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［摘　 要］　 目的　 探讨ｓｉＲＮＡ靶向下调ＳＣＮ９Ａ表达对慢性炎性痛模型大鼠疼痛行为学的影响。方法　 将１８只雄性ＳＰＦ级
ＳＤ大鼠随机分成３组，每组６只。空白组不作任何处理，模型组、干预组于右后足皮下给予０． １ ｍＬ完全弗氏佐剂建立慢性炎性痛
模型，模型组于蛛网膜下腔注射空白慢病毒载体，干预组于蛛网膜下腔注射ＳＣＮ９Ａ ｓｉＲＮＡ慢病毒载体（ＬＶＳＣＮ９ＡＲＮＡｉ）。于建模
前及建模后１ ｄ、２ ｄ、５ ｄ、８ ｄ、１２ ｄ观察大鼠右后肢机械刺激缩足反射阈值（ＰＭＷＴ）和热刺激缩足反射潜伏期（ＰＷＴＬ）。于建模后
第１３天处死大鼠，取Ｌ４ ～ Ｌ５背根神经节组织，采用ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测ＳＣＮ９Ａ ｍＲＮＡ及蛋白表达水平，同时Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测
Ｌ４ ～ Ｌ５脊髓ＯＸ４２、ＧＦＡＰ蛋白表达水平。结果　 各组大鼠建模前ＰＭＷＴ、ＰＷＴＬ比较差异均无统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５），模型组、干预
组建模后各时间点ＰＭＷＴ、ＰＷＴＬ均明显低／短于空白组（Ｐ ＜ ０． ０５）。干预组建模后２ ｄ、５ ｄ、８ ｄ、１２ ｄ的ＰＭＷＴ、ＰＷＴＬ明显高／长于
模型组，差异均有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）。干预组ＳＣＮ９Ａ ｍＲＮＡ表达水平高于空白组，低于模型组，差异均有统计学意义
（Ｐ ＜ ０． ０５）。干预组ＳＣＮ９Ａ、ＧＦＡＰ、ＯＸ４２蛋白表达水平高于空白组，低于模型组，差异均有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）。结论　 蛛网膜
下腔注射ＬＶＳＣＮ９ＡＲＮＡｉ可抑制大鼠背根神经节ＳＣＮ９Ａ表达，从而有效改善慢性炎性痛模型大鼠的疼痛及疼痛行为学。
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　 　 慢性炎性痛广泛存在于各种急、慢性疾病中，是一
种极其复杂的病理生理现象，严重影响患者生活质量。
目前临床上以药物、神经破坏、神经阻滞等治疗为主，
但存在药物耐受、副反应较多、需反复治疗等局限性，
严重影响治疗效果及患者满意度［１２］，因此需寻找更
安全有效、作用持久、副作用小的治疗方法。电压门控
性钠通道Ｎａｖ１． ７特异性表达于脊髓背根神经节，具有
缓慢失活和缓慢复活的特点，能对较小的阈下刺激去
极化，产生神经冲动［３４］，临床认为这种效应很可能使
Ｎａｖ１． ７成为神经元兴奋的第１张“多米诺骨牌”，从而
传递疼痛信号。随着对疼痛机制的深入研究，已有研
究发现，编码Ｎａｖ１． ７的基因ＳＣＮ９Ａ功能缺失性突变
是导致痛觉完全消失的关键因子［５］。以往有关疼痛
的基因治疗多针对急性疼痛及神经压迫疼痛进行研
究，尚缺乏对慢性炎性痛的特异性研究。基于此，本研
究以ＳＣＮ９Ａ为靶点，以慢病毒为载体，利用ＲＮＡ干扰
技术，探讨ＳＣＮ９Ａ对慢性炎性痛模型大鼠疼痛的影
响，以期为疼痛基因靶向治疗提供新思路。
１　 材料与方法
１． １　 实验动物

１８只雄性ＳＰＦ级ＳＤ大鼠（９周龄，体质量１８０ ～
２００ ｇ），由新疆医科大学动物中心实验室提供，动物生
产许可证号：ＳＹＸＫ（新）２０１８０００３，每笼４只，于温度
（２２ ± ２）℃、湿度４０％ ～ ６０％、昼夜交替１２ ｈ环境中
饲养。
１． ２　 主要仪器与试剂

仪器：热刺痛仪（ＰＬ２００）购自成都泰盟软件有限
公司，机械痛测量仪（Ｅｌｅｃｔｒｉｃ Ｖｏｎ Ｆｒｅｙ）购自上海玉研
科学仪器有限公司，微量注射器（２５ μＬ）购自上海安
亭微量进样器厂，ＧＹＱ型便携式氧气筒购自冀州市佳
光医疗器械有限公司，－ ８０ ℃冰箱购自赛默飞世尔
（苏州）仪器有限公司，全波长酶标仪（１５１０）购自赛默
飞世尔（苏州）仪器有限公司，ＲＴＰＣＲ 检测仪
（７５００ＦＡＳＴ）购自美国应用生物系统公司。

试剂：ＳＣＮ９Ａ ｓｉＲＮＡ 慢病毒载体（ＬＶＳＣＮ９Ａ
ＲＮＡｉ）购自上海吉凯基因技术有限公司，七氟烷购自上
海恒瑞医药有限公司，完全弗氏佐剂购自广州赛国生物
科技有限责任公司，ＴＲＩｚｏｌ购自美国Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ ＰＣＲ试剂盒、ｃＤＮＡ试剂盒购自美国Ｂｉｏｓｙｓ
ｔｅｍｓ，增强型ＲＩＰＡ裂解液购自天津博士德生物工程有
限公司，辣根酶标记山羊抗兔ＩｇＧ、辣根酶标记山羊抗小
鼠ＩｇＧ购自北京中杉金桥生物技术有限公司。
１． ３　 分组与建模

将１８只大鼠随机分成３组，每组６只。其中空白

组大鼠不作任何处理，模型组、干预组大鼠于右后足皮
下给予０． １ ｍＬ完全弗氏佐剂建立慢性炎性痛模型，模
型组建模后于蛛网膜下腔注射空白慢病毒载体，干预
组建模后于蛛网膜下腔注射ＬＶＳＣＮ９ＡＲＮＡｉ。

慢性炎性痛模型的建立：８％七氟烷诱导约１ ｍｉｎ，
麻醉起效后改用４％七氟烷维持麻醉。大鼠平放于桌
面上，拉直后腿，７５％酒精消毒右后掌，于大鼠足底注
射０． １ ｍＬ完全弗氏佐剂，拔出注射器后用无菌棉球按
压注射位点。大鼠右后足肿胀，不能触及地面，表明慢
性炎性痛模型建立成功。

大鼠鞘内置管：模型组和干预组大鼠腹腔注射水
合氯醛，麻醉起效后取俯卧位，背部剪毛、消毒、铺巾。
在Ｌ３ ～ Ｌ４作一皮肤正中切口，切开皮下筋膜，紧贴
Ｌ３ ～ Ｌ４棘突钝性分离一侧背脊肌、筋膜和韧带，暴露
Ｌ３ ～ Ｌ４棘突间隙。用蚊式钳轻提Ｌ３椎体棘突，以弯针
轻轻挑破黄韧带及硬脊膜。经黄韧带破口置入ＰＥ１０
导管。将导管牢固缝于韧带上，逐层缝合肌肉、筋膜。
以硬膜外穿刺针在大鼠皮下穿一隧道，将导管的另一
端引出于大鼠颈背部，用加热过的止血钳夹闭导管外
口。缝合皮肤并消毒，单笼喂养。大鼠出现以下情况
则排除：下肢出现跛行、瘫痪、行为异常等肢体运动障
碍，局部感染，导管脱落等。
１． ４　 疼痛行为学测定

于建模前及建模后１ ｄ、２ ｄ、５ ｄ、８ ｄ、１２ ｄ测定大
鼠右后肢机械刺激缩足反射阈值（ｐａｗ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ
ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ，ＰＭＷＴ）和热刺激缩足反射潜伏期
（ｐａｗ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ｔｈｅｒｍａｌ ｌａｔｅｎｃｙ，ＰＷＴＬ）。ＰＭＷＴ：用
Ｅｌｅｃｔｒｉｃ Ｖｏｎ Ｆｒｅｙ纤维丝对准大鼠足底中部垂直施加
压力，记录大鼠不能耐受压力迅速撤回后足时的压力
值（ｇ），重复测量３次取均值。ＰＷＴＬ：大鼠置于热刺
痛仪，光源强度为５％，适应环境后将辐射光源集中在
右后足中心，按下启动键，自动记录大鼠舔或者抬起右
后足时的潜伏期（ｓ），重复测量３次取均值。
１． ５ 　 ＲＴＰＣＲ 检测大鼠背根神经节组织ＳＣＮ９Ａ

ｍＲＮＡ表达
　 　 于建模后第１３天处死大鼠，取Ｌ４ ～ Ｌ５背根神经
节组织，采用ＴＲＩｚｏｌ提取总ＲＮＡ，Ｎａｎｏｄｒｏｐ仪检测
ＲＮＡ浓度、纯度。采用ＲＴＰＣＲ检测ＳＣＮ９Ａ ｍＲＮＡ表
达情况。参照逆转录试剂盒操作说明书反转录ＲＮＡ，
得到模板单链ｃＤＮＡ，调整浓度为４００ ｎｇ ／ μＬ，按照
ＰＣＲ试剂盒说明书进行ＰＣＲ扩增，反应条件为９５ ℃
预变性１ ｍｉｎ，９２ ℃变性１０ ｓ，６０ ℃退火３０ ｓ，７０ ℃延
伸３０ ｓ，连续循环４０次。２％琼脂糖凝胶电泳、溴化乙
锭处理ＰＣＲ产物后检测扩增结果。以βａｃｔｉｎ作为内
参，根据目的ＲＮＡ与βａｃｔｉｎ的Ｃｔ值计算相对表达
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量，以２ΔΔＣｔ表示，其中ΔΔＣｔ ＝（Ｃｔ目的基因－ Ｃｔβａｃｔｉｎ）－
（Ｃｔ对照目的基因－ Ｃｔ对照βａｃｔｉｎ）。
１． ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测脊髓ＧＦＡＰ、ＯＸ４２和背根神经

节组织ＳＣＮ９Ａ蛋白表达
　 　 采用Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测Ｌ４ ～ Ｌ５ 脊髓ＧＦＡＰ、ＯＸ４２
和Ｌ４ ～ Ｌ５背根神经节组织ＳＣＮ９Ａ蛋白表达水平。用
眼科剪将组织剪成０． １ ～ ０． ２ ｇ，置于ＥＰ管中，加入
１ ｍＬ ＲＩＰＡ裂解液（８０ μＬ ＲＩＰＡ ＋ １０ μＬ蛋白酶抑制
剂＋ １００ μＬ磷酸酶抑制剂＋ １０ μＬ ＰＭＳＦ）置于冰上，
充分匀浆后４ ℃裂解３０ ｍｉｎ，４ ℃ １５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心
１０ ～ １５ ｍｉｎ，取上清液，ＢＣＡ法测定蛋白浓度。将待测
蛋白样本进行１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，８０ Ｖ进行浓
缩胶电泳，进入分离胶电泳后将电压调整为１００ Ｖ，待
条带全部跑开至分离层胶下缘后停止电泳，然后转移
至ＰＶＤＦ膜上，用５％ ＢＳＡ封闭２ ｈ，分别加入ＧＦＡＰ
（１∶ １ ０００）、ＯＸ４２（１ ∶ ２ ０００）、ＳＣＮ９Ａ（１ ∶ ５００）一抗，
４ ℃孵育过夜后，加入二抗［Ｎａｖ１． ７的二抗为辣根酶
标记山羊抗兔ＩｇＧ（１∶ ５ ０００）；βａｃｔｉｎ的二抗为辣根酶
标记山羊抗小鼠ＩｇＧ（１ ∶ ５ ０００）；ＧＦＡＰ的二抗为辣根
酶标记山羊抗兔ＩｇＧ（１∶ ５ ０００）］，温孵１ ｈ。底物化学
发光法显影，置于全能型成像分析仪（ＢｉｏＲａｄ）检测蛋

白条带，以βａｃｔｉｎ为内参，Ｉｍａｇｅ Ｊ软件分析图像灰度
值，检测目的蛋白的相对表达量。
１． ７　 统计学方法

数据采用ＳＰＳＳ ２２． ０软件进行统计学分析，计量
资料以均数±标准差（ｘ ± ｓ）表示，２组间比较采用独
立样本ｔ检验，多组间比较采用Ｆ检验。Ｐ ＜ ０． ０５表
示差异有统计学意义。
２　 结果
２． １　 ＬＶＳＣＮ９ＡＲＮＡｉ对慢性炎性痛大鼠ＰＭＷＴ的影响

各组大鼠建模前ＰＭＷＴ比较差异无统计学意义
（Ｐ ＞ ０． ０５），模型组、干预组建模后１ ｄ、２ ｄ、５ ｄ、８ ｄ、
１２ ｄ的ＰＭＷＴ均明显低于空白组，差异有统计学意义
（Ｐ ＜０． ０５），干预组建模后２ ｄ、５ ｄ、８ ｄ、１２ ｄ的ＰＭＷＴ明
显高于模型组，差异有统计学意义（Ｐ ＜０． ０５），见表１。
２． ２　 ＬＶＳＣＮ９ＡＲＮＡｉ对慢性炎性痛大鼠ＰＷＴＬ的影响
　 　 各组大鼠建模前ＰＷＴＬ比较差异无统计学意义
（Ｐ ＞ ０． ０５），模型组、干预组建模后１ ｄ、２ ｄ、５ ｄ、８ ｄ、
１２ ｄ的ＰＷＴＬ均明显短于空白组，差异有统计学意义
（Ｐ ＜０． ０５），干预组建模后２ ｄ、５ ｄ、８ ｄ、１２ ｄ的ＰＷＴＬ明
显长于模型组，差异有统计学意义（Ｐ ＜０． ０５），见表２。

表１　 慢性炎性痛大鼠建模前后ＰＭＷＴ变化（ｘ ± ｓ，ｎ ＝６，ｇ）
组别 建模前 建模后１ ｄ 建模后２ ｄ 建模后５ ｄ 建模后８ ｄ 建模后１２ ｄ
空白组 ４３． ５３ ± １． ７１ ４２． ８２ ± １． ６９ ４１． ７３ ± ２． １６ ４０． ５６ ± ２． ４６ ４１． ６３ ± ２． ７５ ３９． ５８ ± ２． ８１
模型组 ４２． ８２ ± １． ８６ ２４． ３６ ± ２． １６ ２３． ８３ ± ２． ６３ ２２． ７８ ± ２． ７３ ２１． ８５ ± ２． ６６ ２０． ６２ ± ２． ７４

干预组 ４２． ２５ ± ２． ０２ ２３． ７５ ± ２． ４７ ２６． ９５ ± ２． ２５＃ ３０． ６５ ± １． ８７＃ ３０． ８４ ± １． ７２＃ ３１． ２６ ± ２． ０６＃

Ｆ ０． ７０７ １５５． ２１４ ９８． ８７５ ８４． ０４１ １００． ３３１ ８２． ７４６
Ｐ ０． ５０９ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１

：与空白组相比，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与模型组相比，Ｐ ＜ ０． ０５
表２　 慢性炎性痛大鼠建模前后ＰＷＴＬ变化（ｘ ± ｓ，ｎ ＝６，ｓ）

组别 建模前 建模后１ ｄ 建模后２ ｄ 建模后５ ｄ 建模后８ ｄ 建模后１２ ｄ
空白组 １２． ７８ ± １． ６５ １３． ３８ ± １． ８５ １２． ７６ ± ２． ０６ １４． ２６ ± ２． ２５ １３． ５２ ± ２． １５ １３． ９８ ± ２． ２１
模型组 １３． ５２ ± １． ５６ ４． ２６ ± ０． ６４ ４． ８２ ± ０． ７３ ４． ６５ ± ０． ６８ ４． ８２ ± ０． ７１ ４． ７２ ± ０． ７４

干预组 １２． ５５ ± １． ７２ ４． ４６ ± ０． ６６ ７． ６３ ± ２． ０３＃ １０． ０８ ± ２． ０３＃ １１． ８５ ± １． ６９＃ １２． ０２ ± ２． １４＃

Ｆ ０． ５７０ １１４． ４２８ ３２． ７９３ ４３． ３２７ ４８． ０６６ ４２． ８１５
Ｐ ０． ５７７ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１

：与空白组相比，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与模型组相比，Ｐ ＜ ０． ０５
２． ３　 ＬＶＳＣＮ９ＡＲＮＡｉ对大鼠背根神经节组织ＳＣＮ９Ａ

ｍＲＮＡ表达的影响
　 　 干预组ＳＣＮ９Ａ ｍＲＮＡ相对表达量为（４． ５７ ±
１． ０２），高于空白组的（１． ０２ ± ０． １５），低于模型组的
（１３． ４６ ± ３． ５１），差异均有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）。
２． ４　 ＬＶＳＣＮ９ＡＲＮＡｉ对大鼠背根神经节组织ＳＣＮ９Ａ

及脊髓ＧＦＡＰ、ＯＸ４２蛋白表达的影响
　 　 干预组ＳＣＮ９Ａ、ＧＦＡＰ、ＯＸ４２蛋白表达水平高于空
白组，低于模型组，差异均有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５），见
表３、图１。

表３　 大鼠ＳＣＮ９Ａ、ＧＦＡＰ、ＯＸ４２蛋白表达（ｘ ± ｓ，ｎ ＝６）
组别 ＳＣＮ９Ａ ＧＦＡＰ ＯＸ４２

空白组 ０． ３８２ ± ０． １２５ ０． ３１６ ± ０． １１３ ０． ２８４ ± ０． ０９５

模型组 ０． ９４６ ± ０． ２５１ ０． ６５３ ± ０． １８４ ０． ５６３ ± ０． １７５

干预组 ０． ５９７ ± ０． １８２＃ ０． ４８４ ± ０． ２１２＃ ０． ３８７ ± ０． １３２＃

Ｆ １３． ０５０ ５． ５８１ ６． ２７７

Ｐ ０． ００１ ０． ０１５ ０． ０１０

：与空白组相比，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与模型组相比，Ｐ ＜ ０． ０５
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ａ：ＳＣＮ９Ａ蛋白表达电泳图；ｂ：ＧＦＡＰ蛋白表达电泳图；ｃ：ＯＸ４２
蛋白表达电泳图

图１　 蛋白表达电泳图

３　 讨论
背根神经节是痛觉传入第一级神经元，在痛觉的

产生机制中起着关键作用。研究发现，在神经系统受
损后，初级感觉神经元的自发性活动、高兴奋性以及异
常高频放电参与疼痛的发生，该过程由感觉神经元的
电压门控性钠通道介导或者调控［６７］。ＳＣＮ９Ａ为电压
门控性钠通道，该基因主要表达于背根神经节，且集中
于与伤害性感受器有关的小直径ｃ类神经纤维［８］。研
究发现，在原发性红斑肢痛症、阵发性剧痛症等患者
中，ＳＣＮ９Ａ基因序列出现功能增强型突变［９１０］，而单文
琪等［１０］认为人类先天无痛症电压门控性钠通道
Ｎａｖ１． ７的ＳＣＮ９Ａ基因功能缺失性突变是痛觉完全消
失的关键原因。基于以上研究推断，敲除或下调
ＳＣＮ９Ａ基因表达可抑制疼痛产生，获得良好的镇痛效
果。因此，本研究采用慢病毒介导的ＲＮＡ抑制大鼠
ＳＣＮ９Ａ基因表达，探讨疼痛基因治疗的安全性和可行
性，为疼痛基因治疗提供一定的依据。

本研究发现，于大鼠右后足皮下给予０． １ ｍＬ完全
弗氏佐剂建立慢性炎性痛模型后，大鼠足底出现红肿
热痛、自我保护和缩足行为，右后足不能触及地面，且
干预组和模型组的ＰＭＷＴ、ＰＷＴＬ明显低／短于空白
组；进一步分析发现，干预组建模后２ ｄ、５ ｄ、８ ｄ、１２ ｄ
的ＰＭＷＴ、ＰＷＴＬ明显高／长于模型组，表明蛛网膜下
腔注射ＬＶＳＣＮ９ＡＲＮＡｉ可有效减轻慢性炎性痛模型
大鼠疼痛程度，改善疼痛行为学表现。有研究发现，
Ｎａｖ１． ７与机械痛和炎性痛密切相关［１１１２］。在炎性痛
觉过敏的发展过程中，伤害性神经元中Ｎａｖ１． ７的表达
增加，而抑制Ｎａｖ１． ７可以减轻炎性痛和痛觉过敏［１３］，
本研究结果与以上研究结果一致。本研究中干预组
ＳＣＮ９Ａ ｍＲＮＡ及蛋白表达水平高于空白组，低于模型
组，说明下调ＳＣＮ９Ａ的表达可缓解大鼠疼痛症状。

脊髓星形胶质细胞激活标记物ＧＦＡＰ及小胶质细
胞激活标记物ＯＸ４２表达水平与炎性痛有关，出现炎

性痛时，脊髓星形胶质细胞、小胶质细胞被激活，诱导
ＧＦＡＰ、ＯＸ４２蛋白表达，促进胶质细胞释放神经递质，
进而刺激神经元，导致疼痛信号放大；相反，抑制胶质
细胞的激活可缓解疼痛［１４１５］。脊髓胶质细胞激活后
可释放兴奋性氨基酸、Ｐ物质、ＩＬ１β、ＴＮＦα、诱导型—
氧化氮合酶等多种前疼痛物质，同时神经元和胶质细
胞之间具有正反馈调节作用，从而导致疼痛反应加
重［１６１７］。本研究中，干预组的ＧＦＡＰ、ＯＸ４２蛋白表达
水平高于空白组，低于模型组，表明下调ＳＣＮ９Ａ表达
可抑制脊髓小胶质细胞、星形胶质细胞的激活，进而抑
制慢性炎性痛的中枢敏化过程。

综上所述，蛛网膜下腔注射ＬＶＳＣＮ９ＡＲＮＡｉ可抑
制大鼠背根神经节的ＳＣＮ９Ａ表达，从而有效减轻慢性
炎性痛模型大鼠的疼痛程度，改善疼痛行为学。
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具核梭杆菌激活Ｗｎｔ ／ βｃａｔｅｎｉｎ信号通路促进结直肠癌细胞化疗耐药
魏攀凤１，邹智勇２，庄伊凡３ 　 （１．泉州医学高等专科学校基础医学部，福建泉州３６２０００；２．厦门市思明区梧村街道社区卫生服
务中心全科医学，福建厦门３６１０００；３．厦门大学附属中山医院胃肠外科／厦门大学医学院胃肠肿瘤研究所，福建厦门３６１０００）

［摘　 要］　 目的　 探讨具核梭杆菌（Ｆｎ）对人结直肠癌细胞株化疗耐药性的影响及相关的调控机制。方法　 本研究建立４个
实验组，常规培养ＨＣＴ１１６细胞设为对照组；采用Ｆｎ标准株与ＨＣＴ１１６细胞共培养建立细菌—细胞共培养组（ＢＣＣ组）；分别在对
照组和ＢＢＣ组基础上通过５氟尿嘧啶（５ＦＵ）干预，建立５ＦＵ组和ＢＣＣ ＋ ５ＦＵ组。ＭＴＴ试验检测各组细胞活力，细胞集落形成实
验检测各组细胞增殖能力；流式细胞术检测各组细胞凋亡水平。Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测各组细胞化疗耐药相关蛋白ＭＤＲ１、Ｐｇｐ表达及
Ｗｎｔ２ ／ βｃａｔｅｎｉｎ信号通路蛋白表达。结果　 ５ＦＵ干预能有效降低结直肠癌细胞活力，抑制集落形成，并促进细胞凋亡，差异均有统
计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）；与Ｆｎ共培养可以增强细胞活力，促进集落形成，减少细胞凋亡，差异均有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测结果显示，与对照组相比，ＢＢＣ组结直肠癌细胞中ＭＤＲ１、Ｐｇｐ、Ｗｎｔ２、βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达均明显增高（Ｐ ＜ ０． ０５）；５ＦＵ干预
处理后，ＢＣＣ ＋ ５ＦＵ组和５ＦＵ组上述蛋白表达呈不同程度降低，但ＢＣＣ ＋ ５ＦＵ组上述蛋白表达明显高于５ＦＵ组（Ｐ ＜ ０． ０５）。
结论　 与Ｆｎ共培养可以促进结直肠癌细胞增殖，减少凋亡，并诱导５ＦＵ化疗耐药，其潜在分子机制可能与Ｗｎｔ ／ βｃａｔｅｎｉｎ信号通
路过度激活有关。

［关键词］具核梭杆菌；结直肠癌；５氟尿嘧啶；化疗；耐药；Ｗｎｔ ／ βｃａｔｅｎｉｎ信号通路
［中图分类号］Ｒ７３５． ３ ＋ ５　 ［文献标识码］Ａ　 ［收稿日期］２０２２０２２３

Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｎｕｃｌｅａｔｕｍ ａｃｔｉｖａｔｅｓ Ｗｎｔ ／ βｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｔｏ ｐｒｏｍｏｔｅ ｃｈｅｍｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ
ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ
ＷＥＩ Ｐａｎｆｅｎｇ１，ＺＯＵ Ｚｈｉｙｏｎｇ２，ＺＨＵＡＮＧ Ｙｉｆａｎ３ 　 （１． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｂａｓｉｃ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｑｕａｎｚｈｏｕ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ，Ｑｕａｎｚｈｏｕ Ｆｕｊｉａｎ
３６２０００，Ｃｈｉｎａ；２． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｇｅｎｅｒａｌ Ｐｒａｃｔｉｃｅ，Ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ Ｈｅａｌｔｈ Ｓｅｒｖｉｃｅ Ｃｅｎｔｅｒ，Ｗｕｃｕｎ Ｓｔｒｅｅｔ，Ｓｉｍｉｎｇ Ｄｉｓｔｒｉｃｔ，Ｘｉａｍｅｎ Ｆｕｊｉａｎ ３６１０００，
Ｃｈｉｎａ；３． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ Ｓｕｒｇｅｒｙ，Ｚｈｏｎｇｓｈａｎ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｘｉａｍｅｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ／ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ Ｏｎｃｏｌｏｇｙ，Ｍｅｄｉｃａｌ
Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｘｉａｍｅｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｘｉａｍｅｎ Ｆｕｊｉａｎ ３６１０００，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｎｕｃｌｅａｔｕｍ （Ｆｎ）ｏｎ ｔｈｅ ｃｈｅｍｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ
ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｆｏｕｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ，ｔｈｅ ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｌｙ
ｃｕｌｔｕｒｅｄ ＨＣＴ１１６ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｅｔ ａｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ ｃｏｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ Ｆｎ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ＨＣＴ１１６ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｓｅｔ ａｓ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｃｅｌｌ ｃｏ
ｃｕｌｔｕｒｅ ｇｒｏｕｐ （ｔｈｅ ＢＣＣ ｇｒｏｕｐ），ａｎｄ ｔｈｅ ５ＦＵ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ＢＣＣ ＋ ５ＦＵ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ＢＣＣ ｇｒｏｕｐ ｂｙ ５ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌ（５ＦＵ），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． ＭＴＴ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ，ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａ
ｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ，ａｎｄ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ．
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ＭＤＲ１，Ｐｇｐ ａｎｄ Ｗｎｔ２ ／ βｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ５ＦＵ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｃｏｕｌｄ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ，ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ｗｉｔｈ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ （Ｐ ＜ ０． ０５）． Ｃｏｃｕｌｔｕｒｅ ｗｉｔｈ Ｆｎ ｃｏｕｌｄ ｅｎｈａｎｃｅ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ，ｐｒｏｍｏｔｅ

　 ［基金项目］福建省泉州市科技局项目（２０１８Ｚ１７４）
　 ［通信作者］庄伊凡，Ｅｍａｉｌ：


６２４６７２９９３＠ ｑｑ． ｃｏｍ

［１１］Ｓｈｉｅｌｄｓ ＳＤ，Ｃｈｅｎｇ Ｘ，Ｕｅｙｌｅｒ Ｎ，ｅｔ ａｌ． Ｓｏｄｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌ Ｎａ（ｖ）１ ． ７
ｉｓ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ｌｏｗｅｒｉｎｇ ｈｅａｔ ｐａｉｎ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ａｆｔｅｒ ｂｕｒｎ ｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．
Ｎｅｕｒｏｓｃｉ，２０１２，３２（３２）：１０８１９ － １０８３２． ｄｏｉ：１０． １５２３ ／ ＪＮＥＵＲＯＳＣＩ．
０３０４ － １２． ２０１２．

［１２］Ａｈｎ ＨＳ，Ｂｌａｃｋ ＪＡ，Ｚｈａｏ Ｐ，ｅｔ ａｌ． Ｎａｖ１． ７ ｉｓ ｔｈｅ ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔ ｓｏｄｉｕｍ
ｃｈａｎｎｅｌ ｉｎ ｒｏｄｅｎｔ ｏｌｆａｃｔｏｒｙ ｓｅｎｓｏｒｙ ｎｅｕｒｏｎｓ［Ｊ］． Ｍｏｌ Ｐａｉｎ，２０１１，７：３２．
ｄｏｉ：１０． １１８６ ／ １７４４ － ８０６９ － ７ － ３２．

［１３］Ｍｉｎｅｔｔ ＭＳ，Ｎａｓｓａｒ ＭＡ，Ｃｌａｒｋ ＡＫ，ｅｔ ａｌ． Ｄｉｓｔｉｎｃｔ Ｎａｖ１． ７ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｐａｉｎ ｓｅｎｓａｔｉｏｎｓ ｒｅｑｕｉｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅｔｓ ｏｆ ｓｅｎｓｏｒｙ ａｎｄ ｓｙｍｐａｔｈｅｔｉｃ ｎｅｕ
ｒｏｎｓ［Ｊ］． Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎ，２０１２，３：７９１． ｄｏｉ：１０． １０３８ ／ ｎｃｏｍｍｓ１７９５．

［１４］肖　 凡，罗振中，卢　 俊，等．右美托咪定预给药对切口痛大鼠脊
髓胶质细胞的影响［Ｊ］．实用医学杂志，２０１８，３４（７）：１１１１ － １１１４．

ｄｏｉ：１０． ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００６ － ５７２５． ２０１８． ０７． ０１６．
［１５］Ｘｕｎ Ｓ，Ｚｈｅｎｇ Ｒ． Ｄｅｘｍｅｄｅｔｏｍｉｄｉｎｅ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ ｂｙ ｒｅｇｕ

ｌａｔｉｎｇ ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｒａｔｓ［Ｊ］． Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ，２０２０，１２１（３）：
２２７７ － ２２８３． ｄｏｉ：１０． １００２ ／ ｊｃｂ． ２９４５０．

［１６］李盼盼，王冬梅．脊髓小胶质细胞在糖尿病神经病理性疼痛中的
研究进展［Ｊ］．神经解剖学杂志，２０１９，３５（１）：９９ － １０３． ｄｏｉ：１０．
１６５５７ ／ ｊ． ｃｎｋｉ． １０００ － ７５４７． ２０１９． ０１． ０１８．

［１７］李　 立，姚文龙，张传汉． Ａ１型星形胶质细胞在神经病理性疼痛
大鼠脊髓的表达特点［Ｊ］．中国疼痛医学杂志，２０２０，２６（８）：５７９ －
５８３． ｄｏｉ：１０． ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００６ － ９８５２． ２０２０． ０８． ００４．

（编辑：龙小芬）

９５６局解手术学杂志　 Ｊ ＲＥＧ ＡＮＡＴ ＯＰＥＲ ＳＵＲＧ　 ２０２２，３１（８）　 　 　 　 ｈｔｔｐ：／ ／ ｗｗｗ． ｊｊｓｓｘｚｚ． ｃｎ


