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摘  要 

目的：探讨藏红花素对卵巢癌HO-8910细胞自噬的影响及其分子机制。方法：用Western印迹法测定内

源性LC3B-II蛋白的稳态水平以及MTOR及其下游底物的磷酸化水平。用荧光和共聚焦显微镜检测GFP-
LC3B斑点的分布。结果：与对照细胞相比，用不同浓度的藏红花素处理的HO-8910细胞中内源性LC3B-
II蛋白的稳态水平和GFP-LC3B斑点的分布以剂量依赖的方式增强。用藏红花素处理HO-8910细胞后，

MTOR及其下游底物的磷酸化水平显著降低。结论：藏红花素通过抑制MTOR信号通路促进卵巢癌HO-
8910细胞自噬体的形成。 
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Abstract 
Aims: To investigate the mechanism through which crocin influences the autophagy of ovarian 
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cancer HO-8910 cells. Methods: Western blotting assay was used to determine the steady-state lev-
els of endogenous LC3B-II protein and the phosphorylation level of MTOR and its downstream sub-
strates. Fluorescence and confocal microscopy was used to detect the distribution of GFP-LC3B 
puncta. Results: Compared to the control cells, the steady-state levels of endogenous LC3B-II protein 
and the distribution of GFP-LC3B puncta were enhanced in the HO-8910 cells treated with various 
concentration of crocin in a dose-dependent manner. Following treatment of HO-8910 cells with 
crocin, the phosphorylation level of MTOR and its downstream substrates decreased significantly. 
Conclusions: Crocin promotes the formation of autophagosome in ovarian cancer HO-8910 cells by 
inhibiting the MTOR signaling pathway. 
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1. 引言 

卵巢癌是世界上最致命的妇科恶性肿瘤，复发率高，预后差[1]。目前，卵巢癌患者的治疗主要通过

手术和化疗药物，如 5-FU 和奥沙利铂。然而，接受这些传统治疗方式的女性必须面对严重的副作用和创

伤。因此，科学家们正试图开发低毒高效的新型药物疗法。 
藏红花素是从鸢尾科番红花(一种草本植物)的鳞茎中提取出来的。藏红花素对乳腺癌[2] [3]、肝癌[4] 

[5]、白血病[6]、胃癌[7]、结肠癌[8]、皮肤鳞状细胞癌[9] [10]、肾细胞癌[11]、甲状腺癌[12]、宫颈癌[13]
具有较强的抑制作用，而且与常规化疗药物相比，该草本提取物的毒性较小(癌细胞的半致死量为 0.8~2 
muM)。因此，藏红花素被认为是治疗恶性肿瘤最有效的天然药物。 

许多研究阐明了藏红花素抑制恶性肿瘤的机制[14] [15]。有报道称藏红花素通过抑制自噬，在 P53 阴

性结肠癌中诱导更高的细胞凋亡。此外，藏红花素通过 AMPK/MTOR 和 AKT/MTOR 通路调节自噬，对

心肌缺血再灌注损伤提供保护。 
自噬在肿瘤生物学中具有促进和拮抗的双重作用[16] [17]。自噬与卵巢癌的发展、预后[18]和治疗有

关[19]-[21]，是卵巢癌潜在的治疗靶点[22]，有可能通过以下两种机制控制卵巢癌的进展：i) 促进自噬诱

导的细胞凋亡；ii) 抑制具有细胞保护作用的自噬反应。 
在我们之前的研究[23]中，结果表明，藏红花素可以显著抑制 HO-8910 细胞的生长，并将其阻滞在

G0/G1 期。藏红花素还可诱导卵巢癌 HO-8910 细胞凋亡。在这个过程中，藏红花素增加了 p53 和 Fas/APO-
1 的表达，然后激活了 Caspase-3 调节的凋亡途径。 

在这项研究中，我们探讨了自噬在卵巢癌细胞系 HO-8910 中的调节机制以明确藏红花素是否可以用

于治疗卵巢癌。 

2. 材料和方法 

2.1. 抗体和试剂  

p62/SQSTM1 抗体购自香港 MBL 公司；LC3B 抗体购自 Sigma Aldrich 公司；ACTB/b-actin 抗体购自

天津 Sungene 公司；MTOR、phospho-MTOR、PS6KB1、phospho-RPS6KB1、RPS6、phospho-RPS6、
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PIK3R1/p85、phospho-PIK3R1/p85、AKT、phospho-AKT、phospho-EIF4EBP1、phospho-TSC2 购自美国

CST 公司；二抗购自美国 Rockland 公司；bafilomycin A1 (BafA1)、Rapamycin 购自美国 Sigma Aldrich 公

司。  

2.2. 质粒 

GFP-LC3B 质粒由美国西奈山医学院岳振宇教授惠赠。 

2.3. 细胞培养及转染 

HO-8910 细胞培养于含 10%胎牛血清的 DMEM 培养基中，常规传代。使用 MegaTran 1.0 进行 GFP-
LC3 转染，并用 G418 筛选，以建立稳定转染 GFP-LC3B 的 HO-8910 细胞。 

2.4. Western Blotting 法 

HO-8910 细胞总蛋白的提取，蛋白定量，10%牛奶(TBST 液配制)室温封闭 1 h；加入相应的一抗，4℃
过夜；然后加入相应的 DyLight 680/800 标记的二抗(1:10,000)，室温避光反应 1 h；用 Odyssey Infrared 
Imager 检测荧光信号分析灰度值。 

2.5. 激光共聚焦显微镜观察 

HO-8910 细胞铺入共聚焦小皿中大约长至 60%~80%密度，使用 Megatran1.0 转染带荧光蛋白标签或

不带标签的相应蛋白表达质粒，转染 24 小时后，细胞用 4%多聚甲醛固定或进一步进行免疫荧光染色，

Hoechst33342 染核，PBS 冲洗三次，置于激光共聚焦显微镜下观察并拍照。在 50 个细胞中评估每个细胞

的 GFP-LC3B 数量，并从三次独立的实验中获得统计数据。 

2.6. 统计分析 

数据以平均值 ± 标准差表示。使用 Student t 检验对连续变量进行组间差异分析。本研究中的统计学

意义设定为 p < 0.05。所有报告的 p 值都是双侧的。所有分析均使用 GraphPad Prism 5 进行。 

3. 结果 

3.1. 藏红花素对卵巢癌 HO-8910 细胞自噬的影响 

用不同浓度的藏红花素处理 HO-8910 细胞，蛋白质印迹法检测内源性 LC3B-II 蛋白的稳态水平。因

LC3B-II 总是存在于自噬体的膜中，已被广泛用于检测自噬水平。与对照组相比，用藏红花素处理的 HO-
8910 细胞中内源性 LC3B-II 蛋白的稳态水平以剂量依赖的方式增加(图 1，lane 2~5 vs lane 1)。LC3B-II 蛋
白水平可能由于自噬体形成的增加或自噬体降解的减少而增加。为了区分这两种可能性，我们在实验研

究中使用了自噬体晚期抑制剂巴弗洛霉素 A1 (BafA1)。BafA1通过抑制囊泡型 H+-ATP 酶使溶酶体酸化受

抑，从而阻碍自噬体与溶酶体的融合。与对照组细胞相比，在 BafA1 存在的情况下，用藏红花素处理的

细胞中 LC3B-II 蛋白水平较低(图 1，lane 7~10 vs lane 6)。这表明，由藏红花素驱动的 LC3B 脂质化减少

(与 LC3B-II 水平相关)是由自噬体形成增加引起的。这是在正常情况下，那么在应激条件下是什么情况？

接下来，我们使用了雷帕霉素，这是自噬最常见的诱导剂。我们发现，用 BafA-1 和雷帕霉素协同处理后，

藏红花素提高了 HO-8910 细胞的 LC3B 脂质化水平。这表明，无论是在正常条件，还是在应激条件下，

藏红花素都可以促进自噬体的形成(图 1，lane 12~15 vs lane 11)。 
在获得蛋白质印迹的结果后，我们又监测了用 GFP-LC3B 质粒稳定转染的 HO-8910 细胞中 GFP-

LC3B-斑点的情况。结果显示，与对照组相比，在单独使用 BafA1或不使用 BafA1，亦或 BafA1和 RAPA
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联合使用的条件下，藏红花素都会以剂量依赖的方式使其处理的 HO-8910 细胞中的 GFP-LC3B 斑点分布

显著增强，进一步证实了藏红花素在正常和应激条件下增强了自噬体的形成(图 2)。 
 

 
Figure 1. Crocin promotes the formation of autophagosomes. HO-8910 cells were treated with different concentrations of 
crocin (0, 0.2, 0.4, 0.8, 1.0 mmol/l) for 48 h, and treated with or without BafA1 (10 nM) alone or BafA1 (10 nM) and rapamycin 
(RAPA, 5 mM) combined treatment for the last 6 h, the steady-state levels of endogenous LC3B-II were measured by western 
blotting 
图 1. 藏红花素促进自噬体的形成。用不同浓度的藏红花素(0, 0.2, 0.4, 0.8, 1.0 mmol/l)处理 HO-8910 细胞 48 小时，并

在最后 6 小时单独用/不用 BafA1 (10 nM)或 BafA1 (10 nM)和雷帕霉素(RAPA, 5 mM)联合处理，通过蛋白质印迹法检

测内源性 LC3B-II 的稳态水平 
 

 
Figure 2. Crocin increased the distribution of GFP-LC3B puncta per cell. (A) HO-8910 cells were treated with different concentrations 
of crocin (0, 0.2, 0.4, 0.8, 1.0 mmol/l) for 48 h, and treated with/without BafA1 (10 nM) alone or BafA1 (10 nM) and rapamycin (RAPA, 
5 mM) combined treatment for the last 6 h, the distribution of GFP-LC3B puncta per cell was detected by confocol microscopy. (B) 
Quantification of number of GFP-LC3B puncta per cell. Data are means ± SD of at least 50 cells scored. Scale bar: 25 μm 
图 2. 藏红花素增加了细胞中 GFP-LC3B 斑点的分布。(A) 用不同浓度的藏红花素(0, 0.2, 0.4, 0.8, 1.0 mmol/l)处理 HO-8910
细胞 48 小时，并在最后 6 小时单独用/不用 BafA1 (10 nM)或 BafA1 (10 nM)和雷帕霉素(RAPA, 5 mM)联合处理，通过激光共

聚焦显微镜检测 GFP-LC3B 斑点的分布情况。(B) 每个细胞 GFP-LC3B 斑点数量的定量，数据为至少 50 个细胞评分的平均

值±标准差。比例尺：25 μm 
 

我们进一步用 mTagRFP-mWasabi-LC3B 报告子来评估藏红花素处理的 HO-8910 细胞中自噬体的成

熟情况。数据显示(图 3)，与对照细胞相比，藏红花素处理的 HO-8910 细胞中 mTagRFP 阳性和 mWasabi
阴性 LC3B 斑点的转化(没有 mWasabi 信号，或相对于 mTagRFP 弱得多)显著增加，支持了藏红花素促进

自噬体进入溶酶体并降解的观点。 
此外，藏红花素降低了内源性自噬底物 SQSTM1 的表达(图 4)，表明藏红花素提升了自噬底物的清

除率，促进了自噬流。 
3-甲基腺嘌呤(3-MA)是一种 PIK3C3 抑制剂，将其与藏红花素一起使用，用以确定藏红花素是在 III
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类磷脂酰肌醇 3-激酶复合物的上游还是下游发挥作用。如图 5 所示，lane 6 与 lane 4 相比，3-MA 降低了

藏红花素诱导的 LC3B-II 的积累，表明藏红花素是通过经典的自噬途径来促进自噬体的形成，并且藏红

花素可能是在 PIK3C3-BECN1 复合物的上游发挥作用。 
 

 
Figure 3. Crocin promoted autophagosome entry into lysosomes and degradation. Representative confocal microscopy images 
of mTagRFP-mWasabi-LC3B distribution in HO-8910 cells cotransfected with mTagRFP-mWasabi-LC3B with or without 
crocin treatment, and cultured for 48 h. Scale bar: 25 μm 
图 3. 藏红花素促进自噬体进入溶酶体并降解。将 mTagRFP-mWasabi-LiC3B 转染入 HO-8910 细胞，用/不用藏红花

素处理 HO-8910 细胞并培养 48 小时，激光共聚焦显微镜观察 mTagRFP-mWasabi-LC3B 的分布情况。比例尺：25 μm 
 

 
Figure 4. Crocin promotes the endogenous autophagic substrates clearance. HO-8910 cells were treated with different con-
centrations of crocin (0, 0.2, 0.4, 0.8, 1.0 mmol/l) for 48 h, the levels of endogenous SQSTM1 were measured by western 
blotting 
图 4. 藏红花素促进内源性自噬底物的清除。用不同浓度的藏红花素(0, 0.2, 0.4, 0.8, 1.0 mmol/l)处理 HO-8910 细胞 48
小时，通过蛋白质印迹法检测内源性 SQSTM1 的水平 
 

 
Figure 5. PIK3C3 inhibitors partially decrease autophagy induced by crocin. HO-8910 cells were treated with crocin for 48 h, 
with or without BafA1 (10 nM) alone or together with 3-Methyladenine (3-MA, 10 mM) for the last 6 h. The levels of endog-
enous LC3B-II were determined by western blotting 
图 5. PIK3C3 抑制剂部分降低了藏红花素诱导的自噬。用藏红花素处理 HO-8910 细胞 48 小时，在最后 6 小时单独用

/不用 BafA1(10 nM)或与 3-甲基腺嘌呤(3-MA, 10 mM)联合使用，蛋白质印迹法检测内源性 LC3B-II 的水平 
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3.2. 藏红花素通过 MTOR 信号通路诱导卵巢癌 HO-8910 细胞自噬 

 
Figure 6. Crocin stimulated autophagy by inhibiting MTOR signaling pathway. (A) HO-8910 cells were treated with crocin 
(0, 1.0 mmol/l) for 48 h, the phosphorylation level of MTOR and its downstream substrates (RPS6KB1, RPS6, EIF4EBP1) 
were detected by western blotting. (B) Quantification of amounts of p-MTOR, p-RPS6KB1 or p-RPS6 protein relative to 
MTOR, RPS6KB1 or RPS6, respectively, p-EIF4EBP1 or LC3B-II protein relative to ACTB in cells treated as in (A). The 
average value in HO-8910 cells treated with crocin (0 mmol/l) was normalized to 1. Data are mean ± SD of three independent 
experiments. **P < 0.01, ***P < 0.001 
图 6. 藏红花素通过抑制 MTOR 信号通路刺激自噬。(A) 用藏红花素(0, 1.0 mmol/l)处理 HO-8910 细胞 48 小时，通过

蛋白质印迹法检测 MTOR 及其下游底物(RPS6KB1, RPS6, EIF4EBP1)的磷酸化水平。(B) 如(A)所述处理的细胞中 p-
MTOR、p-RPS6KB1 或 p-RPS6 蛋白相对于 MTOR、RPS6KBl 或 RPS6 的定量，p-EIF4EBP1 或 LC3B-II 蛋白相对于

ACTB 的定量。用藏红花素(0 mmol/l)处理的 HO-8910 细胞的平均值标准化为 1。数据为三个独立实验的平均值 ± 标
准差**P < 0.01，***P < 0.001 
 

 
Figure 7. MTOR signaling is involved with crocin-triggered autophagy. (A) HO-8910 cells were first treated with crocin (0, 
1.0 mmol/l) for 24 h, then transfected with vectors expressing constitutively active (Q64L) or inactive (D60K) RHEB mutants 
for 24 h. Cell extracts were analyzed by western blotting as indicated. (B) Quantification of amounts of LC3B-II relative to 
ACTB in cells treated as in (A). Average value in crocin-treated (0 mmol/l) cells was normalized as 1. Data are means ± SD 
of results from 3 experiments 
图 7. MTOR 信号传导与藏红花素触发的自噬有关。(A) 用藏红花素(0, 1.0 mmol/l)处理 HO-8910 细胞 24 小时，然后

用激活型(Q64L)或无活性(D60K) RHEB 突变体的载体转染 24 小时，蛋白质印迹法分析细胞提取物。(B) 如(A)所述

处理的细胞中 LC3B-II 相对于 ACTB 的定量。藏红花素处理(0 mmol/l)细胞的平均值标准化为 1。数据为 3 次实验结

果的平均值 ± 标准差 
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自噬是一个动态的过程，受多种信号通路的调节，其中最重要的是 MTOR 信号通路。它是一种丝氨

酸/苏氨酸蛋白激酶，接受各种上游信号，如 I 型 PI3K、AMPK、MAPK，感知营养和能量的变化。为了

明确藏红花素是否通过启动 MTOR 通路激活自噬，我们检测了 MTOR 信号通路。结果显示，藏红花素

降低了 MTOR 及其下游底物 RPS6KB1、RPS6、EIF4EBP1 的磷酸化水平，从而减弱了 MTOR 信号(图 6)。
与此同时，LC3B-II 水平升高，表明藏红花素诱导的自噬可能是通过抑制 MTOR 信号通路实现的。 

为了证实 MTOR 信号的抑制在藏红花素诱导的自噬中是否为必要的步骤，我们进行了复活 MTOR
的实验。将激活形式的 RHEBQ64L 转染到 HO-8910 细胞中以恢复 MTOR 活性。如图 7 所示，RHEBQ64L
过表达细胞中 RPS6KB1 的磷酸化水平上调，表明藏红花素处理的细胞中 MTOR 的活性得到恢复。同时，

RHEBQ64L 的过表达消除了藏红花素诱导的 LC3B 脂质化(图 7，lane 4 vs lane 2)。相反，过表达无活性

的 RHEBD60K 则不会复活 MTOR，对自噬水平也没有影响(图 7，lane 6 vs lane 2)，证实 MTOR 信号确

实参与了藏红花素调节的自噬。 
综上所述，藏红花素通过 MTOR 信号通路调节卵巢癌 HO-8910 细胞自噬。 

3.3. 藏红花素抑制裸鼠移植瘤的生长 

为了证实藏红花素介导的自噬与卵巢癌生长的关系，我们进行了 BALB/c 裸鼠体内卵巢癌移植瘤的

实验。将 HO-8910 细胞皮下注射到 BALB/c 裸鼠的右腋窝。接种后用 0 或 1.0 mmol/l 的藏红花素处理 21
天，处死小鼠，剥离出肿瘤、拍照。如图 8(A)所示，1.0 mmol/l 藏红花素组的肿瘤体积明显减小，提示藏

红花素处理 HO-8910 细胞导致肿瘤生长抑制。Western blot 结果显示，与对照组相比，1.0 mmol/l 藏红花

素组的肿瘤内源性 SQSTM1 的水平减低，LC3B-II 的水平升高(图 8(B))，表明发生了自噬。提示藏红花

素诱导的自噬对体外卵巢癌 HO-8910 细胞有抗肿瘤活性。 
 

 
Figure 8. Crocin-treated HO-8910 cells results in an inhibition of tumorigenicity. (A) HO-8910 cells were subcutaneously 
injected in the right axilla of BALB/c nude mice. Treated with crocin 0 or 1.0 mmol/l for 21 d after inoculation, mice were 
sacrificed and the tumor of each mouse was separated and photographed. (B) Western blotting analysis of endogenous LC3B-
II and SQSTM1 levels of tumor tissues 
图 8. 藏红花素处理的 HO-8910 细胞抑制了致瘤性。(A) 将 HO-8910 细胞皮下注射到 BALB/c 裸鼠的右腋窝。接种

后用 0 或 1.0 mmol/l 的藏红花素处理 21 天，处死小鼠，分离每只小鼠的肿瘤并拍照。(B) 肿瘤组织内源性 LC3B-II
和 SQSTM1 水平的蛋白质印迹分析 

4. 讨论 

自噬是真核细胞中溶酶体介导的细胞质成分降解的重要途径。这一过程不仅对应激和致病性攻击条

件下维持细胞稳态至关重要，还与生物个体的生长、发育和衰老过程有关。一些研究表明，自噬会导致

许多人类疾病，包括癌症[24] [25]。 
自噬在肿瘤生物学中有促进和拮抗双重效应[16] [17]。目前已有确切的证据表明：在卵巢癌、宫颈癌、

子宫内膜癌等肿瘤形成过程中自噬基因 BECN1 表达水平下降[26]。BECN1 敲除小鼠虽能存活，但发生
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淋巴瘤、肝癌、肺癌的概率明显增多，且自噬活性明显下降。但在胃癌等肿瘤中，BECN1 呈高表达水平。

此外，自噬在不同的环境、不同的癌症发展阶段起着动态的肿瘤抑制或肿瘤促进作用。在肿瘤发生早期，

自噬作为一种生存途径和质量控制机制，防止肿瘤发生和抑制癌症进展，一旦肿瘤发展到晚期并在环境

压力下建立起自噬，作为一种动态降解循环系统，有助于肿瘤的生存、生长和转移从而增强肿瘤的侵袭

性。这表明调节自噬是有效的癌症治疗的介入策略[16]。 
自噬与卵巢癌的发生发展、治疗和预后密切相关。近来，Wu 课题组研究显示[27]自噬相关基因 PXN

作为预后标志物：通过抑制 p110β/Vps34/Beclin1 通路促进卵巢癌进展。Bildik 等人报道[28] DIRAS3 诱导

自噬并增强 KRAS 驱动的胰腺癌和卵巢癌中抗自噬治疗的敏感性。Xiong 课题组报道[29]茴香霉素有可能

通过影响谷胱甘肽代谢和自噬信号转导途径诱导人卵巢癌干细胞铁死亡。Jin 等人研究报道[30] C-MYC
通过 NCOA4 介导的铁蛋白自噬抑制卵巢癌细胞铁凋亡并促进免疫逃逸。Meng 团队研究结果显示[31]靶
向 CRL4 通过诱导线粒体自噬抑制化疗耐药卵巢癌的生长。 

藏红花自古是活血化瘀的良药，藏红花素是其最主要的色素。研究证实，藏红花素对多种癌细胞均

有明显抑制作用[2] [3] [32]-[34]，且在与其他常用抗癌药物配合治疗过程中，可降低抗癌药顺铂等的毒副

反应，改善疗效[6] [35] [36]。目前对于藏红花素抑癌机制的研究表明，其有多种可能的作用通路，其中

细胞自噬和凋亡路径得到了较多的研究支持[37]。近来，Hosseini 等人研究报道[38]姜黄素和藏红花素对

人大肠癌细胞有协同抗癌作用。Bi 课题组研究显示[10]藏红花素通过 miR-320a/ATG2B 对皮肤鳞状细胞

癌发挥抗增殖和凋亡作用。Zhang 团队研究结果显示[13]藏红花素通过激活 PI3K/AKT 诱导宫颈癌 SiHa
细胞自噬死亡，抑制细胞侵袭。 

在本研究中，与对照细胞相比，HO-8910 细胞中内源性 LC3B-II 蛋白的稳态水平在不同浓度的藏红

花素作用下以剂量依赖的方式增加。此外，在含有藏红花素的 HO-8910 细胞中，GFP-LC3B 斑点的分布

也以剂量依赖的方式增加了。在对 mTagRFP-mWasabi-LC3B 报告子和内源性自噬底物 SQSTM1 水平进

行检测的结果表明，藏红花素可以促进自噬体进入溶酶体并降解。此外，PIK3C3 抑制剂 3-MA 的使用表

明，藏红花素通过经典的自噬途径促进自噬体的形成，并且藏红花素可能在 PIK3C3-BECN1 复合物的上

游起作用。在用藏红花素处理的 HO-8910 细胞中，mTOR 及其下游底物的磷酸化水平显著降低。这些结

果表明藏红花素通过激活 mTOR 信号通路而促进卵巢癌 HO-8910 细胞自噬体的形成。为了提供藏红花素

在自噬中作用的功能性证据，我们进行了裸鼠成瘤实验。数据表明，藏红花素诱导的自噬可以在体内对

HO-8910 细胞发挥抗肿瘤活性，依据是藏红花素处理后，肿瘤体积变小、LC3 水平升高和 SQSTM1 水平

降低。在我们之前题为“藏红花素体外诱导的卵巢癌 HO-8910 细胞凋亡”的研究工作[23]中，我们发现

藏红花素可以显著抑制 HO-8910 的生长并将其阻滞在 G0/G1 期。藏红花素还可以促进卵巢癌 HO-8910
细胞的凋亡。在这个过程中，藏红花素增加了 p53 和 Fas/APO-1 的表达，并激活了由 Caspase-3 调节的凋

亡途径。藏红花素、自噬、细胞凋亡与卵巢癌的相关性有待进一步研究证实。 
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