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摘 　要 :目的 　探讨结肠癌对 52Fu 产生耐药的机理 ,从细胞培养水平上进一步论证胸苷酸合成酶对 52
Fu 化疗产生耐药的影响。方法 　应用 MTT 法对体外培养的 30 例结肠癌细胞进行 52Fu 药敏试验 ,再

应用 SP 免疫组化法对 30 例结肠癌进行胸苷酸合成酶检测 ,然后将两个结果进行比较。结果 　胸苷酸

合成酶高表达组体外培养的结肠癌细胞对 52Fu 的敏感性明显低于 TS 低表达组。结论 　胸苷酸合成酶

表达程度的高低对临床结肠癌患者化疗药物的选择有一定的指导意义。
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0 　引言

52Fu 广泛应用于肠道恶性肿瘤的化学治疗 ,由

于它疗效确切一直处于其他化疗药无法替代的地

位 ,目前仍是肠道恶性肿瘤的首选化疗药。但一些

结肠癌病例对 52Fu 为主的化疗并不敏感 ,为提高对

52Fu 原发性和继发性耐药患者的治疗效果 ,有必要

从细胞水平上阐明 52Fu 耐药机制 ,找出能用于评价

52Fu 化疗敏感性的指标。

1 　材料与方法

1.1 　材料 　选取我院术前未进行 52Fu 化疗的结肠

癌新鲜标本 30 例 ,其中男性 21 例 ,女性 9 例 ,再将

所有结肠癌根治术标本经 10% 福尔马林液固定 ,石

蜡包埋。

1.2 　试剂 　RPMI1640 培养基干粉 ,胎牛血清 ,

MTT, 透明质酸酶胰蛋白酶 , Ⅳ型胶元蛋白酶 ,DNA

酶 ,220nm 薄膜滤菌器 ,以上试剂均来自华美生物

工程公司北京分公司。

绵羊抗人 TS 蛋白单克隆抗体 ,AP 标记的兔抗

绵羊二抗 (美国 Rockland 公司) ,生物素代兔抗绵羊

二抗 (美国 K.P.L 公司) 。SP 试剂盒 ,DAB 显色试

剂盒 (福州迈新公司) 。

1.3 　方法

1.3.1 　肿瘤细胞培养 　无菌条件下取手术根治切

除的结肠癌组织 , 置于合有 500U/ml 青霉素 ,

500μg/ml 链霉素清洗 ( 10min ) ,将肿瘤组织剪成

1mm3 碎块后 ,置于含有 Ⅳ型胶元蛋白酶 (200U/ g)

Ⅰ型 DNA 酶 (100U/ g) , Ⅴ型透明质酸酶 (1500U/

g) 的 RPMI1640 培养基 (4 ℃,20h ) ,离心 (1000r/

min,5min ) 两次 ,收集单个细胞用 RPMI1640 液将

细胞洗两遍后 ,以 5 ×105 个/ml 活细胞数接种于培

养瓶中 ,加入 20% 胎牛血清 ( FBS) ,置于 CO2 培养

箱中 (37 ℃,5%CO 2) ,次日培养细胞贴壁 ,3 天更换

一次生长液 ,计算肿瘤细胞群体增倍时间 (36h ) ,不

用传代 ,直接用原代细胞进行实验。将细胞悬液浓

度为 2 ×104/ml 加入 96 孔培养板中 ,每孔 200μl, 置
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于二氧化碳培养箱中 (37 ℃,5%CO 2 ,2h ) ;在 96 孔

板中加入 52Fu (150μg/ml ) ,每孔 20μl, 置于二氧化

碳培养箱中 (37 ℃,5%CO 2 ,36h ) ;吸弃上清每孔加

入 MTT 应用液 (5mg/ml ) 20μl, 培养 4h 后 ,每孔再

加 200μl 的酸化异丙醇终止反应 ,以上步骤均严格

遵循无菌操作原则 ,最后用酶标仪测定每孔及光度

值 (测定波长 540nm ) ,以未加 52Fu 进行药敏的癌细

胞为对照组。

1.3.2 　免疫组化染色 　采用 S2P 法进行免疫组化

染色 ;将 30 例结肠癌石蜡切片脱蜡至水 ,无须抗原

修复 ,直接浸入 3%H 2O2 内源性酶处理 10min,PBS

洗 3 ×5min;10% 正常羊血清封闭 10min,PBS 洗 3

×5min; 加一抗 (绵羊抗人 TS 蛋白单克隆抗体 1∶

300 稀释) 1h,PBS 洗 3 ×5min; 加生物素标记的二

抗 (兔抗绵羊 1∶400 稀释) 10min,PBS 洗 3 ×5min;

加 SP 溶液 ,10min,PBS 洗 3 ×5min;DAB 显色 ,苏

木素复蓝 ,中性树胶封片。

1.3.3 　结果判断 　TS 蛋白表达阳性区域在细胞浆

中出现棕黄色的阳性颗粒。随机选取 4 个中倍视野

(10 ×10) ,计算 400 个细胞浆中阳性细胞的百分数 ,

当阳性细胞数目 <5% 为 ( - ) ,5% ～25% ( + ) ,25%

～50% ( ++ ) ,50% ～75% ( +++ ) ,>75% 为 ( +++

+ ) 。计算每例结肠癌细胞体外培养的 52Fu 药敏试

验的抑制率 ( %) :抑制率 ( %) = (1- 试验孔 OD540 /

对照孔 OD540) ×100%

2 　结果

30 例结肠癌组织 TS 蛋白表达均为阳性 ,根据

肿瘤细胞阳性数分为两组 :高表达组 ( +++ ～ +++

+ ) ,低表达组 ( + ～ ++ ) ,见表 1。

表 1 　TS蛋白高表达组与低表达组比较

级别 例数 表达程度

高表达组 19 +++ ～ ++++

低表达组 11 + ～ ++

表 2 　TS表达与体外培养的癌细胞 52Fu抑制率的关系

级别 例数 　52Fu 抑制率 t P

高表达组 19 0.21 ±0.026

低表达组 11 0.52 ±0.019
8.347 0.0076

从表 2 可以看出 TS 高表达组的体外培养癌细

胞 52Fu 抑制率明显低于低表达组 ,差别具有统计上

的意义 ( P < 0.05 ) 。

3 　讨论

52Fu 广泛应用于肠道恶性肿瘤的化学治疗 ,由

于它疗效确切 ,一直处于其他化疗药无法替代的地

位 ,但一些结肠癌病例对 52Fu 为主的化疗并不敏

感 ,其对 52Fu 单药治疗的有效率仅 20% [3] ,本文想

通过体外细胞培养 ,从活细胞水平上论证胸苷酸合

成酶对结肠癌 52Fu 化疗耐药的影响。

MTT 法的原理是以黄色的四氮唑盐可被活细胞

线粒体中的与辅酶 NADP相关的脱氢酶过厚 ,即接受

氢原子而成为不溶性的甲铒替颗粒 ,而死细胞无此功

能 ,无甲铒替颗粒形成 ,因此用酶标仪测定的 OD540值越

高 ,说明肿瘤细胞的耐药性越强 ,药物抑制率越低。

胸苷酸合成酶 ( TS) 是由两个相同亚单位组成

的Ⅱ聚体蛋白质 ,每个亚单位的分子量为 36Kda,

Hori 等研究发现 TS 基定位于为类第 18 号染色体

上[1] 。TS 的功能是催化尿嘧啶脱氧核苷 ( dUMP )

甲基化为胸腺嘧啶脱氧核苷 ( dTMP ) ,这是 dTMP

从头合成途经中关键的步骤 ,而 dTMP 又是 DNA

的生物合成所必需的 ,因此 ,通过对 TS 进行抑制就

能达到抑制 DNA 的生物合成 ,进而抑制细胞生长

或增殖的作用。52Fu 正是通过对 TS 进行抑制而发

挥其抗癌活性的。52Fu 进入体内后经过一系列酶

促反应 ,最后转变为其活性代谢产物 52氟尿嘧啶脱

氧核苷 (52FudUMP ) ,它在辅因子 5,10 2亚甲基四氢

叶酸存在下 ,能与 TS 结合形成等价的三联复合物

TS2FdUMP 2CH2 FH4 ,影响 dUMP 与 TS 的结合 ,从

而抑制了 dTMP 的合成 ,使 DNA 的合成受限 ,导致

细胞生长受到抑制甚至死亡[1] 。

许多学者研究表明 ,癌组织中 TS 的表达水平

与患者的预后呈负相关 ,TS 的表达可以作为判断癌

症患者预后的指标 [2,4 27] ,Tachikawa 和 Takenoue

等对肠癌患者的研究结果显示 TS 低表达组对 52Fu

的敏感性优于高表达组 ,其预后也明显优于 TS 高

表达组[8,9] 。Copur 等[10] 对人类 H630 肠癌细胞株

与其继发 52Fu 耐药株 H6302R1,H630 2R10,H630 2R

等进行比较 ,结果显示随着细胞株耐药性的增加 ,细

胞中的 TS 水平也明显增加 ,这也从另一方面说明

了 TS 对细胞耐药性的影响。

本研究课题从活细胞水平上对胸苷酸合成酶对

结肠癌 52Fu 化疗耐药的影响进行了更进一步的探

讨 ,结果显示结肠癌 TS 高表达组的体外培养的癌

细胞对 52Fu 化疗药物的敏感性明显低于 TS 低表

达组的体外培养的癌细胞 ,这种差别具有统计学上

的意义 ( P < 0.05 ) ,这说明 TS 高表达组的患者对 52
Fu 化疗的敏感性可能明显低于 TS 低表达组 ,因此

容易产生耐药 ,与文献报道是相符的 ,进一步论证了

胸苷酸合成酶的表达程度对临床结肠癌患者在化疗

药物上的选择有一定的指导意义。
(下转第 484 页)
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消化道肿瘤的发生发展。其作用机理之一是诱导肿

瘤血管生成 ,使肿瘤浸润转移能力增强[7] 。Jaime

等[8] 报道除肿瘤细胞本身外 ,在肿瘤血管系统和临

近肿瘤的血管系统中均可检测到 COX22。另外

COX22 还通过抑制凋亡发生及抑制机体的免疫功

能等方面参与肿瘤的发生发展[7] 。

已有研究表明 iNOS 在多种肿瘤组织中有高表

达[9] 。iNOS 是诱导型一氧化氮合酶 ,其催化合成

的一氧化氮 (NO) 作为细胞间信号传递的重要调节

因子 ,可促进血管内皮细胞分裂 ,诱导肿瘤血管生

成 ,参与肿瘤的发生发展[10] 。

但有关 COX22、iNOS 与消化道肿瘤的分化程

度及淋巴结转移等的关系报道不一 ,这可能与肿瘤

基因调控的复杂性等多方面因素有关 ,尚有待进一

步明确。本研究结果显示 ,COX22、iNOS 的表达强

弱与食管癌的分化密切相关 ,分化越差 ,过表达越明

显 ;而与淋巴结转移无关。COX22 与 iNOS 呈明显

正相关 ,说明二者可能在促肿瘤血管生成方面有协

同作用。
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