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Wnt5a通过PI3K/Akt/GSK3β信号通路调控人卵巢癌SKOV3/
VCR细胞对长春新碱的敏感性

吴凤兰，陈红莲，胡小伟，梁利英，徐宛玲
*

漯河医学高等专科学校医疗系，漯河 462002

摘  要：本研究旨在探究Wnt5a对人卵巢癌SKOV3细胞长春新碱(vincristine, VCR)耐药性的影响，并探讨其分子机制。采用浓

度梯度递增法构建耐药株SKOV3/VCR细胞，将人WNT5A基因的干扰质粒转染SKOV3/VCR细胞并筛选出稳定干扰Wnt5a的
细胞株，用RT-PCR检测Wnt5a的mRNA表达水平，用CCK-8法检测细胞活力，用流式细胞术检测细胞凋亡，用Western blot法
检测Wnt5a、MDR1、Survivin、β-catenin、Akt、p-Akt(S473)、GSK3β和p-GSK3β(Ser9)的蛋白表达水平。结果显示，

SKOV3/VCR细胞中Wnt5a、MDR1、β-catenin和Survivin蛋白的表达水平、Akt和GSK3β蛋白的磷酸化水平以及Wnt5a mRNA
表达水平均显著高于其亲代SKOV3细胞；WNT5A基因沉默使VCR抑制SKOV3/VCR细胞活力的IC50从38.412降至9.283 mg/L，
提高SKOV3/VCR细胞凋亡率并协同增强VCR诱导的细胞凋亡(P < 0.05)，下调MDR1、β-catenin和Survivin蛋白的表达水平

(P < 0.05)，抑制Akt和GSK3β蛋白磷酸化(P < 0.05)；此外，PI3K抑制剂LY294002也可下调SKOV3/VCR细胞中MDR1、β-catenin
和Survivin蛋白表达水平，并降低Akt和GSK3β蛋白磷酸化水平(P < 0.05)。以上结果提示，沉默WNT5A基因可在体外逆转人

卵巢癌耐药株SKOV3/VCR细胞耐药性，作用机制可能与其抑制PI3K/Akt/GSK3β/β-catenin通路，继而下调MDR1和Survivin
蛋白表达有关。 
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Wnt5a modulates vincristine resistance through PI3K/Akt/GSK3β signaling 
pathway in human ovarian carcinoma SKOV3/VCR cells
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Abstract: The aim of this study was to investigate the effect of Wnt5a on the vincristine (VCR) resistance in human ovarian carcinoma 
SKOV3 cells and its possible mechanism. The drug-resistant SKOV3/VCR cells were established by stepwise exposure to VCR, and 
then the SKOV3/VCR cells were stably transfected with specific shRNA interference plasmid vector targeting for Wnt5a. The mRNA 
expression level of Wnt5a was measured by RT-PCR. CCK-8 assay was used to detect the cell viability of SKOV3/VCR cells. The 
apoptosis was analyzed by flow cytometry. The protein expression levels of Wnt5a, MDR1, Survivin, β-catenin, Akt, p-Akt(S473), 
GSK3β and p-GSK3β(Ser9) were detected by Western blot. The result showed that SKOV3/VCR cells had significantly higher protein 
expression levels of Wnt5a, MDR1, Survivin and β-catenin, phosphorylation levels of Akt and GSK3β, and mRNA expression level of 
Wnt5a, compared with SKOV3 cells (P < 0.05). WNT5A gene silencing significantly increased the sensitivity of SKOV3/VCR cells to 
VCR, the IC50 of VCR being decreased from 38.412 to 9.283 mg/L (P < 0.05), synergistically enhanced VCR-induced apoptosis of 
SKOV3/VCR cells (P < 0.05), down-regulated the protein expression levels of MDR1, β-catenin and Survivin (P < 0.05), and inhibited 
phosphorylation of Akt and GSK3β (P < 0.05). Meanwhile, LY294002 (PI3K inhibitor) decreased the protein expression levels of MDR1, 
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β-catenin and Survivin, as well as the phosphorylation levels of Akt and GSK3β in SKOV3/VCR cells (P < 0.05). These results suggest 
that WNT5A gene silencing reverses VCR resistance in SKOV3/VCR cells possibly through blocking the PI3K/Akt/GSK3β/β-catenin 
signaling pathway, and thus down-regulating the protein expression levels of MDR1 and Survivin.
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卵巢癌是常见的妇科恶性肿瘤之一。据统计，

全世界每年新增卵巢癌患者 238 700 例，发病率

居妇科恶性肿瘤第 3 位，而每年死亡人数高达

151 900 例，死亡率居妇科恶性肿瘤的第二位 [1]。

约 80% 的卵巢癌患者就诊时已经发展到了 III~IV
期，需要采取手术治疗与化学治疗相结合的综合治

疗策略 [2]。尽管大部分患者初始化学治疗有效，但

通常又在 6~12 个月后复发，由于多种药物耐药性

的出现，二线化学治疗的有效率仅为 8%~21% [3, 4]。

长春新碱 (vincristine, VCR) 是从夹竹桃科植物长春

花中提取出的一种生物碱，具有广谱的抗肿瘤作用，

常与放线菌素 D 和环磷酰胺组成 VCR 方案治疗卵

巢癌，但耐药性的产生严重限制了 VCR 的临床有

效性 [5, 6]。因此逆转 VCR 耐药性成为卵巢癌研究的

热点，也是临床亟待解决的问题。

Wnt 蛋白是一类分泌型糖蛋白家族，目前在哺

乳动物中发现了至少 19 种 Wnt 蛋白亚型。Wnt 蛋
白通过细胞膜受体介导的信号途径，对细胞的分化、

增殖、凋亡和迁移等生命活动发挥重要的调节作

用 [7]。Wnt 信号通路一般分为两类，即依赖 β- 连环

蛋白 (β-catenin) 的经典通路和不依赖 β-catenin 的非

经典通路。Wnt5a 是 Wnt 蛋白家族中非经典 Wnt
信号途径的代表，可与 Ror2 受体结合激活非经典

的 Wnt 信号通路，但也可与 FZD-4 受体结合激活

经典的 Wnt 信号通路 [8]。近年来有研究显示，Wnt5a
在人黑色瘤耐药株 A375/PLX4720 细胞和 MEL624/
PLX4720 细胞、人子宫肉瘤耐药株 MES-SA/Dx5 细

胞以及人乳腺癌耐药株 MCF-7/ADR2 细胞中呈高

表达，下调 Wnt5a 表达可逆转肿瘤耐药性 [9, 10]。但

有关 Wnt5a 在卵巢癌化学治疗耐药中的作用及其机

制鲜有报道。本研究在体外通过构建卵巢癌 VCR
耐药株 SKOV3/VCR 细胞，观察 Wnt5a 在 SKOV3/ 
VCR 细胞中的表达情况及其对耐药性的影响，并探

究可能的分子机制。

1  材料与方法

1.1  材料　　人卵巢癌 SKOV3 细胞购自中国科学

院上海生命科学研究院细胞资源中心；胎牛血清

(fetal bovine serum, FBS) 和 RPMI-1640 培养基购

自 Hyclone 公司；硫酸 VCR ( 批号 420039-201601、
HPLC ≥ 98%) 购自中国食品药品检定研究院；PI3K
抑制剂 LY294002 和嘌呤霉素购自 Sigma 公司；

CCK-8 试剂盒、Annexin V-FITC 凋亡检测试剂盒、

EdU-555 细胞增殖检测试剂盒和 ECL 化学发光试剂

盒购自上海碧云天生物技术有限公司；RT-PCR 试

剂盒和 PCR 引物购自大连宝生物公司；人 WNT5A
基因干扰质粒 (pRS-Wnt5a) 和无义对照质粒 (pRS- 
scrambled) 购自 Origene 公司；脂质体 Lipofectamine® 
2000 购自 Invitrogen 公司；无内毒素质粒提取试剂

盒购自北京康为世纪公司；兔抗人 Wnt5a、多药耐

药基因 1 (multidrug resistance 1, MDR1)、存活素

(Survivin)、β-catenin、Akt、p-Akt(S473)、糖原合成

酶激酶3β (glycogen synthase kinase 3β, GSK3β)、p-GSK3β 
(Ser9)、β-actin 抗体和辣根过氧化物酶标记山羊抗

兔 IgG 购自 Abcam 公司。

1.2  细胞培养　　人卵巢癌 SKOV3 细胞采用含

10% FBS 的 RPMI-1640 培养液，在 37 °C、5% CO2

条件下进行培养，待细胞覆盖率达到 80% 以上时，

以 0.25% 的胰蛋白酶消化，按 1:3 的比例传代。

1.3  建立 VCR 耐药细胞株 SKOV3/VCR　　取对

数生长期 SKOV3 细胞，用 0.01 mg/L VCR 处理 48 h
后，更换为正常培养液继续培养，待细胞覆盖率再

次达到 80% 时，重复以上处理，当 SKOV3 细胞在

该药物浓度下能稳定生长传代时，将 VCR 浓度提

高至下一梯度。VCR 的浓度梯度为 0.01、0.02、0.05、
0.1、0.2、0.5 和 1 mg/L，整个诱导过程历时约 8 个

月，最终得到耐药细胞株 SKOV3/VCR。SKOV3/
VCR 细胞在含有 1 mg/L VCR 的培养液中培养以维

持耐药性。停止加入 VCR 两周后，取对数生长期

细胞进行后续实验。

1.4  构建稳定干扰 Wnt5a 的细胞株　　取对数生长

期 SKOV3/VCR 细胞，用脂质体转染试剂 Lipofect-
amine® 2000 将质粒 pRS-Wnt5a 和 pRS-scrambled 分

别转染 SKOV3/VCR 细胞；转染 48 h 后，更换为含

0.5 mg/L 嘌呤霉素的培养液进行筛选，2 周后得到

稳定转染细胞株。其中转染 pRS-Wnt5a 质粒的为
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Wnt5a 干扰细胞株 (shWnt5a)，转染 pRS-scrambled
质粒的为对照干扰细胞株 (shControl)。
1.5  CCK-8 法检测细胞活力　　取对数生长期细

胞，以每孔 5 000 个接种于 96 孔板，培养 24 h。加

入含有不同浓度 VCR 的培养液，对于非耐药株细

胞，VCR 的终浓度分别为 0.01、0.03、0.1、0.3、1
和 3 mg/L ；对于耐药株细胞，VCR 的终浓度分别

为 2、5、10、20、50 和 100 mg/L，同时设对照孔

和调零孔，每组设 5 个复孔。继续培养 48 h 后，每

孔加入 10 μL CCK-8 溶液，37 °C 孵育 1 h，用酶标

仪检测各孔450 nm波长吸光度A值。计算细胞活力，

细胞活力 = ( 加药孔 A 值 / 对照孔 A 值 ) × 100%。

使用 SPSS16.0 软件的 Probit 回归模型计算半数抑

制浓度 (half maximal inhibitory concentration, IC50)。
计算耐药倍数与逆转倍数，耐药倍数 = 耐药细胞

IC50 / 敏感细胞 IC50，逆转倍数 = 耐药细胞 IC50 / 逆
转细胞 IC50。实验重复 3 次。

1.6  EdU 掺入法检测细胞增殖　　取 shControl 组、

shWnt5a 组以及经 5 mg/L VCR 处理 48 h 后的 shControl
组和 shWnt5a 组细胞，加入 1 mL 用细胞培养液按

1:500 稀释的 EdU 溶液；孵育 2 h 后，PBS 洗涤 2 次，

加入 1 mL 固定液，室温固定 15 min；PBS 洗涤 2 次，

加入 1mL 通透液，室温孵育 15 min；PBS 洗涤 2 次，

加入 0.5 mL Click 反应液，室温避光孵育 30 min ；

PBS 洗涤 2 次，用 FACSCalibur 流式细胞仪 ( 购自

美国 BD 公司 ) 检测 EdU 标记的阳性细胞比例。实

验重复 3 次。

1.7  流式细胞术检测细胞凋亡　　细胞处理同 1.6
节，收集各组细胞，PBS 洗涤 2 次，用 200 μL 结

合缓冲液重悬细胞；加入 5 μL Annexin V-FITC，轻

轻混匀；加入 10 μL PI 染色液，轻轻混匀；室温避

光孵育 15 min 后，用流式细胞仪检测各组细胞凋亡

率。实验重复 3 次。

1.8  RT-PCR 检测 Wnt5a 的 mRNA 水 平　　 用

TRIzol 试剂提取细胞总 RNA，取 2 μg 总 RNA 进

行反转录，反转录条件：42 °C，60 min ；70 °C，
15 min。取 2 μL 上述反应液进行 PCR，PCR 反应

条件：94 °C，1 min ；94 °C，30 s ；60 °C，30 s ；72 °C，
1 min，第 2 步至第 4 步进行 35 个循环。引物采用

Primer Premier 5.0 软件设计，经 PubMed Blast 验证。

Wnt5a (160 bp) ：上 游 引 物：5’-TGAACCTGCACAA-
CAACGAG-3’，下游引物：5’-TCGTACTTCTCCTTCAG-
GGC-3’ ；GAPDH (276 bp) ：上游引物：5’-CCTGACCT-

GCCGTCTAGAAA-3’，下游引物：5’-TACTCCTTGG- 
AGGCCATGTG-3’。取 5 μL 扩增产物进行 1% 琼脂

糖凝胶电泳，紫外灯下拍照，用 ImageJ 1.45s 软件

进行灰度分析，以目的产物与内参 GAPDH 条带的

灰度值比值表示目的基因 mRNA 的相对表达水平。

实验重复 3 次。

1.9  Western blot 检测蛋白水平　　取 shControl 组、

shWnt5a 组和 shControl+LY 组 ( 用 10 μmol/L LY294002
处理 48 h 的 shControl 细胞 )，用 RIPA 裂解各组细

胞提取总蛋白，用紫外分光光度法测定蛋白质浓度。

取 25 μg 蛋白样品进行 SDS-PAGE 电泳并转移至

PVDF 膜，用脱脂奶粉封闭 1 h，加入一抗 ( 抗 Wnt5a、
MDR1、Survivin、β-catenin、Akt、p-Akt、GSK3β、
p-GSK3β 抗体均以 1:1 000 稀释，抗 β-actin 抗体以 1: 
2 000 稀释 )，4 °C 孵育过夜，TBST 洗膜 3 次，加

入二抗 (1:1 000 稀释 ) 室温下孵育 1 h，TBST 洗膜

3 次，加入 ECL 进行发光反应，暗室 X 胶片显影，

拍照后使用 ImageJ 1.45s 软件进行灰度分析，以目

标蛋白与内参 β-actin 条带的灰度比值作为目标蛋白

的相对表达水平。实验重复 3 次。

1.10  统计分析方法　　实验数据用 mean ± SD 表

示，采用 SPSS 16.0 分析数据，两组间比较采用 t
检验和协方差分析，多组间比较采用单因素方差分

析，并用 Bonferroni 法进行组间两两比较，P < 0.05
时认为差别具有统计学意义。

2  结果

2.1  耐药前后VCR对SKOV3细胞活力的影响

CCK-8 法检测结果显示，与对照组 (0 mg/L)
相比，经不同剂量 VCR 处理 48 h 后，SKOV3 和

SKOV3/VCR 组细胞活力均明显下降 (P < 0.05)，且

随着 VCR 剂量的增加，细胞活力有逐渐下降的趋

势 ( 图 1)，其 IC50 分别为 0.125 mg/L 和 38.412 mg/L；
SKOV3/VCR 细胞的耐药倍数为 307.296，表明 VCR
耐药株 SKOV3/VCR 细胞构建成功。

2.2  耐药前后相关蛋白表达的变化

与亲代 SKOV3 细胞相比，耐药株 SKOV3/
VCR 细胞中 Wnt5a、MDR1、β-catenin 和 Survivin
蛋白表达水平显著上调 (P < 0.05)( 图 2) ；同时 Akt
和 GSK3β 蛋白的磷酸化水平也明显升高 (P < 0.05)
( 图 3)。这提示 SKOV3 细胞耐药性的产生可能与

Wnt5a 蛋白高表达以及 Akt/GSK3β 信号通路活化

有关。
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图   2. VCR耐药前后SKOV3细胞中Wnt5a、MDR1、β-catenin和Survivin蛋白表达水平的变化

Fig. 2. Changes in protein expression levels of Wnt5a, MDR1, β-catenin and Survivin before and after vincristine (VCR) resistance in 
SKOV3 cells detected by Western blot. Mean ± SD, n = 3. *P < 0.05 vs SKOV3 group. 

图  3. VCR耐药前后SKOV3细胞中Akt和GSK3β蛋白磷酸化水平的变化

Fig 3. Changes in phosphorylation levels of Akt and GSK3β before and after vincristine (VCR) resistance in SKOV3 cells detected by 
Western blot. Mean ± SD, n = 3. *P < 0.05 vs SKOV3 group.

图    1. 耐药前后VCR对SKOV3细胞活力的影响

Fig. 1. Effect of vincristine (VCR) on cell viability of SKOV3 cells before and after VCR resistance detected by CCK-8 method. A: 
SKOV3 cells; B: SKOV3/VCR cells. Mean ± SD, n = 3. *P < 0.05 vs 0 mg/L group.
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2.3  转染前后SKOV3/VCR细胞中WNT5A基因表达

的变化

与未经转染的 SKOV3/VCR 细胞相比，shControl
组 SKOV3/VCR 细胞中 Wnt5a 的 mRNA 和蛋白表

达水平无明显变化 (P > 0.05)，但 shWnt5a 组 SKOV3/ 
VCR 细胞中中 Wnt5a 的 mRNA 和蛋白表达水平显

著降低 (P < 0.05)( 图 4)。这表明特异性 shRNA 可

显著抑制 WNT5A 基因表达。

2.4  沉默WNT5A基因对SKOV3/VCR细胞耐药性的

影响

CCK-8法检测结果显示，与0 mg/L VCR组相比，

经不同剂量 VCR 处理 48 h 后的 shControl 细胞和

shWnt5a 细胞活力均明显下降 (P < 0.05)，且随着

VCR 剂量的增加呈下降趋势，其 IC50 分别为 40.516 

图   4. 特异性shRNA下调SKOV3/VCR细胞中WNT5A基因表达水平

Fig. 4. Specific shRNA down-regulates the expression of WNT5A gene in SKOV3/VCR cells. A: RT-PCR result; B: Western blot 
result. Mean ± SD, n = 3. *P < 0.05 vs shControl group.

图    5. 沉默WNT5A基因对SKOV3/VCR细胞耐药性的影响

Fig. 5. Effect of silencing WNT5A gene on the drug resistance of 
SKOV3/VCR cells detected by CCK-8 method. Mean ± SD, n = 3. 
*P < 0.05 vs 0 mg/L group; #P < 0.05 vs shControl group under 
the same concentration of VCR.

mg/L 和 9.283 mg/L ；shcontrol 组细胞的耐药倍数

为 324.128，而 shWnt5a 组细胞的耐药倍数降至

75.264，逆转倍数为 4.307 ( 图 5)。这提示沉默 WNT5A
基因可提高耐药株 SKOV3/VCR 细胞对 VCR 的敏

感性。

2.5  WNT5A基因沉默前后VCR对SKOV3/VCR细胞

增殖的影响

流式细胞术检测结果显示，与 shControl 组相比，

shWnt5a 组、shControl+VCR 组和 shWnt5a+VCR 组

细胞的 EdU 阳性率均显著降低 (P < 0.05) ；采用协

方差分析排除重组质粒对增殖的影响后，shWnt5a+ 
VCR 组细胞的 EdU 阳性率显著低于 shControl+VCR
组 (P < 0.05)，见图 6。这表明沉默 WNT5A 基因可

抑制 SKOV3/VCR细胞增殖，还可增强VCR对 SKOV3/ 
VCR 细胞增殖的抑制作用。
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2.6  WNT5A基因沉默前后VCR对SKOV3/VCR细胞

凋亡的影响

流式细胞术检测结果显示，与 shControl 组相比，

shWnt5a 组、shControl+VCR 组和 shWnt5a+VCR 组

细胞凋亡率均显著升高 (P < 0.05) ；此外，采用协

方差分析排除重组质粒对细胞凋亡的影响后，

shWnt5a+VCR 组细胞凋亡率仍显著高于 shControl+ 
VCR 组 (P < 0.05)( 图 7)。这表明抑制 WNT5A 基因

图    6. 沉默WNT5A基因增强VCR对SKOV3/VCR细胞增殖的抑制作用

Fig. 6. Silencing WNT5A gene enhances the inbibitory effect of VCR on proliferation of SKOV3/VCR cells. The cellular proliferation 
was detected by EdU staining. Mean ± SD, n = 3. *P < 0.05 vs shControl group; #P < 0.05 vs shControl+VCR group after adjusting for 
EdU positive rate caused by interfering plasmid.

图   7. 沉默WNT5A基因增强VCR诱导的SKOV3/VCR细胞凋亡

Fig. 7. Silencing Wnt5a enhances VCR-induced apoptosis in SKOV3/VCR cells. The cellular apoptosis was detected by Annexin V/PI 
staining. Mean ± SD, n = 3. *P < 0.05 vs shControl group; #P < 0.05 vs shControl+VCR group after adjusting for apoptosis caused by 
interfering plasmid.
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表达可诱导 SKOV3/VCR 细胞凋亡，还可增强 VCR
诱导的 SKOV3/VCR 细胞凋亡。

2.7  沉默WNT5A基因对耐药相关蛋白表达的影响

与 shControl 组相比，shWnt5a 组和 shControl+ 

LY 组 (LY294002 终浓度为 10 μmol/L) 细胞中的

MDR1、β-catenin 和 Survivin 蛋白表达水平均显著

下调 (P < 0.05)，此外 shWnt5a 组细胞中 Wnt5a 蛋

白表达水平也显著下调 (P < 0.05)，但 shControl+LY

图   8. 沉默WNT5A基因对SKOV3/VCR细胞中Wnt5a、MDR1、β-catenin和Survivin蛋白表达水平的影响

Fig. 8. Effect of silencing WNT5A gene on protein expression levels of Wnt5a, MDR1, β-catenin and Survivin in SKOV3/VCR cells 
detected by Western blot. LY: LY294002. Mean ± SD, n = 3. *P < 0.05 vs shControl group.

图   9. 沉默WNT5A基因对SKOV3/VCR细胞中Akt和GSK3β蛋白磷酸化水平的影响

Fig. 9. Effect of silencing WNT5A gene on phosphorylation of Akt and GSK3β in SKOV3/VCR cells detected by Western blot. LY: 
LY294002. Mean ± SD, n = 3. *P < 0.05 vs shControl group.
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组细胞中的 Wnt5a 蛋白表达水平未发生明显变化

(P > 0.05)( 图 8) ；同时，Akt 和 GSK3β 蛋白的磷酸

化水平也明显降低 (P < 0.05)( 图 9)。这提示 Akt/
GSK3β 通路位于 Wnt5a 的下游，Wnt5a 可能通过

PI3K/Akt/GSK3β 通路调控 MDR1、β-catenin 和 Survivin
蛋白的表达。

3  讨论

本研究结果显示，与耐药性相关的 Wnt5a、
MDR1、β-catenin、Survivin、p-Akt 和 p-GSK3β 蛋

白在人卵巢癌耐药株 SKOV3/VCR 细胞中呈现高表

达。沉默 WNT5A 基因后，VCR 抑制 SKOV3/VCR
细胞活力的 IC50 下降至 9.283 mg/L，逆转倍数为

4.307，并且 VCR 诱导的细胞凋亡也显著增多。以

上结果表明，抑制 WNT5A 基因表达可逆转 SKOV3/
VCR 细胞的 VCR 耐药性。

MDR1 基因过表达是肿瘤细胞产生多药耐药的

重要机制之一。MDR1 基因的表达产物是一种分子

量为 170 kDa 的跨膜糖蛋白。MDR1 蛋白通过水解

ATP 获取能量，将进入肿瘤细胞的化学治疗药物转

运至细胞外，从而使肿瘤细胞产生多药耐药 [11]。大

量研究证实，通过抑制 MDR1 蛋白表达可增强肿瘤

细胞对 VCR 的敏感性，如卵巢癌、骨肉瘤、乳腺癌、

纤维癌和口腔癌等 [12–16]。Odening 等 [17] 研究证实，

MDR1 过表达可使人卵巢癌 SKOV3 细胞对 VCR 产

生耐药性。本研究结果显示，沉默 WNT5A 基因可

显著下调SKOV3/VCR细胞中MDR1蛋白表达水平。

诱导恶性肿瘤细胞凋亡是化学治疗药物发挥杀

伤作用的重要机制之一，而抗凋亡蛋白 Survivin 可

通过抑制 Caspase-3 和 Caspase-7 蛋白活性降低化学

治疗药物对肿瘤细胞的杀伤作用 [18, 19]。Tsubaki等 [19]

研究发现，抑制 Survivin 表达可逆转人骨髓瘤耐药

株 RPMI8226/VCR 细胞耐药性。Salzano 等 [20] 研究

证实，采用 siRNA 干扰 Survivin 基因表达可增强耐

药株 SKOV3/PXL 细胞对紫杉醇的敏感性。本研究

结果显示，当采用 shRNA 技术使 WNT5A 基因表达

下调后，SKOV3/VCR 细胞中 Survivin 蛋白表达水

平显著降低，同时 SKOV3/VCR 细胞凋亡率也明显

升高。这提示 Wnt5a 可通过促进 Survivin 蛋白表达

增强 SKOV3/VCR 细胞的抗凋亡能力，以降低其对

VCR 的敏感性。

多项研究证实，MDR1 和 Survivin 是受 β-catenin
调控的下游靶基因 [21, 22]。在正常情况下，胞浆中的

β-catenin 与轴蛋白、结肠腺瘤性息肉病 (adenomatous 
polyposis coli, APC) 蛋白、酪蛋白激酶 1 (casein 
kinase 1, CK1) 以及 GSK3β 形成复合物，β-catenin
被该复合物磷酸化后会经泛素蛋白酶体途径降解。

活化的 Akt 可将 GSK3β 蛋白 N 端的第 9 位丝氨酸

磷酸化而使其失活，致使 β-catenin 在胞浆中累积并

进入细胞核，促进 MDR1 和 Survivin 等靶基因的表

达 [23, 24]。Zhang 等 [25] 研究发现，抑制 β-catenin 表达

可下调 MDR1、多药耐药相关蛋白 2 (multidrug 
resistance-associated protein 2, MRP2)、乳癌耐药蛋

白 (breast cancer resistance protein, BCRP) 和 Bcl-2 蛋

白表达水平，从而逆转人大肠癌耐药株 HCT-8/VCR
细胞的耐药性。

本研究结果进一步显示，沉默 WNT5A 基因可

下调 SKOV3/VCR 细胞中 β-catenin 蛋白的表达水

平，抑制 Akt 活化，以及降低 GSK3β 在 Ser9 处的

磷酸化水平。同时，本研究使用 PI3K/Akt 抑制剂

LY294002 处理 SKOV3/VCR 细胞后，MDR1、β-catenin
和 Survivin 蛋白表达水平以及 Akt 和 GSK3β 蛋白

的磷酸化水平均显著降低，这与沉默 WNT5A 基因

产生的上述效果相似。这提示 PI3K/Akt/GSK3β/
β-catenin 信号通路可能介导了 Wnt5a 对 MDR1 和

Survivin 蛋白表达的调控。

综上所述，沉默 WNT5A 基因可在体外增强人

卵巢癌耐药株 SKOV3/VCR 细胞对 VCR 的敏感性，

这可能与其抑制 PI3K/Akt/GSK3β/β-catenin 通路，

继而下调 MDR1 和 Survivin 蛋白表达有关。本研究

将为解决 VCR 治疗卵巢癌过程中产生的耐药性问

题提供新的理论依据。
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