􀆰 １２５ μｍｏｌ ／ Ｌ 时 ＳＫＯＶ３ 细胞活性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 但随

着其浓度进一步增加， 上述降低趋势反而逐渐减小， 见图

１， 推测可能是细胞毒性掩盖增敏效果所致。 另外， 当氟尿

嘧啶浓度在 ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ 以下时， 各浓度联合用药的抑制效

果均优于单独用药 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 在 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验中， 为

便于稀释药物贮存液 （浓度为 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）， 本研究以

５ μｍｏｌ ／ Ｌ氟尿嘧啶进行实验。

注： 与空白对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １　 贝母素甲、 氟尿嘧啶对 ＳＫＯＶ３ 细胞活性的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ２　 贝母素甲对 ＳＫＯＶ３ 细胞增殖和迁移的影响　 与空白

对照组比较， 贝母素甲各剂量组 ２４ ｈ 划痕愈合率降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 但对细胞增殖和迁移的抑制作用不呈浓度依赖性，
见图 ２、 表 １。
３􀆰 ３　 贝母素甲对 ＳＫＯＶ３ 细胞周期的影响　 与空白对照组

比较， 贝母素甲中、 高剂量组 ＳＫＯＶ３ 细胞 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期细胞比

例下降， Ｓ 期细胞比例升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 高剂量组 Ｇ２ 期细
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图 ２　 各组 ＳＫＯＶ３ 细胞划痕 （×１００）

表 １　 贝母素甲对 ＳＫＯＶ３ 细胞划痕愈合的影响 （ ｘ± ｓ，
ｎ＝３）

组别 剂量 ／ （μｍｏｌ·Ｌ－１） 细胞愈合率 ／ ％
空白对照组 — ９３􀆰 ６０±７􀆰 ８２

贝母素甲低剂量组 ５０ ４０􀆰 ８０±６􀆰 ３０∗

贝母素甲中剂量组 １００ ５０􀆰 ００±１０􀆰 ９５∗

贝母素甲高剂量组 ２００ ３２􀆰 ０８±５􀆰 ５６∗

　 　 注： 与空白对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

胞比例升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 并且对细胞周期的阻滞作用呈浓

度依赖性， 见图 ３、 表 ２。

图 ３　 各组 ＳＫＯＶ３ 细胞周期

表 ２　 贝母素甲对 ＳＫＯＶ３ 细胞周期的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别
剂量 ／

（μｍｏｌ·Ｌ－１）
（Ｇ０ ／ Ｇ１） ／ ％ Ｓ ／ ％ （Ｇ２ ／ Ｍ） ／ ％

空白对照组 — ８６􀆰 １３±５􀆰 ２６ ９􀆰 ３０±３􀆰 ０４ ３􀆰 ７３±２􀆰 ２５
贝母素甲低剂量组 ５０ ７６􀆰 ５０±３􀆰 ０５ １３􀆰 ５３±１􀆰 ７９ ８􀆰 ０７±２􀆰 ６４
贝母素甲中剂量组 １００ ７３􀆰 ４３±４􀆰 ５７∗１５􀆰 ８７±０􀆰 ５９∗ ８􀆰 ７７±２􀆰 ８１
贝母素甲高剂量组 ２００ ７２􀆰 ３０±３􀆰 ２０∗１４􀆰 ７０±１􀆰 ８４∗ １０􀆰 ００±２􀆰 ２５∗

　 　 注： 与空白对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ４　 贝母素甲、 氟尿嘧啶对 ＳＫＯＶ３ 增殖和凋亡蛋白表达

的影响

３􀆰 ４􀆰 １　 贝母素甲单用 　 与空白对照组比较， 贝母素甲中、
高剂量组 ＳＫＯＶ３ 细胞 ＰＣＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与贝母

素甲高剂量组比较， 低、 中剂量组 ＳＫＯＶ３ 细胞 ＰＣＮＡ 表达

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 即呈浓度依赖性。 另外， 与空白对照组

比较， 贝母素甲各剂量组 ＳＫＯＶ３ 细胞 Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ 比值有所

升高， 但无显著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 ４、 表 ３。
３􀆰 ４􀆰 ２　 贝母素甲、 氟尿嘧啶联用　 与空白对照组比较， 联

合用药组 ＳＫＯＶ３ 细胞 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋 白 表 达 升 高

　 　 　 　

图 ４　 各组 ＳＫＯＶ３ 细胞增殖和凋亡蛋白表达

表 ３　 贝母素甲单用对 ＳＫＯＶ３ 增殖和凋亡蛋白表达的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别
剂量 ／

（μｍｏｌ·Ｌ－１）
ＰＣＮＡ Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２

空白对照组 — ０􀆰 ９６±０􀆰 ０７ ０􀆰 ８６±０􀆰 １９
贝母素甲低剂量组 ５０ ０􀆰 ８０±０􀆰 ０９＃ ０􀆰 ８９±０􀆰 １３
贝母素甲中剂量组 １００ ０􀆰 ６６±０􀆰 １０∗＃ １􀆰 ０３±０􀆰 ０９
贝母素甲高剂量组 ２００ ０􀆰 ４０±０􀆰 １０∗ ０􀆰 ９６±０􀆰 ２５

　 　 注： 与空白对照组比较，∗ Ｐ＜ ０􀆰 ０５； 与贝母素甲高剂量组比

较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与联合用药组比较， 贝母素甲低剂量组 ＳＫＯＶ３
细胞 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ５、
表 ４。

图 ５　 各组 ＳＫＯＶ３ 细胞 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３蛋白表达

表 ４　 贝母素甲、 氟尿嘧啶联用对 ＳＫＯＶ３ 细胞 ｃｌｅａｖｅｄ⁃
ｃａｓｐａｓｅ⁃３蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 剂量 ／ （μｍｏｌ·Ｌ－１） ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３

空白对照组 — ０􀆰 ４９±０􀆰 ２５
贝母素甲低剂量组 ５０ ０􀆰 ６４±０􀆰 １４△

氟尿嘧啶组 ５ ０􀆰 ７９±０􀆰 １７
联合用药组 ５０＋５ １􀆰 １３±０􀆰 ０８∗

　 　 注： 与空白对照组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５； 与联合用药组比较，
△Ｐ＜０􀆰 ０５。

４　 讨论

抗肿瘤药物在肿瘤的综合治疗中占有重要地位， 经典

药物有氟尿嘧啶、 顺铂、 紫杉醇等。 化疗药物具有杀伤肿

瘤细胞的作用， 但也存在一些缺点， 如非选择性分布、 药

物毒性、 对正常组织的意外副作用等， 限制了临床应用。
这些副作用和毒性暂时是不可避免的， 并有可能导致化疗

失败。 如何减少药物的毒副作用属于前沿热点， 近年来研

究发现， 中药与化疗药物联合应用如川芎嗪、 熊果酸联合

铂类药物， 能够显著提高化疗药物对肿瘤细胞的杀伤效果，
对于恶性肿瘤的治疗表现出理想的研究价值［１２，１７⁃１８］ 。
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对贝母属植物的研究目前多集中于其传统的镇咳平喘

和抗炎等药理作用， 尤其是作为单体的贝母素甲， 对其抗

肿瘤作用的研究仍处于起步阶段。 研究发现， 单独使用贝

母素甲对肿瘤的抑制作用并不显著［１７］ 。 从给药剂量角度而

言， 作为一种抑制药物的效果较差， 所需剂量过高， 与顺

铂、 阿霉素和紫杉醇等药的有效浓度差距可达成百甚至上

千倍， 反而可将其视为低毒性的增敏剂联合传统化疗药物

使用。 考虑到贝母素甲可以改变肿瘤细胞的细胞周期， 本

研究认为使用贝母素甲代替原本的同步化药物 （如羟基脲

等） 可以减轻化疗药物联合使用造成的骨髓抑制、 胃肠道

反应等副作用。
本实验研究贝母素甲单独和联合氟尿嘧啶使用对体外

卵巢癌 ＳＫＯＶ３ 细胞的作用， 认为其机制为贝母素甲改变

ＳＫＯＶ３ 细胞周期， 从而抑制细胞 ＰＣＮＡ 蛋白表达， 并对低

剂量氟尿嘧啶起到增敏作用。 贝母素甲低剂量能增强氟尿

嘧啶作用， 可能是通过使细胞停留在 Ｓ 期而较多摄入氟尿

嘧啶所致。 但可以确定的是， 低剂量贝母素甲联合氟尿嘧

啶可提高对 ＳＫＯＶ３ 细胞抑制效果。 尽管随着氟尿嘧啶的浓

度上升到 ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ， 联合使用氟尿嘧啶和贝母素甲相较单

独使用氟尿嘧啶的效果无明显差异， 但在临床对患者的治

疗中， 高剂量同时也会带来大量的毒副作用。 综合考量药

物作用和副反应， 临床应用时低剂量所产生的效果理应优

于高剂量。 本实验可为临床优化卵巢癌化疗提供新的思路，
降低癌症患者在化疗过程中出现的毒副作用， 进一步改善

临床肿瘤治疗方案。
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