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根皮素通过调节Rac1/Akt/NF-κB信号通路对卵巢癌细胞

增殖、凋亡和致瘤性的影响

唐跃虹，罗玉宁，许丽彬，胡小英，邱春萍
（海南省妇产科医院妇产科，海口  570100）  

摘要  目的 探讨根皮素调节Rac1/Akt/NF-κB信号通路对卵巢癌细胞增殖、凋亡和致瘤性的影响。方法   将卵巢癌细胞系

SKOV3和人正常卵巢上皮细胞系IOSE-80分为对照组、根皮素低剂量组、根皮素中剂量组、根皮素高剂量组、PMA组、根皮素高剂

量+PMA组。显微镜下观察细胞形态变化，采用CCK-8、克隆形成实验、流式细胞仪分析细胞活力和凋亡情况，采用Western blot-
ting检测Rac1/Akt/NF-κB信号通路相关蛋白表达。建立裸鼠移植瘤模型，测量肿瘤重量，检测肿瘤组织中Rac1、Akt表达。结果  根

皮素低、中、高剂量组细胞存活率、集落数、p-NF-κB p65/NF-κB p65、p-Akt/Akt、Rac1表达较对照组降低，凋亡率增加，呈剂量

依赖性；PMA逆转了高剂量根皮素对卵巢癌恶性发展的抑制作用。荷瘤裸鼠中根皮素抑制肿瘤生长。结论   根皮素通过抑制

Rac1/Akt/NF-κB信号通路阻止卵巢癌恶性发展。
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Effects of phloretin on the proliferation，apoptosis，and tumorigenicity of ovarian
cancer cells by regulating Rac1/Akt/NF-κB signaling pathway
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（Department of Obstetrics and Gynecology，Hainan Obstetrics and Gynecology Hospital，Haikou 570100，China） 

Abstract  Objective To explore the effect of phloretin on the proliferation，apoptosis，and tumorigenicity of ovarian cancer cells by regu-
lating the Rac1/Akt/NF-κB signaling pathway. Methods  The ovarian cancer cell line SKOV3 and the human normal ovarian epithelial 

cell line IOSE-80 were divided into the following groups：control，low-dose phloretin，medium-dose phloretin，high-dose phloretin，PMA，

and high-dose phloretin+PMA. Morphological changes were observed under a microscope. Cell viability and apoptosis were assessed using 

the CCK-8 assay，colony formation assay，and flow cytometry. Western blotting was performed to detect the expression of proteins related 

to the Rac1/Akt/NF-κB signaling pathway. Tumor-bearing nude mice were established，tumor weights were measured，and the expres-
sion levels of Rac1 and Akt in tumor tissues were analyzed. Results  Compared with the control group，SKOV3 cells treated with low-，
medium-，and high-dose phloretin showed reduced survival rate，colony formation，and expression of p-NF-κB p65/NF-κB p65，p-Akt/Akt，

and Rac1 in a dose-dependent manner. However，PMA reversed the inhibitory effects of high-dose phloretin on the malignant progression 

of ovarian cancer. In vivo experiments demonstrated that phloretin significantly inhibited tumor growth and reduced Akt and Rac1 expres-
sion in tumor tissues （P < 0.05）. Conclusion  Phloretin suppresses the malignant progression of ovarian cancer by inhibiting the Rac1/

Akt/NF-κB signaling pathway.
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卵巢癌是最常见的妇科癌症之一，发病率高，

患者预后差，严重影响女性健康［1］。由于卵巢癌早

期无特异性症状，且特异性标志物、诊断方法有限，

大多数卵巢癌患者在疾病晚期才被诊断，化疗耐药

导致致死率和复发率较高，因此迫切需要寻找新的

药物治疗卵巢癌［2-3］。根皮素是一种二氢查尔酮，属

于次要类黄酮类化合物，研究［4］表明，在胃癌、结肠

癌等中，根皮素通过抗增殖、促凋亡发挥重要的抗

癌活性。但关于其在卵巢癌中作用的研究甚少。Ras

相关的C3肉毒杆菌毒素底物1 （Ras-related C3 botuli-

num toxin substrate 1，Rac1） 信号在人类癌症中经常

被激活，抑制Rac1可以通过抑制焦亡抑制卵巢癌发

展［5］。蛋白激酶 B （protein kinase B，Akt） 作为Rac1信

号转导的重要下游效应子，主动调节核因子κB （nu-
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clear factor-κB，NF‐κB），在促进肿瘤 （包括卵巢癌） 的

发生和进展中起至关重要的作用［6］。研究［7］表明，

根皮素衍生物通过抑制pAkt/NF-κB可阻止脑缺血

再灌注损伤诱导的神经元丢失、神经炎症和氧化应

激，但根皮素能否通过Rac1/Akt/NF-κB信号通路影

响卵巢癌细胞的生物学发展和致瘤性尚未见研究

报道。因此，本研究通过体内外实验，探讨根皮素对

卵巢癌细胞恶性发展的作用及其潜在机制。

1 材料与方法

1.1 主要材料和仪器

卵巢癌细胞系SKOV3和人正常卵巢上皮细胞

系IOSE-80，购自中国科学院典型培养保藏委员会

细胞库。用RPMI-1640培养基培养细胞，置于恒定湿

度、37 ℃、5% CO2的细胞培养箱中，每2~3 d传代培

养1次，用10%胎牛血清和1%青霉素-链霉素维持培

养基。

CCK-8试剂，购自日本同仁化学研究所；根皮

素 （质量分数99.99%），购自美国Sigma公司；通路激

活 剂 佛 波 酯 （phorbol 12-myristate 13-acetate，PMA），

购自美国Cayman Chemical公司；细胞凋亡试剂盒，

购自上海碧云天生物技术股份有限公司；裂解缓

冲液，购自北京博奥森生物技术有限公司；p-NF-

κB p65、NF-κB p65、Rac1、p-Akt/Akt抗 体，购 自 英 国

abcam公司。

BioTek ELx800酶标仪，购自美国BioTek公司；

BB15-51023121培养箱，购自德国Heraeus Holding GmbH

公司；ACSC Ⅱ流式细胞仪，购自美国BD公司。

1.2 细胞实验

1.2.1 细胞分组和处理：将生长良好的SKOV3细胞

和IOSE-80细胞，分别分为对照组、根皮素低剂量组、

根皮素中剂量组、根皮素高剂量组、PMA组、根皮素

高剂量+PMA组。对照组：细胞用正常培养基培养

24 h；根皮素低剂量组、根皮素中剂量组、根皮素高

剂量组：根据预实验和文献［8］，细胞用50、100、200 

μmol/L的根皮素刺激24 h；PMA组，细胞用50 nmol/L 

PMA刺激24 h［9］；根皮素高剂量+PMA组：细胞用200 

μmol/L根皮素和50 nmol/L PMA共同刺激24 h。

1.2.2 细胞活力分析：检测根皮素对SKOV3细胞和

IOSE-80细胞活力影响。以1×104/孔的密度将细胞

接种到96孔板，将分组处理后的细胞孵育24 h，37 ℃

下加入0.5 mg/mL CCK-8试剂孵育，在培养箱中孵育

2 h后，用BioTek ELx800酶标仪测量450 nm处的吸光

度，分析细胞活力变化。

1.2.3 SKOV3细胞形态分析：将细胞以1×106/孔的

密度接种到6孔板，分组处理24 h后，在倒置显微镜

下观察细胞形态学。

1.2.4 SKOV3细胞克隆形成实验：细胞以5×102/孔

的密度接种到35 mm板中，分组处理后在37 ℃下培

养2周，洗涤细胞后，固定液固定细胞、结晶紫染色，

用水轻轻洗涤孔板，在室温下风干，在显微镜下进

行成像并计数集落数。

1.2.5 SKOV3细胞凋亡变化：收集分组处理后的

SKOV3细胞，将胰蛋白酶消化的细胞与500 μL结合

缓冲液一起孵育，在进行流式细胞术前，用碘化丙

啶和膜联蛋白V-FITC避光染色孵育重悬后的细胞，

分析细胞凋亡变化。

1.2.6 SKOV3细胞中Rac1/Akt/NF-κB信号通路相关

蛋白表达：将SKOV3细胞接种到6孔板，将细胞裂解

物收集在1.5 mL试管中，离心去除多余细胞碎片，收

集上清液检测总蛋白浓度。分离每个样品中的10 μg

蛋白质，在100 V下转移到膜上，脱脂牛奶封闭膜，与

NF-κB p65、Rac1、p-Akt、Akt、p-NF-κB p65抗体和二抗

孵育，随后进行蛋白质条带显影、成像。使用ImageJ

软件进行定量分析。

1.3 裸鼠移植瘤实验

24只25~30 g雌性BALB/C裸鼠，购自斯贝福 （北

京） 生物技术有限公司。将SKOV3细胞制备成单细

胞悬液 （3×107/mL），皮下接种0.2 mL细胞悬液，待

肿瘤体积达到1 cm3时，将裸鼠分为空白对照组、根

皮素低剂量组、根皮素高剂量组，每组8只。根皮素

低、高剂量组小鼠分别腹腔注射25 和50 mg/kg的根

皮素［10］，1次/d，连续6周。空白对照组小鼠腹腔注射

等体积的生理盐水。安乐处死所有小鼠，分离肿瘤

组织，测量肿瘤重量。在室温下加入3%过氧化氢孵

育，用柠檬酸抗原修复缓冲液进行抗原修复，与抗

Rac1、Akt一抗及二抗孵育，滴二氨基联苯胺显色

液，苏木素复染，切片脱水封闭，显微镜下拍照，分

析光密度值。

1.4 统计学分析

采用SPSS 26.0软件分析数据。计量资料以x-±s

表示，多组间比较采用单因素方差分析，进一步两
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两比较行SNK-q检验。P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 根皮素对SKOV3和IOSE-80细胞活力的影响

各组IOSE-80细胞活力均无明显变化 （P > 0.05）。

SKOV3细胞中，根皮素低、中、高剂量组细胞存活率

较对照组降低，且呈剂量依赖性；PMA组细胞存活

率较对照组升高 （P < 0.05）；根皮素高剂量+PMA组

细胞存活率较根皮素高剂量组升高 （P < 0.05），较

PMA组降低 （P < 0.05）。见表1。

表1  各组SKOV3和IOSE-80细胞活力的比较

Tab.1  Comparison of cell viability of SKOV3 and IOSE-80 cells in each group

Group n Survival rate of IOSE-80 cells （%） Survival rate of SKOV cells （%） 

Control 6 90.75±9.11   90.06±9.07

Low-doese phloretin 6 91.03±8.96   71.03±7.151） 

Medium-dose phloretin  6 90.42±9.08   50.42±5.071），2） 

High-dose phloretin 6 90.37±9.07   31.11±3.191），2），3） 

PMA 6 90.88±9.06 137.06±13.881） 

High-dose phloretin+PMA group 6 90.65±9.14   70.94±7.114），5） 

1） P < 0.05 vs. control group；2） P < 0.05 vs. low-dose phloretin group；3） P < 0.05 vs. medium-dose phloretin group；4） P < 0.05 vs. high-dose phloretin 

group；5） P < 0.05 vs. PMA group.

A，control group；B，low-dose phloretin group；C，medium-dose phloretin group；D，high-dose phloretin group；E，PMA group；F，high-dose phloretin+PMA 

group.

图1  各组SKOV3细胞形态的变化  ×200

Fig.1  Morphological changes of SKOV3 cells in each group  ×200

2.2 根皮素对SKOV3细胞形态变化的影响

根皮素低、中、高剂量组较对照组细胞皱缩且

数量逐渐减少，PMA组较对照组细胞数量明显增

加；根皮素高剂量+PMA组细胞数量较根皮素高剂

量组增加，贴壁性变强，但较PMA组数量明显减少。

见图1。

A，control group；B，low-dose phloretin group；C，medium-dose phloretin group；D，high-dose phloretin group；E，PMA group；F，high-dose phloretin+PMA 

group.

图2  各组SKOV3细胞集落数

Fig.2  Colony numbers of SKOV3 cells in each group

2.3 根皮素对SKOV3细胞集落数的影响

根皮素低、中、高剂量组细胞集落数较对照组

减少，呈剂量依赖性，PMA组细胞集落数较对照组

增加 （P < 0.05）；根皮素高剂量+PMA组细胞集落数

较根皮素高剂量组增加 （P < 0.05），较PMA组减少 

（P < 0.05）。见图2、表2。
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2.4 根皮素对SKOV3细胞凋亡的影响

根皮素低、中、高剂量组细胞凋亡率较对照组

增加，呈剂量依赖性，PMA组细胞凋亡率较对照组

降低 （P < 0.05）；根皮素高剂量+PMA组细胞凋亡率

较根皮素高剂量组降低 （P < 0.05），较PMA组增加 

（P < 0.05）。见表2。

2.5 根皮素对SKOV3细胞通路相关蛋白表达的影响

根皮素低、中、高剂量组p-NF-κB p65/NF-κB p65、

p-Akt/Akt、Rac1表达水平较对照组降低，呈剂量依

赖性，PMA组较对照组升高 （P < 0.05）；根皮素高剂

量+PMA组p-NF-κB p65/NF-κB p65、p-Akt/Akt、Rac1

表达水平较根皮素高剂量组升高 （P < 0.05），较PMA

组降低 （P < 0.05）。见表2、图3。

2.6 根皮素对裸鼠肿瘤重量的影响

根皮素低、高剂量组裸鼠肿瘤重量明显低于空

白对照组 （P < 0.05）。见图4、表3。

2.7 根皮素对裸鼠肿瘤组织中Rac1、Akt表达的影响

根皮素低、高剂量组裸鼠肿瘤组织中Rac1、Akt

表达水平较空白对照组明显降低 （P < 0.05），见表3、

图5。

3 讨论

研究［11］表明，天然化合物类黄酮是潜在的抗癌

候选药物。根皮素作为一种膳食类黄酮，具有多种

生物活性，包括抗氧化活性、预防心血管疾病、抗炎

作用以及抗癌活性。本研究结果显示，根皮素对正

常卵巢上皮细胞无毒性，却能特异性杀伤卵巢癌细

胞，提示其可能成为低毒高效的抗癌候选药物，这

一结果为卵巢癌的天然药物治疗提供了新的实验

表2  各组SKOV3细胞集落数、凋亡率以及NF-κB p65、Rac1、p-Akt、Akt、p-NF-κB p65蛋白表达的比较

Tab.2  Comparison of the colony count，apoptosis rate，and expressions of NF-κB p65，Rac1，p-Akt，Akt，and p-NF-κB p65 protein 

in SKOV3 cells in each group 

Group n Colony count Apoptosis rate （%） 
p-NF-κB p65/

NF-κB p65
p-Akt/Akt Rac1/β-actin

Control 6 111.42±11.24   9.53±0.97 0.68±0.07 0.58±0.06 1.21±0.13

Low-doese phloretin 6   80.05±8.051） 15.34±1.561）  0.41±0.051）  0.33±0.041） 0.77±0.081） 

Medium-dose phloretin  6   61.42±6.221），2） 20.13±2.091），2） 0.28±0.031），2）  0.21±0.031），2） 0.55±0.061），2）  

High-dose phloretin 6   42.07±4.221），2），3） 32.16±3.251），2），3） 0.18±0.021），2），3） 0.13±0.021），2），3） 0.24±0.031），2），3） 

PMA 6 148.24±14.911）   5.18±0.531）  0.85±0.081）  0.79±0.081） 1.58±0.161） 

High-dose phloretin+PMA group 6   79.88±8.054），5） 15.22±1.554），5） 0.38±0.044），5） 0.37±0.044），5） 0.72±0.084），5）  

1） P < 0.05 vs. control group；2） P < 0.05 vs. low-dose phloretin group；3） P < 0.05 vs. medium-dose phloretin group；4） P < 0.05 vs. high-dose phloretin 

group；5） P < 0.05 vs. PMA group.

1，control group；2，low-dose phloretin group；3，medium-dose phloretin 

group；4，high-dose phloretin group；5，PMA group；6，high-dose phlo-

retin+PMA group.

图3  各组SKOV3细胞中NF-κB p65、Rac1、p-Akt、Akt、p-NF-

κB p65蛋白表达

Fig.3  Expressions of NF-κB p65，Rac1，p-Akt，Akt，and 

p-NF-κB p65 proteins in SKOV3 cells in each group

1  2  3  4  5  6

p-NF-κB p65

NF-κB p65

p-Akt

Akt

Rac1

β-actin

A，blank control group；B，low-dose phloretin group；C，high-dose phlore-

tin group.

图4  3组裸鼠移植肿瘤

Fig.4  Transplanted tumors in nude mice in the three groups 

A

B

C
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依据。根皮素的选择性作用可能与其靶向癌细胞信

号通路异常有关。如在结直肠癌细胞中，根皮素可

抑制降低结肠中Akt表达，诱导癌细胞凋亡，抑制其

增殖［12］。但其在卵巢癌中的作用鲜有研究报道。本

研究结果显示，不同浓度的根皮素干预SKOV3细胞

后，可明显改变细胞形态，使细胞数量减少并发生

皱缩，同时细胞集落数和活力也被明显抑制，细胞

发生明显凋亡，并呈剂量依赖性。提示在一定剂量

范围内，根皮素可以抑制SKOV3细胞恶性行为的发

展。本研究体内实验发现，根皮素可抑制异种移植

裸鼠肿瘤生长，进一步表明根皮素可在卵巢癌中发

挥抗癌作用。

表3  3组裸鼠肿瘤重量以及肿瘤组织中Rac1、Akt表达水平的比较

Tab.3  Comparison of tumor weight and expressions of Rac1 and Akt in the tumor tissues of nude mice in the three groups 

Group n Tumor weight （g） Rac1 expression Akt expression

Blank control 8 0.73±0.09 0.68±0.07 0.77±0.08

Low-dose phloretin 8 0.54±0.061） 0.44±0.051） 0.52±0.061） 

High-dose phloretin 8 0.33±0.042） 0.27±0.032） 0.31±0.042） 

1） P < 0.05 vs. blank control group；2） P < 0.05 vs. low-dose phloretin group.

Rho家族GTP酶是调节癌症相关细胞功能的重

要因子，包括基因转录的协调变化、肌动蛋白细胞

骨架动力学，进而驱动细胞黏附、迁移、增殖等，且

已被证明在许多人类癌症中发生突变和过表达。

Rho A为Rho家族成员之一，在卵巢癌患者中Rac1过

表达，其表达水平高预示卵巢癌患者生存率降低，

提示Rac1与卵巢癌发展密切相关［13］。Akt作为Rac1

信号转导的重要下游效应子，在细胞过程 （如增殖、

存活和凋亡） 中起重要作用。Akt的异常激活已被证

明与包括人类卵巢癌在内的各种癌症的进展有关。

Akt抑制剂已在前列腺癌治疗试验中被开发，Akt为

癌症治疗有效且有前途的分子靶点［14］。本研究通过

体内外实验表明，根皮素干预后，Akt、Rac1表达水

平明显降低，诱导SKOV3细胞凋亡，抑制细胞增殖

和肿瘤生长，表明根皮素可能通过下调Akt、Rac1表

达发挥抗卵巢癌的作用。研究［6］表明，NF-κB表达受

Akt调控，下调Akt/NF-κB通路可抑制卵巢癌细胞迁

移、侵袭、增殖，与本研究结果一致，提示根皮素可

能通过抑制Rac1/Akt/NF-κB信号通路阻止卵巢癌发

展。本研究结果显示，通路激活剂PMA逆转了根皮

素对SKOV3细胞恶性发展的抑制作用，表明根皮素

抑制SKOV3细胞恶性发展和肿瘤生长可能与抑制

Rac1/Akt/NF-κB信号通路有关。

综上所述，根皮素通过抑制Rac1/Akt/NF-κB信

号通路抑制SKOV3细胞恶性发展和肿瘤生长，但缺

乏相关多细胞实验和动物实验进行验证，后续研究

将针对不足之处进行补充实验，为根皮素用于卵巢

癌治疗提供依据。
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综上所述，益气温肺通窍方可能通过抑制JAK1/

STAT3信号通路，调节Th1/Th2细胞因子平衡，减轻

肺气虚寒型AR大鼠炎症反应，为该病的治疗提供了

理论依据。但鉴于AR发病机制和中药成分的复杂

性，该方的主要活性成分及其他作用途径仍有待深

入研究。
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