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Cajanol 通过抑制 P-gp 的表达来逆转卵巢癌细胞的紫杉醇耐药性
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【摘要】    目的  观察 Cajanol 对紫杉醇耐药的卵巢癌细胞株活性的影响，探讨 Cajanol 抑制卵巢癌耐

药细胞株细胞增殖的可能机制。方法  研究采用人卵巢癌细胞系 A2780 及紫杉醇耐药的人卵巢癌细胞系

A2780/Taxol；采用荧光定量 PCR、酶联免疫吸附试验（ELISA）、蛋白免疫印迹等方法研究了 Cajanol 逆转紫

杉醇耐药的作用及机制。结果  MTT 法显示 Cajanol 抑制 A2780/Taxol 卵巢癌耐药株的细胞增殖，且呈浓度

依赖性；ELISA 法结果提示 Cajanol 可抑制 ABCB1 及通透性糖蛋白（P-gp）的转录与翻译；蛋白免疫印迹法

提示 Cajanol 可抑制 PI3K/AKT/NF-Κb/P-pg 信号通路。结论  Cajanol 可有效抑制卵巢癌耐药细胞株的增殖，

其作用机制可能与通过 PI3K/Akt/NF-κB 通路来下调 P-gp 的表达有关。
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Cajanol reverses paclitaxel resistance in ovarian cancer cells by inhibiting the expression of 
P-gp
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Abstract：Objective：To observe the effect of Cajanol on the activity of paclitaxel resistant ovarian cancer cell lines and 
explore the possible mechanism of Cajanol inhibiting the proliferation of ovarian cancer resistant cell lines. Method：The study 
used human ovarian cancer cell line A2780 and paclitaxel resistant human ovarian cancer cell line A2780/Taxol; The effect and 
mechanism of Cajanol on reversing paclitaxel resistance were studied using methods such as fluorescence quantitative PCR, enzyme-
linked immunosorbent assay（ELISA）, and Western blotting. Result：MTT assay showed that Cajanol inhibited cell proliferation of 
A2780/Taxol resistant ovarian cancer cells in a concentration dependent manner; The ELISA results suggest that Cajanol can inhibit 
the transcription and translation of ABCB1 and permeability glycoprotein（P-gp）; Protein immunoblotting suggests that Cajanol can 
inhibit PI3K/AKT/NF- Κ B/P-pg signaling pathway. Conclusion：Cajanol can effectively inhibit the proliferation of ovarian cancer 
drug-resistant cell lines, and its mechanism of action may be related to PI3K/Akt/NF- κ B pathway is involved in downregulating the 
expression of P-gp.
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卵巢癌是最常见的妇科恶性肿瘤之一，其相关死
亡率在全球妇科恶性肿瘤中排名第五［1］。化疗是卵巢
癌治疗的首选，但肿瘤细胞容易产生耐药性［2］。研究
表明，紫杉醇耐药涉及多种机制，其中包括多重耐
药（MDR）蛋白的增加［3］ABC 转运蛋白如 MDR1/
P-gp 的过度表达被认为是耐药性的经典机制。P-gp
由 ABCB1基因编码，P-gp 启动子序列含有一个 κB
位点，可被核因子 κB（NF-κB）识别和激活［4］有
报道称 PI3K/Akt 信号转导通路参与了 NF-κB 介导的 
MDR［5］。也有报道称抑制 EGFR/ERK/Akt/NF-κB 通
路可通过下调 P-gp 逆转耐药性［6］。这表明使用合适
的抑制剂来抑制 NF-κB 介导的 P-gp 过表达是逆转 

MDR 的可行方法。
植物的天然产物是抗肿瘤药物的有效来源，其

中一些已被证明可以调节 MDR［7］。许多类型的天
然产物，如类黄酮、生物碱和萜烯，已被证明可
抑制 P-gp［8］。Cajanol 是一种异黄烷酮化合物，具
有多种药理作用，包括抗菌、抗真菌、抗疟疾和抗
肿瘤活性［9］。在这项研究中，我们使用细胞增殖、
荧光定量 PCR、酶联免疫吸附试验等首次证明了
Cajanol 对 P-gp 的抑制作用。我们研究了 Cajanol
对 P-gp 表达和功能的影响，我们还研究了 Cajanol
通过 PI3K/Akt/NF-κB 信号通路介导 P-gp 蛋白的
调节作用。目的是进一步开发用于逆转卵巢癌耐药
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性的 Cajanol，并为 Cajanol 的潜在临床应用提供

证据。

1    材料与方法

1. 1      细胞培养 人卵巢癌细胞株A2780和紫杉

醇耐药卵巢癌细胞株A2780/Taxol购自上海中乔新舟

生物科技有限公司。细胞培养在RPMI-1640培养基

中，培养基中添加10%胎牛血清和1%青霉素和链霉

素。培养条件为温度37℃，5%CO2。A2780/Taxol细
胞在含800 ng/mL紫杉醇的培养基中培养，实验前2

周切换至非药物培养基。

1. 2      MMT法检测细胞活力 消化细胞后以每孔

5000个细胞接种到96孔板，每孔200μL。细胞贴壁

后填加不同处理条件，每孔加MTT配置溶液20μL。
继续孵育4h，终止培养，弃上清液。每孔加150μL 
DMSO，振荡10min。选择570nm波长，在酶标仪上

测定各孔吸光度，以时间为横坐标，吸光值为纵坐

标绘制细胞生长曲线。

1. 3      ELISA法检测蛋白含量 空白孔加标准品

和标本稀释液，其余相应孔中加标本或不同浓度标

准品（100μL/孔），用封板胶纸封住反应孔，37℃

孵箱孵育90min。洗板后空白孔加生物素化抗体稀释

液，其余孔加入生物素化抗体工作液（100μL/孔）。

封板胶纸封闭反应孔，37℃下孵育60min。再次洗

板后空白孔加酶结合物稀释液，其余孔加入工作

液（100μL/孔）。37℃避光孵育30min。充分洗板

后加入显色底物（TMB）100μL/孔，避光37℃孵

育15min。加入终止液100μL/孔，混匀后即刻测量

OD450值。

1. 4      蛋白免疫印迹 15μg蛋白样品加入SDS-
PAGE 胶孔中，80V下电泳至蛋白样品跑出浓缩胶

后，调整为120V，直至样品跑到终点。使用 95%的

酒精激活PVDF膜，以300mA转膜90min。转膜后置

于5%脱脂奶粉封闭液中，封闭2h。根据说明书要求

稀释一抗，一抗4℃孵育过夜。充分洗涤条带，室

温孵育二抗2h。将ECL发光液均匀的涂在条带上显

色，曝光机曝光。

1. 5      实时荧光定量 PCR 用RNA提取试剂盒

（Takara）提取总RNA，用逆转录试剂盒（Takara）
进行逆转录。采用Primer Premier 5.0设计实时定量

PCR引物。SYBR®Premix Ex Taq™II试剂盒（Takara）
用于实时定量检测。

1. 6      乳鼠成瘤实验 A2780/Taxol细胞在含10%
胎牛血清的RPMI-1640培养基中培养。取对数生长

期细胞制备1×105/mL的悬液。将细胞悬液接种在裸

鼠右侧腋下靠近背部的皮下，药物于肿瘤植入成功

后第1、8和15天通过尾静脉注射，每3d观察小鼠体

重、身体状况及移植瘤生长情况，连续24d。
1. 7      统计分析 本研究实验数据采用软件SPSS 
22.0以及GraphPad Prism5.0进行统计分析，采用均

值±标准误（Mean±SEM）来描述连续性变量。

当连续性变量为正态分布时，使用t检验评价两组

间的差异。正态分布的3组及3组以上的变量之间

的比较采用单因素方差分析（ANOVA），并使用

Bonferroni 法进行组间比较。P<0.05（双侧）存在统

计学意义。

2    结    果

2. 1      Cajanol 对A2780/Taxol紫杉醇耐药株细胞

增殖的影响 用不同浓度的紫杉醇分别处理A2780

及A2780/Taxol细胞72h，采用MTT法计算两组的

I C50值，结果提示低浓度的紫杉醇可明显抑制

A2780细胞的增殖，其对应的IC50值相对较低，为

（1.42±0.14）µM，而A2780/Taxol紫杉醇耐药株的

IC50值为（43.72±0.94）µM，显示了明显的耐药

性。将Cajanol与紫杉醇及2、4、8或16 μM Cajanol
联合处理，其对应的IC50 值为（1.30±0.10）μM、

（ 1 . 2 7± 0 . 1 1）μM、（ 1 . 2 8± 0 . 0 9）μM、

（1.24±0.11）μM，各组之间无明显差异。而将

A2780/Taxol 细胞与紫杉醇及 2、4、8或16μM Cajanol
联合处理，得到的IC50 值分别为（30.53±0.87）μM、

（19 .67±1 .08）μM、（8 .54±0 .72）μM和

（8.21±0.84）μM，提示Cajanol可有效改善A2780/Taxol
细胞对紫衫醇的耐药性，且在浓度达到8 μM前呈浓

度依赖性（见表1及图1）。

表 1  MTT 法检测 Cajanol 对 A2780/Taxol 紫杉醇耐药株细胞增殖的影响

药物及浓度
IC50（μm）

A2780 A2780/Taxol

Paclitaxel 1.42±0.14 43.72±0.94

Paclitaxel+2μM Cajanol 1.30±0.10 30.53±0.87

Paclitaxel+4μM Cajanol 1.27±0.11 19.67±1.08

Paclitaxel+8μM Cajanol 1.28±0.09 8.54±0.72

Paclitaxel+16μM Cajanol 1.24±0.11 8.21±0.84

Cajanol 30.95±1.02 31.42±0.93
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图1  MTT法检测Cajanol对A2780/Taxol紫杉醇耐药

株细胞增殖的影响 

2. 2      Cajanol 通过抑制 P-gp的表达恢复A2780/
Taxol紫杉醇耐药株对紫杉醇的敏感性 为了研究

Cajanol改善A2780/Taxol细胞对紫杉醇敏感性的机

制，将A2780/Taxol细胞在不同浓度（2、4或8 μM）

的Cajanol处理后，测定耐药相关基因的表达（图

2A）。结果显示，随着Cajanol浓度的升高，ABCB1 
基因的表达呈浓度依赖性的方式显着下调，而

Tubα1a，Tubβ3，MMP-9和VEGF的表达水平无明

显改变。进一步采用Elisa法测定A2780/Taxol细胞中

P-gp、VEGF、MMP-9、α-Tubulin和βIII-Tubulin的
蛋白表达，结果与PCR结果一致（图2B）。VEGF、
MMP-9、α-Tubulin和βIII-Tubulin的表达水平没

有明显变化，而P-gp的表达水平明显降低。表明

Cajanol 可通过抑制P-gp的表达来逆转耐药株对紫杉

醇敏感性（见图2）。

图2  Cajanol可抑制ABCB1 及P-gp的表达

2. 3      Cajanol通过调节PI3K/AKT/NF-Κb/P-pg信
号通路逆转A2780/Taxol紫杉醇耐药株对紫杉醇的敏

感性 上述结果表明Caja  nol可以抑制A2780/Taxol细
胞中ABCB1和P-gp的表达。由于 Akt 和 NF-κB 信
号转导与 P-gp 的表达高度相关，因此推测Cajanol可
能通过PI3K/AKT/NF-Κb信号通路调节 P-gp。通过

蛋白免疫印迹检测A2780/Taxol细胞中PI3K、Akt、
p-Akt、NF-κB/p65及p-NF-κB/p65各自的表达。

结果显示Cajanol 显著降低了 PI3K、p-Akt、p-NF-
κB/p65的表达。进一步使用PI3K抑制剂 LY294002 
处理 A2780/Taxol细胞并检测PI3K/AKT/NF-Κb信号

通路，结果提示LY294002处理对 PI3K/AKT/NF-Κb
信号通路的影响与8 μM Cajanol的结果类似。这些

结果表明，Cajanol可以抑制A2780/Taxol细胞中的

PI3K/AKT/NF-Κb信号通路最终抑制P-gp的转录和

翻译（见图3）。

图3  Cajanol可抑制PI3K/AKT/NF-Kb/P-pg信号通路
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2. 4      C ajanol联合紫杉醇在体内实验中抑制

紫杉醇耐药肿瘤的增殖  使用A2780/Taxol细胞

建立了BA BL / c裸鼠肿瘤模型，并根据不同处理

方式分为以下四组：对照、C aj anol、紫杉醇和

Cajanol+紫杉醇，每组由4只裸鼠组成。治疗24d

后，Cajanol+紫杉醇联合组小鼠的肿瘤体积明显

小于其他三组；Cajanol +紫杉醇组的最终肿瘤体

积为（136.4±25.4）mm3，而紫杉醇、Cajanol 和

对照组的肿瘤体积分别为（618±144）m m 3、

（760±116）mm3和（836±128）mm3（图4A）。

并且治疗后，只有Cajanol + 紫杉醇组的小鼠体重

可以维持在25 g左右，而其他三组小鼠体重不足20 

g（图4B）。这些结果表明Cajanol联合紫杉醇可

明显抑制紫杉醇耐药肿瘤的增殖。

图4  Cajanol联合紫杉醇在体内实验中抑制肿瘤细胞生长及维持小鼠体重

3    讨    论

卵巢癌是病死率高的妇科恶性肿瘤，对于晚期

卵巢癌患者，以紫杉醇为基础的化疗是目前的主要

治疗方法［10］。然而，临床治疗过程中往往会出现紫

杉醇耐药现象，从而导致治疗失败和肿瘤复发。因

此，目前寻找和开发能够逆转这种耐药性的新治疗

药物迫在眉睫。

研究发现 90% 以上的癌症相关死亡是由于

MDR，而 MDR 的主要原因是肿瘤中 ABC 转运蛋白

的过度表达［11］。其中，多药耐药基因 ABCB1 被认

为是导致紫杉醇耐药的最重要机制之一。ABCB1

过表达导致膜 P-gp 过表达，从而导致胞内紫杉

醇浓度降低，从而降低紫杉醇对肿瘤细胞的抑制

作用［12］。微管结构的变化是紫杉醇耐药的另一个

原因。α- 微管蛋白（α-tubulin）和 βIII- 微管蛋

白（βIII-tubulin）的表达增加会破坏微管的内部稳

定性并降低紫杉醇的功效［13］。此外，基质金属蛋白

酶（MMP-9）通过增加血管内皮生长因子（VEGF）

及其受体（VEGFR）的表达来促进肿瘤血管生成。

VEGF 的异常表达可能与紫杉醇耐药有关。肿瘤组

织通过上调 P-gp 释放 VEGF［14］。在这项工作中，我

们发现，Cajanol 可以抑制 ABCB1 基因和 P-gp 蛋白

的表达，但对 VEGF、MMP-9、α-tubulin 或 βIII-

tubulin 的表达没有影响。

研 究 表 明，PI3K/Akt 信 号 通 路 与 MDR 密 切

相关，PI3K/Akt 通路激活 NF-κB 通路，可能导致

MDR1 转录增加。当 PI3K/Akt 通路被激活时，Akt 

蛋白被磷酸化，导致下游 IκB-α 的磷酸化及其

与 NF-κB 的解离。NF-κB 核转位并与其识别位点

结合后，激活 MDR1 基因的启动子，诱导其基因

表达。阻断 PI3K/Akt 通路可导致 MDR1/P-gp 蛋白

表达下调，从而逆转 MDR［15］。本研究结果表明，

Cajanol 可以抑制 PI3K 的表达和 Akt 的磷酸化，从

而抑制 IκB 的磷酸化。因此，Cajanol 可以通过

PI3K/Akt/NF-κB 通路抑制 P-gp 的表达。

迄今为止，开发可应用于临床的 P-pg 抑制剂一

直是研究的热点和难点。维拉帕米、硝苯地平、奎

尼丁和环孢素 A 是已开发为第一代抑制剂的 P-gp 底

物，但具有不可接受的副作用。第二代抑制剂，包括

右旋帕米和 PSC833，在第一代药物的基础上进行了

改良，以降低毒性。这些抑制剂是细胞色素 P450的

底物，它们会干扰化疗药物的药代动力学［16］。目前

还没有合成抑制剂被批准用于临床，这促使研究人

员从天然产物中探索新的抑制剂。已有报道阿魏酸

可通过 NF-κB 下调 P-gp 的表达［17］。在本研究中，

8μM 的 Cajanol 显着恢复了 A2780/Taxol 细胞对紫

杉醇的敏感性，而 2mM/kg 的 Cajanol 和 0.5mM/kg

的紫杉醇显着抑制了小鼠转移瘤的生长。本研究结

果将为开发有效的卵巢癌 MDR 抑制剂提供新思路。
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综上，本研究提示 Cajanol 通过抑制 PI3K/Akt/
NF-κB 信号通路，从而减少 P-gp 蛋白的转录和翻
译，最终降低紫杉醇外排诱导的 MDR。本报告可能
有助于进一步探索 Cajanol 在卵巢癌治疗中的临床
应用。
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