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奥拉帕尼对卵巢癌 ＳＫＯＶ３细胞 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路的影响
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摘要：目的　分析奥拉帕尼抑制卵巢癌ＳＫＯＶ３细胞增殖的 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路机制。方法　将生长状态良好的 ＳＫ
ＯＶ３细胞随机分为５组：对照组、奥拉帕尼低剂量组（１０ｍｇ·Ｌ－１）、奥拉帕尼中剂量组（３０ｍｇ·Ｌ－１）、奥拉帕尼高剂量组（９０
ｍｇ·Ｌ－１）和ＰＩ３Ｋ蛋白抑制剂ＬＹ２９４００２组（１０ｍｇ·Ｌ－１）。除对照组外，其余各组细胞给予相应剂量的化合物孵育，ＤＡＰＩ及
免疫印迹法分析细胞凋亡蛋白的表达，ｑＰＣＲ、免疫印迹法和免疫细胞化学法测定 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路相关蛋白的表
达。结果　奥拉帕尼处理后卵巢癌ＳＫＯＶ３细胞增殖明显受到抑制（Ｐ＜００５），ＳＫＯＶ３细胞内的凋亡小体逐渐增多，促细胞凋
亡蛋白ｃａｓｐａｓｅ３及ｃａｓｐａｓｅ９的表达逐步增强（Ｐ＜００５），ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ和 ｍＴＯＲ表达逐步降低（Ｐ＜００５），且随着奥拉帕尼水
平的升高，作用越明显（Ｐ＜００５）。结论　奥拉帕尼对卵巢癌 ＳＫＯＶ３细胞具有剂量依赖性抑制作用，且可能是通过抑制
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路发挥作用。
关键词：奥拉帕尼；ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路；增殖；细胞凋亡；剂量依从性
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　　卵巢癌是临床上最常见的女性生殖系统恶
性肿瘤，对妇女生命造成严重的威胁，且其发病

率和死亡率有逐年升高的趋势［１２］。卵巢癌的发

病原因可能与物理辐射、化学因子、遗传、免疫及

内分泌等因素有关，但是其确切的发病机制尚不

确切，且临床上尚无特效的治疗手段［３５］。ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路是细胞内细胞转导的关键
路径，且参与了多种妇科肿瘤的发生、发展及恶

化过程［６７］。奥拉帕尼为选择性的 ＰＡＲＰ１／２抑

制剂，对 ＢＲＣＡ１和 ＢＲＣＡ２基因突变有较好的效
果［８９］。但是目前尚未见到奥拉帕尼对卵巢癌治

疗分子机制的研究。本实验分析奥拉帕尼抑制

卵巢癌细胞株 ＳＫＯＶ３细胞增殖的 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／
ｍＴＯＲ信号通路机制，为相关研究提供参考。

１　资料与方法
１１　细胞及分组

卵巢癌ＳＫＯＶ３细胞株（中国科学院上海细胞研
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究所）；新生小牛血清（杭州四季青生物工程材料有

限公 司）；ＲＰＭＩ１６２０培 养 基 （Ｈｙｃｌｏｎｅ公 司）；
ＬＹ２９４００２化合物（美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，ＣＡＳ：
１５４４４７３６６，纯度 ９８０％，－２０℃储存，有效期至
２０１９年１月）；噻唑蓝 ＭＴＴ（美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公
司）；兔抗 ｍＴＯＲ单克隆抗体（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公
司）；兔抗（Ｏｍｅｇａ公司）；兔抗 ＡＫＴ单克隆抗体
（Ｒ＆Ｄ公司）；ＨＲＰ标记二抗及 ＤＡＢ显色试剂盒
（北京中杉金桥公司）。二氧化碳细胞培养箱（德国

美墨尔特公司）；倒置显微镜（徕卡公司）；ＥＬＸ８００
全波长酶标仪（ＢＩＯＴＥＫ公司）；ＳＤＳＰＡＧＥ垂直电
泳仪（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）；９６孔细胞培养板（美国
Ｃｏｓｔａｒ公司）；半干转膜系统（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）；
硝酸纤维素膜（Ａｍｒｅｓｃｏ公司）。生长状态良好的
ＳＫＯＶ３细胞随机分为５组：对照组、奥拉帕尼（Ｓｉｇ
ｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，ＣＡＳ：７６３１１３２２０，纯度 ９８％，
Ｌｏｔ２０１６１０１３，采用二甲亚砜进行配置成不同的使用
浓度）低剂量组（１０ｍｇ·Ｌ－１）、奥拉帕尼中剂量组
（３０ｍｇ·Ｌ－１）、奥拉帕尼高剂量组（９０ｍｇ·Ｌ－１）和
ＰＩ３Ｋ蛋白抑制剂 ＬＹ２９４００２组（１０ｍｇ·Ｌ－１）。除
对照组外，其余各组细胞给予对应剂量的化合物孵

育后进行相关的分析。

１２　细胞的增殖抑制分析
将生长状态良好的卵巢癌 ＳＫＯＶ３细胞株经

０２５％的胰酶消化，用含胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培
养基进行重悬消除酶活性，分布接种细胞悬液１００
μＬ于细胞培养板中，在５０％ＣＯ２、饱和湿度的二氧
化碳培养箱中进行培养。待各组细胞恢复生长状态

后用相应浓度化合物孵育。培养结束后轻轻弃去培

养液，加入２００μＬ的ＭＴＴ继续于适宜条件下培养２
ｈ。无菌ＰＳＢ冲洗３次后在卵巢癌ＳＫＯＶ３细胞中加
入ＤＭＳＯ，震荡处理３０ｍｉｎ。用酶标仪检测培养后
细胞培养板各个培养孔的吸光度，并计算抑制率。

细胞增殖试验独立重复４次试验。抑制率 ＝（对照
组ＯＤ值－试验组ＯＤ值）／对照组ＯＤ值×１００％。
１３　ｑＰＣＲ法分析细胞凋亡蛋白表达水平

按相关试剂盒说明书制备各组卵巢癌细胞

ｍＲＮＡ及ｃＤＮＡ。ｑＰＣＲ的扩增程序为：９５℃ ５ｍｉｎ；
９４℃ １５ｓ，６０℃ ３０ｓ，７２℃ ４０ｓ，收集荧光，共３３
个循环。反应体系为２０μＬ：其中 ｃＤＮＡ２μＬ；Ｆｏｒ
ｗａｒｄ引物０５μＬ；Ｒｅｖｅｒｓｅ引物０５μＬ；２５×ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ（ＴｉａｎＧｅｎ）８μＬ；超纯水９μＬ。扩增引物序列
见表１。
１４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ法

提取各组卵巢癌 ＳＫＯＶ３细胞总蛋白后考马斯
亮蓝法进行定量。各组细胞以等量总蛋白与 ５×
ＳＤＳ上样缓冲液１００℃条件下煮沸１０ｍｉｎ，进行垂
直ＳＤＳＰＡＧＥ电泳（初始电压 ８０Ｖ，分离电压 １００
Ｖ）。电泳结束后剥离 ＰＡＧＥ胶后进行半干法转膜
（３２０ｍＡ／８０ｍｉｎ）。转膜后用５０％脱脂牛奶２０℃
封闭１ｈ，无菌磷酸盐缓冲液冲洗３次。将封闭后的
纤维素膜与一抗（１∶２５０）在４℃条件下孵育４ｈ，无
菌ＰＢＳ漂洗后与 ＨＲＰ标记二抗（１∶２５０）孵育２ｈ，
显色。以βａｃｔｉｎ为内参进行相关蛋白表达的定量
分析。

１５　免疫细胞化学法
将灭菌的载玻片放入细胞培养板培养孔中进行

细胞爬片并进行相应浓度的化合物共培养。待各组

卵巢癌细胞爬片并在盖玻片上生长良好后，无菌磷

酸盐缓冲液冲洗３次后用冰丙酮（－２０℃冰箱中放
置２ｈ后使用）固定１５ｍｉｎ后在１００级超净工作台
的台面上室温吹干。用１％ Ｔｒｉｔｏｎ１００处理增加各
组细胞增加细胞膜的通透性，无菌磷酸盐缓冲液漂

洗３次；用５０％的胎牛血清白蛋白溶液封闭，加一
抗（１∶３００）室温孵育４ｈ，无菌磷酸盐缓冲液漂洗３
次。将载玻片与ＦＩＴＣ标记二抗避光３７℃孵育２ｈ
（１∶５００），无菌磷酸盐缓冲液漂洗５次后用荧光显
微镜拍照。

１６　统计分析
统计采用ＳＰＳＳ２１０统计软件完成，计量资料用

单因素方差分析，计量资料用平均数 ±标准差
（珋ｘ±ｓ）表示。采用单因素方差分析，总体比较有差
异再采用Ｆ检验进行两两比较。组间 Ｐ＜００５的
差异认为具有统计学的显著性差异。

表１　荧光定量ＰＣＲ引物序列［１０］

Ｔａｂ１　ＰｒｉｍｅｒｎａｍｅａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｅｆｏｒｑＰＣＲ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｆｏｒｗａｒｄ Ｒｅｖｅｒｓｅ

βａｃｔｉｎ　 ５′ＣＧＣＣＧＣＴＡＧＡＧＧＴＧＡＡＡＴＴＣＴ３′ ５′ＣＧＡＡＣＣＴＣＣＧＡＣＴＴＴＣＧＴＴＣＴ３′

Ｃａｓｐａｓｅ３ ５′ＴＴＴＴＴＣＡＧＡＧＧＧＧＡＴＣＧＴＴＧ３′ ５′ＴＣＡＡＧＣＴＴＣＴＣＧＧＣＡＴＡＣＴＧ３′

Ｃａｓｐａｓｅ９ ５′ＣＴＡＧＴＴＴＧＣＣＣＡＣＡＣＣＣＡＴＧ３′ ５′ＧＣＡＴＴＡＧＣＧＡＣＣＣＴＡＡＧＣＡＧ３′
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２　结　果
２１　奥拉帕尼对细胞增殖的影响

研究发现奥拉帕尼对卵巢癌细胞株 ＳＫＯＶ３具
有明显的抑制作用，且随着作用时间的延长和剂量

的增加，奥拉帕尼的抑制效果更显著（Ｐ＜００５），见
图１。
２２　奥拉帕尼对细胞凋亡的影响

ＤＡＰＩ染色发现随着奥拉帕尼作用浓度的升高，
ＳＫＯＶ３细胞内的凋亡小体逐渐增多（图２），且促细
胞凋亡蛋白ｃａｓｐａｓｅ３及 ｃａｓｐａｓｅ９的表达逐步增强
（Ｐ＜００５，图３）。
２３　奥拉帕尼对 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路蛋白
表达的影响（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ法）

研究发现奥拉帕尼处理后ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信
号通路蛋白 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ和 ｍＴＯＲ表达逐步降低
（Ｐ＜００５），且随着剂量的增加，上述蛋白表达变化
越明显（Ｐ＜００５），见图４。
２４　奥拉帕尼对 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路蛋白
表达的影响（ｑＰＣＲ法）

研究发现奥拉帕尼处理后ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信
号通路蛋白ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ和ｍＴＯＲｍＲＮＡ水平逐步降
低（Ｐ＜００５），且随着剂量的增加，上述蛋白表达变
化越明显（Ｐ＜００５），见表２。
２５　奥拉帕尼对 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路蛋白
表达的影响（免疫细胞化学法）

结果见图 ５。奥拉帕尼处理后卵巢癌 ＳＫＯＶ３
细胞增殖明显受到抑制，ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ和 ｍＴＯＲ表达
逐步降低，且具有剂量依从性的抑制作用。

图１　奥拉帕尼对卵巢癌细胞株 ＳＫＯＶ３细胞增殖的影响．
ｎ＝４，珋ｘ±ｓ
与对照组相比，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１；与低剂量组相比，３）Ｐ＜００５，４）Ｐ＜

００１；与中剂量组相比，５）Ｐ＜００５，６）Ｐ＜００１

Ｆｉｇ１　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｏｌａｐａｒｉｂｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｎｃｅｌｌｐｒｏ
ｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ．ｎ＝４，珋ｘ±ｓ
１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，４）Ｐ＜

００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｌｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ；５）Ｐ＜００５，６）Ｐ＜００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ｔｈｅｍｉｄｄｌｅｄｏｓｅｇｒｏｕｐ

图２　ＤＡＰＩ染色分析奥拉帕尼促进ＳＫＯＶ３细胞凋亡（×１００）
Ａ－对照组；Ｂ－１０ｍｇ·Ｌ－１奥拉帕尼；Ｃ－３０ｍｇ·Ｌ－１奥拉帕尼；Ｄ－９０ｍｇ·

Ｌ－１奥拉帕尼；Ｅ－１０ｍｇ·Ｌ－１ＬＹ２９４００２

Ｆｉｇ２　ＤＡＰＩｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｏｌａｐａｒｉｂ
ｏｎＳＫＯＶ３ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ（×１００）
Ａ－ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ－１０ｍｇ·Ｌ－１ｏｌａｐａｒｉｂ；Ｃ－３０ｍｇ·Ｌ－１ｏｌａｐａｒｉｂ；Ｄ－９０

ｍｇ·Ｌ－１ｏｌａｐａｒｉｂ；Ｅ－１０ｍｇ·Ｌ－１ＬＹ２９４００２

３　讨　论
卵巢癌是导致女性死亡的最常见的恶性肿瘤之

一，目前临床上尚无特效的治疗手段［１１１２］。探索卵

巢癌发病的分子机制及相关的治疗手段对改善患者

生活质量和生存状态具有重要的现实意义。ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路的异常参与了肿瘤细胞的增
殖、分化及转移和凋亡过程，且是多种妇科恶性肿瘤

发病的共同表现［６，１３］。本实验在分析奥拉帕尼抑

制卵巢癌ＳＫＯＶ３细胞增殖的ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号
通路机制时发现，奥拉帕尼处理后卵巢癌ＳＫＯＶ３细
胞增殖明显受到抑制，ＳＫＯＶ３细胞内的凋亡小体逐
渐增多、促细胞凋亡蛋白ｃａｓｐａｓｅ３及ｃａｓｐａｓｅ９的表
达逐步增强，ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ和 ｍＴＯＲ表达逐步降低，且
随着奥拉帕尼水平的升高，上述作用越明显，表明奥

拉帕尼对卵巢癌细胞株 ＳＫＯＶ３具有剂量依从性的
抑制作用，可能是通过抑制 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号
通路发挥作用。
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图３　奥拉帕尼对细胞凋亡蛋白ｃａｓｐａｓｅ３及ｃａｓｐａｓｅ９蛋白
表达的影响．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
与对照组相比，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１；与低剂量组相比，３）Ｐ＜００５，
４）Ｐ＜００１；与中剂量组相比，５）Ｐ＜００５，６）Ｐ＜００１。奥拉帕尼低剂量组（１０

ｍｇ·Ｌ－１）、奥拉帕尼中剂量组（３０ｍｇ·Ｌ－１）、奥拉帕尼高剂量组（９０

ｍｇ·Ｌ－１）和ＰＩ３Ｋ蛋白抑制剂ＬＹ２９４００２组（１０ｍｇ·Ｌ－１）

Ｆｉｇ３　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎｓｃａｓｐａｓｅ３ａｎｄｃａｓｐａｓｅ９
ａｆｔｅｒｏｌａｐａｒｉｂｔｒｅａｔｍｅｎｔ．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，
４）Ｐ＜００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｌｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ；５）Ｐ＜００５，６）Ｐ＜００１，ｃｏｍ

ｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｉｄｄｌｅｄｏｓｅｇｒｏｕｐ．Ｏｌａｐａｒｉｂｌｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ（１０ｍｇ·Ｌ－１），

ｏｌａｐａｒｉｂｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅｇｒｏｕｐ（３０ｍｇ·Ｌ－１），ｏｌａｐａｒｉｂｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ（９０

ｍｇ·Ｌ－１）ａｎｄＰＩ３ＫｐｒｏｔｅｉｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒＬＹ２９４００２ｇｒｏｕｐ（１０ｍｇ·Ｌ－１）

图４　奥拉帕尼对ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路蛋白表达的影
响．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
与对照组相比，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１；与低剂量组相比，３）Ｐ＜００５，
４）Ｐ＜００１；与中剂量组相比，５）Ｐ＜００５，６）Ｐ＜００１。奥拉帕尼低剂量组（１０

ｍｇ·Ｌ－１）、奥拉帕尼中剂量组（３０ｍｇ·Ｌ－１）、奥拉帕尼高剂量组（９０

ｍｇ·Ｌ－１）和ＰＩ３Ｋ蛋白抑制剂ＬＹ２９４００２组（１０ｍｇ·Ｌ－１）

Ｆｉｇ４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｏｌａｐａｒｉｂｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙ
ｓｉｓｏｆＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，
４）Ｐ＜００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｌｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ；５）Ｐ＜００５，６）Ｐ＜００１，ｃｏｍ

ｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｉｄｄｌｅｄｏｓｅｇｒｏｕｐ．Ｏｌａｐａｒｉｂｌｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ（１０ｍｇ·Ｌ－１），

ｏｌａｐａｒｉｂｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅｇｒｏｕｐ（３０ｍｇ·Ｌ－１），ｏｌａｐａｒｉｂｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ（９０

ｍｇ·Ｌ－１）ａｎｄＰＩ３ＫｐｒｏｔｅｉｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒＬＹ２９４００２ｇｒｏｕｐ（１０ｍｇ·Ｌ－１）

表２　奥拉帕尼处理后ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路蛋白表达的ｑＰＣＲ法分析．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ２　ｑＰＣＲｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙａｆｔｅｒｏｌａｐａｒｉｂｔｒｅａｔｍｅｎｔ．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ　　 Ｄｏｓｅ／ｍｇ·Ｌ－１ ＰＩ３Ｋ／βａｃｔｉｎ ＡＫＴ／βａｃｔｉｎ ｍＴＯＲ／βａｃｔｉｎ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０６１±０１０ ０６４±０１１ ０７０±０１５

Ｏｌａｐａｒｉｂ １０ ０５７±０１４１） ０５８±０１４１） ０６４±０１３１）

３０ ０４９±００９２）３） ０５１±００９１）３） ０５７±０１６２）３）

９０ ０４１±００７２）４）５） ０４３±００６２）４）５） ０４１±０１４２）４）５）

ＬＹ２９４００２ １０ ０４２±００９２）４）６） ０４９±０１０２）３）６） ０４９±０１０２）４）６）

注：与对照组相比，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１；与低剂量组相比，３）Ｐ＜００５，４）Ｐ＜００１；与中剂量组相比，５）Ｐ＜００５，６）Ｐ＜００１

Ｎｏｔｅ：１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，４）Ｐ＜００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｌｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ；５）Ｐ＜００５，６）Ｐ＜００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ

ｍｉｄｄｌｅｄｏｓｅｇｒｏｕｐ

　　ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路的激活会导致肿瘤
细胞的恶变，而随着对ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ通路的分子
生物学机制的深入研究，靶向此通路的抑制剂在恶

性肿瘤治疗中发挥的作用越来越明显，且对提高患

者生活质量、改善患者预后具有重要的价值［６，１３１５］。

以往的研究发现，银杏酚酸能够通过抑制 ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路的激活抑制肿瘤细胞的侵袭
和转移过程，进而发挥抑制肿瘤恶化的作用［１６］。

Ｂｌａｎｃｏ等［１７］的研究也发现紫杉醇和西罗莫司能协

同性作用于 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路，并为个体
化医疗治疗肿瘤提供思路。在分析 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／
ｍＴＯＲ信号通路与人乳腺癌Ａ２７８０细胞株侵袭和转
移的关系时发现该信号通路是肿瘤细胞侵袭和转移

的潜在指标蛋白，且抑制该信号通路可以明显促进

细胞的凋亡［１８］。同时，抑制 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号
通路可对肿瘤细胞的药物增敏发挥作用：通过抑制

该信号通路的激活状态可能明显促进 ＳＫＯＶ３／ＤＤＰ
乳腺癌细胞对顺铂的药物敏感性，且可以诱导细胞
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图５　奥拉帕尼对ＰＩ３Ｋ（Ａ～Ｅ）、ＡＫＴ（Ｆ～Ｊ）、ｍＴＯＲ（Ｋ～Ｏ）信号通路蛋白表达的影响（×１００）
Ａ－对照组；Ｂ－１０ｍｇ·Ｌ－１奥拉帕尼；Ｃ－３０ｍｇ·Ｌ－１奥拉帕尼；Ｄ－９０ｍｇ·Ｌ－１奥拉帕尼；Ｅ－１０ｍｇ·Ｌ－１ＬＹ２９４００２；Ｆ－对照组；Ｇ－１０ｍｇ·Ｌ－１奥拉帕尼；

Ｈ－３０ｍｇ·Ｌ－１奥拉帕尼；Ｉ－９０ｍｇ·Ｌ－１奥拉帕尼；Ｊ－１０ｍｇ·Ｌ－１ＬＹ２９４００２；Ｋ－对照组；Ｌ－１０ｍｇ·Ｌ－１奥拉帕尼；Ｍ－３０ｍｇ·Ｌ－１奥拉帕尼；Ｎ－９０

ｍｇ·Ｌ－１奥拉帕尼；Ｏ－１０ｍｇ·Ｌ－１ＬＹ２９４００２

Ｆｉｇ５　ＥｆｆｅｃｔｏｆｏｌａｐａｒｉｂｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＩ３Ｋ（Ａ），ＡＫＴ（Ｂ）ａｎｄｍＴＯＲ（Ｃ）ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ（×１００）
Ａ－ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ－１０ｍｇ·Ｌ－１ｏｌａｐａｒｉｂ；Ｃ－３０ｍｇ·Ｌ－１ｏｌａｐａｒｉｂ；Ｄ－９０ｍｇ·Ｌ－１ｏｌａｐａｒｉｂ；Ｅ－１０ｍｇ·Ｌ－１ＬＹ２９４００２；Ｆ－ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｇ－１０ｍｇ·Ｌ－１ｏｌａｐａｒｉｂ；Ｈ－３０

ｍｇ·Ｌ－１ｏｌａｐａｒｉｂ；Ｉ－９０ｍｇ·Ｌ－１ｏｌａｐａｒｉｂ；Ｊ－１０ｍｇ·Ｌ－１ＬＹ２９４００２；Ｋ－ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｌ－１０ｍｇ·Ｌ－１ｏｌａｐａｒｉｂ；Ｍ－３０ｍｇ·Ｌ－１ｏｌａｐａｒｉｂ；Ｎ－９０ｍｇ·Ｌ－１ｏｌａｐａｒｉｂ；

Ｏ－１０ｍｇ·Ｌ－１ＬＹ２９４００２

周期的停滞和细胞凋亡的加剧［１９］。本实验也证实

ＰＩ３Ｋ抑制剂能够有效抑制菌落的增殖过程，但尚未
进行对ＡＫＴ和ｍＴＯＲ抑制剂对细胞增殖的作用进
行研究。在以后的工作中将分析抑制上述蛋白对

ＳＫＯＶ３细胞增殖的影响，进一步探讨 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／
ｍＴＯＲ信号通路在乳腺癌发病中的参与机制。奥拉

帕尼维持疗法能够改善复发性浆液性卵巢癌患者的

无进展生存期，但是否延长总生存期尚需进一步开

展大规模、高质量的临床研究进行证实［２０２１］。奥拉

帕尼联合紫杉醇使用时能显著增敏紫杉醇的抗肿瘤

作用，并降低肿瘤组织的 ＰＡＲ水平，且没有明显增
加化疗药物的毒性，提示奥拉帕尼为代表的 ＰＡＲＰ
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抑制剂可以在小鼠乳腺癌４Ｔ１异位模型上增敏化疗
药物紫杉醇的作用［２０，２２］。本实验也发现奥拉帕尼

处理后卵巢癌细胞株 ＳＫＯＶ３增殖明显受到抑制，
ＳＫＯＶ３细胞内的凋亡小体逐渐增多、促细胞凋亡蛋
白ｃａｓｐａｓｅ３及 ｃａｓｐａｓｅ９的表达逐步增强、ＰＩ３Ｋ、
ＡＫＴ和ｍＴＯＲ表达逐步降低，且随着奥拉帕尼水平
的升高，上述异常越明显，表明奥拉帕尼对卵巢癌

ＳＫＯＶ３细胞株具有剂量依从性的抑制作用，且其可
能是通过抑制 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路发挥
作用。

因此，奥拉帕尼对卵巢癌ＳＫＯＶ３细胞株具有剂
量依从性的抑制作用，且此过程可能与其抑制

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路有关。在以后的研究中
课题组将进一步采用 ＡＫＴ和 ｍＴＯＲ蛋白的抑制剂
对该通路的参与性进行分析，进一步阐明奥拉帕尼

抑制卵巢癌ＳＫＯＶ３细胞株增殖的具体分子机制。
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