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目的
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研究人卵巢癌细胞顺铂耐药与上皮间质转化"

6/U

$的关系%方法
!

以顺铂低剂量诱导结

合间歇大剂量冲击的方法建立卵巢癌顺铂耐药细胞株
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细胞迁移实验及细胞侵袭实验检查
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体外诱导卵巢癌细胞
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检测其对顺铂化疗敏感

性的影响%结果
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呈间充质细胞特点!获得侵袭'迁移能力!且上皮分子标志物
6'?#P.&12K

表达下

调!间充质分子标志物
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表达上调%
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体外诱导卵巢癌细胞发生
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改变后对顺铂敏感性明显

降低%结论
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卵巢癌发病率居女性生殖系统恶性肿瘤第三位!

病死率高居第一位!全球每年因卵巢癌死亡的患者约
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%卵巢癌起病隐匿&早期症状不典型!使得多

数卵巢癌患者确诊时已为晚期!手术难以彻底清除肿
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瘤病灶%以铂类药物为基础的联合化疗是晚期卵巢

癌的一线治疗方式!然而多数患者在化疗过程中产生

耐药!导致肿瘤复发转移!这是卵巢癌治疗失败的重

要原因之一'

,'(
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%因此!探索卵巢癌顺铂耐药的分子

机制成为卵巢癌研究的难点与热点%

上皮间质转化"

6/U

#是指上皮细胞在内外因素

刺激下转化为具有间充质表型的生物学过程%最新

研究表明!

6/U

与肿瘤转移&肿瘤干细胞形成及肿瘤

耐药等多种恶性生物学行为密切相关'
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%目前!关

于卵巢癌顺铂耐药与
6/U

之间的关系研究较少%本

研究建立卵巢癌顺铂耐药细胞株!比较耐药细胞和亲

本细胞表型差异$另外体外诱导卵巢癌细胞发生

6/U

!观察对顺铂化疗敏感性的影响!以期探讨
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与卵巢癌细胞顺铂化疗耐药间的关系!为阐明卵巢癌

顺铂耐药提供新的研究思路%
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材料与方法
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细胞培养及顺铂耐药细胞株的建立
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的培养箱中培养%通过顺铂间歇诱导

和大剂量冲击相结合的方法建立顺铂耐药的人卵巢

癌细胞株
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周后进行实验%

?!!!!

!

/UH

实验
!

将处于对数生长期的细胞按每

孔
(***

个接种到
B4

孔板!待培养细胞贴壁后加入浓

度为
*!3

&

3!*

&

3*!*

&

,*!*

&

-*!*

&

=*!*

及
3**!*

%

@0M

*

Z

的顺铂%培养
),.

后加入
/UH

"

+

R

*

Z

#每孔

,*

%

Z

!孵育
,.

!于酶标仪上测定波长
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值"

$

-B*

#%每孔重复
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次%由
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值计算出各药物浓

度处理组的生存率!依据药物浓度与其生存率绘制量

效曲线图%
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擦去内室面未迁移细胞!
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细胞侵袭实验
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将基质胶铺于小
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培养液

3**

%

Z

%制备细胞悬液!上室加入细胞浓度为
,b3*

+

个*
@Z

细胞悬液
,**

%

Z

!培养
-=.
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检测
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取生长状态良好的细胞!
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的一抗
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孵育过夜!
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洗涤后加
7CV

标记的

二抗室温孵育
3.
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底物显色%
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免疫荧光检测
!

制备细胞爬片!以
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多聚甲醛室温固定
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!
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标记二抗于
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!抗淬灭封片剂封片!于荧光显微镜下观察!

拍照%
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体外诱导
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用
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诱导卵巢癌细胞
8,)=*

发生
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后
6/U

改变!检测

细胞迁移&侵袭能力及
6/U

标记物表达以验证
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表型%
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统计学处理
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采用
HVHH3)!*

统计软件进行分

析%计量资料以
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检验!多组间比较采用
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检验!以
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卵巢癌细胞顺铂耐药的鉴定
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结果显示!
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卵巢癌细胞顺铂耐药形态学观察及迁移&侵袭

能力检测
!
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发生了形态

学改变!具有间充质细胞形态学特点!细胞变得狭长&
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细胞迁移&侵袭实验结果显示
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细胞迁移及侵袭能力均明显高于亲
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卵巢癌亲本细胞及耐药细胞形态学差异$

b,**
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卵巢癌亲本细胞与顺铂耐药细胞
6/U

标记物

6'?#P.&12K
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表达
!
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中上皮分子标志物
6'?#P.&12K

表达缺失!而间充

质分子标志物
W2@&KJ2K

表达明显上调!见图
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%亲本
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中
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位于细胞膜!表

达量高$耐药细胞
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细胞

膜上未见
6'?#P.&12K

的表达!见图
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!!

卵巢癌亲本细胞及耐药细胞迁移和侵袭能力比较

图
(

!!

卵巢癌亲本细胞及耐药细胞中
6'?#P.&12K

和

W2@&KJ2K

表达

!!@

!

UG['

!

体外诱导对卵巢癌细胞的影响
!

UG['

!

处理的
8,)=*

细胞迁移&侵袭能力明显高于对照组!

且
6'?#P.&12K

蛋白表达下调&

W2@&KJ2K

蛋白表达上

调%

/UH

结果显示!

UG['

!

体外诱导卵巢癌细胞

8,)=*

发生
6/U

改变后!细胞的
5"

+*

值由"

)!+*c

*!4=

#

%

@0M

*

Z

上升为"

()!+4c(!,=

#

%

@0M

*

Z

!差异

有统计学意义"

!

,

d)!B+4

!

!

#

*!*3

#!见图
+

%

图
-

!!

卵巢癌亲本细胞及顺铂耐药细胞中
6'?#P.&12K

的表达及定位$

b-**

%
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年
)

月第
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卷第
3(

期



!!

8

)细胞形态学改变"

b,**

#$

D

)

;&$J&1KYM0J

检测
6'?#P.&12K

和
W2@&KJ2K

蛋白的表达$

"

)

U1#K$X&MM

迁移及侵袭实验$

"0K

)

VDH

处理对照组$

UG['

!

)

UG['

!

处理组

图
+

!!

UG['

!

体外诱导对卵巢癌细胞的影响

"

!

讨
!!

论

!!

铂类为主的联合化疗治疗卵巢癌患者的首次有

效率为
)*E

&

=*E

!但
=*E

以上患者
,

&

(

年后对铂

类产生继发性耐药'

)

(

%耐药细胞具有更强的侵袭转

移特性!晚期卵巢癌患者常死于铂类耐药后的广泛转

移!使其
+

年生存率仅为
-4E

左右'

=

(

%寻找卵巢癌铂

类化疗耐药的机制一直是肿瘤学界研究的热点%越

来越多的证据表明!

6/U

是将肿瘤转移与耐药联系

起来的关键因素!而抑制肿瘤细胞
6/U

或可同时抑

制肿瘤细胞的耐药与侵袭能力'

B'33

(

%但目前尚缺乏

6/U

参与卵巢癌铂类耐药的研究证据%

6/U

是指在特定生理病理条件下!上皮细胞失

去极性!转化成间质细胞!并获得侵袭和迁移能力的

过程'

3,

(

%研究发现!

6/U

与多种恶性肿瘤如乳腺癌&

卵巢癌&结肠癌和食管癌等的发生&发展密切相关!

6/U

成为近年来抗肿瘤研究领域的热点之一'

3('3-

(

%

6'?#P.&12K

的表达减少是
6/U

发生的重要标志!可

导致肿瘤细胞间黏附能力降低!迁移活动能力增强!

在肿瘤侵袭转移中发挥重要作用'

3+

(

%

W2@&KJ2K

是间

质细胞的重要标记物之一!可使细胞黏着斑的空间结

构发生改变!增加肿瘤细胞的黏附与迁移能力'

34

(

%本

研究显示!

8,)=*

*

>>V

&

:W"8C(

*

>>V

细胞形态发

生长梭形改变$进一步检测发现
6'?#P.&12K

的表达明

显下调!而
W2@&KJ2K

的表达明显上调$

U1#K$X&MM

细

胞迁移&侵袭实验进一步证实了耐药细胞的侵袭能力

明显增加%上述研究结果符合
6/U

过程中的分子生

物学特征%为进一步明确
6/U

与卵巢癌细胞顺铂耐

药的关系!本实验从反方面以
UG['

!

诱导处理卵巢癌

细胞发生
6/U

后!检测出对顺铂的生长抑制作用明

显降低%以上研究结果高度提示
6/U

可能为卵巢癌

顺铂耐药监测及逆转顺铂耐药的潜在靶点%

目前有研究发现!顺铂耐药的非小细胞肺癌获得

典型的
6/U

表型!细胞膜蛋白
6'?#P.&12K

表达缺失&

W2@&KJ2K

的表达增加!细胞侵袭转移能力增加'

3)

(

%

有报道顺铂耐药的胃癌细胞通过
"5V,8

*

VV,8

*

8IU

信号轴发生
6/U

改变!另外报道顺铂耐药的头

颈部肿瘤细胞获得典型的
6/U

特征!

">--

分子通

过
@2?10C98',**?

*

<6D'3

参与其调节'

3='3B

(

%以上研

究提示
6/U

与多种上皮源性肿瘤细胞对顺铂化疗耐

药密切相关!

6/U

能否成为临床铂类耐药的有效预

测分子!有待更多其他类型肿瘤及临床组织病理学验

证%多种信号转导通路参与
6/U

的发生!与
UG['

!

&

;KJ

*

!

'?#J&K2K

&

]&Y'3

*

HK#2M

*

HMA

R

*

UX2$J

转录因子!

/2C98

及
ZK?C98

调控机制&微环境等因素有

关'

,*',3

(

%本研究中卵巢癌细胞顺铂耐药发生
6/U

的

信号调控机制尚有待进一步深入研究%

综上所述!本研究从卵巢癌顺铂耐药细胞株发生

6/U

改变与诱导卵巢癌细胞发生
6/U

对化疗敏感

性降低两个角度证实了
6/U

与卵巢癌顺铂耐药密切

相关!为未来监测卵巢癌顺铂耐药&逆转耐药的治疗

提供新的研究策略%
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