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食管癌血红素加氧酶１表达水平与氟尿嘧啶疗效的关系研究


张　健，马德华，陈保富，郭海谢，张　波，朱成楚△

（温州医科大学附属台州医院心胸外科，浙江临海３１７０００）

　　［摘要］　目的　本实验旨在探讨Ｅｃａ１０９食管鳞癌细胞中血红素加氧酶１（ＨＯ１）的表达水平与５氟尿嘧啶（５ＦＵ）化疗敏感

性的关系。方法　培养Ｅｃａ１０９食管鳞癌细胞，应用ＲＴＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法分别检测不同浓度（０、２０、８０、１００μｍｏｌ／Ｌ）Ｚｎｐｐ

Ⅸ处理后细胞 ＨＯ１基因及 ＨＯ１蛋白表达水平，应用噻唑蓝（ＭＴＴ）法检测各实验组细胞生长曲线及药物抑制率。结果　随着

培养基ＺｎｐｐⅨ浓度的增加，细胞抑制率显著增高，８０μｍｏｌ／ＬＺｎｐｐⅨ组显著高于２０μｍｏｌ／ＬＺｎｐｐⅨ组（犘＜０．０５）。各组间 ＨＯ１

ｍＲＮＡ的表达量依次为０．５０±０．１７、０．５５±０．１５、０．５８±０．０９、０．５５±０．１６，组间比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。各组间ＨＯ

１的表达量依次为０．８５±０．０７、０．６３±０．１１、０．４３±０．１２、０．２５±０．１０，组间差异有统计学意义（犉＝２０．０１，犘＜０．０１）。结论　

Ｅｃａ１０９食管癌细胞抑制率与ＺｎｐｐⅨ浓度正相关，而ＺｎｐｐⅨ不是从基因水平，而是从蛋白的表达水平抑制 ＨＯ１的表达。
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　　目前在世界范围内，食管癌已成为癌症死亡的主要原因，

严重危害人类健康和生命［１］。这与食管癌细胞侵袭性和转移

性的生物学特征密切相关，然而对其侵袭和转移机制的研究仍

是一大难题。２０世纪８０年代中末期，Ｍüｌｌｅｒ等
［２］率先在动物

和人体的肝、脾、肺、脑和睾丸等组织中分离获得血红素加氧酶

（ＨＯ）及 ＨＯ的同工酶。ＨＯ是体内降解血红素重要的限速

酶，其可将血红素分解为一氧化碳、Ｆｅ２＋、胆绿素。近年来相关

研究还表明ＨＯ与肿瘤增殖、血管发生、凋亡、耐药等生物学行

为密切相关。本文拟研究 ＨＯ１与食管癌５氟尿嘧啶（５Ｆｕ）

化疗敏感性的关系。

１　材料与方法

１．１　材料　人食管癌ＥＣａ１０９细胞购自中国科学院细胞库，

噻唑蓝（ＭＴＴ）购自美国 ＧｅｎｅｒａｙＢｉｏＴｅｃｈ公司，兔抗人、鼠

ＨＯ１单克隆抗体购自美国 Ｅｐｉｔｏｍｉｃｓ公司，锌原卟啉（Ｚｎｐｐ

Ⅸ）购自美国Ｓｉｇｍａ公司，５ＦＵ（２５０ｍｇ／１０ｍＬ）购自上海佳和

生物科技有限公司，ＰＴＰＣＲ试剂盒购自美国ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎ

ｔｉｆｉｃＦｅｒｍｅｎｔａｓ公司。

１．２　实验分组　５ＦＵ浓度梯度分组：细胞接种６ｈ待其贴壁

后，分别加入正常培养基，含１２．５、５０．０、１００．０μｇ／ｍＬ５ＦＵ

的培养基，每２４小时检测１次，直至第４天；ＺｎｐｐⅨ实验分组：

正常细胞接种６ｈ待其贴壁后，分别加入正常培养基，含２０、

８０、１００μｍｏｌ／ＬＺｎｐｐⅨ的培养基培养１２ｈ，每２４小时检测１

次，直至第４天。

１．３　ＭＴＴ法绘制 ＥＣａ１０９细胞生长曲线　选择４９０ｎｍ波

长，在酶联免疫检测仪上测定各孔吸光度（犃）值，记录结果。

以时间为横轴，犃值为纵轴绘制细胞生长曲线。

１．４　ＲＴＰＣＲ检测各组细胞中 ＨＯ１ｍＲＮＡ表达水平 收集

各组细胞，提取总ＲＮＡ，行ＲＴＰＣＲ检测。ＨＯ１基因上游引

物为５′ＣＣＡＧＣＡＡＣＡＡＡＧＴＧＣＡＡＧＡＴＴＣ３′，下游引物

为５′ＧＧＴＡＡＧＧＡＡＧＣＣＡＧＣＣＡＡＧＡＧ３′，产物长度为

２４０ｂｐ。扩增条件为在９５℃预变性２ｍｉｎ：９４．０℃４５ｓ，６４．５

℃９０ｓ，７２．０℃６０ｓ，循环３０次；最后在７２．０℃ 保温１０

ｍｉｎ。１００Ｖ琼脂糖凝胶电泳３５ｍｉｎ。并用 ＡｌｐｈａＩｍａｇｅｒ２２００

凝胶成像系统进行扫描分析。以βａｃｔｉｎ为内参，用软件Ｑｕａｎ

ｔｉｔｙＯｎｅ行灰度值分析。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析 ＨＯ１蛋白表达 收集各组Ｅｃａｌ０９细
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胞，提取总蛋白，一抗为１∶１００稀释的 ＨＯ１，二抗为１∶２００

稀释的辣根过氧化物酶标记的ＩｇＧ，ＤＡＢ显色，将胶片进行扫

描及拍照，用凝胶图象处理系统分析。用Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件对

电泳结果进行灰度分析，计算 ＨＯ１／ＧＡＰＤＨ 比值，进行统计

分析。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，计

量资料采用狓±狊表示，组间比较采用单因素方差分析，两两比

较采用ＬＳＤ检验。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　在不同浓度５ＦＵ作用下的Ｅｃａ１０９细胞生长情况　在

体外细胞实验中，随着５ＦＵ浓度的增加，细胞抑制率也随之

增加，两者之间呈正相关（图１）。在培养基５ＦＵ浓度为１００

μｇ／ｍＬ时，细胞培养２ｄ（４８ｈ）即出现５０％左右的细胞抑

制率。

图１　　不同浓度５ＦＵ作用下的Ｅｃａ１０９细胞

生长及抑制曲线

图２　　不同浓度ＺｎｐｐⅨ处理后Ｅｃａ１０９细胞

生长及抑制曲线

２．２　不同浓度的ＺｎｐｐⅨ处理后，Ｅｃａ１０９细胞在含１００μｇ／ｍＬ

５ＦＵ的培养基培养下的细胞生长情况　细胞分正常组、５Ｆｕ

组、２０μｍｏｌ／ＬＺｎｐｐⅨ组、８０μｍｏｌ／Ｌ、ＺｎｐｐⅨ组。在细胞接种

后的第１、２天，４组间的细胞存活情况差异无统计学意义（犘＞

０．０５），表明ＺｎｐｐⅨ对细胞无明显毒性；于接种第２天结束，向

各组细胞加入１００μｇ／ｍＬ５ＦＵ（除正常组外），在接种第３天，

正常组、５ＦＵ组、２０μｍｏｌ／ＬＺｎｐｐⅨ组、８０μｍｏｌ／ＬＺｎｐｐⅨ组

细胞生长情况（犃值）分别为２．１１±０．０９，１．４２±０．０２，１．３２±

０．１１，１．１４±０．５１，５ＦＵ组与２０μｍｏｌ／ＬＺｎｐｐⅨ组间差异无统

计学意义（犘＞０．０５），８０μｍｏｌ／ＬＺｎｐｐⅨ组显著低于５ＦＵ组

及２０μｍｏｌ／ＬＺｎｐｐⅨ组（犘＜０．０５）。在接种第４天，正常组、５

ＦＵ组、２０μｍｏｌ／ＬＺｎｐｐⅨ组、８０μｍｏｌ／ＬＺｎｐｐⅨ组细胞生长情

况（犃值）分别为２．１５±０．１９，１．７５±０．１０，１．３５±０．０８，０．７６±

０．０６，８０μｍｏｌ／ＬＺｎｐｐⅨ组显著低于５ＦＵ组及２０μｍｏｌ／ＬＺｎ

ｐｐⅨ组（犘＜０．０５），见图２。

２．３　不同浓度ＺｎｐｐⅨ干预细胞 ＨＯ１基因表达情况　在正

常培养基及含有２０、８０、１００μｍｏｌ／ＬＺｎｐｐⅨ培养基培养的

Ｅｃａ１０９细胞中，各组间 ＨＯ１ｍＲＮＡ的表达量依次为０．５０±

０．１７、０．５５±０．１５、０．５８±０．０９、０．５５±０．１６，组间比较差异无

统计学意义（犘＞０．０５），见图３。

２．４　Ｅｃａ１０９细胞在不同浓度ＺｎｐｐⅨ干预下 ＨＯ１蛋白表达

情况　在含有正常培养基、２０、８０、１００μｍｏｌ／ＬＺｎｐｐⅨ培养基

培养的Ｅｃａ１０９细胞中，各组间 ＨＯ１的表达量依次为０．８５±

０．０７、０．６３±０．１１、０．４３±０．１２、０．２５±０．１０。各组间 ＨＯ１的

表达量差异有统计学意义（犉＝２０．０１，犘＜０．０１），表明在蛋白

水平上，ＺｎｐｐⅨ能有效抑制ＨＯ１的表达。通过两两之间ＬＳＤ

检验发现，ＨＯ１的表达水平显著高于含２０、８０、１００μｍｏｌ／Ｌ

ＺｎｐｐⅨ培养基中的细胞 ＨＯ１的表达水平（犘＜０．０５）。而８０

μｍｏｌ／ＬＺｎｐｐⅨ与１００μｍｏｌ／ＬＺｎｐｐⅨ之间 ＨＯ１表达水平差

异无统计学意义（犘＞０．０５），见图４。

　　１：正常培养；２：２０μｍｏｌ／ＬＺｎｐｐⅨ；３：８０μｍｏｌ／ＬＺｎｐｐⅨ；４：１００

μｍｏｌ／ＬＺｎｐｐⅨ；５、６：ＤＮＡ分子标记物；７～１０：βａｃｔｉｎ。

图３　　各实验组 ＨＯ１基因表达情况

图４　　各实验组 ＨＯ１蛋白表达情况

３　讨　　论

　　在前期研究中，笔者发现 ＨＯ１在食管癌细胞的细胞核、

细胞质及细胞膜均有表达，但在正常组织中以细胞核表达为

主，而食管组织发生癌变后，食管细胞质细胞膜的表达显著升

高，细胞核的阳性率略降低，提示细胞内可能存在 ＨＯ１蛋白

活化迁移。ＨＯ１的阳性表达程度在食管癌浸润程度（Ｔ分

期）、淋巴结转移（Ｎ分期）中均有显著的差异性，表明 ＨＯ１在

食管癌的淋巴结转移过程中扮演重要角色［３］。ＨＯ１在喉鳞

状细胞癌组织中过度表达［４］。敲除Ｎｒｆ２后，顺铂诱导的 ＨＯ

１表达被显著抑制，其诱导的氧化损伤显著提高。提示抑制

ＨＯ１的表达或抑制 Ｎｒｆ２，可显著增强顺铂的抗癌效果。在

肺黏液表皮样癌中，应用 ｍｉＲＮＡ抑制 ＨＯ１的表达可影响其
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生长及转录调节［５］。ＨＯ１通过影响细胞周期及细胞凋亡作

用［６］，在结直肠癌中表达上调，而且Ｐ５３蛋白参与其中。在耐

药性方面，Ｋｕｒｏｄａ等
［７］研究表明，肺癌细胞系 Ａ５４９的抗顺铂

耐药性与 ＨＯ１的表达呈正相关，并与包括 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ 及

ＮＦκＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκｂ）信号系统在内的表皮生长因子受体

介导的信号通路相关。在使用 ＨＯ１抑制剂ＺｎｐｐⅨ的情况

下，可增强结肠癌、肺癌和胰腺癌细胞对化疗的敏感性，减慢肿

瘤生长速度。Ｈｉｒａｉ等
［８］应用ＺｎｐｐⅨ及 ＨＯ１激动剂钴原卟

啉（ＣｏＰＰＩＸ）处理Ｃ５７ＢＬ的ＬＬ／２肺癌小鼠后发现，ＺｎｐｐⅨ可

以有效抑制肿瘤的微血管密度并增加肿瘤细胞的凋亡率，且与

剂量呈正相关，ＣｏＰＰＩＸ的作用则正好相反。ＨＯ１在乳腺癌

中过度表达［９］，除 ＨＯ１可以提高阿奇霉素对乳腺癌细胞的疗

效，提示 ＨＯ１可能通过阻止细胞凋亡和自噬调节乳腺癌细胞

的耐药性。缺氧诱导因子１α（ＨＩＦ１α）可调节血管表皮生长因

子（ＶＥＧＦ）的生成，而 ＨＯ１抑制剂ＺｎＰＰⅨ可抑制 ＨＩＦ１α和

ＶＥＧＦ的表达。在动物实验中，也表明使用ＺｎＰＰⅨ后的实验

动物具有较小的肿瘤结节和较轻程度的血管生成。提示 ＨＯ

１的抑制剂ＺｎＰＰⅨ具有抗肿瘤的作用，可以显著减少 ＨＩＦ１α

水平，阻断ＶＥＧＦ的产生从而影响肿瘤血管生成，抑制肿瘤生

长［１０］。ＹｉｎｇＹａｎｇ１（ＹＹ１）是一种锌指转录因子，Ｌｕｏ等
［１１］发

现在食管癌组织中，ＹＹ１ｍＲＮＡ表达量显著增加，其是通过抑

制ＨＯ１的转录发挥生物学作用。过度表达ＹＹ１，可以增加食

管癌ＴＥ１细胞的放疗敏感性。本实验针对５ＦＵ对食管癌化

疗敏感性的研究显示，在Ｅｃａ１０９食管癌细胞接种后的第１天，

４组间的细胞存活率差异无统计学意义（犘＞０．０５）；在用不同

浓度ＺｎｐｐⅨ处理细胞后，再加入５ＦＵ，细胞存活率呈下降趋

势。第４天时（１００μｇ／ｍＬ５ＦＵ作用２ｄ后），２０μｍｏｌ／ＬＺｎｐｐ

Ⅸ组及８０μｍｏｌ／ＬＺｎｐｐⅨ组细胞存活率显著低于５ＦＵ 组

（犘＜０．０５），且２０μｍｏｌ／ＬＺｎｐｐⅨ组细胞存活率显著高于８０

μｍｏｌ／ＬＺｎｐｐⅨ组（犘＜０．０５）。提示当ＺｎｐｐⅨ浓度增加，细胞

内ＨＯ１表达水平下降时，有利于增强Ｅｃａ１０９细胞对５ＦＵ的

敏感性，使得同一浓度的５ＦＵ取得更大的细胞抑制率。

在基因水平的研究显示，不同浓度的ＺｎｐｐⅨ处理后的

Ｅｃａ１０９食管癌细胞，其 ＨＯ１基因差异无统计学意义（犘＞

０．０５），提示ＺｎｐｐⅨ并不能从基因水平抑制 ＨＯ１的表达。但

在对 ＨＯ１的基因多态性的研究中，Ｈｕ等
［１２］发现，饮酒组食

管癌患者中Ｌ型等位基因（Ｌ／Ｌ）及Ｌ型等位基因携带者（Ｓ／

Ｌ）的频率显著高于非饮酒组，且 ＨＯ１基因启动子区（ＧＴ）ｎ

的重复序列可能与男性饮酒者食管癌发生有关，减少饮酒量可

以有效保护Ｌ型等位基因携带者。乙醇可以使得Ｅｃａ１０９食管

癌细胞中 ＨＯ１表达水平上调，同时伴随着 ｐ３８ＭＡＰＫ 及

ｍＴＯＲ通路的激活
［１３］。Ｋｉｍ 等

［１４］从水生酸模草中提取出

ＱＣ，在对食管上皮细胞的研究中表明，其可有效增高 ＨＯ１的

表达，并且可能与 Ｎｒｆ２、ＥＲＫ、ＰＩ３ＫＡＫｔ及 ＰＫＣ信号通路

有关。

在蛋白水平，在含有０、２０、８０、１００μｍｏｌ／ＬＺｎｐｐⅨ培养基

培养的Ｅｃａ１０９细胞中，各组间 ＨＯ１的表达量依次为０．８５±

０．０７、０．６３±０．１１、０．４３±０．１２、０．２５±０．１０。各组间 ＨＯ１的

表达量差异有统计学意义（犘＜０．０１），表明在蛋白水平上，Ｚｎ

ｐｐⅨ能有效抑制 ＨＯ１的表达。通过两两之间ＬＳＤ检验发

现，正常培养基中细胞 ＨＯ１的表达水平显著高于含２０、８０、

１００μｍｏｌ／ＬＺｎｐｐⅨ培养基中细胞 ＨＯ１的水平（均 犘＜

０．０５）。而８０μｍｏｌ／ＬＺｎｐｐⅨ与１００μｍｏｌ／ＬＺｎｐｐⅨ组之间

ＨＯ１表达水平差异无统计学意义（犘＞０．０５）。提示在一定范

围内（本麻验为２０～１００μｍｏｌ／Ｌ），对比正常培养的细胞，Ｚｎ

ｐｐⅨ可以显著抑制细胞 ＨＯ１蛋白的表达水平。但随着培养

基中ＺｎｐｐⅨ浓度的增加（本实验为８０～１００μｍｏｌ／Ｌ），并不能

进一步显著抑制 ＨＯ１的表达水平。

正常组织细胞 ＨＯ１可起到维持细胞稳态、减低氧化损

伤、削弱炎性反应的作用。而在肿瘤细胞中，ＨＯ１的表达却

与肿瘤的扩散转移、抗凋亡作用有密切联系。应用 ＨＯ１抑制

剂可以有效地抑制细胞生长，而应用其诱导剂则使肿瘤细胞对

于产生ＲＯＳ的治疗方法产生抵抗效应
［８］。由于 ＨＯ１具有在

体内极易被快速诱导合成的优点，ＨＯ１可作为潜在的抗肿瘤

治疗靶点，对与临床抗肿瘤治疗有重要意义。进一步深入探讨

ＨＯ１在食管癌发生、侵袭和转移过程中的作用，及其与各化

疗药物敏感性的相关关系，探究 ＨＯ１表达水平与个体化化疗

间的关系有重要意义。这为通过抑制或降低 ＨＯ１表达水平，

进而抑制肿瘤细胞的增殖、转移，为临床寻找有效的治疗方案

提供新思路。
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是从芸香科植物村橘中提取出来的中药单体，有抗癌、抗血小

板聚集、抗炎、抗氧化等作用。近期发现 ＮＯＢ可通过降低ｐ３８

丝裂原活化蛋白激酶的活性水平而抑制皮肤黑色素瘤的细胞

增殖［６］；ＮＯＢ还有抗组胺的作用
［７］，ＮＯＢ可改善阿尔茨海默

病模型大鼠的认知功能［８］，有效改善脑缺血导致的认知功能下

降。也有研究提出在实验性脑梗死大鼠中９ｍｇ／ｋｇＮＯＢ对其

脑组织有保护作用，也可预防脑卒中［９］，故本实验选用 ＮＯＢ

１０ｍｇ／ｋｇ的剂量研究其对糖尿病认知作用是否也有所改善。

本研究得出Ｎｒｆ２在正常组大鼠海马中即有少量表达，考

虑是用来维持正常情况下的生理功能。与正常组相比，糖尿病

组大鼠海马中 Ｎｒｆ２的表达水平升高，但是认知功能明显下

降，提示在脑内高血糖环境下，对氧化应激敏感的Ｋｅａｐ１即释

放Ｎｒｆ２入细胞核，Ｎｒｆ２活性增强、表达量增加，启动下游抗

氧化蛋白等表达（如γＧＣＳ、ＳＯＤ、ＮＱＯ１等），中和大量氧化应

激产物、神经元毒素等，以保护海马神经元，但是仍然不能抵抗

高血糖导致的氧化应激状态，所以海马的损伤使大鼠出现认知

功能障碍。而经过 ＮＯＢ治疗的糖尿病大鼠认知功能有所改

善，海马中 Ｎｒｆ２表达水平较糖尿病组显著增高，笔者推测

ＮＯＢ是Ｎｒｆ２的激活剂，可以诱导 Ｎｒｆ２活性增强、表达量增

加，从而产生更多的抗氧化蛋白等保护海马结构，激活 Ｎｒｆ２

ＡＲＥ信号通路的抗氧化作用。ＮＯＢ对糖尿病大鼠的 ＤＭＣＩ

有一定的治疗作用。

在本研究中，ＮＯＢ药物剂量选用１０ｍｇ／ｋｇ治疗，可以提

高ＤＭＣＩ大鼠海马Ｎｒｆ２转录活性及表达，Ｎｒｆ２ＡＲＥ信号通

路激活，下游产生大量抗氧化蛋白及解毒酶，中和大量损害神

经元的ＲＯＳ，从而神经元细胞的药物解毒能力、抗氧化应激的

能力都被提高，这对保护海马神经元有重要的作用，可见ＮＯＢ

药物剂量是１０ｍｇ／ｋｇ时海马Ｎｒｆ２表达增加，改善了ＤＭＣＩ。

如果ＮＯＢ药物剂量继续增大，如２０ｍｇ／ｋｇ、３０ｍｇ／ｋｇ或更多

时，ＮＯＢ治疗对ＤＭＣＩ的作用如何呢？在正常细胞严格限制

Ｎｒｆ２表达，除了氧化还原途径外，还有不依赖氧化还原反应

的途径，如磷酸化途径；另外，Ｎｒｆ２表达量增加也有不良影响，

如Ｎｒｆ２在肿瘤组织中高表达易导致其预后不良，有报道发现

Ｎｒｆ２持续高表达有致死性作用。综合以上，所以笔者推测

Ｎｒｆ２表达在一定范围内随着 ＮＯＢ药物剂量的增加而增高，

但当到达某一药量时即出现平台期，或者Ｎｒｆ２的持续高表达

会造成极不利影响。如何找到这个效果最佳的药量范围，需要

今后进一步的研究证实。

ＮＯＢ可以提高糖尿病大鼠海马 Ｎｒｆ２表达水平，改善其

认知功能。在糖尿病患者中，ＮＯＢ在某个合适的剂量是否对

改善ＤＭＣＩ有此明显的作用，是否可以起到预防作用，这些都

需要更多更深入的研究。
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