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NS398逆转溶血磷脂酸拮抗顺铂抑制卵巢癌细胞 

增殖作用的研究 

熊学华，彭真年 

(重庆医科大学基础医学院病理学教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：观察环氧化酶一2(Cyclooxygenase一2，COX一2)抑制剂 NS398对溶血磷脂酸(Lysophosphatidic acid，LPA)拮抗顺铂 

抑制卵巢癌细胞细胞增殖作用的影响，并探讨其可能机制。方法：体外培养人卵巢癌细胞 3AO，MTT法检测 NS398对 LPA拮抗 

顺铂抑制 3AO细胞增殖 的影响；流式细胞仪检测细胞周期变化 ；RT—PCR检测 LPA单独或合用 NS398对 3AO细胞表达 

COX一2的影响。结果：LPA对顺铂抑制卵巢癌细胞增殖有拈抗作用，并降低 Go／G 期的细胞 比率；联合用 NS398后 ，卵巢癌细胞 

的生长显著受抑制，同时 Go／G 期细胞比率上升；RT—PCR结果显示 40／xmol／L LPA能促进 COX一2的表达 ，而合用 NS398后 

COX一2表达降低。结论：NS398可能通过抑制 COX一2表达，实现逆转 IJPA拮抗顺铂抑制卵巢癌细胞细胞增殖的作用。 
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Study of NS398 reversing the antergy of lySOphOSphatidjc acid for the inhibiting 

effect of cisplatin jn the proliferation of huanman ovarian cancer 

XIoNG Xue—hua。et al 

(Department ofPathology，College ofBasic Medicine，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the effect of NS398，cyclooxygenase-2(COX-2)-inhibitor，on the antergy of lysophosphatidic acid 

(u】A)for the inhibiting effect of cisplatin(DDP)in the proliferation of huanman ovarian cancer，and to analyze its possible mechanism． 

Methods：Human ovarian cancer cell line(3AO)were cultured in vitro．The effect of NS398 on the antergy of LPA for the inhibiting effect 

of DDP in the proliferation of 3AO cells were measured by MTI"．Cell cycle of 3AO were analysed by flow cytometry (FCM)．The effect of 

LPA alone or in combination with NS398 on the expression of COX一2 of 3AO cells were measured with RT—PCR．Results：IJPA showed 

antergy on the inhibiting effect of DDP in the proliferation of 3AO cells，and decrease the proportion of cells in the GJG1 phase of the cell 

cycle．Whereas，combined with NS398 in culture，the proliferation of 
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COX一2 was decreased．Conclusion：The reverse effect of NS398 for the antergy of LPA Oil the inhibiting effect of DDP in the proliferation 

of 3AO cells may be completed by inhibiting the expression of COX一2 in these cells． 

【Key words】Lysophosphatidic acid；Cyclooxygenase一2；Cisplatin；NS398；3AO cells；Ovarian cancer 

溶血磷脂酸(Lysophosphatidic acid，LPA)是一类具有广 

泛生物学效应的细胞间磷脂类信号分子，在多数卵巢癌患者 

的腹水和血浆中LPA均升高I】，21。已有研究表明，LPA能引起 

卵巢癌细胞增殖，抑制凋亡 ，促进细胞迁移和侵润。此外， 

LPA还能增加卵巢癌细胞对化疗药物的耐药性j̈_ 。而选择性 

COX一2抑制剂与多种化疗药物合用能提高疗效，故本文应用 

NS398(一种高选择性 COX一2抑制剂，对 COX一2有较强的抑 

制作用)，观察其对LPA拮抗顺铂(Cisplatin，DDP)抑制卵巢 

癌细胞增殖作用的影响，并探讨其可能机制，为临床治疗卵 

巢癌提供一定的理论和实验依据。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

卵巢癌 3AO细胞由重庆医科大学病理教研室提供 。 

RPMI1640培养基干粉(Hyclone公司)，标准新生牛血清(杭 

州四季青生物工程技术公司)；LPA及 NS398(BIOMOL公司)， 

注射用顺铂(德州德药制药有限公 司)；四甲基偶氮唑盐 

(M1Tr)粉剂(北京天来生物有限公司)；RT—PCR试剂盒(Promeg 

公司)，DNA引物由 invitrogen公司设计并合成。 

1．2 方法 

1．2．1 细胞培养 3AO细胞常规复苏接种于 100 ml培养瓶 

中，用含 l0％小牛血清 RPMI一1640培养液在 37℃、5％CO2 

条件下孵箱内培养。细胞长满瓶底的80％后，用 2．5 dE胰蛋 

白酶消化传代，取指数生长期细胞用于实验。 

1．2．2 MTr检测 细胞计数后，用培养液调整细胞浓度为 

5x10 个／ml，以每孔 200 1接种于 2块 96孔板 ，置于37℃， 

5％CO：的培养箱中培养。24 h贴壁后(细胞融合度约 70％， 

4％的台盼蓝染色，细胞活性大于 95％)，弃去培养液，PBS洗 

3次后 ，更换无血清培养液，根据分组进行实验干预，每组设 

4个平行孔，每孔的总液量为 200 l。分组如下：(j~DDP组 ： 

DDP终浓度为 2．5、5 p~g／ml。②LPA组：LPA终浓度为 20、40 

mol／L。③NS398组：NS398终浓度为 50、100 mo1／L。④ 

LPA+DDP组 ：LPA及 DDP终浓度分别同单药处理组 。⑤ 

NS398+LPA+DDP组：NS398、LPA及 DDP终浓度分别同单药 

处理组。⑥对照组。各药物处理顺序为：先加入 NS398，2 h后 

加入 LPA，待 LPA处理 4 h后加入 DDP。在加入 DDP后继续 

培养 24 h，取出 96孔板，弃上清 ，每孔加 200 txl无血清的 

RPMI1640和20 LLl M I1、(5 rag／m1)，继续培养4 h；弃上清，每 

孔加 200 l DMSO震荡 10 rain后以490 nm波长比色分析。 

实验重复3次。计算细胞增殖抑制率：细胞增殖抑制率 =1一 

(加药组平均 A值／未加药组平均 A值)X 100％。 

1．2．3 流式细胞仪检测 常规培养3AO细胞并传代，分组同 

MTT法。其中DDP选用 2．5 p~g／ml(DDP的血浆浓度峰值 ppc= 

2-5 g／m1)，LPA选用40 wmol／L，NS398选用 100 txmol／L。用 

0．1％胰酶消化细胞 ，调整细胞浓度为 1×10 个 ／ml，取 1 ml细 

胞悬液移入EP管后离心，用PBS洗3次，然后加入1ml70％的 

冷乙醇固定细胞 24h，4℃保存，用流式细胞仪检测。 

1．2．4 RT—PCR检测 常规培养3AO细胞并传代，24 h贴壁 

后更换无血清培养液，PBS洗 3次后，更换无血清培养液 ，根 

据分组进行实验干预。分组如下：①LPA组 ： A终浓度为 

10、20、40~mol／L。②NS398组 ：NS398终浓度为 100 wmol／L。 

~NS398+LPA组：先加入 NS398 100 p．mo1]L，2 h后加入LPA 

40 p~mol／L。④对照组。继续培养 12 h后提取总 RNA，并用紫 

外分光光度仪检测纯度和浓度。COX一2的序列：上游 5’一1Tr 

CAAATGAGATrGTGGGAAAAT一3’，下游 5’一AGATCATCTC 

TGCCTGAGTATCTF-3’(扩增产物长度 305bp)；13一actin序列 ： 

上游为：5’一CTCGTCATACTCCTGCTI"GCTG一3’，下游引物 ： 

5’一CGGGACCTGACTGACTACCTC一3’(扩增产物长度 546 bp， 

作为内参照)，PCR反应条件：94℃30 S，56．5℃3O s，72℃30 s， 

共 30个循环。RT-PCR步骤依据 Promega产品说明书。PCR 

产物经 1．5％琼脂糖凝胶电泳分离(电压 100 V，20 rain)，Gel 

Docl000凝胶成像分析系统进行半定量分析，以扩增的目的 

片段与内参的吸光度比值代表各 目的基因 mRNA的相对含 

量值，实验重复 3次。 

1．3 统计学处理 

MTY检测结果及样本的平均光密度均以均数 ±标准差 

( ±s)表示，采用 SPSS13．0forwindows统计软件包分析处理 ， 

多个样本均数间的比较用方差分析。检验水准 为 0．05， 

P≤0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 MTT检 钡4 

不同浓度的 DDP和 NS398对 3AO细胞的增殖都有受 

到不同程度的抑制，而不同浓度的LPA对 3AO细胞的增殖 

无抑制作用。LPA+DDP组与DDP相比较，其细胞增殖抑制 

率均有所下降，表明LPA对DDP诱导的细胞增殖抑制有拮 

抗作用，并且有浓度依赖效应。NS398+LPA+DDP组与相同浓 

度的LPA+DDP组相比较，由于联合用了NS398，其卵巢癌细 

胞的增殖抑制率增加，并且随NS398浓度增加，其增殖抑制 

率也增加(表 1)。 

2．2 流式细胞仪检测 

DDP组和NS398组均使3AO细胞 GdG。期比率上升，而 
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LPA组与对 照组相 比较 ，其 3AO细胞egG 期 比率下降 ； 

LPA+DPP组与 DDP组相比较，其 3AO细胞 GdG 期 比率下 

降 ，表明 LPA降低 了 DDP引起的 3AO细胞 GdG。期阻滞。 

NS398+LPA+DDP组，由于联合用了 NS398和 DDP，其 3AO 

细胞 G 期比率明显高于 DDP组 、NS398组和 LPA+DPP 

组。表明 NS398和 DDP具有协同作用，能拮抗 LPA引起的 

3AO细胞 GgC 期比率下降(表 2)。 

2．3 RT—PCR检测 

琼脂糖凝胶电泳结果显示 ，随 LPA浓度的增加，其电泳 

条带在 LPA浓度为 40 mol／L较明显 ，表明 LPA在体外能 

促进 3AO细胞表达 COX一2。而 NS398单独作用或与 LPA合 

用均能降低 COX一2的表达(图 1)。各组泳道 COX一2／t3一actin 

的光密度 比值结果见表 3。 

3 讨 论 

IJPA是一种多功能磷脂信使，通过 G蛋白偶联受体介导 

多种信号传导通路发挥其生物学效应。LPA与卵巢癌的发 

生、发展密切相关。DDP是卵巢癌患者常用的化疗药物，可与 

DNA形成链内和链间交叉连接，抑制 DNA复制或者 DNA转 

录而引起细胞死亡。有研究表明，LPA能增加卵巢癌细胞对 

DDP的耐药性 。Frankel等[31报道 ，在卵巢癌 HEY细胞系中 

LPA可明显抑制 DDP所致 的卵巢癌细胞凋亡 ，从而降低 

DDP对癌细胞的凋亡 ；房朝辉l 4I等采用无 血清培养基在 

SKOV3细胞系也得出了相似的结果。本实验以卵巢癌细胞 

株 3AO为研究对象 ，结果也证实 LPA对 DPP诱导的细胞增 

表 1 不同处理组对细胞抑制率的影响 

注：LPA浓度单位为 LLmol／L，DDP为 ~g／m]，NS398为 p．mol／L， P<0．05，与对照组相比较； 0．05，与相同浓度 DDP组相比较；⋯P<0．05，与相同 

浓度 LPA+DDP组相比较 

表2 不同处理组对细胞周期的影响 表 3 LPA和 NS398单独或合用对 3AO细胞 COX一2表达变化 

的光密度比值的统计分析 

分组 光密度比值 

对照组 

LPA10 mol／L 

LPA20 mol／L 

LPA40 mol／L 

NS398组 

NS398+U)A组 

0．12±0．06 

0．14±0．O8 

O．19±O．09 

O．56±0．12 

0．08±O．03 

O．12±0．07” 

O．05，与对照组比较； ．P<O．05，与 LPA40 mol／L组比较 




