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丹皮酚逆转卵巢癌 SKOV3/DDP 细胞多药耐药性的机制 
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摘要: 本文在卵巢癌耐药性 SKOV3/DDP 细胞中, 检测丹皮酚 (paeonol, PL) 逆转卵巢癌耐药的作用, 探讨
其逆转耐药的机制。结果显示, PL对 SKOV3/DDP细胞具有耐药逆转作用。流式细胞术检测发现, PL可浓度依
赖性地抑制 P糖蛋白 (P-glycoprotein, P-gp) 功能; 采用荧光定量 PCR和细胞免疫荧光技术, 检测发现 15、30和
60 μmol·L−1 PL 对 MDR1/P-gp 和异黏蛋白 (metadherin, MTDH) 的抑制作用, 及对磷酸酶和张力蛋白类似物 
(phosphatase and tensin homolog, PTEN) 的诱导作用均逐渐增强 (P < 0.01, P < 0.05)。PI3K抑制剂 LY294002对
PTEN mRNA的诱导和 MTDH mRNA的抑制作用均强于或相当于 60 μmol·L−1 PL组, 但其诱导 PTEN蛋白和抑
制 MTDH蛋白的作用仅与 15 μmol·L−1 PL组相当。本研究表明, PL对 SKOV3/DDP细胞的逆转耐药作用可能与
抑制 P-gp 功能和 MDR1/P-gp、MTDH 表达, 诱导 PTEN 表达有关, 为 PL作为耐药逆转剂应用于卵巢癌耐药治
疗提供了理论依据。 
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Abstract: The purpose of this research is to investigate the effects and mechanisms of paeonol (PL), a      
phenolic compound found in many traditional Chinese formulations, on reversing drug resistance in the ovarian 
cancer resistant SKOV3/DDP cells.  The results showed that PL had significant drug-resistant reversal effect     
on SKOV3/DDP cells.  Flow cytometry showed that PL could inhibit P-glycoprotein (P-gp) function in a       
concentration-dependent manner.  Fluorescent quantitative PCR and cell immunofluorescence techniques were 
used to detect mechanisms of action.  Results revealed that both the inhibitory effect on MDR1/P-gp and 
metadherin (MTDH) expression and the induction effect on phosphatase and tensin homolog (PTEN), by 15, 30, 
and 60 μmol·L−1 PL, were increased with increased concentrations of PL (P < 0.01, P < 0.05).  The inhibitory 
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effect on MTDH mRNA and the induction effect on PTEN mRNA, by PI3K inhibitor LY294002, were stronger 
or equivalent to that of the 60 μmol·L−1 PL treated group; however, the inhibition or induction effect on MTDH 
or PTEN protein were only comparable to the 15 μmol·L−1 PL treated group.  The present study shows that the 
effect of PL on SKOV3/DDP cells may be related to the inhibition of P-gp function and expression, the inhibition 
of MDR1, MTDH expression, and the induction of PTEN expression, all which can provide a theoretical foundation 
for PL as a drug resistance reversal agent on the treatment of ovarian cancer chemotherapy resistance. 
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卵巢癌是妇科肿瘤中死亡率最高的恶性肿瘤 , 
其中 90%  为上皮性卵巢癌。全球癌症生存分析工作

组 (CONCORD) 的《2000年～2014年全球癌症生存
趋势监测报告》显示, 包括中国在内的绝大多数国家
的卵巢癌 5年生存率在 30%～50%[1]。由于卵巢癌发

病隐匿, 约 70%  患者确诊时已为中晚期 (FIGO分期: 
Ⅲ期和Ⅳ期)。美国国家综合癌症网络推荐的晚期卵
巢癌的标准治疗方案为: 外科手术之后进行铂类为基
础的化疗或者手术风险高的患者直接进行铂类基础

化疗[2]。然而, 化疗导致的肿瘤多药耐药 (multidrug 
resistance, MDR) 始终是临床肿瘤治疗难以逾越的障
碍, 目前也无可用于临床的 MDR 逆转剂。因此, 探
究MDR产生机制并找到应对措施是当前极其迫切而
重要的研究课题。 

异黏蛋白 (metadherin, MTDH) 基因 [又名星形
胶质细胞升高基因 -1 (astrocyte elevated gene 1, 
AEG-1) 或 LYRIC (lysine-rich CEACAM1 coisolated)] 
在包括卵巢癌和子宫内膜等众多肿瘤中均有表达 , 
并且能够激活 NF-κB、MAPK、P13K/AKT、Wnt/    
β-catenin等信号通路, 参与肿瘤的发生发展、侵袭、
转移和耐药 , 是一个潜在的多通路调控靶点 [3, 4]。

MTDH 可通过激活 PI3K/AKT 通路而增加编码 P 糖
蛋白 (P-glycoprotein, P-gp) 的MDR1基因表达, 引起
肿瘤 MDR[5]。磷酸酶和张力蛋白类似物 (phosphatase 
and tensin homolog, PTEN)是参与 MTDH 调控

PI3K/AKT通路的一个重要蛋白。MTDH高表达可以
抑制 PTEN 的表达, 进而促进恶性肿瘤的生长[6]。在

卵巢癌中, PTEN 的表达与患者的无进展生存期也具
有相关性[7], 且其低表达与卵巢癌的化疗耐药密切相
关[8]。因此, 以 MTDH和 PTEN为靶点, 研究开发逆
转卵巢癌化疗耐药的药物是值得尝试的新研究思路。 

丹皮酚 (paeonol, PL) 是牡丹皮和芍药等中药的
主要活性成分。近年研究发现, PL具有抑制肿瘤增殖、
迁移和侵袭等作用, 其机制与抑制核因子 κB (nuclear 
factor-kappa B, NF-κB)、信号传导与转录激活因子 3 
(signal transducers and activators of transcription 3, 

STAT3) 和 Wnt/β-catenin 信号通路有关 [9, 10], 而
Wnt/β-catenin 信号通路激活与 MDR1/P-gp 异常表达
直接相关[11]。在乳腺癌耐药细胞中, PL 可通过抑制
P-gp 等转运蛋白表达逆转 MDR[12]。因此, 本研究旨
在检测 PL对卵巢癌耐药性肿瘤细胞的耐药逆转作用, 
探讨其对 PTEN和 MTDH的影响, 为进一步研究 PL
逆转 MDR提供实验依据。 
 

材料与方法 
仪器与试剂  LSM800 激光共聚焦显微镜, 蔡    

司公司。ABI ViiA7 实时荧光定量 PCR 仪, 赛默飞     
世尔公司。BD FACSCelesta流式细胞仪, BD公司。
xCELLigence RTCA S16 实时无标记细胞分析系统, 
艾森生物有限公司。RevertAid First Strand cDNA 
Synthesis Kit试剂盒、Maxima SYBR Green/ROX qPCR 
Master Mix, 赛默飞世尔公司; PCR 引物、UNlQ-10
柱式 Trizol 总 RNA 抽提试剂盒, 由上海生工生物公
司提供; 优级胎牛血清, Biological Industries 公司; 
Hyclone RPMI-1640 培养基和胰酶, GE Healthycare 
Life Sciences公司; PL (纯度 99.98%)、LY294002 (纯
度99.95%), MedChemExpress公司; 罗丹明123, Sigma
公司; 人 PTEN、MTDH、P-gp 一抗及 Alexa Fluor®      
488 标记羊抗鼠二抗、Alexa Fluor® 647 标记羊抗兔     
二抗, PROTEINTECH公司。顺铂 (cisplatin, DDP, 批
号 307024CF), 齐鲁制药有限公司。 

细胞培养  人卵巢癌耐顺铂 SKOV3/DDP 细胞 
(上海信裕生物科技有限公司) 和人卵巢癌顺铂敏感
SKOV3 细胞 (南京恩晶生物有限公司) 培养在含链
霉素和青霉素各 100 u·mL−1、10%  胎牛血清的 RPMI 
1640培养基中, 37 ℃、5% CO2条件下培养, 每 3～4
天胰蛋白酶消化传代 1次。 

丹皮酚对 SKOV3/DDP 细胞的耐药逆转作用  
取对数生长期的 SKOV3/DDP 和 SKOV3 细胞, 分别
接种于 xCELLigence RTCA S16实时无标记细胞分析
系统专用 E-Plate16 板, 每孔 200 μL, 含 7 000 个细
胞。加入不同浓度顺铂, 或丹皮酚联用不同浓度顺    
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铂, 并设空白对照。加药后, RTCA S16分析系统置于
37 ℃、5% CO2培养箱中, 通过 iPad上的 RTCA S16
客户端实时监测细胞存活情况 , 以细胞指数  (cell 
index) 表示, 计算半数抑制浓度 (median inhibitory 
concentration, IC50), SKOV3/DDP对顺铂的 IC50除以

SKOV3对顺铂的 IC50得到耐药倍数 (resistance fold)。 
P-gp 功能检测  取对数生长期的 SKOV3/DDP

细胞, 分为 15、30、60 μmol·L−1丹皮酚组, 并设空白
对照和阳性对照 LY294002组。48 h后, 弃去培养基, 
PBS 冲洗 3 遍, 胰酶消化制备细胞悬液 0.5 mL, 加    
入终质量浓度为 0.5 mg·L−1罗丹明 123。继续在 37 ℃

孵育 60 min, 离心弃上清, 冰 PBS 洗涤 3 次后, 重      
悬于 0.5 mL 冰 PBS 中, 立即采用流式细胞仪检测, 
BD FACS Diva软件分析罗丹明 123的平均荧光强度 
(mean fluorescence intensity, MFI)。 

荧光定量 PCR 检测 MDR1、PTEN、MTDH 
mRNA 表达  取对数生长期的 SKOV3/DDP 细胞, 
接种于 12孔板, 药物分组同上。37 ℃、5% CO2培养

箱中孵育 48 h后, 采用 UNlQ-10柱式 Trizol总 RNA
抽提试剂盒说明书提取总 RNA, 采用 cDNA 合成试
剂盒逆转录合成 cDNA, 采用荧光定量 PCR 扩增各
目的基因。扩增引物序列如表 1所示。逆转录条件为: 
42 ℃逆转录 60 min, 70  ℃灭活 10 min。扩增条件为: 
95 ℃预变性 5 min; 95  ℃变性 30 s, 60  ℃退火 60 s,    
72 ℃延伸 1 min, 35 个循环。以 GAPDH为内参基因, 
采用 2−ΔΔCt 法计算各药物处理组 PTEN、MTDH 和
MDR1 mRNA 相对于对照组表达量的变化 , 其中
ΔΔCt = (Ct 目标基因−Ct 内参基因)处理组−(Ct 目标基因−Ct 内参基因)对照组。 

细胞免疫荧光检测 P-gp、MTDH和 PTEN蛋白
表达  取对数生长期的 SKOV3和 SKOV3/DDP细胞, 
接种于激光共聚焦专用 20 mm培养皿, 每皿含 1×105

个细胞, 药物分组同上。37 ℃、5% CO2培养箱中孵

育 48 h后, 弃去培养基。PBS冲洗后, 4%  多聚甲醛固

定 5 min, PBS洗 3次。0.5% Triton X-100/PBS 通透
10 min, PBS洗 3次。5%羊血清/PBS室温封闭 1 h。
按照说明书推荐比例加入 P-gp、MTDH、PTEN蛋白
一抗, 室温孵育 1 h, 0.01% Triton X 100/PBS 洗 3次。 

加入与一抗对应的 AF488 或 AF647 荧光标记二抗, 
室温孵育 1 h, 0.01% Triton X 100/PBS 洗 3次。DAPI
染核 5 min, PBS洗涤后滴加适量抗荧光淬灭封片剂。
在激光共聚焦显微镜下观察拍照, 并用蔡司Zen软件
分析各组蛋白表达的 MFI。 

统计学分析  所有数据以 x ± s表示, 用GraphPad 
Prism 7 软件对数据进行分析和作图, 两样本均数比
较采用 t检验, 多个样本均数比较采用单因素方差分
析, 以 P < 0.05为具有统计学显著性差异。 
 

结果 
1  丹皮酚逆转 SKOV3/DDP细胞耐药的作用 

RTCA S16系统监测细胞存活情况显示, 丹皮酚
作用于 SKOV3/DDP和 SKOV3细胞 24 h, 未见明显
细胞毒性; 作用 48 h, 对 SKOV3和 SKOV3/DDP细胞
的抑制率均小于 10% (图 1A、B)。LY294002 作用第
48 h, 对 SKOV3和 SKOV3/DDP 细胞的 IC50分别为 
(13.50  ± 0.45) 和 (19.50  ± 0.31) μmol·L−1, LY294002
对两种细胞的杀伤作用均强于丹皮酚。15 μmol·L−1丹

皮酚和 10 μmol·L−1 LY294002 联合顺铂后, SKOV3/   
DDP 细胞对顺铂的耐药倍数分别下降至 1.15 和 1.22
倍, 如表 2和图 1C、D所示。 
 
Table 2  Cytotoxicity of cisplatin (DDP) alone and in combina-
tion with paeonol (PL) or LY294002 in SKOV3 and SKOV3/    
DDP cells.  n = 3, x ± s.  *P < 0.05 vs the indicated group in 
SKOV3 cells; △P < 0.05 vs SKOV3/DDP treated with DDP  

IC50 of DDP/μg·mL−1 
Drugs and concentration 

SKOV3 SKOV3/DDP 
Resistance 

fold 

DDP 3.40 ± 0.14 15.53 ± 0.11* 4.57 

DDP+15 μmol·L−1 PL 2.90 ± 0.23 3.90 ± 0.11*△ 1.15 

DDP+10 μmol·L−1 LY294002 2.54 ± 0.31 4.17 ± 0.34*△ 1.22 

 
2  丹皮酚对 P-gp功能的影响 

流式细胞术检测发现, 丹皮酚作用 SKOV3/DDP
细胞 48 h后, 细胞内罗丹明 123的荧光强度随着丹皮
酚的浓度增高而增强, 表明 P-gp功能受到抑制。PI3K
通路抑制剂 LY294002 抑制 P-gp 功能作用强于 15 
μmol·L−1丹皮酚组, 弱于 30和 60 μmol·L−1丹皮酚组。 

 
Table 1  Primers for MDR1, PTEN, MTDH and GAPDH  

Gene Forward (5'−3') Reverse (5'−3') Predicted size/bp 

MDR1 AAGCCACGTCAGCTCTGGAT CTGCATTCTGGATGGTGGAC 120 

MTDH CCTGGCCTTGCTGAAGAATC GGCTGCTTTGCTGTTACACT 150 

PTEN ATGTTCAGTGGCGGAACTTG CACACAGGTAACGGCTGAGG 137 

GAPDH GAGTCAACGGATTTGGTCGT GACAAGCTTCCCGTTCTCAG 196 
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Figure 1  Cell viabilities were measured and monitored by xCELLigence RTCA SF16 after treatment with different concentrations of 
PL alone or combined with different concentrations of DDP.  A: SKOV3 cells treated with different concentrations of PL; B: 
SKOV3/DDP cells treated with different concentrations of PL; C: SKOV3 cells treated with 15 μmol·L−1 PL plus different concentrations 
of DDP; D: SKOV3/DDP cells treated with 15 μmol·L−1 PL plus different concentrations of DDP 
 

经统计学分析, 各组之间差异具有显著性 (P < 0.01、
P < 0.05) (图 2)。 

3  丹皮酚对MDR1、PTEN、MTDH mRNA表达的
影响 

丹皮酚作用细胞 48 h 后, 细胞内 PTEN mRNA
表达随着丹皮酚浓度增高而增高 , LY294002 诱导
PTEN mRNA表达的作用强于丹皮酚, 各组之间差异
具有显著性 (P < 0.01)。细胞内 MTDH 和 MDR1 
mRNA 表达随着丹皮酚浓度增高而明显受到抑制, 
其他各组与 15 μmol·L−1 PL 相比均具有显著性差异 
(P < 0.01)。LY294002 和 60 μmol·L−1丹皮酚均几乎完

全抑制了 MTDH mRNA表达, 但两组之间无显著性

差异 (P > 0.05), 表明二者对MTDH mRNA的抑制作
用相当 (图 3)。 
4  丹皮酚对 P-gp、MTDH、PTEN蛋白表达的影响 

激光共聚焦显微镜检测发现, 随着丹皮酚浓度
增加, P-gp和 MTDH蛋白MFI值逐渐下降, PTEN蛋
白 MFI 值逐渐增加。表明丹皮酚可抑制 P-gp 和
MTDH蛋白表达, 诱导 PTEN蛋白表达, 与对照组相
比, 差异具有显著性 (P < 0.01, P < 0.05)。LY294002
对 MTDH 的抑制作用和对 PTEN 的诱导作用与 15 
μmol·L−1丹皮酚组相当, LY294002 对 P-gp 的抑制作
用与 60 μmol·L−1丹皮酚组相当, 组间无显著性差异 
(P > 0.05)。如图 4所示。 

 

 
Figure 2  P-gp function changes after SKOV3/DDP cells-treated with different concentrations of PL.  A: Flow cytometry analysis 
results; B: Statistical analysis results for the changes of MFI.  **P < 0.01 vs control group; #P < 0.05 vs 30 μmol·L−1 PL group 
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Figure 3  The relative expression changes of PTEN, MTDH     
and MDR1 mRNA in SKOV3/DDP cells after treatment with 
different concentrations of PL.  **P < 0.01 vs 15 μmol·L−1 PL 
group; △P < 0.05 vs 10 μmol·L−1 LY294002 group 

 

 
Figure 4  The protein expression changes of PTEN, MTDH and 
P-gp in SKOV3/DDP cells after treatment with different concen-
trations of PL (400 × magnification).  A: Confocal laser scan-
ning microscopy analysis results; B: Statistical analysis results 
for the changes of MFI.  *P < 0.05, **P < 0.01 vs control group 
 

讨论 
MDR 的分子机制十分复杂, 包括靶基因突变与

扩增、DNA 损伤修复能力改变、抗凋亡因子 (如
NF-κB等) 表达增强、外排转运蛋白 (如 P-gp) 过度
表达等。Xu等[13]通过检索已发表的有关卵巢癌耐药

的文献并进行 meta 分析后发现, P-gp 高表达是卵巢

癌对铂类为基础的化疗方案耐药的重要原因。研究    
表明, MTDH在卵巢癌铂类化疗耐药患者肿瘤组织中
的表达往往高于卵巢癌化疗敏感患者, 是一个预测
化疗耐药的生物标志物[14], 而抑制 MTDH 可以增加
肿瘤细胞对顺铂的敏感性[15]。另外, MTDH可通过激
活 PI3K/AKT 通路而增加 MDR1 的表达, 引起肿瘤
MDR[5]。PTEN表达下调同样可激活 P13K/AKT, 进而
诱导其下游基因MDR1等的表达, 引起化疗耐药[16]。

因此, MTDH和 PTEN的异常表达可能是卵巢癌化疗
过程中 P-gp高表达, 进而导致 MDR的重要原因。 

自从 MDR 现象发现以来, 开发逆转 MDR 的药
物一直是研究人员的目标。早期的化学合成 MDR逆
转剂多因其潜在的毒性或在临床试验中并不具有明

显 MDR 逆转作用而终止了研究, 而作用靶点单一可
能是其疗效不明显的原因之一。因此, 研究人员开始
从包括中药在内的天然产物中寻找 MDR 逆转剂, 天
然来源的 MDR逆转剂通常具有毒性较低、多靶点、
人体耐受性良好等特点[17]。丹皮酚作为牡丹皮和芍

药等中药的主要活性成分, 具有抗肿瘤、保护血管和
保护神经元等多种药理活性[18, 19], 对 NF-κB、STAT3
和Wnt/β-catenin等信号通路均有抑制作用[9, 10], 是一
种潜在的具有多靶点作用的天然成分。本课题组前期

研究发现, 以牡丹皮和芍药组方的桂枝茯苓丸可通
过抑制 PI3K/AKT 通路逆转卵巢癌 MDR[20], 本课题
对丹皮酚逆转卵巢癌 MDR 的作用和机制进行研究, 
可在一定程度上为桂枝茯苓丸逆转MDR进一步提供
实验基础。 

本研究采用 RTCA S16 实时无标记细胞分析系
统检测细胞毒性, 除了研究药物, 无需加入其他试剂, 
避免了其他试剂对细胞的影响。因此, 与 CCK-8 等
细胞毒性分析方法相比具有一定优势[21]。RTCA S16
实时无标记细胞分析系统的检测原理是利用贴壁细

胞贴壁后, 专用培养板上的电阻会发生改变, 从而可
以灵敏地实时监测细胞生长情况。因此, 该方法并不
适用于悬浮细胞。另外, 该方法需专用仪器和培养板, 
前期投入高, 导致检测成本增加。通过 RTCA S16系
统分析发现, 丹皮酚在极低细胞毒性剂量下联用顺
铂, SKOV3/DDP 对顺铂的耐药倍数从 4.57 倍, 降为
1.34 倍, 表明丹皮酚具有逆转卵巢癌化疗耐药的作
用。LY294002 是 PI3K 通路抑制剂, 已知具有抑制
MTDH和 P-gp表达及 P-gp功能的作用[22, 23], 并可诱
导 PTEN 表达[24], 在本研究中作为阳性对照。RTCA 
S16 系统检测显示, LY294002 逆转耐药作用稍强于
15 μmol·L−1丹皮酚。LY294002 对多种肿瘤均有较强
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的杀伤作用, 但因可引起毒性和成药性差, 导致其未
能进入临床试验阶段[25]。 

罗丹明 123具有细胞毒性低、可特异性结合 P-gp
的特点, 广泛用于对 P-gp功能进行检测[20, 23, 26]。P-gp
功能检测发现, 丹皮酚可浓度依赖性地抑制 P-gp 功
能。荧光定量 PCR 和细胞免疫荧光检测证实, 随着
丹皮酚浓度增加, 其在基因和蛋白水平, 对 MDR1/    
P-gp和 MTDH的抑制作用以及对 PTEN的诱导作用
均逐渐增强。LY294002 对 PTEN mRNA的诱导作用
强于 60 μmol·L−1丹皮酚组, 而其对 PTEN 蛋白的诱
导作用仅与 15 μmol·L−1 丹皮酚组相当。与此相似, 
LY294002 与 60 μmol·L−1丹皮酚均几乎完全抑制了

MTDH mRNA 的表达, 但 LY294002 对 MTDH 蛋     
白的抑制作用仅与 15 μmol·L−1丹皮酚相当, 说明可
能还有其他机制参与丹皮酚对 MTDH 和 PTEN 蛋白
的调控。有研究表明, microRNA 214 表达增高可抑制
PTEN 表达, 进而活化磷酸化蛋白激酶 B[27], 导致卵
巢癌转移和耐药。 

综上, 丹皮酚对 SKOV3/DDP 细胞具有逆转耐    
药作用, 其机制可能与抑制 P-gp 蛋白功能及 MDR1/    
P-gp 和 MTDH 表达, 诱导 PTEN 表达有关。本研究
为丹皮酚作为 MDR逆转剂应用于卵巢癌 MDR治疗
提供了理论基础。然而, 丹皮酚逆转 MDR 的其他潜
在调控机制仍有待深入研究。 
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