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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
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［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。
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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．
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［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）
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（Ｐ ＜ ０． ０５），ｂｕｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ＢＣＣ ＋ ５ＦＵ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ５ＦＵ ｇｒｏｕｐ
（Ｐ ＜ ０． ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｃｏｃｕｌｔｕｒｅ ｗｉｔｈ Ｆｎ ｃａｎ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ，ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅ ｔｈｅ
ｃｈｅｍｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ５ＦＵ，ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｏｖｅｒａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ Ｗｎｔ ／ βｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｎｕｃｌｅａｔｕｍ；ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ；５ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌ；ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ；ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ；Ｗｎｔ ／ βｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

　 　 根据２０２０年全球癌症报告，结直肠癌的新发病例
和病死率均排在前５位［１］，晚期结直肠癌患者的５年
生存率低于１０％ ［２］。目前化疗仍然是晚期结直肠癌
最重要的辅助治疗方法，然而固有或获得性耐药严重
影响其治疗效果［２３］。随着慢性病肠道起源学说［４］研
究的深入，证实多种化疗［２，５］和免疫治疗［６］方案的有
效性均与体内微生物组相关。

具核梭杆菌（ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｎｕｃｌｅａｔｕｍ，Ｆｎ）主要定
植于口腔，是一种普遍存在的促炎自源性细菌，与食管
癌、结直肠癌等的发生密切相关［７］。Ｚｈａｎｇ等［８］的研
究显示，唾液腺Ｆｎ基因可作为结直肠癌的潜在生物标
志物，且Ｆｎ基因表达水平与结直肠癌患者的总生存期
和无病生存期存在相关性。还有研究报道了Ｆｎ感染
与结直肠癌［９］和食管鳞状细胞癌［１０］化疗耐药性的潜
在关系，但Ｆｎ的具体诱导效应和相关的分子机制尚不
明确。因此，本研究拟建立Ｆｎ与结直肠癌细胞共培养
模型，探讨其在结直肠癌化疗中诱导耐药的作用及相
关机制。
１　 材料与方法
１． １　 实验材料

Ｆｎ标准株ＡＴＣＣ ２５５８６（美国菌种保藏中心）；人
结直肠癌细胞株ＨＣＴ１１６（中国科学院上海细胞库）；
脑心浸出液肉汤（ＢＨＩ）细菌培养基（北京华越洋生
物）、ＲＰＭＩ １６４０细胞培养基（武汉普诺赛生命科技有
限公司）；５氟尿嘧啶（５ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌ，５ＦＵ；美国Ｓｅｌｌｅｃｋ
Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ公司）；噻唑蓝（ＭＴＴ）试剂盒（上海碧云天生
物技术有限公司）；Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ／ ＰＩ染色试剂盒（江苏凯
基生物技术有限公司）；Ｐｉｅｒｃｅ ＢＣＡ Ｐｒｏｔｅｉｎ试剂盒（上
海碧云天生物技术有限公司）；兔抗人多药耐药相关
蛋白１（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＲＰ１）、
Ｐ 糖蛋白（Ｐｇｌｙｃｏｌｐｒｏｔｅｉｎ，Ｐｇｐ）、Ｗｎｔ２、βｃａｔｅｎｉｎ、
βａｃｔｉｎ多克隆抗体（北京博奥森生物技术有限公司）。
１． ２　 实验干预与分组

将ＨＣＴ１１６细胞水浴复苏，在３７ ℃、５％ ＣＯ２、含
１０％胎牛血清的ＭｙＣｏｙｓ ５Ａ培养基中培养，当细胞生
长至８０％ ～ ９０％融合时，胰酶消化，传代培养。将细
胞配成５ × １０６ ／ ｍＬ的细胞悬液备用。将Ｆｎ冻干粉接
种在ＢＨＩｓ血琼脂平板上，３７ ℃厌氧培养４８ ｈ，重复

洗涤，弃上清，用比浊法计算细菌浓度，调节细菌浓度
至１ × １０８ ／ ｍＬ备用。参照Ｍａ等［１１］的方法，将Ｆｎ和
ＨＣＴ１１６细胞按照病毒感染复数为１００ ∶ １的比例混
合，于３７ ℃、５％ ＣＯ２中孵育１２ ｈ，制备细菌—细胞共
培养（ｂａｃｔｅｒｉａｃｅｌｌ ｃｏｃｕｌｔｕｒｅ，ＢＣＣ）模型。

本研究设置４个组，将常规培养的ＨＣＴ１１６细胞
设为对照组；Ｆｎ与ＨＣＴ１１６细胞共培养设为ＢＣＣ组；
采用５ＦＵ（１． ５ μｍｏｌ·Ｌ －１）分别干预生长良好的对照
组及ＢＢＣ组细胞，并设为５ＦＵ组和ＢＣＣ ＋ ５ＦＵ组。
每组设５个复孔，实验重复３次。
１． ３　 ＭＴＴ试验检测细胞活力

收集各组细胞，按每孔２００ μＬ的密度接种于９６孔
板，加入不同浓度５ＦＵ（低浓度２０ μｍｏｌ·Ｌ －１、中浓度
４０ μｍｏｌ·Ｌ －１、高浓度８０ μｍｏｌ·Ｌ －１）进行干预，３７ ℃、
５％ＣＯ２孵育２４ ｈ。弃去原培养基，加入新培养基，每孔
加入ＭＴＴ溶液２０ μＬ继续培养４ ｈ，加入ＤＭＳＯ水平振
荡溶解晶体，置于酶标仪检测各孔的吸光度ＯＤ值
（４９０ ｎｍ），评估细胞活力。
１． ４　 细胞集落形成实验检测细胞增殖能力

取对数生长期的各组细胞，按照２ × １０３个／孔的
密度接种于６孔板孵育２４ ｈ。待细胞贴壁且生长良好
后，加入６０ μｍｏｌ·Ｌ －１ ５ＦＵ继续培养２周，每２天更换
１次新鲜加药培养基。终止培养，弃培养液，ＰＢＳ浸
洗，细胞固定液室温固定，Ｇｉｅｍｓａ染液染色１５ ｍｉｎ，
ＰＢＳ清洗去浮色，空气干燥，相差显微镜下观察计数细
胞集落形成情况。
１． ５　 流式细胞术检测细胞凋亡

将各组细胞按照１ × １０５个／孔的密度接种于６孔
板，待细胞贴壁且生长良好时加入６０ μｍｏｌ·Ｌ －１５ＦＵ，继
续培养２周。终止培养，胰酶消化，以２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心
５ ｍｉｎ，取上清，０． ２ ｍＬ预冷的ｂｕｆｆｅｒ重悬细胞，分别加
入５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ ＶＦＩＴＣ混匀，再加入５ μＬ ＰＩ染液混
匀，室温避光孵育１０ ～ １５ ｍｉｎ，于１ ｈ内上机，流式细胞
仪（Ｅｘ ＝４８８ ｎｍ；Ｅｍ ＝５３０ ｎｍ）检测细胞凋亡情况。
１． ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测相关蛋白表达

收集各组细胞株，接种于细胞培养瓶中贴壁培养，
加入６０ μｍｏｌ·Ｌ －１ ５ＦＵ，继续培养２４ ｈ。加入适量的
ＰＢＳ并用细胞刮刮下细胞，细胞悬液以１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
４ ℃离心５ ｍｉｎ后，加入适量ＲＩＰＡ细胞裂解液，充分
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裂解细胞获得总蛋白，取上清液，ＢＣＡ法测定蛋白浓
度。取各组样本５０ μｇ上样，恒压（９０ Ｖ、２０ ｍｉｎ，
１１０ Ｖ ７０ ｍｉｎ）电泳，恒流（２００ ｍＡ、６０ ｍｉｎ）转膜，５％
脱脂奶粉封闭，加入一抗（１ ∶ ８００）于４ ℃摇床孵育过
夜，室温下水平摇床孵育二抗（１ ∶ １ ０００）１ ｈ，ＴＢＳＴ漂
液，ＥＣＬ显影。以βａｃｔｉｎ为内参，检测ＭＤＲ１、Ｐｇｐ、
Ｗｎｔ２及βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达。
１． ７　 统计学分析

使用ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５软件进行统计学分析。实
验结果以均数±标准差（ｘ ± ｓ）表示，两独立样本比较
采用独立ｔ检验，配对样本比较采用配对ｔ检验，多组
间比较采用单因素方差分析，两两比较采用ＬＳＤ法，
Ｐ ＜ ０． ０５为差异有统计学意义。
２　 结果
２． １　 Ｆｎ上调结直肠癌细胞活力

相较于对照组，ＢＣＣ组结直肠癌细胞活力明显增
加（Ｐ ＜ ０． ０５）。给予不同浓度５ＦＵ干预后，各组结直
肠癌细胞活力均降低，且呈浓度依赖性，差异均有统计
学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）。相同剂量的５ＦＵ干预后，ＢＣＣ组
细胞活力均较对照组高（Ｐ ＜ ０． ０５），见图１。

：与相同浓度对照组相比，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与０ μｍｏｌ·Ｌ －１ ５ＦＵ
相比，Ｐ ＜ ０． ０５；△：与２０ μｍｏｌ·Ｌ －１ ５ＦＵ相比，Ｐ ＜ ０． ０５；▲：与
４０ μｍｏｌ·Ｌ －１ ５ＦＵ相比，Ｐ ＜ ０． ０５
图１　 Ｆｎ与结直肠癌细胞ＨＣＴ１１６共培养上调结直肠癌细胞活力
２． ２　 Ｆｎ影响５ＦＵ抑制结直肠癌细胞集落形成能力

相较于对照组，ＢＣＣ组结直肠癌细胞增殖能力更强
（Ｐ ＜０． ０５）。给予６０ μｍｏｌ·Ｌ －１ ５ＦＵ干预后，５ＦＵ组和
ＢＣＣ ＋５ＦＵ组结直肠癌细胞集落形成数量均明显减少，
但ＢＣＣ ＋５ＦＵ组结直肠癌细胞集落形成数量较５ＦＵ组
明显增加，差异均有统计学意义（Ｐ ＜０． ０５），见图２。
２． ３　 Ｆｎ影响５ＦＵ诱导结直肠癌细胞凋亡

ＢＣＣ组结直肠癌细胞凋亡数量较对照组明显减
少（Ｐ ＜ ０． ０５）。给予６０ μｍｏｌ·Ｌ －１ ５ＦＵ干预后，５ＦＵ
组和ＢＣＣ ＋５ＦＵ组结直肠癌细胞凋亡数量明显增加，
且ＢＣＣ ＋５ＦＵ组结直肠癌细胞凋亡数量较５ＦＵ组减
少（Ｐ ＜ ０． ０５），见图３。

ａ：各组细胞集落形成情况；ｂ：各组细胞集落计数定量图
：与对照组相比，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与ＢＣＣ组相比，Ｐ ＜ ０． ０５；△：与
５ＦＵ组相比，Ｐ ＜ ０． ０５
图２　 Ｆｎ与结直肠癌细胞ＨＣＴ１１６共培养拮抗５ＦＵ促进结

直肠癌细胞集落形成

ａ：各组细胞凋亡情况；ｂ：各组细胞凋亡计数定量图　 ：与对照组相
比，Ｐ ＜０．０５；＃：与ＢＣＣ组相比，Ｐ ＜０．０５；△：与５ＦＵ组相比，Ｐ ＜０．０５
图３　 Ｆｎ与结直肠癌细胞ＨＣＴ１１６共培养拮抗５ＦＵ抑制结

直肠癌细胞凋亡
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２． ４　 Ｗｎｔ ／ βｃａｔｅｎｉｎ信号通路及化疗耐药相关蛋白表达
　 　 与对照组相比，ＢＣＣ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）。给予
６０ μｍｏｌ·Ｌ －１ ５ＦＵ干预后，５ＦＵ组上述蛋白表达较对
照组均显著降低（Ｐ ＜ ０． ０５）。与ＢＣＣ组相比，ＢＣＣ ＋
５ＦＵ组和５ＦＵ组上述蛋白表达不同程度降低，但
ＢＣＣ ＋５ＦＵ组ＭＤＲ１、Ｐｇｐ、Ｗｎｔ２、βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达
明显高于５ＦＵ组（Ｐ ＜ ０． ０５），见图４。

ａ：相关蛋白表达条带图；ｂ：相关蛋白表达定量图　 ：与对照
组相比，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与ＢＣＣ组相比，Ｐ ＜ ０． ０５；△：与５ＦＵ组相
比，Ｐ ＜ ０． ０５
图４　 ＦＮ与结直肠癌细胞ＨＣＴ１１６共培养拮抗５ＦＵ激活化

疗耐药蛋白表达

３　 讨论
据统计，全球约２０％的癌症与传染性病原体有

关［１２］，如人乳头瘤病毒与宫颈癌有关，幽门螺杆菌与
胃癌有关。近年来，越来越多的研究表明Ｆｎ在结直肠
癌发生发展的各个阶段中发挥着至关重要的作
用［１３１４］。Ｍａ 等［１１］使用Ｆｎ 感染结直肠癌细胞
ＮＣＭ４６０发现，Ｆｎ感染可以增强结直肠癌细胞恶性表
型，增强细胞的增殖和侵袭能力。Ｗｕ等［１５］建立
ＡｐｃＭｉｎ ／ ＋ ｍｉｃｅ小鼠实验模型，在患者近端结直肠癌组
织中提取Ｆｎ进行为期８周的细菌饲喂实验，结果显示
Ｆｎ能促进结直肠癌的发生。本研究建立Ｆｎ与结直肠
癌细胞共培养模型，经检测发现，与Ｆｎ共培养可以增
强结直肠癌细胞活力，促进细胞集落形成，减少细胞凋
亡，还能够拮抗５ＦＵ，增强结直肠癌细胞的化疗耐药

性和增殖能力，Ｗｎｔ ／ βｃａｔｅｎｉｎ信号通路过度激活调控
ＡＢＣ转运蛋白（ＭＲＰ１及Ｐｇｐ）高表达可能是其潜在
的分子机制。

由于结直肠癌起病隐匿，大多数患者确诊时已处
于中晚期或伴有淋巴结及远处转移，失去了手术的最
佳时机，因此，联合化疗具有极其重要的辅助治疗价
值［２３］。ＦＯＬＦＯＸ（亚叶酸钙、５ＦＵ、奥沙利铂）化疗方
案是目前晚期结直肠癌患者重要的一线化疗方案之
一［３］。在根治术后接受标准５ＦＵ辅助化疗的晚期结
直肠癌患者中，高Ｆｎ丰度与患者的临床病理特征及肿
瘤复发状态密切相关［１６］。本研究在对照组和ＢＣＣ组
基础上给予５ＦＵ干预后，细胞集落形成均明显下调，
且细胞凋亡水平明显升高；此外，ＢＣＣ ＋ ５ＦＵ组中细
胞活力、集落形成的抑制作用和凋亡促进作用均较
５ＦＵ组明显减轻。提示肿瘤细胞与Ｆｎ共培养对化疗
药物具有拮抗作用，可以削弱化疗药物对肿瘤细胞增
殖的抑制作用，减少肿瘤细胞凋亡。Ｙｕ等［２］利用生物
信息和功能学研究比较了共培养和不培养Ｆｎ的结直
肠癌细胞ＨＴ２９的基因表达谱，结果证实Ｆｎ促进了结
直肠癌细胞对化疗的耐药性。

ＭＤＲ１及Ｐｇｐ是ＡＴＰ结合盒式外排转运蛋白家
族重要成员，其过表达被证明是产生化疗耐药最常见
的机制之一，能使得大量结构、功能不同的抗癌药物
（如５ＦＵ、奥沙利铂等）被排出肿瘤细胞，是发挥化疗
耐药作用的关键外排蛋白［１６］。本研究发现，与Ｆｎ共
培养可以促进结直肠癌细胞ＭＤＲ１及Ｐｇｐ蛋白表达，
具有拮抗５ＦＵ、诱导化疗耐药的作用。Ｗｎｔ ／ βｃａｔｅｎｉｎ
信号通路是ＡＢＣＢ１、ＭＤＲ１及Ｐｇｐ等耐药蛋白的上游
调节通路，是结直肠癌等多种肿瘤发生、发展、转移以
及化疗耐药的重要分子机制［１７］。Ａｎ等［１８］在肠道益
生菌的化疗增敏研究中发现，植物乳杆菌和５ＦＵ联合
处理结直肠癌细胞可以激活ｃａｓｐａｓｅ诱导细胞凋亡，并
通过抑制Ｗｎｔ ／ βｃａｔｅｎｉｎ信号通路发挥潜在的抗癌作
用。本研究发现，与Ｆｎ共培养能上调结直肠癌细胞
Ｗｎｔ２、βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达，且具有拮抗５ＦＵ、诱导化疗
耐药的作用。Ｒｕｂｉｎｓｔｅｉｎ等［１９］研究证实，Ｆｎ通过ＦａｄＡ
黏附蛋白与膜联蛋白Ａ正反馈诱导结直肠癌的发生
发展，还发现Ｗｎｔ ／ βｃａｔｅｎｉｎ信号通路的异常激活。Ｌｉ
等［２０］研究发现，Ｆｎ能够通过分泌ＦａｄＡ诱导结直肠癌
细胞上皮间质转化，从而增强细胞的迁移、侵袭能力，
且该过程中伴有Ｗｎｔ ／ βｃａｔｅｎｉｎ信号通路的激活。为
了探究Ｆｎ介导的生长刺激，有研究利用Ｆｎ同时感染
表达Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ 的肺癌细胞ＰＣ９、前列腺癌细胞
２２ＲＶ１和乳腺癌细胞ＭＣＦ７及不表达Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的膀
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胱癌细胞ＵＭＵＣ３，结果发现，Ｆｎ的生长刺激作用主要
是通过介导ＦａｄＡ黏附蛋白与Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ结合，激活
Ｗｎｔ ／ βｃａｔｅｎｉｎ信号通路，导致βｃａｔｅｎｉｎ核易位和炎症
基因、Ｗｎｔ基因、癌基因ｃＭｙｃ以及Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１的过
表达［１９］。

值得注意的是，Ｆｎ能够分泌多种黏附蛋白（如
黏附素Ｆａｐ２），特异性结合ＧａｌＧａｌＮＡｃ糖残基，而
ＧａｌＧａｌＮＡｃ糖残基被证实能在结直肠癌组织中过表达。
这种由Ｆｎ介导形成的生物膜，可聚集大量机会致病
菌，改变肠道菌群结构与功能，从而发挥免疫调节作
用［２１］。但是体内外环境的不同导致细胞学实验很难
精准评估聚集多种致病菌的生物膜在结直肠癌发生发
展中的作用。此外，人体与啮齿类动物的肠道菌群具
有极大的异质性，因此建立啮齿类动物模型用于人体
消化道系统Ｆｎ定植研究存在一定的局限性［２２］。

综上所述，Ｆｎ能够通过激活Ｗｎｔ ／ βｃａｔｅｎｉｎ信号
通路促进结直肠癌细胞对５ＦＵ化疗产生耐药性，促进
肿瘤细胞增殖，抑制细胞凋亡。本研究是关于化疗过
程中肿瘤细胞耐药问题的良好探索，为晚期结直肠癌
患者化疗效果预测及临床个性化干预提供了一定的实
验室基础。
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