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沉默二氢叶酸还原酶基因对卵巢癌
细胞体外生物学行为的影响

李　状，张　玮，王　琪，阳志军，李　力

广西医科大学附属肿瘤医院妇瘤科，广西 南宁 530021

　　［摘要］　背景与目的：二氢叶酸还原酶(dihydrofolate reductase，DHFR)在卵巢上皮癌铂类耐药细胞中

高表达。该研究旨在探讨DHFR基因沉默对卵巢癌细胞体外生物学行为的影响，为卵巢癌铂类耐药的治疗奠定

基础。方法：设计DHFR基因靶向的发夹状siRNA，筛选出最佳siRNA沉默片段，构建携带有目的基因的慢病

毒载体细胞即转染组(DHFR-pGCSIL-SKOV3细胞)及阴性对照组细胞(pGCSIL-SKOV3细胞)。采用流式细胞仪

检测3组细胞在不同的顺铂质量浓度(2.5、5.0、10.0和20.0 μg/mL)下不同时间段(24、48及72 h)的凋亡情况以及

IC50顺铂质量浓度(4.4 μg/mL)的周期变化；采用高效液相色谱法检测不同顺铂质量浓度(2.5、5.0和7.5 μg/mL)不
同时间段(24和48 h)药物作用后3组细胞内的顺铂浓度。采用透射电镜观察IC50顺铂质量浓度(4.4 μg/mL)3种细胞

的超微结构变化。结果：将退火后的双链寡核苷酸片段连接到pGCSIL/GFP载体，测序结果正确。转染SKOV3
细胞后，蛋白［质］印迹法(Western blot)鉴定干扰效果。在给药24、48和72 h后，DHFR-pGCSIL-SKOV3、

pGCSIL-SKOV3及SKOV3三组细胞的凋亡率随着顺铂质量浓度(2.5、5.0、10.0和20.0 μg/mL)的上升而升高，

DHFR-pGCSIL-SKOV3细胞给药48和72 h后的凋亡率明显高于pGCSIL-SKOV3及SKOV3细胞，差异有统计学意

义(P<0.05)。3组细胞在IC50顺铂质量浓度(4.4 μg/mL)给药24和48 h后，转染组G0/G1期细胞比例较阴性及空白对照

组明显增多，G2/M、S期则反之；而给药72 h后，3组细胞以G2/M及S期为主，转染组低于阴性及空白对照组。

采用高效液相法检测细胞内顺铂质量浓度时，转染组在2.5和5.0 μg/mL顺铂质量浓度给药24和48 h后，其细胞内

顺铂浓度均明显高于对照组。转染组在7.5 μg/mL顺铂质量浓度给药24 h后，其细胞内顺铂浓度均明显低于对照

组细胞，在48 h后却又高于对照组，差异有统计学意义(P=0.034，P=0.014)。未给药时，转染组细胞的微丝明

显多于对照组，线粒体亦改变明显。IC50(4.4 μg/mL)给药24和48 h后3组细胞均未见微丝；而给药72 h后微丝明

显增多，且排列紊乱。结论：成功构建携带DHFR基因的pGCSIL干扰慢病毒载体的卵巢癌细胞。通过对DHFR
下调后耐药性能研究得知，DHFR的下调与经过铂类药物作用的体外卵巢癌细胞的药物耐药性有一定的联系，

卵巢癌细胞中下调DHFR基因可以考虑作为多药耐药的逆转机制。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Dihydrofolate reductase (DHFR) is expressed highly in platinum-resis-
tant ovarian cancer. This study aimed to explore the relationship between the silence of DHFR gene and platinum drug 
resistance in ovarian cancer, and lay the foundation for the treatment of platinum-resistant ovarian cancer. Methods: To 
design targeting hairpin siRNA of DHFR gene, the optimal siRNA silent sequence was selected, and lentiviral vector 
carrying DHFR gene was constructed successfully, named DHFR-pGCSIL-SKOV3 cell. Flow cytometry was used to 
detect the cell apoptosis of DHFR-pGCSIL-SKOV3 cells, pGCSIL-SKOV3 cells and SKOV3 cells incubated in various 
concentrations of cisplatin (2.5, 5.0, 10.0 and 20.0 μg/mL) at different time points (24, 48 and 72 h), and cell cycle 
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　 　 卵 巢 癌 是 女 性 生 殖 器 官 常 见 的 肿 瘤 之

一，发病率仅次于子宫颈癌和子宫体癌而列

居 第3位 ， 但 其 却 是 妇 科 肿 瘤 中 死 亡 率 最 高

的恶性肿瘤。由于卵巢癌发病隐匿，大部分

患者确诊时已为晚期 (FIGO分期，Ⅲ期和Ⅳ 

期)［1］。目前卵巢癌的最佳治疗方案是外科手

术和以铂类和紫杉醇为基础的化疗。但因化疗

耐药，晚期患者的5年生存率仅为25%~30%。

本课题组先前采用荧光标记差异显示PCR法

筛选鉴定和验证铂类耐药和非耐药卵巢上皮

癌细胞间差异表达基因时也发现，铂类耐药

和非耐药卵巢上皮癌细胞间二氢叶酸还原酶

(dihydrofolate reductase，DHFR)存在差异表达，

且铂类敏感卵巢上皮癌细胞在体外被诱导成耐

药细胞后其DHFR表达明显上调［2］。DHFR是

一种利用还原型辅酶Ⅱ还原二氢叶酸产生四

changes of these cells at IC50 cisplatin concentration (4.4 μg/mL). High performance liquid chromatography was used to 
test intracellular concentration of cisplatin at different induction concentration of cisplatin (2.5, 5.0 and 7.5 μg/mL) and 
various time points (24 and 48 h). Ultrastructural changes of these cells at concentration of cisplatin IC50 (4.4 μg/mL) 
were observed by transmission electron microscope. Results: After annealing double-strand nucleotide was connected 
to pGCSIL/GFP vector, sequencing result was correct. SKOV3 cell were transfected with virus particles followed by 
Western blot detection of interference effect. Flow cytometry was used to detect apoptosis in three groups of cells, and 
increased apoptosis rate was found at the raised cisplatin concentration (2.5, 5.0, 10.0 and 20.0 μg/mL) at 24, 48 and 
72 h in DHFR-pGCSIL-SKOV3, pGCSIL-SKOV3 and SKOV3 cells. The apoptosis rate in DHFR-pGCSIL-SKOV3 
was significantly higher than that in pGCSIL-SKOV3 and SKOV3 cells at 24 and 48 h (P<0.05). Flow cytometry was 
adopted to test cells cycle of 3 groups at different time period under IC50 cisplatin concentration (4.4 μg/mL), the results 
indicated that G0/G1 phase cell rate of DHFR-pGCSIL-SKOV3 was much more than the others, of which G2/M and S 
phase cell rates were on the contrary. While at 72 h, 3 groups were mainly G2/M and S phase cell rates, DHFR-pGC-
SIL-SKOV3 was lower than the others. High performance liquid chromatography method was used to detect intracellu-
lar cisplatin concentration at 24 and 48 h after the cells were incubated at various concentrations of cisplatin (2.5 and 5.0 
μg/mL). The results showed the intracellular cisplatin content of DHFR-pGCSIL-SKOV3 cell was significantly higher 
than that of pGCSIL-SKOV3 and SKOV3 cells. However, after incubation at cisplatin concentration of 7.5 μg/mL, the 
intracellular cisplatin content of DHFR-pGCSIL-SKOV3 cell was significantly lower than that of pGCSIL-SKOV3 and 
SKOV3 cells at 24 h, while higher than pGCSIL-SKOV3 and SKOV3 cells at 48 h (P=0.034, P=0.014). We observed 
ultrastructural changes of three different cell lines induced by IC50 cisplatin concentration(4.4 μg/mL) at different 
time points by the electron microscope. We found that the microfilaments were increased and gathered together and 
mitochondrial structure was also changed obviously without the drug. However, there was rare microfilament in three 
groups of cells at 24 and 48 h, while at 72 h, obviously increased inordinate microfilaments were observed. Conclusion: 
We successfully constructed pGCSIL lentivirus interference carrier carrying DHFR gene. The research indicates that 
down-regulation of DHFR gene is related to cisplatin drug resistance in ovarian cancer. The results laid the foundation 
for us to investigate the molecular mechanisms of multidrug-resistance in tumor.
  　［Key words］ pGCSIL/GFP vector; Dihydrofolate reductase; High performance liquid chromatography; Apopto-
sis; Transmission electron microscopy

氢叶酸的氧化还原酶。其相对分子质量约为 

20 000，是催化叶酸还原成四氢叶酸的酶。四

氢叶酸形成过程分2步进行，由同一个酶催化，

四氢叶酸作为一碳单位载体，为嘌呤核苷酸从

头合成和胸嘧啶核苷酸合成等提供一碳单位。

叶酸缺乏可能导致DNA损伤、不稳定和DNA
甲基化畸形状态，这在肿瘤发生过程中起重要

作用。叶酸的代谢障碍也可能与卵巢癌的发生

有关［3］。叶酸主要包括叶酸受体、DHFR和

四氢叶酸还原酶。叶酸受体是一种糖基磷脂酰

肌醇锚定膜蛋白，可介导细胞外叶酸进入细胞 

内 ［ 4 ］ ， 是 目 前 抗 肿 瘤 治 疗 研 究 的 重 要 靶 

点［5］，而DHFR是叶酸受体的下游。高海德

等［6］观察到双突变DHFR基因(酶活性增高)对

大剂量甲氨蝶呤化疗小鼠骨髓细胞具有保护作

用。此外，有文献报道DHFR基因在白血病耐药
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细胞株、人骨肉瘤耐药细胞株及耐药乳腺癌细

胞株等肿瘤耐药细胞株中高表达，并且在肿瘤

多药耐药中发挥着一定的作用［7-9］。

　　本课题组在前期卵巢组织的荧光定量PCR
的实验中，了解到DHFR基因可能在卵巢癌铂

类耐药过程中起着重要的作用［2］。为进一步探

讨其对卵巢癌细胞耐药性的影响，我们考虑选

用稳定表达的载体来进行细胞功能性实验，而

慢病毒载体目前是有效、可靠的转基因方法，

且应用广泛，故选用pGCSIL/GFP慢病毒载体作

为DHFR干扰载体，为今后进一步的基因功能

研究和动物实验打下良好的基础。为进一步探

讨DHFR与卵巢癌多药耐药之间的关系，我们

构建了高拷贝DHFR-pGCSIL重组慢病毒干扰载

体，并通过流式仪器检测不同时间段不同药物

浓度的凋亡周期，采用透射电镜观察细胞超微

结构，采用高效液相检测细胞内外铂类药物浓

度的变化；同时也为后续研究卵巢癌细胞的多

药耐药机制实验做了良好的铺垫。

1　材料和方法

1.1　材料来源

　 　 细 胞 及 质 粒 来 源 ： S K O V 3 细 胞 为 本 实

验室保存。pGCSIL慢病毒系统、包膜质粒

pHelper1.0和包装质粒pHelper2.0均购自上海吉

凯有限公司。

　　主要试剂：改良型1640培养液和胎牛血清

均购自美国Gibco公司，LipofectamineTM2000购

自美国Invitrogen公司，一抗(兔抗羊HPSE蛋白

多克隆抗体)和二抗(辣根酶标记兔抗羊IgG)均购

自美国Santa Cruz公司，GAPDH(甘油醛-3-磷酸

脱氢酶)内参多抗购自上海康成生物公司，凋亡

试剂盒BD PharmingenTM PE Annexin V Apoptosis 
Detection Kit Ⅰ及周期试剂盒BD CycletestTM 
Plus DNA Reagent Kit均购自美国BD公司，

AgeI、EcoRI、T4 DNA ligase及buffer均购自美

国NEB公司。

1.2　方法

1.2.1　重组质粒的构建

　　设计DHFR基因靶向的发夹状siRNA，筛

选出最佳siRNA沉默片段，合成单链DNA寡

核苷酸，引物退火形成双链DNA寡核苷酸即

shRNA，将退火后的shRNA模板与酶切回收后

的线性慢病毒载体pGCSIL相连接，经过DH-5a
菌体的转化，提取阳性克隆进行测序。将测序

结果进行BLAST比对，同源性为100%。重组质

粒命名为DHFR-pGCSIL。

1.2.2　质粒DNA细胞转染

　　DHFR-pGCSIL(pGCSIL)、pHelper1.0及

pHelper2 .0三种质粒质量比为4∶3∶2，将

SKOV3细胞以每孔3×105 接种于6孔培养板。第

2天，细胞贴壁生长汇合至70%～80%时进行转

染，具体操作按脂质体LipofectamineTM2000说明

书进行。实验分为3组：实验组(携带有重组质

粒DHFR-pGCSIL基因的SKOV3细胞组)、阴性

对照组(携带有空载pGCSIL病毒的SKOV3细胞

组)及空白对照组(亲本SKOV3细胞组)。采用流

式细胞仪分选带有DHFR-pGCSIL基因的SKOV3
细胞。

1.2.3　蛋白［质］印迹法(Western blot)检测3组

细胞中DHFR蛋白表达

　　用放射免疫沉淀试验裂解液裂解细胞，

13 987.5×g离心5 min后取上清液抽提细胞

总 蛋 白 。 用 1 0 % 的 十 二 烷 基 硫 酸 钠 - 聚 苯 烯

酰 胺 凝 胶 电 泳 分 离 蛋 白 质 ， 随 后 电 转 移 至

硝 酸 纤 维 膜 ， 5 % 脱 脂 奶 粉 洗 涤 缓 冲 液 封

闭 ， 抗 体 温 育 过 夜 ， 洗 膜 ， 然 后 用 H R P 标

记的二抗常规温育1  h，摇床脱色10  min，

进 行 化 学 发 光 反 应 。 将 胶 片 进 行 扫 描 或 拍

照 ， 以 β 肌 动 蛋 白 ( β - a c t i n ) 为 内 参 照 ， 用

凝 胶 图 像 处 理 系 统 分 析 目 标 带 的 相 对 表 达 

水平。

1.2.4　四甲基偶氮唑盐(methyl thiazolyl tetrazo- 

lium，MTT)比色法检测3组细胞生长曲线

　 　 将 3 组 细 胞 培 养 至 汇 合 度 达 8 0 % 左 右 ，

0.25%胰酶消化后，制成单个细胞悬液，按每
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孔8×103个细胞数接种于96孔板，每孔总体积

为200 μL；在CO2体积分数为5%、37 ℃的环境

中培养24 h；24 h后3组细胞以1.25、2.5、5.0、

10.0、20.0和40.0 μg/mL质量浓度梯度加顺铂

化疗药物，分别培养24、48和72 h。每孔加入

MTT溶液20 μL，37 ℃温育4 h，吸弃上清液，

每孔加入二甲基亚砜150 μL，吹打混匀使甲臜

充分溶解，将所有溶液移至另一孔板；选择 

492 nm波长的酶联免疫检测仪测定各孔的吸光

度(D)值，记录结果，绘制生长曲线。

1.2.5　流式细胞仪检测不同药物浓度、不同时

间段的凋亡变化

　　将3组细胞培养至汇合度达80%~90%左右，

0.25%胰酶消化后，制成单个细胞悬液，按每

孔5×105个细胞数接种于6孔板，每孔总体积为

2 mL，24 h细胞贴壁后每种细胞按2.5、5.0、

10.0和20.0 μg/mL质量浓度梯度加顺铂化疗药

物，分别培养24、48和72 h后，按照凋亡试剂

盒说明书进行操作，流式细胞仪进行检测。

1.2.6　流式细胞仪检测IC50顺铂浓度作用不同时

间段的周期变化

　　将3组细胞培养至汇合度达80%～90%左

右，0.25%胰酶消化后，制成单个细胞悬液，按

每孔1×106个细胞数接种于6孔板，每孔总体积

为2 mL；24 h细胞贴壁后每种细胞按IC50质量浓

度(4.4 μg/mL)加顺铂化疗药物，分别培养24、

48和72 h。按照周期试剂盒说明书进行细胞处

理，最后将样品放入流式仪器检测，每种细胞

检测1×104个细胞，Multicycle软件分析细胞周期 

比例。

1.2.7　高效液相检测顺铂作用不同浓度、不同

时间段的细胞内外的铂类药物浓度变化

　　将预先培养的生长良好的3组细胞悬液(含

细胞1×107个)加入25 cm2的培养瓶中培养24 h，

加入2.5、5.0和7.5 μg/mL的顺铂质量浓度培养

不同的时间(如0、24和48 h等)，每个浓度及

每个时间点培养3瓶。实验操作方法与李维凤 

等［10］的处理方法一致。按相应色谱条件测定

峰面积，以峰面积对含量作线性回归，DDP质

量浓度在0.1~1.0 μg/mL范围内r=0.99，回归方程

Y=1.24×10-5X－6.41×10-3。

1.2.8　电镜观察IC50浓度顺铂作用不同时间段的

超微结构变化

　　将3组细胞培养至75 cm2的培养瓶，待细胞

汇合度达90%～100%左右时分别将每种细胞加

入筛选后的IC50顺铂质量浓度(4.4 μg/mL)药物刺

激24、48和72 h后，0.25%胰酶消化细胞，将离

心管内的细胞悬液离心(167.7×g，10 min)成团；

3%戊二醛固定液固定过夜；1%锇酸固定液再固

定1 h；丙酮∶醋酸异戊酯(1∶1)脱水10 min以及

酒精逐层梯度脱水；环氧树脂618包埋制备成半

超薄切片1 μm；在透射电镜下观察细胞超微结

构，并拍照摄片，分析各组细胞超微结构的变

化情况。

1.3　统计学处理

　　实验结果用SPSS 17.0统计软件进行分析。

数据以x±s表示，3组数据的比较采用方差分析

或非参数秩和检验方法。P<0.05为差异有统计

学性意义。

2　结　　果

2.1　重组质粒的构建

　　用pGCSIL/GFP载体的通用引物，以提取的

质粒为模板进行PCR反应，扩增出目的基因全

长823 bp。经BLAST比对，同源性达100%。序

列为CCGGAAGTCTAGATGATGCCTTAAACT 
CGAGTTTAAGGCATCATCTAGACTTTTT 
TTG(图1)。
2.2　流式细胞仪分选转然后的目的细胞及

Western blot检测3组细胞中DHFR的含量

　 　 将 携 带 有 D H F R 基 因 的 病 毒 颗 粒 感 染

SKOV3细胞，大量培养后采用流式细胞仪进行

荧光细胞的分选，分选率为65.8%。将成功分

选的携带有DHFR基因的SKOV3细胞大量培养

后进行验证并进行灰度值的检测。SKOV3灰度

值/DHFR-pGCSIL-SKOV3灰度值=0.25/0.11=2.4
倍，表明细胞转染成功(图2、3，表1)。
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图 2　流式细胞仪分选SKOV3目的细胞

Fig. 2    Sorting of SKOV3 cells by flow cytometry

图 3　Western blot检测3组不同SKOV3细胞DHFR表达量

Fig. 3    Detection of DHFR expression in  SKOV3 cells of three 

different groups by Western blot

A: SKOV3 cell; B: pGCSIL-SKOV3 cell; C: DHFR-pGCSIL-
SKOV3 cell

表 1　Western blot检测3组不同的SKOV3细胞中DHFR 

的灰度值

Tab. 1    Detection of DHFR grey value in SKOV3 cells of three 

different groups by Western blot

Cell
Grey value

 (DHFR 
antibody)

Grey value
 (GAPDH 
antibody)

Grey value
 (DHFR /
GAPDH)

1: SKOV3 3.17 12.53 0.25

2: pGCSIL-SKOV3 2.97 12.76 0.23

3: DHFR-pGCSIL-SKOV3 1.43 12.49 0.11

2 . 3 　 M T T 比 色 法 检 测 D H F R - p G C -

SIL-SKOV3、pGCSIL-SKOV3及SKOV3三组

细胞的生长曲线

　　MTT比色法检测，根据各个时间点所测得

的D492 nm绘制出生长曲线，并计算出3组细胞的

IC50顺铂质量浓度分别为4.4、5.5和4.9 μg/mL。

2.4　流式细胞仪检测不同药物质量浓度、不同

时间段的凋亡变化

　　在给药24、48和72 h后，DHFR-pGCSIL-
SKOV3、pGCSIL-SKOV3及SKOV3细胞的

凋亡率随着顺铂质量浓度(2.5、5.0、10.0和

20.0 μg/mL)的增加而升高。pGCSIL-SKOV3
及 S K O V 3 细 胞 的 凋 亡 率 差 异 无 统 计 学 意 义

(P=0.977)。在给药24 h后，不超过5.0 μg/mL
时 ， 3种 细 胞 的 凋 亡 率 基 本 相 同 ， 差 异 无 统

计学意义；>5.0 μg/mL时，DHFR-pGCSIL-
S K O V 3 细 胞 的 凋 亡 率 明 显 高 于 其 他 2 组 细

胞(P=0.035，P=0.028)。pGCSIL-SKOV3及

SKOV3细胞的凋亡率差异无统计学意义。在

给药48  h后，3种细胞在顺铂质量浓度小于 

5.0 μg/mL时，DHFR-pGCSIL-SKOV3细胞的凋

亡率明显低于其他2组细胞(P=0.003)；在不小于

5.0 μg/mL的顺铂质量浓度中，DHFR-pGCSIL-
SKOV3细胞的凋亡率明显高于pGCSIL-SKOV3
及SKOV3细胞(P=0.036，P=0.009，P=0.047)。
在给药72 h后，DHFR-pGCSIL-SKOV3细胞

各 个 药 物 浓 度 的 凋 亡 率 明 显 高 于 其 他 2组 细

胞(P=0.023，P=0.034，P=0.012，P=0.000)；

pGCSIL-SKOV3及SKOV3细胞之间的凋亡率差

图 1　DHFR-pGCSIL重组质粒载体的构建及测序图

Fig. 1    The construction of DHFR-pGCSIL recombinant plasmid vector and sequence diagram
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异无统计学意义(P>0.05，表2)。
2.5　流式细胞仪检测IC50顺铂质量浓度(4.4 μg/

mL)不同时间段的周期变化

　　3组细胞在IC50顺铂质量浓度(4.4 μg/mL)给

药后24、48 h时，转染组G0/G1期细胞比例较阴

性及空白对照组明显增多(P=0.044)，G2/M、S期

则相反(P=0.008，P=0.005)；而给药后72 h时，3

组细胞以G2/M及S期为主，转染组低于阴性及空

白对照组(P=0.037，P=0.019，表3)。

2.6　高效液相检测不同药物质量浓度、不同时

间段的细胞内外的铂类药物浓度变化

　　未给药时，DHFR-pGCSIL-SKOV3、

pGCSIL-SKOV3及SKOV3细胞内顺铂含量

相 同 ； 3 组 不 同 顺 铂 质 量 浓 度 ( 2 . 5 、 5 . 0 和 

7.5 μg/mL)时，转染组在药物作用24 h时，在

2.5、5.0 μg/mL顺铂浓度给药后其细胞内顺铂

浓度均明显高于对照组(P=0.006，P=0.034)；
在7.5 μg/mL顺铂浓度给药后其细胞内顺铂浓

度却明显低于对照组(P=0.034)；而在药物作用

48 h时，其细胞内顺铂浓度均明显高于对照组

(P=0.043，P=0.032，P=0.014)。转染组随着药

物浓度的增加其细胞内顺铂药物浓度减少，对

照组则与药物刺激浓度并不呈依赖性关系(图

4，表4)。
表 2　不同顺铂质量浓度作用不同时间后3组细胞的凋亡率比较

Tab. 2    Comparison of apoptosis rates in 3 groups after different cisplatin concentrations at different time

 (%, x±s)

Group
　DHFR-pGCSIL-SKOV3 　 SKOV3 　 pGCSIL-SKOV3 P24h 

value
P48h 

value
P72h 

value24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h
2.5 μg/mL 5.32±0.24 15.30±1.32 46.11±0.68 5.06±0.22 20.20±1.46 29.00±1.23 7.16±0.49 23.27±1.35 22.25±1.16 1.023 0.003 0.023
5.0 μg/mL 9.90±0.49 40.02±0.79 60.84±1.48 10.63±0.49 37.12±2.08 46.03±2.01 11.01±0.87 35.26±1.38 44.16±1.87 0.098 0.036 0.034
10.0 μg/mL 22.83±0.44 57.09±0.89 80.26±1.32 12.83±0.85 47.16±1.45 66.40±1.68 12.07±1.22 49.55±2.02 62.85±1.89 0.035 0.009 0.012
20.0 μg/mL 41.42±1.05 69.35±1.35 90.42±1.47 27.46±1.01 64.12±2.63 83.12±2.07 26.52±1.13 64.89±2.81 82.97±2.28 0.028 0.047 0.000

表 3　IC50顺铂质量浓度(4.4 μg/mL)作用不同时间后3组细胞的周期比较

Tab. 3    Comparison of cell cycles in 3 groups induced by IC50 cisplatin concentration (4.4 μg/mL) at different time 

(%, x±s)

Group
G0/G1 S G2/M

24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h
DHFR-pGCSIL-SKOV3 62.60±0.44 55.48±1.43 2.34±0.24 30.49±0.89 44.30±1.12 60.94±0.78 4.91±0.88 0.22±0.11 36.72±1.03

SKOV3 57.03±0.99 37.29±1.01 0.96±0.21 31.11±1.31 62.67±0.59 36.14±0.81 11.86±0.64 0.04±0.31 62.90±1.24
pGCSIL-SKOV3 56.59±0.89 38.97±0.93 0.24±0.18 29.70±0.92 55.77±1.21 26.81±0.93 13.71±0.68 5.25±0.78 72.95±1.19

P value 0.044 0.022 0.004 0.057 0.005 0.019 0.008 0.001 0.037

图 4　高效液相色谱法标准曲线色谱图的建立

Fig. 4    The establishment of chromatogram standard curve by high performance liquid chromatography

A: The establishment of chromatogram standard curve by high performance liquid chromatography; B: High performance liquid chromatography 
detected the chromatograms without cisplatin but with nickel chloride (×50), the peak time of nickel chloride is in 8.195; C: High performance 
liquid chromatography detected the chromatograms without nickel chloride but with (×50), the peak time of cisplatin is in 5.450
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表 4　不同顺铂质量浓度作用不同时间3组细胞的细胞内顺铂浓度比较

Tab. 4    Comparison of cisplatin concentrations in vivo in 3 groups at different cisplatin concentrations and at different time

[ρB/(μg·mL-1), x±s]

Item
2.5 μg/mL 5.0 μg/mL 7.5 μg/mL

0 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h

DHFR-pGCSIL-SKOV3 0.331±0.013 2.458±0.012 1.770±0.023 1.992±0.031 1.843±0.025 0.693±0.031 1.741±0.022

SKOV3 0.923±0.022 1.721±0.021 1.196±0.023 1.031±0.032 1.149±0.028 1.104±0.019 1.265±0.025

pGCSIL-SKOV3 0.902±0.019 1.168±0.025 1.135±0.021 1.560±0.033 1.228±0.025 1.170±0.027 0.437±0.035

P value 1.453 0.006 0.043 0.034 0.032 0.034 0.014

图 5　采用透射电镜检测不同时间段的IC50顺铂质量浓度(4.4 μg/mL)的细胞超微结构变化

Fig. 5    A transmission electron microscope was used to observe cell ultrastructure changes in three groups at IC50 cisplatin concentration 

 (4.4 μg/mL) in different periods

A: The arrow indicatd gathered microfilament bundles; B: The arrow indicatd irregular microfilament bundles; C: The arrow indicatd regular 
microfilament bundles; D: The arrow indicated mitochondria vacuoles

2.7　采用透射电镜检测不同时间段的IC50顺铂

质量浓度的3组细胞超微结构变化

　　IC50(4.4 μg/mL)给药24和48 h后，3组细胞的

微丝均少见，DHFR-pGCSIL-SKOV3细胞在24 h
后可见线粒体肿胀、脊消失、空泡化、萎缩，

内质网扩张明显，有聚集的核糖体，未见高尔

基体，48 h时其有些线粒体溶解消失，且出现大

量的白色囊泡；而pGCSIL-SKOV3及SKOV3细

胞在24和48 h后内质网扩张少见，线粒体结构改

变不明显，甚至有2~3个高尔基体存在。DHFR-
pGCSIL-SKOV3细胞在72 h后，微丝明显聚集、

增多，线粒体结构亦消失；而pGCSIL-SKOV3及

SKOV3细胞微丝排列紊乱，线粒体形态多样化(
图5，表5)。
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3　讨　　论

　　近年来，多药耐药成为化疗失败的主要原

因之一。如何逆转多药耐药已经成为当今肿瘤

治疗的研究热点。临床研究证实，顺铂与紫杉

醇的联合化疗是治疗卵巢癌的一线化疗药物。

卵巢癌的治疗主要以肿瘤细胞减灭术及辅以化

疗为主，基因治疗已逐步兴起。采用RNAi干
扰相关的多药耐药基因已经成为多数学者的研

究对象。直接转染合成的siRNA虽然能特异性

抑制哺乳动物细胞内同源基因的表达，但细胞

内siRNA很容易被降解。因此，这种方法不能

实现稳定的RNA干扰。相比之下，质粒载体

或病毒载体就能在细胞内长时间、稳定地生成

siRNA。但质粒载体转染哺乳动物细胞的效率

不如病毒载体，尤其无法转染非分裂相细胞。

所以，本实验选择了一种更有效的干扰方法即

慢病毒RNA干扰的表达载体。在此基础上进行

一系列相关的耐药性功能实验。

　　DHFR是叶酸代谢过程中的关键酶，同时

也是抗肿瘤、抗菌及抗炎的靶点药物。目前已

经有大量研究关于DHFR基因在疟疾、乳腺癌及

巨幼细胞性贫血症等疾病治疗中的相关作用。

通过本课题组的前期研究发现卵巢癌顺铂耐药

性增强时，其DHFR基因表达量增加。此结果

与乳腺癌多药耐药的研究、骨肉瘤多药耐药的

研究及急性淋巴细胞白血病的耐药性研究均一

致。Malisa等［11］研究发现，DHFR基因的三重

突变及DHPS的双重突变对磺胺嘧啶及乙嘧啶治

疗疟疾的效果有着重要意义，DHFR突变可能是

引起磺胺嘧啶及乙嘧啶耐药的主要原因之一。

Cario等［12］研究发现，由DHFR纯合子突变引

起的DHFR缺乏导致巨幼细胞贫血症及脑部叶

酸缺乏导致严重的神经疾病，DHFR对于维持

表 5　采用透射电镜检测不同时间段的IC50顺铂质量浓度(4.4 μg/mL)3组细胞的超微结构变化 

Tab. 5    Cell ultrastructure changes in 3 groups at IC50 cisplatin concentration (4.4 μg/mL) in different periods detected by transmission 

electron microscope

Time 　Item DHFR-pGCSIL -SKOV3 pGCSIL-SKOV3 SKOV3

0 h Mitochondria Vacuoles, disappear - Structure is normal

　 Endoplasmic reticulum expansion - - -

　 The ribosome aggregation - - -

　 Microfilament +++ ++ +

24 h after cisplatin 
induced Mitochondria The number increased, cavitation Structural change 

significantly Structure is normal

　 Endoplasmic reticulum expansion +++ - ++

　 The ribosome aggregation - - -

　 Microfilament - - +

48 h after cisplatin 
induced Mitochondria Many forms are visible and part of  

solution The number increased
Number increase, expansion 
and contraction at the same 

time

　 Endoplasmic reticulum expansion - - -

　 The ribosome aggregation - - -

　 Microfilament - + -

72 h after cisplatin 
induced Mitochondria Change significantly Rodlike and “C” structure Structure disappeared

　 Endoplasmic reticulum expansion - - -

　 The ribosome aggregation ++++ - ++++

　 Microfilament Change significantly disorders -

-: Means none; +: means less; ++: Means more; +++: Means a little more; ++++: Means much more
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脑脊液及红细胞中叶酸水平是有必要的，即使

血浆中已经有足够的叶酸以及叶酸供应。Zhu 
等［13］研究发现，DHFR表达增加的主要机制在

于转录活化子激活所导致的。Banka等［14］研究

分析表明，叶酸可以纠正由DHFR缺乏症导致

的脑叶酸水平、贫血和血细胞改变的症状，同

时为DHFR和脑四氢生物蝶呤的新陈代谢之间

的联系提供了证据，进一步提示了叶酸在神经

病学上的角色，包括抑郁症、阿本海姆症及帕

金森病。Sun等［15］研究发现，敲除DHFR基因

后对斑马鱼在心脏发展形成过程中其重要因子

有消极影响，而过表达的DHFR对其则有积极

作用，其主要是通过调节转录水平影响细胞增

殖和凋亡。Klinghoffer等［16］研究通过慢病毒载

体转染小干扰片段DHFR基因来调节β-连环素

信号转导途径受体抑制剂GSK3，其机制可能为

DHFR抑制剂引起的甲基化突变的协同作用，从

而使DHFR及GSK3双重抑制剂来治疗慢性炎性 

反应。

　　在给药24、48和72 h后，DHFR-pGCSIL-
SKOV3、pGCSIL-SKOV3和SKOV3细胞的凋亡

率随着顺铂质量浓度(2.5、5.0、10.0和20.0 μg/
mL)的增加而升高，且DHFR-pGCSIL-SKOV3
细胞给药48及72 h后的凋亡率明显高于pGCSIL-
SKOV3及SKOV3细胞。凋亡是一个细胞的主

动死亡过程，其有利于机体环境的稳定，而肿

瘤细胞却可通过抑制凋亡来实现自我保护，以

利于生存。细胞凋亡能力能够直接影响化疗药

物的效应。因此，本实验的凋亡结果表明，

DHFR基因下调后，细胞的凋亡率增加，药物的

敏感性增加。DHFR可以通过诱导凋亡来抑制

SKOV3细胞增殖，并能部分逆转细胞的多药耐

药性。由于凋亡调控的复杂性，诱导其凋亡的

机制可能与上调凋亡相关蛋白，上调Fas/Fasl、
c-myc基因，下调survivin基因表达，以及线粒

体膜电位下降等有关。3组细胞在IC50顺铂浓度

(4.4 μg/mL)给药后24 h时，转染组G0/G1期细胞比

例较阴性及空白对照组明显增多，表明细胞增

殖减慢，说明沉默DHFR基因后，卵巢癌SKOV3

细胞增殖明显受到抑制。给药后48 h，G2/M、

S期细胞比例增加，细胞增殖加快，而给药72 h

时，3组细胞以G2/M及S期为主，转染组低于阴

性及空白对照组，表明卵巢癌SKOV3细胞在沉

默DHFR基因后，对顺铂的敏感性增加。这表明

敲除DHFR基因加强了顺铂对细胞周期的阻滞作

用，尤其是G2/M期，细胞周期的正常运行被扰

乱，其连续性中断，药物使细胞周期的运行停

滞在S和G2/M期，使通过G2/M监测点进入下一

个细胞周期的细胞减少，从而抑制了细胞的增

殖。采用高效液相检测细胞内顺铂浓度时，当

2.5和5.0 μg/mL顺铂质量浓度作用3种不同处理

的卵巢癌细胞时，DHFR-pGCSIL-SKOV3细胞

在给药24和48 h后，其细胞内顺铂浓度均明显

高于pGCSIL-SKOV3及SKOV3细胞，表明敲除

DHFR基因的细胞能够使顺铂更容易进入体内，

明显提高了靶细胞内的药物浓度，并且药物进

入的时间较快也较早，能迅速达到高峰浓度。

而DHFR-pGCSIL-SKOV3细胞在7.5 μg/mL顺铂

浓度给药24 h后，其细胞内顺铂浓度均明显低于

pGCSIL-SKOV3及SKOV3细胞，而在48 h后却

又高于pGCSIL-SKOV3及SKOV3细胞。这表明

当药物浓度较大时，敲除DHFR基因使SKOV3
细胞泵出顺铂减少，增强了对细胞的杀伤作

用。而高浓度顺铂给药48 h时，由于药物浓度

较大且作用时间较长，细胞内药物代谢能力增

加，导致细胞内药物浓度降低。在顺铂刺激过

程中，细胞中的线粒体及内质网改变亦比较明

显，可能顺铂是通过内质网-线粒体机制杀伤细

胞以治疗肿瘤，李培等［17］研究三氧化二砷主

要通过线粒体途径诱导药物敏感的白血病K562
细胞凋亡，而通过内质网一线粒体联合途径诱

导耐药性白血病K562/ADM细胞凋亡。这与马

艳云等［18］的研究结果相一致。李云春等［19］研

究发现，顺铂通过恢复p53的功能，诱导肿瘤细

胞凋亡，起到抑制肿瘤生长的作用。同时，柳

友清等［20］研究顺铂诱导凋亡的机制结果与马

艳云等［18］的研究一致。根据上述文献研究，

本实验的凋亡机制可能亦与p53途径有关，但由

于本实验并没有检测内质网、线粒体及p53信号

转导途径中的相关蛋白和基因的表达，因此，
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DHFR基因干扰后在顺铂诱导后其对药物敏感性

增加的具体机制尚不清楚。

　　通过对DHFR下调后耐药性功能研究得知，

DHFR的下调与经过铂类药物作用的体外卵巢癌

细胞的药物敏感性有一定的联系，一般DHFR
下调后，其药物敏感性增加，在一定浓度范围

内，顺铂的作用随药物浓度的增加而提高，达

到一定浓度后，这种递增效应减弱或消失，说

明顺铂作用浓度有饱和效应。其G2/M期阻滞作

用随用药时间的延长而增强，以用药72 h最显

著。在顺铂有效浓度范围内，适当延长药物的

作用时间可能会减少耐药性的产生或可成为逆

转耐药的方法之一。卵巢癌细胞中下调DHFR基

因可以考虑作为多药耐药的逆转机制，细胞的

凋亡周期均参与到多药耐药机制的研究中，其

具体机制如何，需深入进一步研究。
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