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摘　要:【目的】探讨雌激素(E2)、孕激素(P)及促性腺激素(FSH)对卵巢癌细胞株体外生长的调控。【方法】采用四甲基

偶氮唑蓝(MT T)比色法比较细胞数目 ,用流式细胞仪检测细胞周期。【结果】10-12 mol/ L E2 和 10 μg/ L FSH 作用 48 h 能显

著促进卵巢癌细胞株 H0-8910 细胞增殖 , E2 和 FSH 分别使 S 期和 G2/M 期细胞比例增加。 P能抑制卵巢癌细胞株 H0-8910

细胞生长 , 且对细胞生长的抑制作用对剂量有依赖性。【结论】卵巢癌细胞株 H0-8910 的生长受到生殖激素的调控 ,低浓度

E2 和高浓度 FSH 具有促癌细胞增殖作用 , 孕激素则对癌细胞的生长产生明显的抑制效应。
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on Growth of Ovarian Cancer Cell Line H0-8910 in Vitro
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Abstract:【Objective】The study was carried out to investigate the effects of estradiol(E2), follicle-stimu-

lating hormone(FSH)and progesterone(P)on the proliferation of ovarian cancer cell line H0-8910 in vi tro .

【Method】Cultivating human ovarian serous cystadenocarcinoma cell line H0-8910 in vi tro , comparing cell

numbers using M TT method , f low cy tometry detecting cell cycle.【Results】After incubation w ith 10-12 mol/L

E2 o r 10 μg/L FSH fo r 48 hours , cell proliferation increased signif icantly.E2 and FSH increased the cells per-

centage in Sphase and G2/M phase of cell cycle respectively P could inhibi t H0-8910 cells grow th significantly in

a dose-dependent manner.【Conclusion】It is suggested that E2 and FSH can stimulate the proliferation of ovari-

an cancer cell , P can inhibi t cell grow th.

Key words:ovarian neoplasm/drug therapy;estrogen/pharmacology;progesterone/pharmacology;go-

nadotropins/pharmacology;hormones/ therapeutic use

　　卵巢癌是妇科肿瘤中死亡率最高的恶性肿瘤 ,

近年来 ,众多学者对卵巢癌的发生机理进行了研究

和探讨 ,认为卵巢癌是激素依赖性肿瘤
[ 1]
。卵巢表

面上皮可以对类固醇激素及促性腺激素产生反应 ,

正常卵巢及大部分卵巢肿瘤组织中含有雌激素受

体(ER)和孕激素受体(PR),说明激素对卵巢癌的

发生发展有重要作用。本实验选用人卵巢浆液性

囊腺癌细胞株 H0-8910进行体外培养 ,观察不同浓

度的雌激素 、孕激素及促性腺激素对卵巢癌细胞株

H0-8910细胞增殖的影响 ,以了解激素对卵巢癌细
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胞的生长调控作用 ,有助于进一步探讨卵巢癌激素

治疗的机理 ,对卵巢癌的治疗及预后均具有重要的

临床意义 。

1　材料与方法

1.1　细胞株

卵巢癌细胞株 H0-8910来源于人卵巢浆液性

囊腺癌 ,已证实含有 ER和 PR[ 6] ,由上海细胞生物

所提供。

1.2　主要试剂

雌二醇 、孕酮 、卵泡刺激素及 PI 染液(碘化丙

啶)均由美国 Sigma 公司提供。RPM I-1640完全培

养基(按说明用三蒸水配制 ,临用前按 10%浓度加

灭活的新生小牛血清)。MT T[ 3-(4 ,5-二甲基-2-噻

唑)-2 ,5-二苯基溴化四唑] (购自北方同正公司);

二甲基亚砜(购自重庆试剂公司)。

1.3　方　法

1.3.1　细胞培养　H0-8910 细胞按常规方法培养

在含 10%新生小牛血清(FCS)RPMI 1640完全培

养基中 , 培养条件为:37 ℃, 5%CO2 , 相对湿度

90%。

1.3.2　四甲基偶氮唑蓝(MTT)比色法测定细胞

增殖　对数生长期细胞用胰酶消化后 ,以 6×103

个/孔细胞数加入 96 孔培养板 ,置 37 ℃、5%CO2

培养箱中培养 ,第 2天待大部分细胞贴壁后置入 4

℃恒温箱 1 h ,以促成细胞同步化生长。吸去上清

液 ,加入含 10%新生小牛血清(FCS)RPM I 1640培

养液 ,200 uL/孔 ,按实验设计分组。具体如下:细

胞对照组 , E2 组终浓度分别为 10-12 、10-10 、10-8

和10-6 mol/L , FSH 组终浓度分别为 0.4 、1 、4 、10

μg/L ,P 组终浓度分别为 10
-7
、10

-6
、10

-5
mol/L ,

每一浓度均设 8 个平行孔。继续培养 24 、48 、72 h

后 ,各孔分别加入 20 uL MTT 溶液(浓度为 5 g/

L),轻轻震荡培养板 ,放回培养箱内再孵育 4 h ,然

后吸尽上清液 ,于各孔中加二甲桠枫 200 uL ,置震

荡器上震荡 5 ～ 10 min ,用酶标光度计测出每孔中

波长为 580 nm 的吸光值(A =580),A =580 值与

活细胞数量成正比。

1.3.3　细胞周期分析分组培养 　对照组 、10-12

mol/L E2 组 、10μg/L FSH 组 、10
-7

mol/L P 组 ,按

3×104/mL 细胞浓度接种 ,同步化后换培养基并加

处理因素 ,在培养瓶中分别培养 48 、72 h后去培养

液 ,胰酶消化 ,收集细胞 ,用冰生理盐水重悬后缓慢

加入 70%乙醇 3 mL , 4 ℃保存。取细胞悬液 ,PBS

洗涤 2次 ,去乙醇 ,加 PI 染液 1.0 mL 4 ℃放置 30

min ,离心去剩余 PI 液 ,上流式细胞仪测定细胞时

相分布 。以正常人淋巴细胞调整细胞参数使其荧

光通道在合理位置 ,然后调整上机液细胞数 ,光源

为λ=488 nm 氩离子激光 , PI 受激发后发出红色

荧光 ,以λ=599 nm 波长通滤片用于荧光信号检

测 ,数据输入 Macintosh 650计算机分析 ,并 Modfit

1.0软件判断 。

1.4　统计处理

采用 SAS 统计软件对计量资料进行方差分

析 ,用 SNK法(Student-Newman-Keul)进行两两比

较。

2　结　果

2.1　不同激素对细胞增殖的影响

2.1.1　雌二醇和卵泡刺激素对细胞生长的作用　

用MTT 比色法结果显示:24 h 不同浓度 E2 处理

组和对照组相比 ,A 值有不同程度升高 ,但均无统

计学意义;48 h 10-12 mol/L E2 组A值较对照组明

显升高 ,且与其他浓度 E2 相比较 ,差异也有显著性

(P <0.05),72 h各处理组和对照组无显著差异 ,

见表 1。

表 1　不同浓度 E2 作用不同时间后的吸光值 A

Table 1　The absorbency in different time after dealing with varies concentration of E2　　( x ±s , mol/ L)

t / h Control
E2

10-12 10-10 10-8 10-6

24 0.214±0.016 　 0.233±0.024 0.240±0.037 0.248±0.019 0.216±0.032

48 0.438±0.034 0.585±0.027 1) 0.468±0.042 0.408±0.036 0.398±0.023

72 0.678±0.046 0.682±0.025 0.690±0.023 0.667±0.045 0.670±0.042

　　1)Com pared w ith group cont rol P <0.05
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　　不同浓度 FSH 作用 24 、48 、72 h 后 A 值均较

对照组升高 ,但仅 10 μg/ L FSH 作用 48 h 差异有

显著性 ,说明高浓度 FSH 作用明显 ,见表 2 。

2.1.2　孕激素对卵巢癌细胞生长的抑制作用　培

养体系中加入不同浓度的 P 后 24 h即出现细胞生

长抑制现象 ,与对照组比较差异有极显著意义(P

<0.01);且具剂量-效应依赖关系 ,见表 3。

2.2　细胞周期变化

表 4可见 , 10-12 mol/L E2和 10 μg/L FSH 作

用后 , G0/G1 值比对照组明显减少 。E2 组细胞 S

相比例显著升高 ,作用 48 h和 72 h分别是对照组

的 2.7倍和 1.4倍。FSH使 G2/M 期细胞增多 ,尤

以 48 h 作用最明显 ,为对照组的 4.6倍 。卵巢癌

细株 H0-8910经 10-7 mol/L P 处理后 ,进入 S 期

的细胞减少 ,相反 G0/G1 值较对照组高 ,显示轻度

G0/G1 期阻滞。

表 2　不同浓度 FSH 作用不同时间后的吸光值 A

Table 2　The abso rbency in different time after dealing with varies concentra tion of FSH　　( x ±s , μg/ L)

t / h Control
FSH

0.4 1 4 10

24 0.225±0.045 0.265±0.055 0.234±0.048 0.269±0.041 　 0.259±0.037

48 0.381±0.088 0.407±0.124 0.405±0.046 0.439±0.064 0.579±0.044 1)

72 0.689±0.061 0.689±0.063 0.735±0.042 0.725±0.025 0.755±0.031

　　Note:1)Compared w ith group cont rol P <0.05

表 3　不同浓度 P 作用不同时间后的吸光值 A

Table 3　The abso rbency in different time after dealing with varies concentration of P　　( x ±s , mol/ L)

t / h Control
P

10-7 10-6 10-5

24 0.303±0.026 0.207±0.017 2) 0.204±0.057 2) 0.169±0.029 2)

48 0.421±0.082 0.258±0.037 1) 0.161±0.028 2) 0.133±0.060 2)

72 0.598±0.031 0.343±0.039 2) 0.165±0.024 2) 0.075±0.013 2)

　　Compared wi th group cont rol:1)P <0.05;2)P <0.01

表 4　不同激素对 H0-8910 细胞时相分布的影响

Table 4　The affection of cell cy clic distribution after dealing with different hormone (%)

t / h Cell cycle Control E2 FSH P

48 G 0/G 1 　　　 66.08 　　　 17.37 33.68 　　　 66.46

S 25.33 68.52 26.74 24.75

G 2/M 8.59 14.11 39.58 8.79

72 G 0/G 1 61.86 55.61 46.67 70.33

S 25.78 35.26 26.01 22.16

G 2/M 12.36 9.13 27.32 7.51

3　讨　论

3.1　雌激素促性腺激素对卵巢癌细胞的增殖作用

性激素在某些妇科肿瘤的发生上有重要作用

已较肯定 , Langdon 等[ 2] 在对 ER阳性 PE04 细胞

株的研究显示 , 10-12 mol/L 至 10-6 mol/ L E2可刺

激生长 ,以 10-10 mol/L 作用最强 ,当浓度 >10-6

mol/L 时则表现抑制生长现象 。已证实卵巢癌细

胞株 H0-8910细胞含有 ER和 PR ,提示可能为性

激素依赖细胞[ 3] 。本文研究结果表明 ,10-12 mol/

L E2 对 H0-8910细胞生长有促进作用 ,以 48 h 最

为明显 ,其它浓度 E2 对细胞生长影响不大 ,故认为

雌激素对卵巢癌细胞作用与剂量有关。

最近研究认为 ,雌激素影响卵巢癌细胞增殖和

分化的机理是雌激素作用于靶细胞 ,促使细胞分泌
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肽类生长因子经自分泌或旁分泌机转调控细胞增

殖或抑制。本实验对细胞周期的分析发现 10-12

mol/L E2作用 48 h 后 S 期细胞占较大比例 ,提示

细胞增殖活跃 ,可能卵巢癌细胞在 E2 作用下产生

细胞因子使细胞由 G1 期向 S 期转化。

近年来许多体外试验证实 FSH 、LH 可促进卵

巢癌细胞生长 ,以 FSH 作用最强 。促性腺激素处

理过的卵巢癌细胞有丝分裂活动加强[ 4] 。本研究

显示 ,以 0.4 ～ 10 μg/L FSH 对细胞生长有增强作

用 ,但仅 10 μg/L FSH 的作用具有统计学意义 ,提

示高浓度 FSH对细胞促增殖作用明显 。同时从细

胞时相变化上看出 ,FSH 能在一定程度上促使 G2/

M 期细胞比例增加 ,这同其他作者观察到的细胞分

裂活动增强相一致。

本实验中 E2 和 FSH 的作用在早期并不明显 ,

这可能是由于牛血清中其他因子的拮抗作用所致;

而后期(72 h)两种激素对细胞生长无明显影响则

由于受体含量或结构发生了变化 ,使细胞对激素的

敏感性降低。

雌激素和 FSH 可参与卵巢上皮分化 、增殖恶

性变以及卵巢癌细胞的生长
[ 2]
。如果改变卵巢癌

患者体内的内分泌环境 ,可有助于提高手术或化疗

效果 ,减少复发。而对高 FSH 血症的绝经后妇女

的内分泌进行调整 ,有可能减少卵巢癌的发生 。

3.2　孕激素在卵巢癌治疗中的作用

孕激素对卵巢细胞的抑制作用 ,使其有可能用

于预防和治疗卵巢癌。卵巢子宫内膜样癌组织与

子宫内膜癌相似 , Rendina
[ 5]
等用大剂量醋酸甲孕

酮(MPA)治疗 33例晚期卵巢子宫内膜样癌 ,18例

(55%)有效。研究发现 ,孕激素有明显的减轻腹水

的作用 ,与细胞毒素药物联合应用疗效提高 ,客观

缓解率可高达 69%～ 80%
[ 8]
。我们通过体外实验

证实孕激素能够有效抑制卵巢癌细胞生长。10-7

～ 10-5 mol/L 孕激素具有明显的抗增殖反应 ,并呈

剂量依赖性。

目前 ,孕激素抗癌作用的机理尚不十分清楚 ,

认为孕激素进入细胞核内 ,可直接与受体结合 ,激

活的受体 ,促使细胞合成各种特异蛋白质 ,从而使

卵巢癌细胞生长受到抑制
[ 6]
。有报道指出甲孕酮

可降低卵巢癌细胞癌基因 C-erbB2 的表达 ,同时癌

细胞在软琼脂中的集落形成能力下降 ,其致瘤性降

低[ 7] 。由此可见 ,孕激素在晚期复发性卵巢癌 ,尤

其是化疗耐药患者的治疗中有重要的意义。
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