
学校代码 ： １ ０２ ８ ５

学号 ： ２０ １ ８４２３ ３ ０２ ５

ＳＯＯＣＨＯＷＵＮ ＩＶＥＲＳ ＩＴＹ

ｍ

Ｒ

ＳＲＥＢＰ ｌ ／ＦＡＳＮ／胆固醇轴促进结直肠癌



的放疗抵抗


ＳＲＥＢ Ｐ ｌ ／ＦＡ ＳＮ ／ｃｈｏ ｌｅｓ ｔ ｅ ｒｏ ｌａｘ ｉ ｓｆａｃ ｉ ｌ ｉ ｔａ ｔｅｓ
＇￣



ｒａｄ ｉ ｏｒｅ ｓ ｉ ｓ ｔａｎｃｅ ｉｎｃｏ ｌｏｒｅｃ ｔａ ｌｃａｎｃｅｒ

－ 研 究 生 姓 名
——

麵

指导教师姓名


杨晓东


、专 业 名 称


普 外


研 究 方 向


胃肠道肿瘤


－所 在 院 部 苏州大学附属第二医院

论文提交 日 期 ２０２ １ 年 ５ 月
—



苏州大学学位论文独创性声明

本人郑重声明 ： 所提交的学位论文是本人在导师的指导下 ， 独立

进行研究工作所取得的成果 。 除文中已经注明 引用的内容外 ， 本论文

不含其他个人或集体已经发表或撰写过的研宄成果 ， 也不含为获得苏

州大学或其它教育机构的学位证书而使用过的材料。 对本文的研宄作

出重要贡献的个人和集体 ， 均已在文中以明确方式标明 。 本人承担本

声明的法律责任 。

论文作者签名 ： ｂ 期 ：





ＳＲＥＢＰ １ ／ＦＡＳＮ ／胆固醇轴促进结直肠癌的放疗抵抗

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ＳＲＥＢＰ １ ／ＦＡＳＮ／胆固醇轴促进结直肠癌的放疗抵抗

中文摘要

目 的

研究胆固醇代谢促进结直肠癌 （ ＣＲＣ ） 细胞放疗抵抗的机制 ， 为 ＣＲＣ 放疗增敏

提供新的方向 。

方法

１ ．采用 ＣＣＫ－

８ 、 克隆形成实验 、 ＥｄＵ 增殖检测实验及裸 鼠成瘤实验等实验观察胆

固醇对受照后细胞增殖 、 凋亡及话力的影响 。 ２ ．评估受照后细胞内胆固醇含量的变化 ，

然后用 ＰＣＲ 和 ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔ 观察受照后 ＣＲＣ 细胞中胆固醇合成相关基因 ＳＲＥＢＰ ｓ 家

族及其下游 ＦＡＳＮ 和 ＨＭＧＣＲ 基因 的表达情况 。 ３ ．通过转染抑制 ＳＲＥＢＰ １ 的表达 ， 并

用 ＰＣＲ 和 ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证干扰效率 ， 在此基础之上 ， 检测沉默 ＳＲＥＢＰ １ 后受照细胞

中胆固醇含量及其放疗敏感性的变化 。 ４ ．给予 ＣＲＣ 细胞 ＦＡＳＮ 抑制剂 ＴＶＢ －２６４０ ， 随

后体内外实验探究 ＣＲＣ 细胞放疗敏感性的变化情况 ， 以及受照细胞中胆固醇含量 。

结果

１ ．ＣＣＫ－

８ 、 克隆形成实验显示外源胆固醇促进 ＣＲＣ 细胞照射后的增殖 ；
ＥｄＵ 增

殖检测实验显示外源胆固醇促进 ＣＲＣ 细胞照射后的 ＤＮＡ 复制 ； 裸鼠成瘤实验显示

胆固醇使照射后小 鼠瘤子体积的增大 、 重量增加 ， 用 ＴＶＢ －２６４０ 抑制 ＦＡＳＮ 促进照射

后小 鼠瘤子体积的减小 、 重量的减轻 。 ２ ．ＣＲＣ 细胞照射后胆固醇含量增加 ， 实时 ＰＣＲ

和ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔ显示ＣＲＣ细胞照射后ＳＲＥＢＰ １ ／ＦＡＳＮ上调 、 ＳＲＥＢＰ２／ＨＭＧＣＲ下调 。

３ ．抑制 ＳＲＥＢＰ １ 或 ＦＡＳＮ 后胆固醇含量下降 ， ＣＣＫ－

８ 、 克隆形成实验显示抑制 ＳＲＥＢＰ １

或 ＦＡＳＮ 后 ＣＲＣ 细胞照射后增殖减少 ； 流式细胞术和 Ｗｅｓｔｅｒｎ 实验显示抑制 ＳＲＥＢＰ １

或 ＦＡＳＮ 促进 ＣＲＣ 细胞照射后的凋亡 。

结论

通过研宄 ， 我们发现外源性胆固醇和 ＣＲＣ 细胞照射后细胞 内胆固醇合成在体外

和体内促进 ＣＲＣ 细胞放疗抵抗 。 靶向 ＳＲＥＢＰ １ 和 ＦＡＳＮ 抑制 ＣＲＣ 细胞照射后细胞

内胆固醇合成 ， 提高 ＣＲＣ 细胞的放疗敏感性 。

Ｉ
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ＳＲＥＢＰ １ ／ＦＡＳＮ ／胆固醇轴促进结直肠癌的放疗抵抗


引 言

引 言

在本世纪 ， 肿瘤对人类健康和 国家财政及社会安定的威胁是全球所面临的
一

个重

大公共 问题 。 全球癌症统计报告显示在所有癌症 中 ， ＣＲＣ 的总体发病率位居第三

（ １ ０％ ） ， 病死率位居第二 （ ９ ．４％ ） ， 与此同时 ， ＣＲＣ 的发病也越来越年轻化 ［
１

，
２

］
。 放

射治疗在癌症中 的应用是
一

个里程碑式的发展 ， 它被单独或与其他治疗方法联合用于

良性或者是恶性肿瘤的治疗 ， 无论是基于治愈或者是姑息性治疗的 目 的 ［
３

］
。 全球每年

接受放疗的恶性肿瘤病人超过 ５０％ ， 而对于 ＣＲＣ 尤其是直肠癌 ， 术前放疗是
一

种革

命性的联合治疗方式一术前放疗的年局部复发风险比单独手术的患者大约低 ５０％
［
４

］
。

然而 由于 ＣＲＣ 中特定基因谱的表达 ， 大量的 ＣＲＣ 病人表现出 了对放射治疗的低反应

性 ， 而更高剂量放疗需求以及潜在更大的放疗副反应的风险 ， 导致了ＣＲＣ 病人放疗

的 中断 ， 大大降低 了ＣＲＣ 病人的生活质量 ［
５

］
。 因此 ， 阐 明 ＣＲＣ 放疗抵抗的潜在机

制 ， 并开发出
一

种安全有效的放射增敏剂仍是 目 前临床上的
一

个尚未得到解决的医学

难题 。

众所周知 ， 人体内 的糖代谢 、 脂代谢等与人体的生理病理状态密切相关 ， 这些代

谢的动态平衡维持着人体的健康 。 许多肿瘤细胞携带着异常的脂质代谢谱 ， 而这些异

常的代谢谱有利于适合肿瘤快速生长的肿瘤微环境的形成 ［
６

］
。 胆固醇作为脂类的

一

员 ， 它的异常增多会促进多种肿瘤的发生发展 ［
７－

１ ０
］
。 此外 ， 高胆固醇的摄入不仅能

抑制癌细胞的凋亡 ， 还能促进癌细胞的转移 ［
１ １

，
１ ２

］
。 更值得注意的是 ， 胆固醇的合成

与乳腺癌的 内分泌治疗抵抗 、 肝癌和卵巢癌的化疗抵抗密切相关 ［
１ ３

－

１ ５
］

。 迄今为止 ，

固醇反应元件结合蛋 白 （
ＳＲＥＢＰｓ

）家族是公认的控制着胆固醇的合成和摄入基因 ［
１ ６

］
，

而 ＳＲＥＢＰ ｓ 家族表达的失衡在多种癌症中被观察到并被证明与癌症的发生发展相关

［
１ ７

］
。

放疗抵抗 目 前可被分为先天性的和获得性的放疗抵抗 ［
１ ８

］
。 就 ＣＲＣ 而言 ， 只有不

到 ３ ０％的 ＣＲＣ 患者表现出对于放疗 良好的反应 ， 而导致这种现象的因素是多样的 ，

并最终会导致先天性的和获得性的放疗抵抗 ［
１ ９

］
。 ＣＲＣ 所拥有的特定的放疗抵抗的基

因谱维持 ＣＲＣ 先天性的放疗抵抗 。 然而胆固醇与 ＣＲＣ 放疗敏感性的关系 目 前尚不清

楚 ， 而在此过程中 ＳＲＥＢＰ ｓ 家族的影响更需阐 明 。

１



引 言


ＳＲＥＢＰ １ ／ＦＡＳＮ／胆固醇轴促进结直肠癌的放疗抵抗

综上所述 ， 我们提出 以下疑问 ： 外源性胆固醇是否会导致 ＣＲＣ 获得性放疗抵抗 ？

ＳＲＥＢＰ ｓ 家族是否会促进内源胆固醇合成导致 ＣＲＣ 先天性放疗抵抗 ？ 以上疑 问 的解

决将会为 ＣＲＣ 放疗提供新的思路 ， 并对于接受放疗的 ＣＲＣ 病人是否该低胆固醇饮食

提供参考 。

２



ＳＲＥＢＰ １ ／ＦＡＳＮ ／胆固醇轴促进结直肠癌的放疗抵抗


第
一

部分

第一部分 外源胆固醇摄入对 ＣＲＣ 细胞放疗敏感 影响

的研究

在本世纪 ， 肿瘤对人类健康和 国家财政及社会安定的威胁是全球所面临的
一

个重

大公共 问题 。 据全球癌症统计报告显示 ， 在所有癌症中 ， ＣＲＣ的总体发病率位居第三

（ １ ０％ ） ， 病死率位居第二 （ ９ ．４％ ） ， 与此同时 ， ＣＲＣ的发病也越来越年轻化 ［
１

，
２

］
。

放射治疗在癌症中 的应用是
一

个里程碑式的发展 ， 它被单独或与其他治疗方法联合用

于 良性或者是恶性肿瘤的治疗 ， 无论是基于治愈或者是姑息性治疗的 目 的
ｔ
３

］
。 全球每

年接受放疗的恶性肿瘤病人超过５ ０％ ， 而对ＣＲＣ尤其是直肠癌 ， 术前放疗是
一

种革命

性的联合治疗方式一术前放疗的年局部复发风险比单独手术的患者大约低 ５ ０％
［
４

］
。

然而 由于ＣＲＣ中特定基因谱的表达 ， 大量的ＣＲＣ病人表现出对放射治疗的低反应性 ，

而更高剂量放疗需求以及潜在更大的放疗副反应的风险 ， 导致 了 
ＣＲＣ病人放疗的中断 ，

大大降低ＣＲＣ病人的生活质量 ［
５

］
。 因此 ， 阐 明ＣＲＣ放疗抵抗的潜在机制 ， 并开发出

一

种安全有效的放射增敏剂仍是 目 前临床上的
一

个尚未得到解决的医学难题 。

众所周知 ， 人体内 的糖代谢 、 脂代谢等与人体的生理病理状态密切相关 ， 这些代

谢的动态平衡维持着人体的健康 。 许多肿瘤细胞携带着异常的脂质代谢谱 ， 而这些异

常的代谢谱有利于塑造适合肿瘤快速生长的肿瘤微环境 ［
６

］
。 胆固醇作为脂类的

一

员 ，

它的异常增多会促进多种肿瘤的发生发展 ， 例如肝癌 、 前列腺癌 、 乳腺癌和ＣＲＣ等 ［
７－

１ ０
］

。 此外 ， 高胆固醇的摄入不仅能抑制癌细胞的凋亡 ， 还能促进癌细胞的转移 ［
１ １

，
１ ２

］
。

更值得注意的是 ， 胆固醇的合成与乳腺癌的 内分泌治疗抵抗 、 肝癌和卵巢癌的化疗抵

抗密切相关 ［
１ ３

－

１ ５
］

。但是迄今为止 ， 胆固醇与ＣＲＣ的放疗敏感性之间的关系 尚未明确 。

本部分研宄主要是明确外源胆固醇摄入对ＣＲＣ细胞放疗敏感性的影响 ， 并分别从

体 内和体外两个实验模型来证明胆固醇的作用 。

材料与方法

一

、 材料

１ ． 细胞系 ： 人ＣＲＣ细胞系ＨＣＴ －

８和ＨＴ －２９购 自 ＡＴＣＣ ， 经 ＳＴＲ鉴定细胞无交叉污

染和无支原体感染 。 ＨＴ －２９和ＨＣＴ －

８细胞株分别在添加 １ ０％胎牛血清和 １％青霉素／链霉

３



第
一

部分


ＳＲＥＢＰ ｌ ／ＦＡＳＮ ／ｆｔＨ． 固醇轴促进结直肠癌的放疗抵抗

素的ＲＰＭＩ
－

１ ６４０和ＭｃＣｏｙ
’

ｓ５Ａ培养基中 ， ５％Ｃ０２和 ３ ７

°

Ｃ条件下培养 。

２ ． 动物 ： 雄性ＢＡＬＢ／ｃ无胸腺的裸 鼠 （
Ｃｈａｒｌｅｓ Ｒ ｉｖｅｒ

）
， １ ８ －２０ｇ ， ４－６周龄 ， ５只小 鼠

／笼 。 所有的老 鼠在实验前会被饲养在
一

个ＳＰＦ级别的动物实验中心 ， 适应环境与正常

节律 （
１ ２／ １ ２ｈ光暗循环 ）

至少 ３天 ， 自 由饮食 。

３ ． 试剂与仪器
￣￣

试剂／仪器 ｜

品牌／厂家

ＲＰＭＩ
－

１ ６４０培养基 Ｇ ｉｂｃｏ公司

ＭｃＣｏｙ
’

ｓ５Ａ培养基 Ｇ ｉｂｃｏ公司

胎牛血清 Ｇ ｉｂｃｏ公司

青链霉素混合液 （
１ ０〇 ｘ

）


北京索莱宝公司


胰蛋 白酶－ＥＤＴＡ消化液北京索莱宝公司
^

胰蛋 白酶消化液 （
０ ．２ ５％

） 不含ＥＤＴＡ和酚红北京索莱宝公司


Ｃｏｕｎ ｔｓｔａｒ 自动细胞计数分析仪广州吉源生物科技有限公司

胆固醇


北京索莱宝公司
￣＂

ＣＣＫ－８试剂盒


北京索莱宝公司


ｐ
ｉｃｋＥｄｕ－ＡＦ５９４细胞增殖分析试剂盒 （成像

南｜ 哮 晶生物公司

兔来源Ｋｉ
－６７单克隆抗体 Ｐｒｏｔｅ ｉｎｔｅｃｈＧｒｏｕｐ公司

小 鼠来源ｐ２７单克隆抗体 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司

无水乙醇天津江天化技术有限公司
￣̄

丙酮天津江天化技术有限公司
^

无水 甲醇天津江天化技术有限公司
^

异丙醇
＂

天津江天化技术有限公司

二 甲苯天津江天化技术有限公司

过氧化氢溶液


天津江天化技术有限公司
￣￣̄

甲醛
’

天津江天化技术有限公司

组织细胞固定液 北京索莱宝公司
^

＂

环保透明脱蜡液北京索莱宝公司

牛血清 白蛋 白 （ ＢＳＡ－ Ｖ ）北京索莱宝公司
^

无菌无酶ＰＢＳ是磷酸缓冲盐溶液


ＨｙＣ ｌｏｎｅ公司


ＰＢＳ缓冲液干粉


北京索莱宝公司


ＴｒｉｔｏｎＸ－

１ ００



北京索莱宝公司


４
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仪器 ｜

品牌／厂家

酸钠抗原修复液 （ ５０Ｘ ）Ｉ京普利莱公司
^

ｌｉｉ ｓｐ试剂盒 中杉金桥公司

ＤＡＢ显色试剂盒北京中杉金桥公司


苏木精染色液


北京索莱宝公司


切片石蜡 ５６－

５ ８

°

Ｃ


北京索莱宝公司


１ ３ ７ｅ ｓ

Ｙ射线照射源加拿大原子能公司

－

８０

°

Ｃ冰箱


赛默飞公司


４
°

Ｃ 、
－２０

°

Ｃ冰箱青岛海尔公司

精密称量天平 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司

光学显微镜


Ｏ ｌｙｍｐｕｓ公司


组织 自动脱水机Ｉ海精密仪器厂
^

细胞培养箱


赛默飞公司


生物安全柜


赛默飞公司


超净工作台


赛默飞公司


超声破碎仪


宁波新芝生物科技有限公司

式石蜡切片机深圳市达科为医疗科技有限公司

移液器 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司

１ ． ５Ａ ５／５ ０ｍ ｌ离心管ＡＸＹＧＥＮ公司

超速离心机


赛默飞公司


１ ０／２００／ １ ＯＯＯｕｌ枪头ＡＸＹＧＥＮ公司

冻存管ＡＸＹＧＥＮ公司

一次性针头过滤器 ０ ．２２ｕｍＭｉ ｌ ｌ ｉｐｏｒｅ ．



北京索莱宝公司


６／ １ ２／２４／９６孔板 Ｃｏｍ ｉｎｇ公司

培养瓶／皿 Ｃｏｍｉｎｇ公司

液氮罐


乐 山市东亚机电工贸有限公司

抗荧光衰减封片剂


北京索莱宝公司


中性树胶北京索莱宝公司

载玻片 ／盖玻片


北京中科瑞泰生物科技有限公司

荧光显微镜ＭＷ－ＬＩＧＨＴ公司

板配套用细胞爬片上海晶安生物科技有限公司

ＤＴＸ８８０ 多功能酶标仪 Ｂｅｃｋｍａｎ公司

５
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二、 实验方法

１ ． 细胞培养、 传代

１ ） 处理细胞前用 ７５％酒精消毒生物安全柜 台面 ， 然后用紫外照射至少 ３ ０ｍ ｉｎ 。

２ ） 每天换液 ， 换液前需预热培养基并留
一

半的条件培养基 。

３ ） 当细胞汇聚 ８０％左右时 ， 弃去培养基 ， 然后用无菌无酶ＰＢＳ洗涤两次 ， 然后 、

胰酶 （含０ ．２ ５％ＥＤＴＡ ） 消化细胞 ， 在显微镜下观察细胞状态直到细胞变圆 。

４ ） 随后用相应的培养基重悬 ， 然后培养 。

２． 细胞冻存、 复苏

１ ） 冻存前 ， 保证细胞生长汇合达到 ８０％以上 。

２ ） 弃去培养基 ， 然后用无菌无酶ＰＢ Ｓ洗涤两次 ， 加胰酶 ， 在观察细胞状态直到

细胞变圆 。

３ ） 随后用相应的培养基重悬 、离心弃上清 ， 随后用细胞冻存液 （无菌血清 ／ＤＭＳＯ

为９／ １ ） 重悬至冻存管中 ， 标明冻存细胞类型及冻存 日 期 。

４ ） 冻存细胞时梯度降温 ， 细胞每隔
一

年复苏
一

次调整状态后重新冻存 。

５ ） 复苏细胞时需 ３ ７

°

Ｃ速融 ， 冻存液融化后 ， 离心弃去上清 ， 用相对应的培养基

重悬 ， 接种于培养皿中 ， 然后放到细胞培养箱 中 。 四小时后观察细胞状态 ， 次 日更换

新鲜培养基 。

３．ＣＣＫ－８增殖检测实验

１ ） 细胞处于指数增长期时 ， 用胰酶消化计数后在 ９６孔板中每个孔接种 ３ ０００个细

胞 ， 后在细胞培养箱中过夜 。

２ ） 第二天给予细胞６Ｇｙｙ射线照射 。 随后细胞换液 ， 每个孔更换新鲜培养基 ， 处

理组同时给予２ｕＭ 己过滤除菌的胆固醇＆丙酮溶液 。 随后ＤａｙＯ天的每孔立即避光给予

ＣＣＫ－

８试剂 ５ｕｌ 。 细胞避光孵育２ｈ后用酶标仪检测 ， 确保基础细胞数量相近 。 然后分别

在２４ｈ 、 ４８ｈ和 ７２ｈ给予ＣＣＫ－

８检测细胞生长情况 。 每次加入ＣＣＫ－

８试剂之前更换新鲜培

养基 以排除胆固醇本身对本实验的干扰 。

３ ） 检测波长为４５０ｎｍ 。

４． 克隆形成实验

１ ） 细胞处于指数增长期时 ， 用胰酶消化计数后在６孔板中每个孔接种 ５００个细胞 ，

６
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后在细胞培养箱中过夜 。

２ ） 第二天给予细胞６Ｇｙｙ射线照射 。 随后细胞换液 ， 每个孔更换新鲜培养基 ， 处

理组同时给予２ｕＭ已过滤除菌的胆固醇＆丙酮溶液 。

３ ）６孔板放于细胞培养箱 中培养 １ ４天 ， 每三天更换
一

半培养基为新鲜的培养基

同时给予相应的胆固醇＆丙酮溶液 。 每次更换培养基前观察细胞状态 。

４ ） 在第 １ ４天 ， 弃去６孔板中 的培养基 ， 紧贴侧壁每孔缓慢加入ＰＢ Ｓ ， 清洗两次并

弃去 。

５ ） 紧贴侧壁缓慢加入 甲醇每孔 ｌｍｌ ， 放于４
°

Ｃ摇床上３ ０ｍ ｉｎ 。

６ ） 弃去 甲醇 ， 紧贴侧壁每孔缓慢加入姬姆萨染色液 ｌｍ ｌ ， 室温摇床上染色３ ０ｍ ｉｎ 。

７ ） 弃去染液并用 自来水缓慢冲洗 ， 避免冲到细胞克隆团 。 晾干后照相 ， 然后用

Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ计数并统计 。

５．Ｅｄｕ增殖检测实验

１ ） 细胞接种于放有玻片的 ２４孔板中 。 次 日更换新鲜培养基然后在细胞培养箱中

继续培养 。

２ ） 当细胞汇合达到４０％时给予细胞６Ｇｙｙ射线照射 ， 随后更换为新鲜培养基并处

理组加入２ｕＭ已过滤除菌的胆固醇＆丙酮溶液 。 然后在细胞培养箱中继续培养 。

３ ）２４ｈ后用根据试剂厂商说明进行实验 。

注 ： 上述实验都使用了 

ＨＣＴ－８和ＨＴ－２９两种细胞系 。

６ ． 裸鼠成瘤实验

１ ） 每只 小 鼠给予含有４ ＞＜
１ 〇

６

个ＨＴＣ －８细胞 １ ００ｕｌ生理盐水悬液皮下注射到小 鼠的

腋窝 。

２ ） 待瘤体到 １ ００ｍｍ
３

， 将小 鼠随机分组 。 然后次 日 开始给予每只小 鼠局部３Ｇｙｙ

射线照射 ，

一

天
一

次 ， 累计剂量为 １ ２Ｇｙ 。

３ ） 照射第
一

天处理组开始通过灌 胃 的方式 ， 每天给予含有 ４％胆固醇的生理盐

水悬浊液２００ｕ ｌ／只 小 鼠 。

４ ） 每天称量小 鼠体重 ， 观察小 鼠健康状态 ， 待小 鼠瘤体积达到
一

定大小时 ， 给

予小 鼠安乐死 。

７． 免疫组织化学实验

１ ） 小 鼠安乐死后收集的瘤子放入４％多聚 甲醛中过夜固定 。

７
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２ ） 次 日 瘤子放入 自动脱水机脱水 ， 程序如下 ： ７ ５％乙醇４ｈ 、 ８ ５％乙醇３０ｍｉｎ 、 ８ ５％

乙醇２ｈ 、 ９５％乙醇２ｈ 、 １ ００％乙醇２ｈ 、 二 甲苯 １ ． ５ｈ 、 二 甲苯 １ ． ５ｈ 、 二 甲苯４ ５ｍ ｉｎ 、 石蜡３ ０ｍ ｉｎ 、

石蜡 ｌｈ 。

３ ） 随后组织样本进行石蜡包埋并切片 。

４ ） 为保证切片顺利 ， 切下的组织片完整 ， 将经刀片修整过的蜡块放入冰水混合

物中浸泡大约 １ ０／ｍ ｉｎ 。 组织片的厚度为 ５ｕｍ 。

５ ） 切下的组织片放于预热至４ ５

°

Ｃ 的热水中 ， 注意动态观察 ， 保证组织片不损坏

的情况下充分延展 。 随后用载玻片捞起组织片 ， 注意不能使组织片皱褶以防止出现组

织重叠 。 所有样本做好标记 。

６ ） 随后将载玻片放在４０
°

Ｃ烘干 ， 然后再放到６０

°

Ｃ烘箱中 ， 烘 ３０ｍ ｉｎ 。 随后放到

盒中保存准备之后的实验 。

７ ）６０

°

Ｃ
烤片 

ｌ ｈ

８ ） 脱蜡 ， 步骤依次为 ： 脱錯液 １ ５ｍ ｉｎ 、 脱蜡液 １ ５ｍ ｉｎ 、 无水乙醇 １ ５ｍ ｉｎ 、 无水乙

醇 １ ５ｍ ｉｎ 、 ８５％乙醇 ｌ Ｏｍ ｉｎ 、 ７０％乙醇 ｌ Ｏｍ ｉｎ 、 ５０％乙醇 ５ｍ ｉｎ 、 自来水５次 、 蒸馆水５ｍ ｉｎ 、

３％Ｈ２０２静置 ｌ Ｏｍ ｉｎ 、 ＰＢＳ浸泡２ｍｉｎ（ 总计三次 ） 。 期间注意轻拿轻放 ， 防止脱片 ， 同

时每次换到新的液体中前都在吸水纸上沾
一

下 。

９ ） 随后进行抗原修复 ， 将放有载玻片的架子放到含有 ｌ
ｘ柠檬酸钠抗原修复液盒

子中 ， 随后放到 己经加热至９５

°

Ｃ 的热水中 ， 浸泡 １ ５ｍ ｉｎ 。 随后将盒子拿出到室温中缓

慢冷却 ， 然后放到预冷的ＰＢ Ｓ中浸泡５ｍ ｉｎ（ 总计三次 ） ， 随后用滤纸吸干载玻片上的

水分 ， 注意不能碰到组织 。

１０ ） 随后将载玻片放到湿盒中 ， 向组织上滴上山羊血清封闭液 ， 随后放到 ３ ７

°

Ｃ 中

ｌ ｈ 。

１ １ ） 拿出湿盒 ， 随后尽量去除载玻片上的封闭液 ， 向组织上滴上
一

抗 ， 然后放到

４
°

Ｃ 中过夜 。

１２ ） 次 日 ， 用ＰＢＳ浸泡载玻片 ５ｍ ｉｎ（总计三次 ） ， 滤纸吸干水分 ， 然后 向组织上

滴上对应的二抗 ， 随后放到 ３ ７

°

Ｃ 中 ｌ ｈ 。 然后用 ＰＢＳ浸泡载玻片 ５ｍ ｉｎ（ 总计三次 ） 。

１３ ） 滤纸吸干水分 ， 然后 向组织上滴上辣根过氧化物酶工作液 ， 室温孵育 １ ５ｍｉｎ Ｑ

然后用ＰＢＳ浸泡载玻片 ５ｍ ｉｎ（ 总计三次 ） 。

１４ ） 用ＤＡＢ显色 ， 显微镜下随时观察显色深度 ， 及时用 ＰＢ Ｓ终止显色 。 然后剩余

８
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的片子显色同样的时间 。

１５ ） 用苏木精复染 ， 显微镜下随时观察显色深度 ， 及时用 自来水终止显色 。 然后

用蒸馏水浸泡５ｍ ｉｎ 。

１６ ） 若染色过深可以用ＰＢ Ｓ浸泡 ５ｍｉｎ返蓝 ， 随后用 自来水浸泡 。

１７ ） 镜下观察染色适宜的后脱水 ， 步骤依次为 ： ８０％乙醇 １ ０ｓ 、 ９５％乙醇 １ ０ ｓ 、 无水

乙醇 ５ｍ ｉｎ 、 无水乙醇 ５ｍ ｉｎ 、 脱錯剂 ５ｍ ｉｎ 、 脱赌剂 ５ｍ ｉｎ 。

１８ ） 风干 。

１９ ） 在载玻片上滴上中性树胶 ， 盖上盖玻片封片 。 注意盖上后不要挪动防止损伤

组织 。

８． 统计分析

免疫组化阳性表达区域用 ＩＰＰ软件分析 。 数据分析采用学生ｔ检验 ， 以平均值±标准

差表示 ， Ｐ＜０ ．０５为有统计学意义 。

＊表示Ｐ＜０ ． ０５
；

＊ ＊表示Ｐ＜０ ． ０ １
；

＊ ＊ ＊表示Ｐ＜０ ．００ １ 。

实验结果

１ ．外源胆固醇的摄入对 ＣＲＣ 细胞在放疗后增殖和存活能力的影响 。

在体外实验中 ， 为 了研究胆固醇对ＣＲＣ细胞放疗敏感性的影响 ， 我们首先通过

ＣＣＫ－

８实验探寻胆固醇对照射后ＣＲＣ细胞ＨＣＴ－８和ＨＴ－２９短期的增殖和存活能力的影

响 。 ＣＣＫ－

８的结果显示 ， 外源胆固醇加入会导致ＣＲＣ细胞ＨＣＴ －

８和ＨＴ－２９在照射后短

期的増殖和存活能力增强 （ 图 １
－

１Ａ－Ｂ ） 。 随后为 了探寻胆固醇对照射后ＣＲＣ细胞ＨＣＴ－

８和ＨＴ －２９长期的增殖和存活能力的影响 ， 我们将照射后ＣＲＣ细胞ＨＣＴ－８和ＨＴ －２９平均

接种 ５ ００个左右的细胞到 ６孔板的每个孔 ， 从而进行长达 １ ４天的克隆形成实验 。 克隆形

成实验的结果显示 ， 外源添加胆固醇后 ， ＣＲＣ细胞癌ＨＣＴ －

８和ＨＴ －２９的存活和增殖能

力 明显增强 （ 图 １
－

１Ｃ －Ｄ ） 。

９
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图 １
－

１ 外源胆固醇的摄入对ＣＲＣ细胞在放疗后増殖和存活能力的影响

（ Ａ－Ｂ ）ＣＣＫ－

８实验评估在体外胆固醇摄入对受辐照的ＣＲＣ细胞ＨＣＴ －

８和ＨＴ －２ ９短

期的增殖能力 的影响 。 （ Ｃ －Ｄ ） 克隆形成实验评估在体外胆固醇摄入对受辐照的ＣＲＣ

细胞ＨＣＴ－

８和 ＨＴ－２ ９长期的增殖和存活能力的影响 。 实验统计学方法为学生 ｔ检验 ， 数

据显示为平均值±标准差 ， Ｐ＜０ ． ０５为有统计学意义 。

＊
Ｐ＜ ０ ． ０ ５ ，

＊ ＊
Ｐ＜ ０ ． ０ １ ，

＊ ＊ ＊
Ｐ＜ ０ ． ００ １ 。

２ ．外源胆固醇的摄入对照射后 ＣＲＣ 细胞 ＤＮＡ 复制的影响 。

我们通过ＥｄＵ增殖检测实验评估ＣＲＣ细胞ＨＣＴ －

８和ＨＴ －

２ ９中处于ＤＮＡ复制活跃的

细胞数量 。 实验结果显示 ， 照射后ＨＣＴ －

８和ＨＴ －２ ９处于ＤＮＡ复制活跃的细胞数量明 显

减少 ， 而给予胆固醇后 ， 促进 了辐照后ＣＲＣ细胞的ＤＮＡ复制 。

ＨＣＴ －８ ＨＴ－２９

－ ■■■■■ＭＢ
ｉ ｒ

ＢＭＭ

Ｈｏｅｃｈｓ ｔ Ｅ ｄｕＯｖｅ ｒ ｌａ ｐＨｏｅｃｈ ｓｔＥｄｕＯｖｅｒ ｌａ ｐ

图 １
－

２ 外源胆固醇的摄入对照射后ＣＲＣ细胞ＤＮＡ复制的影响

ＥｄＵ增殖检测评估ＣＲＣ细胞ＤＮＡ复制活跃的细胞数量 ， 标尺为 １ ２ ５ 口職 。

１ ０
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一

部分

３ ．体内实验研究胆固醇摄入对 ＣＲＣ 细胞放疗敏感性的影响 。

我们前两个结果显示 ， 在体外胆 固醇摄入会导致ＣＲＣ细胞的放疗敏感性降低 。 为

验证胆固醇在体 内对ＣＲＣ细胞放疗敏感性的影响 ， 我们进行 了裸 鼠皮下成瘤实验 。 实

验结果显示 ， 给予胆固醇灌 胃 的小 鼠 ， 瘤子的重量明显大于单纯照射组 ， 同时瘤子的

照片也显示出胆固醇灌 胃组小 鼠有着更大的瘤体 （ 图 １
－

３Ａ－Ｂ ） 。 随后我们对瘤组织进

行 了免疫组织化学实验 ， 分析Ｋ ｉ
－６ ７和Ｐ２ ７的表达情况 。 结果显示 ， 照射小 鼠在给予胆

固醇灌 胃 后 ， 瘤组织中Ｋ ｉ
－

６ ７的表达明显增高 ， 而Ｐ
２ ７的表达明显降低 （ 图 １

－３ Ｃ ） 。

ＡＢ ＨＣＴ －８

｜

。 ９

印 。

，改 、」

Ｉ
° － ６

－

 ｉ ｒｆ

１
〇 ． ３

－

｜ ．
１■國ＰＲＤＤ

氣卜，

ｍ ＪＬｈ Ｉ ＊ ？ ｔ ｒｔ ．  —

Ｃ ＨＣＴ－８


ｎ ｏ
－ｃｏｎ

Ｃ ｏｎ Ｉ Ｒ Ｉ Ｒ＋ＴＣ° － ３
ｌ
－
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图 １
－３ 体 内实验研究胆固醇摄入对ＣＲＣ细胞放疗敏感性的影响

（ Ａ ）１ ２Ｇｙ ｙ射线照射后 ， 裸 鼠 的ＨＣＴ －

８瘤子重量 。 （ Ｂ ） １ ２Ｇ ｙ Ｙ射线照射后 ， 裸

鼠 的ＨＣＴ －

８瘤子照片 。 （ Ｃ ） 免疫组织化学实验评估ＨＣＴ －

８瘤子 中 Ｋ ｉ

－６ ７和 ｐ
２７的表达量 。

ＩＰＰ软件分析 ｐ２ ７阳性区域 。 实验统计学方法为学生 ｔ检验 ， 数据显示为平均值±标准差 ，

Ｐ＜０ ． ０ ５为有统计学意义 。

＊
Ｐ＜ ０ ． ０ ５ ，

＊ ＊ ＊
Ｐ＜ ０ ． ００ １ 。

１ １
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ＳＲＥＢＰ ｌ ／ＦＡＳＮ ／ｆｔＳ同醇轴促进结直肠癌的放疗抵抗

小 结

１ ．胆固醇摄入会促进受照的 ＣＲＣ 细胞 ＤＮＡ 复制 、 增殖和存活能力增加 。

２ ．胆固醇摄入会导致裸鼠 ＨＣＴ－８ 细胞的放疗敏感性降低 。

讨 论

肥胖 、 不 良饮食和过量饮酒是ＣＲＣ的危险因素
［
２０－２２

］
。 迄今为止 ， 已经有许多研

宄证明肥胖 、 不 良饮食和过量饮酒等因素与人体 内脂代谢的异常有
一

定关联 ［
２３

］
。 胆

固醇维持和营养细胞膜 ， 并有利于细胞膜的稳定 ； 此外 ， 胆固醇是多种物质 的前体 ，

这些物质对人体内稳态的调节至关重要
［
２４

］
。 另
一

方面 ， 胆固醇与如糖尿病 、 冠心病 、

认知功能下降 、 不孕症等有关 ［
２５

－２ ８
］

； 另外也会导致多种癌症的发生发展
［
２９

］
； 甚至

还会导致许多疾病的治疗失败如糖尿病的胰岛素抵抗 、 乳腺癌的 内分泌治疗抵抗 、 卵

巢癌的化疗抵抗等 ［
１ ５

，
３０

，３ １
］

。 然而迄今为止尚未有文章报道胆固醇对ＣＲＣ放疗敏感

性的影响 。

在这
一

部分研宄 中 ， 我们发现在体外实验中 ， 胆固醇的摄入会促进ＣＲＣ细胞在放

疗后的存活与增殖 ， 同时会促进ＣＲＣ细胞在放疗后ＤＮＡ复制更加活跃 。 这与先前研究

发现胆固醇会促进正常结直肠癌细胞的ＤＮＡ复制及细胞增殖相
一

致
［
１ ２

］
。 众所周知的

是 ， 放疗抵抗的表现之
一

是细胞的ＤＮＡ复制更加活跃 ， 细胞的增殖能力和生存能力更

强 。 因此 ， 我们的研宄显示出在体外实验中 ， 外源性的胆固醇使结直肠癌细胞的放疗

敏感性下降 。 而在体内实验中 ， 我们发现在放疗后胆固醇摄入的小 鼠有比单纯照射组

小 鼠更大的瘤体 、 更高的瘤重 。 在我们这
一

部分研究中 ， 由于小 鼠灌 胃胆固醇时间较

短 ， 小 鼠瘤体积及瘤重没有大幅度上升 ， 但是肿瘤增殖标志物水平差异明显 。 而 己经

有研宄证明小 鼠需胆固醇进行后４周循环胆固醇水平显著上升 ， 因此在这部分研究中

瘤重和瘤体没有大幅度上升很可能 由于单纯灌 胃胆固醇对于小 鼠循环胆固醇含量影

响较小 。

总之 ， 我们发现外源性胆固醇促进ＣＲＣ细胞获得性放疗抵抗 。 所有的证据都支持

胆固醇降低放疗的疗效 ， 并成为ＣＲＣ患者放疗的潜在隐患 。 也就是说 ， ＣＲＣ患者在放

疗期间应避免摄入过多 的胆固醇 。

１ ２
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

第二部分

第二部分 放疗对 ＣＲＣ 细胞中胆固醇含量影响的研究

迄今为止 ， 在临床上许多癌症的放疗失败大部分 由于放疗的副反应过大或者放疗

反应差 ， 而放疗的低反应会使患者需更高的放疗剂量 ， 从而大大增加 了放疗副反应的

风险 。 因此 ， 癌症患者对放疗的低反应对临床上放疗中断有很大的影响 。

放疗抵抗分为先天性的放疗抵抗和获得性的放疗抵抗 ［
１ ８

］
。 在第

一

部分中 ， 我们

发现外源性胆固醇的摄入会导致ＣＲＣ细胞获得性的放疗抵抗 。 研究显示部分ＣＲＣ细胞

的基因谱会导致其先天性的放疗抵抗
［
５

］
。 固醇反应元件结合蛋 白 （

ＳＲＥＢＰｓ
）家族是公

认的控制胆固醇的合成和摄入基因 ［
１ ６

］
， 而ＳＲＥＢＰ ｓ家族的失调在多种癌症中观察到并

被证明与癌症的发生发展相关 ［
１ ７

］
。 为明确胆固醇与ＣＲＣ先天性放疗抵抗的关系 ， 在

本部分研究中将会评估ＣＲＣ细胞放疗后细胞内胆固醇含量的变化以及调控胆固醇合

成相关基因 的表达变化 。

材料与方法

一

、 材料

试剂与仪器

试剂 ／仪器 ｜

品牌／厂家

组织细胞总胆固醇 （
ＴＣ

）酶法测定试剂盒北京普利莱基因技术有限公司

组织细胞甘油三酯 （
ＴＧ

）酶法测定试剂盒北京普利莱基因技术有限公司

引物 ＧＥＮＥＷＩＺ公司

ＴＲ Ｉｚｏ ｌ（ 总ＲＮＡ提取试剂 ）北京普利莱基因技术有限公司

氯仿


天津江天化技术有限公司


反转录试剂盒 宝 日 医生物技术有限公司

ＰＣＲ扩增仪 Ｂ ｉｏＲａｄ公司

荧光定量聚合酶链反应监测仪 Ｂ ｉｏＲａｄ公司

恒温金属浴 日 本亚斯旺株式会社

ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒ（Ｒｏｘ ） Ｒｏｃｈｅ公司

小 鼠来源ＧＡＰＤＨ单克隆抗体 Ｐｒｏｔｅ ｉｎｔｅｃｈ公司

小 鼠来源ＳＲＥＢＰ １ 单克隆抗体Ａｂｅａｍ公司

小 鼠来源ＦＡＳＮ单克隆抗体 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司

１ ３
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试剂 ，仪器 ｜

品牌／厂家
—

ＳＤＳ －ＰＡＧＥ凝胶制备试剂盒北京索莱宝公司

Ｒ ＩＰＡ裂解液 碧云天

５ ｘＴｒ ｉ ｓ
－甘氨酸电泳缓冲液北京索莱宝公司

ｌ 〇 ｘ电泳转移缓冲液 北京索莱宝公司

ｌ Ｏ ｘＴＢＳＴ缓冲液 北京索莱宝公司

５ ｘ蛋 白上样缓冲液 （含ＤＴＴ ）北京索莱宝公司

蛋 白Ｍａｒｋｅｒ 赛默飞公司

电泳仪 Ｂ ｉｏＲａｄ公司

电泳槽 Ｂ ｉｏＲａｄ公司

转膜仪 Ｂ ｉｏＲａｄ公司

凝胶成像系统 Ｂ ｉｏＲａｄ公司

ＰＶＤＦ膜 （ ０ ．４５ ｕｍ ）Ｍ ｉＨ ｉｐｏｒｅ公司

ＥＣＬ化学发光底物 （特超敏 ） Ｂ ｉｏｓｈａｒｐ公司

二、 实验方法

１ ． 细胞内总胆固醇或甘油三酯测定

１
）
用胰酶消化后吹打形成单细胞悬液 ， 均匀地接种于６孔板中 ， 后在细胞培养箱

中过夜 。

２
） 在细胞汇聚到 ５０％－７０％给予细胞６Ｇｙｙ射线照射 ， 随后更换为新鲜培养基然后

在细胞培养箱 中继续培养 。

３
） 在２４ｈ后用胰酶消化细胞 ， 随时观察细胞状态 。

４
） 细胞趋近于变圆时用相对应的培养基中和 ， 然后 ｌ ＯＯＯｒｐｍ离心 ５ｍ ｉｎ后弃去培

养基 ， 收集到 １ ． ５ｍＬ离心管中并用ＰＢＳ清洗两次 。

５
）ＰＢＳ最后

一

遍重悬后 ，

一

部分用于细胞计数 ， 剩余
一

部分离心收集后弃去ＰＢ Ｓ ，

然后加入组织细胞总胆固醇 （
ＴＣ

）
／ 甘油三酯 （

ＴＧ
）酶法测定试剂盒中 的细胞裂解液 。

６
） 冰上超声裂解细胞 ， 后静置 ｌ Ｏｍ ｉｎ 。

７
） 吸取上清到新的 １ ． ５ｍＬ离心管 ，

７０
°

Ｃ加热 １ ０分钟 。

８
） 离心 ， 然后取上清 。

９
） 根据每组间细胞数量的比例 ， 计算出相对的胆固醇或甘油三酯含量 。

１ ４
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第二部分

２ ． 实时定量ＰＣＲ实验

１
） 用胰酶消化吹成单细胞悬液后均匀地接种于 ６孔板中 ， 后在细胞培养箱中过

夜 。

２
） 在细胞汇聚到 ５０％－７０％更换新鲜培养基 ， 随后给予细胞６Ｇｙｙ射线照射 ， 然后

放入细胞培养箱中继续培养 。

３
） 在照射Ｏｈ 、 ０ ． ５ｈ 、 ２ｈ 、 ４ｈ 、 ６ｈ 、 ２４ｈ时细胞用遇冷ＰＢＳ清洗两次 ， 然后弃去ＰＢＳ 。

４
） 往６孔板中加入２００ｕ ｌ的Ｔｒｉｚｏ ｌ

（
总ＲＮＡ提取试剂 ） ，

４
°

Ｃ裂解 １ ５ｍ ｉｎ 。

５
） 反复吹打至细胞充分裂解 ， 裂解后将裂解液收集到 １ ． ５ｍ ｌ离心管中 。

６
）
加入 ｌ ＯＯｕｌ（

－２０

°

Ｃ预冷 ） 的氯仿 ， 剧烈振荡 ３ ０ｓ ， 然后室温静置 １ ５ｍ ｉｎ 。

７
）４

°

Ｃ下 １ ２０００ｒｐｍ离心 １ ５ｍ ｉｎ ， 收集上层清液至新的 １ ． ５ｍ ｌ离心管中 。

８
） 异丙醇沉淀 。

９
）４

°

Ｃ下 １ ２０００ｒｐｍ离心 １ ５ｍｉｎ ， 弃去上层清液 。

１ ０
） 加入７００ｕ ｌ的 ７ ５％乙醇 ， 然后轻轻弹起ＲＮＡ 。

１ １
）４

°

Ｃ 下 １ ２０００ｒｐｍ离心 １ ５ｍ ｉｎ ， 弃去上层清液 ， 然后待离心管中 的酒精完全挥发 。

１ ２
）
加入２０ｕ ｌ无菌无酶水溶解ＲＮＡ ， ＲＮＡ于－

８０

°

Ｃ保存 。

１ ３
） 反转ＲＮＡ成ｃＤＮＡ

，反转程序如下 ： ３ ７

°

Ｃ３ ０ｓ ， ８ ５

°

Ｃ５ ｓ 。 ｃＤＮＡ于－２０
°

Ｃ保存 ；

反转体系 （试剂于反转试剂盒中 ） 如下 ： ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ Ｂｕｆｆｅｒ ２ｕｌ ， ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｅｎｚｙｍｅ

０ ． ５ｕ ｌ ，Ｏ ｌ ｉｇｏｄＴ Ｐｒｉｍｅｒ０ ． ５ｕ ｌ ，Ｒａｎｄｏｍ６ｍｅｒｓ０ ． ５ｕｌ ，ＲＮＡ６ ． ５ｕ ｌ 〇

１ ４
） 获得的 ｃＤＮＡ用于实时定量ＰＣＲ实验检测基因表达 。 程序如下 ： ５０

°

Ｃ２ｍ ｉｎ ，

９ ５

°

Ｃｌ Ｏｍ ｉｎ ， ９５

°

Ｃ１ ５ ｓ ， ６０

°

Ｃｌｍｉｎ（ 于此步骤读取荧光 ） ， 至第三步重复４０个循环 ；

反转体系如下 ： ｌ Ｏｕ ｌ ＳＹＢＲ
，
上游引物０ ． ５ｕｌ ， 下游引物０ ． ５ｕｌ ， 双蒸水 ７ ． ５ｕｌ ， ｃＤＮＡ １ ． ５ｕＵ

１ ５
） 引物序列如下 ：

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（
５

ｆ
－３

ｆ

）

ＧＡＰＤＨ ｆｏｒｗａｒｄＧＧＡＧＣＧＡＧＡＴＣＣＣＴＣＣＡＡＡＡ丁

ｒｅｖｅｒｓｅＧＧＣＴＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣＴＴＣＴＣＡＴＧＧ

ＡＭＰＫ ｆｏｒｗａｒｄＴＴＧＡＡＡＣＣＴＧＡＡＡＡＴＧＴＣＣＴＧＣＴ

ｒｅｖｅｒｓｅＧＧＴＧＡＧＣＣＡＣＡＡＣＴＴＧＴＴＣＴＴ

ＳＲＥＢＰ２ ｆｏｒｗａｒｄＴＧＧＣＴＣＡＴＣＴＴＴＧＡＣＣＴＴＴＧＣ

ｒｅｖｅｒｓｅＧＣＧＣＣＡＧＧＡＧＡＡＣＡＴＧＧＴ

１ ５
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Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（
５

＾
－３ ^

ＨＭＧＣＲ ｆｏｒｗａｒｄＧＧＡＣＣＣＣＴＴＴＧＣＴＴＡＧＡＴ

ｒｅｖｅｒｓｅＣＣＡＣＣＡＡＧＡＣＣＴＡＴＴＧＣＴ

ＳＲＥＢＰ １ ｆｏｒｗａｒｄＡＣＡＧＴＧＡＣＴＴＣＣＣＴＧＧＣＣＴＡＴ

ｒｅｖｅｒｓｅＧＣＡＴＧＧＡＣＧＧＧＴＡＣＡＴＣＴＴＣＡＡ

ＦＡＳＮ ｆｏｒｗａｒｄＧＧＡＣＣＴＧＴＣＴＡＧＧＴＴＴＧＡＴＧＣ

ｒｅｖｅｒｓｅＴＧＧＣＴＴＣＡＴＡＧＧＴＧＡＣＴＴＣＣＡ

３ ． 蛋白免疫印迹实验

１
） 用胰酶消化吹成单细胞悬液后均匀地接种于 ６孔板 中 ， 后在细胞培养箱中过

夜 。

２
） 在细胞汇聚到 ５０％－７０％更换新鲜培养基 ， 随后给予细胞６Ｇｙｙ射线照射 ， 然后

放入细胞培养箱 中继续培养 。

３
） 在照射Ｏｈ 、 ０ ． ５ｈ 、 ２ｈ 、 ４ｈ 、 ６ｈ 、 ２４ｈ时细胞用遇冷ＰＢＳ清洗两次 ， 然后弃去ＰＢＳ 。

４
） 配置裂解液为ＲＥＰＡ细胞组织裂解液 ： ＰＭＳＦ蛋 白酶抑制剂 （ １ ００ ：１ ） 。 往六

孔板中加入裂解液 ， 冰上裂解细胞提取蛋 白 。

５
） 在冰上裂解２０分钟后 ， 收集裂解液至 １ ． ５ｍ ｌ离心管 中 。

６
）４

°

Ｃ下 １ ２０００ｒｐｍ离心２０ｍ ｉｎ ， 收集上清液 。

７
） 按上清液 ： ５ ｘ蛋 白上样缓冲液为４ ：１配置蛋 白样品 。

８
） 将配置好的蛋 白 样 品在 １ ００

°

Ｃ 下煮沸 １ ５ｍ ｉｎ使蛋 白变性 ， 蛋 白样 品保存至 －

８０

。

。 。

９
） 配置分离胶和浓缩胶 ， 分离胶的选择为 ： ＦＡＳＮ蛋 白为 ８％浓度 ， ＳＲＥＢＰ １ 、

ＧＡＰＤＨ为 １ ０％浓度 。

１ ０
）
上样时根据 目 的蛋 白分子量选择相应的蛋 白ｍａｒｋｅｒ ， 注意上样时在无ｍａｒｋｅｒ

的
一

侧同样上
一

个样以使获得的 目 的条带整齐处于同
一

水平上 。

１ １
） 电泳时间 ： 浓缩胶为 ８０Ｖ

（
３０ｍ ｉｎ

） ，分离胶为 １ ２０Ｖ （ ９０ｍ ｉｎ ） 。 电泳过程中动态

观察 电泳状况 。

１ ２
） 在电泳结束后 ， 根据ｍａｒｋｅｒ收集 目 的蛋 白分子量所在分离胶 ， 然后放于湿转

电泳夹上 ， 随后裁取相应大小的ＰＶＤＦ膜 （ 甲醇激活 １ ０ｓ ） 后覆盖于分离胶上 。 注意观

察胶与膜之间是否有气泡 ， 必须在无气泡后合上湿转夹 。 从黑色那面起为海绵一三层

１ ６
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滤纸 ＰＶＤＦ膜凝胶一三层滤纸 海绵 。 转膜夹黑面对应槽的黑面 ， 夹的 白面对应槽

的红面 。

１ ３
） 转膜过程需在冰上进行 ， 确保转膜中转膜液温度不过高 。 湿转时 间为 ２００毫

安 ９０ｍ ｉｎ 。 动态观察确保转膜过程顺利进行 。

１ ４
） 转膜完成后取出 ＰＶＤＦ膜 ， 然后用 ５％Ｂ ＳＡ在 ３ ７ Ｔ： 下摇床上封闭 ｌ ｈ 。

１ ５
）ＰＶＤＦ膜在 ４ １： 下用配置好的

一

抗在摇床上孵育过夜 。

１ ６
） 用 ｌ

ｘＴＢＳＴ洗膜３次 ， 每次 １ ５ｍ ｉｎ 。

１ ７
）ＰＶＤＦ膜在 ３ ７

°

Ｃ 下用配置好的
一

抗在摇床上孵育 ｌ ｈ 。

１ ８
） 用 ｌ

ｘＴＢ ＳＴ洗膜 ３次 ， 每次 １ ５ｍ ｉｎ 。

１ ９
） 用配置好的显影液Ａ ： Ｂ为 １ ：１在成像系统下显影 。

４ ．ＣＣＬＥ及ＫＭ－

ｐ ｌｏ ｔｔｅ ｒ数据库分析

１
） 从ＣＣ ＬＥ数据库 中搜索关键词为 ＳＲＥＢＦ １ 、 ＳＲＥＢＦ２ 、 ＦＡＳＮ 、 ＨＭＧＣ Ｒ在各个

细胞系 中 的基础表达量 。 下载后筛 出 ＨＣＴ －

８ 、 ＨＴ －２ ９中基因 的表达量 ， 用 Ｐｒ ｉ ｓｍ软件做

成热图 。

２
）从ＫＭ－

ｐ ｌ ｏｔ ｔｅｒ中搜索关键词为 ＳＲＥＢＦ １ 及Ｒｅｃ ｔｕｍａｄｅｎｏｃ ａｒｃ ｉ ｎｏｍａ的生存 曲线

图 ， 观察 ＳＲＥＢ Ｆ １ 的表达对直肠癌中病人生存的影响 。

实验结果

１ ．放疗对 ＣＲＣ 细胞内胆固醇的合成的影响

在第
一

部分中 ， 我们发现外源性的胆固醇摄入会导致ＣＲＣ细胞的获得性的放疗抵

抗 。 为 了研究胆固醇是否与 ＣＲＣ先天性的放疗抵抗的关系 ， 我们通过试剂盒评估 了照

射后 ＣＲＣ细胞中 的总胆固醇水平 。 实验结果显示 ， 照射后 ２４ｈ胆固醇的含量明显上升

（ 图 ２
－

１ ） 。

广４ 〇 〇
ｉ
■〇 ｈ ５ ００

＊

１ 

＿ 〇 ｈ

￣

＾ ２ ４ ｈ ￡ ２４ ｈ

１
｜

３０。
．

｜ ｆ
４ ００

＇

ｉ ｆ－ ！ｉＰ
３ ００

＇

！
－

５ ＾
２ ０ ０

－Ｉ

ｉ ＾
ｏ ｏ

－

■ ＆
；

：

。
丨 ＿卜

〇
丨 ＿＿

图 ２ －

１ 放疗对ＣＲＣ细胞内胆固醇的合成的影响

１ ７
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Ｓ ＲＥＢ Ｐ １ ／ＦＡ ＳＮ／胆 同醇轴促进结 直肠癌的放疗抵抗

总胆固醇检测试剂盒评估照射后 ２４ｈ在ＨＣＴ － ８和ＨＴ －２ ９中 的总胆固醇含量 。 实验统

计学方法为学生 ｔ检验 ， 数据显示为平均值±标准差 ， Ｐ＜０ ． ０ ５ 为有统计学意 义 。

＊ ＊
Ｐ＜

０ ＿ ０ １ ，

＊ ＊叩＜ （ ） ． 〇〇 ］ 。

２ ．放疗对 ＨＣＴ－８ＣＲＣ 细胞内胆固醇合成相关基因表达的影响

我们证明照射后胆固醇的含量在Ｃ ＲＣ细胞中升高 。 基于此 ， 我们从转录水平检测

了 与 胆 固 醇 合 成 相 关 的 基 因 的 表 达 情 况 。 实 验 结 果 显 示 在 ＨＣＴ －

８ 中 ， 照 射 后

ＡＭＰＫ
（
ＳＲＥＢ Ｐ ｓ家族的 负调节因子 ， 抑制胆固醇合成 ）快速下降 （ 图 ２ －

２ Ａ ）
，
与上述结

果相统
一

。 因此 ， 我们检测 了 
ＳＲＥＢ Ｐ ｓ家族的表达情况 。 结果显示 ＳＲＥＢ Ｐ １及其下游基

因 ＦＡＳＮ在照射 后 ６ｈ 内 有
一

个快速响 应 的过程且表现 出 上升 的趋势 ， 相 反 的是 ，

Ｓ ＲＥＢ Ｐ２及其下游基因 ＨＭＧＣＲ则快速下降 （ 图 ２ －

２ Ｂ －Ｄ ） 。 为 丫 明确 ＳＲ ＥＢＰ １ 及其下游

基因 ＦＡ ＳＮ的反应 ， 我们在照射后 ２４ｈ检测 了它们的表达情况 。 结果显示ＳＲＥＢ Ｐ １及其

下游基因 ＦＡ ＳＮ在照射后 ２４ｈ保持 了升高的情况 （ 图 ２ －２ Ｆ －Ｇ ） 。 随后我们通过蛋 白 免疫

印迹实验检测验证分别验证 了 ＳＲＥＢ Ｐ １ 及 ＦＡ ＳＮ在 ６ｈ 内 蛋 白 水平的变化 （ 图 ２ －２Ｈ ） 和

ＳＲＥＢＰ １在２４ｈ蛋 白水平的变化 （ 图 ２ －

２１ ） 。
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图 ２
－２ 放疗对ＨＣＴ－８ＣＲＣ细胞内胆固醇合成相关基因表达的影响

（ Ａ －Ｅ ）６Ｇｙ ｙ射线照射后 ， 通过实时定量ＰＣ Ｒ检测ＨＣＴ －

８细胞中ＡＭＰＫ 、 ＳＲＥＢＰ １ 、

ＦＡＳＮ 、 ＳＲＥＢ Ｐ２ 、 ＨＭＧＣＲ在 ０ 、 ０ ． ５ 、 ２ 、 ４ 、 ６ｈ的表达情况 。 （ Ｆ
－Ｇ ）６Ｇｙｙ射线照射

１ ８
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后 ， 通过实时定量ＰＣＲ检测ＨＣＴ －

８细胞中 ＳＲＥＢＰ １及ＦＡＳＮ在２４ｈ的表达情况 。
（
Ｈ

）
６Ｇｙ

Ｙ射线照射后 ， 通过蛋 白免疫印迹实验检测ＨＣＴ －

８细胞中 ＳＲＥＢＰ １及ＦＡＳＮ在 ０ 、 ０ ． ５ 、 ２ 、

４ 、 ６ｈ的表达情况 。 （ Ｉ ）６Ｇｙ ｙ射线照射后 ， 通过蛋 白 免疫印迹实验检测ＨＣＴ －

８细胞中

ＳＲＥＢＰ １在２４ｈ的表达情况 。 实验统计学方法为学生 ｔ检验 ， 数据显示为平均值±标准差 ，

Ｐ＜０ ． ０５为有统计学意义 。

＊
Ｐ＜ ０ ． ０ ５ 。

３ ．放疗对 ＨＴ－２ ９ＣＲＣ 细胞 内胆固醇合成相关基因表达的影响

我们在ＨＣＴ －

８ 中检测 了胆固醇合成相关基因 的表达 ， 为 明确ＨＣＴ －

８中 的检测结果 ，

我们在ＨＴ －２９ 中检测 了 ＡＭＰＫ 、 ＳＲＥＢ Ｐ １ 和 ＦＡ ＳＮ的表达情况 。 实验结果显示在ＨＴ －２ ９

中 ， 照射后ＡＭＰＫ快速下降 （ 图 ２ －

３Ａ ） 而 ＳＲＥＢＰ １及其下游基因 ＦＡ ＳＮ在照射后 ６ｈ内有

一

个快速响应的过程且表现 出上升的趋势 （ 图 ２ －

３ Ｂ －Ｃ ） 。 并 ＳＲＥＢＰ １ 及其下游基因

ＦＡ ＳＮ在照射后 ２４ｈ保持 了升高的情况 （ 图 ２ －

３ Ｄ －Ｆ ） 。
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图 ２ －３ 放疗对ＨＴ －２９ＣＲＣ细胞内胆固醇合成相关基因表达的影响

（ Ａ －Ｂ ） ６Ｇｙ Ｙ射线照射后 ， 通过实时定量ＰＣＲ检测ＨＴ －２９细胞中ＡＭ ＰＫ 、 ＳＦＬＥＢ Ｐ １ 、

ＦＡＳＮ在 ０ 、 ０ ． ５ 、 ２ 、 ４ 、 ６ｈ的表达情况 。 （ Ｄ－Ｅ ）６Ｇ ｙ ｙ射线照射后 ， 通过实时定量ＰＣＲ

检测ＨＴ －２９细胞中 ＳＲＥＢ Ｐ １ 及ＦＡ ＳＮ在 ２４ｈ的表达情况 。 （ Ｆ ）６Ｇｙ ｙ射线照射后 ， 通过蛋

白免疫印迹实验检测ＨＴ －

２９细胞中 ＳＲＥＢＰ １在２４ｈ的表达情况 。 实验统计学方法为学生

１ ９
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ｔ检验 ， 数据显示为平均值±标准差 ， Ｐ＜０ ． ０ ５为有统计学意义 。

＊ ＊ ＊
Ｐ＜ ０ ． ００ １ 。

４ ．放疗对 ＣＲＣ 细胞中甘油三酯的影响 。

由于 ＳＲＥＢＰ １及其下游基 ｌ
ｉ

ｌ
ＦＡ ＳＮ主要控制脂肪酸的合成 ， 因此我们在照射后 ２４ｈ

检测 了 
ＨＣＴ－８和 ＨＴ －

２ ９中廿油三酯的含量 。 结果显示 ， 照射后 ２４ｈ甘油三脂的含量明显

Ｋ降 （ 图 ２
－４ ） 。 结果提示在照射后甘油三酯合成并没有被激活 。
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图 ２４ 放疗对ＣＲＣ细胞 内甘油三酯的合成的影响

甘油三酯检测试剂盒评估照射后 ２４ｈ在ＨＣＴ －

８和ＨＴ －２ ９中 的甘油三酯含量 。 实验统

汁学方法为学生 ｔ检验 ， 数据显示为平均值±标准差 ， Ｐ＜０ ． ０ ５为有统计学意义 。

＊ ＊ ＊
Ｐ＜

０ ． ００ １〇

５ ．ＣＣＬＥ 中正常 ＣＲＣ 细胞中 ＳＲＥＢＰ １ 、 ＳＲＥ Ｂ Ｐ２ 、 ＦＡＳＮ 、 ＨＭＧＣＲ 的表达情况

及 ＳＲＥＢＰ １ 的表达与直肠癌病人生存期的关系 。

上述结果发现在照射情况下 ＳＲＥＢＰ １和 ＦＡ ＳＮ的表达和胆固醇的合成正相关 。 由于

ＪＪ
Ｉ

丨 Ｎ醇的合成主要 由 ＳＲＥＢＰ２和其下游基因ＨＭＧＣＲ调控 ， 因此我们通过ＣＣ ＬＥ数据库

查询正常Ｃ ＲＣ细胞中 Ｓ ＲＥＢ Ｐ １ 、 ＳＲＥＢ Ｐ２ 、 ＦＡ ＳＮ 、 ＨＭＧＣＲ的表达情况 。 实验结果显示

虽然 ＳＲＥＢ Ｐ２ ／ＨＭＧＣＲ和 Ｓ Ｒ ＥＢ Ｐ ｌ
ｉ＾Ｈ ＣＴｄ和 ＨＴ －２ ９屮 高表达 ， 但 ＦＡ ＳＮ在两株细胞系 屮

明显低表达 ， 暗示 ＳＲ Ｅ Ｂ Ｐ １ ／ＦＡ ＳＮ信号正常的 Ｃ ＲＣ细胞屮 处于非激活状态 （ 图 ２ －

５Ａ ） 。

临床上 ， ＣＲＣ病人中接受放疗的病 人 以直肠癌病人为 主 ， 因此我们通过ＫＭ －

ｐ
ｌ ｏ ｔ ｔｅ ｒ分

析 了 ＳＲ ＥＢ Ｐ １ 的表达与临床上直肠癌病人总体生存的关 系 。 分析结果显示 ， ＳＲＥＢ Ｐ １高

表达的直肠癌病人总体生存期更短 （ 图 ２ －

５Ｂ ） 。

２ ０
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 （
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）

图 ２ －５ ＣＣＬＥ中 ＣＲＣ细胞中 ＳＲＥＢＰ ｌ 、 ＳＲＥ Ｂ Ｐ２ 、 ＦＡＳＮ 、 ＨＭＧＣＲ的表达情况及ＳＲＥＢＰ １的表达

与直肠癌病人生存期的关系 。

（ Ａ） 通 过ＣＣ ＬＥ （
ｈ ｔ ｔ

ｐ ｓ ： ／／ｐｏ
ｒｔａ ｌ ｓ ． ｂ ｒｏａｄ ｉｎ ｓ ｔ ｉ ｔｕ ｔｅ ． ｏ ｒｇ／ｃ ｃ ｌ ｅ

） 分 析ＳＲＥＢＰ １ ／ＦＡＳＮ和

ＳＲＥＢ Ｐ２ ／ＨＭＧＣ Ｒ在ＨＣＴ －

８和 ＨＴ －２ ９细胞系 中 的基础表达情况 。 颜色深度表示表达的强

度 。 （ Ｂ ） 直肠腺癌患者总生存期的Ｋａｐ ｌ ａｎ
－Ｍ ｅ ｉ ｅｒ分析 （

ｈｔ ｔｐ ： ／／ｋｍｐ ｌ ｏ ｔ ． ｃｏｍ／ａｎ ａ ｌ ｙｓ ｉ ｓ／
）

。

小 结

１ ．放疗后 ＣＲＣ 细胞中胆固醇合成増加 。

２ ．ＳＲＥＢＰ １ ／ＦＡＳＮ 信号在照射后激活 ， 并与胆固醇合成也增加 。

讨 论

最近的
一

项研究报道 ， 低剂量空间辐射可能会诱发癌变 ， 而在肺中 ， 这种低剂量

辐射会导致胆固醇合成增加 ［
３ ２

］
。 与此同时 ， 我们 的研究结果显示 ， 照射 ２４小时后 ，

ＣＲＣ细胞ＨＣＴ －

８和ＨＴ －

２ ９的 内源性胆固醇升高 。 我们在第
一

部分证明外源性胆固醇的

摄入会导致ＣＲＣ细胞的获得性放疗抵抗 。 上述结果暗示照射后早期 内源性胆固醇积 累

可能是ＣＲＣ细胞的先天性放疗抵抗的原 因 。

研究显示 ， 基 因在 ６ｈ 内快速应答的很有可能是调控该通路的关键相应基因 ［
３ ３

］
。

传 统 观 点 认 为 ， ＳＲＥＢＰ２ ／ＨＭＧＣＲ 信 号 是 胆 固 醇 合 成 的 主 要 调 节 因 子 ， 而

ＳＲＥＢ Ｐ １ ／ＦＡＳＮ信号在各种癌症 中调节脂肪酸合成
［

１ ６
］

。 最近 ， 越来越 多 的研宄报道

ＳＲＥＢＰ １ ／ＦＡＳＮ信号在特定条件下也参与胆固醇的合成
［
３４

，３ ５
］

。 因此 ， 我们在本研宄

中评估 了 
ＳＲＥＢ Ｐ２ ／ＨＭＧＣＲ和 ＳＲＥ Ｂ Ｐ １ ／ＦＡ ＳＮ信号通路在结直肠细胞ＨＣＴ －

８和ＨＴ －２９中

的表达 。 有趣的是 ， 在照射刺激后 ６小时 内 ， Ｃ ＲＣ细胞中 ＳＲＥＢＰ １ ／ＦＡ ＳＮ信号被激活 ，

而不是 ＳＲＥＢ Ｐ２／ＨＭＧＣＲ信号 ， 这表明 ＳＲＥＢ Ｐ １ ／ＦＡ ＳＮ通路对照射具有快速 、 直接的应

答作用 。 由于结果显示 ＳＲＥＢ Ｐ １ ／ＦＡ ＳＮ在照射激活后 ６ｈ内 的短时间 内 未
一

直上升 ， 因

２ １



第二部分


ＳＲＥＢＰ １ ／ＦＡＳＮ ／胆固醇轴促进结直肠癌的放疗抵抗

此为 了 进
一

步 明 确 ＳＲＥＢＰ １ ／ＦＡＳＮ在 照射后 的长时 间表达情况 ， 我们在 ２４ｈ检测

ＳＲＥＢＰ １ ／ＦＡＳＮ的表达情况。 我们发现ＳＲＥＢＰ １ ／ＦＡＳＮ在２４ｈ后依 旧保持高表达 。 ＣＣＬＥ

分析显示在未受刺激时ＳＲＥＢＰ １和 ＳＲＥＢＰ２在ＨＣＴ－

８和ＨＴ－２９细胞系 中均有高基础表达 ；

但它们的下游基因ＦＡＳＮ和ＨＭＧＣＲ表现出不 同的基础表达水平 。 ＳＲＥＢＰｓ家族作为转

录因子 ， 在激活后 以核定位依赖的方式发挥其功能 ［
３ ６

］
， 这部分表现在其下游基因在

转录水平上的上调 。 因此 ， ＣＣＬＥ的结果提示ＳＲＥＢＰ １可能位于ＨＣＴ－

８和ＨＴ－２９细胞株

的细胞质 中 ， 导致ＳＲＥＢＰ １ ／ＦＡＳＮ信号通路正常ＣＲＣ细胞中未激活 。

综上所述 ， 我们发现放疗会促进ＣＲＣ细胞内源性胆固醇合成增多 ， 这可能与部分

ＣＲＣ先天性放疗抵抗有关 。 同时 ＳＲＥＢＰ １ ／ＦＡＳＮ信号会在放疗后被激活 ， 并与胆固醇

的合成增加有关 。

２２



ＳＲＥＢＰ １ ／ＦＡＳＮ／胆固醇轴促进结直肠癌的放疗抵抗


第三部分

第三部分 ＳＲＥＢＰ １ 对 ＣＲＣ 细胞放疗敏感性影响的研究

在第二部分研宄中我们发现ＳＲＥＢＰ １对放疗会快速响应并其表达与ＣＲＣ细胞内胆

固醇的水平成正相关 。 为 了 明确在照射情况下 ＳＲＥＢＰ １与胆固醇合成的关系 ， 以及它

们与ＣＲＣ先天性放疗抵抗的关系 。 因此 ， 我们通过沉默ＳＲＥＢＰ １来探究 ＳＲＥＢＰ １是否通

过影响胆固醇的合成来影响ＣＲＣ细胞的先天性放疗抵抗 。

材料与方法

一

、 材料

试剂与仪器

试剂／仪器 ｜

品牌／厂家

ＲＦｅｃｔｓ ｉＲＮＡＡｎｉＲＮＡ 转染试齐 ！Ｊ



常州百代生物科技股份有限公司


扰ＲＮＡ广州锐博生物技术有限公司
^

小 鼠来源ｐ
－

ａｃｔｉｎ单克隆抗体 Ｐｒｏｔｅ ｉｎｔｅｃｈ公司

流式细胞仪


ＢＤ公司


Ａｎｎｅｘ ｉｎＶ－ＦＩＴＣ／ＰＩ细胞凋亡检测试剂盒ＢＤ公司


二、 实验方法

注 ： 以下实验都选用ＣＲＣ细胞ＨＣＴ－８进行实验

１ ． 细胞转染

１
） 用胰酶消化吹成单细胞悬液后均匀地接种于 ６孔板中 ， 后在细胞培养箱 中过

夜 。

２
） 在 细 胞 汇 聚 到 ３０％－

５ ０％ 准 备 转 染 ， 小 干 扰 ＲＮＡ 序 列 ： ５
’

－

ＡＡＧＡＣＡＧＣＡＧＡＵＵＵＡＵＵＣＡＧＣＵＵＵＧ－

３
５

〇

３
） 首先在

一

个 １ ． ５ｍｌ离心管中加入２ ５０ｕｌ的无血清无双抗的 １ ６４０培养基和 １ ０ｕ ｌ的

转染试剂 ， 混匀后室温孵育 ５ｍ ｉｎ
； 同时在另

一

个 １ ． ５ｍｌ离心管中加入２５０ｕｌ的无血清无

双抗的 １ ６４０培养基和 ６ ． ５ｕｌ的小干扰ＲＮＡ ， 混匀后室温孵育 ５ｍ ｉｎ 。 随后将含有转染试剂

的培养基全部加入到含有小干扰ＲＮＡ的培养基中 ， 轻轻混匀后室温孵育２０ｍ ｉｎ 。

４
） 将６孔板中 的培养基弃去更换新鲜的含有血清的无双抗的 １ ６４０培养基２ ． ５ｍ ｌ ，

２３



第三部分


ＳＲＥＢＰ １ ／ＦＡＳＮ／Ｗ 闶醇轴促进结直肠癌的放疗抵抗

随后将上述混匀后的培养基按每孔 ５００Ｕ１加入到 ６孔板中 。

５
） １ ５

－２４ｈ后通过实时定量ＰＣＲ和蛋 白免疫印迹实验检测转染效率 。

２． 细胞内总胆固醇测定

１
）
用胰酶消化吹成单细胞悬液后均匀地接种于 ６孔板中 ， 后在细胞培养箱 中过

夜 。

２
）
在细胞汇聚到 ３０％－

５０％时进行转染实验 。

３
） １ ５ －２４ｈ后给予细胞６Ｇｙｙ射线照射 ， 随后更换为新鲜培养基然后在细胞培养箱

中继续培养 。

４
）２４ｈ后按照第二部分研究方法检测细胞 内总胆固醇含量 。

３ ．ＣＣＫ－８增殖检测实验和克隆形成实验

１
） 用胰酶消化吹成单细胞悬液后均匀地接种于 ６孔板中 ， 后在细胞培养箱中过

夜 。

２
） 在细胞汇聚到 ３ ０％ －

５ ０％时进行转染实验 。

３
）１ ５ －２４ｈ后给予细胞６Ｇｙｙ射线照射 ， 随后更换为新鲜培养基然后在细胞培养箱

中继续培养 。

４
）２４ｈ后 按照第

一

部分研 究方法进行 ＣＣＫ－

８实验和 克 隆形成实验检测沉默

ＳＲＥＢＰ １后对ＣＲＣ细胞放疗敏感性影响的研究 。

４． 流式细胞术实验

１
）
用胰酶消化吹成单细胞悬液后均匀地接种于 ６孔板中 ， 后在细胞培养箱中过

夜 。

２
） 在细胞汇聚到 ３０％ －

５ ０％时进行转染实验 。

３
） １ ５

－２４ｈ后给予细胞６Ｇｙｙ射线照射 ， 随后更换为新鲜培养基然后在细胞培养箱

中继续培养 。

４
）
在２４ｈ后用无ＥＤＴＡ的胰酶消化细胞 ， 随时观察细胞状态 。

５
）
细胞趋近于变圆时用相对应的培养基中和 ， 然后 ２０００ｇ离心 ５ｍ ｉｎ后弃去培养

基 ， 收集到 １ ． ５ｍＬ离心管 中并用预冷ＰＢＳ清洗两次 。

６
） 用 ３００ｕｌ的Ｂ ｉｎｄｉｎｇ

ｂｕｆｆｅｒ重悬细胞 。

７
）
加入 ５ｕｌ的Ａｎｎｅｘ ｉｎＶ－ＦＩＴＣ后混匀 ， 室温避光孵育 １ ５ｍ ｉｎ 。

８
）在上机前 ５ １１１ 丨 １１加入 ５ １１１的？ １ ， 同时在上机前加入２０〇１１ １的所 １１ （？呢 １）１＾『６１

＇

。

２４



ＳＲＥＢ Ｐ １ ／ＦＡＳＮ ／胆固醇轴促进结直肠癌的放疗抵抗


第三部分

９
） 注意在实验过程 中设置空 白对照和Ａｎｎｅｘ ｉｎＶ Ｆ ＩＴＣ及Ｐ Ｉ单染组 。

５ ．Ｃ ａｓｐ ａｓｅ
－６表达检测

１
）
用胰酶消化吹成单细胞悬液后均匀地接种于 ６孔板中 ， 后在细胞培养箱 中过

夜 。

２
） 在细胞汇聚到 ３ ０％－

５ ０％时进行转染实验 。

３
） １ ５

－２４ｈ后给予细胞 ６Ｇｙｙ射线照射 ， 随后更换为新鲜培养基然后在细胞培养箱

中继续培养 。

４
）２４ｈ后通过蛋 白 免疫印迹实验检测 Ｃ ａ ｓｐａ ｓｅ

－６的表达情况 。

实验结果

１ ．ＳＲＥＢＰ １ 对 ＣＲＣ 细胞放疗后胆固醇合成的影响 。

我们检测 了沉默 ＳＲＥＢＰ １ 的ＣＲＣ细胞在放疗后细胞 内 的胆固醇水平 。 实验结果显

示 ， 转染小感染ＲＮＡ后 ＳＲＥＢＰ １ 及其下游ＦＡＳＮ的表达 明显下 降 （ 图 ３
－

１Ａ－Ｃ ） 。 随后

我们通过试剂盒检测细胞 内 总胆固醇含量 ， 发现沉默 ＳＲＥＢＰ １抑制 了 
ＣＲＣ细胞照射后

胆固醇的合成 （ 图 ３
－

１Ｄ ） 。

Ａ Ｂ０ Ｄ■ ＞ Ｃ ｏｎ

■

５１ ＇ ５

１
－ Ｓ Ｒ^ Ｅ Ｂ Ｐ ，〇１ －

气
－ 加 Ｓ Ｉ ＳＲ Ｅ Ｂ Ｐ １

＿＿＿二±＿
＿

５４０
１ ： Ｉ＾ｓ ｒ ｅｂｐｉ

ｇ－

ｊ

－
＾－§

＊ ａ ＳＲ

！．

Ｂ Ｐ １

ＳＲＥ Ｂ Ｐ １ｍｍｍｒｎ １ ３２ｋｄ２４５０
－

▲
Ｓ－ １〇

■＾？１？３６０
－

＊

了

Ｉｐｉ—
二：：＾二

＾

｜ ｜
２

鑫

Ｉ■ ，
．

，！ＩＸｐ
－ａｃｔ ｉ ｎ ＞ ，

， ，

４ ２ ｋｄ
°９０

－

■Ｓ
，

１ｏ
１＿＿ｉＪ＿＿ 〇

ｉ

ｍｍ

图 ３ －

１ＳＲＥＢＰ ｌ对ＣＲＣ细胞放疗后胆固醇合成的影响

（ Ａ －Ｂ ） 用 实时定量ＰＣＲ实验检测转染靶向 ＳＲＥＢ Ｐ １ 的 ５ｎＭ小干扰ＲＮＡ后 ＳＲＥＢＰ １

和 ＦＡ ＳＮ的表达情况 。 （ Ｃ ） 用 蛋 白 免疫印迹实验检测转染靶向 ＳＲＥＢＰ １ 的 ５ｎＭ小干扰

ＲＮＡ后 ＳＲＥＢ Ｐ １ 和ＦＡ ＳＮ的表达情况 。 （ Ｄ ） 沉默 ＳＲＥＢＰ １ 的ＣＲＣ细胞在照射后 ２４ｈ细胞

内 的总胆固醇水平 。 实验统计学方法为学生 ｔ检验 ， 数据显示为平均值±标准差 ， Ｐ＜０ ． ０ ５

为有统计学意义 。

＊
Ｐ＜ 〇 ． 〇 ５ ，

＊ ＊
Ｐ＜ ０ ． ０ １ ，＊ ＊ ＊

Ｐ＜ ０ ． ００ １ 。

２ ．ＳＲＥＢＰ １ 对 ＣＲＣ 细胞放疗后增殖的影响 。

我们通过ＣＣＫ－

８和克隆形成实验评估照射后ＣＲＣ细胞的增殖能力 。 实验结果显示 ，

２ ５



第三部分


Ｓ ＲＥＢ Ｐ 丨 ／ＦＡ ＳＮ ／胆 同醇轴促进结ａ肠癌 的放疗抵抗

沉默ＳＲＥＢＰ １ 使ＣＲＣ细胞在照射后的增殖能力 明显降低 （ 图 ３
－２Ａ －Ｂ ） 。

Ａ
１ ２ Ｂ〇
１ ■＊  ｜Ｒ ｇ

－
＇ Ｒ＾ ｒ ｅ ｂｐ ．

＾ｆ
一

０ １ ２３

Ｄａ
ｙ
ｓａ ｆｔｅｒ  ｉ ｒｒａｄ ｉ ａ ｔ ｉ ｏｎ

图 ３ －２ＳＲＥＢＰ ｌ对ＣＲＣ细胞放疗后増殖的影响

（ Ａ－Ｂ ） 通过ＣＣＫ－

８
（
Ａ

）和克隆形成 （
Ｂ

）实验 ， 评估在有或没有 ｓ ｉ ＳＲＥＢ Ｐ ｌ干扰的情

况下照射后的ＨＣＴ －

８细胞的增殖能力 。 实验统计学方法为学生 ｔ检验 ， 数据显示为平均

值±标准差 ， Ｐ＜０ ． ０５为有统计学意义 。

＊ ＊ ＊
Ｐ＜ ０ ． ００ １ 。

３ ．ＳＲＥＢＰ １ 对 ＣＲＣ 细胞放疗后凋亡的影响 。

我 们 进行流式细胞术检测 凋 亡细 胞和 蛋 白 免疫 印 迹 实验检测 凋 亡执 行 蛋 白

Ｃ ａｓｐａｓｅ
－６ 。 实验结果显示 ， 实验结果显示 ， 沉默 ＳＲＥＢ Ｐ 丨 使ＣＲＣ细胞在照射后凋亡的

细胞明显增 多 （ 图 ３
－

３ Ａ ） 。 同时 ， 沉默 ＳＲＥＢＰ １ 使Ｃ ＲＣ细胞 中 Ｃ ａｓｐａ ｓｅ
－６的表达在照射

后 明显升高 （ 图 ３
－

３ Ｂ ） 。 总之 ， 沉默ＳＲＥＢ Ｐ １ 会促进ＣＲＣ细胞放疗后的凋亡 。

ＡＣｏｎ Ｉ Ｒ Ｉ Ｒ＋ｓ ｉ Ｓ ＲＥＢＰ １巳

ｗｒｉ＾
Ｉ Ｒ＿＋ ＋

ｓ ｉ Ｓ ＲＥ Ｂ Ｐ ｌ－

 ＋

－

Ｃａｓ ｐ ａ ｓｅ＾
？… 一

綱

Ｊ＾
丨

＾ （

３ ａｃ ｔｍ ｍｍｍ ａ ■—，＿ ＿ ４ ２ ｋｄ

＾ｍ１＾＾＾ ｉ？
，＾ ２３ ３ ｉ ？

？

＊＾＾？
＊

 ３



Ｆ Ｌ １ Ａ


ＦＬ１
－Ａ


Ｆ Ｌ １
－Ａ


Ａ ｎ ｎｅ ｘ ｉ ｎ Ｖ Ｆ Ｉ
Ｔ Ｃ

图 ３ －３ＳＲＥ Ｂ Ｐ ｌ对ＣＲＣ细胞放疗后凋亡的影响

（
Ａ

）流式细胞术评估在有无 ｓ ｉ Ｓ Ｒ ＥＢ Ｐ ｌ 十扰的情况下照射后的ＨＣＴ －

８细胞凋亡的数

量 。
（
Ｂ

）蛋 白 免疫印迹实验检测在有无 ｓ ｉ ＳＲＥＢ Ｐ ｌ干扰的情况下照射后 的ＨＣＴ －８细胞 中

凋亡执行蛋 白 Ｃ ａ ｓｐａ ｓ ｅ
－

６表达量 。

２ ６
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第三部分

小 结

１ ．沉默 ＳＲＥＢＰ１ 抑制放疗后 ＣＲＣ 细胞胆固醇合成。

２ ．沉默 ＳＲＥＢＰ１ 提髙了ＣＲＣ 细胞的放疗敏感性 。

讨 论

详细 内容见第四部分 。

２７



第 四部分


ＳＲＥＢ Ｐ １ ／ＦＡＳＮ／胆 固醇轴促进结直肠癌的放疗抵抗

第四部分 ＦＡＳＮ 对 ＣＲＣ 细胞放疗敏感性影响的研究

在第三部分研究中 ， 我们证明 了 
ＳＲＥＢＰ １ ／胆固醇促进 了 

ＣＲＣ细胞的先天性放疗抵

抗 。 为 了 明确 ＳＲＥＢＰ １是如何影响胆固醇的合成从而影响ＣＲＣ细胞的先天性放疗抵抗 ，

在本部分我们将探寻ＦＡＳＮ对放疗后胆固醇合成导致的ＣＲＣ细胞先天性放疗抵抗影响 。

材料与方法

一

、 材料

试剂与仪器

４剂 ／伩器 ｜

品牌／厂家

ＴＶＢ －２６４０


上海兴默生物技术有限公司


组织细胞破碎仪 Ｇｅｒｉｎｇ 公司

超微量分光光度计


ＩＭＰＬＥＮ公司


二、 实验方法

注 ： 以下实验都选用ＣＲＣ细胞ＨＣＴ－

８进行实验

１ ．ＣＣＫ－８増殖检测实验

１
） 用胰酶消化计数后在９６孔板中每个孔接种３０００个细胞 ， 后在细胞培养箱中过

夜 。

２
） 给予ＣＲＣ细胞浓度为３ ． ７５ｕｇ／ｍ ｌ 、 ７ ． ５ｕｇ／ｍ ｌ ＴＶＢ －２６４０的量。

３
） 随后按照第

一

部分研究方法 ， 在第 Ｏｈ 、 ２４ｈ 、 ４８ｈ 、 ７２ｈ检测细胞数量 ， 观察

ＴＶＢ －２６４０是否对ＣＲＣ细胞有细胞杀伤毒性 。

４
） 随后重新按照第

一

步接种于 ９６孔板 ， 然后在细胞培养箱 中过夜 。

５
）２４ｈ后给予细胞６Ｇｙｙ射线照射 ， 同时更换新鲜培养基并给予细胞 ７ ． ５Ｕｇ／ｍ ｌ的

ＴＶＢ －２６４０ ， 然后在细胞培养箱 中继续培养 。

６
） 在给予ＴＶＢ －２６４０后第Ｏｈ 、 ２４ｈ 、 ４８ｈ 、 ７２ｈ检测细胞数量 ， 观察ＴＶＢ －

２６４０对受

照细胞增殖的影响 。

２． 克隆形成实验

１
） 用胰酶消化计数后在６孔板中每个孔接种 １ ０００个细胞 ， 后在细胞培养箱中过

２ ８
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第四部分

夜 。

２
） 第二天给予细胞 ６Ｇｙｙ射线照射 。 随后更换新鲜培养基 ， 处理组同时给予

７ ． ５ｕｇ／ｍｌ
的 

ＴＶＢ －２６４０ 。

３
）６孔板放于细胞培养箱中培养 １ ４天 ， 每三天更换

一

半培养基为新鲜的培养基

同时给予相应的ＴＶＢ －２６４０ 。 每次更换培养基前观察细胞状态 。

４
） 随后按照第

一

部分的研究方法进行克隆形成实验 。

３． 流式细胞术实验

１
）
用胰酶消化吹成单细胞悬液后均匀地接种于 ６孔板中 ， 后在细胞培养箱中过

夜 。

２
） 在细胞汇聚到 ５０％－７０％时给予细胞６Ｇｙｙ射线照射 ， 同时更换新鲜培养基并给

予细胞７ ． ５ｕｇ／ｍ ｌ的ＴＶＢ －２６４０ ， 然后在细胞培养箱中继续培养 。

３
）２４ｈ后按照第三部分的研究方法进行流式细胞术实验 。

４．Ｃａｓｐａｓｅ
－６表达检测

１
） 用胰酶消化吹成单细胞悬液后均匀地接种于 ６孔板中 ， 后在细胞培养箱中过

夜 。

２
） 在细胞汇聚到 ５ ０％－７０％时给予细胞６Ｇｙｙ射线照射 ， 同时更换新鲜培养基并给

予细胞７ ． ５ｕｇ／ｍ ｌ的ＴＶＢ －２６４０ ， 然后在细胞培养箱中继续培养 。

３
）２４ｈ后按照第三部分的研宄方法检测Ｃａｓｐａｓｅ

－

６表达 。

５． 裸鼠成瘤实验

１
）ＨＣＴ－

８细胞处于指数增长期时用于动物实验 。 每只小 鼠给予含有 ４ ｘ ｌ ０
６

个细

胞 ｌ ＯＯｕｌ生理盐水悬液皮下注射到小 鼠 的腋窝 。

２
） 待瘤体到 １ ００ｍｍ

３

， 将小 鼠随机分组 。 然后次 日开始给予每只小 鼠局部 ３Ｇｙｙ

射线照射 ，

一

天
一

次 ， 累计剂量为 １ ２Ｇｙ 。

３
） 每次照射前处理组通过灌 胃 给予含有 ７ ． ５ｕｇ的ＴＶＢ －２６４０的生理盐水悬浊液

２００ｕｌ／只小 鼠 。

４
） 每天称量小 鼠体重 ， 观察小 鼠健康状态 ， 待小 鼠瘤体积达到

一

定大小时 ， 给

予小 鼠安乐死 。

６ ． 免疫组织化学实验

按照第
一

部分的研究方法进行免疫组织化学实验 。

２９
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ＳＲＥＢ Ｐ １  ＺＦＡＳＮ ／胆 同醇轴促进结 亩． 肠癌 的放疗抵抗

７ ． 组织 内总胆固醇测定

１
） 取 出在冻存前 己经称重完的瘤组织 ， 按照每 ｌ ｍｇ组织加入 １ ０ｕ ｌ裂解液 。

２
）
用组织细胞破碎仪研磨组织 。 而后静置 １ ０分钟 。

３
） 将上清液收集到两个 １ ． ５ｍ ｌ离心管 中 ， 其 中

？

个用超微量分光光度计测量蛋

白浓度 。

４
） 另

一

个管的上清液根据第二部分研究方法检测总胆固醇浓度 。

５
） 最后通过蛋 白浓度 比例计算 出相对的总胆固醇浓度 。

实验结果

１ ．ＴＶＢ －２６４０ 对 ＣＲＣ 细胞毒性的研究 。

在本部分研究 中 ， 我们使用 了 
ＦＡ ＳＮ抑制剂ＴＶＢ －２ ６４０来研究 ＦＡ ＳＮ对ＣＲＣ细胞先

天性放疗抵抗影响 。 首先通过ＣＣＫ－

８实验观察ＴＶＢ －

２ ６４０对ＣＲＣ细胞的毒性 。 实验结果

显示ＴＶＢ －２ ６４０对未受其他刺激的ＣＲＣ细胞增殖没有影响 （ 图 ４ －

１ ） 。

１ ． ５
］

＿
Ｃｏｎ

３ ． ７５ｐｇ
／ｍ ｌ ｔ ｔ

７ ５
ｐｇ

／ｍ ｌ

ｒ
．

 ｜
｜

。 。

：ｋｊｉｉｌｉｄｌ
０ １ ２３

Ｄａｙ ｓａｆｔ ｅ ｒｃｏ
－

ｉ ｎｃｕ ｌ ｔ ｕ 「ｅｗ ｉ ｔｈ

ＴＶＢ －２６４０

图 ４ －

１ＴＶＢ －２ ６４０对ＣＲＣ细胞毒性的研究

ＣＣＫ－

８实验评估ＴＶＢ －２ ６４０对ＨＣＴ －

８细胞活忡的影响 。

２ ．ＴＶＢ －２６４０ 对 ＣＲＣ 细胞放疗后增殖的影响 。

为 了探寻 ＦＡ ＳＮ对放疗后Ｃ ＲＣ细胞胆 固醇合成导致的ＣＲＣ细胞先天性放疗抵抗影

响 。 我们通过ＣＣＫ －

８和克隆形成实验评估照射后 Ｃ ＲＣ细胞的增殖存活能力 。 实验结果

显示 ， ＴＶＢ －２ ６４０使Ｃ ＲＣ细胞在照射后的增殖存活能力 明 显降低 （ 图 ４ －２Ａ－Ｂ ） 。

３ ０



ＳＲＥＢ Ｐ １ ／ＦＡＳＮ ／胆固醇轴促进结直肠癌的放疗抵抗


第 四部分

Ａ
ｉ ． 〇

１． ＩＲ Ｂ ｓ －

．
：ｒ

上二 ＜？ ＩＲ ＋ＴＶＢ ２６４０

Ｑ ｇ
．

＊
 ＩＲ＋ ＴＶＢ ２６４０ Ｔ” ，

一

？ ？Ｃ ｏｎ Ｉ Ｒ ＩＲ＋ ＴＶＢ－２６４０
｜

ｏ
－ｉ

ＥＦ—

＾２＿＿ 屬
ｚ
Ｌ ｉｐ準 準 －

０ １ ２３

Ｄ ａｙｓ ａｆｔｅ ｒ  ｉ
ｒｒａｄ ｉ ａ ｔ ｉｏｎ

图 ４－２ＴＶＢ －２ ６４０对ＣＲＣ细胞放疗后增殖的影响

（ Ａ－Ｂ ） 通过ＣＣＫ－

８
（
Ａ

）和克隆形成 （
Ｂ

）实验 ， 评估ＴＶＢ －２ ６４０对照射后的ＨＣＴ －

８细

胞的增殖存活能力 的影响 。 实验统计学方法为学生 ｔ检验 ， 数据显示为平均值士标准差 ，

Ｐ＜〇 ． 〇５为有统计学意义 。

＊
Ｐ＜ ０ ． ０ ５ ，

＊ ＊ ＊
Ｐ＜ ０ ．００ １ 。

３ ．ＴＶＢ －２６４０ 对 ＣＲＣ 细胞放疗后凋亡的影响 。

我们 己经证明 了 
ＴＶＢ －

２ ６４０抑制 ＣＲＣ细胞放疗后增殖 。 为 了 明确ＴＶＢ －２６４０对ＣＲＣ

细胞放疗敏感性的影响 ， 我们进行流式细胞术检测凋亡细胞和蛋 白 免疫印迹实验检测

凋亡执行蛋 白 Ｃ ａ ｓｐａ ｓｅ
－

６ 。 实验结果显示 ， 实验结果显示 ， ＴＶＢ －

２６４０使ＣＲＣ细胞在照

射后凋亡的细胞明显增多 （ 图 ４ －

３Ａ ） 。 同时 ， ＴＶＢ －２６４０使ＣＲＣ细胞在照射后凋亡的

Ｃ ａ ｓｐａ ｓｅ
－６明显升高 （ 图 ４ －

３Ｂ ） 。 总之 ， ＴＶＢ －

２ ６４０会促进Ｃ ＲＣ放疗后的细胞凋亡 。

Ａ
＿
 Ｂ

 ｆＳＩＨ
￣

 ｜ 間 ［｜^
Ｈ ｊ１ Ｉ Ｒ＋＋

ｅ？
■

 ＾０
－ ＋

—

ｔ
１ 

＾＇ Ｃａ ｓｐａｓｅ
－６？嚷 ３４ｋｄ

ＧＡ ＰＤ Ｈ ■ 「
 ＿＿ｎ＿ｕ

３ ７ ｋｄ

Ｆ Ｌ １
－Ａ Ｆ Ｌ １

－Ａ Ｆ Ｌ １
－ Ａ

Ａ ｎｎｅｘ ｉ ｎ Ｖ －Ｆ
ＩＴＣ

图 ４ －３ＴＶＢ －２ ６４０对ＣＲＣ细胞放疗后凋亡的影响

（
Ａ

）
流式细胞术评估ＴＶＢ －

２ ６４０对照射后的ＨＣＴ －

８细胞凋亡数量的影响 。
（
：

Ｂ
）
蛋 白免

疫印迹实验检测 ＴＶＢ －２ ６４０对照射后 的ＨＣＴ －

８细胞中凋亡执行蛋 白 Ｃ ａ ｓｐ ａｓｅ
－６表达的影

响 。 实验统计学方法为学生 ｔ检验 ， 数据显示为平均值±标准差 ， Ｐ＜０ ． ０５为有统计学意

义 
ａ＊ ＊

Ｐ＜ ０ ．０ １ ，＊ ＊ ＊
Ｐ＜ ０ ． ００ １ 。

４ ．体 内实验研究 ＴＶＢ －２６４０ 对 ＣＲＣ 细胞放疗敏感性的影响 。

我们 前两个结果显示 ， 在体外 ＴＶＢ －２ ６４０会提高ＣＲＣ 的放疗敏感性 。 为 了 验证

３ １
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ＳＲＥＢ Ｐ １ ／ＦＡＳＮ ／胆 固醇轴促进结 ａ肠癌的放疗抵抗

ＴＶＢ －

２ ６４０在体 内 对ＣＲＣ放疗敏感性的影响 ， 我们进行 了 裸 鼠皮下成瘤实验 。 实验结

果显示给予ＴＶＢ －

２ ６４０的小 鼠照射导致体重的下降明显改善 （ 图 ４ －４Ａ ） 、 瘤子的体积

比单纯照射组更小 （ 图 ４ －４Ｂ －Ｃ ） 、 瘤子的重量明显小于单纯照射组 （ 图４ －４Ｄ ） 。 随

后我们对瘤组织进行 了 免疫组织化学实验 ， 分析 Ｋ ｉ

－６ ７ 、 ｐ
２ ７和Ｃ ａ ｓｐａ ｓ ｅ

－

６的表达情况 。

结果显示 ， 照射小 鼠在给予 ＴＶＢ －

２６４０后 ， 瘤组织 中 Ｋ ｉ

－

６ ７的表达 明显降低 ， 而 ｐ
２ ７和

Ｃ ａ ｓｐａｓｅ
－６的表达明显增高 （ 图 ４ －４Ｅ ） 。 最后 ， 为 ／ 明确ＴＶＢ －２ ６４０对的放疗后胆固醇

合成的影响 ， 我们检测 了瘤组织 内 的胆固醇含量 。 结果显示ＴＶＢ －２ ６４０抑制 了放疗后

胆固醇合成 （ 图 ４ －４Ｆ ） 。
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图 ４ －４ 体 内实验研宄ＴＶＢ －２６４０对ＣＲＣ细胞放疗敏感性的影响

（ Ａ ） 裸 鼠体重 。
（
Ｂ －Ｄ

）裸 鼠ＨＣＴ －

８肿瘤的生长 曲 线 、 照片 、 重量 。
（
Ｅ

）免疫组织化

学实验评估裸 ＨＨＣＴ －

８瘤组织Ｋ ｉ

－６ ７ 、 ｐ２ ７和 Ｃ ａ ｓｐａ ｓｅ
－６的表达 。 标尺为 １ ２ ５ ｎ ｕｍ 。 ｐ

２ ７阳

性表达区域使用 ＩＰＰ软件分析 。
（
Ｆ

）裸 鼠 ＨＣＴ －

８瘤组织中 的总胆固醇水平 。 数据显示为

平均值±标准差 ， Ｐ＜〇 ． 〇 ５为有统计学意义 。

＊表示Ｐ＜０ ． ０５
；

＊ ＊表示Ｐ＜０ ． ０ １

；

＊ ＊ ＊表示Ｐ０ ． ００ １ 。

小 结

１ ．ＴＶＢ －２ ６４０ 抑制放疗后 ＣＲＣ 细胞胆固醇合成 。

２ ．ＴＶＢ －２ ６４０ 提髙 ＣＲＣ 细胞的放疗敏感性 。

讨 论

在前两部分研宄 中 ， 我们发现外源性胆固醇摄入会促进ＣＲＣ细胞的获得性放疗抵

３ ２
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

第四部分

抗 ， 而照射后ＣＲＣ细胞中胆固醇升高并与 ＳＲＥＢＰ １ ／ＦＡＳＮ的表达成正相关 。 然而ＣＲＣ

细胞的先天性放疗抵抗是否与 ＳＲＥＢＰ １ ／ＦＡＳＮ和胆固醇的升高有关有待研宄 。

在第三 、 第 四部分研究中我们发现 ， 放疗后 内源性ＳＲＥＢＰ １上调 ， 激活细胞 内胆

固醇合成促进ＣＲＣ细胞先天性放疗抵抗 ， 抑制 ＳＲＥＢＰ １ ／ＦＡＳＮ信号通路可降低ＣＲＣ细

胞放疗后的胆固醇合成 ， 并抑制增殖和促进凋亡 。 具体而言 ， 放疗激活ＳＲＥＢＰ １ ／ＦＡＳＮ

信号通路可 以长期提高胆固醇合成 ， 促进ＣＲＣ细胞增殖和抑制凋亡 。 所有证据显示 ，

放疗刺激下 ＳＲＥＢＰ １ ／ＦＡＳＮ／胆固醇轴被激活 ， 导致ＣＲＣ细胞先天性放疗抵抗。 临床上 ，

增加放疗累积剂量 以提高放疗疗效可能会加重不 良反应 ， 甚至加重肿瘤的侵袭 ［
３ ７

］
。

目 前 己经有研究说明 ＳＲＥＢＰ １和ＦＡＳＮ促进ＣＲＣ细胞的侵袭和转移 ［
３ ８

，
３９

］
。

根据我们的发现 ， ＳＲＥＢＰ １ ／ＦＡＳＮ是影响ＣＲＣ细胞治疗的关键通路 。 阻断该通路

可提高ＣＲＣ细胞放疗的疗效和预后 。 ＴＶＢ －２６４０是 目 前唯
一

进入临床的 ＦＡＳＮ抑制剂

［
４０

］
。 Ｉ 期临床试验证实 了 ＦＡＳＮ抑制剂ＴＶＢ －２６４０抑制肝 内从头合成 ， 是非酒精性脂

肪性肝病的
一

种新的治疗途径 。 此外 ， 研究表明ＴＶＢ －２６４０联合紫杉醇治疗非小细胞

肺癌和乳腺癌患者可改善预后 。

因此 ， 我们评估ＴＶＢ －２６４０在ＣＲＣ细胞放疗中 的协同效应 。 正如预期的那样 ， ＴＶＢ －

２６４０提高 了 ＣＲＣ
细胞的放疗敏感性 。 重要的是 ， 口服ＴＶＢ －２６４０

能有效减轻放疗小 鼠

的体重损失 ， 暗示ＴＶＢ －２６４０可作为
一

种安全有效的放疗增敏剂用于ＣＲＣ的治疗 ， 值

得研究 。

此外 ， 多项研究表明胆固醇的促癌作用与其下游的代谢产物如 ２７ －羟基胆固醇、

胆汁酸等密切相关 ， 因此需要更深入的研究来明确胆固醇促进结直肠癌放疗抵抗的机

制 。 同时 ， 本研究尚需临床样本验证 ， 是否在放疗前可 以检测病人体 内胆固醇含量 ，

作为临床上放疗剂量选择的参考 。

３ ３
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Ｓ ＲＥＢ ＩＭ ／ＦＡＳＮ ／ ｆｌＨ同醇轴促进结 ａ肠癌的放疗抵抗

全文总结

创新性 ： 我们 ｈ 前的研究结果表 明 ， 外源性添加ｍ 闹醇 ｗ
ｊ

？

促进ｃ ｒｃ细胞的获得性

放疗抗性 。 放疗激活 ＳＲ ＥＢ Ｐ １ ／ＦＡＳＮ信号通路 ， 导致ＣＲＣ细胞 内长久的胆固醇增加 。

相应地 ， 升高的胆固醇水平会促进ＣＲＣ细胞放疗抵抗能力 。 因此 ， 靶向 ＳＲＥＢ Ｐ １ 和 ＦＡ ＳＮ

的治疗结合低胆固醇饮食可能有潜力改善ＣＲＣ患者对放疗的反应 。

不足 ： 我们研究采取的是给予小 鼠灌 胃 胆固醇 ， 不符合正常饮食方式 。 另 外多项

研究表明循环胆 固醇的升高需要长期高胆固醇饮食 ， 但是 由 于长期高胆固醇饮食会导

致小 鼠诱发如肝 炎等疾病导致混杂 因素更多 ， 因此本研究未采用 该研究方法 。 此外

ＨＣＴ －

８细胞在照射后虽然凋亡执行蛋 ｆｔ Ｃ ａ ｓｐａ ｓｅ
－

６上升 ， 但是细胞凋亡未大幅度上升 。

总之 ， 虽然我们发现胆固醇与结直肠癌放疗抵抗相关 ， 但是更 多 的研究是有必要的 。
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胆固醇在肿瘤 中作用 的研究进展

金煜晓 综述 杨晓东 校审

摘要 ： 在本世纪 ， 肿瘤对人类健康和 国家财政及社会安定的威胁是全球所面临的

一

个重大的公共问题 。 十多年前 ， 世界卫生组织将肿瘤定义为慢性疾病 以长期隐秘

的发病机制和反复发作为特征 。 研究显示 ，
２ ０２ ０年中 国 的肿瘤发病人数和死亡人数位

居全球第
一

。 尽管随着医疗科研的发展 中大量诊疗技术被应用至临床 ， 肿瘤的诊断和

治疗还是个悬而未决的社会难题 。 众所周知 ， 长期的遗传突变 、 表观遗传异常和异常

的肿瘤微环境等多种因素是肿瘤发生的潜在引 发因素 ， 这些因素都与机体 内 的脂代谢

相关 。 目 前 ， 越来越多 的研究表明脂代谢的紊乱与肿瘤发生发展有关 ， 而体 内胆固醇

水平的异常也会影响肿瘤发生发展及预后 。 在本综述中 ， 我们将详细介绍胆固醇的生

理功能 、 稳态调节及其与肿瘤发生发展及预后的关系 。 我们期望对胆固醇的研究能为

肿瘤的诊断及治疗提供新的靶点和思路 。

■
Ｃ ｈ ｉ ｎ ａａ

Ａｍ ｅ ｒ ｉ ｃａ Ｉ ｎ ｄ ｉ ａ■ Ｊ ａｐａ ｎＧ ｅ ｒｍ ａｎｙＢ ｒａｚ ｉ ｌ〇
Ｒ ｕ ｓｓ ｉ ａ■

Ｆ ｒａ ｎ ｃｅ◎
Ｂ ｒ ｉ ｔａ ｉ ｎ？

 Ｉ ｔａ ｌｙ

图 １２ ０２ ０年癌症新发人数前十的国家

关键词 ： 胆固醇、 肿瘤

一

、 胆固醇的生理功能

３ ９
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胆固醇相对于其他生物分子具有独特的功能 ： 从繁殖到养分的运输再到细胞过程

的激活 ， 胆固醇在这些过程中都扮演者重要角色 ［
１
］

。 作为是环戊烷多氢菲的衍生物 ，

它结构具有３个主要区域 ： 亲水性近端 ， 疏水性远端和 中心４环结构 ， 这使其具有极高

的刚性 。 由于这种结构 ， 它为许多对细胞功能至关重要的功能提供 了支撑 ： 如胆固醇

嵌入在脂质之间 ， 调节细胞膜流动性和渗透性 ， 使细胞膜更致密 、 更稳定 ， 同时细胞

可 以对其表面的胆固醇进行重组 ， 使其不受外源性病原体的影响 ；另外 ， 胆固醇可作

为许多细胞受体和转运蛋 白 的协调者 ， 这些受体和转运蛋 白通常在整个细胞膜中随机

漂移 。 此外 ， 它可 以形成
“

筏
”

组织信号分子 、 膜蛋 白 的运输 以及调节神经的传递 ； 另

一

方面 ， 胆固醇本身不仅是调节分子 ， 还可 以被用来合成类固醇激素来平衡宿主的生

理 。 此外 ， 体内胆固醇的修饰功能还可以促进胚胎的正常发育 ［
２
］

。 总之 ， 胆固醇是维

系人体健康的重要分子 。

二 、 体内胆固醇稳态的调节

体 内胆固醇的水平主要受外界饮食摄入和机体内部胆固醇调节网络的影响 。 随着

西方化饮食 （牛奶 ， 鸡蛋 ， 肉等 ） 的越来越普及 ， 机体摄入的胆固醇也越来越多 。 研

究表明体 内胆固醇的来源其中 ３０％受到饮食的影响而７０％受到胆固醇体 内 的合成 （如

肝脏和肠黏膜合成 ） 影响
［
３

］
。 但是令人惊讶的是 ， 尽管从食物中摄入的胆固醇水平不

高 ， 但饮食中的胆固醇对循环胆固醇具有显著影响 。 在临床研宄中心主持下进行的早

期研究表明 ， 饮食中 的胆固醇对循环胆固醇水平的具有重大的影响
［
４

］
。

与此同时 ， 内部胆固醇稳态是 由
一

个复杂的 网络协调的 ， 远远超过外部摄入和 内

部合成 。 就从头合成而言 ， 所有有核细胞均可通过 甲羟戊酸途径合成胆固醇 ， 该途径

受ＨＭＧ－ＣｏＡ还原酶 （
ＨＭＧＣＲ

）
和角鲨烯单加氧酶 （ ＳＱＬＥ ） 的限速酶调控 ；

研宄发现 ，

从转录角度看 ， ＨＭＧＣＲ和 ＳＱＬＥ受到固醇调控元件结合蛋 白 ２（ ＳＲＥＢＰ２
）的调控 。 此

夕卜 ， ＳＲＥＢＰ １和ＦＡＳＮ还可 以通过提高乙酰基辅酶Ａ促进胆固醇合成 ， 并在特定条件下

它们也调控胆固醇的合成
［
５

，
６

］
。 此外胆固醇的转运也维持胆固醇稳态。 例如 ， 作为核

受体的肝脏Ｘ受体ａ和
｜

３（ ＬＸＲ ） 参与将胆固醇从细胞 内转运到细胞外 。 除 了合成和转

运 ， 胆固醇的酯化作用也影响胆固醇的 内稳态如ＡＣＡＴ １和ＡＣＡＴ２调节胆固醇和胆固

醇酯之间的转换 ［
７
］

。

上述无论饮食还是胆固醇 内部调节的失调都会导致体 内胆固醇稳态的失衡 。

４０
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图 ２ 影响体内胆固醇稳态的部分因素

三 、 胆固醇的稳态与肿瘤发生发展的关系

近些年 ， 越来越多 的研究显示无论是体 内胆固醇水平的异常还是调节胆固醇的网

络紊乱都与肿瘤的发生发展及预后相关 。

１ ．乳腺癌

研究显示 ， 总胆固醇水平升高的女性乳腺癌复发率增加 ， 血清中较高浓度的低密

度脂蛋 白 （ ＬＤＬ ） 胆固醇与无病生存期降低有关 ； 相应的是 ， 降低胆固醇的他汀类药

物可降低乳腺癌的复发率和死亡率 ［
８
－

１ ０
］

。 而临床前研究显示高胆固醇饮食可显着减

少乳腺癌肿瘤潜伏期并增加肿瘤生长、 肿瘤 内部血管生成 以及肺转移 ， 并肿瘤中细胞

周期蛋 白Ｄ １（肿瘤形成的标志物 ） 、 ＳＲ －Ｂ Ｉ（ 高密度脂蛋 白胆固醇受体清除剂受体Ｂ １

受体高表达与乳腺癌的侵袭性及预后不 良有关 ） 和 ＬＤＬ受体 （ 与乳腺癌发生发展有关

如促进Ａｋｔ和 ＥＲＫ过度表达 、 减少粘附分子 、 促进细胞迁移 ） 的表达增加与血浆中胆

固醇水平有关 ［
１ １

－

１ ５
］

。

此外 ， 胆固醇摄入后在体 内主要代谢为 ２ ７
－羟基胆固醇 ， 它是体 内雌激素受体调

节剂之
一

， 被发现与雌激素受体阳性的乳腺发生发展有关 ［
１ ６

］
。 当胆固醇激活雌激素

受体ａ后 ，
ＰＧＣ －

ｌ ａ 、 ＥＲｂＢ ２ 、 ＨＥＲ２ 、 ＴＰＤ ５ ２和ＮＯＴＣＨ２蛋 白显著增加 ， 从而使乳腺癌

对于他莫昔芬和阿霉素耐药甚至使乳腺癌更有侵袭能力 ［
１ ７

］
。

基因上述背景 ， 研宄者发现靶向 甲羟戊酸途径可以显著克服ＨＥＲ２阳性乳腺癌的

化疗耐药 ［
１ ８

］
。

２ ．前列腺癌

研究显示 ， 循环 中胆固醇的升高与前列腺癌发生和发展呈正相关 ［
１ ９

，
２０

］
。

一

旦患

有前列腺癌 ， 癌细胞 自 身会从头合成大量的脂肪酸和胆固醇 ［
２ １

］
， 因而形成

一

种恶性

４ １
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循环 。 众所周 知 ， 雄激素与前列腺癌的发生发展密不可分 ， 而胆固醇作为类固醇激素

的前体在前列腺癌中会大量合成雄激素 ， 从而促进前列腺癌的发生发展 。 此外高胆固

醇改变 了细胞膜组成比例并改变膜筏的含量 ， 影响某些类型的蛋 白质募集及调节 ， 包

括对癌细胞存活和侵袭性至关重要的各种细胞信号传导蛋 白 质 ： 如诱导ＡＰＭＡＰ与

ＥＰＳ １ ５Ｒ的结合可抑制 ＥＧＦＲ 内 化并激活ＥＲＫ １ ／２ 以促进ＥＭＴ从而促进前列腺癌转移

［
２２

，
２３

］
。 前列腺癌去势治疗 目 的是为 了 降低雄激素的产生 ， 但是研宄发现在不依赖于

雄激素的前列腺癌中 ， ＡＢＣＡ １ 的表达明显下调从而降低胆固醇的外排
［
２４

］
。

基于上述背景 ， 研宄者发现抑制胆固醇合成如用辛伐他汀抑制ＨＭＧＣＲ可以逆转

前列腺癌对于雄激素靶向疗法的耐药性
［
２ ５

，
２６

］
。

３ ？黑色素瘤

研宄显示 ， 长期使用 降低胆固醇的他汀类药物的使用与黑色素瘤患病风险降低相

关
［
２７

］
。 此外 ， 有研究显示６０％的黑色素瘤至少有

一

个胆固醇合成基因表达增加或染

色体拷贝数增加 ， 且胆固醇合成相关途径活性的增加与患者生存期降低相关 ［
２８

］
。 研

究显示 ， 在黑色素瘤细胞中Ｖ－ＡＴＰａｓｅ与富含胆固醇的细胞膜微区之间 的相互作用与

黑色素瘤迁移和侵袭等恶性表型相关
［
２９

］
。 此外 ， 研究显示在黑色素瘤中 ， 合成胆固

醇相关基因 ＳＲＥＢＰ的激活稳定 了脂质筏从而维持肿瘤细胞的生长并合成胆固醇相关

基因表达与黑色素瘤的干性和侵袭性密切相关
［
３０

，
３ １

］
， 而胆固醇的主要代谢产物２７

－

轻基胆固醇也能维持ＡＫＴ／ＭＡＰＫ信号通路来促进黑素瘤细胞增殖
［
３ ２

］
。

基于上述背景 ， 研宄者发现靶向循环肿瘤细胞中胆固醇的转运可以抑制ＡＫＴ的磷

酸化从而促进癌症细胞的凋亡 、 抑制癌症的转移
［
３ ３

］
。 但是有文章显示调节胆固醇的

含量可增强或者减弱黑色素瘤中 的免疫疗法 ［
３４

］
， 因此深入明确胆固醇是如何调节黑

色素瘤的抗肿瘤免疫是必要的 。

４ ．肝癌

目 前研究关于胆固醇对于肝癌的影响充满争议 ， 多项研究发现循环 中高胆固醇水

平与肝癌的发生发展成负相关
［
３ ５

，３ ６］
。 但这些研究需将某些因素如他汀类药物服用

史包括进去 ， 分析胆固醇与肝癌的关系 。 肝癌最常见的原因是肝炎 ， 研宄需将肝炎这

一

因素纳入同时需考虑肝硬化患者合成胆固醇能力下降这种千扰因素 。 另外研究显示 ，

高胆固醇饮食促进肝癌的发生发展 ， 而与循环胆固醇含量无关Ｐ ７
］

。

部分临床前研宄显示胆固醇饮食会抑制肝癌的发展而他汀类药物的使用会反而

４２
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促进肝癌的发生和转移
［
３ ８

］
， 而临床数据显示他汀类药物的长期使用与较低的肝癌风

险有关 ， 并更适合有肝病和糖尿病病史的患者
［
３９ －４ １

］
。 体外实验显示胆固醇促进肝癌

细胞的增殖
［
４２

］
。 虽然有部分小 鼠实验发现４周高胆固醇饮食引 起的循环高水平胆固

醇与药物诱导的肝癌的发展或转移呈负相关 ［
４３

，４４］
， 但是小 鼠循环胆固醇含量可能

相对于人体更易被膳食的胆固醇所影响
［
４５

］
， 并于君等人发现 １ ２个月 高脂高胆固醇饮

食而非单纯高脂饮食会促进肝癌的形成从而促进肝癌的发生发展
［
４６

］
。 因此 ， 上述部

分小 鼠体 内实验需通过进行长期饮食诱导 的肝炎来明确高胆固醇饮食对于肝癌的影

响
［
４７

］
。

目 前对于胆固醇与肝癌发生发展的研宄存在争议 ， 但是多项动物实验发现靶向胆

固醇合成可以抑制肝癌的发生并提高肝癌对于化疗的敏感性 ［
４８ －

５０
］

。

总而言之 ， 胆固醇和肝癌之间的关系需明确 。

５ ．结直肠癌

在ＣＲＣ的发生发展过程中 ， 环境因素起着至关重要的作用
［
５ １

］
。 研宄发现血清胆

固醇水平高与ＣＲＣ风险増加有关
［
５２

，５ ３ ］
。 虽然有队列研究显示长期使用他汀类药物

与ＣＲＣ患癌风险显着降低 、 ＣＲＣ病人更长地生存期呈正相关 ［
５４

］
， 但是有研究指出在

，

排除选择偏倚和不死时 间偏倚影响后 ， 癌症诊断后的６个月 内开始使用他汀类药物治

疗似乎并未改善 ３年 内癌症特异性或总体生存期 ［
５ ５

］
。 研宄指出 ， ＣＲＣ存在多种分子亚

型 ， 需的大规模研究明确他汀类药物与ＣＲＣ之间 的关系 ， 尤其是与 甲羟戊酸途径相关

的 

ＣＲＣ
［
５６

］
。

尽管使用他汀类药物是否可 以降低患肠癌的风险具有争议 ， 但胆固醇会增加这种

风险已被广泛认可 。 临床前研究指 出 ， 高胆固醇饮食喂食会促进正常小 鼠的肠道干细

胞增殖 ， 当小 鼠磷脂重塑酶Ｌｐｃａｔ３缺乏时 ＳＲＥＢＰ －２会过度激活促进胆固醇合成促进肠

道千细胞增殖 ， 并向ＣＲＣ的转化 ［
５ ７

］
。 此外胆固醇会抑制角鲨烯环氧酶 ， 随后激活Ｐ

－

ｃａｔｅｎｉｎ及使ｐ５ ３失活 ， 促进肠道干细胞发生上皮－间质转化进而促进ＣＲＣ侵袭转移 ［
５ ８

］
。

而在诱导ＣＲＣ模型的小 鼠种胆固醇抑制 巨噬细胞中ＡＭＰＫａ的活性 ， 导致线粒体ＲＯＳ

大量产生随后激活ＮＬＲＰ３炎症小体 ， 促进ＣＲＣ的发生发展
［
５９

］
， 而在此过程中 巨噻细

胞浸润导致癌细胞的免疫逃逸也在ＣＲＣ的发生发展中起重要作用 ［
６０

］
。 此外 ， 体外细

胞实验显示胆固醇会抑制ｍ ｉＲ－

３ ３ａ 、 上调Ｐ ＩＭ３ ， 使Ｃ －Ｍｙｃ ， ｐ２ １ ， ｐ２７和Ｂａｄ蛋 白磷酸化 ，

抑制ＣＲＣ细胞凋亡
［
６ １

］
。 胆固醇的主要代谢产物２７ －轻基胆固醇也会促进ＣＲＣ的发生发

４３
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展
［
６２

］
。 最近 ， 于君等人发现致癌菌厌氧消化链球菌也会通过促进胆固醇合成来促进

ＣＲＣ的发生发展 ［
６３

］
。

研宄指 出不仅外源胆固醇促进了 ＣＲＣ的发生发展 ， 调控胆 固醇网络的失调也与

ＣＲＣ的发生发展密切相关 ： ＡＢＣＡ １ 的下调促进 了 
ＣＲＣ细胞的增殖与存活

［
６４

］
、 ＳＲＥＢＰ １

促进与ｐ６５磷酸化有关的ＭＭＰ７的表达来促进ＣＲＣ细胞的侵袭和转移
［
６５

］
。

基于上述背景 ， 研宄者发现靶向胆固醇可以提高癌症如ＣＲＣ的免疫疗法疗效 ［
６６

］
。

ＡＰＯＡ－

１与Ａ ＩＢＰ联合促进胆固醇外排抑制ＣＲＣ发展 ［
６７

］
。 ＴＡＳ ＩＮ－ｒ凊除胆固醇后诱导

ＣＲＣ细胞凋亡 ［
６８

］
。

６ ．膀胱癌

研究显示膳食胆固醇与膀胱癌的风险呈正相关 ［
６９

］
。 临床前研究显示胆固醇的代

谢产物２ ５ －羟基胆固醇在膀胱癌组织中增加 ， 并促膀胱癌细胞的增殖 、 上皮间充质转

化及对阿霉素的耐药性 ， 同时２ ５
－羟基胆固醇在膀胱癌中的高水平与不 良预后相关 ［

７０
］

。

此外 ， 研究指出Ａｒｃｈａｚｏ ｌ ｉｄＢ与他汀类药物的结合可通过影响胆固醇的生物合成来增

强Ａｒｃｈａｚｏｌ ｉｄＢ对于膀胱癌 的抑制作用 ［
７ １

］
。 但是也有报道指 出抑制胆 固醇代谢是

ｍＴＯＲ抑制剂与氯喹在膀胱癌细胞中起协同作用 的基础Ｐ２
］

。 总之 ， 目 前关于胆固醇

在膀胱癌中 的作用 需的研究来明确 。

７ ．肺癌

目 前关于胆固醇与肺癌的之间关系的 尚未有大量研宄报道且存在争议 。 部分的研

究显示循环 内胆固醇含量与肺癌之间的关系呈负相关
［
７３

－７５
］

。 而有研究指 出无论是循

环总胆固醇的升高还是促进胆固醇吸收和转运的基因ＡＰＯＢ表达的升高 ， 都与肺癌的

发生发展正相关 ［
７６

］
。

目 前尚未有临床前研究明确指 出外源性胆固醇摄入与肺癌之间 的关系 。 但给予胆

固醇生物合成抑制剂 ２ ５ －羟基胆固醇会减少Ｂ ＩＸ０ １ ２９４诱导 的肺癌细胞死亡 ［
７７

］
， 值得

注意的是２ ５ －羟基胆固醇是胆固醇的代谢产物之
一

， 可能本身会负反馈抑制胆固醇的

合成 ， 同时２ ５ －羟基胆固醇本身具有促癌作用 ［
７０

］
。 此外 ， 无论是临床研宄还是临床前

研宄都指 出他汀类药物会抑制肺癌的发展 ［
７ ８

－８０
］

， 且多项研究指 出胆固醇的升高与肺

癌分子靶向疗法的耐药有关 ［
８ １

，
８２

］
。 最近 ， 有研宄发现番茄红素通过抑制胆固醇的积

累和促进胆固醇的逆向转运抑制 了烟草致癌物等诱导的肺癌 ［
８３

］
。

总而言之 ， 目 前对于胆固醇与肺癌关系的研究 目 前文章报道较少 ， 需的研宄来明

４４
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确两者间的关系 。

８ ．其他癌症

目 前虽然有部分研究指 出胆固醇与如胆囊癌 、 子宫 内膜癌、 甲状腺癌等癌症相关 ，

但尚需更多 的证据来支撑 。

四 、 结论和展望

体 内胆固醇的稳态对于机体健康必不可少 。 越来越多的证据表明胆固醇稳态的失

衡与多种癌症发生发展及癌症治疗失败相关 。 随着对于胆固醇研宄的深入 ， 胆固醇在

癌症中如何发挥作用 的机制也更加明确 ， 为将来癌症中基于胆固醇的靶向疗法提供依

据 。

４ ５
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ＳＲＥＢＰ ｓＳｔｅｒｏｌ
－

ｒｅｇｕ ｌａｔｏｒｙ
ｅ ｌｅｍｅｎｔｂ ｉｎｄ ｉｎｇｐｒｏｔｅ ｉｎｓ

ＦＡＳＮＦａｔｔｙ

Ａｃ ｉｄＳｙｎｔｈａｓｅ

ＨＭＧＣＲＨＭＧ －ＣｏＡＲｅｄｕｃｔａｓｅ

ＴＣ ｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏ ｌ

ＴＧ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ

ＩＰＰ ＩｍａｇｅＰｒｏＰ ｌｕｓ

ＳＱＬＥＳｑｕａｌｅｎｅｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ

ＬＸＲＬ ｉｖｅｒＸＲｅｃｅｐｔｏｒ

ＡＣＡＴＡｃｅｔｙｌＣｏｅｎｚｙｍｅＡＡｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ

ＬＤＬＬｏｗＤｅｎｓ ｉｔｙ
Ｌ ｉｐｏｐｒｏｔｅ ｉｎ

ＳＲ－Ｂ ＩＳｃａｖｅｎｇｅｒｒｅｃｅｐｔｏｒｃ ｌａｓｓＢｔｙｐｅＩ

ＰＧＣ－

ｌ ａｐｅｒｏｘ ｉ ｓｏｍｅ
ｐｒｏ ｌ ｉｆｅｒａｔｏｒ－ａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ－ｙ

ｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ－ ｌ ａ

ＴＰＤ ５２ ｔｕｍｏｒ
ｐｒｏｔｅ ｉｎＤ ５２
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－
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ＭＡＰＫｍ ｉｔｏｇｅｎ
－

ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅ ｉｎｋｉｎａｓｅ
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ｌ ｉｋｅ１
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ＡＰＯＢ ａｐｏ ｌ ｉ ｐｏｐｒｏｔｅ ｉｎＢ

２ ． 原 始数据 ：
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１ 数据
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２４ ０  ３ ５８３ ０
 ３３ ９ ９ ０  ３ ０ ６ ５ ０  ３５ ０ ５ ０  ３２７９ ０  ３ １ ５ ０ ０  ３ １ ６ ２ ０  ３２ １ ４ ０  ３２ １ ７

４ ８ ０  ５４６ ３ ０ 
６００ ６ ０  ６ ３ ９５ ０ 

７３ ５ ９ ０  ６ ９ １ ８ ０  ６ ７ １ ９ ０  ６８ ９２ ０  ７ １ ９ １ ０  ５ １ １ １ ０  ６０ Ｃ ２

７ ２ １  ０２ ５ ９ １  ０４２４ １  １ ６ ０ ０ １  ０ １ ７ １ １ ２３Ｓ２ １  ２ ７ １ ７ ０  ９６ ５ ７ １  ３３ ７２ １  ３７２５ １  ２９５ １

Ｇ ｔ ｃｎ ｔ ｐ 
Ｂ

抑 搿 剂 ７ Ｓ ｕｇ
／２ｍ ｌ

８ ：Ｙ １ Ｂ ： Ｙ ３ Ｂ ： Ｙ４Ｂ ： Ｙ ５Ｂ ： Ｖ６ ｆ３ ； Ｖ７Ｂ ： ＹＤ Ｂ ： ￥９８ ： Ｙ １ ０

０  ３ ０ ６ ３ ０  ３ ０８ ０ ０  ３ ０ ０ ６ ０  ２ ９４ ９ ０  ３ １ ２ ７ ０  ３ １ ２ ０ ０  ３０２０ ０  ３ １ １ ９ ０  ３０ ８ １ ０  ３ １ １ ３

０  ３４ ３ ５ ０  ３４ ９０ ０  ３２ ０４ ０  ３２ ８ ８ ０  ３ ５ ８ ０ ０ ３ １ ３ ８ ０  ３４ １ ４

０  ７０ ６ ６ ０ ５ １ ３ ９ ０  ７ ３６８ ０ ６５ ７ ８ ０  ６ ０ ８ ６ ０  ７４２２ ０  ６ ２ ５ １ ０ ６５ ３ ３

１  ０５ ５ ６ ０  ９ ９８ ９ １  ０７４ ３ １  ０９ １ ６ １ ２５ １ ４ １  ２８ ８ ７ １  ２４ ６ ３ １  １ １
＜Ｍ

Ｇ ｒ ｏｕ ｐ 

Ｃ

抑 為 剂 １ Ｓ ｕｇ
／２ｍ Ｊ

Ｃ ：
Ｙ １ Ｃ． ：ｎ Ｃ ： Ｙ ３ Ｃ ： Ｖ４ Ｃ ： Ｙ ５Ｃ ： Ｙ６Ｃ ： Ｙ ／ Ｃ ： ｒｅ Ｃ ：Ｙ９Ｃ ：Ｙ １ 〇 ｜

０  ３３３６ ０ ． ３ １ ７４ ０  ３２２６ ０ ３２６０ ０  ３２４ ５ ０  ３２ ０ ９ ０  ３ １ ２ ８ ０ ３ １ ９ ７ ０  ３３３２ ０ ３ １ ２９

０  ３３３０ ０ ３３８３ ０  ３３２４ ０ ３７４ ５ ０  ３５２ ８ Ｃ ３６４ ３ ０  ３ ３９６ ０ ３ ８５ ３

０  ７３０ ７ ０ ６９２ １ ０  ５ １ １ ８ ０  ５４ １ ４ ０  ６ １ ６４ Ｃ ７６ ８ ３ ０  ６６ ８ ０ ０  ６０ ５ ７ ０  ６６ ３ １ 〇  ５ ２ ０４

１  ２２４４ １  ０６４２ １  １ ５５ １ １ ２ ７ ３９ １  ２ ３ １ ８ １  ２ １ ０６ １  ３ ３６２ ０  ９ １ ９２

５ ６
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图 ２
－４数据

Ｇｉｏｕｐ 

Ａ
 ， 乂 心 、

一

Ｇ ｆ ｏ ｉ ｉｐ 
Ｂ

ＨＣＴ ８  Ｏ ｈ ＨＣＴ ８  ２４ ｈ

Ａ ： Ｙ １ｈＸｉ Ａ ： Ｙ３ａ Ｙ ４Ａ ：Ｙ ５ Ａ ： Ｙ５ Ａ ： Ｙ ／８ ：￥ １Ｂ ： Ｙ２Ｂ ：
Ｙ ３ Ｂ ： Ｙ ４Ｂ ：

Ｙ５８ ：Ｙ ｇＢ ： Ｙ ｆ

１ １ ７  ６ ７ ５５ １ ２ ０ ４４ ９ ０ １ ２０ 
４４９ ０ １ ０ ３  ８ ０ ８ ０ ９ ５ ４ ８ ７ ５ １ １ ２  １ ２８ ５Ｓ５  ４ ８ ７ ５ ５ ９ 

４ ３ ２００ ４８  ３ ３８ ０ ０ ４ ５ ５６４ ５ ０４ ８  ３ ３ ８ ０ ０ ４５  ５ ６４ ５ ０４ ５  ５ ６４ ５ ０

Ａ ｜ Ｇ ｆ ｏ ｔ ｔｐ 

Ｂ

Ｈ Ｔ ２９ ？ Ｊ ＨＴ ＾ ２ｉ ｈ

Ａ １ Ａ
 ？ Ａ ｌ 森 必ｆｅ ｆｅ Ａ ： ｅ Ａ  ７ Ａ 

Ｓ ＆ ／ Ｓ ｊ ８ ： １ Ｂｄ ！０ ： ３Ｒ Ｓ６ Ｓ汝 ？ １ Ｊ
：ｇ Ｏ ｉＳ

１ ５ ３  ３Ｍ ６ １４ ５
 ０ １ ４ ０ １ 筇 ６ ５３ ５ １ ４ ５ ０ １ ４０ Ｊ ４５  ０ １ ４ ０ １ ３６  ６ ９３５ １ ６ １
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