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摘要目的：探究卵巢癌细胞中MTDH-PTEN互作对奥沙利铂耐药性的影响及机制。方法：人卵巢癌细胞系通过慢病毒感染，将其

分为对照组、NC-shRNA组和MTDH-shRNA组。通过 RT-PCR分析不同组细胞MTDH和 PTEN mRNA表达。通过MTT测定法

测定细胞活力。通过 CCK-8检测奥沙利铂诱导下的细胞增殖。通过膜联蛋白 V染色细胞凋亡测定细胞凋亡。通过流式细胞仪分

析细胞周期。通过 Transwell试验检测细胞迁移和侵袭。通过流式细胞仪分析细胞周期。通过共免疫沉淀分析MTDH和 PTEN的

互联作用。结果：MTDH-shRNA组MTDH mRNA表达较 NC-shRNA组和对照组降低（P<0.05），MTDH-shRNA组 PTEN mRNA

表达较 NC-shRNA组和对照组升高（P<0.05）。当未添加奥沙利铂（浓度为 0 滋M），各组细胞活力比较无差异（P>0.05）。当奥沙利铂
浓度为 2 滋M、4 滋M和 8 滋M时，MTDH-shRNA组细胞活力较 NC-shRNA组和对照组降低（P<0.05）。0 h，各组细胞增殖比较无差
异（P>0.05），第 24 h、48 h和 72 h时，MTDH-shRNA组细胞增殖较 NC-shRNA组和对照组降低（P<0.05）。MTDH-shRNA组细胞

凋亡率较 NC-shRNA组和对照组升高（P<0.05）。MTDH-shRNA组 G1 期细胞占比较 NC-shRNA组和对照组升高（P<0.05），
MTDH-shRNA组 S/M期细胞占比较 NC-shRNA组和对照组降低（P<0.05）。MTDH-shRNA组细胞迁移和侵袭数量较 NC-shRNA

组和对照组减少（P<0.05）。结论：MTDH在卵巢癌细胞中与 PTEN共表达并与可与 PTEN相互作用，因此可通过抑制 MTDH表

达、诱导 PTEN表达可以恢复对卵巢癌细胞对奥沙利铂的药物敏感性。
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The Effect and Mechanism of MTDH-PTEN Interaction on Oxaliplatin
Resistance in Ovarian Cancer Cells*

To explore the effect and mechanism of MTDH-PTEN interaction on oxaliplatin resistance in ovarian

cancer cells. Human ovarian cancer cell lines were infected with lentivirus and divided into control group, NC-shRNA group

and MTDH-shRNA group. The expression of MTDH and PTEN mRNA in different groups of cells was analyzed by RT-PCR. The cell

viability was measured by the MTT assay. CCK-8 is used to detect cell proliferation induced by oxaliplatin. Apoptosis was determined by

staining with annexin V. Analyze the cell cycle by flow cytometry. Detect cell migration and invasion by Transwell test. Analyze the cell

cycle by flow cytometry. The interaction between MTDH and PTEN was analyzed by co-immunoprecipitation. The expression

of MTDH mRNA in the MTDH-shRNA group was lower than that of the NC-shRNA group and control group (P<0.05), and the

expression of PTEN mRNA in the MTDH-shRNA group was higher than that of the NC-shRNA group and control group (P<0.05). When

oxaliplatin was not added (at a concentration of 0 滋M), there was no difference in cell viability in each group (P>0.05). When the

concentration of oxaliplatin was 2 滋M, 4 滋M and 8 滋M, the cell viability of the MTDH-shRNA group was lower than that of the

NC-shRNA group and the control group (P<0.05). At 0h, there was no difference in cell proliferation in each group (P>0.05). At 24 h, 48
h and 72 h, cell proliferation in the MTDH-shRNA group was lower than that in the NC-shRNA group and the control group (P<0.05).

The apoptosis rate of MTDH-shRNA group was higher than that of NC-shRNA group and control group (P<0.05). The proportion of cells
in the G1 phase of the MTDH-shRNA group was higher than that of the NC-shRNA group and the control group (P<0.05), and the

proportion of cells in the S/M phase of the MTDH-shRNA group was lower than that of the NC-shRNA group and the control group

*基金项目：陕西省科技计划项目（2020SF-030）

作者简介：李臻（1987-），女，硕士，住院医师，研究方向：妇科肿瘤，妇科内分泌，电话：18691553099，E-mail：lz20218888cx@163.com

△ 通讯作者：郭春霞（1974-），女，本科，主治医师，研究方向：妇科肿瘤方向，电话：15309237696，E-mail：lz20218888cx@163.com

（收稿日期：2022-02-28 接受日期：2022-03-25）

2631窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.22 NO.14 JUL.2022

(P<0.05). The number of cell migration and invasion in the MTDH-shRNA group was lower than that in the NC-shRNA group and the

control group (P<0.05). MTDH is co-expressed with PTEN and can interact with PTEN in ovarian cancer cells, so the drug

sensitivity of ovarian cancer cells to oxaliplatin can be restored by inhibiting the expression of MTDH and inducing the expression of

PTEN.

Ovarian cancer cells; MTDH-PTEN interaction; Oxaliplatin; Drug resistance

前言

卵巢癌（Ovarian cancer）是女性第五大常见癌症，也是最致

命的妇科恶性肿瘤[1]。对于晚期卵巢癌患者或高危手术候选者，

标准治疗通常包括铂类药物联合非铂类药物，超过 70%最初对

化疗（包括铂类和非铂类）有反应的患者最终会复发并产生化

疗耐药性[2]。MTDH也称为星形胶质细胞升高的基因 1，已有研

究注意到其在癌症化学抗性中的作用[3]。磷酸酶和张力蛋白同

系物（Phosphatase and tensin homolog，PTEN）是 PI3K/AKT 通

路的天然抑制剂，是人类癌症中最常见的肿瘤抑制因子之一[4，5]。

研究表明：PTEN的低表达或缺失是卵巢癌患者耐药的重要危

险因素，诱导 PTEN在恢复抗癌药物对卵巢癌的敏感性方面也

起着关键作用[6]。然而，仍然未知的是MTDH是否与 PTEN相

互作用以及这种相互作用是否在化学抗性中起作用。已有研究

证实：MTDH可以与 CREB结合蛋白相互作用，阻止其泛素介

导的降解，许可 TWIST1的转录激活，这已被证明有助于卵巢

癌耐药[7，8]。奥沙利铂是一种二氨基环己烷 -铂化合物，具有独

特的活性谱，通常用于治疗包括卵巢癌在内的各种癌症。不幸

的是，几乎所有复发性卵巢癌最终都会对铂产生耐药性。本研

究旨在探讨卵巢癌细胞中 MTDH-PTEN互作对奥沙利铂耐药

性的影响及机制。

1 材料和方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验细胞 人卵巢癌细胞系 SKOV3购自美国 ATCC，在

含有 10 %胎牛血清、100单位青霉素和 100 滋g链霉素的改良
DMEM养基中，在 37℃和 5% CO2中培养。

1.1.2 siRNA 介导的 MTDH 沉默 通过 pGCSIL-GFP-

shRNA-MTDH 或 pGCSIL-GFP-shRNA-NC 的共转染质粒与

pHelper1.0和 pHelper2.0质粒在 293T细胞中产生慢病毒（上

海吉凯基因医学科技股份有限公司）。MTDH RNA干扰慢病毒

载体命名为 LV-GFP-MTDH-shRNA和 LV-GFP-NC-shRNA。未

感染的细胞命名为对照组。SKOV3 细胞系用 LV-GFP-MT-

DH-shRNA或 LV-GFP-NC-shRNA感染 2h，置于新鲜培养基

中，而未感染的细胞用作空白对照。

1.2 实验方法

1.2.1 RT-qPCR分析 为了分析 mRNA表达，将 SKOV3细

胞以 2.0伊105个细胞 /孔的密度接种到 12孔板中。使用 UNlQ-10

Column TRIzol总 RNA分离试剂盒（上海生工生物工程股份有

限公司）根据制造商的说明提取总 RNA。使用 Nanodrop 2000

分光光度计（美国赛默飞世科技公司）评估提取的 RNA的纯度

和数量。使用 RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (美国

赛默飞世尔科技有限公司) 将总共 500 ng 的总 RNA 用于

cDNA 合成。根据制造商推荐的热循环条件，在 Applied

Bio systems ViiA7 实时 PCR 系统中使用 FastStart Universal

SYBRGreenMaster with Rox（德国Merck KGaA公司）对mRNA

水平进行定量比较。使用 2-△ △ Ct方法进行相对基因表达分析。

1.2.2 细胞活力测定 使用 3- (4,5-二甲基 -噻唑 -2-基)-2,5-

二苯基溴化四唑(MTT)测定法测定细胞活力。根据试剂盒（上

海碧云天生物科技有限公司）说明书进行检测。

1.2.3 CCK-8检测 CCK-8试剂盒（上海碧云天生物科技有

限公司）检测细胞增殖。将细胞以每孔 5000个细胞的密度接种

在具有完全培养基的 96孔板中。根据试剂盒说明书进行检测。

1.2.4 细胞凋亡分析 将指数生长的 SKOV3细胞接种在 6孔

板中，并用指定浓度的奥沙利铂药物处理。在处理后 24 h时，

将细胞胰蛋白酶消化，用 PBS 洗涤后重悬，并用膜联蛋白

V-FITC（美国 BD公司）和碘化丙啶染色 15在室温下避光条件

下染色，并进行流式细胞术（FACSCalibur-HTS，美国 BD公司）

分析。使用 FlowJo v10.0软件分析获得的流式细胞术数据。每

个测定条件一式三份进行。

1.2.5 细胞周期分析 指数生长的 SKOV3细胞在亚汇合处接

种在 6孔板中，并用 2 滋M浓度的奥沙利铂处理。在处理后 48 h，

收集细胞，固定并用 Magic Solution 染色 30min。使用 BD

FACSCalibur-HTS对染色的细胞进行流式细胞术分析。使用

FlowJo v10.0软件分析获得的流式细胞术数据。使用制造商提

供的Multicycle软件计算细胞周期不同阶段的细胞百分比，每

个测定条件一式三份进行。

1.2.6 Transwell侵袭试验 在 SKOV3细胞侵袭试验中，插入

物的内表面涂有 Matrigel transwell室（2 mg·mL-1，美国 BD公

司），细胞转染后，收集细胞并接种（2伊105）在含有无血清培养
基的上室（8 滋m膜大小）中。下室孔中充满含有 10 % FBS的培

养基，添加浓度 2 滋M奥沙利铂并在 37℃下与 CO2孵育 48 h，

将细胞在 37℃甲醇固定 20 min，0.1 %结晶紫染色并观察。

1.2.7 共免疫沉淀（co-IP）分析 将细胞接种在培养瓶中，裂解

细胞后采用总蛋白提取试剂盒（美国赛默飞世科技）提取蛋白，

并测定浓度，室温下温育并旋转 1 h。用含有 0.1 % Tween-20的

PBS缓冲液洗涤 3次后，将珠子与含有 茁-巯基乙醇的 Laemmli

样品缓冲液在 70℃下孵育 10 min。磁珠磁化后，洗脱液在 95℃

下煮沸 5 min，加载到 SDS-PAGE凝胶上并使用 mAb-PTEN进

行蛋白质印迹分析。

1.3 统计分析

使用 GraphPad Prism 6.0版进行统计分析，数据表示为平

均值依SD。使用单向方差分析对数据进行统计评估。使用
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表 2细胞活力分析（伊104 cells/m）

Table 2 Cell Viability Analysis（伊104 cells/m）

Groups n 0 滋M 2 滋M 4 滋M 8 滋M

Control group 6 42.56依4.18 37.49依3.22 26.52依2.11 16.37依1.05

NC-shRNAgroup 6 41.74依5.43 36.88依3.18 28.43依2.45 17.42依1.26

MTDH-shRNA group 6 42.55依5.31 27.45依2.77 13.55依1.49 5.19依0.88

F 0.833 13.426 9.772 11.639

P 0.953 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

Groups n 0 h 24 h 48 h 72 h

Control group 6 0.37依0.14 0.73依0.18 1.24依0.22 1.55依0.26

NC-shRNAgroup 6 0.40依0.16 0.71依0.16 1.26依0.23 1.58依0.27

MTDH-shRNA group 6 0.38依0.13 0.51依0.17 0.85依0.19 1.08依0.19

F 0.764 13.403 11.228 8.535

P 1.336 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

表 3 450nm处 OD值

Table 3 OD value at 450 nm

Groups n MTDH PTEN

Control group 6 1.87依0.15 1.04依0.05

NC-shRNAgroup 6 1.92依0.16 1.08依0.08

MTDH-shRNA group 6 1.02依0.01 1.95依0.18

F 10.883 8.625

P ＜0.001 ＜0.001

Pearson进行相关系数判定。P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 RT-PCR分析MTDH和 PTEN mRNA表达

MTDH-shRNA组 MTDH mRNA表达较 NC-shRNA组和

对照组降低（P<0.05），MTDH-shRNA组 PTEN mRNA表达较

NC-shRNA组和对照组升高（P<0.05），见图 1，表 1。

2.2 细胞活力检测

培养 24 h后，当未添加奥沙利铂（浓度为 0 滋M），各组细
胞活力比较无差异（P>0.05）。当奥沙利铂浓度为 2 滋M、4 滋M
和 8 滋M时，MTDH-shRNA 组细胞活力较 NC-shRNA组和对

照组降低（P<0.05），见表 2。

2.3 细胞增殖分析

干预 0 h，各组细胞增殖比较无差异（P>0.05），第 24 h、48 h

和 72 h时，MTDH-shRNA组细胞增殖较 NC-shRNA组和对照

组降低（P<0.05），见表 3。

表 1 RT-PCR分析MTDH和 PTEN mRNA表达

Table 1 RT-PCR analysis of MTDH and PTEN mRNA expression

图 1 RT-PCR分析

Fig.1 For R T-PCR analysis

2.4 细胞凋亡检测

使用浓度 1 滋M 和 2 滋M 的奥沙利铂处理 24 h 后，MT

DH-shRNA组细胞凋亡率较 NC-shRNA组和对照组升高（P<0.
05），见表 4。

2.5 细胞周期分析

通过流式细胞仪分析细胞周期，MTDH-shRNA组 G1期细

胞占比较 NC-shRNA 组和对照组升高 （P<0.05），MTDH-

shRNA 组 S/M 期细胞占比较 NC-shRNA 组和对照组降低

（P<0.05）。表 5。
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图 2 PTEN与 co-IP检测到的MTDH的相互作用

Fig.2 Interaction of P T E N with the MTDH detected by co-IP

Groups n 1 滋M(%) 2 滋M(%)

Control group 6 25.37依6.33 38.57依9.16

NC-shRNAgroup 6 23.49依8.30 40.62依10.39

MTDH-shRNA group 6 45.72依11.26 66.46依14.22

F 10.522 8.144

P ＜0.001 ＜0.001

表 4细胞凋亡检测

Table 4 Apoptosis apoptosis

表 5细胞周期分析

Table 5 Cell-cycle analysis

Groups n G1 period(%) S/M period(%)

Control group 6 27.39依5.11 56.39依11.44

NC-shRNAgroup 6 23.76依7.44 61.29依13.39

MTDH-shRNA group 6 45.27依9.32 33.52依6.21

F 11.522 9.471

P ＜0.001 ＜0.001

表 6细胞迁移侵袭分析

Table 6 Analysis of cell migration and invasion

Groups n Migrate Invade

Control group 6 116.32依12.46 125.79依10.52

NC-shRNAgroup 6 109.54依10.82 128.36依13.44

MTDH-shRNA group 6 67.19依8.26 75.46依9.51

F 14.055 11.361

P ＜0.001 ＜0.001

2.7 共免疫沉淀

在用抗 MTDH 抗体免疫沉淀的免疫复合物中检测到

PTEN。如图 2所示，在大约 50 kDa的级分中发现了 PTEN蛋

白，见图 2。

3 讨论

在过去的 20年中，卵巢癌患者的 5年生存率大幅提高，这

主要是由于手术技术的改进和铂类联合药物化疗方案的经验

优化。尽管有这种改进，但总体治愈率仍约为 30%。大多数患者

在 12-24个月内复发并死于进行性化疗耐药的疾病。获得性耐

药在卵巢癌中很常见，尤其是在晚期卵巢癌。铂化疗耐药的潜

在机制以及化疗后耐药如何发生尚不完全清楚。迄今为止报道

的铂耐药的已知主要机制包括癌症干细胞、上皮间质转化、异

常 DNA 修复相关通路以及 NF-资B 和 PI3K/AKT/mTOR 信号

通路[9，10]。一些先前报道的机制为克服卵巢癌中的铂耐药性提

供了有价值的目标，研究耐药机制是管理卵巢癌的有效策略。

有研究表明 NF-资B信号通路的激活部分归因于MCF-7细胞中

的 EMT；因此，细胞获得干细胞样特性，从而促进耐药性[11-13]。

在另一份报告中，发现胃癌细胞对阿霉素的抗性与 EMT相关，

EMT是通过激活 Akt和抑制 PTEN诱导的[14-16]。MTDH是一种

单程跨膜蛋白，由 582个氨基酸组成，在黑色素瘤、乳腺癌、前

列腺癌和食道癌中经常观察到MTDH的过度表达，并且与较

2.6 细胞迁移侵袭分析

MTDH-shRNA组细胞迁移和侵袭数量较 NC-shRNA组和

对照组减少（P<0.05），见表 6。
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差的临床结果相关[17-19]。MTDH在促进 CSC积累和诱导 EMT

方面也发挥着重要作用。所有这些观察都证明了MTDH/PTEN

与已知耐药机制之间的密切关系，表明MTDH和 PTEN是卵巢

癌化学耐药性的有希望的治疗靶点，符合前人相关研究结论[20-22]。

丹皮酚已被证明可以抑制 MTDH并诱导 SKOV3细胞中

的 PTEN表达，证实了聚孔酸 C对MTDH的下调。本研究通过

siRNA介导的 MTDH沉默，发现 MTDH下调后对 PTEN具有

诱导作用。在正常组织发育中，PTEN作为协调细胞类型在时

间和空间上的分化和增殖以形成功能性器官的过程的一部分

而起作用。然而，PTEN是众所周知的肿瘤抑制基因，PTEN表

达的缺失与癌症的侵袭性行为和不良预后相关。PTEN缺失的

小鼠容易发生恶性肿瘤，颗粒细胞中 FOXO1/3和 PTEN的消

耗也促进了卵巢颗粒细胞肿瘤的发展[23-25]。

奥沙利铂是卵巢癌、睾丸癌和结肠癌的一线化疗药物，但

由于对它们的耐药性增加，目前正在研究将它们与其他细胞抑

制药物或新的分子基因联系在一起，降低癌细胞的抗药性[26-28]。

本研究通过质粒转染降低 SKOV3中MTDH表达，与对照组或

阴性转染相比，奥沙利铂降低了 SKOV3细胞的增殖和活力，

并促进细胞凋亡，并且发现 SKOV3细胞的迁移侵袭能力降

低，表明干扰 MTDH-PTEN互作能显著增加卵巢癌细胞对奥

沙利铂的药物敏感性。此外，本研究证明，MTDH表达受限后可

导致细胞周期停滞。铂类药物主要通过阻断 DNA复制和转录，

在非酶促转化为活性衍生物后，形成铂 -DNA链内和链间加合

物以及 DNA-蛋白质交联，从而间接引起细胞周期扰动和细胞

凋亡。因此，本研究表明，阻断 MTDH-PTEN互联后使用铂类

药物奥沙利铂在改变细胞周期参数方面起着至关重要的作用，

结合相关研究[29，30]分析可知：铂类药物耐药的分子机制由各种

途径组成，最近的模型描述了通过促进扩散对铂的吸收，可能

涉及门控通道，在选择耐药变体时可能会丢失，因此本研究中

的这些发现为 MTDH-PTEN复合物在化学抗性中的作用提供

了强有力的证据基础，并且该复合物可能是癌症治疗的治疗靶

点。另外，PTEN的缺失与转移性子宫平滑肌肉瘤对抗 PD-1检

查点阻断疗法的抵抗有关。MTDH也已证明在癌症免疫治疗中

发挥作用。因此，建议对癌症免疫中的MTDH-PTEN复合物进

行进一步研究。本研究不足之处仅对基因沉默MTDH对卵巢

癌细胞耐药性影响进行分析，而过表达该基因是否可得到相反

的结果仍需试验进一步验证。

综上所述，本研究通过证明 MTDH在卵巢癌细胞中与

PTEN共表达并与存在 PTEN相互作用，因此可通过抑制 MT-

DH表达、诱导 PTEN表达来恢复卵巢癌细胞对奥沙利铂的敏

感性，从而对临床卵巢癌的奥沙利铂化疗耐药性问题的解决提

供思路。
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