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  [摘要] 目的 探讨脂肪酸合酶通过人表皮生长因子受体-2(HER2)/磷脂酰肌醇3-激酶(PI3K)/蛋白激

酶B(Akt)轴对大肠癌细胞生物学行为及耐药性的影响。方法 选取2017年1月至2019年1月该院收治的

31例大肠癌患者癌组织及癌旁组织,比较癌组织和癌旁组织脂肪酸合酶(FAS)及HER2
 

mRNA水平。选取大

肠癌细胞株LOVO及正常人肠上皮细胞HIEC细胞系进行体外实验,采用 Western
 

blot法检测细胞株FAS及

HER2蛋白相对表达量。向LOVO细胞株分别转染Si-FAS和阴性对照(Si-NC)24
 

h,随后检测 HER2、PI3K
及Akt蛋白相对表达量,并检测细胞增殖、凋亡、迁徙及侵袭情况。转染24

 

h后,加入不同浓度(0、0.465、
3.720、29.800、238.000、1

 

904.000
 

μmol/L)奥沙利铂,加药48
 

h后检测细胞活性。结果 相较于癌旁组织及

HIEC细胞株,大肠癌组织及LOVO细胞株FAS、HER2
 

mRNA水平更高(P<0.05)。相较于Si-NC组,Si-
FAS组HER2、PI3K及Akt蛋白水平均有所下降,且细胞迁徙及侵袭能力减弱,细胞凋亡率有所上升,而细胞

增殖抑制率随时间增加而上升(P<0.05)。
 

加入奥沙利铂48
 

h后,NC组及Si-FAS组细胞活性随药物浓度有

所降低,且Si-FAS组降低程度比Si-NC组大(P<0.05)。结论 脂肪酸合酶参与肠癌化疗药物的耐药机制,
并可能通过HER2/PI3K/Akt信号通路参与大肠癌细胞的生物学行为。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

fatty
 

acid
 

synthase(FAS)
 

on
 

the
 

biological
 

behaviors
 

and
 

drug
 

resistance
 

of
 

intestinal
 

cancer
 

cells
 

through
 

the
 

HER2/PI3K/Akt
 

axis.Methods The
 

cancer
 

tissues
 

and
 

paracancerous
 

tissues
 

of
 

31
 

patients
 

with
 

colorectal
 

cancer
 

treated
 

in
 

this
 

hospital
 

were
 

selected
 

for
 

compa-
ring

 

the
 

levels
 

of
 

FAS
 

and
 

HER2
 

mRNA
 

between
 

cancer
 

tissues
 

and
 

paracancerous
 

tissues.
 

The
 

colorectal
 

cancer
 

cell
 

line
 

LOVO
 

and
 

the
 

normal
 

human
 

intestinal
 

epithelial
 

cell
 

HIEC
 

cell
 

line
 

were
 

selected
 

for
 

conduc-
ting

 

the
 

in
 

vitro
 

experiments,and
 

the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

FAS
 

and
 

HER2
 

protein
 

were
 

detected
 

by
 

a-
dopting

 

the
 

Western
 

blot
 

method.
 

Si-FAS
 

and
 

the
 

ngative
 

control(Si-NC)
 

were
 

transfected
 

into
 

the
 

LOVO
 

cell
 

line
 

for
 

24
 

h,then
 

the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

HER2,PI3K
 

and
 

Akt
 

protein
 

were
 

detected,and
 

the
 

cell
 

proliferation,apoptosis,migration
 

and
 

invasion
 

were
 

detected.At
 

24
 

h
 

after
 

transfection,different
 

concentra-
tions

 

of
 

oxaliplatin
 

(0,0.465,3.72,29.8,238,1
 

904
 

μmol/L)
 

were
 

added,and
 

the
 

cell
 

viability
 

was
 

detected
 

at
 

48
 

h
 

after
 

adding
 

drug.Results Compared
 

with
 

paracancerous
 

tissues
 

and
 

HIEC
 

cell
 

line,colorectal
 

cancer
 

tis-
sues

 

and
 

LOVO
 

cell
 

line
 

FAS
 

and
 

HER2
 

mRNA
 

levels
 

were
 

higher
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

Si-NC
 

group,the
 

levels
 

of
 

HER2,PI3K,and
 

Akt
 

protein
 

in
 

the
 

Si-FAS
 

group
 

were
 

decreased,moreover
 

the
 

cell
 

mi-
gration

 

and
 

invasion
 

ability
 

were
 

weakened,the
 

cellular
 

apoptosis
 

rate
 

was
 

increased,and
 

the
 

cell
 

proliferation
 

inhibition
 

rate
 

was
 

increased
 

with
 

time
 

increase
 

(P<0.05).At
 

48
 

h
 

after
 

adding
 

oxaliplatin,the
 

cell
 

activity
 

of
 

the
 

NC
 

group
 

and
 

the
 

Si-FAS
 

group
 

was
 

decreased
 

with
 

the
 

drug
 

concentration,moreover
 

the
 

reduction
 

degree
 

of
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the
 

Si-FAS
 

group
 

was
 

greater
 

than
 

that
 

of
 

the
 

NC
 

group(P<0.05).Conclusion Fatty
 

acid
 

synthase
 

is
 

in-
volved

 

in
 

the
 

drug
 

resistance
 

mechanism
 

of
 

colorectal
 

cancer
 

chemotherapy
 

drugs,moreover
 

may
 

participate
 

in
 

the
 

biological
 

behaviors
 

of
 

colorectal
 

cancer
 

cells
 

through
 

the
 

HER2/PI3K/Akt
 

signaling
 

pathway.
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  大肠癌是一类常见消化道恶性肿瘤,资料显示,
其发病率居全球恶性肿瘤前列[1],且其发病率及病死

率呈不断上升的趋势。由于目前尚无特异性的生物

学标志物,多数患者在确诊时已进展为中晚期,导致

错失最佳治疗时机。目前大肠癌的治疗方式以手术

为主,但研究发现,术后总体5年生存率低于50%[2]。
因此,探讨大肠癌的发生机制具有十分重要的意义。
肿瘤细胞的主要特点为无限增殖,导致患者体内营养

物质被大量消耗,因此,肿瘤细胞需要大量合成脂肪

酸,以满足肿瘤细胞快速生长和增殖的需求[3-4]。脂

肪酸合酶(FAS)为脂质合成的关键酶,主要参与细胞

内多种长链非必须脂肪酸前体的合成。已有研究证

实,FAS作为
 

“代谢性致癌基因”,与多种肿瘤的发生

发展密切相关[5]。人表皮生长因子受体-2(HER2)/
磷脂酰肌醇3-激酶(PI3K)/蛋白激酶B(Akt)是大肠

癌中常见的异常激活通路,可促进肿瘤细胞的生长、
迁移、生存与增殖[6]。研究表明,HER2抑制剂与化

疗药物联合使用能促进肿瘤退行性变,抑制肿瘤的生

长[7]。基 于 此,本 研 究 拟 探 讨 FAS 通 过 HER2/
PI3K/Akt轴对肠癌细胞生物学行为及耐药性的影

响,旨在为临床治疗大肠癌提供相关依据。
1 资料与方法

1.1 研究对象

选取2017年1月至2019年1月本院收治的31
例大肠癌患者的成对癌组织及癌旁组织。其中男17
例,女14例,平均年龄(52.8±6.1)岁。大肠癌细胞

株LOVO及正常人肠上皮细胞 HIEC细胞系均购于

中国科学院上海生科院细胞资源中心细胞库。
1.2 试剂与仪器

TakaRa两 步 法 RT-PCR 试 剂 盒、SYBR
 

RT-
PCR试剂盒(宝生物工程有限公司);HER2兔多克隆

抗体
 

、PI3K兔多克隆抗体、Akt兔多克隆抗体、FAS
兔多克隆抗体、兔抗三磷酸甘油醛脱氢酶(GADPH,
武汉博士德生物工程有限公司);ECL

 

高效化学发光

试剂盒(美国
 

Genview
 

公司);Si-FAS及阴性对照(Si-
NC,锐博生物有限公司)。FAS上游引物序列:5'-
TCTGGTTCTTACGTCTGTTGC-3',FAS下游引物

序列:5'-CTGTGCAGTCCCTAGCTTTCC-3';HER2
上游 引 物 序 列:5'-AAGCTTCTCCTCGCCCTCTT-
GC-3',HER2 下 游 引 物 序 列:5'-CTCGAGGCG-
GACTTGGCCTTCTGG-3';内参GADPH 上游引物

序列:5'-GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT-3',内参

GADPH下游引物序列:5'-GGCTGTTGTCATACT-

TCTCATGG-3',引物序列由北京鼎国生物科技有限

公司设计及合成。奥沙利铂(江苏恒瑞医药);脂质体

转染 试 剂(Lipofectamine
 

3000);Annexin-FITC/PI
流式试剂盒(友谊中联公司)。

仪器:光学显微镜(Nikon
 

YS100,日本奥利巴斯

公司);Real-time
 

PCR仪(MX3000P,美国 GENE公

司);LabCycler
 

PCR(德国Sensoquest公司);Bio
 

Rad
 

450酶标仪(美国Bio
 

Rad公司);JY-SCZ2
 

型
 

SDS-
PAGE

 

蛋白电泳仪(
 

北京六一仪器厂);Transwell小

室(美国Corning
 

Costar
 

Corp公司)。
1.3 方法

1.3.1 Si-FAS构建

从GenBank检索人Fas全长cDNA序列,并以

AAGTGCAAGT-GCAAACCAGACTT为靶序列,设
计可转录产生shRNA 的 DNA 倒转重复序列:5'-
GCGTCGACGTGCAAGTGCAAACCAGACTTCA-
AGAGAGTCTGGTTTGCACTTGCACTTTTTTC-
TCGAGAAGCTTGG-3'。根据该DNA序列设计相

应 引 物。上 游 引 物 序 列 为:5'-GCGTCGACGTG-
CAAGT-GCAAACCAGACTTCAAGAGAGTCTG-
3';下游引物序列为:5'-CCAAGCTTCTCGAGAAA-
AAAGTGCAAGTGCAAACCAGACTCTCTTG-3'。
1.3.2 癌组织及癌旁组织FAS和 HER2

 

mRNA水

平检测

采用RNA提取试剂盒提取癌组织及癌旁组织

FAS和HER2
 

RNA,并根据反转录试剂盒进行反转

录反应,根据SYBR
 

RT-PCR试剂盒说明书进行RT-
PCR试验。反应体系为:95

 

℃
 

预变性
 

30
 

s,95
 

℃
 

5
 

s,60
 

℃
 

30
 

s,循环35
 

次。采用2-ΔΔCt
 

法测定各组

FAS和HER2、基因相对表达量,内参为GADPH,每
个标本重复3次,取平均值。
1.3.3 细胞培养

于六孔板中培养LOVO及 HIEC细胞,培养基

为含10%胎牛血清完全培养基,培养条件为37
 

℃,
5%

 

CO2,细胞单层贴壁培养,待细胞长满至80%时,
胰酶消化传代培养。取对数生长期细胞用于后续

实验。
1.3.4 Western

 

blot
 

根据蛋白提取试剂盒提取LOVO及 HIEC细胞

株总蛋白并测定浓度。根据 Western
 

blot试剂盒说

明书进行电泳、转膜、封闭,采用1∶300比例稀释后

的兔 抗 FAS、HER2 及 GADPH 孵 育 过 夜。次 日

TBST洗涤后,加入辣根过氧化物酶(HRP)标记的山
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羊抗兔二抗,孵育
 

2
 

h
 

后进行成像,并采用Image
 

J软

件进行灰度值分析。根据内参标准计算目标条带相

对值,判断蛋白相对表达量,重复3次。
1.3.5 转染

采用 Lipofectamine
 

3000
 

试剂将 Si-FAS转染

LOVO细胞株,并设立阴性对照组(Si-NC);48
 

h后

检测细胞株HER2、PI3K及Akt蛋白表达量,检测方

法同1.3.2,重复3次。
1.3.6 细胞增殖率检测

取对数生长期LOVO细胞以2.5×105/mL浓度

接种于96孔板中,每孔199
 

μL,共6组。于培养箱培

养24
 

h后,设置Si-FAS组、Si-NC组和溶剂对照组

(加入1
 

μL
 

DMSO)。转染24
 

h,继续培养24、48、72
 

h进行四甲基偶氮唑盐试验,于酶联免疫检测仪
 

490
 

nm
 

处检测各孔的吸光度(OD)值。细胞增殖抑制

率=1-(加药组 OD值-调零孔 OD值)/(对照 OD
值-调零孔OD值)×100%,重复3次。
1.3.7 细胞凋亡率检测

处理24
 

h后,胰酶消化收集细胞,磷酸盐缓冲液

(PBS)洗涤后,用
 

Annexin
 

V-FITC/PI
 

试剂盒染色,
流式细胞仪检测荧光强度,计算细胞凋亡率,重复

3次。
1.3.8 耐药性检测

转染前24
 

h,铺设于96孔板,每孔1×104 个细

胞,根据Si-NC及Si-FAS分为两大组,每组再根据奥

沙利 铂 浓 度 (0、0.465、3.720、29.800、238.000、
1

 

904.000
 

μmol/L)分为6组,转染24
 

h后,每组加入

不同浓度的药物,加药48
 

h后采用 MTT法检测细胞

活性,重复3次。
1.3.9 细胞迁徙、侵袭检测

转染方法同1.3.3,采用Transwell法进行细胞

侵袭 实 验。Transwell
 

小 室 风 干 后,加 入 500
 

μL
 

0.1%结晶紫染色,显微镜下计数发生迁移的细胞数

量。细胞侵袭实验在Transwell小室上层加入50
 

μL
 

2.0
 

mg/mL基质胶 Matrigel,凝固后接种LOVO细

胞,之后操作同细胞迁移。倒置显微镜下随机选取5
个视野进行细胞计数,重复3次。
1.4 统计学处理

采用SPSS22.0进行统计分析,计量资料以x±s
表示,组间各指标比较采用单因素方差分析,组间两

两比较,若方差齐采用
 

LSD-t检验,若方差不齐采用
 

Dunnett-t3检验,同一样本来源不同部位组织指标比

较采用配对型t检验。以P<0.05为差异有统计学

意义。
2 结  果

2.1 癌组织及癌旁组织FAS、HER2
 

mRNA 水平

比较

与癌旁组织比较,癌组织FAS、HER2
 

mRNA水

平更高,差异有统计学意义(P<0.05)。见表1。

2.2 LOVO及 HIEC细胞株FAS、HER2蛋白水平

比较

与 HIEC 细 胞 株 比 较,LOVO 细 胞 株 FAS、

HER2蛋白水平更高,差异有统计学意义(P<0.05)。
见表2。

表1  癌组织及癌旁组织FAS、HER2
 

mRNA
   水平比较(n=31,x±s)

组别 FAS
 

mRNA HER2
 

mRNA

癌旁组织 0.144±0.027 0.024±0.013

癌组织 0.489±0.075 0.068±0.021

t 58.322 24.331

P <0.001 <0.001

表2  LOVO及 HIEC细胞株FAS、HER2蛋白水平

   比较(x±s)

细胞株 FAS蛋白(U/μg) HER2蛋白(U/μg)

LOVO 1.348±0.317 1.103±0.094

HIEC 0.127±0.043 0.133±0.043
 

t 6.611 16.253

P 0.022 <0.001

2.3 转染后细胞HER2/PI3K/Akt通路蛋白水平

与Si-NC组比较,Si-FAS组细胞HER2、PI3K及

Akt蛋白水平均有所下降,见图1和表3。

图1  Wester
 

blot结果

表3  转染后细胞 HER2/PI3K/Akt通路蛋白水平

   比较(x±s)

指标 Si-NC(U/μg) Si-FAS(U/μg) t P

HER2蛋白 0.774±0.101 0.133±0.035 10.387 <0.001

PI3K蛋白 0.675±0.124 0.223±0.097 4.973 0.008

Akt蛋白 0.872±0.146 0.337±0.102 5.203 0.007

2.4 转染后细胞增殖抑制情况比较

转染后,Si-FAS组24、48、72
 

h细胞增殖抑制率

均显著高于Si-NC组,差异均有统计学意义(P<
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0.05)。见表4。
表4  转染后细胞增殖抑制情况比较(x±s,%)

时间 Si-NC Si-FAS t P
24

 

h 0.05±0.13 23.44±4.47 9.059 0.012
48

 

h 0.04±0.09 35.13±3.91 15.540 0.004
72

 

h 0.04±0.17 48.92±5.57 15.193 0.004

2.5 转染后细胞凋亡情况

转染后,Si-FAS组48
 

h时凋亡率为(35.27±
5.54)%,NC组为(3.34±1.75)%,差异有统计学意

义(P<0.05)。见图2。

图2  转染后细胞凋亡情况

2.6 转染后细胞迁徙、侵袭能力

转染后,与Si-NC组比较,Si-FAS组迁徙、侵袭

能力均有所减弱,差异均有统计学意义(P<0.05)。
见表5。

表5  转染后细胞迁徙、侵袭能力(x±s,个)

组别 迁徙细胞数 侵袭细胞数

Si-NC组 72.14±24.45 51.44±5.78
Si-FAS组 29.52±8.81 22.32±9.61
t 2.840 4.498
P 0.047 0.011

2.7 转染后细胞耐药性情况

转染48
 

h后,两组细胞活性随药物浓度有所降

低,且Si-FAS组降低程度比Si-NC组大。见图3和

表6。

图3  耐药性结果

表6  转染后细胞耐药性结果

浓度(μmol/L) 5-FU 5-FU+SI-FAS t P
0.000 0.911±0.122 0.927±0.118 0.163 0.878
0.465 0.732±0.044 0.603±0.041 3.429 0.027
3.720 0.611±0.052 0.431±0.032 5.106 0.007
29.800 0.525±0.023 0.402±0.028 5.879 0.004
238.000 0.413±0.018 0.274±0.015 10.279 0.001
1

 

904.000 0.256±0.016 0.161±0.012 8.227 0.001
F 37.923 72.974
P <0.001 <0.001

3 讨  论

FAS是一类由两条相同的多肽组成的多功能酶,
正常生理条件下,FAS主要在肝、脂肪组织中参与内

源性脂类的合成,并受到营养和激素信号的调控[8]。
由于机体多数组织主要通过利用外源性循环脂肪酸

合成结构脂类,因此FAS表达极低[9]。而研究发现,
多种肿瘤组织中可检测到FAS过表达,并与肿瘤的

发生发展密切相关[4]。本研究结果显示,相较于癌旁

组织及正常人肠上皮细胞,大肠癌组织和大肠癌细胞

中FAS水平显著上升,这与上述研究结果较为一致。
HER2为一类重要的原癌基因,其具有酪氨酸激

酶活性,并参与细胞的生长增殖。研究发现,HER2
过表达时编码的蛋白增多可导致正常细胞生长、分化

过程被破坏,并促进细胞的凋亡,导致癌症的发生[10]。
正常生理条件下,HER2处于失活状态,而一旦受到

外界刺激,即当其被激活时,可导致其编码的蛋白过

表达,进而激活酪氨酸激酶,促进细胞的增殖,而这一

类增殖往往难以被抑癌基因所控制,最终导致肿瘤的

发生[11]。本研究结果显示,相较于癌旁组织及正常人

肠上皮细胞,大肠癌组织和大肠癌细胞中 HER2水平

显著上升。
HER2为PI3K/Akt信号通路的上游因子,其可

通过调控PI3K/Akt通路参与肿瘤细胞的增殖、迁徙

及侵袭等过程[12]。Akt作为PI3K/Akt信号通路下

游的靶激酶,当其处于持续性激活状态时可导致其下

游多条抑制细胞凋亡的通路被激活,加速糖酵解过

程,促使ATP
 

水平上升,提高细胞增殖能力,提升细

胞的耐缺氧能力及抗凋亡能力,促进肿瘤的发生发
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展[13]。有研究表明,HER2激活PI3K/Akt信号通路

与FAS的表达密切相关,FAS过表达可促进 HER2
的信号传导,而HER2/PI3K/Akt信号通路的激活又

可促进FAS的转录、翻译等过程[14]。本研究通过转

染Si-FAS抑制大肠癌细胞FAS的表达,结果显示,
大肠癌细胞HER2、PI3K及Akt表达均有所下降,且
细胞增殖、迁徙及侵袭能力减弱,而凋亡能力有所上

升。这也提示FAS可能通过 HER2/PI3K/Akt通路

参与大肠癌细胞的生物学行为。
目前,中晚期大肠癌尚无根治的方式,因此,联合

化疗是除手术外的重要治疗方式。以奥沙利铂为基

础的化疗方案的耐药性是中晚期大肠癌治疗失败的

主要原因之一。因此,探讨增加肿瘤药物对化疗药物

的敏感性是目前医学工作者关注的重点之一。研究

表明,HER2/PI3K/Akt信号通路活化的癌细胞对激

素治疗和放、化疗可产生抵抗作用[15]。本研究进一步

探讨了通过抑制FAS的表达对肿瘤细胞耐药性的影

响。结果显示,在大肠癌细胞中转染Si-FAS
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h
后,细胞活性随药物浓度有所降低,这也提示抑制

FAS的表达可能会促进大肠癌细胞对化疗药物的敏

感性,但仍需后续体内研究进一步证实。
综上所述,脂肪酸合酶参与大肠癌化疗药物的耐

药机制,并可能通过 HER2/PI3K/Akt信号通路参与

大肠癌细胞的生物学行为。
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