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"摘要#
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目的
!

探讨细胞因子诱导的杀伤"

7]6

#细胞在杀伤人卵巢癌耐顺铂"

VV;

#细胞株"

Z6X\'

'

VV;

#的效应当中是否存在着逆转化疗耐药作用及其对切除修复交叉互补基因组
$

"

R277$

#%切除修复交叉互

补基因组
1

"

R2771

#表达的影响$方法
!

四甲基偶氮唑盐比色法"

YCC

#检测
VV;

%

7]6

细胞%无毒剂量
7]6

细胞联合顺铂对人卵巢癌亲本细胞株"

Z6X\'

#和
Z6X\'

'

VV;

的体外杀伤活性$实时荧光定量聚合酶链反

应"

@>DB.?#<>;72

#和
=>+?>@,.AB"?

分别检测经无毒剂量
7]6

细胞作用下两组细胞中
R277$

%

R2771

基因表

达的变化$结果
!

VV;

和
7]6

细胞对
Z6X\'

%

Z6X\'

'

VV;

两组细胞均有杀伤效应!且随
VV;

浓度和效靶

细胞比值的升高呈依赖性增加&与单纯
VV;

作用相比!无毒剂量
7]6

细胞联合
VV;

对
Z6X\'

'

VV;

细胞具

有较明显的协同作用"

!

$

%&%9

#$

7]6

细胞作用
Z6X\'

'

VV;

细胞后!靶细胞中
R277$<234

和蛋白的表

达量较干预前降低!差异有统计学意义"

!

$

%&%9

#&

R2771<234

和蛋白的表达量较干预前降低!但差异无统

计学意义"

!

%

%&%9

#$结论
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7]6

细胞可以部分逆转
Z6X\'

'

VV;

细胞对
VV;

的耐药性!且
7]6

细胞逆转

Z6X\'

'

VV;

的耐药作用可能与
R277$

表达下调有关联!而与
R2771

表达下调无关联$
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卵巢癌是恶性程度最高的妇科肿瘤#一般早期没

有症状#确诊时有
)%̂

"

-%̂

的患者已属晚期#故卵

巢癌
9

年的生存率仅为
'%̂

&

$

'

)卵巢癌的主要治疗

手段是肿瘤细胞减灭术和以铂类药物为基础的联合
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化疗#铂类药物抗瘤疗效确切#约
/%̂

的初治患者获

得显著临床缓解#但仍有部分患者初次化疗不能控制

病情#或者缓解后又发生肿瘤复发及转移情况但再次

化疗效果欠佳#即出现多药耐药现象$

<LB?#!@L

G

@>.

+#+?D,J>

#

YV2

%#最终导致化疗失败&

1.'

'

)因此探寻新

的治疗手段以逆转化疗耐药是卵巢癌治疗研究的必

然选择)

V34

损伤修复能力增强是导致卵巢癌顺铂耐药

的主要原因之一#由铂
.V34

加合物引起的
V34

损

伤修复主要通过核苷酸切除修复途径#而切除修复交

叉互补基因组
$

$

R277$

%和切除修复交叉互补基因

组
1

$

R2771

%是该途径的重要参与因子&

0./

'

)生物治

疗是近年来肿瘤治疗中的重要进展之一#

7]6

细胞就

是一种肿瘤过继免疫治疗方法)目前#国内外临床上

以
7]6

细胞为主导的肿瘤免疫细胞治疗不断取得新

的进展&

(.$%

'

#但有关
7]6

细胞是否能够抑制肿瘤细胞

的
V34

修复能力而逆转肿瘤化疗耐药的研究少见报

道)本研究就
7]6

细胞对卵巢癌耐药细胞灵敏度的

影响及其与
R277$

*

R2771

基因表达变化情况的关

系进行研究#探索
7]6

细胞的治疗作用是否与部分逆

转卵巢癌化疗耐药现象有关#为其治疗卵巢癌可能提

供新的机制和理论补充)
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材料与方法

C&C

!

细胞培养
!

人卵巢上皮癌细胞耐顺铂株$

Z6.

X\'

"

VV;

细胞%及敏感亲本细胞株$

Z6X\'

细胞%均

购自中国医学科学院肿瘤细胞库#其中
Z6X\'

"

VV;

细胞株是以对顺铂敏感的
Z6X\'

为亲本#使用顺铂

连续作用并逐步提高药量而形成的耐药株)两组细

胞均用含
$%̂

胎牛血清的
2;Y].$)0%

培养液在

'-a

*

9̂ 7X

1

的孵箱内进行培养)

7]6

细胞是直接

由本院细胞工程实验室$负责完成
7]6

细胞体外诱导

及质量控制工作%提供)

C&D

!

试剂与药品
!

2;Y].$)0%

培养基*胎牛血清均

购自美国
W

M

JB",

公司#

YCC

试剂购自美国
Z#

G

<D

公

司#聚合酶链反应$

;72

%引物*反转录试剂盒*实时荧

光定量
;72

$

2>DB.?#<>;72

%反应试剂盒均购自日本

CD6D2D

公司#

[74

蛋白浓度测定试剂盒购自碧云天

公司#兔抗
R277$

*兔抗
R2771

$

g;V

%购自美国

7>BBZ#

G

,DB#,

G

公司#兔抗
%

.DJ?#,

购自博士德生物工

程有限公司#山羊抗兔辣根酶标记购自北京中衫公

司#

;\V5

膜购于美国
Y#BB#

I

"@>

公司#顺铂$

VV;

%购

自德州德药制药有限公司)

C&E

!

YCC

法检测
7]6

细胞作用靶细胞前*后对

VV;

化疗敏感性的变化

C&E&C

!

将对数生长期的
Z6X\'

*

Z6X\'

"

VV;

细胞

制成
9̀ $%

0

"

<8

的细胞悬液接种于无菌
()

孔培养板

中#每孔
$%%

#

8

)

10H

后将不同浓度
VV;

$

VV;

药物

终浓度分别为
0/&%%

*

10&%%

*

$1&%%

*

)&%%

*

'&%%

*

$&9%

*

%&-9

#

G

"

<8

%加入
()

孔板#每孔
$%%

#

8

#每组设
)

个

复孔)同时设置阴性对照组$不加顺铂%和调零组#放

置在
'-a

*

9̂ 7X

1

的孵育箱中培养
10H

)

YCC

法

测光密度$

,;

%值#计算两组细胞的抑制率)

C&E&D

!

按上述方法加
7]6

细胞#将
7]6

细胞以不同

效靶比$

/%h$

*

0%h$

*

1%h$

*

$%h$

%加入
()

孔板#每

孔
$%%

#

8

#每组设
)

个复孔)同时设置阴性对照组

$不加
7]6

细胞%和调零组)计算两组细胞的抑制率*

]7$%

值$即非细胞毒性剂量%)

C&E&E

!

按上述方法加入无毒剂量
7]6

细胞后#再加

入
VV;

)实验组中的两组细胞均加入各自
]7$%

对应

效靶比的
7]6

细胞#每孔
$%%

#

8

#每组
)

个复孔#同

时设置阴性对照组$等体积
2;Y].$)0%

培养液%和调

零组)待培养
10H

后#磷酸盐缓冲液$

;[Z

%反复清洗

去掉
7]6

细胞#再加入不同浓度
VV;

$

VV;

浓度同

$&'&$

%#每孔
$%%

#

8

#继续孵育
10H

)计算两组细胞

的抑制率及逆转倍数$

25

%)

C&F

!

@>DB.?#<>;72

检测
R277$

*

R2771<234

的

表达
!

@>DB.C#<>;72

检测
VV;

*无毒剂量
7]6

及

7]6

细胞分别作用两组细胞
10H

后
R277$

*

R2771

<234

的表达情况)将上述细胞扩大培养#

C2]_"B

法分别提取总
234

#反转录合成
JV34

#再进行
;72

扩增$

;72

引物序列见表
$

%)

;72

反应条件!预变性

(9a'%+

#进行
$

个循环 (

;72

反应
(9a9+

(

)%a

'%+

#进行
0%

个循环%(

99a

开始#每
%&0a

采集
$

次

荧光#每次
$%+

#共采集
$%%

次)在
;72

扩增过程中

设立无模板阴性对照)采用
1

.

##

7C法进行相对定量

分析#以
%

.DJ?#,

为内参基因对上样量进行校正)每组

设
'

个样本#重复
'

次)

表
$

!!

引物制备及引物序列

基因名称
XB#

G

"3D<>

序列

R277$ W41%(1-0.5 9S.44T4CTCTC4C77CTT77T47CT.'S

W41%(1-0.2 9S.4TTC77

G

7CTTCCC7CT7C7.'S

R2771 W4$'--/0.5 9S.744T447CTCT774T4T4CCT4T4.'S

W4$'--/0.2 9S.7CTCT4TT7CTCTT74CCC7.'S

%

.DJ?#, W4%)-/%'.5 9S.CTT747774T74744CT44.'S

W4%)-/%'.2 9S.7C44TC74C4TC77T77C4T44T74.'S

%9)1
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C&G

!

=>+?>@,.AB"?

检测
R277$

*

R2771

蛋白的表达

!

=>+?>@,.AB"?

检测
VV;

*无毒剂量
7]6

及
7]6

细

胞分别作用两组细胞
10H

后
R277$

*

R2771

蛋白的

表达情况)细胞裂解液冰浴细胞
9<#,

提取总蛋白

后#

[74

法对总蛋白进行定量)总蛋白加十二烷基硫

酸钠$

ZVZ

%上样缓冲液后#沸水浴
'

"

9<#,

)以聚丙

烯酰胺凝胶电泳$

;\TR

%#凝胶上的蛋白转移至聚偏

氟乙烯$

;\V5

%膜#

9̂

脱脂奶粉
'-a

封闭
0%<#,

#分

别加入兔抗人
R277$

单克隆抗体*兔抗人
R2771

单

克隆抗体和兔抗人
%

.DJ?#,

单克隆抗体$均
$h$%%%

稀释%一抗
0a

轻摇过夜#洗脱#辣根过氧化酶标记二

抗室温轻摇
$H

#洗脱)

;\V5

膜采用增强化学发光

显影
g

胶片#暗室曝光)使用
fLD,?#?

M

",>

图像分析

软件测定蛋白质条带的灰度值#以
%

.DJ?#,

作为内参后

计算其蛋白相对表达水平)重复
'

次)

C&H

!

统计学处理
!

采用
Z;ZZ$(&%

统计分析软件进

行数据分析#每组实验均重复
'

次#实验数据以
Gb@

表示)两组独立样本资料数据比较采用独立样本
=

检

验#两组间处理前后数据资料的比较采用配对
=

检验#

以
!

$

%&%9

为差异有统计学意义)

D

!

结
!!

果

D&C

!

VV;

*

7]6

细胞*

7]6

细胞联合
VV;

对
Z6.

X\'

*

Z6X\'

"

VV;

细胞增殖的影响
!

VV;

对
Z6.

X\'

*

Z6X\'

"

VV;

细胞均有杀伤效应#且两组靶细

胞的杀伤率均随
VV;

浓度的增加而增强$表
1

%#

VV;

对
Z6X\'

*

Z6X\'

"

VV;

细胞的
]79%

值分别为

$

1&0-b%&%$

%*$

)&()b%&%'

%

#

G

"

<8

#相同浓度作用

下#

VV;

对
Z6X\'

的杀伤活性高于
Z6X\'

"

VV;

#

差异有统计学意义$

!

$

%&%9

%)

7]6

细胞对
Z6X\'

*

Z6X\'

"

VV;

细胞均有杀伤效应#且杀伤活性随效靶

比的增高而增强$表
'

%#

7]6

细胞对
Z6X\'

*

Z6.

X\'

"

VV;

细胞的
]7$%

效靶比$即无毒剂量效靶比%

分别为
$)&(1h$

和
$0&%(h$

#相同效靶比作用下#

7]6

细胞对
Z6X\'

"

VV;

的杀伤活性高于
Z6X\'

#

差异有统计学意义$

!

$

%&%9

%)加用
7]6

细胞共培

养后#发现
VV;

对
Z6X\'

和
Z6X\'

"

VV;

的体外

杀伤活性显著增强$表
0

%#无毒剂量
7]6

细胞联合

VV;

作用后#

Z6X\'

"

VV;

细胞的
]79%

降 低 为

$

0&(%b%&%1

%

#

G

"

<8

#

2Bc$&01

#即与单纯
VV;

作

用相比#

7]6

细胞联合
VV;

对
Z6X\'

"

VV;

具有较

明显的协同作用#差异有统计学意义$

!

$

%&%9

%)

D&D

!

7]6

细胞干预
Z6X\'

*

Z6X\'

"

VV;

前后
R2.

77$

和
R2771<234

的表达情况
!

Z6X\'

和
Z6.

X\'

"

VV;

细胞株中
R277$<234

的相对表达量分

别为
%&-/b%&%'

和
%&(/b%&$'

(

R2771<234

的

相对表达量分别为
%&1'b%&%'

和
%&9)b%&%$

#即

Z6X\'

"

VV;

和
Z6X\'

相比#

R277$

*

R2771<2.

34

表达量均明显增高#差异有统计学意义$

!

$

%&%9

%)当
7]6

细胞干预
Z6X\'

和
Z6X\'

"

VV;

细

胞株后#

R277$<234

的相对表达量分别为
$&$$b

%&%1

和
%&-$b%&%1

(

R2771<234

的相对表达量分

别为
%&'(b%&%/

和
%&09b%&%)

#即
7]6

细胞干预

Z6X\'

"

VV;

细胞株后#与未干预组相比#

R277$

<234

表达量显著下降#差异有统计学意义$

!

$

%&%9

%(

R2771<234

表达水平下降#但差异无统计

学意义$

!

%

%&%9

%)见图
$

*

1

)

表
1

!!

VV;

作用
Z6X\'

'

Z6X\'

(

VV;

细胞
10H

后

!!!

的抑制率$

0c)

)

Gb@

)

^

%

顺铂浓度$

#

G

"

<8

%

Z6X\'

细胞
Z6X\'

"

VV;

细胞

%&-9 %&1-b%&%$ %&%'b%&%$

"

$&9&% %&')b%&%$ %&10b%&%1

"

'&%% %&9)b%&%$ %&'-b%&%'

"

)&%% %&)/b%&%$ %&00b%&%'

"

$1&%% %&-(b%&%$ %&9(b%&%1

"

10&%% %&(%b%&%1 %&-9b%&%'

"

0/&%% %&()b%&%' %&(%b%&%1

"

!!

"

!

!

$

%&%9

#与
Z6X\'

细胞比较

表
'

!!

7]6

细胞作用
Z6X\'

细胞'

Z6X\'

(

VV;

细胞

!!!

10H

的抑制率$

0c)

)

Gb@

)

^

%

7]6

细胞效靶比
Z6X\'

细胞
Z6X\'

"

VV;

细胞

9h$ %&%1b%&%$ %&%'b%&%$

"

$%h$ %&%9b%&%$ %&%/b%&%1

"

1%h$ %&$$b%&%1 %&$1b%&%0

"

0%h$ %&1-b%&%' %&''b%&%)

"

/%h$ %&)0b%&%1 %&))b%&%$

"

!!

"

!

!

$

%&%9

#与
Z6X\'

细胞比较

表
0

!!

无毒剂量
7]6

细胞联合顺铂作用
Z6X\'

细胞'

!

Z6X\'

(

VV;

细胞
10H

的抑制率$

0c)

)

Gb@

)

^

%

无毒剂量
7]6i

不同

浓度顺铂$

#

G

"

<8

%

Z6X\'

细胞
Z6X\'

"

VV;

细胞

%&-9 %&'1b%&%1 %&%'b%&%$

"

$&9% %&91b%&%$ %&'1b%&%'

"

'&%% %&)$b%&%1 %&0/b%&%$

"

)&%% %&-%b%&%$ %&)$b%&%1

"

$1&%% %&/%b%&%1 %&-9b%&%0

"

10&%% %&(1b%&%1 %&/-b%&%$

"

0/&%% %&(/b%&%' %&()b%&%$

"

!!

"

!

!

$

%&%9

#与
Z6X\'

细胞比较

D&E

!

7]6

细胞干预
Z6X\'

*

Z6X\'

"

VV;

前后
R2.

77$

和
R2771

蛋白的表达情况
!

Z6X\'

和
Z6.

X\'

"

VV;

细胞株中
R277$

蛋白的相对表达水平分

别为
%&'(b%&%$

和
%&9(b%&%%

(

R2771

蛋白的相对

表达水平分别为
%&)(b%&%%

和
%&9(b%&%%

#即
Z6.

$9)1

重庆医学
1%$/

年
-

月第
0-

卷第
1%

期



X\'

"

VV;

和
Z6X\'

相比#

R277$

*

R2771

蛋白表

达水平均增高#差异有统计学意义$

!

$

%&%9

%)当

7]6

细胞干预
Z6X\'

和
Z6X\'

"

VV;

细胞株后#

R277$

蛋白的相对表达水平分别为
%&'(b%&%/

和

%&09b%&%)

(

R2771

蛋白的相对表达水平分别为

%&0$b%&%/

和
%&''b%&%$

)

=>+?>@,.AB"?

提示
7]6

细胞干预
Z6X\'

"

VV;

细胞后#

R277$

*

R2771

蛋

白均表达下降#但
R277$

蛋白表达量下降差异有统

计学意义$

!

$

%&%9

%#而
R2771

蛋白表达水平下降#

但差异无统计学意义$

!

%

%&%9

%)见图
'

*

0

)

!!

"

!

!

$

%&%9

#与
Z6X\'

"

VV;i7]6

比较(

&

!

!

$

%&%9

#与
Z6X\'

比较

图
$

!!

各组细胞中
R277$<234

的表达

!!

"

!

!

$

%&%9

#与
Z6X\'

"

VV;i7]6

比较(

&

!

!

$

%&%9

#与
Z6X\'

比较

图
1

!!

各组细胞中
R2771<234

的表达

!!

$

!

Z6X\'

"

VV;

(

1

!

Z6X\'

"

VV;i7]6

(

'

!

Z6X\'

(

0

!

Z6X\'i

7]6

图
'

!!

各组细胞中
R277$

蛋白的表达

!!

$

!

Z6X\'

"

VV;

(

1

!

Z6X\'

"

VV;i7]6

(

'

!

Z6X\'

(

0

!

Z6X\'i

7]6

图
0

!!

各组细胞中
R2771

蛋白的表达

E

!

讨
!!

论

!!

卵巢癌是病死率最高的妇科恶性肿瘤#肿瘤细胞

减灭术和以铂类药物为基础的联合化疗是治疗卵巢

癌的主要手段#其中铂类药物抗瘤疗效确切#但长期

应用所产生的耐药性#成为卵巢癌治疗难以获得显著

效果的主要瓶颈)细胞免疫治疗是一种被认为有可

能治愈癌症的方法#它通过打破机体对肿瘤细胞的免

疫耐受#增强机体免疫系统对肿瘤的免疫反应&

$$.$1

'

)

关于细胞免疫治疗联合化疗协同治疗恶性肿瘤已有

相关报道&

$'.$0

'

#但对
YV2

肿瘤的协同治疗报道较少#

且尚未阐明这一互补性杀伤的机制)

本研究中采用了
YCC

法检测
VV;

对人卵巢癌

细胞
Z6X\'

及卵巢癌耐
VV;

细胞
Z6X\'

"

VV;

两

组细胞的体外杀伤效应)结果显示
VV;

对
Z6X\'

及
Z6X\'

"

VV;

的杀伤活性均随
VV;

浓度的增高而

增强#但与
Z6X\'

细胞相比#同浓度
VV;

对
Z6.

X\'

"

VV;

细胞的体外杀伤活性更低#说明与亲代敏

感细胞相比#

VV;

杀伤耐药卵巢癌细胞效应的能力显

著下降)以往的研究已证明
VV;

是一种与细胞

V34

结合#诱导细胞凋亡的铂类化合物#本研究结果

亦证实卵巢癌敏感和耐药细胞凋亡是
VV;

发挥细胞

毒效应的结果)本研究还显示
7]6

细胞对耐药细胞

Z6X\'

"

VV;

的杀伤效应高于
Z6X\'

#与文献&

$9

'报

道相符)石永进等&

$)

'研究认为
7]6

细胞可能是导致

化疗药物在
YV2

肿瘤细胞内积累量明显增加的主要

原因之一#尤其是
Y75-D!@

核膜上
;.

GI

表达的降

低#必将导致化疗药物更易于进入其作用靶点
.

细胞

核#进而引起免疫效应细胞联合低于
]79%

剂量的化

疗药物#对
YV2

肿瘤细胞的杀伤活性明显高于单纯

用同等剂量化疗药物或单纯用相同效靶比的
7]6

细

胞杀伤活性)本研究结果发现#

7]6

细胞联合
VV;

对两种靶细胞的杀伤活性均随
VV;

浓度的升高而增

加#且较单纯使用
VV;

或
7]6

细胞的杀伤活性明显

增加#且在低效靶比
7]6

细胞联合化疗药物作用于

Z6X\'

"

VV;

细胞的情况下#仍可大幅度提高耐药细

胞对化疗药物的灵敏度#提示
7]6

细胞存在部分逆转

化疗药物耐药的作用)因此#

7]6

细胞联合
VV;

治

疗耐药性卵巢癌患者有可能会成为发展前景良好的

综合治疗方案#值得进一步研究探讨)

V34

损伤修复能力增强是铂耐药的主要原因#

核苷酸切除修复$

,LJB>"?#!>>NJ#+#",@>

I

D#@

#

3R2

%是

V34

修复机制中的一条重要途径&

0

'

)

R277$

是

3R2

途径的限速酶#有研究显示
R277$

基因的高表

达与
VV;

在多种肿瘤中的耐药性相关#还可作为判

断肿瘤患者铂类药物化疗灵敏度的指标&

$).$-

'

(封闭或

下调
R277$

基因可逆转卵巢癌细胞铂耐药&

$/

'

)

R2.

771

是
3R2

通路中一种重要
V34

修复基因#它能使

受损的
V34

被特异性核酸内切酶切除#进而使受损

V34

得以修复&

$(.1%

'

)肺癌中
R2771

各基因型与铂

类化疗缓解率相关性的研究结果报道不一#甚至有研

究报道称#

R2771

的单核苷酸多态性$

Z3;

%与化疗灵

19)1

重庆医学
1%$/

年
-

月第
0-

卷第
1%

期



敏度无关&

1$

'

#然而
R2771

基因在卵巢癌组织中的表

达与药物化疗疗效*耐药之间关系的报道尚无定论)

本次实验利用
2>DB.?#<>;72

及
=>+?>@,AB"?

检测

Z6X\'

*

Z6X\'

"

VV;

细胞经无毒剂量的
7]6

细胞

干预前后
R277$

*

R2771<234

及蛋白的表达情

况#结果提示
7]6

细胞逆转卵巢癌细胞的耐药性可能

与
R277$<234

表达下调有关#同时佐证了
R277$

基因在肿瘤细胞耐药中的重要作用#为今后临床应用

7]6

细胞提高卵巢癌化疗药物灵敏度及改善患者的

生存和预后提供更有力的实验证据)但肿瘤的发生*

发展及转移是由多基因*多因素共同作用的结果#因

此还需要深入研究与
R277$

共同作用的相关基因及

其导致卵巢癌耐药的作用机制)本研究结果还显示#

Z6X\'

"

VV;

细胞内
R2771<234

及蛋白的表达

均明显高于
Z6X\'

细胞#说明
R2771

可能与
Z6.

X\'

"

VV;

细胞对
VV;

耐药相关#但
7]6

细胞未能

降低
Z6X\'

"

VV;

中
R2771

的
<234

及蛋白表

达#提示
7]6

细胞逆转
Z6X\'

"

VV;

细胞对
VV;

的

耐药作用可能与
R2771

无相关性)目前有关
R2.

771

基因与卵巢癌耐药疗效判断的相关数据十分有

限#

VV;

的耐药性及逆转耐药作用与
R2771

关系还

有待进一步扩大样本量研究#并与其他
V34

修复基

因进行联合分析)
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