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卵巢癌是妇科三大恶性肿瘤之一，病发隐匿，大

部分患者确诊时已属晚期，因此卵巢癌是妇科肿瘤

中病死率最高的恶性肿瘤。作为雌激素依赖性肿瘤，

雌激素与雌激素受体（W8ZYJPWO YW@W?ZJY，=;）的相互

作用可促进其发生发展 h/$.i。他莫西芬（Z:GJKI[WO，

012）是目前临床上治疗乳腺癌最具代表性的抗雌

激素药物，卵巢癌与乳腺癌虽然同为雌激素依赖性

肿瘤，但二者对抗雌激素治疗反应不同。约 39. =;!

阳性的乳腺癌患者对 012 治疗有效，而卵巢癌患

者有 j%D*(%D表达 =;!，但仅有 ,D*/4D的患者

对抗雌激素治疗有效，因此，探讨卵巢癌在抗雌激

素治疗中发生耐药的机制具有重要意义hji。)*$( 是

由多种细胞产生的一种炎症性细胞因子，临床资料

显示，卵巢癌患者 )*$( 的高表达与不良预后及化疗

敏感性差密切相关hE$(i。本课题组研究发现，卵巢癌

细胞自分泌 )*$( 的水平与其对 012 的敏感性呈负

相关。不分泌 )*$( 的 13,4% 细胞对 012 敏感；而

高分泌 )*$( 的 5167' 细胞对 012 耐药h,i。)*$( 是

否影响卵巢癌细胞对 012 的敏感性？本研究对内
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源性及外源性 !"#$ 在诱导卵巢癌抗雌激素治疗耐

药中的作用进行初步研究，从而为解决卵巢癌内分

泌治疗耐药这一难题提供新的思路。

! !"#$%

%&' !"#$% &' 二甲基亚砜（()*+）：*,-./

公司产品；噻唑蓝（01,/23456478，)99）：*,-./ 公司产

品。美国 :!;<+ 公司产品：=>)!?'@AB 培养基、活性

碳处理的 C;*（DC;*）；中美合资兰州民海生物工程

有限公司产品：胎牛血清（C;*）；美国 =E( 公司：重

组人 !"#@、人 !"#@ F"!*G 试剂盒；美国 !HI,0J3-8H 公

司产品：",K3L8M0/.,H89)NBBB、:A'O；9/P/=/ 产品：

)Q)"R（=S/D8 TQ）逆转录酶、N!>J8.,U 9/V；'BB6K

(SG"/WW8J)/JX8J产自天根生化科技有限公司。

'YN !"()

'&N&' 细胞系和细胞培养 人卵巢腺癌细胞

（GNZOB）和人乳突状卵巢腺癌细胞（<G+R[）均为美

国 G9<< 公司产物，前者购自南京凯基生物科技发

展有限公司，后者为本室保留。前者用含有 'B\

C;* 的 =>)!#'@AB 培养液培养，后者用含 'B\ C;*

的 ()F) 培养液培养，该培养液含有 'BB ]?." 青

霉素和 'BB !-?." 链霉素。

'&N&N 基因转染克隆的筛选与鉴定 GNZOB 细胞不

分泌 !"#@ 但表达其受体，而 <G+R[ 细胞高表达

!"#@ 及其受体。前期工作 Ẑ_获得中度和高度表达 !"Q@

的 N 个 GNZOB 细胞克隆（GNZOB?DD!"Q@) 和 GNZOB?

DD!"Q@T）及 GNZOB?KM(SG[&'`。本研究将带有反义

!"#@ M(SG 的表达载体 KM(SG[&'`?/D!"#@ 转染至

<G+R[ 细胞中，细胞转染 AO 1 后，应用 :A'O（浓度

为 @BB !-?."）进行加压筛选获得的阳性转染细胞

克隆经扩大培养后分别收取培养上清和细胞进行

F"!*G 和 =9#><= 鉴定，获得 !"#@ 中度和高度抑制

表达的 N 个 <G+R[ 细胞克隆（<G+R[?/D!"#@), 和

<G+R[?/D!"#@T,）。同时将空载体转染至 <G+R[ 细

胞作为阴性对照，为 <G+R[?KM(SG[&'`。

'&N&[ !"#@ 的 F"!*G 检测 取对数生长期的上述

卵巢癌细胞，调整各种细胞浓度为 '!'B

a

? ."，接种

于 'N 孔细胞培养板中，' ."?孔，[Z "、aB ."?" <+

N

孵箱中培养 AO 1 后，收集培养上清，按照 F"!*G 试

剂盒的说明书检测培养上清中 !"#@ 的含量。

'&N&A =9#><= 反应 总 =SG 的提取的流程参照

9=,234 试剂（美国 !HI,0J3-8H）说明书。逆转录反应条

件参照 )#)"R 逆转录酶说明书进行，引物序列

!" #@ 如 下 ：!" #@b L3Jc/JW a# #99:G<GGG<GGG

99<::9G<G #[$ ，J8I8JD8 a$ #:G::9:<<<G9:< 9

G<G #[$（AdZ 6K）；" #/M0,HbD8HD8a$ #9::GG9<<9

:9::<G9<<G9:GGG< #[$，/H0,D8HD8 a$#9GGGG<:

<G:<9<G:9GG<G:9<<#[$（[aB 6K）。><= 反应体

系：M(SG '&B !"，N%>J8.,U9/V 'B !"，上、下游引物

各 'B K.34，加双蒸水至总体积 NB !"。><= 反应的

程序如下：预变性，dA " a .,H；变性，dA " [B D；退

火，ad " Aa D ；延伸，ZN " ' .,H，设定 [A 个循环。反

应终止时，吸取 a !" ><= 反应液在浓度为 'N -?"

琼脂糖凝胶中进行电泳。结果使用 e7/H0,05 +H8 软

件（;,3#=/W 公司）分析，内参是 "#/M0,H，使用靶基

因?"#/M0,H 的光密度比值对 .=SG 进行相对定量。

'&N&a )99试验检测细胞活性 应用终浓度 aB H-?."

!"#@ 作用于 GNZOB 细胞，连续处理 'B W，期间每 N W

更换 ' 次新鲜的培养液并加入相同浓度的 !"#@，经

上述处理的细胞命名为 !"#@ 预处理的 GNZOB 细胞

（GNZOB?KJ8!"#@ 细胞）。将 GNZOB?KJ8!"#@，GNZOB 细

胞分别接种到 d@ 孔板中（A!'B

A

?."），'BB !"?孔，

[Z "、aB ."?" <+

N

孵箱中培养 NA 1 后弃去培养液，

更换含有 aB ."?" C;* 的培养液，GNZOB?KJ8!"#@ 细

胞先加入 NB !" 终浓度为 aB H-?." 的 !"#@，然后与

GNZOB 细胞一起分别加入不同浓度的 9G)（B&'、'、

'B、'BB、' BBB H.34?"），[B .,H 后加入雌二醇（FN 终

浓度为 ' H.34?"）。每个浓度设 a 个平行孔，并以

9G) 的稀释液乙醇作为对照。[Z "、aB ."?" <+

N

孵

箱中培养 AO 1 后，在结束培养前 A 1 离心弃上清后

加入 )99 溶液fB&a -?"，>;* 配制g，于 hZ "、ai ."j"

<+

N

孵箱内继续培养 A 1，离心弃 )99 溶液后加入

()*+ 'ii !"j孔，充分振荡至细胞内的紫蓝色结晶

完全溶解，置酶标仪上测定波长为 Adi H. 时的吸

光度（G）值。同时，内源性过表达 !"Q@ 的 GNZOij

DD!"Q@ 及抑表达 !"Q@ 的 <G+R[j/D!"Q@ 细胞，同样

采取上述方法检测其细胞活性。

'Y[ *+,-. 统计学分析使用 *>**'ZYi 软件

包进行统计学分析，最终结果以 !"# 表示。两组间

比较采用 ! 检验，多组间比较采用单因素方差分

析，进一步两两比较采用 "(* 法，"&iYia 具有统计

学差异。

" &'

NY' /D!"Q@/0123456789:;<=> 由

图'/可见，与空载体转染细胞 <G+R[jKM(SG[Y'`相

比，!"Q@ 中、高抑制表达的 N 个 <G+R[ 细胞克隆，

其 !"Q@ 分泌水平分别下降了@[YON\和 ZaY@d\

（" &iYi'），命名为 <G+R[j/D!" Q@), 和 <G+R[j

/D!"Q@T, 细胞，而未转染细胞 <G+R[ 与空载体转

染细胞 <G+R[jKM (SG[Y'`相比 !"Q@ 分泌水平无

明显差异。上述稳定转染细胞克隆的 !"Q@ .=SG 水

马晓霞，等Y!"Q@ 诱导卵巢癌细胞对他莫西芬产生耐药的实验研究!
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!!"#$%&' ()*+,-./ 0123 23. +,-.42,5 6789%

! ! "#$ "#$%%& &!'()'()*+,-./0$1*++23

,-. ! *++ /00/1 234 567 722785 32 793.7:3;0 "#<% 3: 567 07:0-5-=-51

32 &!'(> 87??0 53 5/0@39-27:

, ,4/ :$;.4<121=12> )? 6789%@<<ABCD )- E6FGH@,<ABCD (.55< 2) 2,*)I1?.4J

!!"%$%&' ()*+,-./ 0123 23. =.(2)-C2-,4<?.(2./ 6789% )- E6FGCH (.55<

! A 4#$ "#<%%&567'(8*+,-9/0$:*++2B

,-. A *++ /00/1 234 567 722785 32 7:C3.7:3;0 "#$% 3: 567 470D3:!

0-=7:700 32 3=/4-/: 8/:874 87??0 53 5/@39-27:

, ,4/ :$KI+-.<<1)4< )? ABCD*LM6 ,4/ +-)2.14 ABCD 14 E6FGH@,<ABCD (.55<

!!!"%$%N' ()*+,-./ 0123 E6FGH@+(OM6H$NP

! E /0"#$%;<=> F&GHA'?@A9 "#<%BCDE

,-. E +67 ?7=7? 32 "#<% 79D4700-3: -: /0"#<%<54/:027857C F&GHA 87??

平与其分泌水平相一致（图 N:）。

7$7 !" ABCD #$%& 6789% '() Q6R *+

,- 由图 7 可见，经不同浓度的 Q6R（%$N、N、N%、

N%%、N %%% 4*)5@B）作用后，6789%@+-.ABCD 细胞增殖

水平均显著高于 6789% 细胞（均 !!%$%&）。说明外源

性 ABCD 可以诱导 6789% 细胞对 Q6R 产生耐药。

7$H ."/ ABCD 01234'5) Q6R 67

8/ 如图 H, 所示，经不同浓度 Q6R 作用后，

6789%@<<ABCDR 和 6789%@<<ABCDS 细胞的增殖水平

均较空载体转染细胞 6789%@+(OM6H$NT明显增加

（均 !"%$%&），与未转染细胞 6789% 和空载体转染细

胞 6789%@+(OM6H$NT比较，细胞增殖水平无明显差

异。表明内源性过表达 ABCD 可诱导 6789% 细胞对

Q6R 产生耐药。而抑制内源性 ABCD 表达可恢复

E6FGH 细胞对 Q6R 的敏感性，如图 H: 所示，与空

载体转染细胞 E6FGH@+(OM6H$N T相比，E6FGH@

,<ABCDR1 和 E6FGH@,<ABCDS1 细胞增殖水平均显著

下降（均 !"%$%&）。未转染细胞 E6FGH 和空载体转

染细胞 E6FGH@+(OM6H$NT相比，细胞增殖水平无明

显差异。上述结果提示 ABCD 可诱导卵巢癌细胞对

Q6R 产生耐药。

A FG

卵巢癌的发病率仅次于宫颈癌和子宫内膜癌

列居妇科恶性肿瘤第 H 位，而病死率在女性生殖系

统癌症中高居首位。作为一种雌激素依赖性肿瘤，

流行病学表明雌激素替代治疗可增加卵巢癌的发

病风险；与正常绝经后妇女相比，绝经后卵巢癌患

者血清中雌激素水平更高。一直以来，他莫西芬是

卵巢癌抗雌激素治疗的首选药物。抗雌激素药物可

作为配体竞争性地与 KL 结合，通过诱导 KL 构象

改变而使 KL 的 OM6 结合区不能与靶基因上的雌

激素反应元件（.<2-)U.4 -.<+)4<. .5.*.42' KLK）结合，

由此阻断了雌激素的转录激活效应。但根据受体状态
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进行内分泌治疗的效果不佳!"#$%&，具体机制尚不清楚。

'()* 是一种多功能细胞因子，其与多种肿瘤的

发生、发展关系密切。'()* 通过影响细胞的粘附性

和活动力、血栓形成、肿瘤特异性抗原的表达及肿

瘤细胞的增殖而影响肿瘤的发生和发展。临床资料

表明卵巢癌患者高表达 '()*，其腹水中的水平明显

高于血清，'()* 水平升高与卵巢癌的不良预后及化

疗敏感性差相关!+&。体外实验证明 '()* 可增加卵巢

癌细胞的粘附性、趋化性及总侵袭力；卵巢癌细胞

产生的 '()* 是一种潜在的前血管生成因子；并可通

过促进 ,,-). 分泌而提高其致瘤性!*/ $$&。目前，国内

外对 '()* 在雄激素依赖性肿瘤前列腺癌细胞生长

和抗雄激素治疗中作用及相关机制的研究相对较

多。对 '()* 在雌激素依赖性肿瘤乳腺癌和卵巢癌

细胞生长中的作用报道较少，如有研究表明 '()* 对

乳腺癌细胞生长有抑制作用!$0&，但对其转移却有促

进作用；研究发现 '()* 不仅可促进卵巢癌细胞生

长，同时还证明雌激素对卵巢癌细胞的促生长作用

有部分是由 '()* 介导的!$1)$2&。

本课题组前期研究发现，人卵巢癌细胞自分泌

'(#* 水平与其对 34, 的敏感性呈负相关，提示 '(#

* 可能在卵巢癌内分泌治疗耐药中发挥作用。本研

究利用内源性和外源性 '(#* 处理的卵巢癌细胞作

为模型，观察 '(#* 在卵巢癌细胞对 34, 敏感性中

的作用。结果表明，外源性 '(#* 和内源性过表达

'(#* 均可明显促进卵巢癌细胞的增殖水平，提示

'(#* 可诱导卵巢癌细胞对 34, 产生耐药，而抑制

内源性 '(#* 表达则明显降低卵巢癌细胞的增殖水

平，表明抑制 '(#* 表达可恢复卵巢癌细胞对 34,

的敏感性。

本研究从正反两方面证实 '(#* 可诱导卵巢癌

细胞对 34, 产生耐药，对 '(#* 在诱导卵巢癌细胞

对 34, 产生耐药中的作用进行初步探讨，不仅有

助于帮助笔者预测治疗的疗效，而且有望为逆转卵

巢癌抗雌激素治疗耐药提供新的靶点。然而 '(#*

诱导卵巢癌细胞抗雌激素治疗产生耐药的分子机

制尚不清楚，有待进一步研究。
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马晓霞，等O'()* 诱导卵巢癌细胞对他莫西芬产生耐药的实验研究!
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