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  [摘要] 目的 建立结肠癌(CRC)5-氟尿嘧啶(5-Fu)耐药株探讨EB病毒诱导基因3(EBI3)与CRC
 

5-Fu
耐药的关系。方法 采用5-Fu持续接触浓度递增诱导法建立人CRC耐药细胞系;CCK-8法检测细胞增殖和

耐药性;4',6-二脒基-2-苯基吲哚(DAPI)染色观察细胞核形态学改变;流式细胞术检测细胞周期及细胞凋亡;
EBI3

 

CRISPR激活质粒和EBI3
 

CRISPR/Cas9敲除质粒转染结肠癌耐药和非耐药细胞后,Western
 

blot检测

EBI3、细胞色素P450家族成员1B1(CYP1B1)和有丝分裂原活化蛋白激酶激酶激酶2(MEKK2)表达。结果 
采用5-Fu持续接触浓度递增诱导法建立人结肠CRC细胞系SW1116/5-Fu和LoVo/5-Fu;细胞周期检测结果

显示,与SW1116和LoVo细胞相比,SW1116和SW1116/5-Fu细胞周期各期百分比无明显差异(P>0.05)。
与LoVo细胞相比,LoVo/5-Fu细胞G1 期细胞百分比明显增高(P<0.05),S期细胞百分比明显降低(P<
0.05);Western

 

blot检测结果显示,与SW1116和LoVo细胞相比,SW1116/5-Fu和LoVo/5-Fu细胞EBI3、
CYP1B1和 MEKK2表达均明显增高;SW1116、SW1116/5-Fu、LoVo和

 

LoVo/5-Fu细胞转染EBI3敲除质粒

后,5-Fu作用细胞的半抑制浓度(IC50)值明显降低(P<0.05),而细胞转染EBI3激活质粒后,5-Fu作用细胞的

IC50 值明显增高(P<0.05)。结论 EBI3可能介导了CRC细胞对5-Fu的耐药过程。
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  [Abstract] Objective To
 

explore
 

the
 

relationship
 

between
 

Epstein-Barr
 

virus-induced
 

gene
 

3
 

(EBI3)
 

and
 

the
 

drug
 

resistance
 

of
 

5-Fluorouracil
 

(5-Fu)
 

in
 

colorectal
 

cancer
 

cells
 

via
 

establishing
 

5-Fu
 

drug-resistant
 

colon
 

cancer
 

strains.Methods The
 

human
 

colorectal
 

cancer
 

drug-resistant
 

cellswere
 

established
 

by
 

continu-
ously

 

exposing
 

the
 

colorectal
 

cancercells
 

to
 

ascending
 

doses
 

of
 

5-Fu.Cell
 

proliferation
 

and
 

drug
 

resistance
 

were
 

detected
 

by
 

CCK-8.Changes
 

in
 

nuclear
 

morphology
 

was
 

observed
 

by
 

4',6-diamidino-2-phenylindole
 

(DAPI)
 

staining.Cell
 

cycle
 

was
 

detected
 

by
 

using
 

flow
 

cytometry.APC
 

Annexin
 

V-7AAD
 

double
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

apoptosis.EBI3
 

CRISPR
 

activation
 

plasmid
 

and
 

EBI3
 

CRISPR/Cas9
 

knockout
 

plasmid
 

were
 

transfected
 

into
 

colorectal
 

cancer
 

resistant
 

and
 

non-resistant
 

cells,and
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

EBI3,CYP1B1
 

and
 

MEKK2
 

expression.Results The
 

human
 

colorectal
 

cancer
 

5-Furesistant
 

cell
 

lines
 

SW1116/5-Fu
 

and
 

LoVo/5-
Fu

 

were
 

successfully
 

constructed
 

after
 

continuous
 

exposure
 

to
 

increased
 

concentration
 

of
 

5-Fu.The
 

cell
 

cycle
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test
 

results
 

showed
 

that
 

there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

percentages
 

of
 

cell
 

cycle
 

stages
 

between
 

SW1116
 

and
 

SW1116/5-Fu
 

cells
 

(P>0.05).However,compared
 

with
 

LoVo
 

cells,the
 

percentage
 

of
 

cells
 

in
 

the
 

G1
 

phase
 

of
 

LoVo/5-Fu
 

cells
 

was
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05),and
 

the
 

percentage
 

of
 

cells
 

in
 

the
 

S
 

phase
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05).Western
 

blot
 

showed
 

that,compared
 

with
 

SW1116
 

and
 

LoVo
 

cells,the
 

expression
 

of
 

EBI3,CYP1B1
 

and
 

MEKK2
 

in
 

SW1116/5-Fu
 

and
 

LoVo/5-Fu
 

cells
 

were
 

significantly
 

increased.The
 

IC50
 

values
 

of
 

5-Fu
 

were
 

significantly
 

decreased
 

after
 

SW1116,SW1116/5-Fu,LoVo
 

and
 

Lo-
Vo/5-Fu

 

cellstransfected
 

with
 

EBI3
 

knockout
 

plasmid
 

(P<0.05),and
 

the
 

IC50
 

value
 

of
 

5-Fuwas
 

significantly
 

increased
 

after
 

cells
 

transfected
 

with
 

EBI3
 

activating
 

plasmid
 

(P<0.05).Conclusion EBI3
 

may
 

mediate
 

the
 

resistance
 

of
 

colorectal
 

cancer
 

cells
 

to
 

5-Fu.
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cell
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  结肠癌(colorectal
 

cancer,CRC)是最常见的消化

系统恶性肿瘤之一,近年来其发病率和病死率均呈逐

年上升趋势。虽然早期发现后手术治疗可使多数

CRC患者得到根治,但25%的CRC患者在初诊时已

发生转移,且约50%的CRC患者最终发展为不能切

除的转移病例[1]。对于晚期或复发转移的 CRC患

者,化疗依旧是其主要的治疗手段。目前,5-氟尿嘧啶

(5-Fu,单药有效率12%)、奥沙利铂(L-OHP,单药有

效率12%)和伊立替康(Irinotecan,单药有效率18%)
是CRC主要联合化疗方案的基础[2]。然而,其化疗

后中位肿瘤进展时间(TTP)仍很短(6~8个月),提示

CRC患者可能存在内在耐药性或获得性耐药。CRC
耐药是影响化疗疗效和患者预后的重要原因之一,因
此,研究CRC耐药的发生及其机制是化疗增敏或逆

转耐药的基础。EB病毒诱导基因3(EBI3)蛋白是一

种相对分子质量为34×103 的可溶分泌性糖蛋白,主
要表达于淋巴器官、胎盘和多种肿瘤。EBI3与白细

胞介素(IL)-12p35、IL-12p40、IL-23p19及IL-27p28
同属于IL-12家族亚基成员。EBI3分别与IL-27p28、
IL-12p35异源结合形成细胞因子IL-27(EBI3/IL-
27p28)和IL-35(EBI3/IL-12p35)[3]。近年来发现,
EBI3在CRC患者和乳腺癌患者中均高表达[4-5],且
EBI3可双向调节信号转导子与激活子3(STAT3)信
号通路,抑制肿瘤微环境细胞毒性T淋巴细胞免疫应

答,促进肿瘤发生、发展,协助CRC细胞逃逸免疫监

视[5]。另外,作者研究团队也发现,CRC细胞STAT3
信号通路异常与5-Fu的耐药有关[6]。本文旨在通过

构建结肠癌5-Fu耐药株探讨其与EBI3的关系。
1 材料与方法

1.1 材料

人CRC细胞株SW1116(Duke分期A期)和Lo-
Vo(Duke分期D期)由广东医科大学东莞市医学活

性分子开发与转化重点实验室惠赠。DMEM 培养

基、胎牛血清(FBS)和0.25%胰蛋白酶(Trypsin
 

ED-
TA)购自美国 Gibco公司;RIPA裂解液(强)、青霉

素-链霉素溶液(100×)、二喹啉甲酸(BCA)蛋白浓度

测定试剂盒(增强型)、CCK-8试剂盒和蛋白裂解液购

自碧云天生物公司;APC
 

Annexin
 

V-7AAD细胞凋亡

检测试剂盒购自美国BioLegend公司;5-Fu和碘化丙

啶(PI)购自美国Sigma公司;质粒转染培养基(sc-
10806)、UltraCruz􀆿 转 染 试 剂 (sc-395739)、EBI3

 

CRISPR激活质粒(sc-401552-ACT)、对照 CRISPR
激活质粒(sc-437275)、EBI3

 

CRISPR/Cas9敲除质粒

(sc-401552)、EBI3抗体、细胞色素 P450家族成员

1B1(CYP1B1)抗体和有丝分裂原活化蛋白激酶激酶

激酶2(MEKK2)抗体购自美国Santa
 

Cruz公司。
1.2 方法

1.2.1 耐药细胞系建立

采用5-Fu持续接触浓度递增诱导法建立人CRC
耐药细胞系SW1116/5-Fu和LoVo/5-Fu。将2×105

个SW1116和LoVo细胞接种于六孔板,37
 

℃、5%
 

CO2 饱和湿度培养箱中培养48
 

h后,更换含0.5
 

mg/
L

 

5-Fu的DMEM 完全培养液(10%
 

FBS)继续培养

48
 

h后,弃上清液,磷酸盐缓冲溶液(PBS)洗涤。更

换含1.0
 

mg/L
 

5-Fu的 DMEM 完全培养液(10%
 

FBS)继续培养72
 

h后,弃上清液,PBS洗涤。随后,
依次采用含2.0、4.0和6.0

 

mg/L
 

5-Fu的DMEM完

全培养液持续诱导,最终得到对6.0
 

mg/L
 

5-Fu耐药

的 W1116/5-Fu和LoVo/5-Fu细胞系。
1.2.2 4',6-二脒基-2-苯基吲哚(DAPI)染色

将1×105 个细胞接种于含细胞爬片的六孔板,
于37

 

℃、5%
 

CO2 饱和湿度的培养箱中培养48
 

h后,
收集细胞爬片,4%甲醛固定30

 

min,PBS洗涤后平衡

30
 

min,加入适量DAPI染色液孵育3
 

min,盖玻片封

片后,荧光显微镜观察样品。
1.2.3 细胞增殖检测

将1×103 个SW1116、LoVo、SW1116/5-Fu和

LoVo/5-Fu细胞接种于96孔板,于37
 

℃、5%
 

CO2
饱和湿度的培养箱中培养24、48、72和96

 

h后,分别

采用CCK-8试剂盒和酶标仪检测450
 

nm处的最佳

吸光度(A450)值,比较各组细胞的生长情况。
1.2.4 细胞周期检测

将1×105 个SW1116、LoVo、SW1116/5-Fu和

LoVo/5-Fu细胞接种于六孔板,于37
 

℃、5%
 

CO2 饱
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和湿度的培养箱中培养24、48和72
 

h后,分别收集细

胞,75%冷乙醇4
 

℃固定1
 

h,PBS洗涤后,加入200
 

μg/mL
 

RNAase于37
 

℃孵育30
 

min后,加入20
 

μg/
mL

 

PI染色液室温避光孵育30
 

min后流式细胞仪检

测细胞周期。
1.2.5 细胞凋亡检测

将1×105 个SW1116、LoVo、SW1116/5-Fu和

LoVo/5-Fu细胞接种于六孔板,于37
 

℃、5%
 

CO2 饱

和湿度的培养箱中培养24、48和72
 

h后,分别收集细

胞,PBS洗涤后,采用APC
 

Annexin
 

V-7AAD细胞凋

亡检测试剂盒进行细胞染色后,流式细胞仪检测细胞

凋亡。采用FlowJo
 

7.6.1软件对流式细胞仪检测结

果进行分析。
1.2.6 细胞转染

转染前将SW1116、LoVo、SW1116/5-Fu和Lo-
Vo/5-Fu细胞接种至六孔板中进行培养,待细胞密度

达70%~80%时,使用 UltraCruz􀆿 转染试剂进行

EBI3
 

CRISPR激活质粒和EBI3
 

CRISPR/Cas9敲除

质粒转染(质粒1
 

μg/mL)。具体转染流程参见对应

质粒转染说明书进行,稳定转染72
 

h后进行后续

实验。
1.2.7 细胞耐药性检测

取1.2.6各组细胞,分别采用含0.5和6.0
 

mg/
L

 

5-Fu的DMEM完全培养液持续培养24
 

h和48
 

h,
采用CCK-8检测细胞增殖。用正态概率转化法计算

半抑制浓度(IC50)。
1.2.8 Western

 

blot检测

各组CRC细胞经PBS洗涤后,加入适量裂解液,
置于冰上裂解后提取总蛋白质并测定蛋白质浓度。
10%十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-

PAGE)分离蛋白质(120
 

V,1
 

h),转膜(90
 

V,2
 

h)后
10%脱脂牛奶封闭1

 

h,一抗摇床孵育过夜(1∶200),
TBST洗涤后二抗(1∶1

 

000)室温孵育2
 

h,TBST洗

膜3次,最后采用电化学发光(ECL)显色液显色。
1.3 统计学处理

以上所有试验进行3次重复。采用 Graphpad
 

Prism
 

5.0
 

软件进行统计学分析,计量资料以x±s表

示,两组间比较采用t 检验;检验水准α=0.05,以
P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 SW1116/5-Fu和LoVo/5-Fu细胞系的建立

采用5-Fu持续接触浓度递增诱导法建立人结肠

癌耐药细胞系SW1116/5-Fu和 LoVo/5-Fu。DAPI
染色显示,SW1116/5-Fu和LoVo/5-Fu细胞的细胞

核体积明显大于非耐药的SW1116和LoVo细胞,见
图1。
2.2 SW1116/5-Fu和 LoVo/5-Fu细 胞 的 生 物 学

特征

SW1116、LoVo、SW1116/5-Fu和LoVo/5-Fu细

胞生物学特征比较,见表1。与SW1116和LoVo细

胞相比,5-Fu作用的SW1116/5-Fu和LoVo/5-Fu细

胞其IC50 值明显增高(P<0.05)。细胞凋亡率检测

结果 显 示,SW1116 和 LoVo细 胞 在 常 规 培 养 基

(DMEM+10%
 

FBS)中的凋亡率与SW1116/5-Fu和

LoVo/5-Fu细胞在含6.0
 

mg/L
 

5-Fu的常规培养基

中的凋亡率无明显差异(P>0.05)。细胞周期检测结

果显示,SW1116和SW1116/5-Fu细胞周期各期百分

比无明显差异(P>0.05);然而,与LoVo细胞相比,
LoVo/5-Fu细胞 G1 期细胞百分比明显增高(P<
0.05),S期细胞百分比明显降低(P<0.05)。

图1  细胞核形态学观察(×200)

表1  细胞生物学特征比较(x±s)

细胞 5-Fu
 

IC50 (mg/L) 细胞凋亡率(%)
细胞周期(%)

G1 S G2/M

SW1116 1.34±0.11 2.34±0.16 64.77±3.28 20.23±2.20 15.01±1.09

SW1116/5-Fu 24.20±2.35a 2.87±0.42 68.54±2.76 19.07±1.78 12.39±1.12

LoVo 1.67±0.16 2.76±0.18 59.76±4.17 27.22±2.09 13.02±1.12

LoVo/5-Fu 38.20±5.18a 2.97±0.92 69.22±3.33a 20.31±1.67a 10.47±1.07

  a:P<0.01,与对应的非耐药细胞比较。
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  A:Western
 

blot检测EBI3、CYP1B1和 MEKK2表达;B:LoVo和LoVo/5-Fu细胞EBI3、CYP1B1、MEKK2相对表达水平比较;C:SW1116和

SW1116/5-Fu细胞EBI3、CYP1B1、MEKK2相对表达水平比较;a:P<0.01,与非耐药细胞比较。

图2  5-Fu耐药和非耐药细胞EBI3、CYP1B1和 MEKK2表达

2.3 EBI3在5-Fu耐药和非耐药细胞中的表达

Western
 

blot检测结果显示,与SW1116和Lo-
Vo细 胞 相 比,SW1116/5-Fu 和 LoVo/5-Fu 细 胞

EBI3、CYP1B1和 MEKK2相对表达水平均明显增高

(P<0.05),见图2。
2.4 EBI3对SW1116/5-Fu和LoVo/5-Fu细胞耐药

性的影响

EBI3对SW1116/5-Fu和LoVo/5-Fu细胞耐药

性的影响结果见表2。SW1116、SW1116/5-Fu、LoVo
和LoVo/5-Fu细胞转染EBI3敲除质粒后,与对照质

粒组相比,5-Fu作用细胞的IC50 值明显降低(P<
0.05);然而,SW1116、SW1116/5-Fu、LoVo和LoVo/
5-Fu细胞转染 EBI3激活质粒后,与对照质粒组相

比,5-Fu作用细胞的IC50 值明显增高(P<0.05)。
表2  不同质粒处理后5-Fu作用细胞的

   IC50 比较(x±s,mg/L)

细胞 EBI3敲除质粒 EBI3激活质粒 对照质粒

SW1116 0.89±0.14b 3.76±0.11b 1.97±0.18

SW1116/5-Fu 10.12±1.24ab 39.30±2.87ab 23.17±3.33a

LoVo 1.06±0.15b 5.22±0.11b 2.37±0.14

LoVo/5-Fu 8.12±5.77ab 48.30±8.21ab 35.12±6.45a

  a:P<0.05,与对应的非耐药细胞比较;b:P<0.05,与对照质粒组

比较。

3 讨  论

  自从引入5-FU作为抗癌剂以来,CRC的化疗方

法一直在不断发展。尽管取得了较大进展,但对化疗

的抵抗性仍然是阻止CRC患者有效治疗的最大障碍

之一。据估计,目前超过90%的转移性CRC患者的

治疗失败与耐药性有关[7]。因此,阐明耐药机制并开

发更有效的治疗剂或程序是癌症研究的主要挑战。
大量研究已发现,肿瘤化疗药物耐药机制多样,主要

涉及三磷酸腺苷(ATP)结合性盒型转运蛋白超家族、
DNA甲基化、细胞凋亡、拓扑异构酶Ⅱ、谷胱甘肽及

其相关酶类对化疗药物的解毒作用,以及相关逆转肿

瘤多药耐药的信号通路等[8]。此外,miRNA通过调

节靶基因的异常表达介导药物外排及药物靶点变化,

调控细胞凋亡与DNA修复能力,调控肿瘤干细胞生

长分化,激发保护性自噬等多种方式调控多药耐药。
5-Fu是CRC主要一线化疗药物。近年来,研究人员

发现p38α丝裂原活化蛋白激酶(p38α
 

MAPK)信号通

路,Hedgehog信号通路,核因子-κB(NF-κB)信号通

路,STAT3信号通路,ATM-CHK2-P53信号通路等

均参与了5-Fu对CRC的耐药过程[9]。然而,EBI3是

否介导CRC细胞5-Fu耐药未知。
EBI3是一种分泌型糖蛋白质,已被鉴定在结直

肠癌、乳腺癌和肝癌等多种肿瘤中过表达且与患者不

良预后密切相关[4-5,10-11]。目前较为明确的是EBI3可

分别与IL-27p28、IL-12p35异源结合形成IL-27和

IL-35。WANG等[12]发现,EBI3还可以与IL-23p19
异源结合形成IL-39。IL-39可通过促进癌细胞生长

和抑制癌细胞凋亡来促进胰腺癌的生长[13]。
近年来,作者研究发现EBI3可双向调节STAT3

信号通路抑制肿瘤微环境细胞毒性T淋巴细胞免疫

应答和促进肿瘤发生、发展,协助CRC细胞逃逸免疫

监视[5]。研究亦发现,5-Fu可抑制CRC细胞STAT3
和Akt信号通路增强抗端粒酶活性、抑制细胞凋亡和

抑制上皮-间质转化(epithelial-to-mesenchymal
 

tran-
sition,EMT),从而增加癌细胞5-Fu耐药性[14-15]。

本研究采用5-Fu持续接触浓度递增诱导法建立

了两株能在6.0
 

mg/L
 

5-Fu稳定生长的耐药结肠癌

细胞SW1116/5-Fu和LoVo/5-Fu,该两株细胞的耐

药倍数(耐药细胞IC50/亲本细胞IC50)与亲本细胞相

比均明显升高。目前,有关EBI3介导CRC细胞5-Fu
耐药的研究国内外均未见明确报道。本研究发现,
SW1116、SW1116/5-Fu、LoVo和

 

LoVo/5-Fu细胞转

染EBI3敲除质粒后,5-Fu作用细胞的IC50 值明显降

低(P<0.05),而细胞转染EBI3激活质粒后,5-Fu作

用细胞的IC50 值明显增高(P<0.05)。特别是,本研

究发现CRC耐药细胞株均高表达EBI3及耐药相关

蛋白CYP1B1和 MEKK2,且与EBI3表达密切相关。
前期研究作者亦证实,EBI3介导了 CRC细胞的发

生、发展[5]。此外,研究还发现EMT相关蛋白质(E-
cadherin和

 

vimentin)、肿瘤干细胞相关蛋白(Promi-
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nin-1和透明质酸受体)和细胞代谢水平均发生了明

显的改变(结果未报道)。因此,本研究推测5-Fu可

能通过调控EBI3表达调节CRC细胞耐药相关蛋白、
CRC细胞生物学活性及代谢水平,从而介导CRC细

胞5-Fu耐药。这些研究提示,EBI3有望成为对抗恶

性肿瘤化疗过程中出现化疗药物耐药的一个新治疗

靶点。
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