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　　【摘要】　目的　通过上皮性卵巢癌组织细胞原代培养，检测ＤＮＡ损伤应答过程中相关蛋白细胞定位的动态

变化。方法　选取临床新鲜卵巢上皮性肿瘤标本２８例（交界性浆液囊腺瘤６例，高分化浆液腺癌５例，中分化浆

液腺癌６例，低分化浆液腺癌１１例），组织块经胶原酶Ａ消化后培养，比较不同培养基（ＭＣＤＢ／Ｍ１９９培养基、原代

细胞专用培养基、ＤＭＥＭ培养基）对原代肿瘤细胞正常形态维持、增殖潜力及纤维化的影响。离子射线（Ｘ光）、喜

树碱（ＣＰＴ）处理诱导细胞ＤＮＡ损伤，间接免疫荧光法检测ＡＴＭ蛋白激酶依赖性信号转导通路中ＤＮＡ损伤（双

链断裂）应答相关蛋白〔ｐ５３结合蛋白１（５３ＢＰ１），磷酸化组蛋白 Ｈ２ＡＸ（γＨ２ＡＸ）〕的应答特征。结果　ＭＣＤＢ／

Ｍ１９９培养基有利于卵巢上皮性肿瘤细胞维持正常形态并减缓纤维化。未经处理前各级别卵巢肿瘤原代细胞中均

存在不同程度的内源性损伤（５３ＢＰ１、γＨ２ＡＸ灶点），且随着肿瘤细胞恶性程度的增加，５３ＢＰ１、γＨ２ＡＸ灶点逐渐

增多（犘＜０．０５）。Ｘ光、ＣＰＴ可以在卵巢癌原代细胞中诱导大量ＤＮＡ损伤，提示原代培养的细胞有经典的ＤＮＡ

损伤应答反应。结论　成功建立了卵巢上皮性肿瘤直接分离培养方法，在卵巢上皮性肿瘤发展过程中，ＡＴＭ转导

通路检验点信号可被内源性损伤激活，ＣＰＴ、Ｘ线处理会造成上皮性卵巢癌原代细胞中ＡＴＭ通路的进一步激活来

抑制肿瘤增殖，阻止肿瘤进展。

【关键词】　卵巢肿瘤　原代细胞培养　ＤＮＡ损伤
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ｂｅｆｏｒｅｐｒｉｍａｒｙｃｕｌｔｕｒｅ．Ｗｅｃｏｍｐａｒｅｄｔｈｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｃｅｌｌｓｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｄｉｕｍｓ（ＭＣＤＢ／Ｍ１９９

ｍｅｄｉｕｍ，ｐｒｉｍａｒｙｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ，ａｎｄＤＭＥＭ ｍｅｄｉｕｍ）ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄｗｉｔｈｍｕｌｔｉｐｌｅｇｒｏｗｔｈｐｒｏｍｏｔｉｎｇｆａｃｔｏｒｓ．

Ｔｈｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｃｅｌｌｓｗｅｒｅｅｘａｍｉｎｅｄｉｎｔｅｒｍｓｏｆｔｈｅｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅｏｆｎｏｒｍａｌｃｅｌｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ，ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

ｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ａｎｄｃｅｌｌｆｉｂｒｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎｓ（５３ＢＰ１ａｎｄγＨ２ＡＸ）ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｔｏＤＮＡｄａｍａｇｅ〔ｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅＡＴＭｃｈｅｃｋｐｏｉｎｔ

ｐａｔｈｗａｙｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｉｎｄｉｒｅｃｔｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｓｔａｉｎｉｎｇａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｃａｍｐｔｏｔｈｅｃｉｎ（ＣＰＴ）ａｎｄＸｒａｙ〕．

犚犲狊狌犾狋狊　ＮｏｒｍａｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｗａｓｍａｉｎｔａｉｎｅｄｒｅｌａｔｉｖｅｌｙｗｅｌｌｉｎｔｈｅｃｅｌｌｓｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎＭＣＤＢ／Ｍ１９９ｍｅｄｉｕｍａｎｄｉｔｓｃｅｌｌ

ｆｉｂｒｏｓｉｓｗａｓｓｌｏｗｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｅｌｌｓｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｏｔｈｅｒｍｅｄｉａ．Ｇｒａｄｕａｌｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓｄａｍａｇｅｗａｓ

ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｂｙｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ５３ＢＰ１ａｎｄγＨ２ＡＸｆｏｃｉ（犘＜０．０５）ｉｎａｌｌｏｆｔｈｅｏｖａｒｉａｎｐｒｉｍａｒｙｃｅｌｌｓ．Ａｆｔｅｒ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈＣＰＴａｎｄｉｏｎｉｚｉｎｇｒａｄｉａｔｉｏｎ，ｉｎｃｒｅａｓｅｄｌｅｖｅｌｓｏｆＤＮＡｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｂｒｅａｋｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｄｉｃａｔｉｎｇａ

ｃｌａｓｓｉｃＤＮＡｄａｍａｇｅｒｅｓｐｏｎｓｅ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　Ｗｅｈａｖｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄａｐｒｏｔｏｃｏｌｆｏｒｔｈｅｐｒｉｍａｒｙｃｕｌｔｕｒｅｏｆ

 四川省科技厅应用基础项目（Ｎｏ．２０１２ＪＹ００１１）、四川省杰出青年学术技术带头人资助计划（Ｎｏ．２０１２ＪＱ０００５）和成都市科

技局计划项目（Ｎｏ．１１ＰＰＹＢ０７２ＳＦ）资助
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ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ，ｗｈｉｃｈｐｒｏｖｉｄｅｓａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｐｌａｔｆｏｒｍｆｏｒｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｉｎｇＤＮＡｄａｍａｇｅｒｅｓｐｏｎｓｅｓｏｆ

ｔｈｅｃｅｌｌｓ．Ｗｉｔｈｔｈｅｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｏｆｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｓ，ｔｈｅ ＡＴＭ ｃｈｅｃｋｐｏｉｎｔｐａｔｈｗａｙｉｓａｃｔｉｖａｔｅｄｂｙ

ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓＤＮＡｌｅｓｉｏｎｓ．ＴｈｉｓｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｃａｎｂｅｆｕｒｔｈｅｒａｃｔｉｖａｔｅｄｂｙＣＰＴｏｒＸｒａｙｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ，ｈａｍｐｅｒｉｎｇ

ｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓａｎｄｆｕｒｔｈｅｒｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃａｎｃｅｒｓ．

【犓犲狔狑狅狉犱狊】　　Ｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒ　　Ｐｒｉｍａｒｙｃｕｌｔｕｒｅ　　ＤＮＡｄａｍａｇｅ

　　全世界范围，每年约有２２万名妇女被诊断出患

有卵巢癌，约１４万人因该病而死亡
［１］

。上皮性卵巢

癌（ＥＯＣ）作为妇科恶性肿瘤中死亡率最高的疾病

之一，越来越受到广泛关注。卵巢癌因其早期无明

显症状，诊断时多属晚期
［２］

，手术治疗及术前、术后

放化疗为主要治疗手段。然而，目前为止，关于卵巢

癌的研究大多数是基于卵巢癌细胞株（如ＳＫＯＶ３、

ＯＶＣＡＲ８／ＴＲ等）建立的
［３，４］

，直接针对卵巢癌原

代细胞的研究相对较少，但细胞株各项特征均与患

者体内卵巢癌细胞存在明显差异
［５］

。因此进行上皮

性卵巢癌细胞原代培养，并研究原代细胞对放化疗

作用的反应更有意义。

基因组的不稳定性与肿瘤的发生、发展关系密

切
［６］

。ＤＮＡ损伤应答机制在基因组稳定性的维持

中起重要作用
［７，８］

。放化疗药物治疗肿瘤的机制主

要是通过造成严重的、无法修复的ＤＮＡ损伤，通过

细胞周期检验点机制诱导细胞凋亡，杀灭肿瘤细胞。

然而，上皮性卵巢肿瘤治疗过程中易产生耐药，影响

治疗 效 果，５ 年 生 存 率 难 以 提 高
［９，１０］

。喜 树 碱

（ＣＰＴ）类药物可通过抑制拓扑异构酶Ｉ发挥抗肿瘤

作用
［１１］

，尤其对铂类化疗药物耐药的卵巢癌患者有

较好疗效
［１２，１３］

。目前关于上皮性卵巢肿瘤ＤＮＡ损

伤应答反应的具体机制仍不甚明确，特别是对卵巢

癌原代细胞的研究十分有限，深入研究卵巢癌的

ＤＮＡ损伤应答及细胞周期检验点机制，对于了解卵

巢癌的发生、发展及治疗有重要意义。本研究收集

了２８例上皮性卵巢肿瘤标本，进行原代培养，检测

其内源性ＤＮＡ损伤，并研究ＣＰＴ、离子射线（Ｘ线）

处理后的ＤＮＡ损伤应答反应，为卵巢肿瘤的临床

放化疗提供研究基础。

１　材料与方法

１１　材料

１１１　 主 要 试 剂 及 仪 器 　 ＭＣＤＢ１０５ 培 养 基

（Ｓｉｇｍａ），Ｍ１９９培养基（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），ＤＭＥＭ 培养

基（Ｈｙｃｌｏｎｅ），原代细胞专用培养基（ＰｒｉＣｅｌｌｓ），胎牛

血清ＦＢＳ（Ｇｉｂｃｏ公司），青霉素（１００Ｕ／Ｌ）／链霉素

（１００ｍｇ／Ｌ）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），霍乱毒素（Ｓｉｇｍａ，Ｃ８０５２

２ＭＧ），白血病抑制因子（ＬＩＦ，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ），氢化可的

松（Ｓｉｇｍａ）、胰岛素（国产）、肝素（国产）、０．２５％胰

蛋白酶（Ｅ＋Ｔ，Ｓｉｇｍａ），胶原酶 Ａ（Ｓｉｇｍａ），５溴脱

氧尿嘧啶核苷 Ｂｒｄｕ（Ｓｉｇｍａ），４０ｇ／Ｌ 多聚甲醛

（Ｓｉｇｍａ），ＴｒｉｔｏｎＸ１００（Ｋｅｙｇｅｎ），ｐ５３结合蛋白１

（５３ＢＰ１，Ｂｅｔｈｙｌ，Ａ３００２７２Ａ），磷酸化组蛋白 Ｈ２ＡＸ

（γＨ２ＡＸ，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，＃０５６３６），羊抗鼠Ｂｒｄｕ抗体

（Ｒｏｃｈｅ），细胞角蛋白７（ＣＫ７，国产），磷酸盐缓冲液

缓冲液（ＰＢＳ，海门），荧光素标记羊抗兔二抗ＣＹ３

（Ｓｉｇｍａ），荧光素标记羊抗鼠二抗ＦＩＴＣ（Ｓｉｇｍａ），

ＣＰＴ（Ｓｉｇｍａ），４，６联脒２苯基吲哚 ＤＡＰＩ（Ｖｅｃｔｏｒ

ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）。科研Ｘ光机（ＤＷＸ１００，北京万东软

件技术有限公司）。

１１２　标本来源　取自２０１２年１１月至２０１３年７

月四川大学华西妇产儿童医院妇产科手术切除新鲜

标本。术后肿瘤组织病理检查证实均为上皮性卵巢

肿瘤，其中交界性囊腺瘤６例，高分化浆液性腺癌５

例，中分化浆液性腺癌６例，低分化浆液性腺癌１１

例。患者年龄２２～６５岁，平均４１．７岁。所有纳入

患者术前均未进行过放化疗等治疗。本次试验过程

符合本院伦理委员会标准。

１２　方法

１２１　原代细胞培养　将新鲜获取的上皮性卵巢

肿瘤组织在细胞间超净工作台用无菌ＰＢＳ液清洗８

遍，用眼科剪修剪去掉周围坏死组织、血凝块及脂肪

组织等，移入另一无菌培养皿中，眼科剪剪碎至

１ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ，分成３等份至１５ｍＬ离心管

中，各加入０．２ｍｇ／ｍＬ胶原酶Ａ溶液１０ｍＬ吹打

均匀，转移至３７℃恒温摇床消化４ｈ，常温３０００ｒ／

ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ，弃上清，沉淀部分用无菌ＰＢＳ重

悬，重复离心３次后，分别用１００ｍＬ／Ｌ胎牛血清及

１０ｍＬ／Ｌ青霉素／链霉素的 ＭＣＤＢ／Ｍ１９９培养基、

ＤＭＥＭ培养基，原代细胞专用培养基重悬，转移至

直径３．５ｃｍ培养皿中，并添加霍乱毒素（１００ｎｇ／

ｍＬ）、ＬＩＦ（２５ｎｇ／ｍＬ）、氢化可的松（１５μｇ
／ｍＬ）、胰

岛素（４０
μｇ
／ｍＬ）及肝素（４

μｇ
／ｍＬ）等细胞生长因

子，孵箱（５％ＣＯ２，３７℃）内静置至少３～４ｄ后，换

液，多数卵巢癌细胞及少量成纤维细胞贴壁，之后根
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据细胞培养基颜色及细胞生长情况每隔２～３ｄ换

液，待细胞８０％左右融合时，２．５ｇ／Ｌ胰蛋白酶消化

传代。因成纤维细胞相比卵巢肿瘤细胞易脱落，采

用差速消化法，在倒置显微镜下观察，待成纤维细胞

基本消化完成时，吸去上层液体，重新加入胰蛋白酶

进行消化。将消化后细胞稀释至２×１０
５

／ｍＬ，吸取

２ｍＬ细胞液，加入已覆盖玻片的数个直径３．５ｃｍ

培养皿中，继续培养。

１２２　Ｂｒｄｕ脉冲标记测定细胞增殖　采用Ｂｒｄｕ

脉冲标记法测定细胞增殖。传代后覆盖玻片的培养

皿中，隔天观察，３０％～４０％细胞贴壁。实验组加入

５０
μ
ｍｏｌ／ＬＢｒｄｕ标记，对照组不标记，１ｈ后收样进

行免疫荧光染色（Ｂｒｄｕ可参入增殖期细胞染色体

中，显示绿色灶点状荧光）。

１２３　Ｘ射线照射　传代后融合至８０％～９０％，

生长状态良好的细胞爬片，实验组放置于小型Ｘ射

线照射仪中，照射２Ｇｙ，１～８ｈ后收样，对照组不照

射，收样后４℃冰箱保存。

１２４　药物处理　孵箱内传代后继续培养的原代细

胞，待玻片上细胞融合至８０％～９０％时，实验组加入

ＣＰＴ（终浓度为２
μ
ｍｏｌ／Ｌ）作用２ｈ，４ｈ、８ｈ收样，对

照组加入等体积的ＤＭＳＯ溶剂，４℃冰箱保存。

１２５　细胞免疫荧光　采用间接细胞免疫荧光染

色检测细胞增殖、上皮特异性标志ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ７

（ＣＫ７）鉴定以及ＤＮＡ损伤检验点分子（其灶点代

表ＤＮＡ双链断裂及复制应激，数量和大小与ＤＮＡ

双链断裂数量一致）５３ＢＰ１、γＨ２ＡＸ灶点的观察。

将收集好的细胞爬片用ＰＢＳ缓冲液洗３遍，加入

０．３％的 ＴｒｉｔｏｎＸ１００通透１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤（同

前），封闭血清ＢｌｏｃｋｉｎｇＢｕｆｆｅｒ（２０ｍＬ／Ｌ驴血清，

３０ｇ／Ｌ牛血清白蛋白，０．３ｍＬ／Ｌ 的 Ｔｒｉｔｏｎ１００，

ＰＢＳ稀释）封闭３０ｍｉｎ（Ｂｒｄｕ脉冲标记测定细胞增

殖时，封闭前先使用３ｍｏｌ／Ｌ盐酸变性３０ｍｉｎ），加

入鼠抗人一抗ａｎｔｉＢｒｄｕ（５０
μ
ｍｏｌ／Ｌ）、ＣＫ７（１∶

５００）、γＨ２ＡＸ（１∶３０００）或兔抗人一抗５３ＢＰ１（１∶

２０００），３７℃恒温箱孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次，加

入ＦＩＴＣ标记的抗鼠，或 Ｃｙ３标记的抗兔荧光标记

抗体，３７℃恒温箱孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次，用

ＤＡＰＩ抗淬灭溶液封片。荧光显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ，

ＢＸ５１）观察结果并拍照。高倍镜下（×１００倍）下每

例标本取１０个视野，每个视野计数５个肿瘤细胞内

５３ＢＰ１、γＨ２ＡＸ免疫荧光染色灶点数。

１２６　统计学方法　数据采用
珚
狓±狊及９５％可信

区间（９５％犆犐）表示。多组间比较采用方差分析，两

组间比较采用Ｓｃｈｅｆｆｅ法，犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结果

２１　上皮性卵巢癌细胞采用不同培养基培养后的

差异

原代培养细胞静置培养至少２～３ｄ后，倒置显

微镜下观察可见多数细胞呈类圆形，成团贴壁生长，

折光性强，胞膜清晰，具有典型肿瘤细胞特征。第

４～５ｄ可见大量细胞游出，在细胞团周围放射性生

长，细胞生长密集，表现出铺路石样特征，肿瘤细胞

周围出现部分呈梭形生长的成纤维细胞，８～１０ｄ

可出现细胞完全融合及接触抑制现象。传代后，原

代细胞贴壁能力弱，大部分肿瘤细胞漂浮死亡，贴壁

较少。倒置显微镜下观察，贴壁细胞生长状态良好。

ＤＭＥＭ培养基及原代细胞专用培养基中成纤维细

胞生长旺盛，最后肿瘤细胞完全被成纤维细胞替代。

ＭＣＤＢ／Ｍ１９９培养基中成纤维细胞较少，肿瘤细胞

形态维持良好（图１）。

图１　上皮性卵巢肿瘤细胞在不同培养基中的原代培养。×１００

犉犻犵１　犘狉犻犿犪狉狔犮狌犾狋狌狉犲狅犳犲狆犻狋犺犲犾犻犪犾狅狏犪狉犻犪狀狋狌犿狅狉犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋

犿犲犱犻狌犿．×１００

Ａ：Ｂｅｆｏｒｅｔｈｅｐａｓｓａｇｅ；Ｂ：７ｄａｆｔｅｒｐａｓｓａｇｅ；Ｃ：１３ｄａｆｔｅｒ

ｐａｓｓａｇｅ

２２　培养细胞上皮源性鉴定及增殖检测

ＣＫ７免疫荧光检测可见细胞核周围胞浆区域

有绿色信号表达，提示培养原代细胞为卵巢上皮性

肿瘤细胞（图２Ａ）。Ｂｒｄｕ脉冲标记检测细胞增殖结

果显示，Ｂｒｄｕ参入增殖期细胞染色体中，呈绿色灶

点状荧光（图２Ｂ）。

２３　培养的上皮性卵巢癌细胞内源性损伤的观察

　　如图３所示，上皮性卵巢癌原代细胞未进行
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图２　原代培养细胞犆犓７表达（犃）及犅狉犱狌脉冲标记（犅）。×１０００　　　图３　卵巢上皮性肿瘤恶性化进程中（犃：交界性浆液囊腺瘤；犅：高分

化浆液腺癌；犆：中分化浆液腺癌；犇：低分化浆液腺癌）５３犅犘１、γ犎２犃犡灶点。×１０００　　　图４　犡线照射后０犺（犃）、１犺（犅）、４犺（犆）、８犺（犇），

低分化卵巢浆液腺癌中５３犅犘１、γ犎２犃犡灶点的变化。×１０００　　　图５　加入犆犘犜处理后４犺、８犺各级别卵巢肿瘤（犃：交界性浆液囊腺瘤；

犅：高分化浆液腺癌；犆：中分化浆液腺癌；犇：低分化浆液腺癌）５３犅犘１、γ犎２犃犡灶点的变化。×１０００

犉犻犵２　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犆犓７犻狀狋犺犲狅狉犻犵犻狀犪犾犵犲狀犲狉犪狋犻狅狀狅犳犮狌犾狋狌狉犲犱犮犲犾犾狊
（犃）犪狀犱犮犲犾犾狆狉狅犾狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔狆狌犾狊犲犾犪犫犲犾犻狀犵狅犳犅狉犱狌（犅）×１０００

犉犻犵３　犜犺犲犻犿犿狌狀狅犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲狊狋犪犻狀犻狀犵狅犳５３犅犘１犪狀犱γ犎２犃犡狊犺狅狑犻狀犵狆狉狅犵狉犲狊狊犻狅狀狅犳犲狆犻狋犺犲犾犻犪犾狅狏犪狉犻犪狀狋狌犿狅狉狊犳狉狅犿犫犲狀犻犵狀狋狅犿犪犾犻犵狀犪狀狋狊狋犪犵犲狊

（犃：犅狅狉犱犲狉犾犻狀犲；犅：犎犻犵犺犾狔犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪狋犲犱；犆：犕犲犱犻狌犿犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪狋犲犱；犇：犘狅狅狉犾狔犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪狋犲犱）．×１０００　　　犉犻犵４　犆犺犪狀犵犲狊狅犳５３犅犘１犪狀犱γ

犎２犃犡犻犿犿狌狀狅犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲狊狋犪犻狀犻狀犵犻狀狆狅狅狉犾狔犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪狋犲犱狊犲狉狅狌狊犪犱犲狀狅犮犪狉犮犻狀狅犿犪犪犳狋犲狉０犺
（犃），１犺（犅），４犺（犆），犪狀犱８犺（犇）犡狉犪狔犻狉狉犪犱犻犪狋犻狅狀狊．

×１０００　　　犉犻犵５　５３犅犘１犪狀犱γ犎２犃犡狑犲狉犲犳狌狉狋犺犲狉犪犮狋犻狏犪狋犲犱犻狀犪犾犾狊狋犪犵犲狊狅犳狅狏犪狉犻犪狀犲狆犻狋犺犲犾犻犪犾犮犪狀犮犲狉狊
（犃：犅狅狉犱犲狉犾犻狀犲；犅：犎犻犵犺犾狔犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪狋犲犱；

犆：犕犲犱犻狌犿犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪狋犲犱；犇：犘狅狅狉犾狔犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪狋犲犱）犪犳狋犲狉４犺犪狀犱８犺犆犘犜狋狉犲犪狋犿犲狀狋．×１０００

８８１



第２期 王　思等：上皮性卵巢癌细胞原代培养及放化疗相关的ＤＮＡ损伤应答机制的研究

任何处理前（０ｈ）即有５３ＢＰ１、γＨ２ＡＸ灶点（即存

在内源性损伤），且随着肿瘤细胞恶性程度的增加，

５３ＢＰ１、γＨ２ＡＸ灶点逐渐增多（交界性浆液囊腺

瘤＜高分化癌＜中分化癌＜低分化癌），各组间差异

有统计学意义（犘＜０．０５，表１）。

２４　犡线、犆犘犜处理培养的上皮性卵巢癌细胞对内

源性损伤的影响

见图４、图５。在Ｘ线处理的低分化卵巢癌细

胞中，代表ＤＮＡ双链断裂的５３ＢＰ１、γＨ２ＡＸ迅速

表１　不同级别上皮性卵巢肿瘤中５３犅犘１、γ犎２犃犡灶点数量的比较

犜犪犫犾犲１　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狋犺犲狀狌犿犫犲狉狅犳５３犅犘１犪狀犱γ犎２犃犡犳狅犮犻犻狀

犱犻犳犳犲狉犲狀狋狊狋犪犵犲狊狅犳狅狏犪狉犻犪狀犲狆犻狋犺犲犾犻犪犾犮犪狀犮犲狉狊

Ｇｒｏｕｐ 狀
珚
狓±狊

９５％犆犐

（ｌｏｗｅｒ，ｕｐｐｅｒ）

５３ＢＰ１
，＃

　Ｂｏｒｄｅｒｌｉｎｅ ６ ０．２３±０．１９ －０．１７，０．６４

　Ｈｉｇｈｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ５ １．２０±０．８２ －０．４１，２．８１

　Ｍｅｄｉｕｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ６ ４．２８±０．８５ ３．３８，５．１８

　Ｐｏｏｒｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ １１ ７．５０±０．９３ ６．８６，８．１３

γＨ２ＡＸ
，＃

　Ｂｏｒｄｅｒｌｉｎｅ ６ ０．３４±０．１６ －０．０５，０．７２

　Ｈｉｇｈｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ５ １．６２±０．６７ ０．７９，２．４４

　Ｍｅｄｉｕｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ６ ６．６０±０．７１ ３．８４，７．７５

　Ｐｏｏｒｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ １１ ８．９１±１．０５ ７．２２，９．３２

　　犘１
（ＡＮＯＶＡ）＜０．０５，＃犘２（Ｓｃｈｅｆｆｅ）＜０．０５．犘＜０．０５，ｉｓ

ｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

聚集在断裂点周围，并形成灶点，照射后１ｈ、４ｈ

ＤＮＡ损伤灶点逐渐增多，４ｈ达高峰，少数细胞出

现泛核磷酸化，８ｈ后减弱（图４），差异有统计学意

义（犘＜０．０５，表２）。ＣＰＴ加药处理后４ｈ，在各级

别卵巢上皮性肿瘤中，５３ＢＰ１、γＨ２ＡＸ灶点与处理

前相比增加，直至处理后８ｈ，未见明显减弱（图５），

差异均有统计学意义（犘＜０．０５，表３）。

表２　犡线照射后低分化上皮性卵巢肿瘤中５３犅犘１、γ犎２犃犡灶点数

量的比较

犜犪犫犾犲２　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狋犺犲狀狌犿犫犲狉狅犳５３犅犘１犪狀犱γ犎２犃犡犳狅犮犻犻狀

狆狅狅狉犾狔犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪狋犲犱狅狏犪狉犻犪狀犲狆犻狋犺犲犾犻犪犾犮犪狀犮犲狉犪犳狋犲狉犡狉犪狔

犻狉狉犪犱犻犪狋犻狅狀

Ｇｒｏｕｐ 狀
珚
狓±狊

９５％犆犐

（ｌｏｗｅｒ，ｕｐｐｅｒ）

５３ＢＰ１
，＃

　０ｈ １１ ７．５０±０．９３ ６．８６，８．１３

　１ｈ １１ １３．０４±１．２９ １２．１７，１３．９１

　４ｈ １１ ２０．０９±２．３３ １８．５２，２１．６６

　８ｈ １１ ５．３４±１．５３ ４．３１，６．３７

γＨ２ＡＸ
，＃

　０ｈ １１ ８．９１±１．０５ ７．２２，９．３２

　１ｈ １１ ２０．５６±３．０５ １８．５１，２２．６１

　４ｈ １１ ４６．６１±５．１９ ４３．１３，５０．１１

　８ｈ １１ １３．９７±１．２９ １３．１０，１４．８４

　　犘１
（ＡＮＯＶＡ）＜０．０５，＃犘２（Ｓｃｈｅｆｆｅ）＜０．０５．犘＜０．０５，ｉｓ

ｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ．犆犐：Ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅｉｎｔｅｒｖａｌ

表３　犆犘犜处理后不同恶性程度上皮性卵巢肿瘤中５３犅犘１与γ犎２犃犡灶点数量的比较

犜犪犫犾犲３　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狋犺犲狀狌犿犫犲狉狅犳５３犅犘１犪狀犱γ犎２犃犡犳狅犮犻犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋狊狋犪犵犲狊狅犳狅狏犪狉犻犪狀犲狆犻狋犺犲犾犻犪犾犮犪狀犮犲狉狊犪犳狋犲狉犆犘犜狋狉犲犪狋犿犲狀狋

Ｇｒｏｕｐ 狀

珚
狓±狊

５３ＢＰ１ γＨ２ＡＸ

９５％犆犐（ｌｏｗｅｒ，ｕｐｐｅｒ）

５３ＢＰ１ γＨ２ＡＸ

Ｂｏｒｄｅｒｌｉｎｅ
，＃

　０ｈ ６ ０．２３±０．１９ ０．３４±０．１６ －０．１７，０．６４ －０．０５，０．７２

　４ｈ ６ １．３７±０．３７ １．２７±０．２９ ０．９８，１．７５ ０．９６，１．５７

　８ｈ ６ ３．１８±０．６９ ３．３４±０．３９ ２．４５，３．９０ ２．９２，３．７４

Ｈｉｇｈｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ
，＃

　０ｈ ５ １．２０±０．８２ １．６２±０．６７ ０．１６，０．２３ ０．７９，２．４４

　４ｈ ５ ４．１０±０．４５ ４．８６±０．３８ ３．５４，４．６５ ４．３８，５．３４

　８ｈ ５ ９．７６±０．６２ ８．７６±０．７４ ８．９９，１０．５３ ７．８４，９．６８

Ｍｅｄｉｕｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ
，＃

　０ｈ ６ ４．２８±０．８５ ６．６０±０．７１ ３．３８，５．１８ ３．８４，７．７５

　４ｈ ６ ９．００±１．０３ ９．４５±０．７４ ７．９１，１０．０８ ８．６７，１０．２３

　８ｈ ６ １８．５５±２．３３ １６．４２±０．９７ １６．２１，２０．８９ １５．３９，１７．４４

Ｐｏｏｒｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ
，＃

　０ｈ １１ ７．５０±０．９３ ８．９１±１．０５ ６．８６，８．１３ ７．２２，９．３２

　４ｈ １１ １９．９３±１．５１ ２２．２５±２．１４ １８．９１，２０．９４ ２０．８１，２３．６９

　８ｈ １１ ３１．７５±２．８３ ３４．５６±４．６９ ２９．８５，３３．６５ ３１．４１，３７．７２

　　犘１
（ＡＮＯＶＡ）＜０．０５，＃犘２（Ｓｃｈｅｆｆｅ）＜０．０５．犘＜０．０５ｉｓｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ．犆犐：Ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅｉｎｔｅｒｖａｌ

３　讨论

基因组稳定性的丧失是肿瘤发生、发展的原因

之一。细胞周期检验点机制在内源性及外源性损伤

诱导的ＤＮＡ损伤应答过程中起重要作用，主要通

过各种分子之间相互影响发挥信号转导，致细胞周

期停滞，修复损伤，当损伤严重，无法修复时，则启动

细胞凋亡，保证遗传信息的稳定传递
［１４］

。这主要依

９８１
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赖ＡＴＭ和ＡＴＲ两条通路，其中ＡＴＭ通路通过同

源重组、非同源末端连接修复ＤＮＡ双链断裂是维

持基因组稳定性的重要途径
［１５ １７］

。ＡＴＭ 通路可

以特异性的感知这种损害，ＤＮＡ损伤检验点分子

５３ＢＰ１、γＨ２ＡＸ可被迅速募集到ＤＮＡ双链断裂侧

面，诱导ＤＮＡ损伤修复或激活ｐ５３等途径诱导细

胞衰老或凋亡
［１８，１９］

。若 ＤＮＡ 损伤检验点存在缺

陷，造成的ＤＮＡ损伤未完全修复，ＤＮＡ损伤积累

并传递给子代细胞，最终导致肿瘤发生。

本研究采用胶原酶 Ａ酶解组织块法进行上皮

性卵巢肿瘤细胞原代培养，并添加不同细胞生长促

进因子，可获得活性较高、数量较多的原代细胞。胶

原酶Ａ作用温和，是一种细胞培养中常用的分离方

法，与胰酶消化法相比较，对上皮细胞损伤小，培养

成功率高
［２０］

。上皮性卵巢癌细胞原代培养，要点如

下：①标本取材应选取大体标本中菜花样肿瘤组织，

注意无菌操作，取下标本需放入含双倍双抗的ＰＢＳ

缓冲液中，冰盒运送，尽快开始进行细胞原代培养处

理（２０ｍｉｎ内）。②组织块处理时需在３７℃恒温摇

床消化４ｈ，时间太短细胞周围结缔组织消化不完

全，不利于细胞贴壁，消化时间过长，对细胞损伤大。

③细胞接种后应该在培养箱内严格静置至少２～３ｄ

后，方可换液。④原代细胞消化传代时应在显微镜

下观察，避免消化过度，加入含血清的培养基中和

时，吹打应轻柔。⑤消化后的传代细胞培养时可适

量加入霍乱毒素、ＬＩＦ及氢化可的松等细胞生长促

进因子。⑥进行原代细胞培养时，培养细胞发现污

染，必须立即弃掉。

进行体外原代细胞培养是研究上皮性卵巢肿瘤

发生发展机制及放化疗反应的重要途径。相比细胞

系，原代培养细胞更加接近人体内肿瘤细胞特性，更

适宜用于实验研究及指导临床治疗。ＭＣＤＢ／Ｍ１９９

培养基因为不适于血液系统等细胞生长，杂质细胞

在第一次换液后可被基本清除
［２１］

。与ＤＭＥＭ培养

基和原代细胞专用培养基相比，ＭＣＤＢ／Ｍ１９９培养

基也更有利于维持原代上皮性卵巢肿瘤细胞形态，

更适宜用于原代细胞培养。另外，通过利用不同细

胞对于胰酶敏感性的差异，采用差速消化法进行细

胞纯化，能有效去除肿瘤细胞中的成纤维细胞，与其

他纯化方法相比较，花费少，实验操作过程简单。

本研究结果显示，在未经处理的原代细胞中，随

着卵巢肿瘤临床恶性程度进展，代表ＤＮＡ双链断

裂的５３ＢＰ１、γＨ２ＡＸ灶点在损伤位点的募集逐渐

增多，说明原代上皮性卵巢肿瘤细胞自身不断积累

大量内源性ＤＮＡ损伤。Ｎａｒｕｋｅ等
［２２］

对不同恶性

程度的皮肤肿瘤、甲状腺肿瘤进行的免疫荧光分析

也发现相似结果。然而早期Ｂａｒｔｋｏｖａ和Ｇｏｒｇｏｕｌｉｓ

等
［２３，２４］

对膀胱肿瘤、乳腺癌等的研究却表明：在肿

瘤恶性化进程中，ＤＮＡ损伤应答逐渐减弱。这可能

是上皮性卵巢肿瘤发展进程中有别于其他某些肿瘤

的重要特点：上皮性卵巢肿瘤在发生发展早期可能

已经存在ＤＮＡ损伤检验点机制或诱导凋亡机制的

严重缺陷，进而积累大量未经修复的内源性损伤，肿

瘤细胞复制错误多，基因组不稳定，突变潜能高。另

外，我们的实验发现，对于Ｘ线诱导的损伤，低分化

上皮性卵巢肿瘤细胞的ＤＮＡ双链断裂损伤位点在

处理后逐渐增加，８ｈ后明显减弱，表明ＡＴＭ 通路

对于离子射线诱导的ＤＮＡ损伤激活迅速，并可有

效启动损伤应答机制，促进损伤修复。上皮性卵巢

肿瘤强大的细胞周期检验点激活能力及ＤＮＡ损伤

修复能力可能是其对放射治疗不敏感的原因之一。

Ｇａｍｐｅｒ等
［２５］

的研究也发现类似结果。喜树碱类药

物可特异性抑制拓扑异构酶Ⅰ的活性，阻碍ＤＮＡ

复制及损伤修复，最终引起细胞凋亡。ＣＰＴ药物的

持续处理可使上皮性卵巢肿瘤原代细胞中ＡＴＭ通

路激活，募集大量５３ＢＰ１、γＨ２ＡＸ因子到损伤位

点，修复损伤ＤＮＡ。至处理后８ｈ，标记ＤＮＡ双链

断裂位点的５３ＢＰ１、γＨ２ＡＸ信号高度激活，显示原

代培养的卵巢癌细胞对喜树碱类药物有较为正常的

应答反应，并有抑制细胞增殖，启动细胞凋亡的能

力。这些结果支持喜树碱类药物用于对铂类耐药的

上皮性卵巢肿瘤的治疗。因此，在上皮性卵巢癌的

临床治疗中，也可以通过放大或者减少ＤＮＡ损伤

应答级联反应中关键蛋白的活性，改善治疗效果。

本研究在上皮性卵巢肿瘤原代培养基础上，初步研

究了放化疗相关的ＤＮＡ损伤应答反应，但在肿瘤

发生发展过程中存在的更多、更复杂的ＤＮＡ损伤

应答信号分子如何动态变化，如何相互影响，以及它

们在基因组稳定性维持、肿瘤发生发展及治疗中的

重要作用等仍需进一步探究。
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