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　　【摘要】　目的　观察黄荆子乙酸乙酯提取物（Ｅｖｎ唱５０）和顺铂（ＤＤＰ）在体外对人卵巢癌耐顺铂细胞株
ＣＯＣ１／ＤＤＰ凋亡的影响，探讨 Ｅｖｎ唱５０ 提高人卵巢癌耐顺铂细胞株 ＣＯＣ１／ＤＤＰ 对 ＤＤＰ 敏感性的机制。
方法　运用 ＭＴＴ、ＦＣＭ、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８ 染色法、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 等方法，观察 Ｅｖｎ唱５０ 增强 ＤＤＰ抑制 ＣＯＣ１／ＤＤＰ细
胞增殖作用和此过程中 ＣＯＣ１／ＤＤＰ细胞凋亡，ｃａｓｐａｓｅ唱３蛋白、增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）及其泛素化修饰蛋白
（Ｕｂｉ唱ＰＣＮＡ）表达的改变。 结果　Ｅｖｎ唱５０ 不仅增强 ＤＤＰ对 ＣＯＣ１／ＤＤＰ细胞的抑制增殖作用，也增强 ＤＤＰ对
ＣＯＣ１／ＤＤＰ细胞的凋亡作用，同时 ｃａｓｐａｓｅ唱３蛋白表达增加（P＜０畅０５）；而 Ｅｖｎ唱５０（２０ μｇ／ｍｌ）组与空白对照组
相比 ＰＣＮＡ蛋白表达下调（P ＜０畅０５），Ｅｖｎ唱５０ 与 ＤＤＰ 合用组与 ＤＤＰ单药组均出现了 Ｕｂｉ唱ＰＣＮＡ 蛋白表达，
Ｅｖｎ唱５０ 与 ＤＤＰ合用组与 ＤＤＰ组比较，Ｕｂｉ唱ＰＣＮＡ蛋白表达下调（P＜０畅０５）。 结论　Ｅｖｎ唱５０可能通过减少 ＰＣ唱
ＮＡ表达，使 ＤＤＰ诱导的 ＰＣＮＡ泛素化水平下降，从而逆转 ＤＤＰ耐药，最终通过激活 ｃａｓｐａｓｅ唱３ 蛋白高表达，
启动 ｃａｓｐａｓｅ 级联反应，增强 ＤＤＰ对人卵巢癌 ＤＤＰ耐药细胞株 ＣＯＣ１／ＤＤＰ的凋亡作用。

【关键词】　卵巢肿瘤；　顺铂；　细胞凋亡；　Ｅｖｎ唱５０；　逆转耐药

Evn唱50 increase the sensitivity of human ovarian cancer cell line COC1／DDP to cisplatin in vitro　JIANG
Jing，XIE Wan唱yu， CAO Jian唱guo， BAI Jun， LIU Deng唱hui．Department of Obstetrics and Gynecology， The First
Affiliated Hospital of The University of South China，Hengyang 421001，China
Corresponding author：XIE Wang唱yu，Email：xie唱wy＠163．com

【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｃｅｔｏａｃｅｔａｔｅ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ Ｖｉｔｅｘ ｎｅｇｕｎｄｏ ｓｅｅｄ （Ｅｖｎ唱５０）
ａｎｄ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ（ＤＤＰ） ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＣＯＣ １／ＤＤＰ in vitro ａｎｄ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｒａｔｅ ｏｆ ＤＤＰ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｅｖｎ唱５０．Methods　Ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ Ｅｖｎ唱５０ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＤＤＰ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＯＣ１／ＤＤＰ ｂｙ ｔｈｅ ＭＴＴ ａｓｓａｙ ａｎｄ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｂｙ
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ．Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｃａｓｐａｓｅ唱３，ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅａｒ ａｎｔｉｇｅｎ
（ＰＣＮＡ），Ｕｂｉ唱ＰＣＮＡ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ．Results　Ｅｖｎ唱５０ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＤＤＰ ｏｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＯＣ１／ＤＤＰ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＤＤＰ ｏｎ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃａｓｐａｓｅ 唱３ ｐｒｏｔｅｉｎ（P＜
０畅０５）．Ｙｅｔ，ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＣＮＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｗｉｔｈ Ｅｖｎ唱５０ ｕｓｅｄ ｏｎｌｙ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ
（P ＜０畅０５）．Ｕｂｉ唱ＰＣＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｗｈｅｎ ＤＤＰ ｕｓｅｄ ｏｎｌｙ ａｎｄ Ｅｖｎ唱５０ ａｎｄ ＤＤＰ，ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｕｂｉ唱ＰＣＮＡ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｗｉｔｈ Ｅｖｎ唱５０ ａｎｄ ＤＤＰ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｗｉｔｈ ＤＤＰ ｕｓｅｄ ｏｎｌｙ （P ＜０畅０５）．Conclusions　Ｅｖｎ唱５０
ｒｅｄｕｃｅ Ｕｂｉ唱ＰＣＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｕｉｄｅｄ ｂｙ ＤＤＰ ｔｈｒｏｕｇｈ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＣＮＡ ， ｔｈｕｓ ｒｅｖｅｒｓｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ＤＤＰ．
Ｆｉｎａｌｌｙ，ｔｈｅ ｓａｍｅ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＣＯＣ１／ＤＤＰ ｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｌｏｗ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ＤＤＰ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｃｏｎ唱ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ＤＤＰ，
ｔｈｒｏｕｇｈ ａｃｔｉｖｅ ｃａｓｐａｓｅ ｃａｓｃａｄｅ．

【Key words】　Ｏｖａｒｉａｎ ｎｅｏｐｌａｓｍｓ；　Ｃｉｓｐｌａｔｉｎ；　Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；　Ｅｖｎ唱５０；　Ｒｅｖｅｒｓｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

　　卵巢癌目前的治疗主要是手术为主，辅以放化疗，
而今化疗在卵巢癌的治疗中的作用越来越重要。 其中
以铂类抗肿瘤药物为基础的化疗成为临床卵巢癌治疗

的重要方法之一，但与此同时，卵巢癌耐药株不断产

生，严重影响其化疗疗效，所以寻求逆转铂类耐药性的
治疗方法成为卵巢癌研究中亟待解决的热点课题。 黄
荆子（ｖｉｔｅｘ ｎｅｇｕｎｄｏ ｓｅｅｄ）为黄荆的果实，黄荆子乙酸乙
酯提取物（ ｔｈｅ ａｃｅｔｏａｃｅｔａｔｅ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ ｖｉｔｅｘ ｎｅｇｕｎｄｏ ｓｅｅｄ ，
Ｅｖｎ唱５０）富含芳基二氢萘类木脂素化合物，从 Ｅｖｎ唱５０ 中
已分离得到 ５个木脂素化合物。 ＶＢＥ唱１ 和 ＶＢＥ唱２ 是从
Ｅｖｎ唱５０中分离得到的芳基二氢萘类木脂素的代表化合
物，二者在 Ｅｖｎ唱５０ 中的含量约为 ２９畅５％和 １７畅７％，是
Ｅｖｎ唱５０的代表成分。 多项实验研究表明 Ｅｖｎ唱５０ 对乳
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腺癌、胃癌和卵巢癌等多种肿瘤细胞或动物移植瘤模
型有抑制增殖及诱导凋亡作用［１唱２］ 。 近年其对化疗药
物的增敏作用及机制正逐渐被人们认识，有研究表明，
Ｅｖｎ唱５０可增加乳腺癌耐三苯氧胺（ＭＣＦ唱７／ＴＡＭ唱Ｒ）细
胞株对三苯氧胺的敏感性，那么它是否也能增加卵巢
癌耐顺铂细胞株（ＣＯＣ１／ＤＤＰ）对 ＤＤＰ 的敏感性呢，我
们设计了如下实验对其增加 ＣＯＣ１／ＤＤＰ细胞株对 ＤＤＰ
敏感性及其机制进行探讨。

材料与方法

一、实验材料
卵巢腺癌 ＤＤＰ 耐药株 ＣＯＣ１／ＤＤＰ 购自武汉大学

典型培养物保藏中心。 Ｅｖｎ唱５０ 由湖南师范大学药物工
程实验室惠赠；注射用 ＤＤＰ 冻干粉剂由齐鲁制药有限
公司生产。 ＲＰＭＩ唱１６４０（Ｇｉｂｃｏ）；新生胎牛血清（杭州四
季青）；ＤＭＳＯ，ＭＴＴ（Ａｍｒｅｓｃｏ）；Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８ 染色试剂
盒（ｂｅｙｏｔｉｍｅ）；鼠抗 ｃａｓｐａｓｅ唱３单克隆抗体、鼠抗β唱ａｃｔｉｎ
单克隆抗体、辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ（Ｈ
＋Ｌ） （ ｂｅｙｏｔｉｍｅ），鼠抗人 ＰＣＮＡ 单克隆抗体 （ Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ）。
二、实验方法
１．细胞培养：用含 １０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ唱１６４０ 培

养基于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 饱和湿度下培养，另 ＣＯＣ１／ＤＤＰ
细胞还需加入 ０畅５ μｇ／ｍｌ的 ＤＤＰ维持其耐药性。 培养
基中细胞悬浮生长，取对数生长期细胞用于实验。

２．ＭＴＴ比色测定：卵巢癌 ＤＤＰ耐药株 ＣＯＣ１／ＤＤＰ
以每孔 １８０ μｌ（含 １ ×１０４ 细胞）接种于 ９６ 孔培养板。
再加入 ２０ μｌ 不同处理因素，使 Ｅｖｎ唱５０ 终浓度为 ２０、
４０、６０、８０、１００ μｇ／ｍｌ，ＤＤＰ 终浓度为 １、１０、３０、６０、
１００ μｇ／ｍｌ，溶媒对照组二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）终浓度
０畅２％，空白对照组不含处理因素。 每组设 ６ 个复孔，
培养 ２４、４８、７２ ｈ后，每孔加入 ＭＴＴ（５ μｇ／ｍｌ）２０ μｌ 继
续培养 ４ ｈ，离心弃去培养基，加入 １００ μｌ ＤＭＳＯ，振荡
１０ ｍｉｎ使紫蓝色沉淀充分溶解，用酶标仪（ＥＸ唱８００）检
测 ５７０ ｎｍ波长的吸光度（Ａ）值，计算相对增殖抑制率
（ＩＲ），ＩＲ＝（１ －实验组 Ａ均值／空白对照组 Ａ均值） ×
１００％。 实验重复 ３ 次。 用 ＳＰＳＳ １３畅０ 软件求出 ＩＣ５０
值。 将 ＣＯＣ１／ＤＤＰ以每孔 １８０ μｌ（含 １ ×１０４

细胞）接
种于 ９６ 孔培养板，每组加入 Ｅｖｎ唱５０ ２０ μｇ／ｍｌ，同时加
入 ＤＤＰ １、１０、３０、６０、１００ μｇ／ｍｌ，培养 ４８ ｈ，其他步骤同
上。 实验重复 ３次，计算 ＩＣ５０值，并计算耐药逆转倍数
（ ｆｏｌｄ唱ｒｅｖｅｒｓａｌ ｏｆ ＭＤＲ）。 耐药逆转倍数由单独使用
ＤＤＰ作用于 ＣＯＣ１／ＤＤＰ 细胞时 ＤＤＰ 的 ＩＣ５０ 值除以
Ｅｖｎ唱５０于 ＤＤＰ合用时 ＤＤＰ 的 ＩＣ５０ 值：耐药逆转倍数
＝ＩＣ５０ＤＤＰ ／ＩＣ５０（Ｅｖｎ唱５０ ＋ＤＤＰ） 。

３．碘化丙啶染色 ＦＣＭ 分析：取对数生长期的
ＣＯＣ１／ＤＤＰ细胞分成四组，空白对照组只加入 １０％胎
牛血清培养基培养，低浓度 Ｅｖｎ唱５０（２０ μｇ／ｍｌ）组、稍低
于 ＩＣ５０ 值 ＤＤＰ（３０ μｇ／ｍｌ）组、Ｅｖｎ唱５０（２０ μｇ／ｍｌ） ＋
ＤＤＰ（３０ μｇ／ｍｌ）组加同体积 １０％胎牛血清培养基培
养，并分别加入 Ｅｖｎ唱５０ ２０ μｇ／ｍｌ、ＤＤＰ ３０ μｇ／ｍｌ、Ｅｖｎ唱
５０ ２０ μｇ／ｍｌ＋ＤＤＰ ３０ μｇ／ｍｌ。 培养 ４８ ｈ，收集细胞，弃
去培养基，用冰 ＰＢＳ 洗 ２ 遍，用 ４ ℃的 ７０％乙醇固定
２４ ｈ后，碘化丙啶 ４ ℃避光染色，流式细胞仪检测。 实
验重复 ３次。

４．Ｈｏｅｃｈｅｓｔ ３３２５８ 染色：细胞培养分组同上，培养
完毕后，收集细胞，弃去培养基，取 ５０ μｌ细胞悬液滴于
干净载玻片上，使细胞尽量分布均匀，待干燥后按 Ｈｏ唱
ｅｃｈｓｔ３３２５８ 染色试剂盒的步骤进行染色，以紫外光
３４０ ｎｍ波长激发，荧光显微镜下观察、拍照。

５．Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 蛋白印迹检测：细胞培养分组同
上，培养完毕后，收集细胞，弃去培养基，用冰 ＰＢＳ 洗 ３
次，加入细胞裂解液冰面裂解提取蛋白，用 ＢＣＡ蛋白定
量试剂盒测定蛋白浓度，取 ３０ μｇ样品用 ＳＤＳ唱ＰＡＧＥ电
泳分离，然后将蛋白转移至 ＰＶＤＦ 膜上，再用 ５％脱脂
牛奶唱ＴＢＳＴ室温摇床封闭 １畅５ ｈ，ｃａｓｐａｓｅ唱３抗体、增殖细
胞核抗原（ＰＣＮＡ）抗体于３７ ℃孵育 １ ｈ再４ ℃过夜，二
抗于 ３７ ℃孵育１ ｈ，ＥＣＬ 发光剂激发荧光，压片显影定
影，再用Ｗｅｓｔｅｒｎ一抗二抗去除液 Ｓｔｒｉｐｐｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ（弱碱
性）清除膜上抗体，用β唱ａｃｔｉｎ 抗体孵育，余步骤同前。
结果用 Ａｌｐｈａ Ｉｍａｇｅｒ ２２００ 分析软件处理分析。
三、统计学处理
实验数据用均数 ±标准差（珋x ±s）表示，用 ＳＰＳＳ

１３畅０ 软件统计分析，使用单因素方差分析不同处理组
之间的差异，组间多重比较用 ＬＳＤ法，P ＜０畅０５ 为差异
有统计学意义。

结　　果

１．ＭＴＴ 比色法检测 Ｅｖｎ唱５０ 对人卵巢癌细胞
ＣＯＣ１／ＤＤＰ的增殖活性的抑制作用：结果显示，不同浓
度 Ｅｖｎ唱５０（２０，４０，６０，８０，１００ μｇ／ｍｌ）对 ＣＯＣ１／ＤＤＰ 细
胞的抑制率不同，同一浓度在不同的时间段（２４ ｈ、
４８ ｈ、７２ ｈ）对 ＣＯＣ１／ＤＤＰ 细胞的抑制率也不同，显示
了时间唱剂量依赖性，各处理组与空白组比较，均有统计
学差异（P ＜０畅０５）（图 １）。 计算 Ｅｖｎ唱５０ 作用于 ＣＯＣ１／
ＤＤＰ细胞 ４８ ｈ ＩＣ５０ 值为 ５６畅３４ μｇ／ｍｌ。

２．ＭＴＴ 比色法检测 Ｅｖｎ唱５０ 联合 ＤＤＰ 对 ＣＯＣ１／
ＤＤＰ细胞增殖活性的抑制作用：低浓度 Ｅｖｎ唱５０（２０ μｇ／
ｍｌ）与 ＤＤＰ（１，１０，３０，６０，１００ μｇ／ｍｌ）联合（Ｂ 组）作用
于 ＣＯＣ１／ＤＤＰ细胞，与 ＤＤＰ（１，１０，３０，６０，１００ μｇ／ｍｌ）
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单药组（Ａ组）相比，使 ＤＤＰ 的 ＩＣ５０ 值由 ３９畅０４ μｇ／ｍｌ
降至 ２６畅３９ μｇ／ｍｌ，耐药逆转倍数为 １畅５ 倍，见表 １。

表 1　ＭＭＴ法检测 Ｅｖｎ唱５０联合 ＤＤＰ对 ＣＯＣ１／ＤＤＰ
细胞增殖活性的抑制作用

组别 浓度（μｇ／ｍｌ） ＩＣ５０ 值（μｇ／ｍｌ） 耐药逆转倍数

Ａ 组 ０ x３９ 噜噜畅０４ １ <<畅０

Ｂ 组 ２０ 寣２６ 噜噜畅３９ １ <<畅５

　　３．碘化丙啶染色 ＦＣＭ分析结果：各组处理 ＣＯＣ１／
ＤＤＰ细胞 ４８ ｈ 后，Ｅｖｎ唱５０（２０ μｇ／ｍｌ）与 ＤＤＰ（３０ μｇ／
ｍｌ）联合组与 ＤＤＰ（３０ μｇ／ｍｌ）组、Ｅｖｎ唱５０（２０ μｇ／ｍｌ）组
及空白组相比 Ｓｕｂ唱Ｇ１ 凋亡峰（各图中左边第一个峰）
明显增高（图 ２）。 各处理组之间有统计学差异（P ＜
０畅０５），见图 ３。

４．Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８ 染色结果：空白对照组细胞核大
小较均一，呈圆形或椭圆形，染色质分布均匀，在紫外
线下呈均一的蓝色荧光。 各处理组均出现典型的凋亡
形态学改变，胞体缩小，核染色质浓缩，部分核染色体
碎裂，两药联合组的凋亡细胞数明显多于两单药组，见
图 ４。

５．Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 蛋白印迹法检测结果：经 Ｅｖｎ唱５０
（２０ μｇ／ｍｌ），ＤＤＰ（３０ μｇ／ｍｌ），Ｅｖｎ唱５０ （２０ μｇ／ｍｌ） ＋
ＤＤＰ （ ３０ μｇ／ｍｌ ） 处理 ＣＯＣ１／ＤＤＰ 细胞 ４８ ｈ 后，
ｃａｓｐａｓｅ唱３蛋白表达上调，各处理组之间有统计学差异
（P ＜０畅０５），见图 ５。 ＰＣＮＡ 蛋白在 ＤＤＰ 组（３０ μｇ／
ｍｌ），Ｅｖｎ唱５０（２０ μｇ／ｍｌ） ＋ＤＤＰ（３０ μｇ／ｍｌ）组出现了
３６ ｋＤ、４４ ｋＤ两条条带，即未修饰的 ＰＣＮＡ和单泛素化
修饰的 ＰＣＮＡ （Ｕｂｉ唱ＰＣＮＡ），在空白对照组及 Ｅｖｎ唱５０
（２０ μｇ／ｍｌ）组仅出现了 ３６ ｋＤ条带，即 ＰＣＮＡ。 Ｅｖｎ唱５０
（２０ μｇ／ｍｌ）组 ＰＣＮＡ蛋白表达与空白对照组比较差异
有统计学意义（P ＜０畅０５），Ｅｖｎ唱５０（２０ μｇ／ｍｌ） ＋ＤＤＰ
（３０ μｇ／ｍｌ）组与 ＤＤＰ（３０ μｇ／ｍｌ）组比较 Ｕｂｉ唱ＰＣＮＡ表
达下调，差异有统计学意义（P ＜０畅０５），见图 ６。

讨　　论

ＤＤＰ是中心以二价铂同两个氯原子和两个氨分子
结合的重金属络合物，类似于双功能烷化剂，具有细胞
毒性，ＤＤＰ进入肿瘤细胞后主要作用于 ＤＮＡ 及 ＲＮＡ
链上嘌呤和嘧啶，它与嘌呤和嘧啶的碱基结合后，使
ＤＮＡ及 ＲＮＡ 分子结构发生变化，进而抑制 ＤＮＡ 的复
制，并使 ＲＮＡ功能降低或丧失，从而抑制蛋白质合成，
进而抑制肿瘤生长［３］ 。 它抗癌谱广、作用强、与多种抗
肿瘤药有协同作用。 目前 ＤＤＰ及其衍生物为联合化疗
中最常用的药物之一，尤其在卵巢癌治疗方面，效果显
著［４］ 。 但是它的毒副作用如骨髓抑制、肾脏毒性、神经

毒性、过敏反应及耐药性等严重地限制了它的临床应
用。 最新研究表明，ＤＤＰ如紫外线一样，可以诱导宫颈
癌 ＨｅＬａ 细胞 ＰＣＮＡ 泛素化修饰，从而导致 ＨｅＬａ 细胞
对 ＤＤＰ的敏感性下降，这成为 ＤＤＰ 耐药的另一机制。
针对这一耐药机制，我们希望找到能抑制 ＰＣＮＡ 泛素
化修饰或降低 ＰＣＮＡ的表达，进而减少 ＰＣＮＡ泛素化修
饰的方法来逆转 ＤＤＰ耐药。
黄荆子为黄荆的果实，Ｅｖｎ唱５０ 为黄荆子乙酸乙酯

提取物，近年其抗肿瘤机制正在逐步被人们认识：其主
要成分 ＶＢＥ唱１ 是第一个来源于天然产物木脂素类的
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ 细胞通路抑制剂，对通路中 Ａｋｔ 和
ｍＴＯＲ蛋白的磷酸化起双重抑制作用，并呈现剂量依赖
性。 当这两种蛋白被抑制后，导致整个细胞通路被阻
断，最终抑制肿瘤细胞的增殖和分化。 也有一些研究
表明其抗肿瘤作用可能与抑制酪氨酸激酶、雌激素受
体活性等有关

［５唱６］ 。 还有研究表明其还可抑制宫颈癌
组织中 ＰＣＮＡ表达，从而抑制肿瘤生长［７］ ，那么它是否
能通过减少 ＰＣＮＡ表达从而减少 ＰＣＮＡ泛素化修饰，逆
转 ＤＤＰ的耐药性呢？ 为此，本实验选取人卵巢癌 ＤＤＰ
耐药株 ＣＯＣ１／ＤＤＰ细胞为研究对象，首先检测 Ｅｖｎ唱５０、
ＤＤＰ及两者合用对 ＣＯＣ１／ＤＤＰ细胞的增殖抑制作用及
诱导凋亡作用，并进一步检测其分子生物学机制。

ＰＣＮＡ是一种高度保守的生长调控蛋白，其表达水
平随细胞周期波动。 在酵母系统中，现已证实当细胞
受到一定剂量的紫外线照射后，胞核内的 ＰＣＮＡ 其赖
氨酸 １６４（Ｋ１６４）位点可被一些泛素蛋白识别并对其进
行单泛素化（ｕｂｉｑｕｉｔｙｌａｔｉｏｎ）修饰，这种修饰可调控与
ＰＣＮＡ结合的 ＤＮＡ 聚合酶 ｐｏｌδ 移位，暴露 ＩＤＣＬ 结构
域，募集多种损伤修复酶，如 Ｙ 家族的跨损伤修复酶
ｐｏｌη向损伤部位聚集，参与 ＤＮＡ 修复，从而提高细胞
对损伤的耐受能力［８唱９］ 。 本实验研究结果表明，Ｅｖｎ唱５０
单独使用对 ＣＯＣ１／ＤＤＰ 细胞有增殖抑制作用，低浓度
Ｅｖｎ唱５０ 与 ＤＤＰ 合用组与 ＤＤＰ 单用组相比，ＤＤＰ 的
ＩＣ５０ 值由 ３９畅０４ μｇ／ｍｌ降至 ２６畅３９ μｇ／ｍｌ，耐药逆转倍
数为 １畅５ 倍，说明 Ｅｖｎ唱５０对 ＤＤＰ耐药有一定的逆转作
用。 ＰＣＮＡ蛋白分子量为 ３６ ｋＤ，泛素（Ｕｂ）是一个由
７６ 个氨基酸组成的多肽，分子量为 ８畅４５ ｋＤ，一个泛素
化分子与 ＰＣＮＡ分子共价结合即为 ＰＣＮＡ 的单泛素化
修饰，Ｕｂｉ唱ＰＣＮＡ 蛋白分子量为 ４４ ｋＤ。 本实验通过
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 证实 ＤＤＰ 作用于卵巢癌耐 ＤＤＰ 细胞株
ＣＯＣ１／ＤＤＰ细胞 ４８ ｈ 后出现了 ３６ ｋＤ、４４ ｋＤ 两条条
带，分别为 ＰＣＮＡ 与 Ｕｂｉ唱ＰＣＮＡ，提示 ＤＤＰ 作用于
ＣＯＣ１／ＤＤＰ细胞 ４８ ｈ 后 ＰＣＮＡ 出现了泛素化修饰，这
与位全芳等［１０］研究结果相似；同时，本实验进一步证实
Ｅｖｎ唱５０作用于 ＣＯＣ１／ＤＤＰ 细胞 ４８ ｈ 后相对空白对照
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组 ＰＣＮＡ 减少，差异有统计学意义（P ＜０畅０５），提示
Ｅｖｎ唱５０ 可能抑制 ＰＣＮＡ 的表达。 ＰＣＮＡ 在 Ｅｖｎ唱５０ ＋
ＤＤＰ组与 ＤＤＰ单药组均出现了 ３６ ｋＤ、４４ ｋＤ 两条条
带，分别为 ＰＣＮＡ 与 Ｕｂｉ唱ＰＣＮＡ，且 Ｅｖｎ唱５０ ＋ＤＤＰ 组相
对于 ＤＤＰ 单药组 Ｕｂｉ唱ＰＣＮＡ 减少，差异有统计学意义
（P ＜０畅０５），这也与位全芳等［１０］研究结果相似。 综上
所述，本实验提示 Ｅｖｎ唱５０ 可能通过减少 ＣＯＣ１／ＤＤＰ细
胞中 ＰＣＮＡ，即减少 ＰＣＮＡ 发生泛素化的底物，从而一
定程度上逆转 ＣＯＣ１／ＤＤＰ细胞对 ＤＤＰ的敏感性。

ｃａｓｐａｓｅ家族属于天冬氨酸特异的半胱氨酸蛋白
酶，与细胞凋亡密切相关，ｃａｓｐａｓｅ唱３ 是其家族的重要成
员之一，是 ｃａｓｐａｓｅ 级联反应的主要效应因子，正常情
况下 ｃａｓｐａｓｅｓ唱３以无活性的酶原形式存在，当细胞受到
损伤时，通过蛋白水解去除氨基端的一段序列而被激
活，并直接激活 ＤＮＡ 断裂因子及核酸内切酶等，降解
细胞骨架蛋白和核蛋白，促使细胞发生凋亡［１１唱１２］ 。 本
实验通过碘化丙啶染色 ＦＣＭ 法证明了 Ｅｖｎ唱５０ ＋ＤＤＰ
组细胞凋亡率高于 Ｅｖｎ唱５０及 ＤＤＰ单药组，差异有统计
学意义（P ＜０畅０５）。 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８ 染色法从形态学上
也证明了这一点。 表明 Ｅｖｎ唱５０ 增强了 ＤＤＰ 诱导
ＣＯＣ１／ＤＤＰ凋亡的作用。 同时 ｃａｓｐａｓｅ唱３ 蛋白表达增
加，且在空白对照组、 Ｅｖｎ唱５０ （２０ μｇ／ｍｌ） 组、 ＤＤＰ
（３０ μｇ／ｍｌ）组、Ｅｖｎ唱５０（２０ μｇ／ｍｌ） ＋ＤＤＰ（３０ μｇ／ｍｌ）
组中表达逐渐上调。 提示 Ｅｖｎ唱５０ 可能通过激活
ｃａｓｐａｓｅ唱３蛋白高表达，启动 ｃａｓｐａｓｅ 级联反应，增强
ＤＤＰ诱导 ＣＯＣ１／ＤＤＰ凋亡的作用。
综上所述，Ｅｖｎ唱５０ 可能通过减少 ＰＣＮＡ 表达，从而

减少 ＰＣＮＡ泛素化修饰，使 ＤＤＰ 诱导的 ＰＣＮＡ 泛素化
水平下降，进而逆转 ＣＯＣ１／ＤＤＰ 对 ＤＤＰ 的耐药性，最
终通过诱导 ｃａｓｐａｓｅ唱３ 蛋白高表达，启动 ｃａｓｐａｓｅ 级联反

应，增强 ＤＤＰ 对 ＣＯＣ１／ＤＤＰ 耐药细胞的致凋亡作用。
提示 Ｅｖｎ唱５０ 可能是一种有效的 ＤＤＰ耐药逆转剂。
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