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蛋白激酶 Ｃ活性与卵巢癌多药耐药性的相关性

何社红，薛聪玲

（洛阳市中心医院妇产科，河南　洛阳　４７１００９）

摘要：　目的　探讨蛋白激酶Ｃ（ＰＫＣ）的活性与卵巢癌（ＯＣ）多药耐药性（ＭＤＲ）的关系。方法　选取２０１４年１
月至２０１６年１２月洛阳市中心医院手术切除的ＯＣ组织标本６９例，体外培养肿瘤细胞，采用四甲基偶氮唑蓝法进行体外
药物敏感性试验，酶联免疫吸附试验检测ＯＣ组织中ＰＫＣ活性，分析ＰＫＣ活性与ＯＣＭＤＲ的关系。结果　体外药物敏
感性试验结果显示，６９例ＯＣ组织中，对顺铂、阿霉素、环磷酰胺３种药物联合化学治疗高度敏感１３例（１８８４％），中度
敏感１９例（２７．５４％），低度敏感１６例（２３．１９％），耐药２１例（３０．４３％）。高度敏感、中度敏感、低度敏感和耐药的ＯＣ组
织中ＰＫＣ活性分别为（１．３１±０．０９）、（１１．６９±１．０２）、（１３．８７±１．３７）、（１９．１６±３．１５）μｍｏｌ·ｍｇｐｒｏｔ－１·ｈ－１，耐药性越
强，卵巢癌组织中ＰＫＣ活性越强（Ｐ＜０．０１）。Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ期ＯＣ组织中ＰＫＣ活性分别为（３．７９±１．２４）、（８．０２±１．５７）、
（９．３７±１．１６）、（９．９３±１．４１）μｍｏｌ·ｍｇｐｒｏｔ－１·ｈ－１，临床分期越高，ＯＣ组织中ＰＫＣ活性越强（Ｐ＜０．０５）。Ｇ１、Ｇ２、Ｇ３
级ＯＣ组织中ＰＫＣ活性分别为（７．２３±１．０２）、（９．６４±１．７１）、（１２．３９±１．２６）μｍｏｌ·ｍｇｐｒｏｔ－１·ｈ－１，病理分级越高，
ＯＣ组织中ＰＫＣ活性越强（Ｐ＜０．０５）。结论　ＰＫＣ活性越高，ＯＣ的ＭＤＲ越强，ＰＫＣ可能参与了ＯＣ的ＭＤＲ机制；ＯＣ
组织中ＰＫＣ活性检测可以作为预测化学治疗敏感性的指标之一。
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　　以铂类药物为主的联合化学治疗是目前治疗卵
巢癌（ｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒ，ＯＣ）的主要手段，但是，多药耐

药性（ｍｕｌｔｉｐｌｅｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＭＤＲ）的存在常导致
化学治疗失败，严重影响患者的预后及生活质

量［１２］。ＭＤＲ与多种因素有关，且发生机制复杂。
有研究表明，蛋白激酶 Ｃ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣ，ＰＫＣ）与
多种 ＭＤＲ基因的过表达有关［３５］。本研究旨在探
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讨ＰＫＣ活性与 ＯＣ的 ＭＤＲ的相关性，以期为临床
治疗ＯＣ提供可行性思路。

１　资料与方法

１．１　标本来源　选取２０１４年１月至２０１６年１２月
洛阳市中心医院妇产科手术切除的ＯＣ组织标本６９
例，患者年龄３１～６３岁，平均（４９．５１±３．２９）岁；依
据国际妇产科联盟卵巢癌临床分期标准［６］：Ⅰ期１２
例，Ⅱ期２９例，Ⅲ期２２例，Ⅳ期６例；世界卫生组织
卵巢癌病理分级［７］：Ｇ１级２３例，Ｇ２级２７例，Ｇ３级
１９例；所有患者经病理学检查确诊，术前未进行过
化学治疗和放射治疗。切除的 ＯＣ组织标本分为２
份，１份立即消化培养，进行四甲基偶氮唑蓝（ｍｅｔｈｙｌ
ｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ，ＭＴＴ）法体外药物敏感性试验；
另１份立即组织匀浆，酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅ
ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检测 ＯＣ组织中
ＰＫＣ活性。
１．２　药品、试剂和仪器　顺铂（齐鲁制药有限公
司，国药准字 Ｈ３７０２１３５６），环磷酰胺（江苏恒瑞医
药股份有限公司，国药准字 Ｈ３２０２０８５７），阿霉素
（山 西 普 德 药 业 股 份 有 限 公 司，国 药 准 字

３２３０１Ｈ４４１）。人ＰＫＣ的 ＥＬＩＳＡ试剂盒（上海美旋
生物科研试剂有限公司），ＭＴＴ工作液（北京索莱宝
科技有限公司），１６４０完全培养液（北京索莱宝科技
有限公司），二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ；ｄｉｍｅｔｈｙｌ
ｓｕｌｐｈｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）溶液（北京索莱宝科技有限公
司）。ＳＡＦ６８０Ｔ酶标仪（上海巴玖实业有限公司）。
１．３　方法
１．３．１　ＭＴＴ法体外药物敏感性试验　选择 ＰＡＣ
方案作为体外药物敏感性试验的化学治疗方案，顺

铂、阿霉素、环磷酰胺３种药物一次性给药，以药物
在人体内的血浆高峰浓度为药物敏感性测试的药物

浓度。ＰＡＣ方案：顺铂 ５０～７５ｍｇ·ｍ－２，阿霉素
４０～５０ｍｇ·ｍ－２，环磷酰胺 ５００～７５０ｍｇ·ｍ－２。
ＭＴＴ法体外药物敏感性试验参照文献［８９］进行，
药物敏感性判断标准参考文献［９１０］。无菌操作，
将癌组织标本修剪成１．０ｃｍ×１．０ｃｍ×１．０ｃｍ碎
块，消化分离，制成密度为（１～２）×１０８Ｌ－１的细胞
悬液。细胞悬液接种于９６孔细胞培养板，每孔１００

μＬ。设对照孔和实验孔，每组均设双复孔，实验孔
每孔加入化学治疗药物溶液２０μＬ，对照孔每孔加
入等量的１６４０完全培养液，３７℃下于含体积分数

５％ＣＯ２培养箱内培养４８ｈ，每孔加入 ＭＴＴ工作液
２０μＬ，继续孵育４ｈ，弃上清液，然后每孔加入 ＤＭ
ＳＯ溶液１００μＬ，混匀，结晶溶解，应用酶标仪测４９０
ｎｍ波长处各孔的吸光度，计算化学治疗药物对癌细
胞的相对抑制率，计算公式：相对抑制率 ＝（对照组
平均吸光度 －实验组平均吸光度）／对照组平均吸
光度×１００％；根据相对抑制率判断癌细胞对药物的
敏感性，药物敏感性以药物敏感率表示，药物敏感率

＝阳性例数／总例数×１００％。
１．３．２　ＥＬＩＳＡ法检测 ＯＣ组织中 ＰＫＣ活性　操
作步骤按照ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书进行，匀浆器组织
匀浆，１５００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取上清液，配制标
准品，加样，室温孵育１２０ｍｉｎ，洗板，显色液室温下
温育２０ｍｉｎ，终止显色，混匀３０ｓ，应用酶标仪测定
波长４９０ｎｍ处吸光度。以纵坐标为吸光度、横坐标
为标准品浓度绘制标准曲线，计算ＰＫＣ活性。
１．４　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计
学处理，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，两两
比较采用ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＰＫＣ活性与ＯＣ耐药性的关系　体外药物敏
感性试验结果显示，６９例 ＯＣ组织标本中，对顺铂、
阿霉素、环磷酰胺３种药物联合化学治疗高度敏感
１３例（１８．８４％）、中度敏感１９例（２７．５４％）、低度敏
感１６例（２３．１９％）、耐药２１例（３０．４３％）。高度敏
感、中度敏感、低度敏感和耐药的ＯＣ组织中ＰＫＣ活
性分别为（１．３１±０．０９）、（１１．６９±１．０２）、（１３．８７±
１．３７）、（１９．１６±３．１５）μｍｏｌ·ｍｇｐｒｏｔ－１·ｈ－１，耐药
性越强，卵巢癌组织中 ＰＫＣ活性越强（高度敏感者
与中度敏感者比较：ｔ＝１３．４１７，Ｐ＜０．０１；中度敏感
者与低度敏感者比较：ｔ＝９．８３１，Ｐ＜０．０１；低度敏感
者与耐药者比较ｔ＝１１．０６４，Ｐ＜０．０１）。
２．２　ＰＫＣ活性与 ＯＣ临床分期的关系　Ⅰ、Ⅱ、

Ⅲ、Ⅳ期 ＯＣ组织中 ＰＫＣ活性分别为（３．７９±
１２４）、（８．０２±１．５７）、（９．３７±１．１６）、（９．９３±
１４１）μｍｏｌ·ｍｇｐｒｏｔ－１·ｈ－１，临床分期越高，ＯＣ组
织中 ＰＫＣ活性越强（Ⅰ期与Ⅱ期比较：ｔ＝１１．２０９，
Ｐ＜０．０５；Ⅱ期与Ⅲ期比较：ｔ＝１０．３２３，Ｐ＜０．０５；Ⅲ
期与Ⅳ期比较：ｔ＝７．３５２，Ｐ＜０．０５）。
２．３　ＰＫＣ活性与 ＯＣ病理分级的关系　Ｇ１、Ｇ２、
Ｇ３级 ＯＣ组织中 ＰＫＣ活性分别为（７．２３±１．０２）、
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（９．６４±１．７１）、（１２．３９±１．２６）μｍｏｌ·ｍｇｐｒｏｔ－１·ｈ－１，
病理分级越高，ＯＣ组织中 ＰＫＣ活性越强（Ｇ１级与
Ｇ２级比较：ｔ＝８．２６５，Ｐ＜０．０５；Ｇ２级与Ｇ３级比较：
ｔ＝１３．５３７，Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

多种因素与肿瘤 ＭＤＲ有关，一类是目前已经
发现的与 ＭＤＲ有关的基因和蛋白，如 ＭＤＲ基因编
码的Ｐ糖蛋白参与肿瘤细胞的 ＭＤＲ［１１］；另一类是
与ＭＤＲ有关的细胞信号转导通路［１２］，其中 ＰＫＣ接
收到的细胞信号转导通路是目前研究的热点。ＰＫＣ
是一种Ｃａ２＋依赖性磷脂蛋白激酶，对多种靶蛋白的
磷酸化过程具有催化作用，并与Ｇ蛋白、Ｃａ２＋等第２
信使关联，将细胞外信号传递到细胞内，ＰＫＣ介导
的细胞信号转导通路参与细胞的生长、代谢、增殖、

恶变等多种生物学行为［１３１４］。目前，对肝癌、宫颈

癌ＭＤＲ机制的研究发现，ＰＫＣ通过诱导 ＭＤＲ基因
过表达及加速 Ｐ糖蛋白磷酸化过程而参与肿瘤细
胞的ＭＤＲ［１５１６］；对肾细胞癌 ＭＤＲ机制的研究也发
现，肾癌组织中ＰＫＣ活性增高，且伴随着 ＰＫＣ膜转
移，这种高活性激活了 ＭＤＲ相关蛋白的活性，ＰＫＣ
膜转移参与介导了肾细胞癌继发性ＭＤＲ［４］。

本研究结果显示，６９例 ＯＣ组织标本中，对顺
铂、阿霉素、环磷酰胺３种药物联合化学治疗耐药者
２１例（３０．４３％），这与临床上 ＯＣ患者化学治疗无
效率接近［１，７，１１］；且耐药性越强，ＯＣ组织中 ＧＳＴπ
活性越强，提示 ＰＫＣ活性与 ＯＣ的 ＭＤＲ呈正相关；
另外，临床分期越高，ＯＣ组织中 ＰＫＣ活性越强，提
示ＰＫＣ活性与 ＯＣ固有的 ＭＤＲ有关；同时，病理分
级越高的ＯＣ组织中 ＰＫＣ活性越强，提示恶性程度
越高的ＯＣ组织中 ＰＫＣ活性越高，ＰＫＣ活性可能与
ＯＣ继发ＭＤＲ有关。

综上所述，ＰＫＣ活性越高，ＯＣ的 ＭＤＲ越强，
ＰＫＣ可能参与了 ＯＣ的 ＭＤＲ机制；ＯＣ组织中 ＰＫＣ
活性检测可以作为预测化学治疗敏感性的指标之

一，对于选择化学治疗药物、避免无效的化学治疗具

有重要的意义。
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