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摘  要 

研究酒精丁香提取物(Alcohol Extract of Clove, AEC)对人源性卵巢癌细胞A2780增殖抑制和周期的影响

及其潜在的作用机制。方法：CCK8法检测A2780卵巢癌细胞经AEC作用后的增殖情况；克隆形成检测

A2780细胞群体依赖性情况，软琼脂克隆法检测AEC作用后的成团能力；Transwell试验检测与划痕实验

细胞迁移情况；流式细胞术检测细胞周期情况。结果：CCK8实验结果提示AEC具有抑制卵巢癌细胞的增

殖活性，并呈浓度依赖性；平板克隆与软琼脂克隆结果说明了AEC抑制卵巢癌细胞的生长；划痕实验和

Transwell实验结果显示AEC作用卵巢癌细胞后抑制了迁移能力卵巢癌细胞经AEC处理后显微镜观察细

胞形态发生变化并促进细胞的凋亡。流式细胞周期结果显示AEC可以引起G1期和S期增多。结论：AEC
对卵巢癌细胞系有增殖抑制的作用，抑制细胞迁移并促进卵巢癌的凋亡并改变卵巢癌细胞的形态，将周

期抑制在G1期和S期。 
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Abstract 
Exploring the potential mechanism of action of alcoholic extract of clove (AEC) in inhibiting proli-
feration and cycling of human ovarian cancer A2780 cells, this paper seeks to investigate its effect. 
The CCK8 assay indicated that AEC had a concentration-dependent effect on ovarian cancer cell 
proliferation; plate cloning and soft agar cloning revealed that AEC inhibited ovarian cancer cell 
growth; and the scratch assay and Transwell assay demonstrated that AEC had a hindrance on 
ovarian cancer cell migration following AEC treatment. The results of cell cycle analysis showed 
that AEC induced growth in G1 and S phases. To sum up, AEC hinders the growth of ovarian cancer 
cell lines, obstructs cell movement, encourages apoptosis, modifies the shape of ovarian cancer 
cells, and impedes the G1 and S phases of the cell cycle. 
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1. 引言 

卵巢癌死亡率高达 4.4%，是所有女性癌症死亡的八大原因之一[1]，许多病人检查出来时已经是晚期

[2]，过去的二十年中，卵巢癌总体死亡率趋于稳定，但世界范围内死亡率仍然很高，导致卵巢癌成为最

致命的妇科恶性肿瘤之一[3]。卵巢癌治疗失败的主要原因之一是化疗耐药，研究卵巢癌化疗耐药的机制

和开发新的治疗靶点具有重要意义[4]。中草药在治疗肿瘤方面有着不良反应小、多靶点、多成分等特性，

中草药治疗是一种以系统生物学为基础的、全面综合的治疗方法，因此正日益受到国内外的重视[5]。丁

香是一种在热带和亚热带国家广泛种植的芳香植物[6]，目前药理研究表明，丁香有抗炎[7]、抗病毒[8]、抗

菌[9]、杀虫、抗氧化[10]、镇痛[11]和抗肿瘤[12]等多种功能。根据已知的资料，丁香的活性成分对许多癌

症均有抑制作用，如对肺癌、乳腺癌、肝癌、胰腺癌、卵巢癌和宫颈癌等肿瘤细胞具有抑制作用[13] [14]。
因此，本次研究旨在探索 AEC 在卵巢癌中的生长调控、凋亡机制、转化过程、克隆产生机制，并且探索它

们与癌细胞的复杂交互，从而为开发出一种安全、有效的中药丁香治疗卵巢癌的方法提供实验室依据。 

2. 材料与方法 

2.1. 实验材料 

2.1.1. 细胞 
卵巢癌细胞 A2780 购买自 ATCC (American Type Culture Collection)。 

2.1.2. 试药 
丁香酒精粗提取物(AEC)：干燥丁香花蕾购买于贵州中医药大学第二附属医院，精准电子天平称取 1 

g 干燥的丁香花蕾，加入 5 ml 的 95%酒精进行配制，室温下提取两周后将溶液转移至新的 15 ml 离心管

中，将其为 100%的提取物。避光保存在−20℃冰箱，以备后续实验使用。 
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2.1.3. 仪器 
恒温恒湿培养箱购于美国 Thermo 公司；苏州净化购买超净工作台；上海一恒科学仪器有限公司购买

恒温水浴锅；北京百乐科技有限公司购买酶标仪；流式细胞仪 BDFACSVEPCR 扩增仪购 BD Medical 
Technology 公司；海尔集团购买−80℃超低温冰箱；海尔集团购买−20℃冰箱。 

2.2. 方法 

2.2.1. 细胞培养 
将人源系卵巢癌 A2780 细胞用 5 ml 的胎牛血清与 45 ml DMEM 高糖培养基配置成 10%的培养液在

温度为 37℃的恒温培养箱中进行培养，倒置显微镜观察 A2780 细胞形态及生长情况等，当卵巢癌细胞密

度长至 80%~90%时使用胰酶消化液进行消化与传代 

2.2.2. CCK8 法检测 ACE 对细胞存活的影响及影响方式 
取对数生长期 A2780 细胞每孔 2 × 103个细胞种于 96 孔板，放置培养箱待其细胞贴壁；加入 0.2%酒

精的 DMEM 培养基，0.05%、0.1%、0.2% AEC 的培养液，将每个浓度分别设 6 个复孔，培养三天将含

有药物孔及对照和空白孔用移液器轻轻吸走，根据实验的具体孔数，用含 5% FBS 的培养液按照 10%的

比例配 CCK8 试剂，在每个孔加入 0.1 ml 配好的试剂后培养箱继续孵育 1~2 h，使用酶标仪在 450 nm 吸

光度的 OD 值测定各个孔细胞，计算出卵巢癌细胞的增殖活性，数据统计。 

2.2.3. 克隆形成 
取对数生长期 A2780 细胞计数每孔以 1000 个接种于 6 孔板，放置恒温培养箱中过夜贴壁后进行不

同浓度 AEC 进行加药处理，处理 72 h 后，去含药培养基，更换含 5%血清培养基，每隔三四天或培养基

变黄更换培养液，培养 1~2 周左右直到肉眼可见的克隆时终止培养，去掉原有培养基，用 PBS 清洗两遍，

甲醛溶液固定细胞半小时后弃去风干用，结晶紫染色半小时后用拍照，数据统计。 

2.2.4. 软琼脂克隆形成实验 
称取 0.7 g 低熔点琼脂糖和 1.2 g 常熔点的琼脂糖，分别放入提前灭菌的 250 ml 试剂瓶，并加入 100 ml

的高糖 DMEM，对两种琼脂糖混合液进行高压灭菌处理，灭菌后在 4℃冰箱保存，实验时可直接加热到

完全溶解。将提前制备好的 1.2%的琼脂糖，拧松瓶盖后在微波炉中加热，直到琼脂完全溶解，溶液澈。

融化好的常熔点琼脂溶液与 20% FBS 的培养液同时放在 42℃的水浴锅中，避免凝固。每孔有足够的混合

物，每个 6 孔板共准备 14 ml 的混合液，在 50 ml 离心管中加入 7 ml 含 20% FBS 的培养液，再加入 7 ml
浓度为 1%的常熔点琼脂溶液，再加 95%酒精对照和 0.2% AEC (V/V)，倒置几次混匀。混合均匀的凝胶

按每孔 2 ml 加入六孔板中，将气泡上升到离心管的顶部，避免气泡出现在孔板中，盖上六孔板，将六孔

板置于室温中 30 min，使其混合物凝固。显微镜观察细胞生长至 80%左右，将细胞消化，终止消化，重

悬，细胞计数，以 5000/孔的细胞密度种植。将浓度为 0.7%的低熔点琼脂糖溶液按照步骤 3 融化。将 7 ml
浓度为 0.7%的低熔点琼脂糖溶液与 7 ml 含有细胞的 20% FBS 培养基按照 1:1 的比例混合。将 2 ml 含有

细胞悬液的琼脂糖混合液，放入每孔中，避免有气泡的产生，盖上六孔板，孔板置于室温凝固后，培养

箱中继续培养。约 14 天后，克隆通过肉眼能看到时，即停止培养。 

2.2.5. 细胞划痕实验 
1) 用 marker 笔在板背后每隔 0.5~1 cm 用直尺划横线，每隔 0.5~1 cm 一道；取对数生长期 A2780 细

胞以 20,000 个/孔接种于 6 孔板，贴壁后用 10 ul 枪头垂直于细胞平面，沿着一天前划在 6 孔板背面的线

在细胞层上划痕，划线完成后使用 PBS 漂 3 次细胞，将洗去不贴壁的细胞，更换培养基，同时加入不同
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浓度丁香醇提取物，用 5% FBSDMEM 培养基稀释成对应的浓度，对照组用 95%乙醇溶剂。显微镜下观

察边界清晰的划痕，取 0 h、72 h 显微镜下进行拍照。 

2.2.6. 流式细胞术检测细胞周期 
显微镜观察细胞密度在 80%左右时，消化细胞计数后，以 2 × 105/皿密度分别种在 6 个 6 厘米皿里，

混匀后，放于 37℃和 39℃水套式培养箱中，贴壁后，加入 0.2% AEC (V/V)和 95%酒精对照处理 72 h。
2) 72 h 后弃去原有的含药培养液，PBS 洗涤两次，换成不含 FBS 的高糖 DMEM 培养液做饥饿培养 24 h，
然后恢复血清 4 h 后，用预冷的 PBS 洗涤两遍细胞，胰酶消化收集细胞，离心弃去上清，加入 500 μl预
冷的 70%乙醇，进行细胞固定，固定一周左右，轻柔防止损伤细胞。3) 染色前，弃去预冷的 70%乙醇，

PBS 洗涤一次，1000 rpm 5 min 离心，离心后，弃去 PBS，加入提前配好的染色工作液(染色缓冲液：碘

化丙啶 PI 染色液：RNaseA = 100:5:2)。4) 加入 500 μl染色工作液在每个管中，并轻柔的将细胞吹散重悬，

室温避光 30 min，染色后可放于 4℃存放，尽量在 24 h 内上机检测，统计数据。 

2.2.7. 细胞形态的观察 
显微镜观察细胞系生长至 70%~80%密度时，胰酶消化后终止消化，对细胞进行计数，调整细胞密度

3 × 105/ml~5 × 105/ml 接种于 6 孔板中，A2780 细胞贴壁后，按照等体积比例加入 0.2% AEC，细胞经过

丁香酒精提取物处理 72 h 后，在倒置显微镜下观看卵巢癌细胞系的形态变化情况，并拍照记录。 

2.2.8. hoeschst33258 实验 
卵巢癌过夜贴壁后，弃去原有培养液，加入 0.2% AEC (V/V)，95%酒精对照作为对照。三天之后，根据

所需的体积，使用 PBS 制备 10~50 μM 染色液，然后以 1:10 的比例添加 Hoechst 染料溶液，并继续培养细胞，

大约持续 15 分钟，最后用 PBS 进行两次漂洗。鉴于 Hoechst 33258 可能会对人体造成不良影响，为了保证

安全，建议采取个人防护措施。此外，荧光染料可能会淬灭，因此，在染色后应立即进行检测。为了更准确

地观察细胞，建议使用带有 350 nm 激发波长和 460 nm 发射波长的滤光荧光显微镜，并进行拍照记录。 

2.2.9. 统计学分析 
实验重复三次，实验数据用 GraphPadPrism8.0 分析差异，数据分析方法两组均数比较运用 T 检验分

析，多组之间比较采用多样本均数的单因素方差分析。所有数据均为计量资料，用 x ± s 表示。*代表 P < 
0.05、**代表 P < 0.01、***代表 P < 0.001，当 P < 0.05 具有统计学差异，当 P > 0.05 时，表示差异无统

计学意义。 

3. 结果 

3.1. AEC 对卵巢癌的细胞增殖的影响 

使用 CCK8 的实验方法检测细胞的增殖活性，使用丁香酒精提取物从 0.05% (V/V)上升到 0.3% (V/V)
的浓度处理 A2780 细胞 72 小时后，细胞在药物浓度为 0.01%时已经达到了 LD50，AEC 随着药物浓度的

不断增加细胞存活率明显降低。差异具有统计学意义(P < 0.05)，提示 AEC 具有抑制细胞的增殖活性，并

呈浓度依赖性(图 1)。 

3.2. AEC 对卵巢癌细胞克隆形成能力的影响 

利用克隆形成试验检测 AEC 对卵巢癌细胞群体依赖性与细胞增殖生长能力，从 0.05%~0.2% (V/V)
处理 A2780 细胞三天，去除 AEC 后继续培养 6 天。实验结果显示，与对照组比，丁香抑制细胞的生长，

显微镜下观察有更多的死亡细胞。差异有统计学意义(P < 0.05)，提示随着丁香浓度的增加，集落形成的

数量减少，抑制效果呈浓度依赖性。差异均具有显著统计学意义(图 2)。 
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注：加入不同浓度的 AEC 处理卵巢癌 A2780 细胞三天后 CCK8 检测对

A2780 细胞的增殖的影响(*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001) 

Figure 1. CCK8 assay to detect the proliferative activity of ethanolic extract of 
clove (AEC) to inhibit ovarian cancer cell lines 
图 1. CCK8 法检测丁香酒精提取物(AEC)抑制卵巢癌细胞系的增殖活性 

 

 
注：加入不同浓度的 AEC 处理 72 h，继续培养 7 天，结晶紫染色，拍照记录，计算统计克隆形成能力(*P < 0.05, **P 
< 0.01, ***P < 0.001) 

Figure 2. AEC inhibits clone formation of ovarian cancer cells 
图 2. AEC 抑制卵巢癌细胞的克隆形成 

3.3. AEC 对卵巢癌细胞在软琼脂中生长的影响 

我们使用软琼脂克隆实验模仿体内肿瘤生长，微镜下观察 A2780 细胞的状态，第一天刚接种细胞时，

细胞呈单个的圆形且透光度好，均匀分布在软琼脂中。经过一周的培养，克隆团的形态发生了巨大的变化，

从镜下观察，它们呈现出球形的外观，而且有一定的规律性。随着克隆的不断增大，倒置显微镜下可以看到，

它们的边缘处出现了较大的空隙，使得细胞团变得更加疏松。软琼脂培养 21 天左右，镜下拍照后拿出结晶

紫染色。实验结果表明，与空白组和溶剂组相比，加入 0.2% AEC 后细胞成团能力明显变少和变小。提示

AEC 可以影响细胞形成软琼脂克隆的形成，抑制卵巢癌细胞的生长，差异具有统计学意义(P < 0.05) (图 3)。 

3.4. AEC 对卵巢癌细胞迁移能力的影响 

分别采用划痕实验和 Transwell 小室实验检探究 AEC 对卵巢癌细胞株迁移能力的影响，划痕结果提

示：0.2% AEC 抑制了卵巢癌细胞的迁移能力，差异有统计学意义(P < 0.05)，提示 AEC 有抑制细胞迁移

的能力(图 4)，Transwell 实验再次验证了 AEC 具有抑制细胞迁移的能力(图 5)。 
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注：培养三个星期后镜下拍照记录并将其取出进行结晶紫染色，计算统计成团能力(***P < 0.001, ###P < 0.001) 

Figure 3. Inhibition of ovarian cancer cell growth by AEC in soft agar 
图 3. AEC 在软琼脂中抑制卵巢癌细胞的生长 
 

 
注：加入 0.2% AEC 72 h 后，对其迁移能力的影响，划痕的宽度拍照(×80)，计算统计划痕的面积(**P < 0.01) 

Figure 4. Effect of 0.2% AEC on the migration ability of ovarian cancer cells 
图 4. 0.2% AEC 对卵巢癌细胞的迁移能力的影响 
 

 
注：0.2% AEC 处理 72 h 后对卵巢癌迁移能力的影响，在显微镜下观察丁香酒精粗提取物处理后，迁移到下室的细

胞数，计算统计迁移到下室的细胞数目(***P < 0.001, ###P < 0.001) 

Figure 5. Effects of control group and 0.2% AEC on migration of ovarian cancer cells 
图 5. 对照组与 0.2% AEC 对卵巢癌细胞迁移的影响 
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3.5. AEC 对卵巢癌细胞周期的影响 

为探究 AEC 抑制卵巢癌细胞的增殖是否与细胞周期相关，AEC 处理卵巢癌细胞 72 h 后，使用流式

细胞仪检测其细胞周期，结果显示，与对照组相比，A2780 细胞在经 0.2%AEC 浓度处理 72 h 后发现在

G1 期的细胞数量与 S 期的细胞均增，差异有统计学意义(P < 0.05) (图 6)。 
 

 
注：加入 AEC 三天后流式细胞仪检测细胞的周期的变化。(*P < 0.05, **P < 0.01, #P < 0.05, ##P < 0.01) 

Figure 6. Effect of AEC on cell cycle of ovarian cancer cells 
图 6. AEC 对卵巢癌细胞周期的影响 
 

 
Figure 7. Microscopic observation of the changes of cell morphology and nuclei of ovarian cancer cells 
by alcohol extract of clove 
图 7. 显微镜观察丁香酒精提取物对卵巢癌细胞细胞形态及细胞核的改变 
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3.6. AEC 对细胞形态的改变并诱导卵巢癌细胞凋亡 

经 ACE 处理 A2780 细胞 72 h 后，显微镜下观察到：对照组相比，可以清楚地发现，经 AEC 处理后

的细胞生长状态明显不佳，表现为细胞萎缩，细胞形态不规则，贴壁能力变弱，部分漂浮，细胞核多见

固缩，细胞间隙变大(图 7A)。使用 Hoechst33258 进一步检测，发现细胞核染色增强，荧光更为明亮，呈

圆状或固缩状、团块状结构，凋亡小体和核碎裂等现象(图 7B)。实验结果提示 AEC 具有诱导卵巢癌细胞

凋亡的能力。 

4. 讨论 

随着医学模式不断的转变，肿瘤治疗已从单纯的消灭肿瘤开始转变为治疗肿瘤时最大程度的保护肿

瘤患者内环境平衡，调节患者免疫功能，减少药物对机体正常生理功能的损伤，在控制和消灭肿瘤的同

时提高生存质量。大量研究表明，如沈敏鹤复方附苓汤[15]，姜黄[16]、苦参[17]、莪术[18]等中医药在卵

巢癌综合治疗中呈现出较好疗效，可抑制卵巢癌转移、提高机体免疫功能、减轻化疗的不良反应，从而

显著改善患者的生存质量，延长患者的存活期[19]。丁香始载于《药性论》，味辛，性温，归脾、胃、肺、

肾经，它的功效为温中降逆，散寒止痛，温肾助阳。作为国家相关部门批准的第一批药食同源药物，被

广泛应用于医药、香料和调味剂产业。研究发现丁香具有抗炎、抗病毒、抗菌、杀虫、抗氧化、镇痛和

抗肿瘤等作用，并且在多种肿瘤中均有不错的疗效[13]。本实验探索 AEC 是否能抑制卵巢癌细胞的生长

增殖、迁移及周期等，以期对临床上中药丁香提供实验依据。 
我们将 A2780 细胞在 37℃的培养箱进行培养，加入不同浓度的 AEC 培养 72 小时后通过 CCK8 检测

增殖活性，结果提示 AEC 对多种卵巢癌细胞具有抑制增殖的作用，并且呈浓度依赖性。为进一步验证

AEC 对卵巢癌细胞的增殖抑制作用，我们使用了平板克隆技术，经结晶紫染色后结果发现空白对照组、

溶剂对照组，加药组细胞菌落变得小且非常少。软琼脂克隆形成实验采用肿瘤细胞系或转化细胞系，通

过观察细胞在软琼脂中的细胞集落形成能力，对其可能发生转化并在动物体内的成瘤性潜能进行评价，

很好的模拟了体内生长，我们经过 AEC 处理后卵巢癌细胞后发现与对照组相比，细胞的成球能力下降。 
卵巢癌因缺少早期筛查手段与明显的临床症状，绝大多数患者在确诊时已是晚期[20]，并且伴有扩散

和转移，肿瘤的扩散转移表现为肿瘤细胞迁移和侵袭能力增强，增殖速度加快，倍增时间缩短等等。我

们利用划痕实验与 Transwel 迁移实验检测 AEC 卵巢癌细胞迁移的影响，两个实验结果均显示：与对照

组相比，AEC 明显抑制细胞的迁移的能力。 
影响细胞增殖的原因非常的多，细胞周期蛋白(Cyclin)与细胞周期依赖性激酶(CDKs)在细胞周期中起

着重要作用[21]，CDK 与 cyclin 结合形成异二聚体，CDK 作为催化亚基，cyclin 作为调节亚基，不同的

cyclin—CDK 复合物，通过 CDK 活性，调节不同底物磷酸化从而实现对细胞周期不同时相的推进和转化

作用。两者的表达量增加促进细胞的增殖，反之抑制细胞的增殖，在恶性肿瘤细胞中通常两者的高表达

导致了细胞的增殖不受控[22]。我们用流式检测细胞周期探究 AEC 对卵巢癌具体发生哪个周期阻滞，流

式周期结果显示卵巢癌细胞在经 0.2% AEC 浓度处理 72 h 时后，G1 期的细胞数量与 S 期的细胞均增加，

S 期细胞数量增加尤为明显。 
细胞凋亡是调控细胞死亡的一种进化保守形式，通常涉及半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶家族的半胱天冬

氨酸蛋白酶，在正常细胞生长和衰老过程中发生在多细胞生物中，作为肿瘤中研究最多的调控细胞死亡

的形式，凋亡既涉及细胞死亡受体(外源性途径)，也涉及线粒体(内源性途径) [23]。细胞收缩、染色质凝

结与细胞破碎是凋亡形态学特征，产生凋亡小体。在显微镜下观察加药后卵巢癌细胞形态，发现经 AEC
处理后的卵巢癌细胞生长状态明显不如未加药的细胞，细胞萎缩且形态不规则，贴壁能力变弱，漂浮细

胞碎片增加，细胞核多见固缩，细胞间隙变大，用 Hoechst33258 染色后加入 AEC 后发现卵巢癌胞核的
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染色荧光更为明亮，呈圆状或固缩状、团块状结构，凋亡小体和核碎裂等现象，染色结果提示 AEC 会诱

导卵巢癌细胞凋亡。 

5. 结论 

综上，CCK8 与克隆形成实验结果说明 AEC 对卵巢癌细胞有抑制增殖的作用，且随着药物浓度的增

加抑制作用增强，并呈浓度依赖性，划痕实验与 Transwell 实验结果证明了 AEC 对卵巢癌细胞的迁移起

抑制作用，通过流式细胞仪检测在 AEC 的作用下导致卵巢癌细胞周期阻滞在 G1 期和 S 期，其效果更明

显；hoechst33258 染色结果提示 AEC 会诱导卵巢癌细胞凋亡的能力，对于 AEC 抗肿瘤的具体机制，我

们还需要进一步的研究。 
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