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　　摘　要：目的　探讨以Ｒｅｆ１为靶点的基因治疗在大肠癌５氟尿嘧啶（５ＦＵ）化疗增敏中的作用及其可能机制。方法　构建

Ａｄ５／Ｆ３５Ｒｅｆ１小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）重组腺病毒（ｓｉＲｅｆ１）敲低Ｒｅｆ１蛋白表达，ＭＴＴ法检测不同剂量５ＦＵ作用ＬＯＶＯ细胞存

活率的改变；ＴＵＮＥＬ法检测ＬＯＶＯ细胞凋亡；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｒｅｆ１蛋白表达；ＥＭＳＡ测定核转录因子κＢ（ＮＦκＢ）的ＤＮＡ结

合活性。结果　感染ｓｉＲｅｆ１腺病毒较感染对照腺病毒的ＬＯＶＯ细胞对５ＦＵ的敏感性明显增强，半数抑制浓度（ＩＣ５０）分别为

１．６９、７．０４μｍｏｌ／Ｌ；且ｓｉＲｅｆ１显著增加５ＦＵ诱导的细胞凋亡。５ＦＵ呈剂量依赖性诱导ＬＯＶＯ细胞Ｒｅｆ１蛋白表达，同时伴有

ＮＦκＢ活性增强。ｓｉＲｅｆ１抑制５ＦＵ诱导的ＬＯＶＯ细胞Ｒｅｆ１蛋白表达以及ＮＦκＢ激活。结论　以Ｒｅｆ１为靶点的治疗显著增

强大肠癌细胞５ＦＵ化疗敏感性，其机制可能主要是通过抑制大肠癌细胞ＮＦκＢ活性和碱基切除修复功能。
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　　大肠癌是最常见的消化系统恶性肿瘤，化疗是大肠癌综合

治疗的主要方法之一 ［１］。５氟尿嘧啶（５ＦＵ）是大肠癌的一线

化疗药物，其在大肠癌化疗中的地位目前仍没有药物可以取

代，但是临床上单药的化疗有效率较低，如何提高肿瘤细胞对

５ＦＵ的敏感性是目前亟待解决的问题。氧化还原因子／脱嘌

呤脱嘧啶核酸内切酶（Ｒｅｆ１／ＡＰＥ１）是一种独特的ＤＮＡ氧化

还原、损伤修复双功能蛋白，通过氧化还原激活多种下游转录

因子，包括转录核因子κＢ（ＮＦκＢ）和激活蛋白１（ＡＰ１），从而

调控细胞分化、增殖、凋亡等［２］。这些转录因子与肿瘤放化疗

抵抗密切相关，因此，Ｒｅｆ１可能是决定大肠癌细胞５ＦＵ化疗

敏感性的潜在分子靶点。本研究应用重组腺病毒介导 Ｒｅｆ１

小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）抑制Ｒｅｆ１表达，探讨以Ｒｅｆ１为靶点的

基因治疗在大肠癌５ＦＵ增敏中的作用及其可能机制。

１　材料与方法

１．１　材料来源　人大肠癌ＬＯＶＯ细胞株引自美国 ＡＴＣＣ。

鼠抗人Ｒｅｆ１单克隆抗体购自美国Ｎｏｖｕｓ公司，鼠抗人视网膜

母细胞瘤蛋白（Ｒｂ）单克隆抗体购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，鼠

抗人β肌动蛋白（βａｃｔｉｎ）单克隆抗体、ＭＴＴ和二甲亚砜（ＤＭ

ＳＯ）购自美国Ｓｉｇｍａ公司，抗鼠ＩｇＧ辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）、

抗鼠ＩｇＧ四甲基异硫氰酸罗丹明（ＴＲＩＴＣ）二抗和化学发光试

剂购自美国Ｐｉｅｒｃｅ公司，ＲＰＭＩ１６４０培养基、胎牛血清、胰蛋白

酶购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司。

１．２　方法

１．２．１　Ａｄ５／Ｆ３５Ｒｅｆ１ｓｉＲＮＡ重组腺病毒构建　Ａｄ５／Ｆ３５

Ｒｅｆ１ｓｉＲＮＡ重组腺病毒（ｓｉＲｅｆ１）的包装、扩增纯化、鉴定、滴

度与感染效率的测定见参考文献［３］。

１．２．２　细胞培养　将 ＬＯＶＯ 大肠癌细胞株复苏后，置于

３７℃、饱和湿度、含５％ＣＯ２ 的孵箱中常规培养，培养液为ＲＰ

ＭＩ１６４０，含有１０％ＦＣＳ和１００Ｕ／ｍＬ青霉素、链霉素，０．２５％

胰酶消化传代。当细胞呈对数生长期时用于实验。

１．２．３　ＭＴＴ检测细胞存活率　将ＬＯＶＯ细胞按５×１０
５ 个

细胞／孔接种于六孔板中，培养２４ｈ后以２０ ＭＯＩ腺病毒
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ＳｉＲｅｆ１或对照腺病毒ＳｉＣｏｎ感染ＬＯＶＯ细胞，９０ｍｉｎ后更换

培养基，继续培养４８ｈ。胰酶消化后按４×１０３ 个细胞／孔接种

于９６孔培养板，培养２４ｈ后更换新的培养液，以５ＦＵ（０～

１００μｍｏｌ／Ｌ）处理细胞，继续培养７２ｈ后按说明书进行 ＭＴＴ

实验，计算５ＦＵ的半数抑制浓度（ＩＣ５０）。

１．２．４　ＴＵＮＥＬ检测细胞凋亡　ＬＯＶＯ细胞以１×１０
５ 个细

胞／孔接种于加有盖玻片六孔板内。２０ＭＯＩ的ＳｉＲｅｆ１腺病毒

或ＳｉＣｏｎ腺病毒感染ＬＯＶＯ细胞，４８ｈ后给予５ＦＵ（１０μｍｏｌ／

Ｌ）处理细胞，继续培养２４ｈ，按原位末端脱氧核苷酸转移酶介

导的ＴＵＮＥＬ法说明书检测ＬＯＶＯ细胞凋亡。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析　收集细胞，常规提取细胞总蛋白。

取等量蛋白样品进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶（ＳＤＳ

ＰＡＧＥ）电泳，电泳后转移至ＰＶＤＦ膜，５％脱脂奶粉封闭后加

入一抗，４℃孵育过夜，室温下摇床孵育１ｈ，加入ＨＲＰ标记的

羊抗小鼠二抗，室温下摇床孵育１ｈ。以ＥＣＬ试剂盒显色。用

ＢｉｏＲａｄ公司 Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ凝胶扫描分析系统扫描 Ｘ线片，

Ｌａｂｗｏｒｋ３．０图像分析软件进行图像分析，测定各条带光密度

值，结果以积分光密度值（ＩＯＤ）表示。

１．２．６　ＥＭＳＡ法检测 ＮＦκＢ活性　常规提取细胞核蛋白；

用［γ３２Ｐ］ＡＴＰ标记 ＮＦκＢ双链寡脱氧核苷酸探针（Ｐ１：５′

ＡＧＣＴＴＡＧＡＧＧＧＧＡＣＴＴＴＣＣＧＡＧＡＧＧＡ３′；Ｐ２：５′

ＴＣＣＴＣＴＣＧＧＡＡＡＧＴＣＣＣＣＴＣＴＡＡＧＣＴ３′）；标记探

针与核蛋白进行结合反应；产物经５％的聚丙烯酰胺凝胶电泳

（１２０Ｖ，２ｈ）；凝胶于－７０℃放射自显影２４ｈ。为了校正核蛋

白上样的误差，以视网膜母细胞瘤基因 Ｒｂ为核蛋白内参，

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析Ｒｂ蛋白表达。

１．３　统计学处理　以ＣａｌｃｕＳｙｎＤｅｍｏＶｅｒｓｉｏｎ２统计软件计

算ＩＣ５０。所有数据均以狓±狊表示。以ＳＰＳＳ１７．０统计分析软

件对各组数据进行单因素方差分析。以犘＜０．０５为差异有统

计学意义。

２　结　　果

２．１　ＳｉＲｅｆ１体外增强大肠癌细胞５ＦＵ化疗敏感性　５ＦＵ

处理ＬＯＶＯ细胞７２ｈ后，ＬＯＶＯ细胞存活率随５ＦＵ水平的

增加逐渐下降，与ＳｉＣｏｎ组比较，ＳｉＲｅｆ１组下降更显著，在５

ＦＵ每个水平点差异均有统计学意义（犘＜０．０１）。ＳｉＲｅｆ１和

ＳｉＣｏｎ组的ＩＣ５０分别为１．６９μｍｏｌ／Ｌ和７．０４μｍｏｌ／Ｌ。ＬＯＶＯ

细胞存活曲线见图１。

图１　　不同水平５ＦＵ处理７２ｈ后

ＬＯＶＯ细胞存活曲线

２．２　ＳｉＲｅｆ１对５ＦＵ诱导大肠癌细胞凋亡的影响　对照Ｓｉ

Ｃｏｎ组偶见凋亡细胞，ＳｉＲｅｆ１组较ＳｉＣｏｎ组凋亡细胞数增加

（犘＜０．０１）。５ＦＵ后处理ＳｉＣｏｎ组凋亡细胞数增加，ＳｉＲｅｆ１

组凋亡细胞数增加更显著（犘＜０．０１）。ＴＵＮＥＬ检测结果见

图２。

　　注：Ａ为５ＦＵ处理后各组ＬＯＶＯ细胞可见ＴＵＮＥＬ染色阳性的

凋亡细胞；Ｂ为５ＦＵ 处理后各组 ＬＯＶＯ细胞凋亡率。与ＳｉＣｏｎ比

较，犘＜０．０１；与ＳｉＲｅｆ１比较，＃犘＜０．０１；与ＳｉＣｏｎ＋５ＦＵ 比较，

犘＜０．０１。

图２　　ＴＵＮＥＬ法检测５ＦＵ处理后

ＬＯＶＯ细胞凋亡

　　注：Ａ为不同水平５ＦＵ作用ＬＯＶＯ细胞后Ｒｅｆ１蛋白表达；与对

照比较，犘＜０．０１；Ｂ为ＳｉＲｅｆ１抑制５ＦＵ诱导的细胞Ｒｅｆ１表达；１

表示ＳｉＣｏｎ；２表示ＳｉＣｏｎ＋５ＦＵ （１０．０μｍｏｌ／Ｌ）；３表示ＳｉＲｅｆ１；４表

示ＳｉＲｅｆ１＋５ＦＵ （１０．０μｍｏｌ／Ｌ）；与 ＳｉＣｏｎ比较，
犘＜０．０１；与

ＳｉＣｏｎ＋５ＦＵ（１０．０μｍｏｌ／Ｌ）比较，
＃犘＜０．０１。

图３　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＬＯＶＯ细胞Ｒｅｆ１

蛋白表达

　　注：Ａ为不同水平５ＦＵ处理细胞后 ＮＦκＢ的ＤＮＡ结合活性；与

对照比较，犘＜０．０１；Ｂ为ＳｉＲｅｆ１抑制５ＦＵ 诱导的细胞 ＮＦκＢ激

活；１表示ＳｉＣｏｎ；２表示ＳｉＣｏｎ＋５ＦＵ（１０．０μｍｏｌ／Ｌ）；３表示ＳｉＲｅｆ１；

４表示ＳｉＲｅｆ１＋５ＦＵ （１０．０μｍｏｌ／Ｌ）；与ＳｉＣｏｎ比较，
犘＜０．０１；与

ＳｉＣｏｎ＋５ＦＵ（１０．０μｍｏｌ／Ｌ）比较，
＃犘＜０．０１。

图４　　ＥＭＳＡ检测ＬＯＶＯ细胞ＮＦκＢ

的ＤＮＡ结合活性

２．３　ＳｉＲｅｆ１体外抑制５ＦＵ诱导的大肠癌细胞Ｒｅｆ１表达　

采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同水平的５ＦＵ处理４８ｈ后ＬＯＶＯ

细胞 Ｒｅｆ１蛋白表达。结果显示，５ＦＵ 处理后 ＬＯＶＯ细胞
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Ｒｅｆ１蛋白表达增强，且随５ＦＵ水平增加Ｒｅｆ１蛋白表达逐渐

增强，见图３Ａ。ＳｉＲｅｆ１腺病毒或对照ＳｉＣｏｎ腺病毒感染细胞

４８ｈ后，予１０μｍｏｌ／Ｌ的５ＦＵ 处理细胞，继续培养４８ｈ。

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｒｅｆ１蛋白表达，结果显示，１０．０μｍｏｌ／Ｌ的

５ＦＵ诱导细胞Ｒｅｆ１蛋白表达增强，ＳｉＲｅｆ１抑制对照组细胞

和５ＦＵ诱导的细胞Ｒｅｆ１表达，见图３Ｂ。

２．４　ＳｉＲｅｆ１体外抑制ＬＯＶＯ细胞 ＮＦκＢ组成性和５ＦＵ诱

导的激活　不同水平的５ＦＵ处理ＬＯＶＯ细胞３ｈ后，常规收

集细胞和提取核蛋白，采用ＥＭＳＡ方法检测 ＮＦκＢ的 ＤＮＡ

结合活性。结果显示，对照组细胞 ＮＦκＢ组成性激活，５ＦＵ

呈剂量依赖性诱导细胞 ＮＦκＢ的ＤＮＡ结合活性增强，见图

４Ａ。２０ＭＯＩ的ＳｉＲｅｆ１腺病毒或对照ＳｉＣｏｎ腺病毒感染细胞

４８ｈ后，予１０．０μｍｏｌ／Ｌ的５ＦＵ处理细胞，培养３ｈ后收集细

胞提取核蛋白，采用ＥＭＳＡ方法检测 ＮＦκＢ的ＤＮＡ结合活

性。结果显示，ＳｉＲｅｆ１抑制细胞 ＮＦκＢ组成性激活和５ＦＵ

诱导的ＮＦκＢ激活，见图４Ｂ。

３　讨　　论

　　Ｒｅｆ１含有２个不同的结构域，其Ｎ末端具有氧化还原功

能，Ｃ末端具有核酸内切酶的功能。Ｒｅｆ１是ＤＮＡ碱基切除

修复通路中的限速酶，主要负责修复烷化剂和氧化性损伤的无

嘌呤／无嘧啶（ＡＰ）位点，同时也包括５ＦＵ与腺嘌呤的错配被

尿嘧啶糖基化酶切除后遗留的ＡＰ位点，在 ＡＰ位点的５′端切

开ＤＮＡ链。笔者前期研究发现，Ｒｅｆ１ｓｉＲＮＡ显著抑制大肠

癌细胞 ＡＰ内切酶活性
［３］。Ｓｅｉｐｌｅ等

［４］研究发现，缺乏 Ａｐｎ１

内切酶（Ｒｅｆ１同源）的酵母菌对５ＦＵ的治疗敏感性明显增

强。因此，Ｒｅｆ１的碱基切除修复功能可能是５ＦＵ化疗抵抗

的分子机制之一。

同时Ｒｅｆ１通过氧化还原调控多种转录因子的表达和激

活，包括ＮＦκＢ、ｐ５３、ＡＰ１、ＨＩＦ１α等，参与胚胎发育、氧化应

激、细胞周期调控及凋亡等多种关键的细胞反应，这些转录因

子与多种肿瘤细胞的化疗敏感性有关。研究显示ＮＦκＢ激活

与大肠癌等肿瘤细胞５ＦＵ化疗敏感性降低有关，抑制 ＮＦκＢ

活性能显著增强大肠癌和胃癌细胞等５ＦＵ化疗敏感性
［５７］。

ｐ５３和 ＨＩＦａ等转录因子也与５ＦＵ 化疗敏感性密切相关。

Ｒｅｆ１作为这些转录因子的上游调节基因，对肿瘤细胞的５ＦＵ

化疗敏感性可能会起关键的调控作用。因此，Ｒｅｆ１通过核酸

内切酶和氧化还原功能可能决定５ＦＵ治疗反应的诸多环节，

以Ｒｅｆ１为靶点的治疗可能提高大肠癌细胞对５ＦＵ治疗的

敏感性。

笔者前期研究发现嵌合型腺病毒 Ａｄ５／Ｆ３５介导的Ｒｅｆ１

ｓｉＲＮＡ对大肠癌细胞具有很高的感染效率
［３］。本研究发现，

ＳｉＲｅｆ１腺病毒显著增强大肠癌细胞５ＦＵ化疗敏感性，ＳｉＲｅｆ

１和ＳｉＣｏｎ组的ＩＣ５０分别为１．６９μｍｏｌ／Ｌ和７．０４μｍｏｌ／Ｌ；且

ＳｉＲｅｆ１联合５ＦＵ处理后大肠癌细胞凋亡显著增加。５ＦＵ处

理大肠癌细胞后，Ｒｅｆ１蛋白表达增强，同时ＮＦκＢ的ＤＮＡ结

合活性增强。提示 Ｒｅｆ１与５ＦＵ 获得性化疗抵抗有关。

ＳｉＲｅｆ１能有效抑制５ＦＵ诱导的大肠癌细胞Ｒｅｆ１蛋白表达

以及ＮＦκＢ组成性和５ＦＵ诱导的激活。本研究结果显示以

Ｒｅｆ１为靶点的治疗可显著增强大肠癌细胞对５ＦＵ 的敏

感性。

近年来Ｒｅｆ１在肿瘤治疗敏感性方面的研究逐渐增多，研

究发现Ｒｅｆ１ｓｉＲＮＡ可显著增强多发性骨髓瘤细胞对马法兰

的敏感性和胰腺癌细胞对吉西他滨的敏感性［８９］。Ｍｏｎｔａｌｄｉ

等［１０］发现Ｒｅｆ１ｓｉＲＮＡ可恢复耐药的胶质母细胞瘤对替莫唑

胺的化疗敏感性。Ｌｏｕ等
［１１］发现Ｒｅｆ１蛋白定位于大肠癌干

细胞核内，选择性Ｒｅｆ１抑制剂Ｅ３３３０体外显著抑制大肠癌干

细胞生长，体内增强裸鼠移植瘤５ＦＵ化疗敏感性。Ｗｅｉ等
［１２］

研究发现Ｒｅｆ１抑制剂 ＡＴ１０１体外抑制胃癌细胞生长，诱导

细胞凋亡和自噬，体内增强裸鼠移植瘤５ＦＵ化疗敏感性。本

研究发现ＳｉＲｅｆ１体外显著增强大肠癌细胞５ＦＵ 化疗敏感

性，其机制可能主要是通过抑制大肠癌细胞碱基切除修复和

ＮＦκＢ等放疗抵抗有关的转录因子活性。
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ＲＥＦ１ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｅｎｈａｎｃｅｓｔｈｅｃｙｔｏｔｏｘｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｆ

ｔｅｍｏｚｏｌｏｍｉｄｅｉｎａｒｅｓｉｓｔａｎｔｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅ［Ｊ］．

ＭｕｔａｔＲｅｓＧｅｎｅｔＴｏｘｉｃｏｌＥｎｖｉｒｏｎ Ｍｕｔａｇｅｎ，２０１５，７９３

（１１）：１９２９．

［１１］ＬｏｕＤ，ＺｈｕＬ，ＤｉｎｇＨ，ｅｔａｌ．Ａｂｅｒｒａｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｅｄｏｘ

ｐｒｏｔｅｉｎＡｐｅ１ｉｎｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＯｎｃｏｌＬｅｔｔ，

２０１４，７（４）：１０７８１０８２．

［１２］ＷｅｉＸ，ＤｕａｎＷ，ＬｉＹ，ｅｔａｌ．ＡＴ１０１ｅｘｅｒｔｓａｓｙｎｅｒｇｅｔｉｃｅｆ

ｆｉｃａｃｙｉｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈ５ＦＵｂａｓｅｄｔｒｅａｔ

ｍｅｎｔｔｈｒｏｕｇｈｐｒｏｍｏｔｉｎｇａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄａｕｔｏｐｈａｇｙ［Ｊ］．Ｏｎ

ｃｏｔａｒｇｅｔ，２０１６，７（２３）：３４４３０３４４４１．

（收稿日期：２０１６０８１０　　修回日期：２０１６１０１６）

·９７１·检验医学与临床２０１７年１月第１４卷第２期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１７，Ｖｏｌ．１４，Ｎｏ．２


