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靶向碱基切除修复途径以克服结直肠癌细胞中

的阿霉素耐药性

王源源ꎬ印学晨ꎬ董云菲ꎬ刘　 洁ꎬ郭志刚ꎬ何凌峰

(南京师范大学生命科学学院ꎬ江苏省分子与医学生物技术重点实验室ꎬ江苏 南京 ２１００２３)

[摘要] 　 结直肠癌(ＣＲＣ)具有非常高的发病率和死亡率ꎬ成为全球第三大最常见的恶性肿瘤和第二大最致命的

癌症. 阿霉素作为化学治疗药物ꎬ多年来一直广泛应用于癌症临床治疗ꎬ但由于其耐药性和副作用ꎬ治疗效果较为

有限. 已有研究证明ꎬ在癌细胞中 ＤＮＡ 修复能力会大大增强ꎬ这在很大程度上会使得癌细胞在化学治疗药物引起

的 ＤＮＡ 损伤中存活下来. Ｆｌａｐ 核酸内切酶 １(ＦＥＮ１)在各种类型的癌细胞中表达较高ꎬ并在 ＤＮＡ 损伤修复中起着

关键作用. 研究表明ꎬＦＥＮ１ 抑制剂 ＳＣ１３ 显著增强了阿霉素的治疗效果ꎬ这种联合治疗可以通过激活 ｃｙｃｌｉｎＤ￣
ＣＤＫ４￣６/ ＩＮＫ４ / Ｒｂ 通路进而抑制结直肠癌的细胞增殖ꎬ故靶向 ＦＥＮ１ 可为阿霉素在临床使用中提供一种新的策略.
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ｏｆ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｐｌａｙｓ ａ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｒｏｌｅ ｉｎ ＤＮＡ ｄａｍａｇｅ ｒｅｐａｉｒ. Ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ＦＥＮ１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＳＣ１３ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｅｎｈａｎｃｅｄ ｔｈｅ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ. Ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｖｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ｖｉａ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｙｌｉｎＤ￣ＣＤＫ４￣６ / ＩＮＫ４ / Ｒｂ ｐａｔｈｗａｙ. Ｉｔ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＦＥＮ１ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ａ ｐｏｔｅｎｔ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｆｏｒ
ｔｕｍｏｒ￣ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｈｅｒａｐｙ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ＤＮＡ ｒｅｐａｉｒꎬＦＥＮ１ꎬＤｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎꎬｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓꎬｔｕｍｏｒ ｔｈｅｒａｐｙ

结直肠癌(ＣＲＣ)历来是许多西方国家最常见的恶性肿瘤之一ꎬ发病率和死亡率都很高ꎬ而上消化道

癌症则在东方国家占主导地位. 然而ꎬ在过去的几十年中ꎬ许多亚洲国家的结直肠癌发病率也出现了迅速

上升的趋势[１] . 手术切除仍然是结直肠癌最有效的手段之一ꎬ化疗是治疗过程中最优选的辅助疗法之

一. 考虑到目前化疗疗效有限ꎬ加用靶向药物已付诸实践[２] .
多柔比星ꎬ也称为阿霉素ꎬ自发现以来已普遍用于治疗多种形式的癌症[３－５] . 它属于蒽环类抗生素的

化疗药物ꎬ通过诱导 ＤＮＡ 损伤来介导肿瘤细胞的死亡[６] . 阿霉素的确切作用机制很复杂ꎬ目前尚不清楚ꎬ
但普遍认为阿霉素在临床相关浓度下的抗肿瘤作用主要是通过抑制拓扑异构酶 ＩＩ 的进程ꎬ进而导致双链

ＤＮＡ 断裂(ＤＳＢ) [６－７] . 阿霉素因其广谱抗肿瘤作用被广泛用于癌症治疗ꎬ在临床治疗中使用了多年ꎬ但阿
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霉素的治疗效果却非常有限ꎬ这主要是由于癌细胞的耐药性和机体严重的不良反应[８－１０] . 此外ꎬ阿霉素的

用途受到毒性的极大限制ꎬ特别是对心肌的损害和危及生命的心脏损害ꎬ这是累积且不可逆的ꎬ阿霉素诱

导的毒性和耐药性已被认为是化疗方法的主要障碍. 研究表明ꎬ毒性和耐药机制分别与活性氧的诱导和

线粒体损伤有关[１１] . 因此ꎬ迫切需要探索克服耐药性和毒性的方法.
细胞周期主要由细胞周期蛋白(ｃｙｃｌｉｎ)及其相关的细胞周期蛋白依赖性激酶(ＣＤＫ)复合物和抑制蛋

白驱动[１２] . 研究表明ꎬｃｙｃｌｉｎＤ￣ＣＤＫ４￣６ / ＩＮＫ４ / Ｒｂ 通路在控制细胞生长方面发挥着关键作用ꎬ该通路失调

会导致不受控制的增殖ꎬ这在各种癌细胞中可以观察到. ＩＮＫ４ 家族成员可阻断由 ＣＤＫ４ / ６ 和 ｃｙｃｌｉｎＤ 产生

的细胞周期进程. 大量研究揭示了 ＩＮＫ４ 蛋白在细胞衰老、细胞凋亡和 ＤＮＡ 修复中的重要作用[１３] . ＩＮＫ４ /
Ｐ１６ 蛋白是 ＩＮＫ４ 细胞周期抑制剂家族的成员ꎬ是一种肿瘤抑制剂ꎬ可抑制 ｃｙｃｌｉｎＤ￣ＣＤＫ４ / ６ 的活性ꎬ并通

过直接与 ＣＤＫ４ 结合抑制其催化活性来促进 Ｇ１ 期阻滞. ＣＤＫ４ / ６ 抑制剂 ｐａｌｂｏｃｉｃｌｉｂ、ｒｉｂｏｃｉｃｌｉｂ、ａｂｅｍａｃｉｃｌｉｂ
等相继获批. 尽管有良好的临床效果ꎬ但对于 ＣＤＫ４ / ６ 抑制剂的内在或获得性耐药经常报道ꎬ故制定各种

策略来克服阻力非常重要[１４] .
越来越多的报道证明ꎬＤＮＡ 修复途径会使癌细胞在化疗药物诱导的 ＤＮＡ 损伤中存活下来[１５] . 故在

癌症治疗中ꎬ特定 ＤＮＡ 修复途径的抑制剂与诱导 ＤＮＡ 损伤的药物联合使用可能会行之有效[１６] . ＰＡＲＰ
抑制剂在 ＨＲ 缺陷型癌症中的成功应用凸显了 ＤＮＡ 损伤修复(ＤＤＲ)抑制剂的潜力[１７] . 据报道ꎬＤＮＡ 核

酸内切酶 １(ＦＥＮ１)是碱基切除修复(ＢＥＲ)和各种 ＤＮＡ 修复途径中的关键成分. ＦＥＮ１ 通过参与 ＤＮＡ 复

制和修复[１８－１９]在维持基因组稳定性和完整性方面发挥重要作用ꎬ并且在许多癌细胞中高表达[２０－２１] . 总之

越来越多的研究已经表明抑制 ＢＥＲ 蛋白对癌症的治疗非常重要[１６] . 团队还成功开发了一种名为 ＳＣ１３[２２]

的高效 ＦＥＮ１ 抑制剂.
基于上述这些报道ꎬ猜测 ＦＥＮ１ 抑制剂 ＳＣ１３ 可以使结直肠癌细胞对低剂量阿霉素治疗敏感. 研究使

用 ＳＷ４８０ 细胞系作为研究模型ꎬ并在体外和体内测试了这一想法. 结果表明ꎬＳＣ１３ 和阿霉素的共同治疗

有效地抑制了结直肠癌细胞的生长和促进了癌细胞的凋亡ꎬ并且联合治疗显著激活了 ｃｙｃｌｉｎＤ￣ＣＤＫ４￣６ /
ＩＮＫ４ / Ｒｂ 通路. 总之ꎬ研究表明ꎬ靶向 ＦＥＮ１ 可能是阿霉素治疗结肠癌的潜在策略.

１　 材料与方法

１.１　 主要试剂

ＤＭＥＭ 培养基购自江苏凯基生物技术股份有限公司ꎬ胎牛血清购自南京森贝伽生物科技有限公司ꎬ
胰蛋白酶(Ｔｒｙｐｓｉｎ)购自索莱宝生物科技公司ꎬ阿霉素购自 Ｓｅｌｌｅｃｋ Ｃｈｅｍｉｃａｌ(Ｓ１２０８) . ＦＥＮ１ 抑制剂(ＳＣ１３)
是在自己的实验室中合成ꎬ如先前报道[２２] . 本文使用的抗体: ａｎｔｉ￣ＦＥＮ１ ａｎｔｉｂｏｄｙ ( １４７６８ － １ － ＡＰꎬ
Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ)ꎬａｎｔｉ￣Ｋｉ６７ ａｎｔｉｂｏｄｙ(ＳＣ－１５４０２ꎬＳａｎｔａ Ｃｒｕｚ)ꎬａｎｔｉ￣ｐ１６ ＩＮＫ４Ａ ａｎｔｉｂｏｄｙ(ＡＢｃｌｏｎａｌꎬＡ１１６５１)ꎬＣｅｌｌ
Ｃｙｃｌｅ Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ Ａｎｔｉｂｏｄｙ Ｓａｍｐｌｅｒ Ｋｉｔ ( ９９３２ꎬＣｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ)ꎬＡｐｏｐｔｏｓｉｓ Ａｎｔｉｂｏｄｙ Ｓａｍｐｌｅｒ Ｋｉｔ
(９９１５ꎬＣｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ)ꎬａｎｔｉ￣γ￣Ｈ２ＡＸ ａｎｔｉｂｏｄｙ(ａｂ２８９３ꎬＡｂｃａｍ)ꎬａｎｔｉ￣５３ＢＰ１ ａｎｔｉｂｏｄｙ(ＳＣ－２２７６０ꎬ
Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ)ꎬＡｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ® ４８８ Ｇｏａｔ￣Ａｎｔｉ￣Ｒａｂｂｉｔ(Ａ１１００８ꎬＬｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ)ꎬＡｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ® ５９４ Ｄｏｎｋｅｙ￣
Ａｎｔｉ￣Ｒａｂｂｉｔ(Ｒ３７１１９ꎬＬｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ)ꎬａｎｔｉ￣ｖｉｎｃｕｌｉｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ(ＭＡＢ３５７４ꎬＭｉｌｌｉｐｏｒｅ) . ＣＣＫ８(ＣｅｌｌＴＭ Ｃｏｕｎｔｉｎｇ
Ｋｉｔ￣８)购自南京恩晶生物科技有限公司ꎬＢＣＡ(ＢＣＡ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ)购自南京诺唯赞生物科技股

份有限公司ꎬ极超敏 ＥＣＬ 化学发光试剂盒(ＢｅｙｏＥＣＬ Ｍｏｏｎ)购自碧云天生物试剂公司ꎬ细胞凋亡检测试剂

盒(Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ)购自江苏凯基生物技术股份有限公司.
１.２　 主要方法

１.２.１　 细胞培养

本研究中所用的细胞株 ＮＣＭ４６０、ＳＷ４８０ 和 ＨＣＴ￣８ 均为本实验室保存. 细胞培养使用 ＤＭＥＭ 完全培

养基ꎬ并放置于 ３７ ℃和 ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养ꎬ用 ０.２５％的胰蛋白酶消化传代ꎬ并于 １ ｄ~２ ｄ 传代一次.
１.２.２　 药物敏感性实验

取 ３ ０００ 个 /孔 ＳＷ４８０ 和 ＮＣＭ４６０ 细胞ꎬ与不同浓度的阿霉素孵育或联合 ２０ μｍｏｌ / Ｌ 的 ＳＣ１３ 共孵育ꎬ
ＤＭＳＯ 处理的细胞作为对照. 加药 ４８ ｈ 后弃掉旧培养基ꎬ将 １０ μＬ 的 ＣＣＫ８ 和 ９０ μＬ 的新鲜培养基混合添加

到每个孔中ꎬ并于 ３７ ℃进一步孵育 １ ｈ~２ ｈꎬ在 ４５０ ｎｍ 处测量吸光度ꎬ根据吸光度计算细胞相对数量.
—２６—
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１.２.３　 蛋白印迹分析

收集细胞ꎬ用 １×ＰＢＳ 轻轻洗涤 ３ 次ꎬ用含有蛋白酶抑制剂的 ＳＤＳ 裂解液充分裂解细胞ꎬ经过细胞破碎

仪和煮沸后ꎬ使用 ＢＣＡ 测定试剂盒对蛋白浓度进行定量. 取 ３０ μｇ 总蛋白样品进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 垂直电泳ꎬ
电泳结束后ꎬ将蛋白转移至 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ用 ５％脱脂奶粉将膜封闭ꎬ与一抗过夜孵育ꎬ第二天孵育二抗ꎬ使用

ＥＣＬ 蛋白印迹检测试剂进行化学发光检测和拍照.
１.２.４　 克隆形成实验

将 ５００ 个 /孔 ＳＷ４８０ 细胞接种在 ６ 孔板中ꎬ待贴壁后加相应的药物或抑制剂处理ꎬ于 ３７ ℃孵育约 ２ 周.
然后将细胞用 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次并用 ０.０５％结晶紫溶液染色ꎬ直至看到紫色清晰的克隆细胞团ꎬ然后对六孔板

进行拍照保存.
１.２.５　 核型分析实验

加药处理之后的 ＳＷ４８０ 细胞用秋水仙碱处理以将细胞停滞在中期ꎬ然后于室温下细胞用低渗溶液孵

育 ２０ ｍｉｎꎬ用现配好的固定液(甲醇:醋酸 ＝ ３ ∶１)固定ꎬ用吉姆萨溶液染色并在显微镜下扫描有丝分裂细

胞. 使用 Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ ７.０(Ｍｅｄｉａ ＣｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓꎬＢｅｔｈｅｓｄａꎬＭＤꎬＵＳＡ)检测图像ꎬ并对每个中期细胞中的染色体进

行计数和分析.
１.２.６　 免疫荧光

将加药处理过后的 ＳＷ４８０ 细胞ꎬ按照 ３×１０４ 个 /孔接种到 １２ 孔板中ꎬ待爬片之后ꎬＰＢＳ 洗涤 ２ 次ꎬ用
４％甲醛固定 ３０ ｍｉｎꎬ加入 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００ 以通透细胞. 载玻片用 ３％ ＢＳＡ 封闭ꎬ然后与一抗过夜孵育ꎬ第二天

孵育荧光二抗ꎬ然后用 ＤＡＰＩ 染色ꎬ在荧光显微镜下观察.
１.２.７　 流式细胞术检测细胞凋亡

将 １×１０５ 个 /孔 ＳＷ４８０ 细胞接种在 ６ 孔板中ꎬ待药物或抑制剂处理时间结束后ꎬ收获所有细胞ꎬ并根

据制造商的方案使用凋亡检测试剂盒. 简而言之ꎬ用预冷的 ＰＢＳ 洗涤细胞ꎬ重悬于结合缓冲液中. 然后细

胞用 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ 和碘化丙啶(ＰＩ)染色ꎬ室温避光孵育 １５ ｍｉｎꎬ流式细胞仪分析. ＰＩ 阳性和 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ
阴性染色的细胞计为坏死细胞. 仅具有 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 阳性染色或同时具有 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 和 ＰＩ 阳性染色的细胞

被认为分别经历了早期或晚期细胞凋亡. 具有 ＰＩ 和 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 阴性染色的细胞被鉴定为正常.
１.２.８　 动物实验

ＢＡＬＢ / ｃ 裸鼠购自百奥赛图公司ꎬ实验动物均饲养于南京师范大学实验动物中心(ＳＰＦ 级) . 所有活体

动物实验都得到了南京师范大学动物实验伦理委员会的批准( ＩＲＢ＃２０２０－００４７) .
４ 周龄 ＢＡＬＢ / ｃ 裸鼠右侧背部皮下注射 ２×１０６ 个 ＳＷ４８０ 细胞. 每 ３ ｄ 用卡尺测量肿瘤大小ꎬ并根据二

维测量计算肿瘤大小ꎬ在肿瘤体积达到 ５０ ｍｍ３ ~７０ ｍｍ３ 时ꎬ将小鼠随机分组ꎬ阿霉素(２ ｍｇ / ｋｇ 小鼠体重)
和 ＳＣ１３(５ ｍｇ / ｋｇ 小鼠体重)腹膜内给药. 肿瘤体积(ｍｍ３)计算为长度×宽度２ / ２. 在实验结束时ꎬ处死小

鼠ꎬ分离并拍照肿瘤ꎬ将皮下肿瘤组织用多聚甲醛固定一周后制成石蜡切片.
１.２.９　 免疫组化实验

肿瘤组织离体后尽快放入 ４％多聚甲醛中固定ꎬ经梯度脱水后进行石蜡包埋和切片ꎬ切片依次进行烘

片ꎬ二甲苯脱蜡、梯度酒精复水、通透及封闭内源性过氧化物酶、微波高温抗原修复、血清封闭、一抗孵育、
二抗孵育、苏木素复染、梯度酒精脱水、中性树脂封片ꎬ倒置荧光显微镜观察并拍照.
１.２.１０　 统计分析

所有试验均执行至少 ３ 次独立重复试验ꎬ以获取具有统计学意义的实验数据. 实验数据分析及作图

使用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ 软件分析ꎬ以(Ｍｅａｎ±ＳＤ)表示ꎬ采用 ｔ 检验的方法分析两组数据之间的差异ꎬ多组间

比较采用 ｏｎｅ ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 方法进行统计分析. 图片数据使用 Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ 软件和 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行处理分

析ꎬ并用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ 软件对数据进行统计分析ꎬＰ<０.０５ 代表组别之间有显著性差异.

２　 结果与讨论

２.１　 ＳＣ１３ 使结直肠癌细胞对阿霉素敏感

研究表明ꎬＤＮＡ 修复通路中的蛋白可以作为癌症治疗的靶点[１５]ꎬ所以猜测 ＦＥＮ１ 抑制剂 ＳＣ１３ 可以通

过诱导 ＤＮＡ 损伤使结肠癌细胞对化疗药物敏感. 为了验证这一想法ꎬ检测了 ＦＥＮ１ 在结直肠癌细胞
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ＳＷ４８０ 和 ＨＣＴ￣８ 中的表达ꎬ研究结果表明ꎬ与正常人结肠上皮细胞 ＮＣＭ４６０ 相比ꎬＦＥＮ１ 在癌细胞中的表

达较高(图 １Ａ) . 接下来检测 ＳＣ１３ 和阿霉素联合抑制肿瘤细胞的能力ꎬ结果显示ꎬ阿霉素(图 Ｓ１Ａ)与

ＳＣ１３(图 Ｓ１Ｂ)对 ＳＷ４８０ 结直肠癌细胞的抑制显示出协同作用(图 １Ｂ) . 相反ꎬ由于 ＦＥＮ１ 在正常细胞中低

表达ꎬ所以正常上皮细胞 ＮＣＭ４６０ 对联合治疗的敏感性大大减弱(图 １Ｂ) . 此外ꎬ阿霉素和 ＳＣ１３ 的协同作

用通过等效线图法得到证实ꎬ如图 Ｓ２ 所示. 另一种结直肠癌细胞 ＨＣＴ￣８ 的结果表明ꎬ联合效应不是细胞

特异性表型(图 Ｓ３) . ＳＣ１３ 和阿霉素单独处理或其组合处理 ＳＷ４８０ 细胞ꎬ其典型细胞形态和数量如图 １Ｃ
所示. 此外ꎬ联合处理 ＳＷ４８０ 癌细胞ꎬ其抑制效果呈时间依赖性ꎬ如图 １Ｄ 所示. 为了确认上述数据ꎬ还进

行了克隆形成实验检测. 如图 １Ｅ－１Ｆ 所示ꎬ相较于阿霉素和 ＳＣ１３ 单独处理ꎬ两者联合对 ＳＷ４８０ 细胞的抑

制更加明显.

　 　 Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结直肠癌细胞中 ＦＥＮ１ 表达情况ꎻＢ:ＳＷ４８０ 和 ＮＣＭ４６０ 细胞的药物敏感性测定ꎻＣ:药
物或抑制剂处理 ４８ ｈ 后 ＳＷ４８０ 的细胞形态和数量分析ꎻＤ:药物或抑制剂对 ＳＷ４８０ 细胞抑制的时间依赖性分

析ꎻＥ－Ｆ:药物或抑制剂对 ＳＷ４８０ 细胞的克隆形成影响分析. ∗Ｐ<０.０５.
图 １　 ＳＣ１３ 和阿霉素单独处理或其联合处理对结直肠癌细胞的抗增殖作用

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ａｎｔｉ￣ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＳＣ３ ｏｒ ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ ａｌｏｎｅ ａｎｄ ｉｎ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ

２.２　 ＳＣ１３ 和阿霉素联合治疗ꎬ通过激活 ｃｙｃｌｉｎＤ￣ＣＤＫ４￣６ / ＩＮＫ４ / Ｒｂ 通路诱导细胞周期停滞

为了探索可能的机制ꎬ本研究分析了 ＳＣ１３ 和阿霉素单独处理或其组合处理 ＳＷ４８０ 细胞后细胞周期

的变化. Ｋｉ６７ 是一种成熟的细胞增殖标记物ꎬ通过免疫荧光检测(图 ２Ａ)ꎬ表明在 ＳＣ１３ 和阿霉素联合处理

ＳＷ４８０ 细胞后ꎬ细胞增殖受到显著抑制. 同时使用 ＥｄＵ 细胞增殖检测试剂盒检测细胞的增殖能力ꎬ与上述

结果保持一致(图 ２Ｂ) . 为了确认联合治疗是否诱导细胞周期停滞ꎬ检测了细胞周期蛋白(ｃｙｃｌｉｎ)及相关
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的细胞周期蛋白依赖性激酶(ＣＤＫ)的表达ꎬ结果表明ꎬＣＤＫ４、ＣＤＫ６ 和 ｃｙｃｌｉｎＤ１ 的表达在阿霉素或 ＳＣ１３
单独作用下略有降低ꎬ但在 ＳＣ１３ 和阿霉素联合治疗后显著降低(图 ２Ｃ－２Ｅ) . 此外ꎬ为了揭示可能的具体

分子机制ꎬ分析了 ＩＮＫ４ / Ｐ１６ 的基因表达ꎬ它是 ＣＤＫ４ / ６ 和视网膜母细胞瘤(Ｒｂ)通路的关键调节因子. 在

大多数癌症类型中ꎬＩＮＫ４ / Ｐ１６ 被下调以加速癌细胞生长. ＣＤＫ 抑制蛋白 ＩＮＫ４ / Ｐ１６ 和 Ｐ２１ 的表达升高和

Ｒｂ 的磷酸化降低也证实了细胞周期受到了抑制(图 ２Ｃ) . 表明联合治疗是通过激活 ｃｙｃｌｉｎＤ￣ＣＤＫ４￣６ /
ＩＮＫ４ / Ｒｂ 诱导癌细胞中的细胞周期停滞ꎬ进而抑制癌细胞的增殖.

　 　 Ａ:免疫荧光检测 Ｋｉ６７ 的表达ꎻＢ:免疫荧光检测 ＥｄＵ 的表达ꎻＣ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞周期相关蛋白的表

达ꎻＤ:免疫荧光检测 ＣＤＫ６ 的表达ꎻＥ:免疫荧光检测 ｃｙｃｌｉｎＤ１ 的表达

图 ２　 ＳＣ１３ 和阿霉素单独处理或其组合处理后的细胞周期变化

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｃｈａｎｇｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ＳＣ１３ ｏｒ ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ ａｌｏｎｅ ａｎｄ ｉｎ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

２.３　 ＳＣ１３ 和阿霉素联合治疗导致癌细胞中 ＤＮＡ 损伤增加

研究分析了用 ＳＣ１３ 和阿霉素单独处理或其组合处理后ꎬＳＷ４８０ 细胞中的 ＤＮＡ 损伤. 蛋白质印迹和

免疫荧光的结果显示ꎬ用 ＳＣ１３ 和阿霉素一起处理的 ＳＷ４８０ 细胞中ꎬγＨ２ＡＸ 表达显著升高ꎬ表明共同处理

导致未修复的 ＤＮＡ 双链断裂(ＤＳＢ)的积累(图 ３Ａ－３Ｃ) . 为支持上述数据ꎬ同时检测了 ５３ＢＰ１ 蛋白的表

达ꎬ结果与上述数据一致(图 ３Ｄ－３Ｅ) . 为了评估共同治疗对染色体完整性和稳定性的影响ꎬ分析了中期细

胞核的染色体畸变. 联合治疗组表现出显著增加的染色体片段和断裂水平(图 ３Ｆ－３Ｇ) . 上述数据表明ꎬ
ＳＣ１３ 和阿霉素联合会导致癌细胞中未修复的 ＤＳＢ 的积累和染色体断裂.
２.４　 ＳＣ１３ 和阿霉素联合治疗促进癌细胞凋亡

为了确定 ＳＣ１３ 和阿霉素联合治疗是否促进了细胞凋亡ꎬ用 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ 和 ＰＩ 进行双重染色. 如

图 ４Ａ 和 ４Ｂ 所示ꎬ单药治疗组仅诱导轻微的细胞凋亡ꎬ但联合治疗导致细胞凋亡率增多. 为了解联合治疗

诱导细胞凋亡的机制ꎬ检测了 ＳＷ４８０ 细胞中促凋亡蛋白和抗凋亡蛋白的表达. 如图 ４Ｃ 所示ꎬＳＣ１３ 和阿霉

素联合处理下调了抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ￣２ 的表达水平ꎬ同时上调了促凋亡蛋白 Ｂａｘ 的表达.
２.５　 ＳＣ１３ 可以增强阿霉素在小鼠体内的抗肿瘤效应

为了评估 ＳＣ１３ 和阿霉素联合治疗在体内的抗肿瘤效果ꎬ使用了 ＳＷ４８０ 异种移植模型. 将 ＳＷ４８０ 细
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　 　 Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 γ￣Ｈ２ＡＸ 水平的表达ꎻＢ－Ｃ:免疫荧光检测 γ￣Ｈ２ＡＸ 的表达ꎻＤ－Ｅ:免疫荧光检测 ５３ＢＰ１ 的表达ꎻ
Ｆ－Ｇ:染色体畸变测定. Ｐ<０.０５

图 ３　 ＳＣ１３ 和阿霉素单独处理或其组合处理后对 ＳＷ４８０ 细胞诱导的 ＤＮＡ 损伤

Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＤＮＡ ｄａｍａｇｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＳＣ１３ ｏｒ ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ ａｌｏｎｅ ａｎｄ ｉｎ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｎ ＳＷ４８０ ｃｅｌｌｓ

胞皮下注射到裸鼠的右侧. 当肿瘤体积达到 ５０ ｍｍ３ 时ꎬ将小鼠随机分为 ４ 组. 两周后ꎬ每两天对荷瘤小鼠

腹腔注射溶剂、阿霉素(２ ｍｇ / ｋｇ)、ＳＣ１３(５ ｍｇ / ｋｇ)或联合治疗(２ ｍｇ / ｋｇ 阿霉素＋５ ｍｇ / ｋｇ ＳＣ１３)ꎬ持续 ５ 次ꎬ
监测肿瘤体积 ３３ ｄ. 如图 ５Ａ 所示ꎬ在对照组中观察到肿瘤体积随着时间增加ꎬ单独使用 ＳＣ１３ 或阿霉素导

致肿瘤生长有所缓慢ꎬ而 ＳＣ１３ 和阿霉素联合治疗显著抑制了肿瘤的生长ꎬ此外小鼠的肿瘤大小和重量记

录也与上述结果一致(图 ５Ｂ－５Ｃ) . 为了阐明体内联合治疗的抗肿瘤作用机制ꎬ进行了免疫组织化学和组

织免疫荧光分析ꎬ结果表明联合治疗组 Ｋｉ６７ 显著降低ꎬ说明 ＳＣ１３ 和阿霉素的联合治疗显著抑制了肿瘤的

生长. 此外ꎬ联合组中 γＨ２ＡＸ 和 ５３ＢＰ１ 的阳性染色率显著高于其他组ꎬ说明 ＳＣ１３ 和阿霉素的联合治疗显

著促进了肿瘤的 ＤＮＡ 损伤. 同时 ｃｌｅａｖｅｄ￣ｃａｓｐａｓｅ３、ＴＵＮＥＬ 也显著高于单一治疗组ꎬ说明联合治疗后ꎬ肿瘤

细胞发生了显著的细胞凋亡(图 ５Ｄ) . 所有这些数据表明ꎬ联合治疗在体内和体外条件下增强了抗肿瘤作

用. 总而言之ꎬ目前的数据为克服癌细胞耐药性提供了另一种策略ꎬ如图 ６ 所示.
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　 　 Ａ:代表性流式细胞仪点图显示 ＳＷ４８０ 细胞的凋亡水平ꎻＢ:ＳＷ４８０ 细胞在不同处理下发生凋亡的百分比ꎻＣ:Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测不同处理后凋亡相关蛋白的表达水平. ∗Ｐ<０.０５.

图 ４　 细胞凋亡检测

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

　 　 Ａ:治疗过程中小鼠肿瘤生长变化情况ꎻＢ:肿瘤体积大小ꎻＣ:肿瘤的平均重量ꎻＤ:肿瘤样本的免疫组化和免疫

荧光的代表性显微照片.
图 ５　 阿霉素联合 ＳＣ１３ 对肿瘤异种移植物的抗肿瘤作用

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ａｎｔｉｔｕｍｏｒ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＳＣ１３ ｏｎ ｔｕｍｏｒ ｘｅｎｏｇｒａｆｔｓ
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图 ６　 结肠癌治疗新策略的示意图

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ａ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｎｏｖｅｌ ｓｔｒａｔｅｇｙ
ｆｏｒ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｔｈｅｒａｐｙ

２.６　 讨论

结直肠癌(ＣＲＣ)是最具侵袭性的癌症之一ꎬ大约一

半的结直肠癌患者发生局部复发或远处转移ꎬ甚至脑转

移ꎬ化疗仍然是癌症治疗最有力的方法之一[２３] . 在过去

十年中ꎬ人们一直研究克服化疗耐受性和耐药性的方

法. 据报道ꎬ为了降低阿霉素的毒性ꎬ研究者们开发出了

基于脂质体的各种药物递送系统[２４] . 为了克服阿霉素

的耐药性ꎬ研究者们尝试将阿霉素与其他抗肿瘤化合物

联合使用ꎬ例如得知替莫唑胺可以通过抑制癌细胞中的

Ｐ－糖蛋白表达来逆转阿霉素耐药性[２５] . 同时研究表明ꎬ
ＭｉｃｒｏＲＮＡ￣５２２ 可以通过靶向 ＡＢＣＢ５ 来逆转阿霉素诱导

的结肠癌细胞 ＨＴ２９ 的耐药性[２６] .
阿霉素发挥其促凋亡作用的机制归因于其干扰

ＤＮＡ 功能和诱导 ＤＮＡ 损伤的能力. 据报道ꎬＦＥＮ１ 在不

同的癌症类型中过度表达ꎬ降低 ＦＥＮ１ 表达可能会影响

癌细胞的 ＤＮＡ 修复能力. 而癌细胞发生化疗耐药性ꎬ一
定程度上是因为其强大的 ＤＮＡ 修复能力和增殖能力.

３　 结论

本研究证明了 ＦＥＮ１ 在结直肠癌中过表达ꎬ这暗示

ＦＥＮ１ 抑制剂 ＳＣ１３ 可能会增加结肠癌细胞对阿霉素的

敏感性. 研究结果表明ꎬＳＣ１３ 与低剂量阿霉素联合会导

致未修复的 ＤＳＢ 积累ꎬ同时上调 Ｐ１６ / ＩＮＫ４ 和 ＣＤＫ 抑制蛋白 ｐ２１ꎬ最终导致 ＣＤＫ４ / ６ 和 ｃｙｃｌｉｎＤ１ 表达下

降ꎬ进而阻滞细胞周期进程. 综上ꎬＳＣ１３ 和阿霉素的共同治疗可以激活 ｃｙｃｌｉｎＤ￣ＣＤＫ４￣６ / ＩＮＫ４ / Ｒｂ 信号通

路ꎬ并有效诱导癌细胞凋亡ꎬ这可能是结肠癌治疗的潜在策略.
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