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摘 要!%目的& 研究卡铂对子宫内膜癌
89&3:.;.

细胞的作用' %方法& 不同浓度卡铂(空白对照
组)低剂量卡铂组)高剂量卡铂组*作用

89&3:.;.

细胞
JK&

!

<'9+'/4 02,+

技术检测卡铂处理后
89&3:.;.

细胞株中
0*2!!

)

0.L

蛋白表达的变化#

=44'L34 !!A(

染色后流式细胞仪检测细胞的凋
亡情况#

A8

染色检测细胞周期变化#

%/.4;'22

肿瘤侵袭实验检测细胞侵袭能力的变化' %结果&

卡铂作用于
89&3:.;.

细胞的
8-

M"

为
$EFKN"BO62

' 卡铂作用
JK&

后!细胞内
0*2!!

蛋白表达下调!

0.L

蛋白表达上调
PAQGRHMS

'卡铂可诱导
89&3:.;.

细胞凋亡!空白对照组凋亡率为
$F!T"GR$T

!明
显低于低剂量卡铂组的

#UR$T"!RKT

和高剂量卡铂组的
MGRGT"$RUT

+

AQGRGM

*' 卡铂作用后细胞
周期呈

?

!

期阻滞!空白对照组
?

!

期比例为
!KRUMT"JR!IT

!明显低于低剂量卡铂组的
MURUJT"

NRJ!T

和高剂量卡铂组的
UKRNJT"NR$KT

"

AQGRGM

*#

89&3:.;.

细胞侵袭能力受到抑制! 相对于空
白对照组!低剂量卡铂组抑制率为

N!RGGT

!高剂量卡铂组抑制率为
K#R$$TPAQGRGMS

' %结论& 卡
铂可明显抑质

89&3:.;.

细胞生长!诱导细胞凋亡!并下调
89&3:.;.

细胞中
0*2!!O 0.L

比例'

关键词!卡铂"子宫内膜癌"

89&3:.;.

细胞"

0*2!!

"

0.L

"凋亡
中图分类号!
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子宫内膜癌是女性生殖道常见恶性肿瘤之一!

近年来发病率呈逐年上升趋势! 在西方国家已成为

发病率最高的妇科肿瘤! 在我国也严重危害中老年

妇女的生命健康%

E

&

' 化疗是子宫内膜癌重要的辅助

治疗手段' 在众多化疗药物中! 卡铂是目前应用最

为广泛和有效的化疗药物之一' 本研究利用生物学

技术验证卡铂在子宫内膜癌细胞株中的作用! 并探

讨其可能的作用机制! 为卡铂在子宫内膜癌治疗中

的应用提供依据'

E

材料与方法

!"!

材 料

高分化子宫内膜癌细胞 "

89&3:.;.

细胞株*,购

自美国凯基公司'

药物与试剂
[

卡铂为山东齐鲁制药厂产品' 小鼠

抗人
0*2!!

单克隆抗体!小鼠抗人
0.L

单克隆抗体为

\.4+. -/D]

公司产品'小鼠抗人
#!.*+34

单克隆抗体!

山羊抗小鼠
^VA

标记抗体为联科生物有限公司产

品'

=44'L34 !!A(

凋亡试剂盒!

_-=

蛋白含量检测

试剂盒为凯基公司产品'

主要仪器
[

化学发光酶标仪+

A/,6'B.

公司*!流

式细胞仪 +

_`

公司 *!

-a

!

培养箱
$EE

型 +

%&'/6,

b,/6. \*3'4+3)3*

*!荧光定量
A-V

仪+型号
UMHH

!美国

=_8

公司*'

!"#

方 法

EF!FE

细胞培养

人子宫内膜癌
89&3:.;.

细胞用适量培养液复苏

后培养! 将细胞接种于含
EH#

灭活的胎牛血清的

`c(c

高糖培养液中!置
$U$

!

M%-a

!

!饱和湿度的

培养箱中常规培养!细胞贴壁生长!

HF!M%

胰酶消化

传代'

EF!F! c%%

检测

取对数生长期的
89&3:.;.

细胞! 调整细胞悬液

浓度!接种到
IN

孔培养板中!每孔
!HH"2

!贴壁后培

论 著 EMH
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养! 加入不同浓度卡铂"

%

#

!

#

&

#

'

#

#(

#

$!

#

(&

#

#!'!)*

+,

$继续培养
&'-

后!加入
!%!, .//

溶液"

0+)*+,

!

即
"102.//

$ 作用
&-

后弃去上清液!

#0%!,

二甲基

亚砜作用
#%+34

! 用酶联免疫检测仪
05%4+

处测量

各孔的吸光值%同时设置调零孔"培养基#

.//

#二甲

基亚砜$!对照孔"细胞#相同浓度的药物溶解介质#

培养液#

.//

#二甲基亚砜$% 计算抑制率
!

&

6

对照组

吸光值
7

空白组吸光值
876

给药组吸光值
7

空白组吸

光值
8

'

*6

对照组吸光值
7

空白组吸光值
8"9"":

%计算细

胞生存率
;

实验孔
<=

值
*

对照孔
<=

值
"9%%2

!以浓

度
7

生存曲线作回归方程!求出半数抑制浓度
>?@

0%

8

%

91!1$ ?A-3BCDC

细胞的药物处理

收集对数生长期细胞!调整细胞悬液浓度!分种

于
(

孔板!每孔
!1%+,

!

9"9%

0 个
*

孔% 培养
!&-

后加入

铂尔定药物与培养基混合液!设空白对照组#低剂量

卡铂组 "

%10

倍
?@

0%

$#高剂量卡铂 "

?@

0%

$!继续培养

&'-

% 收集处理后细胞进行进一步实验%

91!1& EFAGFH4 I,JG

检测细胞中蛋白质表达水平

将卡铂处理的细胞用冰
KLM

洗涤
!

次! 裂解!

离心!去上清!用酚试剂法测定蛋白浓度!进行蛋白

定量%调节每份样品蛋白浓度!加等量蛋白于上样缓

冲液!煮沸!在
M=M#KNOP

中进行电泳!电泳后转膜!

封闭后进行一抗和二抗孵育! 加入底物液显色!拍

照% 蛋白条带用
QRC4G3GS <4F

软件进行密度扫描分

析% 目的蛋白的
N

值与内参
"#CTG34

的
N

值之比即

为目的蛋白的相对表达水平%

91!10

细胞凋亡测定

调整细胞浓度为
9"9%

(

*+,

! 取
0%%!,

单细胞悬

液置于
0+,

流式管中! 每管各加入
9!, N44FU34 ##

KP

% 黑暗中放置
90+34

后!置流式细胞仪中进行细

胞凋亡检测和分析%

91!1(

细胞周期测定

药物作用
&'-

后!离心"

! %%%H*+34

!

0+34

$后!收

集细胞!

KLM

洗涤后 ! 调整细胞浓度为
9"9%

(

*+,

(

5%$

乙醇固定! 加
9%%!, VWCAF N $5%

水浴
$%+34

后! 加入
&%%!,

碘化丙啶
>K?8

染色! 流式细胞术

>X@.8

分析细胞周期%

#1!15 /HC4ADF,,

测定侵袭能力

无血清培养基与
.CGH3)F,

基质胶"

$&#

$混匀!各

上室加入
$%!,

平铺!孵育
%10Y#-

至为固态% 消化药

物处理后细胞!无血清培养基洗
$

次!稀释成细胞悬

液"

$'#%

0

*+,

$% 无血清培养基洗
.CGH3)F,

基质胶洗

#

次后! 每孔加入
#%%!,

细胞悬液% 下腔室中加入

(%%!,

含有
#%(XLM

条件培养基%

$5)

培养箱中!孵

育
!&-

(取出
/HC4ADF,,

小室后用
KLM

洗
!

遍!

#%2

甲

醇固定
#%+34

(

KLM

洗
!

次% 加入结晶紫 "

%1#2

$染

色!室温
%10-

!

KLM

洗
!

遍!显微镜下观察%

!"#

统计学处理

应用统计软件
MKMM #'1%

行统计分析! 数据以

均数
*

标准差表示! 组间差异性比较采用方差分析

或
G

检验%

KZ"1"0

为差异有统计学意义%

!

结 果

$"!

卡铂作用于
?A-3BCDC

细胞的
?@

0"

不同浓度卡铂作用肿瘤细胞
&'-

后!

.//

测定

细胞生长情况!

?A-3BCDC

细胞生长抑制率见
/CI,F 9

%根

据细胞生长抑制状况!绘制浓度
#

生存曲线"

X3)RHF 9

$!

卡铂作用于
?A-3BCDC

细胞的
?@

0"

为
$91'(!)*+,

%

$"$ EFAGFH4 I,JG

检测细胞中
IT,#!

和
ICU

表达水平

卡铂处理
?A-3BCDC

细胞
&'-

后!细胞中
IT,#!

和

ICU

蛋白质表达水平发生改变
>X3)RHF !8

!

IT,#!

表达

%&'() ! %*) +)(( ,-.(/0)-&1/.2 /2*/'/1/.2 -&1) .0

+&-'.,(&1/2 .2 34*/5&6& &01)- 1-)&1)7 89*

@CHIJ[,CG34 TJ4TF4GHCG3J4

"

!)*+,

$

?4-3I3G3J4 HCGF

"

2

$

" "

! &1$0

& 9(19\

' $"1\5

9( $\1(9

$! &\159

(& (91$9

9!' 591""

:/;<-) ! %*) 7.4)!,-.(/0)-&1/.2 +<-=) .0 +&-'.,(&1/2

.2 34*/5&6& &01)- 1-)&1)7 89*

" !" &" (" '" 9"" 9!" 9&"

@CHIJ[,CG34

"

!)*+,

$

?
4
-
3
I
3
G
3
J
4
H
C
G
F

"1'

"1(

"1&

"1!
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"

量明显下调#各组间有统计学差异!

?!)%)@

"$而
<0A

表达量上调#各组间有统计学差异!

?!)%)@

"#且呈浓

度依赖性%进一步研究表明#

<79"!B<0A

比率随着卡铂

浓度升高而显著下降!

?!)%)#

"%

;<=

流式细胞仪检测细胞凋亡

不同浓度卡铂处理
C6D-E0F0

细胞
*&D

后# 流式

细胞仪检测结果显示各组细胞凋亡凋亡率有显著性

差异!

?!)+)@

"

GH0<98 !I

%卡铂对
C6D-E0F0

细胞的凋亡

诱导效应呈浓度依赖性%

;<'

流式细胞仪检测细胞周期

经卡铂处理
C6D-E0F0

细胞
*&D

后# 流式细胞仪

检测各组细胞周期变化显示卡铂处理后细胞
J

#

期

细胞减少#

J

!

期细胞明显增多
KH0<98 $I

#均有统计学

差异!

?!"+"@

"% 卡铂可以将
C6D-E0F0

细胞阻滞在
J

!

期#且阻滞效应呈浓度依赖性%

;<> H/036F899

测定侵袭能力

卡铂处理
C6D-E0F0

细胞
*&D

后# 计数等量细胞

加到预先铺好的基质胶的
H/036F899

小室上#

!*D

后

甲醇固定#染色#通过显微镜观察细胞穿过微孔膜情

况并计数%相对于空白对照组#低剂量卡铂组的穿膜

细胞抑制率为
(!+""=

#高剂量卡铂组的穿膜细胞抑

制率为
&L+$$=

#与空白对照组比较#均有统计学差

异
K?M"+"@I

!

N-.:/8 *

"%

<79"!

<0A

!"071-3

<
0
A
O
/
2
1
8
-
3
8
A
O
/
8
6
6
-
2
3

L+@'

L+''

'+@'

'

!+@'

!+''

L+@'

L+''

'+@'

'

P231/29

./2:O

Q2F"4268

70/<2O901-3

./2:O

R-.D"4268

70/<2O901-3

./2:O

?",$%* = ()* %@."/ /A BC7!; -0D 9-E :%/.*"0 *E:%*11"/0

7*F*71 .%*-.*D 5".) 6-%9/:7-."0

!+''

L+@'

L+''

'+@'

'

<
7
9
"
!
S
<
0
A
/
0
1
-
2

G-97* = G)* C*77 CH67*1 /A 31)"4-5- 6*771 .%*-.*D 5".)

D"AA*%*0. 6/06*0.%-."/0 /A 6-%9/:7-."0

J/2:O J

L

!

T

"

U

!

=

"

J

!

!

=

"

P231/29 ./2:O **+V!#*+&! !(+$*#$+*( !&+W@#*+!V

Q2F"4268 70/<2O901-3 ./2:O L$+@W#!+L(

X

!&+(V#*+(*

X

@W+W*#(+*!

X

R-.D"4268 70/<2O901-3 ./2:O *+(*#!+"!

X

L(+WL# !+&(

X

W&+(*#(+$&

X

G-97* ; G)* -:/:./1"1 %-.*1 /A 31)"4-5- 6*771 .%*-.*D

5".) 6-%9/:7-."0

X

&

72;O0/8 F-1D 7231/29 ./2:OY?!'+'@

J/2:O ZO2O126-6 /0186

P231/29 ./2:O $%!#"%$

Q2F"4268 70/<2O901-3 ./2:O LW%$#!%&

X

R-.D"4268 70/<2O901-3 ./2:O @"%"#$%W

X

X

&

72;O0/8 F-1D 7231/29 ./2:OY?!"%"@

<
7
9
"
!
O
/
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8
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3
8
A
O
/
8
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-
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3
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$

讨 论

近年来!子宫内膜癌发病呈上升趋势"虽然子宫

内膜癌总体治疗效果较好!但部分分化较差#病期较

晚和复发性子宫内膜癌治疗效果不尽人意! 而化疗

在这些患者治疗中有着重要的意义"铂类药物!尤其

卡铂由于在其它肿瘤如卵巢癌等肿瘤中作用肯定!

且副作用小!被临床广泛使用 $

!

%

!近年来!卡铂在子

宫内膜癌的化疗中逐渐被广泛应用 $

$%&

%

" 本研究发

现! 卡铂对子宫内膜癌
'()*+,-,

细胞具有较高的杀

灭作用!并且呈剂量依赖性!无论是高剂量还是低剂

量的卡铂均能明显诱导子宫内膜癌
'()*+,-,

细胞凋

亡!引起细胞
.

!

期阻滞!从而抑制肿瘤细胞的生长!

并且可降低肿瘤细胞侵袭能力"

进一步研究发现卡铂可以改变肿瘤细胞中
/01!

!

和
/,2

表达!在给予卡铂处理
&3)

后!肿瘤细胞死

亡率显著增加! 同时伴有细胞中
/01!!

蛋白表达降

低!

/,2

蛋白表达升高!

/01!!4/,2

比率下调"

/01!!

和

/,2

在肿瘤凋亡中发挥着重要作用! 在肿瘤凋亡调

节中!

/01!!

承担着抗凋亡的作用! 在许多类型的细

胞受到外界刺激时能保护细胞免于凋亡& 而
/,2

是

促细胞死亡的调节因子"

/01!!

和
/,2

是一对正负调

节因子! 形成了一个凋亡调节系统!

/01!!

与
/,2

的

比例调节了凋亡的发生与否"

5,+67,8*

等 $

9

% 通过

:;<

检测发现
/01!!

和
/,2

在整个月经期均有表达!

且在分泌期
/01!!4/,2

比率较增殖期下调!推测
/01!!

与
/,2

作为凋亡调节基因可能参与了正常子宫内膜

的生长调节" 而在子宫内膜癌研究中同样发现!

/01!

!

的胞质过度表达在子宫内膜癌的癌变过程中起作

用!随着肿瘤的进展!

/01!!

的胞质表达减少!而核表达

与淋巴血管间隙侵犯和盆腔淋巴结转移呈正相关$

=

%

"

>,(+*?6@

等 $

A

%及
BC,1*DE*

等 $

3

%研究结果显示
/01!!4

/,2

比率在子宫内膜癌患者子宫内膜中低于正常子

宫内膜和子宫内膜增生症患者中的水平" 在卡铂应

用于卵巢癌的研究中也显示
/01!!

#

/,2

的表达与卵

巢癌对化疗的原发抗药性密切相关 $

F

%

!并可通过预

测
/01!!

#

/,2

在晚期卵巢癌患者中表达作为化疗敏

感性及预后的指标$

#G

%

" 相关研究证实
/01!!4/,2

比率

决定肿瘤对治疗的反应且
/01!!4/,2

比率失衡可改

变化疗敏感性而影响其临床过程$

##

%

"

/01!!4/,2

比率

作为铂类药物是否敏感#有效的指标之一!对于子宫

内膜癌患者!化疗前后检测
/01!!4/,2

比率或许可以

早期判断子宫内膜癌的预后"

由于子宫内膜癌的治疗是一个综合治疗的过

程!个体差异显著!目前卡铂在子宫内膜癌的临床治

疗中显现出一定的实用价值! 但因其与顺铂交叉耐

药等因素!仍无法彻底改变子宫内膜癌的预后"

/01!

!

靶向治疗是否能有效地增加子宫内膜癌对于化疗

药物的敏感性!有待进一步研究"

参考文献!

H#I JEC,1 B

!

K7,L M

!

;EDNE7 OO

!

EN ,1P .1@/,1 0,D0E7 (N,N*(N*0(

HJIP ;B ;,D0E7 J ;1*D

!

!QRR

!

=RS!TU=FVFQP

H!I W6 XYZY6 [P B\\1*0,N*@D @] \1,N*D6C ,DN*0,D0E7 ,8EDN( *D

N)E N7E,NCEDN @] 8LDE0@1@8*0 @D0@1@8L HJIP ^@71_ ;1*D*0,1

`768(

!

!QQ3

!

!F

'

A

()

$FFV&Q&PH

于海林!鹿欣
P

铂类药物在
妇科肿瘤治疗中的应用

HJIP

世界临床药物!

!QQ3

!

!FSATU

$FFV&Q&PI

H$I B1E+N*,7 aO

!

O,++E7 >

!

B/6!<6(N6C b<

!

EN ,1P ;@D067!

7EDN 0,7/@\1,N*Dc\,01*N,2E1 ,D_ *DN7,?,8*D,1 7,_*,N*@D *D

(678*0,1 (N,8E !V" (E7@6( ED_@CEN7*,1 0,D0E7 HJIP .L!

DE0@1 dD0@1

!

!QQF

!

RR!SRTUR&!VR&9P

H&I 5@7/E K

!

BD_E7((@D X

!

K@C,D a

!

EN ,1P e7E,NCEDN @] \7*!

C,7L ,_?,D0E_ ,D_ 7E0677EDN ED_@CEN7*,1 0,70*D@C, -*N)

, 0@C/*D,N*@D @] 0,7/@\1,N*D ,D_ \,01*N,2E1!1@D8!NE7C ]@1!

1@-!6\HJIP 'DN J .LDE0@1 ;,D0E7

!

!QQ3

!

R3S&TU3Q$V3Q3P

H9I 5,+67,8* b

!

5,1,)!E1_*D Bf

!

^,N,7* X

!

EN ,1P K,2

!

/01!!

!

,D_ \9$ E2\7E((*@D *D ED_@CEN7*,1 0,D0E7HJIP .LDE0@1 dD!

0@1

!

!QQ!

!

3=S$TU!33V!F=P

H=I d)+@60)* e

!

5,+67,8* b

!

^,N,7* X

!

EN ,1P :7@8D@(N*0 (*8!

D*]*0,D0E @] /01!!

!

\9$ @?E7E2\7E((*@D

!

,D_ 1LC\) D@_E

CEN,(N,(*( *D (678*0,11L (N,8E_ ED_@CEN7*,1 0,70*D@C, HJIP

BC J d/(NEN .LDE0@1

!

!QQ!

!

R3AS!TU$9$V$9FP

HAI >,(+*?6@ ef

!

5NED/,0+ M

!

e,\,D,*DED J5P B\@\N@(*( ,D_

,\@\N@(*(!7E1,NE_ ],0N@7( /01!!

!

K,2

!

N6C@7 DE07@(*( ],0N@7!

,1\),

!

,D_ bM!+,\\,K *D )6C,D ED_@CEN7*,1 )L\E7\1,(*,

,D_ 0,70*D@C,HJIP ;,D0E7

!

!QQ!

!

F9SATUR&=$VR&ARP

H3I BC,1*DE* ;

!

;*,D8, ;

!

K,1,D <

!

EN ,1P 'CC6D@)*(N@0)EC*!

0,1 ,D,1L(*( @] (NE7@*_ 7E0E\N@7(

!

\7@1*]E7,N*@D C,7+E7(

!

,\@\N@(*( 7E1,NE_ C@1E061E(

!

,D_ 8E1,N*D,(E( *D D@D!DE@!

\1,(N*0 ,D_ DE@\1,(N*0 ED_@CEN7*6C HJIP BDD BD,N

!

!QRR

!

RF$SRTU&$V99P

HFI K,E+E1,D_N O

!

a7*(NED(ED .K

!

bE(1,D_ JO

!

EN ,1P ;1*D*0,1

(*8D*]*0,D0E @] ,\@\N@(*(!7E1,NE_ ],0N@7( \9$

!

O_C!

!

,D_

/01!! *D ,_?,D0E_ @?,7*,D 0,D0E7 HJIP J ;1*D dD0@1

!

RFFF

!

RASATU!Q=RP

HRQI [*,D8 J

!

.@CEg!b,?,77@ J

!

B7,],N ^

!

EN ,1P :7@!,\@\N@N*0

N7E,NCEDN -*N) ,D ,_ED@?*76( ED0@_*D8 K,2 ED),D0E( N)E

E]]E0N @] 0)EC@N)E7,\L *D @?,7*,D 0,D0E7 HJIP J .EDE OE_

!

!QQQ

!

!S!TUFAVRQ=P

HRRI Y@)C,DD ;O

!

YE,86E BB

!

;1,7+ ^5

!

EN ,1P /01!!U /,2 ,D_

/01!!U K01!2 7,N*@( /L *C,8E 0LN@CEN7*0 h6,DN*N,N*@D @] *C!

C6D@)*(N@0)EC*0,1 E2\7E((*@D *D @?,7*,D 0,70*D@C,U 0@7!

7E1,N*@D -*N) \7@8D@(*(HJIP ;LN@CEN7L

!

!QQQ

!

&!SRTU=RV==P

论 著R9$


