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基于 Wnt/β-catenin 通路探究对叶百部碱抗卵巢癌的作用机制  
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摘  要：目的  探讨对叶百部碱抗卵巢癌的作用机制。方法  以人卵巢癌 SKOV3 细胞为研究对象，设置对照组、顺铂（15 

μg/mL）组和对叶百部碱（50、75、100 μg/mL）组。采用 MTT 法检测对叶百部碱对细胞活力的影响；光学显微镜观察药物

干预后细胞形态；EdU 实验检测对叶百部碱对细胞增殖活性的影响；克隆形成实验检测细胞克隆能力；划痕实验和 Transwell

实验观察细胞迁移和侵袭能力；Hoechst 33258 核染色观察细胞凋亡形态；流式细胞术检测细胞凋亡和周期分布情况；Western 

blotting 检测 B 细胞淋巴瘤-2（B-cell lymphoma-2，Bcl-2）、Bcl-2 关联 X 蛋白（Bcl-2 associated X protein，Bax）、细胞周期

蛋白 D1（Cyclin D1）、骨髓细胞瘤病毒癌基因（cellular-myelocytomatosis viral oncogene，c-myc）蛋白、β-连环蛋白（β-catenin）、

E-钙黏蛋白（E-cadherin）、N-钙黏蛋白（N-cadherin）表达。结果  与对照组比较，对叶百部碱对 SKOV3 细胞具有显著的增

殖抑制作用（P＜0.01）；对叶百部碱能改变细胞形态，细胞出现凋亡迹象；对叶百部碱显著抑制细胞克隆形成及迁移、侵袭

能力（P＜0.01）；对叶百部碱组细胞荧光强度增强，细胞核固缩破裂，细胞凋亡率显著升高（P＜0.01），G0/G1 期和 G2/M 期

细胞比例显著降低（P＜0.01），S 期细胞比例显著升高（P＜0.01）；对叶百部碱组 Bax/Bcl-2、E-cadherin 蛋白表达显著上调

（P＜0.01），Cyclin D1、c-myc、β-catenin、N-cadherin 蛋白表达显著下调（P＜0.05、0.01）。结论  对叶百部碱通过下调 Wnt/β-

catenin 信号通路及上调 Bax/Bcl-2 的表达，促进 SKOV3 细胞凋亡，抑制其增殖、迁移与侵袭，并将细胞阻滞在 S 期，进而

发挥抗肿瘤作用。 
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Mechanism of tuberostemonine against ovarian cancer based on Wnt/β-catenin 

signaling pathway 
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Abstract: Objective  To explore the mechanism of tuberostemonine against ovarian cancer. Methods  Human ovarian cancer 

SKOV3 cells were used as the research object, and control group, cisplatin (15 μg/mL) group, tuberostemonine (50, 75, 100 μg/mL) 

groups were set up. MTT method was used to detect the effect of tuberostemonine on cell viability; Cell morphology after drug 

intervention was observed using optical microscope; EdU experiment was used to detect the effect of tuberostemonine on cell 

proliferation activity; Cell cloning ability was detected through clone formation experiment; Scratch and Transwell experiments were 

used to observe cell migration and invasion abilities; Hoechst 33258 nuclear staining was used to observe the morphology of cell 

apoptosis; Cell apoptosis and cycle distribution were detected by flow cytometry; Western blotting was used to detect the expressions 

of B-cell lymphoma-2 (Bcl-2), Bcl-2 associated X protein (Bax), Cyclin D1, cellular-myelocytomatosis viral oncogene (c-myc), β-
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catenin, E-cadherin and N-cadherin. Results  Compared with control group, tuberostemonine had a significant inhibitory effect on 

the proliferation of SKOV3 cells (P < 0.01); Tuberostemonine could change cell morphology and cells were shown signs of apoptosis; 

Tuberostemonine could significantly inhibit cell clone formation, migration and invasion abilities (P < 0.01); The fluorescence intensity 

of cells in tuberostemonine group was enhanced, the cell nucleus was pyknotic and ruptured, and the apoptosis rate was significantly 

increased (P < 0.01), the proportions of G0/G1 and G2/M phase cells were significantly reduced (P < 0.01), while the proportion of S 

phase cells was significantly increased (P < 0.01); The expressions of Bax/Bcl-2 and E-cadherin proteins were significantly up-

regulated (P < 0.01), while the expressions of Cyclin D1, c-myc, β-catenin and N-cadherin proteins were significantly down-regulated 

(P < 0.05, 0.01) in tuberostemonine group. Conclusion  Tuberostemonine promotes SKOV3 cells apoptosis, inhibits its proliferation, 

migration and invasion, and blocks cells in the S phase by down-regulating Wnt/β-catenin signaling pathway and up-regulating the 

expression of Bax/Bcl-2, thereby exerting anti-tumor effect. 

Key words: tuberostemonine; ovarian cancer; SKOV3 cells; Wnt/β-catenin signaling pathway; proliferation; invasion; apoptosis

卵巢癌是世界上七大常见的恶性肿瘤之一，

其致死率在妇女恶性肿瘤中位居第 2，仅次于宫

颈癌[1]。因卵巢癌早期无明显症状，故确诊时多为

晚期，造成卵巢癌高死亡率，目前，对于晚期卵巢

癌的治疗主要是通过初次或多次肿瘤细胞减灭手术

以及结合铂类药物，其中以顺铂及其类似物作为一

线药物[2]。而顺铂耐药患者预后性较差，易复发，并

对其他化疗药不敏感，是导致卵巢癌高死亡率的重

要原因[3]。近年来卵巢癌的治疗取得了很大的进步，

但其预后并没有显著的提高，此外，耐药、复发、

转移等因素仍然是制约卵巢癌治疗的重要因素[4]。

在中医理论中，卵巢癌属于“癥瘕”的范畴，医典中

指出“癥瘕”多有月经不调、腹胀、腹满、腹痛或腹

部有结块等证候[5]。从“癥瘕”这一范畴来看，中医

普遍认为卵巢癌的发生源于肾阳虚衰、阴阳失衡[6-9]。 

百 部 为 百 部 科 植 物 直 立 百 部 Stemona 

sessilifolia (Miq.) Miq.、蔓生百部 S. japonica (Blume) 

Miq.或对叶百部 S. tuberosa Lour.的干燥块根，有温

肺下气止咳、杀虫灭虱等功效，常用于治疗新久咳

嗽、肺痨咳嗽、顿咳、头虱、体虱、蛲虫病、阴痒

等[10]。百部常应用于各类疾病的治疗，在妇科带下

病的治疗中亦具明显疗效。百部乙醇提取物、水提

取物或百部与其他中药制成的混合制剂对阴道炎有

显著的治疗效果，包括滴虫性、白色念珠菌感染引

起的霉菌性阴道炎、非特异性性阴道炎及肝经湿热

型阴道炎所致的带下量增多、阴痒等[11-13]。中医学

认为，带下病、阴痒的发病机制主要是肝、脾、肾

功能失调，肾阳不足[14-15]。此外，现代医学常将生

殖系统炎症及严重卵巢炎、希恩综合征等疾病与带

下病相关联，将它们列入了带下异常的诊断范畴中，

并认为妇科肿瘤的出现常伴随着阴道分泌物异常病

理状况的发生，而中医认为癥瘕多由脾气虚弱、气

血瘀阻引起，在临床上也会出现白带增多的症状，

也可以参考脾虚湿盛的带下病来进行治疗[16-18]。对

叶百部碱是百部的主要活性成分之一，现代药理学

研究表明，百部生物碱有止咳[19]、平喘、抗菌[20-22]、

杀虫[23]、抗氧化[24]、抗肿瘤[25-26]等作用。目前，百

部在妇科的应用较为广泛，但其主要活性成分对叶

百部碱对人卵巢癌 SKOV3 细胞的作用及相关机制

尚未见相关研究报道。 

Wnt 信号途径是一条重要的生物信号途径，参

与调控细胞的增殖、分化、凋亡、迁移、侵袭等多

种重要的生理功能[27]。已有研究表明，Wnt 信号通

路中多个蛋白成员均与卵巢癌的发生、发展密切相

关[28]。Ricken 等[29]研究 Wnt 信号通路的组成部分

在未成熟大鼠卵巢及 5 种人卵巢癌细胞系中 Wnt 转

录物（Wnt-2b、Wnt-5a、Wnt-11）的表达，发现 Wnt

的异常表达可能与卵巢癌的发生及发展有关。戴颖

青等[30]研究发现，β-连环蛋白（β-catenin）、细胞周

期蛋白 D1（Cyclin D1）在浆液性卵巢癌中高表达，

且与患者的预后密切相关，提示 β-catenin、Cyclin 

D1 在浆液性卵巢癌中起着重要的调控作用，二者的

高表达预示着患者的不良预后。Doo 等[31]通过研究

卵巢癌肿瘤小鼠，发现抑制 Wnt/β-catenin 通路在卵

巢癌的治疗中具有较强的免疫调节作用。此外，沈

影等[32]发现卵巢癌的病因病机符合阳虚阴盛的肿

瘤形成机制，卵巢肿瘤的发生是“阴成形”与“阳

化气”交互作用的病理过程，而 Wnt/β-catenin 通路

中存在着“阳闭阴开”的作用机制。卵巢癌患者体

内的肾阳虚衰、阴阳平衡和 Wnt/β-catenin 信号通路

的激活与否有着内在的联系。因此，结合卵巢癌的

病因病机，基于Wnt/β-catenin信号通路探讨卵巢癌，

符合当代中医学发展中西医结合道路的原则，同时

也对提高卵巢癌患者预后具有十分重要的意义。本
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研究将基于Wnt/β-catenin信号通路初步探讨对叶百

部碱抗 SKOV3 细胞的作用机制，为对叶百部碱在

卵巢癌治疗中的应用价值提供一定的依据。 

1  材料 

1.1  细胞株 

SKOV3 细胞（编号 KG201）购自江苏凯基生

物技术股份有限公司，人正常卵巢上皮 IOSE-80 细

胞（批号 20230413）购自武汉普诺赛生命科技有限

公司。 

1.2  药品与试剂 

对叶百部碱（批号 CYR-D0085220125，质量分

数为 99.86%）购自宝鸡市翊瑞生物科技有限公司，

用细胞级别二甲基亚砜（ dimethyl sulfoxide，

DMSO）溶解，配制成 70 g/L 母液，于−20 ℃冰箱

避光保存，使用前溶解并用完全培养液稀释到相应

浓 度 ； 顺 铂 （ 批 号 115583 ） 购 自 美 国

MedChemExpress 公司，使用 N,N-二甲基甲酰胺

（N,N-dimethylformamide，DMF）溶解，配制成 7 g/L

备用药液，于 4 ℃冰箱保存，使用前用 McCoy’s 5A

完全培养液稀释到相应浓度；胎牛血清（批号

23060704）购自浙江天杭生物科技股份有限公司；

McCoy’s 5A 培养液（批号 WH0123A018）购自武

汉普诺赛生命科技有限公司； DMSO（批号

829R031）、MTT（批号 5221107001）、Hochest 33258

染色液（批号 A20230211）、结晶紫染色液（批号

602W041）购自北京索莱宝科技有限公司；DMF（批

号 I2229027）购自上海阿拉丁生化科技有限公司；

Annexin V-FITC 细胞凋亡检测试剂盒（批号

295906-000）、PI/RNase Staining Solution 试剂盒（批

号 2663846）、HRP 标记的山羊抗兔 IgG 二抗（批

号 C31460100）购自美国 Thermo Fisher Scientific 公

司 ； EDU-488 细胞增 殖检测试剂盒（批号

032723230622）购自碧云天生物技术有限公司；β-

actin 抗体（批号 20536-1-AP）、B 细胞淋巴瘤-2（B-

cell lymphoma-2，Bcl-2）抗体（批号 26593-1-AP）、

Bcl-2 相关 X 蛋白（Bcl-2 associated X protein，Bax）

抗体（批号50599-2-lg）、Cyclin D1抗体（批号26939-

1-AP）、骨髓细胞瘤病毒癌基因蛋白（ cellular-

myelocytomatosis viral oncogene，c-myc）抗体（批

号 10828-1-AP）、β-catenin 抗体（批号 51067-2-AP）、

E-钙黏蛋白（E-cadherin）抗体（批号 20874-1-AP）、

N-钙黏蛋白（N-cadherin）抗体（批号 22018-1-AP）

购自武汉三鹰生物技术有限公司。 

1.3  仪器 

C170 型 CO2 培养箱（德国 Binder 公司）；

JIMBIO-FIL 型流式图像细胞计数仪（江苏卓微生物

科技有限公司）；Epoch 2 型全波长酶标仪（美国 Bio 

Tek 公司）；DMi8 型倒置荧光生物显微镜（德国徕

卡公司）；NovoCyte 2060R 型流式细胞仪（艾森生

物杭州有限公司）；Direct Q-5UV 型纯水仪（美国默

克密理博公司）；MiniPROTEAN Tetra Cell 型垂直电

泳仪、Mini Trans Blot Cell 型蛋白转印模块（美国

Bio-Rad 公司）；UVP Chem Studio 815 型多功能分

子成像系统（德国耶拿公司）。 

2  方法 

2.1  细胞培养 

SKOV3、IOSE-80 细胞用含 10%胎牛血清、1%

青链霉素的 McCoy’s 5A 完全培养液或 RPMI 1640

完全培养液，于 37 ℃、饱和湿度、5% CO2的培养

箱中常规培养。细胞株于广西壮瑶药重点实验室冻

存、培养、传代，实验用 SKOV3 细胞已传至 6 代，

IOSE-80 细胞已传至 4 代。 

2.2  MTT 法检测细胞活力 

SKOV3 细胞以 8×104 个/mL 接种于 96 孔板，

100 μL/孔，培养 24 h 待细胞贴壁后，吸弃培养基，每

孔分别加入 200 μL 不同质量浓度（50、75、100 μg/mL）

的对叶百部碱溶液，另设置对照组加入不含药物的培

养基，每组 6 个复孔，分别孵育 24、48、72 h，加入

5 g/L MTT 溶液 20 μL，继续孵育 4 h。吸弃上清液，

每孔加入 DMSO 150 μL，采用酶标仪测定 490 nm 处

各孔的吸光度（A）值，计算细胞增殖抑制率。 

细胞增殖抑制率＝(A 对照－A 给药)/A 对照 

IOSE-80 细胞以 8×104个/mL 接种于 96 孔板，

100 μL/孔，培养 24 h 待细胞贴壁后，吸弃培养基，

每孔分别加入 200 μL 不同质量浓度（10、50、100、

150 μg/mL）的对叶百部碱溶液，另设置对照组加入

不含药物的培养基，每组 6 个复孔，分别孵育 24、

48 h，加入 5 g/L MTT 溶液 20 μL，继续孵育 4 h。

吸弃上清液，每孔加入 DMSO 150 μL，采用酶标仪

测定 490 nm 处各孔的 A 值，计算细胞存活率。 

细胞存活率＝A 给药/A 对照 

2.3  细胞形态学观察 

取对数生长期的SKOV3细胞以2.5×105个/mL

接种于 6 孔板中，每孔 1 mL，置培养箱中培养 24 h。

设置对照组、顺铂（15 μg/mL）组和对叶百部碱（50、

75、100 μg/mL）组，给予相应药物处理 48 h，对照组
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加入不含药物的培养基。于倒置显微镜下观察细胞

形态的变化，拍照记录。 

2.4  EDU 染色检测细胞增殖活力 

取对数生长期的 SKOV3 细胞以 2.5×105 个/孔

接种于 6 孔板中，每孔 1 mL，培养箱中培养 24 h。

按“2.3”项下方法分组并给药，处理 48 h，每孔加

入 10 mmol/L EDU 工作液 1 mL，继续孵育 2 h 后，

弃去培养液，加入 4%多聚甲醛固定 20 min，封闭

液清洗 3 次，通透液孵育 15 min；封闭液清洗 3 次

后，每孔加入 0.5 mL Click 反应液，避光孵育 30 

min，封闭液清洗 3 次。按照试剂盒说明书，使用

Hoechst 33342 反应液进行细胞核染色。采用荧光显

微镜于 100 倍镜下随机拍摄 3 个视野，计算 EDU 阳

性细胞率。 

EDU 阳性细胞率＝ (EDU＋Hoechst 阳性细胞数 )/ 

Hoechst 阳性细胞数 

2.5  细胞克隆形成实验检测细胞克隆能力 

取对数生长期的 SKOV3 细胞以 1.0×103个/孔

接种于 6 孔板中，培养 24 h。按“2.3”项下方法分

组并给药，处理 48 h，PBS 清洗细胞，每孔加入完

全培养液 1 mL，持续培养 14 d。期间每隔 3 d 在倒

置显微镜下观察细胞情况，并对细胞进行换液。培

养 14 d 后，PBS 清洗细胞，每孔加入 800 μL 4%多

聚甲醛溶液固定细胞 25 min，吸弃溶液；PBS 清洗

3 次后，每孔加入 600 μL 结晶紫染色液染色 15 min，

PBS 清洗 4 次，室温晾干，拍照记录，观察细胞形

成群落大小及数量，计算克隆形成率。 

克隆形成率＝细胞集落数/初始接种细胞数 

2.6  划痕实验检测细胞迁移能力 

取对数生长期的 SKOV3 细胞，以 3×105个/mL

接种于 6 孔板中，每孔 1 mL，培养 24 h。于倒置显

微镜下观察到细胞融合度达到 70%时，用 200 μL 灭

菌枪头借助直尺垂直划痕，PBS 轻缓清洗细胞 3 次，

按“2.3”项下分组加入相应的含药无血清培养基 1 

mL，对照组加入不含药物的无血清培养基。在倒置

显微镜下拍摄 0 h 细胞划痕照片后，继续置于细胞

培养箱中培养，48 h 后取出拍摄。拍摄过程中每组

细胞在 0、48 h选择 3个视野取样拍照记录。用 Image 

J 软件测量各组细胞在不同时间点划痕愈合的相对

面积，计算细胞迁移率。 

细胞迁移率＝48 h 划痕面积/0 h 划痕面积 

2.7  Transwell 实验检测细胞侵袭能力 

基质胶与不含血清的培养基按 1∶10 的比例进

行稀释，每个 Transwell 小室中加入 80 μL 基质胶进

行铺胶，培养箱中孵育过夜，次日对已铺胶小室进

行基底膜水化 30 min。用无血清培养基重悬 SKOV3

细胞，调整细胞密度至 2.5×105 个/mL，取细胞悬

液 200 μL 加入 Transwell 小室，取 600 μL 含 20%胎

牛血清的培养基加入 24 孔板下室。按“2.3”项下

分组给药，37 ℃培养 48 h，取出 Transwell 小室，

用 4%甲醛固定 20 min，PBS 清洗 3 次，结晶紫染

色 15 min，清洗 3 次后用棉签将上室细胞擦除，于

显微镜下观察穿过 Transwell 膜细胞数量，随机选取

3 个视野进行拍照，采用 Image J 软件计数。 

2.8  Hoechst 33258 染色观察细胞核凋亡形态 

SKOV3 细胞以 3.5×105个/孔接种于 6 孔板中，

培养 24 h。按“2.3”项下方法分组并给药，处理 48 h，

弃去培养基，PBS 洗涤 3 次，4%多聚甲醛固定 20 

min，PBS 清洗 3 次，每孔加入 Hochest 33258 染色

液 800 μL，避光染色 15 min，PBS 洗涤 3 次，于倒

置荧光显微镜下观察细胞核凋亡形态并拍照。 

2.9  流式细胞术检测细胞凋亡率 

将 SKOV3 细胞以 2.5×105 个/mL 接种于 6 孔

板中，每孔 1 mL，培养 24 h。按“2.3”项下方法分

组并给药，处理 48 h，弃去培养基，PBS 清洗 3 次，

消化并收集细胞，800 r/min 离心 5 min，弃去上清

液，用预冷的 PBS 重悬清洗细胞 2 次，收集细胞，

参照凋亡试剂盒说明书加入结合缓冲液 195 μL 重

悬细胞，再分别加入 Annexin V-FITC 5 μL 和碘化丙

啶（PI）染色液 10 μL 轻缓混匀，常温避光孵育 15 

min，0.5 h 内采用流式细胞仪进行检测。 

2.10  流式细胞术检测细胞周期 

SKOV3 细胞以 2.5×105 个/mL 接种于 6 孔板

中，每孔 1 mL，培养 24 h。按“2.3”项下方法分组

并给药，处理 48 h，收集上清液，PBS 清洗 3 次，

消化并收集细胞，1 000 r/min 离心 5 min，重悬于

4 ℃预冷的 200 μL PBS 缓冲液中，缓慢加入预冷的

70%乙醇 600 μL，悬浮固定细胞，4 ℃过夜。次日，

1 000 r/min 离心 5 min，弃去上清，PBS 清洗 2 次，

加入 0.5 mL PI/RNase 溶液，轻吹混匀细胞，37 ℃

避光孵育 30 min。1 h 内采用流式细胞仪进行检测。 

2.11  Western blotting 检测凋亡及 Wnt/β-catenin

信号通路相关蛋白表达 

取对数生长期的 SKOV3 细胞，以 2.5×105 个/

孔接种于 6 孔板中，培养 24 h。按“2.3”项下方法

分组并给药，处理 48 h，收集细胞，加入裂解液于
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冰上裂解，离心后取上清，BCA 法测定蛋白浓度，

加入适量 5×上样缓冲液，沸水浴使蛋白变性。蛋

白样品经十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转

至 PVDF 膜，用 5%脱脂牛奶封闭 2 h，分别加入 β-

actin（1∶3 000）、Bax（1∶4 000）、Bcl-2（1∶3 000）、

c-myc（1∶10 000）、β-catenin（1∶20 000）、Cyclin 

D1（1∶30 000）、N-cadherin（1∶10 000）、E-cadherin

（1∶60 000）一抗，4 ℃孵育过夜；加入二抗（1∶

10 000），室温孵育 2 h，显影，采用 Image J 软件分

析条带灰度值。 

2.12  统计学分析 

数据采用 SPSS 21.0 软件进行统计分析，以

x s 表示，采用单因素方差分析。 

3  结果 

3.1  对叶百部碱对 SKOV3 和 IOSE-80 细胞活力

的影响 

 如表 1 所示，与对照组比较，50、75、100 μg/mL

对叶百部碱分别干预 SKOV3 细胞 24、48、72 h 后，

细胞增殖抑制率均显著升高（P＜0.01），并呈现一

定的剂量和时间相关性。如表 2 所示，10、50、100、

150 μg/mL 对叶百部碱干预 IOSE-80 细胞 24、48 h

后，细胞存活率均不低于 90%，因此后续实验中对

叶百部碱的剂量与干预时间在此质量浓度梯度及时

间范围内。 

3.2  对叶百部碱对 SKOV3 细胞形态的影响 

 如图 1 所示，对照组细胞贴壁状态良好、抱团 

表 1  对叶百部碱对 SKOV3 细胞增殖抑制率的影响 

( x s , n = 6) 

Table 1  Effect of tuberostemonine on proliferation 

inhibition rate of SKOV3 cells ( x s , n = 6) 

组别 
质量浓度/ 

(μg·mL−1) 

细胞增殖抑制率/% 

24 h 48 h 72 h 

对照 — 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 

对叶百部碱 50 28.48±5.55** 41.98±2.54** 54.23±5.30** 

 75 49.12±7.31** 76.40±2.34** 82.68±1.77** 

 100 57.85±4.32** 84.37±4.30** 88.87±2.97** 

与同时间点对照组比较：**P＜0.01。 

**P < 0.01 vs control group at same time point. 

表 2  对叶百部碱对 IOSE-80 细胞存活率的影响 

( x s , n = 6) 

Table 2  Effect of tuberostemonine on viability of IOSE-80 

cells ( x s , n = 6) 

组别 
质量浓度/ 

(μg·mL−1) 
细胞存活率/% 

24 h 48 h 

对照 — 100.00±0.00 100.00±0.00 
对叶百部碱 10 104.71±14.32 100.28±17.58 

 50 108.05±12.10 97.40±16.36 
 100 102.45±11.78 103.67±14.18 
 150 109.38±16.58 103.49±16.47 

生长，细胞形态正常完整、呈长梭形；50、75、100 

μg/mL 对叶百部碱处理 48 h 后，细胞逐渐出现皱

缩，失去原有细胞形态，数量减少，凋亡现象明显；

顺铂干预处理 48 h 后，变形细胞数量增加，细胞边

界模糊不清，细胞显示出较差的生长特点。 

 

图 1  光学显微镜观察各组细胞形态 (×200) 

Fig. 1  Morphology of cells in each group under light microscope (× 200) 

3.3  对叶百部碱对 SKOV3 细胞增殖的影响 

如图 2 和表 3 所示，与对照组比较，各给药组

EDU 阳性细胞率均显著降低（P＜0.05、0.01），且

呈剂量相关性。表明对叶百部碱能够抑制SKOV3细

胞的增殖。 

3.4  对叶百部碱对 SKOV3 细胞克隆能力的影响 

如图 3 和表 4 所示，与对照组比较，各给药组

细胞克隆形成率均显著降低（P＜0.01），且呈剂量

相关性。表明对叶百部碱能够通过抑制 SKOV3 细

胞的克隆形成，进而抑制细胞增殖。 

3.5  对叶百部碱对 SKOV3 细胞迁移能力的影响 

如图 4 和表 5 所示，与对照组比较，对叶百部

碱（75、100 μg/mL）组细胞迁移率显著降低（P＜

0.01），且呈剂量相关性。 

对照                      顺铂              对叶百部碱 50 μg·mL−1        对叶百部碱 75 μg·mL−1       对叶百部碱 100 μg·mL−1 
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图 2  对叶百部碱对 SKOV3 细胞增殖的影响 (×100) 

Fig. 2  Effect of tuberostemonine on proliferation of SKOV3 cells (× 100) 

表 3  对叶百部碱对 SKOV3 细胞增殖的影响 

( x s , n = 3) 

Table 3  Effect of tuberostemonine on proliferation of 

SKOV3 cells ( x s , n = 3) 

组别 质量浓度/(μg·mL−1) EDU 阳性细胞率/% 

对照 — 10.96±1.37 

顺铂 15 0.00±0.00** 

对叶百部碱 50 9.19±0.36*▲▲
 

 75 3.21±1.10**▲▲
 

 100 0.00±0.00** 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与顺铂组比较：▲P＜0.05  

▲▲P＜0.01，下表同。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group; ▲P < 0.05  ▲▲P < 0.01 vs 

cisplatin group, same as below tables. 

 

图 3  对叶百部碱对 SKOV3 细胞克隆形成数的影响  

Fig. 3  Effect of tuberostemonine on clone formation 

number of SKOV3 cells 

表 4  对叶百部碱对 SKOV3 细胞克隆形成率的影响 

( x s , n = 3) 

Table 4  Effect of tuberostemonine on clone formation rate 

of SKOV3 cells ( x s , n = 3) 

组别 质量浓度/(μg·mL−1) 克隆形成率/% 
对照 — 85.30±5.22 
顺铂 15 0.00±0.00** 
对叶百部碱 50 5.10±0.53**▲ 

 75 0.00±0.00** 
 100 0.00±0.00** 

3.6  对叶百部碱对 SKOV3 细胞侵袭能力的影响 

如图 5 和表 6 所示，与对照组比较，各给药组

侵袭细胞数均显著减少（P＜0.01），且呈剂量相关

性，表明对叶百部碱能够抑制 SKOV3 细胞的侵袭

能力。 

3.7  对叶百部碱对 SKOV3 细胞凋亡形态的影响 

 如图 6 所示，对照组细胞荧光较弱，细胞核形

态正常且分布均匀。与对照组比较，顺铂组出现较

明显的细胞核固缩和致密浓染的凋亡形态变化特

征；对叶百部碱干预后，SKOV3 细胞的细胞核不同

程度地出现固缩和破裂，荧光强度和细胞核形态改

变的细胞数量与给药剂量呈正相关，随着给药剂量

的提高，细胞凋亡数目逐渐增多，表明对叶百部碱

抑制 SKOV3 细胞增殖与诱导其凋亡有关。 

3.8  对叶百部碱对 SKOV3 细胞凋亡的影响 

如图 7 和表 7 所示，与对照组比较，各给药组 

对照                  顺铂          对叶百部碱 50 μg·mL−1    对叶百部碱 75 μg·mL−1    对叶百部碱 100 μg·mL−1 

Hoechs 33342 
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对照                顺铂       对叶百部碱 50 μg·mL−1 

对叶百部碱 75 μg·mL−1  对叶百部碱 100 μg·mL−1 
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图 4  对叶百部碱 SKOV3 细胞迁移能力的影响 (×100) 

Fig. 4  Effect of tuberostemonine on migration ability of SKOV3 cells (× 100) 

表 5  对叶百部碱对 SKOV3 细胞迁移的影响 ( x s , n = 3) 

Table 5  Effect of tuberostemonine on migration of SKOV3 

cells ( x s , n = 3) 

组别 质量浓度/(μg·mL−1) 细胞迁移率/% 
对照 — 35.71±5.40 
顺铂 15 3.75±4.61** 
对叶百部碱 50 36.85±4.62

▲▲ 
 75 17.79±5.26**▲ 
 100 2.10±1.69** 

 

图 5  对叶百部碱对 SKOV3 细胞侵袭能力的影响 (×40) 

Fig. 5  Effect of tuberostemonine on invasion ability of 

SKOV3 cells (× 40) 

表 6  对叶百部碱对 SKOV3 细胞侵袭的影响 ( x s , n = 3) 

Table 6  Effect of tuberostemonine on invasion of SKOV3 

cells ( x s , n = 3) 

组别 质量浓度/(μg·mL−1) 侵袭细胞数/个 
对照 — 2 676.00±235.80 
顺铂 15 1 282.00±61.10** 
对叶百部碱 50 2 110.00±105.50**▲▲ 

 75 1 702.00±96.81**▲▲ 
 100 622.00±93.11**▲▲ 

 

图 6  对叶百部碱对 SKOV3 细胞凋亡形态的影响 

(免疫荧光，×100) 

Fig. 6  Effect of tuberostemonine on apoptotic morphology 

of SKOV3 cells (immunofluorescence, × 100) 

 

图 7  对叶百部碱对 SKOV3 细胞凋亡的影响 

Fig. 7  Effect of tuberostemonine on apoptosis of SKOV3 cells 

对照                顺铂        对叶百部碱 50 μg·mL−1 对叶百部碱 75 μg·mL−1 对叶百部碱 100 μg·mL−1 
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表 7  对叶百部碱对 SKOV3 细胞凋亡率的影响 ( x s , n = 3) 

Table 7  Effect of tuberostemonine on apoptotic rate of 

SKOV3 cells ( x s , n = 3) 

组别 质量浓度/(μg·mL−1) 细胞凋亡率/% 
对照 — 5.66±0.73 
顺铂 15 69.20±2.68** 
对叶百部碱 50 54.82±4.43**▲▲ 

 75 64.92±3.79** 
 100 73.82±3.84** 

细胞凋亡率均显著升高（P＜0.01），且呈剂量相关

性，表明对叶百部碱能够诱导 SKOV3 细胞凋亡。 

3.9  对叶百部碱对 SKOV3 细胞周期分布的影响 

如图 8 和表 8 所示，与对照组比较，各给药组

G0/G1期和G2/M 期细胞比例均显著降低（P＜0.01），

S 期细胞比例显著升高（P＜0.01），表明对叶百部碱

能将 SKOV3 细胞阻滞在 S 期。 

 

图 8  对叶百部碱对 SKOV3 细胞周期分布的影响 

Fig. 8  Effect of tuberostemonine on cycle distribution of SKOV3 cells 

表 8  对叶百部碱对 SKOV3 细胞周期分布的影响 ( x s , n = 3) 

Table 8  Effect of tuberostemonine on cycle distribution of SKOV3 cells ( x s , n = 3) 

组别 质量浓度/(μg·mL−1) 
细胞周期分布/% 

G0/G1 期 S 期 G2/M 期 
对照 — 66.47±3.85 16.35±0.88 7.80±0.87 
顺铂 15 31.56±6.66** 63.75±8.70** 1.16±0.23** 
对叶百部碱 50 28.46±3.63** 54.97±0.76**▲ 3.74±0.11**▲▲ 

 75 28.74±1.72** 58.82±2.02** 2.29±0.24**▲ 
 100 31.06±1.51** 62.81±4.80** 0.72±0.41** 

 

3.10  对叶百部碱对 SKOV3 细胞凋亡及 Wnt/β-

catenin 信号通路相关蛋白表达的影响 

如图 9、10 和表 9、10 所示，与对照组比较，

各给药组 Bax/Bcl-2、Bax、E-cadherin 蛋白表达水

平显著升高（P＜0.05、0.01），Bcl-2、c-myc、Cyclin 

D1 蛋白表达水平显著降低（P＜0.05、0.01）；对叶

百部碱（75、100 μg/mL）组 β-catenin、N-cadherin

蛋白表达水平显著降低（P＜0.05、0.01）；顺铂组 

 

图 9  对叶百部碱对 SKOV3 细胞凋亡相关蛋白表达的影响 

Fig. 9  Effect of tuberostemonine on expressions of 

apoptosis-related proteins in SKOV3 cells 

 

图 10  对叶百部碱对 SKOV3 细胞 Wnt/β-catenin 信号通

路相关蛋白表达的影响 

Fig. 10  Effect of tuberostemonine on expressions of 

Wnt/β-catenin signaling pathway related proteins in 

SKOV3 cells 

N-cadherin 蛋白表达水平显著降低（P＜0.01）。表明

对叶百部碱诱导 SKOV3 细胞凋亡可能与抑制 Wnt/ 

β-catenin 信号通路及阻断上皮细胞-间充质转化

（epithelial-mesenchymal transition，EMT）有关。 
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表 9  对叶百部碱对 SKOV3 细胞凋亡相关蛋白表达的影响 ( x s , n = 3) 

Table 9  Effect of tuberostemonine on expressions of apoptosis-related proteins in SKOV3 cells ( x s , n = 3) 

组别 质量浓度/(μg·mL−1) Bax/β-actin Bcl-2/β-actin Bax/Bcl-2 
对照 — 0.55±0.05 0.69±0.08 0.79±0.07 
顺铂 15 0.71±0.07* 0.63±0.03* 1.13±0.07** 
对叶百部碱 50 0.84±0.08**▲ 0.64±0.05* 1.31±0.11**▲ 

 75 1.09±0.05**▲▲ 0.56±0.04**▲ 1.95±0.11**▲▲ 
 100 1.18±0.07**▲▲ 0.49±0.07**▲▲ 2.40±0.06**▲▲ 

表 10  对叶百部碱对 SKOV3 细胞 Wnt/β-catenin 信号通路相关蛋白表达的影响 ( x s , n = 3) 

Table 10  Effect of tuberostemonine on expressions of Wnt/β-catenin signaling pathway related proteins in SKOV3 cells 

( x s , n = 3) 

组别 质量浓度/(μg·mL−1) β-catenin/β-actin c-myc/β-actin Cyclin D1/β-actin N-cadherin/β-actin E-cadherin/β-actin 

对照 — 0.60±0.02 0.23±0.02 0.53±0.02 0.92±0.04 0.75±0.06 

顺铂 15 0.40±0.04 0.17±0.01** 0.27±0.06** 0.64±0.03** 1.13±0.13** 

对叶百部碱 50 0.52±0.02
▲▲

 0.17±0.04** 0.46±0.02**▲▲
 0.93±0.06

▲▲
 1.51±0.06**▲▲

 

 75 0.58±0.03*▲▲
 0.20±0.05**▲▲

 0.44±0.02**▲▲
 0.81±0.03**▲▲

 1.60±0.06**▲▲
 

 100 0.56±0.01**▲▲
 0.17±0.01** 0.38±0.05**▲▲

 0.76±0.02**▲▲
 1.72±0.11**▲▲

 

4  讨论 

现代卵巢癌的治疗主要利用外科手术切除结

合化学疗法[33]，但其在治疗过程中容易引起肿瘤

细胞的耐药，给新药开发带来了新的挑战。百部于

历代本草均有记载，随着医学的发展，百部的有效

成分被逐渐发现和证实，其主要活性成分百部生物

碱亦被发现能够逆转肿瘤多药耐药抵抗[34-35]、抗肿

瘤[36]、抗花叶病毒[37]，且具有毒蕈碱型 M5 受体和

Sigma 受体结合活性[38]等，因此对叶百部碱作为百

部生物碱的主要成分有着一定的开发潜力。我国中

医药具有丰富的抗癌资源，对延长患者的生命周期、

提高患者的生活质量具有明显的优势。许多中药复

方、中成药和注射液在癌症的临床治疗中有着较好

的疗效。中药单体是传统药物的研究基础，具有结

构多样、作用靶点广、经济实用、疗效确切、不良

反应少等特点。因此，中药单体应用于卵巢癌治疗

的开发与机制研究意义重大[39]。王秀霞在中医药理

论研究基础上，结合多年临床实践，提出肾阳虚衰、

血瘀于胞是卵巢癌发病的重要病机[40]。王玮玉等[41]

从阴阳平衡的角度，探索炎症微环境中各因素变化

在卵巢癌发生、发展中的作用，针对卵巢癌提出了

阴阳调和的预防和治疗原则。在临床上，卵巢癌患

者的体质也是以阳虚、气虚、有血瘀为主[42]。我国

有着深厚的中医药底蕴与中药资源，结合疾病的病

因病机，中医理论基础和现代医学联合对卵巢癌进

行研究与治疗，是推动中医学发展的一种重要方式。

因此，本研究基于 Wnt/β-catenin 信号通路阳虚阴盛

的卵巢癌形成机制探究对叶百部碱抗 SKOV3 细胞

的作用机制。 

细胞凋亡是一种周期性的细胞死亡模式，通过

半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 -9 （ cystein-asparate 

protease-9，Caspase-9）、凋亡蛋白酶活化因子及细胞

色素 C 等构成的凋亡复合物，在维持细胞生成与死

亡的动态平衡中起着重要作用。在细胞凋亡的调节

过程中，Bcl-2 蛋白家族是主要调控因子，包含促凋

亡蛋白 Bax 和抗凋亡蛋白 Bcl-2 等，细胞凋亡是癌

症发生、发展和治疗的重要环节，因此诱导细胞凋

亡是一种有效的癌症治疗手段[43]。本研究结果显

示，不同质量浓度的对叶百部碱处理 SKOV3 细胞

后，细胞增殖抑制率均明显升高，细胞增殖活性均

明显降低，细胞克隆形成率显著降低，细胞凋亡率

显著升高，SKOV3 细胞的细胞核不同程度地出现固

缩和破裂，蓝色荧光强度增强，细胞凋亡数目逐渐

增加，促凋亡蛋白 Bax 的表达升高以及抗凋亡蛋白

Bcl-2 的表达降低，Bax/Bcl-2 上调，表明对叶百部

碱能够诱导 SKOV3 细胞发生凋亡。 

肿瘤发生转移是导致肿瘤复发、治疗效果差、

生存率低的重要原因。EMT 是肿瘤发生、生长、侵

袭、迁移、定植和耐药的重要环节[44]。E-cadherin 下

调或 N-cadherin 上调能促进 EMT 和肿瘤转移、侵

袭，两者是 EMT 的标志蛋白[45]。Wnt/β-catenin 信

号通路的活化可促进肿瘤细胞的转移和增殖 [46]。

Wnt/β-catenin 信号通路是调节细胞生长、增殖和分

化的重要途径，在卵巢癌化疗耐药中发挥重要作用，

调控Wnt/β-catenin信号通路可作为卵巢癌化疗增敏

的靶点[47]。Wnt 信号通路作为一条重要的信号传导
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途径，可调控细胞的增殖、分化、迁移等功能，从

而影响细胞的正常生长发育，Wnt 信号通路的活化

在多种癌症的发生、发展中发挥着重要作用[48]。β-

catenin 蛋白是一种转录因子，其功能涉及许多癌症

基因的表达，在 Wnt/β-catenin 信号通路中起到关键

作用，β-catenin 蛋白的稳定性也是 Wnt/β-catenin 信

号通路的一个重要标志[47]。Wnt 配体触发 Wnt/β-

catenin 信号通路的中枢是 β-catenin，它可以激活下

游蛋白 Cyclin D1、c-myc 的表达，进而调控细胞周

期及细胞的增殖、存活，其中 c-myc 和 Cyclin D1 分

别调节细胞周期 S 期和 G1期[49-50]。此外，c-myc 是

一种核相关蛋白，对胚胎发育和诱导多能干细胞形

成起着关键的调控作用[51]，原癌基因 c-myc 在转

录、翻译过程中对肿瘤细胞的侵袭和转移发挥促进

作用[52]。Cyclin D1 是一个与细胞周期有关的致癌

基因，Cyclin D1 蛋白通过与细胞周期依赖的激酶相

互作用，促使细胞由 G1 期向 S 期转变，从而促进细

胞的分裂和增殖，对细胞的生长发育具有重要的调

控作用，Cyclin D1 的高表达会使细胞周期失调，使

过量的细胞进入增殖期，从而使其失去控制的增殖

能力，甚至恶性转化[46]。划痕实验和侵袭实验结果

显示，对叶百部碱干预后，SKOV3 细胞的划痕愈合

能力及迁移率明显降低，细胞侵袭数量显著减少，

E-cadherin 蛋白表达显著上调，N-cadherin 蛋白表达

显著下调，表明对叶百部碱能阻断 SKOV3 细胞的

EMT 进程，进而抑制 SKOV3 细胞的转移。采用

Western blotting 对 Wnt/β-catenin 信号通路中相关蛋

白表达进行检测，结果显示，与对照组比较，对叶

百部碱给药组中枢蛋白 β-catenin 及下游蛋白 c-myc

和 Cyclin D1 表达均显著下调；结合流式细胞术检

测 SKOV3 细胞周期的结果，对叶百部碱能将

SKOV3 细胞阻滞在 S 期，表明对叶百部碱可能通

过调节 Wnt/β-catenin 信号通路相关蛋白的表达，进

而调控 SKOV3 细胞的凋亡和转移。 

综上，对叶百部碱能阻断 SKOV3 细胞的 EMT

进程，抑制 SKOV3 细胞的增殖、迁移和侵袭，并

将细胞周期阻滞在 S 期，诱导 SKOV3 细胞凋亡，

其作用机制可能与抑制Wnt/β-catenin信号通路的激

活及上调 Bax/Bcl-2 有关。 
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