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促性腺激素释放激素类似物逆转卵巢癌细胞对顺铂的耐药性

王　丹，惠　宁，吴　东
第二军医大学长海医院妇产科，上海２００４３３

［摘要］　目的：研究促性腺激素释放激素（ＧｎＲＨ）类似物曲谱瑞林（ｔｒｉｐｔｏｒｅｌｉｎ）体外逆转卵巢癌细胞顺铂耐药的效果，并探讨

其作用机制。方法：体外建立卵巢癌顺铂耐药细胞系模型ＯＶＣＡＲ３／ＣＤＤＰ；ＭＴＴ法检测单独使用曲谱瑞林或顺铂及两药

联合使用时对ＯＶＣＡＲ３／ＣＤＤＰ细胞的抑制作用；流式细胞术检测不同加药组细胞的表皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈ

ｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）表达改变。结果：（１）卵巢癌ＯＶＣＡＲ３／ＣＤＤＰ细胞耐药指数为１３．４２；（２）顺铂与曲谱瑞林联合化疗

逆转倍数为３．９１；（３）ＯＶＣＡＲ３／ＣＤＤＰ细胞 ＥＧＦＲ表达在两药联合处理组降低最明显。结论：曲谱瑞林能部分逆转

ＯＶＣＡＲ３／ＣＤＤＰ细胞对顺铂的耐药性，且此作用可能与下调细胞ＥＧＦＲ表达有关。
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　　促性腺激素释放激素（ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎｒｅｌｅａｓｉｎｇ
ｈｏｒｍｏｎｅ，ＧｎＲＨ ）是下丘脑分泌的一种十肽激素，
其主要功能是调节垂体前叶促性腺激素的分泌，从
而对生殖轴起作用［１２］。ＧｎＲＨ 及其人工合成的类
似物可以通过与人类一些恶性肿瘤细胞表面的Ｇｎ
ＲＨ受体结合，直接抑制肿瘤的增殖［３４］。在卵巢癌

组织中，约８０％的细胞系有 ＧｎＲＨ 及其受体的表
达［５］。研究报道，ＧｎＲＨ 类似物对卵巢癌细胞系的

抗增殖作用与抑制表皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）信号转导网络密切
相关［６８］。正常卵巢上皮组织ＥＧＦＲ表达量很低或

缺如，但７０％～１００％的卵巢癌组织有ＥＧＦＲ高水

平表达［９１０］，临床表现为对化疗的耐药性增加。当

下调或抑制ＥＧＦＲ表达时，可以增加肿瘤细胞对化

疗的敏感性［１１１２］。ＧｎＲＨ类似物作为化疗逆转剂逆

转人类乳腺癌细胞的多药耐药性已得到证实［１３］，而

ＧｎＲＨ类似物对卵巢癌耐药细胞的化疗逆转作用，
迄今少有文献报道。本实验通过建立临床上最常见
的卵巢癌顺铂耐药的体外细胞模型，观察ＧｎＲＨ类
似物曲谱瑞林（ｔｒｉｐｔｏｒｅｌｉｎ）对逆转卵巢癌细胞顺铂
耐药的效果，为卵巢癌临床联合化疗提供新的思路。

１　材料和方法

１．１　药品和试剂　曲谱瑞林购自辉凌（德国）制药公



·３９６　　 · 第二军医大学学报　２００８年４月，第２９卷

司；顺铂（ｃｉｓｐｌａｔｉｎ，ＣＤＤＰ）购自山东齐鲁制药厂；ＲＰ
ＭＩ１６４０培养液及胎牛血清为Ｇｉｂｃｏ公司产品；四甲基
偶氮唑盐（ＭＴＴ）为Ｓｉｇｍａ公司产品；兔抗人ＥＧＦＲ单
克隆抗体（ＲＰＥ）购自德国ＭｏｒｐｈｏＳｙｓ生物技术公司。

１．２　细胞系与细胞培养　人类卵巢低分化浆液性囊
腺癌细胞ＯＶＣＡＲ３购于中国科学院上海生命科学院
细胞所（ｏｖａｒｙ，ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＡＴＣＣ ＨＴＢ１６１），于含

１０％胎牛血清、青霉素、链霉素各１００Ｕ／ｍｌ的ＲＰ
ＭＩ１６４０培养液中贴壁生长，置３７℃、５％ＣＯ２饱和湿度
的培养箱中培养，０．２５％胰蛋白酶消化传代。

１．３　耐药细胞系的建立　采用浓度梯度递增法，取
对数生长期（细胞密度７０％～８０％时）的卵巢癌

ＯＶＣＡＲ３细胞，加入ＤＤＰ注射液，使ＤＤＰ浓度为

０．２５μｍｏｌ／Ｌ，作用４８ｈ，更换培养液继续培养，待细
胞恢复生长后重复这样的处理，细胞在同样药物浓
度下基本无死亡时提高药物浓度，每次提高约

５０％，反复传代，增加ＤＤＰ浓度，直至ＤＤＰ终浓度
为３μｍｏｌ／Ｌ，细胞基本无死亡，以这一浓度再作用６
次，细胞无死亡，继续在不含药液的培养基中培养２
个月，检测仍保持相似的耐药性，且细胞状态良好，
称其为ＯＶＣＡＲ３／ＣＤＤＰ细胞。

１．４　实验分组　选取两药的血药峰值浓度（Ｃｍａｘ）作
为联合作用的基础。常规用药情况下，顺铂的Ｃｍａｘ
（ＣｍａｘＤ）为２．５～３ｍｇ／Ｌ（约８．３～１０μｍｏｌ／Ｌ）；曲谱
瑞林的Ｃｍａｘ（ＣｍａｘＴ）为１３．１５ｎｇ／ｍｌ（约１０ｎｍｏｌ／Ｌ）。
本实验选用ＣｍａｘＤ＝１０μｍｏｌ／Ｌ，ＣｍａｘＴ＝１０ｎｍｏｌ／

Ｌ。设计０．０１、０．１、１０、１００倍Ｃｍａｘ共５个浓度梯度，分
为：（１）顺铂处理组；（２）曲谱瑞林处理组；（３）相同梯度
倍数相加两药联合处理组；（４）ＯＶＣＡＲ３／ＣＤＤＰ组；（５）

ＯＶＣＡＲ３组。除Ⅴ组为ＯＶＣＡＲ３细胞外，其余各组
均选用ＯＶＣＡＲ３／ＣＤＤＰ细胞。

１．５　细胞周期分析　取对数生长期的 ＯＶＣＡＲ３
细胞和 ＯＶＣＡＲ３／ＣＤＤＰ细胞各１×１０６个，加入

７０％冷乙醇（４℃）固定过夜，ＲＮＡ酶Ａ３７℃水浴３０
ｍｉｎ，加入碘化丙啶，４℃避光染色３０ｍｉｎ，以流式细
胞仪测定细胞的周期分布及细胞凋亡情况。

１．６　ＭＴＴ法检测ＩＣ５０、耐药指数（ＲＩ）、化疗逆转倍
数（ＲＲ）及评价两药联合的协同作用　胰蛋白酶消化
处于对数生长期的 ＯＶＣＡＲ３、ＯＶＣＡＲ３／ＣＤＤＰ细
胞，调整细胞密度接种９６孔板，每孔加入２×１０４个细
胞，置于３７℃、５％ＣＯ２条件下培养２４ｈ，待细胞贴壁
后，弃培养基，按上述分组方法加药继续培养９６ｈ，各
组每一浓度设５个重复孔，空白对照组为生理盐水
组。实验终止前每孔加入５ｍｇ／ｍｌ的ＭＴＴ液２０μｌ，

３７℃孵育４ｈ，取出９６孔板，弃去培养液，每孔加入

２００μｌＤＭＳＯ。微量震荡仪震荡１０ｍｉｎ，酶联免疫检
测仪在４９２ｎｍ波长测每孔的光密度值（Ｄ值）。计算
相对抑制率，相对抑制率％ ＝（１－加药组Ｄ值／对照
组Ｄ值）×１００％，计算出每一药物质量浓度的百分抑
制率。采用Ｅｘｃｅｌ软件加权线性回归法计算出５０％
抑制率时的药物浓度即ＩＣ５０。按下列公式计算耐药
指数（ＲＩ）和化疗逆转倍数（ＲＲ）：ＲＩ＝ＯＶＣＡＲ３／ＣＤ
ＤＰ细胞的ＩＣ５０／ＯＶＣＡＲ３细胞的ＩＣ５０，ＲＲ＝ＩＣ５０（顺
铂处理组）／ＩＣ５０（顺铂＋曲谱瑞林联合处理组）。按金
正均［１４］的方法评价联合方案的协同作用，即根据金氏
公式求ｑ值进行判断：ｑ值 ＝Ｅ（ａ＋ｂ）／（Ｅａ＋Ｅｂ－
Ｅａ×Ｅｂ）［Ｅａ和Ｅｂ为各药单用时的抑制率，Ｅ（ａ＋ｂ）
为两药联合应用的抑制率］。当ｑ＞１为协同作用，

ｑ＜１为拮抗作用，ｑ＝１为相加作用。

１．７　ＥＧＦＲ流式免疫荧光测定　顺铂组、曲谱瑞林
组、两药联合组、未加药组各自加药１ｈ后，用胰酶
消化分别制成各含１×１０６个细胞的悬液，用ＰＢＳ液
离心洗涤２次，１４０００×ｇ，５ｍｉｎ，弃去上清，制成

１００μｌＰＢＳ中含１×１０
６个细胞的悬液，加入兔抗人

ＥＧＦＲ单克隆抗体（ＲＰＥ）静置３０ｍｉｎ后，再次用

ＰＢＳ液离心洗涤１次，１４０００×ｇ，５ｍｉｎ，弃去上清，
制成３００μｌＰＢＳ细胞悬液，采用美国ＢＤ公司生产
的流式细胞仪ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒｉ上机分析。标记好的
细胞应用Ｃｅｌｌｑｕｅｓｔ软件程序进行资料处理。测定
每组样品ＥＧＦＲ阳性细胞率以及单个细胞表达ＥＧ
ＦＲ的平均荧光强度，以此表示ＥＧＦＲ相对含量。

１．８　统计学处理　数据使用Ｅｘｃｅｌ软件的加权线形分
析和ＳＰＳＳ１０．０统计软件处理，ｔ检验进行统计分析。

２　结　果

２．１　建立耐药细胞系ＯＶＣＡＲ３／ＣＤＤＰ并检测其特
性　采用浓度梯度法对ＯＶＣＡＲ３细胞进行体外诱
导，历时１０个月获得其耐药细胞亚系，在浓度为３

μｍｏｌ／Ｌ的顺铂环境下能生长良好，于无药培养基中
培养２个月耐药性稳定，命名为 ＯＶＣＡＲ３／ＤＤＰ细
胞。细胞周期（表１）分析结果表明：ＯＶＣＡＲ３细胞经
过ＤＤＰ诱导后细胞对数生长期的增殖速度减慢，

ＦＣＭ 显示：相对于 ＯＶＣＡＲ３细胞，其顺铂耐药株

ＯＶＣＡＲ３／ＤＤＰ细胞多数分布于Ｇ０／Ｇ１期，细胞主要
处于潜伏期，增殖缓慢，Ｓ期细胞数目明显减少，从而
避开顺铂主要作用的细胞周期Ｓ期，且细胞凋亡率下
降。ＭＴＴ增殖实验分析结果表明：ＯＶＣＡＲ３细胞
对顺铂的ＩＣ５０为（６．２２±０．０５）μｍｏｌ／Ｌ，ＯＶＣＡＲ３／

ＣＤＤＰ对顺铂的ＩＣ５０为（８３．４８±０．３７）μｍｏｌ／Ｌ，耐药
指数（ＲＩ）为１３．４２。
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表１　ＯＶＣＡＲ３和耐药细胞系

ＯＶＣＡＲ３／ＣＤＤＰ的细胞周期

Ｔａｂ１　ＣｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆＯＶＣＡＲ３ａｎｄＯＶＣＡＲ３／ＣＤＤＰｃｅｌｌｓ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）

Ｃｅｌｌ Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ

ＯＶＣＡＲ３ ４８．７７±３．２６ ３４．８４±２．６８ １６．３９±０．５９
ＯＶＣＡＲＥ／ＣＤＤＰ ７５．９２±２．３６１７．６１±１．６９６．４７±０．７０

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓＯＶＣＡＲ３ｃｅｌｌ

２．２　曲谱瑞林对ＯＶＣＡＲ３／ＤＤＰ细胞顺铂作用的影响

２．２．１　各组细胞生长情况比较　ＯＶＣＡＲ３／ＣＤＤＰ
的顺铂组、曲谱瑞林组细胞生长状况与未加药组接
近，两组间各时间点的生长抑制率比较，差异均无显
著性（Ｐ＞０．０５）；ＯＶＣＡＲ３／ＣＤＤＰ的两药联合组细
胞生长受到较明显抑制，差异均有显著性（Ｐ＜
０．０５，图１）。

２．２．２　曲普瑞林对 ＯＶＣＡＲ３／ＣＤＤＰ细胞顺铂耐
药性的逆转作用　与两药单用相比，加以曲谱瑞林
联合用药培养后，ＯＶＣＡＲ３／ＣＤＤＰ细胞对顺铂的

ＩＣ５０显著下降［联合用药组为（２１．３３±０．０３１）

μｍｏｌ／Ｌ，ＣＤＤＰ组为（８３．４８±０．３６５）μｍｏｌ／Ｌ，曲谱
瑞林组为∞，Ｐ＜０．０１］，化疗逆转倍数（ＲＲ）为

３．９１，ｑ值＝１．７５＞１，表明曲谱瑞林与顺铂对卵巢癌

耐药细胞具有协同作用，曲谱瑞林可以部分逆转

ＯＶＣＡＲ３／ＣＤＤＰ细胞的耐药性。

图１　四组细胞的生长抑制率比较

Ｆｉｇ１　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒａｔｅｓｉｎ４ｇｒｏｕｐｓ
ｎ＝５

２．３　ＥＧＦＲ在ＯＶＣＡＲ３／ＤＤＰ细胞中表达阳性率

和表达水平的改变　与空白对照组相比较，顺铂、曲

谱瑞林单独处理组及两药联合处理组表达ＥＧＦＲ
的耐药细胞的阳性率及耐药细胞平均表达ＥＧＦＲ
的荧光强度均减少，但两药单独处理组之间比较无

显著差异 （Ｐ＞０．０５）；两药单独处理组分别与空白
对照组比较，各自差异也不显著（Ｐ＞０．０５）；而两药
联合处理组不论与单药处理组比较，还是与空白对
照组比较，差异均显著（Ｐ＜０．０１），可见曲谱瑞林＋
顺铂可显著下调耐药细胞ＥＧＦＲ的表达（图２）。

图２　ＥＧＦＲ在ＯＶＣＡＲ３／ＣＤＤＰ细胞中表达的流式细胞术结果

Ｆｉｇ２　ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆＥＧＦＲｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ

ｐａｒｅｎｔａｌＯＶＣＡＲ３ｃｅｌｌｓａｎｄｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄｓｕｂｌｉｎｅＯＶＣＡＲ３／ＣＤＤＰｃｅｌｌｓ
Ａ：ＯＶＣＡＲ３／ＣＤＤＰ（Ｂｌａｎｋ）；Ｂ：ＯＶＣＡＲ３／ＣＤＤＰ（ＣＤＤＰ）；Ｃ：ＯＶＣＡＲ３／ＣＤＤＰ（Ｔｒｉｐｔｏｒｅｌｉｎ）；Ｄ：ＯＶＣＡＲ３／ＣＤＤＰ（Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ）．Ｖａｌｕｅｓｆｏｒ

ｍｅａｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｏｆｓｕｒｆａｃｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｅｒｅａｓａｂｏｖｅ

３　讨　论

　　临床上对卵巢癌的化疗主要采用铂类（顺铂／卡
铂）、烷化剂（环磷酰胺／梅法兰）、抗代谢类化合物
（５ＦＵ）、生物碱类（长春新碱、长春花碱）和蒽环类
（多柔比星及其类似物）等药物的联合应用。而顺铂
广泛用于上皮性卵巢癌的临床治疗。尽管新型化疗
药物紫杉醇目前在临床已得到了广泛的应用，但总

的５年生存率却无明显提高，究其原因仍然是肿瘤
细胞在多次化疗后出现获得性耐药。因此，在没有
新的、更有效的化疗药问世之前，发掘和筛选有效的
化疗增敏剂，显得尤为迫切。

　　建立稳定的卵巢癌耐药体外模型，是深入探讨
卵巢癌顺铂的耐药机制、寻找有效的化疗逆转药物
的前提条件。我们采用国际上通用的浓度梯度法，
诱导出对顺铂耐药的卵巢癌细胞亚系 ＯＶＣＡＲ３／
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ＣＤＤＰ，在３μｍｏｌ／Ｌ顺铂存在的情况下能生长良
好，耐药指数为１３．４２倍。细胞周期分析结果表明：

ＯＶＣＡＲ３细胞经过ＣＤＤＰ诱导后细胞对数生长期
的增殖速度减慢，相对于ＯＶＣＡＲ３细胞，其顺铂耐
药株ＯＶＣＡＲ３／ＣＤＤＰ细胞多数分布于 Ｇ０／Ｇ１期，
细胞主要处于潜伏期，增殖缓慢，Ｓ期细胞数目明显
减少，从而避开顺铂主要作用的细胞周期Ｓ期，且细
胞凋亡率下降。

　　ＧｎＲＨ是神经内分泌调节系统相互联系的重要
信号分子，近年来，激素和上皮性卵巢癌（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒ，ＥＯＣ）关系的研究资料证实，ＧｎＲＨ
及其类似物与性激素依赖性肿瘤细胞的增殖调控密

切相关，其机制包括直接对癌细胞产生抗增殖作
用［１５］。ＧｎＲＨ及其人工合成的ＧｎＲＨ 类似物现广
泛用于性早熟、辅助生育、预防化疗期间卵巢早衰以
及ＧｎＲＨ受体表达阳性的性激素依赖性肿瘤（如前
列腺癌、乳腺癌、子宫内膜癌等）的临床治疗［１６］。研
究表明［１７１８］，ＥＧＦＲ在正常组织中含量很低，但在许
多恶性肿瘤细胞（特别是在上皮性起源的肿瘤）中过
量表达。ＧｎＲＨ能有效减少ＥＧＦ诱导的ＥＧＦＲ酪
氨酸磷酸化，抑制ＥＧＦＲ诱导的丝裂原活化蛋白激
酶（ＭＡＰＫ）的活化，并能拮抗卵巢癌、子宫内膜癌细
胞生长因子诱导的 ｃｆｏｓ的生成［１９］。２００５ 年，

Ｇüｎｔｈｅｒｔ等［１３］研究发现ＧｎＲＨ 类似物能逆转人类
乳腺癌细胞对三苯氧胺的耐药性。本实验表明，曲
谱瑞林对亲本细胞ＯＶＣＡＲ３和ＯＶＣＡＲ３／ＣＤＤＰ
细胞无明显抑制作用，但与顺铂并用后能显著增加
耐药细胞对顺铂的敏感性，部分逆转细胞的耐药性，
与顺铂具有协同作用。加用曲谱瑞林后，耐药细胞

ＥＧＦＲ表达明显降低，提示其逆转作用可能与下调
肿瘤细胞ＥＧＦＲ的表达进而抑制生长因子诱导的
有丝信号转导通路有关。

　　内分泌治疗现已成为癌症研究中十分活跃的领
域之一，充分了解 ＧｎＲＨａ药物的作用机制可以为
临床化疗耐药的逆转提供可靠的依据。若能与化疗
联用来提高肿瘤细胞程序化死亡的概率，不仅能为
抗肿瘤研究提供新的方向，对改善卵巢癌的预后也
将是一种前景广阔的治疗手段。
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