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摘要 目的 探讨在对顺铂不同敏感性的卵巢癌细胞中生

长抑制蛋白 5 ( ING5 ) 的表达情况及其影响。方法 应用

MTT 法分析卵巢癌细胞系 A2780、SKOV-3、HO8910、ES-2 对

顺铂的敏感性差异并测定半数抑制浓度( IC50 ) 值; Western
blot 法 检 测 ING5 蛋 白 在 卵 巢 癌 细 胞 系 A2780、SKOV-3、
HO8910、ES-2 中的表达水平; 并在 A2780 细胞中应用 ING5
siＲNA 沉默 ING5 基因，Western blot 法检测沉默效率，MTT
法检测转染后 A2780 细胞对顺铂敏感性的改变。结果

A2780 细胞对顺铂的敏感性最高，IC50 值为( 0. 423 ± 0. 020)

μg /ml; 而 ES-2 细胞对顺铂的敏感性最低，IC50 值为( 5. 280
± 0. 309) μg /ml( P ＜ 0. 01) 。然而，ING5 蛋白在 A2780 细胞

中表达最 高，在 ES-2 细 胞 中 表 达 最 低 ( P ＜ 0. 01 ) 。ING5
siＲNA 显著降低 A2780 细胞对顺铂的敏感性 ( P ＜ 0. 01 ) 。
结论 ING5 的高表达可能有利于提高卵巢癌细胞对顺铂的

敏感性。
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卵巢癌是妇科癌症死亡的主要原因，主要由于

卵巢癌早期难以诊断和在化疗过程中逐渐形成的化

疗耐受。标准治疗为肿瘤减灭术和术后以铂类为第

一线的化疗。尽管治疗后初期有效率较高，但频繁

复发和逐渐获得的化疗耐受最终导致治疗失败。因

此，卵巢癌患者 5 年总体生存率只有约 30%［1］。化

疗耐受成为成功治疗卵巢癌的主要障碍，尤其是铂

类耐药。研究卵巢癌耐药的分子机制是提高卵巢癌

治疗效果的重要举措。有研究［2］表明，在体内生长

抑制蛋白 5( inhibitor of growth protein 5，ING5) 能够

和 p300、p53 相互作用，在结直肠癌细胞中，其过表

达能够诱导细胞凋亡。目前有关 ING5 的功能研究

很少，该研究通过 Western blot 法检测卵巢癌细胞系

中 ING5 的表达，探讨 ING5 在卵巢癌细胞系中的表

达与对顺铂诱导细胞凋亡敏感性之间的关系及其意

义。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 细胞系 人卵巢癌细胞系 ES-2、HO8910、
SKOV-3 购自中国科学院上海细胞库; A2780 细胞系

购自北京协和肿瘤细胞库。
1． 1． 2 主要试剂 胎牛血清( fetal bovine serum，

FBS) 、Lipofectamine 2000 试 剂 ( 美 国 Invitrogen 公

司) 、ＲPMI Medium-1640、DMEM、McCoy’s 5A( 美国

Gibco 公司) ; MTT( 美国 Sigma 公司) ; 兔抗人 ING5
单克隆抗体、小鼠抗人 GAPDH 抗体、HＲP 标记山羊

抗鼠 /兔抗体( 美国 Abgent 公司) ; 增强化学发光剂

( ECL) A 液、B 液( 美国 Pierce 公司) ; ING5 siＲNA
( 广州锐博生物科技有限公司) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 细胞培养 人卵巢癌细胞系 ES-2、SKOV-3
用 含 有 10% FBS 的 McCoy’s 5A 培 养 基 培 养，

HO8910 细胞系用含有 10% FBS 的 DMEM 培养基培

养，A2780 细胞系用含有 10% FBS 的 ＲPMI Medium-
1640 培养基培养，于 37 ℃、5% CO2 培养箱内培养。
1． 2． 2 Western blot 法检测蛋白表达 贴壁的细胞

用冰冷的 PBS 冲洗 3 次后，收集细胞入 EP 管中，重

悬，加入 1 × 蛋白裂解液。将蛋白样品调整浓度后

等量加入 12% 的 SDS-聚丙烯凝胶电泳分离。在

TanonEPS200 电转系统进行转膜，将样品蛋白电转

至 PVDF 膜上。用 5% 脱脂奶粉封闭 1 h。孵育一

抗、二抗。然后转入暗室加 ECL 发光液，曝光显影，

扫描灰度值。
1． 2． 3 MTT 法检测顺铂 IC50 值 取处于对数生长

期的细胞，经胰酶消化后接种于 96 孔板中。待细胞

贴壁后，分别给予所确定的 5 个梯度浓度( 0. 032、
0. 16、0. 8、4、20 μg /ml) 的顺铂处理。孵育 72 h 后，

每孔加入 5 mg /ml 15 μl MTT 试剂，在培养箱内继

续孵育 4 h。去除培养基，加入 150 μl DMSO 溶解甲

瓒，摇床轻轻摇晃 10 min，完全溶解甲瓒。使用酶标

仪于 570 nm 波长测吸光度( optical density，OD) 值。
通过 Msvbvm50 软件计算使细胞抑制率为 50% 时的
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顺铂浓度。实验重复 3 次。
1． 2． 4 siＲNA 瞬时转染 转染的前 1 d，根据实验

要求准备细胞、双无培养基。用不含血清的配套培

养基稀释 Lipofectamine 2000，轻轻混合，室温孵育 5
min。用不含血清的培养基稀释 ING5 siＲNA，轻轻

混合，阴性对照( negative control，NC) 用无关序列寡

聚物。稀释好的 Lipofectamine 2000 经过 5 min 孵育

后，分别与上述 ING5 siＲNA 及 NC 轻轻混和，室温

静置 20 min 以形成核酸-Lipo2000 混合物。将核酸-
Lipo2000 混合物加入含有细胞和培养液的细胞培养

板中，轻轻使之混合均匀。置 37 ℃、5% CO2 培养

箱中，6 h 后除去转染试剂，加完全培养基培养至检

测时间，实验重复 3 次。
1． 3 统计学处理 采用 GraphPad Prism 6． 0 统计

软件进行分析，实验数据以 珋x ± s 表示，检验水准 α
= 0. 01。4 种 卵 巢 癌 细 胞 系 对 顺 铂 的 IC50 值 及

ING5 蛋白的表达水平的比较均采用单因素方差分

析。A2780 细胞中转染 ING5 siＲNA 和 NC 后比较

ING5 蛋白表达水平及 IC50 差异均采用 t 检验。

2 结果

2． 1 MTT 法检测 ES-2、HO8910、SKOV-3、A2780
细胞系对顺铂的 IC50 值 A2780 细胞对顺铂的

IC50 值最低为( 0. 423 ± 0. 020 ) μg /ml，其次是 SK-
OV-3 ( 0. 833 ± 0. 028 ) μg /ml、HO8910 ( 1. 737 ±
0. 032) μg /ml，对顺铂的 IC50 值最高的是 ES-2 细胞

为( 5. 280 ± 0. 309 ) μg /ml，大约是 A2780 细胞 IC50
值的 12. 48 倍。与 A2780 细胞 IC50 值比较，差异均

有统计学意义( F = 199． 9，P ＜ 0. 01) 。
2． 2 ING5 蛋白在 ES-2、HO8910、SKOV-3、A2780
细胞系中的表达 A2780 细胞 ING5 蛋白表达最高，

其次是 HO8910、SKOV-3，而 ES-2 细胞 ING5 蛋白表

达最低，明显低于 A2780 细胞。与 A2780 细胞 ING5
蛋白表 达 水 平 比 较，差 异 均 有 统 计 学 意 义 ( F =
367. 7，P ＜ 0. 01) 。见图 1。
2． 3 ING5 siＲNA 降低了 A2780 细胞系对顺铂的

敏感性 分别在 A2780 细胞中转染 ING5 siＲNA 和

NC，Western blot 法检测 ING5 蛋白的表达，与 NC
相比，转染 ING5 siＲNA 组中 ING5 蛋白的表达明显

下调( t = 9. 151，P ＜ 0. 01 ) 。见图 2。MTT 法检测

转染 ING5 siＲNA 和 NC 后 A2780 细胞对顺铂敏感

性的变 化，结 果 表 明，与 NC ( IC50: 1. 020 ± 0. 187
μg /ml) 相比，转染 ING5 siＲNA 后，A2780 细胞对顺

铂的敏感性( IC50: 7. 057 ± 0. 207 μg /ml) 显著下调

( t = 37. 030，P ＜ 0. 01) 。

图 1 Western blot 法检测 ING5 蛋白

在 ES-2、HO8910、SKOV-3、A2780 细胞系中的表达

与 A2780 比较: ＊＊P ＜ 0． 01

图 2 Western blot 法检测 ING5 蛋白在转染 ING5-NC、

ING5-siＲNA 的 A2780 细胞系中的表达

与 ING5-NC 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

3 讨论

卵巢癌是所有妇科肿瘤中死亡率最高的，因为

其通常只有在晚期才能得到确诊，并且患者的预后

取决于其对化疗药物的敏感性。然而，原发或者逐

渐获得的化疗耐受，特别是对铂类耐受限制了治疗

的效果。虽然药物抗性的发展过程似乎是多因素

的，但药物抗性的获得主要是由于细胞凋亡的失活，

这也通常被认为是肿瘤的标志之一。这表明重新激
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活凋亡反应可能是对抗化疗耐受的有效方法［3 － 4］。
从酵母菌到人类，生长抑制蛋白( inhibitor of growth
protein，ING ) 在 进 化 上 都 是 高 度 保 守 的 同 源 蛋

白［5］。5 个不同的 ING 基因座分布于小鼠和人类的

整个基因组中［6］。其中 ING5 基因是Ⅱ型抑癌基因

ING 家族的 5 个不同成员之一［7］。ING5 蛋白含有

一个同源结构域，其是 ING 蛋白家族的一个高度保

守的 区 域，该 区 域 与 染 色 质 重 塑 激 活 有 关［7 － 8］。
Doyon et al［9］证明 ING5 的同源结构域能够促进局

部组蛋白乙酰转移酶的激活，刺激染色质重塑以及

调节基因的表达。Shiseki et al［2］发现在结直肠癌细

胞中过表达 ING5 导致细胞集落形成减少，S 期比例

下降以及凋亡增加。最近的研究［10］显示在口腔鳞

状细胞癌中 ING5 mＲNA 发生突变和下调，表明其

是一种抑癌基因。
本研究通过 MTT 法检测 ES-2、HO8910、SKOV-

3、A2780 卵巢癌细胞系对顺铂的相对 IC50 值，发现

对顺铂的 IC50 值由低到高的顺序为 A2780、SKOV-
3、HO8910、ES-2，并且 ES-2 的 IC50 值大约为 A2780
的 12. 48 倍。进一步通过 Western blot 检测 ING5 蛋

白在 ES-2、HO8910、SKOV-3、A2780 细胞系中的表

达情 况，结 果 ING5 的 表 达 由 高 到 底 的 顺 序 为

A2780、SKOV-3、HO8910、ES-2。结 果 显 示 高 表 达

ING5 的 A2780 细 胞 对 顺 铂 最 敏 感，于 是 通 过 在

A2780 细胞中转染 ING5 siＲNA 及 NC 并分别检测

对顺铂的 IC50 值，与 NC 相比，转染 ING5 siＲNA
后，A2780 细胞对顺铂的耐受性明显升高，差异有统

计学意义。而最近的研究［11］表明，ING5 在多药敏

感的膀胱癌细胞系 5637 中高表达，在多药耐受的膀

胱癌细胞系 H-bc 中低表达。在 5637 中沉默 ING5
后导致其敏感性降低，而在 H-bc 中过表达 ING5 后

使其敏感性提高。本研究结论与其相类似。有研

究［11］显示，ING5 在膀胱癌细胞系中是 miＲ-193a-3p
的直接下游靶点，并且参与 DNA 损伤反应信号通路

的调节。ING5 在卵巢癌细胞系中的调节机制和参

与的信号通路有待进一步研究。故针对本研究的不

足之处，下一步的研究重点是在低表达 ING5 蛋白

的卵巢癌细胞系中过表达 ING5 后检测其对顺铂耐

药性 的 影 响，同 时，寻 找 在 卵 巢 癌 细 胞 系 中 调 节

ING5 的 miＲNAs 基因并作进一步的机制研究。
综上所述，ING5 能够促进卵巢癌细胞系 A2780

对顺铂的敏感性，这可能为临床检测卵巢癌患者预

后及对顺铂的敏感性提供了新的分子标志物，为克

服卵巢癌顺铂耐受提供了新思路。
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Expression and influence of ING5 on cisplatin sensitivity
in different ovarian cancer cells
Sun Zhengwei1，2，Ma Ｒong1，2，Wan An1，et al

( 1Dept of Obstetrics and Gynecology，The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001;
2Dept of Gynecologic Tumor，Anhui Cancer Hospital，Hefei 230000)

Abstract Objective To investigate the expression level and effect of inhibitor of growth protein 5( ING5) in
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ovarian cancer cell which has different sensitivity to cisplatin． Methods MTT method was used to analyze the sen-
sitivity of difference in ovarian cancer cell line A2780，SKOV-3，HO8910，ES-2 to cisplatin，and to determine the
50% inhibiting concentration ( IC50 ) value; the expression level of ING5 protein in A2780，SKOV-3，HO8910
and ES-2 cells was determined by Western blot; SiＲNA against ING5 was used to silence ING5 gene and the
knockdown efficiency was verified by Western blot，and the change of the sensitivity to cisplatin in A2780 cells after
transfection was detected by MTT method． Ｒesults A2780 was the most resistant cell line to cisplatin，which IC50
value was ( 0. 423 ± 0. 020) μg /ml; ES-2 was the most resistant cell line to cisplatin，with IC50 value of ( 5. 280
± 0. 309) μg /ml ( P ＜ 0. 01) ． However，ING5 protein level was the highest in A2780 cells，but the lowest in ES-
2 cells( P ＜ 0. 01) ． Knockdown of the ING5 by siＲNA significantly reduced the sensitivity of A2780 cells to cispla-
tin( P ＜ 0. 01) ． Conclusion High expression of ING5 might improve the sensitivity of ovarian cancer cells to cispl-
atin．
Key words ovarian cancer cells; cisplatin; drug resistance; ING5
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Ad-BMP-2 /BMSCs /DBM 对兔股骨头坏死修复的实验研究
石正松，李 强，宁寅宽，蔡伟良，李诗鹏

摘要 目的 应用聚合酶链式反应 ( ＲT-PCＲ) 、电镜扫描

( SEM) 和 X 射线能谱分析技术( EDS) 评价腺病毒 － 骨形态

发生蛋白-2 /骨髓间充质干细胞 /脱 钙 松 质 骨 ( Ad-BMP-2 /
BMSCs /DBM) 对兔股骨头坏死的治疗效果，为临床治疗股骨

头坏死探索新途径。方法 ① 采用髓芯减压联合液氮冰冻

法制备兔股骨头坏死模型; ② 将造模成功的兔子随机均等

分为 A、B、C、D 组( n = 12) ，A 组不植入材料，为造模组，B、
C、D 分别植入 DBM、DBM/BMSCs、BMP-2 /BMSCs /DBM; ③
术后 4、8、12 周各组分别处死 4 只兔子，运用 ＲT-PCＲ、SEM、
EDS 检测股骨头 BMP-2 表达量、表面形貌和钙磷比( Ca /P) ，

观察股骨头的修复情况。结果 ＲT-PCＲ 结果显示各时间点

BMP-2 表达量 A 组 ＜ B 组 ＜ C 组 ＜ D 组( P ＜ 0. 05) ; SEM 显

示 A 组未见钙化沉积，B、C 组可见钙化沉积及低钙性类骨

质，D 组新生骨改建成熟，与正常骨组织无明显差异。EDS

显示 Ca /P A 组 ＜ B 组 ＜ C 组 ＜ D 组，D 组 Ca /P 与正常股骨

头 Ca /P 无明显差异。结论 BMP-2 /BMSCs /DBM 植入体内

后能够诱导 BMSCs 向成骨方向分化，对兔股骨头坏死具有

较好的修复效果，在治疗股骨头坏死方面展现出良好的应用

前景。
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股骨头坏死( osteonecrosis of femoral head，ON-
FH) 确 切 病 因 不 明，目 前 公 认 的 致 病 因 素 有 13
种［1］，是在不同病因下股骨头血液供应障碍，引起

软骨下骨变性、坏死，继而造成股骨头塌陷，最终引

发髋关节退行性、破坏性改变的一种疾病。有文

献［2］表明 ONFH 已经替代了髋关节结核，跃居髋关

节疾病首位［3］，并且 ONFH 有了年轻化趋势。目前

对于 ONFH 的治疗方法有多种，例如中医疗法、体

外微波冲击治疗、髓芯减压［4］、髋关节置换等［5］，但

是这些均不是理想而合理的治疗方法，探寻更为有

效的治疗手段势在必行。骨组织工程的发展在治疗

ONFH 方面展现了良好的前景，并逐渐成为研究热

点。种子细胞、支架材料、细胞调控因子是骨组织工

程学的 3 个基本要素。但是究竟采用何种种子细胞

最好，选取哪种支架材料为宜，如何解决细胞调控因

子持续表达的问题，国内外尚无定论［6］。该实验通

过腺病毒介导人骨形态发生蛋白-2 ( bone morphoge-
netic protein，BMP-2 ) 转染骨髓间充质干细胞( bone
mesenchymal stem cells，BMSCs ) 复 合 脱 钙 松 质 骨

( demineralized bone matrix，DBM) 的方式构建组织
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