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  [摘要] 目的 探究靶向沉默野生型p53诱导的磷酸酶1(Wip1)对卵巢癌细胞紫杉醇(PTX)化疗敏感性

的影响。方法 以卵巢癌A2780细胞为研究对象,通过慢病毒感染A2780细胞,构建 Wip1低表达的稳定细胞

株 Wip1-sgRNA(Wip1-sgRNA组),对照细胞株为NC-sgRNA(NC-sgRNA组),并适时以PTX处理细胞(设为

Wip1-sgRNA+PTX组和NC-sgRNA+PTX组);采用CCK8法检测细胞增殖能力,流式细胞术检测细胞凋亡

情况,Transwell侵袭实验检测细胞侵袭能力。结果 与NC-sgRNA组比较,Wip1-sgRNA组细胞 Wip1
 

mR-
NA及蛋白表达水平明显下调(P<0.001);在PTX梯度处理相同时间的条件下,Wip1-sgRNA组细胞存活率

均明显低于NC-sgRNA组(P<0.05);PTX对 Wip1-sgRNA组细胞的48
 

h时半抑制浓度(IC50)明显低于NC-
sgRNA组(P<0.001)。与NC-sgRNA组比较,Wip1-sgRNA组细胞增殖能力明显减弱(P<0.001),细胞凋

亡率明显升高(P<0.001),穿膜细胞数明显减少(P<0.001);PTX处理后,细胞增殖能力均较各自对照组减

弱,细胞凋亡率均升高,穿膜细胞数均减少,并且与NC-sgRNA+PTX组比较,Wip1-sgRNA+PTX组细胞增殖能

力明显减弱(P<0.001),细胞凋亡率明显升高(P<0.001),穿膜细胞数明显减少(P<0.001)。结论 Wip1基因

沉默可能提高人卵巢癌A2780细胞对PTX的化疗敏感性。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

effect
 

of
 

targeted
 

silencing
 

wild-type
 

p53-induced
 

phosphatase
 

1
 

(Wip1)
 

on
 

paclitaxel
 

(PTX)
 

chemosensitivity
 

of
 

ovarian
 

cancer
 

cell
 

line
 

A2780.Methods The
 

ovarian
 

cancer
 

cell
 

lines
 

A2780
 

served
 

as
 

the
 

research
 

object,the
 

stable
 

cell
 

line
 

Wip1-sgRNA
 

with
 

low
 

expression
 

of
 

Wip1
 

was
 

constructed
 

by
 

infecting
 

cell
 

line
 

A2780
 

with
 

lentivirus
 

(Wip1-sgRNA
 

group),while
 

the
 

control
 

cell
 

line
 

was
 

NC-sgRNA
 

(NC-sgRNA
 

group).The
 

cells
 

were
 

treated
 

with
 

PTX
 

at
 

appropriate
 

time
 

and
 

divided
 

into
 

the
 

Wip1-sgRNA+PTX
 

group
 

and
 

NC-sgRNA+PTX
 

group.The
 

CCK8
 

method
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

cell
 

proliferation
 

ability,the
 

flow
 

cytometry
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

cell
 

apoptosis,and
 

the
 

Transwell
 

invasion
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

cell
 

invasion
 

ability.Results Compared
 

with
 

the
 

NC-sgRNA
 

group,the
 

expression
 

lev-
els

 

of
 

Wip1
 

mRNA
 

and
 

protein
 

in
 

the
 

Wip1-sgRNA
 

group
 

were
 

significantly
 

down-regulated
 

(P<0.001).Un-
der

 

the
 

condition
 

of
 

PTX
 

gradient
 

treatment
 

for
 

the
 

same
 

time,the
 

cell
 

survival
 

rate
 

of
 

the
 

Wip1-sgRNA
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

NC-sgRNA
 

group
 

(P<0.001).The
 

half
 

maximal
 

inhibitory
 

concentration
 

(IC50)
 

of
 

PTX
 

in
 

cells
 

of
 

the
 

Wip1-sgRNA
 

group
 

at
 

48
 

h
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
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NC-sgRNA
 

group
 

(P<0.001).Compared
 

with
 

the
 

NC-sgRNA
 

group,the
 

proliferation
 

ability
 

of
 

the
 

Wip1-
sgRNA

 

group
 

was
 

significantly
 

weakened
 

(P<0.001),the
 

rate
 

of
 

cellular
 

apoptosis
 

was
 

significantly
 

in-
creased

 

(P<0.001),and
 

the
 

number
 

of
 

transmenbrane
 

cells
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.001).After
 

PTX
 

treatment,the
 

proliferation
 

ability
 

was
 

weakened
 

compared
 

with
 

corresponding
 

control
 

groups,the
 

rate
 

of
 

cellular
 

apoptosis
 

was
 

significantly
 

increased,and
 

the
 

number
 

of
 

transmenbrane
 

cells
 

was
 

significantly
 

de-
creased;additionally,compared

 

with
 

the
 

NC-sgRNA+PTX
 

group,the
 

cellular
 

proliferation
 

ability
 

of
 

the
 

Wip1-sgRNA+PTX
 

group
 

was
 

significantly
 

weakened
 

(P<0.001),the
 

rate
 

of
 

cellular
 

apoptosis
 

was
 

signifi-
cantly

 

increased
 

(P<0.001),and
 

the
 

number
 

of
 

transmenbrane
 

cells
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.001).
Conclusion Wip1

 

gene
 

silencing
 

could
 

increase
 

the
 

chemosensitivity
 

of
 

human
 

ovarian
 

cancer
 

cell
 

lines
 

A2780
 

to
 

PTX.
[Key

 

words] ovarian
 

neoplasms;wild-type
 

p53-induced
 

phosphatase
 

1;paclitaxel;chemosensitivity;pro-
liferation;apoptosis;invasion

  卵巢癌是女性最常见的恶性肿瘤之一,其化疗后

复发和耐药一直是困扰临床治疗的难题[1-2]。紫杉醇

(paclitaxel,PTX)被推荐为卵巢癌治疗的一线化疗药

物,患者初始使用PTX敏感,但是后期极易产生化疗

耐药[3-5]。因此,开发针对卵巢癌治疗的有效靶点,提
高卵巢癌治疗的化疗敏感性已经成为卵巢癌临床治

疗亟待解决的问题。野生型p53诱导的磷酸酶1
(wild-type

 

p53-induced
 

phosphatase
 

1,Wip1)是丝氨

酸-苏氨酸蛋白磷酸酶的一种[6]。在多种恶性肿瘤中,
Wip1存在高表达,并与化疗耐药具有相关性。据报

道,靶向沉默 Wip1基因,可使人结肠癌细胞的化疗敏

感性增强[7],替莫唑胺在恶性神经胶质瘤中的化疗敏感

性增强[8],以及阿霉素在骨肉瘤中的化疗敏感性增

强[9]。但在卵巢癌中,Wip1是否参与介导PTX耐药尚

不明确,有待于进一步研究。本研究以卵巢癌A2780
细胞为研究对象,通过慢病毒感染构建低表达 Wip1细

胞株,观察 Wip1在卵巢癌细胞对PTX化疗敏感性的

影响,为临床治疗卵巢癌化疗耐药提供理论支持。
1 材料与方法

1.1 材料

人卵巢癌A2780细胞株(武汉普诺赛生命科技有

限公司),CCK8试剂盒(大连美仑生物技术有限公

司),RPMI1640培养液(武汉普诺赛生命科技有限公

司),胎牛血清(fetal
 

bovine
 

serum,FBS,浙江天杭生

物科技股份有限公司),Wip1一抗、二抗(杭州华安生

物技术有限公司),PTX(美国 MedChemExpress生物

科技公司)。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养

A2780细胞复苏后,接种于含10%
 

FBS、1%双抗

(青-链霉素混合液)的RPMI1640培养基中,置于细

胞培养箱(37
 

℃、5%
 

CO2)培养。待细胞处于对数生

长期进行后续实验。
1.2.2 慢病毒感染细胞

将A2780细胞以1×105/mL接种于6孔板(含血

清和双抗)。根据产品说明,向每孔中均匀滴加稀释的

病毒液,分别设为 Wip1-sgRNA组和NC-sgRNA组,

并添加8
 

μg/mL聚凝胺,轻轻摇匀,37
 

℃培养过夜。
感染后24

 

h,收集各孔细胞于1.5
 

mL无菌EP管中,
以250×g离心3

 

min,去掉上清液,更换为完全培养

基,轻轻混匀后放回培养板中继续培养。感染48~72
 

h后,收集细胞抽提RNA和蛋白分别检测 Wip1
 

mR-
NA及蛋白表达水平。
1.2.3 CCK8法检测细胞增殖能力

收集对数生长期的 Wip1-sgRNA组和NC-sgRNA
组A2780细胞,以6

 

000/孔接种于96孔板中。次日,
以0、0.01、0.1、1、10、100、1

 

000
 

μmol/L
 

PTX处理细胞

24、48、72
 

h,同时以溶剂二甲基亚砜(dimethyl
 

sulfox-
ide,DMSO)处理细胞作为对照孔。各处理组均设3
个复孔。加入CCK8试剂10

 

μL,计算 Wip1-sgRNA
组和NC-sgRNA组细胞最佳作用时间的半抑制浓度

(half
 

maximal
 

inhibitory
 

concentration,IC50),以

Wip1-sgRNA组的IC50 为后续实验PTX的最佳作用

浓度。在 Wip1-sgRNA组和NC-sgRNA组细胞加入

最佳作用浓度的 PTX 后,观察4组(Wip1-sgRNA
组、NC-sgRNA 组、Wip1-sgRNA+PTX 组、NC-
sgRNA+PTX组)细胞培养0、24、48、72

 

h的增殖情

况。酶标仪检测各孔450
 

nm波长处吸光度[A(450)]
值,计算细胞增殖率。
1.2.4 流式细胞术检测细胞凋亡

分别在Wip1-sgRNA组和NC-sgRNA组A2780细

胞加入最佳作用浓度的PTX作用后,收集状态良好的

4组细胞,1
 

200
 

r/min离心4
 

min,用磷酸盐缓冲液

(phosphate
 

buffer
 

solution,PBS)重悬细胞,1
 

200
 

r/min
离心4

 

min。弃去上清液,加入1×结合缓冲液(bind-
ing

 

buffer)重悬细胞,1
 

200
 

r/min离心4
 

min,去除上

清液,重复该步骤1次。各加入100
 

μL
 

1×binding
 

buffer重悬各组细胞,另加入5
 

μL膜联蛋白Ⅴ(An-
nexin

 

Ⅴ)和碘化丙啶(propidium
 

iodine,PI)染色液,
混匀后避光孵育15

 

min。将细胞悬液以1
 

200
 

r/min
离心4

 

min,弃去上清液,加入500
 

μL
 

PBS重悬细胞,
于流式细胞仪检测细胞凋亡情况。
1.2.5 Transwell侵袭实验

分别在Wip1-sgRNA组和NC-sgRNA组A2780细

2291 重庆医学2024年7月第53卷第13期



胞加入最佳作用浓度的PTX作用后,收集状态良好的

4组细胞,调整细胞密度为2×105/孔,基质胶置于

4
 

℃缓慢溶解。RPMI1640基础培养基稀释基质胶

(500∶1,V∶V),Transwell小室中各加入200
 

μL细

胞悬液,加入100
 

μL基质胶,37
 

℃凝固3
 

h。下室加

入800
 

μL完全培养基,培养24
 

h。4%多聚甲醛固

定,1%结晶紫染色,PBS清洗小室,显微镜下随机选

取5个视野进行细胞计数。
1.3 统计学处理

使用SPSS25.0和GraphpadPrism10.0软件进行统

计分析和作图。符合正态分布和方差齐性的计量资料

以x±s表示,两组间比较采用独立样本t检验;多组

间比较采用单因素方差分析,两两比较采用LSD-t检

验。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 Wip1低表达卵巢癌细胞的构建

实时定量PCR检测结果显示,与NC-sgRNA组比

较,Wip1-sgRNA组细胞 Wip1
 

mRNA表达水平明显下

调(P<0.001),见图1A。Western
 

blot检测结果显示,
与NC-sgRNA组比较,Wip1-sgRNA组细胞 Wip1表

达水平明显下调(P<0.001),见图1B。Wip1低表达

A2780细胞构建成功。

  A:Wip1
 

mRNA表达水平统计图;B:Wip1的蛋白条带及其表达水平统计图;a:P<0.001。

图1  两组A2780细胞 Wip1
 

mRNA及蛋白表达水平(n=3)

2.2 Wip1基因沉默增强卵巢癌细胞对PTX的化疗

敏感性

PTX梯度处理两组A2780细胞的增殖曲线见图

2A。CCK8结果显示,在0、0.01、0.1、1、10、100、
1

 

000
 

μmol/L
 

PTX处理相同时间的条件下,Wip1-
sgRNA组 细 胞 存 活 率 均 明 显 低 于 NC-sgRNA 组

(P<0.05),见图2B~D。

以PTX作用相对明显且误差相对较小的中间时

间为计算IC50 的最佳时间点,本实验选择PTX作用

48
 

h时计算 A2780细胞的IC50。结果显示,PTX对

NC-sgRNA组与 Wip1-sgRNA组细胞的IC50 分别为

(1.08±0.17)、(0.08±0.02)μmol/L,Wip1-sgRNA
组IC50 明显低于NC-sgRNA组(P<0.001),见图3。

  A:PTX梯度处理两组A2780细胞的增殖曲线;B~D:分别为PTX梯度处理两组A2780细胞24、48、72
 

h后细胞存活率的统计图;a:P<0.05。

图2  两组A2780细胞PTX梯度处理后的增殖能力(n=3)

2.3 细胞增殖实验

CCK8结果显示,与 NC-sgRNA 组比较,Wip1-
sgRNA组细胞增殖能力减弱(P<0.001);当0.08

 

μmol/L
 

PTX处理后,细胞增殖能力均较各自对照组
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减弱,且 Wip1-sgRNA+PTX组细胞增殖能力较NC-
sgRNA+PTX组更弱(P<0.001),见图4。

  A:两组A2780细胞的IC50 曲线;B:两组A2780细胞IC50 的统计

图;a:P<0.001。

图3  两组A2780细胞PTX作用48
 

h的IC50(n=3)

2.4 细胞凋亡实验

流式细胞仪检测结果显示,Wip1-sgRNA组细胞

凋亡率明显高于NC-sgRNA组(P<0.001);当0.08
 

μmol/L
 

PTX处理后,细胞凋亡率均较各自对照组升

高,且 Wip1-sgRNA+PTX 组 细 胞 凋 亡 率 较 NC-
sgRNA+PTX组更高(P<0.001),见图5。
2.5 Transwell侵袭实验

Transwell侵袭实验结果显示,Wip1-sgRNA 组

的穿膜细胞数明显少于 NC-sgRNA组(P<0.001);
当0.08

 

μmol/L
 

PTX处理后,穿膜细胞数均较各自

对照组减少,且 Wip1-sgRNA+PTX组穿膜细胞数较

NC-sgRNA+PTX组更少(P<0.001),见图6。

  A:4组A2780细胞的增殖曲线;B:4组A2780细胞增殖能力的统计图;a:P<0.001。

图4  CCK8实验检测各组A2780细胞的增殖能力(n=3)

  A:4组A2780细胞的流式细胞图;B:4组A2780细胞凋亡率的统

计图;①:NC-sgRNA 组;②:Wip1-sgRNA 组;③:NC-sgRNA+PTX

组;④:Wip1-sgRNA+PTX组;a:P<0.001。

图5  流式细胞仪检测各组A2780细胞的凋亡能力(n=3)

  A:4组 A2780细胞结晶紫染色图;B:4组穿膜细胞数的统计图;

①:NC-sgRNA组;②:Wip1-sgRNA组;③:NC-sgRNA+PTX组;④:

Wip1-sgRNA+PTX组;a:P<0.001。

图6  Transwell侵袭实验检测各组A2780细胞的

侵袭能力(n=3)

3 讨  论

  Wip1位于染色体17q22-23上,其C末端结构域
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的扩增、过表达或突变导致 Wip1获得致癌功能[10-11]。
在正常状态下,Wip1也起着调节DNA损伤修复的作

用,使细胞可以正常新陈代谢,机体维持在平衡状态。
此外,在众多疾病模型的研究中发现,Wip1在DNA
损伤应答、肿瘤增殖调节及免疫反应中都具有非常的

重要作用[12-13]。最早研究发现,在机体遭受电离辐射

后,Wip1可作为p53的一个靶基因参与损伤应答[14]。
随着研究的深入,发现 Wip1不仅是p53的靶标,还与

多种转录调节因子之间存在相互作用[15]。Wip1既能

抑制p53网络,还能控制应激反应,对肿瘤的治疗具

有意义[16]。Wip1能通过去磷酸化和失活的方式抑制

应激反应,从而抑制衰老、细胞凋亡、DNA修复和炎

性细胞因子的产生[17]。
体外研究显示,Wip1突变促进了神经胶质瘤的

发生,Wip1表达水平高低在肿瘤的发生、发展中发挥

着至关重要的作用[18]。抑制 Wip1的表达还与多种

常用化疗药物(包括柔红霉素、阿糖胞苷、地西他滨、
铂盐、拓扑异构酶抑制剂)和放疗有协同作用[19]。浙

贝黄芩汤可通过降低 Wip1表达,促进p53转录调节

功能恢复,抑制白血病细胞增殖,部分逆转耐药[20]。
体内实验研究显示,Wip1可调节造血细胞适应性和

DNA损伤反应,是髓系恶性肿瘤的治疗靶点[19]。
 

此

外,研究表明 Wip1是一种潜在的预后生物标志物,与
肝细胞癌的免疫细胞浸润相关[21]。血清 Wip1水平

升高与晚期非小细胞肺癌患者一线化疗敏感性下降

和预后不良有关[22]。与野生型细胞比较,Wip1型突

变体对阿霉素和依托泊苷表现出更大的耐药性[23]。
与同基因细胞系比较,携带突变

 

Wip1的细胞系在接

受化疗药物(如阿糖胞苷、顺铂、多柔比星和依托泊

苷)作用时,显示出更高的存活率和选择性生长优

势[21]。靶向突变型 Wip1可使弥漫性内生性桥脑胶

质瘤细胞对奥拉帕尼敏感[24]。Wip1过表达可能增加

急性髓系白血病细胞系的化疗耐药性[25],Wip1可能

通过上调P糖蛋白类(P-glycoprotein,P-gp)表达,诱
导人多发性骨髓瘤细胞对卡非佐米耐药[26]。但是

Wip1与卵巢癌化疗耐药的关系,目前尚不明确。
本课题组首先证实了卵巢癌组织中 Wip1基因异

常高表达,且其表达水平与年龄、雌孕激素状态、人表

皮生长因子受体2(human
 

epidermal
 

growth
 

factor
 

receptor
 

2,HER2)、淋巴结状态、TNM 分期均无关,
与p53表达水平存在关联[27],提示 Wip1可能在卵巢

癌的发生、发展中发挥重要作用。本研究选取卵巢癌

A2780细胞进行实验研究,采用成簇的规律间隔短回

文重复序列经典基因敲除系统的sgRNA技术,靶向

沉默 Wip1基因,通过实验验证 Wip1在 mRNA和蛋

白水平的表达下降后,进一步观察 Wip1基因沉默对

卵巢癌细胞生物学行为的影响,以及与PTX联合作

用对细胞增殖、凋亡及侵袭的影响。结果显示,沉默

Wip1后 A2780细胞存活率明显降低,且沉默 Wip1

后PTX对卵巢癌A2780细胞的IC50 亦明显降低,说
明沉默 Wip1能够增强卵巢癌A2780细胞对PTX的

化疗敏感性。此外,沉默 Wip1后卵巢癌A2780细胞

的增殖和侵袭能力减弱,凋亡能力增强;并且,沉默

Wip1和PTX联合作用可明显抑制卵巢癌 A2780细

胞的增殖和侵袭能力,细胞凋亡能力明显增强,提示

靶向沉默 Wip1基因可能是抑制卵巢癌侵袭与转移的

潜在方法,并且能够和PTX发挥协同作用,增强PTX
的化疗敏感性,这有利于癌症的良性转归。

综上所述,本研究结果为临床对抗卵巢癌化疗耐

药提供了新思路,但 Wip1基因本身在卵巢癌中的具

体作用机制尚待进一步研究。
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