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阿苯达唑抑制Ｐ糖蛋白表达对耐顺铂卵巢癌细胞耐药性的影响
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　　［摘要］　目的　探讨阿苯达唑（ａｌｂｅｎｄａｚｏｌｅ，ＡＢＺ）通过抑制人耐顺铂卵巢癌ＳＫＯＶ３／ＤＤＰ细胞Ｐ糖蛋白（Ｐｇｌｙｃｏｐｒｏ
ｔｅｉｎ，Ｐｇｐ）的表达对细胞耐药性的影响。方法 　在体外，用溴化二甲噻唑二苯四氨唑（ＭＴＴ）比色法检测ＡＢＺ对ＳＫＯＶ３／
ＤＤＰ细胞增殖的影响，求得抑制率为０％、２５％、５０％、７５％所对应的 ＡＢＺ浓度，并按抑制率将实验分为对照组，２５％抑制
浓度（ＩＣ２５）组、半数抑制浓度（ＩＣ５０）组和７５％抑制浓度（ＩＣ７５）组，每组给予相应浓度的ＡＢＺ处理，并按作用时间再将每组
分为１２、２４、３６ｈ亚组。分别用流式细胞仪检测各组细胞表面Ｐｇｐ的表达。将不同浓度的顺铂（ｃｉｓｐｌａｔｉｎ，ＤＤＰ）、表阿霉素
（ｅｐｉｒｕｂｉｃｉｎ，ＥＰＩ）、５氟尿嘧啶（５ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌ，５Ｆｕ）按照分组，联合和序贯ＡＢＺ处理细胞后，采用ＭＴＴ比色法检测ＳＫＯＶ３／
ＤＤＰ细胞体外增殖情况。结果 　 ＡＢＺ作用 ＳＫＯＶ３／ＤＤＰ细胞后使 Ｐｇｐ表达下降，呈浓度和时间依赖性。联合和序贯
ＡＢＺ均能降低ＤＤＰ、ＥＰＩ和５Ｆｕ对ＳＫＯＶ３／ＤＤＰ细胞的作用浓度，有浓度和时间依赖性，且联合作用优于序贯作用。结论
　 在体外ＡＢＺ通过抑制ＳＫＯＶ３／ＤＤＰ细胞Ｐｇｐ表达提高细胞对ＤＤＰ、ＥＰＩ、５Ｆｕ的敏感性，并能逆转细胞的耐药性。
　　［关键词］　 阿苯达唑；Ｐ糖蛋白；耐药性
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　　卵巢癌是病死率最高的妇科肿瘤，且发病率和病
死率逐年上升［１］。虽然手术与化疗提高了５年生存
率，但耐药仍是治疗所面临的难题［２］，且常表现为多

药耐药（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＭＤＲ）。多数学者认为耐
药卵巢癌细胞高表达Ｐ糖蛋白（Ｐｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，Ｐｇｐ）［３］

介导了卵巢癌的多药耐药［４］。阿苯达唑属于苯并咪唑

类（ｂｅｎｚｉｍｉｄａｚｏｌｅｃａｒｂａｍａｔｅ，ＢＺｓ）抗寄生虫药物，安全
低毒，至今仍在使用。国外研究发现，它可以通过抑制
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肿瘤细胞微管蛋白聚合［５］，诱导以 Ｃａｓｐａｓｅ和细胞色
素Ｃ释放的凋亡，耐紫杉醇的白血病细胞 ＣＥＭ／ｄＥ
ｐｏＢ３００［６］和卵巢癌细胞１Ａ９ＰＴＸ２２［７］却对 ＡＢＺ敏感。
本实验运用流式细胞术，检测 ＡＢＺ对 ＳＫＯＶ３／ＤＤＰ细
胞Ｐｇｐ表达的影响，ＭＴＴ法检测 ＤＤＰ、ＥＰＩ、５Ｆｕ联合
及序贯ＡＢＺ后对ＳＫＯＶ３／ＤＤＰ细胞增殖的影响，验证
ＡＢＺ是否能够抑制Ｐｇｐ的表达而改善耐药。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞系　　人耐顺铂卵巢癌ＳＫＯＶ３／ＤＤＰ细胞株购自
中国医学科学院肿瘤细胞库。

１．１．２　主要试剂及仪器　　胎牛血清 ＲＭＰＩ１６４０培养基购自
Ｇｉｂｃｏ公司，ＡＢＺ（纯度为９７．５％）购自 ＡｃｃｕＳｔａｎｄａｒｄ公司，ＭＴＴ
和二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）购自 Ｓｉｇｍａ公司，顺铂（ｃｉｓｐｌａｔｉｎ，ＤＤＰ）
注射液购自南京制药厂，氟尿嘧啶注射液（ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌ，５Ｆｕ）购
自上海旭东海普药业，盐酸表柔比星（ｅｐｉｒｕｂｉｃｉｎ，ＥＰＩ）购自浙江
海正药业，Ｐｇｐ抗体（货号：５５７００３）、同型异构体（货号：
５５５７４３）购自ＢＤ公司，ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪为美国 ＢＤ公
司产品。

１．２　方法
１．２．１　实验分组　　ＳＫＯＶ３／ＤＤＰ细胞按１×１０４／孔接种于
９６孔板，加入含终浓度为１、２、４、８、１６、３２、６４、１２８μｍｏｌ／Ｌ的
ＡＢＺ培养液。每个浓度设３个复孔。培养２４ｈ后，加入５ｍｇ／ｍｌ
ＭＴＴ２０μｌ，４ｈ后，加入１５０μｌＤＭＳＯ，酶标仪４９０ｎｍ处测定吸
光值［Ｄ（４９０）］，计算细胞增殖抑制率。增殖抑制率＝｛１－［实
验孔Ｄ（４９０）值 －空白对照孔 Ｄ（４９０）值］／［阴性对照孔
Ｄ（４９０）值－空白对照孔 Ｄ（４９０）值］｝×１００％。按照实验结
果，将实验分为对照组、２５％抑制浓度组（ＩＣ２５）、半数抑制浓度
组（ＩＣ５０）和７５％抑制浓度组（ＩＣ７５）。
１．２．２　流式细胞术测 ＳＫＯＶ３／ＤＤＰ细胞表面 Ｐｇｐ的表达　
　ＳＫＯＶ３／ＤＤＰ细胞按１×１０６／孔接种于６孔板，加入培养基
孵育过夜。待细胞贴壁后，按组分别加入含 ０、１．５、８．０、
５０．０μｍｏｌ／ＬＡＢＺ的培养液，在１２、２４、３６ｈ时用胰酶消化并收
集细胞，ＰＢＳ轻洗２次，室温１０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，弃去上清
液。避光条件下，空白孔加入２０μｌＰＢＳ，同型对照孔加入同型
对照抗体２０μｌ，对照组和实验组均加入Ｐｇｐ抗体２０μｌ。避光
室温孵育 １ｈ，每 ２０分钟轻轻震荡 １ｍｉｎ，最后加入 ＰＢＳ至
３００μｌ，上机检测。
１．２．３　ＡＢＺ影响 ＳＫＯＶ３／ＤＤＰ细胞对 ＤＤＰ、ＥＰＩ、５Ｆｕ的敏感
性　　ＳＫＯＶ３／ＤＤＰ细胞按１×１０４／孔接种于９６孔板，培养过
夜。待细胞贴壁后，小心吸去孔内培养基，按照１．２．１中分组，
将ＤＤＰ、ＥＰＩ、５Ｆｕ分别溶于含相应浓度的 ＡＢＺ培养液中，使
ＤＤＰ和５Ｆｕ终浓度为５、１０、２０、４０、８０、１６０、３２０、６４０μｍｏｌ／Ｌ，
ＥＰＩ的终浓度为３．５、７、１４、２８、５６、１１２、２２４、４４８μｍｏｌ／Ｌ。将配
好的药液加到实验孔内，每个浓度设３个复孔。培养２４ｈ后，
按１．２．１方法行 ＭＴＴ法检测，计算细胞增殖抑制率 ２５％、
５０％、７５％所对应的ＤＤＰ、ＥＰＩ、５Ｆｕ的浓度。
１．２．４　ＡＢＺ影响 ＳＫＯＶ３／ＤＤＰ细胞对 ＤＤＰ、ＥＰＩ、５Ｆｕ的耐药
性　　ＳＫＯＶ３／ＤＤＰ细胞按１×１０４／孔接种于９６孔板，培养过

夜。待细胞贴壁后，小心吸去孔内培养基，按组分别加入含

ＡＢＺ的培养液。培养１２ｈ后，小心吸去孔内培养基，无菌 ＰＢＳ
轻洗２遍，再每孔加入血清培养基培养２４ｈ，再吸去孔内培养
基，按组分别加入含ＤＤＰ、ＥＰＩ、５Ｆｕ的血清培养基。ＤＤＰ、ＥＰＩ、
５Ｆｕ的终浓度同１．２．３。每个浓度设３个复孔。培养２４ｈ后，
行ＭＴＴ法检测并计算细胞增殖抑制率为２５％、５０％、７５％所对
应的ＤＤＰ、ＥＰＩ、５Ｆｕ的浓度。
１．３　统计学方法
　　以上实验均重复３次，数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１８．０
统计软件，样本均数差别的多重比较采用单因素多水平ＬＳＤ法
方差分析。

２　结果

２．１　分组实验结果
　　抑制率０％、２５％、５０％、７５％所对应的ＡＢＺ浓度分别为０、
（０．９９±０．１１）、（５．７３±０．６５）、（３３．１５±３．９４）μｍｏｌ／Ｌ。因此
对照组、ＩＣ２５组、ＩＣ５０组和ＩＣ７５组所对应的 ＡＢＺ作用浓度分别为
０、１．０、５．５、３５．０μｍｏｌ／Ｌ，再按 ＡＢＺ作用时间将各组分为１２、
２４、３６ｈ３个亚组，以便横向比较。
２．２　ＳＫＯＶ３／ＤＤＰ细胞膜上Ｐｇｐ表达
　　经过 ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件拟合得出各组细胞膜上 Ｐｇｐ的表达
（表１），从浓度和时间依赖性两方面分析 ＡＢＺ对 Ｐｇｐ表达的
影响。ＡＢＺ作用于ＳＫＯＶ３／ＤＤＰ细胞后，实验组的Ｐｇｐ表达明
显下降。１２ｈ时，ＩＣ２５组和 ＩＣ５０组 Ｐｇｐ表达无明显差异。２４ｈ
和３６ｈ时，各实验组间Ｐｇｐ表达差异明显。说明，ＡＢＺ能够明
显抑制ＳＫＯＶ３／ＤＤＰ细胞Ｐｇｐ表达，并在２４ｈ和３６ｈ时有浓
度依赖性。相同浓度的 ＡＢＺ作用不同时间，Ｐｇｐ表达都具有
明显的差异性，说明 ＡＢＺ抑制 Ｐｇｐ表达还具有时间依赖性。
见图１～３。

表１　ＡＢＺ不同作用时间对ＳＫＯＶ３／ＤＤＰ细胞膜上Ｐｇｐ表达的
影响［ｎ＝３，（珋ｘ±ｓ）％］

组别 １２ｈ ２４ｈ ３６ｈ

对照组 ９４．４６±３．２２ ９５．２６±４．０９ ９４．４０±１．８３

ＩＣ２５组 ８８．０４±２．５５ａ ５３．１６±３．５０ａ ２０．９５±２．６１ａ

ＩＣ５０组 ８３．３４±３．７６ａ ３２．４７±１．７１ａｂｄ １０．５２±１．４８ａｂｄｅ

ＩＣ７５组 ６１．２６±３．２２ａｂｃ １８．８３±２．３５ａｂｃｄ ４．４２±０．６２ａｂｃｄｅ

ａ：Ｐ＜０．０５，与同时间对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与同时间 ＩＣ２５组比
较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与同时间 ＩＣ５０组比较；ｄ：Ｐ＜０．０５，与同组１２ｈ比
较；ｅ：Ｐ＜０．０５，与同组２４ｈ比较

２．３　ＡＢＺ影响ＳＫＯＶ３／ＤＤＰ细胞敏感性
　　ＤＤＰ、ＥＰＩ和５Ｆｕ联合ＡＢＺ作用细胞后，实验组细胞对上述
３种化疗药物敏感性均明显提高，且ＡＢＺ浓度越高，ＤＤＰ、ＥＰＩ和
５Ｆｕ的作用浓度越低（表２），说明，ＡＢＺ能够降低 ＤＤＰ、ＥＰＩ和
５Ｆｕ对ＳＫＯＶ３／ＤＤＰ细胞的作用浓度，且具有浓度依赖性。
２．４　ＡＢＺ影响 ＳＫＯＶ３／ＤＤＰ细胞的耐药性
　　ＡＢＺ序贯ＤＤＰ、ＥＰＩ和５Ｆｕ作用细胞后，实验组细胞对上
述３种化疗药物耐药性均明显降低；越高浓度的 ＡＢＺ可使
ＤＤＰ、ＥＰＩ和５Ｆｕ对细胞的作用浓度越低（表３），说明，ＡＢＺ能
够逆转ＳＫＯＶ３／ＤＤＰ细胞对ＤＤＰ、ＥＰＩ和５Ｆｕ的耐药性且呈浓
度依赖性。
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Ａ：空白孔；Ｂ：同型对照孔；Ｃ：对照组；Ｄ：ＩＣ２５组；Ｅ：ＩＣ５０组；Ｆ：ＩＣ７５组
图１　ＡＢＺ作用１２ｈ后各组细胞的Ｐｇｐ表达
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Ａ：对照组；Ｂ：ＩＣ２５组；Ｃ：ＩＣ５０组；Ｄ：ＩＣ７５组
图２　ＡＢＺ作用２４ｈ后各组细胞的Ｐｇｐ表达
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Ａ：对照组；Ｂ：ＩＣ２５组；Ｃ：ＩＣ５０组；Ｄ：ＩＣ７５组
图３　ＡＢＺ作用３６ｈ后各组细胞的Ｐｇｐ表达

表２　ＡＢＺ影响ＳＫＯＶ３／ＤＤＰ细胞对ＤＤＰ、ＥＰＩ、５Ｆｕ敏感性（μｍｏｌ／Ｌ，ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

ＤＤＰ ＥＰＩ ５Ｆｕ
组别

２５％ ５０％ ７５％ ２５％ ５０％ ７５％ ２５％ ５０％ ７５％

对照组 ３３．５５±２．０５ ３６３．５０±１８．６２３９３８．５７±１６２．７１ ４５．１７±２．２５ ６２５．０３±４３．８４ ８６５０．７８±７８５．４１ １０７．７８±２．３７ ２５３４．２０±１１２．４８　５９６０７．６９±３９９３．７２

ＩＣ２５组 ３．４９±０．１０ａ ６８．０２±３．１３ａ １３２９．０７±１４０．５１ａ ９．９５±０．７３ａ ２０５．７３±５．７３ａ ４２８２．６３±５３６．４７ａ ５７．８２±２．９９ａ １１６２．５１±９３．９３ａ ２３３８８．７５±２５９２．３６ａ

ＩＣ５０组 ０．３８±０．０６ａｂ ７．３９±０．６６ａｂ １４４．４３±３．９１ａｂ ０．１４±０ａｂ ４．０４±０．０８ａｂ １１５．３８±２．４４ａｂ ８．３０±０．２０ａｂ ６３．４２±１．４５ａｂ ４８４．３２±１１．０１ａｂ

ＩＣ７５组 ０ａｂｃ　 ０．０５±０．０１ａｂｃ ９．８１±０．５０ａｂｃ ０ａｂｃ　 ０．０７±０．０１ａｂｃ ８．１８±０．８２ａｂｃ ０．０２±０．０１ａｂｃ ０．８１±０．１３ａｂｃ ３９．９４±１．６３ａｂｃ

ａ：Ｐ＜０．０５，与相应对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＩＣ２５组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＩＣ５０组比较
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表３　ＡＢＺ影响ＳＫＯＶ３／ＤＤＰ细胞对ＤＤＰ、ＥＰＩ、５Ｆｕ的耐药性（μｍｏｌ／Ｌ，ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

ＤＤＰ ＥＰＩ ５Ｆｕ
组别

２５％ ５０％ ７５％ ２５％ ５０％ ７５％ ２５％ ５０％ ７５％
对照组 ３３．０３±１．０８ ３６５．４１±１６．６０４０４３．０８±２３８．１０ ４４．８６±２．０３ ６２７．２９±３８．７１ ８７７２．５５±６８７．８９ １０５．５０±９２．１７ ２４７９．６５±１０８．７０　５８２９０．４９±４６３８．５１
ＩＣ２５组 １２．９３±０．９９ａ ９５．８６±３．４９ａ ７１１．５６±４．７６ａ ２１．０３±０．４７ａ ２９０．４２±１４．８１ａ ４０１２．３４±３１９．８７ａ ８２．９７±１．８４ａ １４７１．１２±７０．０５ａ ２６１２５．３２±２４１８．８５ａ

ＩＣ５０组 ２．１２±０．８３ａｂ ３８．８５±２．０３ａｂ ６１８．０３±５５．５１ａｂ ８．２４±０．２８ａｂ ７９．１８±１．７７ａｂ ７６２．２５±６１．１０ａｂ １６．９７±０．７７ａｂ １４１．７９±８．７８ａｂ １１８５．００±９４．５７ａｂ

ＩＣ７５组 ０．５１±０．０５ａｂｃ １０．００±０．６１ａｂｃ １９６．９０±７．６５ａｂｃ ０．０８±０．０１ａｂｃ ２．９２±０．２０ａｂｃ １０３．２８±２．５３ａｂｃ ０．３９±０．０４ａｂｃ ９．１７±０．４０ａｂｃ ２１４．６８±１４．３４ａｂｃ

ａ：Ｐ＜０．０５，与相应对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＩＣ２５组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＩＣ５０组比较

２．５　增敏和逆转效应比较
　　将 ＤＤＰ、ＥＰＩ、５Ｆｕ联合 ＡＢＺ时在抑制率分别为 ２５％、
５０％、７５％所对应的浓度与 ＡＢＺ序贯 ＤＤＰ、ＥＰＩ、５Ｆｕ相对应的
浓度对比后发现，ＩＣ２５浓度ＡＢＺ联合和序贯ＥＰＩ、５Ｆｕ对细胞的
敏感性和耐药性改变无明显差别，ＩＣ５０、ＩＣ７５的 ＡＢＺ都表现了联
合作用优于序贯作用，即ＡＢＺ增敏效果强于逆转效果。

３　讨论

　　阿苯达唑是临床上至今仍在使用的抗寄生虫药
物，它通过抑制寄生虫肠细胞摄取葡萄糖抑制糖酵解

相关酶活性，阻止三磷腺苷产生，耗竭糖原使虫体无法

生存和繁殖［８］。１９８５年 Ｌａｃｅｙ等［９］发现 ＢＺｓ可抑制
小鼠白血病细胞Ｌ１２１０生长后，国外学者对 ＢＺｓ抗肿
瘤效应进行了不少的研究，并证实了ＡＢＺ通过抑制微
管蛋白聚合有抗肿瘤作用，抑制乏氧诱导因子（ｈｙｐｏｘｉａ
ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１，ＨＩＦ１）［１０］和血管内皮生长因子
（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）［１１］表达，改
善乏氧和血管形成等。

　　顺铂是卵巢癌化疗的一线用药，疗效明显且价格
便宜，但治疗后期常产生耐药［１２］，多表现为ＭＤＲ。Ｐｇｐ
由ＭＤＲ１和ＭＤＲ３基因指导，定位于细胞膜，是依赖
ＡＴＰ的药物外排泵，它通过将药物泵出细胞膜外而降
低细胞内药物浓度导致耐药［１３］。目前普遍认为耐药

的产生与Ｐｇｐ高表达有密切关系，另外，Ｐｇｐ高表达
可能也会影响细胞的凋亡［１４］。通过抑制 Ｐｇｐ的功能
可逆转耐药细胞的化疗抵抗性［１５］。本实验发现，ＡＢＺ
通过抑制Ｐｇｐ表达，不仅提高了 ＳＫＯＶ３／ＤＤＰ细胞对
ＤＤＰ、ＥＰＩ、５Ｆｕ的敏感性，还逆转了细胞对这３种药物
的耐药性，且增敏作用优于逆转作用。

　　现在使用的绝大多数的化疗药物毒副反应很大，
以至于许多患者不能耐受，或死于化疗药物毒性。

ＡＢＺ有很高的临床安全性，研究发现它具有卓越抗肿
瘤效果，对耐药细胞的效果也很明显，希望经过深入研

究后，它能够应用于肿瘤临床化疗，改善耐药细胞的耐

药性，提高患者生存率。
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