
肿瘤学杂志
!"!"

年第
!#

卷第
$!

期

%&'()*+ &, -./)010 2)3&+&456!"!"67&+8!#69&8$!

:/;!#<<对结直肠癌细胞奥沙利铂化疗
敏感性的影响

宣 斌 $

!郭运生 $

!武 玉 $

!张 浩 $

!张方亮 !

!

$8

秦皇岛市第一医院"河北 秦皇岛
=##===

#

!8

河北北方学院"河北 张家口
=><===

$

摘 要!%目的& 探讨
?/;!#<<

对结直肠癌细胞奥沙利铂化疗敏感性的影响' %方法& 通过
@;ABC-;

验证奥沙利铂耐药和敏感结直肠癌组织蜡块中
?/;!#<<

的相对表达量#

--D!E

法
检测细胞活性#

A(*)1F0++

检测细胞侵袭能力#流式细胞术检测细胞周期' %结果& 相比于癌旁
的正常组织" 对奥沙利铂耐药的结直肠癌组织中

?/;!#<<

表达量相对较低 (

$8!G"=8!E!H1

=8!<"=8$!

"

CI=8=$

$" 而对奥沙利铂敏感的结直肠癌组织中
?/;!#<<

表达量相对较高 )

$8!G"

=8!E!H1 !8#E"=8>#

"

CI=8=$

*+

J;AKC-;

鉴定
?/;!#<<

转染效率结果显示" 在
?/;!#<< ?/?/31

组中
?/;!#<<

表达水平相对于
?/;!9-

组显著升高!

$8>="=8$=!H1 =8EL"=8=>

"

CM=8==G

*'

--D!E

检测细胞活性结果显示" 与
N!2OCP?/;!9-

组相比"

N!2OCP?/;!#<< ?/?/31

组细胞活性降低
!

GE.

,

=8>Q"=8=<!H1 =8<#"=8=L

"

CM=8==$<

#

>!.

,

=8#<"=8=<!H1 =8!<"=8=<

"

CM=8==E$

*'

A(*)1F0++

法
检测细胞的侵袭能力结果显示"与

N!2OCP?/;!9-

组相比"

N!2OCP?/;!#<< ?/?/3

组细胞侵袭
数量减少)

EG<"E<!H1 #$L"L#

"

CM=8=!Q!

*' 流式细胞术检测细胞周期结果显示"与
N!2OCP?/;!

9-

组
R

=

PR

$

期相比"

N!2OCP?/;!#<< ?/?/31

组细胞比例增加 )

<8$#"=8!!!H1 G<8<L"=8><

"

CM

=8=!!

*"与
N!2OCP?/;!9-

组
S

期相比"

N!2OCP?/;!#<< ?/?/31

组细胞比例降低)

GG8EL"$8$>!H1

!=8><"=8L#

"

CM=8=$<

*" 与
N!2OCP?/;!9-

组
R

!

P:

期相比"

N!2OCP?/;!#<< ?/?/31

组细胞比例减
少
T!!8E#"U8!U!H1 L8E<""8L<

"

CM"8""!L

*' %结论&

:/;!#<<
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#是全世界排

名第
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位的一种严重致死性癌症" 在每年因癌确诊

及因癌死亡病例中约占
0"1

$

0

%

&

-.-

早期常无症状"

故存在漏诊"多数患者发现时已是中晚期"临床上常

以手术治疗为主"辅以化疗'免疫治疗以及其他支持

治疗的综合方案"以提高手术切除率"降低复发率"

提高生存率&奥沙利铂!

&2+'34'+*3,

"

5!678

(常被用于

-.-

患者手术切除后化疗用药"但是由于肿瘤的异质

性会对奥沙利铂产生耐药性"导致治疗效果降低$
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因此研究可调节
-.-

患者奥沙利铂耐药的关键因

子对
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的治疗和预后非常重要 &

;3%(&.<=>

?@3.<=>A

是由
0BC!/

个核苷酸组成的单链非编码

.<=

"其不仅与肿瘤的发生'发展'转移密切相关"且

一些
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被报道可提高
-.-

患者对奥沙利铂的

敏感性$

/9D

%

& 其中"

@3.!#DD

被报道在肝癌'食管鳞状

细胞癌' 非小细胞肺癌及视网膜母细胞瘤细胞中低

表达" 过表达
@3.!#DD

可显著降低上述癌细胞的增

殖' 迁移及入侵 $

#9E

%

& 然而" 目前还没有研究报道

@3.!#DD

与
-.-

的关联及其对奥沙利铂敏感性可

能的作用机制&本研究拟探究
@3.!#DD

在
-.-

的表

达情况及对奥沙利铂敏感性的影响" 为基因治疗

-.-

提供实验基础&
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材料与方法
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材 料

FG#!H

)人结肠癌细胞(细胞系购自美国菌种保

存中心&结直肠癌组织蜡块取自秦皇岛市第一医院&

奥沙利铂购于辉瑞制药有效公司"反转录试剂盒'实

时荧光定量
8-.

试剂盒购自
I+J+(+

公司* 石蜡切

片
@3.<=

纯化试剂盒购自天根生化科技有限公司*

细胞周期流式检测试剂盒购自四正柏生物科技有限

公司*反转录及
8-.

引物由通用生物系统有限公司

合成*

@3.<= @3@3%>K3,L3M3*&(

由金维智生物科技有

限公司合成*
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检测试剂盒购自东仁化学科技
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公司* 细胞

培养基'
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'脂质体转染试剂购自
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公司& 病

理标本选取
0B

例秦皇岛市第一医院相同临床病理

分期的原发性结直肠癌患者并行结直肠癌根治术的

术后病理标本&本研究
!H0#

年
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月
!:

日经秦皇岛

市第一医院伦理委员会批准& 其中
=RS+%),* *3>>T)>

组为
!

例结直肠癌旁正常的组织蜡块*

U(TV!()>3>!

*+,* *3>>T)>

组为
B

例术后标本基因检测铂类药物不

敏感" 且术后应用奥沙利铂化疗后早期出现复发转

移者*

U(TV!>),>3*3W) *3>>T)>

组为
B

例术后标本基因

检测铂类药物敏感"且术后化疗未发现复发转移者&
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方 法
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石蜡切片
@3.<=

纯化

将石蜡样品切成
B!@

厚的片状"迅速将中间的

四张切片置于
0XD @' .<+>)!Y())

的离心管中" 离心

)

0@'

二甲苯 '

!H"

'

0! HHH(K@3,

'

!@3,

(* 再次离心

)
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无水乙醇 '
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0! HHH(K@3,

'
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0DH!'

裂解液
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及
0H!' 8(&*)3,+>) N

混匀后孵育

)

DD"

"

0D@3,

*

BH"

"

0D@3,

(之后*冰上放置
: @3,

后

离心)

0! HHH(K@3,

'

0D@3,

("加入
0#!'

的
.UU MTYY)(

和
0H!'

的
U<+>)"

溶液"混匀& 室温放置
0D@3,

& 瞬

时离心以收集管壁及管盖上的液滴* 加入
:!H!'

的

缓冲液
.Q

和
00!H!'

的无水乙醇混匀* 转移
ZHH!'

溶液和沉淀入吸附柱
-.:

中离心 )

0! HHH(K@3,

'

0@3,

("重复上一步骤"直到所有的溶液和沉淀完全

通过吸附柱
-.:

"弃废液"将吸附柱
-.:

放回收集

管中*向吸附柱
-.:

中加入
DHH!'

漂洗液
.G

"室温

静置
! @3,

后离心)

!H"

'

0! HHH (K@3,

'

:HC#H>

(将吸

附柱
-.:

置于室温放置数分钟"以彻底晾干吸附材

料中残余的漂洗液* 将吸附柱
-.:

转入一个新的

.<+>)!P())

离心管中" 向吸附膜的中间部位悬空滴

加
:HC0HH!' .<+>)!P()) RR7

!

6

" 室温放置
!@3,

后

离心)
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'
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'
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(&
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验证耐药和敏感结直肠癌蜡块组织

@3.!#DD

的相对表达量

按照
.<=

提取试剂盒说明提取总
.<=

" 分光

光度计测定
.<=

浓度及纯度后按照反转录试剂盒

说明进行反转录" 条件为+

/!"

反转录
0D@3,

"

BD"

灭活反转录酶
D>

"用两步法进行扩增"扩增条件+预

变性)

ED"

'

:H>

(*变性)

ED"

'

D>

(*延伸)

#H"

'

:D>

(*

/H

个循环&反应以
\#

为内参"上游序列+

D#!]-I-]!
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细胞转染

在结直肠癌细胞系
;<#!=

中! 通过转染
>/?!

#@@

构建
>/?!#@@

过表达模型! 将细胞分成
:

组"

9-

#

>/?!9-

#

>/?!#@@>/>/31

$接种
;<#!=

细胞至
$!

孔板中!培养至汇合度达到
@=AB#=A

%以无血清无

双抗
2CD/!EFE

依
G/C&:===

转染试剂说明书转染

>/?!#@@

!每孔转染终浓度
$==)E

%转染后
$!.

!更换

为常规完全培养基! 依实验需求继续培养
:#BH!.

%

收集细胞!进行后续操作$

$8!8I J?KLM-?

鉴定
>/?!#@@

转染效率

收集转染后
IN.

的细胞! 按照
?9O

提取试剂

盒说明提取总
?9O

! 分光光度计测定
?9O

浓度及

纯度后按照反转录试剂盒说明进行反转录及
P?KL

M-?

$

$8!8@ --Q!N

法检测细胞活性

将细胞分成
I

组!分别是阴性对照组
R9-S

&阴性

对照组加奥沙利铂'

G!2TM

(&

>/?!9-

加奥沙利铂组

'

G!2TMU>/?!9-

( 和
>/?!#@@ >/>/31

加奥沙利铂组

'

G!2TMU>/?!#@@

($ 取对数生长期细胞!消化后以
$"

$=

I

U>+

密度接种于
V#

孔培养板!

:H#

&

@A -2

!

培养

过夜$转染
>/?!#@@

后加入奥沙利铂!分别于加药后

的
!I.

&

IN.

&

H!.

进行检测$每孔加入
W"!+ --Q!N

试

剂!

:H$

!孵育
W.

后!利用酶标仪测定
I@")>

处的吸

光度$

W8!8# K(*)1X0++

检测细胞侵袭

将培养的各组
;<#!"

细胞至对数生长期!使各

组细胞密度达到
@%W"

@

30++1U>+

! 加药组奥沙利铂终

浓度为
@"!4U>+

% 在
!I

孔板中孔内加入
#""!+

含

W"A YZ;

的完全培养基!加药组的药物浓度与
K(*)!

1X0++

小室内浓度相同!培养
IN.

$ 然后
=8WA

的结晶

紫染色
!=>/)

!显微镜观察拍照$

W8!8H

流式细胞术检测细胞周期

将细胞密度为
W"W=

@

30++1U>+

的
;<#!=

细胞接

种于
W!

孔板!培养
!I.

%各组依上述药物浓度和转

染方式处理!转染
!I.

后加入奥沙利铂处理
!I.

%使

用
=8!@A

的胰酶消化细胞后!将细胞移至
W8@>+

离心

管内%在
W8@>+

离心管内!

@==(3,

!

:>/)

分别收集各组

细胞!

I$

遇冷的
MZ;

洗
!

次% 以
!@=!+

预冷的
MZ;

重悬细胞后!以
W>+

的
L!=$

浓度为
V@A

的乙醇低速

震荡并逐滴加至细胞悬液内%混匀后
I$

固定过夜%

@==(3,

离心
:>/)

! 弃上清! 再用预冷的
MZ;

洗涤
!

次细胞% 以终浓度为
!8@!4U>+

的
?9*10O

流式缓冲

液稀释
M[

至工作浓度后
:H$

避光孵育
:=>/)

!染色

完成后立即进行流式检测$

!"#

统计学处理

应用
;M;;W#8=

软件处理! 实验数据以均数
&

标

准差'

!&1

(表示!多组间比较采用
D

检验!

M\=8=@

为

差异有统计学意义$

!

结 果

$"!

结直肠癌蜡块组织
%&'!())

相对表达量

J?KLM-?

结果显示!与癌旁正常组
R)]!S

相比!

药物耐受组
R)]NS

的
>/?!#@@

相对表达量低'

W8!I&

=8!N!^1 =8!@&=8W!

!

M\=8=W

(!而药物敏感组
R)]NS>/?!

#@@

的相对表达量比癌旁正常组高 '

W8!I&=8!N!^1

!8#N&=8H#

!

M\=8=W

(!

>/?!#@@

可能为提高结直肠癌

对奥沙利铂的敏感性提供帮助$

$"$ *&'!())

转染效率

为了验证
>/?!#@@

在奥沙利铂治疗结直肠癌敏

感性中的作用!向结直肠癌细胞'

;<#!=

细胞(中转

染
>/?!#@@ >/>/31

$

P?KLM-?

检测结果显示 "在

>/?!#@@ >/>/31

组中
>/?!#@@

表达水平'

W8H=&=8W=

(

相对于
>/?!9-

组'

=8N:&=8=H

(显著升高
RM]=8===I

!

Y/4'(0 W

(!说明
>/?!#@@

转染成功$

$"# *&'!())

对细胞活性的影响

为了进一步确定
>/?!#@@

对结直肠癌细胞奥沙

利铂治疗的影响!

--Q!N

法检测发现"

IN.

之后!与

G!2TMU>/?!9-

组'

=8HV&=8=@

(相比!

G!2TMU>/?!#@@

>/>/31

组'

=8@#&=8=:

(细胞活性降低'

M]=8==W@

!

Y/4!

_M\=8=@

!

3&>C*(0` X/D. D.0 >/?!9- 4(&'C

+&,-./ ! 01/ 2/3/43&56 57 3.8697/43&56 /77&4&/64: 57
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肿瘤学杂志
!"!"

年第
!#

卷第
$!

期

%&' !

!" 同样地 #

(!)

之后 # 与
*!+,-./01!23

组

$

45#6"75"6

!相比#

*!+,-./01!#66 /0/089

组 $

"5!6"

"5"6

!细胞活性降低$

-:7577;$

#

<0=%&' !

!% 其活力随

时间呈递减趋势#

/01!#66

过表达能够降低
>?#!7

细胞的活性"

!"# $%&!'((

对细胞侵袭的影响

@&AB9C'DD

法检测
/01!#66

对结直肠癌细胞侵

袭作用的影响# 结果显示& 与
*!+,-E/01!23

组

$

;F6";6

! 相比#

*!+,-G/01!;;6 0B)0H0IJ&

组 $

#KL"

L#

!细胞的侵袭数量明显减少$

-:"5"!M!

#

<0=%&' L

!#

表明
/01!#66

能够降低
>?#!"

细胞的侵袭能力%

!"( $%&!'((

对耐药株细胞周期的影响

结果显示#与
*!+,-./01!23

组$

65K#N""5!!N

!

O

"

.O

K

期相比 #

*!+,-./01!#66/0/089

组 $

F656LN"

"5(6N

!细胞比例增加$

-:"5"!!

!#与
*!+,-./01!23

组 $

FF5;LN"K5K(N

!

>

期相比#

*!+,-./01!#66 /0/!

089

组$

!"5(6N""5L#N

!细胞比例降低$

-:"5"K6

!#与

*!+,-./01!23

组
P!!Q;#N"KQ!KNRO

!

.S

期相比#

*!

+,-./01!#66 /0/089

组$

L5;6N"75L6N

!细胞比例减

少$

-:7577!L

!#

/01!#66

使
>?#!7

细胞阻滞在
O

7

.O

K

期
P<0=%&' FR

%

L

讨 论

目前#手术治疗
313

为治疗的首选#但转移性

疾病患者的肿瘤是不可切除的'

K7

(

% 以奥沙利铂为基

础的化疗是晚期结直肠癌的一

线治疗方案% 然而#长期使用通

常会降低癌细胞的药物敏感

性# 而获得性耐药的发展仍然

是一个主要障碍 '

KKTK!

(

% 针对结

直肠癌患者出现奥沙利铂耐药

无有效治疗手段# 寻找治疗靶

点及对奥沙利铂耐药性的预防

治疗很有必要% 本研究发现#

/01!#66

作为一种重要的抗肿

瘤因子和肿瘤发展的抑制子'

#TM

(

#

其在
313

患者奥沙利铂耐药

组表达水平显著下调% 利用体

U-V"Q"6

#
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肿瘤学杂志
!"!"

年第
!#

卷第
$!

期

%&'()*+ &, -./)010 2)3&+&456!"!"67&+8!#69&8$!

: ;<"8"=

!

3&>?*(0@ A/B. B.0 9- 4(&'?

C ;<"8"=

!

3&>?*(0@ A/B. B.0 D!2E;F>/G!9- 4(&'?

外结肠癌细胞系
HI#!"

在奥沙利铂作用的同时过

表达
>/G!#==

!引起细胞活性及细胞侵袭能力降低!

且使细胞周期阻滞在
J

K

FJ

L

期" 因此我们推测
>/G!

#==

在奥沙利铂耐药的
-G-

患者中发挥重要作用"

M/3(&G9N1 O>/G9N1P

作为一种稳定的标志分

子! 其表达水平高低不仅可反应癌症治疗的不良预

后程度#

$Q

$

!也可一定程度上反应奥沙利铂的敏感性!

本研究结果显示 ! 奥沙利铂敏感的
-G-

组织中

>/G!#==

高表达!而在奥沙利铂耐药的
-G-

组织中

>/G!#==

低表达! 提示
>/G!#==

表达水平作为判定

奥沙利铂治疗
-G-

患者疗效标志的可能"奥沙利铂

治疗
-G-

原理主要是通过铂
!R9N

复合物! 破坏

R9N

正常结构从而抑制
R9N

复制和转录#

S

$

"本研究

中
9-

相比
D!2E;

组 ! 存在显著的
H

期阻滞 !

D!

2E;F>/G!#== >/>/31

相比于
D!2E;F>/G!9-

组!存

在显著的
J

K

FJ

$

期阻滞! 提示
>/G!#==

对奥沙利铂

敏感性有提高作用" 但
>/G9N

对
-G-

患者奥沙利

铂耐药的缓解机制研究目前尚不明确"

目前对
-G-

患者发生奥沙利铂耐药的机制研

究认为有可能是通过激活
NT;!

结合的药物转运体

%

NU-J!

&从而缓解内质网应激引起的凋亡 #

$K

$

!也有

研究认为!

V2W-!

基因%调节上皮'间充质转移&可

通过
MN;XFYGX

信号通路促进
-G-

患者发生奥沙

利铂耐药#

LS

$

"

M/G9N

是一种内源性非编码小
G9N

!

具有潜在的非靶向沉默效应! 其在体内可以一组编

码基因为目标!抑制基因表达#

L=

$

" 研究报道显示!在

乳腺癌患者中!

>/G!#==

可通过下调
;((ZL

基因!抑

制上皮(间充质的转换行为#

L#

$

" 上调
>/G!#==

基因

表达可以通过靶向调控垂体瘤转化基因
!L

%

;TTJL

&

的表达!抑制初期食管鳞状细胞瘤细胞的侵袭性#

L[

$

"

肝细胞癌中
>/G!#==

低表达! 利用体外肝癌细胞系

进行
>/G!#==

转染高表达技术!发现
NRNMLK

可作

为
>/G!#==

的靶基因!进一步调控
!!3*B0)/)

信号通

路活性!抑制细胞增殖!迁移及侵袭行为 #

=

$

" 此外!

>/G!#==

还可靶向作用
GNULN

基因发挥其在卵巢

癌细胞中抗肿瘤作用#

L\

$

"因此!我们推测
>/G!#==

对

-G-

患者奥沙利铂耐药性的调节机制!可能是通过靶

向作用某些基因的表达来实现!仍需要进一步探究"

综上! 本实验发现
>/G!#==

能够提高结直肠癌

对奥沙利铂化疗的敏感性! 这为治疗预防结直肠癌

奥沙利铂耐药提供新的靶点! 但还需进一步研究

>/G!#==

提高结直肠癌敏感性的具体机制"
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