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桔皮素对卵巢癌 SKOV3 细胞的体外作用及作用机制*

刘莹莹 1，阳刘康 2，卢 伟 1，张远洋 1，刘 伟 1△

（1. 湖北省十堰市太和医院·湖北医药学院附属医院，湖北 十堰 442000； 2. 湖北医药学院基础医学院，湖北 十堰 442000）
摘要：目的 探讨桔皮素对卵巢癌 SKOV3 细胞的体外作用，以及对 Ras /丝裂原活化的细胞外信号调节激酶（MEK）/细胞外信号调

节激酶（ERK）信号通路的影响。方法 将卵巢癌 SKOV3细胞分为空白对照组（A组，0 µmol / L），阳性对照组（B组，75 nmol / L阿霉素），桔

皮素低、中、高剂量组（分别为 C1组、C2组、C3组，桔皮素 2，5，10 µmol / L）。取对数生长期的 SKOV3细胞，采用 CCK - 8法检测细胞存

活率，采用改良 Matrigel Boyden 室测定法测定细胞的侵袭性，采用 BD FACSCanto Ⅱ型流式细胞仪检测细胞凋亡率，采用蛋白免疫印

迹法检测细胞 Ras，MEK，ERK 的蛋白表达水平。结果 与 A 组比较，B 组、C1组、C2组、C3组卵巢癌 SKOV3细胞存活率及 Ras，MEK，

ERK蛋白表达水平均显著降低，细胞凋亡率均显著升高，侵袭细胞数均显著减少，且 C1组、C2组、C3组效应均呈剂量依赖性（P < 0. 05）；

但 C3组和 B组卵巢癌 SKOV3细胞上述指标均无显著差异（P > 0. 05）。结论 桔皮素可有效抑制卵巢癌 SKOV3细胞的增殖与侵袭，

并促进其凋亡，作用机制可能与抑制 Ras / MEK / ERK信号通路的蛋白表达有关。

关键词：桔皮素；卵巢癌；体外作用；Ras /丝裂原活化的细胞外信号调节激酶 /细胞外信号调节激酶信号通路
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Effect of Tangeretin on Ovarian Cancer SKOV3 Cells in Vitro and Its Mechanism
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（1. Shiyan City Taihe Hospital · Affiliated Hospital of Hubei Medical College，Shiyan，Hubei，China 442000； 2. Basic Medical College of Hubei

Medical College，Shiyan，Hubei，China 442000）

AbstractAbstract：：Objective To investigate the effect of tangeretin on ovarian cancer SKOV3 cells in vitro and the Ras / mitogen -
activated protein kinase kinase（MEK） / extracellular - signal regulated kinase（ERK） pathway. Methods Ovarian cancer SKOV3
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cells were divided into the blank control group（group A，0 µmol / L），positive control group（group B，75 nmol / L of doxorubicin），

hesperidin low - ，medium - and high - dose groups（groups C1，C2 and C3，2，5 and 10 µmol / L of tangeretin）. CCK - 8 assay was
used to detect cell survival rate，Matrigel Boyden chamber assay was used to detect cell invasion，and BD Facscanto Ⅱ flow
cytometry was used to detect cell apoptosis rate，and Western blot was used to detect the expression levels of Ras，MEK and ERK
protein. Results Compared with those in group A，the survival rate of ovarian cancer SKOV3 cells and the expression levels of
Ras，MEK and ERK protein of ovarian cancer SKOV3 cells decreased significantly，the apoptosis rate of ovarian cancer SKOV3
cells increased significantly，while the number of invasion cells decreased significantly in groups B，C1，C2 and C3，and the effects in
groups C1，C2 and C3 were dose - dependent （P < 0. 05）. However，there was no significant difference in the above indexes of
ovarian cancer SKOV3 cells between group C3 and group B （P > 0. 05）. Conclusion Tangeretin can effectively inhibit the
proliferation and invasion of ovarian cancer SKOV3 cells and promote cell apoptosis. The mechanism may be related to the
inhibition of Ras / MEK / ERK signal pathway - related protein expression by tangeretin.
Key wordsKey words：：tangeretin；ovarian cancer；in vitro effect；Ras / MEK / ERK signaling pathway

卵巢癌疾病早期缺乏有效的生物诊断标志，导致

超过 70%的患者确诊时已为晚期，5年生存率低于

30%［1 - 2］。桔皮素是一种提取于川橘果皮和柑橘茎叶等

的黄酮类化合物，具有抗菌、抑制恶性肿瘤细胞和嗜碱

性细胞组胺释放等作用［3］，可有效抑制结肠癌和乳腺癌

细胞体外的增殖［4］。Ras / 丝裂原活化的细胞外信号调

节激酶（MEK）/ 细胞外信号调节激酶（ERK）信号通路

在癌症中常被解除调控，对于癌症的发生起关键作

用［5］。约 15%的癌症中存在突变的 Ras致癌形式，约

30%的癌症中 ERK过度激活对于 Ras / MEK / ERK信

号通路的解除起调节作用［6］。此外，在黑色素瘤、甲状腺

癌、结直肠癌中均发现Ras / MEK / ERK信号通路的异

常表达［7］。尽管MEK本身的激活突变在人类癌症中尚

未被发现，其在 ERK通路中的中心作用被认为是治疗

人类癌症的重要靶点［8］。本研究中探讨了桔皮素对卵巢

癌细胞的体外作用及其对Ras / MEK / ERK信号通路的

影响。现报道如下。

1 材料与方法

1. 1 仪器、试药与细胞

仪器：BSC - 1100ⅡB2 - X型生物安全柜、BKQ -
B75型高压蒸汽灭菌锅、BJPX - 300L CO2细胞培养箱

（中国博科公司）；5320R型离心机（德国徕卡公司）；伯

乐Mini - PRO TEAN型电泳仪（美国伯乐公司）；EVOS
M7000型倒置显微镜（意大利赛默飞公司）；LAS 4000
型成像系统、Bio - Rad型微孔板阅读器（美国 GE
Healthcare公司）；BD FACSCantoⅡ型流式细胞仪（美国

赛默飞世尔科技有限公司）；VCX 500型超声细胞破碎

仪（中国苑胜公司）。

试药：桔皮素（中国食品药品检定研究院，批号为

849542）；阿霉素（南京建成生物有限公司，批号为

621548）；RPMI 1640培养基（批号为 2154849），胎牛血

清（批号为 5549154），胰蛋白酶（批号为 8444124），均购

自美国Gibco公司；细胞计数试剂盒 8（CCK - 8，上海优

宁维生物有限公司，批号为 2011252）；V -荧光素异硫

氰酸酯（FITC）凋亡试剂盒（美国 Sun - Shine公司，批号

为 2011594）；Ras蛋白抗体（批号为 20205949），MEK蛋

白抗体（批号为 20206423），ERK蛋白抗体（批号为

20205571），β - actin蛋白抗体（批号为 20178849），均购

自美国Abcam公司；山羊抗兔二抗（武汉三鹰生物有限

公司，批号为59487145）。

细胞：卵巢癌 SKOV3细胞株（武汉普诺赛生命科技

有限公司）。

1. 2 方法

细胞培养：从液氮罐中取卵巢癌 SKOV3细胞株冻

存管 1支进行细胞复苏，将复苏后的细胞置RPMI 1640
培养基中，采用细胞培养皿进行分装，并放置在 37 ℃、

5%CO2培养箱中培养，24 h后更换培养基，当细胞覆盖

率达到 70%时，在培养皿中加入胰蛋白酶进行细胞传

代。在指定时间内，用不同质量浓度（2，5，10 µmoL / L）
的桔皮素和75 nmol / L阿霉素处理细胞［9］。

细胞分组：将细胞分为空白对照组（A组，0 µmol / L），
阳性对照组（B组，阿霉素75 nmol / L），桔皮素低、中、高剂

量组（分别为C1组、C2组、C3组，桔皮素2，5，10 µmol / L）。
细胞处理：取对数生长期的卵巢癌 SKOV3细胞，在

培养皿中加入 1 mL胰蛋白酶，轻微吹打 2 min，使细胞

完全悬浮。将悬浮的细胞转移至 1. 5 mL离心管中，离

心（转速为 2 000 r / min）10 min，弃去上清液；加入 1 mL
RPMI 1640培养基，并轻微吹打细胞，使细胞充分悬浮，

将细胞悬液转移至 96孔板中，每孔 100 µL，在培养箱中

培养 24 h，弃去 96孔板中的培养基；每孔中依次加入新

的RPMI 1640培养基。按细胞分组项下方法加入药物，

每组6个复孔，培养24 h，弃去培养液。

CCK - 8法检测细胞存活率：取细胞处理项下的各

组细胞，每孔加入 100 µL培养液和 10 µL CCK - 8溶
液，持续培养 3 h，使用 Bio - Rad型微孔板阅读器读取

450 nm波长处的吸光度，重复3次，并计算细胞存活率。
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改良 Matrigel Boyden室测定法测定细胞侵袭性：取

细胞处理项下的各组细胞，将细胞接种至有基质胶的

滤膜上，滤膜下室仓中放入 10%胎牛血清，作为趋化

剂，放入培养箱中培养 24 h，取出滤膜，染色，使用

EVOS M7000型倒置显微镜对滤膜上的细胞进行计数。

每个滤膜随机选择5个视野，重复3次，取平均值。

流式细胞仪检测细胞凋亡率：取细胞处理项下的

各组细胞，使用FITC凋亡试剂盒，用磷酸盐缓冲液洗涤

细胞 2次，用 1X结合缓冲液在 1 × 106个细胞 / mL浓度

下悬浮于400 µL V - FITC溶液中，黑暗中室温孵育15 min，
加入 PI 10 µL，4 ℃避光孵育 5 min，立即用 BD FACS⁃
Canto Ⅱ型流式细胞仪分析细胞，重复3次。

蛋白免疫印迹法检测细胞 Ras，MEK，ERK蛋白表

达水平：取细胞处理项下的各组细胞，取出培养皿，放

入无菌操作台，弃去培养皿中的培养液，并加入1 mL磷

酸盐缓冲液和 100 µL蛋白酶K溶液，使细胞悬浮，采用

VCX 500型超声细胞破碎仪作用 2 min破碎细胞，采用

5320R型离心机离心（转速为 3 000 r / min），4 ℃下处理

20 min，取上清液，置 1支新的 1. 5 mL EP管中。经十二

烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS - PAGE）电泳

分离、转膜、封闭，用特异性抗体Ras，MEK，ERK，β - actin
于 4 ℃下孵育 12 h，用 1%吐温清洗孵育后的条带 3次，

二抗孵育 2 h，经 LAS 4000型成像系统成像，并观察

结果。

1. 3 统计学处理

采用 SPSS 22. 0统计学软件分析。计量资料以X ± s
表示，行单因素方差分析，并采用LSD - t检验行多重比

较。P < 0. 05为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 细胞存活率、侵袭细胞数和凋亡率

与A组比较，B组、C1组、C2组、C3组卵巢癌 SKOV3
的细胞存活率均显著降低，细胞凋亡率均显著升高，侵

袭细胞数均显著减少，且 C1组、C2组、C3组效应呈剂量

依赖性（P < 0. 05）；但C3组和B组上述指标比较均无显

著差异（P > 0. 05）。详见表1、图1和图2。
表1 桔皮素对卵巢癌SKOV3细胞存活率、凋亡率、侵袭细胞数

的影响（X ± s，n = 3）
Tab. 1 Effect of tangeretin on survival rate，apoptosis rate and
invasion number of ovarian cancer SKOV3 cells（X ± s，n = 3）

组别

A组

B组

C1组
C2组
C3组

药物浓度

0
75 nmol / L
2 µmol / L
5 µmol / L
10 µmol / L

细胞存活率（%）

98. 11 ± 8. 55
31. 17 ± 6. 29abc
78. 22 ± 8. 62ad
55. 35 ± 8. 53abd
31. 26 ± 6. 74abc

细胞凋亡率（%）

14. 83 ± 4. 37
61. 84 ± 5. 89abc
24. 59 ± 4. 28ad
41. 28 ± 4. 77abd
61. 71 ± 5. 36abc

侵袭细胞数（个）

169. 57 ± 13. 55
71. 53 ± 11. 53abc
131. 55 ± 12. 78ad
102. 87 ± 12. 89abd
72. 45 ± 11. 77abc

注：与A组比较，aP < 0. 05；与C1组比较，bP < 0. 05；与C2组
比较，cP < 0. 05；与B组比较，dP < 0. 05。表2同。

Note：Compared with those in group A，aP < 0. 05（for Tab. 1 - 2）；

Compared with those in group C1，bP < 0. 05 （for Tab. 1 - 2）；Com⁃
pared with those in group C2 （for Tab. 1 - 2），cP < 0. 05；Compared
with those in group B，dP < 0. 05（for Tab. 1 - 2）.
2. 2 Ras，MEK，ERK 蛋白表达水平

与A组比较，B组、C1组、C2组、C3组卵巢癌 SKOV3
细胞 Ras，MEK，ERK蛋白表达水平均显著降低，且 C1
组、C2组、C3组效应呈剂量依赖性（P < 0. 05）；C3组和B
组上述指标比较均无显著差异（P > 0. 05）。详见表 2
和图3。

PI
104
103
102
101
100100 101 102 103 104

104
103
102
101
100100 101 102 103 104

104
103
102
101
100100 101 102 103 104

104
103
102
101
100100 101 102 103 104

104
103
102
101
100100 101 102 103 104 Annexin V - FITC

A组 B组 C1组 C2组 C3组
图2 桔皮素对卵巢癌SKOV3细胞凋亡率的影响

Fig. 2 Effect of tangeretin on apoptosis rate of ovarian cancer SKOV3 cells

A组 B组 C1组 C2组 C3组
图1 桔皮素对卵巢癌SKOV3细胞存活率的影响（× 100）

Fig. 1 Effect of tangeretin on the survival rate of ovarian cancer SKOV3 cells（× 100）
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表2 桔皮素对卵巢癌SKOV3细胞Ras，MEK，ERK蛋白表达

水平的影响（X ± s，n = 3）
Tab. 2 Effect of tangeretin on the expression levels of Ras，MEK
and ERK proteins in ovarian cancer SKOV3 cells（X ± s，n = 3）

组别

A组

B组

C1组
C2组
C3组

药物浓度

0
75 nmol / L
2 µmol / L
5 µmol / L
10 µmol / L

Ras / β - actin
0. 92 ± 0. 08
0. 17 ± 0. 04 abc

0. 69 ± 0. 07 ad
0. 32 ± 0. 05 abd
0. 21 ± 0. 05 abc

MEK / β - actin
0. 81 ± 0. 07
0. 15 ± 0. 04 abc

0. 57 ± 0. 06 ad
0. 35 ± 0. 05 abd
0. 17 ± 0. 04 abc

ERK / β - actin
0. 94 ± 0. 09
0. 27 ± 0. 05 abc
0. 82 ± 0. 09 ad
0. 59 ± 0. 08 abd
0. 38 ± 0. 05 abc

Ras

MEK

ERK

β - actin

A组 C1组 C2组 C3组 B组

图3 桔皮素对卵巢癌SKOV3细胞Ras，MEK，ERK蛋白

表达的影响

Fig. 3 Effect of tangeretin on the expression of Ras，MEK and
ERK protein in ovarian cancer SKOV3 cells

3 讨论

卵巢癌的发病率在女性恶性肿瘤中仅次于宫颈癌

和子宫体癌，卵巢上皮癌是死亡率最高的妇科肿瘤［10］。
由于卵巢体积小且位于盆腔内，卵巢癌早期无明显临

床症状，易错过最佳治疗时间，导致癌细胞扩散至盆腔

内的脏器时，疾病已发展至晚期，增加了临床治疗的难

度［11］。桔皮素具有抑制癌细胞增殖、黏附、转移、凋亡等

潜在的抗癌作用［12］，可通过降低过氧化应激引起的前

列腺癌细胞中相关氧化应激因子的表达水平来抑制细

胞的侵袭和逆转。此外，桔皮素还可减弱乳腺癌、肝癌

和肺癌细胞的生存能力，并诱导其凋亡［13］。本研究中检

测了不同浓度的桔皮素对卵巢癌 SKOV3细胞的影响，

由表 1可知，桔皮素可促进卵巢癌 SKOV3细胞的凋亡，

抑制其增殖，减弱其侵袭能力，且呈剂量依赖性，表明

桔皮素可有效减慢卵巢癌 SKOV3细胞的增殖速度，通

过抑制其侵袭能力而阻止肿瘤细胞扩散，同时通过增

加其细胞凋亡率而延缓疾病进程。

Ras / MEK / ERK信号通路与机体氧化应激密切相

关，其异常高表达在多种癌症的转移过程中起关键作

用［14］。ERK是机体中维持细胞氧化还原平衡的关键翻

译因子［15］，其表达的增加可诱导下游基因Ras和MEK
的表达，使细胞内氧化应激因子羟自由基水平升高，进

一步加重机体氧化应激，导致肿瘤细胞增殖和迁移的

活性增加，加重病情［16］。由表 2可知，未对卵巢癌

SKOV3细胞进行任何处理时，Ras，MEK，ERK蛋白均呈

高表达；给予桔皮素干预后，Ras，MEK，ERK的蛋白表

达均下调，且具有明显的剂量依赖性。可见桔皮素可能

通过调节Ras / MEK / ERK信号通路来降低细胞内氧化

应激，下调细胞氧化应激因子的表达，从而抑制卵巢癌

SKOV3细胞的增殖和侵袭，并促进其凋亡。

综上所述，桔皮素可有效抑制卵巢癌 SKOV3细胞

的增殖与侵袭，并促进其凋亡，效果与桔皮素的剂量密

切相关，作用机制可能与抑制Ras / MEK / ERK信号通

路的蛋白表达有关，但具体作用机制有待深入探究。
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