
很少有蛋白质水平上的表达。只有小部分 ＲＴＰＣＲ
结果阳性的肿瘤免疫染色为阳性。

总之，在分子水平上，１００％在１０个 ＣＴ基因中
至少有１个存在。在本研究的髓母细胞瘤中，发现
很多 ＣＴ基因有 ｍＲＮＡ水平的表达，却很少有蛋白
水平的表达。ＣＴ基因作为诊断髓母细胞瘤，仅仅提
供诊断依据，能否作为确定基因，还需进一步研究

论证。
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【摘　要】目的：探讨超声联合紫杉醇微泡对人卵巢癌细胞 Ａ２７８０?ＤＤＰ细胞的增殖和凋亡的影响。方法：将人卵巢癌细胞株
Ａ２７８０?ＤＤＰ随机分为５组：对照组、紫杉醇组、紫杉醇 ＋超声组、紫杉醇微泡组和紫杉醇微泡 ＋超声组。采用噻唑蓝（Ｍｅｔｈｙｌ
ｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ，ＭＴＴ）法检测作用２４、４８ｈ和７２ｈ后卵巢癌细胞的增殖活性，并用Ｈｏｃｈｓｔ３３２５８和ＴＵＮＥＬ染色法检测细胞
凋亡情况。结果：ＭＴＴ法检测显示紫杉醇微泡＋超声组２４、４８ｈ和７２ｈ抑制率分别为（３７．２０±２．０１）％、（５１．６０±２．１０）％和
（５７．４７±２．８５）％，明显高于其他各处理组（Ｐ＜０．０５）；Ｈｏｃｈｓｔ３３２５８和ＴＵＮＥＬ染色均显示紫杉醇微泡 ＋超声组凋亡率最高，
作用２４ｈ后的凋亡率为（４６．１０±４．１５）％，明显高于其余各组（Ｐ＜０．０５）。结论：超声联合紫杉醇微泡能明显抑制人卵巢癌
细胞Ａ２７８０?ＤＤＰ的增殖和诱导其凋亡。
【关键词】紫杉醇微泡；卵巢癌；增殖；凋亡
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　　卵巢癌在女性常见恶性肿瘤中占第５位，其发
病率随着年龄的增长而增加，随着老年社会的到来，

卵巢癌的发病率将大大的增加［１］。目前紫杉醇已作

为卵巢癌的一线化疗药物，在临床上广泛应用，但由

于紫杉醇辅剂引起的过敏反应及药物自身对骨髓的

抑制作用，限制了其大剂量应用。近年随着超声分

子影像技术的发展，将化疗药物包载于微泡，并通过

超声定向击碎，引起药物靶向释放，是一种新型的肿

瘤靶向治疗。刘亚敏等［２］采用流式细胞术检测发现

超声联合紫杉醇微泡可诱导卵巢癌 ＳＫＯＶ３细胞凋
亡。ＷｕＸ等［３］在卵巢癌ＳＫＯＶ３皮下移植瘤模型的
研究中发现，超声联合紫杉醇微泡可明显抑制移植

瘤的生长，并减少肿瘤组织 ＶＥＧＦ和 ｐ５３的表达。
但超声联合紫杉醇微泡对卵巢癌耐顺铂细胞株的作

用目前尚未见文献报道。本实验通过体外培养人卵

巢癌细胞Ａ２７８０?ＤＤＰ，自制紫杉醇微泡，探讨超声联
合紫杉醇微泡对人卵巢癌 Ａ２７８０?ＤＤＰ细胞增殖和
凋亡的影响，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与仪器
紫杉醇试剂（分子量８５３．９２，纯度９９％，成都元成生物公

司），自制紫杉醇微泡［ＤＰＰＣ∶ＤＳＰＥ∶紫杉醇 ＝５∶２∶２，包封率
为８７．７％，粒径为（１４４２．３±６９６．５）ｎｍ］，ＲＰＭＩ１６４０培养液
（Ｈｙｃｌｏｎｅ），噻唑蓝（Ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ，ＭＴＴ），二甲基
亚砜（Ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）和碘化丙啶（Ｐｒｏｐｉｄｉｎｅｉｏ
ｄｉｄｅ，ＰＩ）染料均购自美国 ｓｉｇｍａ公司，ＴＵＮＥＬ凋亡检测试剂
盒（美国Ｒｏｃｈｅ公司），超声基因转染治疗仪（由重庆医科大

学超声影像学研究所自行研制，ＵＧＴ１０２５型，声强可调），自
动酶联检测仪（基因有限公司，ＥＬｘ８００型），流式细胞仪（美
国 ＢＤ公司，ＦＡＣＳＶａｎｔａｇｅＳＥ）和倒置相差显微镜（日本
Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）。
１．２　细胞系与培养

将消化或者复苏的 Ａ２７８０?ＤＤＰ细胞（华中科技大学同
济医学院协和医院王泽华教授馈赠）以４０％～５０％的浓度种
到培养瓶中，培养于含有１０％小牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基
中，在３７℃、５％ＣＯ２及饱和湿度条件的恒温培养箱内常规
传代培养，适时更换培养液，取对数生长期细胞进行实验。

１．３　实验方法
实验分为Ⅰ组对照组、Ⅱ组紫杉醇组、Ⅲ组紫杉醇联合

超声组、Ⅳ组紫杉醇微泡组和Ⅴ组紫杉醇微泡联合超声组。
用ＤＭＳＯ溶解紫杉醇，然后用培养基稀释至 ０．２５μｇ?ｍｌ
（ＤＭＳＯ浓度小于０．５％，对细胞几乎没有影响［４］），根据紫

杉醇微泡包封率得出所需要的紫杉醇微泡量，使各处理组紫

杉醇浓度相同。超声强度为０．５Ｗ?ｃｍ２，连续作用３０ｓ（预实
验得出该超声作用方式对细胞几乎没有影响）。

１．３．１　ＭＴＴ法检查各实验组对 Ａ２７８０?ＤＤＰ细胞增殖的影
响　将细胞制备成细胞悬液，进行不同因素处理，将处理后
细胞种入９６孔板，８０００?孔，每组设置５个复孔，设置阴性对
照组，空白对照组，继续孵育２４、４８ｈ和７２ｈ后，加５ｍｇ?ｍｌ
ＭＴＴ溶液 ２０μｌ，继续孵育 ４ｈ，测试结束前加入 ２００
μｌＤＭＳＯ，在摇床上振荡１０ｍｉｎ，待结晶溶解后置入自动酶
联检测仪，于４９０ｎｍ处测每孔吸光度值，计算抑制率（抑制
率（ＩＲ）（％）＝［空白对照组吸光度（Ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，Ａ）值 －用
药组Ａ值?空白对照组Ａ值］。实验重复３次。
１．３．２　Ｈｏｃｈｓｔ３３２５８染色检测细胞凋亡　将细胞制备成细
胞悬液，调整细胞终浓度为２．５×１０５个?ｍｌ，取直径为３５ｍｍ
的盖玻片将其置于６孔板中，每孔接种２×１０５个处理后细
胞。细胞继续培养２４ｈ，吸尽培养基，加０．５ｍｌ固定液，固定
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２ｈ，去除固定液，用ＰＢＳ清洗３次，每次５ｍｉｎ，将细胞在室温
下用１μｍｏｌ?ＬＨｏｃｈｓｔ３３２５８染液作用１５ｍｉｎ，ＰＢＳ再次清洗
３次，每次５ｍｉｎ，用１２８０×１２８０像素的数字式照相机照相。
在２００倍荧光显微镜下观察细胞形态学改变，细胞核染色深
或细胞核形态发生改变的细胞，即为凋亡细胞。

１．３．３　ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡率　取对数生长期细胞，传
代于置有盖玻片的培养皿中，常规培养２４ｈ，换为无血清培
养液，进行不同因素处理，继续培养２４ｈ后，用４％多聚甲醛
固定２０ｍｉｎ，严格按试剂盒说明书步骤进行操作。以不加
ＴｄＴ酶作为阴性对照，细胞核染成棕黄色的为凋亡阳性细
胞。在４００倍显微镜下计数细胞数，每张片随机选择５个视
野。光镜下观察细胞凋亡情况。光镜下计算凋亡率，计算方

法：取５个高倍镜视野，分别计数总细胞数和凋亡细胞数，凋
亡率＝凋亡细胞数?总细胞数×１００％。
１．４　统计学处理

实验数据用均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采用 ＳＰＳＳ１３．０
版统计软件包，方差分析 ＳＮＫｑ检验进行分析，Ｐ＜０．０５为
差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　细胞抑制率
紫杉醇对Ａ２７８０?ＤＤＰ细胞的抑制率随着时间的延长逐

渐增加，而紫杉醇微泡联合超声组抑制率最大，２４、４８ｈ和７２
ｈ分别为（３７．２０±２．０１）％、（５１．６０±２．１０）％和（５７．４７±
２８５）％，与其余各组相同时间点比较，Ｐ均小于０．０５。

表１　ＭＴＴ法检测各种处理因素对Ａ２７８０?ＤＤＰ细胞

生长抑制率及其比较分析

Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｎｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓｏｆ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＡ２７８０?ＤＤＰ

ｃｅｌｌｌｉｎｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＭＴＴａｓｓａｙ

实验分组 ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

紫杉醇 １６．２３±１．６５＃ １８．０３±０．１５＃ ２８．５０±１．４０＃

紫杉醇联合超声 ２１．８３±０．８１＃ ２６．５７±１．４６＃ ２９．９０±１．２５＃

紫杉醇微泡 １０．４０±１．８３＃ １２．４３±１．２７＃ １６．８７±１．５６＃

紫杉醇微泡联合超声 ３７．２０±２．０１ ５１．６０±２．１０ ５７．４７±２．８５

注：＃，与紫杉醇微泡联合超声作用相同时间段相比，Ｐ＜０．０５

２．２　Ｈｏｃｈｓｔ３３２５８染色
不同因素作用２４ｈ后，进行 Ｈｏｃｈｓｔ３３２５８染色，从图１

可以看出，对照组细胞核呈均匀染色；紫杉醇微泡组少许细

胞染色加深，呈折缝样；紫杉醇组和紫杉醇联合超声组可见

部分染色质浓缩状态，大部分细胞染色加深；紫杉醇微泡联

合超声和靶向紫杉醇微泡联合超声组可见细胞核碎片。

２．３　ＴＵＮＥＬ法检测细胞中晚期凋亡率
光镜下细胞核呈棕黄色染色为凋亡细胞，并呈现出典型

的凋亡细胞形态学改变，卵巢癌 Ａ２７８０?ＤＤＰ细胞变小、变
圆、核固缩，而正常细胞的胞核蓝染（如图２）。各组细胞凋
亡率如表２所示，紫杉醇微泡联合超声组凋亡率为（４６．１０±
４．１５）％，明显高于其余各组（Ｐ＜０．０５）。

注：“→”表示细胞核发生改变的细胞（Ａ．对照组；Ｂ．紫杉醇组；
Ｃ．紫杉醇＋超声组；Ｄ．紫杉醇微泡组；Ｅ．紫杉醇微泡＋超声组）
图１　不同因素处理２４ｈ后Ｈｏｃｈｓｔ３３２５８染色（２００×）

Ｆｉｇ．１　Ｈｏｃｈｓｔ３３２５８ｓｔａｉｎｉｎｇａｔ２４ｈａｆｔｅｒ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ（２００×）

Ａ．对照组；Ｂ．紫杉醇组；Ｃ．紫杉醇＋超声组；
Ｄ．紫杉醇微泡组；Ｅ．紫杉醇微泡＋超声组

图２　ＴＵＮＥＬ染色检测卵巢癌细胞凋亡率（４００×）
Ｆｉｇ．２　Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｄｅｔｅｃｔｅｄ

ｂｙＴＵＮＥＬｓｔａｉｎｉｎｇ（４００×）

表２　ＴＵＮＥＬ法检测卵巢癌细胞凋亡率及其比较分析
Ｔａｂ．２　Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｎｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆｏｖａｒｉａｎ

ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＴＵＮＥＬｓｔａｉｎｉｎｇ

实验分组 凋亡率（珋ｘ±ｓ）％
对照组 ３．４０±１．１９＃

紫杉醇 １７．４６±２．３６＃

紫杉醇联合超声 ２４．１０±２．４６＃

紫杉醇微泡 ５．５８±１．５６＃

紫杉醇微泡联合超声 ４６．１０±４．１５

注：＃，与紫杉醇微泡联合超声组凋亡率相比，Ｐ＜０．０５

３　讨　论

卵巢癌起病隐匿，早期诊断困难，约７５％的患
者诊断时已处于晚期。对晚期卵巢癌治疗极为棘

手，肿瘤减灭术后以铂类联合紫杉醇的多疗程化疗

是卵巢癌的推荐治疗方案。遗憾的是该方案不是对

所有卵巢癌患者都是可行的，据研究报道超过 １?３
的卵巢癌新发病例由于药物的毒性、患者的年龄、一

般状况以及合并症等不能接受以铂类与紫杉醇为基

础的联合化疗方案［５］。此外，由于肿瘤细胞的异质
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性，有２０％～３０％的卵巢癌患者对铂类与紫杉醇联
合治疗不敏感，即使对上述化疗方案敏感的患者，约

７５％的卵巢癌患者平均在治疗后１８～２８个月内复
发［６］。如何进一步提高化疗药物紫杉醇的疗效，减

少副作用及耐药的产生是有待解决的问题。紫杉醇

新剂型如紫杉醇脂质体［７］、紫杉醇聚合胶束［８］、紫杉

醇纳米胶囊和纳米微粒［９］在一定程度上提高紫杉醇

疗效，并减少副反应，但作用有限。近年随着超声生

物学效应的研究深入，利用超声对生物组织的空化

效应增加化疗药物对肿瘤细胞的杀伤，并逆转肿瘤

耐药药物，其机理主要是超声增加细胞膜的通透性，

促进肿瘤细胞对药物的摄取［１０］。Ａ２７８０?ＤＤＰ是利
用顺铂体外诱导 Ａ２７８０细胞形成的耐顺铂细胞株，
ＴｓｕｎｅｔｏｈＳ等［１１］证明拓扑替康可诱导耐顺铂的

Ａ２７８０细胞发生凋亡，但Ａ２７８０?ＤＤＰ对紫杉醇的敏感
性目前尚未见文献报道。本研究发现单纯紫杉醇可

抑制 Ａ２７８０?ＤＤＰ细胞生长，诱导细胞凋亡，其作用
２４、４８ｈ和７２ｈ后的细胞抑制率为（１６．２３±１６５）％、
（１８．０３±０．１５）％和（２８．５０±１．４０）％，凋亡率为
（１７．４６±２．３６）％，与对照组比较，差异有统计学意
义，提示单纯紫杉醇虽对耐顺铂细胞株有一定作用，

但作用有限，需联合其他手段以增加疗效。

紫杉醇是一种脂溶性药物，易于包载于脂质中，

本研究采用乳化法合成包载紫杉醇的微泡，其粒径

较均匀，平均粒径为（１４４２．３±６９６．５）ｎｍ，药物包
封率达 ８７．７％，且研究发现紫杉醇微泡对 Ａ２７８０?
ＤＤＰ细胞没有明显的抑制作用，表明微泡稳定性好，
药物渗漏率低。当紫杉醇微泡联合超声作用后，抑

制率明显增加，作用２４、４８ｈ和７２ｈ后抑制率分别
为（３７．２０±２．０１）％、（５１．６０±２．１０）％和（５７．４７±
２８５）％，与其他各组相同时间点进行比较，Ｐ值均
小于０．０５。这与刘亚敏等［２］的研究结果有差异，可

能是由于我们所选用的紫杉醇原料、卵巢癌细胞株

和紫杉醇药物浓度不同有关。

细胞凋亡是死亡信号诱发的细胞程序性死亡过

程，是细胞生理性死亡的普遍形式，即凋亡过程中核

片段化，细胞核皱缩，最终形成许多细胞凋亡小体，

被其他细胞吞噬的过程。Ｈｏｃｈｓｔ３３２５８染料能与细
胞的ＤＮＡ结合，从而呈现出蓝色的荧光，凋亡细胞
由于细胞核呈致密状或呈碎块状而呈现出高亮度的

蓝色荧光，而正常细胞染色质均匀，则呈现出均匀且

较弱的蓝色荧光，因此可以通过细胞核染色情况来

反映细胞的凋亡情况。从本实验结果可以看出，超

声联合紫杉醇微泡组细胞大多数为圆形，蓝色荧光

最强，并且出现了核碎片，间接表明该组大多数细胞

发生了凋亡；在本实验研究中，通过 ＴＵＮＥＬ凋亡检
测法发现，对卵巢癌 Ａ２７８０?ＤＤＰ进行不同因素处理

后，细胞均发生了不同程度的凋亡，紫杉醇微泡联合

超声组凋亡最明显，作用２４ｈ后凋亡率为（４６．１０±
４．１５）％，明显高于其余各组。

上述研究结果表明，超声联合紫杉醇脂质微泡

可抑制耐顺铂的卵巢癌细胞株增殖，并诱导其凋亡，

由于实验所选用的超声参数对细胞的生长几乎没有

影响，所以可以推测上述增殖抑制及凋亡诱导作用

主要与微泡增加了超声空化效应阈值，导致细胞膜

的通透性增加，有利于紫杉醇进入肿瘤细胞内部发

挥作用有关。下一步的研究可针对卵巢癌细胞特异

性受体设计具有体内寻靶功能的载药纳米级微泡，

使其易于通过血管屏障，以达到卵巢癌靶向诊断及

治疗的目的。
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