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!!!摘要"!目的!探讨糖原合成酶激酶 &

*

"kLE"&

*

#对卵巢癌紫杉醇耐药性的影响及机制% 方法!运用氯化锂"?,%.#增

加卵巢癌细胞内失活性 kLE"&

*

的表达$$''法测定紫杉醇的半数抑制浓度"X%;<#$流式细胞仪检测 C"kLE"&

*

"D10O#的表达

量$免疫荧光观察其细胞内定位情况% 结果!?,%.)<443.>?处理 # A后$)+&+M&@) A LE9/& 细胞紫杉醇的 X%;< 从"#<I## [

<IM@#&"#I<@ [<I#@#&"<I<& [<I<##

!

=>4?增加至"##I;* [<IO*#&"#I@+ [<I)+#&"<I<* [<I<##

!

=>4?$除 )+ A外差异均有

统计学意义"!J<I<;#% ?,%.处理后 LE9/& 细胞内 C"kLE"&

*

"D10O#的平均荧光强度由"**#I*@ [&@I*&#增加到"M+#K*@ [

+#I;&#$差异有统计学意义"!J<I<;#% ?,%.处理后 LE9/& 细胞核内 C"kLE"&

*

"D10O#表达水平上调% 结论!kLE"&

*

失活性

磷酸化水平的增加$尤其是细胞核内表达水平的上调可导致卵巢癌细胞紫杉醇耐药性的增强%

!!!关键词"!糖原合成酶激酶 &

*

'卵巢癌'紫杉醇'耐药性
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!!卵巢癌是严重威胁女性身心健康的妇科三大恶

性肿瘤之一$目前的标准治疗方案仍为手术联合化

疗$然而化疗耐药极大地影响了卵巢癌的临床疗效

和预后$致使其 ; 年生存率仅为 &<f

(#)

% 卵巢癌的

耐药机制迄今尚不清楚% 近来研究表明$糖原合成

酶激酶 &

*

"kLE"&

*

#在肿瘤细胞的诸多恶性生物学

作用中起着重要作用$耐药性也是其中之一())

% 然

而$由于kLE"&

*

是多功能激酶$其对卵巢癌耐药性

的影响和相关机制仍存在争议% 本研究通过应用

kLE"&

*

抑制剂 ?,%.改变其活性和细胞内定位$探

讨其在紫杉醇耐药中的作用$进一步明确 kLE"&

*

对卵巢癌耐药的影响并阐述其可能机制$为以kLE"

&

*

为靶点逆转卵巢癌耐药提供理论基础%

作者单位# ;+#<<# 广西桂林$桂林医学院

通讯作者# 姚!军$("47,.*=.T73PR6b#*&I234

@A材料与方法

@I@A材料和仪器A卵巢癌细胞系 LE9/&"中国科

学院典型培养物保藏委员会上海细胞库#'紫杉醇&

?,%.&$''&e$L9"美国 L,=47公司#'CA3DCA3"kLE"

&

*

"D10O#&G755,84-5 X=kXD38TC1%36803.抗体"美国

%1..L,=67.公司#'-.1V7\3R0+MM 标记山羊抗兔X=k

抗体"北京中杉金桥公司#'e-:X&封闭用山羊血清&

'0,836 Q"#<<& L̀-&+f多聚甲醛&甲醇" L3.705,3公

司#'e$($高糖培养液"美国 k,523公司#'胎牛血

清"美国k($XFX公司#% 流式细胞仪"美国 è公

司#'酶标仪"美国伯乐公司#'荧光倒置相差显微镜

"日本奥林巴斯公司#%

@IBA细胞培养ALE9/& 细胞用含 #<f胎牛血清的

高糖e$($完全培养液在 &@ g&;f%9

)

&相对湿度

O<f的培养箱中培养$细胞呈贴壁生长%
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@ICA$''测定紫杉醇半数抑制浓度#X%;<&!取对

数生长期 LE9/& 细胞接种于 O* 孔板$调整细胞浓

度为 ; h#<

+ 个>4?$每孔接种 )<<

!

?$每组设 * 个

复孔$培养 )+ A 后加药% 空白对照仅加培养液% 阴

性对照加入未处理的细胞悬液% -组加入不同浓度

紫杉醇"<I<<)&<I<#&<I<;&<I);&#I);&*I);&&#I);

!

=>4?#培养液'`组加入 )< 443.>?的氯化锂预处

理 # A后$加入上述不同浓度紫杉醇$细胞继续培养

)+&+M&@) A 后$每孔加入 ; 4=>4?的 $''溶液 )<

!

?$孵育 + A 除去培养液$加入e$L9#;<

!

?$摇匀

#; 4,6$酶标仪 +O< 64测定透光率"9e值#% 按以

下公式计算抑制率*细胞抑制率"f# o(# j"试验

组9e值j空白对照组9e值#>"对照组9e值j空

白对照组9e值#) h#<<f% 采用改良寇氏公式计

算紫杉醇X%;<% 实验重复 & 次%

@IDA流式细胞仪检测磷酸化 kLE"&

*

表达!取对

数生长期细胞$药物组加入 )< 443.>?的氯化锂培

养 # A'设阴性对照组和同型对照组% 胰酶消化收集

细胞$:̀ L洗涤后加入 # 4?+f多聚甲醛$&@ g固

定 #< 4,6$冰浴 # 4,6$加入 O 4?冰甲醇$冰浴 &<

4,6% :̀ L 洗涤 ) 次$调整细胞浓度为 # h#<

*

个>4?$取 #<<

!

.细胞悬液$药物组和阴性对照组加

入#p))<<稀释的 :A3DCA3"kLE"&

*

"D10O#抗体溶液$

同型对照组加入相同浓度的同型对照抗体$室温孵

育 # A% :̀ L 洗涤 ) 次$用 #<<

!

?:̀L 重悬细胞后

加入 #p)<< 稀释的 -.1V7\3R0+MM 标记山羊抗兔抗

体$室温孵育 &< 4,6% :̀ L洗涤 ) 次$)<<

!

?:̀L重

悬细胞$流式细胞仪检测$各组重复 & 次%

@IJA免疫荧光检测 kLE"&

*

定位!胰酶消化收集

细胞$调整浓度为 + h#<

+ 个>4?$)+ 孔板中每孔加

入 ;<<

!

?细胞悬液$培养 )+ A% 实验组加入 )<

443.>?的?,%.处理 # A$阴性对照组更换普通培养

液% 弃去培养液$:̀ L 洗涤后每孔加入 # 4?+f的

多聚甲醛溶液$室温固定 )< 4,6% :̀ L漂洗 & 次$每

次 ; 4,6% 每孔加入 ;<<

!

?封闭液室温封闭 # A%

弃去封闭液$每孔加入 +<<

!

?#p+<< 稀释的 :A3D"

CA3"kLE"&

*

"D10O#抗体$+ g过夜% :̀ L 漂洗 & 次$

每孔加入 +<<

!

?#p)<< 稀释的-.1V7\3R0+MM 标记

山羊抗兔抗体$室温避光孵育 &< 4,6% :̀ L 漂洗 &

次$每孔加入 +<<

!

?;

!

=>4?的 e-:X染色液$室

温作用 #; 4,6以上% :̀ L 漂洗 & 次$在倒置荧光显

微镜下观察$照相保存实验结果%

@INA统计学处理A应用 L:LL #MI< 软件对实验数

据进行统计分析$半数抑制浓度&荧光强度用均数[

标准差"G[A#表示$两样本比较采用 5检验$以 !J

<I<; 为差异有统计学意义%

BA结A果

BI@A?,%.对 LE9/& 细胞紫杉醇 X%;< 的影响!不

同浓度紫杉醇作用后$-组 )+&+M&@) A的X%;< 值分

别为"#<I## [<IM@#&"#I<@ [<K#@#&"<I<& [<I<##

!

=>4?$经 )< 443.>??,%.预处理的 `组 )+&+M&@)

A的X%;< 值分别为"##I;* [<IO*# "5o#;O&$!o

<K#)#&"#I@+ [<I)+#"5o+K<<$!o<I<)#&"<I<* [

<I<##"5o&;*@$!o<I<)#

!

=>4?$除了 )+ A 外 +M A

和 @) A的结果差异均有统计学意义$提示?,%.预处

理后的 LE9/& 细胞对紫杉醇的耐药性增加%

BIBALE9/& 细胞内磷酸化 kLE"&

*

表达量!\-%L

结果显示$阴性对照组 C"kLE"&

*

"D10O#的平均荧光

强度为"**#I*@ [&@I*&#$?,%.预处理组 C"kLE"&

*

"D10O#的平均荧光强度为"M+#I*@ [+#K;&#$差异有

统计学意义"5o;K;*$!o<I<<;$图 ##% 说明 ?,%.

可明显增加卵巢癌细胞内失活性磷酸化的 kLE"&

*

表达量$结合上述 $''的结果$提示 D10O 位点磷酸

化的kLE"&

*

表达量的上调可以增强卵巢癌细胞对

紫杉醇的耐药性%

-*同型对照' *̀阴性对照组'%*?,%.处理组

图 #!LE9/& 细胞内 C"kLE"&

*

$D10O%表达量

BICALE9/& 细胞内磷酸化 kLE"&

*

的定位!免疫

荧光结果显示$阴性对照组 LE9/& 细胞内的

C"kLE"&

*

"D10O#定位于细胞浆内$经 ?,%.处理后的

LE9/& 细胞核内可见 C"kLE"&

*

"D10O#的绿色荧光

"图 ) #$说明 ?,%.处理后 LE9/& 细胞核内的

C"kLE"&

*

"D10O#表达上调$提示卵巢癌细胞核内失

活性磷酸化kLE"&

*

表达的上调能显著增强卵巢癌

细胞耐药性%
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图 )!LE9/& 细胞内 C"kLE"&

*

$D10O%定位情况

$荧光显微镜 h)<<%

CA讨A论A

尽管新的化疗药物在探索开发中(&)

$紫杉醇仍

然是目前卵巢癌化疗方案中的基础用药$但耐药性

大大降低了其临床疗效$从而导致卵巢癌的高复发

率和高死亡率$所以研究卵巢癌细胞对紫杉醇的耐

药机制具有重要的临床意义%

信号通路是目前研究肿瘤细胞耐药的热点% 其

中$kLE"&

*

是近年来备受关注的肿瘤治疗的分子靶

点之一$因其在 _68&:X&E&m1N=1A3=&F\"

/

`等多种

信号传导通路中起关键性的调节作用% 这些信号传

导通路异常与肿瘤细胞的各项生物学特性密切相

关())

% 近年的研究发现 kLE"&

*

是多功能蛋白激

酶$参与癌基因的转录&细胞周期的调节&肿瘤细胞

的侵袭与转移以及凋亡的调控等诸多肿瘤细胞的恶

性生物学作用% 因此本研究通过探讨 kLE"&

*

在卵

巢癌细胞 LE9/& 中的活性和细胞内定位的改变来

进一步揭示kLE"&

*

在卵巢癌细胞紫杉醇耐药中的

作用及其机制%

虽然早已发现kLE"&

*

在卵巢癌中呈高表达状

态(+)

$由于kLE"&

*

是多功能激酶$对肿瘤细胞具有

双重调节作用$因此其活性的改变对卵巢癌的作用

依然存在一定争议% kLE"&

*

是丝氨酸>苏氨酸类激

酶$磷酸化是其活性的主要调节方式% kLE"&

*

氨基

末端的 L10O 位点磷酸化后会显著降低kLE"&

*

的活

性% 同时$kLE"&

*

的生物学活性还与其在细胞内的

定位有关% 近期研究发现 kLE"&

*

从胞浆移位至核

内后活性增强$导致肿瘤细胞侵袭性增强(;)

% 在卵

巢癌的研究中$部分学者认为抑制 kLE"&

*

的活性

可以成为治疗卵巢癌的新策略(*"@)

% 但是$/10=707

等(M)发现失活性磷酸化kLE"&

*

":"kLE"&

*

"D10O#的

减少是白藜芦醇诱导卵巢癌细胞9/%-G"& 凋亡$抑

制其增殖的关键环节% 魏欣等(O)则证实了卵巢癌

组织标本中高表达 C"kLE"&

*

" L10O #$且紫杉醇

":'Q#&表阿霉素 "(-e$#&顺铂 "%ee:#和卡铂

"%̀ :#对高表达组的平均抑制率显著降低$因而认

为kLE"&

*

被磷酸化失活可以增强卵巢癌细胞的耐

药性$提高其活性可逆转耐药性%

综合上述研究成果$我们发现 kLE"&

*

对卵巢

癌的作用存在以下矛盾*抑制其活性在抑制卵巢癌

增殖的同时增强了卵巢癌对化疗药物的耐药性$为

了降低?,%.自身对卵巢癌细胞增殖的抑制作用$在

参考前人研究结果(#<"##)的基础上选择了 ?,%.)<

443.>?作用 # A$作为对卵巢癌 LE9/& 细胞增殖活

性影响较低的kLE"&

*

抑制剂?,%.的剂量和作用时

间$在此前提下探讨 kLE"&

*

活性对卵巢癌细胞紫

杉醇耐药性的影响% ?,%.可以增加卵巢癌细胞内丝

氨酸 O 位点磷酸化的 kLE"&

*

的表达$以此构建高

表达 C"kLE"&

*

"D10O#的细胞实体状态% $''结果

显示$?,%.预处理 # A 后 LE9/& 紫杉醇的 X%;< 在

)+ A的结果未见明显差异性$考虑是在该时间点紫

杉醇的药性尚未稳定$但 +M&@) A 均有显著升高$提

示卵巢癌细胞中$kLE"&

*

"D10O#磷酸化水平的增加

能增强其对紫杉醇的耐药性% 流式细胞仪的结果显

示?,%.预处理后 LE9/& 细胞内 C"kLE"&

*

"D10O#的

表达明显上调$证实了?,%.预处理后卵巢癌细胞耐

药性的增强是因为kLE"&

*

"D10O#磷酸化增加所致%

本研究采用流式细胞仪测定细胞内磷酸化蛋白的表

达量$比传统的_1D8106 5.38法能更精确地检测到单

个细胞内 C"kLE"&

*

"D10O#的表达量$更好地反映卵

巢癌细胞内 kLE"&

*

"D10O#的磷酸化状态% 多数研

究仅测定磷酸化的 kLE"&

*

的表达水平$未探讨其

细胞内定位的情况% 本实验中免疫荧光的结果提示

?,%.处理后细胞核内的 C"kLE"&

*

"D10O#表达增加$

说明卵巢癌细胞对紫杉醇耐药性的增强除了与

C"kLE"&

*

"D10O#表达量的增加有关$还与其在细胞

内定位的改变密切相关%但细胞核内的C"kLE"&

*

"D10O#是由细胞核内 kLE"&

*

磷酸化而来还是细胞

胞浆内kLE"&

*

磷酸化后移位至细胞核内还有待

进一步证实%
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