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卵巢癌干细胞对化疗药物耐药的机制探讨 *
尹龙燕 李莉平 苏 宁 杨 静 蒋 瑶 郭文英
（广州医科大学附属广州市第一人民医院妇产科 广东广州 510180）

摘要 目的：探讨卵巢癌干细胞（OCSC）对化疗药物的抵抗及其机制。方法：采用有限稀释法、单细胞克隆和无血清培养方法从卵

巢癌细胞株 OVCAR-3细胞中分离培养 OCSC。以卡铂和紫杉醇作用于 OCSC和亲代 OVCAR-3细胞，采用 MTT法检测细胞存

活率、Annexin V-FITC/PI双染流式细胞术检测细胞凋亡、JC-1染色流式细胞术检测细胞线粒体膜电位（驻ψ m），比色测定试剂盒
检测 caspase-3和 caspase-8活性。结果：有限稀释法、单细胞克隆和无血清培养能从 OVCAR-3细胞中分离培养 OCSC。与亲代
OVCAR-3细胞比较，卡铂和紫杉醇作用的 OCSC的存活率增加、凋亡率下降、驻ψ m增加、caspase-3和 caspase-8活性下降。结论：
OCSC通过抑制化疗药物介导的凋亡内源性和外源性通路对化疗药物产生耐药性。
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Study of the Mechanisms of Chemotherapy Resistance of Ovarian
Cancer Stem Cells*

To investigate the mechanisms of chemotherapy resistance of ovarian cancer stem cells. Ovarian
cancer stem cells (OCSCs) were isolated from ovarian cancer OVCAR-3 cells with limited dilution, single-cell clone and serum-free cul-

ture. OCSCs and OVCRA-3 cells were treated with carboplatin and paclitaxel. Cell viability was examined by MTT assay. Apoptosis was

determined using Annexin V-FITC/PI staining and flow cytometry. Mitochondrial membrane potential (驻ψ m) was analyzed by JC-1
staining and flow cytometry. Caspase-3 and caspase-8 activity was measured by colorimetric assay kits. In comparison to OV-

CAR-3 cells, the viabilityand and 驻ψ m of OCSCs significantly increased, whereas the apotosis rate, caspase-3 and caspase-8 acitivity of

OCSCs markedly decreased. OCSCs resist to chemotherapy by inhibition of chemotherapy-induced both intrinsic and extrin-
sic apoptotic pathways
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前言

卵巢癌、宫颈癌、子宫内膜癌是女性生殖器常见的三大恶

性肿瘤，其中卵巢癌 5年存活率不到 30%，病死率居妇科恶性
肿瘤的首位。全世界每年新发卵巢癌患者大约有 20万，而死于
卵巢癌者将近 11.5万[1]。由于缺乏特异性早期诊断方法，70%的
患者确诊时已是卵巢癌晚期[2]。卵巢癌的治疗主要是采取手术

和化疗的综合治疗。细胞减灭术和化疗能消灭大部分癌细胞，

有效抑制肿瘤生长，但这些治疗很少能治愈卵巢癌，最终导致

致死性多药耐药和肿瘤复发。因此，有必要探索卵巢癌多药耐

药和复发的机制，以发现新的有效的治疗手段。

近年来，部分学者提出 " 肿瘤干细胞（cancer stem cell,
CSC）"假说。该假说认为：肿瘤中含有极少量但具有无限增殖

潜能的 CSC，这些高致瘤性细胞亚群是肿瘤发生、转移、复发和
治疗失败的根源 [3-7]。研究者们已经在多种恶性肿瘤中如乳腺

癌、神经胶质瘤、前列腺癌、肝癌、肺癌及头颈鳞状上皮细胞癌

等中证实 CSC的存在[8]。

在本研究中，我们采用有限稀释法和单细胞克隆培养[9]，结

合无血清悬浮培养，分离培养假定的卵巢癌干细胞（ovarian
cancer stem cell, OCSC），并采用肿瘤细胞球形成实验和软琼脂
克隆形成实验对其进行了鉴定，此外，从凋亡率、线粒体膜电位

（mitochondrial membrane potential, 驻ψ m）和 caspase 等方面探
讨 OCSC对化疗药物耐药的机制。

1 材料和方法

1.1 主要试剂
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卵巢癌 OVCAR-3细胞株为 Scien cell 公司产品。胎牛血
清和 DMEM/F2培养基购于 GIBCO公司，重组人碱性成纤维
生长因子（basic fibroblast growth factor, bFGF）和重组人表皮生
长因子（epidermal growth factor, EGF）为 PeproTech 公司产品，
B27购于 Invitrogen公司，胰岛素、紫杉醇和卡铂购于 Sigma公
司，AnnexinV-FITC/PI细胞凋亡检测试剂盒购自上海贝博生物
科技有限公司，JC-1 购自 Molecular Probes 公司，caspase-3 和
caspase-8比色测定试剂盒购自 BioVsion公司，
1.2 有限稀释法、单细胞克隆和无血清悬浮培养分离 OCSC

采用有限稀释法，将卵巢癌细胞置于超低粘附力的 96孔
培养板，1 cell/well，采用含有 5 滋g/ml 的胰岛素、20 ng/ml 的
EGF、20 ng/ml 的 bFGF 和 2%的 B27 的 DMEM/F2 培养基培
养，每 3天添加新鲜培养基，分离培养 OCSC。并利用肿瘤细胞
球形成实验，即在上述培养条件下能否形成悬浮的肿瘤细胞球

囊，对分离的 OCSC进行初步鉴定[4]。

1.3 软琼脂克隆形成实验
取 1 mL含 10%胎牛血清和 0.6%琼脂的 DMEM 培养基

置于 35 mm的 6孔培养板，再加入 1 mL含 5 × 103的球体细

胞或卵巢癌 OVCAR-3 细胞、10%胎牛血清和 0.3%琼脂的
DMEM，21天后在显微镜下观察细胞克隆数，对球体细胞的干
细胞特性进行进一步鉴定。

1.4 MTT法检测细胞存活率
取对数期生长的球体细胞或 OVCAR-3 细胞，接种于 96

孔平底细胞培养板内，使每孔细胞密度为 2× 104个，加入不同

浓度的紫杉醇 （10、20、40、80 nmol/l） 或卡铂（5、10、20、40

滋mol/l），孵育 48 h。离心吸掉上清 100 滋L，各孔加入 20 滋L
MTT（终浓度为 1 mg/ml），混匀后继续培养 4 h，每孔加入 1
mM 的 DMSO 100 滋L，震荡充分混合溶解后，在 BIO-RAD 酶
标仪上测 A490值。计算细胞存活率，细胞存活率＝实验组
A490值 /对照组 A490值× 100%。
1.5 Annexin V-FITC/PI双染流式细胞术检测细胞凋亡

1 × 106的球体细胞或 OVCAR-3细胞与 20 滋mol/l的卡铂
或 40 nmol/l的紫杉醇作用 48 h，离心收集细胞，预冷的 PBS离
心洗涤细胞 2次，重悬于 300 滋L binding buffer中，然后分别加
入 10 滋L Annexin V和 5 滋L PI染液，混匀后室温避光静置 15
min，最后加入 200 滋L binding buffer，30 min内流式细胞仪检
测。其中，AnnexinV+PI-细胞即为凋亡细胞。每个样品的数据统
计使用 104个细胞。获取的数据用 CELLQuest软件分析。
1.6 JC-1染色流式细胞术检测驻ψ m

球体细胞或 OVCAR-3细胞与卡铂或紫杉醇作用 48 h，收
集细胞重悬于 PBS中，细胞浓度为 5 × 105个 /mL，离心弃上
清，加入 1 滋mol/l的 JC-1工作液 1 mL，混匀后 37 ℃避光轻轻
振荡 30 min，PBS离心洗涤细胞 2次，然后用流式细胞仪检测，
获取的数据用 CELLQuest软件分析。FL2 平均荧光强度指示
驻ψ m。
1.7 caspase-3和 caspase-8活性检测

方法按试剂盒说明书步骤进行，在 BIO-RAD酶标仪上测
A405值，通过计算实验组 A405值 /未加药阴性对照组 A405

值来确定实验组 caspase-3和 caspase-8的活性。
1.8 统计学方法

采用 SPSS19.0软件进行统计学分析，各组间数据采用随
机区组（无重复数）设计的双因素方差分析或独立样本 t 检验
进行分析，结果用 x± s表示。

2 结果

2.1 卵巢癌细胞株 OVCAR-3细胞成球能力
我们采用采用有限稀释和无血清悬浮培养方法，试图从单

个的 OVCAR-3细胞中克隆培养具有自我更新能力的肿瘤球
体细胞。我们发现，480 个孔中有 11 个孔的单个细胞（大约
2.3%）最终能形成悬浮生长的球体细胞。图 1A代表在无血清
培养基中生长的单个细胞。单个细胞逐渐克隆生长，大约在无

血清培养第 35天左右形成典型的未分化的球体细胞。球体一
般由 100-200个细胞组成，细胞结合紧密，球体直径约 20-30

滋m，细胞球周边细胞较亮，中心区细胞密度高，透光性差（图
1B）。

2.2 球体细胞软琼脂克隆形成
为了进一步鉴定培养的球体细胞的自我更新能力，我们比

较了球体细胞与亲代卵巢癌细胞在软琼脂上形成的克隆数。与

亲代卵巢癌 OVCAR-3细胞比较，球体细胞在软琼脂上能形成
跟多的克隆，差异有统计学意义（P<0.01）（图 2）。

图 1 肿瘤细胞球形成实验

Fig 1 Tumor sphere generation analysis

(A) Limiting dilution and a single-cell clonogenic culture in serum-free

medium (× 400). (B) Tumor sphere generated from a single-cell culture in

tumor sphere medium (× 200)

图 2 软琼脂克隆形成实验

Fig 2 Soft agar clonogenic assay. *P<0.01 vs. OVCAR-3 cells
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2.3 化疗药物敏感性实验
结果采用随机区组（无重复数）设计的双因素方差分析。各

浓度卡铂能显著降低 OVCAR-3细胞的存活率，且浓度越大，
存活率越低（P均 <0.01）；20 滋M的卡铂能显著降低球体细胞
的存活率，且浓度越大，存活率越低（P均 <0.01）；在同一浓度
卡铂的作用下，球体细胞的存活率较 OVCAR-3细胞明显增高
（P均 <0.01）(图 3A)。

与此类似，各浓度紫杉醇能显著降低 OVCAR-3细胞的存
活率，且浓度越大，存活率越低（P均 <0.01）；40 nM 的紫杉醇
能显著降低球体细胞的存活率，且浓度越大，存活率越低（P均
< 0.01）；在同一浓度紫杉醇的作用下，球体细胞的存活率较
OVCAR-3细胞明显增高（P均 < 0.01）(图 3B)。

2.4 化疗药物对细胞凋亡的作用
在 20 滋M的卡铂的作用下，球体细胞的凋亡率显著低于

亲代 OVCAR-3细胞的凋亡率（P < 0.01）；同样，在 40 nM的紫
杉醇的作用下，球体细胞的凋亡率明显低于亲代 OVCAR-3细
胞的凋亡率（P < 0.01）（图 4）。

2.5 化疗药物对细胞 驻ψ m的影响
在 20 滋M的卡铂的作用下，球体细胞的 驻ψ m显著高于

亲代 OVCAR-3细胞的 驻ψ m（P < 0.01）；同样，在 40 nM的紫

杉醇的作用下，球体细胞的 驻ψ m明显高于亲代 OVCAR-3细
胞的 驻ψ m（P < 0.01）（图 5）。

2.6 化疗药物对细胞 caspase-3活性的影响
在 20 滋M的卡铂的作用下，球体细胞的 caspas-3 活性显

著低于亲代 OVCAR-3 细胞的 caspase-3 活性（P<0.01）；同样，
在 40 nM的紫杉醇的作用下，球体细胞的 caspase-3活性明显
低于亲代 OVCAR-3细胞的 caspase-3活性（P<0.01）（图 6）。

2.7 化疗药物对细胞 caspase-8活性的影响
在 20 滋M的卡铂的作用下，球体细胞的 caspas-8 活性显

著低于亲代 OVCAR-3细胞的 caspase-8活性（P < 0.01）；同样，
在 40 nM的紫杉醇的作用下，球体细胞的 caspase-8活性明显
低于亲代 OVCAR-3细胞的 caspase-8活性（P < 0.01）（图 7）。

图 3 化疗药物对 OVCAR-3细胞和球体细胞存活率的影响

Fig 3 Effects of chemotherapy drugs on the viability of OVCAR-3 cells

and tumor spheres

图 4 化疗药物对 OVCAR-3细胞和球体细胞凋亡率的影响

Fig 4 Effects of chemotherapy on the apoptosis of OVCAR-3 cells and

tumor spheres

图 5 化疗药物对 OVCAR-3细胞和球体细胞驻ψ m的影响

Fig 5 Effects of chemotherapy on the 驻ψ m of OVCAR-3 cells and tumor

spheres

图 6 化疗药物对 OVCAR-3细胞和球体细胞 caspase-3活性的影响

Fig 6 Effects of chemotherapy on the caspase-3 activity of OVCAR-3 cells

and tumor spheres

图 7 化疗药物对 OVCAR-3细胞和球体细胞 caspase-8活性的影响

Fig 7 Effects of chemotherapy on the caspase-8 activity of OVCAR-3 cells

and tumor spheres
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3 讨论

近年来，研究者们对OCSC进行了系列研究。Bapat等首次[10]

从晚期卵巢癌患者的腹水中分离得到干细胞样克隆，这些细胞

克隆以球体形式在体外以安克雷奇 -非依赖性方式生长，并能
在动物体内连续移植形成移植瘤，且在动物模型中形成的移植

瘤与其原发肿瘤在组织病理学和细胞结构上非常相似。因此，

他们得出结论，干细胞的形成可能是卵巢癌发生的潜在机制，

卵巢癌干细胞持续形成与转化导致卵巢癌侵袭性增加。

Baba 等 [11-13] 研究发现 CD133+卵巢癌细胞能分裂生成

CD133+和 CD133-子细胞，而 CD133-细胞则只能对称分裂生

成 CD133-子细胞，少量的 CD133+细胞与 CD133-细胞相比，

能形成侵袭度更高的肿瘤移植物，因此推断，CD133能够作为
卵巢癌发生细胞（ovarian cancer-initiating cell）的表面标志，从
而进行区分。与此研究不同的是，Kusumbe 等[14]报道，CD133+

卵巢癌细胞本身不具有致瘤性，但具有潜在的促血管生成作

用，并通过促进血管生成而最终能导致肿瘤的增大及转移。Shi
等[15]采用肿瘤细胞球形成实验分离得到 CD44+CD24-卵巢癌干

细胞样细胞，这些球体细胞和 CD24-细胞对免疫缺陷小鼠产
生强的致瘤性；CD44+CD24-细胞表达干细胞标志，对卡铂和紫
杉醇表现出明显的抗性，并且能分化为 CD44+CD24+细胞。

由此可见，研究者已经证实 OCSC的存在，但研究结果不尽相
同，对 OCSC所致的卵巢癌发生和多药耐药的机制还有待深入
研究。在本研究中，我们对 OCSC进行了分离培养和鉴定，并探
讨了 OCSC对化疗药物耐药的机制。

我们采用有限稀释法、单细胞克隆和无血清悬浮培养从卵

巢癌细胞株 OVCAR-3 细胞成功分离了 OCSC。分离培养的
OCSC 细胞能在无血清培养基中形成具有自我更新能力的球
体细胞。此外，我们通过软琼脂克隆培养发现球体细胞较之亲

代 OVCAR-3细胞形成更多的细胞克隆，进一步证实分离培养
的球体细胞具有自我更新的能力。

并且，我们对分离的 OCSC对化疗药物的抵抗特性进行了
探讨和机制研究。我们发现，与亲代 OVCAR-3细胞比较，卡铂
和紫杉醇作用的球体细胞存活率更高，而凋亡率更低，说明

OCSC较之卵巢癌细胞对化疗药物具有更强的抵抗性。
此外，我们对 OCSC对化疗药物抵抗的机制进行了探讨。

研究表明，卡铂和紫杉醇均能显著降低卵巢癌 OVCAR-3细胞
的 驻ψ m。驻ψ m的下降，使得线粒体外膜渗透（mitochondrial
outer membrane permeabilization, MOMP）[16]，从而释放细胞色

素 c [17]，经过一系列的信息传导，形成凋亡体，继而活化 cas-
pase-3，构成线粒体介导的细胞凋亡通路（内源性通路）。但是，
球体细胞的 驻ψ m较 OVCAR-3细胞明显增加，说明球体细胞
能在一定程度上抑制化疗药物所致的线粒体介导的细胞凋亡。

我们还发现，卡铂和紫杉醇能明显增加 OVCAR-3 细胞
caspase-8和 caspase-3的活性。caspase-8的活化直接激活下游
效应 caspase-3，从而介导细胞凋亡的外源性通路[18-20]。而球体细

胞的 caspase-8和 caspase-3的活性较亲代 OVCAR-3细胞明显
下降，说明 OCSC能够抑制化疗药物所致的细胞凋亡的外源性
通路。

综上所述，我们采用有限稀释、单细胞克隆和无血清培养

方法能够从卵巢癌细胞株 OVCAR-3 细胞中成功分离培养得
到 OCSC，并发现 OCSC通过抑制化疗药物介导的细胞凋亡的

内源性和外源性通路从而对化疗药物产生耐药性。
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