
书书书

ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０２００９２２７

硬脂酰辅酶Ａ去饱和酶１在结肠癌细胞５氟尿嘧啶耐药中的作用
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　　［摘要］　目的　通过建立结肠癌５氟尿嘧啶（５ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌ，５ＦＵ）耐药细胞株，探讨硬脂酰辅酶 Ａ
去饱和酶１（ｓｔｅａｒｏｙｌＣｏＡｄｅｓａｔｕｒａｓｅ１，ＳＣＤ１）在结肠癌细胞５ＦＵ耐药中的作用。方法　采用５ＦＵ浓度
间歇性递增与高浓度反复诱导筛选的方法建立对５ＦＵ耐药的结肠癌细胞株 ＨＣＴ１１６（ＨＣＴ１１６／５ＦＵ）。
ＣＣＫ８实验检测 ＨＣＴ１１６、ＨＣＴ１１６／５ＦＵ、ＨＣＴ１１６Ｃｏｎｔｒｏｌ、ＨＣＴ１１６ＯＥＳＣＤ１各组细胞在５ＦＵ作用下的
存活率以及半数抑制浓度（ｈａｌｆｍａｘｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０）。制作结肠癌组织和癌旁组织芯片
并以免疫组化方法检测ＳＣＤ１的表达。定量ＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞ＳＣＤ１的表达；ＣＣＫ８实
验、平板克隆形成及结晶紫染色实验检测各组细胞存活状况。ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染法检测细胞凋亡
率。ＨＣＴ１１６Ｃｏｎｔｒｏｌ、ＨＣＴ１１６ＯＥＳＣＤ１裸鼠皮下成瘤实验观察 ＳＣＤ１对肿瘤生长的影响，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测凋亡相关蛋白的表达。结果　ＨＣＴ１１６的５ＦＵＩＣ５０为（０．９０±０．０６）μｇ／ｍＬ，ＨＣＴ１１６／５ＦＵ的５ＦＵ
ＩＣ５０为（１５．０２±０．８１）μｇ／ｍＬ，耐药倍数约为１６．７倍。ＳＣＤ１在耐药结肠癌组织内的表达高于普通结肠
癌组织和对应的结肠癌癌旁组织。ＨＣＴ１１６／５ＦＵ中ＳＣＤ１的表达显著高于 ＨＣＴ１１６（Ｐ＜０．０１）。过表达
ＳＣＤ１能降低结肠癌细胞的凋亡率。裸鼠皮下成瘤实验显示过表达ＳＣＤ１能增加结肠癌细胞对５ＦＵ的
抵抗。在 ５ＦＵ处理 ４８ｈ后，ＨＣＴ１１６ＯＥＳＣＤ１组细胞凋亡相关蛋白 ｂｃｌ２、ｃａｓｐａｓｅ３的表达低于
ＨＣＴ１１６Ｃｏｎｔｒｏｌ组（Ｐ＜０．０１）。结论　成功建立了５ＦＵ获得性耐药的结肠癌细胞模型，ＳＣＤ１促进结肠
癌细胞对５ＦＵ的抵抗。
　　［关键词］　 耐药；５氟尿嘧啶；结肠癌；ＳＣＤ１
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　　结直肠癌是严重威胁人类健康的恶性肿瘤［１－２］。

虽然新型药物的应用提高了结直肠癌患者的生存率，

但对晚 期 结 直 肠 癌 患 者 而 言，以 ５氟 尿 嘧 啶
（５ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌ，５ＦＵ）为基础的治疗手段，其 ５年生存
率仍低于１０％［３－４］。阻碍生存率提高的关键因素是癌
细胞能够对化疗药物的细胞毒性作用产生耐药性［５］。

对５ＦＵ耐药性的产生依然是结肠癌化疗失败的主要
原因。提高化疗敏感性一直是癌症治疗的目标［６］。

因此，研究结肠癌５ＦＵ化疗耐药的机制，为提高临床
治疗有效率和为临床预测提供新的思路和方向，成为

当前急需解决的问题。

　　已有研究表明，硬脂酰辅酶Ａ去饱和酶１（ｓｔｅａｒｏｙｌ
ＣｏＡｄｅｓａｔｕｒａｓｅ１，ＳＣＤ１）是脂肪酰基 Δ９去饱酶，在体
内能将饱和脂肪酸通过代谢途径转换为单不饱和脂肪

酸，可能与癌症的发病机制、发病率和死亡风险有

关［７－１１］。既往研究主要聚焦于 ＳＣＤ１在肿瘤分化、转
化中的作用［１２－１３］。本研究初步实验发现ＳＣＤ１与结肠
癌化疗敏感性有关，因此，通过５ＦＵ浓度间歇性递增
与高浓度反复诱导筛选的方法建立对 ５ＦＵ耐药的
ＨＣＴ１１６细胞株（ＨＣＴ１１６／５ＦＵ），并采用慢病毒转染方
法构建 ＳＣＤ１过表达 ＨＣＴ１１６细胞株（ＨＣＴ１１６ＯＥ
ＳＣＤ１），研究 ＳＣＤ１在结肠癌 ５ＦＵ耐药中的作用，期
望为临床提高结肠癌对５ＦＵ化疗的敏感性提供新的
靶点和思路。

１　材料与方法

１．１　主要材料与试剂
　　ＨＣＴ１１６细胞株、ＳＣＤ１过表达（ＯＥＳＣＤ１）和对照
（Ｃｏｎｔｒｏｌ）的结肠癌ＨＣＴ１１６细胞株及５ＦＵ耐药细胞株
（ＨＣＴ１１６／５ＦＵ）均由本科实验室构建和冻存，ＭｃＣｏｙ’ｓ
５Ａ培养基、０．２５％ 胰蛋白酶、青链霉素溶液均购自
ＨｙＣｌｏｎｅ公司；胎牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ公司；Ｐｏｌｙｍｅｒ双染
检测试剂盒和中性树胶购自中杉金桥公司；结晶紫染

液、ＲＩＰＡ细胞裂解液、蛋白酶抑制剂、一抗稀释液、ＢＣＡ
蛋白浓度测定试剂盒、ＳＤＳＰＡＧＥ配胶试剂盒均购自碧
云天公司；ＥＣＬ发光液、ＰＶＤＦ膜购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公

司；二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）购自 Ｓｉｇｍａ
公司；ＣＣＫ８试剂购自Ｂｉｏｓｈａｒｐ公司；兔抗人ＳＣＤ１、ｂｃｌ２
及ｃａｓｐａｓｅ３抗体购自英国 Ａｂｃａｍ公司；羊抗兔二抗及
Ｔｕｂｕｌｉｎ抗体购自 Ａｆｆｉｎｉｔｙ公司；细胞增殖试剂盒购自
美国 ＧｅｎｅＣｏｐｏｅｉａ公司；ＰＣＲ引物、ＲＮＡ提取试剂
ＴＲＩｚｏｌ、逆转录试剂盒、ＲＴＰＣＲＳＹＢＲＧｒｅｅｎ购自日本
ＴａＫａＲａ公司；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，碘
化丙啶）凋亡检测试剂盒购自贝博公司；ＳＣＤ１过表达
及对照慢病毒购自吉玛公司。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养及转染　　人结肠癌ＨＣＴ１１６细胞株
复苏于本科实验室，用含１００ｍＬ／Ｌ的 ＦＢＳ和１０ｍＬ／Ｌ
的青链霉素双抗的 ＭｃＣｏｙ’ｓ５Ａ完全培养基，置于
３７℃、５％ＣＯ２的细胞培养箱中常规培养，０．２５％胰蛋
白酶消化传代，倒置显微镜下观察细胞形态。取对数

生长期的ＨＣＴ１１６细胞按１×１０５／孔接种于２４孔板内，
并加入０．５ｍＬＭｃＣｏｙ’ｓ５Ａ完全培养基培养２４ｈ后
按说明书加入慢病毒稀释液，同时建立对照，继续培养

４８ｈ后消化传代用含 ５ＦＵ的完全培养基培养，提取
ＲＮＡ、蛋白及细胞，进行ｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、ＣＣＫ８等
后续实验。

１．２．２　耐药细胞模型的建立及鉴定　　前期以
ＭｃＣｏｙ’ｓ５Ａ完全培养基培养 ＨＣＴ１１６细胞，待细胞贴
壁生长状态良好后，加入５ＦＵ药物，作用４８ｈ后更换
为不含５ＦＵ的培养基培养，待细胞生长融合度约为
８０％时进行传代处理，再次待细胞贴壁生长状态良好
后重复加药过程。初始５ＦＵ浓度为０．２μｇ／ｍＬ，每隔
１周增加０．２μｇ／ｍＬ（共３个间隔），直到５ＦＵ浓度达
到０．８μｇ／ｍＬ。随着５ＦＵ浓度的增加，细胞增殖率降
低。后期以含高浓度５ＦＵ的ＭｃＣｏｙ’ｓ５Ａ完全培养基
反复诱导筛选，５ＦＵ作用浓度依次为１．６、２．４、３．２、４．０、
４．８、５．６、６．４、７．２、８．０、８．８、９．６μｇ／ｍＬ。历时约６个
月，ＨＣＴ１１６细胞基本可以在含药物浓度为９．６μｇ／ｍＬ
５ＦＵ的 ＭｃＣｏｙ’ｓ５Ａ完全培养基中稳定生长和传代，
即耐药模型建立成功，将此耐药细胞株命名为

ＨＣＴ１１６／５ＦＵ。
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　　 用 ＣＣＫ８实验检测 ＨＣＴ１１６／５ＦＵ细胞 （以
ＨＣＴ１１６细胞为对照）对５ＦＵ的敏感性。分别取处于
对数生长期的 ＨＣＴ１１６、ＨＣＴ１１６／５ＦＵ两细胞株按 ５×
１０３／孔接种于９６孔板中，每孔加入 １００μＬ完全培养
基，每个浓度设置３个复孔，于３７℃、５％ＣＯ２培养箱
中培养２４ｈ，待细胞贴壁后，按倍比稀释依次加入不同
浓度的 ５ＦＵ。加药期间观察细胞形态，４８ｈ后行
ＣＣＫ８检测。然后每孔依次加入１０μＬＣＣＫ８试剂于
细胞培养箱中继续培养 ２ｈ，然后在酶标仪上测定在
４５０ｎｍ波长处的光密度值［Ｄ（４５０）］，采用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ ７．０软件计算存活率，并得出半数抑制浓度
（ｈａｌｆｍａｘｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０）。
１．２．３　临床标本和免疫组化染色
１．２．３．１　组织芯片制作　　收集本院２０１９年手术切
除的５ＦＵ治疗欠佳和疗效尚可的结肠癌样本各２０例
及各自对应的癌旁组织样本４０例。取少量标本经常
规脱水后用 ４％多聚甲醛固定。石蜡包埋制成 ３μｍ
切片后进行ＨＥ染色。由２名病理学医师进行病理诊
断和评分。在切片上做好标记后将相应供体蜡块对应

部位确定为取材位点。在空白受体蜡块 ２０ｍｍ×
１６ｍｍ范围内设计 １０×８点组织阵列，在对应位置用
微阵列仪打孔（深度０．２～０．３ｃｍ，直径约０．１ｃｍ，间
距约０．１ｃｍ），将组织蜡芯放在受体蜡块对应的小孔
上，每例标本在癌细胞或结肠黏膜腺体丰富区各取２～
４个区。将构建好的芯片蜡块放入 ５５℃温箱中约
２０ｍｉｎ，在蜡将要完全溶解前，取出室温下冷却，然后
将其嵌入至另一蜡块，待蜡块与组织芯片融合之后，重

复上述步骤。耐药结肠癌样本和普通结肠癌样本及各

自对应的癌旁组织样本共制作了３个蜡块，待蜡块变
硬后切片，共制作了３个组织芯片。
１．２．３．２　免疫组化染色　　组织芯片置于６０℃烤箱
烘干、二甲苯脱蜡、梯度酒精水化、蒸馏水和 ＰＢＳ溶液
清洗后过氧化氢封闭、ＥＤＴＡ进行抗原修复、血清封
闭。根据免疫组化试剂盒说明书染色，稀释 ＳＣＤ１至
终浓度为４μｇ／ｍＬ。苏木精显色完成返蓝后风干，中
性树胶封片。

１．２．３．３　结果判定　　参照免疫组化相关评判标准
对免疫组化染色结果进行评判，细胞出现棕黄色颗粒

为阳性结果。采用半定量法对染色结果进行判定。染

色强度计分方法：无阳性染色、浅黄色、棕黄色、棕褐色

分别计０、１、２、３分；阳性染色细胞构成比计分方法：阳
性染色细胞数百分比０％、＞０％～１０％、＞１０％～５０％、＞
５０％～７５％、＞７５％分别计分０、１、２、３、４分。最后将染
色强度分数与阳性细胞百分比分数相乘，低于７分则
判定为蛋白低表达，７分及以上则判定为蛋白高表达。

１．２．４　定量ＰＣＲ分析　　采用ＴＲＩｚｏｌ试剂盒分别提
取对 数 生 长 期 的 ＨＣＴ１１６、ＨＣＴ１１６／５ＦＵ、ＨＣＴ１１６
Ｃｏｎｔｒｏｌ、ＨＣＴ１１６ＯＥＳＣＤ１各组细胞的总 ＲＮＡ，超微量
分光光度计测定总ＲＮＡ浓度，再逆转录获得总ｃＤＮＡ。
上机测定并比较各组细胞ＳＣＤ１表达水平的差异。
１．２．５　ＣＣＫ８法检测细胞存活率及 ＩＣ５０　　分别取
处于对数生长期的 ＨＣＴ１１６、ＨＣＴ１１６／５ＦＵ、ＨＣＴ１１６
Ｃｏｎｔｒｏｌ、ＨＣＴ１１６ＯＥＳＣＤ１各组细胞，铺板方法同上，
每种细胞均设置３个复孔。待细胞贴壁后，将完全培
养基更换为含 ５ＦＵ的完全培养基。加药期间观察细
胞形态，４８ｈ后行 ＣＣＫ８检测。每孔依次加入１０μＬ
ＣＣＫ８试剂，放入３７℃，５％ＣＯ２细胞培养箱中２ｈ后
使用酶标仪检测 ４５０ｎｍ波长处各孔光密度值
［Ｄ（４５０）］，实验重复 ３次，采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７．０
软件计算各组细胞的存活率。

１．２．６　平板克隆形成及结晶紫染色　　分别将处于对
数生长期的 ＨＣＴ１１６、ＨＣＴ１１６／５ＦＵ、ＨＣＴ１１６Ｃｏｎｔｒｏｌ、
ＨＣＴ１１６ＯＥＳＣＤ１各５０００个接种于６孔板内。待细胞
贴壁后，分别加入含终浓度为１．５μｇ／ｍＬ５ＦＵ的完全
培养基。每隔３ｄ换液１次，并维持药物浓度。于３７℃、
５％ＣＯ２培养箱中培养１４ｄ后，显微镜下观察，吸弃培养
孔中的液体，ＰＢＳ洗２遍，加入４％多聚甲醛溶液常温固
定１５ｍｉｎ。ＰＢＳ洗２遍，结晶紫溶液常温染色２５ｍｉｎ，
ＰＢＳ洗３遍，拍照，４０×显微镜下计数细胞数＞５０个的集
落数目，ＩｍａｇｅＪ软件计算集落平均面积。
１．２．７　ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染法检测细胞凋亡率　
　取 ＨＣＴ１１６、ＨＣＴ１１６／５ＦＵ、ＨＣＴ１１６Ｃｏｎｔｒｏｌ、ＨＣＴ１１６
ＯＥＳＣＤ１各组对数生长期细胞接种于６孔板内，每组
细胞分别设置２个复孔，用普通完全培养基培养，待细
胞贴壁后融合度达７０％～８０％时，再分别用含１．０μｇ／ｍＬ
５ＦＵ的ＭｃＣｏｙ’ｓ５Ａ完全培养基继续培养４８ｈ。分别
收集各组细胞制成悬液，离心后弃上清，冷 ＰＢＳ清洗
２次，用ＡｎｎｅｘｉｎＶ１×结合液制成１×１０６／ｍＬ的细胞悬
液，各组分别取其３００μＬ加入 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ染
液，４℃避光孵育１５ｍｉｎ，上机检测各组细胞凋亡率。
１．２．８　裸鼠成瘤　　裸鼠（８周龄，质量１７ｇ左右）
购自斯贝福（北京）生物技术有限公司。将 ＨＣＴ１１６
Ｃｏｎｔｒｏｌ、ＨＣＴ１１６ＯＥＳＣＤ１两种细胞系（３×１０６）分别混
于２００μＬ磷酸盐缓冲液中，皮下注射到裸鼠的右侧臀
部，并监测裸鼠的体质量和肿瘤的生长。测量肿瘤的

两个垂直直径并使用公式估计肿瘤体积［Ｖ＝长度（ｍｍ）
×宽度（ｍｍ）２／２］［１４］。当肿瘤体积达到２０ｍｍ３时，腹
腔注射５ＦＵ（５０ｍｇ／ｋｇ）和亚叶酸钙（８０ｍｇ／ｋｇ）［１５］，
每周１次，为期３周。对裸鼠进行监测，直到肿瘤总体
积达到５００ｍｍ３，此时处死裸鼠。瘤体解剖拍照称量。
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１．２．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达　　 用含有蛋白酶
抑制剂的 ＲＩＰＡ裂解液分别提取处于对数生长期的
ＨＣＴ１１６Ｃｏｎｔｒｏｌ、ＨＣＴ１１６ＯＥＳＣＤ１细胞总蛋白，按ＢＣＡ
试剂盒说明测定总蛋白浓度。３０μｇ蛋白上样，经８０Ｖ、
３０ｍｉｎ然后１２０Ｖ、７０ｍｉｎ进行 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳。
２５０ｍＡ恒流２ｈ转移到ＰＶＤＦ膜上，５％ＢＳＡ（牛血清白
蛋白）室温摇床封闭 ２ｈ后，４℃摇床先后分别孵育
ＳＣＤ１、ｂｃｌ２及ｃａｓｐａｓｅ３（均１∶１０００）兔抗人特异性一抗
过夜。次日ＰＢＳＴ（磷酸盐吐温缓冲液）洗膜２次，每次
５ｍｉｎ，加入羊抗兔二抗（１∶１００００）室温孵育 １．５ｈ，
ＰＢＳＴ洗膜３次，每次５ｍｉｎ，滴加显影液后ＥＣＬＢｉｏＲａｄ
成像系统显影。换入Ｔｕｂｕｌｉｎ抗体（１∶１００００）４℃摇床
孵育过夜，次日ＰＢＳＴ（磷酸盐吐温缓冲液）洗膜３次，每
次５ｍｉｎ，滴加显影液后ＥＣＬＢｉｏＲａｄ成像系统显影。
１．３　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７．０软件进行分析，数据以珋ｘ±ｓ
表示，两组间均数比较采用配对ｔ检验，多组间均数比较
采用单因素方差分析。Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　５ＦＵ耐药结肠癌细胞株模型的建立和鉴定
　　通过对结肠癌ＨＣＴ１１６细胞进行５ＦＵ浓度间歇性
递增与高浓度反复诱导筛选的方法，建立了较稳定的结

肠癌５ＦＵ耐药细胞株模型（图１Ａ），命名为 ＨＣＴ１１６／
５ＦＵ细胞。ＣＣＫ８检测结果显示，随着培养基内５ＦＵ
浓度的升高，细胞存活的比例均逐渐降低；与 ＨＣＴ１１６
相比，ＨＣＴ１１６／５ＦＵ细胞下降的速度较慢，对５ＦＵ的敏
感性降低（Ｐ＜０．０１，图１Ｂ）。经ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７．０计
算，ＨＣＴ１１６的 ５ＦＵＩＣ５０为（０．９０±０．０６）μｇ／ｍＬ，
ＨＣＴ１１６／ＦＵ的５ＦＵＩＣ５０为（１５．０２±０．８１）μｇ／ｍＬ，耐
药倍数约为１６．７倍（Ｐ＜０．０１）。
２．２　结肠癌组织内ＳＣＤ１的表达
　　通过对结肠癌组织及对应的癌旁组织进行免疫组
化实验发现，耐药结肠癌组织内ＳＣＤ１的表达明显高于

普通结肠癌组织和对应的结肠癌癌旁组织（图２）。提示
ＳＣＤ１的表达水平与结肠癌组织对５ＦＵ的敏感性有关。
２．３　ＳＣＤ１在结肠癌细胞耐药过程中的作用
　　ｑＰＣＲ结果显示，在含浓度为１．５μｇ／ｍＬ５ＦＵ的
完全培养基培养细胞后，ＳＣＤ１的表达水平在ＨＣＴ１１６／
５ＦＵ中显著高于ＨＣＴ１１６（Ｐ＜０．０１，图 ３Ａ），提示ＳＣＤ１
可能促进结肠癌细胞耐药。为了进一步探究 ＳＣＤ１是
否影响结肠癌细胞对５ＦＵ的敏感性，在ＨＣＴ１１６细胞
中过表达ＳＣＤ１，ｑＰＣＲ与 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测其过表达
效率，与 ＨＣＴ１１６Ｃｏｎｔｒｏｌ组（对照）相比，ＨＣＴ１１６ＯＥ
ＳＣＤ１组ＳＣＤ１表达显著升高（Ｐ＜０．０１，图３Ａ、４Ｃ）。在
浓度为１．５μｇ／ｍＬ的５ＦＵ处理后，ＣＣＫ８结果显示，
ＨＣＴ１１６／５ＦＵ组与ＨＣＴ１１６ＯＥＳＣＤ１组的细胞存活率
显著高于 ＨＣＴ１１６组与 ＨＣＴ１１６Ｃｏｎｔｒｏｌ组（Ｐ＜０．０１，
图 ３Ｂ）。平板克隆形成及结晶紫染色实验结果显示，
在１．５μｇ／ｍＬ浓度的５ＦＵ处理１４ｄ后，ＨＣＴ１１６／５ＦＵ
组和 ＨＣＴ１１６ＯＥＳＣＤ１组存活的细胞数明显高于
ＨＣＴ１１６组与ＨＣＴ１１６Ｃｏｎｔｒｏｌ组（Ｐ＜０．０１，图 ３Ｃ～Ｅ）。
以上结果说明ＳＣＤ１对结肠癌细胞的耐药过程发挥重
要作用，其表达水平的升高能促进结肠癌细胞对５ＦＵ
的抵抗。

２．４　ＳＣＤ１对结肠癌细胞凋亡的影响
　　为了进一步证实 ＳＣＤ１参与结肠癌细胞对 ５ＦＵ
的抵抗，在相同浓度的 ５ＦＵ处理后，用 ＡｎｎｅｘｉｎＶ
ＦＩＴＣ／ＰＩ染色检测各组细胞的凋亡率。凋亡率检测结
果（图４Ａ）显示，在含浓度为１．０μｇ／ｍＬ的５ＦＵ的完
全培养基培养 ４８ｈ后，ＨＣＴ１１６组和 ＨＣＴ１１６Ｃｏｎｔｒｏｌ
组细胞凋亡率均高于 ＨＣＴ１１６／５ＦＵ组和 ＨＣＴ１１６ＯＥ
ＳＣＤ１组（Ｐ＜０．０１，图 ４Ｂ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，
ＨＣＴ１１６Ｃｏｎｔｒｏｌ、ＨＣＴ１１６ＯＥＳＣＤ１两组细胞分别在浓
度为 １．５μｇ／ｍＬ的 ５ＦＵ处理 ４８ｈ后，ＨＣＴ１１６ＯＥ
ＳＣＤ１组凋亡相关蛋白 ｂｃｌ２、ｃａｓｐａｓｅ３的表达均低于
ＨＣＴ１１６Ｃｏｎｔｒｏｌ组（Ｐ＜０．０１，图４Ｃ、Ｄ）。结果表明，过
表达ＳＣＤ１减少了结肠癌细胞在５ＦＵ作用下的凋亡。
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图１　结肠癌细胞株ＨＣＴ１１６／５ＦＵ的建立和鉴定
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图２　免疫组化实验观察不同结肠组织中ＳＣＤ１的表达　（×１００）
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图３　ＳＣＤ１参与结肠癌细胞耐药

２．５　过表达ＳＣＤ１增加裸鼠皮下结肠癌对５ＦＵ的抵抗
　　为了明确ＨＣＴ１１６细胞中 ＳＣＤ１的过表达是否能
增强结肠癌细胞的化疗耐药能力。将 ＨＣＴ１１６Ｃｏｎｔｒｏｌ
和ＨＣＴ１１６ＯＥＳＣＤ１两种细胞（３×１０６）分别皮下注射

到８周龄无胸腺裸鼠的右侧臀部，然后在５ＦＵ治疗下
监测肿瘤的形成以及裸鼠质量的变化。结果发现，成

瘤后在５ＦＵ治疗的同时，ＨＣＴ１１６Ｃｏｎｔｒｏｌ组裸鼠生长
的肿瘤体积比ＨＣＴ１１６ＯＥＳＣＤ１组小（图５Ａ、Ｂ）。裸
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鼠质量变化曲线表明，ＨＣＴ１１６内过表达 ＳＣＤ１降低了
５ＦＵ的疗效（Ｐ＜０．０５，图５Ｃ）。肿瘤生长曲线和最终
肿瘤质量表明，ＨＣＴ１１６ＯＥＳＣＤ１细胞注射裸鼠后成
瘤的最终体积和增加的速率显著高于接种 ＨＣＴ１１６

Ｃｏｎｔｒｏｌ细胞的裸鼠（Ｐ＜０．０１，图５Ｄ、Ｅ）。说明过表达
ＳＣＤ１增加了裸鼠皮下结肠癌对５ＦＵ的抵抗，增加了
结肠癌细胞的体内致瘤性。
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图４　ＳＣＤ１对结肠癌细胞凋亡的影响
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图５　过表达ＳＣＤ１增加裸鼠皮下结肠癌对５ＦＵ的抵抗
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３　讨论

　　经过３０多年的临床研究，抗代谢药物５ＦＵ仍被
推荐为治疗结直肠癌的首选。５ＦＵ使用与尿嘧啶相
同的运输系统进入细胞。它在细胞内转化为３种活性
代谢物：氟脱氧尿苷单磷酸（ＦｄＵＭＰ）、氟脱氧尿苷三
磷酸（ＦｄＵＴＰ）和氟尿苷三磷酸（ＦＵＴＰ）［３］。ＦｄＵＴＰ在
ＤＮＡ中错误结合，从而抑制核苷酸的生物合成，导致
ＤＮＡ损伤，进而影响细胞的增殖和存活。５ＦＵ在细胞
处于Ｇ０或 Ｇ１期时没有活性，被认为是纯粹的 Ｓ期活
性化疗药物，抑制胸苷酸合酶，导致 ｄＴＴＰ的耗
竭［１６－１７］。虽然基于 ５ＦＵ的化疗有利于结肠癌患者，
但其中很大一部分复发［１８－１９］。结直肠癌５ＦＵ耐药的
主要机制有：①药物失活或缺乏对药物的激活；②药物
反应和耐药性可能受到药物靶点改变的影响，如靶点

基因突变或表达水平的变化；③肿瘤细胞激活生存途
径，比如ＨＥＲ信号通路的激活；④抗凋亡蛋白表达增
加，比如 ＦＬＩＰ、ＭＣＬ１等［２０］。化疗耐药和癌细胞转移

仍然是癌症治疗的主要问题［２１－２２］。因此，寻找逆转结

肠癌５ＦＵ耐药的策略对改善患者的预后至关重要。
　　研究发现，ＳＣＤ１通过抑制 ＡＭＰＫ信号通路负性
调控自噬诱导的肝癌细胞死亡［２３］。通过干扰 ＳＣＤ１
介导的单不饱和脂肪酸的合成，可以有效杀伤白血病

和淋巴瘤细胞［２４］。在不同类型的卵巢癌中，均有

ＳＣＤ１表达水平的升高。ＳＣＤ１抑制 ＡＭＰＫ，增强 Ａｋｔ，
并通过减少脂肪酸氧化从而调节脂质代谢，促进脂肪

生成，从而促进癌细胞生长。药物抑制 ＳＣＤ１后体外
和体内均能诱导卵巢癌细胞凋亡和铁死亡［２５］。Ｍｙｃ
过表达的肿瘤细胞需要 ＩＲＥ１α／ＸＢＰ１信号来维持在
体外体内的生长和存活，这个过程依赖于 ＳＣＤ１活性
的升高［２６］。ＳＣＤ１是一种跨膜蛋白，主要位于内质网
细胞器，催化饱和脂肪酸转化为Δ９单不饱和脂肪酸，
例如将棕榈酸（Ｃ１６：０ＦＡ）转化为棕榈油酸（Ｃ１６：１ＦＡ）
或将硬脂酸（Ｃ１８：０ＦＡ）转化为油酸（Ｃ１８：１ＦＡ）。在有
丝分裂的细胞周期过程中，作为脂肪酸去饱和的关键转

化酶，ＳＣＤ１刺激脂质生物合成，为细胞膜的生成提供新
磷脂，进而促进肿瘤细胞的快速增殖的必要条件［８］。

　　本研究采用５ＦＵ浓度梯度间歇性递增与高浓度
反复诱导筛选的方法构建了５ＦＵ耐药的结肠癌细胞
株ＨＣＴ１１６／５ＦＵ，ＣＣＫ８实验显示在高浓度的５ＦＵ作
用下，ＨＣＴ１１６／５ＦＵ对 ５ＦＵ的敏感性明显降低，证明
ＨＣＴ１１６／５ＦＵ耐药细胞株构建成功。通过对临床样本
进行免疫组化实验发现，在耐药结肠癌组织样本中

ＳＣＤ１的表达明显高于普通结肠癌组织和对应的结肠
癌癌旁组织。为了了解在结肠癌细胞中 ＳＣＤ１是否作

用于５ＦＵ处理下的耐药与凋亡，通过 ｑＰＣＲ结果表
明，在含 ５ＦＵ的培养基培养细胞之后，ＨＣＴ１１６／５ＦＵ
中ＳＣＤ１的表达明显高于ＨＣＴ１１６。接着研究显示，在
ＨＣＴ１１６中过表达ＳＣＤ１后，可以明显降低结肠癌细胞
对５ＦＵ的敏感性，并显著降低在５ＦＵ作用下的凋亡
率，凋亡相关蛋白的表达量也明显低于 ＨＣＴ１１６
Ｃｏｎｔｒｏｌ组细胞。
　　细胞凋亡是化疗药物引起细胞死亡的主要机制之
一［２７］。抗凋亡细胞被认为对抗癌治疗具有耐药

性［２８］。因此ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染法检测细胞凋亡
率实验结果表明过表达ＳＣＤ１促进结肠癌细胞对５ＦＵ
的抵抗。通过裸鼠皮下成瘤实验，提示 ＨＣＴ１１６细胞
内过表达ＳＣＤ１能促进增加皮下结肠癌的化疗耐药。
因此ＳＣＤ１表达水平的升高体内体外均能增加结肠癌
细胞对５ＦＵ的抵抗。
　　综上所述，ＳＣＤ１在促进结肠癌对５ＦＵ化疗耐药
中发挥着重要作用。因此，ＳＣＤ１有望成为逆转结肠癌
５ＦＵ化疗耐药的有效靶点。本研究为预测和增强
５ＦＵ疗效，提高结肠癌患者生存质量提供了新的方向
和思路，但ＳＣＤ１的具体作用机制还需进一步探索。
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