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艾司氯胺酮对卵巢癌细胞增殖的影响及机制研究

李 蕾 1，白耀武 1，李 雪 2，杨鸿源 1　（1. 唐山市妇幼保健院麻醉科，河北 唐山 063000；2. 唐山市妇幼保健院手术室，河北 
唐山 063000）

［摘 要］　目的　探讨艾司氯胺酮（ESK）对卵巢癌细胞增殖的影响及作用机制。方法　体外培养卵巢癌 SKOV3细胞，用不同

浓度（0. 5 mmol/L、1. 0 mmol/L、2. 0 mmol/L）的ESK处理 SKOV3细胞，同时设置对照组（0 mmol/L ESK）。采用CCK-8法和平板克隆法

分别检测细胞增殖和克隆形成；采用流式细胞术检测细胞凋亡和细胞周期分布；采用Western blot检测细胞中Wnt/β-catenin通路相

关蛋白Wnt3a和β-catenin蛋白，凋亡相关蛋白B细胞淋巴瘤-2（Bcl-2）、胱天蛋白酶-3(Caspase-3)和Bcl-2相关X蛋白（Bax）蛋白，增殖

相关蛋白Ki67和 cyclin D1蛋白的表达。结果　与对照组比较，不同浓度ESK处理组的 SKOV3细胞增殖抑制率、凋亡率和细胞周期

G0/G1 期占比及 Bax、Caspase-3 蛋白表达均明显升高（P<0. 05），克隆形成数目、细胞周期 G2/M 期占比及 Wnt3a、β-catenin、Ki67、
cyclin D1、Bcl-2蛋白表达均明显降低（P<0. 05），并均呈浓度依赖性（P<0. 05）。结论　ESK能够抑制卵巢癌细胞增殖，其作用可能是

通过调控Wnt/β-catenin信号通路实现的。
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Effects of esketamine on the proliferation of ovarian cancer cells and its mechanisms
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Abstract: Objective　To investigate the effects of esketamine （ESK） on the proliferation of ovarian cancer cells and its mechanism of 
action. Methods　Ovarian cancer SKOV3 cells were cultured in vitro and treated with different concentrations （0. 5 mmol/L， 1. 0 mmol/L， 
2. 0 mmol/L） of ESK， while the control group （0 mmol/L ESK） was established simultaneously.  Cell proliferation and colony formation were 
detected by CCK-8 assay and colony formation assay， respectively.  Flow cytometry was used to detect cell apoptosis and cell cycle 
distribution.  Western blot was used to detect the expression levels of Wnt/β -catenin pathway-related proteins （Wnt3a and β -catenin）， 
apoptosis-related proteins ［B-cell lymphoma-2（Bcl-2）， Caspase-3， and Bcl-2-associated X protein（Bax）］， and proliferation-related 
proteins （Ki67 and cyclin D1）. Results　Compared with the control group， ESK treatment at different concentrations significantly increased 
the proliferation inhibition rate of SKOV3 cells， apoptosis rate， percentage of cells in the G0/G1 phase， as well as the expression of Bax and 
Caspase-3 proteins （P<0. 05）.  Meanwhile， the number of colonies， percentage of cells in the G2/M phase， and the expression levels of 
Wnt3a， β-catenin， Ki67， cyclin D1， and Bcl-2 proteins were significantly decreased （P<0. 05）， showing a concentration-dependent effect 
（P<0. 05）. Conclusion　ESK can inhibit the proliferation of ovarian cancer cells， and its effect may be achieved by regulating the Wnt/
β-catenin signaling pathway.
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卵巢癌是一种常见的致命性妇科恶性肿瘤，约占

女性癌症的 3%，全球每年新发约 240 000 例，死亡约

150 000例[1]。由于卵巢癌缺乏早期特异性症状，患者

确诊时往往已处于晚期，单纯手术切除难以治愈，且

临床病程中经常复发，导致卵巢癌患者预后不良、存

活率低。尽管目前已有有效的手术减瘤方案及多种

抗癌药物应用于临床，近几十年来患者的生存率仅略

有提高，其中晚期卵巢癌患者的整体 5年生存率仍不

足 40%[2]。因此，开发新疗法及新药物仍然是卵巢癌

领域研究人员的基本目标。

艾司氯胺酮（esketamine，ESK）为 N-甲基-D-天门

冬氨酸受体拮抗剂，与氯胺酮相比，ESK具有更强的镇

静镇痛效果，且对呼吸的抑制作用更弱，患者血流动

力学更稳定、术后苏醒时间更短，因此常应用于临床

麻醉，尤其是小儿麻醉和产科麻醉[3]。此外，ESK还具

有与氯胺酮相似的抗抑郁作用及明显的神经保护作
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用[4]。目前ESK在麻醉、镇静、神经保护等领域的研究

较多，但在肿瘤治疗方面的研究较少。近年来，有研

究报道ESK可抑制乳腺癌[5]、食管鳞癌[6]、鼻咽癌[7]等肿

瘤细胞增殖、侵袭、迁移，并诱导其凋亡，发挥抗肿瘤

作用。然而，ESK对卵巢癌发生发展的影响尚不清楚。

因此，本研究以卵巢癌 SKOV3 细胞为研究对象，探讨

ESK对卵巢癌细胞增殖的影响及其可能的机制，以期

为卵巢癌的治疗提供新的思路。

1　材料与方法

1. 1　细胞、主要试剂及仪器

人卵巢癌 SKOV3 细胞株购自美国 ATCC 公司。

ESK 购自江苏恒瑞医药股份有限公司；胎牛血清、

RPMI 1640培养基购自美国Gibco公司；CCK-8增殖检

测试剂盒购自北京索莱宝公司；细胞凋亡检测试剂盒

购自北京百奥莱博公司；BCA蛋白检测试剂盒购自上

海碧云天公司；ECL 发光试剂盒购自上海雅酶生物

医药公司；兔抗人 Wnt3a、β -catenin、Bax、Caspase-3、
cyclin D1单克隆抗体购自美国Santa Cruz公司；兔抗人

Bcl-2、Ki67、GAPDH 单克隆抗体购自英国 Abcam 公

司；羊抗兔二抗 IgG购自上海艾博抗公司。CX23型光

学显微镜购自日本 Olympus 公司；Elx800 酶标仪购自

美国Bio-Tek公司；流式细胞仪购自美国BD公司。

1. 2　细胞处理与分组

卵巢癌 SKOV3细胞株采用含 10%胎牛血清和 1%
青-链霉素的 RPMI 1640 培养基培养，置于 37 ℃、5% 
CO2环境中常规孵育。取生长状态良好的对数生长期

卵巢癌 SKOV3 细胞株接种于 96 孔板，用不同浓度

（0. 5 mmol/L、1. 0 mmol/L、2. 0 mmol/L）的 ESK 处理细

胞，同时设置对照组（0 mmol/L ESK），处理后的细胞分

别标记为对照组、0. 5 mmol/L ESK组、1. 0 mmol/L ESK
组、2. 0 mmol/L ESK 组，处理 48 h后更换新鲜培养基，

收集各组细胞进行后续实验。

1. 3　CCK-8法检测细胞增殖

收集各组 SKOV3 细胞接种于 96 孔细胞板，继续

孵育 24 h、48 h、72 h后，向每孔中加入 10 µL CCK-8溶

液，继续孵育 2 h，使用Elx800酶标仪检测 450 nm波长

处的吸光度（obsorbance，A）值，计算细胞增殖抑制率。

细胞增殖抑制率=（对照组 A 值-药物处理组 A 值）/对
照组A值×100%。

1. 4　平板克隆法检测细胞克隆形成

收集各组 SKOV3 细胞，以每孔 1 000 个细胞的密

度接种至 6 孔细胞板中，每孔加入 2 mL 细胞培养液，

置入 37 ℃、5%CO2环境中孵育，每 3～4 d更换培养液，

培养 14 d 左右，当出现肉眼可见的克隆时终止培养。

PBS洗涤细胞，4%多聚甲醛固定，0. 1%结晶紫 4 ℃染

色，将培养板晾干后，在倒置显微镜下观察并计数细

胞克隆形成数。

1. 5　流式细胞术检测细胞周期

收集各组 SKOV3 细胞，用预冷 PBS 洗涤，加入

75%预冷乙醇固定细胞，4 ℃静置过夜，预冷 PBS洗涤

后，将细胞移至EP管中，加入适量RNaseA和 PI，37 ℃
避光条件下孵育 30 min，应用流式细胞仪检测各组细

胞的细胞周期分布。

1. 6　流式细胞术检测细胞凋亡

收集各组 SKOV3细胞，按照Annexin V-FITC/PI凋
亡试剂盒说明书操作。预冷 PBS洗涤细胞，离心收集

细胞后加入 1×binding buffer 500 µL重悬细胞，依次加

入 5 µL Annexin V-FITC和 5 µL PI溶液，振荡混匀，室

温孵育 10 min 后，应用流式细胞仪检测各组细胞凋

亡率。

1. 7　Western blot检测细胞蛋白表达

收集各组 SKOV3细胞，经 PBS冲洗，加入RIPA蛋

白裂解液，以 12 000 r/min 离心 5 min 获取细胞蛋白。

BCA 蛋白检测试剂盒测定蛋白浓度并定量，每组取

30 µg 蛋白进行 SDS-PAGE 电泳（150 V、80 min），湿转

法转至硝酸纤维素膜上（200 mA、45 min），5% 脱脂牛

奶封闭 2 h，加入一抗兔抗人Wnt3a（稀释比 1∶1 000）、

β -catenin（稀释比 1∶2 000）、B 细胞淋巴瘤 -2（B-cell 
lymphoma-2，Bcl-2；稀释比 1∶1 000）、Bcl-2相关X蛋白

（Bcl-2-associated X protein，Bax；稀 释 比 1∶1 000）、

Caspase-3（稀释比1∶1 000）、cyclin D1（稀释比1∶2 000）、
Ki67（稀释比 1∶2 000）、GAPDH（稀释比 1∶5 000）单克

隆抗体，4 ℃孵育过夜，次日加入羊抗兔二抗 IgG，ECL
发光试剂盒发光显影，应用 Image J软件分析各条带灰

度值，计算蛋白相对表达水平。

1. 8　统计学处理

采用 SPSS 22. 0 统计软件进行数据分析，符合正

态分布的计量数据以均数±标准差（x̄±s）表示，多组间

比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用 LSD-t
检验，以P<0. 05表示差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　各组SKOV3细胞增殖抑制率比较

与对照组比较，0. 5 mmol/L ESK 组、1. 0 mmol/L 
ESK 组、2. 0 mmol/L ESK 组细胞经 ESK 处理后 24 h、
48 h、72 h的增殖抑制率均明显升高（P<0. 05），并呈浓

度依赖性（P<0. 05），见表1。
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2. 2　各组SKOV3细胞克隆形成数目比较

与对照组比较，0. 5 mmol/L ESK 组、1. 0 mmol/L 
ESK 组、2. 0 mmol/L ESK 组细胞克隆形成数目均明

显 减 少（P<0. 05），并 呈 浓 度 依 赖 性（P<0. 05），

见图 1。

2. 3　各组SKOV3细胞的细胞周期比较

与对照组比较，0. 5 mmol/L ESK 组、1. 0 mmol/L 
ESK 组、2. 0 mmol/L ESK 组细胞 G0/G1 期占比均明显

升高（P<0. 05），G2/M期占比均明显降低（P<0. 05），并

呈浓度依赖性（P<0. 05），见表2、图2。

2. 4　各组SKOV3细胞凋亡率比较

与对照组比较，0. 5 mmol/L ESK 组、1. 0 mmol/L 
ESK 组、2. 0 mmol/L ESK 组细胞凋亡率均明显升高

（P<0. 05），并呈浓度依赖性（P<0. 05），见图3。
2. 5　各组SKOV3细胞蛋白表达比较

与对照组比较，0. 5 mmol/L ESK 组、1. 0 mmol/L 
ESK组、2. 0 mmol/L ESK组细胞Wnt3a、β-catenin、Ki67、
cyclin D1 和 Bcl-2 蛋白表达均降低（P<0. 05），Bax 和

Caspase-3蛋白表达均升高（P<0. 05），并且呈浓度依赖

性（P<0. 05），见图4、5及表3、4。

3　讨论

卵巢癌是一种高度致命的妇科恶性肿瘤，是女性

死亡的主要原因之一，大多数卵巢癌患者在确诊时已

处于晚期，并伴有局部或远处转移，导致预后不佳。

世界范围内卵巢癌患者的总体 5 年生存率仅 30%~

表1　各组SKOV3细胞经ESK处理后的增殖抑制率比较

组别

对照组

0. 5 mmol/L ESK组

1. 0 mmol/L ESK组

2. 0 mmol/L ESK组

24 h
0

3. 36±1. 03*

15. 22±2. 15*#

47. 56±3. 77*#△

48 h
0

6. 11±1. 28*

18. 60±2. 35*#

60. 26±4. 06*#△

72 h
0

8. 29±1. 12*

25. 80±1. 97*#

73. 46±5. 39*#△

*：与对照组比较，P<0. 05；#：与0. 5 mmol/L ESK组比较，P<0. 05；△：与1. 0 mmol/L ESK组比较，P<0. 05

*：与对照组比较，P<0.05；#：与0.5 mmol/L ESK组比较，P<0.05；△：与1.0 mmol/L ESK组比较，P<0.05
图1　各组SKOV3细胞克隆形成数目

表2　各组SKOV3细胞的细胞周期分布（x̄±s，%）

组别

对照组

0. 5 mmol/L ESK组

1. 0 mmol/L ESK组

2. 0 mmol/L ESK组

G0/G1期

37. 28±3. 28
46. 25±2. 92*

54. 11±2. 66*#

61. 47±4. 01*#△

S期

36. 62±2. 25
35. 34±2. 10
32. 64±1. 99
32. 44±2. 43

G2/M期

26. 10±1. 28
18. 41±1. 11*

13. 25±1. 05*#

6. 09±0. 96*#△

*：与对照组比较，P<0. 05；#：与0. 5 mmol/L ESK组比较，P<0. 05；△：与1. 0 mmol/L ESK组比较，P<0. 05

图2　各组SKOV3细胞的细胞周期分布
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40%[8]。尽管治疗策略和手术技术已有显著提高，但卵

巢癌患者尤其是晚期患者的预后仍不理想。缺乏早

期诊断方法和化疗耐药性是卵巢癌患者预后不良的

主要原因。因此，有必要寻找治疗卵巢癌的新药物和

新策略。

近年来研究发现，部分麻醉药物可能影响癌症患

者的病情进展及预后。一项针对食管癌手术患者的

随访研究报道，与术中应用挥发性麻醉药物的患者相

比，应用丙泊酚静脉麻醉的食管癌患者预后更好[9]。

Eden等[10]发现，在乳腺癌切除手术中选择右美托咪定

可能促进术后恢复，改善患者预后。体外实验研究结

果也发现，丙泊酚、右美托咪定等麻醉药对癌细胞的

生长、侵袭具有明显抑制作用[11-12]，但异氟醚能够促进

癌细胞的恶性潜能，加快细胞周期进程和细胞增殖[13]。

ESK是以氯胺酮为基础合成的右旋异构体，2019年获

准在美国上市。除抗抑郁作用外，ESK还具有比氯胺

酮更强的镇痛效果，且副作用更小[14]。近年来，虽然尚

未见到ESK对癌症患者预后的临床研究报道，但体外

实验已发现ESK具有一定的抗肿瘤作用。研究显示，

ESK对乳腺癌[5]、食管鳞癌[6]细胞的生长具有明显的抑

制作用，并能增强鼻咽癌细胞对顺铂的敏感性[7]。然

而，ESK在肿瘤方面的研究仍然较少，其对卵巢癌细胞

生长及转移的影响尚不清楚。

细胞增殖失控、凋亡受阻是恶性肿瘤细胞的基本

特性，为明确 ESK 对卵巢癌细胞增殖的影响，本研究

通过体外培养卵巢癌 SKOV3 细胞，并用不同浓度的

ESK 进行处理，结果显示，与对照组比较，不同浓度

ESK处理组的 SKOV3细胞增殖抑制率、凋亡率和细胞

周期G0/G1期占比均明显升高，克隆形成数目、细胞周

期 G2/M 期占比均明显降低，增殖相关蛋白 Ki67、
cyclin D1表达及抗凋亡蛋白Bcl-2表达降低，促凋亡蛋

*：与对照组比较，P<0.05；#：与0.5 mmol/L ESK组比较，P<0.05；△：与1.0 mmol/L ESK组比较，P<0.05
图3　各组SKOV3细胞凋亡率

图4　各组SKOV3细胞凋亡相关蛋白表达

表3　各组SKOV3细胞调亡相关蛋白表达（x̄±s）
组别

对照组

0. 5 mmol/L ESK组

1. 0 mmol/L ESK组

2. 0 mmol/L ESK组

Bax
0. 45±0. 07
0. 72±0. 09*

1. 26±0. 10*#

1. 75±0. 14*#△

Caspase-3
0. 20±0. 10
0. 48±0. 07*

0. 90±0. 09*#

1. 30±0. 11*#△

Bcl-2
0. 96±0. 08
0. 75±0. 06*

0. 56±0. 05*#

0. 24±0. 11*#△

*：与对照组比较，P<0. 05；#：与0. 5 mmol/L ESK组比较，P<0. 05；△：与1. 0 mmol/L ESK组比较，P<0. 05

图 5　各组SKOV3细胞Wnt/β-catenin通路相关蛋白和增殖相

关蛋白表达
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白Bax和Caspase-3蛋白表达升高，并且这种作用具有

明显的浓度依赖性，即随着 ESK 浓度的升高，其作用

进一步加强。提示 ESK 能够抑制卵巢癌细胞增殖活

性及克隆形成能力，将细胞周期阻滞于G0/G1期，并诱

导细胞凋亡。

Wnt/β-catenin 信号通路是经典的 Wnt 信号通路，

在调控癌细胞增殖及凋亡中发挥重要作用，抑制Wnt/
β -catenin 信号通路可抑制癌细胞生长并诱导其凋

亡[15]。Wnt3a和β-catenin蛋白是Wnt/β-catenin信号通

路的关键作用蛋白。本研究结果显示，与对照组比

较，不同浓度 ESK 处理组的 SKOV3 细胞中 Wnt3a 和

β -catenin 蛋白表达均明显降低，且呈明显浓度依赖

性，提示ESK对卵巢癌细胞增殖的作用可能是通过调

控 Wnt/β-catenin 信号通路实现的。但本研究未进行

Wnt/β-catenin信号通路的验证实验，后续实验中将通

过增强Wnt/β-catenin信号通路来观察其能否逆转ESK
对卵巢癌细胞增殖的抑制作用，进一步验证ESK对卵

巢癌细胞增殖抑制作用的下游分子机制。

综上所述，ESK能够抑制卵巢癌细胞增殖活性及

克隆形成能力，将细胞周期阻滞于G0/G1期，诱导细胞

凋亡，并且这种作用呈浓度依赖性。ESK对卵巢癌细

胞增殖的抑制作用可能是通过调控 Wnt/β-catenin 信

号通路实现的，为卵巢癌新的治疗策略提供了研究

思路。
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表4　各组SKOV3细胞Wnt/β-catenin通路相关蛋白和增殖相关蛋白表达（x̄±s）
组别

对照组

0. 5 mmol/L ESK组

1. 0 mmol/L ESK组

2. 0 mmol/L ESK组

Wnt3a
1. 48±0. 13
0. 79±0. 08*

0. 47±0. 07*#

0. 29±0. 05*#△

β-catenin
2. 36±0. 26
1. 29±0. 15*

0. 78±0. 13*#

0. 25±0. 11*#△

Ki67
2. 57±0. 29
1. 17±0. 20*

0. 72±0. 14*#

0. 19±0. 09*#△

cyclin D1
1. 77±0. 20
1. 31±0. 14*

0. 75±0. 10*#

0. 22±0. 07*#△

*：与对照组比较，P<0. 05；#：与0. 5 mmol/L ESK组比较，P<0. 05；△：与1. 0 mmol/L ESK组比较，P<0. 05

473


