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摘 要!#目的$ 探讨选择性环氧化酶
!!N'1O!!M

抑制剂
*()(*+,-.

对人卵巢癌耐药细胞株
/012!3P556

的增殖抑制作用并初步探讨其机制% #方法 $ 用不同浓度
*()(*+,-.

作用
/012!3P556

细胞不同时间后!

I77

法检测细胞增殖抑制情况!

Q7R6'Q

法检测细胞中
AD?F-F-=

及
S/7!!!EQTU

的表达情况!

V'I

法检测细胞
AD?F-F-=

及
S/7!!

蛋白表达情况%

#结果$

*()(*+,-.

可以抑制
/012!3P556

细胞的增殖!呈药物浓度及时间依赖性%

Q7R6'Q

法检测发现与未处理组相比 !

*()(*+,-.

可下调
/012!3P556

细胞中
AD?F-F-=

及
S/7!!!

EQTU

的表达"

6#LW"$

&!

V'I

法检测显示
*()(*+,-.

可下调细胞中
AD?F-F-=

及
S/7!!

蛋白
表达"

6#"W"$

&% #结论$

*()(*+,-.

能抑制
/012!34556

细胞增殖!并呈浓度及时间依赖性!

其机制可能与下调
AD?F-F-=

及
S/7!!

表达相关%

主题词!

*()(*+,-.

'

/012!34556

'细胞凋亡'

AD?F-F-=

'

S/7!!

中图分类号!

QX3XW3$

文献标识码!

U
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$&X$R$X"O

"

!"$!

#
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卵巢癌是我国常见的妇科恶性肿瘤% 大多患者

发现时已属晚期!虽然经过手术(辅助化疗等治疗!

但效果较差!其中与化疗过程中细胞耐药密切相关%

有研究发现环氧化酶
!!

"

*\*)++,\>(=@A(!!

!

'1O!!

&在

卵巢癌组织中高表达#

$

$

%潘珊等#

!

$也发现在上皮性卵

巢癌组织中
'1O!!

高表达!且与化疗耐药及预后相

关%目前!

'1O!!

抑制剂初步显示出一定的抗肿瘤作

用!其中
*()(*+,-.

已被美国
V5U

批准治疗家族性腺

瘤息肉"

:@E-)-@) @H(=+E@;+DA B+)\B+A-A

!

VU6

&% 为了

进一步探讨
'1O!!

抑制剂对耐顺铂的卵巢癌的作

用! 我们选用耐顺铂的卵巢癌细胞株
/012!34556

进行体外试验!并探讨其相关机制%

$

材料与方法

!"!

材 料

$W$W$

细胞株

人卵巢癌耐药细胞株
/012!34556

购自北京肿

瘤研究所%

$W$W!

药品及试剂

*()(*+,-.

为武汉施瑞科技有限公司产品% 顺铂

为山东齐鲁制药有限公司产品%

Q6I< $&YL

培养基

购自美国
S<^'1P^QG

公司!兔抗人
AD?F-F-=

多克隆

抗体购自河北博海生物工程开发有限公司! 羊抗兔

<>S

二抗( 羊抗鼠
<>S

二抗和鼠抗人
S/7!!

多克隆

抗 体 均 购 自 美 国
/@=;@ '?D_ ^-+;(*8=+)+>\

公 司 %

7?-_+) Q(@>(=;

购自上海
S(=( Q@\

生物工程公司%

$W$W3

主要仪器和设备

'1

!

恒温培养箱
N7'!3!3M

为美国
/C9G51T

公

司产品!超净工作台
N/`!'a!<VM

为苏州净化设备集团

产品!

6'Q

扩增仪
N69ZXLLM

为美国
U^<

公司产品!流

式细胞仪
N9B-*A!OG"

型
M

为美国
^'

公司产品!倒置

相差显微镜
NGCKLUM

为日本
1GbI6c/

公司产品%

!"#

实验方法

$W!W$

细胞培养

将
/012!3P556

细胞置于
BCXW!dXWY

的含
$Le

胎牛血清
NV'/M

的
$&YL

完全培养液
N

其中青霉素

$LLc4E)

!链霉素
$LLc4E)M

中!在
/012!34556

细胞

培养体系中加入浓度为
$#>4E)

的顺铂以维持耐药

性!在
3X$

(

Ke'1

!

和饱和湿度条件下培养!

3H

换液

传代一次% 取对数期细胞用于实验%

Y$Z
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法检测细胞体外增殖抑制情况

取对数生长期
>?49!@ABBC

细胞! 以
%:D"$D

E

个
A

孔接种于
F&

孔培养板!设
&

个复孔" 在
@G#

#

HI

/4

!

及饱和湿度下培养
!E0

后小心吸出各孔内培养

液!实验组加含不同浓度
52-25(J1K

的培养基
$DD!-

!

终浓度为
!:H!L(-AM

#

H!L(-AM

#

$D!L(-AM

#

!D!L(-AM

#

ED!L(-AM

#

%D!L(-AM

" 继续培养
!E0

#

E%0

#

G!0

后各培

养孔加入
<==NHL6AL-O!"!-

" 避光培养
E0

后!弃去

上清! 分别加入
$"PB<>4 #HD!-A

孔" 振荡器震荡

#HL1+

!溶解
<==

后!用全自动酶标仪检测各孔光密

度值
Q4B

EF!

O

!重复
@

次"按下列公式计算
52-25(J1K

对

>?49!@ABBC

细胞的抑制率$

1+01K1R(*7 *,R2

!

ST

%&

STU

'

$VQ

实验组
4B

值
V

空白对照组
4B

值
OAQ

对照组
4B

值
V

空白对照组
4B

值
O

(

"$DDI

" 以药物处理时间为

横轴!抑制率为纵轴!绘制增殖抑制曲线"

$:!:@

半定量
T=VC/T

检测

收集各实验组细胞 !

=TSW4M

法提 取细胞总

T;X

!琼脂糖电泳法鉴定
T;X

的质量!并采用核算

定量仪定量)采用反转录试剂盒合成
5B;X

!随后进

一步扩增获得目的片段" 具体反应条件&

YXCBZ

&

$

FE$ HL1+

!

FE$ #L1+

!

&E$ ED3

!

G!$ @D3

! 循环
@D

次%"

3)*[1[1+! \

$

FE$ !L1+

!

FE$ EH3

!

H%$ EH3

!

G!$

#L1+

! 循环
@D

次 %)

Y>=!"

& $

FE$ !L1+

!

FE$ EH3

!

HG$ EH3

!

G!$ #L1+

!循环
@D

次%"扩增产物在
!I

琼

脂糖凝胶上行电泳鉴定! 凝胶成像分析系统拍照记

录"每组重复
@

次!取平均值"

C/T

引物序列见表
#

"

#:!:E ]/<

检测
3)*[1[1+

和
Y>=!"

蛋白的表达

分别收集各实验组细胞!

GDI

乙醇溶液 $

E$

预

冷% 固定细胞!

T;,32

酶消化后! 加入
3)*[1[1+

及

Y>=!"

单克隆抗体!荧光标记二抗!检测两种蛋白的

表达" 以荧光指数$

.-(*2+52 1+^2J

!

]S

%表示蛋白表达

的相对含量"

]SU

实验样品均道值
A

对照样品均道值

$均道值
U -6Q_VL(^2

值
O%@E"

%" 每组重复
@

次!取平

均值"

!"#

统计学处理

用
>C>>$@:"

统计学软件进行数据处理!各组数

据以
!&3

表示" 两个独立样本组间均数比较用
R

检

验! 多组间均数差异比较采用单因素方差分析
Q(+2!

`,7 X;49XO

!以
C'":"H

为差异具有统计学意义"

!

结 果

$"! 52-25(J1K

对
>?49!@ABBC

细胞体外增殖的影响

<==

法检测结果显示同一时间各浓度组与对

照组比较!

!:H!L(-AM

组$

!E0

%无明显差异!其余各组

与对照比较差异显著
QCa":"$O

!并且随着药物浓度增

高!抑制率相应增高"同一浓度不同时间点间抑制率

比较同样具有显著性差异
QCa":"$O

!且随着时间延长!

抑制率增高!但
E%0

后抑制趋势减缓" 见表
!

#图
$

"

$"$ 52-25(J1K

对
>?49!@ABBC

细 胞 中
3)*[1[1+

!

Y>=!" LT;X

表达的影响

半定量
T=VC/T

检测发现! 经
$"!L(-AM 52-2!

5(J1K

分别作用
>?49!@ABBC

细胞
!E0

#

E%0

#

G!0

后!

应用凝胶成像系统对
LT;X

相对表达量分析&随着

52-25(J1K

作用时间延长!

3)*[1[1+ LT;X

表达量也持

药物浓度
$

!L(-AM

%

抑制率
QPO

!E0 E%0 G!0

!:H ":H&E&":"&@ H:&$$&":EH$

b

##:&%H&D:&DH

b

H E:FF!&#:%%H

b

#H:&&&D:GD&

b

#%:@%E&D:EG@

b

#D F:D%F&D:@FG

b

!H:EE%&#:#@F

b

@D:&@H&D:F!F

b

!D !E:DGE&#:EG%

b

ED:%&!&#:#&F

b

E!:%%&&D:GF!

b

ED EE:#DE&#:!!H

b

&E:F%%&D:&@@

b

G#:D&H&D:FE#

b

%D HF:@!@&#:G%%

b

%F:@!D&D:H%@

b

FE:%!F&D:FDF

b

表
# C/T

引物序列

基因 引物序列 引物长度

YXCBZ H(!X//X/XY=//X=Y//X=/X/=!@( EH!Kc

H(!=//X//X///=Y==Y/=Y=X!@(

Y>=!" H(! //Y=YY=/=X===///XY==/Y!@( E&&Kc

H(! /XY/XXY=//XY/XYY==Y=XY!@(

3)*[1[1+ H(! YYX//X//Y/X=/=/=X/X=!@( @HDKc

H(! Y/X/===/==/Y/XY===//!@(

表
!

不同浓度
52-25(J1K

对
>?49!@ABBC

细胞体外
生长的抑制作用"

+U&

#

图
# 52-25(J1K

对
>?49!@ABBC

细胞体外生长的抑制作用

注&

b

与对照组比较!

C'D:D#

"

#DD

%D

&D

ED

!D

D

抑
制

率
$

)

%

*+, , -. *. /. 0.

52-25(J1K

浓度$

!L(-AM

%

!E0

E%0

G!0

E!D
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续下降!与对照组相比!差异显著
'()*+,$-

"

./0!!1

.2(34

与对照组相比!作用
!56

与
5%6

持续下降!

而作用
7!6

后比值反而升高!但与
5%6

组比较无明

显差异" 与对照组比较有明显差异
'(),8"$-

" 见表

9

#图
!

"

!"# :;<;:=>?@

作用不同时间对
/ABC!9133(

细胞

DEFG?G?H

!

./0!!

蛋白表达的影响

流式细胞仪检测后!按公式计

算
DEFG?G?H

#

./0!!

蛋白的
IJ

值 "

经
:;<;:=>?@

处 理
!56

#

5%6

#

7!6

后!

DEFG?G?H

及
./0!!

蛋白的
IJ

值

较对照组减少
K(),8,$-

!且随着作

用时间延长!

DEFG?G?H

蛋白的
IJ

值

持续减少!与对照组相比差异显著

K(),8,$-

!

5%6

后减缓 ! 其中用药

5%6

与用药
7!6

相比!

IJ

值无统计

学意义" 但是
./0!!

蛋白的
IJ

值

经
:;<;:=>?@

作用
!56

#

5%6

#

7!6

后

分别为 $

,8L79

#

,8L5$

和
,8L&9

!作

用
7!6

后较作用
5%6

反而有所升

高!但实验组与对照组比较!统计

学差异明显
K(),8,$-

" 见表
5

#图
9

"

图
! M0N(OM

法检测
DEFG?G?H

和
./0!!

在
/ABC!9133(

细胞中的表达

图
9 :;<;:=>?@ $,"P=<1Q

处理
/ABC!9133(

细胞对
DEFG?G?H

!

./0!!

蛋白表达的影响

表
9 M0N(OM

法检测
DEFG?G?H

和
./0!!

在
/ABC!9133(

细胞中的表达"

HR9

#

组别
DEFG?G?H

表达量
./0!!

表达量

实验组
!56 ,87,$",8,L! ,8&!5",8,9%

5%6 ,8S$%",8,97 ,85&9",8,$S

7!6 ,857S",8,%! ,8S5S",8,5!

对照组
,87$$",8,$& ,8%77",8,7$

DEFG?G?H

./0!!

表
5 :;<;:=>?@

处理
/ABC!9133(

细胞对
DEFG?G?H

!

./0!!

蛋白表达的影响

组别
DEFG?G?H

表达量
./0!!

表达量

实验组
!56 ,8LL5",8,$$ ,8L79",8,,5

5%6 ,8LS$",8,,! ,8L5$",8,,9

7!6 ,8L5S",8,,! ,8L&9",8,5$

对照组
$ $

2

对照组
T

作用
!56

后
O

作用
5%6

后
3

作用
7!6

后

DEFG?G?H

表达

2

对照组
T

作用
!56

后
O

作用
5%6

后
3

作用
7!6

后

./0!!

表达

.2(34 .2(34

5!$
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讨 论

卵巢癌是妇科三大肿瘤之一! 我国卵巢癌发病

率居妇科肿瘤第
<

位" 近几十年对于卵巢癌的认识

和诊断治疗方法取得了较大进展! 但是总生存率仍

徘徊不前"化疗是卵巢癌重要治疗方法之一!虽然顺

铂联合化疗提高了晚期卵巢癌的疗效! 但即使初始

晚期卵巢癌手术联合化疗后临床已达完全缓解的患

者!仍有
=>?!@=?

的复发可能" 因为上皮癌既对化

疗敏感又易产生耐药"近年来新药不断涌现!但这些

新药对耐药卵巢癌均属中度有效
A

有效率约
!>?B

!

因此耐药卵巢癌的治疗仍是当今棘手的问题" 寻找

逆转肿瘤细胞多药耐药的有效药物成为提高化疗疗

效的关键方法之一"

/4C"!

与肿瘤的关系首先来源于流行病学资

料! 长期服用非甾体类抗炎药物人群的结肠癌发病

率明显降低#

<

$

" 研究发现
/4C"!

在正常组织中不表

达或表达量很少! 但细胞在受到各种致癌物质刺激

后表达量上调"

/4C"!

与卵巢癌的发生发展及对药

物反应近年亦有报道"

D22

等 #

E

$发现
/4C"!

在卵巢

癌中高表达" 苏亚娟等#

=

$构建了重组表达质粒
FG2"

+231-"#"31H;I"/4C"!

! 发现其能明显抑制卵巢癌细

胞株中
/4C"!

表达! 并抑制肿瘤细胞生长和迁移"

但对于卵巢癌耐药细胞的研究较少"

近年来发现凋亡蛋白抑制因子 %

1+01J1K(* (.

,F(FK(313 F*(K21+3

!

LIM3

& 在许多物种的抑制细胞凋

亡过程中起重要作用! 是最重要的细胞凋亡调节

因子之一"人类发现的
LIM3

家族有
%

个成员"其中

3)*N1N1+

基因直接抑制
/,3F,32

蛋白酶!通过抑制凋

亡通路下游的汇集点
/,3F,32"<

和
/,3F,32"@

而发

挥抗凋亡作用 #

&

$

!其表达产物
3)*N1N1+

蛋白是
$OO@

年
IPJ*(31+1

等发现的
LIM

家族的新成员! 其主要

功能是抑制肿瘤细胞的凋亡! 同时具有调节细胞周

期的作用#

@

$

"

3)*N1N1+

是迄今为止发现的最强效的凋

亡抑制因子! 能够抑制细胞凋亡! 同时调节有丝分

裂" 目前发现在结肠癌#

%

$

'宫颈癌#

O

$细胞中应用
52-2"

5(Q1J

可以明显抑制
3)*N1N1+

蛋白的表达!乳腺癌中

52-25(Q1J

能够增敏癌细胞对于放疗的敏感性! 与抑

制
3)*N1N1+

的表达亦有关 #

$>

$

!因此推测在
52-25(Q1J

抑制肿瘤细胞增殖过程中! 抑制
3)*N1N1+

蛋白表达

可能起一定作用" 本实验研究单独应用
52-25(Q1J

血

药浓度剂量作用于细胞!能够明显抑制
3)*N1N1+

蛋白

表达!与
R,S(6)501"4S,T,

等#

%

$

'

U)S,T,

等#

O

$研究结果

相似" 进一步分析发现
3)*N1N1+

蛋白表达量下降呈

现时间依赖性!

E%0

组与
!E0

组比较下降明显!随后

下降趋势渐缓! 与
VWW

结果中增殖抑制趋势相吻

合" 然而
HWXM/H

研究发现
E%0

组与
@!0

组比较结

果相似!无统计学差异!提示
E%0

后药物的抑制作用

可能逐渐减弱甚至消失" 本研究通过流式细胞术检

测
RY49"<Z[[M

细胞中
3)*N1N1+

蛋白在接受不同处

理后的变化!发现
52-25(Q1J

作用不同时间均可降低

3)*N1N1+

蛋白的表达量!呈时间依赖性!进一步验证

52-25(Q1J

诱导凋亡发生与下调凋亡抑制基因及其蛋

白
3)*N1N1+

相关"

谷胱甘肽
A6-)K,K01(+2

!

GR\B

依赖性解毒酶系统

是存在于动'植物内的重要解毒酶系统!其中最重要

的是谷胱甘肽
"R"

转移酶
AGRWB

!它是一组具有多种生

理功能的蛋白质!能通过催化毒性物质与
GR\

相结

合或通过非酶结合方式将体内有毒物质排出体外"

其过度表达不仅可以催化亲电性烷化剂与谷胱甘肽

结合!使其更有极性而加强外排!还可直接与亲电性

物质结合!消除自由基或过氧化物!保护肿瘤细胞(

在人体内! 许多抗肿瘤药物! 如
/WC

'

V]D

'

/D^

'

^/_;

'

[[M

'

I[V

和
VV/

等可通过该系统失活!对

这些药物耐药与该系统活性增高部分有关#

$$

$

" 有研

究发现前列腺素
"!`MG"!B

的类似物吡前列素和吲

哚美辛是
GRW

抑制剂"

V5--a,1+

等#

$!

$研究发现
GRW""

能够催化各种内外源性亲电子物质如白三烯! 及某

些抗癌药物与
GR\

结合形成药物
GR\

结 合物

`GR\CB

! 这些结合物由跨膜存在的
GR\C

泵类
`

如

VHMB

泵出细胞外或改变其胞内分布!从而降低药物

在细胞内的有效蓄积! 使肿瘤细胞对这些抗癌药物

敏感性降低!最终导致多药耐药的发生"

^2260-7

等#

$<

$

发现!通过抑制
GRW

的功能可以提高卵巢癌患者术

后化疗的敏感性及生存率" 卵巢癌对化疗药物特别

是铂类药物可能有获得性耐药! 与肿瘤组织在接受

化疗后出现基因激活有关 #

$E

$

" 实验发现应用
52-2"

5(Q1J

后可下调
RY49"<Z[[M

细胞中
GRW""

蛋白!

存在时间依赖性!且应用
E%0

后下降最明显!

@!0

组

与
E%0

组相比反而增高!

HWXM/H

结果与流式细胞

术检测结果趋势一致!但具体原因不明!需进一步研

究是否
E%0

后药物在细胞内浓度有重新分布! 以致

E!!
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蛋白的合成抑制作用减弱 ! 分析

*+,+*-./0

诱导耐顺铂细胞株死亡可能与应用
*+,+!

*-./0

后下调细胞耐药相关基因
'()!!!1234

及蛋

白表达水平相关!

综上所述"本实验证实了选择性
567!!

抑制剂

*+,+*-./0

可以抑制卵巢癌耐药细胞
(869!:;<<=

细

胞增殖" 其机制可能与下调凋亡抑制蛋白
>?@A/A/B

和下调耐药蛋白
'()!!

表达相关!
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