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摘要　目的　研究华蟾素（ＣＢＧ）对人卵巢癌细胞顺铂耐药
的逆转作用和机制。方法　Ａ２７８０细胞株及其顺铂耐药细
胞株 Ａ２７８０／ＤＤＰ是临床常见的卵巢癌细胞，故选择这两种
细胞株作为研究对象。通过 ＣＣＫ-８法检测细胞活力，平板
克隆和５-乙炔基-２′脱氧尿嘧啶核苷（ＥｄＵ）实验检测细胞的
增殖能力，赫斯特染色（Ｈｏｅｃｈｓｔ）法观察细胞凋亡情况，细胞
划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验评估细胞的迁移和侵袭能力，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和定量逆转录ＰＣＲ（ＲＴ-ｑＰＣＲ）法检测磷脂酰肌
醇３-激酶／蛋白激酶（ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ）信号通路和上皮 －间质转
化（ＥＭＴ）的相关蛋白和 ｍＲＮＡ的表达差异。结果　与
Ａ２７８０细胞相比，Ａ２７８０／ＤＤＰ细胞的耐药指数分别约为
５.６３６、５.８６４、５.６９５，采用 ＣＢＧ（２、４、６ｍｇ／ｍｌ）处理 Ａ２７８０／
ＤＤＰ耐药细胞后，逆转耐药指数分别为１.６１７、２.５７０、３.４６１。
ＣＢＧ呈浓度依赖性地上调细胞凋亡水平、抑制细胞的增殖、
迁移和侵袭能力（Ｐ＜０.０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示：与
Ａ２７８０细胞相比，对照组（Ａ２７８０／ＤＤＰ）细胞中 Ｐ-ＰＩ３Ｋ／ＰＩ３Ｋ
和Ｐ-ＡＫＴ／ＡＫＴ的蛋白水平相对比值以及 Ｎ钙黏蛋白（Ｎ-
ｃａｄｈｅｒｉｎ）、波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）、蜗牛蛋白（Ｓｎａｉｌ）的蛋白表
达更高，Ｅ钙黏蛋白（Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ）蛋白表达更低（ｔＰ-ＰＩ３Ｋ／ＰＩ３Ｋ＝
８.１１５，ｔＰ-ＡＫＴ／ＡＫＴ＝１７.６２、ｔＮ-ｃａｄｈｅｒｉｎ＝６.１２６、ｔＶｉｍｅｎｔｉｎ＝４.００１、ｔＳｎａｉｌ
＝１７.３３３、ｔＥ-ｃａｄｈｅｒｉｎ＝４.６２０，Ｐ＜０.０１）；随着 ＣＢＧ剂量升高，
耐药细胞中的 Ｐ-ＰＩ３Ｋ、Ｐ-ＡＫＴ、Ｎ-ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｓｎａｉｌ的
蛋白表达水平降低，而 Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ的蛋白表达量增加（ＦＰ-ＰＩ３Ｋ
＝２６８.５、ＦＰ-ＡＫＴ＝１９０.５、ＦＮ-ｃａｄｈｅｒｉｎ＝２４.０２、ＦＶｉｍｅｎｔｉｎ＝５７.６５、
ＦＳｎａｉｌ＝８７.２４、ＦＥ-ｃａｄｈｅｒｉｎ＝１３５.８，Ｐ＜０.０５）。ＲＴ-ｑＰＣＲ结果显
示：随着 ＣＢＧ浓度增加，ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、Ｎ-ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、
Ｓｎａｉｌ的ｍＲＮＡ表达水平随之降低，相反Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ的ｍＲＮＡ
表达水平逐渐升高（ＦＰＩ３Ｋ＝１０１.１、ＦＡＫＴ＝５５８.３、ＦＮ-ｃａｄｈｅｒｉｎ＝
８６.９７、ＦＶｉｍｅｎｔｉｎ＝１０５.９、ＦＳｎａｉｌ＝８５.７１、ＦＥ-ｃａｄｈｅｒｉｎ＝８０.９６，Ｐ＜
０.０１）。结论　ＣＢＧ具有逆转卵巢癌 Ａ２７８０／ＤＤＰ细胞株顺

铂耐药的作用，其机制可能与 ＣＢＧ调控 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通
路和抑制ＥＭＴ发生有关。
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　　卵巢癌是女性生殖系统三大恶性肿瘤之一，致
死率位居其中首位［１］。手术和以铂或紫杉醇为基

础的化疗是卵巢癌的初始治疗［２］。但多数患者会

发生化疗耐药出现肿瘤复发转移且后续治疗效果不

佳，这是导致卵巢癌病死率较高的主要原因之一。

华蟾素（ｃｉｎｏｂｕｆａｇｉｎ，ＣＢＧ）是从中华大蟾蜍或黑眶
蟾蜍的干燥表皮和腺体分泌物中通过水提醇沉法提

取出来的生物活性成分，目前广泛应用于抗恶性肿

瘤治疗，在肝癌、肺癌、胃癌等多种恶性肿瘤中均表

现出显著的抑癌效果［３］。已有研究［４］显示 ＣＢＧ能
抑制卵巢癌细胞的增殖和侵袭促进其凋亡。但对于

ＣＢＧ能否逆转卵巢癌细胞对顺铂（ｃｉｓｐｌａｔｉｎ，ＤＤＰ）
的耐药性以及其机制研究的报道较少。现利用

ＣＢＧ处理Ａ２７８０／ＤＤＰ细胞探讨ＣＢＧ对卵巢癌铂耐
药的逆转机制，以期为ＣＢＧ治疗卵巢癌提供新的理
论依据。

１　材料与方法

１．１　实验材料　人卵巢癌细胞株 Ａ２７８０和人卵巢
癌细胞株顺铂耐药株 Ａ２７８０／ＤＤＰ购自中国科学院
上海细胞生物所；顺铂注射液（货号：Ｈ２００１０７４）购
自江苏豪森药业集团有限公司；ＣＢＧ注射液（货号：
国药准字 Ｚ３４０２０２７３）由安徽华润金蟾药业股份有
限公 司 提 供；ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ-ＩＮ-２抑 制 剂 （货 号：
２６８４４１２-４１-５）购自美国 ＭＣＥ公司；ＲＩＰＡ１６４０培养
基（货 号：Ｃ１１８７５５００ＢＴ）和 胎 牛 血 清 （货 号：
Ａ５６７０７０１）购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；ＡＢＷ 基质胶（货
号：０８２７０４５）购自上海诺娃医药科技有限公司；ＥｄＵ
试剂盒（货号：Ｃ００７１Ｓ）和 Ｈｏｅｃｈｓｔ试剂盒（货号：
Ｃ０００３）均购自碧云天生物技术有限公司；磷酸肌醇
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３-激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｉｄｅ３-ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）（货号：
Ｒ２７７６８）、丝氨酸／苏氨酸激酶（ＡＫＴ）又名蛋白激
酶Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，ＰＫＢ）（货号：Ｒ２３４１２）、Ｅ钙
黏蛋白 （货 号：３４０３４１）、Ｎ钙黏蛋白 （货号：
３８０６７１）抗体购自成都正能生物技术责任有限公
司；逆转录试剂盒 （货号：Ｑ１１１-０２）和 ＲＴ-ｑＰＣＲ试
剂盒（货号：Ｒ２２２-０１）购自南京诺唯赞生物科技股
份有限公司。

１．２　方法
１．２．１　人卵巢癌细胞株的培养　Ａ２７８０和 Ａ２７８０／
ＤＤＰ细胞贴壁培养于含１０％胎牛血清、１％青 －链
霉素和０.１％支原体清除剂的 ＲＩＰＡ１６４０培养基中，
置于含５％ ＣＯ２的３７℃恒温培养箱中。细胞密度
达８０％时进行传代。此外，Ａ２７８０／ＤＤＰ细胞在传代
贴壁后另给予１μｇ／ｍｌ顺铂以维持耐药性。
１．２．２　ＣＣＫ-８法检测细胞增殖能力　分别取对数
生长期Ａ２７８０和Ａ２７８０／ＤＤＰ细胞，按照８×１０３个／
孔的密度接种于９６孔板，细胞贴壁后按实验设计分
别给药：ＤＤＰ（２.５、５、１０、２０、４０、８０、１００、１６０μｍｏｌ／
Ｌ），ＣＢＧ（２００、１００、５０、２５、１２.５、６.２５、３.１２５ｍｇ／ｍｌ）
于２４、３６、４８ｈ后每孔加入 ＣＣＫ-８溶液１０μｌ，避光
孵育１.５ｈ后读取５６２ｎｍ处光密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，
ＯＤ）值。计算ＤＤＰ对Ａ２７８０和Ａ２７８０／ＤＤＰ细胞或
ＣＢＧ对Ａ２７８０／ＤＤＰ细胞的半数抑制浓度（ｍｅｄｉａｎ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０），并计算出 Ａ２７８０／ＤＤＰ
的耐药指数（ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎｄｅｘ，ＲＩ）＝ＩＣ５０（Ａ２７８０／
ＤＤＰ）／ＩＣ５０（Ａ２７８０）。ＣＢＧ（０、２、４、６ｍｇ／ｍｌ）处理
２４ｈ后再加入梯度浓度 ＤＤＰ（２.５、５、１０、２０、４０、８０、
１００、１６０μｍｏｌ／Ｌ），２４ｈ后加入 ＣＣＫ-８溶液１０μｌ，
避光孵育１.５ｈ后读取５６２ｎｍ处 ＯＤ值，计算 ＣＢＧ
的逆转指数（ｒｅｖｅｒｓａｌｆｏｌｄ，ＲＦ）＝ＩＣ５０（０ｍｇ／ｍｌ）／
ＩＣ５０（２、４、６ｍｇ／ｍｌ）ＣＢＧ

［５］。实验独立重复 ３次，设
３个复孔。
１．２．３　实验分组　根据 ＣＢＧ的 ＩＣ５０值和逆转耐药
指数设计实验分组：对照组（１２.５μｍｏｌ／ＬＤＤＰ）、低
剂量组（１２.５μｍｏｌ／ＬＤＤＰ＋２ｍｇ／ｍｌＣＢＧ）、中剂量
组（１２.５μｍｏｌ／ＬＤＤＰ＋４ｍｇ／ｍｌＣＢＧ）、高剂量组
（１２.５μｍｏｌ／ＬＤＤＰ＋６ｍｇ／ｍｌＣＢＧ）、抑制剂组
（１２.５μｍｏｌ／ＬＤＤＰ＋６ｍｇ／ｍｌＣＢＧ＋６μｍｏｌ／Ｌ
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ抑制剂）。
１．２．４　平板克隆实验评估细胞的克隆增殖能力　
将Ａ２７８０／ＤＤＰ细胞按５００个／孔的密度接种于６孔
板中，待细胞贴壁生长后按分组更换含药培养基。

持续培养２周，期间每隔４ｄ换液。培养结束后，弃

废液，用ＰＢＳ洗净，每孔加入８００μｌ４％多聚甲醛溶
液固定细胞。４０ｍｉｎ后吸弃多聚甲醛溶液，再每孔
加入１ｍｌ结晶紫染色，２０ｍｉｎ后用ＰＢＳ轻缓冲洗至
６孔板无染料残留，晾干后拍照。使用 ＩｍａｇｅＪ软件
分析计算克隆形成率。每组设３个复孔，实验重复
３次。
１．２．５　ＥｄＵ和 Ｈｏｅｃｈｓｔ法评估细胞的增殖和凋亡
情况　将Ａ２７８０／ＤＤＰ细胞按１×１０４／孔接种于铺有
１４ｍｍ爬片的２４孔板中，每孔含有５００μｌ完全培
养基。待细胞贴壁生长后，按分组配制工作液进行

换液。４８ｈ后按照 ＥｄＵ试剂盒进行细胞的固定和
标记。Ｈｏｅｃｈｓｔ实验前期铺板同 ＥｄＵ实验，４８ｈ后
按照Ｈｏｅｃｈｓｔ试剂盒进行细胞的固定和标记。染色
后在荧光显微镜下拍照。并采用 ＩｍａｇｅＪ软件统计
增殖或凋亡细胞数量。每组设３个复孔，实验重复
３次。
１．２．６　细胞划痕实验评估细胞水平迁移能力　将
Ａ２７８０／ＤＤＰ细胞按６×１０５个／孔接种于６孔板，培
养２４ｈ后，用２００μｌ枪头在细胞上划“一”字划痕，
ＰＢＳ洗涤３次，用无血清培养基配制各组培养液，进
行换液。在０、２４、４８ｈ的时间点分别拍照，ＩｍａｇｅＪ
软件分析２４ｈ和４８ｈ的划痕宽度比，细胞迁移率＝
（初始划痕面积 －ｔ时刻划痕面积）／初始划痕面积
×１００％。每组设３个复孔，实验重复３次。
１．２．７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测细胞迁移和侵袭能力　将
Ａ２７８０／ＤＤＰ细胞悬浮于含 ２％血清的完全培养基
中，按４×１０５个／孔接种于含１００μｌ不同工作液的
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室。细胞贴壁后下室加入含１０％血清
培养液６００μｌ，继续培养２４ｈ后取出小室，用甲醛
固定３０ｍｉｎ，结晶紫染色３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗２次，用棉
签轻轻擦拭小室内部未穿膜过的细胞，室温晾干。

侵袭实验前用基质胶将Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室湿化（不含血
清的培养液以１∶８比例稀释基质胶，加８０μｌ／孔稀
释好的基质胶在小室中，放培养箱中静置３２ｈ），其
余步骤同前法。最后将小室底部用显微镜拍照，采

用ＩｍａｇｅＪ软件统计迁移细胞数量。每组设３个复
孔，实验重复３次。
１．２．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路和
ＥＭＴ相关蛋白的表达　在１.２.３项实验分组基础
上增加 Ａ２７８０细胞组（１２.５μｍｏｌ／ＬＤＤＰ），药物处
理４８ｈ后收集各组细胞的总蛋白，加入上样缓冲
液，１００℃、５ｍｉｎ煮沸变性后室温冷却，－２０℃保
存待用。根据所测蛋白分子量配制相应浓度分离

胶，加样，电压６５Ｖ３０ｍｉｎ后，转１５０Ｖ６０ｍｉｎ进行
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电泳，恒压２００ｍＡ１２０ｍｉｎ转印至 ＮＣ膜上，５％脱
脂牛奶封闭６０ｍｉｎ后与一抗（母液 ∶一抗稀释液＝
１∶１０００）孵育过夜，ＴＢＳＴ洗膜３次，与二抗（母液
∶二抗稀释液 ＝１∶１００００）室温孵育 ６０ｍｉｎ后，
ＴＢＳＴ洗膜３次，使用的增强型化学发光试剂显影并
拍照。ＩｍａｇｅＪ软件分析相对蛋白含量，用各条带灰
度值／内参条带的灰度值表示，每组实验重复３次。
１．２．９　ＲＴ-ｑＰＣＲ法检测 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路和
ＥＭＴ相关ｍＲＮＡ的表达　使用总ＲＮＡ提取试剂盒
提取总ＲＮＡ，采用ｃＤＮＡ逆转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ，
参照ＳＹＢＲ-ＧｒｅｅｎＰＣＲ试剂盒说明书进行 ＲＴ-ｑＰＣＲ
实验。引物序列见表 １，ＧＡＰＤＨ作为内参，采用
２－△△ＣＴ法分析目的基因在不同组别之间的表达差
异，每组实验重复３次。

表１　引物序列

基因名称 引物序列（５’→３’）
ＰＩ３Ｋ 正向引物：ＣＣＡＧＡＣＣＡＧＴＡＣＧＴＴＣＧＡＧＡ

反向引物：ＧＡＡＡＣＴＧＣＣＣＴＡＴＣＣＴＣＣＧＡ
ＡＫＴ 正向引物：ＧＣＣＴＣＴＧＣＴＴＴＧＴＣＡＴＧＧＡＧ

反向引物：ＡＧＣＡＴＧＡＧＧＴＴＣＴＣＣＡＧＣＴＴ
Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ 正向引物：ＧＣＣＡＴＣＧＣＴＴＡＣＡＣＣＡＴＣＣＴＣＡＧＤ

反向引物：ＣＴＣＴＣＴＣＧＧＴＣＣＡＧＣＣＣＡＧＴＧ
Ｎ-ｃａｄｈｅｒｉｎ 正向引物：ＡＧＧＡＧＴＣＡＧＴＧＡＡＧＧＡＧＴＣＡＧＣＡＧ

反向引物：ＴＴＣＴＧＧＣＡＡＧＴＴＧＡＴＴＧＧＡＧＧＧＡＴＧ
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 正向引物：ＣＣＴＴＣＧＴＧＡＡＴＡＣＣＡＡＧＡＣＣＴＧＣＴＣ

反向引物：ＡＡＴＣＣＴＧＣＴＣＴＣＣＴＣＧＣＣＴＴＣＣ
Ｓｎａｉｌ 正向引物：ＣＣＴＣＧＣＴＧＣＣＡＡＴＧＣＴＣＡＴＣＴＧ

反向引物：ＧＣＴＣＴＧＣＣＡＣＣＣＴＧＧＧＡＣＴＣ
ＧＡＰＤＨ 正向引物：ＣＡＧＧＡＧＧＣＡＴＴＧＣＴＧＡＴＧＡＴ

反向引物：ＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴ

１．３　统计学处理　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８.０软件
进行统计学分析，数据采用均数 ±标准差（�ｘ±ｓ）表
示；采用配对的 ｔ检验来分析单因素两组之间的差
异，多组间的比较采用单因素方差分析，分析前行方

差齐性检验，Ｐ＜０.０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　Ａ２７８０／ＤＤＰ细胞耐药性的鉴定及 ＣＢＧ对
Ａ２７８０／ＤＤＰ细胞耐药性的影响　如图１Ａ－１Ｃ所
示，ＤＤＰ作用于细胞２４、３６、４８ｈ后，Ａ２７８０／ＤＤＰ的
ＩＣ５０值分别为 ６８.８９±０.２６９、６２.７４３±１.０７１、
５２.４３３±０.１７６，Ａ２７８０的 ＩＣ５０值为１２.２３３±０.０５９、
１０.７±０.６２５、９.２０６±０.１９３，在 ＤＤＰ的各浓度作用
下，Ａ２７８０／ＤＤＰ细胞的细胞活力明显高于 Ａ２７８０细
胞，差异有统计学意义（Ｆ＝１６，Ｐ＜０.０５），ＲＩ值分
别为５.６３６、５.８６４、５.６９５。如图１Ｄ显示：ＣＢＧ作用
于细胞２４、３６、４８ｈ后，对Ａ２７８０／ＤＤＰ的ＩＣ５０分别为
３２.３３７±１.３７４、２２.４８±０.５０１、９.６８１±０.１０１，根据
ＣＢＧ作用Ａ２７８０／ＤＤＰ细胞４８ｈ的ＩＣ５０值与２４ｈ或
３６ｈ的ＩＣ５０值相比显著降低（Ｆ＝５４０.４，Ｐ＜０.０５），
选择 ４８ｈ为后续实验工作时间，并将 ＣＢＧ对
Ａ２７８０／ＤＤＰ细胞作用 ４８ｈ后的 ２０％（２ｍｇ／ｍｌ）、
４０％（４ｍｇ／ｍｌ）、６０％（６ｍｇ／ｍｌ）的抑制浓度作为逆
转耐药实验的低、中、高剂量。图１Ｅ显示：处理４８
ｈ后，低、中、高剂量的 ＣＢＧ对 Ａ２７８０／ＤＤＰ耐药的
逆转倍数分别为１.６１７、２.５７０、３.４６１。
２．２　ＣＢＧ对Ａ２７８０／ＤＤＰ克隆形成能力的影响

图１　Ａ２７８０／ＤＤＰ对ＤＤＰ的耐药性分析

以及ＣＢＧ对其耐药性的逆转作用（ｎ＝３）

　　Ａ－Ｃ：ＤＤＰ处理２４、３６、４８ｈ后 Ａ２７８０

和Ａ２７８０／ＤＤＰ细胞的活力曲线；Ｄ：ＣＢＧ处

理后不同时间点Ａ２７８０／ＤＤＰ细胞生长活力

曲线；Ｅ：０、２、４、６ｍｇ／ｍｌＣＢＧ处理 Ａ２７８０／

ＤＤＰ细胞后ＤＤＰ对细胞生长的活力曲线
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图２显示：与对照组的细胞克隆数目相比，ＣＢＧ低
剂量、中剂量、高剂量组的细胞克隆数目随 ＣＢＧ药
物剂量增加而减少，其中抑制剂组的细胞克隆数目

最少，差异有统计学意义（Ｆ＝３１０.２，Ｐ＜０.０５）。
２．３　ＣＢＧ对Ａ２７８０／ＤＤＰ细胞迁移和侵袭能力的
影响　划痕实验显示（图３Ａ）：ＣＢＧ处理２４ｈ或４８

ｈ后，与对照组相比，低、中、高剂量组的 ＣＢＧ呈时
间和浓度依赖性地抑制了细胞划痕愈合率，其中抑

制剂组的细胞划痕愈合率最低，差异有统计学意义

（２４ｈ：Ｆ＝１０５.９，Ｐ＜０.０１，４８ｈ：Ｆ＝５９.２，Ｐ＜
０.０１）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验显示（图 ３Ｂ）：与对照组相
比，各组细胞处理２４ｈ后，迁移和侵袭细胞数目呈

图２　ＣＢＧ抑制Ａ２７８０／ＤＤＰ细胞克隆形成能力（ｎ＝３）

　　Ａ：不同处理组Ａ２７８０／ＤＤＰ细胞的克隆形成能力的情况；Ｂ：直方图分析；与对照组比较：**Ｐ＜０．０１，***Ｐ＜０.００１，****Ｐ＜０.０００１

图３　ＣＢＧ抑制Ａ２７８０／ＤＤＰ的迁移和侵袭能力（ｎ＝３）

　　Ａ：划痕实验检测不同剂量组药物处理２４、４８ｈ后对Ａ２７８０／ＤＤＰ细胞的水平迁移能力的影响和直方图分析 ×４０；Ｂ－Ｄ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测各组

药物处理后Ａ２７８０／ＤＤＰ细胞的垂直迁移和侵袭的影响和直方图分析 ×１００；与对照组比较：**Ｐ＜０.０１，***Ｐ＜０.００１，****Ｐ＜０.０００１
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现浓度依赖性的减少，其中抑制剂组细胞的迁移和

侵袭能力显著降低，细胞数目最少，差异有统计学意

义（Ｐ＜０.０００１）。
２．４　ＣＢＧ对Ａ２７８０／ＤＤＰ细胞的凋亡和增殖能力
影响　ＥｄＵ染色实验结果显示：与对照组相比，随着
ＣＢＧ浓度升高，耐药细胞的增殖率随之降低，其中
抑制剂组的细胞增殖率最低，差异有统计学意义（Ｆ
＝１９０.４，Ｐ＜０.０１）。Ｈｏｅｃｈｓｔ染色实验结果显示：
与对照组相比，耐药细胞的凋亡率随着ＣＢＧ浓度增
加而上升，其中抑制剂组的细胞凋亡率最高，差异有

统计学意义（Ｆ＝３８９.６，Ｐ＜０.０１），见图４。

２．５　ＣＢＧ对Ａ２７８０／ＤＤＰ细胞ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通
路以及ＥＭＴ相关蛋白表达的影响　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结
果显示（图５）：与 Ａ２７８０细胞相比，对照组（Ａ２７８０／
ＤＤＰ）细胞的 Ｐ-ＰＩ３Ｋ／ＰＩ３Ｋ（ｔ＝８.１１５，Ｐ＜０.０１）和
Ｐ-ＡＫＴ／ＡＫＴ（ｔ＝１７.６２，Ｐ＜０.０１）的蛋白水平相对
比值更高，而 Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ（ｔ＝４.６２０，Ｐ＜０.０１）的蛋
白表达水平更低，同时 Ｎ-ｃａｄｈｅｒｉｎ（ｔ＝６.１２６，Ｐ＜
０.０１）、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ（ｔ＝４.００１，Ｐ＜０.０１）、Ｓｎａｉｌ（ｔ＝
１７.３３３，Ｐ＜０.０１）的蛋白表达水平更高。此外，ＣＢＧ
呈浓度依赖性地抑制 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ的蛋白磷酸化，与
对照组相比，Ｐ-ＰＩ３Ｋ（Ｆ＝２６８.５，Ｐ＜０.０１）、Ｐ-ＡＫＴ

图４　ＣＢＧ抑制Ａ２７８０／ＤＤＰ细胞增殖促进其凋亡（ｎ＝３）

　　Ａ：ＥｄＵ法和Ｈｏｅｃｈｓｔ法检测４８ｈ后不同处理组Ａ２７８０／ＤＤＰ细胞的增殖和凋亡能力 ×１０；Ｂ：增殖细胞或凋亡细胞占总细胞的比率直方图

分析；与对照组比较：**Ｐ＜０.０１，***Ｐ＜０.００１，****Ｐ＜０.０００１

图５　卵巢癌Ａ２７８０／ＤＤＰ细胞中ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路蛋白和ＥＭＴ相关蛋白的表达水平的影响（ｎ＝３）

　　Ａ、Ｂ：不同处理组细胞中ＰＩ３Ｋ、Ｐ-ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、Ｐ-ＡＫＴ、Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ-ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｓｎａｉｌ的蛋白表达条带；Ｃ、Ｄ：Ｐ-ＰＩ３Ｋ／ＰＩ３Ｋ、Ｐ-ＡＫＴ／

ＡＫＴ、Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ-ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｓｎａｉｌ蛋白与内参β-ａｃｔｉｎ的相对表达量的直方图分析；ａ：Ａ２７８０细胞组；ｂ：对照组；ｃ：低剂量组；ｄ：中剂

量组；ｅ：高剂量组；ｆ：抑制剂组；与对照组比较：**Ｐ＜０.０１，***Ｐ＜０.００１，****Ｐ＜０.０００１
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图６　Ａ２７８０／ＤＤＰ细胞中ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路和ＥＭＴ相关ｍＲＮＡ的表达水平的影响（ｎ＝３）

ａ：对照组；ｂ：低剂量组；ｃ：中剂量组；ｄ：高剂量组；ｅ：抑制剂组；与对照组比较：**Ｐ＜０.０１，***Ｐ＜０.００１，****Ｐ＜０.０００１

（Ｆ＝１９０.５，Ｐ＜０.０１）、Ｎ-ｃａｄｈｅｒｉｎ（Ｆ＝２４.０２，Ｐ＜
０.０００１）、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ（Ｆ＝５７.６５，Ｐ＜０.０１）、Ｓｎａｉｌ（Ｆ＝
８７.２４，Ｐ＜０.０１）的蛋白表达量减少，其中抑制剂组
上述蛋白的表达量最少。但在各浓度组 ＣＢＧ处理
后Ａ２７８０／ＤＤＰ细胞中的 Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达水平
明显升高，在抑制剂组中表达量最多（Ｆ＝１３５.８，Ｐ
＜０.０００１）。
２．６　ＣＢＧ对Ａ２７８０／ＤＤＰ细胞ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通
路以及 ＥＭＴ相关 ｍＲＮＡ表达的影响　ＲＴ-ｑＰＣＲ
实验结果显示（图 ６）：ＣＢＧ呈浓度依赖性地降低
ＰＩ３Ｋ（Ｆ＝１０１.１，Ｐ＜０.０１）、ＡＫＴ（Ｆ＝５５８.３，Ｐ＜
０.０１）、Ｎ-ｃａｄｈｅｒｉｎ（Ｆ＝８６.９７，Ｐ＜０.０１）、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ
（Ｆ＝１０５.９，Ｐ＜０.０１）、Ｓｎａｉｌ（Ｆ＝８５.７１，Ｐ＜０.０１），
增加 Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ（Ｆ＝８０.９６，Ｐ＜０.０１）的 ｍＲＮＡ表
达，其中抑制剂组的 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、Ｎ-ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎ-
ｔｉｎ、Ｓｎａｉｌ的 ｍＲＮＡ表达量最少，Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ的表达
水平最高，差异有统计学意义。

３　讨论

　　ＣＢＧ能抑制 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路或 ＥＭＴ发挥抗肿
瘤作用，Ｌｉｅｔａｌ［６］的研究表明 ＣＢＧ可显著上调
ＨｅｐＧ２、ＳＭＭＣ-７７２１和ＳＮＵ-３６８细胞中的 Ｅ-ｃａｄｈｅｒ-
ｉｎ并下调 Ｎ-ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｓｎａｉｌ、ｓｌｕｇ和 ＺＥＢ１的表达水
平，从而抑制ＨｅｐＧ２荷瘤小鼠的肺转移。ＣＢＧ不仅
具有直接抗肿瘤增殖侵袭的作用，还能逆转肿瘤耐

药性，在联合放疗、化疗治疗过程中发挥增敏作

用［７］。Ｌｉｕｅｔａｌ［８］报道了 ＣＢＧ能抑制鼻咽癌中的
ＭＹＨ９／ＧＳＫ３β／β-连环蛋白及下游的肿瘤干细胞特
性和 ＥＭＴ信号，从而显著抑制 ＥＢＶ-ｍｉＲ-ＢＡＲＴ２２
诱导的ＤＤＰ耐药性。Ｓｕｅｔａｌ［９］研究了ＣＢＧ的有效
成分蟾毒灵对卵巢癌耐药的作用，结果显示蟾毒灵

能下调卵巢癌耐药细胞中ＥＭＴ相关蛋白表达，在体

内抑制卵巢癌细胞的生长、迁移和侵袭，从而提高卵

巢癌患者对 ＤＤＰ敏感性。此外，临床基础研究证
实，ＣＢＧ进入人体代谢活动，活化后对人体内存在
的癌细胞具有很强的直接杀伤能力，目前ＣＢＧ广泛
应用于多种肿瘤疾病的辅助或联合用药治疗，并取

得较好的临床治疗效果。林梅英 等［１０］的ｍｅｔａ分析
结果显示ＣＢＧ注射液联合疗法能提高中晚期非小
细胞肺癌患者近期疗效和生存率、改善生活质量、缓

解疼痛、降低不良反应。另一项来自袁福建 等［１１］

的研究显示ＣＢＧ能够提高肝癌介入治疗效果，改善
患者的免疫功能、肝功能储备和生存情况。

　　ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号的过度激活与化疗耐药性和癌
症转移密切相关，抑制 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号可恢复卵巢
癌细胞对化疗药物的敏感性［１２－１３］，故抑制 ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ通路的药物可能成为卵巢癌耐药的逆转剂。
通过ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路能调控下游 ＥＭＴ，而 ＥＭＴ
的发生在卵巢癌耐药过程中起到了重要的作用。

Ｚｈａｏｅｔａｌ［１４］研究发现成纤维细胞生长因子受体３
可促进表皮生长因子受体磷酸化并激活 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ
信号转导，从而减少细胞凋亡并促进 ＥＭＴ过程，进
而导致卵巢癌细胞对顺铂产生耐药性。

　　本研究显示ＣＢＧ处理后能恢复 Ａ２７８０／ＤＤＰ细
胞的顺铂敏感性，降低 ＲＩ，呈浓度依赖性地抑制耐
药细胞增殖、迁移和侵袭能力，促进其凋亡。平板克

隆、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ、ＥｄＵ实验结果显示 ＣＢＧ联合 ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ抑制剂对耐药细胞的抑制作用明显优于单独
使用 ＣＢＧ组（Ｐ＜０.０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＲＴ-ｑＰＣＲ
实验结果表明相比于亲本株，Ａ２７８０／ＤＤＰ细胞中的
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路和 ＥＭＴ相关蛋白以及 ｍＲＮＡ
的表达水平更高（Ｐ＜０.０５），提示 Ａ２７８０／ＤＤＰ细胞
中存在ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号的过度激活和ＥＭＴ的发生，
通过抑制 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号可降低 Ａ２７８０／ＤＤＰ细胞
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的抗药性。此外，与对照组相比，不同浓度 ＣＢＧ处
理组细胞中的 Ｐ-ＰＩ３Ｋ／ＰＩ３Ｋ及 Ｐ-ＡＫＴ／ＡＫＴ的蛋白
表达比值、Ｎ-ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｓｎａｉｌ蛋白和 ｍＲＮＡ
表达水平呈现随着药物浓度升高而下降的趋势，相

反Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ表达量随 ＣＢＧ浓度升高而增加（Ｐ＜
０.０５），表明 ＣＢＧ能下调 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路和抑
制ＥＭＴ过程。抑制ＥＭＴ和 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路的
激活是逆转卵巢癌顺铂耐药的两个重要作用靶点，

而ＣＢＧ能抑制 ＥＭＴ和 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路，有望
成为卵巢癌铂耐药的有效逆转剂。

　　综上所述，ＣＢＧ能诱导人卵巢癌 Ａ２７８０／ＤＤＰ
耐药细胞的凋亡，减弱其增殖、迁移和侵袭能力，其

潜在的机制可能与调控ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路和抑制
ＥＭＴ过程有关。本研究有助于阐明 ＣＢＧ作为卵巢
癌铂耐药逆转药物的可行性，同时为ＣＢＧ逆转卵巢
癌铂耐药提供理论依据，以期为卵巢癌临床治疗方

案提供新的思路。
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