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维生素C逆转口腔鳞状细胞癌顺铂耐药的作用

周建军，赵云富，王国栋（海军军医大学长征医院 口腔科，上海 200003）

[摘 要] 目的：探讨维生素C（vitamin C，VC）逆转口腔鳞状细胞癌（oral squamous cell carcinoma，OSCC或口腔鳞癌）顺铂（cis‐

platin，DDP）耐药的作用及其机制。方法：选用体外培养的人口腔鳞癌CAL27细胞，用浓度梯度递增法筛选出耐DDP的CAL27/

DDP细胞株，用平板克隆形成实验、CCK-8、划痕愈合实验、Annexin V-FITC/PI染色流式细胞术分别检测单独应用DDP以及联合

VC 对 CAL27/DDP 细胞克隆形成、细胞增殖、迁移和凋亡的影响，Wester blotting 分别检测 CAL27、CAL27/DDP 和 VC 处理后

CAL27/DDP细胞中 P-gp蛋白的表达变化。结果：DDP对CAL27/DDP细胞的 IC50比CAL27细胞显著上升（P<0.05），CAL27/

DDP细胞对DDP耐药；联合VC后，DDP对CAL27/DDP细胞的 IC50比DDP单用时显著降低（P<0.05）。DDP联合VC能显著抑制

CAL27/DDP细胞的迁移能力（P<0.01），同时提高细胞的凋亡率（P<0.01）。CAL27/DDP细胞中P-gp蛋白表达水平相对CAL27细

胞升高（P<0.05），在VC干预后其表达水平下降（P<0.05）。结论：VC可逆转口腔鳞癌细胞DDP耐药，此种逆转作用是通过抑制

P-gp蛋白表达实现的。
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Effects of vitamin C on reversing cisplatin resistance in oral squamous cell carci‐
noma
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[[Abstract]] Objective: To study the effects of vitamin C (VC) on reversing cisplatin (DDP) resistance in oral squamous cell carcinoma

(OSCC) and the mechanism. Methods: Human OSCC CAL27 cells were cultured in vitro and DDP-resistant CAL27 cell line (CAL27/

DDP) was screened by increasing concentration gradient method. Plate clone formation assay, CCK-8, Wound healing assay, Annexin

V-FITC/PI staining flow cytometry were used to determine the effects of DDP alone or in combination with VC on colony formation,

proliferation, migration and apoptosis of CAL27/DDP cells. Western blotting was used to detect the expression level of P-gp protein

in CAL27 cells, CAL27/DDP cells and VC treated CAL27/DDP cells. Results: The inhibition concentration (IC50) of DDP increased

significantly in CAL27/DDP cells as compared with that in CAL27 cells (P<0.05), indicating CAL27/DDP was DDP-resistant. After the

combination with VC, the IC50 of DDP on CAL27/DDP cells was significantly reduced compared with that of DDP alone (P<0.05).

DDP combined with VC significantly inhibited the migration of CAL27/DDP cells (P<0.01), and promoted the apoptosis rate (P<0.01).

The expression level of P-gp protein in CAL27/DDP cells was increased compared with that in CAL27 cells (P<0.05), but decreased

after VC intervention (P<0.05). Conclusion: VC can reverse DDP-resistance in OSCC cells by inhibiting P-gp protein expression.

[[Key words]] oral squamous cell carcinoma (OSCC); CAL27 cell; CAL27/DDP cell; vitamin C (VC); cisplatin (DDP); drug resistance;

P-gp
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口腔颌面部恶性肿瘤是头颈部常见的恶性肿

瘤，其中约 90%以上为口腔鳞状细胞癌（oral squamous

cell carcinoma，OSCC或口腔鳞癌）[1]。目前OSCC的

主要治疗方法为手术、放疗、化疗和免疫治疗，对于

复发、转移和晚期患者，仍是以放、化疗为主要治疗

方法[2-3]。铂类化合物作为一线化疗药物被广泛应用

于肿瘤治疗中，含顺铂（cisplatin，DDP）的化疗方案一

直也是 OSCC 患者一线化疗方案。但近年来随着
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DDP的广泛使用，发现许多患者对DDP耐药，这严重

地限制了其临床应用[4]。因此，探讨与寻找口腔鳞癌

DDP耐药的有效逆转剂，提高OSCC对DDP的敏感

性具有十分重要的临床意义。维生素C（vitamin C，

VC）是一种水溶性维生素，是人类和哺乳类动物的必

需营养素，具有抗氧化、抗炎、提高免疫力等多种生

物活性作用[5]。VC能否逆转OSCC细胞的DDP耐药

性，目前尚未见研究报道。本研究通过体外实验观

察DDP联合VC对口腔鳞癌CAL27/DDP细胞增殖、

迁移和凋亡的影响，并用分子生物学的方法对其逆

转口腔鳞癌DDP耐药的分子机制进行初步探讨，旨

在为口腔鳞癌 DDP 耐药逆转剂的研发提供实验

资料。

1 材料与方法

1.1 细胞株及主要试剂

人口腔鳞癌细胞株CAL27购自美国模式培养物

集存库，CAL27/DDP细胞由本课题组利用CAL27细胞

DDP诱导培养获得。DPBS、DMEM购自美国Hyclone

公司，胎牛血清（FBS）、青霉素、链霉素购自美国

Gibco公司，DDP购自西格玛奥德里奇（上海）贸易有

限公司，VC购自上海生工生物工程股份有限公司，

CCK8试剂盒、RIPA裂解液和BCA试剂盒购自上海

碧云天生物技术有限公司，FITC细胞凋亡检测试剂

盒 I购自美国BD生物科学公司，胰蛋白酶消化液购自

美国Thermo Scientific公司，抗P-gp 抗体、抗 GAPDH

抗体、辣根过氧化物酶（horseradish peroxidase，HRP）

标记的山羊抗兔二抗购自美国SAB公司。

1.2 细胞培养及CAL27/DDP株的建立

细胞培养：将CAL27和CAL27/DDP细胞置于含

10%FBS、100 U/ml 青霉素和 100 µg/ml 链霉素的

DMEM高糖培养基中，于 37 ℃、5%CO2培养箱中培

养。当细胞汇合度达90%时，以1∶4比例传代。

CAL27/DDP细胞株的建立：采用体外药物浓度

递增法（含2、4、8、16、32 µmol/L DDP完全培养基）对

CAL27细胞系反复进行筛选，预期获得一株对DDP

耐药的CAL27/DDP细胞。

1.3 克隆形成实验检测CAL27/DDP细胞的克隆形

成能力

取对数生长期的 CAL27 和 CAL27/DDP 细胞，

0.25%胰蛋白酶消化后收集细胞并稀释，接种于 6孔

板（1.5×102个细胞/孔），每组 3个复孔。分别于含 0、

1 µmol/L DDP的完全培养基孵育24 h。同时再设置一

组CAL27/DDP细胞，于含1 µmol/L DDP和0.3 mg/ml

VC的完全培养基孵育24 h后，撤去上述药物换正常

完全培养基继续培养2周，磷酸盐缓冲液（PBS）洗涤

细胞，4%多聚甲醛室温固定 10 min，0.2%结晶紫染

液染色后拍照，计数克隆形成数。

1.4 细胞形态学观察及CCK-8检测CAL27/DDP细

胞的增殖能力

取对数生长期 CAL27 和 CAL27/DDP 细胞 ，

0.25%胰蛋白酶消化后收集细胞，制成密度为 5×103

细胞悬液，接种于 96孔板（100 µl/孔），每组设 6个复

孔。两种细胞分别于含有不同浓度梯度DDP的完全

培养基中培养 48 h，同时再设置一组CAL27/DDP细

胞，于含有不同浓度梯度 DDP（0、2、4、8、16 和32

µmol/L）且含有 0.3 mg/ml VC的完全培养基中培养。

48 h后，在倒置相差显微镜下观察细胞的形态并拍

照，后每孔加入 10 µl CCK-8溶液继续培养 2 h，酶标

仪检测在 450 nm处的光密度（D）值。计算细胞增殖

抑制率，以抑制率为纵坐标，药物浓度为横坐标绘制

药物增殖抑制曲线图。

1.5 划痕愈合实验检测CAL27/DDP细胞的迁移能力

取对数生长期 CAL27 和 CAL27/DDP 细胞 ，

0.25%胰蛋白酶消化后收集细胞，接种于6孔板（1×105

个细胞/孔），37 ℃、5%CO2培养箱中培养至细胞汇合

度为 90%，换成含 0.5%（V/V）FBS 的 DMEM 培养基

培养24 h。使用200 µl无菌枪头轻划孔板，PBS洗涤

后加药。CAL27 细胞组加入含 4 µmol/L DDP 的

DMEM 培养基，CAL27/DDP 细胞组，一组加入含

4 µmol/L DDP 的 DMEM 培 养 基，另一组加入含

4 µmol/L DDP和0.3 mg/ml VC的DMEM培养基。上

述每组设置 3 个复孔，37 ℃、5%CO2 培养箱中培养

24 h。分别在加药0和24 h拍照，运用 Image J软件分

析两个时间点上划痕面积的变化。

1.6 Annexin-V/PI染色流式细胞术检测CAL27/DDP

细胞的凋亡率

取对数生长期 CAL27 和 CAL27/DDP 细胞，

0.25%胰蛋白酶消化后收集细胞并稀释，分别接种于

6孔板（1×105个细胞/孔），37 ℃、5%CO2培养箱中培

养 24 h后分别加入含 0、32 µmol/L DDP的完全培养

基。同时再设置一组 CAL27/DDP 细胞，加入含 32

µmol/L DDP和0.3 mg/ml VC的完全培养基。上述每

组3个复孔，培养48 h后，0.25%胰蛋白酶消化收集所

有细胞，按照试剂盒说明书依次加入Annexin-V和PI

染色液，室温避光孵育15 min后，上流式细胞仪检测

细胞的凋亡率。

1.7 Western blotting（WB）检测CAL27/DDP细胞中

P-gp蛋白的表达水平

分别收集正常培养条件下的 CAL27、CAL27/

DDP细胞和VC（0.3 mg/ml）处理 48 h的CAL27/DDP

细胞，PBS洗涤后，分别加入RIPA裂解液提取细胞中
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总蛋白，并用BCA试剂盒对蛋白质进行定量分析并

调平。进行SDS-PAGE，将分离的蛋白转移至PVDF

膜，5%脱脂奶粉封闭 2 h，后加入兔来源 P-gp一抗

（1∶1 500），4 ℃孵育过夜。次日，TBST洗涤 3次后，

加入HRP标记的山羊抗兔二抗（1∶3 000），室温孵育

2 h，TBST洗涤 3次后，加入ECL化学发光液进行曝光，

后在Bio-Rad凝胶成像系统显影，运用 Image Lab分析

蛋白条带的灰度值，以GAPDH作为内参进行比较。

1.8 统计学处理

1.3、1.5~1.7实验均重复3次，1.4实验重复6次。

应用SPSS 17.0软件系统进行统计学分析。正态分布

的计量数据以 x̄±s 表示，两组间比较采用 t检验，多组

间比较采用单因素方差分析。以P<0.05或P<0.01表

示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 CAL27/DDP细胞由上皮样细胞形态转变为间

质细胞形态

倒置显微镜下（图1）所见，经过体外药物浓度递

增法筛选出的CAL27/DDP细胞丧失了上皮细胞的

极性，获得间质细胞的特性。相对 CAL27 细胞

CAL27/DDP 细胞的形态由多边形变成不规则的梭

形，细胞连接由紧密变得疏松。结果表明，CAL27/

DDP细胞具有间质细胞的表型特征。

2.2 VC 联合 DDP 显著降低 CAL27/DDP 细胞的增

殖能力

CCK8实验（图 2）结果显示，单用DDP 48 h后，

CAL27 细胞 IC50 为（4.28±0.88）µmol/L，CAL27/DDP

细胞 IC50为（14.67±1.01）µmol/L，CAL27/DDP 细胞

较 CAL27 细胞对 DDP 的耐药性增强（t=17.914，

P<0.05），表明体外浓度梯度递增法筛选出的CAL27/

DDP细胞株符合DDP耐药的要求；联合VC处理后，

DDP对CAL27/DDP细胞 IC50 为（8.52±0.92）µmol/L

较单用 DDP 的显著下降 ，差异具有统计学意义

（t=11.247，P<0.05），表明CAL27/DDP细胞对DDP耐

药性降低而敏感性提高。同时，细胞克隆形成实验

结果（图 3）表明，VC联合DDP处理相对单用DDP，

CAL27/DDP细胞克隆数明显减少（t=14.31，P<0.01），

表明VC联合DDP可显著抑制CAL27/DDP细胞的克

隆形成能力。

A:CAL27 cells; B: CAL27/DDP cells

图1 CAL27与CAL27/DDP细胞倒置显微镜下的形态（（×100））

Fig.1 Morphology of CAL27 and CAL27/DDP cells under

an inverted microscope (×100)

图2 加药处理48 h后CAL27与CAL27/DDP细胞的形态（（×100））

Fig.2 The morphology of CAL27 and CAL27/DDP cells after 48 h of drug treatment (×100)

2.3 VC 联合 DDP 显著降低 CAL27/DDP 细胞的迁

移能力

划痕愈合实验结果（图4）显示，CAL27细胞DDP

处理后伤口愈合率为（28.72±4.67）%，CAL27/DDP细
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胞DDP处理后伤口愈合率为（87.97±5.25）%，CAL27/

DDP 细胞相对 CAL27 细胞迁移能力显著提高

（t=25.27，P<0.01）。而在 VC 联合 DDP 处理后 ，

CAL27/DDP细胞伤口愈合率为（35.44±3.91）%，相对

单用DDP处理时细胞迁移能力显著下降（t=24.036，

P<0.01）。结果表明，VC 联合 DDP 能明显降低

CAL27/DDP细胞的迁移能力。

2.4 VC 联合 DDP 显著提高 CAL27/DDP 细胞的凋

亡率

流式细胞术检测结果（图 5）显示，单用DDP处

理，CAL27/DDP 细胞凋亡率显著低于 CAL27 细胞

（t=7.824，P<0.01），但当 DDP 联合 VC 处理后，相

对单用 DDP，CAL27/DDP 细胞凋亡率则显著上升

（t=6.665，P<0.01）。结果表明，DDP联合VC可显著

提高CAL27/DDP细胞的凋亡率。

图3 CAL27与CAL27/DDP细胞的克隆形成

Fig.3 Colony formation of CAL27 and CAL27/DDP cells

**P<0.01

图4 CAL27与CAL27/DDP细胞加药处理后迁移能力的变化

Fig.4 Cell migration ability of CAL27 and CAL27/DDP cells after drug treatment

**P<0.01
图5 CAL27与CAL27/DDP细胞加药处理前后细胞凋亡率的变化

Fig.5 Apoptosis rate of CAL27 and CAL27/DDP cells before and after treatment

2.5 VC 联合 DDP 对 CAL27/DDP 细胞中 P-gp 蛋白

表达的影响

WB实验结果（图 6）显示，与CAL27细胞相比，

CAL27/DDP细胞中 P-gp蛋白表达水平上调，在VC

干预后，CAL27/DDP细胞中P-gp蛋白表达水平下调

（t=2.807，P<0.05）。其中CAL27/DDP细胞中P-gp蛋

白表达水平相对CAL27细胞上调（t=4.237，P<0.05）。

结果表明，在VC处理后可下调CAL27/DDP细胞中

P-gp蛋白的表达。
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*P<0.05

图6 VC干预对CAL27/DDP细胞P-gp蛋白表达的影响

Fig. 6 Effect of VC intervention on P-gp protein expression

in CAL27/DDP cells

3 讨 论

OSCC占口腔颌面部恶性肿瘤 90%以上，是世界

第8大恶性肿瘤，主要采取以手术为主的综合治疗方

法，化疗是其重要的组成部分，其中含DDP的化疗方

案也是 OSCC 患者的一线化疗方案[4]。然而随着

DDP的广泛使用，许多患者出现DDP耐药，这不仅可

导致化疗失败，也会因随着DDP用量的增加而使不

良反应增强[6]。因此，寻找一种效果好、不良反应少、

能够有效逆转DDP耐药的化合物是OSCC临床治疗

中亟待解决的问题之一。

VC是一种水溶性维生素，是人类和哺乳类动物

的必需营养素之一，在人体内参与胶原蛋白的合

成、促进肠道对铁的吸收发挥着重要的作用 [7]。

已有研究 [8]表明，VC 能够显著提高肿瘤干细胞的

化疗敏感性。随着对VC生物学作用认识的不断加

深，将其作为肿瘤化疗增敏剂或耐药逆转剂越来越受

到重视。

本研究首先采用体外药物浓度递增法，筛选了一

株对 DDP 耐药的 CAL27/DDP 细胞。显微镜下见

CAL27/DDP细胞丧失了上皮细胞极性，获得间质细

胞的特性，细胞形态由多边形变成不规则梭形，细胞

连接由紧密变得疏松，表现出典型的EMT特性[9]。通

过细胞增殖-毒性实验和克隆形成实验，观察DDP对

口腔鳞癌CAL27和CAL27/DDP细胞的体外增殖能

力的影响。结果显示，CAL27/DDP细胞对DDP敏感

性显著下降，表现出DDP耐药，而将DDP联合VC干

预后，对CAL27/DDP细胞的增殖抑制率则显著上升，

VC可以提高DDP对CAL27/DDP细胞的增殖抑制能

力。有研究[8, 10-12]证明，VC可提高肝癌、前列腺癌和

卵巢癌的化疗敏感性，但VC逆转口腔鳞癌DDP耐药

作用的研究还尚未见报道。细胞划痕愈合实验结果

显示，单用 DDP 时，CAL27/DDP 细胞划痕愈合率

相对 CAL27 细胞明显上升，这既是由于 CAL27/

DDP 细胞对 DDP 敏感性下降的原因所导致，也

同时符合 EMT 的特性。在 DDP 联合 VC 干预后，

CAL27/DDP 的细胞划痕愈合率则下降。结果表

明，DDP 联合 VC 可影响 CAL27/DDP 细胞部分生

物学行为，在一定程度上可能对患者的预后产生

积极的作用。细胞凋亡是由基因控制的细胞自主的

有序的死亡，涉及一系列基因的激活、表达以及调控

等作用[13]。流式细胞术检测结果显示，单用DDP时，

CAL27/DDP细胞凋亡率较CAL27细胞低，而在DDP

联合VC后，CAL27/DDP细胞的凋亡率则明显上升，

表明VC通过某种方式提高了DDP诱导CAL27/DDP

细胞凋亡。这提示VC提高DDP对CAL27/DDP细胞

增殖抑制能力主要是通过增加化疗药物诱导细胞凋

亡来实现的。

目前研究[14-16]表明，OSCC化疗耐药涉及了药物

转运蛋白、细胞凋亡抑制、DNA损伤修复和EMT在

内的多种因素。多药转运蛋白是一类穿膜蛋白，在多

药耐药（multidrug resistance，MDR）中发挥着重要作

用。其中P-gp蛋白是一个重要的与化疗耐药有关的

多药转运蛋白[17]。KIM等[18]研究发现，在OSCC组织

中 P-gp的表达较正常口腔黏膜有所增加，并且 P-gp

的表达水平与患者的预后密切相关。随后有研究[19]

发现，DDP可诱导OSCC 细胞高表达 P-gp，同时发

现激活 Wnt/β -catenin 通路可过表达P-gp，从而促进

OSCC细胞对DDP耐药。本研究发现，利用体外药物

浓度递增法筛选的CAL27/DDP细胞株对DDP耐药，

同时CAL27/DDP细胞的P-gp蛋白表达水平增高，这

都与之前的研究结果一致。在 VC 干预后，CAL27/

DDP 细胞的 P-gp 蛋白表达水平下降，表明 VC 逆转

CAL27/DDP细胞DDP耐药，可能是部分通过抑制

P-gp 蛋白的表达，从而提高了 CAL27/DDP 细胞对

DDP的敏感性。

DDP目前仍是临床上常用的一线化疗药物, 但

DDP耐药不仅影响着患者的生存质量，也是5年生存

率难以进一步提高的因素之一。本研究发现，VC可

通过抑制 P-gp 蛋白的表达逆转 OSCC 细胞 DDP 耐

药，协同DDP发挥抑制OSCC细胞增殖并诱导凋亡

的作用，VC有望成为口腔鳞癌DDP耐药的逆转剂。

但对于VC是如何抑制P-gp蛋白的表达及相关具体

的机制尚不明确,有待更深入地研究。
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