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　　［摘要］　目的　探讨上皮间叶转化（ＥＭＴ）在大肠癌耐药中的作用及分子机制。方法　采用药物浓度递增的方法建立大肠

癌ＬＯＶＯ细胞奥沙利铂（ＬＯＨＰ）耐药细胞株ＬＯＶＯ／ＬＯＨＰ，免疫荧光和蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测ＬＯＶＯ和ＬＯＶＯ／Ｌ

ＯＨＰ细胞Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测核转录因子Ｓｎａｉｌ、Ｔｗｉｓｔ表达；噻唑蓝（ＭＴＴ）检测细胞增殖。结果　与

ＬＯＶＯ细胞比较，ＬＯＶＯ／ＬＯＨＰ皮表型消失，细胞膜Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达减弱（２２．６３±３．２５）％（犘＜０．０１），获得间叶细胞表型，表达

Ｖｉｍｅｎｔｉｎ（４７５．４２±５８．３６）％（犘＜０．０１）。ＬＯＶＯ／ＬＯＨＰ细胞株Ｔｗｉｓｔ表达轻度增加（１１６．４２±１８．３６）％（犘＞０．０５），Ｓｎａｉｌ表达

显著增加（３８２．１８±４１．３３）％（犘＜０．０１）。ｓｉＳｎａｉｌ上调 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达（２４６．８２±３１．５７）％（犘＜０．０１），下调 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达

（２８．７５±３．９６）％（犘＜０．０１）；ｓｉＳｎａｉｌ显著增强ＬＯＶＯ／ＬＯＨＰ细胞株ＬＯＨＰ化疗敏感性，对照组和ｓｉＳｎａｉｌ组的ＩＣ５０分别为２３．７５μｇ／

ｍＬ和１２．４２μｇ／ｍＬ。结论　ＥＭＴ在大肠癌细胞ＬＯＨＰ耐药中可能起重要作用，抑制ＥＭＴ可恢复耐药细胞化疗敏感性。

［关键词］　结直肠肿瘤；上皮细胞；奥沙利铂；ＲＮＡ，小分子干扰；Ｓｎａｉｌ
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ｃｅｌｌｓ，ｔｈｅｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｐｈｅｎｏｔｙｐｅｏｆＬＯＶＯ／ＬＯＨＰｃｅｌｌｌｉｎｅｗａｓｌｏｓｔ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ （２２．６３±

３．２５）％ （犘＜０．０１），ａｎｉｎｃｒｅａｓｅｉｎｔｈｅｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｍａｒｋｅｒＶｉｍｅｎｔｉｎ（４７５．４２±５８．３６）％（犘＜０．０１）．ＬＯＶＯ／ＬＯＨＰｃｅｌｌｌｉｎｅ

Ｔｗｉｓｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｓｌｉｇｈｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（１１６．４２±１８．３６）％ （犘＞０．０５），Ｓｎａｉｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（３８２．１８±

４１．３３）％ （犘＜０．０１）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｉＳｎａｉｌｉｎｃｒｅａｓｅｄＥｃａｄｈｅｒｉｎ（２４６．８２±３１．５７）％ （犘＜０．０１）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶｉｍｅｎｔｉｎ

（２８．７５±３．９６）％ （犘＜０．０１）；ｓｉＳｎａｉｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｅｎｈａｎｃｅｄｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｔｏｏｘａｌｉｐｌａｔｉｎｂａｓｅｄｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙｉｎＬＯＶＯ／ＬＯＨＰｃｅｌｌ
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ｃｈｅｍｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏｏｘａｌｉｐｌａｔｉｎｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ，ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＥＭＴｃａｎｒｅｓｔｏｒｅｃｈｅｍｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｔｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ

ｃｅｌｌｓ

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｎｅｏｐｌａｓｍｓ；ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ；ｏｘａｌｉｐｌａｔｉｎ；ＲＮＡ，ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ；Ｓｎａｉｌ

　　大肠癌是我国最常见的恶性肿瘤之一，化疗是大肠癌综合

治疗的主要方法之一，奥沙利铂是大肠癌的一线化疗药物，但

肿瘤细胞获得性耐药是肿瘤化疗失败的主要原因，其发生机制

目前仍不十分清楚。上皮间叶转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ

ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）现象在上皮源性肿瘤细胞中普遍存在，其重

要特征就是肿瘤细胞的细胞膜Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、βｃａｔｅｎｉｎ等上皮标

记表达缺失，获得间叶细胞表型，表达 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ，细胞黏附能

力减弱，迁移和侵袭能力增强。近年的研究显示，ＥＭＴ可能参

与了肺癌、胰腺癌和乳腺癌等肿瘤细胞耐药［１４］。本项目建立

大肠癌奥沙利铂耐药细胞株，比较耐药细胞和亲本细胞表型差

异及ＥＭＴ 信号途径关键分子（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｓｎａｉｌ、

Ｔｗｉｓｔ等）的表达差异，抑制ＥＭＴ信号途径对耐药细胞化疗

敏感性的影响，以期获得ＥＭＴ参与大肠癌耐药的证据。

１　材料与方法

１．１　材料 　人大肠癌ＬＯＶＯ细胞株引自美国ＡＴＣＣ。Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔＡｍｉｎｅＴＭ２０００转染试剂购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。鼠抗人

βａｃｔｉｎ单克隆抗体、ＭＴＴ和二甲亚砜（ＤＭＳＯ）购自美国Ｓｉｇ

ｍａ公司，鼠抗人 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｓｎａｉｌ和 Ｔｗｉｓｔ单克隆

抗体购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，抗鼠ＩｇＧＨＲＰ二抗、ＩｇＧ

ＴＲＩＴＣ二抗和化学发光试剂购自美国 Ｐｉｅｒｃｅ公司，ＲＰＭＩ

１６４０培养基、胎牛血清、胰蛋白酶购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司。奥

沙利铂（ＬＯＨＰ）购自江苏恒瑞医药有限公司。

１．２　方法

１．２．１　大肠癌ＬＯＨＰ耐药细胞株ＬＯＶＯ／ＬＯＨＰ的建立　
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 基金项目：国家自然科学基金资助项目（３０９７２８７４）；重庆市卫生和计划生育委员会科研项目（２０１１２４４５，２０１１２４４７，２０１２１１０６，２０１２２

３８１）。　作者简介：向德兵（１９７２－），主任医师，博士，主要从事大肠癌信号转导和实验治疗研究。　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：Ｓｕｎｒｉｓｅｏｋ＠１２６．ｃｏｍ。



采用药物浓度递增的方法。取对数生长期ＬＯＶＯ细胞，调整

细胞密度为１×１０５／ｍＬ，加入终浓度为０．５μｇ／ｍＬ的ＬＯＨＰ

培养液连续作用４８ｈ，弃去上清液；加入不含ＬＯＨＰ的培养

液继续培养，消化传代，再用含终浓度为０．５μｇ／ｍＬ的ＬＯＨＰ

培养液连续作用细胞４８ｈ。如此反复换液、传代，逐步提高Ｌ

ＯＨＰ的浓度 ，当细胞在含２μｇ／ｍＬ的ＬＯＨＰ培养液中稳定

生长时，以含加倍浓度大剂量ＬＯＨＰ作用ＬＯＶＯ细胞，最终

获得对ＬＯＨＰ耐药的ＬＯＶＯ细胞，即ＬＯＶＯ／ＬＯＨＰ。

１．２．２　ＳｎａｉｌｓｉＲＮＡ表达质粒构建和细胞转染　ＳｎａｉｌｓｉＲＮＡ

和对照ｓｉＲＮＡ序列根据课题组以前的文献
［５］，两端分别引入

ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ酶切位点粘端，分别合成发卡样单链ＤＮＡ，

退火后与ｓｉＲＮＡ载体ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ连接。随机选取两个转化菌

隔夜培养，抽提质粒，对插入序列进行测序。得到重组载体

ｐＳｉｌｅｎｃｅｒＳｎａｉｌｓｉＲＮＡ 和ｐＳｉｌｅｎｃｅｒＣｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ，简称ｓｉＳ

ｎａｉｌ和ｓｉＣｏｎ。按ＬｉｐｏｆｅｃｔＡｍｉｎｅ
ＴＭ２０００操作说明转染ＬＯＶＯ／

ＬＯＨＰ细胞。转染１２ｈ后换液，加入含有抗生素的完全培养

基３７℃、５０ｍＬ／ＬＣＯ２ 培养２４ｈ进行实验。

１．２．３　噻唑蓝（ＭＴＴ）法检测细胞存活率　常规培养ＬＯＶＯ／

ＬＯＨＰ细胞，以４×１０３／孔接种于９６孔板培养，２４ｈ后吸除原

培养液，更换新 ＲＰＭＩ１６４０培养液，以０～１００μｍｏｌ／Ｌ的Ｌ

ＯＨＰ处理细胞，另设只加培养液，不加细胞和药物的为空白

组。每组３个复孔。将各组细胞继续培养７２ｈ后，进行 ＭＴＴ

实验，每孔加２０μＬＭＴＴ（５ｇ／Ｌ）溶液，继续培养４ｈ，终止培

养，弃上清，每孔加入ＤＭＳＯ１５０μＬ，振荡１０ｍｉｎ，使结晶充分

溶解，用酶标仪在４９０ｎｍ波长处测定各孔的吸光度（犃）值。

１．２．４　免疫荧光染色　对数期生长的ＬＯＶＯ及ＬＯＶＯ／Ｌ

ＯＨＰ细胞接种于６孔板内盖玻片上，每孔１×１０５ 个细胞，培

养４８ｈ后免疫荧光染色检测Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达。盖

玻片预冷甲醇固定１０ｍｉｎ，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）冲洗２次，

０．５％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００室温１５ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗２次，然后以３０

ｍＬ／Ｌ正常山羊血清工作液封闭３０ｍｉｎ，吸掉封闭液，加入鼠

抗人一抗（１∶１０００）溶液，４℃过夜。ＰＢＳ冲洗２次，加入羊抗

小鼠ＩｇＧＴＲＩＴＣ二抗溶液（稀释度１∶５００），３７ ℃孵育３０

ｍｉｎ。ＰＢＳ冲洗２次，加入２００μｇ／ｍＬＲＮＡ酶，室温下孵育３０

ｍｉｎ；加入５μｍｏｌ／Ｌ核酸荧光染料ＴＯＰＲＯ３复染５ｍｉｎ，ＰＢＳ

冲洗２次。自然晾干切片，缓冲甘油封片，在ＬｅｉｃａＴＣＳＳＰ激

光共聚焦显微镜下观察和扫描。以ＰＢＳ替代一抗作为阴性

对照。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析　收集细胞，常规提取细胞总蛋白。

取等量蛋白样品进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳（分离胶浓度为１０％，积

层胶浓度为５％）。电泳后转移至ＰＶＤＦ膜，５％脱脂奶粉封

闭后，加入一抗，４℃孵育过夜后室温下摇床孵育１ｈ，加入

ＨＲＰ标记的羊抗小鼠二抗，室温下摇床孵育１ｈ。以ＥＣＬ试

剂盒显色。用ＢｉｏＲａｄ公司 Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ凝胶扫描分析系统

扫描Ｘ线片，Ｌａｂｗｏｒｋ３．０图像分析软件进行图像分析，测定

各条带光密度值，结果以积分光密度值（ＩＯＤ）表示。

１．３　统计学处理　以ＣａｌｃｕＳｙｎＤｅｍｏＶｅｒｓｉｏｎ２统计软件计

算ＩＣ５０。以ＳＰＳＳ１７．０版专用统计分析程序对各组数据进行

单因素方差分析。犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　大肠癌ＬＯＶＯ／ＬＯＨＰ细胞形态学改变　建立了大肠癌

ＬＯＨＰ耐药细胞株ＬＯＶＯ／ＬＯＨＰ，形态学观察发现其发生

了ＥＭＴ，上皮细胞特性消失，具有间叶细胞形态学特点，细胞

极性消失，排列松散，出现较多伪足。见图１。

图１　　耐药细胞株ＬＯＶＯ／ＬＯＨＰ细胞形态学（×４００）

２．２　大肠癌ＬＯＶＯ／ＬＯＨＰ细胞 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表

达　免疫荧光检测结果显示ＬＯＶＯ／ＬＯＨＰ上皮表型消失，细

胞膜Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达减弱，获得间叶细胞表型，表达Ｖｉｍｅｎｔｉｎ，

见图２。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果与免疫荧光结果一致，分别以ＬＯ

ＶＯ细胞的Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达水平为１００％，ＬＯＶＯ／

ＬＯＨＰ细胞Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达水平为（２２．６３±３．２５）％（犘＜

０．０１），Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达水平为（４７５．４２±５８．３６）％（犘＜０．０１），

见图３。

图２　　免疫荧光检测ＬＯＶＯ／ＬＯＨＰ细胞Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ

和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达（×２００）

图３　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＬＯＶＯ／ＬＯＨＰ细胞Ｅ

ｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达

２．３　大肠癌ＬＯＶＯ／ＬＯＨＰ细胞Ｓｎａｉｌ和Ｔｗｉｓｔ表达　分别

以ＬＯＶＯ细胞的Ｓｎａｉｌ和Ｔｗｉｓｔ表达水平为１００％，ＬＯＶＯ／Ｌ
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ＯＨＰ细胞Ｓｎａｉｌ表达水平为（３８２．１８±４１．３３）％（犘＜０．０１），

Ｔｗｉｓｔ表达水平为（１１６．４２±１８．３６）％（犘＞０．０５）。见图４。

图４　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＬＯＶＯ／ＬＯＨＰ

细胞Ｓｎａｉｌ和Ｔｗｉｓｔ表达

２．４　ｓｉＳｎａｉｌ对 ＬＯＶＯ／ＬＯＨＰ细胞 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ

表达的影响　ｓｉＳｎａｉｌ和对照ｓｉＣｏｎ转染ＬＯＶＯ／ＬＯＨＰ细胞

４８ｈ后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＬＯＶＯ／ＬＯＨＰ细胞Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和

Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达，分别以对照组ｓｉＣｏｎ的Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ

表达 水 平 为 １００％，ｓｉＳｎａｉｌ 组 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ 表 达 水 平 为

（２４６．８２±３１．５７）％ （犘＜０．０１），Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 表 达 水 平 为

（２８．７５±３．９６）％（犘＜０．０１）。见图５。

图５　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＬＯＶＯ／ＬＯＨＰ细胞转染

ｓｉＳｎａｉｌ后Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达

图６　　不同剂量ＬＯＨＰ处理后ＬＯＶＯ／ＬＯＨＰ

细胞存活曲线

２．５　ｓｉＳｎａｉｌ体外增强ＬＯＶＯ／ＬＯＨＰ细胞ＬＯＨＰ化疗敏感

性　ＬＯＨＰ作用７２ｈ后ＬＯＶＯ／ＬＯＨＰ细胞的存活曲线图

可见，随着ＬＯＨＰ浓度的增加，ＬＯＶＯ／ＬＯＨＰ细胞存活率逐

渐下降，与对照组ｓｉＣｏｎ比较，ｓｉＳｎａｉｌ组下降更明显，ＬＯＨＰ

每个剂量点均差异有统计学意义（犘＜０．０５）。ｓｉＣｏｎ和ｓｉＳｎａｉｌ

组的ＩＣ５０分别为２３．７５μｇ／ｍＬ和１２．４２μｇ／ｍＬ。见图６。

３　讨　　论

　　ＥＭＴ是指上皮组织丧失上皮特征而获得间叶的表型，是

上皮细胞在特定的生理或病理情况下向间叶细胞转分化的现

象，是胚胎发育和创伤修复等过程中的基础过程。大量的研究

发现ＥＭＴ在肿瘤细胞的侵袭和转移中起关键作用
［６］。新近

研究发现ＥＭＴ在肿瘤化疗耐药中可能起更重要的作用
［７］。

顺铂和培美曲塞耐药的肺癌细胞、氟尿嘧啶耐药的乳腺癌细

胞、吉西他滨耐药的胰腺癌细胞等均出现了典型的ＥＭＴ形态

学改变和表型特征［１４］，且抑制ＥＭＴ可恢复耐药细胞化疗敏

感性［４］。因此上皮源性肿瘤细胞发生ＥＭＴ在化疗药物耐药

中可能发挥重要作用，进一步探讨 ＥＭＴ在大肠癌细胞 Ｌ

ＯＨＰ耐药中的作用及分子机制具有重要的意义。

本研究建立了大肠癌 ＬＯＨＰ 耐药细胞株 ＬＯＶＯ／Ｌ

ＯＨＰ，形态学观察发现ＬＯＶＯ／ＬＯＨＰ细胞的上皮细胞特性

消失，具有间叶细胞形态学特点，出现较多伪足。免疫荧光及

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示ＬＯＶＯ／ＬＯＨＰ细胞Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表

达减弱，获得间叶细胞表型，表达 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ。因此大肠癌 Ｌ

ＯＨＰ耐药细胞出现了典型的ＥＭＴ表型特征。Ｌｉ等
［８］研究发

现阿霉素耐药的大肠癌细胞也发生了ＥＭＴ，其机制与阿霉素

上调ＴＧＦβ信号有关；Ｔｏｄｅｎ等
［９］在氟尿嘧啶耐药的大肠癌

细胞也观察ＥＭＴ现象，且抑制ＥＭＴ可恢复耐药细胞化疗敏

感性。ＥＭＴ的机制主要由于上皮细胞本身或周围微环境改

变，导致一系列信号传导途径激活，细胞核内相关转录因子发

挥调控作用。不同程度的上皮细胞转化过程是由精确的细胞

内信号转导机制调控，细胞外多种信号通过与细胞表面特异受

体结合，活化不同的核内转录因子，这些转录因子的共同特征

是含有能识别靶基因启动子上的Ｅｂｏｘ基序的ＤＮＡ 结合序

列，从而调节靶基因表达，启动ＥＭＴ。Ｓｎａｉｌ已被证明与上皮

性肿瘤进展过程中触发ＥＭＴ有关，是ＥＭＴ发生的关键点。

Ｓｎａｉｌ的表达与 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的减少或缺失相关，而且充当 Ｅ

ｃａｄｈｅｒｉｎ转录的直接抑制子
［１０］。Ｔｗｉｓｔ是另一个调控ＥＭＴ的

重要转录因子，其诱导ＥＭＴ的机制即通过Ｅｂｏｘ基序直接或

间接结合 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ启动子，从而抑制 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达
［１１］。

本研究发现，与亲代大肠癌ＬＯＶＯ细胞比较，ＬＯＶＯ／ＬＯＨＰ

细胞Ｓｎａｉｌ表达显著增强（犘＜０．０１），Ｔｗｉｓｔ表达轻微升高

（犘＞０．０５）。进一步构建ｓｉＳｎａｉｌ表达质粒，转染 ＬＯＶＯ／Ｌ

ＯＨＰ细胞后可逆转 ＥＭＴ，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达上调（犘＜０．０１），

Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达下调（犘＜０．０１），且ｓｉＳｎａｉｌ可显著增强ＬＯＶＯ／

ＬＯＨＰ细胞ＬＯＨＰ化疗敏感性。因此，研究结果显示大肠癌

ＬＯＨＰ耐药及 ＥＭＴ可能主要是通过Ｓｎａｉｌ转录因子发挥

作用。

综上所述，本研究证实大肠癌 ＬＯＨＰ耐药细胞发生

ＥＭＴ，上皮表型消失，获得间叶细胞表型，其机制可能与 Ｌ

ＯＨＰ诱导Ｓｎａｉｌ表达升高有关。本研究为深入探索大肠癌细

胞ＬＯＨＰ耐药的分子机制及逆转策略提供了实验数据。
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