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卵巢癌是妇科常见的恶性肿瘤之一，目前除手术治

疗外，顺铂是治疗卵巢癌的一线化疗药物。但卵巢癌细

胞对顺铂的耐药严重影响了其治疗效果，因此，探索卵

巢癌细胞耐药相关因素及机制，寻找有效逆转耐药的治

疗靶点，对卵巢癌的治疗具有重要意义。

Toll样受体（Toll-like receptor，TLR）家族中的TLR9，

是一种模式识别受体，可以识别微生物衍生的分子模式

结构（如：mtDNA），并引起受体的结构性变化，然后通过

衔接蛋白MyD88的募集反应，促进激酶类有丝分裂原

激活蛋白的磷酸化，激活相应信号通路，调控相应基因

的表达。最初在肺癌和乳腺癌细胞系样品中发现TLR9

高表达与致癌作用相关。TLR9受到刺激后，可上调一
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摘 要 目的：研究缺氧条件下人卵巢癌细胞（SKOV3）对顺铂耐药与Toll样受体9（TLR9）的关系。方法：采用免疫荧光法检测破

膜和未破膜 SKOV3中 TLR9的表达。取 SKOV3，加入 TLR9特异性激动剂 CpG-ODN 2006（A 组）及其同型对照 CpG-ODN 2006

control（B组）作用6、12、24 h后，加入顺铂，以CCK-8法检测细胞抑制率。取SKOV3或经0（未加）、1、10、102、103 μmol/L TLR9特

异性拮抗剂氯喹预处理3 h后的SKOV3，加入SKOV3常氧（21％O2）、缺氧（1％O2）孵育6、12、24 h的细胞上清作用24 h后，加入顺

铂，检测细胞增殖抑制率，计算预处理细胞缺氧时药物抑制率的降低倍数（HICR）；并采用Western blot法检测常氧24 h细胞上清

（C组）、缺氧24 h细胞上清（D组）、缺氧24 h细胞上清+10 μmol/L氯喹（E组）条件下SKOV3中多药耐药相关蛋白（MRP）的表达。

结果：TLR9在SKOV3的细胞膜和细胞质中均有表达。与A组比较，B组细胞增殖抑制率降低（P＜0.01）。与常氧细胞上清比较，

缺氧细胞上清作用后细胞增殖抑制率降低（P＜0.05）。与未加氯喹比较，加入10、102 μmol/L氯喹能明显降低HICR（P＜0.01），其

中缺氧 24 h 细胞上清+10 μmol/L 氯喹降低最明显。与 C 组比较，D 组细胞中 MRP 表达增强（P＜0.01）；与 D 组比较，E 组细胞中

MRP表达减弱（P＜0.01）。结论：TLR9受体在缺氧下可被激活，并可导致SKOV3对顺铂耐药，该作用可能与上调MRP表达有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the relationship between cisplatin-resistant of human ovarian cancer cells （SKOV3） and

Toll-like receptor 9（TLR9）under hypoxia. METHODS：Immunofluorescence method was used to detect the TLR9 expression in

rupture and intact membranes SKOV3. SKOV3 was taken，adding cisplatin，then CCK-8 was used to detect cell inhibition rate af-

ter 6，12，24 h of added into TLR9 specific agonists CpG-ODN 2006（group A）and its isotype control CpG-ODN 2006 control

（group B）. SKOV3 or SKOV3 pretreated by 0（not added），1，10，102，103 μmol/L TLR9 specific antagonist chloroquine for 3 h

were taken，adding cisplatin，cell inhibition rate was detected after 24 h of added into SKOV3 normoxia（21％ O2），hypoxia（1％

O2）incubating 6，12，24 h，HICR under hypoxia in pretreatment was calculated. Western blot method was used to detect the multi-

drug resistance associated protein（MRP）expression in SKOV3 under the conditions of normoxia 24 h cell supernatant（group C），

hypoxia 24 h cell supernatant（group D），hypoxia 24 h cell supernatant+10 μmol/L chloroquine（group E）. RESULTS：TLR9 was

expressed in both cell membrane and cytoplasm of SKOV3. Compared with group A，cell inhibition rate in group B was decreased

（P＜0.01）. Compared with normoxia cell supernatant，cell inhibition rate was decreased after hypoxia cell supernatant（P＜0.05）.

Compared with not added chloroquine，adding 10，102 μmol/L chloroquine can obviously decrease HICR（P＜0.01），and the most

significant decrease was showed when using hypoxia 24 h cell supernatant+10 μmol/L chloroquine. Compared with group C，MRP

expression in group D was strengthened（P＜0.01）；compared with group D，MRP expression in group E was weakened（P＜

0.01）. CONCLUSIONS：TLR9 receptors can be activated under hypoxia，and cause SKOV3 to cisplatin-resistance，the effect may

be related with up-regulating MRP expression.
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些凋亡抑制基因，如Survivin、Bcl-xl等。另外，有研究证

明，低氧可以导致实体瘤细胞对化疗药物敏感性降低，

这也可能是铂类耐药的重要因素[1]。为此，本研究在观

察卵巢癌细胞对顺铂耐药与TLR9受体的关系的同时，

初步探究了二者在缺氧条件下的关系，以期为阐明卵巢

癌细胞耐药机制以及寻找新的化疗增敏靶点提供实验

依据。

1 材料
1.1 仪器

低氧恒温培养箱（赛默飞世尔科技有限公司）；全波

长酶标仪（美国 Thermo 公司）；凝胶成像系统（美国

Bio-Rad 公司）；Ⅸ2-UCB 激光共聚焦显微镜与 CKX41

倒置显微镜（日本Olympus公司）。

1.2 药品与试剂

顺铂（批号：MKBV3446V，纯度：≥99.9％）和氯喹

（批号：085M4098V，纯度：≥98％）均购自美国Sigma公

司；TLR9特异性激动剂CpG-ODN 2006（批号：3710-61）

及其同型对照CpG-ODN 2006 control（批号：3801-02T）

购自美国 InvivoGen 公司；辣根过氧化物酶（HRP）山羊

抗兔免疫球蛋白 G（IgG）抗体、β-肌动蛋白（β-actin）抗

体、聚乙二醇辛基苯基醚（Triton）（中国碧云天生物技术

有限公司）；猴抗鼠荧光二抗、猴抗兔荧光二抗（美国

Thermo 公司）；聚偏氟乙烯（PVDF）膜（美国 Bio-Rad 公

司）；TLR9抗体、多药耐药相关蛋白（MRP）抗体（美国

Abcam公司）；CCK-8细胞增殖检测试剂盒（上海东仁化

学科技有限公司，批号：GA611）。

1.3 细胞

人卵巢癌细胞株（SKOV3）购自American Type Cul-

ture Collection（ATCC）公司，细胞在 37 ℃、5％CO2条件

下的1640细胞培养基（高糖，含10％胎牛血清）中培养。

2 方法
2.1 细胞中TLR9的荧光表达

将 SKOV3消化接种到爬片培养 24 h后，磷酸盐缓

冲液（PBS）洗 3次，4％多聚甲醛固定，分为破膜组和未

破膜组。破膜组细胞先根据蛋白定位情况加入Triton破

膜20 min，然后两组细胞均用PBS洗3次，血清封闭1 h；

加入TLR9抗体，4 ℃孵育过夜，PBS洗3次，每次5 min；

加入带有荧光标记的二抗暗处孵育 1 h，PBS洗 3次，每

次 5 min；加入 4′，6-二脒基-2-苯基吲哚（DAPI）染核 15

min，PBS洗3次，封片。激光共聚焦显微镜采集图像，观

察2组SKOV3中TLR9的荧光表达。

2.2 细胞对顺铂耐药与TLR9的关系

将 SKOV3（5×104 mL－1）培养于 96孔板，细胞贴壁

后，分为 A 组（CpG-ODN 2006）和 B 组（CpG-ODN 2006

control），分别加入 50 μg/mL的CpG-ODN 2006或CpG-

ODN 2006 control，作用 6、12、24 h，弃培养基，加入 3.5

μg/mL 的顺铂培养 24 h，再加入用培养基配制的 10％

CCK-8溶液，孵育 3 h。用酶标仪测定 450 nm波长处光

密度（OD），计算增殖抑制率，增殖抑制率＝（空白孔OD

值－给药孔 OD 值）/（空白孔 OD 值－对照孔 OD 值）×

100％。每个时间点平行3个复孔。

2.3 细胞对顺铂耐药与缺氧的关系

将SKOV3置于缺氧（1％ O2）和常氧（21％ O2）的培

养箱中培养 6、12、24 h 后，收集上清，离心去除细胞残

渣，用新鲜培养基稀释制成缺氧细胞上清和常氧细胞上

清 。 然后用含 80％上述细胞上清的培养基培养

SKOV3，每种细胞上清平行 6个复孔，培养 24 h后弃培

养基，按“2.1”项下方法加入顺铂后，测定OD值，计算增

殖抑制率。

2.4 TLR9拮抗细胞对顺铂耐药与缺氧的关系

分别用 0、1、10、102、103 μmol/L 的氯喹预处理

SKOV3 3 h后，再用“2.3”项下含80％细胞上清（低氧、常

氧下培养6、12、24 h）的培养基培养细胞，每种细胞上清

平行6个复孔。培养24 h后弃培养基，按“2.1”项下方法

加入顺铂后，测定OD值，计算增殖抑制率。用“缺氧时

药物抑制率的降低倍数（HICR）”表示缺氧诱导的耐药

性，HICR＝（缺氧细胞上清的增殖抑制率－常氧细胞上

清的增殖抑制率）/常氧细胞上清的增殖抑制率。

2.5 MRP表达与TLR9的关系

将 SKOV3置于缺氧和常氧的培养箱中培养 24 h

后，制成 80％的细胞上清。取 SKOV3分为 C 组（常氧

24 h细胞上清）、D组（缺氧 24 h细胞上清）和E组（缺氧

24 h细胞上清+10 μmol/L氯喹），每组 6个复孔，按相应

条件加入培养基培养 24 h 后，采用 Western blot 法检测

TLR9、MRP蛋白表达。先提取细胞的总蛋白，测定蛋白

浓度；待聚丙烯酰氨凝胶凝固后，电泳转至PVDF膜，封

闭1～2 h，加入对应的TLR9抗体（1 ∶ 500稀释）、MRP抗

体（1 ∶ 500稀释）、β-actin抗体（内参，1 ∶ 1 000稀释），4 ℃

孵育过夜，TBST缓冲液洗膜后加入相应二抗，室温孵育

1 h，TBST缓冲液洗膜，曝光；Image Lab软件分析图片，

以目标蛋白与内参比值评价目标蛋白的相对表达量。

2.6 统计学方法

采用SPSS 17.0统计软件进行分析。数据以 x±s表

示，多组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采

用LSD-t检验。P＜0.05表示差异有统计学意义。

3 结果
3.1 细胞TLR9的荧光表达

结果表明，TLR9在SKOV3的细胞膜和细胞质中均

有表达。2组SKOV3中TLR9表达的荧光图见图1。

3.2 细胞对顺铂耐药与TLR9的关系

A 组 SKOV3在作用 6、12、24 h 后增殖抑制率分别

为（47.97±0.49）％、（50.86±0.46）％、（53.09±0.70）％；

B组分别为（51.19±0.90）％、（53.69±0.58）％、（55.13±

0.21）％（n＝6）。与 B 组比较，A 组 SKOV3对应时间点

的增殖抑制率明显降低（P＜0.01）。

3.3 细胞对顺铂耐药与缺氧的关系

常氧 6、12、24 h 细胞上清作用后 SKOV3增殖抑制

率分别为（52.89±5.11）％、（56.17±4.19）％、（53.16±
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4.10）％；缺氧6、12、24 h细胞上清作用后SKOV3增殖抑

制率分别为（48.77±4.76）％、（48.54±3.28）％、（45.49±

4.84）％（n＝6）。与常氧细胞上清比较，相应时间点的缺

氧细胞上清作用后 SKOV3增殖抑制率明显降低（P＜

0.05）。

3.4 TLR9拮抗细胞对顺铂耐药与缺氧的关系

与未加氯喹（0 μmol/L）比较，加入10、102 μmol/L氯

喹能明显降低 HICR（P＜0.01），其中缺氧 24 h 细胞+10

μmol/L氯喹处理后HICR降低最明显。不同浓度氯喹预

处理不同时间后SKOV3的HICR测定结果见表1。

表 1 不同浓度氯喹预处理不同时间后 SKOV3的HI-

CR测定结果（x±±s，n＝6，％％）

Tab 1 Determination results of HICR of SKOV3 af-

ter pretreated by different concentrations of

chloroquine at different time（x±±s，n＝6，％％）

氯喹浓度，μmol/L

0

1

10

102

103

6 h

1.52±0.24

1.01±0.49

0.37±0.62＊

1.05±0.73

1.02±0.44

12 h

3.92±0.80

4.68±0.70

1.46±0.44＊

2.07±0.44＊

4.03±0.77

24 h

5.17±0.42

5.03±0.71

1.86±0.30＊

2.04±0.19＊

5.94±0.34

注：与未加氯喹（0 μmol/L）比较，＊P＜0.01

Note：vs. not added chloroquine（0 μmol/L），＊P＜0.01

3.5 MRP表达与TLR9的关系

与Ｃ组比较，D组细胞中MRP表达增强（P＜0.01）；

与D组比较，E组细胞中MRP表达减弱（P＜0.01）。3组

SKOV3中MRP表达的电泳图见图2，测定结果见图3。

4 讨论
TLR9受体是一种先天免疫系统的细胞DNA受体，

广泛表达于各种人类癌细胞及癌组织中，包括乳腺癌、

前列腺癌、胃癌、肾细胞癌、食管癌等[2-5]，其表达会影响

肿瘤的免疫表型及化疗，并在癌症的预后中有重要作

用。本研究选用了 CpG-ODN 2006[6]和氯喹 [7]分别作为

TLR9的特异性激动剂和拮抗剂。笔者以 SKOV3为研

究对象，通过免疫荧光染色直观观察发现 TLR9 在

SKOV3的细胞膜和细胞质中均有表达，当用CpG-ODN

2006刺激SKOV3后，细胞对顺铂的敏感性降低，不仅说

明TLR9表达于SKOV3中，同时提示TLR9激活在肿瘤

细胞的化疗耐药方面具有重要的功能。

由于实体瘤细胞的恶性增殖速度大于血管生成速

度，造成细胞缺氧，最近的研究发现，肿瘤缺氧微环境诱

导的旁分泌因素是癌细胞耐药的关键因素。在肝癌细

胞中，缺氧会诱导胞内转运和一些损伤相关分子

（DAMPS）释放[8]，进而降低细胞对环孢素和依托泊苷的

敏感性[9]。因为DAMPS中的核酸类物质可以激活TLR9

受体，于是本文设计了用缺氧不同时间的细胞上清刺激

细胞，结果发现SKOV3对顺铂的敏感性降低，即缺氧细

胞上清可以提高肿瘤细胞的耐药性，说明缺氧后细胞会

释放某种物质引起细胞耐药。TLR9特异性拮抗剂氯喹

能明显抑制缺氧细胞上清对顺铂耐药性的增强作用，提

示卵巢癌细胞在受到类似缺氧的刺激下，会导致细胞受

损，释放一些损伤相关分子，从而活化TLR9受体。

缺氧细胞上清刺激 SKOV3后，在提高顺铂耐药性

的同时上调了MRP蛋白的表达，而加入氯喹则削弱了

这一效应，提示缺氧细胞上清对耐药蛋白的上调效应与

TLR9有关。TLR9被活化可激活NF-κB、MAPK等信号

通路，调控MRP蛋白的表达[10-11]。已有研究发现异长春

花碱可通过降低MRP1的表达逆转人鼻咽癌细胞对顺

铂的耐药 [12]。所以在卵巢癌细胞对顺铂耐药过程中，

TLR9可能的作用机制是其活化导致了 NF-κB、MAPK

信号通路的激活，从而上调了MRP蛋白的表达，促使药

物外排增加，导致化疗药敏感性降低而出现耐药。本研

究从TLR9的角度为阐明卵巢癌的耐药机制提供了新的

依据，推测TLR9有望成为化疗增敏的一个新靶点。
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图1 2组SKOV3中TLR9表达的荧光图

Fig 1 Fluorescence diagram of TLR9 expression in

SKOV3 of 2 groups

细胞核 细胞质 细胞核+细胞质
破膜组：

未破膜组：

图2 3组SKOV3中MRP表达的电泳图

Fig 2 Electrophoresis chart of MRP expression in

SKOV3 of 3 groups
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Note：vs. group C，＊P＜0.01；vs. group D，#P＜0.01

图3 3组SKOV3中MRP表达的测定结果

Fig 3 Determination results of MRP expression in
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摘 要 目的：研究枳实及其主要活性成分促进脾虚模型大鼠胃肠运动的机制。方法：将170只大鼠随机分为空白组（10只）和造

模组（160只），造模组大鼠以苦寒泻下+饥饱失常法复制脾虚模型。造模后，将大鼠随机分为模型组，柚皮苷低、中、高剂量组

（3.267、6.535、13.070 mg/mL），新橙皮苷低、中、高剂量组（3.865、7.730、15.460 mg/mL），辛弗林低、中、高剂量组（0.252、0.504、

1.008 mg/mL），3个单体成分（即柚-新-辛）低、中、高剂量配伍组和枳实水煎液低、中、高剂量组（0.104、0.208、0.416 g/mL，以生药

计），每天 ig给药1次，10 mL/kg，连续7 d。末次给药后，检测大鼠血清胃泌素（GAS）和血浆乙酰胆碱（ACh）、胃动素（MTL）、P物

质（SP）、血管活性肠肽（VIP）水平。结果：与空白组比较，模型组大鼠血清GAS水平和血浆ACh、MTL、SP水平降低（P＜0.01），血

浆VIP水平升高（P＜0.05）。与模型组比较，除柚皮苷高剂量组和辛弗林各剂量组大鼠血清GAS水平外，其余各给药组均明显升

高（P＜0.05或P＜0.01）；新橙皮苷高剂量组、辛弗林高剂量组和枳实水煎液低剂量组大鼠血浆ACh水平显著升高（P＜0.01）；新橙

皮苷中、高剂量组，辛弗林高剂量组，低、中剂量配伍组和枳实水煎液中、高剂量组大鼠血浆MTL水平显著升高（P＜0.05）；柚皮苷

低、中剂量组和新橙皮苷各剂量组大鼠血浆SP水平显著升高（P＜0.05或P＜0.01）；柚皮苷低剂量组，辛弗林高剂量组和枳实水煎

液低、中剂量组大鼠血浆VIP水平显著降低（P＜0.05）。结论：枳实可能通过促进GAS、ACh、MTL的分泌和抑制VIP的分泌来促

进脾虚模型大鼠的胃肠运动；其与3个单体成分对胃肠激素的调节作用有差异。
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