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己酮可可碱抑制人卵巢癌ＨＯ８９１０ＰＭ细胞ＡｎｎｅｘｉｎⅡ、ＮＦκＢｐ６５蛋白的表达
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２．河南省肿瘤病理重点实验室，郑州４５００５２

　　［摘要］　目的　观察己酮可可碱（ＰＴＸ）对体外培养的人卵巢癌细胞增殖及其 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ、ＮＦκＢｐ６５蛋白表达的影响。
方法　不同浓度ＰＴＸ作用于人卵巢癌细胞 ＨＯ８９１０ＰＭ，采用四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）比色法检测其对 ＨＯ８９１０ＰＭ增殖的
影响；采用免疫细胞化学方法检测ＰＴＸ作用前后 ＨＯ８９１０ＰＭ 细胞 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ、ＮＦκＢｐ６５蛋白表达的变化。结果　ＭＴＴ
结果显示：不同浓度ＰＴＸ（０．２５～２．０ｍｇ／ｍｌ）作用于 ＨＯ８９１０ＰＭ细胞１２、２４、４８、７２ｈ，均可不同程度抑制细胞增殖，同一时

间段各浓度ＰＴＸ作用组与空白对照组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），各浓度ＰＴＸ作用组组内两两相比差异有统计学意

义（Ｐ＜０．０５）。ＰＴＸ同一浓度组各时间点两两相比细胞增殖抑制率差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。免疫细胞化学显示：以

不同浓度的ＰＴＸ（０．５～２．０ｍｇ／ｍｌ）作用 ＨＯ８９１０ＰＭ细胞２４、４８、７２ｈ后，ＡｎｎｅｘｉｎⅡ蛋白较空白对照组有所降低；同一时间

段内ＡｎｎｅｘｉｎⅡ蛋白表达呈浓度依赖性，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），同一剂量组ＡｎｎｅｘｉｎⅡ蛋白表达呈时间依赖性，差异有

统计学意义（Ｐ＜０．０５）。不同浓度ＰＴＸ（０．５～２．０ｍｇ／ｍｌ）作用于 ＨＯ８９１０ＰＭ细胞２４、４８、７２ｈ后，ＮＦκＢｐ６５蛋白的表达均

有所降低，也呈时间和浓度依赖性，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ＰＴＸ可能通过抑制 ＨＯ８９１０ＰＭ 卵巢癌细胞 Ａｎ
ｎｅｘｉｎⅡ、ＮＦκＢｐ６５蛋白表达而抑制其增殖。
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　　Ａｎｎｅｘｉｎ是一种钙依赖性的磷脂结合蛋白，ＡｎｎｅｘｉｎⅡ
蛋白是Ａｎｎｅｘｉｎ蛋白家族中的重要成员［１］，在细胞膜结构域

的建立、ＤＮＡ合成及细胞增殖等方面起重要作用［２］。己酮

可可碱（ｐｅｎｔｏｘｉｆｙｌｌｉｎｅ，ＰＴＸ）是磷酸二酯酶抑制剂，能增加细

胞内ｃＡＭＰ浓度，具有改善血流动力学、免疫抑制、抗纤维化

及一定的抗肿瘤作用［３］。本研究将不同浓度的ＰＴＸ作用于

人卵巢癌细胞 ＨＯ８９１０ＰＭ，观察其作用效果，并探讨其可能

的作用机制，为后续肿瘤靶向治疗研究奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　ＲＰＭＩ１６４０培养液（Ｈｙｃｌｏｎｅ公

司），胎牛血清（杭州赛乐生物科技有限公司），胰蛋白酶（吉

诺生物医药技术有限公司），己酮可可碱（开封市康诺生化制

药厂），四甲基偶氮唑蓝 ＭＴＴ（Ｓｉｇｍａ公司），ＡｎｎｅｘｉｎⅡ鼠抗

人多克隆抗体（ｓｃ２８３８５，ＳａｎｔａＣｒｕｚｅ公司），鼠抗人 ＮＦκＢ

ｐ６５单克隆抗体工作液（Ｄ０９０７，ＳａｎｔａＣｒｕｚｅ公司），ＳＰ试剂

盒、ＤＡＢ试剂盒（北京中杉金桥生物公司）。人卵巢癌 ＨＯ

８９１０ＰＭ细胞系购自中国科学院上海生命科学研究院。

１．２　ＭＴＴ法测定细胞生长抑制率　制备单细胞悬液后分

别转至９６孔培养板，每孔接种细胞１０４个，培养过夜后待细

胞贴壁后分别加入不同浓度ＰＴＸ（０．２５、０．５、１．０、１．５、２．０

ｍｇ／ｍｌ），作用１２、２４、４８、７２ｈ后采用 ＭＴＴ法测定细胞生长

情况，每板设空白对照、正常对照。用药终止前４ｈ每孔加

ＭＴＴ２０μｌ，混匀，培养箱内培养４ｈ后弃液，加ＤＭＳＯ１５０

μｌ后振荡１０～１５ｍｉｎ，用酶标仪（λ＝４９０）测各孔光密度（Ｄ）

值，计算生长抑制率（ＧＩ）：ＧＩ％＝（Ｄ对照 －Ｄ实验）／Ｄ对照 ×

１００％。

１．３　免疫细胞化学观察细胞ＡｎｎｅｘｉｎⅡ、ＮＦκＢｐ６５蛋白的

表达　采用免疫细胞化学ＳＰ法，细胞爬片，３％过氧化氢室

温孵育２０ｍｉｎ，ＡｎｎｅｘｉｎⅡ多克隆抗体按１∶２５０稀释孵育，

４℃过夜；ＤＡＢ显色，苏木精复染，中性树胶封片。用已知

ＡｎｎｅｘｉｎⅡ蛋白阳性表达的上颌鳞状上皮乳头状瘤作阳性对

照，ＰＢＳ替代一抗作空白对照。

１．４　结果判定　参照文献［４］，ＡｎｎｅｘｉｎⅡ、ＮＦκＢｐ６５蛋白

阳性颗粒均定位于胞质，呈棕黄色。每片随机观察５个视

野，计数５００个细胞中染色阳性细胞数，阳性细胞数＜５％为

０分，阳性细胞数５％～２５％为１分，２６％～５０％为２分，

５１％～７５％为３分，＞７５％为４分。按照胞质染色着色深浅

评分：无色为０分，淡黄色为１分，棕黄色为２分，棕褐色为

３分。染色强度评分与阳性细胞数比例的评分相加之和＜２
分为阴性（－），２～３分为弱阳性（＋），４～５分为中度阳性

（），６～７分为强阳性（）。
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１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０软件进行分析，计量资

料用珚ｘ±ｓ表示，两组以上的均数间比较采用方差分析，以

α＝０．０５为检验水准。

２　结　果

２．１　ＰＴＸ对肿瘤细胞增殖的影响　ＭＴＴ法检测结果（表

１）表明：０．２５、０．５、１．０、１．５、２．０ｍｇ／ｍｌ的ＰＴＸ作用于ＨＯ

８９１０ＰＭ细胞１２、２４、４８、７２ｈ均可不同程度地抑制细胞增

殖，ＰＴＸ各浓度作用组细胞增殖率与空白对照组相比差异

有统计学意义（Ｐ＜０．０５），各浓度作用组间两两相比差异有

统计学意义（Ｐ＜０．０５）。０．２５ｍｇ／ｍｌＰＴＸ作用１２、２４ｈ细

胞抑制率差异无统计学意义，作用４８、７２ｈ细胞抑制率差异

有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。０．５、１．０、１．５、２．０ｍｇ／ｍｌ的ＰＴＸ
各作用时间点两两相比细胞增殖抑制率差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。

表１　不同浓度ＰＴＸ不同作用时间对ＨＯ８９１０ＰＭ细胞的增殖抑制率的影响
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ，％）

组别
作用时间ｔ／ｈ

１２ ２４ ４８ ７２
空白对照组 ０ ０ ０ ０
ＰＴＸ作用组

　　０．２５ｍｇ／ｍｌ ４．６３±０．１２ ５．３０±０．４４ １１．０７±０．７１ １８．１３±０．２５

　　０．５ｍｇ／ｍｌ ７．００±０．３６ １２．７０±１．０８ １９．４３±１．０５ ２５．８３±０．４０

　　１．０ｍｇ／ｍｌ １２．５３±１．１２ ２０．４０±０．９０ ３５．４０±３．２４ ４４．２０±３．５３

　　１．５ｍｇ／ｍｌ ３０．３７±０．９１ ４５．００±２．４９ ５５．７７±３．０１ ６２．７７±２．６７

　　２．０ｍｇ／ｍｌ ３５．６０±１．３５ ４９．３３±０．７８ ６４．９３±３．９８ ７３．９３±３．７２

　ＰＴＸ：己酮可可碱．Ｐ＜０．０５与空白对照组相比

２．２　ＰＴＸ对肿瘤细胞 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ蛋白表达的影响　结果

（图１，表２）表明：ＡｎｎｅｘｉｎⅡ蛋白阳性表达于细胞质，阳性染

色呈棕黄色颗粒；０．５、１．０、１．５、２．０ｍｇ／ｍｌＰＴＸ作用于人卵

巢癌细胞２４、４８、７２ｈ后，ＡｎｎｅｘｉｎⅡ蛋白表达均有所降低，各

剂量组与空白对照组相比，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；

在每个时间段内随着药物浓度的增加，ＡｎｎｅｘｉｎⅡ蛋白表达

均降低；各剂量组间两两相比，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）；在每个作用浓度内随着时间延长，ＡｎｎｅｘｉｎⅡ蛋白表

达均降低，３个时间段两两相比差异均有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。

图１　ＡｎｎｅｘｉｎⅡ蛋白（Ａ，Ｂ）、ＮＦκＢｐ６５蛋白（Ｃ，Ｄ）的表达

Ａ，Ｃ：空白对照组；Ｂ，Ｄ：２．０ｍｇ／ｍｌＰＴＸ作用４８ｈ．ＰＴＸ：己酮可可碱．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

表２　不同浓度ＰＴＸ作用下人卵巢癌细胞ＡｎｎｅｘｉｎⅡ蛋白的表达
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ）

组别
作用时间ｔ／ｈ

２４ ４８ ７２
Ｆ值 Ｐ值

空白对照组 ９．４３±０．７６ ８．８５±０．３６ ８．３７±０．４２ ５．７８ ０．１４
ＰＴＸ作用组

　　０．５ｍｇ／ｍｌ ６．５１±０．２１ ５．２８±０．３１ ４．５２±０．４４ ３６．８３ ０．００

　　１．０ｍｇ／ｍｌ ４．２３±０．２６ ３．６８±０．３１ ２．７５±０．２６ ４３．７５ ０．０１

　　１．５ｍｇ／ｍｌ ２．９８±０．２１ ２．２７±０．２３ １．１７±０．２０ １１１．６４ ０．００

　　２．０ｍｇ／ｍｌ ２．２３±０．２１ １．８７±０．３０ ０．６３±０．２７ ７１．７９ ０．００
Ｆ值 ３５５．２２ ５７９．７９ ５３２．３２
Ｐ值 　０．００ 　０．００ 　０．００

　ＰＴＸ：己酮可可碱
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２．３　ＰＴＸ对肿瘤细胞 ＮＦκＢｐ６５蛋白表达的影响　结果

（图１，表３）表明：ＮＦκＢｐ６５蛋白阳性表达于细胞质，阳性

染色呈棕黄色颗粒；０．５、１．０、１．５、２．０ｍｇ／ｍｌＰＴＸ作用于人

卵巢癌细胞２４、４８、７２ｈ后，ＮＦκＢｐ６５蛋白表达均有所降

低，各剂量组与空白对照组相比，差异均有统计学意义（Ｐ＜

０．０５）。在每个时间段内随着药物浓度的增加，ＮＦκＢｐ６５蛋

白表达均降低，不同浓度两两相比差异均有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）；在每个浓度内随着时间延长，ＮＦκＢｐ６５蛋白表达均

降低，３个时间段两两相比差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

表３　不同浓度ＰＴＸ作用下人卵巢癌细胞ＮＦκＢｐ６５蛋白的表达
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ）

组别
作用时间ｔ／ｈ

２４ ４８ ７２
Ｆ值 Ｐ值

空白对照组 ９．６２±０．３１ ９．５６±０．４０ ９．７４±０．２７ ０．３８ ０．６９
ＰＴＸ作用组

　　０．５ｍｇ／ｍｌ ７．１８±０．４１ ６．０６±０．３８ ４．６０±０．４７ ４６．９３ ０．００

　　１．０ｍｇ／ｍｌ ４．５４±０．２１ ３．８２±０．４２ ３．０２±０．６３ １４．０１ ０．０１

　　１．５ｍｇ／ｍｌ ３．５４±０．３０ ２．２４±０．２３ １．４０±０．２２ ９１．３０ ０．００

　　２．０ｍｇ／ｍｌ ２．９２±０．１９ ２．４８±０．３７ １．２４±０．９５ １０．６２ ０．０２
Ｆ值 ４５１．３２ ３４４．８８ １７０．２７
Ｐ值 　０．００ 　０．００ 　０．００

　ＰＴＸ：己酮可可碱

３　讨　论

　　人ＡｎｎｅｘｉｎⅡ的基因位于１５ｑ２１ｑ２２，含１．４ｋｂ编码基

因［１］，ＡｎｎｅｘｉｎⅡ蛋白表达异常与肿瘤的发生、发展有着密切

关系［５６］，ＲｅｎｇｉｆｏＣａｍ等［７］研究发现：ＡｎｎｅｘｉｎⅡ蛋白通过

激活 ＭＡＰＫ／ＥＲＫ的信号转导途径激活 ＮＦκＢ，从而介导胃

泌素对ＡＲ４２Ｊ胰腺癌细胞系的增殖和抗凋亡作用。ＰＴＸ能

抑制ＩκＢα的磷酸化及降解，从而抑制内毒素诱导的 ＮＦκＢ
的激活［８］。而ＰＴＸ能否抑制体外培养卵巢癌细胞内Ａｎｎｅｘ

ｉｎⅡ蛋白的表达国内外尚未见报道。

　　本研究结果显示，不同浓度的ＰＴＸ作用人卵巢癌细胞

不同时间后，均不同程度地抑制细胞增殖，其抑制作用与浓

度、作用时间有关，呈浓度和时间依赖性；随着时间的延长和

浓度的增加，肿瘤细胞ＡｎｎｅｘｉｎⅡ、ＮＦκＢｐ６５蛋白的表达均

有所降低，也呈现时间和浓度依赖性。ＰＴＸ 可通过抑制

Ａｋｔ／ＮＦκＢ信号转导通路抑制支气管平滑肌细胞、胰腺癌细

胞的增殖［９１０］。因此，本研究结果提示，ＰＴＸ可能通过抑制

ＡｎｎｅｘｉｎⅡ表达阻止ＮＦκＢ激活，从而发挥对人卵巢癌细胞

的增殖抑制作用，但确切机制仍有待进一步探讨。
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