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[摘 要] 目的：探讨双氧化酶 2（dual oxidase 2，DUOX2）对结直肠癌（colorectal cancer，CRC）细胞5-氟尿嘧啶（5-fluorouracil，

5-FU）药物敏感性的影响。方法：选用CRC细胞系DLD-1、SW480、HCT116、SW620与正常肠上皮细胞株NCM460，用 qPCR法

检测细胞中DUOX2的表达水平。利用慢病毒感染技术，稳定敲降HT-29与HCT116细胞中DUOX2表达，qPCR法和WB法检测

敲降效率。用不同浓度（0、5、10、20、40、80、120 μg/ml）5-FU处理 sh-Control组与 sh-DUOX2组细胞，用 CCK-8 法、流式细胞术

分别检测5-FU对细胞增殖、细胞凋亡和细胞周期的影响。构建裸鼠 HT29 细胞移植瘤模型，观察DUOX2基因对5-FU疗效的

影响。结果：DUOX2 mRNA 在 CRC 细胞中的表达水平显著高于 NCM460 细胞（P<0.05 或 P<0.01）。敲降 DUOX2 基因

后，与 sh-Control 组相比 ，sh-DUOX2 组 HT29和HCT116细胞中DUOX2 mRNA和蛋白表达水平明显下降（均P<0.01）；细胞对

5-FU的敏感性增强，细胞凋亡率明显升高（均 P<0.01），G0/G1 期比例显著升高、G2 期与 S 期比例显著下降（均P<0.01）。未

经 5-FU治疗的 sh-Control组与 sh-DUOX2组裸鼠移植瘤体积及质量比较差异均无统计学意义（均P>0.05），经 5-FU治疗的

sh-DUOX2+5-FU组移植瘤体积及质量明显低于 sh-Control+5-FU组（均P<0.01）。结论：敲降DUOX2基因可显著增强CRC细胞

对5-FU的敏感性。
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[Abstract] Objective: To investigate the effect of double oxidase 2 (DUOX2) on the sensitivity of colorectal cancer (CRC) cells to

5-fluorouracil (5-FU). Methods: CRC cell lines DLD-1, SW480, HCT116, SW620 and normal intestinal epithelial cell line NCM460

were selected, and the expression of DUOX2 in these cell lines were detected by qPCR. DUOX2 expression in HT-29 and HCT116

cells was stably knocked down by lentivirus infection technique. The knockdown efficiency was detected by qPCR and WB. Cells in sh-

Control and sh-DUOX2 groups were treated with 5-FU at different concentrations (0, 5, 10, 20, 40, 80, 120 μg/ml). The effects of 5-FU

on cell proliferation, apoptosis and cell cycle were detected by CCK-8 method and flow cytometry. HT29 cell transplanted xenograft

model in nude mice was constructed to observe the effect of DUOX2 gene on the treatment efficacy of 5-FU. Results: the expression

level of DUOX2 mRNA in CRC cells was significantly higher than that in NCM460 cells (P<0.05 or P<0.01). Compared with sh-

Control group, the mRNA and protein expressions of DUOX2 in sh-DUOX2 group were significantly decreased (all P<0.01); the

sensitivity of cells to 5-FU was enhanced, the apoptosis rate and the ratio of cells at G0/G1 phase were significantly increased (all P<

0.01), and the ratio of cells at G2 and S phase was significantly decreased (all P<0.01). There was no significant difference in tumor

volume and mass between sh-Control group and sh-DUOX2 group without 5-FU treatment (all P>0.05), but the volume and mass of

transplanted tumor in sh-DUOX2+5-FU group after 5-FU treatment was significantly lower than that in sh-Control+5-FU group (all P<

0.01). Conclusion: The sensitivity of CRC cells to 5-FU can be significantly enhanced by knocking down DUOX2 gene.
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结直肠癌（colorectal cancer，CRC）是最常见的恶

性肿瘤之一，在中国，CRC 病死率在男性肿瘤中占

第三位，在女性肿瘤中占第四位 [1]。 5-氟尿嘧啶

（5-fluorouracil，5-FU）用于治疗多种恶性肿瘤，是

CRC治疗中的基础药物，广泛应用于CRC患者治疗

的不同阶段。对5-FU药物的敏感性是影响治疗效果

的关键因素，如何提高5-FU疗效成为CRC研究的热

点 。 双 氧 化 酶 2（dual oxidase 2，DUOX2）属 于

NADPH氧化酶家族成员，位于人类 15号染色体上，

最初发现于甲状腺组织[2]，与甲状腺功能障碍和遗传

性短暂性先天性甲状腺功能减退有关[3-4]。DUOX2

在多种肿瘤的发生发展过程中发挥不同的作用，该

基因在肝癌[5]、胰腺癌[6]、前列腺癌[7]中高表达，在肺癌

中低表达[8]。既往研究显示，DUOX2在肠癌组织中

高表达[9-10]，此外其产生的活性氧（reactive oxygen

species，ROS）可以促进 5-FU 诱导的上皮 -间质转

化[11]。但DUOX2对CRC细胞 5-FU药物敏感性的影

响及相关机制鲜有研究。本研究通过敲降CRC细胞

中DUOX2的表达，探索其对 5-FU化疗敏感性的影

响，旨在为提高CRC患者的5-FU治疗效果寻找新的

思路。

1 材料与方法

1.1 细胞系、实验动物及主要试剂

人CRC细胞系DLD-1、SW480、HCT116、HT-29、

SW620和正常肠上皮细胞株NCM460均购自中科院

上海细胞库。

5周龄、雌性BALB/c裸鼠购自维通利华（实验动

物合格证号：No.1103241911014956），动物实验严格

按照河北医科大学第四附属医院实验动物伦理委员

会的指导方针进行。

DMEM培养基、PRMI 1640培养基和0.25% EDTA

胰酶购自 Thermo 公司，PBS 和胎牛血清购自 BI 公

司，逆转录试剂盒购自Promega公司，DUOX2引物由

上海捷瑞生物工程有限公司合成，DUOX2一抗购自

美国OriGene Technologies公司，GAPDH一抗购自武

汉三鹰生物技术有限公司，山羊抗兔荧光二抗购自

美国 Rockland 公司 ，sh-DUOX2 与阴性对照 sh-

Control慢病毒由上海吉凯基因科技有限公司合成，

PE偶联Annexin-V凋亡检测试剂盒购自美国BD公

司，细胞周期检测试剂盒购自杭州联科生物技术股

份有限公司。

1.2 细胞培养与慢病毒感染

将不同细胞株复活后，HT-29细胞培养于10%胎牛

血清的 DMEM 培养基中，DLD-1、SW480、HCT116、

SW620和NCM460细胞在10%胎牛血清的PRMI 1640

培养基中，于37 ℃、5%CO2的培养箱中培养。视细胞生

长情况，每2~4 d进行1︰2~1︰3传代。

取对数生长期HT-29或HCT116细胞，接种于6孔

板，当细胞贴壁生长汇合度约50%时，按照慢病毒感染

使用说明书的方法进行慢病毒感染。DUOX2基因的

干扰序列为：5'-GGAGGACAACAUAGUGGUUTTA‐

ACCACUAUGUUGUCCUCCTT-3'。在本研究中将稳

定敲降DUOX2的细胞定义为sh-DUOX2，同时设计sh-

Control为阴性对照。慢病毒带有GFP标签，转染72 h，

荧光表达丰度较高时，在荧光显微镜下观察转染效率

（转染效率=绿色荧光细胞数/总细胞数×100%）。

1.3 qPCR法检测CRC细胞中DUOX2 mRNA表达

收集待检测的细胞，用 TRIzol 提取细胞中总

RNA，经检测RNA的纯度和浓度后，用逆转录试剂盒

合成 cDNA。参照下列反应体系，以 cDNA做模板，

配制 qPCR反应体系：cDNA 4.6 μl、引物 0.4 μl、qPCR

mix 5.0 μl，总体积 10 μl。引物序列：DUOX2 F为 5′-

GCTTGGACCCATCATTCAC-3′，R 为 5′-GCCGCAA

CCTCATAACCT-3′。GAPDH作为内参。反应条件：

95 ℃ 2 min，95 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，共 40个循环完

成扩增，之后 95 ℃ 1min，55 ℃ 30 s，95 ℃ 30 s绘制

熔解曲线。△CT=[CT(DUOX2)-CT(GAPDH)]，DU‐

OX2 相 对 表 达 量 =sh-DUOX2（2-△CT）/sh-Control

（2-△CT）。

1.4 WB法检测CRC细胞中DUOX2蛋白的表达

用 RIPA 裂解液处理 sh-Control 和 sh-DUOX2 组

细胞提取总蛋白，BCA试剂盒测定各组蛋白浓度，按

照50 μg/孔上样后，进行SDS-PAGE、转膜，5%脱脂牛

奶室温封闭 1.5 h，分别加入 DUOX2（1︰500）与

GAPDH（1︰2 000）一抗 4 ℃孵育过夜。次日，TBST

洗膜 3次后，加入羊抗兔荧光二抗（1︰8 000）继续孵

育 2 h，清洗后，置于 Odyssey 双色红外荧光扫描系

统，分析蛋白条带的灰度值，以GAPDH为内参，计算

DUOX2蛋白的表达量。

1.5 CCK-8法检测5-FU对CRC细胞增殖的抑制作用

将感染后细胞铺于96孔培养板中（5×103个细胞/孔），

每组设置 6个复孔，同时设计阴性对照及空白对照。

细胞贴壁后，分别在每组中加入不同浓度（0、5、10、

20、40、80、120 μg/ml）的 5-FU。培养箱中培养 72 h

··1366



张雪, 等 . DUOX2对结直肠癌细胞氟尿嘧啶敏感性的影响

后，每孔中加入 20 μl的CCK-8溶液，2 h后在酶标仪

上测定波长在 450 nm处各孔的光密度（D）值，以反

映各组细胞的增殖活力，并计算 5-FU的半数抑制浓

度（half maximal inhibitory concentration，IC50）。

1.6 流式细胞术检测CRC细胞的凋亡率及细胞周期

分布

（1）细胞凋亡率检测：用 5-FU 干预 sh-Control和

sh-DUOX2两组细胞72 h，标记为sh-Control+5-FU和sh-

DUOX2+5-FU，未经干预的 sh-Control作为对照。取

Falcon试管，做好标记。用冷的PBS洗涤细胞2次，用

1×结合缓冲液制成密度为1×106个细胞/ml的悬液。各

组分别加入100 μl细胞悬液、5 μl Annexin-V和5 μl核

酸染料，轻轻混匀后室温避光放置15 min，后分别加入

1×结合缓冲液400 ml，1 h内用流式细胞仪检测细胞凋

亡率。细胞凋亡率=早期凋亡率+晚期凋亡率。

（2）细胞周期分布检测：分别收集密度为 2×105~

1×106个的各组细胞，离心弃上清。用PBS洗涤1次，

离心弃上清。加入 1 ml DNA染色液和 10 μl 破膜剂

混匀，室温避光孵育30 min后，于流式细胞仪上检测

细胞周期的分布。

1.7 裸鼠HT29细胞移植瘤模型的构建及观察

将 BALB/c 裸鼠随机分为 2 组（10 只/组），将

sh-Control、sh-DUOX2两组HT29细胞（1×106个细胞/只）

分别注射在裸鼠腋窝中后部皮下。出现肉眼可见的

皮下结节后，随机在两组裸鼠中各取 5只进行 5-FU

（5 mg/kg）腹腔注射治疗，1次/3 d。每周观察、记录移

植瘤大小，计算肿瘤体积=1/2×长径×短径 2。4周后处

死裸鼠，取移植瘤进行拍照并称质量。

1.8 统计学处理

qPCR法、WB法、CCK-8法、流式细胞术等实验

均重复 3次。采用SPSS21.0与GraphPad Prism5.0软

件进行实验数据的统计分析与绘图。正态分布的计

量数据以 x̄±s表示，两组间计量资料比较采用 t检验，

计数资料比较采用χ2检验。以P<0.05或P<0.01表示

差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 DUOX2在CRC细胞系中均表达上调

qPCR检测结果（图1）显示，与NCM460细胞相比，

DUOX2 mRNA 在 DLD-1、SW480、HCT116、HT-29、

SW620细胞中的表达水平均明显上调（P<0.05或

P<0.01），以SW620细胞中表达水平最高。

2.2 成功建立DUOX2敲除的CRC细胞株

选取DUOX2表达水平较高的HT-29和HCT116两

个细胞株进行慢病毒转染，72 h后用荧光显微镜下观察，

两种细胞的转染效率均>85%（图2A）。qPCR和WB实

验结果显示，与sh-Control组相比，sh-DUOX2组DUOX2

mRNA表达水平显著下调（均P<0.01，图2B），DUOX2

蛋白的表达水平显著降低（均P<0.01，图2C）。

2.3 敲降 DUOX2 后增强 5-FU 对 CRC 细胞增殖的

抑制作用

CCK-8法检测结果（图3）显示，用不同浓度的 5-FU

处理后，sh-DUOX2组HT29和HCT116细胞 IC50值均

明显低于 sh-Control组[HT29:（31.43±3.92）vs（48.42±

6.23）μg/ml，P<0.01；HCT116:（15.5±4.42）vs（29.3±

7.56）μg/ml，P<0.01]。敲降DUOX2基因可明显降低

5-FU药物的 IC50值。

*P<0.05, **P<0.01 vs NCM460 cells

图1 DUOX2基因在不同细胞系中的表达水平

Fig.1 The expression level of DUOX2 in CRC cell lines

2.4 敲降DUOX2对5-FU诱导的细胞凋亡率与细胞

周期的影响

流式细胞术检测结果（图4）显示，敲降DUOX2再用

5-FU（20 μg/ml）干预后，sh-DUOX2+5-FU 组 HT29和

HCT116细胞的凋亡率均明显高于 sh-Control+5-FU

组和 sh-Control 组 [HT29:（24.73±0.84）% vs（12.09±

0.30）%、（7.25±0.29）% ，均 P<0.01; HCT116:（16.63±

1.36）% vs（5.60±0.62）%、（2.37±0.45）%，均P<0.01]。细

胞周期检测结果（图 5）显示，sh-Control 与sh-DUOX2

组HT29和HCT116 细胞的细胞周期分布比较差异

无统计学意义（均 P>0.05）；用 5-FU（20 μg/ml）干预

后，与 sh-Control+5-FU相比，sh-DUOX2+5-FU组细胞

的G0/G1期比例显著上调（P<0.05或P<0.01），G2期比

例显著下降（均P<0.01），S期比例亦显著下降（P<0.05

或P<0.01）。实验结果表明，5-FU对sh-DUOX2组细胞

周期的阻滞作用显著优于 sh-Control组。

2.5 敲降 DUOX2 增强裸鼠 HT29 细胞移植瘤对

5-FU的敏感性

成功建立裸鼠皮下HT29细胞移植瘤模型。1周后

随机腹腔注射5-FU进行治疗，记录不同时期各组裸鼠

移植瘤的生长情况（图6A）。4周后处死裸鼠，剥除移植
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瘤并称质量，结果显示（图6A，B），未经 5-FU 治疗的

sh-Control组与 sh-DUOX2 组移植瘤的体积及质量

比较差异无统计学意义（均 P>0.05）；经 5-FU 治疗的

sh-DUOX2+5-FU组和 sh-DUOX2+5-FU组移植瘤的体

积及质量均明显低于未治疗sh-DUOX2组（均P<0.01），

经5-FU治疗的 sh-DUOX2+5-FU组移植瘤体积及质量

明显低于sh-Control+5-FU组（均P<0.01）。实验结果表

明，敲降DUOX2后明显提高5-FU的治疗效果。

**P<0.01 vs sh-Control group

图2 慢病毒感染后荧光显微镜图像（A, ×400）和CRC细胞中DUOX2表达（B, C）

Fig.2 Fluorescence microscopical images after lentivirus infection (A, ×400) and expression of DUOX2 in CRC cells (B, C)

*P<0.05, **P<0.01 vs sh-Control group

图3 5-FU对CRC细胞增殖抑制率的影响

Fig.3 Effect of 5-FU on proliferation inhibition rate of CRC cells

3 讨 论

近年来，随着肿瘤化疗敏感性相关研究的不断

深入，相应的基因检测可能为患者提供有效的药物

指导与预后评估[12]。5-FU是抗代谢类化疗药，在体

内可以抑制胸苷酸合成酶的活性，阻断脱氧嘧啶核

苷酸酶向胸腺嘧啶核苷酸的转化，干扰DNA及RNA

的合成，可以转化成多种活性物质如5-FU核苷，干扰

蛋白质合成，对肿瘤细胞各期均有作用，近年来对其

药物敏感性的研究成为热点[13]。作为CRC化疗的基
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础用药，5-FU在新辅助及辅助化疗、一二线等多个阶

段的内科治疗中占有举足轻重的地位，提高肿瘤细

胞对 5-FU 的敏感性是改善 CRC 患者生存的关键。

然而受到机体、器官、微环境、细胞等多种因素的影

响，不同CRC患者对5-FU为基础的标准化疗的敏感

性存在很大差异[14]，研究人员试图通过筛选对化疗敏

感基因的可以进一步改善治疗效果，有助于开展个

体化的药物治疗。

**P<0.01 vs sh-DUOX2+5-FU

图4 5-FU对两组细胞凋亡的影响

Fig.4 Effect of 5-FU on cell apoptosis in the two groups

众所周知，肿瘤微环境在肿瘤的发生发展中起

重要的作用[15]。在肿瘤微环境的影响因素中，ROS占

有举足轻重的地位，它可显著影响肿瘤的发生发展

与药物敏感性。最初认为，ROS仅仅是线粒体呼吸

和其他代谢途径的副产物，随着研究的深入，逐渐发

现ROS的产生受多种内源性调节，肿瘤细胞中往往

存在过高的 ROS 水平，导致异常的细胞信号转导。

既往研究认为，在化疗基础上联合抗氧化剂治疗，如

维生素C、维生素E、乙酰半胱氨酸和谷胱甘肽等[16-19]

可提高化疗的有效率。此外，ROS 主要来自于

NADPH 氧 化 酶 家 族（nicotinamide adenine

dinucleotide phosphate oxidases，NOXs）[20]，对该家族

成员的干预可能有助于提高化疗疗效。NOXs成员

包括NOX1、NOX2、NOX3、NOX4、NOX5、DUOX1和

DUOX2，各成员在不同类型的细胞中发挥的功能存

在差异。虽然目前认为DUOX1和DUOX2是高度同

源的，二者均依赖于Ca2+信号转导，但二者在功能上

也存在差异，在非刺激条件下，DUOX2具有基础活

性，并不太严格依赖于 Ca2+。研究[21]表明，沉默

DUOX1可以导致肺癌H292细胞对表皮生长因子受

体酪氨酸激酶抑制剂的抗性增加。而DUOX2在药

物作用的机制与信号通路等方面鲜有研究报道。本

研究结果提示，沉默DUOX2使CRC细胞对 5-FU敏

感性增强，与DUOX1的功能存在明显差异，可能与

不同成员潜在的独特功能相关。

在所有NOXs家族成员中，DUOX2功能相对单

一，只产生H2O2
[22]，而H2O2是一种重要的ROS，它能

够调控细胞的增殖、迁移和分化等信号通路[23]。大量

的ROS可导致肿瘤细胞氧化应激的发生，是参与肿

瘤微环境调控的重要因子。鉴于DUOX2独特的生

物学功能，笔者推测DUOX2可能参与化疗药物的敏

感性。有研究表明，DUOX2 通常在 CRC[9-10]、胰腺

癌[6，24]、Barrett食管和胃癌[9]中高表达，而在肺癌中低

表达[8]，DUOX2 在 CRC 中表达上调与预后不良有

关[25]。本研究发现，DUOX2在CRC细胞中的表达明

显高于正常肠上皮细胞，与既往研究一致。提示在

CRC中，DUOX2可能作为癌基因发挥生物学功能。

为进一步明确CRC患者癌组织中DUOX2水平是否

与患者 5-FU药物敏感性相关，本课题组后期将收集

CRC患者肿瘤组织与正常组织标本，进行DUOX2检

测，并对其治疗及预后进行随访。
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*P<0.05, **P<0.01 vs sh-Control or sh-DUOX2 group; △P<0.05,△△P<0.05 vs sh-Control+5-FU group

图5 不同分组的细胞周期情况

Fig.5 Cell cycle in different groups

**P<0.01 vs sh-Control or sh-DUOX2 group; △△P<0.01 vs sh-Control+5-FU group

图6 裸鼠CRC移植瘤的生长曲线（A）和质量（B）

Fig.6 Growth curve (A) and mass (B) of CRC transplanted tumor in nude mice

本研究中选取DUOX2表达水平较高的HCT116

和HT29细胞，采用慢病毒感染技术敲低DUOX2的

表达后，qPCR 与 WB 实验结果均显示 CRC 细胞中

DUOX2的表达受到抑制；通过CCK-8法检测发现，

敲降DUOX2后，CRC细胞对 5-FU的敏感性明显提

高，流式细胞结果显示敲低DUOX2后，5-FU导致的

细胞凋亡率升高、细胞周期阻滞明显增加。敲降

DUOX2基因可显著增强CRC细胞的 5-FU敏感性，

提示DUOX2可能是提高CRC患者5-FU敏感性的潜

在干预靶点。既往 KANG 等[11]发现，5-FU 耐药的

SNUC5 细胞中 DUOX2 mRNA 水平显著升高，提示

DUOX2高表达可能与5-FU耐药相关，与本研究结论

一致。本研究推测，DUOX2可能通过影响肿瘤细胞

的ROS水平，导致异常的细胞信号转导，进而影响药

物的疗效。未来需更深入的研究来揭示其参与药物

敏感性调控的机制。

综上所述，DUOX2与CRC细胞5-FU的药物敏感

性密切相关，靶向抑制DUOX2的表达可以提高肿瘤细

胞对5-FU化疗敏感性，为寻找新的途径改善CRC患者

5-FU化疗效果提供了新的思路和理论依据。
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