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七氟醚对卵巢癌干细胞特性及增殖、侵袭迁移能力的影响=
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摘  要：目的  探究七氟醚对卵巢癌细胞 phlsP干细胞特性及增殖、侵袭迁移能力的影响。方法  常规培养人卵巢癌细胞

phlsP于培养瓶中，分为七氟醚组及对照组，七氟醚组以 RB=ClO和 NB七氟醚培养 OQ=h，对照组仅以 RB=ClO培养 OQ=h，
jqq法检测两组细胞增殖能力的变化，qr~nsweää侵袭及迁移实验检测细胞侵袭及迁移能力，tesíern=bäoííáng检测两组细胞

干细胞特性相关分子（lcíQ及 poxO）及上皮间充质转化（bjq）相关分子（bJc~dherán、sámeníán）的表达差异。结果  七

氟醚组细胞 TO、VS= h 时间点增殖能力显著低于对照组，差异具有统计学意义（m＜MKMR）。七氟醚组穿透 j~írágeä 基质胶的

细胞数、迁出 qr~nsweää上小室的细胞数均明显少于对照组，差异具有统计学意义（m＜MKMR）。七氟醚组 lcíQ、poxO、sámeníán
表达均显著低于对照组，bJc~dherán 表达显著高于对照组，差异具有统计学意义（m＜MKMR）。结论  七氟醚可通过减轻卵巢

癌细胞 bjq进程及干细胞特性，抑制细胞增殖及侵袭迁移能力。=
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卵巢癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，其发病

率仅次于子宫癌，死亡率居妇科肿瘤之首，是恶性

程度最高的妇科肿瘤，严重威胁妇女的生命健康安

全xNz。病灶的快速生长及侵袭转移是恶性肿瘤的主

要症状和致死原因，而肿瘤干细胞在其过程中扮演

着重要角色，涉及上皮间充质转化（eéáíheäá~ämesenJ= =
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chym~äír~nsáíáon，bjq）、免疫逃避等多种生物学

过程xOJPz。七氟醚为常用的吸入性麻醉药物，研究

显示，其可抑制肿瘤细胞的多种恶性行为xQJRz，对

恶性肿瘤具有潜在的临床应用价值，但其对于卵巢

癌细胞恶性行为的影响及相关机制尚未阐明。因

此，本研究通过体外模型探究了七氟醚对卵巢癌细

胞 phlsP侵袭迁移能力的影响，并检测了肿瘤干

细胞标志物 lcíQ、poxO 及 bjq 相关标志物 bJ钙
黏蛋白（bJc~dherán）和波形蛋白（sámeníán）表

达情况。=
N= =材料=
NKN= =实验细胞=

人卵巢癌细胞 phlsP（上海酶研生物科技有限

公司）。=
NKO= =主要仪器=

麻醉机、七氟醚挥发罐（美国 a~íex）；NPMM
生物安全柜（美国 qhermo= pcáeníáfác）；_gmuJOMM
生化培养箱（山东博科）；CuOP光学显微镜（日本

läyméus）；RQOQr高速冷冻离心机（德国bééendorf）；
电泳仪、转膜仪、deäaoc=uo凝胶成像仪及 qNM细
胞计数仪（美国 _áoJo~d）；däoj~x 酶标仪（美国

mromeg~）。=
NKP= =主要试剂=

吸入用七氟醚（上海恒瑞医药）；NSQM培养基、

胎牛血清、胰蛋白酶（美国 dábco）；PMB聚丙烯酰

胺、过硫酸铵、qrás 碱、ofmA 裂解液、_CA 蛋白

浓度测定试剂盒等（上海碧云天）；jqq 试剂盒、

蛋白酶抑制剂 cockí~áä及蛋白 m~rker（美国 págm~）；
j~írágeä 基质胶（美国 _ecíonaáckánson）；βJ~cíán
（~bUOOS）、lcíQ（~bNUVTS）、poxO（~bVOQVQ）、
bJc~dherán 抗 体 （ ~bNRNQU ）、 sámeníán 抗 体

（~bVORQT）、鼠二抗（~bSTOU）及兔二抗（~bNRMMTT），
均购自美国 Abc~m。=
O= =方法=
OKN= =细胞的培养及处理=

phlsP细胞采用NSQM培养基＋NMB胎牛血清，

N∶O传代培养，常规培养环境为 PT=℃、RB=ClO、
NMMB相对湿度。将细胞传代培养后，分为七氟醚组

及对照组，七氟醚组细胞在 PT=℃、RB=ClO、NB七

氟醚xSz及 NMMB相对湿度条件下处理 OQ=h（预实验设

置 S、NO及 OQ=h=P个给药时间，给药时间设置为 OQ=
h，细胞 TO=h增殖及转移能力显著下调），对照组细

胞仍在常规环境下培养 OQ=h。=

OKO= = jqq实验检测细胞增殖能力=
将按照“OKN”项方法处理好的七氟醚组及对照

组细胞，MKR= mi胰蛋白酶消化并重悬后进行细胞计

数，N×NMPL孔接种至 VS孔板，每组设置 R个平行孔

及 R个时间点（M、OQ、QU、TO及 VS=h）。接种至 VS
孔板 OQ=h细胞均贴壁后，弃去培养基，更换为jqq
与NSQM培养基＋NMB胎牛血清N∶V的混合液，PT=℃
孵育 O= h，摇匀后多孔酶标仪检测 QVM= nm的吸光度

（A）值，以此时为 M=h时间点。在 OQ、QU、TO、VS=h
后分别以同样的方法检测 QVM=nm的 A值，以各时间

点与 M=h=A值的比值表示细胞相对增殖能力。=
OKP= = qranswell 侵袭及迁移实验检测细胞侵袭迁移

能力=
稀释基质胶至 RM= mgLi，将其与 Q=℃无血清

NSQM 培养基混合均匀，取 TM= μL 均匀铺胶于 O 只

qr~nsweää上小室，置于生化培养箱中孵育 Q=h。Q=h
后，将处理好的七氟醚组及对照组细胞，MKR=mi胰

蛋白酶消化后室温 N=MMM=rLmán离心细胞 R=mán，m_p
洗细胞 P 次，NSQM 培养基＋NB胎牛血清重悬细胞

并细胞计数。两组各取 N×NMR个细胞分别加入 O只
已铺胶的 qr~nsweää上小室，进行 qr~nsweää侵袭实

验；另取 O只未铺胶的 qr~nsweää小室分别加入 P×
NMQ个细胞，作为 qr~nsweää迁移实验；在相应的 OQ
孔板中加入 NSQM培养基＋NMB胎牛血清，培养 OQ=h
后，无水乙醇固定细胞 OV=mán，MKNB结晶紫染色 PM=
mán，OMM×光镜下计数，随机统计中间和四周 R个
视野的细胞数，求其平均值及标准差。=
OKQ= = testern=Blotting实验检测细胞蛋白表达=

收集按照“OKN”项下方法处理好的七氟醚组及

对照组细胞，MKR= mi 胰蛋白酶消化后室温 N= MMM=
rLmán离心 R= mán，m_p洗细胞 P次，MKN= mi= ofmA
裂解液重悬细胞，置于冰上裂解 O=h，期间不断混匀，

OM= MMM×g，Q=℃离心 NR= mán，取上清。_CA法检

测上清液总蛋白浓度，将两组细胞总蛋白调整至 OKR=
μg/μL，加入 äo~dáng=buffer，NMM=℃蛋白变性 R=mán。
OM=μL 上样体积，R=μL 蛋白j~rker上样体积，NMM=s=
NMB丙烯酰胺凝胶电泳，PMM=mA稳流转 msac膜 O=
h，根据j~rker剪取目的条带：包括 βJ~cíán=QO=ka~、
lcíQ=QR=ka~、poxO=PQ=ka~、bJc~dherán=NPR=ka~、
sámeníán=RT=ka~。RB脱脂牛奶封闭 P=h，相应抗体

室温孵育 O=h（工作浓度为 N∶N=MMM），m_p洗膜 P
次，二抗孵育 N=h（工作浓度为 N∶O=MMM），m_p洗
膜 P次，bCi化学发光液曝光显影，fm~gei~b= QKO
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软件分析条带灰度值，重复扫描 P次取平均值。=
OKR= =统计学方法=

应用 pmpp= NTKM软件进行统计学处理，计量资

料以 x s± 表示，采用 t检验。=
P= =结果=
PKN= =两组细胞增殖能力比较=

七氟醚组细胞在 TO及 VS=h，相对增殖能力均显

著低于对照组细胞，差异均具有统计学意义（m＜
MKMR），见表 N。=
PKO= =两组细胞侵袭能力的比较=

七氟醚组及对照组穿透 j~írágeä 基质胶的细

胞数分别为（PPKN±RKU）个及（TOKP±TKQ）个，

七氟醚组显著少于对照组，差异显著（m＜MKMR），
见图 N。=

表 N= =七氟醚组及对照组细胞各时间点相对增殖能力及比较（ x±sI=n Z=R）=
qable=N= = oelative=proliferation=ability=of=cells=at=each=time=point=in=sevoflurane=and=control=group=E x±sI=n Z=RF=

组别= 剂量=
相对增殖能力=

M=h= OQ=h= QU=h= TO=h= VS=h=
对照= µ= NKMMM±MKNNQ= NKVNO±MKPSO= QKMSP±MKQOT= UKPOQ±MKSPN= NSKPQU±NKQVR=
七氟醚= NB= NKMMM±MKNTP= NKTOO±MKPNO= PKSTQ±MKQRU= SKURM±MKRPVG= NPKMNM±NKNVTG=
与对照组比较：Gm＜MKMR=
Gm Y=MKMR vs coníroä=groué=

  
对照= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =七氟醚=

图 N= =七氟醚组及对照组细胞侵袭细胞（OMM×）=
cigK=N= = fnvasiveness=cells=in=sevoflurane=and=control=groups=

EOMM×F=

PKP= =两组细胞迁移能力的比较=
七氟醚组及对照组迁出 qr~nsweää 上小室的细

胞数分别为（RQKS±VKO）个及（UQKM±NMKR）个，七

氟醚组显著少于对照组，差异具有统计学意义（m
＜MKMR），见图 O。=
PKQ= =两组细胞干细胞特性相关分子表达的比较=

七氟醚组细胞 lcíQ、poxO 及 sámeníán 表达水

平均显著低于对照组，而 bJc~dherán 表达水平高于

对照组细胞，差异具有统计学意义（m＜MKMR），见

图 P、表 O。=

   
对照= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =七氟醚=

图 O= =七氟醚组及对照组细胞迁移细胞数及比较（OMM×）=
cig=O= = jigration=cells=in=sevoflurane=and=control=groups=

EOMM=×=F==

    

图 P= =七氟醚组及对照组细胞干细胞特性相关分子表达情况=
cigK=P= = bxpression=of=cell=stem=cell=characteristics=related=

molecules=in=sevoflurane=and=control=groups=

表 O= =七氟醚组及对照组细胞干细胞特性相关分子表达及比较（ x±sI=n Z=P）=
qable=O= = bxpression=of=cell=stem=cell=characteristics=related=molecules=in=sevoflurane=and=control=groups=E x±sI=n Z=PF=

组别= 剂量= lcíQLβJ~cíán= poxOLβJ~cíán= bJc~dheránLβJ~cíán= sámeníánLβJ~cíán=
对照= µ= MKQPM±MKMRP= MKPTO±MKMQN= MKMUQ±MKMOU= MKPMO±MKMOT=
七氟醚= NB= MKOSR±MKMOSG= MKNSV±MKMPMG= MKNRP±MKMOQG= MKOPT±MKMPPG=
与对照组比较：Gm＜MKMR=
Gm Y=MKMR vs coníroä=groué=

对照= = = =七氟醚=

lcí=Q=

poxO=

bJc~dherán=

sámeníán=

βJ~cíán=
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Q= =讨论=
卵巢癌细胞恶性程度高，以恶性增殖、转移及

复发为主要特征，其发生及行为调控机制尚不完全

明确。近年来有研究指出，肿瘤干细胞是控制肿瘤

恶性行为的关键因素，包括赋予其无限增殖能力及

形成新的肿瘤细胞的能力，促进肿瘤细胞异质性的

发生xTz。lcíQ 及 poxO 是干细胞中表达的重要的细

胞因子。lcíQ基因位于 SéONKPN染色体上，是 mlr
家族的转录因子之一，其可与 akA 结合，调控下

游 qgfJβ 及tní信号通路，维持细胞多分化潜能及

自我更新能力，主要表达于胚胎干细胞及生殖干细

胞，在已分化的细胞中不表达xUz。poxO 基因位于

PqOSKP染色体，其可与 lcíQ结合形成复合物，维持

lcíQ 的稳定性，并与 lcíQ 产生协同作用，共同维

持细胞的干细胞特性xVz。基于恶性肿瘤的干细胞特

征逐渐被人们所认识，lcíQ 及 poxO 也被发现在多

种恶性肿瘤中重新表达，包括非小细胞肺癌、结直

肠癌及卵巢癌等，并在其中发挥重要的促细胞增殖

转移及放化疗抵抗的作用：lcíQ 和 poxO 均被发现

高表达于非小细胞肺癌，且与患者临床分期及不良

预后密切相关xNMz。体外研究显示，lcíQ可通过促进

细胞 bjq 增强非小细胞肺癌增殖侵袭能力，并介

导细胞吉非替尼抵抗的发生xNNJNOz。lcíQ 及 poxO 在

结直肠癌中表达上调，并与肿瘤大小、淋巴结转移

正相关xNPz，体外干扰 lcíQ 的表达可显著抑制结直

肠癌细胞 bjq 进程及侵袭迁移能力xNQz。lcíQ 和

poxO也被发现参与卵巢癌细胞发生发展，lcíQ高表

达于卵巢癌组织，并与患者不良预后显著相关xNRz。

体外分离卵巢癌干细胞（lcíQ 阳性细胞），发现

bJc~dherán 表达显著下调，提示其对卵巢癌细胞

bjq进程的发生的介导作用xNSz，且卵巢癌干细胞体

内外增殖转移能力均显著上调，表明卵巢癌干细胞

对卵巢癌发生发展的重要作用。poxO不仅通过协同

lcíQ 促进卵巢癌干细胞特性的维持xNTz，还可通过

prc激酶途径促进细胞转移能力的增强xNUz。=
bjq是上皮细胞恶性转变的重要过程，使上皮

细胞具有间质细胞的特性，包括转移能力及耐药性

的增强xNVz，bJc~dherán 及 sámeníán 均为 bjq 重要

的标志物：bJc~dherán 是上皮细胞表达的重要黏附

分子之一，其参与细胞间的紧密连接，在上皮来源

肿瘤细胞中表达往往下调，导致细胞间的粘附减弱，

细胞易于脱落和迁移；sámeníán高表达于间质细胞

中，负责维持细胞骨架的完整性，其在肿瘤细胞中

表达上调，可促进细胞活动性增强xOMz。肿瘤 bjq
进程与其干细胞特性密切相关，肿瘤干细胞不仅存

在较高的 bjq进程，bjq相关分子同样可影响肿

瘤的干细胞特性xONz：体外干扰 bJc~dherán的表达可

促进乳腺癌的干细胞特性，进而介导细胞恶性行为

的增强xOOz；肝癌细胞细胞表面 sámeníán表达与细胞

poxO及 lcíQ表达显著正相关xOPz，提示 sámeníán对
肿瘤干细胞特性的促进作用。=

七氟醚血气分配系数低，患者诱导及苏醒快，

是临床上常用的吸入性麻醉剂，近年研究显示，其

在体外可通过不同途径抑制多种恶性肿瘤细胞的恶

性行为，包括抑制肺癌细胞缺氧诱导因子 JNα
（hyéoxá~Jánducábäe=f~cíorJ1α，efcJNα）及 éPU=jAmh
表达，进而抑制细胞增殖转移能力及促进细胞放化

疗敏感性xQJRz；七氟醚可促进骨肉瘤细胞jdSP的凋

亡，并抑制增殖，促进细胞顺铂化疗敏感性xOQz。但

其对卵巢癌细胞恶性行为的影响及相关机制尚不明

确。=
本研究对七氟醚在卵巢癌细胞中的生物学作用

及对干细胞特性的影响进行了探究，结果显示，七

氟醚同样可有效降低卵巢癌细胞 phlsP 的增殖及

转移能力，同时可下调细胞 lcíQ、poxO及 sámeníán
的表达，上调细胞 bJc~dherán 的表达，提示七氟醚

可通过抑制 phlsP 细胞的干细胞特性，进而发挥

抑癌作用。我们将通过进一步实验探究七氟醚影响

卵巢癌干细胞特性的具体机制，为揭示七氟醚在卵

巢癌中的潜在应用价值提供实验依据。=
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