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摘 要 目的：探讨齐墩果酸抑制人卵巢癌SKOV3细胞增殖、侵袭、转移的作用及其机制。方法：采用CCK-8法检测不同浓度齐

墩果酸（10、20、40、60、80、100 μmol/L）作用12、24、36、48 h对卵巢癌SKOV3细胞增殖能力的影响；采用Transwell实验观察低、高

剂量齐墩果酸（20、40 μmol/L）作用24 h对SKOV3细胞迁移及侵袭能力的影响；采用Western Blotting法检测低、高剂量齐墩果酸

对SKOV3细胞中核因子κB p65（NF-κB p65）、肝再生磷酸酶3（PRL-3）、肿瘤坏死因子α（TNF-α）、白细胞介素6（IL-6）、上皮钙黏

着蛋白E（E-cadherin）等蛋白表达的影响；运用脂多糖（LPS）诱导和NF-κB p65质粒转染SKOV3细胞，采用Western blotting法和

实时荧光定量PCR考察低、高剂量齐墩果酸对NF-κB/PRL-3通路相关蛋白及其mRNA表达的影响。结果：随着齐墩果酸给药浓

度的增加和作用时间的延长，SKOV3细胞的增殖能力有随之降低的趋势，各剂量组的细胞存活率均显著低于对照组（P＜0.05或

P＜0.01）。低、高剂量的齐墩果酸组的迁移和侵袭细胞数均显著减少（P＜0.05或P＜0.01），且其NF-κB p65、PRL-3、TNF-α、IL-6

蛋白的相对表达量均显著降低，E-cadherin蛋白的相对表达量均显著升高（P＜0.05或P＜0.01）。经LPS刺激后，LPS模型组细胞

中NF-κB p65、PRL-3、TNF-α、IL-6 蛋白及其mRNA的相对表达量较对照组显著升高，E-cadherin 蛋白及其mRNA的相对表达量均

显著降低（P＜0.05或P＜0.01）；低、高剂量齐墩果酸组细胞中NF-κB p65、PRL-3、TNF-α、IL-6 蛋白及其mRNA的相对表达量均显

著降低，E-cadherin 蛋白及其mRNA的相对表达量均显著升高（P＜0.05或P＜0.01）。在NF-κB p65过表达SKOV3细胞中，低、高

剂量齐墩果酸同样能够显著下调 NF-κB p65、PRL-3、TNF-α、IL-6蛋白的表达，显著上调 E-cadherin 蛋白的表达（P＜0.05或 P＜

0.01）。结论：齐墩果酸能够通过调控NF-κB/PRL-3信号通路来抑制人卵巢癌细胞SKOV3的增殖、侵袭、转移。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate the effects and mechanism of oleanolic acid on inhibiting the proliferation，invasion

and metastasis of human ovarian cancer SKOV3 cells. METHODS：CCK-8 assay was used to detect the effects of different

concentrations of oleanolic acid（10，20，40，60，80，100 μmol/L）on the proliferation of ovarian cancer SKOV3 cells at 12，24，

36 and 48 h. The effects of low-dose and high-dose of oleanolic acid（20，40 μmol/L）on the metastasis and invasion ability of

SKOV3 cells for 24 h were observed in Transwell assay. Western blotting assay was used to detect the effects of low-dose and

high-dose of oleanolic acid on the protein expression of NF-κB p65，PRL-3，TNF-α，IL-6 and E-cadherin in SKOV3 cells. Through

LPS induction and NF-κB p65 plasmid transfection，Western blotting and RT-qPCR assay were used to investigate the effects of

low-dose and high-dose oleanolic acid on the expression of NF-κB/PRL-3 pathway related proteins and their mRNA. RESULTS：

With the increase of the concentration and action time of oleanolic acid，the proliferation capacity of ovarian cancer SKOV3 cells

was decreased，the surval rates of administration groups were significantly lower than that of the control group（P＜0.05 or P＜

0.01）. Low-dose and high-dose of oleanolic acid could significantly reduce the number of migrating and invading cells（P＜0.05 or

P＜0.01）. The protein relative expression of NF-κB p65，PRL-3，TNF-α and IL-6 in SKOV3 cells were significantly decreased，

while the protein relative expression of E-cadherin was significantly increased（P＜0.05 or P＜0.01）. After LPS induction，protein

and mRNA relative expression of NF-κB p65，PRL-3，TNF-α and IL-6 were increased significantly in LPS model group，while

protein and mRNA relative expression of E-cadherin were significantly decreased（P＜0.05 or P＜0.01）. The protein and mRNA

relative expression of NF-κ B p65，PRL-3，TNF-α and IL-6 were significantly decreased，and protein and mRNA relative

expression of E-cadherin were significantly increased in low-dose and high-dose of oleanolic acid group（P＜0.05 or P＜0.01）. In

SKOV3 cells with over-expressed NF-κB p65，low-dose and high-dose of oleanolic acid could significantly down-regulat the protein

expression of NF-κ B p65，PRL-3，TNF-α and IL-6，while

upregult the protein relative expression of E-cadherin（P＜0.05

or P＜0.01）. CONCLUSIONS： Oleanolic acid can inhibit
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卵巢癌是最常见的女性生殖器官恶性肿瘤之一，其

致死率在妇科肿瘤中居首位，对女性生命健康造成严重

威胁[1-2]。卵巢深居盆腔，体积小，卵巢癌早期缺乏典型

症状且发展迅速，极易发生侵袭转移[3]，超过70％的患者

在晚期才被确诊[4]，因此临床上卵巢癌治疗效果和患者

预后均较差。流行病学调查结果表明，在全球范围内每

年新增卵巢癌病例超过22.5万，死亡人数超过14万[5-6]，

临床在卵巢癌的预防和治疗方面均面临巨大挑战。目

前，临床治疗卵巢癌以药物治疗为主，但奥拉帕利等卵

巢癌一线治疗药物的长期使用易引发多种不良反应，并

导致肿瘤细胞耐药[7]，严重影响药物治疗效果及患者预

后。因此，寻找安全有效防治卵巢癌的药物对于提升卵

巢癌的治疗效果具有重要的意义。

齐墩果酸是一种广泛存在于各种水果和可食用植

物中的一种五环三萜类化合物，具有显著的抗炎作

用[8-9]。越来越多的研究证实，炎症是肿瘤微环境的基本

特征，炎症信号通路活化与肿瘤的发生发展密切相

关[10-11]。核因子κB（NF-κB）信号通路可促进肿瘤坏死因

子α（TNF-α）、白细胞介素6（IL-6）等炎症因子的释放，抑

制上皮钙黏着蛋白E（E-cadherin）的表达进而促进肿瘤

细胞发生上皮间质转化，是肿瘤细胞增殖、侵袭、转移过

程中重要的调节通路[12-13]。因此，抑制NF-κB信号通路

以调节肿瘤细胞炎症微环境，进而抑制细胞增殖、侵袭、

转移可作为防治肿瘤的新策略。McQueeney KE等[14]的

研究表明，肿瘤侵袭转移关键因子肝再生磷酸酶 3

（PRL-3）在卵巢癌细胞中呈高表达，其通过活化端粒结

合蛋白 RAP1进而激活 NF-κB 信号通路以促进肿瘤侵

袭、转移；Wang Z等[15]的研究表明，NF-κB p65在卵巢癌

SKOV3细胞中异常表达，抑制该蛋白的表达则可抑制

SKOV3细胞的增殖、侵袭、转移。由此可见，NF-κB/

PRL-3信号通路与卵巢癌细胞侵袭、转移密切相关，有望

作为卵巢癌防治的新靶标。研究表明，齐墩果酸对宫颈

癌、肝癌、肺癌等多种恶性肿瘤细胞的增殖、侵袭、转移

均具有抑制作用[16-18]，但其对卵巢癌细胞增殖、侵袭、转

移的影响及其机制仍不明确。基于此，本研究以人卵巢

癌SKOV3细胞为对象，探讨齐墩果酸对其增殖、侵袭、

转移的影响及其机制，以期为该化合物防治卵巢癌提供

理论研究基础。

1 材料

1.1 仪器

3111型CO2培养箱（美国Thermo Fisher Scientific公

司）；xMark型酶标仪、164-5050型电泳仪、170-4156型全

能蛋白转膜仪、TC20型细胞计数器、Gel Doc XR型凝胶

成像系统、iQ5型实时荧光定量聚合酶链反应（PCR）仪

等购自美国 Bio-Rad 公司；M400D 型离心机（上海迈皋

科学仪器有限公司）；ML-T型分析天平（瑞士Mettler To-

ledo 多公司）；CKX31型倒置显微镜（日本 Olympus 公

司）。

1.2 药品与试剂

齐墩果酸对照品（批号：O110087，纯度：＞98％）、脂

多糖（LPS，批号：L118716）均购自上海阿拉丁试剂有限

公司；NF-κB p65质粒（北京华越洋生物科技有限公司，

批号：VECT76065）；LipofectamineTM2000转染试剂（批

号 ：12566014）、TRIzolTMRNA 提 取 试 剂（ 批 号 ：

12183555）、BCA 蛋白定量试剂盒（批号：23227）、ECL超

敏化学发光液（批号：34580）、M-PERTM哺乳动物蛋白提

取试剂（批号：78501）均购自美国Thermo Fisher Scientif-

ic公司；胎牛血清（FBS，批号：10099-141）、0.25％胰蛋白

酶溶液（批号：25200-056）、青霉素-链霉素双抗（批号：

15070063）均购自美国Gibco公司；DMEM培养基（美国

HyClone 公司，批号：SH30022.01）；NF-κB p65、PRL-3、

TNF-α、IL-6、E-cadherin、GAPDH等编码基因上、下游引

物和探针均由生工生物工程（上海）股份有限公司设计

与合成；荧光定量PCR试剂（上海星汉生物科技有限公

司）；结晶紫染色液（北京索莱宝科技有限公司，批号：

G1063）；CCK-8 试剂盒（日本 Dojindo 公司 ，批号 ：

CK04）；NF-κB p65兔单克隆抗体、PRL-3兔多克隆抗

体、TNF-α兔单克隆抗体、白细胞 IL-6兔单克隆抗体、

E-cadherin兔单克隆抗体、β-肌动蛋白（β-actin）兔单克隆

抗体、辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔免疫球蛋白

（IgG）二抗均购自美国 CST 公司（批号分别为 8242、

6484、11948、12912、3195、4970、7074）；十二烷基硫酸

钠-聚丙烯酰胺电泳（SDS-PAGE）凝胶快速制备试剂盒

（上海联迈生物工程有限公司，批号：LM-048）；其余试

剂均为实验室常用规格，水为超纯水。

1.3 细胞

人卵巢癌 SKOV3细胞株（批号：TCHu185）购自中

国科学院生物化学与细胞生物学研究所。

2 方法

2.1 细胞培养

SKOV3细胞用含10％FBS、1％青霉素-链霉素双抗

的 DMEM 培养基（以下简称“完全培养基”），在 37 ℃、

5％CO2的培养箱中培养（培养条件下同），待细胞处于对

数生长期时进行后续试验。

SKOV3 cells proliferation，invasion and metastasis by regulating NF-κB/PRL-3 signaling pathway.

KEYWORDS Oleanolic acid；Ovarian cancer；SKOV3 cell；Proliferation；Invasion；Metastasis；NF-κB；PRL-3
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2.2 齐墩果酸药液配制

精密称取齐墩果酸对照品适量，溶于二甲基亚砜 1

mL 中，配成浓度为 1×105 µmol/L 的母液，于－20 ℃保

存；用时取上述母液适量，加完全培养基稀释，经 0.22

µm微孔滤膜滤过后，即得，备用。

2.3 细胞毒性检测

采用 CCK-8法检测。取对数生长期的 SKOV3细

胞，以 4 000个/孔接种于 96孔板中，培养 24 h时将细胞

随机分为对照组及不同浓度药物组，另设不含细胞只含

培养基的空白组，每组设6个复孔。各给药组分别加入

齐墩果酸终浓度为 10、20、40、60、80、100 μmol/L（浓度

设置参考文献[19]）的含药完全培养基100 μL，对照组和

空白组加入完全培养基 100 μL，分别于培养 12、24、36、

48 h时，加入CCK-8试剂10 μL ，继续培养2 h后，使用酶

标仪于450 nm波长处测定各孔吸光度（A），计算细胞存活

率：细胞存活率（％）＝（A 试验组－A 空白组）/（A 对照组－A 空白组）×

100％。上述试验重复3次。

2.4 分组、造模与给药

2.4.1 齐墩果酸对 SKOV3细胞的作用 取 SKOV3细

胞，以5×106个/皿接种于细胞培养皿中培养；待细胞生长

融合至 80％时，将其随机分为对照组和齐墩果酸低、高

剂量药物组（剂量设置参考“2.3”项下结果），每组设3个

复孔。药物组分别加入低、高剂量齐墩果酸含药完全培

养基5 mL，对照组加入完全培养基5 mL，培养24 h。

2.4.2 齐墩果酸对 LPS 诱导 SKOV3细胞的作用 取

SKOV3细胞，以 5×106个/皿接种于细胞培养皿中培养；

待细胞生长融合至 80％时，将其随机分为对照组、LPS

模型组和齐墩果酸低、高剂量药物组（剂量设置参考

“2.3”项下结果），每组设 3个复孔。对照组加入完全培

养基5 mL，模型组加入LPS终浓度为100 µg/L 的含药完

全培养基 5 mL[20]，药物组加入为 100 µg/L LPS和低、高

剂量齐墩果酸含药完全培养基5 mL，培养24 h。

2.4.3 齐墩果酸对NF-κB p65转染的SKOV3细胞的作

用 取SKOV3细胞，以5×106个/皿接种于细胞培养皿中

培养；待细胞生长融合至80％时，将其随机分为对照组、

NF-κB p65过表达模型组和齐墩果酸低、高剂量药物组

（剂量设置参考“2.3”项下结果），模型组及药物组加入

NF-κB p65过表达载体（LipofectamineTM2000转染试剂

10 µL与NF-κB p65质粒 10 µg于室温下孵育 20 min即

得）转染12 h后，药物组分别加入低、高剂量齐墩果酸含

药完全培养基5 mL，对照组及模型组给予完全培养基5

mL，培养24 h。

2.5 Transwell迁移实验

将 SKOV3细胞用不含 FBS 的 DMEM 培养基培养

24 h，使其处于饥饿状态。SKOV3细胞经胰蛋白酶消化

后用DMEM培养基制成细胞悬液，以1×105个/孔加入到

Transwell小室上层中，小室下层加入DMEM培养基（含

10％FBS）800 μL，培养 24 h。按“2.4.1”项下方法分组、

给药，培养24 h后，取出小室，用棉签擦去小室内侧底部

未穿膜的细胞，经多聚甲醛固定、结晶紫染色液染色后，

在显微镜下选取5个不同视野观察，计算各组细胞迁移

数目（迁移细胞被染成紫色）。上述试验重复3次。

2.6 Transwell侵袭实验

Matrigel胶融化后均匀铺于Transwell小室底部上层

中，37 ℃放置致凝固。其余操作同“2.5”项下方法，选取

5个不同视野在显微镜下观察，计算各组细胞侵袭数

目。上述试验重复3次。

2.7 相关基因mRNA表达检测

采用实时荧光定量 PCR 法检测。SKOV3细胞按

“2.4.1”“2.4.2”项下方法分组、给药、培养后，收集细胞，

运用 TRIzolTM RNA 提取试剂提取细胞 RNA，将其逆转

录为 cDNA 后，采用实时荧光定量 PCR 仪检测 NF-κB

p65、PRL-3、TNF-α、IL-6、E-cadherin 等编码基因mRNA

的表达水平。PCR 反应体系（共 20 µL）：cDNA 模板 2

µL，上、下游引物各 1 µL，荧光定量 PCR试剂 10 µL，无

酶水 6 µL。PCR扩增条件：95 ℃预变性 2 min；95 ℃变

性 10 s，60 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 15 s，共 40个循环（引

物序列见表1）。以GAPDH为内参，采用2－ΔΔCt法计算相

关基因mRNA的相对表达量。上述试验重复3次。

表1 引物序列

Tab 1 Primer sequence

基因名称
GAPDH

NF-κB p65

PRL-3

TNF-α

IL-6

E-cadherin

引物序列
正向：5′-TGTTCGTCATGGGTGTGAAC-3′
反向：5′-ATGGCATGGACTGTGGTCAT-3′
正向：5′-GCGAGAGGAGCACAGATACC-3′
反向：5′-GCACAGCATTCAGGTCGTAG-3′
正向：5′-GGGACTTCTCAGGTCGTGTC-3′
反向：5′-AGCCCCGTACTTCTTCAGGT-3′
正向：5′-CCATGTCTTTCTACCCTAATC-3′
反向：5′-AGCTGCTCTGTCGGATG-3′
正向：5′-AAGCAGAGCTGTGCAGATGAGTA-3′
反向：5′-TGTCCTGCAGCCACTGGTTC-3′
正向：5′-GAACGCATTGCCACATACAC-3′
反向：5′-GAATTCGGGC TTGTTGTCAT-3′

产物长度，bp

154

120

130

98

280

120

2.8 相关蛋白表达检测

采 用 Western blotting 法 检 测 。 SKOV3 细 胞 按

“2.4.1”～“2.4.3”项下方法分组、给药、培养后，收集细

胞，运用M-PERTM哺乳动物蛋白提取试剂提取蛋白，后

用BCA试剂盒测定蛋白浓度。随后将蛋白于95 ℃水浴

中变性 5 min 后即得蛋白样品。取蛋白样品 40 µg 在

100 V、80 mA 的电泳条件下进行 SDS-PAGE，在 25 V、

1.0 A条件下转膜至PVDF膜（0.45 µm）上，以5％脱脂牛

奶封闭 1 h 后，加入 NF-κB p65、PRL-3、TNF-α、IL-6、

E-cadherin、β-actin等一抗（稀释度均为1 ∶ 1 000），在4 ℃

条件下孵育过夜，TBST 溶液清洗 10 min×3 次，加入

辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG 二抗（稀释度
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为 1 ∶ 10 000），室温孵育 1 h，TBST 溶液清洗 10 min×3

次，经ECL显色后运用凝胶成像分析系统成像，采用 Im-

age J 1.8.0图像软件分析。以β-actin作为内参，以目标蛋

白与内参的灰度值比值作为目标蛋白的相对表达量。

上述试验重复3次。

2.9 统计学方法

采用SPSS 13.0软件进行统计分析。计量资料均以

x±s 表示，多组间比较采用单因素方差分析（One-way

ANOVA），两两比较采用 t检验。P＜0.05表示差异有统

计学意义。

3 结果
3.1 不同浓度齐墩果酸对SKOV3细胞存活率的影响

随着齐墩果酸浓度的增加和作用时间的延长，

SKOV3细胞的增殖能力有随之减弱的趋势，齐墩果酸

各剂量组细胞存活率均显著低于对照组（P＜0.05或P＜

0.01），详见表2。当齐墩果酸浓度为20 μmol/L、作用24 h

时，SKOV3细胞的存活率为（79.06± 3.24）％，提示该浓

度齐墩果酸对 SKOV3细胞具有显著的细胞毒性。因

此，选择 20 μmol/L 作为齐墩果酸给药的低剂量，选择

40 μmol/L作为齐墩果酸给药的高剂量，并选择作用24 h

作为齐墩果酸的给药条件。

表 2 不同浓度齐墩果酸对SKOV3细胞存活率的影响

（x±±s，n＝3，％％）

Tab 2 Effects of oleanolic acid on the survival rate of

SKOV3 cells（x±±s，n＝3，％％）

组别

对照组
齐墩果酸10 μmol/L组
齐墩果酸20 μmol/L组
齐墩果酸40 μmol/L组
齐墩果酸60 μmol/L组
齐墩果酸80 μmol/L组
齐墩果酸100 μmol/L组

细胞存活率
培养12 h

99.04±3.05

93.18±3.19＊

89.70±4.78＊＊

83.12±3.33＊＊

74.35±6.40＊＊

72.08±3.47＊＊

64.52±4.46＊＊

培养24 h

98.65±2.97

91.25±5.24＊

79.06±3.24＊＊

75.23±4.38＊＊

68.15±3.51＊＊

59.25±1.91＊＊

44.20±2.35＊＊

培养36 h

102.10±6.20

87.18±2.84＊＊

77.76±4.02＊＊

72.10±3.32＊＊

62.06±2.90＊＊

51.62±4.02＊＊

37.48±5.12＊＊

培养48 h

98.85±4.10

85.32±4.13＊＊

76.24±3.95＊＊

68.40±4.57＊＊

58.21±2.40＊＊

46.60±2.34＊＊

26.20±3.05＊＊

注：与对照组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. control group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

3.2 齐墩果酸对SKOV3细胞迁移和侵袭的影响

与对照组比较，齐墩果酸低、高剂量组迁移和侵袭

的细胞数均显著减少（P＜0.05或P＜0.01），详见图1、图

2、表3。

3.3 齐墩果酸对 SKOV3细胞增殖、侵袭、转移相关蛋

白表达的影响

与对照组比较，齐墩果酸低、高剂量组NF-κB p65、

PRL-3、TNF-α、IL-6的相对表达量均显著降低，E-cad-

herin 蛋白的相对表达量均显著升高（P＜0.05 或 P＜

0.01），详见图3、表4。

3.4 齐墩果酸对 LPS 诱导的 SKOV3 细胞 NF-κB/

PRL-3通路相关蛋白及其mRNA表达的影响

与对照组比较，LPS 模型组细胞中 NF-κB p65、

PRL-3、TNF-α、IL-6蛋白及其mRNA的相对表达量均显

著升高，E-cadherin 蛋白及其mRNA的相对表达量均显

著降低（P＜0.01）；与 LPS 模型组比较，齐墩果酸低、高

剂量组细胞中NF-κB p65、PRL-3、TNF-α、IL-6蛋白及其

mRNA 相对表达量均显著降低，E-cadherin 蛋白及其

A.对照组 B.齐墩果酸低剂量组

C.齐墩果酸高剂量组

图 1 齐墩果酸对SKOV3细胞迁移能力影响的显微图

（结晶紫染色，×200）

Fig 1 Micrographs of the effects of oleanolic acid on

migration ability of SKOV3 cells（crystal violet

staining，×200）

A.对照组 B.齐墩果酸低剂量组

C.齐墩果酸高剂量组

图 2 齐墩果酸对SKOV3细胞侵袭能力影响的显微图

（结晶紫染色，×200）

Fig 2 Micrographs of the effects of oleanolic acid on

invasion ability of SKOV3 cells（crystal violet

staining，×200）

表 3 齐墩果酸对SKOV3细胞迁移及侵袭能力的影响

（x±±s，n＝3，个）

Tab 3 Effects of oleanolic acid on migration and inva-

sion ability of SKOV3 cells（x±±s，n＝3，cell）

组别
对照组
齐墩果酸低剂量组
齐墩果酸高剂量组

迁移细胞数
399.5±41.4

305.8±42.5 ＊

177.0±13.7 ＊＊

侵袭细胞数
374.3±37.6

287.3±22.0＊

169.5±16.7 ＊＊

注：与对照组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. control group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01
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mRNA相对表达量均显著升高（P＜0.05或P＜0.01），详

见表5、图4、表6。

表 5 齐墩果酸对 LPS 诱导的 SKOV3细胞中NF-κB/

PRL-3通路相关蛋白表达的影响（x±±s，n＝3）

Tab 5 Effects of oleanolic acid on the expression of

NF-κB/PRL-3 pathway related proteins in

SKOV3 cells induced by LPS（x±±s，n＝3）

组别

对照组

LPS模型组

齐墩果酸低剂量组

齐墩果酸高剂量组

NF-κB p65

0.04±0.02

0.49±0.04＊＊

0.39±0.03#

0.12±0.02##

PRL-3

0.19±0.04

0.53±0.03＊＊

0.39±0.05#

0.19±0.05##

TNF-α

0.16±0.02

0.53±0.03＊＊

0.46±0.03

0.35±0.04##

IL-6

0.12±0.03

0.38±0.05＊＊

0.23±0.02#

0.11±0.02##

E-cadherin

0.42±0.06

0.06±0.02＊＊

0.18±0.03##

0.24±0.04##

注：与对照组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与LPS模型组比较，#P＜

0.05，##P＜0.01

Note：vs. control group，＊ P＜0.05，＊ ＊ P＜0.01；vs. LPS model

group，#P＜0.05，##P＜0.01

3.5 齐墩果酸对 NF-κB 过表达诱导的 SKOV3细胞

NF-κB/PRL-3通路相关蛋白表达水平的影响

与对照组比较，NF-κB p65过表达模型组细胞中

NF-κB p65、PRL-3、TNF-α、IL-6蛋白的相对表达量均显

著升高，E-cadherin 蛋白的相对表达量显著降低（P＜

0.05或P＜0.01）；与NF-κB p65过表达模型组比较，齐墩

果酸低、高剂量组细胞中 NF-κB p65、PRL-3、TNF-α、

IL-6蛋白的相对表达量均显著降低，E-cadherin 蛋白的

相对表达量均显著升高（P＜0.05或P＜0.01），详见图5、

表7。

4 讨论
卵巢癌具有早期难以诊断、恶性程度高、极易发生

转移等特点，难以进行早期预防，治疗难度较大[21-22]。近

年来，卵巢癌的发病率逐年升高，且呈年轻化趋势[23]，故

探寻有效防治卵巢癌的药物已成为目前研究的热点。

研究表明，肿瘤细胞微环境与肿瘤的发生发展具有密切

关联[10-11]，因此改善肿瘤细胞微环境为肿瘤的防治提供

了新思路。

齐墩果酸为可用于肿瘤患者的免疫调节，其广泛存

在于蔬菜、水果和可食用植物中，是一种自然资源充足

的天然活性成分，具有显著的抗炎、调节免疫、保肝及抗

齐墩果酸
低剂量组

齐墩果酸
高剂量组

对照组

NF-κB p65

PRL-3

TNF-α

IL-6

E-cadherin

β-actin

65 kDa

24～26 kDa

25 kDa

24 kDa

135 kDa

43 kDa

NF-κB p65过
表达模型组

图 4 齐墩果酸对 LPS 诱导 SKOV3 细胞中 NF-κB/

PRL-3通路相关蛋白表达影响的电泳图

Fig 4 Electrophoretograms of the effects of oleanolic

acid on the expression of NF-κB/PRL-3 path-

way related proteins in SKOV3 cells induced

by LPS

表 6 齐墩果酸对LPS诱导的 SKOV3细胞中NF-κB/

PRL-3通路相关基因mRNA表达的影响（x±±s，

n＝3）

Tab 6 Effects of oleanolic acid on mRNA expression

of NF-κB/PRL-3 pathway related gene in

SKOV3 cells induced by LPS（x±±s，n＝3）

组别
对照组
LPS模型组
齐墩果酸低剂量组
齐墩果酸高剂量组

NF-κB p65

1.00±0.19

4.29±0.67＊＊

2.41±0.63#

2.18±0.72#

PRL-3

0.96±0.20

5.51±0.71＊＊

3.87±0.33#

2.97±0.31##

TNF-α

1.04±0.16

3.31±0.22＊＊

2.32±0.24#

2.06±0.34#

IL-6

1.10±0.14

2.43±0.42＊

1.56±0.05#

1.22±0.13#

E-cadherin

1.02±0.17

0.33±0.08＊＊

0.57±0.05#

0.83±0.21#

注：与对照组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与LPS模型组比较，#P＜

0.05，##P＜0.01

Note：vs. control group，＊ P＜0.05，＊ ＊ P＜0.01；vs. LPS model

group，#P＜0.05，##P＜0.01

齐墩果酸
低剂量组

齐墩果酸
高剂量组

对照组

NF-κB p65

PRL-3

TNF-α

IL-6

E-cadherin

β-actin

65 kDa

24～26 kDa

25 kDa

24 kDa

135 kDa

43 kDa

图 3 齐墩果酸对SKOV3细胞中增殖、侵袭、转移相关

蛋白表达影响的电泳图

Fig 3 Electrophoretograms of the effects of oleanolic

acid on the expression of proteins related to

proliferation，invasion and metastasis in SKOV3

cells

表4 各组细胞中增殖、侵袭、转移相关蛋白表达水平比

较（x±±s，n＝3）

Tab 4 Effects of oleanolic acid on the expression of

proteins related to proliferation，invasion and

metastasis in SKOV3 cells（x±±s，n＝3）

组别

对照组

齐墩果酸低剂量组

齐墩果酸高剂量组

NF-κB p65

0.51±0.06

0.33±0.05＊

0.15±0.04＊＊

PRL-3

0.17±0.02

0.10±0.02＊

0.08±0.02＊＊

TNF-α

0.20±0.03

0.12±0.02＊

0.07±0.02＊＊

IL-6

0.30±0.04

0.22±0.02＊

0.09±0.02＊＊

E-cadherin

0.08±0.03

0.18±0.02＊

0.28±0.05＊＊

注：与对照组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. control group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01
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肿瘤等作用 [24-25]。本研究探讨了齐墩果酸对卵巢癌

SKOV3细胞增殖、侵袭、转移的影响。CCK-8结果显

示，随着齐墩果酸给药浓度的增加和作用时间的延长，

SKOV3细胞的增殖能力有随之减弱的趋势，齐墩果酸

各剂量组细胞存活率均显著低于对照组，说明齐墩果酸

对SKOV3细胞增殖具有抑制作用。Transwell实验结果

显示，20、40 μmol/L 齐墩果酸均能够显著减少卵巢癌

SKOV3 细胞迁移、侵袭细胞数目，说明其具有抑制

SKOV3细胞迁移与侵袭的作用。

肿瘤细胞炎性浸润是肿瘤发生发展过程中的一个

重要特征。NF-κB信号通路介导的炎症反应能够促进

大量炎症因子（如TNF-α、IL-6等）释放，加速肿瘤细胞的

增殖、侵袭与转移[26-27]。其中，TNF-α能够增加血管通透

性，IL-6能够促进血管生成及肿瘤细胞增殖、分化，在肿

瘤细胞侵袭与转移过程中发挥着重要的作用[28]。PRL-3

是肿瘤细胞侵袭与转移的关键调控因子[29]，研究表明，

该因子能够促进触发肿瘤细胞上皮间质转化活化，抑制

上皮标志物E-cadherin蛋白的表达，从而降低肿瘤细胞

黏附作用并促进细胞外基质降解，最终诱导肿瘤细胞向

周围组织、血管侵袭和转移 [30-31]。由此可见，NF-κB/

PRL-3信号通路对肿瘤细胞增殖、侵袭、转移均具有促进

作用。研究显示，SKOV3细胞中 NF-κB 信号通路异常

活化，具有促进卵巢癌细胞增殖、侵袭、转移的作用，活

化的NF-κB信号通路能够促进 PRL-3高表达进而促进

肿瘤细胞增殖、侵袭、转移[32]。这提示靶向调节NF-κB/

PRL-3信号通路可作为抑制卵巢癌细胞增殖、侵袭、转移

的重要途径。

本研究结果表明，不同浓度齐墩果酸均能够显著抑

制 SKOV3细胞中 NF-κB p65、PRL-3、TNF-α、IL-6蛋白

的表达，升高E-cadherin蛋白的表达。研究显示，LPS能

够通过活化NF-κB信号通路介导炎症反应以促进肿瘤

细胞上皮间质转化 [33]。因此，本研究运用 LPS 诱导

SKOV3细胞活化 NF-κB/PRL-3信号通路，进一步研究

齐墩果酸对该信号通路的调控作用。结果显示，采用

LPS诱导后，SKOV3细胞中NF-κB p65、PRL-3、TNF-α、

IL-6蛋白及其mRNA的表达均显著升高，E-cadherin 蛋

白及其mRNA的表达均显著降低；采用齐墩果酸干预能

够显著降低细胞中NF-κB p65、PRL-3、TNF-α、IL-6蛋白

及其mRNA的表达，升高E-cadherin 蛋白及其mRNA的

表达。这提示齐墩果酸抑制SKOV3细胞侵袭、转移的

作用可能与调控NF-κB/PRL-3信号通路以抑制炎症反

应有关。NF-κB 信号通路活化能够激活 PRL-3、抑制

E-cadherin，从而促进肿瘤细胞的侵袭与转移[34]。为了进

一步确定齐墩果酸是否通过抑制 NF-κB p65进而调节

PRL-3、TNF-α、IL-6、E-cadherin 的表达，本研究运用 Li-

pofectamineTM 2000转染试剂将 NF-κB p65质粒转染至

SKOV3细胞中，使细胞中的NF-κB p65过表达，从而激

活PRL-3、TNF-α、IL-6等相关蛋白。结果显示，齐墩果

酸仍然能够抑制NF-κB p65过表达诱导的炎症反应，下

调 SKOV3细胞中 NF-κB p65、PRL-3、TNF-α、IL-6 蛋白

的表达，上调E-cadherin蛋白的表达。由此推测，齐墩果

酸可能主要通过抑制炎症反应及上皮细胞间质化过程

而抑制SKOV3细胞增殖、侵袭、转移。

综上所述，齐墩果酸可能通过调控NF-κB/PRL-3通

路相关因子的表达，抑制炎症反应和上皮间质转化而抑

制SKOV3细胞增殖、侵袭、转移，对于防治卵巢癌具有

一定的潜力。
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表 7 齐墩果酸对NF-κB p65过表达诱导的SKOV3细

胞中 NF-κB/PRL-3 通路相关蛋白表达的影响

（x±±s，n＝3）

Tab 7 Effects of oleanolic acid on the expression of

NF-κ B/PRL-3 pathway related proteins in

SKOV3 cells induced by NF-κB-overexpression

（x±±s，n＝3）

组别
对照组
NF-κB p65过表达模型组
齐墩果酸低剂量组
齐墩果酸高剂量组

NF-κB p65

0.10±0.02

0.27±0.03＊＊

0.18±0.03#

0.12±0.03##

PRL-3

0.18±0.02

0.39±0.03＊＊

0.29±0.02#

0.19±0.02##

TNF-α

0.15±0.03

0.25±0.02＊

0.18±0.02#

0.14±0.02##

IL-6

0.17±0.02

0.29±0.04＊

0.20±0.01#

0.14±0.03#

E-cadherin

0.38±0.04

0.27±0.02＊

0.33±0.02#

0.36±0.04#

注：与对照组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与NF-κB p65过表达模

型组比较，#P＜0.05，##P＜0.01

Note：vs. control group，＊ P＜0.05，＊ ＊ P＜0.01；vs. NF-κB p65-

overexpression model group，#P＜0.05，##P＜0.01
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摘 要 目的：评价干姜及其炮制品色差值与活性成分含量的相关性。方法：采用高效液相色谱法测定6种活性成分的含量，采

用色彩色差计测定干姜及其炮制品的色差值[明度（L＊）、红绿色轴分量（a＊）、黄蓝色轴分量（b＊）]。采用SPSS 24.0软件对色差值

与活性成分含量进行相关性分析。结果：姜酮、6-姜酚、8-姜酚、6-姜烯酚、二乙酰氧基-6-姜二醇和10-姜酚检测质量浓度的线性范

围分别为 2.65～105.90、10.15～406.00、4.87～194.80、5.28～211.20、6.14～245.70、7.02～280.80 μg/mL（r 均大于 0.999）；定量限分

别为 7.46、13.68、14.37、16.62、17.03、17.99 ng，检测限分别为 2.24、4.11、4.31、4.99、5.11、5.40 ng；精密度、稳定性、重复性试验的

RSD 均小于 3％；平均加样回收率分别为 101.34％、102.14％、101.22％，103.12％、103.74％、103.54％，103.06％、98.55％、99.43％，

99.36％、103.51％、101.21％，100.85％、99.42％、99.60％，100.39％、97.69％、103.84％（RSD均小于3％，n＝3）；含量分别为0～0.66、

0.06～7.57、0.03～1.45、0.29～3.47、0.15～2.85、0.04～2.83 mg/g。色差值L＊、b＊与干姜不同炮制程度呈极显著负相关（P＜0.01），a＊与

炮制程度呈正相关（P＜0.05）；干姜炮制前后L＊、b＊与姜酮含量呈极显著负相关，与其余5种成分呈极显著正相关（P＜0.01）；a＊与

姜酮呈极显著正相关（P＜0.01），与其余5种成分无相关性（P＞0.05）；干姜及其炮制品与姜酮含量呈极显著正相关，与其余5种成

分含量呈极显著负相关（P＜0.01）。结论：干姜及其炮制品的色差值与其活性成分含量相关，即随炮制程度的加重，其a＊增加，L＊、

b＊降低；姜酮含量升高，6-姜酚、8-姜酚、6-姜烯酚、二乙酰氧基-6-姜二醇、10-姜酚含量降低。

关键词 干姜；炮制品；高效液相色谱法；色彩色差计；活性成分；含量；色差值；相关性分析

Correlation Study of Color Difference Values and Active Constituent Contents in Crude and Processed

Zingiber officinale

LIN Huajian，ZHANG Zihao，MENG Jiang，WANG Shumei（School of Traditional Chinese Medicine，

Guangdong Pharmaceutical University/Key Laboratory of Digital Quality Evaluation of Chinese Materia Medica，

State Administration of Traditional Chinese Medicine/Engineering Technology Research Center for Chinese

Materia Medica Quality of Guangdong Universities，Guangzhou 510006，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To evaluate the correlation between color difference values and active constituent contents of crude

and processed Zingiber officinale. METHODS：HPLC method was adopted to determint the content of 6 active constituents. The

color difference values of crude and processed Z. officinale [lightness（L ＊），red-green axis component（a ＊），yellow-blue axis

component（b ＊）] were determined by chromatic aberration meter. SPSS 24.0 software was adopted for the correlation analysis

between color difference values and active constituent contents. RESULTS： The linear range of zingiberone， 6-gingerol，

8-gingerol， 6-shogaol， diacetoxy-6-gingerol and 10-gingerol were 2.65-105.90， 10.15-406.00， 4.87-194.80， 5.28-211.20，

6.14-245.70，7.02-280.80 μg/mL（r＞0.999）. The limits of quantification were 7.46，13.68，14.37，16.62，17.03，17.99 ng，and the

limits of detection were 2.24，4.11，4.31，4.99，5.11，5.40 ng，respectively. RSDs of precision，stability，and repeatability tests were

all lower than 3％ . The average recovery rates were 101.34％，102.14％，101.22％；103.12％，103.74％，103.54％；103.06％，
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