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5-氮杂 -2'－脱氧胞苷对卵巢癌细胞系 CP70顺铂耐药性的逆转作用
张琳琳 辛晓燕△ 张建芳 白 露 高 静
（第四军医大学西京医院妇产科 陕西西安 710032）

摘要 目的：探究 5-氮杂 -2'-脱氧胞苷体外逆转卵巢癌铂类耐药细胞系 CP70对顺铂的耐药性，并探讨与 SOCS-2表达的关系。方
法：免疫细胞化学和Western blot方法检测使用 5-氮杂 -2'-脱氧胞苷处理细胞前后细胞内 SOCS-2表达水平。MTT法检测单独使
用 5-氮杂 -2'-脱氧胞苷或顺铂及两药联合使用对 CP70细胞的抑制作用。结果：两药联合处理 CP70细胞后顺铂耐药逆转倍数为
1.34、1.63、2.34，联合处理组的细胞中 SOCS-2表达明显升高。结论：5-氮杂 -2'-脱氧胞苷可以部分逆转 CP70细胞对顺铂的耐药
性，且此作用可能与增加细胞的 SOCS-2表达有关。
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5-Aza-CdR Resensitizes Cisplatin-resistant Human
Ovarian Carcinoma Cells CP70
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of 5-Aza-CdR on resensitizing cisplatin-resistant human ovarian carcinoma ceils

CP70 and discuss the related mechanism. Methods: Immunohistochemical analysis and Western blot were used to detect the expression
of SOCS-2 in different groups. MTT assay was used to assess the inhibitory effects of 5-Aza-CdR, cisplatin alone or a combination of
both on CP70 cells. Results: The resensitizing fold of cisplatin combined with 5-Aza-CdR was 1.34, 1.63, 2.34. The expression of
SOCS-2 had the most prominent decrease in CP70 cells in the combination group. Conclusion: 5-Aza-CdR can partlly resensitize cis-
platin-resistant CP70 cells, which might be related to the down-regulation of SOCS-2.
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前言

卵巢癌是威胁女性健康最常见的恶性肿瘤之一，死亡率在

女性生殖器恶性肿瘤中占第 1位。75% 卵巢癌患者确诊时已
发生转移，术后患者 5年生存率一直居高不下[1]。卵巢癌对铂类
化疗药物的耐药是影响化疗效果，造成肿瘤复发、转移及死亡
率高居不下的重要原因。近年来明确卵巢癌耐药的分子机制及
寻找有效的耐药逆转剂已成为近年妇科肿瘤学关注的热点。

DNA甲基化是一种表观遗传修饰，DNA甲基化能关闭某
些基因的活性。去甲基化则可诱导基因的重新活化和表达。本
研究中，我们选用去甲基化制剂 5- 氮杂 -2'- 脱氧胞苷
(5-Aza-CdR)处理人卵巢癌顺铂耐药细胞系 CP70，检测药物处
理前后细胞中 SOCS-2的表达，初步探讨 SOCS-2在卵巢癌顺
铂耐药发生中的作用。

1 材料与方法

1.1 材料

人卵巢癌铂类耐药细胞株 CP7O为第四军医大学西京医
院妇产科实验室培养，DMEN培养液购自 GIBICO公司，无支
原体胎牛血清为杭州四季青公司，胰蛋白酶美国 sigma公司，
磷酸盐缓冲液(PBS)为北京中杉金桥生物技术有限公司。青霉
素、链霉素购自华北制药股份有限公司，5-氮杂 -2'-脱氧胞苷
购自美国 Sigma公司，顺铂购自山东齐鲁制药有限公司，兔抗
SOCS-2多克隆抗体为美国 ABCOM公司，内参 β-actin为 San-
ta cruz公司产品，免疫组化试剂盒，二抗辣根过氧化物酶标记
的 IGg、MTT试剂购自北京中山试剂有限公司。
1.2 方法
1.2.1 细胞培养及处理 将卵巢癌细胞株快速复苏后，置于
37℃，饱和湿度，含 5％ CO2的孵箱中常规培养，培养液为含有

10％FBS和 100 U/ml青霉素和链霉素的低糖 DMEM，根据细
胞生长状况每 1～2天换液，用 0.25％胰蛋白酶消化液消化后
传代。当细胞生长状态稳定，呈对数生长期时，用于实验。
将对数生长期的卵巢癌耐顺铂细胞系 CP70接种于六孔板
细胞培养板进行细胞爬片，接种细胞数控制在 5×105/孔。分别
以 0 μM、2.5 μM、5 μM、10 μM的 5-Aza-CdR浓度处理两种卵
巢癌细胞，将细胞放于 5 % CO2、37℃细胞培养箱中培养 24 h。
将对数生长期的卵巢癌细胞接种于六孔板中，每孔 5×105个

细胞，培养 24 h，分别以 0 μM、2.5 μM、5 μM、10 μM 的
5-Aza-CdR浓度处理两种卵巢癌细胞，继续培养 48 h。
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图 1 5-Aza-CdR处理 CP70后细胞内 SOCS-2蛋白表达水平

（DAB, 400×)

A为未做处理组；B为 2.5 μmol/L 5-Aza-CdR组；C为 5 μmol/L

5-Aza-CdR组；D为 10 μmol/L 5-Aza-CdR组
Fig.1 lmmunohistoehemistry staining of SOCS-2 protein expression in

CP70 ceils treated by 5-Aza-CdR

A：treated group；B：2.5 μmol/L 5-Aza-CdR treated group；C：5 μmol/L

5-Aza-CdR；D：10 μmol/L 5-Aza-CdR treated group

1.2.2 免疫细胞化学染色 吸弃原培养液，取出细胞爬片，PBS
液清洗细胞，加入预冷的 4℃ 95 %乙醇固定 30分钟，PBS中
漂洗 5 min×3次；将已固定的细胞爬片置于 3 %过氧化氢中，
室温孵育 10 min，以消除内源性过氧化物酶活性；PBS漂洗 5
min×3次，滴加 1 % triton-X，室温孵育 10 min；PBS漂洗 5 mi-
n×3次，加入一抗(兔抗人 SOCS-2多克隆抗体，工作浓度 1：
100)，湿盒内 4℃冰箱过夜；PBS漂洗，3 min×3次，滴加 1：300
生物素标记鼠抗兔 IgG，37℃孵育 30 min；PBS漂洗 3 min×3
次，滴加 1：300辣根酶标记的链酶卵白素，37℃孵育 30 min；
PBS漂洗 2 min×3次，DAB显色 10 min；自来水冲洗，苏木素
复染 15 s～30 s，1 %盐酸酒精分化，饱和碳酸锂蓝化。常规梯度
酒精脱水、二甲苯透明、DPX封片保存。
1.2.3 western blot 检测 SOCS-2 蛋白表达 弃掉细胞培养液，
PBS漂洗 2次，加以预冷的 RIPA裂解液冰上裂解，以 BCA法
测定细胞蛋白浓度。细胞蛋白样品与 1/5体积 5×SDS上样缓
冲液，混合后 100℃水浴 5 min，不同体细胞蛋白样品取等量
（20 μl）。于 12％聚丙烯酰胺凝胶上电泳分离。将凝胶上的蛋白
质电转印至 PVDF膜上。将 PVDF膜置于 5％脱脂奶粉中室温
封闭 1 h。分别加入 SOCS-2多克隆抗体（1:1000）和 β-actin单
克隆抗体（1:800）。4℃孵育过夜，洗涤，二抗（1:1000）室温孵育
1 h，洗涤，化学发光法显色，压片。GELPRO45软件分析。实验
重复三次。
1.2.4 MTT法检测细胞的增殖活性 取对数生长期的卵巢癌耐
顺铂细胞 CP70，0.25％胰蛋白酶消化法制备的肿瘤细胞悬液，
用 10％FBS的 DMEM培养液调整细胞浓度为 105/ml，实验组
分为顺铂组，浓度为 1 μM、2 μM、4 μM、8 μM、16 μM、32 μM、
64 μM、128 μM顺铂联合 2.5 μM浓度 5-Aza-CdR组，顺铂联
合 5μM浓度 5-Aza-CdR组，顺铂联合 10μM浓度 5-Aza-CdR
组分。于 4块 96孔板中每孔加 100ul，37℃，5％CO2培养箱培

养 24小时后进行处理。各组细胞分别加不同剂量顺铂 100 ul/
孔。剂量为 2 μM、4 μM、8 μM、16 μM、32 μM、64 μM、128
μM、256 μM，设阴性对照组和调零孔，每组 3个平行孔，继续
培养 48小时，实验终止前，每孔加入 MTT溶液（MTT 5mg/ml）
20 μl/孔，孵育 4 h，弃上清，加入 DMSO 150 μl，均匀振荡 10
分钟后，于酶标仪上检测吸光度(Optical density，OD)值(波长＝
490 nm)，以不加药的阴性对照组 A490的 OD值均数作为对
照，按下列公式计算细胞存活率及药物对细胞的抑制率，细胞

生长抑制率 (%)= (对照组 OD值 -用药组 OD值)/对照组 OD
值×100%用细胞存活率对剂量对数作图，并按作图法求出
IC50（半数致死药物浓度）值，以药物浓度对数为横轴，细胞生
长抑制率为纵轴绘制浓度效应曲线。
1.3 统计学处理
数据使用 SPSS 16.0统计软件处理和 Excel软件的加权线

形分析，t检验进行统计分析。

2 结果

2.1 免疫细胞化学
采用积分光密度值分析，应用组织图像分析软件(美国产

Image-ProPlus，德国产 Kontron IBAS 2.5全自动图像分析仪等)
进行图像处理，对选定的目的测量区域(如阳性细胞或阳性区

域)进行积分光密度(IOD)分析来反映目标抗原的量。 SOCS-2
的含量越多 IOD 值越大。SOCS-2 呈棕黄色颗粒 . 未用
5-Aza-CdR 处理时 SOCS-2 主要表达于细胞浆 (IOD 值为
7.42±0.73)，用不同浓度 5-Aza-CdR处理后 SOCS-2染色增强，
并且表达于细胞浆和细胞核。 (IOD 值分别为 15.09±1.33
17.66±1.52，38.87±2.74），联合用药组与对照组比较差异具有
统计学意义(P<0.05)，见图 1、图 2。

2.2 Western blot检测 SOCS-2蛋白表达结果
5-Aza-CdR作用于耐药细胞株 CP70 48h后。可见 SOCS-2

蛋白表达量比未处理前明显增加 (未处理前灰度值 51.66±
3.8，处理后灰度值分别 187.32±7.07,347.42±14.85,474.43±
25.97)，并具有明显的剂量依赖性，这种差异具有统计学意义(P
<0.05)。如图 3。

图 2 5-Aza-CdR处理 CP70后细胞内 SOCS-2蛋白光密度值
Fig.2 lmmunohistoehemistry staining of SOCS-2 protein IOD in CP70

ceils treated by 5-Aza-CdR
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2.3 药物作用 48h后对 CP70生长抑制情况
MTT结果表明 (图 4)，单独使用顺铂对 CP70的 IC50为

98.13μmol/L，顺铂联合 5-Aza-CdR组对 CP70的 IC50分别降
低为 73.3μmol/L、60.31μmol/L、42.02μmol/L。逆转倍数分别为
1.34、1.63、2.34。顺铂联合 5-Aza-CdR细胞的生长抑制率高于
单一顺铂组的生长抑制率(P <0.05)。联合应用 5-Aza-CdR和顺
铂能逆转 CP70细胞的顺铂耐药性，增强 CP70细胞对顺铂的
敏感性。说明两药联合使用具有协同作用,并且随着 5-Aza-CdR
浓度的增强而对 CP70的生长抑制作用越明显。

3 讨论

本研究发现 5-Aza-CdR使 CP70细胞的 SOCS-2表达水平
显著增强。推测 CP70细胞耐药性的改变可能与 SOCS-2水平
升高促进了肿瘤细胞的凋亡有关。这提示，细胞内 SOCS-2表
达水平升高可能与卵巢癌顺铂耐药细胞 CP70的增殖能力下

降有关，SOCS-2可能与卵巢癌细胞顺铂耐药有一定的关系。而
5-Aza-CdR能上调细胞内 SOCS-2表达水平，抑制耐药细胞的
增殖生长。与顺铂合用减少了顺铂使用剂量，降低耐药性。
人的 SOCS-2基因定位于 12q21.3-q23区，是细胞因子信
号传到阻抑蛋白分子 (suppressors of cyto-kine signaling，SOCS)
家族成员之一，目前发现该家族有 CIS、SOCS1-7等 8个成员
分子[1,2]。该家族最早由 Yoshimura发现，是一种由细胞因子诱
导产生的蛋白质[4]。主要通过对与多种恶性肿瘤的发生、发展密
切相关的贾纳斯激酶信号传导及转录激活因子途径

(JAK/STAT)的负性调节而抑制信号转导，对 JAK/STAT 信号
通路起下调作用[5,6]。SOCS-2编码 198个氨基酸，由 N区、SH2
区和 C-端的 SOCS盒区组成，其功能的发挥主要是通过 SH2
结构与 JAK蛋白或细胞因子受体中磷酸化的酪氨酸相结合，
抑制细胞信号转导的级联反应[7,8]。SOCS家族与很多疾病的发
生发展关系密切。Koeberlein等发现慢性乙型肝炎患者肝样本
中 SOCS-3蛋白表达增加，并与肝脏炎症程度相关[9]。SOCS-3
与骨质疏松等多种疾病相关，都表现为影响疾病进程的重要作

用[10]。Shen等报道，通过 siRNA技术使 SOCS1在 DC中沉默，
可以增强抗原特异性的抗肿瘤免疫[11]。针对 SOCS-2的研究发
现它与 GH，IGF1，IFN，PRL，IL-6细胞因子的作用关系的报道
颇多，其中与 GH相互作用关系极为密切，试验发现雌激素可
通过刺激 SOCS-2表达来抑制 GH诱导的 JAK2/STAT5b信号
[12]。SOCS-2作用广泛，对脂肪沉积、骨骼肌发育、中枢神经系统
作用、免疫应答、癌症发生都有重要作用[13]。研究发现 SOCS的
异常甲基化和基因沉默在很多肿瘤如:肝癌、肺癌、胰腺癌、淋
巴瘤、白血病等中均有发现。 Sutherland 等发现 SOCS-1、
SOCS-2在乳腺癌细胞中表现为生长抑制作用,乳腺癌中 SOCS
基因的高甲基化相关 "沉默 "增强了这些组织中细胞因子的
反应,从而导致肿瘤的发生。在乳腺肿瘤组织和乳腺癌细胞系
中有部分 SOCS-1基因的启动子甲基化，原发性卵巢癌组织中
同样有 SOCS-2基因的甲基化而沉默[14]。在原发性卵巢癌和乳
腺癌细胞系中 SOCS-2的异常甲基化与基因转录沉默是相关
的，这也表明 SOCS-2基因的甲基化可能是反应卵巢癌发生发

图 3 5-Aza-CdR处理 CP70细胞 48 h后细胞蛋白 SOCS-2表达
A为蛋白印迹结果；B为灰度比值；图中 0表示未处理组；2.5 μmol/L5-Aza-CdR处理组；5 μmol/L5-Aza-CdR处理组；

10 μmol/L 5-Aza-CdR处理组
Fig.3 Expression of SOCS-2 protein in CP70 cells treated by 5-Aza-CdR for 48 h

A：Western blotting；B：The ratio of total gray valnes between SOCS-2 and β-actin；A:no treated group；2.5 μmol/L 5-Aza-CdR treated group；5μmol/L

5-Aza-CdR treated group；10 μmol/L 5-Aza-CdR treated group

图 4 药物处理细胞 48h后细胞生长抑制情况：单用顺铂组浓度为 0、1、
2、4、8、16、32、64、128 μmol/L；2.5 μmol/L 5-Aza-CdR合用顺铂组；
5 μmol/L 5-Aza-CdR合用顺铂组；10μmol/L 5-Aza-CdR合用顺铂组
Fig.4 Cell proliferation inhibition treated by different drug for 48 hours：
Cisplatin group: treated by 0, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 μmol/L cisplatin;

Combination group: 2.5 μmol／L 5-Aza-CdR and cisplatin;

5 μmol/L 5-Aza-CdR and cisplatin; 10 μmol/L 5-Aza-CdR and cisplatin
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展的标志物。
表观遗传学包含了 DNA甲基化、组蛋白修饰和非编码

RNA调控 3个层次。其中 DNA甲基化和组蛋白乙酰化是表观
遗传学修饰的重要方式。后天基因沉默是关闭基因活性的一种
主要决定性因素。表现为基因组整体甲基化程度降低和局部甲
基化程度的增高[15]。肿瘤中常伴随基因组整体甲基化水平降低
和某些基因 CpG岛区域甲基化水平异常升高(如抑癌基因)，并
且这两种变化可在一种肿瘤中同时发生。Widschwendter等研
究发现，结肠腺瘤性息肉病(APC)基因启动子的甲基化可预示
宫颈癌的转移和复发，并提示患者处于高危状态[16]。Kwon等研
究发现了肝细胞癌中上皮细胞钙黏蛋白基因的甲基化与血管

侵润和肿瘤转移呈正相关并且该基因高甲基化的患者预后不

良[17]。Stanganelli等研究发现，SOCS-1基因甲基化可能是原因
不明的单克隆免疫球蛋白血症(MGUS)发展为多发性骨髓瘤克
隆进程中很重要的一步[18]。
研究表明，DNA甲基化是可逆过程，用 DNA甲基化酶抑

制剂处理已经甲基化的目标基因后可使其甲基水平下调，去甲

基化诱导了基因的重新活化和表达[19-21]。研究认为 5-Aza-CdR
恢复某些甲基化基因的重新表达，最终导致细胞的凋亡。在对
诸多肿瘤的研究中，用 DNA甲基化酶抑制剂 5-aza-dC处理癌
细胞如：宫颈癌、乳腺癌、直肠癌、胃癌等可使基因启动子区去
甲基化。应用多数有关 5-aza-dC治疗卵巢恶性肿瘤的体外实验
研究结果表明，它能够恢复一些沉默基因的表达，并且可以恢

复对顺铂的敏感性，其中最引人注目的是 hMLH1基因。Balch
等使用甲基化抑制剂 5-aza-dC处理卵巢恶性肿瘤顺铂耐药细
胞后给予顺铂治疗，发现此细胞对顺铂的敏感性增加 5倍[22]。
因此，运用去甲基化药物 5-Aza-CdR恢复 SOCS-2基因的重新
表达，有可能可以控制卵巢癌的发展，有效的抑制卵巢癌的耐

药发生，为卵巢癌的耐药理论提供一定的依据，是很有前景的

化疗辅助药物。
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