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摘 要:目的 探讨Obg-likeATPase1(OLA1)对5-氟尿嘧啶(5-fluorouracil,5-FU)耐药的结直肠癌细胞(CRC/5-FU)

的影响及作用机制。方法 利用qRT-PCR法和 WesternBlot法检测CRC细胞和CRC/5-FU细胞中 OLA1的表达水

平,再利用基因工具干预CRC/5-FU细胞,将其分为阴性对照组(siNC)和敲低 OLA1组(siOLA1),然后利用CCK-8检

测siNC组和siOLA1组对5-FU的半数抑制浓度(IC50)。采用流式细胞术分析两组细胞凋亡率和细胞周期分布的变

化,并通过 WesternBlot检测各组中活化的天冬氨酸特异性的半胱氨酸蛋白水解酶(Cleavedcysteinylaspartatespecific

proteinase,CleavedCaspase-3)、Bcl-2-associatedX的蛋白质(Bcl-2-associatedX,Bax)、B淋巴细胞瘤-2基因(B-celllym-
phoma-2,Bcl-2)蛋白的表达水平。结果 CRC/5-FU细胞中OLA1表达量明显升高(P<0.05)。根据流式细胞术结果

显示,siOLA1组细胞凋亡能力显著升高,细胞S期比例也明显升高。同时,siOLA1组中CleavedCaspase-3、Bax蛋白表

达水平显著升高,而Bcl-2蛋白表达水平则显著下降(P<0.05)。结论 OLA1可通过影响细胞凋亡相关蛋白表达,降

低5-FU对CRC细胞的杀伤效果,由此提高结直肠癌细胞对药物的耐受性。

关键词:结直肠肿瘤;氟尿嘧啶;耐药性;凋亡

中图分类号:R735.34   文献标识码:A   文章编号:1001-5817(2025)04-0559-07
doi:10.3969/j.issn.1001-5817.2025.04.002

StudyonthemechanismofOLA1affecting5-FUresistanceincolorectalcancercells
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  Abstract: Objective ToinvestigatetheeffectandmechanismsofObg-likeATPase1(OLA1)on5-flu-
orouracil(5-FU)-resistantcolorectalcancer(CRC)cells(CRC/5-FU). Methods ExpressionofOLA1in
CRCcellsandCRC/5-FUcellswasdetectedbyqRT-PCRandWesternBlot.CRC/5-FUcellsweretreatedwith
genetictoolsanddividedintothenegativecontrolgroup(siNC)andOLA1knockdowngroup(siOLA1).The
half-maximalinhibitoryconcentration(IC50)of5-FUforthesiNCgroupandsiOLA1groupwasdetectedby
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CCK-8.Flowcytometrywasusedtoanalyzethechangesincellapoptosisrateandcellcycledistributioninthe
twogroups.Additionally,WesternBlotwasusedtodetecttheexpressionlevelsofCleavedcysteinylaspartate
specificproteinase(CleavedCaspase-3),Bcl-2-associatedX(Bax),andB-celllymphoma-2(Bcl-2)proteins. 
Results TheexpressionlevelofOLA1inCRC/5-FUcellswassignificantlyincreased(P<0.05).Flowcy-
tometryresultsshowedthattheapoptoticrateofcellsinthesiOLA1groupwassignificantlyincreased,andthe
proportionofcellsintheSphasewasalsosignificantlyincreased.Meanwhile,theexpressionlevelsofCleaved
Caspase-3andBaxproteinsinthesiOLA1groupweresignificantlyincreased,whiletheexpressionlevelofBcl-
2proteinwassignificantlydecreased(P<0.05). Conclusion OLA1regulatesapoptosis-relatedproteinex-
pression,therebyreducing5-FUcytotoxicityandenhancingCRCcelldrugresistance.
  Keywords: colorectalneoplasms;5-fluorouracil;drugresistance;apoptosis

  结直肠癌(Colorectalcancer,CRC)在全球范围内

的发病率和死亡率持续上升,据国际癌症研究中心预

测,到2024年,新发病例将达到320万,死亡人数将增

至160万[1]。在中国,CRC的发病率位居第二,到

2023年,大约有51万人被确诊为CRC,死亡人数也将

达到24万[2]。CRC的临床治疗一般以手术为主,化
疗为辅,根据CRC的分期不同,所采用的化疗方案也

不同,但在其中,5-氟尿嘧啶(5-fluorouracil,5-FU)在
临床化疗方案中属于一线药物。5-FU是一类细胞毒

性药物,这类药物会随使用时间延长而出现持久性耐

药,从而导致生存率的下降,所以其耐药性成了临床治

疗中亟待解决的问题[3]。Obg样ATP酶1(Obg-like
ATPase1,OLA1,亦称GTBP9)属于P-loopGTP酶

超家族,归类于 TRAFAC(翻译因子相关)类别中的

Obg家族及YchF亚群。作为TRAFACGTP酶家族

成员,该蛋白参与多种细胞生物学过程,包括翻译调

控、核糖体结合等方面。OLA1还参与各种细胞应激

反应途径,例如热休克、整合应激、细胞黏附和抗氧化

反应等。它还与多种癌症(包括乳腺癌、肺癌和肝细胞

癌)的肿瘤进展调节有关[4];有研究表明,OLA1可通

过激活 TGF-β/SMAD轴级联反应增强乳腺癌的化疗

耐药性[5];并且OLA1还可以和 乳腺癌1号基因、相
关RING域蛋白1和γ-tubulin结合,然后在中心体调

节中发挥作用[6],进而影响肿瘤的发展;最新研究表

明,OLA1可作为子宫内膜癌的潜在预后分子生物标

志物[7]。然而关于OLA1与CRC耐药之间的关系尚

未明确,本研究通过对CRC/5-FU细胞株研究OLA1
蛋白表达变化对CRC耐药性的影响,探讨其相关作用

机制。

1 材料与方法

1.1 细胞系 人源CRC细胞HCT-15、LoVo来自美

国 ATCC细胞库,人源 CRC耐药细胞 HCT-15/5-
FU、LoVo/5-FU来自科梵生物。

1.2 主要试剂和仪器 1640培养基、F12培养基、链
霉素/青霉素和胰蛋白酶(GibcoLifeTechnologies,美

国);胎牛血清(依科赛生物,澳大利亚);4%~8%蛋白

预制胶(爱思易生物,中国);Trizol试剂(赛默飞世尔

科技公司,美国);反转录试剂盒(宝日医生物技术,日
本);TaqProUniversalSYBR混合物(南京诺唯赞,
中国);OLA1siRNA(生工生物,中国);5-FU(Selleck
Chemicals,美国);BCA蛋白浓度测定(索莱宝科技有

限公司,中国);AnnexinV-FITC/PI凋亡检测试剂盒

(同仁化学研究所,日本);细胞周期试剂盒(碧云天有

限公司,中国);CCK-8试剂盒(新赛美生物科技,中
国);OLA1抗体(武汉三鹰,中国);CleavedCaspase-3
抗体(艾比玛特生物医药,中国);Bcl-2抗体(艾比玛特

生物医药,中国);Bax抗体(艾比玛特生物医药,中
国);GAPDH抗体(武汉三鹰,中国);GoatAnti-Rab-
bitIgG抗体(武汉三鹰,中国);GoatAnti-MouseIgG
抗体(武汉三鹰,中国);CO2 恒温培养箱(EscoMicro
PteLtd,新加坡);冷冻离心机(广州火元医疗器械,中
国);流式细胞仪(碧迪医疗器械,美国);伯乐GelDoc
XR+凝胶成像系统(伯乐生命医学,美国);金属浴(上
海一恒科技,中国);酶标仪(SPECTORStar,美国)。

1.3 细胞培养 HCT-15、HCT-15/5-FU、LoVo、Lo-
Vo/5-FU细胞放于37℃、5%CO2 饱和湿度的温箱,
用含10%胎牛血清、1%青霉素-链霉素新鲜配置的

1640培养基培养 HCT-15、HCT-15/5-FU;用含10%
胎牛血清、1%青霉素-链霉素新鲜配置的F12培养

基培养LoVo、LoVo/5-FU细胞,每隔2d换液,细胞

密度达到80%时进行传代。

1.4 HCT-15/5-FU和LoVo/5-FU耐药诱导方法 
HCT-15/5-FU耐药诱导方法为取处于对数生长期的

HCT-15细胞,加入含8μmol/L5-FU的完全培养基,
置于含5%CO2、饱和湿度的37℃恒温细胞培养箱中

培养。隔日换液(同浓度含药培养基),待细胞可以稳

定生长后加大药物浓度,每次增加2倍,直至262d
后,细胞可以在含160μmol/L5-FU的完全培养基保

持稳定生长4d,视为细胞耐药成功,并命名为 HCT-
15/FU。LoVo/5-FU的耐药诱导方法为取处于对数
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生长期的LoVo细胞,加入含10μmol/L5-FU的完全

培养基,置于含5%CO2、饱和湿度的37℃恒温细胞

培养箱中培养。隔日换液(同浓度含药培养基),待细

胞汇合度达约80%后,加大药物浓度,每次增加2倍,
直至186d后,细胞可以在含160μmol/L5-FU的完

全培养基保持稳定生长4d,视为细胞耐药成功,并命

名为LoVo/5-FU。

1.5 qRT-PCR实验 用Trizol法提取总RNA,并使

用反转录试剂盒将其反转录为cDNA。qRT-PCR使

用SYBR GreenqPCR 法在 PCR 仪 器 中 进 行。以

GAPDH 为内参,使用2-ΔΔCt法计算相对表达水平。
见表1。

表1 qRT-PCR引物序列

Gene Sequence(5′to3′)

OLA1Fw GTCCTCCTCGCATCTCTTCTACC
OLA1Rv CTGTCTCCACACACGAACTGAAG
GAPDHFw GGACGTGCAGGGCAACTACC
GAPDHRv AGCCGACGATGAGAAAGGGG

1.6 细胞转染 胰酶消化对数生长 HCT-15/5FU、

LoVo/5-FU细胞,加入完全培养基重悬,以每孔2mL
接种至6孔细胞培养板中,镜下观察细胞密度约为

50%,置于培养箱中培养过夜,待细胞融合度达到

60%~70%时,加入吉玛GP-transfect-mate试剂进行

瞬时转染。并将其分为阴性对照组(siNCF:5′-UU-
CUCCGAACGUGUCACGUTT-3′;R:5′-ACGUGA-
CACGUUCGGAGAATT-3′)和敲低 OLA1组(siO-
LA1 F:5′-CAGCACUCCAACUAGAAUAC-3′;R:

5′-GUAUUCUAGUUGGAGUGCUGC-3′)。

1.7 IC50 收集转染后的两组细胞,HCT-15/5-FU
以每孔5000个细胞接种至96孔细胞培养板中,Lo-
Vo/5-FU以每孔10000个细胞接种至96孔细胞培养

板中,同时设置空白组(无细胞)、对照组(未经处理的

正常耐药细胞)、实验组(敲低后的耐药细胞),置于37
℃、5%CO2 培养箱中培养过夜。HCT-15/5-FU加入

不同浓度的5-FU(0μmol/L、64μmol/L、128μmol/

L、320μmol/L、1280μmol/L),LoVo/5-FU加入的

5-FU 浓度为0μmol/L、32μmol/L、320μmol/L、1
600μmol/L、3200μmol/L,均在培养箱孵育48h,结
束后每孔加入10μLCCK-8溶液,在37℃温箱孵育2
~4h后,用酶标仪在450nm波长处测定吸光值,计
算药物对细胞抑制率,并进行统计分析。

1.8 细胞凋亡检测 向6孔板培养皿中加入转染后

的两组细胞,使每孔细胞数量为3×105 个,待细胞预

培养24h后,HCT-15/5-FU细胞和LoVo/5-FU细胞

加入320μmol/L的5-FU 进处理,孵育48h,按照

AnnexinV-FITC/PI双染试剂盒操作步骤,依次加入

双染试剂,室温避光孵育15min,然后用流式细胞仪

进行凋亡分析检测。

1.9 细胞周期检测 向6孔板培养皿中加入转染后

的两组细胞,使每孔细胞数量为1×105 个,待细胞预

培养24h后,HCT-15/5-FU细胞和LoVo/5-FU细胞

加入32μmol/L的5-FU进行处理,孵育48h,按照细

胞周期试剂盒操作步骤,依次加入试剂,37℃避光孵

育30min,然后用流式细胞仪进行周期分析检测。

1.10 WesternBlot检测 胰酶消化 HCT-15、HCT-
15/FU细胞和LoVo、LoVo/5-FU 细胞,转染后加入

320μmol/L的5-FU处理48h的 HCT-15/5-FU细

胞和LoVo/5-FU细胞,其中预冷的PBS清洗3遍,离
心留取细胞,加入RIPA裂解液提取蛋白,采用BCA
试剂盒进行浓度测定及定量。将取出的SDS-PAGE
凝胶于电泳槽固定,以总蛋白量为40ng上样,恒压

160V、50min进行电泳。然后将分离后的蛋白质采

用湿法进行转膜,将转膜后的PVDF膜在5%脱脂牛

奶中室温封闭2h,用 TBST洗3次,10分钟/次,在

GTBP9(1∶1000)、Bcl-2(1∶1000)、Bax(1∶1000)、

CleavedCaspase-3(1∶1000)或GAPDH (1∶50000)
抗体中4℃缓慢孵育过夜。第2天,取出PVDF膜用

TBST洗3次,加入二抗(1∶10000)室温摇床孵育2
h,使用凝胶成像仪进行显影成像。

1.11 统计学方法 采用GraphPadPrism10.0软件

进行统计分析,以(췍x±s)表示,两组间采用独立样本t
检验,多组间采用方差分析,P <0.05为差异具有统

计学意义。

2 结果

2.1 OLA1在HCT-15/5-FU和LoVo/5-FU细胞中

高表达 根据qRT-PCR结果和 WesternBlot结果显

示,与HCT-15和LoVo细胞相比,HCT-15/5-FU和

LoVo/5-FU细胞中OLA1的表达升高(P<0.05或

P<0.01),见图1。

2.2 敲低OLA1表达水平后 HCT-15/5-FU细胞和

LoVo/5-FU 细 胞 的 耐 药 影 响 利 用siRNA 干 扰

OLA1在 HCT-15/5-FU细胞和LoVo/5-FU 细胞中

的表达水平,通过qRT-PCR和 WesternBlot对转染

效率进行检测,OLA1在细胞内的表达水平降低(P
<0.001),与siNC组相比,siOLA1组 OLA1表达降

低,说明转染成功。HCT-15/5-FUsiOLA1组的IC50
为236μmol/L,siNC组为526μmol/L,LoVo/5-FU
siOLA1组的IC50为93μmol/L,siNC组为365μmol/

L,两者比较,说明敲低OLA1后,耐药株对5-FU敏感

性显著提高,见图2。
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注:A、B为qRT-PCR检测OLA1mRNA的表达;C、D为 WesternBlot检测OLA1的表达。

与 HCT-15、LoVo细胞对比,*P<0.05,**P<0.01。n=3。

图1 OLA1在 HCT-15/5-FU和LoVo/5-FU中高表达

注:A、B为敲低OLA1的qRT-PCR检测;C、D为敲低OLA1的 WesternBlot检测;

E为CCK-8法检测不同浓度5-FU作用后各组细胞的增殖活性。

与siNC相比,**P<0.01,***P<0.001。n=3。

图2 敲减OLA1对 HCT-15/5-FU细胞和LoVo/5-FU细胞的耐药影响

2.3 敲低 OLA1表达水平后 HCT-15/5-FU细胞和

LoVo/5-FU细胞的S期比例上升 利用流式细胞术

对敲 减 OLA1细 胞 进 行 了 细 胞 周 期 的 检 测,敲 减

HCT-15/5-FU细胞和LoVo/5-FU 细胞中 OLA1的

表达,耐药株S期升高(P<0.05或P<0.001),见图

3。

2.4 OLA1通过激活细胞凋亡通路参与CRC细胞耐

药 采用流式细胞术对敲减OLA1细胞进行了细胞凋

亡的检测,敲减 HCT-15/5-FU细胞和LoVo/5-FU细

胞中OLA1的表达后,细胞凋亡率明显升高(P <
0.05或P<0.01)。同时,敲减耐药细胞中 OLA1的

表达水平后,抗凋亡蛋白Bcl-2表达水平降低(P <
0.05或P<0.01),促凋亡蛋白Bax和凋亡终末因子

Caspase-3表达水平升高(P<0.05或P<0.01),表
明OLA1通过影响细胞凋亡从而改变细胞对5-FU的

敏感性。见图4。
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注:A、B为流式细胞术检测细胞周期,5-FU浓度为32μmol/L;

C、D为细胞周期的统计学分析。*P<0.05,**P<0.01。

图3 敲减OLA1后 HCT-15/5-FU细胞和LoVo/5-FU细胞周期变化

注:A、B为流式细胞术检测细胞凋亡水平,5-FU浓度为320μmol/L;C、D为细胞凋亡水平的统计学分析;

E、F为敲减OLA1对细胞凋亡通路蛋白表达的影响。与siNC相比,*P<0.05,**P<0.01。n=3。

图4 OLA1对 HCT-15/5-FU细胞和LoVo/5-FU细胞凋亡及细胞凋亡蛋白的影响
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3 讨论

CRC以高发病率和高死亡率著称,其治疗方法包

括手术干预、化疗和放疗。虽然在外科手术和新药治

疗方面取得了很大的进步,但CRC患者的预后仍然欠

佳[1]。目前外科手术切除可达到根治的目的,但获得

长期治愈的患者不到20%[3]。在绝大多数情况下,

CRC治疗仍然依赖化疗。目前化疗主要以5-FU为一

线推荐药物[8],大部分患者对5-FU化疗有良好的初

始反应,但通常治疗数周内会产生化疗耐药。因此,5-
FU耐药是CRC治疗失败的重要原因,是急迫解决的

临床问题之一。

5-FU的耐药机制复杂,影响因素主要包括药物转

运方式的改变、逃避细胞凋亡、细胞周期和DNA损伤

修复动力学的变化[9-13]、自噬、上皮-间质转化、癌症

干细胞的参与、肿瘤微环境中的相互作用、表观遗传学

改变、miRNA的失调及氧化还原失衡等[14-17]。尽管

OLA1在氧化应激和肿瘤转移中的作用已有广泛研

究,但其在肿瘤耐药中的作用尚未明确。本研究以

CRC5-FU耐药为切入点,发现 OLA1表达下调会影

响细胞凋亡相关蛋白的表达,从而增强CRC耐药细胞

对5-FU的敏感性。据报道,5-FU可通过DNA损伤

途径影响细胞凋亡进而导致耐药[18]。既往研究表明

OLA1会影响细胞凋亡因子Caspase-3,从而导致细胞

凋亡[19]。而另有研究发现在乳腺癌中 OLA1可通过

影响TGF-β/Smad信号级联促进肿瘤细胞中的 EMT
过程,从而影响凋亡相关蛋白 (CleavedCaspase-3、

Bax、Bcl-2)[5]。也有研究表明,OLA1会影响细胞周

期,在肝细胞癌中敲减OLA1可引起细胞G0/G1期停

滞,从而促进肝细胞癌进展[20]。本研究通过qRT-
PCR实验和 WesternBlot实验检测OLA1的表达,结
果显示,在耐药细胞中 OLA1显著高表达。再利用

siRNA干扰其表达后,结果显示OLA1在细胞内表达

量降低时,CRC耐药细胞的S期细胞比例上升,对5-
FU敏感性增加。并且凋亡蛋白Bcl-2表达减少,同时

Bax和CleavedCaspase-3表达增多。而Bcl-2通过与

Bax结合并阻断Bax寡聚化来抑制细胞凋亡,故敲低

OLA1可导致 Bcl-2 表达降低以及 Bax 和 Cleaved
Caspase-3增加,表明CRC的化疗敏感性有所改善。

综上所述,本研究拓展了 OLA1在癌症耐药方面

的研究,OLA1表达降低会使CRC5-FU耐药细胞对

5-FU变得敏感,阐明了 OLA1通过细胞凋亡信号通

路参与细胞耐药的潜在机制,为其作为肿瘤耐药的靶

标提供了一定依据,可为临床治疗提供新的方向。
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