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　 　 ［摘要］ 　目的 　探究氟尿嘧啶（５唱FU）对结直肠癌 RKO 细胞 SHP２基因表达的影响 。方法 　培养对数生长期的人结直

肠癌细胞 RKO ，５唱FU 处理 ４８ h后 ，采用免疫荧光和 Western免疫印迹观察 SHP２的蛋白表达水平 ；将能够特异性抑制 SHP２
表达的 siRNA（siSHP２）转染 RKO细胞 ，５唱FU 处理 ４８ h ，CCK８测定细胞吸光度（A ）值 ，流式检测细胞凋亡 ，观察 RKO 对 ５唱

FU 的敏感性变化及 ５唱FU 诱导细胞凋亡的影响 。结果 　结直肠癌细胞 RKO在 ５唱FU 处理 ４８ h后 ，其细胞核中 SHP２的蛋白
表达水平明显增高 ；siSHP２转染后 ，RKO细胞对 ５唱FU 的敏感性降低 ，且降低了 ５唱FU 诱导的细胞凋亡率 。结论 　 ５唱FU 可能
通过影响 SHP２的表达 ，促进 RKO细胞的凋亡 ，发挥抑癌作用 。
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Effect of 5唱FU on the expression of SHP2 gene in colorectal cancer cells RKO
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［Abstract］ 　 Objective 　 To investigate the effect of ５唱FU on the expression of SHP２ gene in colorectal cancer cells RKO ．

Methods 　 The human colorectal cancer cell line RKO of logarithmic grow th phase was cultured ４８ h with ５唱FU ．The expression
of SHP２ was observed by immunofluorescence and Western blotting ；siSHP２ which specifically inhibits the expression of SHP２
was transfected into RKO cells and cultured ４８ h with ５唱FU ．The cell absorbance （A） values were measured with CCK８ and
apoptosis was determined by flow cytometry ．The sensitivity of RKO to ５唱FU and the effect of ５唱FU on apoptosis of RKO cells
were observed ．Results 　 The expression of nuclear protein of SHP２ was improved remarkably after colorectal cancer cell RKO
was cultured ４８ h with ５唱FU ．The sensitivity of RKO cells to ５唱FU and the cell apoptosis rate induced by ５唱FU were decreased
after siSHP２ transfection ．Conclusion 　 ５唱FU exerts anti唱cancer activity possibly due to its promoting the apoptosis of RKO
cells by influencing the expression of SHP２ ．

　 　 ［Key words］ 　 ５唱FU ；SHP２ ；colorectal cancer cells ；immunofluorescence

　 　 氟尿嘧啶（５唱FU ）是目前临床上应用最广的抗
嘧啶类药物 ，对消化道癌及其他实体瘤有良好疗效 ，

其在抑制 DNA 合成的同时会调控某些蛋白的表达
从而发挥抑癌作用 。 蛋白酪氨酸磷酸酶 （SHP２ ，

SH２ domain唱containing protein tyrosine phospha唱

tase唱２）是一种由 PTPN１１ 基因编码的酪氨酸磷酸
酶 ，包含 ２个 SH２ 结构域（N唱SH２和 C唱SH２） 、１个
酪氨酸磷酸酶结构域和 ２个 C端酪氨酸残基（Y５４２
和 Y５８０）［１］ 。 SHP２ 能够参与不同的信号通路 ，调

节细胞的生长 、存活 、迁移和分化［２］
，其功能异常与

多种恶性肿瘤的发生发展相关 。已有研究［３］表明

SHP２高表达的结直肠癌（colorectal cancer ，CRC）
患者其复发和转移显著减少 ，与预后良好有关 ，而

SHP２低表达与 CRC的晚期疾病 、复发转移及术后

死亡等临床特征相关 ，提示 SHP２在 CRC恶性表型
的形成中可能发挥着肿瘤抑制基因的功能 。且已有

研究［３］表明在 CRC样本中 ，SHP２阳性样本中 ８０％

以上的 SHP２都定位于细胞核 ，明显不同于 SHP２
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在肝癌组织中的细胞定位 ，因此 ，提示其肿瘤抑制机

制存在组织 、器官特异性差异 。本研究通过观察发

现 ５唱FU 在发挥抗癌作用的同时 ，能够调控 SHP２
基因的表达 ，即 ５唱FU 可能通过影响 SHP２ 的表达
发挥抑癌作用 ，为进一步探讨 SHP２ 在结直肠癌中
的作用提供参考 。

1 　材料和方法

1 ．1 　材料
1 ．1 ．1 　细胞 　结直肠癌细胞 RKO （美国模式培养
物集存库 ，American Type Culture Collection ，

ATCC） 。
1 ．1 ．2 　主要试剂与仪器 　 ５唱FU （批号 ：MBl２７３ ，大

连美仑生物技术有限公司） ，质量标准 ＞ ９８％ ，用

DMSO 配置成 １００ mmol／L 储存液 ，－ ２０ ℃ 存放 ，

实验时加培养基稀释到所需浓度 ；RPMI唱１６４０ 培养
基 、胎牛血清 、青链霉素和胰蛋白酶（HYCLONE 公
司） ；４％ 多聚甲醛 、曲拉通 X唱１００（Triton唱X唱１００）、荧光
封片剂（mounting solution）、荧光染料 ４ ，６唱联脒唱２唱苯

基吲哚 （４′ ，６唱diamidino唱２唱phenylindole ，DAPI）（Sigma
公司） ；BCA蛋白定量试剂盒 、５ ×蛋白上样缓冲液（碧

云天生物技术有限公司） ；SDS唱PAGE凝胶电泳试剂
盒 ；蛋白 Marker及兔抗人 GAPDH 、TBP单克隆抗体
（批号 ：sc唱２５７７８）、兔抗人 SHP２单克隆抗体（批号 ：se唱
４８２） ，均购自 Santa Cruz公司 ；AnnexinV唱FITC／PI细
胞凋亡双染试剂盒 （上海翊圣生物科技有限公司） ；

Dye８００标记羊抗兔二抗和 Odyssey 红外激光成像系
统（美国 LICOR公司）。

1 ．2 　方法
1 ．2 ．1 　 ５唱FU 处理后用免疫荧光观察 SHP２的表达
情况 　结直肠癌细胞 RKO 接种于含有玻片的 ６孔

板中培养 ，加入 ５唱FU 干预处理 ４８ h 。 ４％ 的多聚甲

醛固定 ３０ min ，０ ．３％ T riton唱X唱１００处理 ５ min ，PBS
清洗 ，５％ 的马血清封闭 ２ h ，加入 SHP２一抗 ４ ℃孵

育过夜 ，二抗室温孵育 ２ h 。 DAPI染色 ，封片 ，显微

镜下观察 SHP２的表达情况 。

1 ．2 ．2 　 ５唱FU 处理后用 Western印迹法检测 SHP２
蛋白表达情况 　结直肠癌细胞 RKO 接种于细胞培
养皿中 ，分为阴性对照组（negetive control ，NC）和
５唱FU 处理组 ，５唱FU 处理 ４８ h后 ，吸弃细胞中的培

养基 ，PBS 洗 ２ 次 ，胰酶消化 ，培养基终止消化 ，离

心 ，收集细胞 。运用核质分离试剂盒提取核蛋白和

质蛋白 。利用蛋白定量试剂盒进行蛋白定量 ，之后

向样品中加入 ５ ×蛋白上样缓冲液 ，沸水浴 １０ min ，

每孔加入等量蛋白 ，在 SDS 聚丙烯酰胺凝胶中进行

电泳 ，转膜 ，５％ 的脱脂奶粉封闭 ，SHP２ 一抗 （１ ∶

１ ０００）４ ℃孵育过夜 ，二抗（１ ∶ ５ ０００）室温孵育 ２ h 。
Odyssey 红外激光成像系统成像显影 。 以 TBP 、
GAPDH 为内参 ，观察 SHP２的核质表达情况 。

1 ．2 ．3 　 siSHP２ 后观察 RKO 对 ５唱FU 的敏感性变
化 　按照 siRNA 干扰试剂盒说明书的要求进行转
染 。在转染前 ，RKO 细胞接种于 １２ 孔板 ，培养

２４ h ，将含有 siSHP２ 的转染试剂与细胞共孵育
２４ h ，细胞消化 、计数 、分入 ９６孔板 ，培养２４ h 。细胞
贴壁后各组加入不同浓度的 ５唱FU ，即 ０ 、１２ ．５ 、２５ 、

５０ 、１００ 、２００ 和 ４００ μmol／L ，每个浓度设置 ４ 个副

孔 ，培养 ４８ h后 ，CCK８测定吸光度（A ）值 ，计算半

数抑制浓度 IC５０ ，实验重复 ３次 。

1 ．2 ．4 　 siSHP２后用流式细胞仪检测 ５唱FU 对细胞
凋亡的影响 　用 siSHP２提前处理 RKO ２４ h ，５唱FU
处理 ４８ h ，细胞消化 ，离心后弃去培养基并用预冷

的 PBS洗 ２次 ，向细胞中加入预混包含 AnnexinV唱
FITC的缓冲液 ，室温孵育 １０ min ，加入荧光染料碘
化丙啶（propidium iodide ，PI） ，流式细胞仪检测细

胞凋亡情况 。

1 ．2 ．5 　统计学分析 　计量资料以（珚x ± s）表示 ，应用

SPSS １７ ．０ 统计软件 ，采用 one唱way ANOVA 统计
学方法 ，以 P＜ ０ ．０５表示差异有统计学意义 。

2 　实验结果

2 ．1 　 ５唱FU 能够影响 RKO 细胞 SHP２的表达 　如

图 １A所示 ，５唱FU 处理细胞 ４８ h后 ，免疫荧光观察

SHP２表达情况 ，结果表明 ：SHP２ 的核内表达明
显增加 ；Western 结果表明 ：５唱FU 处理 RKO 细胞
后 ，细胞质 SHP２表达减少 ，细胞核 SHP２表达增
加（图 １B 、图 １C） ，即 ５唱FU 能够影响 SHP２基因的
表达 。 　 　

2 ．2 　 siSHP２ 处理后会影响 RKO 细胞对 ５唱FU 的
敏感性 　 siSHP２ 后 ，不同浓度的 ５唱FU 处理 RKO
细胞 ，测定其 IC５０值的变化情况 。 如图 ２A 所示 ，

siSHP２后 ，能够促进细胞增殖 ，且 ５唱FU 处理后 ，

NC组 IC５０为 （４２ ．７６ ± ５ ．８２） μmol／L ，siSHP２ 组
IC５０为 （５６ ．６４ ± ７ ．９６ ） μmol／L ，与 NC 组相比 ，

siSHP２组的 RKO细胞 IC５０显著提高（P ＜ ０ ．０５ ，图

２B） ，即 siSHP２后 ，能够显著降低 RKO 细胞对化疗
药物 ５唱FU 的敏感性 。

2 ．3 　 siSHP２处理后 ５唱FU 影响 RKO 细胞凋亡 　

用 siSHP２处理 RKO细胞后 ，５唱FU 处理细胞 ４８ h ，
流式细胞仪检测细胞凋亡情况 ，如图 ３ 所示 ，与

NC组相比 ，siSHP２ 后 ，５唱FU 对细胞的凋亡率降
低 ，具有显著性差异（P＜ ０ ．０１） 。
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图 1 　 5唱FU对 RKO细胞 SHP2表达的影响
A ．免疫荧光观察 ５唱FU 对 RKO 细胞 SHP２ 表达的影响 ；B ．Western 观察 ５唱FU 对 RKO 细胞
SHP２ 表达的影响 ；C ．统计学分析结果 ；倡 倡 P ＜ ０ ．０１ ，与阴性对照（NC）组比较（珚x ± s ，n＝ ３）

图 2 　 siSHP2处理后 ，RKO细胞对 5唱FU敏感性的影响
A ．siSHP２ 处理后 ，５唱FU 对 RKO 细胞 A 值的影响 ；B ．siSHP２处理后 ，５唱FU 对 RKO

细胞 IC５０值的影响 ；倡 P ＜ ０ ．０５ ，与阴性对照（NC）组比较（珚x ± s ，n＝ ３）

图 3 　 siSHP2处理后 ，5唱FU对 RKO细胞凋亡的影响
A ．siSHP２处理后 ，流式细胞仪检测 ５唱FU 对细胞凋亡的影响 ；B ．siSHP２ 处理后 ，流式细胞仪检测 ５唱FU 对

细胞凋亡的统计学分析结果 ；倡 倡 P ＜ ０ ．０１ ，与阴性对照（NC）组比较（珚x ± s ，n＝ ３）

3 　讨论

　 　 SHP２是一种非受体型蛋白酪氨酸酶 ，其介导

的信号通路与多种疾病及恶性肿瘤的发生发展有

关 。对 SHP２的探究有助于对其作用机制的阐明及
潜在药物靶点的发现［４］

。 Tartaglia 等［５］发现在努

南综合征患者中 ，有 ５０％ 伴有 PTPN１１ 基因突变 ，

导致 SHP２蛋白表达异常 ，过度激活 RAS／ERK 通
路 。近几年研究发现 ：PTPN１１／SHP２与胃癌 、乳腺

癌 、肺癌 、甲状腺癌 、黑色素瘤［６唱１０］等多种癌症的发

生发展均密切相关 。其中 ，结直肠癌作为人类主要

的恶性肿瘤之一 ，具有极高的发病率和病死率［１１］
，

因此越来越受到研究者的重视 。 Chang 等［３］研究发

现 ，SHP２在结直肠癌中的低表达与不良预后及高
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病死率相关 ，提示 SHP２在结直肠癌中发挥抑癌功
能 。同时已有多个研究表明 ，在结直肠癌中具有抗

癌活性的化合物如非甾体抗炎药 ５唱氨基水杨酸 、吲

哚美辛以及 X连锁凋亡抑制蛋白（XIAP）抑制剂蒽
贝素等能够通过提高 SHP２磷酸酶的活性发挥抑癌
功能［１２唱１４］

。这些结果均表明 SHP２在抑制结直肠癌
中发挥重要作用 。 SHP２可以表达于肿瘤上皮细胞
的线粒体 、胞核和胞浆等部位 。胞浆 SHP２ 的主要
功能是激活 ERK ／RAS 信号通路 ，调节 PI３K 、JAK／
STAT 等信号通路的传导［１５ ，１６］

。 而胞核 SHP２ 主
要与 TRET 胞外转运［１７］

、Src 激酶的激活［１８］及

DNA 损伤后的细胞凋亡有关［１９］
。

　 　本研究发现 ，５唱FU 处理 RKO 细胞后 ，能够提

高 SHP２蛋白在细胞核中的表达 ，siSHP２ 后 ，能够

显著降低 RKO细胞对 ５唱FU 的敏感性且抑制 RKO
细胞凋亡 ，即 siSHP２能够减弱 ５唱FU 发挥抑癌作用
的能力 。 ５唱FU 可能通过影响 SHP２的表达发挥抑
癌作用 ，为进一步探讨 SHP２ 在结直肠癌中的作用
提供参考 。
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