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  [摘要] 目的 探究佛手柑内酯(Bg)对结肠癌细胞5-氟尿嘧啶(5-Fu)耐药性的影响及其机制。方法 采

用Bg作用人结肠癌SW1116/5-Fu和LoVo/5-Fu耐药细胞系;CCK-8法检测细胞增殖能力;Western
 

blot检测

Bcl-2、Bax、EB病毒诱导基因3(EBI3)、STAT3、磷酸化STAT3(p-STAT3)、CYP1B1和 MEKK2蛋白质表达。
结果 Bg作用SW1116、SW1116/5-Fu、LoVo和

 

LoVo/5-Fu细胞后,5-Fu作用细胞的半抑制浓度(IC50)值明

显降低(P<0.05),尤其是Bg联合EBI3阻断剂作用细胞后,IC50 值明显下降(P<0.05)。Western
 

blot检测

结果显示,Bg作用下SW1116/5-Fu和LoVo/5-Fu细胞Bcl-2、EBI3、STAT3、p-STAT3、CYP1B1和 MEKK2
蛋白质表达水平均明显降低,Bax蛋白质表达水平明显升高。结论 Bg可能通过诱导细胞凋亡、抑制EBI3/
STAT3信号通路及抑制耐药相关蛋白质CYP1B1和 MEKK2表达增强结肠癌细胞对5-Fu的化疗敏感性。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

effect
 

of
 

bergapten
 

(Bg)
 

on
 

resistance
 

to
 

5-Fluorouracil
 

(5-Fu)
 

in
 

colorectal
 

cancer
 

cell
 

lines,and
 

analyse
 

its
 

mechanism.Methods The
 

human
 

colorectal
 

cancer
 

cell
 

lines
 

SW1116/5-Fu
 

and
 

LoVo/5-Fu
 

resistant
 

cell
 

lines
 

were
 

treated
 

with
 

Bg.Cell
 

proliferation
 

ability
 

was
 

detected
 

by
 

using
 

CCK-8.Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

Bcl-2,Bax,EBI3,STAT3,phosphorylated-STAT3
 

(p-
STAT3),CYP1B1

 

and
 

MEKK2
 

protein
 

expression.Results The
 

half-inhibitory
 

concentration
 

(IC50)
 

value
 

of
 

5-Fu
 

in
 

SW1116,SW1116/5-Fu,LoVo
 

and
 

LoVo/5-Fu
 

cells
 

were
 

significantly
 

decreased
 

after
 

treated
 

with
 

Bg,
especially

 

after
 

Bg
 

combined
 

with
 

EBI3
 

acted
 

on
 

cells,the
 

IC50
 

value
 

decreased
 

significantly
 

(P<0.05).The
 

results
 

of
 

Western
 

blot
 

showed
 

that
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

Bcl-2,EBI3,STAT3,p-STAT3,CYP1B1
 

and
 

MEKK2
 

were
 

significantly
 

decreased,while
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

Bax
 

were
 

significantly
 

increased
 

in
 

SW1116/5-Fu
 

and
 

LoVo/5-Fu
 

cells,after
 

treated
 

with
 

Bg.Conclusion Bg
 

may
 

enhance
 

the
 

chemotherapy
 

sensitivity
 

of
 

colorectal
 

cancer
 

cells
 

to
 

5-Fu
 

via
 

inducing
 

apoptosis,inhibiting
 

the
 

EBI3/STAT3
 

signaling
 

path-
way,and

 

inhibiting
 

the
 

expression
 

of
 

drug
 

resistance-related
 

proteins
 

CYP1B1
 

and
 

MEKK2.
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  近年来结直肠癌(CRC)发病率和病死率均呈上

升趋势,近25%的患者在初诊时已发生转移,其中一

半的患者最终发展为不能切除的转移癌[1]。对于这

部分患者,基于5-氟尿嘧 啶(5-Fu)、奥 沙 利 铂(L-
OHP)和伊立替康(Irinotecan)的化疗是其主要的治

疗方式。目前,5-Fu的单药有效率仅为12%,L-OHP
的单 药 有 效 率 为 12%,Irinotecan 的 单 药 有 效 为

18%,表明CRC患者存在对化疗药物的耐药性。长

期以来本研究团队一直从事CRC的耐药及免疫病理

机制研究,前期研究发现EB病毒诱导基因3(EBI3)
介导的STAT3信号通路参与了CRC细胞对卡铂和

5-Fu的耐药过程[2-3],提示EBI3可作为CRC细胞5-
Fu化疗增敏的一个有效靶点。中药是一个巨大的药

物分子宝库,寻找、筛选安全有效的靶向调节EBI3的

药物 是 本 课 题 组 的 研 究 重 点。佛 手 柑 内 酯(ber-
gapten,Bg),是一种呋喃香豆素类天然产物,又称5-
甲氧基补骨脂素,具有催眠、抗炎、镇静、增强免疫力

和抑制肿瘤的作用,但其对CRC患者5-Fu耐药过程

中EBI3/STAT3信号通路的作用研究报道较少。本

实验 通 过 在 人 结 直 肠 癌 细 胞 株 SW1116、LoVo、

SW1116/5-Fu和LoVo/5-Fu中给予不同浓度的Bg
进行干预,观察Bg对人结直肠癌细胞5-Fu耐药性和

对
 

EBI3/STAT3信号通路的影响,为Bg作为抗肿瘤

药物用于肝癌的治疗提供实验依据,现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

人结 直 肠 癌 SW1116、LoVo、SW1116/5-Fu和

LoVo/5-Fu细胞株、EBI3阻断肽(sc-26797
 

P,美国

Santa
 

Cruz公司)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。其中,SW1116/5-Fu
和LoVo/5-Fu细胞株是实验室建立的能在6.0

 

mg/

L的5-Fu中稳定生长的细胞系。RIPA裂解液(强)、
青霉素-链霉素溶液(100×)、二喹啉甲酸(BCA)蛋白

浓度检测试剂盒(增强型)和CCK-8试剂盒购自碧云

天生物公司;DMEM 完全培养基、胎牛血清(FBS)和
胰蛋白酶(0.25%)购自美国Gibco公司;5-Fu购自美

国Sigma公 司;Bcl-2、Bax、EBI3、STAT3、磷 酸 化

STAT3(p-STAT3)、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)抗体购自美国Santa

 

Cruz公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞耐药性检测

分别将1×103 个SW1116、LoVo、SW1116/5-Fu
和LoVo/5-Fu细胞接种于96孔板,37

 

℃
 

5%
 

CO2 饱

和湿度的培养箱中培养24、48、72和96
 

h后,分别将

1、10和100
 

μmol/L
 

Bg和EBI3阻断肽(1
 

μg/mL)作

用于以上细胞48~72
 

h后,SW1116和LoVo细胞在

0.5
 

mg/L
 

5-Fu的DMEM完全培养液持续培养24~

48
 

h,SW1116/5-Fu和LoVo/5-Fu细胞在6.0
 

mg/L
 

5-Fu的DMEM 完全培养液持续培养24~48
 

h。然

后采用CCK-8试剂盒和酶标仪检测450
 

nm处的最

佳吸光度(A450)值,并计算半抑制浓度(IC50)值评价

细胞耐药性。

1.2.2 Western
 

blot检测

1×105 个SW1116/5-Fu和LoVo/5-Fu细胞接

种于6孔板,37
 

℃
 

5%
 

CO2 饱和湿度的培养箱中培

养24
 

h后,将不同浓度Bg(1、10和100
 

μmol/L)作用

于以上细胞48~72
 

h后,经磷酸盐缓冲液(PBS)洗

涤,加入适量裂解液,置于冰上裂解后提取总蛋白质,

并采用BCA蛋白浓度检测试剂盒测定蛋白质浓度。

采用10%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶(SDS-

PAGE)电泳(120
 

V,1
 

h)分离蛋白质,聚偏氟乙烯

(PVDF)膜转膜(90
 

V,2
 

h)后,10%脱脂牛奶封闭

1
 

h。然后,分别采用Bcl-2(1∶200)、EBI3(1∶200)、

STAT3(1∶100)、p-STAT3(1∶100)、CYP1B1(1∶

200)和 MEKK2(1∶200)摇床孵育过夜,以β-actin作

为内参。TBST 洗涤后辣根过氧化物酶标记二抗

(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,化学发光成像系统

(ChemiDoc
 

XRS)拍照。

1.3 统计学处理

采用Graphpad
 

Prism
 

5.0
 

软件进行数据分析,采

用正态概率转化法计算IC50 值,Image
 

J软件进行图

片条带灰度值分析,计量资料以x±s表示,比较采用

t检验,以P<
 

0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 Bg对CRC细胞耐药性的影响

随着 Bg作 用 浓 度 的 增 加,5-Fu在 非 耐 药 的

SW1116细胞的IC50 值由原来的(1.55±0.21)mg/L
下降至(0.75±0.14)mg/L,在LoVo细胞的IC50 值

由原来的(1.78±0.26)mg/L下降至(0.66±0.16)

mg/L,差异有统计学意义(t=3.170,P<0.05;t=

3.669,P<0.05)。同样,随着Bg作用浓度的增加,5-

Fu在耐药的SW1116/5-Fu细胞的IC50 值由原来的

(22.40±3.17)mg/L下降至(5.17±1.33)mg/L,在

LoVo/5-Fu细胞的IC50 值由原来的(36.20±5.12)

mg/L下降至(8.30±3.45)mg/L,差异均有统计学意

义(t=5.012,P<0.01;t=4.519,P<0.05),见图1。
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  A:Bg对非耐药细胞株耐药性的影响;B:Bg对耐药细胞株耐药性

的影响。

图1  Bg对CRC细胞耐药性的影响

2.2 Bg对CRC细胞Bcl-2和Bax表达的影响

Western
 

blot检测细胞凋亡相关蛋白质的表达,
结果显示,随着Bg作用浓度的增加,SW1116/5-Fu
和LoVo/5-Fu细胞Bcl-2相对表达水平明显降低,
Bax相对表达水平明显增加,见图2。
2.3 Bg对CRC细胞CYP1B1和 MEKK2表达的

影响

Western
 

blot检测5-Fu耐药相关蛋白质的表达,
结果显示,随着Bg作用浓度的增加,SW1116/5-Fu
和LoVo/5-Fu细胞CYP1B1和 MEKK2相对表达水

平明显降低,见图3。
2.4 Bg对CRC细胞EBI3、STAT3和p-STAT3表

达的影响

Western
 

blot检测CRC细胞EBI3、STAT3和p-
STAT3的表达,结果显示,随着Bg作用浓度的增加,
SW1116/5-Fu和 LoVo/5-Fu细胞 EBI3、STAT3和

p-STAT3相对表达水平明显降低,见图4。
2.5 Bg联 合 EBI3阻 断 肽 对 CRC细 胞 耐 药 性 的

影响

Bg作用组SW1116、SW1116/5-Fu、LoVo和
 

Lo-
Vo/5-Fu细胞5-Fu的IC50 值低于PBS对照组(P<
0.05);Bg联合EBI3

 

Bp组5-Fu的IC50 值分别低于

PBS对照组、EBI3
 

Bp组和Bg组,差异有统计学意义

(P<0.05),见表1。

  A:Western
 

blot检测Bcl-2和Bax表达;B:SW1116/5-Fu细胞Bcl-2和Bax相对表达水平比较;C:LoVo/5-Fu细胞Bcl-2和Bax相对表达水平

比较;a:P<0.05,b:P<0.01,与对照组(0
 

μmol/L
 

Bg)比较。

图2  Bg对CRC细胞Bcl-2和Bax表达的影响

  A:Western
 

blot检测CYP1B1和 MEKK2表达;B:SW1116/5-FU细胞CYP1B1和 MEKK2相对表达水平比较;C:LoVo/5-Fu细胞CYP1B1
和 MEKK2相对表达水平比较;a:P<0.05,b:P<0.01,与对照组(0

 

μmol/L
 

Bg)比较。

图3  Bg对CRC细胞CYP1B1和 MEKK2表达的影响

  A:Western
 

blot检测EBI3、STAT3和p-STAT3表达;B:SW1116/5-FU细胞EBI3、STAT3和p-STAT3相对表达水平比较;C:LoVo/5-Fu细

胞EBI3、STAT3和p-STAT3相对表达水平比较;a:P<0.05,b:P<0.01,与对照组(0
 

μmol/L
 

Bg)比较。

图4  Bg对CRC细胞EBI3、STAT3和p-STAT3表达的影响
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表1  Bg联合EBI3
 

Bp对CRC细胞耐药性的影响[x±s,IC50(mg/L)]

细胞 PBS对照组 EBI3
 

Bp组 Bg组 Bg联合EBI3
 

Bp组

SW1116 2.11±0.14 2.08±0.17 1.34±0.11a 0.97±0.13abc

SW1116/5-Fu 20.91±3.76 19.34±3.66 12.11±3.76a 7.33±3.58abc

LoVo 2.57±0.18 2.21±0.56 1.52±0.24a 1.01±0.12abc

LoVo/5-Fu 33.70±4.87 30.40±5.01 15.17±5.66a 10.19±4.26abc

  a:P<0.05,与PBS对照组比较;b:P<0.05,与EBI3
 

Bp组比较;c:P<0.05,与Bg组比较。

3 讨  论

了解肿瘤化疗耐药机制在新型药物开发及耐药

逆转研究中至关重要。大量研究已发现肿瘤化疗药

物耐药机制多样,主要包括三磷酸腺苷(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、谷胱甘肽和相关酶类对化疗药物的解毒作

用,还包括逆转肿瘤多药耐药的信号通路活化等。5-
Fu是一种氟嘧啶类似物,其抗癌活性的主要机制是

通过直接将其代谢物结合到癌细胞的DNA和RNA
中,从而抑制胸苷酸合成酶(TS)活性和DNA合成与

修复。
 

目前,5-Fu单独或联合其他抗癌药物广泛用于

治疗结肠癌、乳腺癌、肝癌、胰腺癌、食管癌和胃癌等。
但是,由于患者的剂量限制性毒性和癌细胞的多药耐

药性(MDR)问题,基于5-Fu化疗的应用和效果受到

严重限制。近年来,研究人员发现p38α
 

丝裂原活化

蛋白激酶(mitogen-activated
 

protein
 

kinase,MAPK)
通路[4]、Hedgehog信号通路[5]、核因子κB(NF-κB)信
号通路[6]、STAT3信号通路[7-8]、ATM-CHK2-P53信

号通路[9]等均参与了5-Fu对CRC的耐药过程。值

得注意的是,SHINTO等[10]和TENG等[11]研究均发

现抑制抗肿瘤免疫可赋予残留CRC细胞对5-Fu化

疗后再生长的优势。尽管近年来CRC细胞对5-Fu
化疗耐药的机制研究已有一定报道,但依旧无法攻克

肿瘤细胞对化疗耐药的问题,且其应用也依旧处于瓶

颈。深入揭示CRC细胞对5-Fu化疗耐药的机制仍

旧是当前亟待解决的问题。
EBI3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)。最 近

WANG等[12]在狼疮样小鼠发现 EBI3还可与IL-
23p19异源结合形成细胞因子IL-39。2013年本研究

团队证实EBI3在CRC组织高表达,且与IL-12p35
共同介导了CRC的发生、发展与预后[13]。最近,本研

究团队采用EBI3信号阻断肽发现,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[14]。本研究亦发现,EBI3信号阻断肽联

合Bg能明显增加SW1116、LoVo、SW1116/5-Fu和

LoVo/5-Fu细胞对5-Fu的化疗敏感性。随着Bg作

用 浓 度 的 增 加,SW1116/5-Fu 和 LoVo/5-Fu 细 胞

STAT3磷酸化被明显抑制,这与本团队在鼻咽癌细胞

(CNE-2和HONE-1)中观察到的结果较为一致[15]。以

上研究提示Bg可能通过STAT3信号通路抑制CRC
细胞对5-Fu的化疗耐药。

最近,MIRZAEI
 

等[16]发现Bg介导的三磷酸腺

苷结合盒(ABC)转运体阻断是多药耐药性癌细胞(卵
巢癌A2780RCIS细胞、胃癌EPG85.257RDB细胞及

乳腺癌 MCF7MX细胞)化学增敏(顺铂、柔红霉素或

米托蒽醌)的主要途径。细胞色素CYP1B1是细胞色

素P450(CYP)氧化酶超家族的成员,能催化许多内源

性(如雌激素)和外源性化合物包括5-Fu的代谢。有

丝分裂原激酶 MEKK2与 MAPK信号传导途径调节

有关,MAPK可促进CRC细胞5-Fu耐药[4]。本研究

亦发现,Bg作用下SW1116/5-Fu和LoVo/5-Fu细胞

耐药相关基因CYP1B1和 MEKK2表达水平均明显

降低。然而,
 

Bg是否也通过抑制 ABC转运体增加

CRC对5-Fu的化疗敏感性依旧未知。前期研究中,
本研究团队发现Bg干预可诱导CNE-2和 HONE-1
凋亡[15]。Bcl-2和Bax是细胞凋亡研究中最受重视的

凋亡基因,Bcl-2具有抑制凋亡的作用,而Bax是人体

最主要的凋亡基因之一。因此,Bax/Bcl-2两蛋白之

间的比例关系是决定对细胞凋亡抑制作用强弱的关

键因素。本研究亦发现,Bg可抑制CRC细胞Bcl-2
表达,诱导Bax蛋白质表达,提示Bg可能明显诱导

CRC细胞凋亡。目前,亦有研究证实,Bg通过调节

p38α
 

MAPK和 NF-κB信号通路诱导乳腺癌细胞凋

亡[17]。调控细胞凋亡和DNA修复能力已被证实在

化疗多药耐药中至关重要。
综上 所 述,Bg可 能 通 过 诱 导 细 胞 凋 亡、抑 制

EBI3/STAT3信 号 通 路 及 抑 制 耐 药 相 关 蛋 白 质

CYP1B1和 MEKK2表达增强结肠癌细胞对5-Fu的

化疗敏感性。然而,本研究亦有不足之处,尚未明确

Bg是如何调节EBI3表达,Bg又是如何抑制耐药相

关蛋白质CYP1B1和MEKK2表达,EBI3与CYP1B1
和 MEKK2之间有何种关系。此外,Bg联合EBI3阻

断肽治疗CRC的体内治疗效果及动力学变化等内

容,均是本研究团队需深入探讨的问题。
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