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卵巢癌为女性常见恶性肿瘤，Ⅲ～Ⅳ期卵巢癌患者 经过手术及化学治疗（简称化疗）后，５年生存率仅２０％～

·药学论著·

ＰｈａｒｍａｃｙＡｒｔｉｃｌｅｓ

ｒａｔｓ犤Ｊ犦．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨａｉｎａｎＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＥｎｇｌｉｓｈＥｄｉｔｉｏｎ），
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犤１５犦魏景美，马玉花 ．苯磺酸左旋氨氯地平联合降压益肾颗粒
对原发性高血压患者的临床疗效观察犤Ｊ犦．中国医药，２０１８，
１３（５）：６６０－６６３．

犤１６犦ＣＨＥＮＧＹＱ，ＴＡＮＢＹ，ＹＵＸＨ，ｅｔａｌ．Ｓｙｎｅｒｇｉｓｍｏｆａｍｌｏｄｉｐｉｎｅ
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ｉｎｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅｒａｔｓ犤Ｊ犦．ＣｌｉｎｉｃａｌａｎｄＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＰｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ

ａｎｄＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２０１８，４５（６）：５１４－５２４．

犤１７犦蔡旭阳，杨 甜，金朝辉，等 ．高血压患者使用左旋氨氯地

平的安全性系统评价犤Ｊ犦．中国循证心血管医学杂志，２０１９，

１１（７）：２５－２８．
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ＢＫＭ１２０对紫杉醇耐药卵巢癌细胞的抑制作用

林城江，陈 冰

（上海交通大学医学院附属瑞金医院药剂科，上海 ２０００２５）
摘要：目的 研究 ＢＫＭ１２０对卵巢癌 Ａ２７８０细胞和紫杉醇耐药卵巢癌 Ａ２７８０／Ｔａｘｏｌ细胞的抑制作用。方法 采用ＭＴＴ法检测Ａ２７８０和
Ａ２７８０／Ｔａｘｏｌ细胞存活情况，设溶剂对照组和实验①、②、③、④、⑤、⑥、⑦组（ＢＫＭ１２０浓度分别为 ０，０．１，０．３，１．０，３．０，１０．０，
３０．０，１００．０μｍｏｌ／Ｌ）。ＰＩ单染检测细胞周期的分布情况；ＴＵＮＥＬ荧光染色检测细胞凋亡情况，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测凋亡相关蛋白
表达水平，设阳性对照组犤顺铂牗ＤＤＰ牘组，１０μｍｏｌ／Ｌ犦、溶剂对照组和实验Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ组（ＢＫＭ１２０浓度分别为０，０．３，１．０，３．０，１０．０μｍｏｌ／Ｌ）。
结果 与溶剂对照组比较，实验②、③、④、⑤、⑥、⑦组 Ａ２７８０和 Ａ２７８０／Ｔａｘｏｌ细胞增殖抑制率显著升高（Ｐ＜０．０１或 Ｐ＜０．０５）；
ＢＫＭ１２０对 Ａ２７８０和 Ａ２７８０／Ｔａｘｏｌ细胞半数抑制浓度分别为（２．２５±０．１３）μｍｏｌ／Ｌ和（４．１７±０．４３）μｍｏｌ／Ｌ。与溶剂对照组比较，实验
Ｃ，Ｄ组 Ｇ２期 Ａ２７８０和 Ａ２７８０／Ｔａｘｏｌ细胞显著增多（Ｐ＜０．０１或 Ｐ＜０．０５）；ＤＤＰ组和实验 Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ组 Ａ２７８０和 Ａ２７８０／Ｔａｘｏｌ凋亡细
胞显著增多（Ｐ＜０．０１或 Ｐ＜０．０５）；实验 Ｃ组、Ｄ组 Ａ２７８０和 Ａ２７８０／Ｔａｘｏｌ细胞 Ｂｃｌ－２、Ｐｒｏ－ｃａｓｐａｓｅ３、Ｐ－ｇｐ蛋白表达水平和 Ｐ－
Ａｋｔ／Ａｋｔ显著降低（Ｐ＜０．０１或 Ｐ＜０．０５）。结论 ＢＫＭ１２０可降低紫杉醇耐药卵巢癌 Ａ２７８０／Ｔａｘｏｌ细胞的存活率，其机制可能与抑制
Ａ２７８０和 Ａ２７８０／Ｔａｘｏｌ细胞的增殖，下调 Ｐ－Ａｋｔ及Ｐ－ｇｐ蛋白表达水平诱导细胞凋亡有关。
关键词：ＢＫＭ１２０；卵巢癌；多药耐药；Ｐ－Ａｋｔ；紫杉醇耐药卵巢癌 Ａ２７８０／Ｔａｘｏｌ细胞；抑制作用
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３０％犤１－５犦。其常规化疗一线药物主要为紫杉醇类与铂类

药物。多药耐药性（ＭＤＲ）是细胞对一种药物产生耐药
性的同时，对其他结构和作用靶点类似或不相同的抗肿

瘤药物也产生耐药性犤６－８犦。Ｐ－糖蛋白（Ｐ－ｇｐ）过表达是
研究最多的一种多药耐药机制，它是三磷酸腺苷牗ＡＴＰ牘
依赖性“药泵”，多种多药耐药细胞均可过度表达Ｐ－ｇｐ，
其水平与耐药程度有关。ＹＡＮＧ等犤９犦发现，Ｐ－ｇｐ和抗
凋亡相关蛋白的过表达与卵巢癌细胞对紫杉醇的耐

药相关。磷脂酰肌醇－３－激酶（ＰＩ３Ｋ）信号通路具有调
节细胞增殖、分化、凋亡等多种功能，并参与肿瘤的多

药耐药犤１０－１２犦。ＢＫＭ１２０属口服泛Ⅰ型 ＰＩ３Ｋ抑制剂，作
用于 ｐ１１０α，ｐ１１０β，ｐ１１０δ和 ｐ１１０γ，抑制细胞内Ａｋｔ的
磷酸化，在体内外抑制多种肿瘤细胞的生长犤１３－１６犦。紫杉醇

耐药卵巢癌细胞是以大剂量紫杉醇长期作用于卵巢癌

Ａ２７８０细胞后建立的具有稳定紫杉醇耐药性细胞株，即
Ａ２７８０／Ｔａｘｏｌ细胞。虽有报道称 ＢＫＭ１２０对卵巢癌
Ａ２７８０细胞增殖有明显的抑制作用犤１７犦，但尚无紫杉醇耐

药卵巢癌Ａ２７８０／Ｔａｘｏｌ细胞的作用报道。本研究中探讨
了 ＢＫＭ１２０对 Ａ２７８０／Ｔａｘｏｌ细胞的抑制作用及作用机
制。现报道如下。

１ 材料与方法

１．１ 仪器、试药与细胞

１．１．１ 仪器

ＣＸ２３型光学倒置显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；３７１型
气套式 ＣＯ２恒温培养箱（美国 ＴｈｅｒｍｏＥｌｅｃｔｒｏｎ公司）；
ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ型流式细胞仪（美国 ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公
司）；Ｓｐ－１００ＵＶ型紫外分光光度计（英国 Ｕｎｉｃａｍ公
司）；ＰｏｗｅｒＰａｃ２００／ＭＩＮＩ型通用电泳仪、ＭＩＮＩ－Ｐｒｏｔｅａｎ
型电泳槽、Ｔｒａｎｓ－ＢｌｏｔＳＤ型半干转膜仪（美国 ＢｉｏＲａｄ
公司）；ＢＸ４３型荧光正置显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；
Ｔａｎｏｎ４６００型凝胶成像分析仪（中国上海天能科技有限公
司）；１－１４Ｋ型台式低温高速冷冻离心机（德国Ｓｉｇｍａ公
司）；ＳＷ－ＣＪ－１Ｂ型净化工作台（中国苏州净化设备厂）。
１．１．２ 试药

ＢＫＭ１２０（美国 ＭＣＥ公司）；顺铂（ＤＤＰ，齐鲁制药有
限公司）；青霉素（河南新乡华星药厂）；链霉素（吉林济

邦药业有限公司）；紫杉醇（哈尔滨三联药业股份有限公

司）；ＤＭＥＭ培养液、ＲＰＭＩ－１６４０培养液（美国Ｇｉｂｃｏ公
司）；胎牛血清（ＦＢＳ，天津市灏洋生物制品科技有限公
司）；二甲基亚砜牗ＤＭＳＯ牘、碘化丙啶（ＰＩ，美国 Ｓｉｇｍａ公
司）；ＭＴＴ试剂盒、ＴＵＮＥＬ细胞凋亡检测试剂盒（上海碧
云天生物技术有限公司）；Ｐ－Ａｋｔ抗体、Ａｋｔ抗体、Ｂｃｌ－２
抗体、Ｐｒｏ－ｃａｓｐａｓｅ３抗体、Ｐ－ｇｐ抗体、β－ａｃｔｉｎ抗体
（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）；ＳＤＳ溶液（北京索
莱宝科技有限公司）。

１．１．３ 细胞

卵巢癌 Ａ２７８０细胞、紫杉醇耐药卵巢癌细胞
Ａ２７８０／Ｔａｘｏｌ（南京凯基生物科技发展有限公司）。
１．２ 方法

１．２．１ 细胞培养

取Ａ２７８０细胞适量，培养于含１０％ＦＢＳ、１００Ｕ／ｍＬ
青霉素、１００μｇ／ｍＬ链霉素的 ＤＭＥＭ培养液中；取
Ａ２７８０／Ｔａｘｏｌ细胞适量，培养于含 １０％ＦＢＳ、１００Ｕ／ｍＬ
青霉素、１００μｇ／ｍＬ链霉素、８００ｎｇ／ｍＬ紫杉醇的
ＲＰＭＩ－１６４０培养液中。２种细胞均在 ３７℃及 ５％ＣＯ２
培养箱中培养。每周进行２次传代处理。
１．２．２ ＢＫＭ１２０对细胞增殖的影响

采用ＭＴＴ法。取对数生长期的２种细胞，分别制成
密度为 １０５ｍＬ－１的细胞悬液，接种于 ９６孔板中，每孔
０．１ｍＬ，设溶剂对照组和实验①、②、③、④、⑤、⑥、⑦
组。分别置３７℃及 ５％ ＣＯ２培养箱中培养 ２４ｈ后加入
经 ＲＰＭＩ－１６４０培养液稀释的 ＢＫＭ１２０，其终浓度分别
为 ０，０．１，０．３，１．０，３．０，１０．０，３０．０，１００．０μｍｏｌ／Ｌ。药
物作用 ２４，４８，７２ｈ后，每孔加入 １０μＬ０．５％ ＭＴＴ溶
液，继续培养 ４ｈ。每孔加入 １００μＬ１０％ＳＤＳ溶液，置
３７℃及５％ＣＯ２培养箱中培养过夜。采用酶联免疫吸附
检测仪在５７０ｎｍ波长处检测吸光度值（ＯＤ）。平行操作
３次，计算细胞增殖抑制率犤（１－ＯＤ实验组）／ＯＤ对照组 ×
１００％犦。并计算半数抑制浓度（ＩＣ５０）。
１．２．３ ＢＫＭ１２０对细胞周期的影响

取对数生长期的 ２种细胞，分别接种到无菌 ６孔
板中，培养过夜，贴壁。设溶剂对照组和实验 Ａ，Ｂ，Ｃ，
Ｄ组及 ＤＤＰ组，分别以终浓度为 ０，０．３，１．０，３．０，
１０．０μｍｏｌ／Ｌ的 ＢＫＭ１２０和 １０．０μｍｏｌ／ＬＤＤＰ培养液
作用 ２４ｈ，收集细胞，用预冷的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗
涤 ３次，并用 ７０％乙醇在 －２０℃下固定过夜。离心，
弃去固定液，然后用 ＰＢＳ洗涤细胞后重悬浮于含
１００μｇ／ｍＬ的 ＰＩ，５０μｇ／ｍＬ的 ＲＮＡ酶，０．１％的 Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ－１００的 ＰＢＳ中，３７℃，避光，染色 ３０ｍｉｎ。采用流式
细胞仪检测，每份样本采集 １０５个细胞，结果用 ＭｏｄＦｉｔ
软件进行分析。平行操作３次。
１．２．４ ＢＫＭ１２０对细胞凋亡的影响

取 ２种细胞（３．５×１０５个 ／孔），分别接种于含
高压灭菌盖玻片的 ６孔培养板中贴壁过夜。分组方
法同 １．２．３项下，加入不同浓度（０，０．３，１．０，３．０，
１０．０μｍｏｌ／Ｌ）的ＢＫＭ１２０和１０μｍｏｌ／ＬＤＤＰ，作用２４ｈ后
弃去培养液。ＰＢＳ洗１次，加入４％多聚甲醛固定４５ｍｉｎ，
０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００冰浴 ２～３ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤 ２次，加
入 ５０μＬＴＵＮＥＬ检测液，３７℃避光孵育 ６０ｍｉｎ，以
５０％甘油封片，显微镜下放大２００倍观察细胞形态并拍

·药学论著·
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Ａ２７８０细胞 Ａ２７８０／Ｔａｘｏｌ细胞
组别

溶剂对照组

实验①组
实验②组
实验③组
实验④组
实验⑤组
实验⑥组
实验⑦组

浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）

０
０．１
０．３
１．０
３．０
１０．０
３０．０
１００．０

２４ｈ
０

０．００±０．００
０．４３±２．４８
１４．５０±９．９６

２７．９２±３．１０

３９．２５±６．５５

３４．７２±４．２２

４１．０９±５．４０

４８ｈ
０

６．０８±３．８７
１６．３１±３．７１

３０．２５±１．５８

５８．５８±１．８６

７８．１８±１．８７

７６．２４±１．４０

８１．２９±２．０５

７２ｈ
０

０．９０±１．０１
３．２０±３．５４
２６．５７±１４．７０

６２．９４±１１．６１

８６．０２±６．６５

８１．１５±７．８８

８８．９２±６．４２

２４ｈ
０

０．８０±０．８０
３．０１±４．２７
７．１２±０．３７

１４．７１±１．０２

１１．４９±５．８３

１０．８１±５．１１

２５．０２±５．０７

４８ｈ
０

２．８１±１．４１
９．６８±３．８４

１９．８０±３．８１

４２．７３±６．５６

５８．１５±３．２６

５５．２０±１．３０

６４．６６±４．３６

７２ｈ
０

０．８０±１．０１
１．１０±１．３４
１３．５２±４．４１

５１．５３±９．５０

７０．８３±０．７２

７３．７３±１．６０

７９．５８±１．７８

组别

溶剂对照组

实验Ａ组
实验Ｂ组
实验Ｃ组
实验Ｄ组
ＤＤＰ组

浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）

０
０．３
１．０
３．０
１０．０
１０．０

Ｇ１
８４．６７±３．６６
８７．４７±０．９６
９１．２３±１．２６
４６．６１±５．８１

４９．３０±５．４０

５６．６３±８．３４

Ｓ
９．７２±１．６９
８．０２±０．６１
５．０８±０．７１

１２．４５±６．０５

１０．３３±２．３３
４０．３１±６．８３

Ｇ２
５．６０±２．８２
４．５１±０．８９
３．６９±０．５６
４０．９３±３．７１

４０．３８±６．１２

３．０６±１．５２

Ｇ１
５１．１１±６．３１
５１．０３±７．６３
５６．３３±１１．６６
２１．７２±８．１０

２１．１７±７．８４

２５．５０±５．８７

Ｓ
２９．１４±６．５０
３１．４３±５．４９
２８．１８±７．１６
１８．１９±４．８４

８．５３±１．５４

５３．１５±１５．８４

Ｇ２
１９．７５±９．８６
１７．５４±８．５３
１５．５０±６．４２
６０．０９±６．２３

７０．２９±６．３０

２１．３７±１０．４２

照。平行操作３次。
１．２．５ ＢＫＭ１２０对细胞中相关蛋白表达的影响

采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法。将 ２种细胞（１０６个／孔）接种
于６孔板中过夜。分组方法同１．２．３项下，加入不同浓度
（０，０．３，１．０，３．０，１０．０μｍｏｌ／Ｌ）ＢＫＭ１２０和 １０μｍｏｌ／Ｌ
ＤＤＰ处理 ２４ｈ。吸除培养液，ＰＢＳ冲洗，吸净 ＰＢＳ，每孔
加入１００μＬＴｒｉｚｏｌ，冰上裂解２０ｍｉｎ，收集细胞，置１．５ｍＬ
ＥＰ管中，４℃下 １２０００ｇ离心 ５ｍｉｎ，取上清液，以
Ｌｏｗｒｙ法检测蛋白含量。各组取５０μｇ上样，根据蛋白分
子量以 ８％或 １２％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳后半干转，转至
ＰＶＤＦ膜上，５％脱脂奶粉（含 ０．１％吐温 ２０）室温封闭
１ｈ，加入一抗４℃封闭孵育过夜，ＴＢＳＴ清洗４次，每次
８ｍｉｎ。加入辣根过氧化物酶标记的二抗，室温振摇２ｈ，
回收二抗，用含 ０．１％吐温 ２０的 ＴＢＳＴ清洗 ４次，每次
８ｍｉｎ。加入 ＥＣＬ化学发光试剂，将 ＰＶＤＦ膜放入暗盒
中，压上 Ｘ胶片，取出胶片后显影、定影、清洗。以凝胶
成像仪扫描，分析目的条带与内参条带的灰度比值，即

为各目的蛋白相对表达水平。

１．３ 统计学处理

采用ＳＰＳＳ２２．０统计学软件分析。计量资料以 Ｘ±ｓ
表示，行单因素方差分析和 ＬＳＤ－ｔ检验。Ｐ＜０．０５为
差异有统计学意义。

２ 结果

２．１ ＢＫＭ１２０对细胞增殖的抑制作用
用 ０．１～１００μｍｏｌ／Ｌ的 ＢＫＭ１２０处理 Ａ２７８０细胞

和Ａ２７８０／Ｔａｘｏｌ细胞２４，４８，７２ｈ，１μｍｏｌ／ＬＢＫＭ１２０作
用 ２４ｈ有明显的增殖抑制作用，且随着时间的延长作
用增强。ＢＫＭ１２０对 Ａ２７８０细胞的 ＩＣ５０为（２．２５±
０．１３牘μｍｏｌ／Ｌ，对 Ａ２７８０／Ｔａｘｏｌ细胞的 ＩＣ５０为（４．１７±
０．４３）μｍｏｌ／Ｌ。详见表１。
２．２ ＢＫＭ１２０对细胞周期的影响

Ａ２７８０细胞和 Ａ２７８０／Ｔａｘｏｌ细胞在 ＢＫＭ１２０作用
２４ｈ后出现 Ｇ１期细胞减少，Ｇ２期阻滞，且具有剂量依
赖性。从３．０μｍｏｌ／Ｌ开始，实验组与溶剂对照组 Ｇ２期
细胞数有显著差异（Ｐ＜０．０１）。详见表２、图１。
２．３ ＢＫＭ１２０对细胞凋亡的诱导作用

ＢＫＭ１２０作用于 Ａ２７８０细胞和 Ａ２７８０／Ｔａｘｏｌ细胞
２４ｈ后，细胞基因组 ＤＮＡ发生断裂，末端３′－ＯＨ显露
出来，可在末端脱氧核苷酸转移酶作用下添加荧光素标

记的 ｄＵＴＰ，显微镜下观察呈现绿色荧光（见图 ２）。
ＢＫＭ１２０诱导细胞凋亡呈剂量依赖性，经ＬＳＤ－ｔ检验，
从 ０．３μｍｏｌ／Ｌ开始，实验组与溶剂对照组间有显著差
异（Ｐ＜０．０１）。详见表３。

表１ 各组细胞增殖抑制率比较（Ｘ±ｓ，％，ｎ＝３）
Ｔａｂ．１ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（Ｘ±ｓ，％，ｎ＝３）

注：与溶剂对照组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１。下表同。
Ｎｏｔｅ：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｓｏｌｖｅｎｔｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ａｓｗｅｌｌａｓｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｔａｂｌｅｓ．

Ａ２７８０细胞 Ａ２７８０／Ｔａｘｏｌ细胞

表２ 各组细胞周期阻滞情况比较（Ｘ±ｓ，％，ｎ＝３）
Ｔａｂ．２ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｒｒｅｓｔｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（Ｘ±ｓ，％，ｎ＝３）
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ａ．溶剂对照组 ｂ－ｅ．实验 Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ组 ｆ．ＤＤＰ组
Ａ．Ａ２７８０细胞 Ｂ．Ａ２７８０／Ｔａｘｏｌ细胞

图１ 细胞周期分布图

ａ．ｓｏｌｖｅｎｔｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ ｂ－ｅ．ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｇｒｏｕｐｓＡ，Ｂ，ＣａｎｄＤ ｆ．ＤＤＰｇｒｏｕｐ
Ａ．Ａ２７８０ｃｅｌｌｓ Ｂ．Ａ２７８０／Ｔａｘｏｌｃｅｌｌｓ

Ｆｉｇ．１ Ｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｆｉｇｕｒｅｓｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅ
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２．４ ＢＫＭ１２０对细胞中相关蛋白表达的抑制作用
ＢＫＭ１２０可下调 Ｐ－Ａｋｔ蛋白的表达，并呈浓度依

赖性。３μｍｏｌ／ＬＢＫＭ１２０作用于Ａ２７８０细胞和 Ａ２７８０／
Ｔａｘｏｌ细胞２４ｈ能显著降低Ｐ－Ａｋｔ蛋白表达水平，但对
Ａｋｔ蛋白表达水平无影响；ＢＫＭ１２０可显著降低Ｂｃｌ－２和
Ｐｒｏ－ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平，说明ＢＫＭ１２０能抑制Ｂｃｌ－２
蛋白表达，促进ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达。详见图３、表４。
２．５ ＢＫＭ１２０对Ａ２７８０／Ｔａｘｏｌ细胞中Ｐ－ｇｐ蛋白表
达的抑制作用

ＢＫＭ１２０下调 Ｐ－ｇｐ蛋白的表达，并呈浓度依赖

性。３μｍｏｌ／ＬＢＫＭ１２０作用于 Ａ２７８０／Ｔａｘｏｌ细胞 ２４ｈ
能显著下调Ｐ－ｇｐ蛋白表达。详见图３、表４。
３ 讨论

ＰＩ３Ｋ为一种由调节亚单位 ｐ８５或 ｐ１０１和催化亚
单位 ｐ１１０组成的脂激酶，通过催化 ＰＩＰ２，使其发生磷
酸化，转化为ＰＩＰ３，激活下游Ａｋｔ等犤１８犦。Ａｋｔ磷酸化活化
使许多蛋白质磷酸化，调节细胞活动。研究表明，ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ信号通路在多种恶性肿瘤中表达异常，如卵巢癌、
乳腺癌、肝细胞癌、肾癌、前列腺癌、淋巴瘤等。在ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ信号通路中涉及多个基因，如 ＰＩＫ３ＣＡ，Ａｋｔ１，ＰＴＥＮ
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组别

溶剂对照组

实验Ａ组
实验Ｂ组
实验Ｃ组
实验Ｄ组

ＤＤＰ组

浓度（μｍｏｌ／Ｌ）

０
０．３
１．０
３．０
１０．０
１０．０

Ａ２７８０细胞

１．５６±０．６６
１５．０９±３．３４

２３．７６±３．７８

４２．００±３．８４

４３．２８±２．２２

１９．９２±２．１４

Ａ２７８０／Ｔａｘｏｌ细胞

４．５０±１．５９
１２．２９±６．０７

１８．２０±３．５５

２９．５８±４．３３

３０．７９±４．５４

１７．６９±２．０３

ａ ｂ ｃ ｄ ｅ ｆ
Ａ
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ａ ｂ ｃ ｄ ｅ ｆ ａ ｂ ｃ ｄ ｅ ｆ
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ａ．溶剂对照组 ｂ－ｅ．实验 Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ组 ｆ．ＤＤＰ组

Ａ．Ａ２７８０细胞 Ｂ，Ｃ．Ａ２７８０／Ｔａｘｏｌ细胞
图３ 蛋白电泳图

ａ．ｓｏｌｖｅｎｔｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ ｂ－ｅ．ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｇｒｏｕｐｓＡ，Ｂ，ＣａｎｄＤ ｆ．ＤＤＰｇｒｏｕｐ

Ａ．Ａ２７８０ｃｅｌｌｓ Ｂ，Ｃ．Ａ２７８０／Ｔａｘｏｌｃｅｌｌｓ

Ｆｉｇ．３ Ｐｒｏｔｅｉｎｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ
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表３ 各组细胞凋亡率比较（Ｘ±ｓ，％，ｎ＝３）
Ｔａｂ．３ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（Ｘ±ｓ，％，ｎ＝３）

等发生突变犤１９－２３犦。

本研究结果表明，ＢＫＭ１２０抑制 Ａ２７８０细胞和
Ａ２７８０／Ｔａｘｏｌ细胞的增殖，其作用呈剂量和时间依赖
性，ＩＣ５０均较低，说明其起始有效作用浓度较低，预示有
较好的安全性；细胞周期检测结果表明，ＢＫＭ１２０可使
大部分Ａ２７８０细胞和 Ａ２７８０／Ｔａｘｏｌ细胞阻滞于Ｇ２期，
降低肿瘤细胞的增殖速率；ＴＵＮＥＬ荧光染色结果显示，

ＢＫＭ１２０诱导Ａ２７８０细胞和Ａ２７８０／Ｔａｘｏｌ细胞的凋亡，
并呈剂量依赖性，可显著杀伤肿瘤细胞；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实
验结果表明，ＢＫＭ１２０下调了 Ａｋｔ蛋白磷酸化水平，转
运蛋白 Ｐ－ｇｐ和抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ－２在 Ａ２７８０／Ｔａｘｏｌ细
胞中表达水平降低。另外，ｃａｓｐａｓｅ３的活化在凋亡发生
的过程中发挥着重要作用。研究发现，ＢＫＭ１２０下调了
Ｐｒｏ－ｃａｓｐａｓｅ３的蛋白表达，表明ＢＫＭ１２０通过抑制Ａｋｔ
蛋白的磷酸化，Ｂｃｌ－２的表达和激活 ｃａｓｐａｓｅ３诱导
Ａ２７８０／Ｔａｘｏｌ细胞凋亡，同时还有效抑制了转运蛋白
Ｐ－ｇｐ的表达，显著减少了紫杉醇耐药肿瘤细胞的药物
外排作用，为之后的联合用药提供了很好的条件。

综上所述，ＢＫＭ１２０可抑制 Ａ２７８０细胞和 Ａ２７８０／
Ｔａｘｏｌ细胞的增殖，并通过下调 Ａｋｔ蛋白的磷酸化水平
和抑制转运蛋白 Ｐ－ｇｐ的表达，降低 Ｂｃｌ－２蛋白表达
水平，激活 ｃａｓｐａｓｅ３诱导细胞凋亡。本研究为未来临床
使用ＢＫＭ１２０治疗耐药卵巢癌提供了一定的理论依据。

ａ．溶剂对照组 ｂ－ｅ．实验 Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ组 ｆ．ＤＤＰ组

Ａ．Ａ２７８０细胞 Ｂ．Ａ２７８０／Ｔａｘｏｌ细胞

图２ 细胞光镜图

ａ．ｓｏｌｖｅｎｔｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ ｂ－ｅ．ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｇｒｏｕｐｓＡ，Ｂ，ＣａｎｄＤ ｆ．ＤＤＰｇｒｏｕｐ

Ａ．Ａ２７８０ｃｅｌｌｓ Ｂ．Ａ２７８０／Ｔａｘｏｌｃｅｌｌｓ

Ｆｉｇ．２ Ｌｉｇｈｔｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｏｆｃｅｌｌｓ



５６

ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０２１年１１月２０日 第３０卷第２２期
Ｖｏｌ．３０牞Ｎｏ．２２牞Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０牞２０２１

组别

溶剂对照组

实验Ａ组
实验Ｂ组
实验Ｃ组
实验Ｄ组

ＤＤＰ组

浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）

０
０．３
１．０
３．０
１０．０
１０．０

Ｐ－Ａｋｔ／Ａｋｔ
１００．００±０．００
８０．２４±４．０５
８４．７７±６．９６
６７．６７±５．２１

４３．２０±３．７４

８２．５７±３．２８

Ｂｃｌ－２
１００．００±０．００
９８．５７±２．７６
８５．６８±３．１７
７５．７９±２．０９

６３．６４±３．４６

６０．３８±８．６４

Ｐｒｏ－ｃａｓｐａｓｅ３
１００．００±０．００
９７．９４±１．２６
９６．９９±１．７７
８１．７４±２．３１

７３．１９±４．３１

８１．３３±７．３４

Ｐ－Ａｋｔ／Ａｋｔ
１００．００±０．００
１０２．１０±６．６４
９７．６０±５．９６
５４．２６±２．１６

４６．１５±１．４６

８４．４４±２．９８

Ｂｃｌ－２
１００．００±０．００
９４．７８±１．０４
１０２．８０±１．７２
７４．３７±２．２０

７２．８１±１．５７

８９．７７±１．４９

Ｐｒｏ－ｃａｓｐａｓｅ３
１００．００±０．００
９５．６２±２．５１
８８．１５±２．６１
７５．２４±０．６４

７９．３６±１．９２

７７．８２±２．１４

Ｐ－ｇｐ
１００．００±０．００
９７．０２±１．３３
９８．１９±１．７０
８３．１２±２．３１

８１．５９±３．４５

８０．４４±３．３０

Ａ２７８０细胞 Ａ２７８０／Ｔａｘｏｌ细胞

表４ 各组蛋白表达水平比较（Ｘ±ｓ，％，ｎ＝３）
Ｔａｂ．４ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（Ｘ±ｓ，％，ｎ＝３）
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