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基于转录组测序技术探讨隐丹参酮对 A2780/DDP 顺铂耐药细胞的影响及
潜在机制  
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摘  要：目的  基于转录组测序技术探讨隐丹参酮（cryptotanshinone，CPT）联合顺铂（cisplatin，DDP）干预对 A2780/DDP

细胞的影响及其潜在作用机制。方法  体外培养人卵巢癌 A2780 和 A2780/DDP 细胞，将细胞分为对照组、DDP 组、DDP＋

CPT 给药组，采用 MTS 细胞增殖与细胞毒性检测试剂盒检测细胞存活率、划痕实验检测迁移能力、Transwell 实验检测迁移

和侵袭能力，探究 DDP＋CPT 干预下对 A2780/DDP 细胞的影响。获取各组的细胞 mRNA 进行转录组测序，筛选差异表达

基因，拓扑分析得到 CPT 改善 A2780/DDP 对 DDP 耐药的核心靶点，对差异表达基因进行基因本体（gene ontology，GO）

功能及京都基因与基因组百科全书（Kyoto encyclopedia of genes and genomes，KEGG）富集分析，采用分子对接技术研究

CPT 与核心靶点的结合能力，实时荧光定量反转录聚合酶链式反应（real-time reverse transcription quantitative polymerase chain 

reaction，RT-qPCR）法检测核心靶点的 mRNA 表达情况。结果  A2780/DDP 细胞的耐药指数为 4；DDP＋CPT 干预可显著

抑制 A2780/DDP 耐药株的细胞存活率、细胞迁移和细胞侵袭能力（P＜0.001）。差异表达基因筛选结果表明，给药组与模型

组相比共有 253 个差异表达基因，其中 JUN 原癌基因（JUN proto-oncogene gene，JUN）、Toll 样受体 2（Toll-like receptor 2，

TLR2）、醌氧化还原酶 1（quinone oxidoreductase 1，NQO1）、一氧化氮合酶 2（nitric oxide synthase 2，NOS2）显著上调（P＜

0.05），而趋化因子受体 4（chemokine receptor 4，CXCR4）显著下降（P＜0.05）。GO 和 KEGG 结果表明，CPT 可能影响 TLR

信号通路、B 细胞受体信号通路、白细胞介素-17 等信号通路，从而改善 A2780/DDP 细胞对 DDP 的耐药性；RT-qPCR 结果

表明，CPT 可上调 JUN、TLR2、NOS2、NQO1 的 mRNA 表达（P＜0.001），抑制 CXCR4 的 mRNA 表达（P＜0.001），改善

A2780/DDP 对 DDP 的耐药性。结论  CPT 可改善 A2780/DDP 耐药细胞对 DDP 的耐药性，其机制可能与 CPT 上调 JUN、

TLR2、NOS2、NQO1 的 mRNA 表达，下调 CXCR4 的 mRNA 表达有关。 
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Abstract: Objective  To investigated the effects of cryptotanshinone (CPT) combined with cisplatin (DDP) on A2780/DDP cells and 

its potential mechanism of action based on transcriptome sequencing technology. Methods  The A2780 and A2780/DDP cells were 

cultured in vitro, and the cells were divided into control group, DDP group, and DDP + CPT experimental group. MTS cell proliferation 

and cytotoxicity detection Kit were used to detect the cell survival rate, scratch assay was used to detect the migratory ability, and 

Transwell assay was used to detect the migratory and invasive ability, to investigate the effect of DDP + CPT intervention on 

A2780/DDP cells. The mRNA of the above grouped cells was obtained for transcriptome sequencing, screening for differentially 

expressed genes, topology analysis was used to obtain the core target of CPT to improve the resistance of A2780/DDP to DDP, the 
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gene ontology (GO) function and the Kyoto encyclopedia of genes and genomes (KEGG) enrichment analysis were conducted for 

differentially expressed genes, molecular docking technology was used to study the binding ability of CPT to the core target and real-

time reverse transcription quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) was used to detect the mRNA expression of the core 

target. Results  The resistance index of A2780/DDP cells was four, DDP + CPT intervention significantly inhibited the cell viability, 

cell migration and cell invasion ability of A2780/DDP-resistant strains (P < 0.001). The results of differentially expressed genes 

screening showed that there were 253 differentially expressed genes in the drug group as compared with the model group, among which 

JUN proto-oncogene gene (JUN), Toll-like receptor 2 (TLR2), quinone oxidoreductase 1 (NQO1), and nitric oxide synthase 2 (NOS2) 

were significantly up-regulated (P < 0.05), while chemokine receptor 4 (CXCR4) was significantly decreased (P < 0.05). The results of 

GO and KEGG suggested that CPT might affect the TLR signaling pathway, B-cell receptor signaling pathway, and interleukin-17 

signaling pathway and other mechanisms, thereby improving the drug resistance of A2780/DDP cells to DDP. RT-qPCR results showed 

that CPT up-regulated the mRNA expression of JUN, TLR2, NOS2, NQO1 (P < 0.001), inhibited CXCR4 mRNA expression (P < 0.001) 

to improve the drug resistance of A2780/DDP to DDP. Conclusion  CPT could improve the resistance of A2780/DDP-resistant cells 

to DDP, and the mechanism may be related to the up-regulation of the mRNA expression of JUN, TLR2, NOS2, NQO1 and the down-

regulation of CXCR4 mRNA expression by CPT. 

Key words: cryptotanshinone; cisplatin; A2780/DDP cells; transcriptome sequencing; molecular docking 

卵巢癌是全球最常见和最致命的妇科恶性肿

瘤之一[1]，根据国家癌症中心与国际肿瘤研究机构

联合测算的最新数据显示，2022 年中国卵巢癌卵巢

癌的年龄标准化发病率为 56.8%，年龄标准化死亡

率为 26.4%，年龄标准化死亡率的年度平均百分比

变化呈上升趋势[2]。隐匿性强以及多数患者复发是

导致其不良预后的主要原因。随着化疗周期的增

加，在复发性卵巢癌中不可避免的出现铂类药物耐

药，但对于铂类耐药的患者治疗仍存在治疗效果不

理想、药物不良反应大等问题，对临床治疗过程产

生一定的阻碍[3]。研究表明，传统中药及天然化合

物可在癌症治疗中作为化疗增敏剂[4]，对降低药物

的不良反应并克服其耐药性具有一定的作用。因

此，从天然药物资源中寻找高效低毒化疗增敏剂，

提高化疗疗效，对改善卵巢癌患者预后、提高卵巢

癌生存率具有重要的临床价值。 

隐丹参酮（cryptotanshinone，CPT）是从丹

参中分离的脂溶性二萜醌类化合物，近年来因其

表现出良好的抗肿瘤作用逐渐受到关注 ,对肺

癌、肝癌、胃癌、结直肠癌等多种癌症 [5]，均具

有一定的作用，其潜在的分子机制可能通过诱导

细胞凋亡、抑制细胞增殖、迁移、侵袭、靶向雌

激素受体和雄激素受体以及逆转肿瘤的多重耐

药等发挥作用[6]。课题组前期通过网络药理学的

方法发现隐丹参酮具有增敏或逆转卵巢癌铂耐

药的潜力[7]，但具体机制仍不明。本研究探讨隐

丹参酮增强人卵巢癌 A2780/DDP 细胞对化疗药

物的敏感性的可能机制及关键靶点，为隐丹参酮

用于卵巢癌治疗提供理论依据和实验支持。 

1  材料 

1.1  细胞株 

人卵巢癌 A2780 细胞由福建省妇幼保健医院

赠送，经鉴定无支原体污染；A2780/DDP 细胞（批

号 FS-A2780-DDP）由上海通派生物科技有限公司

提供。 

1.2  药品与试剂 

CPT（批号 C5624，质量分数≥98%）、DMEM

基础培养基（批号 D6419）购自美国 Sigma 公司；

顺铂（cisplatin，DDP，批号 H20073653）购自山东

齐鲁制药公司；青霉素-链霉素（批号 C0222）、改

良吉萨姆染色液（批号 C0131）购自上海碧云天生

物技术有限公司；胎牛血清（批号 PS-FB5-SA）购

自美国 Hyclone 公司；0.25%胰蛋白酶（批号 25200-

056）、RPMI 1640 培养基（批号 ZQ-213）购自美国

Gibco 公司；MTS 细胞增殖与细胞毒性检测试剂盒

（批号 G3581）、逆转录试剂盒（批号 A2719）、实时

荧光定量 PCR 试剂盒（批号 LS2062）购自美国

Promega公司；Matrigel Matrix基质胶（批号 356234）

购自美国康宁公司；TRIZOL 总 RNA 抽提试剂（批

号 15596026）购自美国 Ambion 公司。 

1.3  仪器 

BB15 型细胞培养箱（美国 Thermo Fisher 

Scientific 公司）；HF safe 1200 LC 型超净工作台（上

海 Heal Force 公司）；1X71 型荧光倒置显微镜（日

本 Olumpus 公司）；YL00485 型全自动细胞技术仪

（上海博大博聚科技公司）；272006878 型荧光定量
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PCR 仪（美国 Applied Biosystems 公司）；ND-100C 型

超微量紫外分光光度计（中国米欧仪器公司）；DK-80

型电热恒温水槽（上海一恒科技公司）；MAX 190 型

全波长酶标仪（美国 Molecular Devices 公司）；5804R

型低温高速离心机（美国 Beckman 公司）；5810 II 

267247 型普通高速离心机（德国 Eppendorf 公司）。 

2  方法 

2.1  细胞培养和 A2780/DDP 细胞对 DDP 的耐药

性检测 

A2780 细胞用含 10%胎牛血清、1%青霉素-链

霉素的 RPMI 1640 培养基于 37 ℃、5% CO2 培养

箱培养；A2780/DDP 细胞用含 15% FBS、1%青霉

素-链霉素的 DMEM 培养基于 37 ℃、5% CO2 培养

箱培养，贴壁后以 1 μg/mL DDP 维持耐药性[8]，培养

至 3～5 代开始构建模型。将细胞随机分为空白（不

含细胞）组、对照组及 DDP（2、4、6、8、10 μg/mL）

组，给药干预 24 h。收集各组细胞，弃旧培养液，

每孔加入 100 μL 培养液与 20 μL MTS，于 37 ℃、

5% CO2 培养箱中避光孵育 2～3 h。采用酶标仪测

定 490 nm 处的吸光度（A）值，计算细胞存活率及

细胞耐药指数。 

细胞存活率＝(A 给药－A 空白)/(A 对照－A 空白) 

细胞耐药指数＝耐药细胞 IC50/非耐药细胞 IC50 

2.2  A2780/DDP 细胞增殖检测 

将 A2780/DDP 细胞随机将细胞分为对照组、

DDP 组、DDP＋CPT 给药组，对照组于 DMEM 培

养液中常规培养；DDP 组于含 1 μg/mL DDP 培养

液中培养24 h；DDP＋CPT给药组于含1 μg/mL DDP

培养液中加入 5、6、7、8、9、10 μmol/L CPT 干预

24 h，后续同“2.1”项下方法。 

2.3  A2780/DDP 细胞迁移检测 

2.3.1  细胞划痕实验  6 孔板底部用马克笔画上等

间隙的 5 条横线，备用。将 A2780/DDP 细胞以 5×

105个/孔接种于提前画线的 6 孔板中，于 37 ℃、5% 

CO2培养箱中培养 24 h，弃去旧培养基，以 2 mL PBS

洗涤细胞 2～3 次，用移液枪头垂直于马克笔横线进

行细胞划痕，设对照组、DDP（1 μg/mL）组及 DDP

（1 μg/mL）＋CPT 低、中、高剂量（6、7、8 μmol/L）

组，于 0 h 在镜下拍照，于培养箱培养 24 h 后，于

倒置显微镜下拍照，对比观察细胞迁移率。 

细胞迁移率＝(初始划痕面积－24 h 划痕面积)/初始划

痕面积 

2.3.2  Transwell 实验  将 A2780/DDP 细胞分为对

照组、DDP（1 μg/mL）组及 DDP（1 μg/mL）＋CPT

低、中、高剂量（6、7、8 μmol/L）组，以 2×104

个/孔接种于 Transwell 上室中，每室 200 μL，下室加

入 600 μL 完全培养基，于 37 ℃、5% CO2 培养箱

中培养 24 h 后，弃去旧培养基，以无核酶水洗涤小

室内细胞 2～3 次，弃去；加入 75%甲醛固定细胞

15 min，弃去；加入结晶紫细胞染色 40 min，弃去，

最后以无核酶水洗去残余液体，置于倒置显微镜下

观察细胞迁移情况。 

2.4  A2780/DDP 细胞侵袭检测 

在冰上将 Matrigel 基质胶用无血清培养基进行

稀释，混匀后加到 Transwell 上室中，置于 37 ℃、

5% CO2 培养箱孵育，2 h 后吸掉上室多余液体，每

孔中加入 100 μL 无血清培养基，置于 37 ℃、5% 

CO2 培养箱孵育 30 min，后续同“2.3.2”项下方法。 

2.5  总 RNA 提取、cDNA 文库构建和高通量测序 

利用 TRIZO 抽提总 RNA 并采用超微量紫外可

见分光光度计进行 RNA 定量及纯度评估，总 RNA

作为mRNA测序的建库起始样品，mRNA通过RNA

提取、质量检测、文库构建、文库质控、上机测序

步骤，进行构建和测序，构建与测序委托中科新生

命生信云平台公司完成。 

2.6  差异表达基因的筛选 

采用 SOAPnuke 软件对测序数据进行滤过，去

除接头序列，滤过掉碱基平均质量值小于 20、无法

确定的碱基数量大于 5 的数据，获得用于后续分析

的数据。采用 DESeq2 进行基因的差异表达分析，

以|log2FC|＞1、P＜0.05 为条件筛选差异表达基因，

并绘制火山图。 

2.7 蛋白质互作网络（protein-protein interaction 

networks，PPI）的构建 

所得差异表达基因上传至 STRING 数据库，构

建 PPI，导入 Cytoscape 3.9.1 软件进行拓扑参数分

析，按 Degree 参数大小对核心基因靶点进行排序。 

2.8  基因本体（gene ontology，GO）功能及京都基

因与基因组百科全书（Kyoto encyclopedia of genes 

and genomes，KEGG）富集分析和分子对接 

采 用 微 生 信 在 线 平 台 （ h t t p s : / / w w w.  

bioinformatics.com.cn）对交集基因进行 GO 富集分

析和 KEGG 通路富集分析。将筛选出的 5 个核心靶

点与 CPT 进行分子对接验证，并利用 PLIP[9]在线网

站（https://plip-tool.biotec.tu-dresden.de）预测 CPT 与

核心靶点的相互作用。 
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2.9  A2780/DDP 细胞的核心靶点 mRNA 水平检测 

提取各组细胞中的总 RNA，紫外可见分光光度

法测定 RNA 浓度后，使用逆转录试剂盒依照试剂

盒说明反转录为 cDNA，再进行实时荧光定量 PCR

扩增，反应体系为 95 ℃、2 min 预变性，热循环

95 ℃、15 s，退火温度 50～60 ℃（根据引物情况

设置）、40 s，40 个循环。以 β-actin 为参照基因，

2−ΔΔCt 法计算 mRNA 相对表达量，引物序列见表 1。 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

基因名称 序列 (5’-3’) 

CXCR4 F: CCACGCCACCAACAGTCAGAG 

R: GAAGTCGGGAATAGTCAGCAGGAG 

JUN F: TCTACGACGATGCCCTCAACG 

R: GGTTCAAGGTCATGCTCTGCTTC 

TLR2 F: GCCTCTCGGTGTCGGAATGTC 

R: ATGGAAACGGTGGCACAGGAC 

NOS2 F: GACTTTCCAAGACACACTTCAC 

R: TTCGATAGCTTGAGGTAGAAGC 

NQO1 F: AGCCGCAGACCTTGTGATATTCC 

R: ATGGCAGCGTAAGTGTAAGCAAAC  

2.10  统计学分析 

采用 SPSS21.0 统计软件，计量资料以 x s 表

示，采用 Shapiro-Wilk 方法正态分布检验，符合正

态分布，组间比较采用单因素方差分析（ANOVA）。

方差齐性检验采用 F 检验评估。当方差齐时，LSD

检验比较组间差异；方差不齐时，Games-Howell 检

验比较组间差异。 

3  结果 

3.1  对 A2780/DDP 细胞耐药性的影响 

如图 1-A 所示，DDP 对 A2780 细胞有显著的

细胞增殖抑制作用（P＜0.001），呈剂量相关性。如

图 1-B 所示，与对照组比较，低质量浓度（2 μg/mL）

的 DDP 促进 A2780/DDP 细胞生长（P＜0.01），高

质量浓度（6～10 μg/mL）DDP 显著抑制细胞增殖

（P＜0.01、0.001）。DDP 对 A2780 及 A2780/DDP

细胞的 IC50 分别为 4、16 μg/mL，A2780/DDP 的耐

药指数为 4，表明 A2780/DDP 细胞具有一定耐药

性，可以作为有效卵巢癌铂耐药细胞模型用作后续

实验。 

3.2  对 A2780/DDP 细胞增殖的影响 

如图 2 所示，与对照组比较，DPP 组细胞存活

率上升（P＜0.05），表明 DDP 促进 A2780/DDP 细

胞的生长；与 DDP 组比较，DDP＋CPT 各剂量组

对 A2780/DDP 细胞具有显著增殖抑制作用（P＜

0.001），呈剂量相关性，其中，6～8 μmol/L 的 CPT

干预下，细胞存活率明显下降，而 9～10 μmol/L CPT

可达半数细胞死亡，故以 6～8 μmol/L 的 CPT 进行

后续实验。 

3.3  对 A2780/DDP 细胞迁移的影响 

3.3.1  Transwell 检测 CPT 对 A2780/DDP 细胞迁移

的影响  如图 3 所示，与对照组比较，DDP 组迁移

至小室下的细胞数无显著性差异，而与 DDP 组比

较，CPT 组细胞的迁移数量显著下降（P＜0.001），

表明CPT可显著抑制A2780/DDP细胞的迁移能力。 

3.3.2  细胞划痕实验检测 CPT 对 A2780/DDP 细胞

迁移的影响  如图 4 所示，与对照组比较，DDP 组

迁移细胞数量显著下降（P＜0.001）；与 DDP 组比

较，CPT 各剂量组中 A2780/DDP 迁移细胞数量显

著下降（P＜0.001），表明细胞的迁移能力被显著抑

制。且随着 CPT 剂量的增加，细胞迁移的抑制作用

 

与对照组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001。 

**P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group. 

图 1  DDP 对 A2780 (A) 及 A2780/DDP (B) 细胞的细胞存活率影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 1  Effect of DDP on cell viability of A2780 (A) and A2780/DDP (B) cells ( x s , n = 3) 
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与对照组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001；与 DDP 组比较：###P＜

0.001，下图同。 

**P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group; ###P < 0.001 vs DDP group, 

same as below figures. 

图 2  CPT 对 A2780/DDP 细胞的细胞存活率影响 

( x s , n = 3) 

Fig. 2  Effect of CPT on cell viability of A2780/DDP cells 

( x s , n = 3)  

逐渐增强，导致划痕愈合面积逐渐减小，呈现出明

显的剂量相关性。 

3.4  Transwell 检测 CPT 对 A2780/DDP 细胞侵袭

的影响 

如图 5 所示，与对照组、DDP 组比较，DDP＋

CPT 给药组 A2780/DDP 细胞侵袭过基质胶至

Transwell 小室下室面的细胞数量显著下降（P＜

0.001），且呈剂量相关性，表明 CPT 可显著抑制

A2780/DDP 细胞的侵袭能力。 

3.5  转录组测序数据质量控制 

测序文库中共有 6 个检测样品原始数据，原始

序列条数为 5.9×107～1.1×108，滤过后，5.8×107～

1.1×108高质量读段保留。测序序列中碱基质量值＞

20%为 97%，30%碱基所占百分比为 94%，碱基 G 和

 

图 3  Transwell 法检测 CPT 对 A2780/DDP 细胞的细胞迁移能力影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 3  Effect of CPT on cell migration ability of A2780/DDP cells as detected by Transwell assay ( x s , n = 3) 

 

图 4  划痕实验检测 CPT 对 A2780/DDP 细胞的细胞迁移影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 4  Effect of CPT on cell migration of A2780/DDP cells as detected by scratch assay ( x s , n = 3) 
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C 的数量总和占总的碱基数量的百分比为 48%，表

明测序数据质量良好，测序序列准确度较高。 

3.6  差异表达基因、核心靶点的筛选及蛋白质互作网

络构建 

如图 6-A 所示，与 DDP 组比较，DDP＋CPT 给

药组筛选出 253 个差异表达基因，其中 82 个下

调基因，171 个上调基因。如图 6-B 所示，将 253

个差异表达基因输入 STRING 在线工具，限定物

种 Homo sapiens，度值为 0.04，可得到 CPT 改善

A2780/DDP 细胞对 DDP 耐药的 PPI 图，蛋白质用 

 

图 5  Transwell 法检测 CPT 对 A2780/DDP 细胞的细胞侵袭影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 5  Effect of CPT on cell invasion of A2780/DDP cells as detected by Transwell assay ( x s , n = 3) 

 

图 6  CPT 改善 A2780/DDP 细胞对 DDP 耐药的差异表达基因火山图 (A) 及核心靶点图 (B) 

Fig. 6  Differential gene volcano map (A) and core target map (B) for CPT to improve resistance of A2780/DDP cells to DDP 
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节点表示，蛋白质之间的关联用边表示。由图可知，

CPT 可能主要作用于趋化因子受体 4（C-X-C 

chemokine receptor type 4，CXCR4）、JUN 重组蛋

白（JUN recombinant protein，JUN）、Toll 样受体

2（Toll-like receptor 2，TLR2）、醌氧化还原酶 1

（quinone oxidoreductase 1，NQO1）、一氧化氮合酶

2（nitric oxide synthase 2，NOS2）、CD163 分子重

组蛋白（recombinant cluster of differentiation 163，

CD163）、趋化因子（chemokine C-C motif ligand 3，

CCL3）、谷胱甘肽过氧化物酶 7（ glutathione 

peroxidase 7，GPX7）、选择素 L（selectin L，SELL）、

分泌型磷蛋白 1（secreted phosphoprotein 1，SPP1）

等核心靶点发挥改善 A2780/DDP 细胞对 DDP 耐

药的能力。 

3.7  功能富集分析 

3.7.1  GO 功能富集  将 253 个差异表达基因进行

GO 功能富集，共得到 1387 个生物过程条目，100

个细胞组分条目，190 个分子功能条目，分别取生

物过程、细胞组分、分子功能 3 个方面各前 10 位

结果做聚类分析（图 7）。CPT 可影响 A2780/DDP

细胞的细胞酮代谢过程、对氧化应激的反应、类固

醇代谢过程、氨基酸代谢过程等生物过程。所在的

细胞组分可能包括质膜外侧、血液微粒、分泌颗粒

膜、内质网内腔、内吞囊泡及其膜等。涉及的分子

功能可能有有机酸结合、血红素结合、羟酸结合、单加

氧酶活性、抗氧化活性等。 

3.7.2  KEGG 富集  将 253 个差异表达基因进行

KEGG 通路富集，共涉及 135 条通路，CPT 可能通

过 Toll 样受体信号通路、PD-L1 的表达和 PD-1 检

查点通路、铁死亡、B 细胞受体信号通路、IL-17 信

号通路、T 细胞受体信号通路等影响 A2780/DDP 细

胞对 DDP 的耐受性，其中排名前 15 的通路富集结

果见图 8。 

3.8  分子对接 

如图 9 所示，选择 CXCR4、JUN、TLR2、NQO1、

NOS2 为分子对接的蛋白受体，以 CPT 为分子对接

的小分子配体，结果表明，CPT 与 CXCR4、JUN、

NOS2、NQO1、TLR2 的结合能分别为−7.6、−7.4、

−10.5、−8.2、−8.6 kcal/mol，其结合能均小于−5 

kcal/mol，表明所有的蛋白受体与 CPT 均具有良好

的结合活性。分子对接结果和相互作用。 

3.9  对A2780/DDP细胞核心靶点mRNA表达的影响 

如图 10所示，与对照组比较，DDP组中NOS2、

JUN、NQO1、TLR2 mRNA 表达显著降低（P＜

0.001），而 CXCR4 mRNA 表达水平上升（P＜

0.001）；而与 DDP 组比较，DDP＋CPT 组结果

 

图 7  CPT 改善 A2780/DDP 细胞对 DDP 耐药的 GO 富集柱状图 

Fig. 7  GO-enriched histogram for CPT to improve resistance of A2780/DDP cells to DDP 
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图 8  CPT 改善 A2780/DDP 细胞对 DDP 耐药的 KEGG 富集气泡图 

Fig. 8  KEGG-enriched bubble plot for CPT to improve resistance of A2780/DDP cells to DDP 

 

图 9  CPT 与 CXCR4 (A)、TLR2 (B)、NOS2 (C)、JUN (D)、NQO1 (E)的分子对接和相互作用结果图 

Fig. 9  Plots of molecular docking and interaction between CPT and CXCR4 (A), TLR2 (B), NOS2 (C), JUN (D), NQO1 (E) 

显示 CPT 干预后可显著逆转 DDP 对上述核心基因

的作用（P＜0.001）。 

4  讨论 

卵巢癌是严重危害女性健康疾病之一，目前

一线治疗以手术联合化疗为主，常规采用肿瘤细

胞减灭术最大程度地切除病灶联合术后使用顺铂

为基础的化疗方案，提示顺铂在卵巢癌治疗中扮

演着重要角色。但伴随化疗周期的延长，许多患

者会出现耐药现象，导致肿瘤在短期内增殖、迁

移和复发，最终影响患者的生存质量。为寻求有

效逆转和防治顺铂耐药卵巢癌的方法，本研究优

选了 CPT 这一中药成分，结合转录组测序和细胞

学研究，探究其对卵巢癌铂耐药细胞的影响和潜

在作用机制。 

丹参是我国传统常用的活血祛瘀药，具有活

血祛瘀、通经止痛、凉血消痈之功效，主治胸痹

心痛、脘腹胁痛、热痹疼痛等证，根据传统中医

理论，活血化瘀药可用于恶性肿瘤的治疗[10]。CPT

是从唇形科植物丹参根茎中提取的脂溶性化合物

之一，具有抗菌、抗炎、抗肿瘤等多种药理作用。

多项研究表明 CPT 对肺癌[11-13]、胃癌[14-15]、结直

肠癌[16-18]、肝癌[19-22]、骨肉瘤[23-24]、乳腺癌[25-26]

等多种癌症均具有一定的细胞杀害和抑制作用。

在卵巢癌中，研究表明 CPT 可同时抑制癌细胞的
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图 10  CPT 对 A2780/DDP 细胞的 CXCR4、JUN、NQO1、TLR2、NOS2 的基因表达影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 10  Effect of CPT on gene expression of CXCR4, JUN, NQO1, TLR2, NOS2 in A2780/DDP cells ( x s , n = 3) 

糖酵解和氧化磷酸化过程，有效地靶向癌细胞的能

量代谢进而抑制其生长和存活[27]；CPT 亦可同时降

解原癌基因 c-Myc 和减弱黏着斑激酶（ focal 

adhesion kinase，FAK）信号通路，协同抑制卵巢肿

瘤的生长和转移[28]。现有不少研究证实 CPT 具有

改善肿瘤耐药的研究，李光慧等[29]发现 CPT 可增

强癌细胞对依托泊苷和氟尿嘧啶等多种抗肿瘤药

物的敏感性，下调信号转导及转录激活因子 3

（signal transducer and activator of transcription 3，

STAT3）靶基因从而增强阿霉素的化疗敏感性；

Huang 等[30]表明 CPT 可通过抑制癌症干细胞调节

因子有效抑制癌症干燥性、化疗耐药性和致瘤性，

同时可增加三阴乳腺癌对卡马替尼的敏感性。上述

研究表明 CPT 在增强肿瘤细胞对化疗的敏感性方

面具有巨大潜力，但具体机制存在争议。 

本研究建立体外卵巢癌铂耐药模型，与 A2780

敏感株比较，DDP 对 A2780/DDP 细胞的增殖抑制

能力明显弱于 A2780 细胞，其耐药指数为 4，与文

献报道的耐药指数相近[8]，表明 A2780/DDP 耐药细

胞模型稳定。加入 5～10 μmol/L 的 CPT 干预后，

细胞存活率结果表明 CPT 显著抑制 A2780/DDP 细

胞的增殖，提示 CPT 可以增加 DDP 对 A2780/DDP

细胞的增殖抑制能力。划痕实验和 Transwell 实验

表明 CPT 联合 DDP 干预显著抑制 A2780/DDP 耐

药株的迁移和侵袭。 

转录组学结果表明，CPT 改善 A2780/DDP 细胞

对 DDP 的耐药性可能与 NOS2、JUN、NQO1、TLR2、

CXCR4 等核心靶点相关。NOS2 是一氧化氮（nitric 

oxide，NO）亚型之一，在有活性的巨噬细胞中首次

被发现[31]，正常生理条件下，各组织的 NOS2 活性

基本不表达，但可在干扰素、肿瘤坏死因子-α、脂

多糖、白细胞介素-1 及炎症因子等细胞因子诱导下

表达。孙永亮 [32]通过研究表明卵巢癌细胞表达

NOS2，NOS2 高表达的卵巢癌生存时间短，提示

NOS2 在卵巢癌的发生发展及患者生存预后发挥重

要作用。李肖旋[33]的研究表明 NOS2 在铂类耐药卵

巢癌组织的表达量低于铂类敏感组。本研究结果与

其类似，A2780/DDP 细胞在仅 DDP 干预下，其表

达下调，而 CPT 联合干预下，NOS2 的表达上调，

提示 CPT 可以通过上调 A2780/DDP 的 NOS2 表达

改善对 DDP 的耐药性。TLR2 是 TLR 家族成员之

一，该家族是最早被发现的天然免疫模式识别受

DDP 1 mg·kg−1   −        +     +        +        + 
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体，可识别微生物衍生的分子模式结构，引起受体

的结构性变化，后通过髓样分化因子 88（myeloid 

differentiation factor 88，MyD88）的募集反应，促进

激酶类有丝分裂原激活蛋白的磷酸化，激活相应信

号通路，调控相应基因的表达[34]。徐娟等[35]通过对

卵巢癌患者和健康女性的血液进行分析，发现卵巢癌

组 TLR2 的表达显著高于健康对照组，李玲等[36]的研

究发现 TLR9 可导致 SKOV3 对 DDP 耐药，提示

TLR 家族对卵巢癌及其耐药的发生发展有重要的

意义。本研究 KEGG 富集结果同样证实 Toll 信号通

路可能会是 CPT 逆转卵巢癌铂耐药细胞对 DDP 的

耐药性的潜在机制之一，而 RT-qPCR 结果证明，

TLR2 在 A2780/DDP 细胞中表达降低，而 CPT 可通

过上调 TLR2 的表达，改善 A2780/DDP 细胞对 DDP

的耐药性。 

NQO1 是一种黄素蛋白酶[37]，是人体重要的 II

相反应酶。其通过催化真核细胞内双电子还原反

应，保护人体细胞对抗活性氧及其他氧化应激的损

伤作用、稳定野生型肿瘤蛋白（tumor protein 53，

p53）、转换雌激素代谢产物。作为核因子 E2 相关

因子 2（nuclear factor erythroid 2-related factor 2，

Nrf2）重要的下游响应靶点之一，Nrf2/NQO1 信

号通路已被证明在卵巢癌 DDP 耐药中发挥重要

功效[38]。张泽等[39]研究发现丹参水提物可诱导 Nrf2

核转录，促进 NQO1 等下游基因的表达。本研究结

果与之类似，在 CPT 干预下，NQO1 的表达显著升

高，提示 CPT 可能通过影响 Nrf2/NQO1 信号通路，

改善卵巢癌铂耐药细胞对 DDP 的耐药性。JUN 是

AP-1 的构成成分之一，AP-1 已被证实在妇科恶性

肿瘤中发挥重要作用。Zhang 等[40]研究表明 AP-1 转

录因子信号通路的错误调节参与了卵巢癌的形成

过程，其中 c-JUN 参与正向激活过程。大量研究表

明 AP-1 表达失调是肿瘤治疗产生耐药现象的关键

因素之一，在乳腺癌阿霉素耐药[41]、吉非替尼非小

细胞肺癌耐药[42]、瑞戈非尼肝癌耐药[43]等过程中均

见到 c-JUN 异常表达。本研究通过 RT-qPCR 实验

表明仅 DDP 干预下，A2780/DDP 细胞中 JUN 表达

下调，而 CPT 联合干预下，JUN 表达显著上升，呈

浓度依赖性。与沈霞等[44]的研究发现丹参上调 AP-

1 的表达结果一致。CXCR4 是趋化因子家族成员之

一，其编码基因位于人类 2q21 染色体上，在膀胱尿

路上皮癌、乳腺癌、胆管癌、胶质母细胞瘤等肿瘤

中异常表达[45]。Zhang 等[46]比较卵巢癌组织和正常

组织以及不同病理类型卵巢癌组织中 CXCR 家族

mRNA 的表达，发现 CXCR4 mRNA 在卵巢癌组织

中的表达高于正常卵巢组织，提示 CXCR4 是卵巢

癌潜在的治疗靶点。陈昌贤等[47]基于一系列卵巢癌

化疗耐药与敏感基因芯片表达谱数据集进行生物

信息学分析，结果发现 CXCR4 表达上调。本研究结

果与之类似，在 DDP 单药干预下，CXCR4 表达上

调，而加入 CPT 后，CXCR4 的 mRNA 表达水平显

著下降，提示 CPT 可能通过抑制 CXCR4 的表达改

善卵巢癌铂耐药细胞对 DDP 的耐药性。 

综上，CPT 通过上调 JUN、TLR2、NOS2、NQO1

的表达，并抑制 CXCR4 的表达，影响 TLR 信号通

路、AP-1 相关信号通路、Nrf2/NQO1 信号通路，促

进 DDP 对 A2780/DDP 耐药细胞的增殖抑制作用、

迁移和侵袭等肿瘤转移方面的抑制作用，起到使

A2780/DDP 细胞对 DDP 敏感而导致细胞活力、细

胞迁移和侵袭能力下降之功效。本研究的创新点在

于结合转录组测序和体外细胞模型，证明 CPT 可提

高 A2780/DDP 细胞对顺铂的敏感性，并挖掘其潜

在的作用机制。本研究可为 CPT 改善卵巢癌铂耐药

提供新的靶点和通路，为深入研究丹参类中药成分

在疾病动物及人体水平上的作用提供依据，有望提

高治疗效果，延长患者的生存期，为临床治疗提供

新的思路。 
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