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艾洛替尼耐药的卵巢癌 ＳＫＯＶ３细胞系的建立及其耐药特性
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　　摘要：目的　通过体外建立艾洛替尼（Ｅｒｌ）耐药的人浆液性卵巢癌细胞系ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ，并探讨其耐药机
制，为卵巢癌靶向性治疗的耐药性研究提供细胞模型及依据。方法　采用逐步递增联合大剂量冲击法诱导
细胞，取对数生长期的ＳＫＯＶ３细胞，从Ｅｒｌ１μｍｏｌ·Ｌ－１开始处理，以Ｅｒｌ２，４，８，１６和２５μｍｏｌ·Ｌ－１反复换
液传代，最终维持浓度为１０μｍｏｌ·Ｌ－１，共诱导１０个月。取 ＳＫＯＶ３和 ＳＫＯＶ３／Ｅｒ１细胞，加入不同浓度艾
洛替尼、紫杉醇、米托蒽醌、表柔比星、拓扑替康、长春新碱和甲氨蝶呤等药物，作用７２ｈ，磺酰罗丹明 Ｂ染色
法检测耐药倍数。流式细胞术检测ＳＫＯＶ３细胞和ＳＫＯＶ３／Ｅｒ１细胞的细胞周期。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测Ｅｒｌ
刺激对敏感和耐药细胞中表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）相关信号通路产生的变化；流式细胞术检测 ＳＫＯＶ３／
Ｅｒ１细胞表面ＡＴＰ结合盒（ＡＢＣ）转运蛋白中 Ｐ糖蛋白（Ｐｇｐ）、多药耐药相关蛋白１（ＭＲＰ１）、乳腺癌耐药
蛋白（ＢＣＲＰ）的表达以及Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４）的表达；检测脂多糖（ＬＰＳ）刺激对紫杉醇耐受的ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ
细胞的敏感度。结果　Ｅｒｌ对ＳＫＯＶ３细胞的ＩＣ５０为（９．５４±１．０４）μｍｏｌ·Ｌ

－１，而对ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细胞的ＩＣ５０为
（２１．６３±１．０５）μｍｏｌ·Ｌ－１，耐药倍数约为２．２６，诱导成功的 ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ对紫杉醇、长春新碱、米托蒽醌和甲
氨蝶呤的耐药倍数均在３倍以上。与ＳＫＯＶ３细胞相比，ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细胞Ｇ０／Ｇ１期比例上升，Ｓ期比例下
降，Ｇ２／Ｍ期几乎无变化。Ｅｒｌ刺激后，与 ＳＫＯＶ３细胞相比，ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细胞中ｐＨＥＲ１，ｐＥＲＫ与 ｐＡＫＴ
水平上调。ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细胞膜上Ｐｇｐ，ＢＣＲＰ和ＭＲＰ１表达有微弱上调，而ＴＬＲ４显著上调；脂多糖可强烈
刺激ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细胞增殖，并且对紫杉醇杀伤起到保护作用，而亲本细胞则相对不敏感。结论　成功建立
了对Ｅｒｌ耐受的人卵巢癌耐药细胞 ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ。其表现出的多药耐药机制可能与 ＴＬＲ４蛋白表达上调
有关。
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　　最新一项世界范围内肿瘤发病统计中，在女性
生殖器官恶性肿瘤中，卵巢癌发病率居第三位，病死

率高居第一［１］。使用一线化疗方案紫杉醇联合铂

类药物（ＴＰ方案）后的绝大多数卵巢癌患者，最终
肿瘤复发并导致耐药，中位生存期仅 １８个月［２］。

随着人们对肿瘤标志物的不懈研究，靶向治疗让人

们充满期待。表皮生长因子受体 （ｅｐｉｄｅｒｍａｌ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）是目前肿瘤治疗中
非常有潜力的靶点。研究表明，其过表达与包括

卵巢癌、结肠癌、头颈癌、肺癌及胰腺癌在内的多种
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癌症的预后不良有关［２］。有报道称，ＥＧＦＲ在卵巢
癌中阳性率为３５％～７０％［３］。

艾洛替尼（ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ，Ｅｒｌ）作为第二个被 ＦＤＡ
批准的靶向ＥＧＦＲ的小分子抑制剂，已在非小细胞
肺癌的治疗中取得不俗的成绩。在美国临床试验官

方登记网站上显示，其在卵巢癌的最新的临床试验

也处于第三期的阶段［４］。在一项Ｅｒｌ单药临床试验
中，药物反应率达到６％，而病情稳定率为４４％［５］。

另外一项与紫杉醇和卡铂的联合用药的临床二期试

验中，卵巢癌Ⅲ，Ⅳ期患者中术后化疗药与Ｅｒｌ联合
使用完全有效率为２９％，术前行新辅助化疗的患者
使用联合方案的完全缓解率为１１％［６］。Ｅｒｌ在卵巢
癌的临床应用前景令人期待。其单药或联合其他化

疗药物或靶向药物的临床研究仍在进行中，以

ＥＧＦＲ为主的靶向治疗也成为了最有希望的卵巢癌
治疗途径之一。但不得不令人们关注的另一个事实

是，尽管第一代酪氨酸激酶抑制剂（ｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ
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ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＴＫＩ）吉非替尼和Ｅｒｌ已经成功用于临床的
ＥＧＦＲ靶向治疗，其有效率高达７０％ ～８０％，中位
生存期为２０～３０个月。但在治疗的１年内最终仍
会出现ＴＫＩ耐药导致肿瘤恶性发展［７］。Ｅｒｌ在卵巢
癌的靶向治疗中也可能存在着类似的问题，本研究

通过建立Ｅｒｌ诱导的卵巢癌耐药株，来探讨此类药
物在未来卵巢癌靶向治疗的可行性与疗效，进而为

其可能产生耐药的机制提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　药物、试剂和仪器
Ｅｒｌ，购自百灵威公司，由二甲亚砜（ＤＭＳＯ）配

置成１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１储备液。紫杉醇注射液、注射用
硫酸长春新碱（ｖｉｎｃｒｉｓｔｉｎｅ）与甲氨蝶呤（ｍｅｔｈｏｔｒｅｘ
ａｔｅ），购自浙江海正药业；顺铂（ｃｉｓｐｌａｔｉｎ）注射液，
购自齐鲁制药有限公司；注射用盐酸米托蒽醌

（ｍｉｔｏｘａｎｔｒｏｎｅ）与注射用盐酸拓扑替康（ｔｏｐｏｔｅ
ｃａｎ），分别购自江苏豪森药业和黄石飞云制药公
司；注射用盐酸表柔比星（ｅｐｉｒｕｂｉｃｉｎ），氟尿嘧啶
（ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌ）分别购自辉瑞制药及金耀氨基酸有限
公司。ＰＥ荧光标记的流式抗人 ＣＤ２４３（ＡＢＣＢ１）
ＰＥ抗体，抗人 ＣＤ３３８（ＡＢＣＧ２）ＰＥ抗体、抗人
ＴＬＲ４ＰＥ抗体均购自 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ；抗人 ＭＲＰ１
ＦＩＴＣ购自ＢＤ公司。ＨＲＰ标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ
二抗，购自北京中杉金桥公司；ＧＡＰＤＨ鼠源单抗，
购自 美 国 Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公 司；ＥＧＦＲ，
ｐＥＧＦＲ，ＥＲＫ，ｐＥＲＫ，ＥｒｂＢ２，ｐＥｒｂＢ２兔源多
克隆抗体均购自 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ。ＥＣＬ显
色试剂盒购自 Ａｍｅｒｓｈａｍ ＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅ公司；ＢＣＡ
蛋白定量试剂盒，购自 Ｔｈｅｒｍｏ公司；胎牛血清，购
自北京元亨金马公司；ＨｙｃｌｏｎｅＤＭＥＭ（高糖）培养
基，为塞默菲世尔公司产品；胰蛋白酶、磺酰罗丹明

Ｂ、脂多糖，购自美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司；ＦＡＣＳ
Ｃａｌｉｂｕｒ型流式细胞仪，为美国 ＢＤ公司产品；
５４１７Ｒ型小型台式冷冻离心机，为 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司
产品；１４２０ＶＩＣＴＯＲ３型荧光分光光度计，为
ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司产品；倒置显微镜，为Ｏｌｙｍｐｕｓ公
司产品；ＦｏｒｍａＳｅｒｉｅｓⅡ型细胞培养箱，为Ｔｈｅｒｍｏ
公司产品；超净工作台，为北京昌平长城空气净化设

备工程公司产品；蛋白电泳仪与电转仪，为 ＢｉｏＲａｄ
公司产品。

１．２　艾洛替尼诱导的ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ耐药细胞系的建立
人浆液性卵巢癌细胞系 ＳＫＯＶ３由本实验室保

存培养，高糖 ＤＭＥＭ完全培养基中含１０％胎牛血
清及青霉素１００ｋＵ·Ｌ－１和链霉素１００ｋＵ·Ｌ－１置于

３７℃恒温孵箱培养，ＣＯ２浓度保持在５％ 。采用程
国钧［８－９］等介绍的逐步递增联合大剂量冲击法诱导

细胞。具体方法为：取对数生长期的 ＳＫＯＶ３细胞，
从Ｅｒｌ１μｍｏｌ·Ｌ－１开始处理，细胞生长状态稳定后
逐步增加 Ｅｒｌ的浓度，反复换液传代，Ｅｒｌ依次为２，
４，８，１６和 ２５μｍｏｌ·Ｌ－１，最 终 维 持 浓 度 为
１０μｍｏｌ·Ｌ－１，前期诱导历经１０个月，传代２０次以
上，耐药性能够稳定维持在２～３倍。
１．３　磺酰罗丹明 Ｂ染色法检测 ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细胞
的耐药倍数

取对数生长期的 ＳＫＯＶ３和 ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细胞，
制备单细胞悬液加入 ９６孔板中，每孔细胞数为
５０００个，培养２４ｈ后，分别加入终浓度为０，０．７８，
１．５６，３．１３，６．２５，１２．５，２５和 ５０μｍｏｌ·Ｌ－１的
Ｅｒｌ，继续培养 ７２ｈ检测药物对细胞的杀伤作用。
紫杉醇、米托蒽醌、表柔比星、拓扑替康、长春新碱和

甲氨蝶呤终浓度为０，０．２，０．８，３．１，１２．５，５０，
２００和８００ｎｍｏｌ·Ｌ－１；顺铂、５氟尿嘧啶终浓度为
０，０．２，０．８，３．１，１２．５，５０，２００和８００μｍｏｌ·Ｌ－１。
检测时使用ＳＲＢ染色法［１０］，步骤如下：用真空泵吸

出９６孔板中每孔的培养基，每孔加入质量浓度为
０．４％的 ＳＲＢ染液（含１％醋酸），体积为７０μｌ，室
温染色３０ｍｉｎ后，吸出染液，每孔加入１％醋酸溶
液洗 ３次，晾干，每孔加入 ２００μｌＴｒｉｓ溶液
１０μｍｍｏｌ·Ｌ－１，使结晶充分溶解并振荡后，使用酶
标仪，检测波长 ５７０ｎｍ的吸光度（ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，
Ａ）［１１］，ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０分析软件给出细胞的半
数抑制浓度（ＩＣ５０），ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细胞的耐药倍数为
ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细胞ＩＣ５０与ＳＫＯＶ３细胞ＩＣ５０的比值。
１．４　流式细胞检测细胞周期

收集ＳＫＯＶ３及ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细胞各２×１０６个，
ＰＢＳ洗１次后，分别用１ｍｌ冰乙醇在 －２０℃固定
３６ｈ后，１００×ｇ离心５ｍｉｎ，去尽上清，ＰＢＳ洗１次
后，加入浓度为１ｇ·Ｌ－１ＲＮａｓｅ各１００μｌ，３７℃消化
３０ｍｉｎ。加入 １００μｌ碘化丙啶于室温避光染色
２０ｍｉｎ。使用流式细胞仪进行周期检测，ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ
软件分析细胞周期分析，重复３次独立实验。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测 ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细胞信号
通路蛋白表达

在六孔板中种植 ＳＫＯＶ３及 ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细胞，
每孔１×１０６个，３７℃培养２４ｈ后，分别加入 Ｅｒｌ２
和１０μｍｏｌ·Ｌ－１，２０ｍｉｎ后用真空泵抽取培养液，
ＰＢＳ清洗１次后，立即加入冷的细胞裂解液，每孔
１５０μｌ，冰上裂解１０ｍｉｎ，置入低温高速离心机中
离心１０ｍｉｎ，转速为１３８００×ｇ，吸取上清，按照
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ＢＣＡ蛋白定量试剂盒对蛋白定量，电泳中每份样品
上样量为 ３０μｇ。进行转膜，５％脱脂奶室温封闭
１ｈ后，用５％ＢＳＡ稀释的一抗孵育 ＰＶＤＦ膜，保持
４℃低温过夜。用ＴＢＳＴ洗膜３次后，加入二抗室温
孵育１ｈ，多次洗膜后，使用 ＥＣＬ系统在 Ｘ线胶片
上显影。使用 Ｇｅｌｐｒｏ３２分析软件对全部条带进行
灰度扫描，以ＧＡＰＤＨ为内参，分析不同信号蛋白的
表达，除内参 ＧＡＰＤＨ以外的条带积分吸光度值分
别与对应样品的内参积分吸光度值做比值进行同一

化，最后统计磷酸化条带与非磷酸化条带的比值。

１．６　流式细胞术检测ＳＫＯＶ３及ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细胞
膜表面转运体的表达

收集ＳＫＯＶ３及ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细胞，每管１×１０６个，
每份样品加入荧光标记的抗体各１０μｌ，另预留一管
细胞作为裸细胞对照；在室温避光孵育２０ｍｉｎ后，
使用ＦＡＣＳ洗液清洗细胞３次，加入１％多聚甲醛
对细胞进行固定，准备上机进行流式细胞测试。

Ｐ糖蛋白（Ｐｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，Ｐｇｐ）与乳腺癌耐药蛋白
（ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＣＲＰ）的检测
使用 ＦＬ２通道，多药耐药相关蛋白 １（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，ＭＲＰ１）的检测使用
ＦＬ１通道，Ｔｏｌｌ样受体 ４（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，
ＴＬＲ４）的检测使用 ＦＬ２通道。分析软件为
ＷｉｎＭＤＩ２．８，阳性率以软件统计分析中的 Ｇａｔｅ值
（％）表示［１１］。

１．７　ＳＲＢ法检测脂多糖刺激下药物对 ＳＫＯＶ３／
Ｅｒｌ细胞生存率的影响

收集对数生长期的 ＳＫＯＶ３及 ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细
胞，计数，加入９６孔板中，每孔５×１０３个，培养２４ｈ
后，刺激组加入脂多糖２０ｍｇ·Ｌ－１，无刺激组加入相
同体积的培养基，再过２ｈ后每组加入紫杉醇浓度
分别为８ｎｍｏｌ·Ｌ－１和１μｍｏｌ·Ｌ－１，另以无药物组作
为对照。继续培养７２ｈ，进行 ＳＲＢ染色法处理及

吸光度检测，方法同１．３。
１．８　统计学分析

实验结果数据采用ｘ±ｓ表示。浓度效应关系
曲线采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０分析软件；显著性
分析采用ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＯｆｆｉｃｅＥｘｃｅｌ２０１０软件进行组
间ｔ检验。

２　结果

２．１　ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细胞的耐药性
图１结果表明，Ｅｒｌ对ＳＫＯＶ３的ＩＣ５０为（９．５４±

１．０４）μｍｏｌ·Ｌ－１，对 ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细胞的 ＩＣ５０上升至

（２１．６３±１．０５）μｍｏｌ·Ｌ－１，耐药倍数约为２．２６。由
表１可见，ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ对８种化疗药都产生了一定
程度的交叉耐药，其中以Ｐｇｐ底物的紫杉醇的耐受性
最强，ＩＣ５０由对ＳＫＯＶ３（２．８５±１．３０）ｎｍｏｌ·Ｌ

－１上升至

（１７．１５±１．３６）ｎｍｏｌ·Ｌ－１，耐药倍数约为６．０１。长春
新碱、米托蒽醌、甲氨蝶呤均为ＢＣＲＰ底物，耐药倍数
达到３以上，甲氨蝶呤的耐药倍数更高达５．２３。

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｒｌｏｔｉｎｉｂ（Ｅｒｌ）ｏｎＳＫＯＶ３ａｎｄＳＫＯＶ３／
Ｅｒｌｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ．Ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｇｒａｄｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ
Ｅｒｌ０，０．７８，１．５６，３．１３，６．２５，１２．５，２５ａｎｄ５０μｍｏｌ·Ｌ－１，ａｎｄ
ｔｈｅｎｉｎｃｕｂａｔｅｄｆｏｒ７２ｈ．ＴｈｅＩＣ５０ｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＳＲＢａｓｓａｙ．

Ｔａｂ．１　Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｆａｃｔｏｒ（ＲＦ）ｏｆＳＫＯＶ３／Ｅｒｌｃｅｌｌｓｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｎｔｉｃａｎｃｅｒｄｒｕｇｓ

Ｄｒｕｇ
ＩＣ５０／ｎｍｏｌ·Ｌ

－１

ＳＫＯＶ３　　　　　 ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ　　　　　　　
ＲＦ

Ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ ２．８５±１．３０ １７．１５±０．３６ ６．０１±２．２０
Ｃｉｓｐｌａｔｉｎ （５．８５±０．８６）×１０３ （１２．４２±０．７９）×１０３ ２．１２±０．１３
Ｅｐｉｒｕｂｉｃｉｎ １６６．４±６０．７ ４７４．０±７６．８ ２．８５±０．５０
Ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌ （１０．２７±０．４７）×１０３ （３３．５６±７．２４）×１０３ ３．２７±０．３８
Ｔｏｐｏｔｅｃａｎ １７１．６±２．１ ３０１．４±１．６ １．７６±０．０１
Ｖｉｎｃｒｉｓｔｉｎｅ ８．２２４±１．１８４ ２７．２７±１．４９ ３．３１±０．２１
Ｍｉｔｏｘａｎｔｒｏｎｅ ５１．５３±１．１０ ２１６．８±６８．４ ４．２１±０．８３
Ｍｅｔｈｏｔｒｅｘａｔｅ １６３．４±４．０ ８５４．８±１．２ ５．２３±０．０８
Ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｇｒａｄｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｐａｃｌｉｔａｘｅｌ，ｍｉｔｏｘａｎｔｒｏｎｅ，ｅｐｉｒｕｂｉｃｉｎ，ｔｏｐｏｔｅｃａｎ，ｖｉｎｃｒｉｓｔｉｎｅ，ｍｉｔｏｘａｎｔｒｏｎｅ０，０．２，０．８，３．１，
１２．５，５０，２００ａｎｄ８００ｎｍｏｌ·Ｌ－１，ａｎｄｃｉｓｐｌａｔｉｎａｎｄｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌ０，０．２，０．８，３．１，１２．５，５０，２００ａｎｄ８００μｍｏｌ·Ｌ－１，ｔｈｅｎｉｎｃｕｂａｔｅｄｆｏｒ
７２ｈ．ＩＣ５０ｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＳＲＢａｓｓａｙ．ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇＳＫＯＶ３ｃｅｌｌ．
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２．２　ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细胞的细胞周期
流式细胞同期检测结果（图２）显示，ＳＫＯＶ３／

Ｅｒｌ细胞的（Ｇ０ ＋Ｇ１）期细胞比例有所上升，为

（５２．３６±１．２０）％，ＳＫＯＶ３细胞仅为（４５．０８±
０．９０）％；ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细胞 Ｓ期比例有所下降，为
（３５．９２±１．９７）％，ＳＫＯＶ３细胞为（４２．３２±０．６９）％；
而ＳＫＯＶ３与ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细胞在Ｇ２／Ｍ期无显著差异，

比例分别为（１２．６０±０．２７）％和（１１．７２±０．８１）％。
ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细胞中Ｇ０／Ｇ１期比例增加，与Ｓ期比例下

降表明更多的细胞进入静止期，而ＤＮＡ合成减缓，在
一定程度上降低了对细胞毒类化疗药的敏感度。

Ｆｉｇ．２　ＲｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆＳＫＯＶ３
（Ａ）ａｎｄＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ（Ｂ）ｃｅｌｌｓｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．

２．３　ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细胞中ＥＧＦＲ相关蛋白的表达
如图３所示，随 Ｅｒｌ浓度增加，ＳＫＯＶ３细胞中

ｐＨＥＲ１略有下调，ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细胞ｐＨＥＲ１水平显
著高于 ＳＫＯＶ３（Ｐ＜０．０１），加入 Ｅｒｌ后并不下降。
ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细胞中活化形式的 ｐＥＲＫ平显著上调
（Ｐ＜０．０１），但加入Ｅｒｌ２μｍｏｌ·Ｌ－１后，活化程度微
弱下降但仍高于相应处理的 ＳＫＯＶ３细胞，当 Ｅｒｌ
１０μｍｏｌ·Ｌ－１时，不再高于ＳＫＯＶ３。ＡＫＴ在 ＳＫ
ＯＶ３／Ｅｒｌ中的活化程度显著减弱（Ｐ＜０．０１），加入
Ｅｒｌ后活化程度Ｅｒｌ增加，即随Ｅｒｌ浓度升高而上调，
与相应处理 ＳＫＯＶ３细胞。尽管在ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ中
ＨＥＲ２的活化程度显著升高（Ｐ＜０．０１），但在 Ｅｒｌ
２和１０μｍｏｌ·Ｌ－１刺激下，ｐＨＥＲ２水平均低于相应
处理组的ＳＫＯＶ３细胞。
２．４　ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细胞膜上转运体的表达

如图４所示，Ｐｇｐ在ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细胞中的表达率
为（３．５６±０．２４）％，而在ＳＫＯＶ３细胞中为（１．０７±
０．１１）％（Ｐ＜０．０１）；ＢＣＲＰ在ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细胞中的
表达率为（７．６０±０．９８）％，而在 ＳＫＯＶ３细胞中为
（３．９７±０．５４）％（Ｐ＜０．０１）；而在ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细胞
中ＭＲＰ１的表达率为（２．４３±０．３６）％，而在ＳＫＯＶ３
的细胞中为（１．６３±０．２１）％。Ｐｇｐ，ＢＣＲＰ和
ＭＲＰ１在ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细胞中都有微量的上升，且均

Ｆｉｇ．３　ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＳＫＯＶ３ｃｅｌｌＳＫＯＶ３／ＥｒｌｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＥｒｌｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｂｗａｓｔｈｅｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅ
ｓｕｌｔｏｆＡ．ＴｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＥｒｌ２ａｎｄ１０μｍｏｌ·Ｌ－１ｆｏｒ２０ｍｉｎ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｌａｎｅｓ１，２ａｎｄ３：ＳＫＯＶ３ｃｅｌｌｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＥｒｌ０，２ａｎｄ
１０μｍｏｌ·Ｌ－１ｇｒｏｕｐｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｌａｎｅｓ４，５ａｎｄ６：ＳＫＯＶ３／ＥｒｌｃｅｌｌｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＥｒｌ０，２ａｎｄ１０μｍｏｌ·Ｌ－１ｇｒｏｕｐｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ｘ±ｓ，
ｎ＝３．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＳＫＯＶ３ｇｒｏｕｐ．
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Ｆｉｇ．４　ＲｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｏｆｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｓｕｒｆａｃｅＰｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ（Ｐｇｐ）（Ａ），ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｒｅ
ｓｉｓｔａｎｃｅｐｒｏｔｅｉｎ（ＢＣＲＰ）（Ｂ）ａｎｄｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１（ＭＲＰ１）（Ｃ）ｉｎＳＫＯＶ３ａｎｄＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ
ｃｅｌｌｓ．

有统计学差异（Ｐ＜０．０５），但表达率均在 １０％
以内。

２．５　ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细胞ＴＬＲ４蛋白的表达
如图５所示，ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细胞不但表现出一定

的耐药性，还伴随着细胞表面ＴＬＲ４蛋白的表达量显
著上升，其表达率由在 ＳＫＯＶ３细胞中的（１８．４３±
５．６１）％显著提高至在 ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细胞中的
（９２．６８±２．１９）％（Ｐ＜０．０１）。

Ｆｉｇ．５　Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｎＳＫＯＶ３
ａｎｄＳＫＯＶ３／Ｅｒｌｃｅｌｌｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．

２．６　脂多糖刺激对ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细胞存活的影响
如表 ２所示，脂多糖的刺激可显著提高

ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细胞存活数，ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细胞增殖程度
甚至可达到空白对照组的 ２倍左右，而脂多糖对
ＳＫＯＶ３则影响微弱。紫杉醇 ８ｎｍｏｌ·Ｌ－１组中，
ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细胞仍保持较高的存活率，与ＳＫＯＶ３细
胞相比有统计学差异（Ｐ＜０．０５）；而在脂多糖刺激
下，ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ的存活数显著高于ＳＫＯＶ３细胞
（Ｐ＜０．０１）。紫杉醇１μｍｏｌ·Ｌ－１作用下和脂多糖刺
激时，ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细胞存活数显著高于ＳＫＯＶ３细胞
（Ｐ＜０．０１），而无脂多糖刺激时，两种细胞无显著
差异。

Ｔａｂ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ（ＬＰＳ）ｏｎＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ
ｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ

Ｇｒｏｕｐ
Ｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ（Ａ５７０ｎｍ）

ＳＫＯＶ３ ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ　

Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ １．０６５±０．０９６ １．１６６±０．１２０

ＬＰＳ２０ｍｇ·Ｌ－１ １．０５９±０．００８ １．８５９±０．０６５

ＰＴＸ８ｎｍｏｌ·Ｌ－１ ０．６９４±０．０５５ １．１４８±０．０７６

　　１μｍｏｌ·Ｌ－１ ０．２８６±０．０２６ ０．３３７±０．０３３

ＬＰＳ＋ＰＴＸ８ｎｍｏｌ·Ｌ－１ ０．５８９±０．０８９ １．２７８±０．０３０

　　　　　１μｍｏｌ·Ｌ－１ ０．２３６±０．０１３ ０．２９１±０．０１８

ＡｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＬＰＳ２０ｍｇ·Ｌ－１ｆｏｒ２４ｈ，ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ
ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ（ＰＴＸ）ｆｏｒ７２ｈ．ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇＳＫＯＶ３ｇｒｏｕｐ．

３　讨论

本实验结果显示，经过持续性药物刺激诱导而

成的ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细胞，耐药倍数可达２．２６倍，对紫
杉醇和顺铂为代表的常用卵巢癌化疗药物表现出多

药耐药的特点，提示未来使用 Ｅｒｌ治疗卵巢癌的患
者，如出现Ｅｒｌ耐药现象，使用多种抗肿瘤药物的化
疗方案可能表现出疗效达不到预期的状况。在细胞

周期的检测中，耐药细胞表现为 Ｇ０／Ｇ１期的上升，
以及Ｓ期的下降，这表明耐药细胞相对较多地进入
了静止期，ＤＮＡ合成有所下降，这似乎与肿瘤干细
胞特征十分相似，增殖速度慢，造成化疗药物杀伤的

选择性下降，致使疗效降低。Ｅｒｌ的长期刺激下，细
胞中ＥＧＦＲ的磷酸化活性反而有所上升。药物干
预条件下ＥＧＦＲ并未出现明显抑制，耐药细胞中的
ＥＧＦＲ保持了较强的激酶活性，其下游信号中，活化
的ＥＲＫ维持了较高水平，而ＡＫＴ信号则对ＥＲＫ不
敏感。由于 ＨＥＲ１可以通过同源二聚化以及与
ＨＥＲ２的异源二聚化两种方式传递信号，因此，
ＨＥＲ２的磷酸化水平也值得关注的。从结果来看，
ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细胞ＨＥＲ２的磷酸化水平有上调，但对
Ｅｒｌ的抑制作用仍然十分敏感，推测 ＨＥＲ１／ＨＥＲ２
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的异源二聚化程度对细胞的药物耐受并无贡献。综

上所述，在体外条件下，ＥＧＦＲ仍然是 ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ
细胞增殖和存活的重要途径。在非小细胞肺癌的研

究中，有文献报道，ＥＧＦＲ的Ｔ７９０Ｍ突变是导致ＴＫＩ
药物治疗过程出现耐药的重要原因之一［１２］，而本研

究中诱导的耐药细胞ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ并不存在激酶区的
任何突变，因此，ＳＫＯＶ３细胞系出现的Ｅｒｌ耐药机制
与非小细胞肺癌有很大差别。ＥＧＦＲ活性保持与其
他受体酪氨酸激酶的关系需要进一步观察。

文献［１３－１５］报道，与多药耐药有关的重要的
３个ＡＢＣ转运蛋白会引起多种药物在细胞内的积
累下降，特别是 ＢＣＲＰ和 Ｐｇｐ对 Ｅｒｌ具有外排功
能，可能是导致其疗效下降的直接原因。然而实验

数据提示，耐药细胞中 Ｐｇｐ，ＢＣＲＰ以及 ＭＲＰ１表
达仅有微弱提高，总体阳性率都保持在１０％以下，
可认为是低水平表达，难以对药物的外排起到重要

作用。

ＴＬＲ４是最近几年上皮性肿瘤标志物研究中的
新热点，由其在卵巢癌的增殖和耐药方面起到重要作

用。最近几年的研究发现多种上皮肿瘤细胞也有

ＴＬＲ４高表达，并且与肿瘤的增殖能力和化疗耐药相
关［１６－１８］。甚至有报道称ＴＬＲ４信号的激活是上皮性
卵巢癌干细胞的特征。在本研究中所建立的ＳＫＯＶ３
耐药细胞模型中，ＴＬＲ４的阳性率显著地上升，同时脂
多糖刺激实验也证实ＴＬＲ４激活大大促进耐药细胞
ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ增殖，并在相对低浓度紫杉醇的杀伤下
保持较高的存活率，而相对低表达 ＴＬＲ４的 ＳＫＯＶ３
细胞则对紫杉醇十分敏感。推测由于紫杉醇自身具

有激活ＴＬＲ４信号的功能，ＴＬＲ４下游的ＮＦκＢ入核
增多，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ路径的活化信号上调所致［１８］，推测

Ｅｒｌ在一定程度上降低肿瘤对紫杉醇的敏感度。
ＴＬＲ４上调的原因尚未得到证实，而临床上ＴＬＲ４上
调对ＥＧＦＲ小分子抑制剂靶向治疗的指示作用，也
有待于根据临床做进一步验证与探究。

总之，ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ表现出的耐药特点与已报道
的非小细胞肺癌大不相同，初步分析 ＴＬＲ４的表达
上调是其药物耐受能力提高的重要原因之一。此

外，目前国内卵巢癌的靶向治疗研究刚刚处在起步

阶段，ＳＫＯＶ３／Ｅｒｌ细胞模型的建立为卵巢癌靶向治
疗的耐受研究提供了物质基础和新的思路。
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