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摘 要!$目的%探讨蛋白酶体抑制剂
'($)!

对卵巢癌紫杉醇耐药细胞株的作用及其逆转耐药
的作用& $方法%采用

'**

法'

*IJ1K

法检测
'($)!

及紫杉醇作用于卵巢癌细胞株
LM?N!)

及
卵巢癌紫杉醇耐药细胞株

LM?N!)O*PQ

后细胞存活及凋亡的情况! 并应用半定量
-*G6@-

方
法检测凋亡相关基因

R&)

'

S3<!!

表达的变化 & $结果 %

!!TO8<

的紫杉醇作用于
LM?N!)

及
LM?N!)O*PQ

细胞
!U+

后细胞的存活率分别为
U$V

及
H$V

!作用
U%+

后两种细胞的存活率分别
为

U&V

及
%&V

( 而
!!TW8<

的紫杉醇与
#X!85<WK

的
'($)!

联合作用
!U+

后两种细胞的存活率
分别为

U!V

及
U%V

!

U%+

后分别为
UUV

和
!YV

&

*IJ1K

法检测显示
'($)!

及
'($)!

与紫杉醇
联合用药后

LM?N!)

及
LM?N!)

细胞均有明显的细胞凋亡产生&

-*G6@-

显示!

R&)

在紫杉醇作
用于

LM?N!)

细胞后表达上调!

'($)!

作用后则表达下调!而在
LM?N!)W*PQ

细胞中未见明显
表达!

S3<!!

在
LM?N!)W*PQ

中表达明显!经
'($)!

作用后表达明显下调!而在对照组
LM?N!)

细胞中!未见明显表达!而加入紫杉醇及
'($)!

后则表达明显上调& $结论%

'($)!

能够显著
抑制

LM?N!)

及
LM?N!)W*PQ

细胞的增殖活性!并且能够逆转卵巢癌细胞对紫杉醇的耐药性&

主题词)

'($)!

(蛋白酶体抑制剂(卵巢癌(耐药
中图分类号!

-Y)YZ)$

文献标识码!

P

文章编号!

$DY$G$YXQ

#

!X$!

$

X&GX)&)GXU

肿瘤细胞灭减术联合铂类和紫杉醇化疗! 是目

前卵巢癌患者的标准治疗方案! 但后续化疗产生的

获得性耐药常常导致化疗失败&近年来研究发现!凋

亡通路受阻是多药耐药的重要机制之一! 而泛素*

蛋白酶体途径 +

[;9B[<49:!R/54,7058, R74+>7\

!

I66

,

作为细胞内特异性降解蛋白质的重要途径! 在真核

细胞的转录'蛋白质降解与稳定'受体胞吞'细胞凋

亡和应激反应等过程中均参与重要的调节作用$

$

!

!

%

!

因而对凋亡通路具有重要的调节作用& 多项研究显

示蛋白酶体抑制剂可抑制多种肿瘤细胞包括卵巢癌

细胞 $

)

%的生长并诱导其凋亡!与化疗药联用可能有

协同作用! 而其与铂类联用对卵巢癌细胞表现出的

协同作用 $

U

%

!提示其在卵巢癌化疗耐药中可能存在

的潜在作用&

在众多复杂的信号通路中! 野生型
R&)

基因被

称为细胞生长的监视器! 能够诱导损伤的细胞进行

修复!而在细胞修复失败时及时诱导其凋亡!在一些

产生耐药的肿瘤细胞中!

R&)

基因往往会发生突变!

从而其对凋亡的控制作用也发生异常& 而
S3<!!

是

一种重要的细胞凋亡抑制基因! 其过表达可以抑制

化疗药物对肿瘤细胞的杀伤作用! 促进肿瘤细胞产

生耐药&

本研究拟通过观察蛋白酶体抑制剂
'($)!

对

紫杉醇耐药的卵巢癌细胞生长和凋亡的影响! 同时

研究
R&)

及
S3<!!

在紫杉醇及
'($)!

作用后在细

胞中表达的变化!从而探讨
'($)!

对紫杉醇耐药的

卵巢癌细胞可能的作用机制&

$

材料与方法

!"!

实验材料

细胞株来源!

LM?N!)

为上海市第一人民医院

妇产科保存的卵巢癌细胞株(

LM?N!)

的紫杉醇耐

药细胞株
LM?N!)O*PQ

为中国协和大学北京协和医

院妇产科惠赠$

&

%

&

实 验 试 剂 !

'($)!

购 自 德 国
'1-@M

公 司 (

]'1'

高糖培养基及胎牛血清 ' 三抗购自美国

(^S@?

公司(

*IJ1K

试剂盒购自罗氏公司(

-*G6@-

)&)
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引物
<&=

!

>5-!!

由美国
?+@1A*(62+

公司合成 "

BCD

E/B

试剂盒购自日本
C,F,B,

公司 # 其他
GCC

!

HGI4

!

A*1A(+

均为国产试剂$

!"#

实验方法

$:!:$

细胞培养

IF49!=

及
IF49!=JCKL

均在含
#MN

胎牛血清

和
$N

三抗的
HGOG

高糖培养基中%

=P"

&

&N/4

!

&

饱和湿度的孵箱中培养和传代$

$:!:!

实验分组

取对数期生长的细胞进行分组处理%将
IF49!

=

及
IF49!=JCKL

细胞各分为
Q

组%共
%

组$ 前
Q

组

为
IF49!=

细胞%后
Q

组为
IF49!=JCKL

细胞%

!

和

"

为对照组%

#

和
$

为紫杉醇处理组%

%

和
&

为

GR$=!

处理组%

'

和
(

为紫杉醇及
GR$=!

联合用

药组$ 紫杉醇实际用药浓度为
!)6JS-

"

GR$=!

实际

用药浓度为
$M)S(-JT

'均为分别作用于
IF49!=

!Q0

后的
?/

&M

浓度(#

$:!:= GCC

法检测用药后细胞增殖

将对数期生长的
IF49!=

及
IF49!=JCKL

细胞

用胰酶消化后%用含
$MN

胎牛血清的
HGOG

高糖培

养基配制成单细胞悬液% 以每孔
! MMM

个的密度接

种于
UV

孔板中%每孔体积
!MM)-

%待细胞贴壁后吸

净培养基%予以每孔
!MM)-

不含血清的
HGOG

高糖

培养基静止
!Q0

%然后分别加入紫杉醇&

GR#=!

及联

合用药 '并设立只加培养基不加细胞的空白组和只

加细胞不加药的对照组%每组各
V

个副孔%共
&Q

个

孔(% 分别于
=P"

&

&N/4

!

& 饱和湿度的孵箱中培养

!Q0

及
Q%0

后%加入
!M)- &S6JS-

的
GCC

溶液%继续

孵育
Q0

后自孵箱中取出% 吸净培养基% 每孔加入

#&M)- HGI4

%震荡
#MS1+

%在酶联免疫检测仪上检

测各孔
4H

QUM

的值%根据
4H

QUM

计算各组细胞存活率

9B W@1A,- *,A2XY

'实验组
4H

值
Z

空白对照组
4H

值(

J

'对照组
4H

值
Z

空白对照组
4H

值(

#$""N

#

$:!:Q C[;OT

法检测用药后细胞凋亡

同样取对数期生长的
IF49!=

及
IF49!=JCKL

细胞用胰酶消化后%用含
$"N

胎牛血清的
HGOG

高

糖培养基配成单细胞悬液%接种于
$!

孔板中%每孔

$S-

# 每孔中加入一块载玻片%待细胞在玻片上贴壁

并生长密度至约
%"N

时%用不含血清的
HGOG

高糖

培养基
$S-

予以静止
!Q0

% 然后分别加入紫杉醇&

GR$=!

及联合用药%放入孵箱培养
!Q0

后%吸净培

养基并用
E>I

冲洗
!

次% 用新鲜配制的
QN

多聚甲

醛固定细胞
="S1+

%吸净固定液%加入
":$N A*1A(+

于

冰上通透
!S1+

%然后每个玻片加入
&")- C[;OT

反

应液%放置在暗盒内%

=P"

的孵箱中反应
$0

后%取出

于荧光显微镜下观察#

$:!:&

半定量
BCZE/B

检测凋亡相关基因的表达

将药物作用的各组细胞经
E>I

洗涤后用
C*1\(-

消化提取%然后用氯仿&异丙醇&

P&N

乙醇提取
B;K

并溶解于
HOE/

水中% 调整浓度后使用
C,F,B,

试

剂盒将其逆转录为
5H;K

'

=P" $&S1+

%

%&" &3

(%并

用
E/B

扩增 '

UQ" ="3

%

V"" ="3

%

P!" Q&3

%

=&

个循

环 (# 所 用 引 物 序 列 为 )

<&=

) 上 游
&$ !

R/KR/C/KR/CK/KR/K/KRK!=$ ]

下 游
&$ !

/KR/KRRC/RRKKRCRKCCRR!=$

% 产 物 长 度

Q=U^<

"

>5-!!

) 上 游
&$ !CR//KCKK/KKKRCKR!

/K/KR!=$ ]

下游
&$ !C//CKK///C/KRCCC/C/K/!

=$

%产物长度
=$Q^<

# 基因扩增后进行琼脂糖电泳#

!"$

统计学处理

采用
IEII $=:M

统计软件处理% 各组间的差异

采用单因素方差分析进行检验%

E_M:M&

为差异有统

计学意义#

!

结 果

#"! GCC

法检测紫杉醇及
GR$=!

对肿瘤细胞的抑制

作用

用
GCC

法检测各组细胞用药后的情况发现%

!)6JS-

的紫杉醇单独作用于
IF49!=

及
IF49!=J

CKL

细胞
!Q0

后两种细胞的存活率分别为
Q$N

和

U$N

% 作用
Q%0

后分别为
Q&N

和
%&N

"

$M)S(-JT

的

GR$=!

作用于
IF49!=

及
IF49!=JCKL

细胞
!Q0

后

细胞存活率分别为
%$N

和
&&N

%作用
Q%0

后分别为

=VN

和
QPN

" 而两药联合作用
!Q0

后存活率分别为

Q!N

和
Q%N

%

Q%0

后分别为
QQN

和
!PN

'图
$

(# 经统

计分析发现 % 相比于对照组
!)6JS-

的紫杉醇对

IF49!=

细胞具有明显的杀伤作用
WE_M:MM$X

%而对紫

杉醇耐药的细胞株
IF49!=JCKL

无明显杀伤作用"

$M)S(-JT

的
GR$=!

对
IF49!=

及
IF49!=JCKL

细

胞均具有明显的杀伤作用
WE_M:MM$X

# 对
IF49!=

细

胞而言%同单用
GR$=!

组相比两种药物的联合作用

在
!Q0

后杀伤作用更明显
WE_M:MM$

(%而
Q%0

后两组

=&Q
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无统计学差异
'()*+$$,-

!相反"对于
./01!23456

细

胞而言 " 两种药物的联合作用在
!78

时与单用

9:$2!

组比较无统计学差异
;()<+$72=

"而作用
7%8

后表现出比单用
9:$2!

更明显的杀伤作用
;(>

<+<<$

#$

!"! 4?@AB

法检测用药后细胞凋亡情况

各组细胞经紫杉醇和
9:#2!

处理
!78

后"在荧

光显微镜下可见细胞核呈现致密的颗粒状绿色荧

光" 表明细胞核已固缩碎裂" 即明显的细胞凋亡产

生$ 图
!

为各组细胞用药后荧光显微镜下显示的凋

亡小体" 可见
9:#2!

单用及与紫杉醇联合用药对

./01!2

及
./01!2C456

细胞均有明显的促凋亡作

用$图中紫杉醇和
9:$2!

联合用药的细胞组可见荧

光小体的密度低于单独用药组" 在自然光下亦可见

联合用药组的细胞密度较低$

!"#

半定量
D4E(FD

检测凋亡相关基因的表达

实验显示"

G&2

在
./01!2

细胞中有着稳定的表

达" 且在紫杉醇作用后表达上调"

9:$2!

作用后则

表达下调" 而在
./01!2C456

细胞中则未见表达!

HIJ!!

在
./01!2C456

中表达明显" 经
9:#2!

作用

后表达明显下调"而在对照组
./01!2

细胞中"未见

明显表达"而加入紫杉醇及
9:#2!

后则表达明显上

调$ 见图
2

$

2

讨 论

临床上"卵巢癌的治疗"通常是手术和化疗相结

合的治疗方式$但是"患者对化疗药物不敏感或治疗

后产生耐药"成为治疗失败的一个重要因素$ 因此"

若能逆转肿瘤细胞对化疗药物的耐药性或增强其对

化疗药物的敏感性" 必将大大提高卵巢癌患者的生

存率$

临床上治疗卵巢癌的化疗药物" 除了铂类药物

以外"常用的主要是紫杉醇$紫杉醇主要作用于细胞

微管网"诱导和稳定微管蛋白聚合"抑制其解聚"从

而将细胞周期阻滞于
:

!

C9

期"导致有丝分裂异常或

停止"诱导肿瘤细胞死亡%

K

&

$

而
9:#2!

是作为一种肽醛类蛋白酶体抑制剂"

通过抑制某些重要蛋白质的降解" 从而影响细胞基

因转录"继而发挥诱发细胞应激"破坏细胞稳态以致

引起细胞凋亡等相关作用$ 因此"在本研究中"我们

#!<

#<<

%<

K<

7<

!<

<

./01!2

./01!2C456

对照组 紫杉醇组
9:#2!

组 紫杉醇
L

9:$2!

组
5

用药
!78

后

细
胞

存
活

率
'

"

#

$!<

$<<

%<

K<

7<

!<

<

./01!2

./01!23456

对照组 紫杉醇组
9:$2!

组 紫杉醇
L

9:$2!

组
H

用药
7%8

后

细
胞

存
活

率
(

"

#

图
$ 944

法检测紫杉醇及
9:$2!

对卵巢癌细胞增殖活性的影响

紫杉醇 9:$2!

紫杉醇
L

9:$2!

图
! 4?@AB

法检测细胞凋亡情况

图
2 D4E(FD

检测紫杉醇及
9:$2!

作用后
G&2

及
HIJ!!

的表达

9 $ ! 2 $ ! 2

!!!./01!2 ./01!23456

!78

7%8

!78

7%8

!78

7%8

G&2

HIJ!!

!!MINOP

)

72QRG

)

72QRG

)

2$7RG

)

2$7RG

)

,"RG

)

,"RG

9S9MTUVT

!

$

*紫杉醇组!

!

*

9:$2!

组!

2

*紫杉醇
L9:$2!

组

2&&
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尝试研究
<=#>!

是否能逆转紫杉醇对化疗药物的

耐药性并增强其对化疗药物的敏感性! 如图
$

和图

!

所示"

<=$>!

无论是对
?@49!>

还是
?@49!>ABCD

都有明显的杀伤作用"且将
<=#>!

和紫杉醇联合作

用后对两种细胞亦有明显的杀伤作用" 但具体作用

机制目前并不明确!

E,FF,*(

等 #

>

$研究发现"

<=$>!

诱发细胞周期阻滞" 且其作用导致
G!$

和
G!H

的上

调"可通过
5,3G,32!>

的作用诱导细胞凋亡!同时"我

们检测了细胞内
G&>

的表达情况"

G&>

作为一种与

肿瘤发生关系极其密切的基因" 在应激%

I;C

损伤

等情况下通常会表达上调"从而诱导细胞凋亡#

H

$

"而

紫杉醇作用后
?@49!>

细胞内
G&>

表达明显上调也

正说明了这一点" 然后使用
<=$>!

后"

G&>

表达不

仅没有增加" 反而呈现出一定程度的下降" 说明

<=$>!

诱导细胞凋亡为
G&>

非依赖性的! 此前的研

究中"孙国敬等#

%

$通过对
<=$>!

作用于白血病细胞

JK!L"

后细胞周期及相关蛋白的表达的检测后发

现"

G!$

蛋白呈现明显上调" 而
JK!L"

是
G&>

缺失

的" 同样验证了
<=$>!

引起的细胞凋亡并非通过

G&>

实现! 但是关于为何
<=$>!

作用后
G&>

表达下

降目前则尚未明确原因!

E5-!!

作为一种重要的抗凋亡基因"其活性受到

;M!!E

的调控!包括
E5-!!

在内的
E5-

家族在泛素&

蛋白酶体途径中具有重要的作用 #

N

$

! 静息状态下"

;M!!E

的活性被其抑制因子
O!!E

所抑制"在急性炎

症反应%细胞损伤等应激情况下"释放的细胞因子诱

导
O!!E

磷酸化并启动
O!!E

共价结合泛素" 从而成

为
!L?

蛋白酶体的底物" 导致
O!!E

降解"

;M!!E

被

激活"并迁移到细胞核"结合于各种相应的基因启动

位点"从而启动基因转录"参与细胞凋亡%周期调节

等多种重要的调控作用!

<=$>!

作用于肿瘤细胞

后"可能通过抑制
O!!E

的降解"从而抑制
;M!!E

的

激活"使
E5-!!

的表达明显下降"从而增加肿瘤细胞

的凋亡! 除此以外"

K1+

等 #

$P

$研究发现"

;M!!E

的激

活能够促进卵巢癌细胞对铂类药物的耐药 "而

<=$>!

的使用正是能够通过抑制
;M!!E

的激活从

而达到逆转耐药的作用!

蛋白酶体抑制剂
<=$>!

除了以上通过对细胞

周期的调节作用以及抑制
;M!!E

的活性从而达到

促进细胞凋亡%逆转耐药的作用以外"还有多种促凋

亡的方式"比如
Q*+23R1+,

等人研究发现在卵巢癌细

胞中"蛋白酶体抑制剂
<=$>!

能够增加肿瘤坏死因

子相关的凋亡配体
BSCOK

对促凋亡药物的敏感性"

从而促进
BSCOK

对
C!H%"

及
C!H%"AIIT

耐药的卵

巢癌细胞的杀伤作用"而
E,*1R,U1

等#

$$

$人研究发现"

对前列腺癌细胞使用蛋白酶体抑制剂后" 可以通过

抑制
;M!!E

降低
?+,1-

的表达"从而抑制肿瘤细胞的

转移"这也提示我们除了直接的肿瘤抑制作用以外"

蛋白酶体抑制剂也存在潜在的抗肿瘤转移的作用!

综上所述"

$""V(-AK

的
<=$>!

对
?@49!>

及

?@49!>ABCD

均有明显抑制作用"使用
<=$>!

和紫

杉醇联合用药对
?@49!>ABCD

细胞具有明显的抑制

作用" 而该肿瘤杀伤作用是非
G&>

依赖性的"且

<=$>!

可能通过抑制细胞周期"同时抑制
;M!!E

的

活性从而抑制
E5-!!

等相关抗凋亡基因的表达"从

而与紫杉醇产生协同作用" 达到逆转
?@49!>ABCD

紫杉醇耐药的作用!
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