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［摘要］  背景与目的：目前卵巢癌的治疗方式仍是手术及术后辅助铂类药物为主的化疗，但复发率高，容易耐药。前

期研究已证实血小板活化因子受体（platelet-activating factor receptor，PAFR）在上皮性卵巢癌中高表达，且能促进卵巢癌

细胞增殖、侵袭及转移。探索顺铂（cisplatin，CDDP）作用后卵巢癌细胞中PAFR的表达变化及其对卵巢癌细胞CDDP敏
感性的影响，并对其机制进行初步探讨，旨在为卵巢癌靶向治疗及克服CDDP耐药提供新方法。方法：采用蛋白质印迹法

（Western blot）及实时荧光定量聚合酶链反应（real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction，RTFQ-PCR）检

测不同浓度的CDDP作用于卵巢癌细胞株（SKOV-3和CAOV-3）不同时间后各组细胞PAFR的表达情况。采用Western blot及
免疫荧光法验证CDDP作用于卵巢癌细胞后核因子κB（nuclear factor Kappa-B，NF-κB）/p65及缺氧诱导因子-1α（hypoxia 
inducible factor-1α，HIF-1α）的表达。采用Western blot及RTFQ-PCR检测小RNA干扰沉默NF-κB及HIF-1α后PAFR的表达

情况。采用细胞增殖和凋亡实验检测抑制PAFR表达后对卵巢癌细胞CDDP敏感性的影响。采用Western blot验证CDDP和
（或）PAFR抑制剂作用细胞后下游信号通路关键分子P70S6K/AKT/ERK的变化情况。结果：CDDP能够引起卵巢癌细胞中

PAFR表达升高，并呈现剂量及时间依赖性（P＜0.01）。CDDP能够引起转录因子NF-κB及HIF-1α的核聚集，沉默NF-κB及
HIF-1α后，CDDP诱导的PAFR表达下降。PAFR特异性小分子拮抗剂WEB2086或RNA干扰抑制PAFR表达均能显著提高卵巢

癌细胞对于CDDP的敏感性，即细胞增殖能力明显降低（P＜0.01），而凋亡率明显升高（P＜0.01）。CDDP作用于卵巢癌

细胞后，表达升高的PAFR能够激活下游的AKT及ERK信号通路分子。结论：CDDP作用于卵巢癌细胞后能够引起转录因子

NF-κB及HIF-1α的核聚集从而上调PAFR的表达。抑制PAFR表达能够增加卵巢癌细胞对CDDP的敏感性，可能成为卵巢癌靶

向治疗的新方法。
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［Abstract］ Background and purpose: The current treatment of ovarian cancer is surgery and adjuvant platinum-based 
chemotherapy. However, relapse and drug resistance are common. We have demonstrated the platelet-activating factor receptor (PAFR) 
is highly expressed in epithelial ovarian cancer, promoting ovarian cancer cell proliferation and invasion. The objective was to explore 
the effect of PAFR expression on cisplatin (CDDP) in ovarian cancer cells to provide novel theoretical basis for ovarian cancer therapy. 
Methods: The upregulation of PAFR in CDDP-treated ovarian cancer cells was observed using Western blot and real-time fluorescence 
quantitative polymerase chain reaction (RTFQ-PCR). The role of nuclear factor Kappa-B (NF-κB)/p65 and hypoxia inducible factor-
1α (HIF-1α) in modulating PAFR expression was assessed using Western blot, siRNA and immunofluorescence. The effect of PAFR 
on CDDP sensitivity was observed using a pharmacological inhibitor and siRNA knockdown. Results: CDDP induced dose- and time-
dependent upregulation of PAFR in two ovarian cancer cell lines (P＜0.01). The downregulation of PAFR by CDDP correlated with the 
inhibitions of NF-κB and HIF-1α which were accumulated by CDDP in the nucleus. Inhibition of PAFR expression by PAFR specific 
small molecule antagonist WEB2086 or RNA interference could significantly improve the sensitivity of ovarian cancer cells to CDDP. 
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卵巢癌是女性生殖系统中死亡率最高的一

种恶性肿瘤。起病隐匿，缺乏早期有效的诊断方

法，病理学类型复杂，预后较差［1］。目前卵巢

癌的治疗方式仍是手术及术后辅助铂类药物为主

的化疗，但易出现化疗耐药及转移复发［2］。炎

症微环境对恶性肿瘤的发生、发展及转移至关重

要。血小板活化因子（platelet-activating factor，
PAF）作为迄今为止发现的内源性生物活性最

强的一种磷脂类炎性因子，与PAF受体（PAF 
receptor，PAFR）结合后参与体内多种生理病理

学过程［3-5］。

本课题组的前期研究［6］发现，PAFR在上

皮性卵巢癌组织及细胞系中高表达，PAF能明显

刺激PAFR阳性的卵巢癌细胞系增殖及侵袭。此

外，在构建的裸鼠卵巢癌腹腔种植瘤模型中给

予顺铂（cisplatin，CDDP）和（或）银杏内酯B
（PAFR特异性拮抗剂），结果显示，银杏内酯B
具有体内抑制卵巢癌的作用，并可增强肿瘤细胞

对于CDDP的敏感性［7］。但相关机制尚不明确。

本研究将在前期研究的基础上，探索CDDP作

用后的卵巢癌细胞中PAFR的表达对卵巢癌细胞

CDDP敏感性的影响，并探讨相关分子机制。

1 材料和方法

1.1  细胞系及主要试剂

浆液性卵巢癌细胞系SKOV-3和乳突状卵巢

腺癌细胞系CAOV-3购自中国科学院典型培养物

保藏委员会细胞库，CDDP、PAF和WEB2086
（PAFR抑制剂）购自美国Sigma-Aldrich公司，

兔抗人PAFR抗体购自美国Abcam公司，兔抗人

phospho/total-ERK/AKT/P70S6K抗体购自美国

Cell Signaling Technology公司。

1.2  蛋白质印迹法（Western blot）检测

收集各组细胞蛋白，通过十二烷基硫酸钠

聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl sulphate 
polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-PAGE）

分离细胞裂解物并转移至硝酸纤维素膜上。温育

一抗，4 ℃过夜，加入对应的二抗温育1 h，再次

洗膜后加入荧光发光液检测。各组实验中涉及同

一种蛋白的磷酸化及非磷酸化状态及内参蛋白是

采用膜再生液洗膜的方法。

1.3  实时荧光定量聚合酶链反应（real-time 

fluorescence quantitative polymerase chain 

reaction，RTFQ-PCR）

使用TRIzol试剂从不同实验组卵巢癌细胞系

中提取总RNA。将提取的RNA在紫外分光光度

计下检测，读取260 nm波长处的吸光度（D）值

及D260 nm/D280 nm比值，将RNA反转录合成cDNA。

PCR程序：94 ℃ 30 s，52 ℃ 40 s，72 ℃ 40 s，

共35个循环；然后72 ℃延伸10 min。通过2-ΔΔCt

法计算各组mRNA的表达量并进行比较分析。

1.4  细胞增殖检测

采用MTT法检测PAFR抑制剂对卵巢癌细

胞 系 C D D P 敏 感 性 的 影 响 。 调 整 细 胞 密 度 为 
1×104个/mL接种到96孔板中。不同实验组及对

照组细胞在37 ℃下温育72 h后，向每孔中加入

MTT溶液（5 mg/mL），并将96孔板在37 ℃下再

温育4 h。使用多孔扫描分光光度计测量490 nm波

长处的D值。实验重复3次。

1.5  细胞凋亡检测

将卵巢癌细胞系以4×104个/孔的密度接种到

96孔板中培养，转染后培养48 h，加入3 μg/mL 
DDP。依据凋亡试剂盒说明书进行操作，采用流

式细胞术进行检测。实验重复3次。

1.6  免疫荧光定位

将圆形细胞爬片置于24孔细胞培养板内，每

孔加入5 000个卵巢癌细胞系并分为CDDP组和空

白组，每组细胞设3个复孔。以免疫荧光封闭液

在常温下封闭1 h，一抗4 ℃温育过夜。复温，二

The cell proliferation ability decreased significantly (P＜0.01), while the apoptotic rate increased significantly (P＜0.01). Increased 
expression of PAFR activated downstream AKT and ERK pathways in CDDP-treated cells. Conclusion: CDDP induces upregulation of 
PAFR by accumulating NF-κB and HIF-1α in the nucleus. PAFR inhibition may modulate the CDDP sensitivity in ovarian cancer cells, 
which is a novel and promising therapeutic target for sensitizing ovarian cancer cells to CDDP.
［Key words］ Ovarian cancer; Platelet-activating factor receptor; Cisplatin; Chemotherapy sensitivity
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抗避光常温温育1 h；在载玻片上加1滴防淬灭封

片剂，将上述圆形细胞爬片细胞面贴附于载玻片

之上，在倒置荧光显微镜下观察并拍照。

1.7  统计学处理

应用SPSS 16.0软件对数据进行分析。计数资料

采用x±s表示。采用单因素方差分析和t检验分析各

组之间的差异。P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1  CDDP作用于卵巢癌细胞对PAFR表达的 

影响

用不同浓度的CDDP作用于卵巢癌SKOV-3
和CAOV-3细胞24 h，RTFQ-PCR及Western blot结
果显示，随着CDDP处理浓度的增加，SKOV-3
和CAOV-3细胞中PAFR的mRNA表达及蛋白水平

升高并呈剂量依赖性（P＜0.01）。处理细胞的

CDDP为最低剂量（2.5 μmol/L）时，PAFR RNA
水平增加1.2倍；处理细胞的CDDP为最高剂量

（60 μmol/L）时，PAFR RNA水平增加3.2倍。

随着CDDP处理剂量的增加，SKOV-3和CAOV-3
细胞中PAFR蛋白表达水平分别升高3.4和4.0倍。

此外，用相同浓度（10 μmol/L）的CDDP处理

细胞不同时间，RTFQ-PCR及Western blot结果

显示，1 h后PAFR的RNA及蛋白表达水平均较空

白对照组升高，并在处理24 h后表达量达到高峰 
（P＜0.01，图1）。上述结果说明，CDDP能够

引起卵巢癌细胞中PAFR的表达升高，并且这种

升高呈现剂量及时间依赖性。

2.2  核因子κB（nuclear factor Kappa-B，NF-
κB）/p65及缺氧诱导因子-1α（hypoxia inducible 
factor-1α，HIF-1α）在CDDP引起卵巢癌细胞

PAFR表达升高中的作用

有文献［8-9］报道，CDDP能够调节细胞内转

录因子（如NF-κB/p65、HIF-1α等）的活性，而

在一些肿瘤细胞中PAFR所发挥的作用也与转录

因子NF-κB/p65及HIF-1α相关［10-11］。因此，为

研究转录因子NF-κB/p65及HIF-1α是否参与卵巢

癌细胞中CDDP调节PAFR表达的过程，首先观

图 1  CDDP能够引起卵巢癌SKOV-3和CAOV-3细胞中PAFR表达升高

Fig. 1  CDDP induces increased PAFR expression in human ovarian cancer SKOV-3 and CAOV-3 cells

*: P＜0.05; **: P＜0.01
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察CDDP作用于SKOV-3和CAOV-3细胞后NF-κB/
p65及HIF-1α的表达。用10 μmol/L CDDP处理细

胞不同时间后，Western blot结果显示，在细胞核

蛋白中，随着CDDP处理时间的延长，NF-κB/p65
及HIF-1α的蛋白表达水平逐渐升高。在各组细胞

总蛋白中，NF-κB/p65及HIF-1α的蛋白表达水平

并无明显改变（图2A、2B）。免疫荧光定位结

果显示，CDDP组细胞中NF-κB/p65及HIF-1α的蛋

白表达呈现明显的核聚集（图2C）。上述结果说

明，CDDP作用于卵巢癌细胞后能够增加细胞核

中NF-κB/p65及HIF-1α的蛋白表达。

此 外 ， 本 研 究 采 用 小 R N A 干 扰 技 术 沉 默 

NF-κB/p65及HIF-1α后给予10 μmol/L CDDP处

理细胞株24 h。Western blot及RTFQ-PCR结果显

示，沉默NF-κB/p65及HIF-1α后，CDDP作用的

卵巢癌细胞系中PAFR的RNA及蛋白表达水平均

显著降低。与HIF-1α-siRNA相比，沉默NF-κB能

够更加有效地抑制CDDP诱导的PAFR表达（图

3A~3D）。细胞凋亡实验结果显示，与CDDP
组细胞相比，CDDP与NF-κB-siRNA或HIF-1α-
siRNA联合作用时，细胞凋亡率明显升高，差异

有统计学意义（P＜0.05，图3E、3F）。上述结

果说明，在卵巢癌细胞中，CDDP通过转录因子

NF-κB/p65及HIF-1α增加PAFR的表达。

图 2  CDDP可引起卵巢癌细胞株中转录因子NF-κB/p65及HIF-1α的核聚集

Fig. 2  CDDP treatment enhances the nuclear localization of NF-κB/p65 and HIF-1α

A (SKOV-3) and B (CAOV-3) cells were treated with CDDP (10 μmol/L) at different time, nuclear, cytoplasmic and total extracts were prepared and 
the expression of NF-κB/p65 and HIF-1α were examined by immunoblot analysis. C: The localization of NF-κB/p65 and HIF-1α in SKOV-3 cells 
with or without for CDDP treatment were analyzed using immunofluorescence
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2.3  抑制PAFR对卵巢癌细胞CDDP敏感性的 

影响

为 探 索 C D D P 作 用 于 卵 巢 癌 细 胞 时 上 调

PAFR的作用，用100 μmol/L PAFR特异性小分

子拮抗剂WEB2086预处理SKOV-3和CAOV-3细

胞1 h后再给予10 μmol/L CDDP作用24 h。细胞

活力实验结果显示，WEB2086+CDDP组细胞增

殖能力与对照组相比明显降低（P＜0.01）；在

细胞培养基中加入PAF后卵巢癌细胞系活性增

强，而PAF+CDDP+WEB2086组细胞增殖能力

与PAF+CDDP组相比亦明显降低（P＜0.01，图

4A）。细胞凋亡实验结果显示，与CDDP组相

比，WEB2086+CDDP组细胞凋亡率明显升高 

（P＜0.01，图4B）。此外，通过小RNA干扰技

术沉默PAFR。Western blot结果显示，si-PAFR能

够有效地抑制卵巢癌细胞中PAFR蛋白的表达。

细胞凋亡实验显示，CDDP+PAFR-siRNA组细胞

的凋亡率与对照组相比明显升高（P＜0.05）。

这一结果亦在Western blot中进行验证，CDDP+si-
PAFR组细胞中的cleaved-PARP/caspase-3蛋白表

达水平明显升高。Cleaved-PARP/caspase-3作为细

胞凋亡的标志蛋白［12］，cleaved-PARP、cleaved-
caspase-3表达越高，细胞凋亡率越高（图4C）。

上述结果说明，无论是通过特异性小分子拮抗剂

或RNA干扰抑制PAFR表达均能够显著地提高卵

巢癌细胞对于CDDP的敏感性。

图 3  CDDP通过转录因子NF-κB/p65及HIF-1α增加卵巢癌细胞株中PAFR的表达

Fig. 3  NF-κB/p65 and HIF-1α are involved in CDDP-induced PAFR expression in ovarian cancer cells

A, B: Ovarian cancer cells were transfected with a negative-control or siRNAs targeting NF-κB/p65, the expression of NF-κB/p65 and PAFR were 
assessed using immunoblot analysis and RTFQ-PCR; C, D: Ovarian cancer cells were transfected with a negative-control or siRNAs targeting HIF-
1α, the expression of HIF-1α and PAFR were assessed using immunoblot analysis and RTFQ-PCR; E, F: Following 48 h of transfection, cells were 
treated with CDDP (10 μmol/L) for the next 12 h. Cell apoptosis was assessed by flow cytometric analysis. *: P＜0.05, compared with each other; 
**: P＜0.01, compared with each other
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2.4  CDDP作用卵巢癌细胞后PAFR下游信号通

路的激活

mTOR-PI3K-AKT及MAPK通路是细胞增殖

及凋亡的两个重要信号转导通路［13］。多项研 
究［14-16］证实，在多种癌细胞中PAF/PAFR信号轴

可以激活相关信号通路分子。本研究验证了AKT

及ERK是否位于受CDDP作用而激活的PAFR下游

信号通路中。用相同浓度（10 μmol/L）的CDDP
作用于卵巢癌细胞不同时间，Western blot结果

显示，在SKOV-3和CAOV-3细胞中，随着CDDP
处理时间的延长，phospho-P70S6K/AKT/ERK蛋

白表达水平均有所升高。将PAF加入细胞培养

图 4  抑制PAFR表达能够提高卵巢癌细胞株对CDDP敏感性

Fig. 4  PAFR suppression enhances the CDDP sensitivity of ovarian cancer cells

A (cell viability) and B (cell apoptosis) was assayed in SKOV-3 and CAOV-3 cells which were pretreated with the PAFR-antagonist WEB2086 and 
then treated with CDDP for 24 h in the presence or absence of PAF. C: Cell apoptosis was assessed in in both cell lines which were transfected with 
a NC or PAFR-targeted siRNAs. Western blot analysis of PARP and caspase-3 cleavage were determined. *: P＜0.05, compared with each other;  
**: P＜0.01, compared with each other
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基中，p-P70S6K、p-AKT和p-ERK蛋白表达水

平与对照组相比均有明显升高（图5A、5C）。

为验证AKT及ERK信号蛋白的激活是否为PAFR
依赖性，实验用不同浓度的PAFR特异性拮抗剂

WEB2086预处理SKOV-3和CAOV-3细胞1 h后再

给予10 μmol/L CDDP和（或）100 nmol/L PAF处

理，Western blot结果显示，随着PAFR特异性拮

抗剂WEB2086浓度的升高，p-P70S6K、p-AKT
和p-ERK蛋白表达水平逐渐降低（图5B、5D）。

上述结果说明，CDDP作用于卵巢癌细胞后，受

激活的PAF/PAFR能够激活下游的AKT及ERK信

号通路分子。

图 5  CDDP通过PAFR激活下游的AKT及ERK信号通路分子

Fig. 5  AKT and ERK signaling pathways lies downstream of activated PAFR in CDDP-treated ovarian cancer cells

A (SKOV-3) and C (CAOV-3) cells were treated with CDDP at different time intervals (0-24 h), and all point cells were stimulated with or without 
PAF (100 nmol/L). Phosphorylation of P70S6K/AKT/ERK was examined by immunoblot analysis. B (SKOV-3) and D (CAOV-3) cells were 
pretreated with different doses of WEB2086 for 1 h before stimulation with PAF and CDDP. Phosphorylation of P70S6K/AKT/ERK was examined by 
immunoblot analysis

3 讨  论

化疗是中晚期卵巢癌治疗的主要方法。然

而，化疗耐药是导致卵巢癌患者复发死亡的主要

原因之一。化疗药物一方面通过各种机制试图杀

死癌细胞，而另一方面，化疗药物又激活了癌

细胞的自我保护机制，从而对抗药物的作用。

因此，肿瘤化疗的开始也意味着化疗耐药的发

生［17］。阐明化疗药物所激发的细胞自我防御机

制，探索有效的靶蛋白是克服化疗耐药的有效 
途径。

CDDP是卵巢癌化疗的一线药物。铂类化

合物的作用机制主要是引起DNA链交联，破坏

DNA分子结构，从而抑制DNA复制和转录，促

进癌细胞的死亡［18］。本课题组在既往研究［6］

中选择携带荧光报告基因的SKOV-3-luciferase
细 胞 构 建 裸 鼠 的 腹 腔 卵 巢 癌 种 植 模 型 进 行 体

内 研 究 ， 采 用 腹 腔 注 射 的 方 式 给 予 C D D P 和

（或）银杏内酯B，使用小动物活体成像的方

法动态观察上述药物对裸鼠腹腔种植瘤生长的

抑制作用，结果证实，银杏内酯B具有体内抑

制卵巢癌生长的作用。已有文献［19］报道，银

杏内酯B能够通过抑制氧化应激及NF-κB活性

而减轻脂多糖引起的急性肺损伤。NF-κB通常

在细胞质中通过与阻断NF-κB核转位的抑制蛋

白IκB-α/β结合而处于失活状态。在多种肿瘤细

胞中，NF-κB被激活并参与多种损伤及炎症反

应 ［20］。多项体内、体外实验 ［21-23］均证实，

NF-κB及HIF-1α等分子途径与CDDP耐药相关，
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尽管其具体机制尚不明确。根据本课题组既往

研究［6］结果，银杏内酯B具有体内抑制卵巢癌

生长的作用，并可以增强肿瘤细胞对CDDP的

敏感性，提示NF-κB及HIF-1α可能参与CDDP
在卵巢癌细胞中的作用过程并与PAFR的调节 
有关。

本研究进一步证明此结论并探索相关机制。

当CDDP作用于SKOV-3和CAOV-3卵巢癌细胞

系后，细胞核蛋白中转录因子NF-κB/p65及HIF-
1α的表达量升高，进而PAFR的RNA和蛋白表达

水平升高。当抑制PAFR表达时，卵巢癌细胞对

CDDP的敏感性明显增强，即抑制细胞增殖，促

进细胞凋亡，并将癌细胞阻滞在G0/G1期，说明

当CDDP应用于卵巢癌细胞，发挥抗肿瘤效果的

同时，也激起了细胞内的自我防御机制。CDDP
作用于卵巢癌细胞后，PAFR的表达升高有可能

是卵巢癌细胞化疗药物耐受的一种分子机制。

本课题组既往研究［6］结果已证实在卵巢癌

细胞中，PAFR与EGFR通过一系列的细胞内分子

信号转导通路传输信号，并共同激活下游的信号

通路分子，如P70S6K、4EBP1、AKT及ERK蛋白

等，发挥协同作用共同促进卵巢癌的发展［24］。

P70S6K、4EBP1及AKT是PI3K/AKT/mTOR信号

转导通路中重要的蛋白分子，ERK是MAPK信

号转导通路中重要的蛋白分子。而PI3K/AKT/
mTOR和MAPK信号转导通路均是细胞代谢和抗

凋亡的重要转导途径，不仅与多种恶性肿瘤的发

生、发展及预后有关，并且与多种一线化疗药物

关系密切［25］。

本研究发现，用CDDP处理卵巢癌细胞后，

PAFR表达上调，从而对抗CDDP的抗肿瘤效

应。继而进一步探索CDDP作用于卵巢癌细胞

后，上调的PAFR下游信号转导通路的变化。结

果显示，当用同一浓度的CDDP作用于SKOV-3
和CAOV-3细胞不同时间时，P70S6K/AKT/ERK
蛋白均被激活，即phospho-P70S6K/AKT/ERK表

达水平升高。而当向CDDP处理的卵巢癌细胞培

养液中添加PAF时，phospho-P70S6K/AKT/ERK
蛋白的表达水平均较无PAF添加的细胞组有所上

升，提示CDDP作用于卵巢癌细胞后，PAFR的表

达上升，从而与PAF相结合，进一步激活下游的

信号通路分子，进而在卵巢癌细胞CDDP耐药中

发挥作用。

综 上 所 述 ， 当 C D D P 作 用 于 卵 巢 癌 细 胞

后，通过转录因子NF-κB/p65及HIF-1α能够上调

PAFR的表达，抑制PAFR后可以增加卵巢癌细

胞对CDDP的敏感性。此外，当CDDP作用于卵

巢癌细胞后，上调的PAFR与细胞内的特异性配

体PAF作用可以进一步促进下游信号通路分子

P70S6K、AKT、ERK的激活从而发挥生物学效

应。因此，PAFR可能成为卵巢癌靶向治疗的新

靶点，这有望为联合辅助治疗提供一个新方向。
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