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　　［摘要］　目的　探讨多西环素对卵巢癌的抗肿瘤作用及可能机制。方法　采用 ＭＴＴ方法检测多西环素单独作用及与
顺铂联合用药时对卵巢癌细胞 ＨＯ８９１０增殖的影响；采用ＲＴＲＣＲ检测卵巢癌细胞 ＨＯ８９１０中ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ的表达；采用

蛋白质免疫印迹法检测多西环素作用后卵巢癌细胞 ＨＯ８９１０中ＣＸＣＲ４表达的改变。结果　较低浓度多西环素（１０μｇ／ｍＬ）
作用４８ｈ后即可抑制卵巢癌细胞ＨＯ８９１０的增殖活力（Ｐ＜０．０１），当其浓度为５０μｇ／ｍＬ时抑制率达（７０±２）％。多西环素与

顺铂联合用药后对癌细胞的抑制效应大于同一浓度顺铂单独作用时，可提高癌细胞对顺铂的化疗敏感性。多西环素抑制卵巢

癌细胞ＨＯ８９１０中ＣＸＣＲ４的表达。结论　多西环素对卵巢癌细胞ＨＯ８９１０有明确的抑制增殖作用，能增加癌细胞对顺铂化
疗的敏感性。ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４通路可能参与其中。

　　［关键词］　多西环素；卵巢肿瘤；ＣＸＣＲ４受体；顺铂；肿瘤抗药性
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　　卵巢癌死亡率居妇科肿瘤之首，５年生存率仅约

为３０％［１］。由于缺乏有效的筛查手段，７０％卵巢癌

患者确诊时已属晚期，无法以手术根除治疗［２］。目

前针对卵巢癌主要的治疗方案为手术及术后辅以铂

类联合化疗药物紫杉醇为主的化疗［３］。６０％～８０％
的患者在接受积极的治疗后能获得临床完全缓解，

然而晚期患者中的７０％将最终复发并表现为铂类耐

药［４］。绝大多数的铂类耐药性卵巢癌是不能治愈

的，其平均生存期约为２年［５］。

　　顺铂（ｃｉｓｐｌａｔｉｎ，ＤＤＰ）是铂类中常用的一线化

疗药物，其用于治疗恶性肿瘤的机制主要为与肿瘤

细胞ＤＮＡ结合从而导致ＤＮＡ损伤而最终诱导肿
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瘤细胞凋亡，在临床上可用于包括卵巢癌在内的多

种实体肿瘤的化疗。但大部分卵巢癌患者在顺铂初

始治疗后很快就会出现耐药现象［５７］。而目前针对

铂类耐药性卵巢癌的治疗国内外尚无统一方案，所

以寻找一种安全有效的，对卵巢癌尤其是铂类耐药

性卵巢癌具有明确治疗效果的化疗药物十分有

必要。

　　多西环素（ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ，ＤＣ）是一种四环素族广

谱抗生素，通过抑制细菌蛋白的合成来发挥作用，临

床上主要用于感染性疾病的治疗，包括莱姆病、慢性

前列腺炎、鼻窦炎、梅毒、衣原体感染、盆腔慢性炎

症、粉刺、红斑痤疮和立克次体感染。近年来有研究

显示，多西环素除了抗菌作用外还有一定的抗肿瘤

作用，其可以抑制口腔鳞状上皮癌细胞的增殖及侵

袭，还可以抑制黑色素瘤细胞的侵袭及转移［８９］。多

西环素联合免疫细胞接种肿瘤患者后可提高肿瘤免

疫治疗的疗效［１０］。

　　多西环素用于治疗卵巢癌国内外尚未见报道，

在本次实验中，我们主要观察多西环素对卵巢癌细

胞 ＨＯ８９１０的抑制增殖作用，并进一步研究其与顺

铂联合用药时是否能增加卵巢癌细胞对顺铂化疗的

敏感性，初步揭示多西环素抗卵巢癌的可能机制。

１　材料和方法

１．１　材料及主要试剂　人卵巢癌细胞株 ＨＯ８９１０
（由第二军医大学基础部病理生理学教研室提供），

ＲＰＭＩ１６４０培养液（Ｇｉｂｃｏ公司），胎牛血清（Ｓｉｇｍａ
公司），噻唑蓝 ＭＴＴ（Ｓｉｇｍａ公司），羊抗人ＣＸＣＲ４
多克隆抗体（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司），ＲＴ

ＰＣＲ试剂及引物（上海生工生物工程技术服务有限

公司），盐酸多西环素（Ｓｉｇｍａ公司，Ｄ９８９１），顺铂

（Ｓｉｇｍａ公司，４７９３０６）。

１．２　细胞培养　ＨＯ８９１０细胞在３７℃、５％ ＣＯ２湿

度恒定培养箱内培养，含１０％胎牛血清ＲＰＭＩ１６４０
培养液为培养基，对数生长期细胞传代培养。

１．３　ＭＴＴ法测定细胞活力　以１×１０５／ｍＬ的密

度将肿瘤细胞接种于９６孔板，每孔１００μＬ，实验设

３个复孔，重复３次。肿瘤细胞孵育过夜后每孔加入

特定实验浓度的顺铂及多西环素作用特定时间后，

每孔加入１０μＬＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ），继续孵育４ｈ，弃

上清，每孔加入１００ｍＬ二甲亚砜，振荡摇匀，用酶标

仪于４９０ｎｍ波长测定光密度值（Ｄ值），按照下列公

式计算细胞活力：细胞活力＝（实验组Ｄ 值／对照组

Ｄ值）×１００％ ，每组的 Ｄ 值取３个实验复孔的

均值。

１．４　ＲＴＰＣＲ　收集对数生长期 ＨＯ８９１０细胞，

ＴＲＩｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ，反转录合成ｃＤＮＡ第一链。

以ｃＤＮＡ为模板，进行βａｃｔｉｎ及ＣＸＣＲ４基因的扩

增，引物序列分别为βａｃｔｉｎ（５′ＴＧＴ ＧＴＴ ＧＧＣ

ＧＴＡＣＡＧＧＴＣＴＴＴＧ３′）、ＣＸＣＲ４（５′ＡＧＣＡＴＧ

ＡＣＧＧＡＣＡＡＧＴＡＣＡＧＧ３′），所得产物以１．０％
琼脂糖凝胶电泳检测，以凝胶成像仪观察结果。

１．５　蛋白质免疫印迹法　按实验要求将细胞接种

于６孔板，每孔１．５ｍＬ，密度为５×１０６／ｍＬ，实验重

复３次。肿瘤细胞孵育过夜后加入不同浓度多西环

素（０、１０、１５、２０μｇ／ｍＬ）处理４８ｈ后，抽取空白对照

组及不同药物作用组蛋白，变性后进行ＳＤＳＰＡＧＥ
分离目的蛋白，转移到硝酸纤维素薄膜上，５％脱脂

奶粉ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液＋Ｔｗｅｅｎ２０（ＴＢＳＴ）封闭液封

闭１～２ｈ，洗膜 ＴＢＳＴ５ ｍｉｎ×３ 次，孵一抗

（１１０００），室温摇床１ｈ，４℃过夜，洗膜 ＴＢＳＴ５

ｍｉｎ×３次，孵二抗（１１０００），室温摇床１ｈ，洗膜

ＴＢＳＴ１０ｍｉｎ×３次，显影。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计

学分析，数据以珚ｘ±ｓ表示，多组数据间比较采用方

差分析。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　顺铂抑制卵巢癌细胞 ＨＯ８９１０增殖　不同浓

度顺铂（０、０．５、１．０、１．５、２．０、２．５μｇ／ｍＬ）作用

ＨＯ８９１０细胞４８ｈ，结果当顺铂浓度高于１．５μｇ／

ｍＬ时，细胞活力呈剂量依赖性下降，此浓度下癌细

胞的增殖活力为空白对照组的（５９±７）％，与空白对

照组相比差异具有统计学意义（ｎ＝９，Ｐ＜０．０５），当

顺铂浓度为２．０及２．５μｇ／ｍＬ时，对癌细胞的抑制

率分别为（５６±４）％及（７９±３）％（ｎ＝９，Ｐ＜０．０１）。

２．２　多西环素抑制卵巢癌细胞 ＨＯ８９１０增殖　先

使用１０μｇ／ｍＬ多西环素作用卵巢癌细胞 ＨＯ８９１０
不同时间（０，２４，４８，７２ｈ）后，结果显示作用４８ｈ
及７２ｈ后，对癌细胞的抑制率分别为（４３±３）％及

（３６±５）％，与空白对照组相比均具有统计学差异

（ｎ＝９，Ｐ＜０．０１）。我们选取４８ｈ作为药物作用的

最佳时间，故在后续实验中采用不同浓度多西环素

（０、２．５、５．０、７．５、１０、２０、５０μｇ／ｍＬ）作用 ＨＯ８９１０
细胞４８ｈ，结果显示当多西环素浓度高于１０μｇ／ｍＬ
可呈剂量依赖性地抑制卵巢癌细胞增殖活力，此浓
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度下，癌细胞的增殖活力为空白对照组的（５７±

５）％，与空白对照组相比差异具有统计学意义（ｎ＝

９，Ｐ＜０．０５）。当多西环素浓度为２０及５０μｇ／ｍＬ
时，对癌细胞的抑制率分别为（６０±４）％及（７０±

２）％（ｎ＝９，Ｐ＜０．０１）。

２．３　多西环素增加卵巢癌细胞 ＨＯ８９１０对顺铂的

化疗敏感性　先选用顺铂作用癌细胞４８ｈ后尚未

对其增殖活力产生明显抑制效应的浓度１μｇ／ｍＬ，

分别联合不同浓度多西环素（２．５、５、７．５、１０μｇ／

ｍＬ）作用ＨＯ８９１０细胞４８ｈ，结果显示，当７．５及１０

μｇ／ｍＬ多西环素联合１μｇ／ｍＬ顺铂时对癌细胞的

抑制效率分别为（３９±４）％及（４３±２）％，均高于

１μｇ／ｍＬ顺铂单独作用时的（３４±４）％，且差异均具

有统计学意义（ｎ＝９，Ｐ＜０．０１）。而后，将顺铂浓度

更换为１．５μｇ／ｍＬ重复以上实验，结果与上述实验

一致，当１０μｇ／ｍＬ多西环素联合顺铂１．５μｇ／ｍＬ
作用时对卵巢癌细胞的抑制率（５２±１）％也高于１．５

μｇ／ｍＬ顺铂单独作用时（４１±３）％（ｎ＝９，Ｐ＜
０．０１）。结果说明多西环素可以增强卵巢癌细胞对顺

铂化疗的敏感性。

２．４　多西环素抑制卵巢癌细胞 ＨＯ８９１０中ＣＸＣＲ４
的表达　反转录ＰＣＲ结果显示，在卵巢癌细胞株

ＨＯ８９１０中有ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ表达（图１Ａ），采用蛋

白质印迹法从蛋白水平检测不同浓度多西环素作用

卵巢癌细胞４８ｈ后对其ＣＸＣＲ４表达的影响，结果

显示，随着多西环素浓度的增加，ＣＸＣＲ４条带的灰

度值逐渐降低，当多西环素浓度为２０μｇ／ｍＬ时，其

条带灰度值较空白对照组降低（图１Ｂ），说明多西环

素可以抑制 ＨＯ８９１０细胞株中ＣＸＣＲ４的表达。

图１　多西环素对卵巢癌细胞中ＣＸＣＲ４表达的影响

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅｏｎＣＸＣＲ４

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ

ＤＣ：Ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ．Ａ：ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｏｖａｒｉａｎ

ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＤｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅｉｎｈｉｂｉｔｅｄＣＸＣＲ４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ

ｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ

３　讨　论

　　多西环素是临床上常用的抗生素，虽然近年来

有报道显示其具有一定的抗肿瘤作用，但关于多西

环素抗肿瘤的相关机制目前尚不清楚。以往的研究

显示在主动脉平滑肌细胞中，多西环素可以通过上

调基质金属蛋白酶抑制因子１（ＴＩＭＰ１）的表达来抑

制 ＭＭＰｓ的分泌［１１］，而在人口腔鳞状细胞癌中，多

西环素可通过下调 ＭＭＰ９及 ＭＭＰ２的表达来抑

制肿瘤细胞的侵袭［８］。我们的实验首次证实多西环

素可以抑制卵巢癌细胞 ＨＯ８９１０的增殖，其与顺铂

联合用药时能增加顺铂的化疗效应。

　　人类趋化因子ＳＤＦ１及其受体ＣＸＣＲ４与人类

多种肿瘤转移密切相关，ＣＸＣＲ４在一些肿瘤细胞

系、原发肿瘤组织均呈高表达。ＳＤＦ１在肿瘤细胞

潜在转移靶器官的表达量比非常规转移靶器官高，

肿瘤细胞利用ＣＸＣＲ４与其天然配体间的趋化效应

实现远距离转移。目前已有研究证实ＳＤＦ１／ＣＸ

ＣＲ４与卵巢癌细胞增殖及转移均密切相关［１２］。

７０％～９０％的卵巢癌细胞分泌ＳＤＦ１［１３］，在卵巢癌

患者恶性腹水中也发现高水平的ＳＤＦ１［１４］。ＰＩ３Ｋ／

Ａｋｔ及ＥＲＫ通路可以参与铂类耐药的发生［１５１６］，而

ＳＤＦ１α／ＣＸＣＲ４通路可以引起钙离子活化，导致细

胞内ｃＡＭＰ降低，从而激活包括ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ及ＥＲＫ
在内的多条信号通路［１７１８］。这些研究提示ＳＤＦ１／

ＣＸＣＲ４细胞通路可能参与了卵巢癌顺铂耐药的过

程。由此我们设想，多西环素对卵巢癌细胞的抑制

作用可能也是通过ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４通路实现。我们

的实验证实，卵巢癌细胞 ＨＯ８９１０ 中有 ＣＸＣＲ４

ｍＲＮＡ及蛋白的表达，多西环素作用后ＣＸＣＲ４蛋白

表达降低，提示多西环素可能通过对ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４
通路的调节进一步激活下游一些信号通路，如

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ或ＥＲＫ，进而增加卵巢癌细胞对顺铂化

疗的敏感性。铂类耐药的产生虽然包括药物浓度蓄

积减少、细胞解毒或代谢功能增强、ＤＮＡ损伤的修

复以及激活细胞中一些与细胞凋亡相关的信号通

路［１９］，但具体机制尚需进一步深入的研究。

　　综上所述，我们的实验首次证实多西环素可抑

制卵巢癌细胞 ＨＯ８９１０的增殖，其与顺铂联合用药

对顺铂的化疗起到一定的增敏作用；多西环素对卵

巢癌细胞的抑制作用可能通过抑制ＣＸＣＲ４的表达

实现。
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