
结直肠癌（colorectal carcinoma，CRC）是我国最

常见恶性肿瘤之一，且发病率逐年上升，居全部肿

瘤第3位，死亡率列第4位，严重威胁我国人民生命

健康［1］。目前CRC治疗方法主要包括根治性手术治

水通道蛋白3参与缺氧介导的结直肠癌化疗耐药的机制研究
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［摘 要］ 目的：探讨水通道蛋白3（aquaporin 3，AQP3）在缺氧介导结直肠癌（colorectal carcinoma，CRC）化疗耐药中的作用及

意义。方法：通过实时荧光定量PCR和Western blot实验检测缺氧条件下结直肠癌HCT116、HT29细胞中AQP3表达的变化；通

过CCK⁃8实验检测在氟尿嘧啶（5⁃fluorouracil，5⁃Fu）作用下，缺氧对 HCT116细胞化疗敏感性的影响；通过CCK⁃8和平板克隆形

成实验检测AQP3对缺氧条件下HCT116细胞化疗敏感性的影响。结果：在缺氧条件下，HCT116、HT29细胞中AQP3 mRNA以

及蛋白表达水平均显著上调；抑制缺氧诱导因子⁃1α（hypoxia inducible factor，HIF⁃1α）表达，缺氧条件下HCT116细胞中AQP3
mRNA、蛋白表达水平均未显著增加。在缺氧条件下，HCT116细胞对 5⁃Fu的化疗敏感性低于常氧条件；抑制AQP3表达，

HCT116细胞对5⁃Fu化疗敏感性增加。平板克隆形成实验也证明了抑制AQP3表达可增加HCT116细胞在缺氧条件下的化疗

敏感性。结论：在缺氧条件下，HIF⁃1α上调AQP3表达，继而导致结直肠癌细胞对5⁃Fu耐药。
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Mechanism of AQP3 in the chemoresistance of colorectal carcinoma mediated by hypoxic
condition
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［Abstract］ Objective：This study aims to investigate the role of aquaporin 3（AQP3）in the chemoresistance of colorectal carcinoma
mediated by hypoxia. Methods：Real⁃time quantitative PCR and Western blot were performed to detect the expression of AQP3 under
hypoxic condition in colorectal carcinoma HCT116 cells and HT29 cells. CCK⁃8 was used to detect the influence of hypoxia on the
sensitivity of HCT116 cells to 5 ⁃ fluorouracil（5⁃Fu）under hypoxic condition. CCK⁃8 and colony formation assay were also used to
detect the effect of AQP3 on the sensitivity of HCT116 cells to 5⁃Fu under hypoxic condition. Results：Under hypoxic condition，the
expression levels of AQP3 mRNA and protein were significantly up⁃regulated in both HCT116 and HT29 cells. After hypoxia inducible
factor（HIF⁃1α）was inhibited，and the expression levels of AQP3 mRNA and protein in HCT116 cells under hypoxic condition were not
significantly increased. Under hypoxic condition，the sensitivity of HCT116 cells to 5 ⁃ Fu was lower than that in normal oxygen
condition，which was reversed by inhibiting AQP3. Colony formation assay also demonstrated that the effect of 5⁃Fu on the proliferation
ability of HCT116 cells was smaller under hypoxic condition，which was reversed by inhibiting AQP3. Conclusion：Under hypoxic
condition，colorectal carcinoma up⁃regulated AQP3 expression by HIF⁃1α，which lead to 5⁃Fu chemoresistance.
［Key words］ colorectal carcinoma；aquaporin 3；hypoxia inducing factor⁃1α；chemoresistance

［J Nanjing Med Univ，2021，41（03）：344⁃348］

［基金项目］ 南京医科大学科技发展基金一般项目

（NMUB2018313）
∗通信作者（Corresponding author），E⁃mail：zhouyang.chun@163.
com

·基础研究·

南京医科大学学报（自然科学版）
Journal of Nanjing Medical University（Natural Sciences）

第41卷第3期
2021年3月··344



疗、化学药物治疗以及分子靶向治疗等［2］，而肿瘤细

胞对化疗不敏感常导致CRC治疗失败，严重影响患

者预后［3］。因此，深入研究CRC化疗耐药机制，降低

CRC对化疗药物的耐药性，对提高CRC患者的预后

具有十分重要的意义。

缺氧是实体肿瘤微环境的主要特征，且是肿瘤

预后的独立危险因素［4］。缺氧可导致肿瘤细胞生物

学行为变化，诸如细胞存活、代谢重组、血管生成、基

因组稳定性的改变［5-7］。越来越多的研究发现缺氧参

与肿瘤化疗耐药的产生，然而其机制仍不清楚［8-10］。

水通道蛋白 3（aquaporin 3，AQP3）是水通道蛋

白家族成员之一，具有介导渗透压依赖性跨生物膜

水转运的作用，对H2O2、甘油等小分子物质亦具有

通透性［11-13］。诸多研究发现AQP3参与肿瘤化疗耐

药［14-16］。文献研究证实CRC组织AQP3表达显著上

调，且促进CRC细胞增殖、迁移［17］，但AQP3是否参

与CRC化疗耐药尚不清楚。Hoogewijs等［18］发现缺

氧可上调纤维肉瘤L929细胞AQP3表达；然而缺氧

是否可以上调CRC中AQP3表达尚不清楚。我们前

期研究发现缺氧可上调 HCT116 和 HT29 细胞中

AQP3表达，因此推测缺氧可能通过AQP3介导CRC
化疗耐药。

1 材料和方法

1.1 材料

人 CRC细胞系HCT116、HT29细胞（中国科学

院上海细胞库）；5⁃Fu（Sigma公司，德国）；转染试剂

Lipofectamine2000、TRIzol 试剂（Invitrogen 公司，美

国）；RNA逆转录试剂盒（TaKaRa公司，日本）；HIF⁃
1α⁃siRNA、AQP3⁃siRNA（上海吉凯基因）；AQP3抗

体（Santa Cruz公司，美国）；HIF⁃1α抗体、GAPDH抗

体（CST公司，美国）；BCA试剂盒、抗兔或抗鼠二抗、

细胞活性 CCK⁃8检测试剂盒（杭州碧云天公司）。

RPMI1640培养基、Opti⁃MEM培养基（Life Technolo⁃
gies公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

HCT116、HT29 细胞加入 RPMI1640 培养基+
10%胎牛血清，加入 100 U/mL的青霉素和 100 mg/L
的链霉素，于 37 ℃、5% CO2恒温孵箱中常规培养。

缺氧条件下细胞培养是将细胞置于密封缺氧箱内

（含有1% O2）。

1.2.2 RNA干扰实验

取对数生长 2×105个细胞接种于 6孔板，加入

2 mL无抗生素的培养基，混匀，置于37 ℃、5％CO2培

养箱培养，1 d后进行干扰实验。20 μmol/L siRNA
10 μL加至250 μL不含血清的Opti⁃MEM培养基，轻

轻混匀，室温孵育 5 min。 5 μL 的 Lipofectamine
2000加至 250 μL不含血清的Opti⁃MEM培养基，轻

轻混匀，室温孵育 5 min。再将两种悬液轻轻混合，

室温孵育20 min。将上述混合液加入到1.5 mL无抗

生素培养基中，培养细胞24 h后，弃去上层液体，更

换新鲜培养基，继续培养48~96 h。
1.2.3 实时荧光定量PCR实验

采用TRIzol试剂提取细胞RNA，利用RNA逆转

录试剂盒逆转成 cDNA，实时荧光定量 PCR 检测

AQP3 mRNA表达水平变化。相关引物序列：AQP3
上游引物 5′⁃CCGTGACCTTTGCCATGTG⁃3′，下游引

物 5′⁃CGAAGTGCCAGATTGCATCATAA⁃3′；HIF⁃1α
上游引物 5′⁃TAGCCGAGGAAGAACTATGAAC⁃3′，
下游引物 5′ ⁃ CTGAGGTTGGTTACTGTTGGTA ⁃ 3′；
GAPDH 上 游 引 物 5′ ⁃ CGCTGAGTA CGTCGTG⁃
GAGTC⁃3′，下游引物 5′⁃GCTGATGATCTTGAGGCT⁃
GTTGTC⁃3′。每组实验重复 3遍。PCR扩增条件：

95 ℃ 30 s预变性，95 ℃ 6 s，60 ℃ 30 s，40个循环。

在AB17300系统中检测目的基因和相应内参的Ct
值，每组实验重复3遍。

1.2.4 Western blot实验

BCA法测定细胞裂解物的蛋白含量，取等量蛋

白质用 SDS⁃PAGE法分离，并转移至PVDF膜上，加

单克隆抗体于 4 ℃下过夜孵育，TBST洗去一抗，加

二抗于室温孵育2 h，TBST洗去二抗，洗涤后以ECL
试剂盒显示免疫印迹条带，以GAPDH作为内参。

1.2.5 细胞活力实验

CCK⁃8检测细胞活力。96孔板每孔加入1×104个

细胞，37 ℃ 温箱培养，24 h后加入 0、20、40、60、80、
100 μg/mL 5⁃Fu作用 24 h，每组均设置 3个平行样。

每孔加入 10 μL CCK⁃8试剂，在细胞培养箱中继续

孵育2 h，再用酶标仪检测，检测波长450 nm。

1.2.6 平板克隆形成实验

平板克隆形成实验评价细胞集落形成能力，将

1 000个细胞种植于 6孔板中，培养 14 d后，用甲醛

固定结晶紫染色后计数进行评价。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 20.0 软件处理分析实验数据。计量

数据以均数±标准差（x ± s）表示。两组独立数据采

用 t检验分析组间差异；多组数据（同一研究对象在

不同时间点的测量数据）采用重复测量方差分析总
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A：Western blot验证缺氧条件下HCT116细胞中HIF⁃1α蛋白表达水平上调；B：通过RT⁃qPCR验证在缺氧条件下，抑制HCT116细胞中HIF⁃
1α表达，HIF⁃1α和AQP3 mRNA表达水平下调；C：Western blot验证在缺氧条件下，抑制HCT116细胞中HIF⁃1α表达，HIF⁃1α和AQP3蛋白表达

水平下调。两组比较，*P < 0.05（n=3）。
图2 缺氧通过HIF⁃1α上调结直肠癌细胞中AQP3表达

Figure 2 Hypoxia upregulated AQP3 expression by HIF⁃1α in colorectal carcinoma cells
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A、B：通过RT⁃qPCR验证在缺氧条件下，HCT116细胞（A）和HT29（B）中AQP3 mRNA表达水平上调；C、D：通过Western blot验证在缺氧条

件下，HCT116细胞（C）和HT29（D）中AQP3蛋白表达水平上调，*P < 0.05（n=3）。
图1 缺氧条件下结直肠癌细胞AQP3表达上调

Figure 1 AQP3 expression in colorectal carcinoma cells was significantly up⁃regulated under hypoxic condition
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体差异，LSD⁃t法进行组间两两比较；多组数据（同

一研究对象在不同因素处理的测量数据）采用单因

素方差分析总体差异，LSD⁃t法进行组间两两比较；

P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 缺氧条件下结直肠癌细胞AQP3表达上调

为研究缺氧条件下AQP3在CRC细胞中表达的

变化，将HCT116、HT29细胞分别放置于缺氧环境中

（1%O2），结果提示AQP3 mRNA表达水平增加（图

1A、B，P < 0.05），AQP3蛋白表达水平亦显著增加

（图 1C、D）。因此，缺氧条件下，CRC细胞通过转录

水平上调AQP3 mRNA表达，继而导致AQP3蛋白表

达水平增加。

2.2 缺氧通过HIF⁃1α上调结直肠癌细胞AQP3表达

HIF⁃1α是介导细胞对缺氧反应的重要转录调

节因子。HCT116细胞在缺氧 12 h、24 h后，HIF1α
蛋白表达水平显著上调（图 2A）。采用 siRNA抑制

HIF⁃1α表达后，再将HCT116细胞置于缺氧条件下，

AQP3 mRNA、蛋白表达水平均未显著增加（图 2B、
C，P < 0.05）。因此，缺氧通过HIF⁃1α上调CRC细胞

AQP3 mRNA的表达，继而导致AQP3蛋白表达水平

增加。

2.3 缺氧条件下抑制AQP3表达增加了结直肠癌细

胞对5⁃Fu的化疗敏感性

CCK⁃8实验发现，HCT116细胞在5⁃Fu作用下，

缺氧条件下的细胞活力高于常氧条件（图 3A，P <
0.05），提示缺氧导致CRC细胞对 5⁃Fu的化疗敏感

性下降。然而，AQP3在缺氧介导CRC细胞化疗耐

药中的作用尚不清楚。本研究采用 siRNA技术抑制

AQP3表达，继而发现在缺氧条件下，HCT116细胞

对 5⁃Fu化疗敏感性增加（图 3B，P < 0.05）。平板克

隆形成实验进一步证实了缺氧可导致结直肠癌细

胞对 5⁃Fu化疗敏感性的降低，抑制AQP3表达可逆

转此效应（图 3C、D，P < 0.05）。因此，本研究认为

AQP3参与缺氧介导的CRC化疗耐药。

3 讨 论

缺氧是实体肿瘤微环境的主要特征，且参与

肿瘤细胞生物学行为变化以及肿瘤化疗耐药的
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产生［5-6，8］。HIF⁃1α是介导细胞对缺氧反应的重要

转录调节因子，研究发现CRC中HIF⁃1α高表达，且

与肿瘤分化程度、临床病理分期以及淋巴结转移有

关［19］。HIF⁃1α参与多种肿瘤相关基因的转录调

控。主要包括：①血管新生相关基因：血管内皮生

长因子（vascular endothelial growth factor，VEGF）等；

②糖代谢相关基因：糖酵解酶Ⅱ等；③侵袭、转移相

关基因：趋化因子受体4等；④凋亡相关基因：p53等；

⑤细胞增殖与分化相关基因：胰岛素样生长因子2、转
化生长因子、成纤维生长因子等［20-21］。

AQP3是水通道蛋白家族成员之一，主要介导

水、甘油、H2O2等小分子的跨膜转运［22］。越来越多的

研究发现AQP3参与肿瘤的发生与进展，促进肿瘤增

殖、侵袭转移，参与肿瘤化疗耐药［23-24］。这些研究表

明AQP3可能在肝癌、乳腺癌的致癌机制及发展中发

挥着重要作用。研究也发现CRC组织中AQP3表达

显著上调，且促进CRC细胞增殖、迁移［17］，但在CRC
化疗耐药中的作用尚不清楚。

Hoogewijs等［18］发现缺氧可上调纤维肉瘤 L929
细胞 AQP3 表达；然而缺氧是否可以上调 CRC 的

AQP3表达尚不清楚。本研究发现缺氧促进CRC细

胞株HCT116、HT29细胞中AQP3 mRNA、蛋白表达

上调，抑制HIF⁃1α表达后AQP3表达明显下调，提示

缺氧通过HIF⁃1α调控AQP3表达。HIF⁃1α是细胞内

重要的转录调控因子，研究提示AQP3启动子区域

存在 HIF ⁃ 1α反应元件（HIF ⁃ 1 response element，
HRE）［18］，然而CRC细胞AQP3启动子区域是否存在

HRE，需要进一步研究。同时，缺氧可导致肿瘤细

胞产生应激反应，继而导致细胞内 H2O2积聚，而

AQP3 可转运 H2O2，因此缺氧可能导致肿瘤细胞

AQP3表达上调，继而加剧肿瘤细胞处于缺氧环境。

诸多研究表明缺氧可降低实体肿瘤化疗的敏

感性，继而导致肿瘤细胞化疗耐药。然而AQP3是

否参与缺氧介导的 CRC细胞化疗耐药尚不清楚。

本研究进一步证实缺氧降低CRC细胞对氟尿嘧啶

的化疗敏感性，通过 siRNA技术下调HCT116细胞

中AQP3表达后，缺氧导致的化疗耐药得以逆转。

因此，以上研究表明AQP3参与缺氧介导CRC化疗

耐药，有利于进一步深入了解CRC化疗耐药的机制

以及AQP3介导肿瘤化疗耐药的机制。

A：CCK⁃8验证缺氧条件下HCT116细胞对5⁃Fu化疗敏感性低于常氧环境；B：CCK⁃8验证缺氧环境下，抑制AQP3表达增加了HCT116细胞

对5⁃Fu的化疗敏感性；C：平板克隆形成实验验证缺氧条件下，抑制AQP3表达细胞克隆形成减少，增加了HCT116细胞对5⁃Fu的化疗敏感性；

D：各组细胞克隆形成数的定量分析。两组比较，*P < 0.05（n=3）。
图3 缺氧条件下抑制AQP3表达增加了结直肠癌细胞对5⁃Fu的化疗敏感性

Figure 3 The sensitivity of colorectal carcinoma cells to 5⁃Fu was enhenced by inhibiting AQP3 expression under hypoxic
condition
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