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锌转运体8对结肠癌奥沙利铂耐药的影响
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［摘 要］ 目的：筛选结肠癌中奥沙利铂耐药相关基因，并验证其对奥沙利铂治疗结肠癌疗效的影响。方法：从NCBI⁃GEO数

据库下载并综合分析数据集GSE42387，筛选奥沙利铂耐药相关基因；通过Ualcan和GEPIA数据库检测耐药相关基因在结肠癌

中的表达和对预后的影响；转染 siRNA⁃ZIP8干扰结肠癌细胞SW620中锌转运体8（zinc transporter 8，ZIP8）表达；CCK⁃8实验检

测ZIP8表达降低后奥沙利铂对结肠癌细胞增殖抑制的影响；流式细胞术检测ZIP8表达降低后奥沙利铂对结肠癌细胞凋亡的

影响；对化疗前结肠癌组织标本进行免疫组织化学染色，评估ZIP8与化疗效果的关系。结果：筛选出ZIP8、NUPR1、SLC43A1
和TEME73共4个耐药相关基因；ZIP8在结肠癌组织中高表达（P < 0.05），且与患者预后相关（P=0.005）；在相同药物浓度下，

siZIP8组细胞的增殖抑制率明显高于 siNC组（P < 0.05），siZIP8组中奥沙利铂诱导的细胞凋亡率显著高于 siNC组（P < 0.05）；

ZIP8低表达的患者有更长的总生存期（P=0.001）和无病生存期（P < 0.001）。结论：ZIP8促进了结肠癌患者的奥沙利铂耐药性，

可作为预测患者化疗预后的指标之一。
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［Abstract］ Objective：To screen genes related to oxaliplatin resistance in colon cancer and verify the influence of them on the
oxaliplatin treatment of colon cancer. Methods：Data set GSE42387 was downloaded from NCBI⁃GEO and analyzed comprehensively，
and oxaliplatin resistance genes were screened. Ualcan and GEPIA databases were used to detect the expression of drug⁃resistant genes
in colon cancer and their influence on prognosis. Transfection of siRNA⁃ZIP8 interfered with zinc transporter 8（ZIP8）expression in
colon cancer cell SW620. CCK⁃8 proliferation assay detected the effect of oxaliplatin on colon cancer cell proliferation inhibition after
ZIP8 expression was inhibited. Flow cytometry was used to detect the effect of oxaliplatin on colon cancer cell apoptosis after the
expression of ZIP8 was decreased. Immunohistochemical staining was performed on colon cancer tissue samples before chemotherapy
to evaluate the relationship between ZIP8 and chemotherapy effect. Results：Four drug⁃resistant genes（ZIP8，NUPR1，SLC43A1 and
TEME73）were selected. ZIP8 was highly expressed in colon cancer tissues（P < 0.05）and correlated with patient prognosis（P=
0.005）. Under the same drug concentration，the proliferation inhibition rate of the siZIP8 group was significantly lower than that in the
siNC group，the half inhibitory concentration of oxaliplatin in the siZIP8 group was lower than that in the siNC group（P < 0.05）.
Patients with low ZIP8 expression had longer overall survival（P=0.001）and disease ⁃ free survival（P < 0.001）. Conclusion：ZIP8
promotes oxaliplatin resistance in colon cancer patients and can be used as an indicator for the prognosis of chemotherapy.
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结肠癌是全球肿瘤相关死亡的第三大原因，也

是我国最常见的恶性肿瘤之一［1］。非转移性结肠癌

一经诊断，约 80%的患者可以手术切除，但 30%~
50%的预后不良患者出现术后复发［2］。因此，对于

高危Ⅱ期或Ⅲ期结肠癌患者，手术切除后需要进行

辅助化疗，以降低复发风险［3］。

奥沙利铂是第三代铂类辅助化疗药物，主要通

过抑制DNA复制进而诱导细胞凋亡［4］。据报道，奥

沙利铂可有效改善Ⅲ期结肠癌患者的预后［5］。然

而，临床治疗中结肠癌患者会出现原发性或继发性

奥沙利铂耐药，限制了奥沙利铂的治疗效果。因

此，探究奥沙利铂耐药相关靶点及机制符合临床治

疗的迫切需求。

本研究通过生物信息学方法筛选出结肠癌细

胞中奥沙利铂耐药相关基因锌转运体 8（zinc
transporter 8，ZIP8）。ZIP8，又称溶质载体家族39成
员8（solute carrier family 39 member 8，SLC39A8），是

一种转运二价金属离子的膜蛋白，属于锌离子转运

蛋白家族，其异常表达与多种人类疾病有关，如高

血压、骨关节炎、哮喘和精神分裂症等，但对结肠癌

化疗耐药的影响尚不清楚。本研究运用体外实验

和临床标本验证ZIP8对结肠癌奥沙利铂耐药的影

响，为结肠癌患者的预后和治疗提供理论基础。

1 材料和方法

1.1 材料

人结肠癌细胞 SW620、Annexin V⁃APC细胞凋

亡检测试剂盒（南京凯基生物），siRNA⁃ZIP8（上海吉

玛制药），DMEM培养基、胎牛血清、青霉素/硫酸链

霉素（Gibco公司，美国），4×蛋白上样缓冲液（南京

诺唯赞），兔抗人 ZIP8多克隆抗体（Abcam公司，美

国），JetPEI转染试剂（PolyPlus公司，法国）、RIPA试

剂、兔抗人GAPDH单克隆抗体、辣根过氧化物酶标

记的羊抗兔 IgG、Pierce ECL 曝光液（Invitrogen 公

司，美国），TRIzol试剂、BeyoRTⅡcDNA合成试剂

盒、BeyoFast SYBR Green 试剂盒（上海碧云天生

物），CCK⁃8试剂盒（同仁公司，日本），Histostain SP
免疫组化染色试剂盒（上海麦约尔）。

本研究包含 2014年 1月—2016年 12月在巴彦

淖尔市医院进行治疗的结肠癌患者。纳入标准：组

织学证实的结肠癌；局部晚期或远处转移，纳入研

究时判定无法完全切除；无传染性疾病或心脏病；

肾、肝和骨髓功能正常；既往无结肠手术、化疗、放

疗史。本研究经过内蒙古医科大学伦理委员会批

准（YKD202001250），所有患者及家属均签署知情

同意书。

1.2 方法

1.2.1 耐药相关基因筛选

从NCBI⁃GEO数据库（https：//www.ncbi.nlm.nih.
gov/gds）下载微阵列数据集GSE42387。该数据集包

含HCT116、HT29和LoVo及相对应奥沙利铂耐药细

胞株的mRNA微阵列信息。本研究通过GEO2R工

具对耐药细胞株和未处理细胞株的数据进行再分

析，筛选出4种细胞株共同的耐药基因。采用 t检验，

以P < 0.05和|log2差异倍数（fold change，FC）|> 1为

判定标准定义各数据集中有统计学意义的差异基

因。

1.2.2 细胞培养与转染

常规复苏人结肠癌细胞株 SW620，使用含 10%
胎牛血清和1%双抗的 DMEM培养基培养。细胞置

于 37 ℃、5% CO2的恒温生物培养箱，每 2~3 d更换

培养基。待细胞融合度达到 90%，0.25%胰蛋白酶

消化细胞并传代。将处于对数生长期的 SW620细

胞按 5×104个/孔的密度种植于 6孔板，待细胞生长

至50%密度时，按照 JetPEI试剂盒说明书，将 siRNA⁃
阴性对照（negative control，NC）和 siRNA⁃ZIP8转染

至SW620细胞，分别命名为 siNC和 siZIP8。
1.2.3 实时荧光定量PCR（qRT⁃PCR）

依据TRIzol试剂说明书，分别提取对数生长期

的 siNC组和 siZIP8组细胞总 RNA，根据 BeyoRTⅡ
cDNA合成试剂盒说明书将总RNA逆转录为cDNA。

根据 BeyoFast SYBR Green 试剂盒说明书于 ABI
7500实时荧光定量 PCR系统上进行样本扩增，反

应体系如下：qPCR Mix10 μL、ZIP8/GAPDH上下游

引物（3 μmol/L）各 1 μL、cDNA模板 2 μL、去离子

水 6 μL。引物由南京金斯瑞生物有限公司合成，

ZIP8：上游 5′⁃ATGCTACCCAAATAACCAGCTC⁃3′，
下游 5′⁃ACAGGAATCCATATCCCCAAACT⁃3′；GAP⁃
DH：上游 5′⁃CTGGGCTACACTGAGCACC⁃3′，下游

5′⁃AAGTGGTCGTTGAGGGCAATG⁃3′。每个样品设

3个复孔，实验重复 3次。反应结束后，以 GAPDH
为内参照基因，计算各个样本扩增的 CT值，基因表

达的相对定量采用2-ΔΔCT法。

1.2.4 Western blot

待 siNC组和 siZIP8组细胞进入对数生长期，使

用RIPA裂解液裂解细胞并提取总蛋白，与蛋白上

样缓冲液按比例混合，95 ℃加热10 min。将等量蛋

白注入 ExpressPlus PAGE Gel 预制胶，200 V 电泳
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30 min。eBlot L1快速湿转仪将蛋白转移至 PVDF
膜，5%牛血清蛋白常温孵育 2 h，兔抗人 ZIP8 多

克隆抗体（1∶1 000）或兔抗人 GAPDH 单克隆抗

体（1∶2 000）4 ℃孵育过夜。次日 PBST漂洗 3次，

每次 5 min。辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 IgG
（1∶5 000）常温孵育1 h，PBST漂洗3次，每次5 min。
Pierce ECL 曝光液覆盖 PVDF 膜表面，置于 Tanon
5200S曝光仪曝光并拍照。Image J测定蛋白条带灰

度值。以上实验重复3次。

1.2.5 CCK⁃8细胞增殖试验

将 siNC组和 siZIP8组细胞分别按5×104个/孔的

密度种植于 96孔板，待细胞贴壁后，加入不同浓度

的奥沙利铂（终浓度分别为 0、1.25、2.50、5.00、
10.00、20.00 μg/mL），不同浓度设 3个复孔。48 h
后去除原培养基，每孔加入 10 μL CCK⁃8溶液和

90 μL DMEM培养基，37 ℃避光孵育2 h，酶标仪检测

各孔在 450 nm 波长处的吸光值。该实验重复3 次。

1.2.6 细胞凋亡检测

将处于对数生长期的SW620细胞按5×104个/孔
的密度种植于 6孔板，待细胞生长至 50%密度时加

入终浓度为 5 μg/mL的奥沙利铂，48 h后消化收集

细胞，500 g离心 5 min，PBS缓冲液重悬细胞，重复

3次。去上清，根据Annexin V⁃APC细胞凋亡检测

试剂盒说明书，加入 500 μL Binding Buffer重悬细

胞，加入 5 μL Annexin V⁃APC 染液混匀，避光室温

孵育 5 min，BD FACS AriaⅡSORP 分选型流式细胞

仪检测。该实验重复3次。

1.2.7 免疫组织化学染色（IHC）分析

所有组织标本均采用 10%中性缓冲福尔马林

溶液固定，常规石蜡包埋，4 μm切片。采用 SP法

对结肠组织样本进行 IHC 染色，详细步骤参见

Histostain SP免疫组化染色试剂盒说明书。

阅片由 2位病理科医师双盲独立完成，采用半

定量H⁃score方法对Trop2表达进行评分。采用如下

染色强度评分：0分表示阴性；1分为弱阳性；2分为

中度阳性；3分为强阳性。每个强度级别的细胞总

数乘以相应的强度评分，得到强度百分比评分。然

后将 4种强度百分比评分相加，计算最终染色评

分。最终染色评分最低为 0分（无染色），最高为

300分（所有细胞均为强阳性）。使用X⁃tile软件程

序确定临界值，0~130 分认为 ZIP8 蛋白低表达，

131~300分认为ZIP8蛋白高表达。

1.3 统计学方法

使用SPSS 22.0统计软件对数据进行分析，符合

正态分布的计量资料以均值±标准差（x ± s）表示，

SNK⁃q检验比较两组间差异。满足PH假设检验后，

通过Cox比例风险回归模型确定预后因素。生存曲

线绘制采用Kaplan⁃Meier法，生存曲线比较采用时

序检验，P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 耐药蛋白的筛选

通过比较HCT116、HT29和LoVo耐药细胞株与

非耐药株的基因差异，筛选出 4个结肠癌细胞耐药

后 共 同 的 差 异 基 因 ZIP8、NUPR1、SLC43A1 和

TEME73（图 1A）。使用 Ualcan 数据库检测 ZIP8、
NUPR1、SLC43A1 和 TEME73 基因在结肠组织中

的表达及其与患者预后的关系，发现 ZIP8在结肠

癌组织（n=275）中表达水平显著高于正常肠组织

（n=349）（P < 0.05，图 1B），且仅ZIP8高表达的结肠

癌患者预后较差（P=0.005，图1C），因此将ZIP8作为

进一步研究对象。

2.2 干扰SW620细胞的ZIP8表达

将 siRNA⁃ZIP8 转染至结肠癌细胞株 SW620，
通过检测ZIP8的表达情况观察 siRNA⁃ZIP8的干扰

效率，qPCR结果显示 siZIP8组细胞的 ZIP8 mRNA
水平较 siNC 组显著下降，差异具有统计学意义

（P < 0.05，图 2A）。Western blot结果显示，相较于

siNC组细胞，siZIP8组细胞的ZIP8蛋白表达明显降

低（P < 0.05，图2B）。以上结果表明，siRNA⁃ZIP8可
以下调SW620细胞的ZIP8表达。

2.3 干扰ZIP8表达可增强奥沙利铂对结肠癌细胞

的增殖抑制

通过 CCK⁃8实验检测 siNC组和 siZIP8组在奥

沙利铂处理后细胞增殖情况的变化。如图 3所示，

在相同药物浓度下，siZIP8组细胞增殖抑制率高

于 siNC 组（P < 0.05，图 3）。经计算得出，奥沙利

铂对 siZIP8 组的半数抑制浓度（IC50）为（1.926±
0.103）μg/mL，低于 siNC组［（5.156±0.147）μg/mL］，

差异有统计学意义（P < 0.05）。结果表明，ZIP8表

达被干扰后，奥沙利铂对结肠癌细胞增殖的抑制作

用得到增强。

2.4 干扰ZIP8表达可促进奥沙利铂治疗后结肠癌

细胞的凋亡

通过流式细胞术检测 siNC组和 siZIP8组细胞

在奥沙利铂处理后凋亡情况的变化。未加药培养

时 siNC 组和 siZIP8 组细胞的总凋亡率分别为

（2.413±0.535）%和（4.213±0.716）%，奥沙利铂处理

··968
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图2 干扰ZIP8在结肠癌细胞中的表达

Figure 2 Interference with ZIP8 expression in colon cancer cells

后 siNC 组和 siZIP8 组细胞的总凋亡率分别为

（10.423±1.616）%和（25.374±2.711）%（图 4）。正常

情况下 siZIP8 组细胞的总凋亡率略高于 siNC 组

（P < 0.05），加药培养后 siZIP8组细胞的总凋亡率显

著高于siNC组（P < 0.05）。结果表明，ZIP8表达下调

能促进细胞凋亡，且导致奥沙利铂诱导的凋亡增加。
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图1 耐药基因的筛选

Figure 1 Screening of drug⁃resistant genes
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图4 流式细胞术检测奥沙利铂对结肠癌细胞总凋亡率的影响

Figure 4 The effect of oxaliplatin on the total apoptosis rate of colon cancer cells was detected by flow cytometry

表1 化疗前患者临床特征

Table 1 Clinical characteristics of patients before chemo⁃
therapy

临床特征

ECOG体力状态评分

0分
1分

组织学类型

腺癌

黏液癌

化疗前TNM分期

ⅡB
ⅢA
ⅢB
ⅢC
Ⅳ

肿瘤位置

近端

远端

数量

115
027

105
037

008
031
041
014
048

055
087

比例（%）

80.99
19.01

73.94
26.06

05.63
21.83
28.87
09.86
33.80

38.73
61.27

1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0

细
胞

增
殖

抑
制

率

1.25 2.50 5.00 10.00 20.00
奥沙利铂（μg/mL）

siNC组
siZIP8组

与 siNC组相比，*P < 0.05，n=3。
图3 CCK⁃8检测奥沙利铂对结肠癌细胞增殖抑制的影响

Figure 3 The effect of oxaliplatin on proliferation inhibi⁃
tion of colon cancer cell was detected by CCK⁃8
assay

*

*
* *

2.5 结肠癌组织中 ZIP8 表达情况与临床预后的

关系

本研究入选了 142 例结肠癌患者，中位年龄

64（23~78）岁，男107例（75.35%），女35例（24.65%）。

化疗前患者临床特征见表 1，结肠癌组织中ZIP8蛋
白的表达情况见图5A。本研究中，中位随访时间为

23.5 个月（3.6~72.4 个月），其中 45.07%的患者死

亡。61例患者死于肿瘤进展，3例死于脑梗死。化

疗的临床有效率为 75.35%（107例部分缓解，35例

病情稳定）。

分析化疗后结肠癌患者的生存期发现，ZIP8
低表达的患者有更长的总生存期（OS，log⁃rank

χ 2=11.839，P=0.001）和无病生存期（DFS，log⁃rank
χ2=13.404，P < 0.001，图 5B）。在单因素分析中，

ZIP8表达、AJCC分期和残留癌是决定OS和DFS的
独立因素（表 2）。多因素分析发现，ZIP8表达高低

是化疗前预测OS（HR=3.412，95%CI：1.574~7.869，
P=0.002）和 DFS（HR=2.676，95%CI：1.362~5.375，
P=0.004）的预后指标。
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A：代表性结肠组织的ZIP8免疫染色；B：不同ZIP8表达的结肠癌患者的无病生存期和总生存期。

图5 ZIP8对结肠癌患者化疗预后的影响

Figure 5 Effect of ZIP8 on the prognosis of patients with colon cancer after chemotherapy

表2 单因素和多因素分析检测结肠癌患者的预后因素

Table 2 Univariate and multivariate analyses performed to detect prognostic factors in patients with colon cancer

因素

年龄［<65岁（n=68）vs. ≥65岁

（n=74）］
性别［男（n=107）vs.女（n=35）］
组织学类型［腺癌（n=105）vs.
黏液癌/SRCC（n=37）］
AJCC 分期［<Ⅳ（n=95）vs. Ⅳ
（n=47）］
化疗周期［2（n=72）vs.≧3（n=70）］
化疗效果［部分缓解（n=107）
vs. 病情稳定（n=35）］
残留癌［R0（n=106）vs.≥R1（n=36）］
术前化疗［是（n=117）vs.否（n=25）］
ZIP8表达［高（n=66）vs. 低或无

（n=76）］

HR
1.288

2.716
0.984

2.003

5.368
1.416
2.640

95%CI
0.643~2.617

0.246~1.583
0.561~2.647

1.274~5.435
0.424~1.695

0.958~4.364

2.641~9.856
0.542~3.221
1.267~5.364

P值

0.482

0.351
0.649

0.007
0.743

0.068

< 0.001
0.567
0.011

HR
—

—

—

—

—

—

6.863
—

3.412

95%CI
—

—

—

—

—

—

3.225~13.368
—

1.574~7.869

P值

—

—

—

—

—

—

< 0.001
—

0.002

HR
1.412

1.117
1.475

2.587
0.829

1.484

3.634
1.148
2.483

95%CI
0.775~2.548

0.523~2.231
0.736~3.144

1.347~5.082
0.417~1.623

0.763~3.169

1.673~6.604
0.479~2.412
1.342~4.563

P值

0.263

0.942
0.245

0.003
0.429

0.248

< 0.001
0.875
0.008

HR
—

—

—

—

—

—

3.708
—

2.676

95%CI
—

—

—

—

—

—

1.924~7.453
—

1.362~5.375

P值

—

—

—

—

—

—

< 0.001
—

0.004

OS单因素分析 OS多因素分析 DFS单因素分析 DFS多因素分析
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3 讨 论

奥沙利铂是第三代铂类抗肿瘤药物，通过与

DNA 双链共价结合形成链间交联，阻止DNA复制

和转录，导致细胞死亡［6］。奥沙利铂是结肠癌临床

化疗的一线药物，大约 50%的患者可从奥沙利铂

联合化疗中受益，但长期大剂量应用奥沙利铂引

起的肿瘤耐药是导致化疗效果减弱及丧失的主要

原因［7］。同时，奥沙利铂耐药与结肠癌患者根治术

后复发率密切相关［8］。奥沙利铂耐药是由多种机制

引起的，包括化疗耐药相关蛋白的过表达、DNA⁃铂
类加成物的形成以及信号转导通路的突变［9］。

本研究通过 GEO 数据库对比了结肠癌细胞

HCT116、HT29和LoVo与各自对应耐药株的基因表

达，分别筛选出213、551和406个差异基因，其中包

括 4 个共同差异基因 ZIP8、NUPR1、SLC43A1 和

TEME73。在GEPIA数据库中比较 349例正常结肠

组织和 275例结肠癌组织的mRNA信息，发现ZIP8
在结肠癌组织中显著高表达，而NUPR1在结肠癌组

织中的表达显著低于正常组织。进一步通过Ualcan
数据库发现ZIP8高表达的患者预后较低表达患者

差。以上结果表明，ZIP8是一个具有研究价值的结

肠癌奥沙利铂耐药相关基因。

ZIP8是一种调节二价金属离子（Zn2+、Fe2+、Co2+、

Mn2+和Cd2+）内流的多功能膜转运体［10］。ZIP8的异

常表达与多种人类疾病有关，如血压升高、骨关节

炎、哮喘和精神分裂症［11-14］。ZIP8也被认为对脂质

多糖、TNF⁃α和 IL⁃1β等炎症刺激具有高度的反应

性［15］。锌可参与肿瘤的调节，而ZIP8在控制锌浓度

方面至关重要，因此研究人员对ZIP8在肿瘤发生发

展中的作用越来越感兴趣［16-17］。研究表明，ZIP8能
通过NF⁃κB信号通路促进神经母细胞瘤的发展，干

扰 ZIP8表达可降低基质金属蛋白酶的表达水平，

进而抑制神经母细胞瘤癌细胞的迁移潜能［18］。此

外，ZIP8还参与了细胞骨架排列、增殖和迁移的调

控［19］。Geng等［20］发现 ZIP8通过调节抗凋亡蛋白

Bcl⁃2的水平而非顺铂摄取途径促进大鼠小胶质细

胞和小鼠胚胎成纤维细胞的顺铂耐药。作为多种

生物功能必需的转运体，ZIP8对肠癌顺铂耐药的影

响有待进一步探究。

本文通过转染 siRNA⁃ZIP8干扰 SW620细胞中

ZIP8的表达。结果显示，转染 siZIP8组细胞中ZIP8
mRNA 和蛋白表达显著降低，表明 siRNA⁃ZIP8成功

干扰 SW620细胞 ZIP8的表达。CCK⁃8实验和流式

细胞术结果显示，奥沙利铂处理后 siNC组细胞增殖

率高于 siZIP8组，奥沙利铂对 siZIP8组细胞的半数

抑制浓度降低，siZIP8 组细胞凋亡率显著高于 siN
组，表明 ZIP8表达下调后奥沙利铂对结肠癌细胞增

殖的抑制作用增强，奥沙利铂所致结肠癌细胞的凋

亡率增高。以上结果提示干扰 ZIP8表达可以提高

结肠癌细胞对奥沙利铂的敏感性，ZIP8能增强结肠

癌细胞对奥沙利铂的耐受性。

随后本研究通过 IHC检测了142例结肠癌患者

癌组织中ZIP8表达，并分析了ZIP8水平和患者预后

的关系。结果证明，ZIP8高表达患者的无病生存期

和总生存期均短于ZIP8低表达患者。单因素分析

表明，AJCC分期、残留癌和ZIP8表达水平与无病生

存期和总生存期长短有关。多因素分析进一步证

明，ZIP8是结肠癌患者接受化疗后除残留癌之外的

又一预后指标，ZIP8高表达的结肠癌患者奥沙利铂

治疗效果更差。临床样本信息验证了ZIP8对结肠

癌奥沙利铂耐药的促进作用。

综上，本文探究了ZIP8与结肠癌奥沙利铂耐药

的关系，证实了ZIP8可增强结肠癌的奥沙利铂耐药

性。作为预测结肠癌化疗预后的潜在指标之一，ZIP8
有可能成为治疗结肠癌奥沙利铂耐药的新靶点。
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