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异甘草素通过拮抗Rac1信号通路

抑制卵巢癌细胞转移
朱辉丽1  张梦蝶2  郁成舒1  林美燃1  房冬冬1*

(1上海中医药大学交叉科学研究院, 上海 201203; 2上海中医药大学中药学院, 上海 201203)

摘要      该文探讨了异甘草素(isoliquirtigenin, ISL)抑制卵巢癌细胞转移的分子机制。采用GLISA
实验检测了非毒性浓度下的异甘草素对卵巢癌间质样细胞SKOV3、OVCAR5的Rac1活性的影响及

其对Rac1蛋白表达的影响; 构建了Rac1持续激活的OVCAR3的卵巢癌细胞: OVCAR3/Rac1G12V; 采用

MTT实验检测了异甘草素对OVCAR3/Rac1G12V细胞生长的影响; 显微镜观察了异甘草素处理后

OVCAR3/Rac1G12V的形态变化; 利用划痕和Transwell实验检测了异甘草素对OVCAR3/Rac1G12V
细胞迁移和侵袭的影响; Western blot实验检测了上皮−间质转化(epithelial-mesenchymal transition, 
EMT)标志蛋白的表达情况; qRT-PCR实验检测了Vimentin、E-cadherin及ZEB1的mRNA水平。结果

显示非毒性浓度的10 µmol/L异甘草素能抑制卵巢癌细胞中Rac1活性且并不影响Rac1总蛋白表达; 
异甘草素逆转Rac1诱导的OVCAR3细胞形态变化, 抑制Rac1诱导的OVCAR3细胞迁移和侵袭; 异
甘草素可逆转Rac1诱导的OVCAR3细胞中EMT相关标志蛋白及mRNA水平的异常表达; 10 µmol/L异
甘草素可逆转Rac1诱导的OVCAR3细胞中p-Src和p-Erk1/2表达上调。总之, 异甘草素可以通过

拮抗Rac1-MEK/Src信号通路来逆转Rac1诱导的上皮−间质转化过程, 从而抑制卵巢癌细胞的转

移。

关键词      异甘草素; 卵巢癌; 转移; EMT; Rac1

Isoliquiritigenin Inhibits Ovarian Cancer Cell Metastasis by Antagonizing 
the Rac1 Signaling Pathway

ZHU Huili1, ZHANG Mengdie2, YU Chengshu1, LIN Meiran1, FANG Dongdong1*
(1Institute of Interdisciplinary Integrative Medicine Research, Shanghai University of Traditional Chinese Medicine, Shanghai 201203, 

China; 2School of Pharmacy, Shanghai University of Traditional Chinese Medicine, Shanghai 201203, China)

Abstract       This study investigates the molecular mechanism by which ISL (isoliquiritigenin) inhibits ovarian 
cancer cell metastasis. GLISA assays were employed to assess the effects of ISL at non-toxic concentration on Rac1 
activity in ovarian cancer stromal-like cells SKOV3 and OVCAR5. Establishing an OVCAR3 ovarian cancer cell line 
with constitutively active Rac1: OVCAR3/Rac1G12V. MTT assays evaluated ISL’s impact on OVCAR3/Rac1G12V 
cell viability; morphological changes in ISL-treated OVCAR3/Rac1G12V cells; Scratch wound healing assays and 
Transwell assays assessed ISL’s effects on cell migration and invasion in OVCAR3/Rac1G12V cells; Western blot 
experiments measured expression of key EMT (epithelial-mesenchymal transition)-related marker proteins; qRT-
PCR was used to measure mRNA levels of Vimentin, E-cadherin and ZEB1. Results showed that non-toxic concen-
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tration of 10 µmol/L ISL inhibits Rac1 activity in ovarian cancer cells without affecting total Rac1 protein expres-
sion; ISL reversed Rac1-induced morphological changes in OVCAR3 cells, as well as Rac1-induced migration and 
invasion capabilities. And reversed Rac1-induced expression of EMT marker proteins and their mRNA levels in 
OVCAR3 cells. Additionally, 10 µmol/L ISL reversed Rac1-induced expression of p-Src and p-Erk1/2 in OVCAR3 
cells. In summary, ISL inhibits ovarian cancer cell metastasis through reversing Rac1-induced epithelial-mesenchy-
mal transition via the Rac1-MEK/Src signaling pathway.

Keywords       isoliquiritigenin; ovarian cancer; metastasis; EMT; Rac1

卵巢癌(ovarian cancer)是世界上最常见的高死亡

率妇科恶性肿瘤之一 [1]。每年有超过30万名女性被诊

断出患有卵巢癌 , 导致约152 000人死于卵巢癌 [2]。近

年来, 我国卵巢癌的死亡率呈现迅速上升的趋势[3], 严
重危及女性生命健康。卵巢癌被认为是最具侵袭性

的女性生殖道疾病 [4], 尤其是上皮−间质转化(epithe-
lial-mesenchymal transition, EMT)肿瘤亚型的卵巢癌

具有转移的高倾向性和特殊的转移模式 , 是卵巢癌

死亡的重要原因 [5], 五年的生存率不足50%。因此 , 
抑制卵巢癌转移和侵袭对治疗卵巢癌以及改善卵巢

癌患者的生存与预后具有重要意义。

Ras相关C3肉毒素底物1(Ras-related C3 botuli-
num toxin substrate 1, Rac1)是一种信号转导分子, 其
在调控增殖、分化与凋亡、细胞黏附和运动还有转

录因子上充当着 “分子开关 ”的角色 , 是细胞内不可

或缺的信号转导分子 [6]。有研究报道发现 , Rac1促
进多种肿瘤相关的生物学过程 [7-8], 如卵巢癌细胞的

转移和侵袭 [9]。有临床研究表明 , Rac1过表达可能

作为评价卵巢癌肿瘤恶性程度与预测肿瘤侵袭转移

的标志 [10-11]。在我们课题组前期的工作中发现Rac1
持续激活能诱导上皮样卵巢癌发生EMT过程并促进

其转移 [12]。因此 , 抑制Rac1活性可能是抑制卵巢癌

转移的潜在作用机制之一。

异甘草素 (isoliquiritigenin, ISL)是一种天然黄

酮类化合物, 具有丰富的药理学活性, 如抗肿瘤、抗

氧化、抗炎、抗纤维化等 [13]。课题组前期研究结果

已证明 , 异甘草素能够抑制卵巢癌EMT过程从而抑

制卵巢癌的转移 [14] , 但是异甘草素的具体作用分子

机制未深入探讨。基于前期的工作基础 , 因此我们

提出假说: ISL可能通过抑制Rac1活性来逆转卵巢癌

细胞的EMT过程从而抑制卵巢癌的转移。在本研究

中 , 我们采用高转移的卵巢癌细胞并构建了Rac1持
续激活的卵巢癌细胞株OVCAR3, 进一步探讨了异

甘草素逆转卵巢癌细胞EMT过程及转移的分子机

制, 旨在为卵巢癌治疗提供新思路。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞株      高转移卵巢癌细胞系SKOV3、OV-
CAR5来源于美国佛罗里达大学黄爽教授实验室, 卵巢

癌细胞株(人) OVCAR3购自上海胜富生物有限公司。

1.1.2   药物与主要试剂      ISL购自上海同田生化技

术有限公司 ; 胎牛血清、DMEM高糖培养基、嘌呤

霉素 (puromycin)均购自Gibco公司 ; RPMI 1640培养

基、Transwell小室 (直径8 μm)均购自Corning公司 ; 
基质胶(matrigel)购自BD公司; 噻唑蓝(thiazolyl blue, 
MTT)和结晶紫均购自Sigma公司 ; Trizol试剂购自

Ambion公司; SYBR Green购自Applied Biosystems公
司 ; RevertAid第一链cDNA合成试剂盒购自Thermo-
Fisher Scientific公司 ; GLISA Rac1活化分析试剂盒

购自Cytoskeleton公司 ; 牛血清白蛋白V购自北京索

莱宝科技有限公司 ; NC膜购自Pall公司 ; 4%多聚甲

醛、Western blot及 IP细胞裂解液均购自上海威奥生

物科技有限公司; SDS粉末、β-巯基乙醇、DMSO均

购自北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司 ; 胰酶细

胞消化液、极超敏 ECL化学发光试剂盒、Western 
blot转膜液 (粉剂 )、脱脂奶粉、DEPC水、Bradford
蛋白浓度测定试剂盒 (去垢剂兼容性 )、SDS-PAGE
电泳液 (Tris-Gly, 10×)、TBST(10×)、SDS-PAGE
蛋白上样缓冲液 (5×)、蛋白标准 (BSA, P0006C-2)、
Tris-HCl(pH6.8)、Tris-HCl(pH8.8)均购自上海碧

云天生物技术有限公司 ; PCR引物购自 nvitrogen
公司 ; 抗体E-cadherin(mAb, l000 1׃, 货号 : 3195)、
Vimentin(mAb, l000 1׃, 货号: 5741S)、p-Erk1/2(mAb, 
l000 1׃, 货号 : 14227)、Erk1/2(mAb, 1000 1׃, 货
号 : 4695)、Myc-tag(mAb, 1000 1׃, 货号 : 2278)、
Src(mAb, 1000 1׃, 货号: 2109)、p-Src(mAb, 1000 1׃, 
货号: 6943)、β-actin(mAb, 1000 1׃, 货号: 3700)均购
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自Cell Signaling Technology公司; 兔二抗(1000 5׃, 货
号: 20002)购自Absin公司。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养      卵巢癌细胞SKOV3、OVCAR5
用含10%胎牛血清(fetal bovineserum, FBS)的DEME
完全培养基培养 , OVCAR3、OVCAR3/Rac1G12V细胞

用含10% FBS的RPMI 1640完全培养基培养。当细胞

密度达80%~90%时 , 用胰蛋白酶室温消化(1~2 min)以
。2传代, 然后置于37 ℃、5% CO2的恒温培养箱中培养׃1

1.2.2   OVCAR3/Rac1G12V细胞株的构建      以慢病

毒为载体的外源性基因导入表达。OVCAR3/Rac-
1G12V的细胞构建及验证 : 将构建的Rac1G12V活

性质粒采用慢病毒的方法包装病毒 , 将收集的病毒

悬液感染非侵袭性且上皮样卵巢癌细胞OVCAR3, 
以Pcdh-puro的慢病毒感染细胞为对照 , 用嘌呤霉素

筛选感染的细胞。采用Western blot法证明导入的

Rac1G12V质粒具有Rac1的活性。

1.2.3   细胞MTT实验      将对数生长期的细胞用胰蛋

白酶室温消化(1~2 min), 按照5 000/孔细胞密度接种于

96孔板中 , 待细胞贴壁后更换含药培养基 , 给药72 h
后加入20 μL MTT溶液, 于37 ℃、5% CO2恒温培养

箱中避光孵育4 h后 , 在酶联免疫检测仪570 nm处读

取各孔吸光度(D)值。

1.2.4   细胞迁移实验      将Transwell小室(直径8 μm)
置于已灭菌的24孔板中 , 在Transwell小室下室加入

600 μL含10% FBS的完全培养基 , 取200 μL细胞悬液

(细胞密度105/小室, 无血清培养基, 10 μmol/L ISL)滴加

到小室的上室里面 , 在37 ℃、5% CO2恒温培养箱中

孵育24 h后将小室取出, 吸去上室液体, 接着用4%多聚

甲醛室温固定20 min后, PBS清洗2次, 然后用结晶紫室

温染色15~20 min, 用清水清洗2次 , 用棉签擦去上层未

穿过细胞, 小室干燥后置于显微镜下观察及拍照计数。

1.2.5   细胞侵袭实验      将已包被好基质胶的小室

(直径8 μm)置于无菌的24孔板中 , 放置于37 ℃培养

箱培养 1~2 h, 在Transwell小室下室加入 500 μL含
10% FBS的完全培养基 , 100 μL细胞悬液 (细胞密度

105/小室, 无血清培养基, 10 μmol/L ISL)滴加到小室的

上室里面, 在37 ℃、5% CO2恒温培养箱中孵育24 h后
将小室取出 , 吸去上室液体 , 接着用4%多聚甲醛室

温固定20 min, PBS清洗2次, 然后用结晶紫室温染色

15~20 min, 用水清洗小室2次, 用棉签擦去上层未穿

过细胞, 小室干燥后置于显微镜下观察及拍照计数。

1.2.6   显微镜下细胞形态拍照      用10 μmol/L ISL
作用于OVCAR3/Rac1G12V细胞72 h后, 在显微镜下

对细胞形态进行观察并拍照记录。

1.2.7   总RNA提取及qRT-PCR检测      总RNA提取: 
Trizol法提取含或不含10 μmol/L ISL培养基培养72 h
的OVCAR3/Rac1G12V细胞及不含药培养基培养72 h
的OVCAR3/Pcdh-puro细胞总RNA。RNA逆转录为

cDNA: 根据表1加入对应试剂后37 ℃水浴30 min以去

除基因组DNA, 随后加入1 μL的50 nmol/L EDTA终

止反应。再加入随机引物 (random hexamer primer) 
65 ℃水浴5 min。根据表2加入相应试剂后25 ℃水

浴5 min, 42 ℃水浴60 min完成逆转录, 再70 ℃水浴5 min
灭活。逆转录后cDNA在–80 ℃超低温冰箱储存备用。

逆转录完的cDNA用qRT-PCR检测Vimentin、E-
cadherin的mRNA水平, 引物序列见表3, 反应体系见

表4。
1.2.8   Western blot法检测E-cadherin、Vimentin等蛋

白的表达情况      收集含或不含10 μmol/L ISL培养

基培养72 h的OVCAR3/Rac1细胞及不含药培养基培

养72 h的OVCAR3/puro细胞总蛋白, Bradford法检测

蛋白浓度, 30 μg总蛋白经10%的SDS-PAGE分离, 然
后在300 mA的恒流条件下进行湿转 , 转膜90 min。随

后以5%脱脂牛奶室温封闭 1 h, 封闭完成后加入一抗

(稀释比1000 1׃) 4 ℃过夜孵育; 用TBST洗涤去除未结

合抗体后, 再加入HRP标记的二抗(稀释比 1000 5׃)室
温孵育1 h; 孵育结束后再次以TBST充分洗涤 , 采用

ECL化学发光液进行显影。使用 ImageJ软件对蛋白

条带灰度值进行定量分析。

1.2.9   Rac1活性检测实验      依据GLISA Rac1活
化分析试剂盒使用说明 , 提取给药处理后SKOV3、
OVCAR5、OVCAR3/Rac1G12V细胞蛋白 , 使用试

剂盒的蛋白定量试剂进行蛋白定量 , 按照试剂盒说

明书步骤4 ℃摇床一抗孵育过夜、室温摇床二抗孵

育1~4 h, 加入HRP检测试剂, 终止反应, 酶联免疫检

测仪450 nm处读取各孔吸光度值。

1.2.10   细胞创伤划痕愈合实验      将对数生长期的

OVCAR3/Rac1G12V、OVCAR3/puro细胞胰酶室温

消化(1~2 min)并以转速1 000 r/min室温离心 2 min后, 
使用完全培养基将其重悬成单细胞悬液, 按5×105/孔
密度接种于6孔板 , 置于37 ℃、5% CO2恒温培养箱

中培养至细胞长至90%融合时 , 用20 μL移液管尖端

在纵向轴线方向上于孔的中心划出一条创伤区域。
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PBS洗涤2次以洗去刮后的漂浮细胞 , 加入无血清培

养基(含或不含10 μmol/L ISL), 37 ℃、5% CO2培养24 h, 
在倒置显微镜下于0 h、24 h观察并拍照。

1.2.11   数据统计与分析      各实验均独立重复3次, 
用GraphPad Prism 10.0进行统计学分析, 计量数据采

用单因素方差分析进行多组间比较 , 并用LSD进行

两两比较 , 结果以均数±标准差(x
_
±s)表示; P<0.05为

差异有统计学意义。

2   实验结果
2.1   非毒性浓度下的ISL抑制卵巢癌细胞Rac1活性

前期我们课题组已经证明了非毒性浓度下的

表3   引物序列表

Table 3   Primer sequence list
基因

Gene name
引物序列

Primer sequences	

Vimentin F: 5′- AAT GAC CGC TTC GCC AAC T-3′
R: 5′- ATC TTA TTC TGC TGC TCC AGG AA-3′

E-cadherin F: 5′- ACA GCC CCG CCT TAT GAT T-3′
R: 5′- TCG GAA CCG CTT CCT TCA-3′

ZEB1 F: 5′-CAC CAT CCC CAT CAC CTC TAA-3′
R: 5′-GCA CCCT CAG CTG TGT ACA AGT-3′

表 4   PCR反应体系

Table 4   PCR reaction system
试剂

Reagent
体积/μL
Volume /μL

SYBR® Green (2×)   5

Primer F (10 µmol/L)   1

Primer F (10 µmol/L)   1

cDNA   1

ddH2O   2

Total volume 10

表1   去除基因组DNA试剂表

Table 1   Genomic DNA removal reagent list
试剂

Reagent
剂量

Amount

RNA 1 μg

10× reaction buffer with MgCl2 1 μL

DNase I, RNase-free (#EN5021#) 1 µL (1 U/μL)

Water, nuclease-free Supplement to 10 µL

表 2   逆转录试剂表

Table 2   Reverse transcription reagent list
试剂

Reagent
体积/μL
Volume /μL

5× reaction buffer   4

RiboLock RNase inhibitor (20 U/μL)   1

10 mmol/L dNTP Mix   2

RevertAid M-MuLV RT (200 U/μL)   1

Total volume 20
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ISL能抑制卵巢癌细胞SKOV3和OVCAR5迁移及侵

袭 [14]。因此 , 我们采用非毒性浓度下的 ISL(1、5、
10 μmol/L)处理高转移的卵巢癌细胞SKOV3 72 h, 
MTT实验进一步证实 1、5、10 μmol/L的 ISL对细

胞没有杀伤作用 (图1A)。而在前期研究基础上 , 为
了探讨 ISL是否通过抑制Rac1活性从而抑制卵巢癌

细胞转移的作用机制 , 我们首先评估了Rac1抑制剂

(NSC23766)对卵巢癌细胞生长的作用。实验结果

表明 , 5 μmol/L的NSC23766作用72 h并不抑制卵巢

癌细胞生长 (图1B), 这也表明在该条件下抑制Rac1
活性并不影响卵巢癌细胞生长。接着将不同浓度的

ISL处理SKOV3和OVCAR5细胞 , 提取不同时间点

的细胞蛋白, 用GLISA实验检测ISL对Rac1活性的影

响。结果如图1C和图1D, 10 μmol/L的 ISL作用72 h
后, 同时抑制了SKOV3和OVCAR5细胞的Rac1活性, 
且具有统计学意义。同时Western blot实验结果表明, 
ISL并不影响Rac1总蛋白的表达(图1E)。这初步表明, 
非毒性浓度下的异甘草素可能通过抑制卵巢癌细胞

Rac1活性从而发挥抗卵巢癌转移作用。

2.2   非毒性浓度的ISL逆转OVCAR3/Rac1G12V
细胞形态

在我们前期研究工作 [12]中已经构建了Rac1持
续性激活的卵巢癌细胞系OVCAR3/Rac1G12V, 并
且证明了外源性导入Rac1G12V使得OVCAR3发生 
EMT过程 , 同时OVCAR3/Rac1G12V细胞具有间质

样特征及侵袭能力。为了进一步研究 ISL是否通过

A: 1、5、10 μmol/L的ISL处理SKOV3细胞72 h后, 用MTT实验检测细胞活力。B: 5 μmol/L的NSC23766处理SKOV3、OVCAR3细胞72 h后, 用
MTT实验检测细胞活力。C: 1、5、10 μmol/L的ISL处理SKOV3、OVCAR5细胞72 h后, 用GLISA实验检测其Rac1活性。*P<0.05, 与0 μmol/L 
ISL组比较。D: 10 μmol/L的ISL处理SKOV3、OVCAR5细胞24、48、72 h后, 用GLISA实验检测其Rac1活性。*P<0.05, 与0 h组比较。E: 1、5、
10 μmol/L的ISL处理SKOV3细胞72 h后, 用Western blot实验检测Rac1的蛋白表达情况。

A: cell viability assessed via MTT assay following 72 h treatment of SKOV3 cells with 1, 5, and 10 μmol/L ISL. B: cell viability assessed via MTT 
assay following 72 h treatment of SKOV3 and OVCAR3 cells with 5 μmol/L NSC23766. C: Rac1 activity in SKOV3 and OVCAR5 cells treated with 
1, 5, and 10 μmol/L ISL for 72 h, assessed by GLISA assay. *P<0.05 compared with the 0 μmol/L ISL group. D: Rac1 activity in SKOV3 and OVCAR5 
cells treated with 10 μmol/L ISL for 24, 48, and 72 h, assessed by GLISA assay. *P<0.05 compared with the 0 h group. E: Rac1 protein expression was 
assessed by Western blot analysis in SKOV3 cells treated with 1, 5, or 10 μmol/L ISL for 72 h.

图1   非毒性浓度的ISL抑制卵巢癌细胞Rac1活性

Fig.1   ISL inhibits Rac1 activity in ovarian cancer cells at non-toxic concentration
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抑制Rac1活性从而影响卵巢癌细胞EMT过程 , 我们

用非毒性浓度的10 μmol/L ISL处理OVCAR3/Rac-
1G12V 72 h后, 在显微镜下观察细胞形态, 并用MTT
检测了细胞活力。结果如图2A所示, 10 μmol/L异甘

草素不影响OVCAR3/Rac1G12V的细胞生长能力 ; 
如图2B所示 , 与对照OVCAR3/puro细胞形态相比 , 
持续激活Rac1, 使细胞从卵形变为长梭形, 细胞间隙

变大 ; 而用异甘草素处理过的OVCAR3/Rac1G12V
细胞形态呈卵形, 细胞出现粘连。这初步表明, 异甘

草素能逆转Rac1激活诱导的上皮−间质转化过程。

2.3   非毒性浓度的ISL抑制OVCAR3/Rac1G12V
细胞迁移和侵袭

在ISL能逆转Rac1诱导的EMT过程基础上, 接着

我们检测了ISL对OVCAR3/Rac1G12V细胞的迁移和

侵袭能力的影响。划痕实验结果如图3A所示 , 持续

激活Rac1促进OVCAR3细胞的迁移, 而10 μmol/L ISL
干预后 , OVCAR3/Rac1G12V细胞的迁移能力减弱 ; 
ISL对OVCAR3/puro细胞并没有相同作用 , 排除了

ISL对OVCAR3细胞迁移的非特异性抑制作用。迁

移和侵袭实验进一步证明 , 10 μmol/L异甘草素干预

后 , OVCAR3/Rac1G12V细胞迁移数量和穿过基质

胶的细胞明显减少 , 但仍大于OVCAR3/puro的细胞

的迁移和穿过基质胶的细胞数量(图3B和图3C)。这

表明 , 异甘草素可以抑制Rac1活性诱导的OVCAR3
细胞迁移和侵袭。

2.4   非毒性浓度的ISL逆转OVCAR3/Rac1G12V
细胞EMT过程

EMT是驱动卵巢癌细胞迁移和侵袭的核心机

制之一 [15]。前面我们证明了 ISL能逆转Rac1活性诱

导的OVCAR3细胞形态变化及抑制Rac1活性诱导

的OVCAR3细胞迁移和侵袭。因此我们推测 ISL是
否通过逆转Rac1活性诱导的EMT过程从而抑制卵

巢癌细胞的迁移和侵袭？我们检测了异甘草素干预

OVCAR3/Rac1G12V细胞后对外源性Rac1活性影响

及EMT标志相关蛋白的表达的影响。GLISA实验

证明, ISL确实能降低Rac1活性(图4A)。Western blot
结果如图4B和图4C所示 , Rac1持续激活上调了OV-
CAR3细胞中间质样标志蛋白Vimentin的表达 , 下调

了上皮样标志蛋白E-cadherin的表达; 而10 μmol/L的
异甘草素处理72 h后 , 逆转了Rac1持续性激活诱导

的EMT标志蛋白变化。qRT-PCR实验结果(图4D)也
进一步证实, Rac1持续性激活上调了Vimentin及转录

因子ZEB1的mRNA水平, 下调了E-cadherin的mRNA
水平 , 而异甘草素则部分逆转了EMT这一过程。以

上结果表明 , 异甘草素可通过抑制Rac1活性逆转

Rac1激活诱导的EMT过程 , 从而抑制卵巢癌细胞的

迁移与侵袭。

2.5   ISL对Rac1诱导的Erk1/2和Src蛋白的影响

在图1结果中我们已经证明异甘草素能够抑制

卵巢癌SKOV3和OVCAR5细胞的Rac1活性 , 并且在

我们课题组前期工作中也已经证明了Rac1-MEK/Src
信号通路诱导上皮样卵巢癌细胞EMT过程 [12], 而
Erk1/2是MEK的关键下游信号分子。因此我们检测

了 ISL对OVCAR3/Rac1G12V细胞中的Erk1/2和Src
的蛋白水平变化的影响。实验结果如图5所示, Rac1
持续激活后 , OVCAR3细胞的p-Src和p-Erk1/2表达

水平都明显增加 ; 而10 μmol/L的异甘草素处理72 h
后, 与未给予异甘草素处理相比, 异甘草素显著降低

A: 10 μmol/L的ISL处理OVCAR3/Rac1G12V细胞72 h后, 用MTT实验检测细胞活力。ns: 无显著差异。B: 10 μmol/L的ISL处理OVCAR3/Rac-
1G12V细胞72 h, 不含药培养基培养OVCAR3/Rac1G12V细胞及OVCAR3/puro细胞72 h后, 在显微镜下观察细胞形态并拍照。

A: cell viability was assessed via MTT assay after treating OVCAR3/Rac1G12V cells with 10 μmol/L ISL for 72 h. ns: no significance. B: following 
72 h treatment of OVCAR3/Rac1G12V cells with 10 μmol/L ISL, and after 72 h culture of OVCAR3/Rac1G12Vcells and OVCAR3/puro cells in drug-
free medium, cell morphology was observed under a microscope and photographed.

图2   非毒性浓度的ISL逆转OVCAR3/Rac1G12V细胞形态

Fig.2   ISL alters the morphology of OVCAR3/Rac1G12V cells at non-toxic concentration
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OVCAR3/Rac1G12V细胞中p-Src和p-Erk1/2蛋白表

达水平 , 但对Src和Erk1/2蛋白表达并无明显影响。

这表明 , 异甘草素可以通过Rac1-MEK/Src信号通路

来影响卵巢癌 EMT过程及抑制卵巢癌转移。

3   讨论
卵巢癌高死亡率的重要原因之一是其具有转

移的高倾向性和特殊的种植转移模式 [5]。肿瘤细胞

转移会经历EMT、定向侵袭等过程 [16]。EMT过程

是上皮细胞上皮样特征减少并获得间质样细胞特性

的生理过程 [17]。在肿瘤发生和肿瘤细胞得以转移的

过程中 , EMT通过一系列分子机制使上皮细胞失去

细胞极性和黏附能力, 改变细胞表型, 获得间充质细

胞特性, 从而获得迁移和侵袭能力[18]。因此, 抑制卵

巢癌的EMT过程进而抑制卵巢癌的转移 , 有望成为

治疗卵巢癌的潜在有效方式。 
异甘草素是一种具有丰富药理活性的黄酮类

天然活性分子。研究报道异甘草素具有丰富的药理

学作用, 如抗肿瘤、抗氧化、抗炎、抗纤维化等[13]。

我们课题组在前期工作中发现 ISL能够逆转卵巢癌

的EMT过程从而抑制卵巢癌的转移 [14], 但具体的分

子机制还未明确。而我们前期也已经证明持续激

活Racl能通过MEK/Src信号通路来诱导卵巢癌EMT
过程 [12] 。因此我们推测 ISL有可能通过拮抗Racl-
MEK/Src信号通路来逆转EMT过程 , 从而发挥抗卵

巢癌转移的作用。

A: 10 μmol/L的ISL或不含药培养基处理OVCAR3/Rac1G12V、OVCAR3/puro细胞24 h, 在0 h、24 h的代表性划痕图片。B、C: 10 μmol/L的
ISL或不含药培养基处理OVCAR3/Rac1G12V细胞24 h, Transwell实验检测细胞迁移和侵袭情况, *P<0.05, 与Myc-Rac1G12V组相比; #P<0.05, 
##P<0.01, 与Pcdh-puro组相比。

A: treatment of OVCAR3/Rac1G12V and OVCAR3/puro cells with 10 μmol/L ISL or vehicle medium for 24 h; representative scratch images at 0 and 
24 h. B,C: treatment of OVCAR3/Rac1G12V cells with 10 μmol/L ISL or vehicle medium for 24 h, Transwell assays assessed cell migration and inva-
sion. *P<0.05 compared with the Myc-Rac1G12V group; #P<0.05, ##P<0.01 compared with the Pcdh-puro group. 

图3   非毒性浓度的ISL抑制OVCAR3/Rac1G12V细胞迁移和侵袭

Fig.3   ISL inhibits OVCAR3/Rac1G12V cell migration and invasion at non-toxic concentration
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首先我们检测了非毒性浓度的 ISL对具有高转

移特征的卵巢癌细胞株SKOV3、OVCAR5的Rac1
活性的影响 , 结果显示10 μmol/L ISL对这两株细胞

的Rac1活性有显著的抑制效果 , 并且10 μmol/L ISL
时间依赖性地抑制Rac1活性 , 72 h的抑制效果最佳。

同时也证明了非毒性浓度的 ISL对 SKOV3细胞的

Rac1总蛋白表达并没有作用。

为进一步探索Rac1活性是否介导了ISL抑制卵巢

癌细胞迁移和侵袭的过程 , 在本研究中 , 我们构建了

Rac1持续性激活的卵巢癌细胞株OVCAR3/Rac1G12V。

MTT实验结果显示 , 10 μmol/L ISL对OVCAR3/Rac-
1G12V细胞生长无抑制作用。在EMT过程中 , 上皮

细胞逐渐失去其细胞黏性 , 转化获得间充质细胞表

型 , 细胞形态由卵圆形转化为纺锤形或梭形 [19]。结

果发现Rac1持续性激活后细胞形态从卵形变为长梭

形 , 细胞间隙变大 , 表明Rac1持续激活能促进EMT; 
而用10 μmol/L ISL处理后 , 细胞形态则部分恢复到

Rac1激活前状态 , 细胞形态呈卵形 , 细胞间出现粘

连。这表明Rac1持续性激活促进EMT过程 , ISL可
部分逆转该过程。采用划痕、Transwell小室和侵袭

实验进一步研究 ISL对OVCAR3/Rac1G12V细胞迁

移和侵袭能力的影响。实验结果显示Rac1持续性激

活促进了OVCAR3细胞迁移和侵袭, ISL处理抑制了

OVCAR3/Rac1G12V细胞的迁移和侵袭 , 同时发现

ISL对OVCAR3/puro细胞并无相同的作用。这表明

10 μmol/L的 ISL能明显抑制Rac1诱导的卵巢癌细胞

A: 10 μmol/L的ISL或不含药培养基处理OVCAR3/Rac1G12V细胞72 h, GLISA实验检测其Rac1活性, *P<0.05。B: 10 μmol/L的ISL或不含药培养

基处理OVCAR3/Rac1G12V细胞72 h, Western blot实验检测EMT相关标志蛋白的表达情况。C: OVCAR3/Rac1G12V和OVCAR3/puro细胞EMT
相关标志蛋白统计图。*P<0.05, **P<0.01, 与Myc-Rac1G12V组相比; #P<0.05, 与Pcdh-puro组相比。D: 10 μmol/L的ISL或不含药培养基处理OV-
CAR3/Rac1G12V细胞72 h, qRT-PCR实验检测EMT相关标志mRNA的表达, *P<0.05, **P<0.01, 与Myc-Rac1G12V组相比; #P<0.05, 与Pcdh-puro组
相比。

A: OVCAR3/Rac1G12V cells treated with 10 μmol/L ISL or vehicle medium for 72 h, Rac1 activity assessed by GLISA assay. *P<0.05. B: OVCAR3/Rac-
1G12V cells treated with 10 μmol/L ISL or vehicle medium for 72 h. Western blot analysis of EMT-related marker protein expression. The top figure is 
representative Western blot image, the bottom figure is statistical chart of expression of EMT-associated marker proteins. *P<0.05, **P<0.01 compared 
with the Myc-Rac1G2V group. #P<0.05 compared with the Pcdh-puro group. C: statistical chart of EMT-associated proteins in OVCAR3/Rac1G12V and 
OVCAR3/puro cells. P<0.05, **P<0.01 compared with the Myc-Rac1G12V group; #P<0.05 compared with the Pcdh-pruo group. D: OVCAR3/Rac1G12V 
cells treated with 10 μmol/L ISL or vehicle medium for 72 h. qRT-PCR assayed EMT-related marker mRNA expression. *P<0.05, **P<0.01 compared 
with the Myc-Rac1G12V group; #P<0.05 compared with the Pcdh-pruo group.

图4   非毒性浓度的ISL对OVCAR3/Rac1G12V细胞EMT的影响

Fig.4   The effect of ISL on EMT in OVCAR3/Rac1G12V cells at non-toxic concentration
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迁移和侵袭。同时表明 ISL可能特异性作用于Rac1
高活性卵巢癌细胞 , 当然这也需要一定的实验来支

撑。如在高转移SKOV3细胞中将Rac1失活 , 验证

ISL是否还有抑制卵巢癌转移的作用。

在EMT过程中伴随着钙依赖性细胞黏附分子

的表达变化 , 上皮标志蛋白E-cadherin表达量显著减

少 [20], 间质标志蛋白Vimentin及转录因子ZEB1明显

上调。前期我们研究工作 [14]证明转录因子ZEB1在
ISL逆转卵巢癌EMT过程中扮演着重要作用 , 因此

在OVCAR3/Rac1G12V细胞模型中也检测了 ISL对
ZEB1的影响。实验结果表明 : Rac1持续激活下调

OVCRA3细胞上皮标志蛋白E-cadherin的表达、明

显上调间质标志蛋白Vimentin及转录因子及ZEB1的
表达 ; 而10 μmol/L ISL上调OVCAR3/Rac1G12V细

胞E-cadherin的表达、明显下调Vimentin及ZEB1的
表达。这表明 ISL可以逆转Rac1激活诱导的EMT过
程。

Src家族激酶是细胞内非受体酪氨酸激酶 , 与
细胞黏附、细胞迁移关系密切 [21]。Src可能通过作

用于纤维整合素诱导的信号链中某些环节来影响

细胞的黏附结构 , 使细胞骨架肌动蛋白重排 , 并且

可能通过影响信号转导的不同阶段来影响细胞的

迁移 , 促进细胞外基质降解 , 增强肿瘤细胞的迁移、

侵袭能力[22]。

丝裂原活化蛋白激酶 (mitogen-activated protein 
kinase, MAPK)是一种细胞内激酶 , 能被不同的细胞

外刺激激活 , 并且能作用于整合素诱导的细胞迁移过

程。其下游中的Erk是抗肿瘤药物的重要靶点 [23], 其
中Erk/MAPK通路中的上游分子MEK能激活Erk[24], 
激活的Erk1/2即p-Erk1/2可通过激活或抑制其他蛋

白激酶底物 , 从而调节蛋白合成 , 影响细胞增殖与

迁移等过程 [25]。课题组前期发表文章也已证明 , 持
续激活Rac1活性能通过MEK/Src信号通路诱导卵巢

癌细胞EMT过程 , 因此我们进一步检测了 ISL对Src
和Erk1/2蛋白的影响。结果证明 : Rac1持续激活后 , 
OVCAR3细胞的p-Src和p-Erk1/2蛋白水平增高 , Src
和Erk1/2蛋白表达无变化 ; 10 μmol/L ISL下调OV-
CAR3/Rac1细胞p-Src、p-Erk1/2蛋白的表达。因此 , 
我们认为 ISL可能通过拮抗MEK/Src信号通路来逆

转Rac1诱导的OVCAR3细胞上皮–间质转化过程, 从
而抑制卵巢癌细胞的转移。

当然本研究也有一定的局限性。如我们仅在

细胞模型中证明 ISL通过降低Rac1活性逆转Rac1持
续性激活诱导的EMT。未来将在动物体内展开进一

步的评估 , 如采用腹腔注射将OVCAR3/Rac1G12V
细胞接种到裸鼠体内再评估异甘草素的抗卵巢癌转

移作用。还有在本研究中我们主要是围绕前期研究

基础Rac1-MEK/Src信号通路而展开的 , 并且证明了

用10 μmol/L的ISL或不含药培养基处理OVCAR3/Rac1G12V细胞72 h, Western blot实验检测相关标志蛋白的表达情况, *P<0.05,  与Myc-Rac1G12V组

相比; #P<0.05, ## P<0.01, 与Pcdh-puro组相比。

OVCAR3/Rac1G12V cells were treated with 10 μmol/L ISL or control medium for 72 h, while OVCAR3/puro cells were treated with control medium 
for 72 h. Western blot analysis was performed to detect the expression of relevant marker proteins. *P<0.05 compared with the Myc-Rac1G12V group; 
#P<0.05, ## P<0.01 compared with the Pcdh-puro group.

图5   ISL对Rac1诱导的Erk1/2和Src蛋白的影响

Fig.5   Effects of ISL on Rac1-induced Erk1/2 and Src proteins
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ISL能逆转Rac1诱导的p-ERK1/2及p-Src蛋白的异常

高表达。因此 , 在本文中未对Rac1下游效应分子的

PAK1、LIMK、cofilin等磷酸化水平进行检测, 在未

来研究中可以检测 ISL是否对这些下游效应分子的

磷酸化水平也有影响, 以便更好地阐明ISL抑制卵巢

癌转移的分子机制。

Rac1的活性主要由鸟嘌呤核苷酸交换因子

(guanine nucleotide eschange factors, GEFs)和GTP酶
激活蛋白 (GTPase activating proteins, GAPs)调节。

其中GEFs通过将Rac1-GDP转换为Rac1-GTP来激活

Rac1, 而GAPs则通过将Rac1-GTP水解为Rac1-GDP
而使Rac1失活 [26]。在本研究中 , ISL能够降低Rac1 
G12V突变体细胞的Rac1活性 (GTP-Rac1水平 )。鉴

于G12V突变体对GAP蛋白的失活作用不敏感, 这一

结果强烈暗示ISL并非直接作用于Rac1蛋白本身, 而
是可能通过影响其鸟苷酸交换因子GEFs(如Tiam1、 
Vav1、Trio、Dock2~Dock6和kalirin等 )、亚细胞定

位或参与GTP结合的辅助蛋白来间接调节的。因此

在后续研究中, 我们将着重开展ISL是如何调控Rac1
活性来发挥抗卵巢癌作用的, 这有助于阐明ISL具体

的分子靶点。

综上所述 , 在卵巢癌中Rac1持续性激活诱导

EMT进而促进卵巢癌的转移 , 而 ISL通过拮抗Rac1
信号通路逆转EMT过程 , 从而抑制卵巢癌的转移。

本文阐明了 ISL抑制卵巢癌细胞EMT和转移的分子

作用机制 : 靶向Rac1-MEK/Src信号轴。不同于 ISL
非特异性地抑制激酶活性或广谱干扰细胞信号网络

如PI3K/AKT信号通路 [27]。本研究为ISL抗卵巢癌转

移的作用提供了新的分子机制见解 , 为其进一步的

转化研究奠定了理论基础。
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